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1 Zusammenfassung

Das Asthma bronchiale weist eine steigende Prävalenz auf. In Deutschland beträgt sie

unter den Erwachsenen 5 % und unter Kindern bereits 10 %. Aufgrund dieser wachsen-

den medizinischen Bedeutung gewinnt das Asthma bronchiale eine zunehmende Beach-

tung in der immunologischen Forschung. Die genauen Mechanismen, die der Entwicklung

eines asthmatischen Phänotyps zugrunde liegen, sind bisher jedoch nur unvollständig aufge-

klärt. Weitaus besser verstanden sind die pathologischen Veränderungen der Lunge, welche

einen asthmatischen Phänotyp charakterisieren. Diese umfassen die Atemwegshyperreagi-

bilität, die Obstruktion der Atemwege sowie eine strukturelle Umbildung der Atemwege,

das sogenannte airway remodelling. Diesen Veränderungen liegt aus immunologischer Sicht

eine maladaptive TH2-Immunantwort zugrunde, deren Ursache bisher nur unvollständig

erforscht ist.

Bisher ist bekannt, dass bei der Sensibilisierung Mastzellen, Epithelzellen und dendri-

tische Zellen Schlüsselfunktionen einnehmen. Darüberhinaus ist bekannt, dass die Akti-

vierung des Komplementsystems und insbesondere die Anaphylatoxine C3a und C5a den

asthmatischen Phänotyp regulieren. Diese Regulation erfolgt sowohl auf Ebene der Sensi-

bilisierung als auch während der E�ektophase durch Bindung an die Anaphylatoxinrezep-

toren C3aR, C5aR und C5L2. Aufgrund der Bedeutung sowohl von dendritischen Zellen

als auch des Komplementsystems während der Sensibilisierung, bestand das Ziel meiner

Arbeit in der Untersuchung der während dieser Phase durch dendritische Zellen vermit-

telten Regulation des asthmatischen Phänotyps durch die Anaphylatoxinrezeptoren C5aR

und C5L2 bei experimentell-allergischem Asthma.

Um diese Regulation zu untersuchen habe ich dendritische Zellen aus Knochenmarks-

vorläuferzellen von Wildtyp-, C5aR−/− oder C5L2−/− Mäusen in vitro di�erenziert und
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KAPITEL 1. ZUSAMMENFASSUNG

mit den Allergenen Hausstaubmilbenextrakt oder Ovalbumin stimuliert. Diese stimulierten

dendritischen Zellen wurden anschlieÿend hinsichtlich ihrer Antigenaufnahme, der daraus

resultierenden Reifung sowie ihrer Fähigkeit eine T-Zellantwort in vitro und in vivo zu

induzieren untersucht. Nach dieser detaillierten Funktionsanalyse der dendritischen Zellen

wurden sie im Rahmen eines adoptiven Transfermodells in wt oder C5aR−/− Empfänger-

mäuse intratracheal appliziert. Nach einer weiteren Allergenprovokation der Mäuse wurde

die Asthmainduktion in Bezug auf die Induktion einer für das allergische Asthma charak-

teristischen Atemwegshyperreagibilität, der zellulären Atemwegsin�ltration (Granulozyten

und Lymphozyten), der Mukusproduktion sowie der Zytokinproduktion (TH1, TH2 und

TH17) durch pulmonale Zellen untersucht.

Im Hinblick auf die Regulation durch C5L2 konnte ich in meiner Arbeit zeigen, dass

die Expression von C5L2 auf dendritischen Zellen an der Atemwegsentzündung beteiligt

ist. Dies äuÿerte sich in einer verminderten Eosinophilie und Lymphophilie sowie einer

verstärkten TH1-Immunantwort infolge des Transfers von C5L2−/− dendritischen Zellen.

Diese E�ekte wurden in vitro durch eine C5L2-vermittelte Regulation der Di�erenzierung

der dendritischen Zellen begleitet, welche in C5L2−/− Knochenmarkskulturen zu einer ver-

stärkten Reifung der dendritischen Zellen führte. Diese äuÿerte sich in C5L2−/− dendriti-

schen Zellen in einer erhöhten MHC-II- und CD86-Expression. Darüberhinaus wirkte C5L2

negativ-regulatorisch auf die Produktion von IL-23.

Die funktionellen E�ekte, die durch C5aR-vermittelte Signale in KMDZ ausgeübt wer-

den, waren weitaus stärker ausgeprägt als die des C5L2. So konnte ich einen stark ver-

minderten asthmatischen Phänotyp nach dem Transfer von C5aR−/− dendritischen Zel-

len beobachten, der alle gemessenen Parameter betraf (Atemwegshyperreagibilität, zellu-

läre In�ltration, Mukusproduktion und Zytokinproduktion). Dieser C5aR-Ein�uss konnte

durch eine verminderte Produktion TH17-induzierender Zytokine durch C5aR−/− dendri-

tische Zellen, eine durch die Expression von C5aR auf dendritischen Zellen begünstigte

T-Zellproliferation und verminderte T-Zellapoptose sowie die negative Regulation der Ent-

stehung von Suppressorzellen im Rahmen der Di�erenzierung erklärt werden. Ebenfalls auf

die durch C5aR regulierte Di�erenzierung zurückzuführen war die verminderte Antigenauf-

nahme durch C5aR−/− dendritische Zellen, die jedoch keinen Ein�uss auf die Asthmain-
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duktion hatte. Darüberhinaus wiesen C5aR−/− Knochenmarkskulturen wie schon C5L2−/−

Kulturen eine verstärkte Reifung der dendritischen Zellen auf, die mit einer verstärkten

MHC-II-, CD86- und CD40-Expression einherging.

Ergänzend konnte ich durch den adoptiven Transfer in C5aR−/− Mäuse eine über die

Expression von C5aR auf dendritischen Zellen hinausgehende negative Regulation des asth-

matischen Phänotyps durch C5aR nachweisen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit belegen, dass die Expression der Anaphylatoxinrezepto-

ren maÿgeblich die Induktion und Erhaltung einer TH-Immunantwort bei experimentell-

allergischem Asthma beein�usst. Dieser E�ekt beruht auf einer durch Anaphylatoxinrezep-

toren vermittelten Regulation der Di�erenzierung von Knochenmarksvorläuferzellen, wel-

che in Abwesenheit der Rezeptoren zu einer verstärkten Reifung der dendritischen Zellen

führt. Darüberhinaus bestätigen meine Daten die Beobachtung, dass dendritische Zellen

ein Schlüsselrolle bei der Entwicklung des asthmatischen Phänotyps spielen. Allerdings

zeigen sie auch die Möglichkeit einer weiteren durch C5a induzierten Regulation des asth-

matischen Phänotyps durch die Expression der Anaphylatoxinrezeptoren auf anderen an

der Pathogenese beteiligten Zellen wie Lymphoyzten, NKT-Zellen, Mastzellen und Epithel-

zellen. Sowohl der E�ekt der Expression von C5aR und C5L2 auf diesen Zellltypen sowie

die Untersuchung der Mechanismen, die der durch C5a-vermittelten Reifung von Knochen-

marksvorläuferzellen zugrunde liegen, werden in zukünftigen Studien zu untersuchen sein.

Dennoch zeigen meine Daten bereits jetzt, dass die Modulation der C5a-induzierten Ef-

fekte auf die Di�erenzierung der an der Asthmainduktion beteiligten dendritischen Zellen

sowie die E�ekte auf die Di�erenzierung protektiver Suppressorzellen einen vielverspre-

chenden Ansatzpunkt für die Therapie des Asthma bronchiale darstellt, indem sie zu einer

verstärkten Mobilisierung von Suppressorzellen aus dem Knochenmark oder eine beschleu-

nigten Kontraktion der T-Zellantwort führt.
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2 Einleitung

Die vorliegende Doktorarbeit diente der Untersuchung der Funktion der Anaphylatoxinre-

zeptoren C5aR und C5L2 bezüglich der Induktion des experimentell-allergischen Asthmas.

Hierbei lag der Fokus auf der Funktion der Anaphylatoxinrezeptoren in dendritischen Zel-

len. Für ein besseres Verständnis der Arbeit beschreibe ich in der Einleitung deshalb nach

einer kurzen Einführung in das Immunsystem die Entstehung und Funktion der dendri-

tischen Zellen. Darüberhinaus werde ich in den weiteren Abschnitten die Funktion des

Komplementsystems unter besonderer Berücksichtigung der Anaphylatoxine und ihrer Re-

zeptoren darlegen. Den Abschluss der Einleitung bildet die Beschreibung des allergischen

Asthma bronchiale mit Schwerpunkt auf die regulatorischen Funktionen dendritischer Zel-

len und des Komplementsystems.

2.1 Das Immunsystem

Die Aufgabe des Immunsystems besteht darin die funktionelle Integrität des Körpers zu be-

wahren. Hierzu hat der Körper zum Schutz vor Infektionen oder geschädigten Zellen neben

den chemischen und physikalischen Barrieren des Epithels vielfältige Abwehrmechanismen

entwickelt. Ihre Evolution verlief parallel zur Entwicklung von Pathogenen, die über Ver-

letzungen aber auch über Schleimhäute oder Atemwege in den Körper eindringen können.

Diese werden vom Immunsystem nicht nur erkannt, sondern auch bekämpft. Die hierbei

zugrunde liegenden Mechanismen unterliegen einer strengen Regulation, die verhindert,

dass es zu einer Überreaktion gegen gesunde körpereigene Zellen oder harmlose Antigene

kommt. Diese Regulation ist im Fall von Autoimmunerkrankungen und Allergien gestört

[1].
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KAPITEL 2. EINLEITUNG

Um einen schnellen und umfassenden Schutz zu gewährleisten haben sich Abwehrmecha-

nismen entwickelt, die in zwei Kategorien eingeteilt werden können. Nachdem ein Pathogen

die physikalischen und chemischen Barrieren des Körpers überwunden hat, erfolgt seine un-

mittelbare und unspezi�sche Abwehr durch die angeborene Immunabwehr. Diese umfasst

sowohl zelluläre Komponenten wie Makrophagen und dendritische Zellen als auch humorale

Komponenten wie das Komplementsystem. Die pathogenspezi�sche Abwehr erfolgt zeitlich

verzögert durch die adaptive Immunantwort. Hierzu gehören die T- und B-Zellantwort. Im

Gegensatz zur angeborenen Immunität zeichnet sich die adaptive Immunantwort durch ei-

ne hohe Antigenspezi�tät sowie die Ausbildung eines immunologischen Gedächtnisses aus,

das nach einer Primärinfektion oder einer Impfung bei einem erneuten Antigenkontakt eine

beschleunigte und verstärkte Immunantwort bewirkt [1].

Obwohl sich die angeborene und adaptive Immunantwort aufgrund der beteiligten Zel-

len und Faktoren unterscheiden, dürfen sie nicht als voneinander unabhängig betrachtet

werden. Sie sind vielmehr über zelluläre Interaktionen und gegenseitig stimulierende lös-

liche Faktoren eng miteinander verzahnt, regulieren sich gegenseitig und gewähren erst

zusammen einen e�ektiven Schutz des Organismus vor Pathogenen [1, 2].

2.1.1 Das angeborene Immunsystem

Die Prinzipien der angeborenen Immunologie wurden bereits im Jahr 1884 von dem rus-

sischen Zoologen Elie Metschniko� beschrieben. Dieser beschäftigte sich zunächst mit der

Nahrungsaufnahme bei niederen Organismen, erweiterte seine Forschung jedoch auf die

partikuläre Nahrungsaufnahme durch Zellen, welche er Makrophagen (grch. makro = groÿ;

phagein = fressen) nannte. Sein groÿes Verdienst besteht darin, dass er die über eine Nah-

rungsaufnahme der Zellen hinausgehende Funktion der Phagozytose für das Immunsystem

erkannte. Als Bestandteil des angeborenen Immusystems stellen Phagozyten die erste zel-

luläre Abwehrlinie gegen Pathogene und gealterte Zellen dar und tragen zur Integrität des

Körpers bei (s. Übersichtsartikel [2, 3]).

Das angeborene Immunsystem stellt den evolutionär älteren Teil der Immunabwehr dar.

Es �ndet sich in allen Tieren und P�anzen und dient dem unmittelbaren Schutz des Or-

ganimus vor Pathogenen, nachdem diese die physikalischen und chemischen Barrieren des
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KAPITEL 2. EINLEITUNG

Körpers überwunden haben. Es besteht aus einem humoralen Teil sowie einem zellbasier-

ten Teil, der neben Makrophagen auch Granulozyten, Mastzellen, natürliche Killerzellen

und dendritische Zellen (DZ) umfasst. Letztere werden in einem späteren Kapitel genauer

beschrieben (s. Abschnitt 2.2).

Das angeborenen Immunsystem ist für den schnellen Schutz vor Pathogenen verantwort-

lich. Erste Reaktionen sind bereits direkt nach Infektion beobachtbar und dienen der Kon-

trolle des Pathogens in der Frühphase einer Infektion. Häu�g ist diese erste Bekämpfung

bereits ausreichend um das Pathogen zu eliminieren. Anderfalls übernimmt das adaptive

Immunsystem die spezi�sche Bekämpfung des Pathogens. Für die Erkennung einer Vielzahl

unterschiedlicher Pathogene exprimieren die Zellen des angeborenen Immunsystems konsti-

tutiv Mustererkennungsrezeptoren (engl. pattern recognition receptor, PRR), die einfache

aber weit verbreitete, evolutionär konservierte Moleküle wie beispielsweise Lipopolysac-

charide (LPS) und andere molekulare Muster auf der Ober�äche von Mikroorganismen

(engl. pathogen associated molecular pattern, PAMP) erkennen und bereits in den Keim-

zellen des Organismus kodiert sind. Diese PAMP sowie andere Ober�ächenmodi�kationen

von Zellen oder beschädigte Ober�ächenstrukturen auf Zellen gehören zur Obergruppe der

DAMP (engl. danger associated molecular pattern). Die Erkennung von DAMP auf der

Ober�äche von Pathogenen, in�zierten oder veränderten Zellen ermöglicht es dem angebo-

renen Immunsytem Gefahren zu erkennen (s. Übersichtsartikel [4, 5]). Die Erkennung dieser

Strukturen aktiviert die Zellen des angeborenen Immunsystems und induziert die Eliminie-

rung der in�zierten Zellen und Pathogene und/oder initiiert die adaptive Immunantwort

durch zellständige Mechanismen oder durch Sekretion von Zytokinen und Chemokinen [1].

Neben den oben aufgeführten Zellen umfasst das angeborene Immunsystem auch lösliche

Faktoren. Zu diesem humoralen Teil gehören Zytokine und Chemokine, die beispielswei-

se infolge einer Pathogenaufnahme durch Phagozyten freigesetzt werden, aber auch das

Komplementsystem, dessen Funktion später im Detail beschrieben wird (s. Abschnitt 2.3)

[1].

7



KAPITEL 2. EINLEITUNG

2.1.2 Das erworbene Immunsystem

Die Einschränkung des angeborenen Immunsystems besteht in seinem begrenzten und in-

varianten Rezeptorrepertoire, das eine pathogenspezi�sche Immunantwort nur bedingt er-

möglicht. Diese Aufgabe übernimmt das adaptive Immunsystem, dessen erste funktionelle

Beschreibung auf Emil von Behring und Shibasaburo Kitasato zurückgeht. Diese entdeck-

ten 1892, dass Serum eines gegen Diphterie immunisierten Tieres ein anderes Tier nach der

Übertragung vor einer Diphterieinfektion schützt. Dieser Vorgang wird als passive Immu-

nisierung bezeichnet [1].

Heute ist bekannt, dass diese antitoxische Aktivität des Serums auf Antikörper zurück-

zuführen ist, die Toxine spezi�sch binden und neutralisieren. Die Antikörper und ihre

hohe Spezi�tät fanden bereits Ausdruck in von Behrings Seitenkettentheorie und seiner

Verfolgung des �Schlüssel-Schloss-Prinzips�. Sie stellen den humoralen Teil des adapti-

ven Immunsystems dar. Dieses verfügt über die Fähigkeit eine nahezu unbegrenzte An-

zahl von Pathogenen spezi�sch zu erkennen. Diese Vielfalt des erworbenen Immunsys-

tems entwickelte sich im Verlauf der Evolution durch die Entstehung der recombination

activating genes (RAG)-Gene, welche die Rekombination der Rezeptoren des erworbenen

Immunsystems ermöglichten. Aufgrund der Tatsache, dass die Entstehung der RAG-Gene

evolutionär jung ist, �ndet man das erworbene Immunsystem nur in Vertebraten [1, 2].

Über den humoralen Teil hinaus entwickelten sich auch zelluläre adaptive Mechanismen.

Diese beruhen auf der Aktivität von B- und T-Lymphozyten. Lymphozyten stammen von

Vorläufern aus dem Knochenmark ab. Während B-Lymphozyten hier auch reifen, wandern

T-Lymphozyten zur Reifung in den Thymus. Nach ihrer Reifung treten die Lymphozy-

ten in den Blutkreislauf ein, wo sie als naive Zellen durch den Körper und die peripheren

lymphatischen Organe zirkulieren. Nach dem Kontakt mit ihrem spezi�schen Antigen rei-

fen die Lymphozyten weiter zu E�ektorzellen. Die Erkennung des Antigens erfolgt durch

spezi�sche Rezeptoren, deren Antigenspezi�tät auf einer hohen Variabilität beruht. Diese

entsteht durch Rearrangements von Gensegmenten und somatische Hypermutation wäh-

rend der Reifung der Lymphozyten in Thymus und Knochenmark [1].

T-Lymphozyten exprimieren den sogenannten T-Zellrezeptor (engl. T cell receptor, TCR)

auf der Zellober�äche. Er dient in den peripheren lymphatischen Organen (Lymphknoten,
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Milz, lymphatische Gewebe der Schleimhäute) der Erkennung prozessierter Antigene, die

von antigenpräsentierenden Zellen durch major histocompatibility complex (MHC)-I- und

MHC-II-Moleküle auf der Ober�äche präsentiert werden. Die Erkennung eines Antigens oh-

ne eine zusätzliche Kostimulation führt zum Übergang des T-Lymphozyten in den anergen

Zustand und seiner Inaktivierung. Erfolgt die Erkennung des Antigens jedoch in Kombi-

nation mit kostimulatorischen Signalen wie der cluster of di�erentiation (CD)80•CD28-

oder der CD86•CD28-Interaktion sowie der Sekretion von Zytokinen führt dies zur Rei-

fung der naiven T-Lymphozyten in regulatorische T-Lymphozyten (Treg), welche die Ak-

tivität anderer T-Lymphozyten unterdrücken und somit das Immunsystem kontrollieren,

oder E�ektor-T-Lymphozyten. Diese umfassen zytotoxische T-Lymphozyten, die patho-

genin�zierte Zellen töten, und Helfer-T-Lymphozyten (TH), die der Regulation weiterer

Immunantworten wie beispielsweise der B-Zellantwort dienen. Die Entstehung der jewei-

ligen E�ektorform hängt von der Art des Antigens, dem präsentierenden MHC-Molekül

und den kostimulatorischen Signalen ab. Darüberhinaus beein�usst das Zytokinmilieu die

Entstehung der E�ektor-T-Lymphozyten und insbesondere die weitere Di�erenzierung der

TH-Lymphozyten zu TH1-, TH2- und TH17-Lymphozyten oder der erst vor kurzem be-

schriebenen TH9- und TH22-Lymphozyten (s. Übersichtsartikel [6]). Neben den erwähnten

E�ektorzellen entstehen während der T-Zellentwicklung T-Gedächtniszellen, die bei einer

erneuten Infektion eine Beschleunigung der T-Zellantwort bewirken [1].

Der Ober�ächenrezeptor der B-Lymphozyten wird als B-Zellrezeptor (engl. B cell recep-

tor, BCR) bezeichnet. Trotz dessen Verwandtschaft mit dem TCR unterscheidet er sich von

diesem in Struktur und Antigenerkennung. Die Bindung des Antigens durch den BCR führt

zu dessen Internalisierung, der Prozessierung des Antigens und der Präsentation durch

MHC-II. Die Erkennung dieses Antigens durch einen ebenfalls antigenspezi�schen TH2-

Lymphozyten führt zur Sezernierung von Zytokinen durch den TH2-Lymphozyten und die

anschlieÿende Reifung des B-Lymphozyten zu einer Immunglobulin (Ig)-produzierenden

Plasmazelle. Diese Ig, die auch als Antikörper bezeichnet werden, stellen die lösliche Form

des BCR dar und sind hochspezi�sch für das aktivierende Antigen. Ihre Funktion besteht in

der Opsonisierung von Pathogenen, der Neutralisierung von Toxinen und der Aktivierung

des Komplementsystems durch Bildung von Immunkomplexen [1]. Neuere Studien beschrei-
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ben darüberhinaus, dass auch für B-Lymphozyten neben der klassischen Plasmazelle wei-

tere E�ektorformen wie Gedächtnis-B-Lymphozyten und regulatorische B-Lymphozyten

(Breg) existieren (s. Übersichtsartikel [7]).

2.2 Die dendritischen Zellen

Die DZ gehören zu den antigenpräsentierenden Zellen (APZ). Erstmalig wurden sie von

Ralph Steinman im Jahr 1973 beschrieben [8]. Ihren Namen verdanken sie ihrer Morpholo-

gie. Sie weisen lange �ngerähnliche Fortsätze, ähnlich den Dendriten der Nervenzellen, auf.

Ihre Aufgabe besteht in der Aufnahme von festen Partikeln, deren Prozessierung und der

Präsentation von Peptiden auf der Zellober�äche. Dort wird das prozessierte Antigen im

Kontext von MHC-II durch T-Lymphozyten erkannt. Diese Interaktion führt zur Aktivie-

rung der T-Lymphozyten. Somit bilden die DZ eine Schnittstelle zwischen der angeborenen

und der erworbenen Immunantwort [1].

2.2.1 Subpopulationen dendritischer Zellen

Die DZ stellen keine homogene Population dar. Historisch wurden sie entsprechend ihrer

Vorläuferzelle in myeloide und lymphoide DZ eingeteilt. Mittlerweile weiÿ man, dass diese

Klassi�zierung den verschiedenen Funktionen der unterschiedlichen DZ-Subpopulationen

nicht gerecht wird. Allerdings herrscht keine Klarheit darüber, welche Klassi�zierung am

besten alle Unterschiede der DZ-Subpopulationen widerspiegelt. So bestehen im Groÿen

und Ganzen fünf Systematiken zur DZ-Klassi�zierung, die nach folgenden Kriterien di�e-

renzieren: (i) der Entwicklungsstufe (prä-DZ, DZ), (ii) dem Wanderungsverhalten

(migratorisch, resident, zirkulierend), (iii) der Umgebungsbedingung (steady-state, in�am-

matorisch), (vi) den Subtypen oder (v) dem Aktivierungsgrad (nicht-aktiviert, aktiviert)

(s. Übersichtsartikel [9]).

Am weitesten verbreitet ist eine Klassi�kation, die nach der Entwicklungsstufe und dem

Wanderungsverhalten di�erenziert. Diese Systematik wird deshalb auch bei der folgenden

Beschreibung muriner DZ verwendet (s. Übersichtsartikel [9, 10, 11]). Darüberhinaus kon-

zentriert sich das folgende Kapitel auf die DZ der Maus, die wesentlich besser untersucht
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sind als humane DZ.

Prä-dendritische Zellen

Als Prä-DZ werden Zellen bezeichnet, die sich im unmittelbar letzten Di�erenzierungsgrad

vor einer ausdi�erenzierten DZ be�nden. Sie können entweder spontan unter steady-state-

Bedingungen zu DZ di�erenzieren oder nach Stimulation im Rahmen einer Infektion oder

Entzündung. Obwohl sie keine ausdi�erenzierten DZ darstellen, üben sie spezi�sche immu-

nologische Funktionen aus. Die wichtigsten Vertreter dieser Subpopulation sind plasmazy-

toide DZ (pDZ) [12]. Diese werden durch ihre runde Form, ihre plasmazytoide Morpho-

logie und die Fähigkeit während viraler oder bakterieller Infektionen Interferon (IFN)-α

zu produzieren charakterisiert [13]. Unter nicht-in�ammatorischen Bedingungen wirken sie

tolerogen. Sie sind in den Lymphknoten, Milz, Thymus und dem Knochenmark lokalisiert

[14, 15, 16]. Insbesondere die pDZ des Knochenmarks weisen eine mit Monozyten vergleich-

bare Plastizität auf. In diesem Zusammenhang wird eine mögliche Di�erenzierung der pDZ

zu konventionellen DZ (kDZ) diskutiert (s. Übersichtsartikel [17]). Phänotypisch sind pDZ

durch die Expression von CD11c, B220, mPDCA-1 und Gr-1 gekennzeichnet [14].

Migratorische dendritische Zellen

Migratorische DZ be�nden sich in den peripheren Geweben wie beispielsweise Lunge, Haut

und Darm, wo sie Pathogene oder periphere Selbst-Antigene aufnehmen. Von dort migrie-

ren sie in die drainierenden Lymphknoten und aktivieren antigenspezi�sche T-Lymphozyten.

Dieser Prozess wird normalerweise durch die Reifung der DZ begleitet. Er ist sowohl unter

steady-state- als auch pathogenfreien Bedingungen zu beobachten, wird jedoch im Rahmen

einer Infektion oder Entzündung durch die Di�erenzierung in�ammatorischer DZ verstärkt

[18, 19, 20, 21]. Typische Vertreter dieser DZ-Subpopulation sind die Langerhanszellen der

Epidermis sowie die DZ der Dermis und des Darms (s. Übersichtsartikel [11]). Charak-

teristisch ist die Expression der Marker CD11c, CD11b, MHC-II, Langerin und CD103

(s. Übersichtsartikel [10] oder [22, 23, 24]).
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Residente dendritische Zellen

Residente DZ sind in allen lymphatischen Organen zu �nden. Sie unterscheiden sich von mi-

gratorischen DZ aufgrund ihrer, einen unreifen Phänotyp charakterisierenden, verminder-

ten MHC-II-Expression. Sie umfassen sowohl CD11c+CD11b+-CD8a+CD4−CD24hisignal

regulatory protein (Sirp)-α− als auch CD11c+CD11b+CD8a−CD4+CD24loSirp-α+ kDZ (s.

Übersichtsartikel [25] oder [26]). Diese dienen vor allem der Initiierung von TH-Zellantworten,

wobei CD8a− kDZ typischerweise eine TH2-Antwort induzieren. Im Gegensatz dazu indu-

zieren CD8a+ kDZ durch Cross-presentation vermittelt eine TH1-Antwort [27].

Zirkulierende dendritische Zellen

Im Gegensatz zu humanem Blut be�nden sich in murinem Blut kaum zirkulierende DZ.

Obwohl bereits gezeigt wurde, dass kDZ über die Blutgefäÿe in Milz und lymphatische

Organe migrieren können, wurden bisher kaum kDZ im Blut nachgewiesen (s. Übersichts-

artikel [28, 29, 8] oder [30]). Die Mehrzahl dort vorhandener DZ sind vielmehr prä-DZ wie

pDZ [31]. Dieser Unterschied zu humanem Blut kann entweder einen Speziesunterschied

darstellen oder kann durch die �saubere Umgebung� der untersuchten Versuchsmäuse her-

vorgerufen werden (s. Übersichtsartikel [9]).

2.2.2 Die Di�erenzierung dendritischer Zellen

DZ entstehen aus Lin−CD117+Sca-1+ Vorläuferzellen, die sich im Knochenmark be�nden

(s. Abb. 2.1). Diese entwickeln sich über die Stufen der Lin−CD117+Sca-1−CD16/32−CD34+

common myeloid progenitor (CMP) und CD117int/loCX3CR1+CD135+ common lymphoid

progenitor (CLP) zu CD34+/−CD16/32+/−CD117+CD11c−MHC-II− pro-DZ und

CD34+ CD16/32+CD115+CD117+CD135+ macrophage dendritic cell precursor (MDP).

Diese unterscheiden sich von pro-DZ auÿerdem in ihrer fms-like tyrosine kinase 3 (Flt3)-

Rezeptorexpression (CD135) und ihrer Fähigkeit während der Di�erenzierung Kolonien

zu formen [36]. MDP stellen die Vorläufer von in�ammatorischen CD11+CD11b+Ly6Clo

MHC-II+ DZ dar, die aus Monozyten di�erenzieren, jedoch nicht von steady-state kDZ. Die-

se entstehen aus pro-DZ, die weiter zu CD11c+CD11b+MHC-II−CX3CR1+CD115+CD135+
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Abbildung 2.1: Di�erenzierung und Funktion dendritischer Zellen. (1) DZ entstehen aus
Knochenmarksvorläuferzellen. (2) Nach ihrer Di�erenzierung besteht ihre Aufgabe in der Aufnahme
von Antigenen. Diese erfolgt durch Rezeptor-vermittelte Endozytose oder Pinozytose. Die aufgenom-
menen Antigene werden prozessiert und anschlieÿend mittels MHC auf der Zellober�äche präsen-
tiert. (3) Diese Präsentation induziert nach der Kostimulation durch die Erkennung von PAMP die
Migration der DZ in den Lymphknoten und die Di�erenzierung von T-Lymphozyten. Hierbei ist
neben der Antigenerkennung durch den TCR die Zytokinproduktion der DZ entscheidend für die
Ausprägung der TH -Di�erenzierung (s. Übersichtsartikel [9, 10, 11, 32, 33, 34, 6, 35]).

prä-DZ di�erenzieren. Diese wandern über das Blut aus dem Knochenmark aus und bil-

den Langzeitspeicher von DZ-Vorläufern in den Organen, wo sie infolge einer Entzündung

schnell mobilisiert werden können (s. Übersichtsartikel [37] oder [31, 38, 39]). Im Zuge

der Di�erenzierung verlieren die DZ-Vorläufer ihre Fähigkeit zu pDZ zu di�erenzieren und

erhöhen ihr Potential zur kDZ-Di�erenzierung. Dieses Phänomen wird als graduelle Vor-

herbestimmung (engl. graded commitment) bezeichnet (s. Übersichtsartikel [9]).
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In vitro GM-CSF-Di�erenzierung dendritischer Zellen

Bei der Di�erenzierung von DZ durch granulocyte macrophage colony-stimulating factor

(GM-CSF) handelt es sich um eine verbreitete Methode zur Generierung groÿer Mengen

homogener CD11c+CD11b+CD8a−MHC-II+ DZ. Sie wurden lange als in vitro-Analogon

zur in vivo Di�erenzierung CD8a− kDZ betrachtet. Inzwischen mehren sich jedoch die

Hinweise, dass derart generierte DZ nicht als steady-state DZ betrachtet werden können.

Vielmehr scha�t die Gabe von GM-CSF Bedingungen, wie sie im Rahmen einer Ent-

zündung oder Infektion beobachtet werden [40]. Unter diesen Bedingungen konnte auch

in vivo im Rahmen einer Infektion mit Listeria monocytogenes die Di�erenzierung ei-

ner CD11cintCD11bhiMAC-3+ DZ-Population beobachtet werden. Diese DZ produzierten

tumor necrosis factor (TNF)-α und inducible nitric oxide synthase (iNOS) weshalb sie

auch als TNF-α iNOS produzierende DZ (Tip DZ) bezeichnet werden. Funktionelle und

phänotypische Analysen ergaben, dass GM-CSF-di�erenzierte DZ in der Expression von

CD11c, MHC-II, TNF-α und iNOS Tip DZ ähneln [41]. Darüberhinaus haben sie eine ähnli-

che granuläre Morphologie und sekretieren ebenfalls Interleukin (IL)-10 und CC-Chemokin

Ligand (CCL)2, sodass sie als in vitro Äquivalent der Tip DZ betrachtet werden.

2.2.3 Die Aktivierung der dendritischen Zellen

Alle DZ-Subpopulationen haben gemeinsam, dass sie Antigen aufnehmen und T-Lympho-

zyten präsentieren können. Exogene lösliche Antigene, die klassisch präsentiert werden,

werden zunächst durch Pinozytose oder Clathrin-vermittelte Endozytose aufgenommen

(s. Abb. 2.1)(s. Übersichtsartikel [42]). Die entstehenden Endosomen fusionieren mit Ve-

sikeln, die aufgrund ihres pHs und der darin enthaltenen Enzyme, die Antigene degra-

dieren. Anschlieÿend werden die Antigenpeptide im späten Endo-Lysosom durch MHC-II

gebunden und in diesem Komplex zur Zellober�äche transportiert. Dort werden sie von

CD4+ T-Lymphozyten erkannt (s. Übersichtsartikel [34]).

Im Gegensatz dazu werden endogene Antigene durch MHC-I präsentiert. Hierzu werden

sie im Proteasom abgebaut, binden im endoplasmatischen Retikulum (ER) an MHC-I und

werden in Vesikeln an die Zellober�äche transportiert. Dort aktivieren sie

CD8+ T-Lymphozyten [1].
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Neben der klassischen MHC-II-vermittelten Präsentation können exogene Antigene auch

durch MHC-I päsentiert werden. Antigene, die durch diese sogenannte cross-presentation

präsentiert werden, werden durch Endozytose aufgenommen und verlassen die frühen endo-

somalen Vesikel in das Zytoplasma, wo sie durch Proteasen abgebaut werden. Anschlieÿend

gelangen sie in der Regel transporter associated with antigen processing (TAP)-vermittelt

in das ER, wo sie durch MHC-I gebunden, zur Zellober�äche transportiert und von CD8+

T-Lymphozyten erkannt werden [43, 44, 45, 46].

Die Entscheidung, ob ein Antigen mittels MHC-I oder MHC-II präsentiert wird, fällt

bereits auf der Zellober�äche durch die Art der Antigenaufnahme (s. Übersichtsartikel [42]).

Während Unklarheit darüber herrscht, ob Antigene, die durch Mannoserezeptoren (MR)

gebunden werden, primär für die cross-presentation bestimmt sind oder auch durch MHC-II

präsentiert werden können, herrscht Konsens, dass durch Pinozytose und Scavengerrezeptor

(SR)-vermittelt Endozytose aufgenommene Antigene klassisch durch MHC-II präsentiert

werden [47, 48, 49, 50].

Neben den aktivierenden Signalen durch die Antigenaufnahme, benötigen DZ zur In-

duktion einer T-Zellantwort die Stimulation durch PRR. Andernfalls induziert die DZ

durch Anergie des T-Lymphozyten Toleranz gegenüber dem Allergen [1]. Die Erkennung

von PAMP durch PRR in Kombination mit der Antigenpräsentation bewirkt in der DZ

die verstärkte Expression kostimulatorischer Moleküle, die für die Induktion von E�ektor-

T-Lymphozyten notwendig ist. Diese kostimulatorischen Moleküle umfassen u.a. CD40,

CD80 und CD86. Darüberhinaus induziert die PRR-Stimulation die Sekretion von Zyto-

kinen und Chemokinen, die für die Migration von T-Lymphozyten in den Lymphknoten

wichtig sind, vermindert die Aufnahme weiterer Antigene und induziert zytoskeletale Me-

chanismen, die der Migration in den Lymphknoten dienen. Diese zellulären Veränderung

charakterisieren den funktionellen Wechsel aus dem Überwachungsmodus in den immun-

stimulatorischen Präsentationsmodus der DZ [1, 51, 52, 53].

2.2.4 Die Induktion von T-Lymphozyten

Reife DZ migrieren in den Lymphknoten, wo sie die Di�erenzierung von E�ektor-T-Lympho-

zyten einleiten. Diese Migration erfolgt entlang eines CCL19- und CCL21-Gradienten.
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Diese Chemokine werden in den Lymphknoten von Stromazellen produziert und bin-

den an den CC-Chemokin-Rezeptor (CCR)7 [54, 55, 56]. Im Lymphknoten produzieren

DZ CCL18 und CCL19. Diese vermitteln durch Bindung an CCR7 die Attraktion von

naiven T-Lymphozyten. Innerhalb der T-Zellzone des Lymphknotens erkennt der TCR

die durch MHC präsentierten Peptide. In Kombination mit der Stimulation von CD28

durch kostimulatorische Moleküle induziert die TCR-Bindung die Di�erenzierung der T-

Lymphozyten. Während MHC-I präsentierte Peptide eine Immunantwort durch CD8+ zy-

totoxische T-Lymphozyten induzieren, führt die Erkennung MHC-II-präsentierter Antigene

zur Entwicklung einer CD4+ TH-Immunantwort. Hierbei sind die von den DZ sezernierten

Zytokine ausschlaggebend (s. Abb. 2.1). Sezerniert diese Zytokine wie IL-12 und IFN-γ ent-

stehen unter der Regulation des Transkriptionsfaktors T-box expressed in T cells (T-bet)

TH1-Lymphozyten [57, 58, 59]. Im Gegensatz dazu blockt das Zytokin IL-4 die Di�eren-

zierung von TH1-Lymphozyten und favorisiert die trans-acting T-cell-speci�c transcription

factor (GATA)-3-abhängige Entstehung von TH2-Lymphozyten [60, 61, 1]. Diese können

sich unter dem Ein�uss von TGF-β weiter zu TH9-Lymphozyten entwickeln [62]. TH17-

Lymphozyten entstehen in einem Milieu, das von IL-1β, IL-6, IL-21, IL-23 und TGF-β

geprägt ist [63, 64, 65, 1]. Die Regulation der Transkription erfolgt durch retinoic-acid re-

ceptor related orphan receptor (ROR)γt [66]. Sie wird durch die Zytokine IL-4 und IFN-γ

blockiert [67]. Die jüngst entdeckte TH-Subpopulation sind TH22-Lymphozyten [68]. Diese

entstehen unter dem Ein�uss von IL-6 und TNF-α, wobei die beteiligten Transkriptions-

faktoren bisher nicht bekannt sind (s. Übersichtsartikel [69] oder [70]).

2.2.5 Die Entstehung von Suppressorzellen

Im Rahmen der Di�erenzierung von DZ entstehen unter dem Ein�uss von GM-CSF soge-

nannte myeloid-derived suppressor cells (SZ) [71, 72, 73]. Sie stellen eine heterogene Popu-

lation dar, die aus Vorläuferzellen von Makrophagen, Granulozyten und DZ besteht. Ihnen

gemein ist die Expression der Marker CD11c, CD11b und Gr-1 (s. Übersichtsartikel [74]

oder [75, 76]). Sie lassen sich darüberhinaus in CD11b+Ly6G−Ly6ChiF4/80+ monozytäre

und CD11b+Ly6G+Ly6Clo F4/80− granulozytäre SZ unterteilen [77, 78, 79, 80]. Ihre Aufga-

be besteht in der Suppression von T-E�ektorfunktionen beispielsweise bei der Tumorenste-
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hung oder der Induktion von Autoimmunerkrankungen und Asthma [81, 82, 83, 84, 85, 86].

Diese Suppression geschieht einerseits durch Inhibition der T-Zellproliferation, anderer-

seits durch Induktion der T-Zellapoptose oder durch Inaktivierung des TCR. Alle diese

Mechanismen hängen von der fehlenden Präsenz von Arginin, dessen Abbau durch die

Enzyme Arginase 1 und nitric oxide synthase (NOS) 2 und den dabei entstehenden reakti-

ven Sauersto�spezies (ROS) und Sticksto�monoxid (NO) ab. Während Arginase 1 primär

die Proliferation der T-Lymphozyten und die Expression von CD3 durch den Abbau des

Arginins inhibiert, induzieren das durch NOS2 gebildete NO und ROS die Apoptose der

T-Lymphozyten oder deren Inaktivierung durch Nitration des TCR [87, 88, 89, 90, 91].

Darüberhinaus gelten SZ als Produzenten immunsuppressiver Zytokine wie TGF-β und

Induktoren von Treg-Lymphozyten [83, 92, 93].

2.3 Das Komplementsystem

Die Entdeckung des Komplementsystems geht auf den belgischen Mediziner Jules Bordet im

Jahre 1900 zurück. Er beschrieb es als ein aus hitzelabilen Plasmakomponenten bestehen-

des System, das zur Opsonisierung und Tötung von Pathogenen führt. In dieser Funktion

dient es der Komplementierung der antibakteriellen Aktivität von Antikörpern. Obwohl es

durch Antikörper aktiviert werden kann, entwickelte es sich als Teil der angeborenen Im-

munität [1]. Über die Erkennung von Pathogenen hinaus dient das Komplementsystem der

Erkennung und Eliminierung endogener Gefahren wie sie beispielsweise von apoptotischen

Zellen ausgehen. Es dient jedoch auch der Regulation weiterer angeborener und adaptiver

Immune�ektorfunktionen und ist an Geweberegeneration, Angiogenese, Fettsto�wechsel,

Beseitigung von Immunkomplexen, Mobilisierung von hämatopoietischen Vorläuferzellen

und neurologischen Prozessen beteiligt (s. Übersichtsartikel [94, 95]).

Charakteristisch für das Komplementsystem ist, dass viele der vornehmlich in der Le-

ber gebildeten Komplementproteine Proteasen sind, die zunächst als inaktive Zymogene

in Körper�üssigkeiten und Geweben vorliegen und erst nach Spaltung durch eine weitere

Protease lokal am Entzündungsort aktiviert werden. Diese Aktivierung wiederum führt zur

Spaltung und Aktivierung des nächsten Pro-Enzyms. Dieser kaskadenartige Aufbau ermög-
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licht es dem Komplementsystem ein initial kleines, lokales Signal auf jeder Proteasenebene

zu verstärken [1].

2.3.1 Die Aktivierung des Komplementsystems

Der klassische Weg

Zentrales Molekül der Komplementkaskade ist der Komplementfaktor C3. Dieser kann

durch drei Mechanismen aktiviert werden (s. Abb. 2.2). Der klassische Weg der Kom-

plementaktivierung wird durch Bindung von C1q an eine Pathogenober�äche induziert.

Diese Bindung kann entweder direkt an Ober�ächenstrukturen wie beispielsweise Lipotei-

chonsäure auf der Ober�äche von Gram-negativen Bakterien, oder über die Bindung an

Pentraxine oder Antikörper, die an die Pathogenober�äche binden, erfolgen. Somit stellt

C1q eine Verbindung zwischen adaptiver und angeborener Immunität dar. C1q ist Bestand-

teil des C1-Komplexes, der neben C1q je zwei Moleküle C1r und C1s umfasst. Die Funktion

von C1s und C1r besteht in der Verknüpfung von sechs C1q-Molekülen zu einem Hexa-

mer. Diese Hexamerisierung dient der Kontrolle der Komplementaktivierung. Die Bindung

von mehr als zwei C1q-Bindungsdomänen an ein Pathogen bewirkt eine Konformationsän-

derung im (C1rC1s)2-Komplex. Diese Konformationsänderung führt zur Aktivierung von

C1r, welches seinerseits die Serinprotease C1s aktiviert. Diese spaltet und aktiviert sowohl

C4 als auch C4-gebundenes C2. Deren zwei gröÿere Spaltprodukte C2a und C4b bilden

die C3-Konvertase des klassischen Komplementwegs C4b2a und spalten und aktivieren das

zentrale Molekül C3 (s. Übersichtsartikel [95] oder [1]).

Der alternative Weg

Neben dem klassischen Weg der Komplementaktivierung gibt es den alternativen Weg (s.

