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1 Einleitung

Die Regulation der Atemwegsfunktionen - Kontraktion der glatten
Atemwegsmuskulatur, Sekretion der seromukdsen Driisen, Durchblutung - erfolgt
unter physiologischen Bedingungen hauptsichlich durch das Nervensystem
(Lundberg et al. 1988). Auch bei pathologischen Verianderungen der Atemwege, wie
sie beim allergischen Asthma vorkommen, sind nerval freigesetzte Mediatoren
bedeutsam (Barnes 1986). Andererseits ist die allergische Entziindung im
wesentlichen durch immunologische Vorgédnge gekennzeichnet (Bochner et al.
1994). Als auslosendes Ereignis wird dabei die Antigen-abhéngige Freisetzung von
Entziindungsmediatoren aus Mastzellen angesehen (Schwartz 1994; Wasserman
1994). Bei der Initiation dieser immunologischen Vorginge nehmen Dendritische
Zellen (DC) eine Schliisselstellung ein; sie phagozytieren das Antigen in der
Atemwegsschleimhaut und présentieren es in den regionalen Lymphknoten den T-
Zellen. Sie stehen damit am Beginn der allergischen Immunreaktion (Masten et al.
1997).

Lange Zeit wurden immunologische und nervale Prozesse nur getrennt voneinander
betrachtet. In den letzten Jahren werden auch ihre Verkniipfungspunkte ndher
untersucht. Dabei hat sich gezeigt, dass Wechselwirkungen zwischen Immun- und
Nervensystem bei allergischen Erkrankungen wie dem Asthma bronchiale eine grof3e
Rolle spielen (Ader et al. 1995). So sind Neuropeptide wie Substanz P (SP) und
Calcitonin Gene-Related Peptide (CGRP), die von sensiblen Nervenfasern freigesetzt
werden, wesentlich an der Regulation von Zellen des Immunsystems beteiligt (Felten
1991). In umgekehrter Weise wurde jedoch auch gezeigt, dass
Entziindungsmediatoren aus Immunzellen die Aktivitdt von Neuronen und deren
Mediatormetabolismus beeinflussen konnen (Fischer et al. 1996; Weinreich et
Undem 1987). Die Wirkung Dendritischer Zellen auf Neurone ist bislang unklar. Es
ist jedoch bekannt, dass Dendritische Zellen in ihrer Funktion wesentlich durch
CGRP aus sensiblen Nervenendigungen beeinflusst werden (Hosoi et al. 1993).
Aufgrund dieser funktionellen Verbindung zwischen Dendritischen Zellen und
Neuronen wurden in der hier vorliegenden Studie an einem Meerschweinchen-
Modell der Atemwegsentziindung folgende Fragen untersucht:

Sind Dendritische Zellen auch in den die Lunge versorgenden intrinsischen

(parasympathischen) und extrinsischen (sensiblen) Ganglien zu finden?
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Kommt es durch Sensibilisierung und inhalative Allergenprovokation zu

Verianderungen des Verhéltnisses zwischen Dendritischen Zellen und Neuronen?

Zur niheren Einfiihrung in das Thema folgt eine Ubersicht iiber die Innervation der
Lunge, Verdnderungen der Atemwegsinnervation bei der allergischen
Entziindungsreaktion, die Dendritische Zelle als Schliisselzelle des allergischen

Asthma sowie bekannte Wechselwirkungen zwischen Immun- und Nervensystem.

1.1 Die autonome efferente und sensible Innervation der
unteren Atemwege und der Lunge

Die unteren Atemwege und die Lunge werden durch Aste des N. vagus (N. laryngeus
recurrens, Rr. bronchiales) und des Truncus sympathicus (Rr. pulmonales) innerviert.

Die Innervation beinhaltet sympathische, parasympathische und sensorische Anteile.

1.1.1 Sympathische Innervation

Das zentrale vegetative Zentrum der sympathischen Innervation liegt in der
intermedidren Zone des Brustmarks. Von dort ziehen die priganglionidren
sympathischen Fasern iiber die Vorderwurzeln und die Rami communicantes albi zu
den paravertebralen Grenzstrangganglien, im wesentlichen dem Ganglion cervicale
superius, medius und Ganglion stellatum sowie den beiden darunter liegenden
thorakalen Ganglien (Kummer et al. 1992). Hier erfolgt die Umschaltung auf
postganglionidre Neurone, deren Axone mit den Rr. pulmonales zur Lunge ziehen.
Ein groBer Teil der die Trachea des Meerschweinchens versorgenden
postgangliondren Fasern entstammt dem Ganglion cervicale superius (Baluk et
Gabella 1987; Smith et Satchell 1985), wihrend die sympathische Versorgung der
Lunge selbst hauptsichlich durch das Ganglion stellatum erfolgt (Kummer et al.
1992). Als Mediatoren der postgangliondren Neurone kommen neben Noradrenalin
auch Stickstoffmonoxid (NO) und Neuropeptide wie vasoaktives intestinales
Polypeptid (VIP) und Neuropeptid Y (NPY) vor (Lundberg et al. 1988; Maggi et al.
1995). Die sympathischen Fasern enden in der glatten Atemwegsmuskulatur; iiber
Stimulation von B-Rezeptoren fiihren sie zu einer Erweiterung der Bronchien. Die
sympathische Innervation ist beim Menschen jedoch im Gegensatz zum

Meerschweinchen insgesamt relativ gering ausgebildet (Doidge et Satchall 1982;
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Sheppard et al. 1983; Smith et Satchell 1985). Thre funktionelle Bedeutung ist

besonders in Ruhe untergeordnet.