Abb. 2.2). Dieser ist der evolutionär älteste Weg der Komplementaktivierung. Er gründet

auf der initialen spontanen Spaltung von C3. Diese ist unabhängig von einer vorherigen

Bindung an die Pathogenober�äche. In Gegenwart von Hydroxylgruppen kommt es zur

spontanen Hydrolyse einer Thioestergruppe im C3-Molekül [100, 101]. Das entstehende

C3(H2O) ermöglicht die Bindung von Faktor B. Dies führt zur Bindung von Faktor D,
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2  Terminaler  Weg

Alternativ

C3

1  Aktivierung4  neg. Regulation 5  pos. Regulation

Gerfahren‐
erkennung/ 
Initiation

Lektin

MBL und Fikolin

Klassisch

C1q‐Hexamer

C3(H2O)
Lektin‐MASP‐2‐

Komplex
C1‐Komplex

C3‐Hydrolyse + MASP‐2+ 2 C1s, 2 C1r

C4b2aC4b2a

+ Faktor B, D + C2, C4+ C2, C4

C3bBb

C3a      + C3bBb3b

+ C3 + C3+ C3

C3‐
Konvertase

Serinprotease/ 
reaktiver 
Komplex

C3a      + C4b2a3bC3a      + C4b2a3b

C5a      + C5b

+ C5+ C5

C5‐
Konvertase

+ C5

C5b67

+ C6, C7

C5b678

+ C8

Bindung an 
die Membran

C5b‐9

+ 10‐16 C9

Insertion in 
die Membran

Bildung des 
MAC

MAC

3  Effektorfunktionen

Anaphylatoxine

• Zerstörung des Membranpotentials

• Porenbildung erlaubt Enzymen den 
Eintritt

• Nicht‐lytische Effektorfunktionen
(Synthese von Prostaglandinen, 
Zytokinen, Chemokinen, Regulation der 
Expression von Adhäsionsmolekülen, 
Zellaktivierung, 
Stammzellmobilisierung)

• Chemotaxis

• Erhöhung der Gefäßpermeabilität

• Kontraktion der glatten Muskulatur

• Aktivierung von Mastzellen, 
Makrophagen, Granulozyten, B‐
Lymphozyten und Thrombozyten

C3‐Spaltprodukte

• Opsonisierung
• Aktivierung von B‐Lymphozyten

• MAp44 (verhindert C4‐
Deposition)

• DAF (destabilisiert C3‐
Konvertasen)

• C4BP (verdrängt C2a)
• CR1 (destabilisiert C3‐
Konvertasen)

• Faktor H (verdrängt Bb)
• Faktor I (spaltet C3b und 
C4b)

• MCP (Kofaktor von 
Faktor I)

• MAp19 (verdrängt MASP)

• C1‐Inhibitor (destabilisiert 
C1‐Komplex und Lektin‐
MASP‐2‐Komplex)

• Clusterin (verhindert MAC‐
Bildung)

• Vitronektin (verhindert 
MAC‐Bildung)

• Protektin (verhindert MAC‐
Bindung)

• Properdin (stabilisiert 
C3bBb)

+ C3, Faktor B,D + C3, Faktor B,D

• Carboxypeptidasen
(deaktivieren die 
Anaphylatoxine)

• CRIg (reguliert die C5‐
Konvertase)

Abbildung 2.2: Das Komplementsystem. (1) Die Aktivierung des Komplementsystems ge-
schieht entweder durch spontane Hydrolyse von C3, oder durch die Bindung der Gefahrenerken-
nungsmoleküle C1q, MBL und Fikolin an DAMP. (2) Diese Aktivierung führt zu einer katalytischen
Kaskade, in deren Verlauf der Membranangri�skomplex das Pathogen zerstört oder sublytische und
lösliche MAC sowie die reaktiven Spaltprodukte von C3 und C5 weitere immunologische Prozes-
se einleiten (3). (4) Zum Schutz vor spontaner Komplementaktivierung verfügt der Körper über
negative Regulatoren, die an unterschiedlichen Stellen die Komplementkaskade unterbrechen. (5)
Darüberhinaus verfügt der Körper über positive Regulatoren, die eine erfolgreiche Gefahrenabwehr
gewährleisten (s. Übersichtsartikel [95, 96, 97, 98, 99]).

der Faktor B spaltet. Dieser C3(H2O)Bb-Komplex stellt eine lösliche C3-Konvertase dar

und aktiviert weitere C3-Moleküle durch ihre Spaltung. Die hierbei entstehenden C3b-

Moleküle binden antikörperunabhängig an die Ober�äche von Pathogenen und führen dort

nach einem weiteren Aktivierungsschritt durch Faktor D zur Bildung der C3-Konvertase
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des alternativen Wegs C3bBb. Stabilisierung erfährt diese durch Properdin, ein weiteres

Molekül, das PAMP erkennt und an die Pathogenober�äche bindet [1, 102].

Der Lektinweg

Der zuletzt endeckte Weg der Komplementaktivierung ist der Lektinweg (s. Abb. 2.2).

Hierbei binden Lektine wie Fikoline und Mannose-bindenen Lektine (MBL) Mannose- bzw.

N-Acetylglukosamin-haltige Kohlenhydrate auf der Ober�äche von Pathogenen. Struktu-

rell zeigen sowohl MBL als auch Fikoline eine enge Verwandschaft mit dem Gefahren-

erkennungsmolekül des klassischen Wegs C1q. Auch die Bindungspartner von MBL und

Fikolinen sind eng verwandt mit C1s und C1r. Ebenso wie C1s und C1r aktivieren die-

se MBL-assoziierten Serinproteasen (MASP)-1 und -2 nach der Bindung C4 und C2 und

generieren dieselbe C3-Konvertase C4b2a wie bei der klassischen Komplementaktivierung

(s. Übersichtsartikel [95] oder [1]).

2.3.2 Die E�ektorfunktionen des Komplementsystems

Der terminale Komplementweg

Unabhängig von ihrer Entstehung können beide C3-Konvertasen C4b2a und C3bBb lokal

an der Pathogenober�äche weitere C3-Moleküle spalten (s. Abb. 2.2). Diese bilden zusätz-

liche C3-Konvertase des alternativen Wegs und tragen so zur Ampli�kation des initialen

Aktivierungssignals bei. Aufgrund der steigenden Konzentration von C3b kommt es zu des-

sen Bindung an die C3-Konvertasen unter Bildung der Komplexe C4b2a3b und C3bBb3b.

Dies führt zu einer Verschiebung der Substratspezi�tät der Serinproteasen von C3 zu C5.

Nach der Bindung von C5 an die Bindungsstelle in C3 spalten die Serinproteaseunterein-

heiten C2a bzw. Bb der sogenannten C5-Konvertasen C5 in das Anaphylatoxin C5a, auf

das später noch genauer eingegangen wird (s. Abschnitt 2.3.4), und C5b, das die späten Er-

eignisse der Komplementaktivierung einleitet. C5b kann mit C6 und C7 assoziieren. Dieser

Komplex integriert sich nach Konformationsänderungen, die zur Exposition hydrophober

Ketten führen, in die Membran des Pathogens, bindet C8 und induziert die Bindung von

10-16 C9-Molekülen, die ebenfalls nach Exposition hydrophober Reste eine lytische Pore in
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der Membran bilden. Dieser �nale C5b-9-Komplex wird auch als Membran-Angri�skomplex

(engl. membrane attack complex, MAC) bezeichnet. Er erlaubt die freie Passage von Wasser

und Ionen und trägt zur Zerstörung des Protonengradienten über die Membran bei. Ferner

ermöglicht er das Eindringen von Enzymen wie beispielsweise Lysozym und führt so zur

Zerstörung des Pathogens [1].

Neben den beschriebenen lytischen Funktionen des MAC übt auch die sublytische Bil-

dung sowie die lösliche Form des MAC immunologische Funktionen aus. Lösliche MAC

entstehen in der �üssigen Phase. Ihre Insertion in die Membran wird durch Faktoren wie

Vitronektin und Clusterin verhindert [103, 104]. Die nicht-lytischen Funktionen des sub-

lytischen zellgebundenen oder löslichen MAC umfassen die Synthese von Prostaglandinen

(Prostacyclin), Zytokinen (IL-6, IL-8), Wachstumsfaktoren (vascoendothelial growth fac-

tor (VEGF), platelet activating factor, basic �broblast growth factor), Chemokinen (mo-

nocyte chemotactic protein 1), Matrixmetalloproteinasen (MMP) sowie die Aktivierung

von B-Lymphozyten, Granulozyten, Endothelzellen, Fibroblasten und hämatopoietischen

Stammzellen [98, 105, 106, 107, 108, 109, 110].

Weitere E�ektorfunktionen des Komplementsystems

Dennoch stellt der MAC nicht die Haupte�ektorfunktion des Komplementsystems dar.

Stattdessen führen die Untesuchungen zur Aufklärung der E�ektorfunktionen des Kom-

plementsystems durch eine zunehmend bessere Kenntnis der Struktur von Komplement-

faktoren und deren Rezeptoren zu einer ständig wachsenden Anzahl von E�ektorfunk-

tionen (s. Übersichtsartikel [111, 112]) (s. auch www.crystal.chem.uu.nl). Die Vielfalt der

E�ektorfunktionen bedingt, dass eine De�zienz der Komplementfaktoren C5 bis C9 nur

in wenigen Fällen zu einer erhöhten Infektionsgefahr durch Bakterien führt. Vielmehr be-

steht die Hauptfunktion des Komplementsystems in der Opsonisierung von Pathogenen

und der Generierung kleiner Spaltprodukte wie C3a und C5a. Diese Opsonisierung ge-

schieht vor allem durch die Bindung von C3b und dessen durch die löslichen Faktoren B,

I und H sowie Komplementrezeptor (CR)1 generierten Abbauprodukten iC3b, C3dg, C3d

and C3c. Während iC3b nach der Erkennung durch die Integrine CD11b-CD18 (CR3) und

CD11c-CD18 (CR4) die Phagozytose des Pathogens begünstigt (s. Abb. 2.2), trägt C3dg
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darüberhinaus zur Aktivierung und Di�erenzierung pathogenspezi�scher B-Lymphozyten

bei (s. Übersichtsartikel [113, 114]). Neben C3 und dessen Spaltprodukten wirken auch

C4b und C1q opsonisierend. Eine weitere Funktion des Komplementsystems besteht in der

Attraktion von Immunzellen wie neutrophilen und eosinophilen Granulozyten. Diese wird

insbesondere durch die Anaphylatoxine C3a und C5a vermittelt, auf die später genauer

eingegangen wird (s. Abschnitt 2.3.4).

Interaktionen mit anderen physiologischen Systemen

Über seine direkten immunologischen E�ekte hinaus konnten indirekte E�ekte des Kom-

plementsystems nachgewiesen werden, die durch die lokale Bildung von Leukotrienen und

Lipidmediatoren, die oben beschriebenen nicht-lytischen E�ekte des MAC sowie die Inter-

aktionen der Anaphylatoxine mit dem Fc-Rezeptorsystem, den Toll-like-Rezeptoren (TLR)

und mit der Kaskade der Blutgerinnung vermittelt werden (s. Übersichtsartikel [95, 115,

116, 117, 118, 119] oder [120]). Insbesondere die Interaktion mit dem System der Blutge-

rinnung wurde bereits in der Lunge beschrieben [120].

2.3.3 Die Regulation des Komplementsystems

Ein System wie das Komplementsystem, das eine weite Verbreitung im Körper aufweist,

sich selbst aktivieren kann, über ausgeprägte Verstärkungsmechanismen verfügt und ei-

ne vielfältige Wirkung auf angeborene und adaptive Immunität ausübt, birgt über seine

Bedeutung bei der Pathogenabwehr eine groÿe Gefahr für den Körper. Deshalb bedarf es

einer sehr strengen Regulation. Der einfachste Mechanismus besteht darin, dass alle akti-

vierten Komplementfaktoren bei einer ausbleibenden kovalenten Bindung an die Ober�äche

von Pathogenen oder apoptotischen Zellen schnell durch Hydrolyse inaktiviert werden. Ein

weiterer Schutz vor Komplementaktivierung wird durch negativ-regulatorische Proteine

im Plasma oder in der Zellmembran der Wirtszellen erreicht, die überwiegend in dem als

regulators of complement activation gene cluster kodiert sind (s. Abb. 2.2)[121]. Membran-

ständige Regulatoren umfassen CR1, decay-accelerating factor (DAF) CD55, membrane co-

factor of hydrolysis (MCP) CD46 und Protektin. Während CR1 bereits die Bildung des C1-

Komplexes und des Lektin-MASP-2-Komplexes inhibiert, geschieht die Regulation durch
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DAF erst auf Ebene der C3-Konvertase, indem es die Dissoziation der C3-Konvertasen aller

drei Aktivierungswege bewirkt. Ebenfalls auf Ebene der C3-Konvertase inhibiert MCP die

Komplementaktivierung. Allerdings wirkt es nicht direkt inhibierend, sondern dient ledig-

lich als Kofaktor für den löslichen Komplementregulator Faktor I. Der letzte bisher bekann-

te membranständige Komplementregulator ist Protektin, das durch Bindung an C8 und

C9 die Insertion des MAC in die Zellmembran verhindert (s. Übersichtsartikel [95, 122]).

Neben den beschriebenen membrangebundenen Komplementregulatoren existieren lös-

liche Regulatoren. Diese umfassen u.a. MBL-associated protein (MAp)19, MAp44, C1-

Inhibitor, C4-binding protein (C4BP), Faktor H und dessen Kofaktor I, complement recep-

tor of the immunoglobulin family (CRIg), Clusterin sowie Vitronektin. Während MAp19

und C1-Inhibitor die Komplementaktivierung bereits während der Initiierung des klassi-

schen Wegs und des Lektinwegs durch Destabilisierung des C1-Komplexes und des Lektin-

MASP-2-Komplexes inhibieren, übt MAp44 seine regulatorische Funktion erst auf Ebene

der Bildung der C3-Konvertase des Lektinwegs aus. Diese wird auÿerdem wie die C3-

Konvertase des klassischen und alternativen Wegs durch die Faktor I-vermittelte Spal-

tung von C3b und C4b reguliert. Im Gegensatz dazu inhibiert CRIg die Funktion der

C5-Konvertase. Darüberhinaus existieren wie bei der membranständigen Regulation Mo-

leküle, welche den terminalen Weg inhibieren. Diese umfassen Vitronektin und Clusterin,

die beide die Bildung des MAC verhindern (s. Übersichtsartikel [95]).

2.3.4 Die Anaphylatoxine

Neben den groÿen Spaltprodukten, die an der Ausbildung des MAC im Rahmen der Kom-

plementkaskade beteiligt sind, entstehen nach der Spaltung von C3 und C5 die kleinen

Spaltprodukte C3a und C5a. Diese werden als Anaphylatoxine (AT) bezeichnet. Dieser

Name liegt darin begründet, dass sie nach einer systemischen Applikation oder in hohen

Konzentrationen eine systemische Schock-ähnliche Reaktion auslösen, wie sie auch im Rah-

men einer systemischen allergischen Reaktion beobachtet werden kann. Diese wird auch als

anaphylaktischer Schock bezeichnet (grch. ana = über...hin; phylaxis = Beschützung) [1].
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Immunologische E�ekte der Anaphylatoxine

Die AT sind kleine 77 (C3a) bzw. 74 (C5a) Aminosäuren umfassende Moleküle. Obwohl

beide proin�ammatorisch wirken, unterscheiden sie sich hinsichtlich der Stärke der ana-

phylaktischen Reaktion. Neben ihrer Funktion als opsonisierende Moleküle induzieren sie

eine Kontraktion der glatten Muskulatur und eine erhöhte Gefäÿpermeabilität (s. Abb.

2.2)(s. Übersichtsartikel [123]). Darüberhinaus fungieren sie in Makrophagen, eosinophilen

und neutrophilen Granulozyten als Auslöser der als �oxidativer Burst� bezeichneten Ent-

stehung reaktiver Sauersto�- und Sticksto�spezies [124, 125, 126]. Neben den genannten

Zellen aktivieren die AT auch basophile Granulozyten und Mastzellen, induzieren deren De-

granulation und die Freisetzung von Histaminen und TNF-α [127, 128]. Insbesondere C3a

kann darüberhinaus Thrombozyten zur Freisetzung von Serotonin sowie B-Lymphozyten

zur Freisetzung von IL-6 und TNF-α stimulieren [129, 130, 131]. Im Gegensatz dazu stellt

C5a ein starkes Chemotaxin für Makrophagen, B-und T-Lymphozyten, Mastzellen, baso-

phile und neutrophile Granulozyten dar [132, 133, 134, 135, 136, 137].

Neben den beschriebenen E�ekten wirkt C3a auch als antimikrobielles Peptid. Die Funk-

tion antimikrobieller Peptide beruht entweder auf der Bindung an spezi�sche Rezepto-

ren, oder der Bindung an mikrobielle negativ geladene Strukturen wie LPS. Aufgrund

ihres amphiphatischen Charakters inserieren die antimikrobiellen Peptide anschlieÿend in

die mikrobielle Membran und bewirken die Bildung membranärer Poren. Die Zerstörung

der mikrobiellen Integrität führt zum Absterben des Pathogens. Ein solcher Mechanismus

konnte sowohl für C3a als auch sein Abbauprodukt C3adesArg gezeigte werden [138]. Im

Gegensatz dazu konnte eine antimikrobielle Funktion von C5a bisher nicht nachgewiesen

werden.

Einen e�ektiven Schutz vor der Wirkung der AT stellt deren schneller Abbau dar. Dieser

wird durch Spaltung terminaler Argininreste durch unterschiedliche Carboxypeptidasen un-

ter Entstehung von C3adesArg und C5adesArg erreicht [139, 140]. Während für C3adesArg

bisher keine Rezeptor-vermittelte physiologische Wirkung nachgewiesen werden konnte,

zeigt C5adesArg noch eine, wenngleich verminderte, in�ammatorische Aktivität [141].
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Die Anaphylatoxinrezeptoren

Die immunologische Wirkung der AT wird mit Ausnahme der Funktion als antimikrobi-

elle Peptide durch Anaphylatoxinrezeptoren (ATR) vermittelt. Während C3a nur an C3a

Rezeptor (C3aR) bindet, konnte für C5a die Bindung an den C5a Rezeptor (C5aR) und

C5a receptor-like 2 (C5L2) nachgewiesen werden [142, 143, 144, 145]. Diese Rezeptoren

gehören zur Familie der heptahelikalen Transmembranproteine, deren Signaltransduktion

durch ein Guaninnukleotid-bindendes (G)-Protein vermittelt wird. Darüberhinaus zeigen

sie sowohl untereinander als auch mit anderen chemotaktischen Rezeptoren eine struktu-

relle Ähnlichkeit [146, 147]. Trotz ihrer Ähnlichkeit unterscheiden sich die ATR jedoch in

ihrer Ligandenspezi�tät und Signaltransduktion.

C3aR wird auf Zellen myeloiden Ursprungs wie Granulozyten, Monozyten und dendri-

tischen Zellen exprimiert. Darüberhinaus wird C3aR von Astrozyten, Epithel- und Endo-

thelzellen sowie glatten Muskelzellen und aktivierten T-Lymphozyten exprimiert [148, 149,

150, 151, 152, 153]. Er bindet ausschlieÿlich C3a. Weder dessen Spaltprodukt C3adesArg

noch C5a werden erkannt. Nach Bindung von C3a erfolgt die Signaltransduktion G-Protein-

vermittelt in Abhängigkeit vom Zelltyp durch Pertussistoxin-sensitive oder -insensitive G-

proteine [142, 154, 155].

Im Gegensatz zu C3aR erkennt C5aR (CD88) nicht nur C5a, sondern auch dessen Spalt-

produkt C5adesArg, obgleich mit einer geringeren A�nität [145]. Die Bindung von C5a er-

folgt in zwei Bindungstaschen. Hierdurch wird die Signaltransduktion durch Pertussistoxin-

sensitive Gαi2- oder -insensitive Gα16-Proteine induziert [156, 157, 158]. Ein Charakteris-

tikum von C5aR gegenüber anderen G-Protein-gekoppelten Rezeptoren ist die Präkopp-

lung des G-Proteins in Abwesenheit des Liganden, die für eine ausreichende A�nität des

Rezeptors für C5a notwendig ist [159, 160]. Durch die Bindung von C5a kommt es zur

Phosphorylierung von C5aR durch assoziierte Kinasen. Dies ermöglicht die Bindung von

β-Arrestin 1 und 2 an C5aR und führt infolgedessen zur Internalisierung des Rezeptors

inklusive C5a in clathrin coated pits [161]. Die weitere Signalweiterleitung durch C5aR ist

nicht homogen, sondern umfasst vielmehr unterschiedliche Wege, die u.a. von PI3K-γ oder

Phospholipase C abhängig sind [162, 163]. Darüberhinaus konnte ein C5aR-vermittelter

E�ekt auf die Aktindynamik des Zytoskeletts nachgewiesen werden, die insbesondere bei
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der C5a-vermittelten Chemotaxis beispielsweise von neutrophilen Granulozyten eine Rolle

spielt [164]. Obwohl neutrophile Granulozyten den C5aR am stärksten exprimieren, konn-

te er darüberhinaus auf eosinophilen und basophilen Granulozyten sowie Monozyten und

dendritischen Zellen nachgewiesen werden [165, 166, 167, 168]. Im Menschen exprimie-

ren ebenfalls T-Lymphozyten den C5aR, wohingegen in der Maus die Expression auf B-

und T-Lymphozyten umstritten ist [134, 169, 170, 171]. Neben diesen Immunzellen wur-

de C5aR ebenso wie C3aR auf Astrozyten, Endothelzellen, Neuronen sowie in diversen

Organen nachgewiesen [172, 173, 174].

Der zweite Rezeptor von C5a C5L2 wurde lange als funktionsloser orphan receptor be-

trachtet [175] Inzwischen ist bekannt, dass er nicht nur über ein ähnliches Expressions-

pro�l wie C5aR verfügt, sondern ebenso wie dieser C5a und C5adesArg bindet [176, 177].

Im Gegensatz zu C5aR bindet er C5adesArg mit einer 20-30-fach erhöhten A�nität [145].

Obwohl inzwischen nicht mehr die Meinung vertreten wird, dass es sich bei C5L2 ein-

zig um einen funktionslosen decoy-Rezeptor handelt, der über keine Signalweiterleitung

verfügt, ist bisher wenig über seine Funktion bekannt. In biologischen Studien induzier-

te C5L2 keine biologische Aktivität. Zahlreiche Studien beschäftigten sich mit der Frage

warum C5L2 nur zu einer eingeschränkten Funktion fähig ist. Dies ist auf eine Mutati-

on in den transmembranären Domänen 3 und 6 sowie in den G-Protein-bindenden Do-

mänen zurückzuführen, die eine Kopplung an G-Proteine verhindern [178]. Ein weiterer

Hinweis, dass C5L2 keine biologische Funktion besitzt, besteht darin, dass C5L2 im Ge-

gensatz zu anderen G-Protein-gekoppelten Rezeptoren nach Ligandstimulation nicht in-

ternalisiert wird [145, 179]. Dennoch besteht seine Funktion nicht nur in der Bindung

von C5a und C5adesArg, sodass infolgedessen, wie oft diskuiert, keine C5aR-vermittelte

Signaltransduktion eingeleiten werden kann [180]. Stattdessen wurde gezeigt, dass C5L2

anstelle der G-Protein-vermittelten Signalweiterleitung in der Lage ist die Chemotaxis von

neutrophilen Granulozyten in Abhängigkeit von β-Arrestin zu modulieren [181]. Auÿer-

dem wurde C5L2 in Zelllinien in hohen Konzentrationen intrazellular nachgewiesen [179].

Darüberhinaus konnte in Sepsis-, Peritonitis- und Asthmamodellen ein direkter E�ekt der

C5L2-De�zienz auf die Zytokinproduktion, Markerexpression und Signaltransduktion so-

wie ein durch diese Faktoren vermittelter E�ekt auf Atemwegshyperreagibilität, zellulä-
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re In�ltration und Immunglobulinproduktion gezeigt werden [182, 183]. Allerdings wurde

insbesondere der asthmatische Phänotyp bisher nur unzureichend durch Bestimmung der

Atemwegshyperreagibilität (AHR) und der zellulären Gesamtin�ltration infolge einer OVA-

Immunisierung bestimmt [183]. Eine detaillierte Analyse der C5L2-Funktion wurde bisher

noch nicht durchgeführt.

2.4 Das allergische Asthma bronchiale

In den letzten Jahren hat die weltweite Asthmaprävalenz vor allem in den industrialisier-

ten Ländern stark zugenommen. Deutschlandweit beträgt sie unter den Erwachsenen 5 %

und unter Kindern sogar 10 %. Darüberhinaus verursachen allergische Erkrankungen und

insbesondere das Asthma bronchiale hohe Kosten für die Gesellschaft. Bereits 1997 betru-

gen diese in Europa 22 Milliarden Euro [184, 185]. Aus physiologischer Sicht ist Asthma

bronchiale charakterisiert durch eine Obstruktion der Atemwege, ausgelöst durch eine ver-

mehrte Mukusproduktion, die Kontraktion der glatten Muskulatur der Lunge sowie die

In�ltration des Lungengewebes durch Entzündungszellen. Aus immunologischer Sicht ba-

sieren diese Veränderungen auf einer dysregulierten TH2-Antwort in der Lunge. Hierauf

werde ich in Abschnitt 2.4.2 noch genauer eingehen.

Im Zusammenhang mit der Zunahme der Asthmaprävalenz werden viele Faktoren dis-

kutiert. Diese umfassen im Rahmen der Hygienehypothese eine zu umfassende Hygiene

in der frühen Kindheit, die zunehmende Präsenz von Aeroallergenen, den Rückgang pa-

rasitärer Erkrankungen, eine veränderte Allergenexposition sowie eine verkürzte Stillzeit

(s. Übersichtsartikel [186] oder [184, 187, 188, 189]). Darüberhinaus ist jedoch auch be-

kannt, dass eine genetische Prädisposition die Enstehung von Asthma begünstigt

(s. Übersichtsartikel [190]).

Obwohl eine eindeutige Diskriminierung in den seltensten Fällen möglich ist, unter-

scheidet man das allergische oder auch atopische (grch. a topos = nicht an seiner Stelle)

Asthma und das nicht-allergische Asthma. Letzteres kann durch Atemwegsinfektionen,

Anstrengung, kalte Luft oder pseudoallergene Reaktionen gegenüber Medikamenten aus-

gelöst werden. Weitaus häu�ger mit einer Prävalenz von 2-4 % ist jedoch das allergische
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Asthma, welches im Gegensatz zu nicht-allergischem Asthma durch allergen-spezi�sche

IgE-Moleküle charakterisiert wird. Als Allergene fungieren vor allem Gräserpollen, Haus-

staubmilbenkot, tierische Proteine und Nahrungsmittel (s. Übersichtsartikel [191]).

2.4.1 Die Anatomie der Lunge

Körperzellen benötigen zur oxidativen Energiegewinnung Sauersto�. Hierbei entsteht Koh-

lendioxid. Sowohl bei der Sauersto�versorgung als auch dem Abtransport von Kohlendioxid

nehmen Blut und Lunge zentrale Positionen ein. Während das Blut den direkten Trans-

port im Körper gewährleistet, bietet die Lunge den Raum für die äuÿere Atmung, die

Aufnahme des Sauersto�s durch die Erythrozyten und die Abgabe des Kohlendioxids an

die Umgebung [192].

Die Funktion der Lunge spiegelt sich in ihrer Anatomie wider. Obwohl diese einige in

Abschnitt 2.4.5 näher beschriebene Unterschiede zwischen Mensch und Maus aufweist, ist

der grundlegende Aufbau ähnlich. Um eine maximale Fläche für den Gasaustausch zu bie-

ten weist die Lunge eine starke Verzweigung der Atemwege auf. Über Nase, Rachen und

Trachea gelangt die Atemluft in die zwei Hauptbronchien der linken und rechten Lun-

ge. Diese verzweigen sich weiter in Lappenbronchien, Segment- und Subsegmentbronchien,

kleine Bronchien und Bronchioli terminali, welche auch als Totraum bezeichnet werden.

Sie dienen noch nicht dem Gasaustausch, sondern der Anwärmung, Anfeuchtung und Rei-

nigung der Atemluft sowie der Lungenbelüftung um den Sauersto� weiter in die terminalen

Bronchiolen, den Ductus alveolaris und die Sacculii alveolares zu transportieren. Diese bil-

den den respiratorischen Abschnitt der Lungen. Zur Gewährleistung des Gasaustauschs ist

die Lunge mit Blutgefäÿen durchzogen, die eine ähnliche Verzweigung wie die Atemwege

aufweisen. Sie treten ebenso wie die Bronchien im Hilum pulmonis in die Lunge ein und

aus. Während die Arteria pulmonalis der Lunge das sauersto�arme Blut zuführt, trans-

portieren die Venae pulmonales das sauersto�reiche Blut zum linken Vorhof des Herzens.

Der Gasaustausch geschieht im Bereich der von glatter Muskulatur umgebenen Sacculi

alveolares. Dort grenzt das einreihige Alveolarepithel direkt an die benachbarten Kapilla-

ren, sodass die beiden Basalmembranen verschmelzen und die Di�usion von Sauersto� und

Kohlensto�dioxid erleichtert wird [193, 194, 195].
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2.4.2 Die Pathophysiologie des allergischen Asthma bronchiale

Voraussetzung für eine Asthmaantwort ist die Sensibilisierung mit einem unter normalen

Umständen harmlosen Aeroallergen (s. Abb. 2.3). Charakterisch für ein solches Allergen ist

die Induktion von IL-4 und IL-13 im Rahmen einer TH2-Antwort, die in B-Lymphozyten

den Klassenwechsel zu einer Produktion von IgE auslösen. Die Wahrscheinlichkeit für die

Induktion einer solchen Immunantwort wird durch viele Faktoren wie die genetische Prä-

disposition, Allergentyp und -konzentration sowie die Aktivierung von Sensorsystemen des

angeborenen Immunsystems wie beispielsweise den TLR begünstigt (s. Übersichtsartikel

[196]).

Die frühe allergische Reaktion

Die frühe allergische Reaktion der E�ektorphase beruht hauptsächlich auf der lokalen Se-

kretion von Entzündungsmediatoren durch residente Mastzellen innerhalb von Minuten

nach Allergenaufnahme (s. Abb. 2.3). Aufgrund der vorangegangenen Sensibilisierung tra-

gen diese durch hochspezi�sche Fcε-Rezeptor (Fcε-R)I-gebundene allergen-spezi�sche IgE-

Moleküle auf der Ober�äche, die bei dem erneuten Allergenkontakt durch bivalente oder

multivalente Allergene vernetzt werden. Die hierdurch initiierte intrazelluläre Signalkaskade

führt zur Freisetzung von Zytokinen (IL-4, IL-5), Chemokinen, biogenen Aminen (Hista-

min), Proteoglykanen (Heparin), Serinproteasen (Tryptasen, Chymasen und Carboxypep-

tidasen) und Wachstumsfaktoren (TNF-α und VEGF A), die bereits in zytoplasmatischen

Speichervesikeln vorliegen. Ferner induziert die Vernetzung die Synthese von Lipidmediato-

ren (Prostaglandine, Leukotriene und platelet activating factor) (s. Übersichtsartikel [196]).

Die Degranulation der Mastzellen verursacht durch die Freisetzung der genannten Fakto-

ren die Symptome der frühen allergischen Reaktion. Diese umfassen Vasodilation, erhöhte

Gefäÿpermeabilität, Kontraktion der Bronchialmuskulatur sowie eine verstärkte Mukuspro-

duktion. Darüberhinaus tragen sie zum Übergang von der frühen zur späten asthmatischen

Reaktion bei (s. Übersichtsartikel [196])
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Abbildung 2.3: Die Asthmapathogenese. (1) Dendritische Zellen und Epithelzellen nehmen
in der Lunge Allergene auf. Sie wandern in den Lymphknoten wo sie die Di�erenzierung von TH2-
Lymphozyten induzieren, welche wiederum B-Lymphozyten aktivieren. (2) Durch die Bildung aller-
genspezi�scher IgE durch B-Lymphozyten werden Mastzellen aktiviert. Ihre Degranulation löst erste
strukturelle Veränderungen in der Lunge aus und trägt zu Rekrutierung von Entzündungszellen bei.
Diese führen sowohl in der späten Phase der Asthmaantwort (3) als auch nach der Chroni�zierung
(4) zu Veränderungen in der Lunge, welche die Lungenfunktion auf vielfältige Weise einschränken.
Modi�ziert nach [196].

Die späte allergische Reaktion

Die späte Phase der asthmatischen Reaktion setzt 2-6 Stunden nach Allergenkontakt ein.

Sie beruht auf Folgen der in der frühen Reaktion durch Mastzellen freigesetzten Mediato-

ren sowie auf der daraus resultierenden Rekrutierung antigenstimulierter T-Lymphozyten,

neutrophiler, basophiler und eosinophiler Granulozyten und Monozyten (s. Abb. 2.3) [197].

Diese wird in erster Linie durch die Hochregulation von Adhäsionsmolekülen auf dem Epi-

thel und die Sekretion chemotaktischer Mediatoren (Prostglandin D) und Chemokine (IL-8
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und CCL2) begünstigt. Neben den bereits in der frühen Phase auftretenden Symptomen

konnte in der späten Phase ein Abbau der Kollagenmatrix durch MMP sowie eine Schädi-

gung des Epithels beobachtet werden (s. Übersichtsartikel [196]).

Die Zytokine, die an der Entwicklung und Aufrechterhaltung der späten allergischen Re-

aktion beteiligt sind, gehören zu Klasse der TH2-Zytokine. IL-4 und IL-5 werden zunächst

von Mastzellen freigesetzt. Im Verlauf der späten allergischen Reaktion können sie jedoch

auch unter Kontrolle des Transkriptionsfaktors GATA-3 von CD4+ TH2-Lymphozyten se-

kretiert werden, sodass die Entzündung nicht mehr allein von aktivierten Mastzellen und

IgE abhängig ist, sondern sich selbst stabilisiert. Darüberhinaus spielt IL-4 eine entschei-

dende Rolle bei der Induktion des isotype switch von B-Lymphozyten zugunsten einer

Produktion von weiterem IgE [198, 199, 200]. Eine ähnliche Funktion übernimmt IL-13,

das strukturell eng mit IL-4 eng verwandt ist und deren Rezeptoren dieselbe α-Kette ent-

halten. Darüberhinaus besteht die Funktion von IL-13 vor allem in der signal transducers

and activators of transcription (STAT) 6-vermittelten Induktion der Atemwegshyperrea-

gibilität und der Becherzellhyperplasie [201]. Neben TH2-Lymphozyten stellen Mastzellen,

basophile und eosinophile Granulozyen sowie NKT-Zellen die Hauptquellen für IL-13 dar

(s. Übersichtsartikel [202]). Ein weiteres Schlüsselzytokin ist IL-5, das die Di�erenzierung

eosinophiler Granulozyten sowie deren späteres Überleben fördert [203, 204, 205]. Diese

galten lange Zeit als Hauptverantwortliche für den Schweregrad des asthmatischen Phä-

notyps, dieses Paradigma wird jedoch zunehmend in Frage gestellt und durch einen wach-

senden Ein�uss der neutrophilen Granulozyten ersetzt [206, 207]. Darüberhinaus konnte

in den letzten Jahren in einer zunehmenden Anzahl von Studien in unterschiedlichen Ge-

weben wie Milz, Leber, Lymphknoten aber auch der Lunge eine Produktion von IL-5

und IL-13 durch natürliche Helferzellen (innate lymphocytes, ILC) nachgewiesen werden,

welche durch Faktoren, die von Epithelzellen produziert werden und in Abschnitt 2.4.4

näher beschrieben werden (IL-33, thymic stromal lymphoprotein (TSLP)), induziert wird

[208, 209, 210, 211, 212].

Zytokine, die der TH2-Antwort entgegenwirken, sind die TH1-Zytokine. Wichtigster Ver-

treter hierfür ist IFN-γ, dessen Expression in asthmatischen Patienten vermindert ist. Re-

guliert wird die Expression von IFN-γ durch IL-12, das in der Lunge von DZ und Makro-
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phagen gebildet wird (s. Übersichtsartikel [213]).

Dennoch kann das TH2-Paradigma nicht das ganze Spektrum des asthmatischen Phäno-

typs erklären. Vielmehr konnte gezeigt werden, dass bei asthmatischen Patienten die IL-

17A-Konzentration mit der Schwere der Atemwegshyperreagibilität korreliert [214, 215].

Dieses wird von CD4+ TH17-Lymphozyten unter Regulation des Transkriptionsfaktors

RORγT gebildet. An der Di�erenzierung dieser Zellen sind IL-6, IL-1β, TGF-β und IL-23

beteiligt. Die Funktion von IL-17A besteht in der Regulation der Chemokine CXC-Chemokin

Ligand (CXCL)1 und CXCL8, welche die Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten be-

günstigen [216]. Ferner reguliert es die Expression der Mucin-Gene MUC5AC und MUC5B

durch Epithelzellen [217].

Die chronische Phase des allergischen Asthma bronchiale

Nach einem kontinuierlichen oder repetitiven Allergenkontakt entsteht eine persistieren-

de Entzündung. Diese geht mit dauerhaften strukturellen Änderung des Gewebes und

einer starken funktionellen Einschränkung der betro�enen Organe einher. Sowohl durch

die Asthmaerkrankung aber auch durch Infektionen, Zigarettenrauch, luftverschmutzende

Partikel und oxidativen Stress entstehen Schäden am Epithel (s. Abb. 2.3). Die Repara-

tur dieser Schäden wird durch die Bildung der sogenannten epithelial-mesenchymal trophic

unit (EMTU) koordiniert. Aufgund einer dysregulierten Reparatur wird ein Umbau (engl.

Remodelling) der Atemwege eingeleitet, der zur Verdickung des Epithels, der lamina reti-

cularis, der Submukosa und der glatten Muskulatur führt. Darüberhinaus kommt es zur

verstärkten Ablagerung von Fibronektin und Kollagen sowie zur Metaplasie der mukus-

produzierenden Becherzellen. In Kombination mit der Bronchokonstriktion führen diese

Prozesse zu einer starken Verengung der Atemwege, die noch stärker ausgeprägt ist als

während der späten asthmatischen Reaktion (s. Übersichtsartikel [196]). Ein weiterer Ef-

fekt der Epithelschädigung ist die Zerstörung der Barrierefunktion und das erhöhte Risiko

der Entwicklung weiterer Allergien, der sogenannte atopic march.
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2.4.3 Die Rolle des Komplementsystems bei allergischem Asthma

bronchiale

Bereits unter steady-state Bedingungen kann die Aktivierung des Komplementsystems in

der Lunge beobachtet werden. Dies geschieht entweder durch spontane Hydrolyse von C3

und der folgenden Aktivierung des alternativen Wegs, oder durch apoptotische Zellen, wel-

che aufgrund der Exposition von Phosphatidylserin oder der Freisetzung von Nukleinsäuren

den Lektinweg aktivieren [218, 219]. Unter asthmatischen Bedingungen werden diese Ak-

tivierungswege durch die direkte Spaltung von C3 oder C5 durch allergene Proteasen oder

durch Proteasen, die infolge der frühen asthmatischen Reaktion von Mastzellen freigesetzt

werden, ergänzt [220]. In jedem Fall entstehen die AT C3a und C5a, die als chemotaktische

Faktoren die Einwanderung von Entzündungszellen, regulatorischen Zellen und die Reifung

der dendritischen Zellen beein�ussen [218].

Die Rolle des Komplementsystems während der Sensibilisierung

Im Hinblick auf die Regulation des asthmatischen Phänotyps durch die AT C3a und C5a

muss man zwischen der Sensibilisierungsphase und der E�ektorphase unterscheiden. Wäh-

rend der Sensibilisierungsphase konnten zahlreiche Human- und Mausstudien durch die

gezielte pharmakologische Blockade des C5aR einen C5aR-vermittelten protektiven E�ekt

von C5a zeigen [221, 222, 223, 224]. Dieser beruht in erster Linie auf der Regulation der

DZ/T-Zellinteraktion. Auÿerdem konnte gezeigt werden, dass C5aR das Verhältnis pro-

in�ammatorischer kDZ und tolerogener pDZ zugunsten der pDZ beein�usst und deren

Expressionspro�l kostimulatorischer Moleküle verändert [225]. Darüberhinaus wurde eine

Korrelation zwischen C5aR-Signalen und der Ausschüttung von Chemokinen, die für das

Homing der TH2-Lymphozyten notwendig sind, sowie eine C5aR-vermittelte Regulation

der kDZ durch regulatorische T-Lymphozyten beschrieben [222, 226, 227].

Während die Funktion von C5aR während der Asthmaentwicklung gut erforscht ist,

fehlen vergleichbare Daten für die Funktion des zweiten C5a Rezeptors C5L2. Bisher konnte

nur in einer Studie gezeigt werden, dass C5L2 im Mausmodell einen proin�ammatorischen

E�ekt auf die Entwicklung von Atemwegshyperreagibilität und zellulärer In�ltration hat

[183]. Einschränkend muss jedoch erwähnt werden, dass diese Studie nicht zwischen einem
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C5L2-E�ekt während der Sensibilisierungs- oder E�ektorphase unterscheidet.

Im Gegensatz zu der C5aR-vermittelten antiin�ammatorischen Wirkung ist die Funk-

tion von C3aR bei der Asthmapathogenese unklar. Es konnte in verschiedenen Studien

in Abhängigkeit von den verwendeten Modellen und Allergenen eine ausgeprägte proin-

�ammatorische Wirkung nachgewiesen werden [228, 229, 230, 231]. Darüberhinaus gibt

es hinreichend Hinweise darauf, dass C3aR ebenso wie C5aR die Interaktion von DZ

und T-Lymphozyten reguliert [232, 233]. Allerdings gilt auch für diese Studien die Ein-

schränkung, dass die darin beschriebenen Experimente aufgrund des Fehlens eines C3aR-

Antagonisten in C3aR−/− Mäusen durchgeführt wurden und somit nicht zwischen der

C3aR-Funktion während der Sensibilisierung und der E�ektorphase unterscheiden.

Die Rolle des Komplementsystems während der E�ektorphase

Viele der asthmatischen Veränderungen wie Kontraktion der glatten Muskulatur, Mukus-

produktion, zelluläre In�ltration und erhöhte Gefäÿpermeabilität können durch eine proin-

�ammatorische Wirkung von C3a und C5a erklärt werden (s. Übersichtsartikel [234]). Diese

werden entweder direkt durch die E�ekte der AT auf die Chemotaxis von Immunzellen wie

eosinophilen Granulozyten und Mastzellen oder die Muskelzellen vermittelt, oder durch

indirekte E�ekte, die auf der Zytokinproduktion der rekrutierten Zellen beruhen. Bestäti-

gung erfuhren diese Beobachtungen durch die di�erenzierten Analysen der C5a•C5aR- und

C3a•C3aR-vermittelten E�ekte durch die pharmakologische Blockade beider Rezeptoren

während der E�ektorphase [222, 235, 236, 237].

Weitere in vivo Relevanz gewinnen die hauptsächlich in Mausmodellen erzielten Daten

durch den Nachweis, dass sowohl C5 und C3 als auch C3aR und C5aR im Menschen als

Suszeptibilitätsfaktoren für Asthma bronchiale betrachtet werden müssen [238].

2.4.4 Die Rolle der dendritischen Zelle bei der Asthmainduktion

Wie in allen Organen, die eine Schnittstelle zwischen Umgebung und Körperinnerem dar-

stellen, be�nden sich auch in der Lunge residente und migratorische DZ. Sie liegen direkt

unter der Basalmembran des Epithels, von wo sie zum einen Dendriten in das Lumen der

Atemwege ausstrecken um dort Antigene aufzunehmen und zum anderen Antigene, welche
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Abbildung 2.4: Die Rolle der DZ bei allergischem Asthma. (1)Die Rekrutierung dendriti-
scher Zellen in die Lunge erfolgt Chemokin-abhängig oder infolge TLR-4-vermittelter Signale. Sie
wird durch die Ausschüttung von MMP9 durch Makrophagen und Granulozyten erleichtert. (2)
Ihre Lokalisation direkt unterhalb der Basalmembran ermöglicht eine gegenseitige Regulation mit
Epithelzellen beispielsweise durch GM-CSF oder TSLP. Darüberhinaus können Allergene direkt re-
gulierend wirken. (3) Aktivierte DZ wandern in den Lymphknoten, wo sie die TH2-Di�erenzierung
induzieren. (4) In der Lunge verbleibende DZ sezernieren Chemokine, welche das homing der ent-
standenen TH2-Lymphozyten in die Lunge koordinieren (s. Übersichtsartikel [239, 240]).

die Barriere des Epithels überwunden haben, aufnehmen, prozessieren und mittels MHC-II

auf der Ober�äche präsentieren (s. Abb. 2.4). Diese Antigene umfassen nicht nur schädliche,

sondern auch harmlose Aeroallergene. Die besondere Bedeutung von pulmonalen DZ bei

der Induktion der maladaptiven TH2-und TH17-Antwort bei allergischem Asthma konnte

sowohl in Immunisierungsstudien, adoptiven Transferstudien als auch Depletionsstudien in

Mäusen gezeigt werden [241, 242, 243, 244, 245, 246, 247, 248].
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Subpopulationen dendritischer Zellen in der Lunge

In der Mauslunge können zwei DZ-Subpopulationen unterschieden werden. Während pDZ

für die Toleranzinduktion gegen Inhalationsallergene veranwortlich sind und

Treg-Lymphozyten induzieren, sind kDZ für die Aktivierung von TH- und zytotoxischen

T-Lymphozyten verantwortlich. Diese lassen sich weiter in CD11c+CD103+ intraepithelia-

le kDZ und CD11c+CD11b+CD47+Sirp-α+ kDZ unterteilen. Während intraepitheliale DZ

durch das Ausstrecken von Dendriten in der Lage sind Antigene aus dem Lumen aufzuneh-

men, dienen die CD11b+ kDZ der Aufnahme von Antigenen in der Submukosa der Atem-

wege und dem Priming von T-Lymphozyten in den Lymphknoten [24, 242, 249, 250]. Eine

vergleichbare Wanderung der CD103+ kDZ in den Lymphknoten ist umstritten [251, 252].