1.1.2 Parasympathische Innervation

Die prigangliondren parasympatischen Neurone liegen im Nucleus ambiguus und
Nucleus dorsalis nervi vagi des Hirnstamms. Die Fasern dieser Neurone ziehen zum
Teil mit dem N. laryngeus recurrens zu den kleinen intramuralen Ganglien der
Trachea (Myers et al. 1988; Myers et al. 1990), ein anderer Teil erreicht die
postgangliondren Neurone iiber die vagalen Rami bronchiales, die in Hohe des
Lungenhilums aus dem N. vagus entspringen (Hollenberg 1986). Der wichtigste
Mediator der postganglionédren parasympathischen Neurone ist Acetylcholin (Fischer
et al. 1996). Die postgangliondren Neurone enthalten aber auch den Bronchodilatator
VIP und NO-Synthase (Fischer et Hoffmann 1996). Beim Meerschweinchen handelt
es sich hierbei um eine separate Gruppe von parasympathischen Neuronen, die
unabhingig von den cholinergen Nervenzellen eine Bronchuserweiterung bewirken
(Canning et al. 1998). Parasympathische Fasern versorgen die glatte Muskulatur der
Trachea, Bronchi und Bronchioli (Partanen et al. 1982), die Driisen und
sekretorischen Zellen des Epithels sowie die groen Pulmonalgefille.

Parasympathische Innervation fiihrt zu Bronchokonstriktion und Schleimsekretion.

1.1.3 Sensible Innervation

Afferente Nervenfasern ziehen von den Atemwegen mit den prdganglioniren
parasympathischen Nervenfasern im N. vagus zum Hirnstamm oder mit den
sympathischen Nervenfasern zum Riickenmark. Die zugehorigen Zellkorper liegen
im Ganglion jugulare, im Ganglion nodosum und in den Spinalganglien (Kummer et
al. 1992). Von den Ganglia nodosum und jugulare gelangen die Afferenzen mit dem
N. vagus zum Nucleus tractus solitarii und zu weiteren Zellgruppen des
Atemzentrums im Bereich der ventrolateralen Medulla. Als Mediator spielt Glutamat
eine wichtige Rolle. Beim Meerschweinchen enthalten die Ganglia nodosum und
jugulare die Somata funktionell und anatomisch unterschiedlicher afferenter Fasern
(Riccio et al. 1996). Neuronale Tracing-Studien haben gezeigt, dass fast alle das
Neuropeptid Substanz P (SP) enthaltende vagale Neurone, die in die Atemwege des
Meerschweinchens  projizieren, dem  Ganglion  jugulare  entstammen.

Neurofilamentprotein (NF) kommt in fast allen Perikaria der Neurone des Ganglion
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nodosum vor, deren Fasern die Trachea des Meerschweinchens versorgen, wahrend
dies nur fiir circa die Hilfte der Perikaria der Neurone des Ganglion jugulare zutrifft.
Zudem sind die Perikaria der NF-positiven Neurone grofBler als die der NF-negativen
Neurone des Ganglion jugulare. Die Studie von Riccio et al. (1996) liefert auch
Hinweise dafiir, dass im Gegensatz zu den Ad-Fasern des Ganglion nodosum die
Mehrheit der Ad-Fasern des Ganglion jugulare auf Capsaicin reagiert. Capsaicin
fiihrt zu einer Freisetzung von Neuropeptiden aus sensiblen Nervenendigungen. Es
ist somit anzunehmen, dass die Reaktion der afferenten Fasern, die die Atemwege
des Meerschweinchens versorgen, eher von deren ganglionidren Ursprung abhingt,
als von der jeweiligen Leitungsgeschwindigkeit.

Nach anatomisch-physiologischen Kriterien lassen sich die sensorischen Fasern der
Atemwege und der Lunge in drei Typen unterteilen: Dehnungsrezeptoren,
Irritanzienrezeptoren und C-Faser-Rezeptoren.

Die Endigungen der Dehnungsrezeptoren liegen in der Atemwegsmuskulatur und
reagieren auf Verdnderung der Wandspannung. Der durch sie vermittelte Hering-
Breuer-Reflex dient dem Schutz der Lunge vor Uberdehnung.