Eine weitere Funktion der CD11b+ kDZ in der Lunge besteht in der Sezernierung von Che-

mokinen wie TNF-α und CCL17, die dem homing von TH-Lymphozyten dienen. Dieser

proallergischen Reaktion wirken die pDZ entgegen. Im Gegensatz zu kDZ haben sie die

Fähigkeit nach der Aufnahme von Allergenen durch die Produktion von IFN-α die Ent-

wicklung einer TH2-Antwort zu unterdrücken und IFN-α-unabhängig Treg zu induzieren

[253, 254, 255]. Neben den beschriebenen Populationen �nden sich in der entzündeten Lun-

ge DZ einer dritten Kategorie, die aus Monozyten entstehen und infolge einer Entzündung

in die Lunge rekrutiert werden. Diese in�ammatorischen DZ unterscheiden sich von den

kDZ durch die Expression von Ly6C und FcεRI [256].

Obwohl die Untersuchung von DZ-Subpopulationen in der humanen Lunge weitaus

schwieriger ist, lassen sich drei Subpopulationen von DZ unterscheiden, die sich in ih-

rer Charakterisierung basierend auf der Expression von Ober�ächenmarkern nicht jedoch

in ihrere Funktion von ihren murinen Analoga unterscheiden. Die humanen pulmonalen

DZ-Population umfassen CD11c+CD1c+ kDZ Typ I, CD11c+CD141+ kDZ Typ II und

CD11c−CD141+ pDZ [257, 258, 259, 260].

Die Rekrutierung dendritischer Zellen in die Lunge

Die Rekrutierung von unreifen DZ oder Monozyten in die Lunge und ihre Reifung zu in-

�ammatorischen DZ erfolgt in Abhängigkeit von dem jeweiligen Allergen (s. Abb. 2.4)

[261, 262]. So konnte in Modellen von Hausstaubmilbenasthma gezeigt werden, dass die
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Rekrutierung von der TLR4-Expression auf Atemwegszellen abhängt, wohingegen in Ov-

albumin (OVA)-induziertem Asthma die Ausschüttung von MMP-9 durch eosinophile und

neutrophile Granulozyten sowie Makrophagen und der daraus resultierende Abbau von Kol-

lagen in der Basalmembran entscheidend ist [49, 241, 263, 264, 265, 266]. Darüberhinaus

hängt die Rekrutierung von der verstärkten Sekretion der Chemokine CCL2 und CCL20

und deren Bindung an CCR2 bzw. CCR6 auf der Ober�äche der DZ ab [267, 268, 269, 270].

CCL20 wird von Epithelzellen infolge einer Stimulation durch Allergene, TLR-Liganden,

Luftpartikel sowie Viren sezerniert [271, 272, 273]. Neben den erwähnten Chemokinrezepto-

ren wird eine Funktion von CX3CR1 bei der Rekrutierung in�ammatorischer DZ diskutiert

[274].

Die Regulation dendritischer Zellen in der Lunge

Nach der Einwanderung in die Lunge stehen unreife DZ und monozytäre Vorläufer in

engem Kontakt mit dem Epithel (s. Abb. 2.4). Dies legt eine gegenseitige Regulation na-

he. Sie erfolgt durch die beiderseitige Sekretion von Zytokinen wie TSLP, OX40 Ligand,

GM-CSF, IL-1α, IL-25, IL-33 und CCL20 sowie Adenosintriphosphat (ATP) und reak-

tiven Sauersto�spezies (ROS) (s. Übersichtsartikel [239, 240]). Diese Zytokine regulieren

auf jeweils unterschiedlichen Ebenen die DZ-Di�erenzierung und die DZ-vermittelte TH2-

Di�erenzierung. Während CCL20 bereits die Rekrutierung der unreifen DZ beein�usst,

sind Interleukine (IL-1α und IL-33) und GM-CSF, dessen Expression durch Allergene

und Zytokine wie IL-1β und TNF induziert wird, für die Reifung der DZ verantwortlich

[270, 275, 276, 277, 278, 279, 280, 281]. Wie diese Zytokine reguliert auch TSLP, das durch

TLR-Liganden und Zytokine induziert wird, die TH2-Di�erenzierung nur indirekt, indem

es auf DZ die Expression von OX40L induziert [282, 283, 284, 285]. Dieses interagiert

mit OX40 auf naiven T-Lymphozyten, die infolgedessen zu TH2-Lymphozyten di�eren-

zieren [286]. Darüberhinaus induziert TSLP in DZ die Expression von Chemokinen, die

TH2-Lymphozyten (CCL22 und CCL17) und Granulozyten (Eotaxin und IL-8) anlocken

[287].

Neben der Regulation durch das Epithel können einige Allergene die DZ-Funktion durch

die Bindung von Rezeptoren direkt aktivieren. Eine solche Regulation wurde bereits für
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Hausstaubmilben- und Schabenallergene beschrieben [288, 289].

Die Bedeutung dendritischer Zellen für die TH2- und TH17-Di�erenzierung

Nach der Aufnahme des Allergens migrieren die DZ von der Lunge in die mediastina-

len Lymphknoten (s. Abb. 2.4). Eine solche Allergenaufnahme konnte für tolerogene pDZ,

intraepitheliale CD103+ DZ, CD11b+ DZ und in�ammatorische DZ gezeigt werden. Im

Lymphknoten aktivieren sie allergenspezi�sche T-Lymphozyten. Die Migration dorthin er-

folgt unter dem Ein�uss eines Chemokingradienten von CCL19 und CCL21 und deren

Interaktion mit CCR7 [55, 56, 290]. Weitere beteiligte Chemokinrezeptoren sind CCR8

und CCR-like 2 (CCRL2) [291, 292]. Darüberhinaus wurde in Asthmamodellen eine Be-

teiligung des integrinassoziierten Moleküls CD47 und seines Bindungspartner Sirp-α an

der Migration nachgewiesen [252, 293]. Neben diesen spezi�schen Regulatoren sind auch

Prostaglandine und Leukotriene an der Regulation der Migration beteiligt [294, 295]. Die

Migration scheint jedoch nicht nur bei der Induktion von proallergischen Immunantworten

eine Rolle zu spielen, sondern auch bei der Toleranzinduktion gegenüber harmlosen Anti-

genen [296]. Hierbei spielen insbesondere pDZ und CD103+ DZ eine Rolle [297, 298, 299].

Ein Mechanismus, der dieser Toleranzinduktion möglicherweise zugrunde liegt, ist die un-

zureichende Fähigkeit der pDZ als APZ zu fungieren. Ihre Interaktion mit T-Lymphozyten

führt jedoch im Lymphknoten zu einer verminderten Interaktion mit immunogenen in-

�ammatorischen DZ oder kDZ. Dies führt zu einer verminderten T-Zellantwort [253].

Nach Ankunft im Lymphknoten regulieren DZ durch Sekretion von Zytokinen (IL-6) und

Zell-Zell-Interaktionen (OX40L•OX40, Jagged2•Notch, c-Kit) die Di�erenzierung naiver

T-Lymphozyten zu TH2-E�ektorlymphozyten [284, 300]. Eine Regulation durch die In-

dolamin 2,3-Dioxygenase (IDO) ist umstritten [301, 302, 303]. Neben der TH2-Induktion

sind DZ auch an der Enstehung von TH17-Lymphozyten beteiligt. Diese wird neben der

Sekretion von IL-1β, IL-6 und IL-23 durch C3a und C5a reguliert [215, 304]. Auch die

Beteiligung der kürzlich entdeckten TH9- und TH22-Lymphozyten bei der Induktion von

Mukusproduktion bzw. zellulärer In�ltration wird diskutiert (s. Übersichtsartikel [6]).

In der Lunge verbleibende DZ regulieren die Migration reifer TH-Lymphozyten in die

Lunge durch die Sekretion der Chemokine CCL17 und CCL22, die den Chemokinrezeptor
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CCR4 auf TH-Lymphozyten binden [305, 306, 307].

2.4.5 Die Maus als Modellorganismus für das allergische Asthma

bronchiale

Wie auch in vielen anderen Krankheitsmodellen hat sich bei der Untersuchung des Asthma

bronchiale die Verwendung der Hausmaus (mus musculus) als Modellorganismus bewährt.

Ihr Vorteil besteht hierbei nicht nur in der einfachen Haltung unter standardisierten Bedin-

gungen und der kurzen Generationszeit, sondern auch in dem hohen Verwandschaftsgrad

zwischen Mensch und Maus und dem damit einhergehenden ähnlichen Aufbau des Organis-

mus, der Anatomie und des Immunsystems. Darüberhinaus gewährleistet die Vewendung

von Inzuchtstämmen die Möglichkeit einer guten Reproduzierbarkeit sowie der Einsatz

von Mäusen mit einer Gende�zienz die di�erenzierte Funktionsanalyse bestimmter Gene.

Dennoch darf nicht auÿer Acht gelassen werden, dass sich die Maus vom menschlichen

Organismus unterscheidet. Dies spiegelt sich bereits makroskopisch im Aufbau der Lunge

wider, die beim Menschen eine Aufteilung der Lungen�ügel in drei Linke und zwei Rechte

aufweist, wohingegen die Maus über einen linken und vier rechte Lungen�ügel verfügt.

Ein weiterer Unterschied ist das Fehlen von Knorpel in den Atemwegen unterhalb der

Hauptbronchien. Innerhalb der Atemwege unterscheiden sich die humanen und murinen

Atemwegswände in der Anzahl seröser Zellen und submukosaler Drüsen sowie der Mu-

kusproduktion. Darüberhinaus �nden sich in der Lunge der Maus keine respiratorischen

Bronchiolen [308, 309].

Dennoch stellt die Maus nach der Auswahl eines geeigneten Mausstamms und eines

Allergens einen guten Modellorganismus zur Untersuchung des allergischen Asthmas dar,

der die Hauptcharakteristika einer Atemwegsentzündung entwickelt. Diese umfassen Atem-

wegshyperreagibilität, Becherzellhyperplasie, die Produktion antigenspezi�scher IgE und

die In�ltration durch TH2-Lymphozyten und eosinophile Granulozyten. Auch die Umbil-

dung der Atemwege nach mehrmaligen Provokationen läÿt sich wie im chronischen Asthma

beobachten [308, 309].
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2.5 Zielsetzung

Vor mehr als einem Jahrzehnt wurde erstmals gezeigt, dass C5 in der Maus einen Suszep-

tibilitätslokus für Asthma bronchiale darstellt [221]. Diese Daten wurden später für das

humane C5 bestätigt [238, 310]. Darüberhinaus existiert eine Reihe von Studien, die sich

mit der Funktion der ATR C5aR und C5L2 bei der Astmainduktion in der Maus beschäf-

tigt. Diese Studien konnten sowohl einen proin�ammatorischen Ein�uss der ATR während

der E�ektorphase als auch einen antiin�ammatorischen Ein�uss von C5aR während der

Allergensensibilisierung belegen [222, 225, 235]. In diesen Studien wurde eine Verknüpfung

zwischen der ATR-Expression und der Regulation von DZ gezeigt. Neben der besonderen

Rolle von C5a für die Allergensensibisierung wurde in weiteren Untersuchungen gezeigt,

dass dendritische Zellen nicht nur notwendig, sondern ausreichend sind um einen allergi-

schen Phänotyp zu induzieren. Die bisherigen Studien zeigten, dass C5a kDZ und pDZ

während der Allergensensibilisierung reguliert. Allerdings lassen diese Studien o�en, ob

C5a diese E�ekte direkt durch Regulation der DZ induziert, oder indirekt durch Regulati-

on anderer Zellen, die dann in trans auf kDZ und pDZ wirken.

Ziel meiner Arbeit war es zu prüfen, ob C5a über C5aR und/oder C5L2 die Indukti-

on des allergischen Phänotyps während der Allergensensibilisierung durch Regulation von

kDZ beein�usst. Zu diesem Zweck habe ich für die Asthmainduktion ein adoptives Trans-

fermodell gewählt, bei dem GM-CSF-di�erenzierte KMDZ nach Allergenstimulation in wt

oder C5aR−/− Mäuse transferiert wurden. Durch Verwendung von C5aR−/− oder C5L2−/−

KMDZ konnte ich in diesem Modell gezielt die E�ekte der beiden Rezeptoren getrennt

untersuchen.

Ausgehend von den publizierten Vorarbeiten war die Hypothese, dass C5aR−/− KMDZ

zu einem gesteigerten Phänotyp führen, wohingegen C5L2−/− KMDZ diesen vermindern.

Vor diesem Hintergrund zielte die vorliegende Arbeit darauf ab die folgenden zentralen

Fragen zu beantworten (s. auch Abb. 2.5):

1. Welchen Ein�uss haben C5aR und C5L2 auf die Funktion von KMDZ in vitro?

• Modulieren sie die Di�erenzierung von KMDZ?

• Beein�ussen C5aR und C5L2 die Antigenaufnahme durch KMDZ?
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• Regulieren sie die Reifung der KMDZ?

2. Welche Rolle spielen C5aR und C5L2 bei der KMDZ-vermittelten Asthmainduktion
in vivo hinsichtlich der:

• Lungenfunktion?

• zellulären In�ltration der Atemwege?

• Mukusproduktion?

• Produktion von TH1-, TH2- und TH17-Zytokinen?

3. Durch welche Mechanismen reguliert C5aR in KMDZ die Entwicklung und Perpe-
tuation verschiedener T-Zellantworten im experimentell-allergischen Asthma?

• Reguliert C5aR die Di�erenzierung von TH-Zellen?

• Moduliert C5aR die Proliferation und/oder die Apoptose von T-Lymphozyten?
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Abbildung 2.5: Schematische Darstellung der Arbeitshypothese.

41





3 Materialien, Geräte und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Chemikalien

Tabelle 3.1: Verwendete Chemikalien.

Substanz Hersteller

4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI), Di-
lactat

Life technologies Corporation, Carlsbad,
USA

Acetyl-β-Methyl-Choline
(Methacholin)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Agarose, certi�ed molecular biology Bio-Rad Laboratories GmbH, München

Ammoniumchlorid Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Aqua ad injectabilia B. Braun Melsungen AG, Melsungen

BD FACS Flow Sheath Fluid BD Biosciences Europe, Erembodegem,
Belgien

β-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Bovines Serumalbumin (BSA) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

C5a, rekombinant human Hycult Biotech, Uden, Niederlande

Carboxy�uorescein-Succinimidylester
(CFSE)

Life technologies Corporation, Carlsbad,
USA

Chloralhydrat Merck KGaA, Darmstadt

Chloroform Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Dimethylamiloridhydrochlorid Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Dinatriumhydrogenphosphat Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
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DMEM PAA Laboratories GmbH, Pasching, Ös-
terreich

DNase I Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

DQ-OVA Life technologies Corporation, Carlsbad,
USA

Eisessig Merck KGaA, Darmstadt

Entelan Merck KGaA, Darmstadt

Eosin Chroma Technology Corporation, Bellow
Falls, USA

Esmeron Organon, Oss, Niederlande

Ethanol, absolut J. T. Baker, Deventer, Niederlande

Ethanol, 70 % vergällt Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Ethanol, 96 % vergällt Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

fetales Kälberserum (FBS)
(Lot A04304-0413)

PAA Laboratories GmbH, Pasching, Ös-
terreich

FITC-OVA Life technologies Corporation, Carlsbad,
USA

Formaldehyd-Lösung, 37% Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Giemsa-Lösung Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

GM-CSF, rekombinant murin Peprotech Corporation, Rocky Hill, USA

Hämatoxilin Chroma Technology Corporation, Bellow
Falls, USA

Hausstaubmilbenextrakt Greerlabs Laboratories Inc., Lenoir, USA

IL-4, rekombinant murin R&D Systems, Wiesbaden

iQ SybrGreen Supermix Bio-Rad Laboratories GmbH, München

Isopropanol Otto Fischar GmbH & Ko. KG, Saar-
brücken

Kaliumaluminiumsulfat Merck KGaA, Darmstadt

Kaliumchlorid Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Kaliumdihydrogenphosphat Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Ketavet P�zer Deutschland GmbH, Berlin
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Kollagenase IV Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

L-Glutamin PAA Laboratories GmbH, Pasching, Ös-
terreich

Mannan Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

May-Grünwald-Lösung Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Natriumchlorid Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Natriumdihydrogenphosphat Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Natriumhydrogencarbonat Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Natriumhydroxid Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Natriumjodat Merck KGaA, Darmstadt

Natriumpyruvat Life technologies Corporation, Carlsbad,
USA

O'GeneRuler 50 bp DNA Ladder Thermo Scienti�c Inc., Waltham, USA

Ovalbumin, grade V Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Paraplast Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

PBS PAA Laboratories GmbH, Pasching, Ös-
terreich

Penicillin/Streptomycin PAA Laboratories GmbH, Pasching, Ös-
terreich

Perjodsäure Merck KGaA, Darmstadt

Phloxin Chroma Technology Corporation, Bellow
Falls, USA

Polyinositol, Kaliumsalz Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Qdot 585 Streptavidin-Konjugat Life technologies Corporation, Carlsbad,
USA

Qdot 655 Streptavidin-Konjugat Life technologies Corporation, Carlsbad,
USA

Rompun vet. Bayer AG, Leverkusen

RPMI 1640 PAA Laboratories GmbH, Pasching, Ös-
terreich

Salzsäure Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Schi�-Reagenz Merck KGaA, Darmstadt

Schwefelsäure Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
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Substrat Reagent Pack R&D Systems, Wiesbaden

Trizol Reagent Life technologies Corporation, Carlsbad,
USA

Trypanblau Life technologies Corporation, Carlsbad,
USA

Tween 20 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Xylol Merck KGaA, Darmstadt

Zitronensäure, kristallin Merck KGaA, Darmstadt

3.1.2 Antikörper

Tabelle 3.2: Verwendete Antikörper mit der jeweiligen Konzentration. Angegeben sind die
verwendeten Antikörper, die jeweils verwendete Isotypkontrolle sowie die für die durch�usszytome-
trische Analysen eingesetzte Konzentration. APC = Allophycocyanin, APC-Cy7 = Allophycocyanin-
Cy7, FITC = Fluoresceinisothiocyanat, PE = Phycoerythrin

Antikörper Klon Markierung Hersteller Isotyp Konz.

anti-mouse
CD4

GK1.5 APC eBioscience Inc.,
San Diego, USA

Ratte IgG2b 2 µg/mL

anti-mouse
CD16/32

93 - eBioscience Inc.,
San Diego, USA

- 10
µg/mL

anti-mouse
CD11b

M1/70 APC-Cy7 eBioscience Inc.,
San Diego, USA

Ratte IgG2b 2 µg/mL

anti-mouse
CD11c

N418 APC eBioscience Inc.,
San Diego, USA

armenischer
Hamster IgG

2 µg/mL

anti-mouse
CD40

1C10 Biotin eBioscience Inc.,
San Diego, USA

Ratte IgG2a 5 µg/mL

anti-mouse
CD80

16-10A1 Biotin eBioscience Inc.,
San Diego, USA

armenischer
Hamster IgG

5 µg/mL

anti-mouse
CD86

GL1 Biotin eBioscience Inc.,
San Diego, USA

Ratte IgG2a 5 µg/mL

anti-mouse
CD115

AFS98 Biotin eBioscience Inc.,
San Diego, USA

Ratte IgG2a 5 µg/mL

anti-mouse
CD117

2B8 PE eBioscience Inc.,
San Diego, USA

Ratte IgG2b 2 µg/mL
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anti-mouse
CD135

A2F10 Biotin eBioscience Inc.,
San Diego, USA

Ratte IgG2a 5 µg/mL

anti-mouse
CX3CR1

poly - eBioscience Inc.,
San Diego, USA

Kaninchen
IgG

5 µg/mL

anti-mouse
DO11.10
TCR

KJ1-26 APC eBioscience Inc.,
San Diego, USA

Ratte IgG2a 2 µg/mL

anti-mouse
F4/80

BM8 PE eBioscience Inc.,
San Diego, USA

Ratte IgG2a 2 µg/mL

anti-mouse
Gr-1

RB6-
8C5

FITC eBioscience Inc.,
San Diego, USA

Ratte IgG2b 5 µg/mL

anti-mouse
Gr-1

RB6-
8C5

eFluor R© 450 eBioscience Inc.,
San Diego, USA

Ratte IgG2b 2 µg/mL

anti-mouse
MHC-II

NIMR-4 PE eBioscience Inc.,
San Diego, USA

Ratte IgG2b 1 µg/mL

anti-rabbit
IgG

poly FITC eBioscience Inc.,
San Diego, USA

Ziege IgG 25
µg/mL

3.1.3 Primer

Tabelle 3.3: Verwendete Primer mit der jeweiligen Annealing-Temperatur. Alle Pri-
mer wurden von Euro�ns Product Service GmbH, Reichenwalde hergestellt. Angegeben sind die
Sequenzen der verwendeten Vorwärts- und Rückwärts-Primer sowie die verwendeten Annealing-
Temperaturen.

Gen Sequenz Annealing-
Temperatur

Actin 5'-GCACCACACCTTCTACAATGAG-3' 57◦C

5'-AAATAGCACAGCCTGGATAGCAAC-3'

Arginase 1 5'-AACACGGCAGTG GCTTTAACC-3' 55◦C

5'-GGTTTTCATGTGGCGCATTC-3'

Bcl-2 5'-GTCGCTACCGTCGTGACTTC-3' 57◦C

5'-CAGACATGCACCTACCCAGC-3'

BimL 5'-GACAGAACCGCAAGACAGGAG-3' 57◦C

5'-GGACTTGGGGTTTGTGTTGAC-3'
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BimEL 5'-GACAGAACCGCAAGGTAATCC-3' 57◦C

5'-ACTTGTCACAACTCATGGGTG-3'

C5aR 5'-CAGGCGGTGTAGAGGAGAAG-3' 57◦C

5'-GAAGGAAGGAAGGAGGAGAGG-3'

NOS2 5'-AGCCAAGCCCTCACCTAC-3' 50◦C

5'-AATCTCTGCCTATCCGTC-3'

3.1.4 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 3.4: Verbrauchsmaterialien

Material Hersteller

Costar EIA/RIA Platte 96-well Corning Inc., Corning, USA

Cytofunnel Thermo Fisher Scienti�c Inc., Waltham,
USA

Deckgläser Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig

Einbettkassetten Isolab Laborgeräte GmbH, Wertheim

Einmalkanüle 20G, 26G B. Braun Melsungen AG, Melsungen

Einmalskalpell Feather Safety Razor Co. Ltd., Osaka, Ja-
pan

Einmalwägeschale Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Einwegspatel VWR International GmbH, Darmstadt

ELISA-Platten-Siegel R&D-Systems GmbH, Wiesbaden

ELISA-Reservoir 25 mL VWR International GmbH, Darmstadt

Filterspitze 10 µL, 100 µL, 1000 µL Sarstedt AG & Co., Nümbrecht

Inject-F 1 mL B. Braun Melsungen AG, Melsungen

Introcan Safety 18G B. Braun Melsungen AG, Melsungen

MACS Separation LS Columns Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Glad-
bach

Objektträger, geschnitten, Mattrand Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig

PCR-Reagiergefäÿ Bio-Rad Laboratories GmbH, München
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Pipettenspitze 10 µL, 100 µL, 1000 µL Sarstedt AG & Co., Nümbrecht

Pipettenspitze Universal Fit National Scienti�c Supply Co. Inc., Cla-
remont, USA

Pur-Zellin Tupfer Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Quest Nitrilhandschuhe, puderfrei Supermax Deutschland GmbH, Gevels-
berg

Röhre 15 mL, 50 mL Sarstedt AG & Co., Nümbrecht

Spritze 5 mL, 10 mL BD Biosciences Europe, Erembodegem,
Belgien

Stabpipette 5 mL, 10 mL, 25 mL Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Trachealkanüle OD 1,2 Hugo Sachs, March-Hugstetten

Zellkulturplatte 6-well Sarstedt Inc., Newton, USA

Zellkulturplatte 96-well Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Zellschaber Sarstedt Inc., Newton, USA

Zellsieb 40 µM, 100µM BD Biosciences Europe, Erembodegem,
Belgien

3.1.5 Kits

Tabelle 3.5: Verwendete Kits

Kit Hersteller

Revertaid cDNA Synthese Kit Thermo Fisher Scienti�c Inc., Waltham,
USA

DNase I Kit, RNase frei Thermo Fisher Scienti�c Inc., Waltham,
USA

CD4 T cell isolation kit II Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Glad-
bach

Maus IFN-γ DuoSet R&D Systems, Wiesbaden

Maus IL-1β DuoSet R&D Systems, Wiesbaden

Maus IL-2 DuoSet R&D Systems, Wiesbaden

Maus IL-4 DuoSet R&D Systems, Wiesbaden
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Maus IL-5 DuoSet R&D Systems, Wiesbaden

Maus IL-6 DuoSet R&D Systems, Wiesbaden

Maus IL-10 DuoSet R&D Systems, Wiesbaden

Maus IL-12p40 DuoSet R&D Systems, Wiesbaden

Maus IL-12p70 DuoSet R&D Systems, Wiesbaden

Maus IL-13 DuoSet R&D Systems, Wiesbaden

Maus IL-17 DuoSet R&D Systems, Wiesbaden

Maus IL-23 DuoSet R&D Systems, Wiesbaden

Maus TNF-α DuoSet R&D Systems, Wiesbaden

Maus TGF-β DuoSet R&D Systems, Wiesbaden

3.1.6 Pu�er und Lösungen

Tabelle 3.6: Pu�er und Lösungen

Pu�er/Lösung Substanz

10 x Anästhetikum 2 % Rompun

50 mg/mL Ketavet

1 x Anästhetikum PBS

0,2 % Rompun

5 mg/mL Ketavet

Kulturmedium (dendritische Zellen) RPMI 1640

2 mM L-Glutamin

100 µg/mL Streptomycin

100 Units/mL Penicillin

10 % FBS, hitzeinaktiviert

steril
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Kulturmedium (Lungenzellen) RPMI 1640

2 mM L-Glutamin

100 µg/mL Streptomycin

100 Units/mL Penicillin

10 % FBS, hitzeinaktiviert

1 mM Natriumpyruvat

50 µM β-Mercaptoethanol

steril

Waschpu�er DMEM

0,5 mg/mL DNase I

1 ng/mL GM-CSF

steril

Elektrophoresepu�er A. dest.

40 mM Tris

1 mM EDTA

Lysispu�er A. dest.

155 mM NH4Cl

10 mM NaHCO3

0,1 mM EDTA

steril

MACS-Pu�er PBS

0,5 % BSA

2 mM EDTA

PBS A. dest.

13,7 mM NaCl

0,27 mM KCl

0,81 mM Na2HPO4

0,15 mM KH2PO4

pH 7,2-7,4, steril�ltriert
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Giemsa-Lösung 280 mL A. dest

20 mL Giemsa-Lösung

Formalinlösung 900 mL A. dest

7,8 g Na2HPO4

1,87 g NaH2PO4

100 mL Formalin (37 %)

Hämalaun nach Mayer 1000 mL A. dest

1 g Hämatoxilin

0,2 g Natriumjodat

50 g Kaliumaluminiumsulfat

rühren

50 g Chloralhydrat

1g Zitronensäure, kristallin

rühren, erhitzen, �ltrieren

1 Woche reifen lassen

Eosinlösung 40 mL A. dest

0,4 g Eosin

rühren

Phloxinlösung 10 mL A. dest

0,1 g Phloxin

rühren

Eosin-Phloxin-Lösung 40 mL Eosinlösung

6 mL Phloxinlösung

270 mL 96 % Ethanol

2 mL Eisessig
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3.1.7 Mäuse

Tabelle 3.7: Verwendete Mausstämme

Stamm Züchter

BALB/c Wildtyp Charles River Breeding Laboratories,
Sulzfeld

BALB/c C5aR−/− [311] eigene Zucht

BALB/c C5L2−/− [180] eigene Zucht

BALB/c DO11.10/Rag2−/−[312] eigene Zucht

Tabelle 3.8: Material für die Haltung der Mäuse

Material Hersteller

Polysulfon-Kä�g SealSafe PLUS Mouse Tecniplast Deutschland GmbH, Hohen-
peiÿenberg

Kä�gwechselstation CS5 Tecniplast Deutschland GmbH, Hohen-
peiÿenberg

Super-TouchSLIM Plus Gebläseeinheit Tecniplast Deutschland GmbH, Hohen-
peiÿenberg

Holzeinstreu Abedd LTE E-001 Abedd Lab & Vet Service GmbH, Wien,
Österreich

Pelletfutter Altromin 1314 Altromin Spezialfutter GmbH & Co. KG,
Lage

Die Genehmigung der Tierversuche erfolgte durch das Ministerium für Energiewende, Land-

wirtschaft, Umwelt und ländliche Räume des Landes Schleswig-Holstein (Aktenzeichen.

V312.72241-122-39). Alle Mäuse wurden in einem Alter von 8-12 Wochen in den Versu-

chen eingesetzt. Die Aufzucht und Haltung der Tiere erfolgte entsprechend der Richtlinien

des deutschen Tierschutzgesetzes.
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3.2 Geräte und Software

3.2.1 Geräte

Tabelle 3.9: Geräte

Gerät Hersteller

Analysewaage 1712 MP8 Sartorius AG, Göttingen

Biological Safety Cabinets Nuaire Inc., Plymouth, USA

Biometra Compact S Gelkammer Biometra GmbH, Göttingen

Centrifuge 5810R Eppendorf AG, Hamburg

Centrifuge 5424R Eppendorf AG, Hamburg

Dampfsterilisator E14 Hydromat WEBECO Hygiene in Medizin und Labor
GmbH & Co. KG, Selmsdorf

Durch�usszytometer BD LSR II Becton Dickinson GmbH, Heidelberg

ELISA-Reader Fluostar Omega 0415 BMG Labtech GmbH, Ortenberg

FlexiVent Scireq Scienti�c Respiratory Equipment
Inc., Montreal, Kanada

Geldokumentation Image Quant 350 GE Healthcare, Chalfont St. Giles, Groÿ-
britannien

Heiÿluftschrank Memmert, Schwabach

Heizplatte MR3002 Heidolph Instruments GmbH & Co. KG,
Schwabach

iCycler Bio-Rad Laboratories GmbH, München

Inkubator Heraeus, Hanau

ImageQuant 350 ATI26D GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg

Laborwaage EMB 1000-2 Kern & Sohn GmbH, Balingen-Frommern

MACS Magnetic Cell Separator Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Glad-
bach

Mehrkanalpipette Biohit M300 Sartorius Biohit Liquid Handling Oy, Hel-
sinki, Finnland

Mikroskop Leica DMIL LED Leica Microsystems GmbH, Wetzlar

Mikroskop Olympus IX81 Olympus Corporation, Tokio, Japan
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Mikrotom Leica RM 2125 Leica Microsystems GmbH, Wetzlar

MoFlo CellSorter Beckman Coulter GmbH, Krefeld

Neubauerkammer improved VWR International GmbH, Darmstadt

pH-Meter Seven Easy PH S20-K Mettler-Toledo, Schwerzenbach, Schweiz

Pinzette WPI Deutschland GmbH, Berlin

Pipetboy Integra Biosciences AG, Zizers, Schweiz

Pipetten (0,1-2,5 µL, 0,5-10 µL, 10-100
µL, 200-1000 µL

Eppendorf AG, Hamburg

Power Pac HC Biometra GmbH, Göttingen

Präparierschere WPI Deutschland GmbH, Berlin

Präzisionswaage LC6200S Sartorius AG, Göttingen

Reinstwasseranlage Nanopure Diamond
D11931

Thermo Fisher Scienti�c GmbH, Bremen

Rüttler Ika Works MS 3 basic IKA Works Inc. Wilmington, USA

Rüttler Polymax 1040 Heidolph Instruments GmbH & Co. KG,
Schwabach

Scotsman AF-10/ACM55/AS Hubbard Ice Systems, Su�olk, Groÿbri-
tannien

Vacusafe 158310 Absaugsystem Integra Biosciences GmbH, Fernwald

Vortex Reax 2000 Heidolph Instruments GmbH & Co. KG,
Schwabach

Wärmeplatte HT200 W Minitüb GmbH, Tiefenbach

Zellinkubator Nuaire Inc., Plymouth, USA

Zytospinzentrifuge Cellspin I Tharmac GmbH, Waldsolms

3.2.2 Software

Tabelle 3.10: Für die Datengewinnung und -auswertung verwendete Software

Programm Firma

Adobe Acrobat Professional 8 Adobe Systems Inc., San Jose, USA

BD FACSDiva Software 6.1 BD Biosciences, San Jose, USA
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FCS Express V3 De Novo Software, Los Angeles, USA

FlexiVent Software 5.3 Scireq Scienti�c Respiratory Equipment
Inc., Montreal, Kanada

GraphPad Prism 4.0 Graph Pad Software Inc., LaJolla, USA

iCycler IQ Optical System Software 3.1 Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules,
USA

Image Quant Capture 1.0.2 GE Healthcare, Chalfont St. Giles, Groÿ-
britannien

Jabref 2.8.1. jabref.sourceforge.net

Leica Application Suite 2.0.0 Leica Microsystems GmbH, Heerbrugg,
Schweiz

Microsoft Excel 2007 Microsoft Corporation, Redmond, USA

Microsoft Powerpoint 2007 Microsoft Corporation, Redmond, USA

Microsoft Word 2007 Microsoft Corporation, Redmond, USA

MiKTEX 2.7 www.miktex.org

MARS - Data Analysis Software 2.30 R2 BMG Labtech GmbH, Ortenberg

Olympus Fluoview FV1000 2.0b Olympus Corporation, Tokio, Japan

Omega 1.30 BMG Labtech GmbH, Ortenberg

Photoshop CS3 Adobe Systems Inc., San Jose, USA

TeXnic Center 1 beta 17.01 www.TeXnicCenter.org

3.3 Methoden

3.3.1 In vitro Di�erenzierung dendritischer Zellen

Spendermäuse wurden vor der Entnahme der Knochen durch CO2-Begasung und anschlie-

ÿende zerebrale Dislokation getötet. Femora und Tibiae wurden freipräpariert und in eis-

kaltem PBS gelagert. Die Gewinnung des Knochenmarks erfogte durch Spülen des Kno-

chenmarkkanals mit RPMI 1640-Medium. Zur Aufreinigung von Vorläuferzellen wurde das

Knochenmark (KM) zunächst durch ein Zellsieb gedrückt. Das Zellsieb wurde zweimal mit

jeweils 10 mL RPMI 1640-Medium gespült. Anschlieÿend wurde die gewonnene Zellsus-
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pension zentrifugiert (5 min, 350 g, RT) und eine Erythrozytenlyse durchgeführt. Hierzu

wurden die Zellen mit 3 mL Lysispu�er für 3 min inkubiert und erneut wie zuvor beschrie-

ben zentrifugiert.

Die Di�erenzierung zu dendritischen Zellen (KMDZ) erfolgte durch Kultur der aufgerei-

nigten KM-Zellen im Zellinkubator (37◦C, 5 % CO2) für 10 Tage. Hierfür wurden die Zellen

mit einer initialen Dichte von 1 x 106/mL in Kulturmedium resuspendiert, mit 20 ng/mL

GM-CSF versetzt und in einer 6-well -Platte kultiviert. Pro Kavität wurden 4 mL Zellsus-

pension verwendet. Ein Mediumwechsel wurde alle zwei Tage durchgeführt. Hierbei wurden

2 mL Zellüberstand je Kavität entnommen und wie oben beschrieben zentrifugiert. Der

Überstand wurde verworfen, die Zellen in 2 mL frischem Kulturmedium resuspendiert und

wieder in die Zellkulturplatte überführt. Zur weiteren Di�erenzierung wurden erneut 20

ng/mL GM-CSF zugesetzt.

In einigen Versuchen wurde während der Di�erenzierung sowie bei jedem Mediumwechsel

50 nM rekombinantes C5a zugesetzt.

3.3.2 In vitro Di�erenzierung dendritischer Zellen mit

konditioniertem Medium

Wildtyp (wt) und C5aR−/− KM-Zellen wurden wie oben beschrieben gewonnen und in Kul-

tur genommen (s. Abschnitt 3.3.1). Die Di�erenzierung zu KMDZ erfolgte durch Kultur der

aufgereinigten KM-Zellen im Zellinkubator (37◦C, 5 % CO2) für 10 Tage. Hierfür wurden

die Zellen mit einer initialen Dichte von 1 x 106/mL in Kulturmedium resuspendiert, mit

20 ng/mL GM-CSF versetzt und in einer 6-well -Platte kultiviert. Pro Kavität wurden 4 mL

Zellsuspension verwendet. Ein Mediumwechsel wurde alle zwei Tage durchgeführt. Hierbei

wurde der gesamte Zellkulturüberstand entnommen und zentrifugiert (5 min, 350 g, RT).

Der Überstand wurde verworfen, die Zellen in 2 mL frischem Kulturmedium resuspendiert

und wieder in die Zellkulturplatte überführt. Zusätzlich wurden 2 mL Medium, das von

einer zeitlich parallel laufenden Kultur von KMDZ des anderen genetischen Hintergrun-

des (wt oder C5aR−/−) gewonnen wurde, zugegeben. Zur weiteren Di�erenzierung wurden

erneut 20 ng/mL GM-CSF zugesetzt (s. Abb. 3.1).

57



KAPITEL 3. MATERIALIEN, GERÄTE UND METHODEN

wt BALB/c C5aR‐/‐ BALB/c

+ 2 mL kond. Medium

+ 2 mL frisches 
Medium

+ 2 mL kond. Medium

+ 2 mL frisches 
Medium

+ 2 mL frisches 
Medium

+ 20 ng/mL
GM‐CSF

+ 20 ng/mL
GM‐CSF

Abbildung 3.1: Di�erenzierung mit konditioniertem Medium.Wt und C5aR−/− KM-Zellen
wurden aufgereinigt und für 10 Tage mit 20 ng/mL GM-CSF di�erenziert. Im Rahmen des zweitäg-
lichen Mediumwechsels wurde bei einem Teil der Kulturen das gesamte Medium entnommen und
durch 2 mL frisches Kulturmedium und 2 mL konditioniertes Medium ersetzt. Die Herstellung des
konditionierten Mediums erfolgte durch eine zeitlich parallel verlaufende KM-Kultur des anderen
genetischen Hintergrundes.

3.3.3 Ein�uss der neutrophilen Granulozyten auf die in vitro

Di�erenzierung dendritischer Zellen

KM-Zellen wurden wie oben beschrieben gewonnen (s. Abschnitt 3.3.1). Neutrophile Gra-

nulozyten wurden durch die Fluoreszenzfärbung von Ly6G indenti�ziert und mittels FACS

aufgereinigt (s. Abschnitt 3.3.4). Anschlieÿend wurden neutrophile Granulozyten und üb-

rige KM-Zellen in unterschiedlichen Kombinationen erneut gemischt. Hierbei wurden die

beiden Fraktionen mit einem jeweiligen Anteil von 50 % an der Gesamtzellzahl kombiniert.

Die weitere Di�erenzierung der KMDZ erfolgte wie oben beschrieben (s. Abschnitt 3.3.1)

(s. Abb. 3.2).
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wt BALB/c

C5aR‐/‐ BALB/c

KM‐Zellen

KM‐Zellen

Sonstige

Neutrophile

Neutrophile

Sonstige + 20 ng/mL
GM‐CSF
10 Tage

Abbildung 3.2: Di�erenzierung mit aufgereinigten neutrophilen Granulozyten. Wt und
C5aR−/− KM-Zellen wurden isoliert und neutrophile Granulozyten von den restlichen Zellen mittels
FACS separiert. Anschlieÿend wurden die beiden Fraktionen unter Berücksichtigung der jeweiligen
genetischen Hintergründe neu kombiniert und mit 20 ng/mL GM-CSF für 10 Tage zu KMDZ di�e-
renziert.

3.3.4 Fluoreszenzfärbung, Durch�usszytometrie und �uorescence

activated cell sorting

Fluoreszenzfärbung von Markerproteinen

Einzelzellsuspensionen wurden mit einer Dichte von 0,3-1 x 106 Zellen/100 µL in MACS-

Pu�er resuspendiert und auf die einzelnen Färbeansätze à 100 µL verteilt. Anschlieÿend

wurden unspezi�sche Bindungen der monoklonalen Antikörper (mAK) durch Inkubation

mit anti-CD16/32 AK geblockt (4◦C, 15 min). Ungebundene mAK wurden durch Zentrifu-

gation (4◦C, 10 s, max. Geschwindigkeit) und Waschen mit 500 µL MACS-Pu�er entfernt.

Anschlieÿend wurden die Zellen erneut zentrifugiert und in 100 µL MACS-Pu�er resuspen-

diert. Im ersten Schritt erfolgte nun die Färbung mit allen Fluoreszenz-gekoppelten mAK.

Hierfür wurden von allen gewünschten mAK die sich aus den in Tabelle 3.2 aufgeführten

Endkonzentrationen ergebenden Volumina in den Färbeansatz pipettiert und mit den Zel-
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len inkubiert (4◦C, 15 min). Nach diesem Färbeschritt erfolgte ein erneuter Waschschritt

(s.o.). Wenn nötig wurden die Zellen nun in einem zweiten Färbeschritt mit weiteren An-

tikörpern gefärbt, die nicht direkt markiert waren. Hierfür wurden die biotinylierten mAK

(Konzentrationen s. Tab. 3.2) zunächst in einem Volumen von 50 µL MACS-Pu�er mit

dem gewünschten Streptavidin-gekoppelten Quantumdot (Qdot) gekoppelt (4◦C, 15 min)

und anschlieÿend mit den Zellen inkubiert (4◦C, 15 min). Die Kopplung folgte gemäÿ den

Herstellerempfehlungen unter Verwendung gleicher Volumina von mAK und Qdot. Nach

diesem Schritt erfolgte ein weiterer Waschschritt. Der zweite Färbeschritt wurde wieder-

holt, bis die Färbung mit unterschiedlichen biotinylierten mAK abgeschlossen war.

Analyse von membranständigen Molekülen mittels Durch�usszytometrie

Die Durch�usszytometrie ermöglicht die Analyse von intrazellulär oder auf der Ober�äche

von Zellen exprimierten Molekülen. Innerhalb eines Hüllstroms wird eine Zellsuspension

verdünnt und fokussiert, sodass sie als Sequenz von Einzelzellen mit einer Geschwindigkeit

von 10 - 60 µL/min an einem Laser vorbeigeleitet werden kann. Dieser Laser regt �uo-

reszente Marker an, die vorher in einer Färbereaktion beispielsweise über mAK an den

zu untersuchenden Antigenen immobilisiert wurden. Umgebende Detektoren registrieren

sowohl die Streuung des Anregungsstrahls durch die Zellen als auch die Fluoreszenz der

Marker. Die seitliche Streuung (engl. Side Scatter, SSC) gibt Auskunft über die Granulari-

tät der Zelle und ermöglicht somit eine Aussage über den Zelltyp. Das Vorwärtsstreulicht

(engl. Forward Scatter, FSC) zeigt die Gröÿe des gemessenen Partikels und ermöglicht

die Abgrenzung zwischen intakten Zellen und Zelltrümmern oder sonstigen Verunreinigun-

gen. Die Detektion der Fluoreszenz zeigt die Expression bestimmter Marker. Die Hellig-

keit des Fluoreszenzsignals entspricht hierbei der Menge gebundenener Fluorochrome. Für

die zeitgleiche Analyse mehrerer Antigene werden Fluorochrome eingesetzt, die bei un-

terschiedlichen Wellenlängen absorbieren und emittieren. Diese spektral unterschiedlichen

Lichtsignale werden detektiert, von einem Fotomultiplier verstärkt und in elektrische Si-

gnale umgewandelt. Da eine spektrale Überlappung der Fluoreszenzen messtechnisch nicht

komplett verhindert werden kann, muss eine Kompensation durchgeführt werden. Darun-

ter versteht man eine mathematische Korrektur der gemessenen Daten um falsch positive
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Ereignisse zu vermeiden [313]. Die Kompensation wurde bei dem verwendeten BD LSR II

wie vom Hersteller empfohlen automatisiert durchgeführt.

Nach einem letzten Waschschritt (s. Abschnitt Fluoreszenzfärbung von Markerprotei-

nen) wurden die Zellen in einem Volumen von 300 mL MACS-Pu�er resuspendiert und

am Durch�usszytometer analysiert. Hierbei wurde die Geschwindigkeit des Proben�uss so

gewählt, dass maximal 1000 Zellen/s gemessen wurden. Insgesamt wurden je nach Proben-

umfang und Frequenz der untersuchten Zellen 50000-200000 Zellen gemessen.

Fluorescence activated cell sorting (FACS)

Nach einem letzten Waschschritt (s. Abschnitt Fluoreszenzfärbung von Markerproteinen)

wurden die Zellen mit einer Dichte von 1 x 106 Zellen/mL in MACS-Pu�er resuspendiert,

durch ein 40 µM Zellsieb �ltriert und mit 20 ng/mL GM-CSF sowie 0,1 mg/mL DNase

versetzt. Die Separation erfolgte dem Prinzip der Durch�usszytometrie (s.o.) folgend an

einem MoFlo Cell-Sorter. Sofern nicht anders angegeben wurden die Zellen in 10 mL Kul-

turmedium (supplementiert mit 20 ng/mL GM-CSF) aufgefangen.

3.3.5 Bestimmung der in vitro Antigenaufnahme und

-prozessierung

KMDZ wurden wie oben beschrieben aus KM-Zellen von wt und ATR−/− BALB/c-Mäusen

gewonnen (s. Abschnitt 3.3.1). An Tag 10 wurden die Zellen mit einem Zellschaber von der

Kulturplatte abgelöst, zentrifugiert (5 min, 350 g, RT) und die Zellzahl in einer Neubauer-

zählkammer bestimmt. Anschlieÿend wurden die Zellen in Kulturmedium mit einer Dichte

von 0,3 x 106/mL resuspendiert und auf Reaktionsgefäÿe à 1 mL aufgeteilt. Zur Untersu-

chung der Aufnahme von Antigenen wurden die Zellen mit 100 µg Fluoresceinisothiocyanat-

Ovalbumin (FITC-OVA) inkubiert. Zur Untersuchung der Prozessierungskapazität wurde

statt FITC-OVA DQ-OVA eingesetzt. Dieses emittiert Fluoreszenz (FITC-Kanal) nur nach

Spaltung durch Proteasen und ermöglicht somit eine Unterscheidung zwischen Antigenauf-

nahme und Antigenprozessierung. Um die Antigenaufnahme zu stoppen wurden die Zellen

nach einer Inkubationsdauer von 0 min bis 240 min im Zellinkubator (37◦C, 5 % CO2)

oder alternativ im Kühlschrank zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen. Dann wurden die
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Zellen mit anti-CD11c-APC und anti-CD11b-APC-Cy7 mAK gefärbt (s. Abschnitt 3.3.4)

und die Antigenaufnahme durch CD11c+CD11b+ KMDZ mittels Duch�usszytometrie be-

stimmt. Als Maÿ für die Antigenaufnahme wurde die mittlere Fluoreszenzintensität (MFI)

der CD11c+CD11b+ Zellen im FITC-Kanal gewählt. Um eine Verfälschung der Ergebnis-

se durch an der Ober�äche angelagertes FITC-/DQ-OVA auszuschliessen, wurde die MFI

einer Probe, die bei 4◦C inkubiert wurde und bei der eine aktive Antigenaufnahme nur mi-

nimiert auftritt, von der MFI einer Probe, die über denselben Zeitraum bei 37◦C inkubiert

wurde, subtrahiert (∆MFI).

Alternativ wurden KMDZ, die mit FITC-/DQ-OVA inkubiert wurden, mit 3 µM DAPI

gefärbt (5 min, RT), auf eine Objektträger aufgetropft, getrocknet und zur Fotodokumen-

tation mit einem Fluoreszenzmikroskop analysiert.

Inhibition von C5aR und C5L2

KMDZ wurden aus KM-Zellen von wt und ATR−/− BALB/c-Mäusen gewonnen (s. Ab-

schnitt 3.3.1). An Tag 10 wurden die Zellen, wie oben beschrieben, mit FITC- oder DQ-

OVA für 240 min bei 4◦C oder 37◦C inkubiert. Die Blockade des C5aR wurde durch Inkuba-

tion mit 5 µM des C5a-Muteins A8∆71−73 oder 1 µM des zyklischen Peptids PMX53 erreicht

[314, 315]. Diese erfolgte 30 min vor sowie während der Inkubation mit FITC-/DQ-OVA.

Die Auswertung der Antigenaufnahme und -prozessierung wurde wie oben beschrieben

durchgeführt.

In vitro Inhibition verschiedener endozytotischer Aufnahmewege von Allergenen

KMDZ wurden aus KM-Zellen von wt und ATR−/− BALB/c-Mäusen gewonnen (s. Ab-

schnitt 3.3.1). An Tag 10 wurden die Zellen wie oben beschrieben mit FITC- oder DQ-

OVA für 240 min bei 4◦C oder 37◦C inkubiert. Die Blockade der Pinozytose wurde durch

die Inkubation mit 500 µM Dimethylamilorid (DMA) erreicht. Diese erfolgte 30 min vor

sowie während der Inkubation mit FITC-/DQ-OVA. Die Blockade der Scavengerrezeptor-

vermittelten Endozytose erfolgte durch 144 µM Polyinositol (poly(I)) und die Blockade der

Mannoserezeptor-vermittelten Endozytose durch 3 mg/mL Mannan. Die Auswertung der

Antigenaufnahme und -prozessierung wurde wie oben beschrieben durchgeführt.
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3.3.6 Bestimmung des Reifungspro�ls der KMDZ

KMDZ wurden wie oben beschrieben aus KM-Zellen von wt und ATR−/− BALB/c-Mäusen

gewonnen (s. Abschnitt 3.3.1). An Tag 9 wurden die Zellen mit einem Zellschaber von der

Kulturplatte abgelöst, zentrifugiert (5 min, 350 g, RT) und die Zellzahl in einer Neubauer-

zählkammer bestimmt. Anschlieÿend wurden die Zellen in Kulturmedium mit einer Dichte

von 1 x 106/mL resuspendiert, mit 20 ng/mL GM-CSF versetzt und in einer neuen 6-well -

Platte ausgesät. Danach wurden die Zellen entweder mit 1 µM DQ-OVA oder 30 µg/mL

Hausstaubmilbenextrakt (HDM) für 24 h im Zellinkubator (37◦C, 5 % CO2) stimuliert.

Am folgenden Tag wurden die Zellen mit einem Zellschaber geerntet, zentrifugiert (5 min,

350 g, RT), der Überstand für die Untersuchung der Zytokinproduktion bei -20 ◦C gelagert

und die Expression von Reifungsmarkern untersucht.

Zytokin-ELISA

Die Produktion von IL-1β, IL-6, IL-12p40, IL-12p70, IL-23 und TGF-β wurde mithilfe von

DuoSet ELISA-Kits bestimmt. Die Nachweisgrenze betrug 16 pg/mL für IL-1β, IL-6 und

IL-12p40, 31 pg/mL für TGF-β und 39 pg/mL für IL-23 und IL-12p70. Die Durchführung

folgte den Herstellerempfehlungen mit der Ausnahme, dass nur die Hälfte aller angege-

benen Volumina eingesetzt wurde. Die Proben wurden verdünnt, sodass sie im mittleren

Bereich des vom Hersteller empfohlenen Standardbereichs lagen. Der Aufbau der verwen-

deten ELISA beruht auf dem sogenannten Sandwich-Prinzip bei dem eine ELISA-Platte

zunächst mit einem gegen das untersuchte Zytokin gerichteten Antikörper beschichtet wird.

Unspezische Bindungen der Probe werden durch Blocken mit PBS/BSA (1 %) vermindert.

Anschlieÿend erfolgt während der Inkubation mit der zu untersuchenden Probe die spezi�-

sche Bindung des Zytokins an den immobilisierten Antikörper. Zur Detektion und weiteren

Spezi�zierung des ELISA erfolgt nun die Inkubation mit einem weiteren, gegen das Zytokin

gerichteten Detektionsantikörper, der jedoch im Gegensatz zu dem ersten Antikörper bioti-

nyliert ist. An dieses Biotin wird im nächsten Schritt ein Streptavidin-gekoppeltes Enzym

gebunden. Nach der Zugabe des TMB-Substrats oxidiert die Meerrettichperoxidase dieses,

sodass eine Blaufärbung proportional zum gebundenen Zytokin entsteht. Diese dient als

Maÿ für die in der Probe vorhandene Zytokinkonzentration.
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Expression von Ober�ächenmarkern

Die Zellen wurden zweimal mit 500 µL MACS-Pu�er gewaschen und anschlieÿend die Ex-

pression von CD11b, CD11c, MHC-II, CD40, CD80 und CD86 mittels Durchlusszytometrie

bestimmt. In einigen Versuchsansätzen wurde darüberhinaus die Expression der Marker

CD115, CD117, CD135 und CX3CR1 oder Gr-1 und F4/80 bestimmt. Die Vorgehensweise

bei der Fluoreszenzfärbung wurde in Abschnitt 3.3.4 beschrieben.

3.3.7 In vitro Charakterisierung der Suppressorzellen

KMDZ wurden wie oben beschrieben aus KM-Zellen von wt und C5aR−/− BALB/c-Mäusen

gewonnen (s. Abschnitt 3.3.1). An Tag 9 wurden die Zellen mit einem Zellschaber von

der Kulturplatte abgelöst und SZ mithilfe von anti-Gr-1-eFluor450, anti-F4/80-PE, anti-

CD11c-APC und anti-CD11b-APC-Cy7 mAK gefärbt. Die CD11bhiCD11cintGr-1+F4/80+

SZ wurden durch FACS isoliert (s. Abschnitt 3.3.4).

May-Grünwald-Giemsa-Färbung

Die Untersuchung der Morphologie der aufgereinigten Zellen erfolgte durch eine May-

Grünwald-Giemsa-Färbung. Hierzu wurden die SZ zunächst mit einer Zytospinzentrifuge

auf Objektträger gebracht (5 min, 600 rpm, RT). Diese wurden 4 min mit einer May-

Grünwald-Färbelösung (RT, pH7) gefärbt, zweimal mit destilliertemWasser gewaschen und

anschlieÿend 20 min mit einer 1:15 in destilliertem Wasser verdünnten Giemsa-Färbelösung

(RT, pH7) gefärbt. Nach diesem Färbeschritt wurden die Objektträger ebenfalls zweimal

mit destilliertem Wasser gewaschen. Die Bestimmung der Morphologie erfolgte an einem

Leica DMIL Mikroskop.

Bestimmung der Arginase-, NOS2- und C5aR-Expression in SZ

SZ wurden wie oben beschrieben aufgereinigt. Anschlieÿend wurden sie mit einer Dichte

von 15 x 103/50 µL in Kulturmedium resuspendiert und für 24 h in einer 96-well -Platte

im Zellinkubator inkubiert (37◦C, 5 % CO2). Hierbei wurden die Zellen mit 50 ng/mL

IL-4 stimuliert. Unstimulierte Zellen dienten als Kontrollen. Am folgenden Tag wurden die
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Zellen von der Zellkulturplatte abgelöst und zentrifugiert (5 min, 350 g, 4◦C). Das Zell-

pellet wurde in 300 µL Trizol resuspendiert. Die Aufreinigung der RNA erfolgte entspre-

chend der Herstellerempfehlungen. Nach einer Behandlung der RNA mit dem DNase I-Kit

entsprechend der Herstellerempfehlungen wurde die quantitative reverse Transkription-

Polymerasekettenreaktion (RT-PCR) für die Enzyme Arginase 1, NOS2 sowie C5aR mit-

hilfe des First strand cDNA synthesis kit und des iQ Sybr Green Mix nach Herstelleremp-

fehlung durchgeführt. Als Farbsto� zur Quanti�zierung diente iQ Sybr Green. Die PCR

wurde mit einem iCycler PCR-Gerät über 40 Zyklen durchgeführt (Primer-Sequenzen und

Annealing-Temperaturen s. Tab. 3.3). Zur Visualisierung der C5aR-Expression wurde das

PCR-Produkt in einem 1,5 % Agarosegel aufgetrennt und fotodokumentarisch mithilfe des

Geldokumentationssystems Image Quant 350 erfasst.

3.3.8 Induktion des asthmatischen Phänotyps in vivo durch den

adoptiven Transfer allergenstimulierter KMDZ

KMDZ wurden wie oben beschrieben aus KM-Zellen von wt, C5aR−/− und C5L2−/−

BALB/c-Mäusen gewonnen (s. Abschnitt 3.3.1). An Tag 9 wurden die Zellen mit einem

Zellschaber von der Kulturplatte abgelöst, zentrifugiert (5 min, 350 g, RT) und die Zellzahl

in einer Neubauerzählkammer bestimmt. Anschlieÿend wurden die Zellen in Kulturmedium

mit einer Dichte von 1 x 106/mL resuspendiert, mit 20 ng/mL GM-CSF versetzt und in

einer neue 6-well -Platte ausgesät. Danach wurden die Zellen je nach Asthmamodell mit

1 µM DQ-OVA oder 30 µg/mL HDM für 24 h im Zellinkubator (37◦C, 5 % CO2) stimu-

liert. Am folgenden Tag wurden die Zellen mit einem Zellschaber geerntet, zweimal mit

eiskaltem PBS gewaschen und anschlieÿend mit einer Dichte von 1 x 106/50 µL in PBS

resuspendiert.

Naive wt oder C5aR−/− BALB/c-Mäuse wurden durch die intraperitoneale (i.p.) In-

jektion von 350 µL 1 x Anästhetikum betäubt. Die Applikation von 1 x 106 Zellen pro

Empfängermaus erfolgte intratracheal (i.t). Als Kontrolle dienten unstimulierte KMDZ.

Nach 10 Tagen wurden die Mäuse erneut i.t. mit 50 µL einer 1,5 %-igen OVA-Lösung

bzw. 100 µg/50 µL HDM in PBS provoziert. Nach drei weiteren Tagen wurden die Mäuse

betäubt, die Lungenfunktion gemessen, eine Lavage der Lunge durchgeführt sowie Lun-
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Tag 9 
+ 1 µM DQ‐OVA

oder 30 µg/mL HDM

+ 20 ng/mL GM‐CSF
10 Tage

1 x 106

stimulierte DZ

i.t.

10

+ 72 h

i.t. Provokation mit 
50 µL 1,5% OVA
oder 100 µg HDM

wt, C5aR‐/‐oder 
C5L2‐/‐ BALB/c

AHR
Entzündung der 

Atemwege
Schleimproduktion

TH1/TH2/TH17 Zytokine

wt oder C5aR‐/‐ BALB/c

Tag     0

Abbildung 3.3: OVA-Immunisierungsprotokoll. Dargestellt ist das verwendetet adoptive
Transfermodell, das zur Erzeugung eines asthmatischen Phänotyps verwendet wurde. Zunächst wur-
den Knochenmarkszellen aus wt, C5aR−/− oder C5L2−/− BALB/c-Mäusen aufgereinigt. Diese wur-
den mit GM-CSF zu KMDZ di�erenziert. KMDZ wurden mit DQ-OVA oder HDM stimuliert und
anschlieÿend in naive wt BALB/c-Mäuse i.t. appliziert. Nach 10 Tagen wurden die Mäuse mit OVA
bzw. HDM provoziert bevor sie nach drei weiteren Tagen hinsichtlich ihres asthmatischen Phänotyps
untersucht wurden.

gengewebe zur Bestimmung der Zytokinproduktion und zur histologischen Untersuchung

entnommen (s. Abschnitte 3.3.9 - 3.3.12). Mäuse, die unstimulierte Zellen erhielten, dienten

als Kontrollen (s. Abb. 3.3).

3.3.9 Messung der Lungenfunktion

Die Lungenfunktionsmessung wurde mithilfe des �exiVentTM-Systems durchgeführt. Die

Kalibrierung des �exiVentTM wurde entsprechend der Herstellerempfehlung durchgeführt.

Zunächst wurden die wie oben beschrieben immunisierten Mäuse (s. Abschnitt 3.3.8) mit

50 µL 10 x Anästhetikum betäubt. Anschlieÿend wurde die Trachea freipräpariert und mit

einem waagerechten Schnitt zwischen zwei Knorpelspangen geö�net. In die Trachea wurde

eine Kanüle eingeführt und mit haushaltsüblichem Nähgarn befestigt. Anschlieÿend wurde

die Kanüle mit dem Endotrachealschlauch des �exiVentTM verbunden. Um eine Lähmung

der Atemmuskulatur der Maus zu erreichen wurden 50 µL des Muskelrelaxans Esmeron
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(10 mg/mL) injiziert. Zunächst wurde nun die PEEP (positive end-respiratory pressure)

auf 2-3 cm H2O eingestellt.

Anschlieÿend wurde als erste Probe PBS mithilfe des Aeroneb-Verneblers vernebelt um

die Grundlinie des Lungenwiderstandes zu messen. Diese Messung erfolgte durch 8 snap-

shot-Manöver mit jeweils 2-3 dazwischenliegenden Beatmungen. Danach erfolgte die erste

Vernebelung von Methacholin. Als direktes Parasympathikomimetikum bindet Methacho-

lin an muskarinerge Acethylcholinrezeptoren und bewirkt eine dosisabhängige Broncho-

konstriktion. Diese spiegelt sich in der Zunahme des Lungenwiderstandes wieder. Zur Er-

stellung der Dosis-Wirkungskurve wurden 1 mg/mL, 2,5 mg/mL, 5 mg/mL, 10 mg/mL,

25 mg/mL und 50 mg/mL Methacholin vernebelt. Zwischen den einzelnen Messungen des

Lungenwiderstandes wurde die Maus 2 Minuten kontinuierlich beatmet.

3.3.10 Bestimmung der zellulären Zusammensetzung der

bronchoalveolaren Lavage

Lavage der Lunge

Nach Messung der Lungenfunktion (s. Abschnitt 3.3.9) wurde die Lunge der Maus mit 1 mL

eiskaltem PBS gespült. Anschlieÿend wurde die durch die bronchoalveolare Lavage (BAL)

gewonnene Zellsuspension zentrifugiert (10 min, 250 g, 4◦C) und eine Erythrozytenlyse

durchgeführt. Hierzu wurden die Zellen 2 min mit 100 µL Lysispu�er bei RT inkubiert und

anschlieÿend erneut zentrifugiert. Nach Bestimmung der Zellzahl in einer Neubauerzähl-

kammer wurden die Zellen mit einer Zytospinzentrifuge auf Objektträger gebracht (5 min,

600 rpm, RT).

Histologische Färbung und Zelldi�erenzierung

Die Zytospins der bronchoalveolaren Lavage�üssigkeit (BALF) wurden wie oben beschrie-

ben mit einer May-Grünwald-Giemsa-Färbung angefärbt (s. Abschnitt 3.3.7). Zur Bestim-

mung der zellulären Zusammensetzung der BALF wurden mindestens 200 Zellen mikro-

skopisch hinsichtlich der Frequenz eosinophiler Granulozyten, neutrophiler Granulozyten,

Makrophagen und Lymphozyten di�erenziert.
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3.3.11 Bestimmung der Zytokinproduktion durch ex vivo

stimulierte Lungenzellen

Aufreinigung und Stimulation von Lungenzellen

Nach Betäubung der Maus und gegebenfalls Lungenfunktionsmessung (s. Abschnitt 3.3.9)

und Lavage (s. Abschnitt 3.3.10) wurden die Lungen�ügel herausgeschnitten und in eine

Kavität einer 6-well -Platte mit 5 mL Waschpu�er gelegt, zerkleinert und durch Zugabe von

0,5 mg/mL Kollagenase für 45 min bei 37◦C verdaut. Anschlieÿend wurden die Lungenteile

durch ein 50 µm Zellsieb gedrückt und mit weiteren 10 mL Waschpu�er durch das Sieb

gespült. Danach wurden die Zellen zentrifugiert (10 min, 350 g, 4◦C), eine Erythrozytenlyse

durchgeführt (s. Abschnitt 3.3.1) und nach nochmaligem Zentrifugieren die Zellzahl in einer

Neubauerzählkammer bestimmt.

Anschlieÿend wurden die Lungenzellen mit einer Dichte von 2,5 x 105/150 µL in ei-

ner 96-well -Platte ausgesät. Am nächsten Tag wurden die Zellen mit 1 µM OVA bzw.

30 µg/mL HDM stimuliert. Unstimulierte Zellen dienten als Kontrolle. Nach 72 h wur-

den die Zellüberstände abgenommen, zentrifugiert (10 min, 350 g, 4◦C) und bei -20◦C für

weitere Analysen gelagert.

Zytokin-ELISA

Die Produktion von IL-4, IL-5, IL-10, IL-13, IL-17A, IFN-γ und TNF-α wurde mithilfe von

DuoSet ELISA-Kits bestimmt. Die Nachweisgrenze betrug 16 pg/mL für IL-4 und IL-17A,

31 pg/mL für IL-5, IL-10, IFN-γ und TNF-α und 62,5 pg/mL für IL-13. Die Durchführung

erfolgte wie oben beschrieben (s. Abschnitt 3.3.6).

3.3.12 Histologische Untersuchung des Lungengewebes

Para�neinbettung der Lungen�ügel

Nach Betäubung der Maus und gegebenenfalls Lungenfunktionsmessung (s. Abschnitt

3.3.9) und Lavage (s. Abschnitt 3.3.10) wurde der linke Lungen�ügel entnommen, in ei-

ne Einbettkassette gelegt und 2-3 h in einer 3,7 %-igen Formalinlösung �xiert. Anschlie-
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Tabelle 3.11: Ethanol- und Para�nreihe. Zur Dehydrierung der Lungen�ügel wurde eine auf-
steigende Ethanolreihe verwendet. Anschlieÿend wurde das Ethanol durch Para�n ausgetauscht.

Konzentration Inkubationsdauer

70 % Ethanol 24-72 h

80 % Ethanol 24-72 h

90 % Ethanol 24-72 h

96 % Ethanol 24 h

100 % Ethanol I 24 h

100 % Ethanol II 24 h

100 % Ethanol III 24 h

Gemisch Para�n:Ethanol 1:2 24 h

Para�n I 24 h

Para�n II 24 h

Para�n III 24 h

ÿend wurde der Lungen�ügel 12 h unter �ieÿendem Wasser gespült um Formalinartefakte

bei der Färbung zu vermeiden. Darauf folgte eine Dehydrierung in einer aufsteigenden

Ethanol-Reihe sowie ein Austausch der Ethanols durch Para�n. Die Dauer der jeweiligen

Inkubationsschritte sind der Tabelle 3.11 zu entnehmen. Anschlieÿend erfolgte die Einbet-

tung in Para�n. Nach der Einbettung in Para�n wurden von den Präparaten 5 µm dicke

histologische Schnitte mithilfe eines Mikrotoms angefertigt.

Perjodsäure-Schi� (PAS)-Färbung

Die PAS-Färbung ist eine histochemische Färbung, bei der insbesondere kohlenhydrat-

haltige Komponenten beispielsweise Glycoproteine, Muzine und Glykogen mit Hilfe von

Perjodsäure und Schi�-Reagenz nachgewiesen werden können. Durch die im PAS-Reagenz

vorhandene Perjodsäure werden die freien Hydroxylgruppen der Saccharide zu Aldehyd-

gruppen oxidiert, die dann mit dem im Schi�-Reagenz vorhandenen schwefelsauren Fuchsin

rot-violette Komplexe bilden und so im histologischen Bild erscheinen. Sie wurde zur Be-

stimmung der Anzahl mukusproduzierender Atemwege eingesetzt.
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Tabelle 3.12: Aufbau der PAS-Färbung. Histologische Schnitte wurden zunächst rehydriert,
anschlieÿend mit Perjodsäure, Schi�-Reagenz und Hämalaun gefärbt, dehydriert und mit Eindeck-
medium eingedeckt.

Lösung Inkubationsdauer

100 % Ethanol 5 min

96 % Ethanol 5 min

90 % Ethanol 5 min

80 % Ethanol 5 min

70 % Ethanol 5 min

A. dest 5 min

0,8 % Perjodsäure 10 min

A. dest spülen

Schi�-Reagenz 60 min im Dunkeln

�ieÿendes Leitungswasser 10 min

Hämalaun 5-10 min

�ieÿendes Leitungswasser 10 min

70 % Ethanol 5 min

80 % Ethanol 5 min

90 % Ethanol 5 min

96 % Ethanol 5 min

100 % Ethanol 5 min

Xylol I 5 min

Xylol II 5 min

Xylol III 5 min

Eindecken mit Entelan

Zur Vorbereitung der Färbung wurden die histologischen Schnitte zunächst in einer ab-

steigenden Ethanolreihe entpara�niert und rehydriert. Die Dauer der jeweiligen Inkuba-

tionsschritte sind der Tabelle 3.12 zu entnehmen. Anschlieÿend erfolgte die Färbung mit

Perjodsäure, das nach einem Waschschritt mit Schi�-Reagenz reagierte. Nach einem weite-

ren Waschschritt erfolgte die Gegenfärbung mit Hämalaun. Die gefärbte Schnitte wurden
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Tabelle 3.13: Aufbau der HE-Färbung. Histologische Schnitte wurden zunächst rehydriert,
anschlieÿend mit Hämalaun und Eosin gefärbt und mit Eindeckmedium eingedeckt.

Lösung Inkubationsdauer

100 % Ethanol 5 min

96 % Ethanol 5 min

90 % Ethanol 5 min

80 % Ethanol 5 min

70 % Ethanol 5 min

A. dest 5 min

Hämalaun 10 min

Eosin-Phloxin-Lösung 35 s

96 % Ethanol 20 s

100 % Ethanol I 1 min

100 % Ethanol II 1 min

100 % Ethanol III 2 min

Xylol I 5 min

Xylol II 5 min

Xylol III 5 min

Xylol IV 5 min

Eindecken mit Entelan

erneut in einer aufsteigenden Ethanolreihe dehydriert und nach dem Austausch des Etha-

nols durch Xylol mit Entelan eingedeckt.

Es wurden pro Maus jeweils vier Schnitte, die aus unterschiedlichen Regionen des Lun-

gen�ügels stammten, ausgezählt. Hierbei wurde die Anzahl der Atemwege, die eine Mukus-

produktion zeigten, sowie die Anzahl der Atemwege, die keine Mukusproduktion zeigten,

bestimmt, zueinander in Relation gesetzt und anschlieÿend unter Berücksichtigung der vier

ausgezählten Schnitte die mittlere Frequenz mukusproduzierender Atemwege pro Maus be-

rechnet.
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Hämatoxilin-Eosin (HE)-Färbung

Zur Bestimmung der In�ltration durch Entzündungszellen wurden die Präparatschnitte

mit Hämatoxilin-Eosin gefärbt. Hämatoxilin ist ein (bei niedrigem pH) positiv geladener

Farbsto�. Er bindet daher an negativ geladene Strukturen wie die DNA des Kernchroma-

tins und färbt diese blau. Eosin ist ein negativ geladener Farbsto�, der zur Gegenfärbung

dient. Er färbt alle übrigen Strukturen in verschiedenen Rot-Tönen. Sie diente in unserem

Experiment als Übersichtsfärbung.

Zur Vorbereitung der Färbung wurden die histologischen Schnitte zunächst in einer ab-

steigenden Ethanolreihe entpara�niert und rehydriert. Die Dauer der jeweiligen Inkuba-

tionsschritte sind der Tabelle 3.13 zu entnehmen. Anschlieÿend wurden die Schnitte mit

Hämalaun und Eosin-Phloxin-Lösung gefärbt. Diese Färbung wurde in den folgenden Etha-

nolstufen di�erenziert, bis das Zytoplasma der eosinophilen Granulozyten ausreichend rot

angefärbt war. Nach dem Austausch des Ethanols durch Xylol wurden die Schnitte mit

Entelan eingedeckt.

3.3.13 Bestimmung des Ein�uss der OVA-Aufnahme durch KMDZ

auf die Asthmainduktion in vivo

KMDZ wurden wie oben beschrieben aus KM-Zellen von wt und C5aR−/− BALB/c-Mäusen

gewonnen (s. Abschnitt 3.3.1). An Tag 9 wurden die Zellen mit einem Zellschaber von der

Kulturplatte abgelöst, zentrifugiert (5 min, 350 g, RT) und die Zellzahl in einer Neubauer-

zählkammer bestimmt. Anschlieÿend wurden die Zellen in Kulturmedium mit einer Dichte

von 1 x 106/mL in Kulturmedium resuspendiert, mit 20 ng/mL GM-CSF versetzt und in

einer neuen 6-well -Platte ausgesät. Danach wurden die Zellen mit 1 µM DQ-OVA für 24 h

im Zellinkubator (37◦C, 5 % CO2) stimuliert. Am folgenden Tag wurden die Zellen mit

einem Zellschaber geerntet, mit anti-CD11c-APC und anti-CD11b-APC-Cy7 mAK gefärbt

und die CD11c+CD11b+OVAhi Zellen von den restlichen Zellen isoliert. Anschlieÿend wur-

den die zwei Fraktionen zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen und mit einer Dichte von

1 x 106/50 µL in PBS resuspendiert (s. Abb. 3.4).

Die Induktion durch die zwei getrennten Zellfraktion sowie die Untersuchung des asth-
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Abbildung 3.4: Ein�uss der OVA-Aufnahme durch KMDZ auf die Asthmainduktion.
wt oder C5aR−/− KMDZ wurden zunächst mit DQ-OVA stimuliert. Anschlieÿend wurden die DQ-
OVAhi Zellen mittels FACS von den restlichen Zellen isoliert und beide Zellfraktionen getrennt in
naive wt BALB/c-Mäuse i.t. appliziert. Nach 10 Tagen wurden die Mäuse mit OVA provoziert bevor
sie nach drei weiteren Tagen hinsichtlich ihres asthmatischen Phänotyps untersucht wurden.

matischen Phänotyps erfolgte wie unter 3.3.8-3.3.12 beschrieben.

3.3.14 Funktionelle Analyse von SZ im adoptiven Transfermodell

des experimentell-allergischen Asthmas

KMDZ wurden wie oben beschrieben aus KM-Zellen von wt und C5aR−/− BALB/c-Mäusen

gewonnen (s. Abschnitt 3.3.1). An Tag 9 wurden die Zellen mit einem Zellschaber von der

Kulturplatte abgelöst und SZ mithilfe von anti-Gr-1-FITC, anti-F4/80-PE, anti-CD11c-

APC und anti-CD11b-APC-Cy7 mAK gefärbt. Die CD11bhiCD11cintGr-1+F4/80+ SZ wur-

den durch FACS isoliert und zu einer weiteren wt KMDZ-Kultur hinzugegeben, sodass sie

einen Anteil von 3 % ausmachten (s. Abschnitt 3.3.4). Anschlieÿend wurden die Zellen

mit einer Dichte von 1 x 106/mL in Kulturmedium ausgesät und mit 20 ng/mL GM-CSF
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Abbildung 3.5: Funktionelle Analyse von SZ im adoptiven Transfermodell des experi-
mentell allergischen Asthmas.Wt KMDZ wurden mit 3 % wt oder C5aR−/− SZ supplementiert,
mit DQ-OVA stimuliert und anschlieÿend in naive wt BALB/c-Mäuse i.t. appliziert. Nach 10 Tagen
wurden die Mäuse i.t. mit OVA provoziert bevor sie nach drei weiteren Tagen hinsichtlich ihres
asthmatischen Phänotyps untersucht wurden.

versetzt. Danach wurden die Zellen mit 1 µM DQ-OVA für 24 h im Zellinkubator (37◦C,

5 % CO2) stimuliert. Am folgenden Tag wurden die Zellen mit einem Zellschaber geerntet,

zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen und anschlieÿend mit einer Dichte von 1 x 106/50 µL

in PBS resuspendiert (s. Abb. 3.5).

Die Induktion sowie die Untersuchung des asthmatischen Phänotyps erfolgte wie unter

3.3.8-3.3.12 beschrieben. Mäuse, die unstimuliert Zellen erhielten, dienten als Kontrollen.

3.3.15 In vitro Kokultur von dendritischen Zellen und CD4+

T-Lymphozyten

KMDZ wurden wie oben beschrieben aus KM-Zellen von wt und C5aR−/− BALB/c-Mäusen

gewonnen (s. Abschnitt 3.3.1). An Tag 9 wurden die Zellen mit einem Zellschaber von der
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Kulturplatte abgelöst, zentrifugiert (5 min, 350 g, RT) und die Zellzahl in einer Neubauer-

zählkammer bestimmt. Anschlieÿend wurden die Zellen in Kulturmedium mit einer Dichte

von 2 x 104/200 µL in Kulturmedium resuspendiert und in einer 96-well -Platte ausgesät.

Danach wurden die Zellen mit 10 µM DQ-OVA für 24 h im Zellinkubator (37◦C, 5 %

CO2) stimuliert. Am folgenden Tag wurden die Milzen von DO11.10/Rag2−/− Mäusen

entnommmen, Einzelzellsuspensionen hergestellt und eine Erythrozytenlyse durchgeführt.

Hierzu wurden die Zellen mit 3 mL Lysispu�er für 3 min inkubiert und zentrifugiert (5 min,

350 g, 4◦C). Die Aufreinigung der CD4+ T-Lymphozyten erfolgte mithilfe des CD4 Nega-

tive Selection Kit II entsprechend der Herstellerempfehlungen. Anschlieÿend wurden die

CD4+ T-Lymphozyten mit 1 µM CFSE entsprechend der Herstellerempfehlungen markiert

und 1 x 105 CD4+ T-Lymphozyten zu den KMDZ hinzugefügt. Die Kokultur erfolgte für

vier, sieben oder neun Tage (37◦C, 5 % CO2).

Am Ende der Kokultur wurden die Zellen von der Kulturplatte abgelöst, zentrifugiert

(10 min, 350 g, 4◦C), die Zellüberstände abgenommen und bei -20◦C für weitere Analysen

gelagert.

Bestimmung der Proliferation von CD4+ T-Lymphozyten

Die Bestimmung der Proliferation der CD4+ T-Lymphozyten erfolgte durch den Indikator-

farbsto� CFSE mithilfe des Durch�usszytometers. Hierfür wurden die T-Lymphozyten mit

einem anti-CD4-APC mAK gefärbt und anschlieÿend die Verdünnung des CFSE-Signals

der CD4+ T-Lymphozyten bestimmt. Diese Methode beruht darauf, dass CFSE durch pas-

sive Di�usion in das Zellinnere gelangt. Dort wird es durch intrazelluläre Esterasen gespal-

ten und dadurch �uoreszent. Infolge der Proliferation dieser Zellen wird es an die dabei

entstehenden Tochterzellen zu gleichen Teilen weitergegeben. Somit erzeugt die Bildung

jeder Tochtergeneration eine Population, die eine im Vergleich zu der vorherigen Genera-

tion halbierte Fluoreszenzintensität des CFSE aufweist. Dieser E�ekt der Verdünnung des

Fluoreszenzsignals kann mittles Durch�usszytometrie nachgewiesen werden.
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Bestimmung der T-Zellapoptose

Die Bestimmung der Apoptose der T-Lymphozyten erfolgte durch den DNA-interkalieren-

den Farbsto� DAPI mithilfe des Durch�usszytometers. Nach der Färbung mit einem anti-

CD4-APC mAK wurden die T-Lymphozyten mit 3 µM DAPI (5 min, RT) gefärbt. Das

Prinzip der Vitalitätsfärbung mit DAPI beruht darauf, dass DAPI im Rahmen der Apoptose-

assoziierten Zerstörung der Membranintegrität in das Zellinnere gelangt und dort in die

doppelsträngige DNA interkaliert. Aufgrund der Tatsache, dass die DNA während der

Apoptose in kondensierter Form vorliegt, wird die Färbung mit DAPI noch verstärkt. Nach

der Färbung mit DAPI wurde die mittlere Frequenz der DAPI+ CD4+ T-Lymphozyten be-

stimmt. Darüberhinaus wurde die RNA mit Trizol entsprechend der Herstellerempfehlung

aufgereinigt. Nach einer Behandlung der RNA mit dem DNase I-Kit entsprechend der

Herstellerempfehlungen wurde die quantitative RT-PCR mithilfe des First strand cDNA

synthesis kit und des iQ Sybr Green Mix nach Herstellerempfehlung durchgeführt. Die

Bestimmung der mRNA-Expression erfolgte für das antiapoptotische Molekül Bcl-2 und

die proapoptotischen Moleküle B cell lymphoma (Bcl) interacting mediator of cell death

(Bim)EL und BimL (Primersequenzen und Annealing-Temperaturen s. Tab 3.3). Als Farb-

sto� zur Quanti�zierung diente iQ Sybr Green. Die PCR wurde mit einem iCycler PCR-

Gerät über 40 Zyklen durchgeführt.

Zytokin-ELISA

Die Produktion von IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-13, IL-17A und IFN-γ wurde mithilfe von

DuoSet ELISA-Kits bestimmt. Die Nachweisgrenze betrug 16 pg/mL für IL-2, IL-4 und

IL-17A, 31 pg/mL für IL-5, IL-10, IFN-γ und TNF-α und 62,5 pg/mL für IL-13. Die

Durchführung erfolgte wie oben beschrieben (s. Abschnitt 3.3.6).

3.3.16 In vivo Expansion OVA-spezi�scher CD4+ T-Lymphozyten

OVA-spezi�sche CD4+ T-Lymphozyten wurden wie oben beschrieben aufgereinigt und

5 x 106 CD4+ T-Lymphozyten intravenös (i.v.) in BALB/c Mäuse injiziert (s. Abschnitt

3.3.15). Nach 24 h wurden KMDZ wie in Abschnitt 3.3.8 beschrieben adoptiv transferiert.
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Abbildung 3.6: Analyse der T-Zellexpansion im adoptiven Transfermodell des
experimentell-allergischen Asthmas. OVA-spezi�sche T-Lymphozyten wurden aus
DO11.10/Rag2−/− Milzen aufgereinigt, mit CFSE markiert und in naive wt BALB/c Mäu-
se i.v. injiziert. 24 Stunden später wurden DQ-OVA-stimulierte wt oder C5aR−/− KMDZ i.t.
appliziert. Nach 5 oder 9 Tagen wurden die Mäuse betäubt und die Lungen und Lymphknoten
hinsichtlich der Frequenz OVA-spezi�scher CD4+ T-Lymphozyten untersucht.

Nach fünf oder neun Tagen wurden die Mäuse durch Injektion von 200 µL 10 x Anästheti-

kum betäubt und die Lungen und mediastinalen Lymphknoten entnommen und mit DNa-

se/Kollagenase enzymatisch verdaut (s. Abschnitt 3.3.11). Zur Bestimmung der Proliferati-

on der CD4+ T-Lymphozyten wurden diese mit einem APC-markierten anti-DO11.10 TCR

mAK gefärbt und die Vedünnung des CFSE-Signals der OVA-spezi�schen T-Lymphozyten

durch�usszytometrisch bestimmt. Darüberhinaus wurde die mittlere Frequenz OVA-spezi�-

scher T-Lymphozyten bestimmt (s. Abb. 3.6).

3.3.17 Statistik

Die statistischen Analysen wurden mit dem Programm GraphPad Prism 4.0 durchgeführt.

Die Daten sind als Balkendiagramme dargestellt, die den Mittelwert der Einzelmessungen

repräsentieren. Ebenfalls gezeigt ist der mittlere Standardfehler. Zur Ermittlung von Si-

gni�kanzen wurden die Daten zunächst mithilfe des Kolmogorow-Smirnow-Tests auf eine

Normalverteilung getestet. Für die Analyse von zwei Gruppen normalverteilter abhängi-

ger Werte wurde ein gepaarter Student-t-Test gewählt. Im Fall von unabhängigen Werten
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wurde ein ungepaarter Student-t-Test verwendet. Wenn mehr als zwei Gruppen normal-

verteilter Werte getestet werden sollten, wurde eine Varianzanalyse (Two-way-ANOVA)

mit anschlieÿendem Bonferroni-Post-Test durchgeführt. Wenn keine Normalverteilung vor-

lag, wurde die Analyse mithilfe des Mann-Whitney-U-Test (zwei Gruppen) oder Kruskal-

Wallis-Test (mehr als zwei Gruppen) durchgeführt. P-Werte < 0,05 wurden als statistisch

signi�kant betrachtet.
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4 Ergebnisse

4.1 Die Expression von C5L2 auf dendritischen Zellen

beein�usst die Asthmaentwicklung in vivo

Während der Aktivierung des Komplementsystems kommt es zur Bildung des AT C5a. Im

Fokus der Forschung standen bisher die E�ekte die C5a über die Aktivierung des C5aR

induziert. Darüberhinaus kann C5a jedoch an den weniger gut untersuchten Rezeptor C5L2

binden. Dieser wird auf DZ exprimiert und bindet sowohl C5a als auch dessen desarginylier-

tes Spaltprodukt C5adesArg [145]. Über die Funktion von C5L2 auf dendritischen Zellen

ist jedoch bisher insbesondere im Kontext des allergischen Asthmas nur wenig bekannt [96].

In der vorliegenden Arbeit habe ich deshalb in vitro und in vivo Untersuchungen durch-

geführt um die Rolle der C5L2-Expression bei der allergenspezi�schen Aktivierung von

KMDZ und seine Bedeutung für die Induktion des experimentell-allergischen Asthmas zu

de�nieren.

4.1.1 C5L2 auf KMDZ reguliert die Atemwegsentzündung und die

Produktion des TH1-Zytokins IFN-γ bei

experimentell-allergischem Asthma

Während einer asthmatischen Erkrankung der Lunge nehmen pulmonale DZ Allergene auf,

prozessieren diese und präsentieren sie im Lymphknoten auf der Zellober�äche. Dort tref-

fen sie auf B- und T-Lymphozyten, die sie zur Reifung anregen. Gereifte B-Lymphozyten

produzieren Allergen-spezi�sche Antikörper, während T-Lymphozyten hauptsächlich TH2-

Zytokine produzieren. Diese asthmatypischen TH2-Zytokine führen zur Einwanderung wei-
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Abbildung 4.1: C5L2−/− KMDZ induzieren einen Anstieg des pulmonalen Widerstan-
des. KMDZ wurden mit 30 µg/mL HDM stimuliert und anschlieÿend in naive wt BALB/c-Mäuse
i.t. appliziert. Als Kontrolle dienten unstimulierte KMDZ. Nach zehn Tagen wurden die Mäuse mit
100 µg HDM provoziert, bevor sie nach drei weiteren Tagen hinsichtlich ihrer Lungenfunktion un-
tersucht wurden. Dargestellt sind Mittelwerte ± Standardfehler; n ≥ 8; * p < 0,05, ** p < 0,01,
*** p < 0,001.

terer Entzündungszellen wie Leukozyten in den Peribronchial- und Perivaskularraum, aber

auch zur vermehrten Produktion von Schleim durch Becherzellen sowie zur Kontraktion

der Bronchialmuskulatur. Diese Veränderungen werden unter dem Begri� der Bronchoob-

struktion zusammengefasst.

In Vorarbeiten der eigenen Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass C5L2 bei der Asth-

mainduktion eine proin�ammatorische Wirkung hat. Der dabei gewählte Versuchsaufbau

lieÿ jedoch keine Aussage über die Zellen zu, über die C5L2 die proallergischen E�ektor-

funktionen induziert [316].

Um einen durch DZ vermittelten Ein�uss von C5L2 bei der Asthmainduktion zu unter-

suchen, wurden C5L2−/− KMDZ mit 30 µg/mL HDM stimuliert und in naive wt Mäuse

transferiert. Nach einer weiteren Provokation mit HDM wurden die Mäuse auf die En-

wicklung von allergischem Asthma untersucht. Als Kontrollen dienten Mäuse, die entweder

unstimulierte KMDZ, oder stimulierte wt KMDZ erhielten (s. Abb. 3.3).

Der adoptive Transfer von C5L2−/− KMDZ führt zu einem starken Anstieg des

Atemwegswiderstandes

Die Asthmaantwort ist gekennzeichnet durch die Einschränkung der Lungenfunktion auf-

grund der asthmabedingten Atemwegshyperreagibilität. Diese lässt sich durch Messung des
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Abbildung 4.2: C5L2−/− KMDZ induzieren eine verminderte Einwanderung von eo-
sinophilen Granulozyten und Lymphozyten. KMDZ wurden mit 30 µg/mL HDM stimuliert
und anschlieÿend in naive wt BALB/c-Mäuse i.t. appliziert. Als Kontrolle dienten unstimulierte
KMDZ. Nach zehn Tagen wurden die Mäuse mit 100 µg HDM provoziert, bevor sie nach drei wei-
teren Tagen hinsichtlich der zellulären In�ltration der Lunge untersucht wurden. (A) Analyse der
In�ltration der Atemwege mittels HE-Färbung. Vergöÿerung x 400. (B) Zelluläre Zusammenset-
zung in der BAL-Flüssigkeit. Dargestellt sind Mittelwerte ± Standardfehler (B); n ≥ 8; * p < 0,05,
** p < 0,01, *** p < 0,001.

pulmonalen Widerstandes bestimmen. Leidet eine Maus an allergischem Asthma kommt

es zu einem verstärkten Anstieg des pulmonalen Widerstandes. Dies lässt sich durch In-

halation des Parasymphatomimetikums Methacholin, das durch Bindung an muskarinerge

Acetylcholinrezeptoren eine Bronchokonstriktion bewirkt, provozieren und mittels Lungen-

funktionsmessung bestimmen.

Nach Stimulation mit HDM induzierten wt und C5L2−/− KMDZ in gleichem Umfang

einen Anstieg des pulmonalen Widerstandes und somit im Hinblick auf die Lungenfunkti-

on einen vergleichbaren asthmatischen Phänotyp. Dieser war ab einer Konzentration von

10 mg/mL Methacholin signi�kant im Vergleich zu Mäusen die unstimulierte KMDZ er-

halten hatten (s. Abb. 4.1).
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Abbildung 4.3: C5L2−/− KMDZ induzieren keine Veränderung der Mukusproduktion.
KMDZ wurden mit 30 µg/mL HDM stimuliert und anschlieÿend in naive wt BALB/c-Mäuse i.t.
appliziert. Als Kontrolle dienten unstimulierte KMDZ. Nach 10 Tagen wurden die Mäuse mit 100
µg HDM provoziert, bevor sie nach drei weiteren Tagen hinsichtlich der Becherzellhyperplasie un-
tersucht wurden. (A) Analyse der Mukusproduktion mittels PAS-Färbung. Vergöÿerung x 400. (B)
Anteil der mukusbildenden Bronchien. Dargestellt sind Mittelwerte ± Standardfehler (B); n ≥ 8;
* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.

Die pulmonale In�ltration durch eosinophile Granulozyten und Lymphozyten ist

nach dem Transfer von C5L2−/− KMDZ vermindert

Der Anstieg des pulmonalen Widerstandes wird durch unterschiedliche mit der Entzün-

dung einhergehende Prozesse verursacht. Einer dieser Prozesse ist die Einwanderung von

Entzündungszellen wie eosinophilen und neutrophilen Granulozyten in die entzündeten

Atemwege. Diese läÿt sich in der BAL quanti�zieren. Der adoptive Transfer von HDM-

stimulierten wt KMDZ führte zu einem Anstieg der Gesamtzellzahl in der BAL, wobei

die In�ltration durch neutrophile Granulozyten geprägt war. Aber auch die Anzahl eo-

sinophiler Granulozyten und Lymphozyten war signi�kant erhöht. Im Vergleich zwischen

Mäusen, die wt oder C5L2−/− KMDZ erhalten hatten, induzierten C5L2−/− KMDZ eine

um 50 % verminderte Einwanderung von eosinophilen Granulozyten und Lymphozyten als

wt KMDZ (s. Abb. 4.2 (A) und (B)).
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Abbildung 4.4: C5L2−/− KMDZ induzieren eine verstärkte IFN-γ-Produktion. KMDZ
wurden mit 30 µg/mL HDM stimuliert und anschlieÿend in naive wt BALB/c-Mäuse i.t. appliziert.
Als Kontrolle dienten unstimulierte KMDZ. Nach 10 Tagen wurden die Mäuse mit 100 µg HDM
provoziert. Nach drei weiteren Tagen wurden die Lungenzellen aufgereinigt, mit HDM restimuliert
und nach drei Tagen die Zytokinkonzentration im Überstand mittels ELISA bestimmt. Dargestellt
sind Mittelwerte ± Standardfehler; n ≥ 8; * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.

Der Transfer von C5L2−/− KMDZ führt zu einer starken pulmonalen

Mukusproduktion

Eine weitere charakteristische Veränderung der Atemwege ist die Hyperplasie der schleim-

produzierenden Becherzellen. Diese läÿt sich durch Färbung histologischer Schnitte mit

PAS-Reagenz nachweisen. Der adoptive Transfer von HDM-stimulierten wt KMDZ führte

zu einem Anstieg der Gesamtzellzahl in der BAL. Diese konnte genauso nach dem Transfer

von C5L2−/− KMDZ beobachtet werden. Eine Quantifzierung der mukusproduzierenden

Bronchien ergab in beiden Fällen einen Anstieg von ca. 10 % auf ca. 40 % (s. Abb. 4.3 (A)

und (B)).

Der Transfer von C5L2−/− KMDZ beein�uÿt das Gleichgewicht zwischen TH1-

und TH2-Zytokinen

Ursächlich für die immunologischen Prozesse, die während einer asthmatischen Antwort

ablaufen, ist die Sekretion von Botensto�en wie Zytokinen. Charakteristisch für Asthma

ist eine überschieÿende Produktion von TH2-Zytokinen. Die Untersuchung der Zytokin-
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Tabelle 4.1: Asthmainduktion durch C5L2−/− KMDZ. Dargestellt ist die Asthmain-
duktion durch HDM-stimulierte wt oder C5L2−/− KMDZ im Vergleich zu unstimulierten
KMDZ im Hinblick auf die gemessenen Asthmaparameter. + + + starke Asthmainduktion,
++ mittlere Asthmainduktion, + schwache Asthmainduktion, − keine Asthmainduktion.

Parameter wt C5L2−/−

AHR + + + + + +

In�ltration gesamt + + + + + +

Eosinophile + + + ++

Neutrophile + + + + + +

Lymphozyten + + + +

Mukusproduktion ++ ++

Zytokine IL-4 + + + + + +

IL-5 + +

IL-10 + + + + + +

IL-13 + + + + + +

IL-17A − −

IFN-γ + + + +

produktion ergab, dass restimulierte Lungenzellen von Mäusen, die HDM-stimulierte wt

KMDZ erhalten hatten, vermehrt IL-4, IL-5, IL-10 und IL-13 produzierten. Darüberhinaus

war die Produktion von IFN-γ verstärkt, wohingegen die IL-17A-Sekretion unverändert

war. Auch nach dem Transfer von C5L2−/− KMDZ wurde eine Hochregulation dieser Zy-

tokine beobachtet. Der Vergleich der Mäuse, die wt oder C5L2−/− KMDZ erhalten hatten,

ergab, dass nach dem Transfer von C5L2−/− KMDZ die Produktion von IL-4 leicht ver-

mindert war. Im Gegensatz dazu war die Produktion von IFN-γ dreimal stärker als nach

dem Transfer von wt KMDZ (s. Abb. 4.4).

Zusammenfassend zeigen die Daten, dass die Expression von C5L2 auf KMDZ nur einen

geringfügigen Ein�uss auf die Asthmainduktion hat. Dieser beschränkte sich auf die ver-

stärkte Produktion von IFN−γ und eine verminderte Einwanderung von Lymphozyten,

wohingegen die Expression der TH2- und TH17-Zytokine sowie die dadurch induzierte

AHR, Mukusproduktion und In�ltration von eosinophilen und neutrophilen Granulozyten
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Abbildung 4.5: C5L2−/− KMDZ zeigen eine erhöhte MHC-II-Expression. (A) Expres-
sionspro�l von MHC-II, CD80, CD86 und CD40 nach Stimulation für 72 h mit 30 µg/mL HDM
auf wt und C5L2−/− KMDZ (schwarzes Histogramm). Unstimulierte Zellen (graues Histogramm)
und Isotyp-gefärbte Zellen (graue Fläche) dienten als Kontrollen. Die Histogramme sind repräsen-
tativ für drei unabhängige Experimente. (B) Relative Expression von MHC-II, CD80, CD86 und
CD40 im Vergleich zum Isotyp (∆MFI). Dargestellt sind Mittelwerte ± Standardfehler (B); n ≥ 3;
* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.

durch eine C5L2-De�zienz unbeeinträchtigt war (s. Tab. 4.1).

4.1.2 In vitro di�erenzierte C5L2−/− KMDZ zeigen nach

HDM-Stimulation eine veränderte Ober�ächenmarker- und

Zytokinexpression

Eine Ursache für die in vivo beobachtete Reduktion der zellulären In�ltration und die

verstärkte IFN-γ-Produktion kann eine veränderte Expression von Reifemarkern oder Zy-

tokinproduktion der stimulierten wt oder C5L2−/− KMDZ sein. Um diese Frage zu klären

wurde in vitro durch Stimulation mit 30 µg/mL HDM die Reifung der KMDZ induziert

und anschlieÿend die Expression von Ober�ächenmarkern und Zytokinen bestimmt.
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Abbildung 4.6: C5L2 auf KMDZ reguliert die Produktion von TH17-induzierenden Zy-
tokinen. Wt und C5L2−/− KMDZ wurden für 72 h mit 30 µg/mL HDM stimuliert. Anschlieÿend
wurde die Zytokinsekretion im Überstand mittels ELISA bestimmt. Unstimulierte Zellen dienten als
Kontrollen. Dargestellt sind Mittelwerte ± Standardfehler; n ≥ 3; d.l.: unterhalb des Detektionsli-
mits; * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.

C5L2−/− KMDZ exprimieren mehr MHC-II als wt KMDZ

Ein Zeichen für die Reifung von DZ ist die Hochregulation von MHC-II und kostimulatori-

schen Molekülen. Die HDM-Stimulation von wt KMDZ führte zu einer Hochregulation der

MHC-II- und CD40-Expression auf CD11c+CD11b+ KMDZ, wohingegen die Expression

von CD80 und CD86 unverändert blieb. Im Gegensatz dazu führte die HDM-Stimulation

zu keiner Hochregulation der untersuchten Ober�ächenmarker auf C5L2−/− KMDZ. Der

Vergleich von wt und C5L2−/− KMDZ zeigte, dass C5L2−/− KMDZ bereits unter steady-

state-Bedingungen fünfmal mehr MHC-II exprimieren. Auch die Expression von CD86 war

höher als auf wt KMDZ. Darüberhinaus zeigten auch CD80 und CD40 eine Tendenz zu

einer stärkeren Expression und somit einem höheren Reifestatus der C5L2−/− KMDZ. Der

Unterschied in der MHC-II-Expression blieb nach HDM-Stimulation bestehen, wohingegen

die erhöhte CD86-Expression nur noch einen Trend darstellte (s. Abb. 4.5 (A) und (B)).
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C5L2−/− KMDZ zeigen eine verstärkte IL-23-Produktion

Ein weiteres Charakteristikum reifer DZ ist die Sekretion von Zytokinen, welche die Dif-

ferenzierung von TH-Lymphozyten induzieren. Nach Stimulation mit HDM regulierten wt

Zellen die Expression der Zytokine IL-1β und IL-6 hoch. Diese sind wichtig für die Dif-

ferenzierung von TH17-Lymphozyten. Dies war auch in stimulierte C5L2−/− KMDZ zu

beobachten. Darüberhinaus stieg die Expression von IL-23, einem Zytokin, das wichtig für

das Überleben von TH17-Lymphozyten ist. Dies ging mit einer verstärkten Expression von

IL-12p40 einher, während IL-12p70 nicht das Detektionslimit des Assays erreichte. Im Ver-

gleich zwischen wt und C5L2−/− KMDZ zeigten die HDM-stimulierten C5L2−/− KMDZ

eine verminderte Expression von IL-1β und TGF-β. Im Gegensatz dazu war die Expression

von IL-23 und IL-12-p40 erhöht (s. Abb. 4.6).

Aus diesen Daten lässt sich ableiten, dass die Aktivierung von C5L2 während der KM-

Di�erenzierung wichtig ist um eine vorzeitige Reifung von KMDZ zu verhindern und sie

im Überwachungsmodus zu halten. Die vorzeitige Reifung wurde durch die verstärkte Ex-

pression von MHC-II und verschiedenen kostimulatorischen Molekülen in C5L2−/− KMDZ

charakterisiert. Zudem supprimierten C5L2-vermittelte Signale in KMDZ die Produktion

von IL-23 nach Stimulation mit HDM, wohingegen die HDM-induzierte IL-1β- und TGF-β-

Produktion, zumindest zum Teil, C5L2-abhängig war. Meine Daten legen eine Beteiligung

von C5L2 an der Aufrechterhaltung der TH17-Antwort in experimentell-allergischem Asth-

ma nahe.
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4.2 C5aR spielt durch die Regulation von

Di�erenzierung und Funktion von dendritischen

Zellen und Suppressorzellen eine wichtige Rolle bei

der Asthmainduktion

In vorangegangenen Arbeiten der eigenen Arbeitsgruppe konnte ein Ein�uss von C5aR bei

der Induktion von experimentell-allergischem Asthma gezeigt werden. In OVA- und HDM-

Immunisierungsprotokollen wirkte eine De�zienz von C5aR verstärkend auf die Ausprägung

des asthmatischen Phänotyps. Dies legt eine antiin�ammatorische Wirkung des C5aR bei

der Asthmapathogenese nahe [225, 316]. Die Mechanismen, die der antiin�ammatorischen

Wirkung des C5aR zugrunde liegen, umfassen die Blockade der Sekretion der für das Ho-

ming von TH2-Lymphozyten wichtigen Chemokine CCL17 und CCL22 sowie die Inhibie-

rung der DZ-vermittelten TH-Aktivierung durch Treg. Darüberhinaus bewirkt C5aR eine

Reduktion des kDZ/pDZ-Quotienten zugunsten der antiin�ammatorischen pDZ. Alle be-

schriebenen Mechanismen zeigen eine Beteiligung des C5aR an der Regulation pulmonaler

DZ (s. Übersichtsartikel [317]). In bisher verwendeten in vivo Modellen wurden C5aR−/−

Mäuse verwendet oder der C5aR gezielt pharmakologisch blockiert [222, 235, 236, 318].

Diese Modelle lassen jedoch keine Aussage darüber zu, ob C5a die Funktion von DZ di-

rekt reguliert oder indirekt durch Modulation der Funktion anderer pulmonaler Zellen wie

beispielsweise Makrophagen, Epithelzellen oder natürliche Killer-T (NKT)-Zellen.

Um zu überprüfen, ob die Expression des C5aR auf DZ verantwortlich für die Regulation

des asthmatischen Phänotyps ist, habe ich in dieser Arbeit untersucht, welchen Ein�uss

eine auf adoptiv transferierte KMDZ beschränkte C5aR-De�zienz auf die Entstehung des

experimentell-allergischen Asthmas hat.

4.2.1 C5aR−/− KMDZ induzieren in vivo einen minimalen

asthmatischen Phänotyp

Um den Ein�uss der Expression von C5aR auf KMDZ auf die Entwicklung des allergi-

schen Asthmas zu untersuchen, wurden KMDZ mit DQ-OVA stimuliert. Hierbei handelt
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Abbildung 4.7: C5aR−/− KMDZ führen zu einem verminderten Anstieg des pulmona-
len Widerstandes. KMDZ wurden mit 1 µM DQ-OVA stimuliert und anschlieÿend in naive wt
BALB/c-Mäuse i.t. appliziert. Als Kontrolle dienten unstimulierte KMDZ. Nach zehn Tagen wurden
die Mäuse mit 1,5 % OVA provoziert, bevor sie nach drei weiteren Tagen hinsichtlich ihrer Lun-
genfunktion untersucht wurden. Dargestellt sind Mittelwerte ± Standardfehler; n ≥ 8; * p < 0,05,
** p < 0,01, *** p < 0,001.

es sich um ein �uoreszenzmarkiertes OVA-Molekül, das aufgrund seiner durch�usszyto-

metrischen Nachweisbarkeit in allen folgenden Versuchen verwendet wurde. Die Wahl des

Modellallergens OVA wurde getro�en, da für OVA immunologische Werkzeuge wie OVA-

TCR-transgene Versuchstiere wie beispielsweise DO11.10 Mäuse verfügbar sind. Anschlie-

ÿend wurden die stimulierten KMDZ intratracheal in wt Mäuse appliziert. Wie im oben

beschriebenen HDM-Transfermodell wurden die Mäuse nach zehn Tagen mit OVA provo-

ziert. Nach drei weiteren Tagen wurde die Mäuse hinsichtlich ihres asthmatischen Phäno-

typs untersucht. Mäuse, die wt KMDZ oder unstimulierte KMDZ erhalten hatten, dienten

als Kontrolle (s. Abb. 3.3).

C5aR−/− KMDZ induzieren eine geringfügige Erhöhung des

Atemwegswiderstandes

Die Lungenfunktion ist ein wichtiger Parameter zur Bewertung der Schwere einer Asth-

maerkrankung (s. Übersichtsartikel [196]). Nach der Gabe von wt KMDZ sah ich einen An-

stieg des pulmonalen Widerstandes. Auch nach der Gabe von C5aR−/− KMDZ zeigten die

Mäuse eine Verschlechterung der Lungenfunktion. Ab einer Konzentration von 10 mg/mL

Methacholin war der Anstieg des Widerstandes in beiden Fällen signi�kant im Vergleich zu

Mäusen, die unstimulierte KMDZ erhalten hatten. Der Vergleich von stimulierten wt und
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Abbildung 4.8: C5aR−/− KMDZ induzieren eine verminderte Einwanderung von Ent-
zündungszellen. KMDZ wurden mit 1 µM DQ-OVA stimuliert und anschlieÿend in naive wt
BALB/c-Mäuse i.t. appliziert. Als Kontrolle dienten unstimulierte KMDZ. Nach zehn Tagen wurden
die Mäuse mit 1,5 % OVA provoziert, bevor sie nach drei weiteren Tagen hinsichtlich der zellulären
In�ltration der Lunge untersucht wurden. (A) Analyse der In�ltration der Atemwege mittels HE-
Färbung. Vergöÿerung x 200. (B) Zelluläre Zusammensetzung in der BAL-Flüssigkeit. Dargestellt
sind Mittelwerte ± Standardfehler (B); n ≥ 8; * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.

C5aR−/− KMDZ ergab, dass der Anstieg des pulmonalen Widerstandes nach dem Transfer

von C5aR−/− KMDZ um 50 % vermindert war (s. Abb. 4.7).

Die zelluläre In�ltration der Atemwege ist nach dem Transfer von C5aR−/−

KMDZ vermindert

Um den Ein�uss des Transfers von C5aR−/− KMDZ auf die Einwanderung von Entzün-

dungszellen in das Lungengewebe zu untersuchen, wurden die Lungen lavagiert und die

zelluläre Zusammensetzung dieser Flüssigkeit bestimmt. Sowohl diese Analyse als auch

die Auswertung HE-gefärbter histologischer Schnitte ergab, dass die In�ltration nach dem

Transfer C5aR−/− KMDZ vermindert war. Dies zeigte sich vor allem in der Anzahl der eo-

sinophilen Granulozyten und Lymphozyten, die um 70 % bzw. 50 % vermindert war. Auch

die Gesamtzellzahl und die Anzahl der neutrophilen Granulozyten war vermindert, wenn-

90



KAPITEL 4. ERGEBNISSE

A
wt C5aR‐/‐

un
st
im

ul
ie
rt

st
im

ul
ie
rt

B

Abbildung 4.9: C5aR−/− KMDZ führen zu einer verminderten Mukusproduktion.
KMDZ wurden mit 1 µM DQ-OVA stimuliert und anschlieÿend in naive wt BALB/c-Mäuse i.t.
appliziert. Als Kontrolle dienten unstimulierte KMDZ. Nach zehn Tagen wurden die Mäuse mit
1,5 % OVA provoziert, bevor sie nach drei weiteren Tagen hinsichtlich der Becherzellhyperplasie
untersucht wurden. (A) Analyse der Mukusproduktion mittels PAS-Färbung. Vergöÿerung x 200.
(B) Anteil der mukusbildenden Bronchien. Dargestellt sind Mittelwerte ± Standardfehler (B); n ≥
8; * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.

gleich diese Verminderung nicht signi�kant war und nur einen Trend darstellte (s. Abb. 4.8

(A) und (B)).

Der Transfer von C5aR−/− KMDZ führt zu einer minimalen Mukusproduktion

Neben der verminderten In�ltration durch Entzündungszellen ist auch eine verminderte

Schleimproduktion ein Anzeichen für einen attenuierten asthmatischen Phänotyp. Um dies

zu untersuchen wurden histologische Schnitte mit PAS-Reagenz angefärbt und die Frequenz

mukusproduzierender Bronchien bestimmt (s. Abb. 4.9 (A)). Diese Quanti�zierung ergab,

dass nach dem adoptiven Transfer von C5aR−/− KMDZ im Vergleich zu wt KMDZ die

Anzahl mukusproduzierender Atemwege um 50 % vermindert ist (s. Abb. 4.9 (B)).

C5aR−/− KMDZ induzieren nur eine geringfügige Produktion von TH2- und

TH17-Zytokinen

Die Mukusproduktion, zelluläre In�ltration sowie die Lungenfunktion werden u.a. durch die

Wirkung der TH2-Zytokine IL-4, IL-5 und IL-13 vermittelt. Die Untersuchung der Zytokin-

produktion ergab, dass restimulierte Lungenzellen von Mäusen, die DQ-OVA-stimulierte wt
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Abbildung 4.10: C5aR−/− KMDZ induzieren eine verminderte TH2- und TH17-
Immunantwort. KMDZ wurden mit 1 µM DQ-OVA stimuliert und anschlieÿend in naive wt
BALB/c-Mäuse i.t. appliziert. Als Kontrolle dienten unstimulierte KMDZ. Nach zehn Tagen wurden
die Mäuse mit 1,5 % OVA provoziert. Nach drei weiteren Tagen wurden die Lungenzellen aufge-
reinigt, mit OVA restimuliert und nach drei Tagen die Zytokinkonzentration im Überstand mittels
ELISA bestimmt. Dargestellt sind Mittelwerte ± Standardfehler; n ≥ 8; * p < 0,05, ** p < 0,01,
*** p < 0,001.

KMDZ erhalten hatten, vermehrt IL-4, IL-5, IL-10 und IL-13 produzierten. Darüberhinaus

war die Produktion von TNF-α, IFN-γ und IL-17A verstärkt. C5aR−/− KMDZ induzierten

jedoch nur eine marginale Produktion von IL-4, IL-5, IL-10 und IL-13, sodass im Vergleich

der Mäuse, die wt oder C5aR−/− KMDZ erhalten hatten, vor allem die Produktion der

TH2-Zytokine stark beeinträchtigt war. Auch die IL-17A-Produktion war nach dem Trans-

fer von C5aR−/− KMDZ leicht vermindert. Die Produktion von TNF-α war unverändert.

Im Gegensatz dazu wurde IFN-γ tendenziell stärker hochregulierte als durch wt KMDZ

(s. Abb. 4.10).

Aus diesen Daten lässt sich folgern, dass C5aR auf KMDZ eine wesentliche Rolle bei

der Asthmainduktion spielt. Diese war jedoch wider Erwarten nicht antiin�ammatorisch

sondern proin�ammatorisch. Dies zeigte sich bei allen erhobenen Asthmaparametern. Ei-

ne mögliche Erklärung für den verminderten Asthmaphänotyp nach dem Transfer von

C52R−/− KMDZ stellt die reduzierte TH2-Zytokinproduktion dar. Die verbesserte Lungen-

funktion und verminderte Schleimproduktion, die durch C5aR−/− KMDZ induziert wurde,

lässt sich durch die verminderte Produktion von IL-13 erklären. Darüberhinaus stellt die
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Tabelle 4.2: Asthmainduktion durch C5aR−/− KMDZ. Dargestellt ist die Asthmain-
duktion durch DQ-OVA-stimulierte wt oder C5aR−/− KMDZ im Vergleich zu unstimulier-
ten KMDZ im Hinblick auf die gemessenen Asthmaparameter. + + + starke Asthmainduktion,
++ mittlere Asthmainduktion, + schwache Asthmainduktion, − keine Asthmainduktion.

Parameter wt C5aR−/−

AHR + + + +

In�ltration gesamt + + + ++

Eosinophile + + + +

Neutrophile + + + +

Lymphozyten + + + ++

Mukusproduktion + + + +

Zytokine IL-4 + + + +

IL-5 + + + −

IL-10 ++ −

IL-13 + + + −

TNF-α + +

IL-17A + + + +

IFN-γ ++ + + +

durch die C5aR-De�zienz verursachte Reduktion der IL-5-Produktion eine Erklärung für

die verminderte In�ltration insbesondere durch eosinophile Granulozyten dar. Neben der

verminderten Produktion der TH-2-Zytokine zeigten Mäuse, die C5aR−/− KMDZ erhalten

hatten auch eine verminderte TH17-Antwort. Im Gegensatz dazu war die TH1-Antwort

leicht verstärkt (s. Tab. 4.2).

4.2.2 C5aR−/− KMDZ zeigen in vitro eine verminderte

Antigenaufnahme

Damit DZ erfolgreich eine Immunantwort durch CD4+ T-Lymphozyten induzieren können,

müssen sie zunächst das Antigen aufnehmen, prozessieren und auf ihrer Ober�äche MHC-II-

vermittelt präsentieren. Dort wird es von CD4+ T-Lymphozyten erkannt, die infolgedessen

aktiviert werden. Somit stellt eine verminderte Aufnahme von Allergenen eine mögliche
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Erklärung für die in vivo beobachtete verminderte Asthmainduktion dar (s. Abbschnitt

4.2.1).

C5aR−/− KMDZ nehmen vermindert OVA-Moleküle auf

Für die Untersuchung der Antigenaufnahme duch KMDZ wurden �uoreszenzmarkierte

OVA-Moleküle verwendet, die nach Aufnahme durch DZ eine grüne Fluoreszenz emittie-

ren, die im FITC-Kanal des Durch�usszytometers oder Fluoreszenzmikroskops detektier-

bar ist. Innerhalb des untersuchten Zeitraums von 0 - 240 min konnte bei wt KMDZ nach

Abzug der Fluoreszenzaufnahme durch Kontrollzellen eine Zunahme der MFI von 900 aU

beobachtet werden. Im Vergleich dazu war die Antigenaufnahme durch C5aR−/− KMDZ

um 70 % reduziert (s. Abb. 4.11 (B)). Diese Verminderung der Fluoreszenzintensität war

auch im Fluoreszenzmikroskops zu beobachten (s. Abb. 4.11 (C)). Darüberhinaus zeigte

das Signal der OVA-Aufnahme keine Verschiebung aller Zellen zugunsten einer vermin-

derten Antigenaufnahme, sondern vielmehr eine Verschiebung des Gleichgewichts zwischen

Zellen, die viel OVA aufnehmen und Zellen, die nur intermediär zu einer OVA-Aufnahme in

der Lage sind. Die Population der intermediär OVA-aufnehmenden Zellen war in C5aR−/−

KMDZ verstärkt (s. Abb. 4.11 (A)).

Auch für die Untersuchung der Antigenprozessierung wurden �uoreszenzmarkierte OVA-

Moleküle verwendet. Im Gegensatz zu dem oben beschriebenen FITC-OVA, handelt es

sich bei DQ-OVA um einen Fluoreszenzfarbsto�, der im unprozessierten Zustand selbst-

quenchend ist. Ein weiterer Vorteil gegenüber FITC-OVA ist, dass die Fluoreszenz von

DQ-OVA pH-insensitiv ist und somit auch noch nach der Prozessierung durch Proteasen

im sauren Milieu des Proteasoms eine im FITC-Kanal detektierbare Fluoreszenz emit-

tiert. Nach Inkubation der Zellen mit DQ-OVA konnte eine Zunahme der Fluoreszenz in

wt KMDZ von 2300 aU beobachtet werden (s. Abb. 4.12 (B)). Auch C5aR−/− KMDZ

nahmen zunehmend Antigen auf und prozessierten es. Im Vergleich zu wt Zellen war das

Fluoreszenzsignal jedoch am Ende des Beobachtungszeitraums erneut um 50 % vermindert.

Auch die Verschiebung zugunsten CD11c+CD11b+ KMDZ, die nur intermediär OVA auf-

nahmen und prozessierten, war zu beobachten (s. Abb. 4.12 (A)). Eine weitere Eigenschaft

des gekoppelten Fluoreszenzfarbsto�es von DQ-OVA ist, dass es nach der Prozessierung
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Abbildung 4.11: C5aR−/− KMDZ nehmen vermindert Antigen auf. KMDZ wurden mit
100 µg/mL FITC-OVA für unterschiedliche Zeiträume bei 37 ◦C stimuliert. (A) Die Dotplots stellen
den zeitlichen Verlauf des FITC-OVA-Signals in CD11c+CD11b+ KMDZ dar. (B) Für die Analyse
mittels Durch�usszytometrie wurde die MFI des FITC-OVA-Signals der CD11c+CD11b+ Zellen
bestimmt. Diese wurde um die MFI der bei 4◦C inkubierten Kontrollen korrigiert (∆MFI). (C)
Für die Analyse am Fluoreszenzmikroskop wurden die Kerne der Zellen mit DAPI angefärbt. Die
Aufnahme erfolgte bei einer Vergröÿerung von × 600. Dargestellt sind Mittelwerte ± Standardfehler
(A); n ≥ 3; * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.

und einer Akkumulation des prozessierten OVA in zytoplasmatischen Strukturen zu einem

Energietransfer zwischen benachbarten OVA-Peptiden kommt. Diese sogenannten Exzi-

mere emittieren statt der grünen eine rote Fluoreszenz. Auch bei der Messung der von
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Abbildung 4.12: C5aR−/− KMDZ zeigen eine verminderte Antigenprozessierung.KMDZ
wurden mit 100 µg/mL DQ-OVA für unterschiedliche Zeiträume bei 37 ◦C stimuliert. (A) Die
Dotplots stellen den zeitlichen Verlauf des DQ-OVA-Signals in CD11c+CD11b+ KMDZ dar. (B)
Für die Analyse mittels Durch�usszytometrie wurde die mittlere MFI des DQ-OVA-Signals der
CD11c+CD11b+ Zellen bestimmt. Diese wurde um die MFI der bei 4◦C inkubierten Kontrollen
korrigiert (∆MFI). (C) Für die Analyse am Fluoreszenzmikroskop wurden die Kerne der Zellen
mit DAPI angefärbt. Die Aufnahme erfolgte bei einer Vergröÿerung von × 600. Dargestellt sind
Mittelwerte ± Standardfehler (B); n ≥ 3; * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.
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Abbildung 4.13: Die Blockade des C5aR führt zu keiner verminderten Antigenauf-
nahme oder -prozessierung. KMDZ wurden 30 min vor und während der 240 min Inkuba-
tion mit FITC-/DQ-OVA mit 5 µM A8∆71−73 oder 1 µM PMX53 inkubiert. (A) Messung der
relativen Antigenaufnahme nach Blockade der C5aR-Signaltransduktion. (B) Messung der relati-
ven Antigenprozessierung nach Blockade der C5aR-Signaltransduktion. Dargestellt sind Mittelwerte
± Standardfehler; n ≥ 3; * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.

Exzimeren emittierten Fluoreszenz lieÿ sich eine verminderte Fluoreszenz der C5aR−/−

KMDZ beobachten (s. Abb. 4.12 (C)).

C5aR ist nicht direkt an der Antigenaufnahme beteiligt

Die verminderte Antigenaufnahme durch C5aR−/− KMDZ könnte entweder auf einem

C5aR-vermittelten E�ekt während der Di�erenzierung der KMDZ oder einer direkten Be-

teiligung des C5aR an der Antigenaufnahme/-prozessierung beruhen. Um diese beiden

Möglichkeiten zu untersuchen wurden KMDZ 30 Minuten vor sowie während der Inkuba-

tion mit OVA zunächst mit zwei C5aR-Inhibitoren inkubiert. Diese Blockade der C5aR-

Funktion ergab in beiden Fällen keine Inhibition der OVA-Aufnahme und -Prozessierung

(s. Abb. 4.13 (A) und (B)).

Für den Nachweis der verminderten Antigenaufnahme aufgrund eines C5aR-vermittelten

E�ekts auf die Di�erenzierung wurde zunächst ein Ansatz gewählt, bei dem während der

Di�erenzierung der KMDZ C5aR-Inhibitoren zugegeben wurden. Da dies zu einem Abster-

ben der KMDZ führte (Daten nicht gezeigt), wurde in einem zweiten Experiment versucht

die Antigenaufnahme durch Zugabe von C5a während der Di�erenzierung zu steigern. Die

zweitägliche Gabe von C5a führte zu keiner Verstärkung der Antigenprozessierung nach
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Abbildung 4.14: Die Stimulation des C5aR führt zu keiner verstärkten Antigenprozes-
sierung. KMDZ wurden bei jedem zweitäglichen Mediumwechsel mit 50 nM C5a stimuliert. Die
Inkubation mit OVA erfolgte für 240 min. Die Graphen zeigen die relative Antigenprozessierung
im Vergleich zu unstimulierten Kulturen. Dargestellt sind Mittelwerte ± Standardfehler; n ≥ 3;
* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.

240 min Inkubation mit DQ-OVA. Da die Prozessierung die Antigenaufnahme voraussetzt,

wurde diese nicht gesondert mit FITC-OVA getestet(s. Abb. 4.14).

Diese Daten legen nahe, dass C5aR bei der Aufnahme von OVA weder einen direkten

Ein�uss ausübt, noch die Aufnahme durch die Regulation der Di�erenzierung beein�usst.

Die verminderte Antigenaufnahme betri�t alle Phagozytosewege

DZ verfügen über unterschiedliche Mechanismen zur Antigenaufnahme. Diese umfassen

die Mannose- und Scavengerrezeptor-abhängige Endozytose sowie die Pinozytose. Um zu

testen, ob die verminderte Antigenaufnahme von C5aR−/− KMDZ auf einen Defekt ei-

nes einzelnen Aufnahmemechanismus zurückzuführen ist, wurde jeder dieser Aufnahme-

wege 30 Minuten vor sowie während der Inkubation mit OVA durch spezi�sche Inhibi-

toren blockiert und anschlieÿend die Antigenaufnahme und -prozessierung bestimmt. Als

Inkubationszeitraum wurden hierfür 240 Minuten gewählt. Die Blockade der Pinozytose

erfolgte durch Dimethylamilorid. Dieses inhibiert den Na+/H+-Austauscher in der Zell-

membran, der für die Bildung der Makropinosomen verantwortlich ist. Nach Blockade der

Pinozytose wurde in wt sowie in C5aR−/− KMDZ zwar eine Verminderung der FITC-OVA-

Aufnahme beobachtet, die Prozessierung von DQ-OVA war jedoch nicht vermindert. Im

Gegensatz dazu waren sowohl die Scavengerrezeptor-abhängige Antigenaufnahme als auch

-prozessierung in wt KMDZ nach Blockade mit dem Scavengerrezeptor A-Inhibitor poly(I)
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Abbildung 4.15: C5aR−/− KMDZ zeigen keine veränderte Pinozytose oder Endozytose.
KMDZ wurden 30 min vor und während der 240 min Inkubation mit OVA mit 500 µM DMA,
144 µM poly(I) oder 3 mg/mL Mannan inkubiert. (A) Messung der relativen Antigenaufnahme
nach Blockade der Phagozytose. (B) Messung der relativen Antigenprozessierung nach Blockade
der Phagozytose. Dargestellt sind Mittelwerte ± Standardfehler; n ≥ 3; * p < 0,05, ** p < 0,01,
*** p < 0,001.

um 84 % ± 5 bzw. 76,6 % ± 2,1 reduziert. In C5aR−/− KMDZ waren Antigenaufnahme

und -prozessierung ebenfalls um 81,1 % ± 6,8 bzw. 78,5 % ± 5,7 reduziert. Die Blockade

der Mannoserezeptor-abhängigen Endozytose durch Mannan hatte weder in wt, noch in

C5aR−/− KMDZ einen Ein�uss auf die Antigenaufnahme und -prozessierung (s. Abb. 4.15

(A) und (B)).

Zusammenfassend zeigen die Daten bezüglich der Antigenaufnahme, dass C5aR−/−

KMDZ nur vermindert Antigen aufnehmen. Die Ursache hierfür liegt nicht in einer direkten

Beteiligung von C5aR an der Antigenaufnahme, sondern in einer C5aR-vermittelten Re-

gulation der KMDZ-Di�erenzierung. Darüberhinaus konnte ausgeschlossen werden, dass

die verminderte Aufnahme auf einer verminderten Pinozytose, Mannoserezeptor- oder

Scavengerrezeptor-vermittelten Endozytose beruht. Interessanterweise zeigten nicht alle

C5aR−/− KMDZ eine verminderte OVA-Aufnahme.

4.2.3 DQ-OVAlo C5aR−/− KMDZ induzieren in vivo keinen

asthmatischen Phänotyp

Die in Abschnitt 4.2.2 beschriebene verminderte Antigenaufnahme stellt eine mögliche Er-

klärung für die in vivo beobachtete verminderte Asthmainduktion durch C5aR−/− KMDZ

dar (s. Abschnitt 4.2.1). Um einen Zusammenhang zwischen OVA-Aufnahme und asth-
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Abbildung 4.16: C5aR−/− DQ-OVAlo KMDZ führen zu einem verminderten Anstieg
des pulmonalen Widerstandes. KMDZ wurden mit 1 µM DQ-OVA stimuliert. Anschlieÿend
wurden die DQ-OVAhi und DQ-OVAlo KMDZ durch FACS getrennt und separat i.t. in naive wt
BALB/c-Mäuse appliziert. Nach zehn Tagen wurden die Mäuse mit 1,5 % OVA provoziert, bevor
sie nach drei weiteren Tagen hinsichtlich ihrer Lungenfunktion untersucht wurden. Dargestellt sind
Mittelwerte ± Standardfehler; n ≥ 8; * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.

matischem Phänotyp zu untersuchen wurden DQ-OVAhi KMDZ durch FACS von den

DQ-OVAlo Zellen separiert. Beide Fraktionen wurden getrennt für die Asthmainduktion

verwendet (s. Abb. 3.4). Die weitere Durchführung entsprach dem oben beschriebenen

OVA-Transfermodell (s. Abschnitt 4.2.1).

Nur wt DQ-OVAlo KMDZ induzieren eine starke Erhöhung des

Atemwegswiderstandes

Die Messung der Lungenfunktion durch Methacholinstimulation ergab, dass wt DQ-OVAlo

KMDZ eine signi�kant stärkere Verschlechterung der Lungenfunktion hervorriefen als wt

und C5aR−/− DQ-OVAhi KMDZ sowie C5aR−/− DQ-OVAlo KMDZ (s. Abb. 4.16). Insge-

samt erschien jedoch der pulmonale Widerstand leicht erhöht im Vergleich zu den Transfers

von wt oder C5aR−/− KMDZ (s. Abschnitt 4.2.1 und Abb. 4.7).

C5aR−/− DQ-OVAlo KMDZ induzieren keine erhöhte zelluläre In�ltration der

Atemwege

Die Analyse der Lavage-Flüssigkeit zeigte, dass, wie schon für die Lungenfunktion be-

schrieben, nur wt DQ-OVAlo KMDZ einen asthmatischen Phänotyp hervorriefen. Dieser
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Abbildung 4.17: C5aR−/− DQ-OVAlo KMDZ induzieren eine geringe Einwanderung
von Entzündungszellen. KMDZ wurden mit 1 µM DQ-OVA stimuliert. Anschlieÿend wurden
die DQ-OVAhi und DQ-OVAlo KMDZ durch FACS getrennt und separat i.t. in naive wt BALB/c-
Mäuse appliziert. Nach zehn Tagen wurden die Mäuse mit 1,5 % OVA provoziert, bevor sie nach drei
weiteren Tagen hinsichtlich der zellulären In�ltration der Lunge untersucht wurden. (A) Analyse
der In�ltration der Atemwege mittels HE-Färbung. Vergöÿerung x 200. (B) Zelluläre Zusammenset-
zung in der BAL-Flüssigkeit. Dargestellt sind Mittelwerte ± Standardfehler (B); n ≥ 8; * p < 0,05,
** p < 0,01, *** p < 0,001.

war charakterisiert durch einen signi�kanten Anstieg der Gesamtzellzahl sowie der eosino-

philen Granulozyten. Die Anzahl der neutrophilen Granulozyten und Lymphozyten war

leicht erhöht im Vergleich zu Mäusen, die DQ-OVAhi KMDZ erhalten hatten. Der Ver-

gleich von wt und C5aR−/− DQ-OVAlo KMDZ ergab, dass alle untersuchten Zelltypen

sowie die Gesamtzellzahl nach dem Transfer von C5aR−/− Zellen stark vermindert war

(s. Abb. 4.17 (B)). Die Auswertung der HE-gefärbten histologischen Schnitte unterstützte

diese Beobachtung (s. Abb. 4.17 (A)).
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Abbildung 4.18: C5aR−/− DQ-OVAlo KMDZ führen zu einer verminderten Mukuspro-
duktion. KMDZ wurden mit 1 µM DQ-OVA stimuliert. Anschlieÿend wurden die DQ-OVAhi und
DQ-OVAlo KMDZ durch FACS getrennt und separat i.t. in naive wt BALB/c-Mäuse appliziert.
Nach zehn Tagen wurden die Mäuse mit 1,5 % OVA provoziert, bevor sie nach drei weiteren Tagen
hinsichtlich der Becherzellhyperplasie untersucht wurden. (A) Analyse der Mukusproduktion mit-
tels PAS-Färbung. Vergöÿerung x 200. (B) Anteil der mukusbildenden Bronchien. Dargestellt sind
Mittelwerte ± Standardfehler (B); n ≥ 8; * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.

Der Transfer von C5aR−/− DQ-OVAlo KMDZ führt zu einer verminderten

Mukusproduktion

Die Auswertung der PAS-gefärbten histologischen Schnitte ergab, dass die Anzahl mukus-

produzierender Bronchien nach dem Transfer von wt DQ-OVAlo KMDZ signi�kant höher

war als nach dem Transfer von wt DQ-OVAhi KMDZ. Der Vergleich mit C5aR−/− KMDZ

zeigte, dass weder DQ-OVAlo noch DQ-OVAhi Zellen eine gesteigerte Mukusproduktion

hervorriefen (s. Abb. 4.18 (A) und (B)).

Der Transfer von C5aR−/− DQ-OVAlo KMDZ führt nur zu einer geringfügigen

Produktion von TH2-Zytokinen

Entsprechend der Beobachtungen bei Lungenfunktion, Schleimproduktion und zellulärer

In�ltration induzierten vornehmlich wt DQ-OVAlo KMDZ die Produktion der TH2-Zytokine

IL-4, IL-5, IL-10 und IL-13. Darüberhinaus führten sie zu einer ausgeprägten IL-17A- und

einer schwachen TNF-α-Produktion. Interessanterweise riefen weder C5aR−/− DQ-OVAlo,

noch wt oder C5aR−/− DQ-OVAhi KMDZ ein Produktion dieser Zytokine hervor. Im

Gegensatz dazu führten, wie auch schon beim Transfer von gesamten C5aR−/− KMDZ,
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Abbildung 4.19: C5aR−/− KMDZ induzieren eine verminderte TH2- und TH17-
Immunantwort. KMDZ wurden mit 1 µM DQ-OVA stimuliert. Anschlieÿend wurden die DQ-
OVAhi und DQ-OVAlo KMDZ durch FACS getrennt und separat i.t. in naive wt BALB/c-Mäuse
appliziert. Nach zehn Tagen wurden die Mäuse mit 1,5 % OVA provoziert. Nach drei weiteren
Tagen wurden die Lungenzellen aufgereinigt, mit OVA restimuliert und nach erneut drei Tagen
die Zytokinkonzentration im Überstand mittels ELISA bestimmt. Dargestellt sind Mittelwerte
± Standardfehler; n ≥ 8; * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.

C5aR−/− DQ-OVAlo KMDZ zu einer leicht erhöhten Produktion von IFN-γ (s. Abb. 4.19).

Der adoptive Transfer von DQ-OVAhi oder DQ-OVAlo Zellen zeigte, dass nur DQ-OVAlo

KMDZ einen asthmatischen Phänotyp induzieren. Erneut führte jedoch die C5aR-De�zienz

zu einer verminderten Asthmaantwort. Diese Beobachtung lieÿ sich bei allen erhobenen

Parametern machen (s. Tab. 4.3).

4.2.4 In vitro di�erenzierte C5aR−/− KMDZ zeigen nach

OVA-Stimulation eine veränderte Ober�ächenmarker- und

Zytokinexpression

C5aR−/− KMDZ induzierten in vivo einen verminderten asthmatischen Phänotyp im Ver-

gleich zu wt KMDZ (s. Abschnitt 4.2.1). In vitro Untersuchungen ergaben, dass sie dar-

überhinaus weniger Antigen aufnahmen als wt KMDZ (s. Abschnitt 4.2.2). Obwohl diese

verminderte Antigenaufnahme eine mögliche Erklärung für die verminderte proin�amma-

torische Wirkung darstellte, ergab die in vivo Überprüfung dieser Hypothese, dass weder
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Tabelle 4.3: Asthmainduktion durch wt oder C5aR−/− KMDZ in Abhängigkeit von
der DQ-OVA-Aufnahme. Dargestellt ist die Asthmainduktion durch DQ-OVA-stimulierte wt
oder C5aR−/− KMDZ sowie wt oder C5aR−/− DQ-OVAhi oder DQ-OVAlo KMDZ im Hinblick auf
die gemessenen Asthmaparameter. + + + starke Asthmainduktion, ++ mittlere Asthmainduktion,
+ schwache Asthmainduktion, − keine Asthmainduktion.

Kontrolle DQ-OVAhi DQ-OVAlo

Parameter wt C5aR−/− wt C5aR−/− wt C5aR−/−

AHR + + + + + + + + + +

In�ltration

gesamt + + + ++ − − + + + −

Eosinophile + + + + + − ++ −

Neutrophile + + + + − − + + + −

Lymphozyten + + + ++ + + + + + +

Mukusproduktion + + + + − − + + + +

Zytokine

IL-4 + + + + − − ++ −

IL-5 + + + − − − ++ −

IL-10 ++ − − − + −

IL-13 + + + − − − ++ −

TNF-α + + + + ++ +

IL-17A + + + + + − + + + +

IFN-γ ++ + + + − − ++ + + +

C5aR−/− DQ-OVAhi noch DQ-OVAlo KMDZ Asthma induzieren. Stattdessen führten aus-

schlieÿlich wt DQ-OVAlo KMDZ zu einer Asthmainduktion. Eine weitere mögliche Ursache

der beobachteten Reduktion des asthmatischen Phänotyps könnte die veränderte Expres-

sion von Reifemarkern oder Zytokinproduktion der stimulierten C5aR−/− KMDZ sein. Um

dies zu überprüfen wurde in vitro durch Stimulation mit 1 µM DQ-OVA die Reifung der

KMDZ induziert und anschlieÿend die Expression von Ober�ächenmarkern und Zytokinen

bestimmt.
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Abbildung 4.20: C5aR−/− KMDZ zeigen eine reguläres Reifungspro�l der Ober�ächen-
marker. (A) Expressionspro�l von MHC-II, CD80, CD86 und CD40 nach Stimulation für 24 h mit
1 µM DQ-OVA auf wt und C5aR−/− KMDZ (schwarzes Histogramm). Unstimulierte Zellen (graues
Histogramm) und Isotyp-gefärbte Zellen (graue Fläche) dienten als Kontrollen. Die Histogramme
sind repräsentativ für drei unabhängige Experimente. (B) Frequenz der MHC-II, CD80, CD86 oder
CD40 exprimierenden Zellen. (C) Relative Expression von MHC-II, CD80, CD86 und CD40 im Ver-
gleich zum Isotyp (∆MFI). Dargestellt sind Mittelwerte ± Standardfehler ((B) und (C)); n = 3-8;
* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.

C5aR−/− KMDZ zeigen ein normales Reifungspro�l von MHC-II und

kostimulatorischen Molekülen

Unstimulierte wie auch DQ-OVA-stimulierte wt oder C5aR−/− KMDZ exprimierten zu

90 % die Moleküle CD11c und CD11b. Zudem exprimierten sowohl wt als auch C5aR−/−
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Abbildung 4.21: C5aR−/− KMDZ zeigen nach Stimulation mit DQ-OVA eine ver-
minderte Expression TH17-induzierender Zytokine. Wt und C5aR−/− KMDZ wurden für
24 h mit 1 µM DQ-OVA stimuliert. Anschlieÿend wurde die Zytokinsekretion im Überstand
mittels ELISA bestimmt. Unstimulierte Zellen dienten als Kontrollen. Dargestellt sind Mittel-
werte ± Standardfehler; n = 3-6; d.l.: unterhalb des Detektionslimits; * p < 0,05, ** p < 0,01,
*** p < 0,001.

KMDZ unter unstimulierten Bedingungen zu 25-50 % die kostimulatorischen Moleküle

CD80, CD86 und CD40. Deren Frequenz wurde nach OVA-Stimulation auf 70-100 % hoch-

reguliert (s. Abb. 4.20 (A) und (B)). Darüberhinaus nahm das Expressionslevel dieser

Moleküle auf der Zellober�äche zu. Interessanterweise war CD40 unter unstimulierten Be-

dingungen auf C5aR−/− KMDZ stärker exprimiert als auf wt KMDZ (s. Abb. 4.20 (A)

und (C)). Auch MHC-II wurde bereits unter unstimulierten Bedingungen exprimiert. Hier

zeigten jedoch C5aR−/− KMDZ sowohl eine gröÿere Frequenz MHC-II+ Zellen als auch

ein höheres Expressionslevel (s. Abb. 4.20 (A) (B) und (C)). Ein solcher Trend war auch

für CD86 zu beobachten. Nach Stimulation mit OVA exprimierten nahezu 100 % aller

KMDZ MHC-II unabhängig vom genetischen Hintergrund. Diese Daten zeigen somit einen

ähnlichen Trend wie ich ihn bereits auf C5L2−/− KMDZ beobachten konnte (s. Abschnitt

4.1.1).
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Abbildung 4.22: C5aR−/− KMDZ zeigen eine verminderte CD11b Expression. (A) Ex-
pressionspro�l von CD11b nach Stimulation für 24 h mit 1 µM DQ-OVA auf wt und C5aR−/−

KMDZ (schwarzes Histogramm). Unstimulierte Zellen (graues Histogramm) und Isotyp-gefärbte
Zellen (graue Fläche) dienten als Kontrollen. Die Histogramme sind repräsentativ für drei unabhän-
gige Experimente. (B) Frequenz der CD11b exprimierenden Zellen. (C) Relative Expression von
CD11b im Vergleich zum Isotyp (∆MFI). Dargestellt sind Mittelwerte ± Standardfehler ((B) und
(C)); n = 5-6; * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.

C5aR−/− KMDZ exprimieren weniger TH17-induzierende Zytokine

Nach Stimulation mit 1 µM DQ-OVA wurde die Expression von IL-1β, IL-6, IL-12p40 und

IL-23 in wt und C5aR−/− KMDZ hochreguliert. Die Expression von IL-12p70 und TGF-β

blieb unverändert. Der Vergleich von wt und C5aR−/− KMDZ ergab, dass wt KMDZ die

TH17-induzierenden Zytokine IL-1β und IL-23 signi�kant stärker exprimierten. Auch IL-6

war leicht verstärkt exprimiert. Die Zytokine IL-12p40 und TGF-β wurden gleichermaÿen

von wt und C5aR−/− KMDZ exprimiert, wohingegen das TH1-Zytokin IL-12p70 stärker

von C5aR−/− KMDZ exprimiert wurde (s. Abb. 4.21).

C5aR−/− KMDZ exprimieren weniger CD11b

Eine weitere Au�älligkeit der C5aR−/− KMDZ war eine verminderte Expression des

Zelladhäsionsmoleküls CD11b. Obwohl nahezu 100 % aller CD11c+ Zellen auch CD11b

exprimierten, lieÿen sich zwei CD11bhi und CD11blo Subpopulationen unterscheiden, wo-

bei die CD11blo Subpopulation in C5aR−/− KMDZ-Kulturen stärker vertreten war (s. Abb.

4.22 (A) und (B)). Dieser Expressionsunterschied war sowohl in unstimulierten als auch

reifen KMDZ zu beobachten. Interessanterweise wurde die CD11b-Expression lediglich in

wt KMDZ durch die Stimulation mit DQ-OVA hochreguliert, nicht jedoch in C5aR−/−
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KMDZ (s. Abb. 4.22 (C)).

Zusammenfassend zeigen diese Daten, dass C5aR nicht notwendig ist für die Reifung

von KMDZ nach Stimulation mit OVA. Allerdings spielt C5aR eine Rolle bei der Dif-

ferenzierung und führt in C5aR−/− KMDZ zu einem höheren Reifestatus unter steady-

state-Bedingungen. Darüberhinaus unterscheiden sich wt und C5aR−/− KMDZ nach OVA-

Stimulation in ihrer Zytokinproduktion. Hierbei konnte ich beobachten, dass C5aR−/−

KMDZ nur vermindert TH17-induzierende Zytokine produzieren. Eine weitere interessante

Beobachtung stellt die auf C5aR−/− KMDZ beobachtete verminderte CD11b-Expression

dar, die weiterer Untersuchungen im Rahmen von Anschlussprojekten von dieser Doktor-

arbeit bedarf.

4.2.5 C5aR beein�usst die T-Zelldi�erenzierung und -apoptose in

vitro

Durch ihre Zytokinproduktion beein�ussen DZ die Entwicklung einer CD4+ T-Zellantwort.

Dies geschieht zum einen durch die Produktion von Zytokinen, die regulierend auf die

T-Zellproliferation und -di�erenzierung wirken. Zum anderen produzieren DZ Zytokine

wie beispielsweise IL-2, die für das Überleben der T-Lymphozyten notwendig sind [319].

C5aR begünstigt die TH17-Di�erenzierung in vitro

Wie bereits oben beschrieben, sekretierten C5aR−/− KMDZ weniger TH17-induzierende

Zytokine (s. Abschnitt 4.2.1). In Übereinstimmung mit diesen Daten zeigten Kokulturen

mit DO11.10/Rag2−/− T-Lymphozyten und C5aR−/− KMDZ eine signi�kant niedrigere

IL-17A-Produktion nach OVA-Stimulation. Im Gegensatz dazu war die TH2-Zytokinproduk-

tion von IL-4, IL-10 und IL-13 sowie die TH1-Zytokinproduktion von IFN-γ nach OVA-

Stimulation vergleichbar in wt und C5aR−/− Kokulturen (s. Abb. 4.23).

C5aR beein�usst in vitro nicht die T-Zellproliferation

Da weder die verminderte Antigenaufnahme noch ein verändertes Reifungsverhalten der

KMDZ für die verminderte Asthmainduktion in vivo (s. Abschnitt 4.2.1) verantwort-
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Abbildung 4.23: C5aR−/− KMDZ induzieren eine verminderte TH17-Di�erenzierung.
Wt und C5aR−/− KMDZ wurden mit DO11.10/Rag2−/− CD4+ T-Lymphozyten für vier Tage in
Gegenwart von 10 µM OVA kokultiviert. Unstimulierte Zellen dienten als Kontrollen. Anschlie-
ÿend wurde die Zytokinkonzentration im Überstand mittels ELISA bestimmt. Dargestellt sind Mit-
telwerte ± Standardfehler; n ≥ 4; d.l.: unterhalb des Detektionslimits; * p < 0,05, ** p < 0,01,
*** p < 0,001.

lich war, wurde in einem nächsten Experiment die Proliferation von OVA-spezi�schen

CD4+ T-Lymphozyten in vitro untersucht. Hierzu wurden wt und C5aR−/− KMDZ mit

CD4+ DO11.10/Rag2−/− T-Lymphozyten für vier Tage kokultiviert. Nach Stimulation mit

OVA zeigten die T-Lymphozyten, unabhängig vom genetischen Hintergrund der verwen-

deten KMDZ, eine Verdünnung der CFSE-Markierung und somit eine Proliferation im

Vergleich zu unstimulierten Kokulturen (s. Abb. 4.24).

C5aR in KMDZ ist wichtig für das Überleben von CD4+ E�ektorzellen

Ein weiterer Faktor, der die Stärke einer T-Zellantwort beein�usst, ist die Dauer der damit

verbundenen immunologischen Vorgänge. Im Rahmen einer physiologisch verlaufenden T-

Zellantwort kommt es nach der Proliferation der T-Lymphozyten, deren Di�erenzierung in

TH1-, TH2- oder TH17-Lymphozyten und der Bekämpfung des Pathogens zur Kontraktion

der T-Zellantwort. Diese ist notwendig um den Körper vor einer persistierenden Immun-

antwort zu schützen. Auslöser für die Kontraktion der T-Zellantwort ist die Apoptose der

T-Lymphozyten. Diese wird durch pro- und antiapoptotische Moleküle reguliert. Die Un-

109



KAPITEL 4. ERGEBNISSE

unstimuliert

CD4

co
un

ts

CFSE

co
un

ts

wt

C5aR‐/‐

OVA stimuliert

CD4

co
un

ts

CFSE

co
un

ts

Abbildung 4.24: C5aR−/− KMDZ induzieren eine starke T-Zellproliferation. Wt und
C5aR−/− KMDZ wurden mit CFSE-markierten DO11.10/Rag2−/− CD4+ T-Lymphozyten für vier
Tage in Gegenwart von 10 µM OVA kokultiviert. Anschlieÿend wurde die Verdünnung des CFSE-
Signals der CD4+ T-Lymphozyten bestimmt (schwarzes Histogramm). Unstimulierte Zellen sowie
Isotyp-gefärbte Zellen (graue Fläche) dienten als Kontrollen. Die Histogramme sind repräsentativ für
vier unabhängige Experimente. Dargestellt sind Mittelwerte ± Standardfehler; n ≥ 4; * p < 0,05,
** p < 0,01, *** p < 0,001.

tersuchung der T-Zellapoptose ergab, dass vier Tage nach Beginn sowohl in Kokulturen mit

wt als auch C5aR−/− KMDZ nur eine geringe Anzahl von T-Lymphozyten apoptotisch war

(Daten nicht gezeigt). Nach sieben Tagen Kokultur zeigte sich jedoch, dass C5aR−/− KMDZ

nach einer anfänglichen Proliferation und Di�erenzierung der CD4+ T-Lymphozyten eine

frühere Kontraktion der T-Zellantwort hervorriefen. So lieÿ sich in C5aR−/− Kokulturen

nach Färbung mit DAPI eine um mehr als 200 % erhöhte Apoptoserate der T-Lymphozyten

per Durch�usszytometrie nachweisen (s. Abb. 4.25 (A)). Dieses verminderte Überleben

von T-Lymphozyten wurde durch eine verminderte IL-2-Produktion begleitet (s. Abb.

4.25 (B)). Bestätigung erfuhren diese Beobachtungen durch die Bestimmung Apoptose-

assoziierter Moleküle. In C5aR−/− Kokulturen exprimierten T-Lymphozyten 6- bzw. 3-

fach verstärkt die beiden Isoformen des proapoptotischen Moleküls BimL und BimEL. Die

Expression der mRNA des antiapoptotischen Moleküls Bcl-2 hingegen war um 60 % ver-

mindert (s. Abb. 4.25 (C)). Zehn Tage nach Beginn zeigten sowohl Kokulturen mit wt

als auch C5aR−/− KMDZ eine nahezu vollständige Apoptose aller T-Lymphozyten (Daten

nicht gezeigt).

Insgesamt zeigten Kokulturen mit KMDZ und OVA-spezi�schen T-Lymphozyten in
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Abbildung 4.25: C5aR−/− KMDZ führen zu einer verstärkten T-Zellapoptose. Wt und
C5aR−/− KMDZ wurden mit DO11.10/Rag2−/− CD4+ T-Lymphozyten für sieben Tage in Ge-
genwart von 10 µM OVA kokultiviert. Unstimulierte Zellen dienten als Kontrollen. (A) Anschlie-
ÿend wurde die Apoptoserate der CD4+ Zellen (schwarzes Histogramm) nach der Färbung mit
DAPI im Durch�usszytometer bestimmt. Isotyp-gefärbte Zellen (graue Fläche) dienten als Kontrol-
len. Die Histogramme sind repräsentativ für fünf unabhängige Experimente. (B) Bestimmung der
IL-2-Produktion mittels ELISA. (C) Messung der mRNA-Expression von BimL, BimEL und Bcl-2
durch quantitative RT-PCR. Dargestellt sind Mittelwerte ± Standardfehler; n ≥ 4; d.l.: unterhalb
des Detektionslimits; * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.

Überstimmung mit der beobachteten C5aR-abhängigen Produktion TH17-induzierender

Zytokine in Abwesenheit von C5aR eine verminderte TH17-Di�erenzierung. Desweiteren

induzierten C5aR−/− KMDZ einen beschleunigten Eintritt der T-Lymphozyten in die Kon-

traktionsphase der T-Zellantwort.

4.2.6 C5aR reguliert die T-Zellproliferation und -apoptose in vivo

In vitro führten C5aR−/− KMDZ in Kokulturen mit OVA-spezi�schen CD4+ T-Lympho-

zyten zu einer veränderten Di�erenzierung und vor allem zu einer verstärkten Apoptose
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Abbildung 4.26: C5aR−/− KMDZ induzieren eine verminderte T-Zellproliferation in vi-

vo. CFSE-markierte DO11.10/Rag2−/− CD4+ T-Lymphozyten wurden i.v. in wt Empfängermäuse
injiziert. Am nächsten Tag wurden in dieselben Mäuse OVA-stimulierte wt oder C5aR−/− KMDZ
i.t. transferiert. Fünf bzw. neun Tage später wurde die Proliferation der T-Lymphozyten in den
Lymphknoten von Mäusen, die wt (rotes Histogramm) oder C5aR−/− KMDZ (blaues Histogramm)
erhalten hatten, bestimmt. Ferner wurde die Frequenz der CD4+ DO11.10 TCR+ T-Lymphozyten
bestimmt. Die Histogramme sind repräsentativ für drei unabhängige Experimente. Dargestellt sind
Mittelwerte ± Standardfehler; n ≥ 3; * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.

des T-Lymphozyten nach sieben Tagen. Dies stellt eine weitere mögliche Erklärung der ver-

minderten Asthmainduktion durch C5aR−/− KMDZ dar (s. Abschnitt 4.2.1). Zur Überprü-

fung der Hypothese, dass C5aR−/− KMDZ auch in vivo zu einer verstärkten Apoptose der

T-Lymphozyten führen, wurden wt Mäusen OVA-spezi�sche CD4+ T-Lymphozyten aus

DO11.10/Rag2−/− Mäusen i.v. appliziert. Einen Tag später erhielten sie OVA-stimulierte

wt oder C5aR−/− KMDZ. Als Kontrollen dienten Mäuse die unstimulierte KMDZ erhalten

hatten. Nach fünf bzw. neun Tagen wurden die T-Zellproliferation und -Apoptose in Lunge

und Lymphknoten bestimmt.

C5aR trägt zur T-Zellproliferation in vivo bei

Nach dem Transfer in die Empfängermaus wandern sowohl die OVA-spezi�schen T-Lympho-

zyten als auch die OVA-stimulierten KMDZ in die Lymphknoten, welche die Lunge drai-
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Abbildung 4.27: C5aR−/− KMDZ vermindern die Frequenz pulmonaler
CD4+ T-Lymphozyten in vivo. CFSE-markierte DO11.10/Rag2−/− CD4+ T-Lymphozyten
wurden i.v. in Empfängermäuse injiziert. Am nächsten Tag wurden in dieselben Mäuse OVA-
stimulierte wt oder C5aR−/− KMDZ i.t. transferiert. Fünf bzw. neun Tage später wurde die
Frequenz der CD4+ DO11.10 TCR+ T-Lymphozyten in den Lungen bestimmt. Die Histo-
gramme sind repräsentativ für drei unabhängige Experimente. Dargestellt sind Mittelwerte
± Standardfehler; n ≥ 3; * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.

nieren. Dort päsentieren die KMDZ den T-Lymphozyten OVA-Peptide und aktivieren sie.

Dies führt zunächst zur Proliferation der T-Lymphozyten, die durch Messung der CFSE-

Verdünnung in den T-Lymphozyten bestimmt werden konnte. Mäuse, die C5aR−/− KMDZ

erhalten hatten, zeigten eine tendenziell schwächerer Proliferation der T-Lymphozyten. Ins-

gesamt war die Frequenz OVA-spezi�scher T-Lymphozyten in den Lymphknoten sowohl

nach fünf als auch nach neun Tagen unabhängig vom genetischen Hintergrund der KMDZ

ähnlich ausgeprägt (s. Abb. 4.26).

C5aR reguliert die Frequenz pulmonaler CD4+ E�ektorzellen in vivo

Nachdem die T-Lymphozyten im Lymphknoten aktiviert wurden und proliferiert sind, wan-

dern sie zurück in die Lunge. Dort befanden sich nach fünf Tagen stark proliferierte OVA-

spezi�sche T-Lymphozyten, die über keine messbare CFSE-Fluoreszenz mehr verfügten. Im

Vergleich zu Mäusen, die wt KMDZ erhalten hatten, zeigten C5aR−/− KMDZ-Rezipienten

bereits nach fünf Tagen eine leicht verminderte Frequenz DO11.10 TCR+ T-Lymphozyten.

Nach neun Tagen verstärkte sich dieser E�ekt, sodass sich in den Lungen eine um 70 %

verminderte Frequenz DO11.10 TCR+ T-Lymphozyten befand. Ein Nachweis der verstärk-
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ten Apoptose durch Bestimmung pro- und antiapoptotischer Moleküle scheiterte an einer

zu geringen mRNA-Ausbeute nach Aufreinigung der OVA-spezi�schen T-Lymphozyten

(s. Abb. 4.27).

Zusammenfassend zeigten diese Daten , dass C5aR die Frequenz von CD4+ T-Lymphozy-

ten in der Lunge reguliert. Darüberhinaus konnte auch ein stimulatorischer E�ekt von

C5a/C5aR auf die Proliferation der T-Lymphozyten nachgewiesen werden.

4.2.7 C5aR−/− KM-Kulturen weisen eine erhöhte Frequenz von

Suppressorzellen auf

KM-Kulturen stellen keine homogenen Zellpopulation dar. Nachdem in den vorherigen in

vitro Kokulturexperimenten gezeigt werden konnte, dass C5aR−/− KMDZ nur bedingt in

der Lage sind eine stabile T-Zellantwort zu induzieren, indem sie T-Lymphozyten ausrei-

chende Überlebenssignale bereitstellen, widmeten sich die folgenden Versuche der Frage,

ob dies möglicherweise durch die Regulation der Di�erenzierung von KMDZ durch C5aR-

vermittelte Signalen verursacht wird.

C5aR−/− KM-Kulturen zeigen keine veränderte Expression von Vorläufer- und

Monozytenmarkern

DZ entstehen durch Di�erenzierung aus KM-Vorläuferzellen. Wenn diese Di�erenzierung

unvollständig abläuft, kann dies einerseits eine verminderte T-Zellinduktion aufgrund einer

verminderten Frequenz ausdi�erenzierter DZ verursachen. Die Experimente, die in Kapitel

4.2.4 beschrieben werden, legen jedoch nahe, dass dies nicht der Fall ist. Es ist jedoch

ebenfalls bekannt, dass geringe Mengen Vorläuferzellen regulatorisch auf ausdi�erenzierte

KMDZ wirken [73]. Die Analyse der Vorläuferzellmarker ergab, dass CD115+, CD117+

und CD135+ Zellen nur maximal 5 % aller KMDZ ausmachten. Auch der Vorläuferzell-

und Monozytenmarker CX3CR1 wurde nur geringfügig exprimiert. Darüberhinaus wurden

diese Marker gleichermaÿen in wt und C5aR−/− KM-Kulturen exprimiert (s. Abb. 4.28).
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Abbildung 4.28: Knochenmarkskulturen zeigen nur einen geringen Anteil von Vor-
läuferzellen. KM-Vorläufer wurden für 10 Tage mithilfe von GM-CSF zu KMDZ di�erenziert.
Anschlieÿend wurde die Expression von CD115, CD117, CD135 und CX3CR1 mittels Durch�usszy-
tometrie bestimmt. Dargestellt sind Mittelwerte ± Standardfehler; n ≥ 3; * p < 0,05, ** p < 0,01,
*** p < 0,001.

C5aR−/− Knochenmarkskulturen zeigen eine erhöhte Frequenz

CD11cintCD11bhiGr-1+F4/80+ Zellen

Neben den oben beschriebenen Markern wurde die Expression von Gr-1 und F4/80 be-

stimmt. Hierbei handelt es sich um Marker, die charakteristisch für SZ der myeloiden Linie

sind [72]. Die Analyse der Expressionspro�le ergab, dass sowohl in wt als auch C5aR−/−

KM-Kulturen CD11cintCD11bhiGr-1+F4/80+ Zellen identi�zierbar sind. In C5aR−/− KM-

Kulturen stellten 1,6 % aller Zellen CD11cintCD11bhiGr-1+F4/80+ Zellen dar, wohingegen

ihr Anteil in wt KM-Kulturen um mehr als 50 % geringer war (s. Abb. 4.29 (A)). Die

Analyse der Zellen nach Färbung mit May-Grünwald-Giemsa-Reagenz ergab, dass sie ei-

ne monozytäre Morphologie aufweisen (s. Abb. 4.29 (B)). Diese ist charakteristisch für

monozytäre SZ. Eine Funktion von SZ besteht darin T-Zellantworten zu unterdrücken

(s. Übersichtsartikel [320]). Dies geschieht durch Inhibierung ihrer Proliferation, Induktion

von Apoptose oder Inaktivierung nach Nitration des T-Zellrezeptors. An diesen Prozes-

sen sind Enzyme des Argininsto�wechsels wie Arginase und NOS2 beteiligt. Die Bestim-

mung der mRNA-Expression dieser Enzyme ergab, dass CD11cintCD11bhiGr-1+F4/80+

Zellen beider Kulturen sowohl Arginase als auch NOS2 exprimierten, wobei C5aR−/−

CD11cintCD11bhiGr-1+F4/80+ Zellen NOS2 dreimal so stark exprimierten wie wt CD11cint

CD11bhiGr-1+F4/80+ Zellen (s. Abb. 4.29 (C)). Die Stimulation mit IL-4 führte zu einer

verstärkten Expression von Arginase, wohingegen die Expression von NOS2 stark vermin-
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Abbildung 4.29: C5aR−/− Knochenmarkskulturen weisen einen erhöhten Anteil
CD11cintCD11bhiGr-1+F4/80+ SZ auf. (A) KM-Zellen wurden zunächst auf CD11c+CD11b+

Zellen eingegrenzt. Innerhalb dieser Zellen wurde die Expression von Gr-1 bestimmt (rot).
Danach wurden diese Zellen auf die Expression von F4/80 untersucht. Die Frequenz der
CD11cintCD11bhiGr-1+F4/80+ SZ ist rechts dargestellt. Die Histogramme sind repräsentativ für
drei unabhängige Experimente. (B) Morphologie der aufgereinigten C5aR−/− SZ nach May-
Grünwald-Giemsa-Färbung. Vergröÿerung x 400. (C) Messung der mRNA-Expression von Arginase
und NOS2 in aufgereinigten SZ ± 50 ng/mL IL-4 mittels quantitativer RT-PCR. (D) Nachweis
der C5aR-Expression auf aufgereinigten wt SZ mithilfe von RT-PCR und Agarosegelelektrophore-
se. Dargestellt sind Mittelwerte ± Standardfehler ((A) und (C)); n ≥ 3; * p < 0,05, ** p < 0,01,
*** p < 0,001.

dert wurde. Darüberhinaus konnte gezeigt werden, dass aufgereinigte wt CD11cintCD11bhi

Gr-1+F4/80+ Zellen den C5aR exprimieren (s. Abb. 4.29 (D)).
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Abbildung 4.30: Die C5aR-Expression der Vorläuferzellen vermindert die Di�eren-
zierung zu CD11cintCD11bhiGr-1+F4/80+ Zellen. (A) Wt KM-Zellen wurden teilweise in
Gegenwart von 50 nM C5a di�erenziert. (B) Wt und C5aR−/− neutrophile Granulozyten und
Vorläuferzellen wurden in einem Verhältnis von jeweils 50 % in den angegebenen Kombinati-
on di�erenziert. (C) Wt und C5aR−/− KMDZ erhielten bei jedem Mediumwechsel konditionier-
tes Medium des anderen genetischen Hintergrundes. Anschlieÿend wurde jeweils die Frequenz der
CD11cintCD11bhiGr-1+F4/80+ SZ bestimmt. Dargestellt sind Mittelwerte± Standardfehler; n ≥ 3;
* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.

Die Entstehung der CD11cintCD11bhiGr-1+F4/80+ Zellen ist abhänging von der

C5aR-Expression der KM-Vorläuferzellen

Neben dem Nachweis der CD11cintCD11bhiGr-1+F4/80+ Population stellte sich die Fra-

ge welche Rolle C5aR bei der Entstehung dieser Zellen spielt. Um einen direkten E�ekt

von C5a/C5aR auf die Di�erenzierung der CD11cintCD11bhiGr-1+F4/80+ Zellen zu un-

tersuchen wurden KM-Zellen in Gegenwart von C5a di�erenziert. Die zweitägliche Ga-

be von C5a zu wt KM-Kulturen führte jedoch zu keiner Änderung der Frequenz der

CD11cintCD11bhiGr-1+F4/80+ Zellen (s. Abb. 4.30 (A)). Eine weitere Möglichkeit bestand

darin, dass die Expression von C5aR auf anderen Zellen des Knochenmarks direkt über Zell-

Zell-Kontakte die Di�erenzierung der Vorläuferzellen beein�usst. Um dies zu untersuchen

wurden wt und C5aR−/− KM-Zellen aufgereinigt und Vorläuferzellen und neutrophile Gra-

nulozyten, die neben den Vorläuferzellen die Hauptpopulation im KM darstellen, separiert.

Anschlieÿend wurden wt und C5aR−/− neutrophile Granulozyten und Vorläuferzellen in

unterschiedlichen Kombinationen gemischt und zu KMDZ di�erenziert (s. Abb. 3.2). Regu-

läre KM-Kulturen dienten als Kontrolle. Hierbei konnte ich zeigen, dass die Entstehung der

CD11cintCD11bhiGr-1+F4/80+ Population allein von der C5aR-De�zienz der Vorläuferzel-
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Abbildung 4.31: Wt SZ supprimieren den Anstieg des pulmonalen Widerstandes. Wt
KMDZ wurden mit 3 % wt SZ ergänzt, mit 1 µM DQ-OVA stimuliert und anschlieÿend in naive wt
BALB/c-Mäuse i.t. appliziert. Als Kontrolle dienten unstimulierte KMDZ. Nach zehn Tagen wurden
die Mäuse mit 1,5 % OVA provoziert, bevor sie nach drei weiteren Tagen hinsichtlich ihrer Lun-
genfunktion untersucht wurden. Dargestellt sind Mittelwerte ± Standardfehler; n ≥ 8; * p < 0,05,
** p < 0,01, *** p < 0,001.

len beein�usst wurde, nicht jedoch von der C5aR-De�zienz der neutrophilen Granulozyten

(s. Abb. 4.30 (B)). Auch die Di�erenzierung von Vorläuferzellen ohne jegliche neutrophile

Granulozyten zeigte diese Abhängigkeit. Generell konnte ich eine verstärkte Di�erenzierung

CD11cintCD11bhiGr-1+F4/80+ Zellen nach der durch�usszytometrischen Aufreinigung der

KM-Zellen beobachte. Auch einen Ein�uss von Zytokinen, die von neutrophilen Granulozy-

ten oder anderen Zellen im KM auf die CD11cintCD11bhiGr-1+F4/80+ Zelldi�erenzierung

Ein�uss nehmen können, habe ich untersucht. Hierzu wurden wt KM-Zellen mit C5aR−/−-

konditioniertem Medium inkubiert (s. Abb. 3.1). Weder diese Inkubation, noch die Kultur

von C5aR−/− KM-Zellen mit wt-konditioniertem Medium, führte zu einer Veränderung

der Frequenz der CD11cintCD11bhiGr-1+F4/80+ Zellen im Vergleich zu regulären KM-

Kulturen (s. Abb. 4.30 (C)).

Aus diesen Daten lässt sich ableiten, dass die De�zienz von C5aR auf Knochenmarksvor-

läufern die Entstehung einer CD11cintCD11bhiGr-1+F4/80+ Population begünstigt. Diese

Zellen entsprachen sowohl in ihrer Expression von Ober�ächenmolekülen als auch von En-

zymen des Argininsto�wechsels der in der Literatur beschriebenen Population myeloider SZ

[80, 320, 321]. Ferner zeigten die unterschiedlichen Kulturbedingungen, dass die Di�erenzie-

rung der SZ nicht von Zytokinen oder Zell-Zell-Kontakten mit neutrophilen Granulozyten

reguliert wird.
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Abbildung 4.32: Wt SZ führen zu einer verminderten In�ltration durch Granulozyten.
Wt KMDZ wurden mit 3 % wt SZ ergänzt, mit 1 µM DQ-OVA stimuliert und anschlieÿend in naive
wt BALB/c-Mäuse i.t. appliziert. Als Kontrolle dienten unstimulierte KMDZ. Nach zehn Tagen
wurden die Mäuse mit 1,5 % OVA provoziert, bevor sie nach drei weiteren Tagen hinsichtlich der
zellulären In�ltration der Lunge untersucht wurden. (A) Analyse der In�ltration der Atemwege
mittels HE-Färbung. Vergöÿerung x 200. (B) Zelluläre Zusammensetzung in der BAL-Flüssigkeit.
Dargestellt sind Mittelwerte ± Standardfehler (B); n ≥ 8; * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.

4.2.8 Wt SZ vermindern den asthmatischen Phänotyp in vivo

Für den Nachweis, dass es sich bei der in Abschnitt 4.2.7 beschriebenen CD11cintCD11bhi

Gr-1+F4/80+ Population tatsächlich um funktionelle SZ handelt, wurde das OVA-Transfer-

modell modi�ziert. Hierzu habe ich wt KMDZ di�erenziert und anschlieÿend den Anteil

der im folgenden als SZ bezeichneten CD11cintCD11bhiGr-1+F4/80+ Zellen um weitere 3 %

aufgereinigte wt SZ ergänzt (s. Abb. 3.5). Die weitere Immunisierung der Mäuse erfolgte

wie oben bereits beschrieben (s. Abschnitt 4.2.1).

Wt SZ vermindern den Anstieg des Atemwegswiderstandes

Die Messung der Lungenfunktion durch Methacholinstimulation ergab, dass der Anstieg

des Widerstandes durch wt KMDZ ab einer Konzentration von 10 mg/mL Methacholin
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Abbildung 4.33: Wt SZ haben keinen Ein�uss auf die Mukusproduktion.Wt KMDZ wur-
den mit 3 % wt SZ ergänzt, mit 1 µM DQ-OVA stimuliert und anschlieÿend in naive wt BALB/c-
Mäuse i.t. appliziert. Als Kontrolle dienten unstimulierte KMDZ. Nach zehn Tagen wurden die Mäu-
se mit 1,5 % OVA provoziert, bevor sie nach drei weiteren Tagen hinsichtlich der Becherzellhyper-
plasie untersucht wurden. (A) Analyse der Mukusproduktion mittels PAS-Färbung. Vergröÿerung x
200. (B) Anteil der mukusbildenden Bronchien. Dargestellt sind Mittelwerte ± Standardfehler (B);
n ≥ 8; * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.

signi�kant war im Vergleich zu Mäusen, die unstimulierte KMDZ erhalten hatten. Die

Gabe von wt SZ führte zu einer signi�kanten Verminderung des pulmonalen Widerstandes

im Vergleich zu regulären wt KMDZ ohne wt SZ-Supplementierung. (s. Abb. 4.31).

Wt SZ vermindern die Atemwegsentzündung

Mit wt SZ supplementierte wt KMDZ zeigten eine verminderte zelluläre In�ltration der

Lunge. Dies spiegelte sich in der verminderten Anzahl eosinophiler und neutrophiler Gra-

nulozyten wider, die auf das Niveau des Transfers OVA-stimulierter C5aR−/− KMDZ re-

duziert waren (s. Abb. 4.8). Obwohl die Anzahl der Gesamtzellen und Lymphozyten im

Vergleich zu regulären wt KMDZ nicht signi�kant reduziert war, zeigte der Vergleich der wt

KMDZ, die mit wt SZ versetzt worden waren, lediglich einen schwach signi�kanten Anstieg

der zelluären In�ltration nach Stimulation mit OVA, sodass von einer generell schwächeren

zellulären In�ltration ausgegangen werden kann (s. Abb. 4.32 (B)). Die Auswertung der

HE-gefärbten histologischen Schnitte unterstützte diese Beobachtung (s. Abb. 4.32 (A)).
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Abbildung 4.34: Wt SZ führen zu einer verminderten Produktion von TH1-, TH2- und
TH17-Zytokinen. Wt KMDZ wurden mit 3 % wt SZ ergänzt, mit 1 µM DQ-OVA stimuliert und
anschlieÿend in naive wt BALB/c-Mäuse i.t. appliziert. Als Kontrolle dienten unstimulierte KMDZ.
Nach zehn Tagen wurden die Mäuse mit 1,5 % OVA provoziert. Nach drei weiteren Tagen wurden
die Lungenzellen aufgereinigt, mit OVA restimuliert und nach drei Tagen die Zytokinkonzentrati-
on im Überstand mittels ELISA bestimmt. Dargestellt sind Mittelwerte ± Standardfehler; n ≥ 8;
* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.

Wt SZ haben keinen Ein�uss auf die Mukusproduktion

Im Gegensatz zu Lungenfunktion und zellulärere In�ltration zeigte die Auswertung der

PAS-gefärbten histologischen Schnitte, dass die Frequenz mukusproduzierender Bronchien

nach dem Transfer von wt KMDZ, die mit wt SZ supplementiert wurden, nicht vermindert

war (s. Abb. 4.33 (A) und (B)).

Der Transfer von wt SZ vermindert die Produktion von wt KMDZ-induzierten

TH1-, TH2- und TH17-Zytokinen

Die bisher bestimmten Asthmaparameter zeigten ein uneinheitliches Bild bezüglich der Re-

gulation des asthmatischen Phänotyps durch wt SZ. Während die Lungenfunktion und die

zelluläre In�ltration durch wt SZ vermindert wurden, war die Mukusproduktion nicht be-

einträchtigt. Die Produktion von TH1-, TH2- und TH17-Zytokinen wurde hingegen durch

wt SZ massiv vermindert. OVA-stimulierte wt KMDZ induzierten wie erwartet die Pro-

duktion von IL-4, IL-5, IL-10, IL-13, IL-17A und IFN-γ. Die Supplementierung mit wt
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Tabelle 4.4: WT SZ vermindern den asthmatischen Phänotyp. Dargestellt ist die
Asthmainduktion durch DQ-OVA-stimulierte wt und C5aR−/− KMDZ sowie wt KMDZ, die
mit wt SZ supplementiert wurden, im Vergleich zu unstimulierten KMDZ im Hinblick auf
die gemessenen Asthmaparameter. + + + starke Asthmainduktion, ++ mittlere Asthmainduktion,
+ schwache Asthmainduktion, − keine Asthmainduktion.

Parameter wt C5aR−/− wt + wt SZ

AHR + + + + +

In�ltration gesamt + + + ++ ++

Eosinophile + + + + +

Neutrophile + + + + +

Lymphozyten + + + ++ ++

Mukusproduktion + + + + + + +

Zytokine IL-4 + + + + +

IL-5 + + + − +

IL-10 ++ − −

IL-13 + + + − +

TNF-α + + + + +

IL-17A + + + + −

IFN-γ ++ + + + +

SZ reduzierte die Produktion von IL-4, IL-5 und IL-13 signi�kant, wenn auch nicht ganz

auf das Niveau nach dem Transfer von C5aR−/− KMDZ (s. Abschnitt 4.2.1). Auch IL-10

und IL-17A waren tendenziell vermindert. Darüberhinaus waren die wt SZ in der Lage, die

Produktion von IFN-γ signi�kant zu reduzieren. Die Produktion von TNF-α wurde durch

OVA-Stimulation und wt SZ gesteigert (s. Abb. 4.34).

Aus diesen Daten lässt sich ableiten, dass die in KMDZ-Kulturen beobachteten CD11cint

CD11bhiGr-1+F4/80+ Zellen in vivo suppressiv auf T-Lymphozyten wirken. Die Anreiche-

rung von wt KMDZ mit wt SZ führte zu einem insgesamt verminderten asthmatischen

Phänotyp. Die verminderte IL-5-Produktion führte zu einer geringeren zellulären In�l-

tration der Atemwege. Auch die Lungenfunktion wurde durch wt SZ verbessert, was auf

die verminderte IL-13-Produktion zurückgeführt werden kann. Überraschenderweise war

jedoch die Mukusproduktion nicht vermindert. Ferner reduzierten SZ die Produktion von
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Abbildung 4.35: C5aR−/− SZ führen zu keiner Reduktion der AHR. Wt KMDZ wurden
mit 3 % C5aR−/− SZ ergänzt, mit 1 µM DQ-OVA stimuliert und anschlieÿend in naive wt BALB/c-
Mäuse i.t. appliziert. Als Kontrolle dienten unstimulierte KMDZ. Nach zehn Tagen wurden die Mäu-
se mit 1,5 % OVA provoziert, bevor sie nach drei weiteren Tagen hinsichtlich ihrer Lungenfunktion
untersucht wurden. Dargestellt sind Mittelwerte ± Standardfehler; n ≥ 8; * p < 0,05, ** p < 0,01,
*** p < 0,001.

IL-4, IL-10 und IL-17A. Im Gegensatz dazu war die IFN-γ-Produktion nicht auf das Niveau

erhöht, das nach dem Transfer von C5aR−/− KMDZ beobachtet werden konnte. Darüber-

hinaus erhöhten wt SZ die Produktion von TNF-α (s. Abschnitt 4.2.1 und Tab. 4.4).

4.2.9 C5aR−/− SZ unterscheiden sich in vivo funktionell von wt SZ

Nach dem Nachweis, dass es sich bei der CD11cintCD11bhiGr-1+F4/80+ Population tat-

sächlich um funktionelle SZ handelt, sowie der Beobachtung, dass SZ den C5aR expri-

mieren, habe ich in dem folgenden Experiment untersucht, ob sich wt und C5aR−/− SZ

funktionell unterscheiden. Hierzu wurde erneut das OVA-Transfermodell verwendet, wobei

die wt KMDZ nun mit 3 % C5aR−/− SZ supplementiert wurden (s. Abb. 3.6). Die weitere

Immunisierung der Mäuse erfolgte wieder wie oben bereits beschrieben (s. Abschnitt 4.2.1).

C5aR−/− SZ vermindern nicht den pulmonalen Widerstand

Im Gegensatz zu wt SZ waren C5aR−/− SZ nicht in der Lage, den pulmonalen Widerstand

als Reaktion auf Methacholin im Vergleich zu reinen wt KMDZ zu vermindern. Stattdessen

stieg der Widerstand unabhängig von der Gabe von C5aR−/− SZ ab einer Konzentration

von 10 mg/mL Methacholin signi�kant im Vergleich zu Mäusen, die unstimulierte KMDZ
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Abbildung 4.36: C5aR−/− SZ führen zu einer verminderten zellulären In�ltration. Wt
KMDZ wurden mit 3 % C5aR−/− SZ ergänzt, mit 1 µM DQ-OVA stimuliert und anschlieÿend
in naive wt BALB/c-Mäuse i.t. appliziert. Als Kontrolle dienten unstimulierte KMDZ. Nach zehn
Tagen wurden die Mäuse mit 1,5 % OVA provoziert, bevor sie nach drei weiteren Tagen hinsichtlich
der zellulären In�ltration der Lunge untersucht wurden. (A) Analyse der In�ltration der Atemwege
mittels HE-Färbung. Vergröÿerung x 200. (B) Zelluläre Zusammensetzung in der BAL-Flüssigkeit.
Dargestellt sind Mittelwerte ± Standardfehler (B); n ≥ 8; * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.

erhalten hatten, an (s. Abb. 4.35).

C5aR−/− SZ vermindern die Atemwegsentzündung

Im Gegensatz zur Lungenfunktion zeigten C5aR−/− SZ im Hinblick auf die zelluläre Atem-

wegsin�ltration eine Verminderung des asthmatischen Phänotyps. Im Detail waren alle un-

tersuchten Zelltypen sowie die Gesamtzellzahl signi�kant reduziert. Diese Reduktion war so

stark ausgeprägt wie bereits zuvor nach dem Transfer von C5aR−/− KMDZ (s. Abschnitt

4.2.1 und Abb. 4.36 (B)). Auch die Auswertung der HE-gefärbten histologischen Schnitte

zeigte eine Verminderung der In�ltration (s. Abb. 4.36 (A)).
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Abbildung 4.37: C5aR−/− SZ führen zu keiner verminderten Mukusproduktion. Wt
KMDZ wurden mit 3 % C5aR−/− SZ ergänzt, mit 1 µM DQ-OVA stimuliert und anschlieÿend
in naive wt BALB/c-Mäuse i.t. appliziert. Als Kontrolle dienten unstimulierte KMDZ. Nach zehn
Tagen wurden die Mäuse mit 1,5 % OVA provoziert, bevor sie nach drei weiteren Tagen hinsicht-
lich der Becherzellhyperplasie untersucht wurden. (A) Analyse der Mukusproduktion mittels PAS-
Färbung. Vergröÿerung x 200. (B) Anteil der mukusbildenden Bronchien. Dargestellt sind Mittel-
werte ± Standardfehler (B); n ≥ 8; * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.

C5aR−/− SZ haben keinen Ein�uss auf die Mukusproduktion

Die Auswertung der PAS-gefärbten histologischen Schnitte zeigte keine verminderte Mu-

kusproduktion durch den Transfer C5aR−/− SZ und wt KMDZ (s. Abb. 4.37). Diese Daten

decken sich mit dem Befund, dass wt SZ ebenfalls keinen Ein�uss auf die Mukusproduktion

ausüben (s. Abschnitt 4.2.8 (A) und (B)).

C5aR−/− SZ supprimieren die Produktion vonTH2-Zytokinen, nicht jedoch von

TH1- und TH17-Zytokinen

Wie schon bei der Supplementierung mit wt SZ ergaben die bisher bestimmten Asthma-

parameter kein eindeutiges Bild eines verminderten asthmatischen Phänotyps. Während

Lungenfunktion und Mukusproduktion durch C5aR−/− SZ nicht vermindert wurden, war

die zelluläre In�ltration der Atemwege deutlich vermindert. Dies spiegelte sich auch in der

Zytokinproduktion wider. Wie schon durch wt SZ war die Produktion von IL-4, IL-5 und

IL-10 durch C5aR−/− SZ auf das Niveau von C5aR−/− KMDZ vermindert. Im Gegensatz

dazu wurde die Produktion von IL-13, dem Hauptinduktor von AHR und Mukusproduk-

tion, ebenso wie diese, durch die Abwesenheit des C5aR auf den SZ nicht beein�usst.
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Abbildung 4.38: C5aR−/− SZ führen zu keiner verminderten IL-13-Produktion. Wt
KMDZ wurden mit 3 % C5aR−/− CD11cintCD11bhiGr-1+F4/80+ Zellen ergänzt, mit 1 µM DQ-
OVA stimuliert und anschlieÿend in naive wt BALB/c-Mäuse i.t. appliziert. Als Kontrolle dienten
unstimulierte KMDZ. Nach zehn Tagen wurden die Mäuse mit 1,5 % OVA provoziert. Nach drei
weiteren Tagen wurden die Lungenzellen aufgereinigt, mit OVA restimuliert und nach drei Ta-
gen die Zytokinkonzentration im Überstand mittels ELISA bestimmt. Dargestellt sind Mittelwerte
± Standardfehler; n ≥ 8; * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.

Ebenfalls nicht reduziert war die Produktion von IL-17A und IFN-γ. Die Sekretion von

TNF-α wurde durch die OVA-Stimulation gesteigert und war von der Gabe von C5aR−/−

SZ unabhängig (s. Abb. 4.38).

Diese Daten zeigen, dass die Expression des C5aR auf SZ die Suppressorfunktion mo-

duliert. Wie bereits für wt SZ in Abschnitt 4.2.8 gezeigt reduzierten C5aR−/− SZ die

pulmonale Entzündung, was mit einer Verminderung der TH2-Zytokinproduktion assozi-

iert war. Im Gegensatz zu wt SZ war jedoch die IL-13-Expression nicht vermindert sowie

die Lungenfunktion nicht verbessert. Ein weiterer Unterschied zu wt SZ war, dass C5aR−/−

keinen Ein�uss auf die Produktion der TH1- und TH17-Zytokine hatte (s. Tab. 4.5).
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Tabelle 4.5: C5aR−/− SZ vermindern den asthmatischen Phänotyp nur teilweise. Darge-
stellt ist die Asthmainduktion durch DQ-OVA-stimulierte wt und C5aR−/− KMDZ sowie wt KMDZ,
die mit C5aR−/− SZ supplementiert wurden, im Vergleich zu unstimulierten KMDZ im Hinblick auf
die gemessenen Asthmaparameter. + + + starke Asthmainduktion, ++ mittlere Asthmainduktion,
+ schwache Asthmainduktion, − keine Asthmainduktion.

Parameter wt C5aR−/− wt + C5aR−/− SZ

AHR + + + + + + +

In�ltration gesamt + + + ++ +

Eosinophile + + + + +

Neutrophile + + + + −

Lymphozyten + + + ++ +

Mukusproduktion + + + + + + +

Zytokine IL-4 + + + + +

IL-5 + + + − +

IL-10 ++ − −

IL-13 + + + − + + +

TNF-α + + +

IL-17A + + + + + + +

IFN-γ ++ + + + + + +

4.2.10 C5aR−/− Empfängermäuse zeigen in vivo nach dem

Transfer von wt und C5aR−/− KMDZ eine veränderte

Asthmasuszeptibilität

In den vorangegangegen Versuchen dieser Arbeit konnte ich zeigen, dass C5aR−/− KMDZ

nach dem Transfer in wt Rezipienten nur zu einer verminderten Asthmainduktion fä-

hig sind. Hierfür wurden mehrere Erklärungsansätze wie eine verminderte Induktion von

IL-17A, eine unzureichende Aktivierung von T-Lymphozyten und deren Überleben sowie

eine erhöhte Anzahl von SZ in C5aR−/− KM-Kulturen gefunden. Diese Daten stehen in

einem scheinbaren Gegensatz zu Vorarbeiten der eigenen Arbeitsgruppe, die zeigten, dass

C5aR−/− Mäuse eine verstärkte Asthmapathologie aufweisen [222, 225]. Die in dieser Ar-

beit beschriebenen Modelle basierten auf der Hypothese, dass DZ die Hauptinitiatoren der
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Abbildung 4.39: C5aR−/− KMDZ induzieren keinen Anstieg des pulmonalen Wider-
standes. KMDZ wurden mit 1 µM DQ-OVA stimuliert und anschlieÿend in naive C5aR−/−

BALB/c-Mäuse i.t. appliziert. Als Kontrolle dienten unstimulierte KMDZ. Nach zehn Tagen wurden
die Mäuse mit 1,5 % OVA provoziert, bevor sie nach drei weiteren Tagen hinsichtlich ihrer Lun-
genfunktion untersucht wurden. Dargestellt sind Mittelwerte ± Standardfehler; n ≥ 8; * p < 0,05,
** p < 0,01, *** p < 0,001.

Asthmaantwort sind und dass die C5aR-De�zienz dieser DZ für die verminderte Regu-

lation proin�ammatorischer Abläufe verantwortlich ist. Sie lassen jedoch auÿer Betracht,

dass in der Lunge weitere Zellen wie Epithelzellen, NKT-Zellen oder Treg-Zellen an der

Asthmainduktion und -regulation beteiligt sind und dass deren C5aR-De�zienz ebenfalls

die Pathologie beein�ussen kann. Um diese Frage zu beantworten wurden in einem letzten

Versuch wt und C5aR−/− KMDZ mit DQ-OVA stimuliert und in C5aR−/− Empfänger-

mäuse transferiert. Die weitere Asthmainduktion sowie die Analyse erfolgten wie oben

beschriebenen (s. Abschnitt 4.2.1).

C5aR−/− Empfängermäuse zeigen eine erhöhte Basalemp�ndlichkeit gegenüber

Methacholin

Die Messung der Lungenfunktion ergab, dass der genetische Hintergrund der Maus nicht

maÿgeblich für die Stärke der AHR ist. Ebenso wie unter 4.2.1 beschrieben induzierten

stimulierte wt KMDZ einen Anstieg des pulmonalen Widerstandes auf 10 cm H2O×s/mL.

Der Anstieg durch C5aR−/− KMDZ hingegen war auf 6,5 cm H2O×s/mL reduziert. Bei ei-

ner Konzentration von 25 mg/mL Methacholin war der Anstieg des Widerstandes durch wt

KMDZ signi�kant im Vergleich zu Mäusen, die unstimulierte KMDZ erhalten hatten. Der

Transfer von stimulierten C5aR−/− KMDZ führte im Vergleich zum Transfer von unstimu-
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Abbildung 4.40: C5aR−/− KMDZ induzieren eine verminderte Einwanderung von Ent-
zündungszellen. KMDZ wurden mit 1 µMDQ-OVA stimuliert und anschlieÿend in naive C5aR−/−

BALB/c-Mäuse i.t. appliziert. Als Kontrolle dienten unstimulierte KMDZ. Nach zehn Tagen wurden
die Mäuse mit 1,5 % OVA provoziert, bevor sie nach drei weiteren Tagen hinsichtlich der zellulären
In�ltration der Lunge untersucht wurden. (A) Analyse der In�ltration der Atemwege mittels HE-
Färbung. Vergröÿerung x 200. (B) Zelluläre Zusammensetzung in der BAL-Flüssigkeit. Dargestellt
sind Mittelwerte ± Standardfehler (B); n ≥ 8; * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.

lierten KMDZ zu keinem Unterschied. Darüberhinaus zeigte der pulmonale Widerstand,

der durch unstimulierten Kontrollzellen ausgelöst wurde, eine leicht erhöhte Tendenz im

Vergleich zu dem pulmonalen Widerstand von wt Empfängermäusen (s. Abschnitt 4.2.1

und Abb. 4.39).

Die zelluläre In�ltration der Atemwege ist nach dem Transfer von unstimulierten

wt KMDZ in C5aR−/− Empfängermäuse erhöht

Die Untersuchung der zellulären In�ltration bestätigte die Beobachtungen, die im Hinblick

auf die AHR gemacht wurden. Wie schon wt Rezipienten entwickelten auch C5aR−/− Re-

zipienten eine durch In�ltration von eosinophilen und neutrophilen Granulozyten sowie

Lymphozyten charakterisierte Atemwegsentzündung, wenn stimulierte wt KMDZ transfe-

riert wurden. C5aR−/− KMDZ induzierten keine verstärkte zelluläre In�ltration (s. Abb.
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Abbildung 4.41: C5aR−/− KMDZ führen zu einer verminderten Mukusproduktion.
KMDZ wurden mit 1 µM DQ-OVA stimuliert und anschlieÿend in naive C5aR−/− BALB/c-Mäuse
i.t. appliziert. Als Kontrolle dienten unstimulierte KMDZ. Nach zehn Tagen wurden die Mäuse mit
1,5 % OVA provoziert, bevor sie nach drei weiteren Tagen hinsichtlich der Becherzellhyperplasie
untersucht wurden. (A) Analyse der Mukusproduktion mittels PAS-Färbung. Vergröÿerung x 200.
(B) Anteil der mukusbildenden Bronchien. Dargestellt sind Mittelwerte ± Standardfehler (B); n ≥
8; * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.

4.40 (B)). Diese Beobachtungen spiegelten sich auch in der HE-Färbung histologischer

Schnitte wider (s. Abb. 4.40 (A)). Im Gegensatz zu wt Rezipienten zeigten C5aR−/− Mäu-

se jedoch bereits durch unstimulierte wt KMDZ eine erhöhte In�ltration durch eosinophile

Granulozyten sowie eine um 50 % erhöhte Gesamtzellzahl (s. Abschnitt 4.2.1).

C5aR−/− Rezipienten zeigen im Vergleich zu wt Rezipienten eine erhöhte basale

Mukusproduktion

Die Quantifzierung mukusbildender Bronchien ergab, dass C5aR−/− KMDZ auch nach

dem Transfer in C5aR−/− Empfängermäuse im Gegensatz zu wt KMDZ keine Becherzell-

hyperplasie induzierten. Dennoch war erneut im Vergleich zu wt Empfängermäusen die

Mukusproduktion im Gleichgewichtszustand verstärkt, was auf eine erhöhte Basalreizung

der Atemwege hindeutet (s. Abschnitt 4.2.1 und Abb. 4.41 (A) und (B)).

Der Transfer von C5aR−/− KMDZ vermindert die Produktion von TH2-Zytokinen

Obwohl die Grundaussage des Experiments, dass stimulierte wt KMDZ einen stärkeren

asthmatischen Phänotyp induzieren als C5aR−/− KMDZ, mit dem adoptiven Transfer in
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Abbildung 4.42: C5aR−/− KMDZ induzieren eine verminderte TH2- und eine verstärk-
te TH17-Immunantwort. KMDZ wurden mit 1 µM DQ-OVA stimuliert und anschlieÿend in naive
C5aR−/− BALB/c-Mäuse i.t. appliziert. Als Kontrolle dienten unstimulierte KMDZ. Nach zehn Ta-
gen wurden die Mäuse mit 1,5 % OVA provoziert. Nach drei weiteren Tagen wurden die Lungenzellen
aufgereinigt, mit OVA restimuliert und nach drei Tagen die Zytokinkonzentration im Überstand mit-
tels ELISA bestimmt. Dargestellt sind Mittelwerte± Standardfehler; n ≥ 8; * p < 0,05, ** p < 0,01,
*** p < 0,001.

wt Rezipienten übereinstimmte, gab es erneut grundlegende Unterschiede, welche die In-

duktion einer Entzündung durch unstimulierte KMDZ betrafen. Im Detail zeigte sich, dass

die TH2-Zytokine IL-4, IL-5 und IL-10 im Vergleich zwischen C5aR−/− und wt Rezipienten

auf das Drei- bis Zehnfache erhöht waren (vgl. Abschnitt 4.2.1). Einzig das TH2-Zytokin

IL-13 zeigte in beiden Experimenten eine vergleichbare Produktion, die durch stimulier-

te KMDZ signi�kant erhöht werden konnte. Darüberhinaus erwähnenswert ist, dass die

Produktion von IL-4 durch stimulierte wt KMDZ nur 20 % der Produktion in wt Emp-

fängermäusen erreichte. Diese Reduktion traf auch, wenn auch in geringerem Ausmaÿ, auf

die Produktion von IL-5 zu. Überraschend war auch die stark erhöhte Produktion von

IL-17A. Dies betraf geringfügig die durch wt KMDZ induzierte Produktion, jedoch in weit

gröÿerem Umfang die durch C5aR−/− KMDZ Induzierte. Diese war im Vergleich zu der

in wt Empfängermäusen um 400 % erhöht. Die Sekretion von IFN-γ wurde weder durch

wt, noch durch C5aR−/− stimulierte KMDZ reguliert. Allerdings war auch hier die erhöhte

Entzündung durch unstimulierte KMDZ zu beobachten (s. Abschnitt 4.2.1 und Abb. 4.42).

Zusammenfassend zeigen die Daten, dass auch in C5aR−/− Empfängermäusen C5aR−/−
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Tabelle 4.6: C5aR−/− Empfängermäuse zeigen eine erhöhte Basalentzündung. Darge-
stellt ist die Asthmainduktion durch unstimulierte wt und C5aR−/− KMDZ nach dem Trans-
fer in wt oder C5aR−/− Empfängermäuse im Hinblick auf die gemessenen Asthmaparame-
ter. + + + starke Asthmainduktion, ++ mittlere Asthmainduktion, + schwache Asthmainduktion,
− keine Asthmainduktion.

wt Rezipient C5aR−/− Rezipient

Parameter wt C5aR−/− wt C5aR−/−

AHR − − + + + +

In�ltration gesamt − − + −

Eosinophile − − + −

Neutrophile − − − −

Lymphozyten − − − −

Mukusproduktion − − ++ +

Zytokine IL-4 − − + −

IL-5 − − ++ −

IL-10 − − + +

IL-13 − − − +

IL-17A − − ++ + + +

IFN-γ − − ++ ++

KMDZ nur einen stark verminderten asthmatischen Phänotyp induzieren. Interessanter-

weise entwickeln C5aR−/− Mäuse jedoch eine erhöhte basale Entzündung der Atemwege

nach dem Transfer unstimulierter KMDZ, die sich in einer verstärkten Mukusprodukti-

on, TH1-, TH2- und TH17-Antwort widerspiegelte. Dieser Tatsache ist es auch geschuldet,

dass die Zytokinspiegel nicht signi�kant im Vergleich zu Mäusen, die unstimulierte KMDZ

erhalten haben, erhöht waren. Dennoch war die Zytokinproduktion, die durch stimulierte

KMDZ hervorgerufen wurde, ähnlich stark wie in wt Empfängermäusen (s. Tab. 4.6).
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5 Diskussion

Das allergische Asthma bronchiale ist gekennzeichnet durch eine Obstruktion der Atem-

wege, die durch eine Kontraktion der Atemwegsmuskulatur, eine vermehrte Schleimpro-

duktion sowie die In�ltration von Entzündungszellen ausgelöst wird. An diesen Prozessen

ist eine Vielzahl von Immunzellen beteiligt. Hierzu gehören sowohl die Zellen des adap-

tiven Immunsystems wie B- und T-Lymphozyten aber auch des angeborenen Immunsys-

tems wie Mastzellen, Granulozyten, Makrophagen und DZ (s. Übersichtsartikel [196]). Dar-

überhinaus konnte eine Funktion der Epithelzellen nachgewiesen werden [241]. Während

B- und T-Lymphozyten die Asthmainduktion während der E�ektorphase fördern, spielen

DZ, Mastzellen und Epithelzellen bereits während der Sensibilisierungsphase eine Schlüs-

selrolle (s. Übersichtsartikel [196, 239, 240]). Unabhängig von der zellulären Komponente

konnte eine zentrale Rolle des Komplementsystems und insbesondere der Anaphylatoxine

und ihrer Rezeptoren an der Asthmainduktion nachgewiesen werden [225, 322, 323]. Ob-

wohl die Expression von ATR auf pulmonalen DZ bereits durch die eigene Arbeitsgruppe

nachgewiesen wurde, existieren bisher keine Studien, die einen direkten Ein�uss der ATR

auf die Asthmainduktion durch DZ untersucht haben [225].

In dieser Arbeit konnte ich die Verknüpfung zwischen der Funktion dendritischer Zel-

len und der Regulation dieser Prozesse durch das Komplementsystem herstellen. Zu diesem

Zweck habe ich adoptive Transfermodelle von KMDZ verwendet, welche durch in vitro Dif-

ferenzierung von wt und ATR−/− Knochenmarksvorläufern gewonnen wurden. Hierdurch

konnte ich zeigten, dass das Anaphylatoxin C5a über die Interaktion mit seinen beiden

Rezeptoren C5aR und C5L2 die KMDZ-Funktion sowohl in vitro als auch in vivo auf ver-

schiedenen Ebenen modi�ziert und dadurch die Asthmainduktion reguliert. Nachfolgend

werde ich zunächst auf die Funktion von C5L2 bei der Reifung von KMDZ sowie deren
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Ein�uss auf die Asthmainduktion eingehen. Anschlieÿend werde ich im zweiten Abschnitt

die Funktionen von C5aR bei der Allergenaufnahme durch KMDZ, der dadurch initiierten

Reifung der KMDZ sowie der Ein�uss der KMDZ auf die Induktion der T-Zellantwort und

des asthmatischenPhänotyps diskutieren.

5.1 Die Expression von C5L2 auf dendritischen Zellen

beein�usst die Asthmaentwicklung in vivo

Der erste Abschnitt dieser Arbeit widmete sich der Untersuchung der C5L2-vermittelten

Ein�üsse von C5a und C5adesArg auf die Asthmainduktion durch DZ.

5.1.1 C5L2-vermittelte Signale in KMDZ sind wichtig für die

Ausbildung des allergischen Phänotyps

Bisher ist die Funktion von C5L2 bei der Asthmainduktion nur unzureichend untersucht

worden und beschränkt sich auf die von Chen et al. beobachtete Verminderung der AHR

und zellulären Gesamtin�ltration [183]. Darüberhinaus konnten Vorarbeiten der eigenen

Arbeitsgruppe einen verminderten asthmatischen Phänotyp in C5L2−/− Mäusen zeigen

[316]. Diese Daten werden durch die Beobachtung unterstützt, dass C5aR−/− Mäuse einen

verstärkten asthmatischen Phänotyp entwickeln, von dem bisher unklar ist, ob er auf einen

wie bereits von Rittirsch et al. im Model der Sepsis beschriebenen direkten E�ekt der

C5aR-De�zienz oder einen indirekten E�ekt durch eine verstärkte C5L2-Aktivierung auf-

grund der fehlenden Bindung von C5a an C5aR zurückzuführen ist [225, 182]. Aufgrund

dieser Beobachtung ging ich zu Beginn dieser Arbeit von einem proallergischen E�ekt

durch die Expression von C5L2 auf DZ bei der Asthmainduktion aus. Eine etablierte Me-

thode zur Generierung von DZ ist, aufgrund der begrenzten Möglichkeiten pulmonale DZ

aufzureinigen, die Di�erenzierung von KM-Vorläufern mit GM-CSF (s. Übersichtsartikel

[9]). Diese wurde bereits vielfach erfolgreich genutzt um die Entwicklung einer pulmona-

len TH2- und TH17-Antwort nach dem adoptiven Transfer zu induzieren [244, 300, 304].

Die Verwendung C5L2-de�zienter KMDZ ermöglichte mir die di�erenzierte Analyse der
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C5L2-vermittelten Signalweiterleitung in DZ bei der Asthmainduktion. Die Auswertung

des asthmatischen Phänotyps nach dem Transfer von HDM-stimulierten wt und C5L2−/−

KMDZ ergab, dass dieser im Hinblick auf AHR, In�ltration durch neutrophile Granulozy-

ten, Mukusproduktion, TH2-Zytokinproduktion und TH17-Zytokinproduktion durch eine

C5L2-De�zienz der KMDZ unbeeinträchtigt war. Im Gegensatz dazu war die In�ltrati-

on durch eosinophile Granulozyten und Lymphoyzten vermindert sowie die Produktion

von TH1-Zytokinen stark erhöht. Diese Daten stehen in einem scheinbaren Widerspruch

zu den Daten von Chen et al. und Vorarbeiten der eigenen Arbeitsgruppe, die in OVA-

Immunisierungmodellen einen positiv-regulatorischen E�ekt von C5L2 auf die Entwicklung

der AHR, die zelluläre In�ltration, die allergenspezi�sche IgE-Antwort, die Mukusproduk-

tion und die TH2-Zytokinproduktion zeigten [183, 324]. Der direkte Vergleich meiner Daten

mit den Vorarbeiten der eigenen Arbeitsgruppe, bei denen für die Immunisierung ein für

das humane Asthma weitaus relevanteres Extrakt der Hausstaubmilbe als Allergen verwen-

det wurde, zeigt jedoch, dass die Wahl des Allergens den asthmatischen Phänotyp massiv

beein�usst. Sowohl die Immunisierung mit OVA in Kombination mit Aluminiumhydroxid

(Alum) als auch die Immunisierung mit HDM wurde durch C5L2 im Hinblick auf die

AHR, IgE-, Mukus- und TH2-Zytokinproduktion verstärkt. In Bezug auf die Regulation

der zellulären In�ltration unterschieden sich OVA und HDM jedoch. Während die Induk-

tion der zellulären In�ltration durch OVA C5L2-vermittelt verstärkt wurde, zeigte sich

in HDM-induziertem experimentellem Asthma eine verminderte In�ltration durch neutro-

phile Granulozyten. Darüberhinaus verminderte C5L2 die durch HDM induzierte IL-17A-

Produktion [324]. Dieser Unterschied ist möglicherweise auf die komplexe Asthmainduktion

durch HDM zurückzuführen, die sowohl eine TLR4-Signalweiterleitung in Epithelzellen als

auch in DZ umfasst (s. Übersichtsartikel [240]). Beide Mechanismen sind notwendig für die

Induktion eines asthmatischen Phänotyps. Die TLR4-Aktivierung auf DZ bewirkt einen

Wechsel von einem ruhenden in einen migratorischende Modus der DZ. Im Gegensatz dazu

bewirkt die TLR4-Aktivierung von Epithelzellen, dass diese Zytokine wie TSLP, IL-25 und

IFN-α ausschütten, welche die Reifung der DZ induzieren (s. Übersichtsartikel [239, 240]

oder [275]). Dies führt dazu dass sie ihre Dendriten in das Lumen ausstrecken und dort

Allergene aufnehmen [241]. Die Aktivierung von TLR4 kann in der Lunge in Abwesenheit
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von LPS direkt durch HDM erfolgen. Der hierbei zugrunde liegende Mechanismus beruht

auf einer strukturellen und funktionellen Homologie des HDM-Proteins Der p 2 mit dem

LPS-bindenen Faktor des TLR4-Komplexes MD-2, die zu einer LPS-unabhängigen TLR4-

Aktivierung führt [325]. Ein weiterer E�ekt von HDM-Proteinen besteht in der Regulation

des TH2-Homing. Dieser beruht auf der Der p 1-induzierten Expression der Chemokine

CCL17 und CCL22 durch DZ [326, 327]. Darüberhinaus wurde von Charbonnieret al. ge-

zeigt, dass Der p 1 direkt die Produktion von IL-10 inhibiert, das eine protektive Wirkung

im allergischen Asthma ausübt. Diese wird durch die Induktion von Treg-ähnlichen Zellen

(TR1) oder Konversion von DZ zu tolerogenen APZ vermittelt [328, 329, 330].

Der Vergleich mit den Daten des adoptiven Transfers von C5L2−/− KMDZ zeigt, dass

die Regulation des asthmatischen Phänotyps durch C5L2 nur zum Teil auf einen direkten

E�ekt von C5L2 auf KMDZ zurückzuführen ist. Die Entwicklung der AHR, der Mukuspro-

duktion und der TH2-Antwort ist C5L2-unabhängig. Im Gegensatz dazu war die Anzahl

neutrophiler Granulozyten und die IL-17A-Produktion nach wiederholtem Transfer von

C5L2 abhängig. Die verstärkte In�ltration durch neutrophile Granulozyten und die erhöh-

te Produktion von IL-17A nach dem Transfer von C5L2−/− KMDZ erklärt die verminderte

Anzahl eosinophiler Granulozyten [324]. So konnten Schnyder-Candrian et al. zeigen, dass

IL-17A einen negativen E�ekt auf die Rekrutierung von eosinophilen Granulozyten in die

Lunge ausübt [331]. Auch Lappegård et al. konnten einen positiv-regulatorischen E�ekt der

Komplementaktivierung auf die Sekretion von Eotaxin, dem Hauptchemotaxin von eosino-

philen Granulozyten, zeigen. Der zugrunde liegende Mechanismus ist jedoch noch unklar

[332]. Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die Expression von C5L2 auf KMDZ nur

einen schwachen regulatorischen Ein�uss auf die Asthmainduktion hat, der auf die Expres-

sion von TH17- und TH1-Zytokinen sowie die daraus resultierende verminderte Rekrutie-

rung von eosinophilen Granulozyten beschränkt ist. Im Gegensatz dazu ist die Entwicklung

der TH2-Antwort unabhängig von der C5L2-vermittelten Regulation von KMDZ. Diese im

Widerspruch zu dem stark ausgeprägten C5L2-vermittelten E�ekt nach Immunisierung mit

OVA oder HDM stehende Beobachtung kann durch mehrere mögliche Mechanismen erklärt

werden. Zum einen benutzen die Immunisierungsmodelle während der Allergensensbilisie-

rung Adjuvantien, die über die Stimulation von TLR die Immunantwort verstärken. Im
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Fall der OVA-Immunisierung handelt es sich hierbei um zugesetztes Alum, wohingegen bei

der HDM-Immunisierung, das im Milbenkot vorhandene LPS sowie Der p 2 durch Akti-

vierung von TLR4 die immunstimulatorische Wirkung auf TLR übernimmt. Aufgrund der

Beschreibung von Hawlisch et al., dass C5aR die Funktion von TLR4 durch Aktivierung des

Phosphatidylinositol-3-Kinase-Protein 3 Kinase (PI3K)/Akt-Signalwegs und extracellular

signal-regulated kinase (ERK)-Signalwegs negativ reguliert, sowie weiteren Publikationen,

welche die Interaktionen von ATR und TLR wie beispielsweise TLR2, TLR6 und TLR9 zei-

gen, stellt diese für die Asthmainduktion wichtige TLR4-Aktivierung aufgrund der hohen

Homologie von C5aR und C5L2 einen möglichen Ansatzpunkt für eine C5L2-vermittelte

Regulation der HDM-induzierten Asthmantwort dar [333, 334, 335, 336]. Der Ein�uss ei-

ner solchen möglichen Regulation muss jedoch in weiteren Experimenten überprüft werden.

Zum anderen haben viele Studien gezeigt, dass KMDZ und pulmonale DZ funktionell ver-

schieden sind (s. Übersichtartikel [9]). Dieser Punkt wird in Abschnitt 5.2.1 ausführlich

diskutiert.

5.1.2 Die C5L2-Expression auf KMDZ beein�usst ihren Reifestatus

unter steady-state und OVA-stimulierten Bedingungen

Damit KMDZ einen asthmatischen Phänotyp induzieren können, müssen sie zunächst eine

T-Zellantwort auslösen. Voraussetzung hierfür ist eine Reifung der DZ. Um einen mögli-

chen Ein�uss von C5L2 auf diese Reifung zu untersuchen wurde die Expression von MHC-II

und kostimulatorischen Molekülen nach der Stimulation mit HDM bestimmt. Diese Un-

tersuchung ergab eine unterschiedliche Expression kostimulatorischer Moleküle auf wt und

C5L2−/− KMDZ. Bereits unter steady-state-Bedingungen zeigten C5L2−/− KMDZ eine ver-

stärkte Expression von CD80 und eine signi�kant verstärkte Expression von CD86. Ebenso

war die Expression von MHC-II auf C5L2−/− KMDZ unter steady-state-Bedingungen so-

wie nach HDM-Stimulation stark erhöht. Dies deutet auf einen höheren Reifestatus der

KMDZ hin. Eine mögliche Erklärung hierfür ist die Aufnahme exogener Antigene während

der GM-CSF-Di�erenzierung wie beispielsweise FBS, das dem Medium zugesetzt wird. Dies

führt dazu, dass die DZ bereits vor der Stimulation mit HDM ausgereift sind und keine

weiteren Antigene mehr aufnehmen können. Infolgedessen sind sie nach dem adoptiven
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Transfer nur zu einer verminderten Asthmainduktion in der Lage. Dies unterstützt mei-

ne Beobachtung, dass Mäuse, die C5L2−/− KMDZ erhalten hatten, nur eine verminderte

In�ltration durch eosinophile Granulozyten aufwiesen. Es bedeutet aber auch, dass C5L2

den Aktivierungsstatus der KMDZ dämpft und somit einen Ein�uss auf die Di�erenzierung

der KMDZ ausübt. Eine solche Regulation wird in Abschnitt 5.2.3 auch für C5aR gezeigt.

Darüberhinaus wird der C5L2- oder C5aR-vermittelte Ein�uss auf den Reifestatus durch

die Beobachtung unterstützt, dass C5aR−/− Mäuse bei der Immunisierung mit HDM einen

stärkeren asthmatischen Phänotyp entwickeln [337]. Dieser deutet ebenfalls auf eine höhere

Antigensensitivtät der pulmonalen DZ hin.

5.1.3 Die C5L2-Expression auf KMDZ reguliert die Produktion

TH17-induzierender Zytokine

Infolge ihrer Reifung beein�ussen DZ die Di�erenzierung von TH-Lymphozyten maÿgeb-

lich durch die Produktion von Zytokinen. Deshalb wurde in einem nächsten Experiment

die Freisetzung von Zytokinen untersucht, die als Schlüsselzytokine für die TH1-, TH2-

und TH17-Di�erenzierung gelten. Die Untersuchung dieser Zytokine ergab, dass die Pro-

duktion TH2-induzierender Zytokine nach HDM-Stimulation von C5L2−/− KMDZ nicht

beeinträchtigt war, wohingegegen, wie bereits von Chen et al. für neutrophile Granu-

lozyten beschrieben, die Produktion von TH17-induzierenden Zytokinen stark betro�en

war [183]. Meine Daten zeigen, dass die Produktion von IL-6 durch C5L2 nicht reguliert

wird, wohingegen die Produktion von TGF-β, das in Kombination mit IL-6 die Di�e-

renzierung von TH17-Lymphozyten begünstigt, in C5L2−/− KMDZ stark vermindert ist

(s. Übersichtsartikel [338]). Im Gegensatz dazu war die Produktion von IL-23 , welches das

Überleben und die Freisetzung von IL-17A durch T-Lymphozyten begünstigt, in C5L2−/−

KMDZ stark erhöht (s. Übersichtsartikel [339, 340]). Diese Daten legen wie die Beobach-

tungen von Chen et al. eine inhomogene Regulation der TH17-Antwort durch C5L2 nahe.

Im Detail zeigte diese Studie, dass die durch LPS-induzierte Produktion von TNF-α und

IL-6 durch C5L2 in neutrophilen Granulozyten reguliert wird. Während TNF-α durch C5a

vermindert produziert wurde, erhöhte sich die Expression von IL-6. Beide E�ekte waren

unmittelbar von C5L2 abhängig und konnten in C5L2−/− neutrophilen Granulozyten nicht
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beobachtet werden. Diese Daten zeigen somit eine wichtige Rolle von C5L2 bei der Induk-

tion einer TH17-Antwort, lassen jedoch aufgrund der divergenten E�ekte von C5L2 auf

die TH17-induzierenden Zytokine keine Aussage über die daraus resultierende Ausrichtung

der TH17-Antwort zu. Im Rahmen der in Vorarbeiten der eigenen Arbeitsgruppe durch-

geführten repetitiven Transferversuche scheint jedoch die negative Regulation der IL-23-

Produktion dominierend zu sein. Die verstärkte IL-23-Produktion stellt eine schlüssige

Erklärung für die nach wiederholtem adoptiven Transfer von C5L2−/− KMDZ beobachtete

verstärkte IL-17A-Produktion dar [324]. Sie steht auÿerdem im Einklang mit der durch

C5L2 verminderten IL-12p40-Produktion, das zusammen mit IL-12p19 das heterodimere

IL-23 bildet.

Zusammengefaÿt ergab die in vitro Analyse von C5L2−/− KMDZ, dass C5L2 keinen

Ein�uss auf die HDM-induzierte Reifung der DZ hat, sehr wohl aber das Zytokinpro�l

dieser Zellen in Richtung einer TH1- und TH17-Induktion beein�usst. Dieser Befund deckt

sich mit den in vivo durch den adoptiven Transfer HDM-stimulierter KMDZ gemachten

Beobachtungen. Andererseits zeigen meine Daten auch, dass die Expression von C5L2 auf

KM-Zellen einen Ein�uss auf die Di�erenzierung von KMDZ hat und deren Expression

von MHC-II und kostimulatorischen Molekülen reguliert. Ein solcher E�ekt kann entweder

auf die Expression von C5L2 auf KM-Vorläuferzellen oder anderen Zellen wie neutrophi-

len Granulozyten im KM zurückgeführt werden. Darüberhinaus ist es möglich, dass es

sich nicht um einen β-Arrestin-vermittelten direkten E�ekt von C5L2 handelt, sondern

um einen indirekten E�ekt. Dies würde bedeuten, dass die ausbleibende Bindung von

C5a an C5L2 auf C5L2−/− KM-Zellen zu einer erhöhten Konzentration von löslichem C5a

führt, das an C5aR bindet. Somit würde der beobachtete Ein�uss auf die Di�erenzierung

durch C5aR vermittelt werden und C5L2 in diesem Fall wie von einigen Studien diskutiert

als decoy-Rezeptor, der die C5aR-vermittelte Signalweiterleitung unterdrückt, fungieren

[145, 179, 181]. Die Untersuchung der C5L2-Expression auf KM-Zellen während der GM-

CSF-Di�erenzierung und deren Ein�uss auf die KMDZ-Di�erenzierung wird Bestandteil

zukünftiger Versuche sein.
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5.2 C5aR spielt durch die Regulation von

Di�erenzierung und Funktion von dendritischen

Zellen und Suppressorzellen eine wichtige Rolle bei

der Asthmainduktion

Neben C5L2 kann C5a auch an C5aR binden. Dieser Rezeptor weist ein ähnliches Expressi-

onspro�l auf und konnte auch auf DZ nachgewiesen werden [171]. Interssanterweise haben

Versuche aus der eigenen Arbeitsgruppe gezeigt, dass C5a über C5aR eine duale Funktion

im experimentell-allergischen Asthma ausübt. Während der E�ektorphase verminderte die

gezielte Blockade des C5aR den asthmatischen Phänotyp, wohingegen die Blockade wäh-

rend der Sensibilisierung einen protektiven Ein�uss ausübte [222, 225, 235, 236]. Da DZ

insbesondere bei der Sensibilisierung eine tragende Rolle spielen und sie nachweislich C5aR

exprimieren, lag dieser Arbeit zu Beginn die Hypothese zugrunde, dass C5a den allergi-

schen Phänotyp bereits während der Allergenerkennung durch C5aR-vermittelte Signale in

DZ unterdrückt, indem es die DZ-Funktion dahingehend moduliert, dass eine verminderte

maladaptive TH2-Antwort entsteht [171].

5.2.1 C5aR-vermittelte Signale in KMDZ sind wichtig für die

Ausbildung des allergischen Phänotyps

Zur Untersuchung dieser Hypothese wurden OVA-stimulierte wt und C5aR−/− KMDZ

adoptiv in wt Empfängermäuse transferiert. Die Wahl von OVA als Allergen wurde auf-

grund der sich daraus ergebenden Möglichkeiten zur Untersuchung der Allergenaufnahme

und Aktivierung OVA-spezi�scher CD4+ T-Lymphozyten getro�en. Nach einer weiteren

i.t. Gabe von OVA zehn Tage nach dem adoptiven Transfer wurde der asthmatische Phä-

notyp bestimmt. Der Transfer OVA-stimulierter wt KMDZ führte zu einem Anstieg der

AHR, der Mukusproduktion, der TH1-, TH2- und TH-17-Zytokinproduktion und einer ge-

mischten In�ltration durch neutrophile und eosinophile Granulozyten. Im Gegensatz dazu

konnte ich nach dem Transfer von C5aR−/− KMDZ entgegen der Erwartungen eine schwä-

chere Ausprägung aller Asthmaparameter beobachten. Diese Reduktion ist direkt auf die
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reduzierte Sekretion von TH2-Zytokinen zurückzuführen. Die verminderte Sekretion von

IL-5 kann als Ursache für die verminderte Rekrutierung von eosinophilen Granulozyten

betrachtet werden [205]. Im Gegensatz dazu gelten IL-13 und IL-17A als Regulatoren der

AHR und Mukusproduktion, sodass ihre Reduktion als ursächlich für die beobachtete ver-

minderte AHR und Mukusproduktion anzusehen ist [201, 215, 341]. Auch die schwache

Reduktion der neutrophilen Granulozyten kann durch die verminderte Produktion des

Schlüsselzytokins IL-17A, das synergistisch mit TNF-α ihre Rekrutierung in die Atem-

wege reguliert, erklärt werden [342]. Der insgesamt verminderte asthmatische Phänotyp

legt drei Interpretationen nahe. Einerseits kann es bedeuten, dass bei der in vivo Asth-

mainduktion durch OVA-Immunisierung die C5aR-Expression auf anderen Zellen als den

DZ für den protektiven E�ekt von C5aR verantwortlich ist. Eine solche Expression konnte

bereits für Epithelzellen und glatte Muskelzellen nachgewiesen werden [343, 344]. Insbe-

sondere für Epithelzellen konnte darüberhinaus eine Funktion bei der Asthmainduktion

durch die Sekretion DZ-aktivierender Zytokine wie TSLP, GM-CSF, IL-1, IL-25 und IL-33

gezeigt werden (s. Übersichtsartikel [239, 240]). Andererseits kann der beobachtete Un-

terschied auch auf einem funktionellen Unterschied zwischen pulmonalen DZ und KMDZ

beruhen. Bei allergischem Asthma bronchiale sowie auch bei Asthmamodellen, welche die

i.t. Immunisierung mit Allergenen verwenden, nehmen pulmonale DZ die Allergene auf.

Diese pulmonalen DZ stellen keine homogene Population dar, sondern setzen sich vielmehr

aus Subpopulation von kDZ, pDZ und, im Verlauf der Entzündungsreaktion der Lunge,

in�ammatorischen DZ zusammen (s. Übersichtsartikel [239]). Im Gegensatz dazu beruht

die Asthmainduktion bei adoptiven Transfermodellen auf GM-CSF-di�erenzierten KMDZ,

welche am ehesten mit Tip DZ, die in vivo im Rahmen einer Entzündungsreaktion entste-

hen, verglichen werden können und nicht die Vielfalt der DZ in der Lunge widerspiegeln

(s. Übersichtsartikel [9]). Die dritte mögliche Erklärung stellt die durch den adoptiven

Transfer bedingte Verschiebung der Frequenz pulmonaler DZ-Subpopulationen dar. Der

E�ekt einer solchen Verschiebung auf die Asthmainduktion und deren Regulation durch

C5aR wurde bereits durch Zhang et al. beschrieben [225].
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5.2.2 Die C5aR-Expression in KMDZ ist wichtig für die Aufnahme

von Antigenen

Voraussetzung für die Induktion einer asthmatischen Immunreaktion ist die Aufnahme

und Prozessierung des Allergens durch die transferierten KMDZ. Der Vergleich der OVA-

Aufnahme durch wt und C5aR−/− KMDZ ergab, dass C5aR−/− KMDZ nur zu einer ver-

minderten OVA-Aufnahme in der Lage sind. Eine ebensolche Reduktion konnte ich bei der

Messung der OVA-Prozessierung beobachten. Die Untersuchung einer direkten Beteiligung

von C5aR an der Aufnahme durch die Blockade von C5aR mithilfe zweier unterschiedlicher

C5aR-Inhibitoren ergab, dass C5aR nicht direkt an der Aufnahme beteiligt ist, sondern viel-

mehr bereits vor der Inkubation mit OVA die Aufnahmekapazität der KMDZ beein�usst

[314, 315]. Auch die Stimulation von C5aR während der Di�erenzierung der KMDZ durch

C5a führte zu keinem weiteren Anstieg der Antigenaufnahme. Dies kann einerseits dar-

an liegen, dass wt KMDZ die maximale Aufnahmekapazität erreichen, sodass diese durch

C5a nicht weiter erhöht werden kann. Andererseits ist es möglich, dass die Regulation der

Aufnahme bereits auf Ebene der für die Di�erenzierung verwendeten hämatopoietischen

Stammzellen statt�ndet. Darüberhinaus kann auch ein entgegengesetzt wirkender E�ekt

der C5L2-Stimulation durch C5a während der Di�erenzierung nicht ausgeschlossen werden.

Die Aufnahme von OVA durch DZ erfolgt hauptsächlich über drei endozytotische We-

ge. Diese umfassen die Mikropinozytose löslicher Antigene mit der Extrazellular�üssigkeit,

sowie die MR- und SR-vermittelte Endzytose von rezeptorgebundenen Antigenen [47, 50].

Solche gebundenen Antigene werden in Clathrin-coated Vesikeln internalisiert. Im Falle

der MR-vermittelten Endozytose können diese stabile frühe Endosomen bilden aus denen

die Antigene in das Zytoplasma austreten, wo sie im Proteasom abgebaut werden. Von

dort werden sie durch den TAP-Transporter in das endoplasmatische Retikulum transpor-

tiert, von MHC-I gebunden und in Vesikeln an die Zellober�äche transportiert. Die Erken-

nung der MHC-I-präsentierten Peptide erfolgt durch zytotoxische CD8+ T-Lymphozyten

[43, 44, 45, 46]. Die Aufnahme durch MR-vermittelte Endozytose kann durch Mannan blo-

ckiert werden [345]. Allerdings muss einschränkend gesagt werden, dass die Blockade mit

dem Mannosepolymer Mannan nur ein Modell zweiter Wahl darstellt, da Mannan nicht

nur den MR blockiert, sondern auch andere zellgebundene Lektinrezeptoren wie dendritic
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cell-speci�c intercellular adhesion molecule-3-grabbing non-integrin (DC-SIGN) [346]. Au-

ÿerdem kann eine Aktivierung des Lektinwegs des Komplementsystems nicht ausgeschlos-

sen werden. Geeigneter wäre die Verwendung einer MR−/− Maus, die mir jedoch mit einer

kombinierten De�zienz für C5aR nicht zur Verfügung stand [146]. Im Gegensatz zu Antige-

nen, die durch MR-vermittelte Endozytose aufgenommen werden, werden durch Pinozyto-

se und SR-vermittelte Endozytose aufgenommene Antigene durch Fusion der endosomalen

Vesikel mit lysosomalen Vesikeln durch die Ansäuerung und Proteasen im Endo-Lysosom

abgebaut, durch MHC-II gebunden und in Vesikeln an die Zellober�äche transportiert.

Dort werden die MHC-II-präsentierten Peptide durch CD4+ TH-Lymphozyten erkannt

(s. Übersichtsartikel [34]). Die Aufnahme durch Mikropinozytose und SR-vermittelte En-

dozytose können durch DMA bzw. poly(I) inhibiert werden (s. Übersichtsartikel [34] oder

[347, 348]). Obwohl poly(I) klassischerweise als TLR3-Ligand betrachtet wird, ist die In-

hibition der SR-vermittelten Endozytose weder abhängig von dem Aktivierungsstatus der

DZ noch von TLR-induzierten Signalen [348].

Die Blockade aller drei Aufnahmewege in wt und C5aR−/− KMDZ ergab, dass keiner

der Aufnahmewege durch die C5aR-De�zienz verstärkt betro�en und somit für die insge-

samt verminderte Antigenaufnahme verantwortlich war. Allerdings steht die nur gering-

fügig verminderte Aufnahme von OVA nach Blockade der MR-vermittelten Endozytose

in Widerspruch zu den Beobachtungen von Burgdorf et al. und Autenrieth et al., dass die

überwiegende Menge an gelöstem OVA durch Bindung des MR endozytiert wird [345, 346].

Hierfür verwendeten die Autoren entweder MR−/− KMDZ oder wt KMDZ, deren MR durch

Mannan blockiert wurde. Für die in vitro OVA-Aufnahme dieser KMDZ war die Expres-

sion des MR auf DZ unabdingbar. Darüberhinaus untersuchten Burgdorf et al. in vivo

in Milz-DZ die Aufnahme von �uoreszenzmarkiertem OVA, das in wt oder MR−/− Mäu-

se injiziert wurde [346]. Hierbei konnten die Autoren interessanterweise eine Entkopplung

der Aufnahme von gelöstem OVA von der MR-Expression beobachten. Eine ebensolche

Entkopplung wurde in derselben Studie bei der Verwendung von zellgebundenem OVA be-

schrieben. Andererseits zeigten Sallusto et al., dass für die Aufnahme von OVA nicht nur

der MR, sondern auch die Pinozytose von Bedeutung ist [48]. Eine weitere Einschränkung

der unbedingten MR-Abhängigkeit stellt die Beobachtung von Autenrieth et al., dass der
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Mechanismus, der den Aufnahmeweg des OVA reguliert, stark von dem genetischen Hinter-

grund der jeweils verwendeten DZ abhängt, dar [345]. In dieser Studie konnten die Autoren

zeigen, dass DZ aus BALB/c- sowie C57BL/6-Mäusen im Vergleich zu C3H/HEN-Mäusen

eine bis zu 75 % reduzierte MR-vermittelte OVA-Endozytose aufwiesen. Diese Daten un-

terstützen meine Beobachtungen, dass MR-vermittelte Endozytose in BALB/c KMDZ nur

einer untergeordnete Rolle spielt. Darüberhinaus unterstützen die in vitro und in vivo Be-

obachtungen, dass KMDZ eine starke TH2-Antwort induzieren, einen dominanten E�ekt

der SR-vermittelten Endozytose und Pinozytose auf die OVA-Aufnahme, da diese die klas-

sische Präsentation des Antigens durch MHC-II induzieren. Im Gegensatz dazu dient die

MR-vermittelte Endozytose wie oben beschrieben der Induktion einer MHC-I-abhängigen

cross-presentation, die zur Aktivierung einer CD8+ T-Zellantwort führt. Eine Beteiligung

dieser Zellen an der Asthmapathogenese wurde bisher noch nicht beschriebent.

Darüberhinaus ergab die Analyse der OVA-Aufnahme durch C5aR−/− KMDZ, dass nicht

alle KMDZ vermindert Antigen aufnehmen. Stattdessen konnte in C5aR−/− KMDZ eine

Verschiebung des Gleichgewichts zwischen Zellen, die viel OVA aufnehmen und solchen, die

nur zu einer verminderten OVA-Aufnahme fähig sind, beobachtet werden. Die Überprüfung

des Ein�usses der OVA-Aufnahme auf die Asthmainduktion durch den adoptiven Transfer

von OVAhi oder OVAlo KMDZ zeigte in Übereinstimmung mit Publikationen von Yamane

et al. und Nakano et al., dass OVAlo KMDZ einen stärkeren Asthmaphänotyp als OVAhi

KMDZ induzieren [349, 251]. Dennoch zeigten diese Daten wie der in Abschnitt 5.2.2

beschriebene adoptive Transfer von C5aR−/− KMDZ, dass die Asthmainduktion von C5aR

abhängig ist, da weder C5aR−/− OVAlo noch OVAhi KMDZ einen asthmatischen Phänotyp

induzierten. Diese Daten legen zum einen nahe, dass die verminderte Antigenaufnahme

durch C5aR−/− KMDZ nicht verantwortlich für die verminderte Asthmainduktion dieser

Zellen ist. Zum anderen deuten sie auf eine Funktion von C5aR während der KMDZ-

Di�erenzierung hin, die zu einem funktionellen Unterschied der entstehenden KMDZ und

einer daraus resultierenden erhöhten Fähigkeit zur OVA-Aufnahme führt.
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5.2.3 Die C5aR-Expression auf KMDZ beein�usst ihren

Reifestatus unter steady-state und OVA-stimulierten

Bedingungen

Entscheidend für die Induktion von Immunantworten durch DZ ist deren Reifung, die in-

folge der Antigenaufnahme und der Stimulation von PRR eintritt. Ausgehend vom steady-

state Zustand der DZ führt die Reifung zu einer erhöhten Expression von MHC-II und

kostimulatorischen Molekülen. Die Untersuchung des Expressionspro�ls dieser Marker auf

der Ober�äche von wt und C5aR−/− KMDZ ergab vor Stimulation mit DQ-OVA, dass

sich wt und C5aR−/− KMDZ in ihrer Expression von MHC-II und CD40 unterscheiden.

Unter steady-state Bedingungen übte C5aR einen negativ-regulatorischen E�ekt auf die

Expression dieser Moleküle und somit den Reifestatus der KMDZ aus. Dieser Reifestatus

kann direkt mit der Kapazität zur Antigenaufnahme korreliert werden [48, 350]. In die-

sem Zusammenhang konnten Granucci et al. zeigen, dass DZ nach ihrer Reifung durch die

Expression von Macrophage receptor with collagenous structure (MARCO) die Fähigkeit

zur Antigenaufnahme herunterregulieren. Diese Daten stehen im Einklang mit der beob-

achteten verminderten Antigenaufnahme durch C5aR−/− KMDZ. Ebenfalls erwähnenswert

ist die verminderte Expression von CD11b, das als Bestandteil des Integrins αMβ2 an der

Migration von Leukozyten beteiligt ist [351]. Somit stellt eine verminderte Expression von

CD11b eine mögliche Ursache für eine schwächere Migration in den drainierenden Lymph-

knoten dar. Dies hätte in vivo zur Folge, dass eine schwächere T-Zellantwort induziert wird

und somit ein verminderter asthmatischer Phänotyp entsteht. Ein solcher Zusammenhang

wird in zukünftigen Experimenten zu untersuchen sein.

Die Untersuchung des Reifungspro�ls von wt und C5aR−/− KMDZ nach Stimulation mit

DQ-OVA ergab, dass C5aR−/− KMDZ zu einer normalen Reifung fähig sind. Im Vergleich

zu wt KMDZ zeigten sie sogar eine verstärkte Expression von MHC-II und CD86, dessen

Bedeutung bei der Asthmainduktion in vivo durch Keane-Myers et al. gezeigt werden konn-

te [352]. Diese Daten legen nahe, dass der durch C5aR−/− KMDZ induzierte verminderte

asthmatische Phänotyp nicht auf einen Defekt während ihrer Reifung zurückzuführen ist,

sondern auf einen anderweitigen Defekt der C5aR−/− KMDZ beispielsweise bei der Induk-
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tion einer T-Zellantwort, den diese nicht durch eine verstärkte Expression von MHC-II und

CD86 kompensieren können. Darüberhinaus ist es möglich, dass C5aR−/− KMDZ, wie be-

reits in Abschnitt 5.1.2 für C5L2 beschrieben, aufgrund einer erhöhten Antigensensitivität

während der Di�erenzierung Xenoantigene wie FBS aufnehmen und deshalb bereits vor

der OVA-Stimulation einen höheren Reifegrad aufweisen, der nach dem adoptiven Transfer

und der Restimulation mit OVA zu einem verminderten Asthmaphänotyp führt.

5.2.4 Die C5aR-Expression auf KMDZ ist notwendig für die

Induktion einer TH17-Immunantwort

Mit der Expression von Reifungsmarkern auf der Zellober�äche der DZ geht die Sekretion

von Zytokinen einher. Diese beein�ussen im Lymphknoten als drittes Signal neben der

MHC-II-Erkennung durch den TCR und der Kostimuation durch CD80 und CD86 die Dif-

ferenzierung der TH-Lymphozyten. Aufgrund der Tatsache, dass C5aR−/− KMDZ in vivo

neben der verminderten TH2-Immunantwort auch eine verminderte TH17-Immunantwort

induzierten, lag der Fokus auf der Untersuchung von Zytokinen, die diese begünstigen.

Die in vitro Stimulation von wt und C5aR−/− KMDZ mit DQ-OVA zeigte, dass C5aR-

vermittelte Signale entscheidend für die Sekretion der TH17-induzierenden Zytokine IL-1β,

IL-6 sowie des für die Expansion und das Überleben der TH17-Lymphoyzten wichtigen IL-

23 sind (s. Übersichtsartikel [358]). Für den Nachweis, dass die verminderte Produktion

von IL-23, IL-6 und IL-1β durch C5aR−/− KMDZ ursächlich für die Inhibition der TH17-

Immunantwort ist, wurden wt und C5aR−/− KMDZ in vitro in Gegenwart OVA-responsiver

CD4+ T-Lymphozyten mit OVA stimuliert. Dieser Kokulturversuch ergab, dass auch in

vitro die C5aR-Expression auf KMDZ einen positiven E�ekt auf die Induktion von TH17-

Lymphozyten hat. Diese Beobachtung erklärt die in vivo verminderte TH17-Immunantwort

nach dem Transfer DQ-OVA-stimulierter C5aR−/− KMDZ. Sie steht jedoch im Gegensatz

zu den Befunden von Lajoie et al., dass C5a die Expression von IL-23 nach Stimulation

mit HDM vermindert und die Expression von IL-6 und IL-1β durch C5aR nicht regu-

liert wird [215]. Eine Zusammenfassung dieser Beobachtungen ist der Tabelle 5.1 zu ent-

nehmen. Auch für Milz-DZ wurde von Weaver et al. gezeigt, dass C5a im Kontext einer

TLR2-Stimulation die Produktion von IL-23 supprimiert [322]. Im Gegensatz dazu zeigten
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Tabelle 5.1: E�ekt von C5a/C5aR auf die Entwicklung einer TH17-Anwort.

Studie Zelltyp Modell Stimulation TH17-ind.
Zytokine

TH17-
Antwort

Schmudde [353] KMDZ in vitro
Stimulation

OVA IL-1β ↑
IL-6 ↑
IL-23 ↑
TGF-β ↑

↑

Lajoie [215] Lungenzellen in vitro
Stimulation

HDM IL-1β →
IL-6 →
IL-23 ↓

↓

Weaver [322] Milz-DZ in vitro
Stimulation

OVA +
Pam3CSK4

IL-6 ↓
IL-23 ↓
TGF-β ↓

↓

Strainic [323] KMDZ in vitro
Stimulation

OVA IL-1β ↑
IL-23 ↑

↑

Liu [354] DZ Autoimmun-
enzephalo-
myelitis

MOG IL-23 ↑
TGF-β ↑

↑

Fang [355] Makrophagen Autoimmun-
enzephalo-
myelitis

MOG +
komplettes
Freund-
Adjuvans

IL-6 ↑
IL-23 ↓

↑

Hashimoto [356] Makrophagen Autoimmun-
arthritis

Mannan IL-6 ↑
IL-23 ↑

↑

Liu [357] Monozyten in vitro
Stimulation,
Makuladege-
neration

C5a IL-1β ↑
IL-6 ↑

↑

Strainic et al. in Übereinstimmung mit meinen Befunden, dass die pharmakologische Inhi-

bition von C3aR und C5aR die Sekretion von IL-23 verminderte [323]. Diese Daten werden

zudem durch die Beobachtung von Liu et al. bestätigt, dass die Expression von C5aR

und C3aR auf DZ im Rahmen einer experimentellen myelin oligodendrocyte glycoprotein

(35-55)(MOG)-induzierten Autoimmunenzephalomyelitis wichtig für die Produktion von

IL-23 ist [354]. Ferner haben weitere Studien in vitro sowie unter Verwendung von Mo-

dellen für die Makuladegeneration, Autoimmunarthritis und Autoimmunenzephalomyelitis
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einen positiv-regulatorischen Ein�uss von C5aR auf die IL-6-Produktion in Makrophagen

gezeigt [355, 356, 357].

Es liegen somit zahlreiche Studien vor, die eine Regulation der TH17-Antwort durch C5a

oder C5aR zeigen. Allerdings ensteht dabei kein klares Bild, ob diese Regulation die TH17-

Anwort positiv oder negativ beein�usst. Stattdessen zeigen die Studien, dass die Regulation

der TH17-Anwort sowohl von der Wahl des Allergens als auch dem untersuchten Zelltyp

abhängig ist. Während C5a/C5aR nach Stimulation von TLR in Kombination mit HDM

oder OVA in DZ einen negativ-regulatorischen Ein�uss auf die TH17-Antwort hat (Lajoie

et al. und Weaver et al.), zeigt die Stimulation von DZ mit OVA ohne Zusatz eines TLR-

Liganden eine positiv-regulatorische Wirkung von C5a/C5aR (meine Daten und Strainic et

al.). In Makrophagen ist die C5a/C5aR-vermittelte positive Regulation der TH17-Antwort

zum Teil unabhängig von einer TLR-Aktivierung.

Im Gegensatz zu den beschriebenen E�ekten auf die TH17-Antwort war die Di�erenzie-

rung von TH1- und TH2-Lymphozyten unabhängig von der C5aR-Expression auf KMDZ,

sodass dieser in vitro Versuch keine Erklärung für die in vivo beobachtete Reduktion der

TH2-Antwort nach dem Transfer C5aR−/− KMDZ liefert. Auch eine verminderte Prolife-

ration von CD4+ T-Lymphozyten, die ebenfalls für eine abgeschwächte Immunantwort in

vivo verantwortlich sein könnte, konnte ich nicht feststellen.

5.2.5 C5aR-vermittelte Signale in KMDZ sind wichtig für das

Überleben von CD4+ T-E�ektorzellen

Neben der Proliferation von CD4+ T-Lymphozyten und der Di�erenzierung in TH1-, TH2-

und TH17-Lymphozyten beein�uÿt die Dauer einer TH-Immunantwort die Ausprägung ei-

ner Immunreaktion. CD4+ E�ektorlymphozyten sterben in der sogenannten Kontraktions-

phase durch Apoptose. Auslöser für die Kontraktionsphase ist die abnehmende Konzentrati-

on von Zytokinen und Überlebensfaktoren wie IL-2 (passive Apoptose) sowie die zunehmen-

de Konzentration proapoptotischer Zytokine wie TNF-α (aktive Apoptose)

(s. Übersichtsartikel [359]). Die Kokultur von wt oder C5aR−/− KMDZ mit OVA-spezi�-

schen CD4+ T-Lymphozyten ergab, dass wt KMDZ ein langes Überleben der CD4+ E�ek-

torlymphozyten sicherten. Dieser E�ekt war insbesondere nach sieben Tagen Kokultur zu
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beobachten, wohingegen nach vier Tagen beide Kokulturen nur eine geringe Apoptoserate

aufwiesen und nach zehn Tagen Kokultur die meisten CD4+ T-Lymphozyten unabhän-

gig von der Expression von C5aR apoptotisch waren. Diese Apoptose wurde durch die

verstärkte Expression proapoptotischer Moleküle wie BimL und BimEL und eine vermin-

derte Expression des antiapoptotischen Moleküls Bcl-2 ausgelöst. Darüberhinaus wiesen

Kokulturen mit C5aR−/− KMDZ nach sieben Tagen eine verminderte IL-2-Produktion auf.

Ob diese Reduktion eine Begleiterscheinung der verstärkten Apoptose IL-2-produzierender

CD4+ T-Lymphozyten ist oder ob die verstärkte Apoptose durch den Mangel an IL-2 (pas-

sive Apoptose) hervorgerufen wird, kann zum jetzigen Zeitpunkt nicht beantwortet werden.

Nicht nur in vitro regulierte C5aR in Kokulturen mit KMDZ und CD4+ T-Lymphozyten

die Kontraktionsphase. Auch der kombinierte Transfer von wt oder C5aR−/− KMDZ und

CD4+ OVA-responsiven T-Lymphozyten zeigte einen C5aR-vermittelten E�ekt auf die

T-Zellfrequenz. Um diese zu bestimmen wurden zunächst OVA-spezi�sche CD4+ T-Lym-

phozyten aufgereinigt, mit CFSE markiert und i.v. in wt Mäuse injiziert. Nach 24 Stun-

den wurden OVA-stimulierte KMDZ i.t. in dieselben Mäuse transferiert. Die Proliferation

der T-Lymphozyten wurde nach fünf bzw. neun Tagen in den Lymphknoten durch Mes-

sung der CFSE-Verdünnung bestimmt. Darüberhinaus wurde sowohl im Lymphknoten als

auch in der Lunge die Frequenz OVA-spezi�scher T-Lymphozyten bestimmt. Der beob-

achtete C5aR-vermittelte E�ekt auf die T-Zellfrequenz war neun Tage nach dem Transfer

der KMDZ am stärksten ausgeprägt. Zu diesem Zeitpunkt war in den Lymphknoten eine

durch C5aR begünstigte Proliferation der T-Lymphozyten und in der Lunge eine höhere

Frequenz CD4+ T-Lymphozyten zu beobachten. Ob dies auf eine höhere Proliferationsra-

te, eine verstärkte Migration aus den Lymphknoten in die Lunge oder eine verminderte

Apoptose zurückzuführen ist, kann aufgrund des Versuchsaufbaus zum jetzigen Zeitpunkt

nicht geklärt werden. Die Beobachtung, dass die Anzahl CD4+ T-Lymphozyten fünf Tage

nach dem adoptiven Transfer von wt oder C5aR−/− KMDZ unabhängig von der C5aR-

Expression war, legt jedoch nahe, dass die erhöhte Frequenz der CD4+ T-Lymphozyten

auf eine verminderte Apoptose zurückzuführen ist.

Diese Daten stellen eine mögliche Erklärung für den durch C5aR−/− KMDZ indu-

zierten verminderten Phänotyp dar. Sie legen nahe, dass die schnellere Kontraktion der
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maladaptiven TH2-Anwort nach der Primärimmunisierung mit C5aR−/− KMDZ direkt

den asthmatischen Phänotyp vermindert. Darüberhinaus besteht die Möglichkeit, dass

die durch C5aR−/− KMDZ beschleunigte Kontraktionsphase den asthmatischen Phäno-

typ indirekt vermindert, indem sie zu einer schwächeren Ausbildung des immunologischen

Gedächtnisses gegenüber dem Allergen führt. Die Enstehung eines immunologischen Ge-

dächtnisses wird durch Gedächtniszellen gewährleistet, die im Gegensatz zu E�ektorlym-

phozyten nach Beendigung der Antigenstimulation überleben. Hierbei wird ein positiv-

regulatorischer E�ekt von IL-2 sowie die Regulation durch die Antigenkonzentration dis-

kutiert (s. Übersichtsartikel [359]). Ferner konnte von Garcia et al. gezeigt werden, dass

Gedächtniszellen eine Erhöhung des Quotienten zwischen antiapoptotischen und proapop-

tischen Molekülen aufweisen [360]. Eine solche Verschiebung konnte ich in Kokulturen von

CD4+ T-Lymphozyten und wt KMDZ im Vergleich zu C5aR−/− KMDZ beobachten. Ob

die Ausbildung eines immunologischen Gedächtnisses in vivo die Ausprägung des asthma-

tischen Phänotyps infolge der Allergen-Restimulation reguliert, wird in Anschlussexperi-

menten an diese Doktorarbeit zu untersuchen sein.

Neben meinen Daten existieren bereits Studien, die einen Ein�uss der C5aR-Expression

auf die Apoptose von CD4+ T-Lymphozyten zeigen. Im Gegensatz zu meinen Daten kon-

zentrierten sich diese Studien auf den Ein�uss der C5aR-Expression auf CD4+ T-Lympho-

zyten. In diesem Zusammenhang beschreiben Strainic et al., dass CD4+ T-Lymphozyten

konstitutiv C3a und C5a produzieren, die autokrin durch die Bindung an ihre Rezepto-

ren die Apoptose der T-Lymphozyten verhindern [323, 361]. Diese Inhibition beruht auf

einer verminderten Expression von Bcl-2 und der im Gegenzug verstärkten Expression der

proapoptotischen Proteine Caspase 3 und Fas in C5aR−/− T-Lymphozyten. Neben die-

sen in der Maus beobachteten E�ekten, konnte auch in humanen CD4+ T-Lymphozyten,

die aus dem Serum an Makuladegeneration erkrankter Patienten isoliert wurden, ein an-

tiapoptotischer Ein�uss von C5aR nachgewiesen werden [357]. Ein wichtiger Unterschied

in der antiapoptotischen Wirkung von C5aR in Abhängigkeit von der Expression auf DZ

oder CD4+ T-Lymphozyten scheint der Zeitpunkt dieses Ein�usses zu sein. Während die

Expression von C5aR auf CD4+ T-Lymphozyten die Apoptose bereits unter steady-state

Bedingungen und während der T-Zellexpansion inhibiert, legt meine Arbeit nahe, dass
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der antiapoptotische Ein�uss von C5aR auf DZ oder zumindest KMDZ erst während der

Kontraktionsphase der T-Zellantwort zum Tragen kommt [323, 362].

5.2.6 C5aR supprimiert die Generierung von Suppressorzellen

während der Di�erenzierung von KM-Zellen mit GM-CSF

Ein möglicher Mechanismus, welcher der Regulation der Apoptose durch C5aR zugrunde

liegen kann, ist die durch C5aR regulierte Di�erenzierung von DZ-Vorläufern oder Sup-

pressorzellen. Während eine durch C5aR veränderte Frequenz von Vorläuferzellen nicht

beobachtet werden konnte, fand ich in C5aR−/− KMDZ-Kulturen eine um 150 % erhöhte

Frequenz von SZ, die zur Gruppe der myeloid-derived suppressor cells gehören. Diese lassen

sich basierend auf ihrer Expression von Ober�ächenmarkern und Enzymen in granulozytäre

und monozytäre SZ unterteilen, die sich in ihren Suppressionsmechanismen unterscheiden.

Während granulozytäre SZ die Entstehung einer T-Zellantwort über die Generierung re-

aktiver Sauersto�spezies Zell-Zell-Kontakt-abhängig regulieren, supprimieren monozytäre

SZ die T-Zellantwort Antigen-unabhängig durch die Expression von NOS2 und Arginase 1

[320, 321]. Die Entstehung von monozytären KMDZ konnte ich wie bereits Dolcetti et al. in

den GM-CSF-di�erenzierten KM-Kulturen beobachten [73]. Darüberhinaus zeigen meine

Daten, dass ihre Entstehung weder von der C5aR-Expression auf neutrophilen Granulozy-

ten noch von der C5aR-vermittelten Synthese von Zytokinen abhängt, sodass davon ausge-

gangen werden muss, dass ihre Di�erenzierung nicht in trans durch andere Zellen reguliert

wird, sondern allein von der C5aR-Expression auf Knochenmarksvorläuferzellen abhängt.

Die E�ektorfunktion der SZ besteht in der Inhibition von T-Zellantworten durch Attrakti-

on von Treg-Lymphozyten, Inhibition der T-Zellproliferation, Induktion der T-Zellapoptose

oder Inaktivierung reifer T-Lymphozyten. Hierfür exprimieren sie die Enzyme NOS2 und

Arginase 1, die den Abbau der essentiellen Aminosäure L-Arginin zu NO bzw. L-Ornithin

und Harnsto� katalysieren. Wie bereits von Sinha et al. gezeigt werden konnte, führte die

Stimulation mit IL-4, wie sie im TH2-Umfeld der asthmatischen Lunge beobachtet werden

kann, zu einer STAT-6-abhängigen Verschiebung des L-Argininsto�wechsels zugunsten der

Spaltung durch Arginase 1 [363, 364]. Eine solche Verschiebung wurde bereits in Zusammen-

hang mit der Expansion von Treg-Lymphozyten beschrieben [84]. Zusammen mit Daten von
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Arora et al., die zeigen, dass die Aktivierung von TLR4 in vitro wie auch in vivo in der Lun-

ge die Entstehung von SZ begünstigt, legen diese Daten nahe, dass monozytäre SZ in der

Lunge in Abhängigkeit von dem lokalen Zytokinmilieu die Entstehung des asthmatischen

Phänotyps durch die Expression von Arginase 1 regulieren können und deuten somit auf

eine weitere Rolle der SZ in der Asthmaentwicklung hin [365, 80]. Diese Interpretation steht

in Übereinstimmung mit der Beobachtung von Deshane et al., dass in der Lunge nach der

Induktion von experimentell-allergischem Asthma unterschiedliche Subpopulationen von

SZ akkumulieren [86]. Allerdings beschrieben die Autoren dieser Studie im Rahmen eines

neuen Konzepts von myeloid-derived regulatory cells nicht nur die Di�erenzierung der oben

genannten monozytären und granulozytären SZ, sondern auch von makrophagen-ähnlichen

SZ, welche eine proallergische Wirkung auf die T-Zellantwort ausübten. Diese wurde durch

die NADPH-Oxidase-abhängige verstärkte Proliferation naiver CD4+ T-Lymphoyzten in

Kokulturen mit makrophagen-ähnlichen SZ charakterisiert. Ebenfalls Objekt dieser Studie

war die Untersuchung der dualen Funktion von NO, das zum einen als Bronchodilatator den

asthmatischen Phänotyp mildert, zum anderen jedoch in der Expirationsluft asthmatischer

Patienten erhöht ist und als proin�ammatorisch beschrieben wurde [366, 367, 368]. Auf-

grund der Tatsache, dass monozytäre SZ durch NOS2 NO bilden, stellt dies eine schlüssige

Erklärung für die pro- und antiin�ammatorische Wirkung der SZ dar. Unterstützt wird die

Beobachtung der SZ-Rekrutierung in die asthmatischen Lunge durch einige Publikationen,

die Prostaglandin E und MMP-9 als Chemotaxine von SZ und Regulatoren der Suppressor-

aktivität beschreiben [225, 369, 370]. Beide Faktoren werden in der asthmatischen Lunge

durch Mastzellen oder Makrophagen freigesetzt (s. Übersichtsartikel [196]).

Neben der Funktion von SZ in der asthmatische Lunge wurde auch ein Zusammenhang

zwischen der Rekrutierung von SZ und der Expression von C5aR bereits beschrieben. In

einem Tumormodell beobachteten Markiewski et al., dass C5a sowohl die Rekrutierung

granulozytärer SZ in Tumoren als auch die Aktivierung monozytärere SZ begünstigt [81].

Auch wenn C5a in diesem Modell durch Supprimierung der gegen den Tumor gerichteten

CD8+ T-Zellantwort eine pathogene Wirkung hatte, unterstützen diese Daten die Beob-

achtungen meiner Arbeit, dass C5aR wie nachfolgend beschrieben einen direkten Ein�uss

auf die E�ektorfunktionen von SZ hat.
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Um den Ein�uss der C5aR-Expression auf die Funktion der SZ direkt zu untersuchen

habe ich wt KMDZ mit SZ supplementiert, gemeinsam mit DQ-OVA stimuliert und in wt

Mäuse adoptiv transferiert. Zunächst wurden hierfür wt SZ verwendet. Diese Supplemen-

tierung mit wt SZ reduzierte den asthmatischen Phänotyp in allen gemessenen Parame-

tern (Lungenfunktion, zelluläre In�ltration, TH2- und TH17-Zytokinproduktion) auÿer der

Mukusproduktion. Diese Daten werden durch die Beobachtung von Dolcetti et al. unter-

stützt, dass monozytäre SZ nach dem adoptiven Transfer in tumorin�zierte Mäuse eine

T-Zellantwort von CD8+ T-Lymphozyten, die gegen den Tumor gerichtet sind, unter-

drücken [73]. Im Gegensatz dazu waren C5aR−/− SZ nur in der Lage die zelluläre In-

�ltration durch eosinophile und neutrophile Granulozyten, sowie die Sekretion der meisten

TH2-Zytokine zu vermindern, nicht jedoch die Expression von IL-13. Dies kann als ur-

sächlich für die ebenfalls nicht verminderte AHR und die unverminderte Mukusproduktion

betrachtet werden, da IL-13 sowohl für die Induktion der AHR als auch die Mukusproduk-

tion als Schlüsselzytokin betrachtet wird [371].

Die Verbesserung der Lungenfunktion ohne Verminderung der Mukusproduktion, die ich

nach dem Transfer der wt SZ beobachtet habe, kann durch zwei mögliche Mechanismen er-

klärt werden. Zum einen ist es möglich, dass die verminderte IL-13-Produktion immer noch

einen Schwellenwert erreicht, der für die Becherzellhyperplasie ausreichend ist, sodass der

Anstieg des pulmonalen Widerstandes ausbleibt, nicht jedoch die Mukusproduktion. Die

nur sehr schwache Reduktion der IL-13-Produktion durch C5aR−/− SZ hingegen führt da-

zu, dass sowohl der IL-13-Schwellenwert für einen Anstieg des pulmonalen Widerstandes als

auch die Becherzellhyperplasie überschritten wird. Zum anderen besteht die Möglichkeit,

dass die AHR nicht ausschlieÿlich von der Sekretion von IL-13 sondern auch von IL-17A

abhängig ist. Ein solcher Zusammenhang wurde kürzlich von Lajoie et al. und Kücüksezer

et al. beschrieben [215, 372]. Für diese Hypothese spricht, dass nach dem Transfer der wt

SZ nicht nur eine Reduktion der IL-13-Produktion, sondern auch von IL-17A zu beob-

achten war. Im Gegensatz dazu war die Produktion von IL-17A durch C5aR−/− SZ nicht

vermindert. Diese Beobachtungen legen nahe, dass sowohl nach dem Transfer von wt als

C5aR−/− SZ die notwendige IL-13-Konzentration für die Induktion von Becherzellhyperpla-

sie und möglicherweise AHR erreicht wird, diese jedoch in Kombination mit einer ebenfalls

153



KAPITEL 5. DISKUSSION

verminderten IL-17A-Antwort zu keiner Induktion der AHR mehr führt.

Trotz der ausbleibenden Reduktion der IL-17A-Sekretion nach dem Transfer von C5aR−/−

SZ war die In�ltration durch neutrophile Granulozyten stark reduziert. Dies erscheint über-

raschend, da IL-17A als chemotaktischer Faktor für neutrophile Granulozyten beschrieben

wurde [342]. Eine mögliche Erklärung für diese Beobachtungen besteht darin, dass selbst

hohe IL-17A-Spiegel nicht ausreichend für eine Rekrutierung von neutrophilen Granulozy-

ten sind, wenn eine niedrige IL-5-Sekretion die In�ltration durch eosinophile Granulozyten

verhindert. Diese Daten stehen in Übereinstimmung mit den Beobachtungen von Da�ern

et al., dass eosinophile Granulozyten die Polarisierung und Rekrutierung neutrophiler Gra-

nulozyten unterstützen [149]. Diese Studie zeigte darüberhinaus, dass die Rekrutierung

eosinophiler Granulozyten von deren C3aR-Expression abhängt. Im Gegensatz dazu wirk-

te C3a nicht direkt chemotaktisch auf neutrophile Granulozyten, sondern lediglich indirekt

über die verstärkte IL-5-Produktion durch eosinophile Granulozyten, welches ein Chemota-

xin für neutrophile Granulozyten darstellt. Sowohl die von mir nach dem adoptiven Transfer

von C5aR−/− SZ beobachtete IL-5-Produktion als auch die verminderte Einwanderung eo-

sinophiler Granulozyten stellen somit eine Erklärung für die verminderte Einwanderung

neutrophiler Granulozyten trotz hoher IL-17A-Konzentrationen dar.

Ein weiterer funktioneller Unterschied zwischen wt und C5aR−/− SZ bestand in der

Inhibition der Sekretion von INF-γ durch wt SZ. Diese Beobachtung stellt einen mögli-

chen Regulationsmechanismus der Suppressorfunktion dar. Bronte et al. beschrieben, dass

die Stimulation von SZ mit IL-4 oder IL-13 die Arginase 1-abhängige Inhibition begüns-

tigt, während die Stimulation mit IFN-γ den Abbau von L-Arginin durch NOS2 fördert

(s. Übersichtsartikel [373]). In der asthmatischen Lunge herrscht ein durch TH2-Zytokine

dominiertes Milieu, sodass die Suppressoraktivität haupsächlich, wie oben in vitro nach-

gewiesen, auf der Expression von Arginase 1 beruht. Die inhibierte Produktion von IFN-γ

trägt somit zu einer weiteren Verstärkung der Suppressoraktivität durch Arginase 1 bei.

Diese Daten liefern einen weiteren Erklärungsansatz warum C5aR−/− KMDZ nur zu

einer verminderten Asthmainduktion in der Lage sind. Hierbei muss jedoch betont werden,

dass die Inihbition nicht nur auf einer erhöhten Frequenz der SZ in C5aR−/− KM-Kulturen

beruht, sondern auch auf einer funktionellen Regulation der Suppressoraktivität durch die
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Interaktion von C5a mit seinem Rezeptor C5aR.

5.2.7 Die pulmonale Expression von C5aR vermindert die

Asthmasuszeptibilität

Die bisherigen Beobachtungen liefern hinreichende Erklärungen warum der adoptive Trans-

fer von C5aR−/− KMDZ nur einen verminderten asthmatischen Phänotyp induziert. Sie

stellen jedoch keine Erklärung für den o�ensichtlichen Gegensatz dieser Daten zu den vorher

gemachten Beobachtungen, dass C5aR−/− Mäuse nach der Immunisierung mit OVA oder

HDM einen verstärkten asthmatischen Phänotyp entwickeln, dar [222, 225]. Der Haupt-

unterschied zwischen dieser Studie und den Vorangegangenen ist das Expressionsmuster

von C5aR. Während in den Versuchen meiner Promotionsarbeit die C5aR-De�zienz auf

die adoptiv transferierten KMDZ beschränkt war, waren die frühere Studien der eigenen

Arbeitsgruppe so konzipiert, dass alle beteiligten Zellen eine C5aR-De�zienz aufwiesen

[222, 225]. Um den adoptiven Transfer der KMDZ in den Zusammenhang einer globalen

C5aR-De�zienz zu stellen habe ich die Transferexperimente mit wt und C5aR−/− KMDZ

in C5aR−/− Mäuse durchgeführt.

Diese Experimente bestätigten weitgehend die oben beschriebenen Beobachtungen, dass

C5aR−/− KMDZ nach DQ-OVA-Stimulation im Vergleich zu wt KMDZ nur zu einer ver-

minderten Asthmainduktion in der Lage sind. Abweichungen im Vergleich zu adoptiven

Transfers in wt Mäuse bestanden in Bezug auf die Induktion von IL-13, IL-17A sowie

AHR und Mukusproduktion. Während diese nach dem adoptiven Transfer in wt Rezi-

pienten nur moderat induziert wurden, zeigten C5aR−/− Empfängermäuse eine deutlich

höhere Produktion der Zytokine und in Übereinstimmung mit den Beobachtungen der ei-

genen Arbeitsgruppe, Lajoie et al., Kuperman et al. und Chen et al. eine stärkere AHR

und Mukusproduktion [201, 215, 222, 341]. Interessanterweise wurde ebenfalls bereits von

Lajoie et al. der Zusammenhang zwischen IL-17A-Produktion und der allergeninduzierten

Produktion des Anaphylatoxins C5a gezeigt [215]. Dieses kann in der Lunge nicht nur im

Rahmen der Komplementkaskade gebildet werden, sondern auch durch die direkte Spal-

tung von C5 durch allergen-stämmige Proteasen wie Der p 1, welches das Hauptallergen

des Hausstaubmilbenkots darstellt [374]. Durch die Bildung von C5a wird die Produktion
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von IL-23 negativ reguliert, was wiederum zu einer verminderten Produktion von IL-17A

führt [215]. Im Kontext der oben beschriebenen verminderten Produktion von IL-23 und

IL-6 durch C5aR−/− KMDZ lassen diese Daten zwei Interpretationen zu. Einerseits ist

es möglich, dass die Produktion von IL-17A durch C5aR−/− CD4+ T-Lymphozyten in

einer C5aR−/− Maus stärker ist als in einer wt Maus. Dies würde eine direkte Regulati-

on der IL-17A-Expression durch die Aktivierung von C5aR auf T-Lymphozyten, wie sie

von Strainic et al. beschrieben wurde, bedeuten [323]. Andererseits ist es möglich, dass

die Applikation von OVA im Rahmen der Provokation zu einer Stimulation von DZ des

Rezipienten führt. Diese wiederum produzieren IL-17A-induzierende Zytokine, welche die

TH17-Di�erenzierung einleiten. Diese Erklärung würde jedoch auch bedeuten, dass die

kDZ, die im Rahmen der Provokation aktiviert werden, entscheidend an der Ausprägung

des asthmatischen Phänotyps beteiligt sind. Somit würde C5a die E�ektorfunktion dieser

pulmonalen kDZ regulieren. Allerdings würde dies auch bedeuten, dass sich pulmonale kDZ

und KMDZ in ihrer Fähigkeit TH17-Antworten zu induzieren stark unterscheiden.

Weitaus interessanter als die beschriebenen Unterschiede nach dem Transfer OVA-stimu-

lierter C5aR−/− KMDZ ist die Beobachtung, dass unstimulierte wt und C5aR−/− KMDZ

nach dem Transfer in C5aR−/− Rezipienten eine stärkere Asthmaantwort hervorrufen als

nach dem Transfer in wt Mäuse. Diese umfasste alle getesteten TH1-, TH2-, und TH17-

Zytokine. Ebenfalls verstärkt war der Anstieg des pulmonalen Widerstandes, die Mukus-

produktion und die zelluläre In�ltration, wobei dies als direkte E�ekte der erhöhten Zyto-

kinproduktion betrachtet werden kann. Die Bedeutung dieser Beobachtung besteht darin,

dass sie eine Verbindung zwischen der verminderten Asthmaantwort nach dem Transfer

DQ-OVA-stimulierter C5aR−/− KMDZ und dem verstärkten asthmatischen Phänotyps

nach der Immunisierung C5aR−/− Mäuse darstellt [222, 225]. O�ensichtlich sind C5aR−/−

KMDZ nur zu einer verminderten Asthmainduktion in der Lage. Wird der adoptive Trans-

fer jedoch in C5aR−/− Mäuse durchgeführt, zeigen diese Mäuse eine erhöhte Basalentzün-

dung der Atemwege. Unabhängig davon, ob diese auf C5aR-vermittelte E�ekte während

der Stimulation durch den adoptiven Transfer und somit der Sensibilisierungsphase oder

während der OVA-Stimulation im Rahmen der Provokation, welche der E�ektorphase ent-

spricht, zurückzuführen ist, belegen diese Daten eine protektive Wirkung von C5a unter
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steady-state-Bedingungen. Diese Regulation kann auf die Expression von C5aR auf anderen

an der Asthmainduktion beteiligte Zellen wie beispielsweise CD4+ T-Lymphozyten, regu-

latorische T-Lymphozyten, B-Lymphoyzten, Granulozyten, Epithelzellen, Mastzellen oder

glatten Muskelzellen zurückgeführt werden [165, 166, 167, 171, 375, 376, 344]. Ein Ein-

�uss der pulmonalen DZ der Rezipienten während der Provokation kann jedoch zu diesem

Zeitpunkt nicht ausgeschlossen werden.

5.2.8 Zusammenfassung und Ausblick

Zusammenfassend konnte ich in dieser Arbeit zeigen, dass die Funktion von C5L2 auf

KMDZ einen geringeren Ein�uss auf die Induktion des asthmatischen Phänotyps ausübt

als die des C5aR. Dieser beschränkt sich auf die pulmonale Entzündungsreaktion sowie die

Expression von TH1-und TH17-Zytokinen. Einen bedeutend gröÿeren Ein�uss hat die Ex-

pression von C5aR auf KMDZ. Ursächlich für die geringere Fähigkeit einen asthmatischen

Phänotyp hervorzurufen, ist eine Reihe von funktionellen Veränderungen der C5aR−/−

KMDZ, die bereits während der Di�erenzierung dieser Zellen mit GM-CSF ausgelöst wer-

den (s. Abb. 5.1). Die erste beobachtete Veränderung der C5aR−/− KMDZ im Vergleich

zu wt KMDZ ist eine verminderte Aufnahmekapazität von Antigenen. Diese ist jedoch

nicht ursächlich für den verminderten asthmatischen Phänotyp, sondern lediglich Aus-

druck einer veränderten Di�erenzierung der KMDZ. Ein weiterer Unterschied besteht in

der verminderten Expression TH17-induzierender Zytokine durch C5aR−/− KMDZ, welche

in direktem Zusammenhang mit der nach dem adoptiven Transfer beobachteten vermin-

derten TH17-Antwort in vivo steht. Im Gegensatz dazu reguliert die C5aR-Expression

auf KMDZ nicht die Induktion der TH2- und TH1-Di�erenzierung. Die Regulation die-

ser Immunantworten geschieht vielmehr auf Ebene der Kontraktion der T-Zellantwort,

welche durch die C5aR-Expression auf KMDZ signi�kant verzögert wird. Die letzte in

dieser Arbeit beobachtete Ursache der verminderten Asthmainduktion ist die verstärkte

Di�erenzierung von SZ in C5aR−/− KM-Kulturen. Diese SZ sind in der Lage die meisten

Asthmaparameter zu vermindern. Sie vermittelten jedoch eine weiter verstärkte Suppres-

soraktivität, wenn sie C5aR exprimierten. Diese Daten zeigen, dass sowohl die Breite des

Spektrums an Suppressoraktivitäten als auch die Frequenz von SZ entscheidend für die
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Suppression des asthmatischen Phänotyps ist. Somit muss von einer zweistu�gen Regulati-

on der Asthmainduktion ausgegangen werden, welche zum einen auf der Frequenz von SZ

und zum anderen auf der Stärke der Suppressoraktivität beruht. Der Widerspruch dieser

o�ensichtlich proin�ammtorischen Wirkung von C5a auf KMDZ und der in Vorarbeiten

beobachteten antiin�ammatorischen Wirkung von C5a während der Sensibilisierungsphase

wird durch die Daten des Transfers von KMDZ in C5aR−/− Mäuse relativiert. Die in diesen

Mäusen beobachtete erhöhte Basalentzündung der Lunge legt eine entscheidende regulato-

rische Funktion der Expression von C5aR auf anderen Zellen als DZ nahe. Diese umfassen

die an der komplexen Regulation der Asthmaantwort beteiligten CD4+ T-Lymphozyten,

natürlichen NKT-Zellen, regulatorischen T-Lymphozyten, B-Lymphoyzten, Granulozyten,

Epithelzellen, Mastzellen oder glatten Muskelzellen. Diese Rolle von C5a wird in weiteren

Experimenten zu untersuchen sein. Eine Möglichkeit zur Untersuchung dieser Funktion

stellt der konditionelle knock-out des Rezeptors auf Zellen wie beispielsweise Epithelzel-

len, Treg- und CD4+ T-Lymphozyten dar. Darüberhinaus wird in Folgeexperimenten die

in dieser Arbeit nicht untersuchte Migration von DZ in den Lymphknoten sowie die darauf

folgende Rekrutierung von T-Lymphozyten in die Lunge in Abhängigkeit von C5a unter-

sucht werden müssen. Ebenso werden folgende Experimente die beobachteten E�ekte der

C5aR-Expression auf die SZ-Di�erenzierung, die T-Zelldi�erenzierung, -proliferation und

-apoptose im Kontext von C5L2- und C3aR-De�zienzen in vitro und in vivo untersuchen.

Zusammengefasst konnte ich in meiner Arbeit einen direkten Ein�uss von C5aR und

C5L2 auf die Di�erenzierung von DZ aus KM-Vorläufern zeigen. Diese umfasst in bei-

den Fällen eine veränderte Expression von Ober�ächenmolekülen sowie eine veränderte

Expression TH-induzierender Zytokine. Darüberhinaus modulierte C5aR die Kontrakti-

onsphase der T-Zellantwort und war entscheidend an der Di�erenzierung und Funktion

von SZ beteiligt. Diese Mechanismen stellen mögliche Anknüpfungspunkte für die Regula-

tion des humanen Asthma bronchiale dar und bieten somit therapeutische Optionen, wie

beispielsweise eine durch Blockade von C5aR-vermittelte beschleunigte Kontraktion der

T-Zellantwort oder die durch C5aR verstärkte Mobilisierung von SZ aus dem KM.
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Abbildung 5.1: Die C5aR- und C5L2-vermittelte Regulation des asthmatischen Phä-
notyps durch KMDZ. Die Anaphylatoxinrezeptoren C5aR und C5L2 regulieren die Entwicklung
des asthmatischen Phänotyps auf vielfältige Weise. Dargestellt sind die in dieser Arbeit beschrie-
benen Regulationsmechanismen (rot = C5aR-vermittelt, blau = C5L2-vermittelt). Hierbei wurde
nicht zwischen der direkten Regulation durch die ATR sowie der indirekten Regulation, die auf der
veränderten Di�erenzierung der ATR−/− KMDZ beruht, unterschieden. Ebenfalls dargestellt sind
die möglichen Regulationsmechanismen durch C5aR, die durch Fortführung der Arbeit untersucht
werden sollen (gestrichelte Linien).
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