Die Endigungen der Irritanzienrezeptoren liegen in der Schleimhaut. Uber
Irritanzienrezeptoren wird durch gasformige oder mechanische Reize der
Hustenreflex ausgelost.

Als C-Fasern werden alle sensiblen Fasern bezeichnet, die im Gegensatz zu
Dehnungs- und Irritanzienrezeptoren nicht myelinisiert sind. Eine Teilgruppe der C-
Fasern dient nicht nur der afferenten Informationsiibermittlung, sondern kann nach
Stimulation auch unmittelbar entziindungsférdernde Neuropeptide freisetzen. Die
wichtigsten dieser Neuropeptide sind die Tachykinine SP und Neurokinin A (NKA),
sowie CGRP. Hierdurch kann es zu einer neurogenen Entziindung mit
Bronchokonstriktion, Schleimhautschwellung und vermehrter Mukussekretion
kommen (Nadel 1990). SP und NKA werden durch dasselbe Gen, das
Priaprotachykinin (PPT) A Gen, kodiert und haben dieselbe COOH-terminale
Aminosduresequenz, die fiir die meisten ihrer biologischen Effekte relevant ist
(Escher et al. 1982). Beim sensibilisierten Meerschweinchen wurde eine Induktion
der PPT A Genexpression 12 Stunden nach Allergenkonfrontation beobachtet
(Fischer et al. 1996). Weitere 12 Stunden spiter lieB3 sich das entsprechende Peptid
im Neuron nachweisen. Von hier aus gelangt es per axonalem Transport in die Lunge

(Fischer et al. 1996). SP und NKA wirken am selben Rezeptor, unterscheiden sich
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jedoch in ihrer Affinitdt zu verschiedenen Tachykinin-Rezeptor-Subtypen (Frossard
et Advenier 1991). Im Meerschweinchen bewirkt SP im Rahmen der neurogenen
Entziindung vor allem iiber den NK-1-Rezeptor Extravasation und Mukussekretion
(Kuo et al. 2003; Lei et al. 1992), wihrend NKA vor allem tiber den NK-2-Rezeptor
Bronchokonstriktion vermittelt (Lou et al. 1992). CGRP wird von denselben
Neuronen wie SP und NKA produziert und scheint das wichtigste Neuropeptid bei
der Vermittlung der Vasodilatation zu sein (Martling et al. 1988).

1.2 Veranderungen der Atemwegsinnervation bei der

allergischen Entzindungsreaktion

1.2.1 Sympathische Innervation

Schon in den 60er Jahren wurden Zellen des Immunsystems in sympathischen
Ganglien gefunden (Hollinshead et Gertner 1969). Im oberen Zervikalganglion des
Meerschweinchens mit etwa 50000 postgangliondren Neuronen kommen
durchschnittlich 1550 Mastzellen vor (Undem et al. 1990). Antigengabe fiihrt bei
sensibilisierten Tieren zu einer Degranulation der Mastzellen. Durch dabei
freiwerdende Mastzellmediatoren wie Histamin, Prostaglandine und Leukotriene
kommt es zu einer Verstirkung der synaptischen Ubertragung in sympathischen
Ganglien (Undem et al. 1990; Weinreich et Undem 1987). Uber die Wirkung anderer
immunkompetenter Zellen, auch Dendritischer Zellen, auf sympathische Neurone der

Atemwege ist kaum etwas bekannt.

1.2.2 Parasympathische Innervation

Auch in parasympathischen, intrinsischen Ganglien kommen Mastzellen vor (Myers
et al. 1991). Hier flihrt die Allergenprovokation sensibilisierter Meerschweinchen
einerseits zu einer Depolarisierung der parasympathischen Neurone, andererseits zu
einem erniedrigten Akkomadationsverhalten dieser Neurone, so dass die gleiche
priagangliondre Stimulation eine 5-fach erhdhte Zahl an Aktionspotentialen im
postganglioniren Neuron bewirkt. Ahnliche Verinderungen lassen sich durch
Prostaglandin D2 auslosen (Myers et al. 1991).

Auch eosinophile Granulozyten konnen durch Freisetzung von Mediatoren bei der
synaptischen Ubertragung im parasympathischen Ganglion zur vermehrten

Ausschiittung von Acetylcholin beitragen. Dies wird unter anderem durch eine
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Blockade muskarinischer Typ 2-Rezeptoren, die die Acetylcholinausschiittung
hemmen, bewirkt (Fryer et Wills-Karp 1991). Es wird vermutet, dass auch
Lymphozyten auf parasympathische Neurone wirken konnen, da sich mit
peribronchialen Lymphknoten auch eine erhohte bronchiale Hyperreagibilitit bei

elektrische Feldstimulation {ibertragen ldsst (Larsen et al. 1992).

1.2.3 Sensible Innervation

Anfang der 90er Jahre konnte beim Meerschweinchen gezeigt werden, dass die
Antigen-abhingige Aktivierung von Mastzellen iiber die Freisetzung von Histamin
zu einer Freisetzung von Tachykininen aus sensiblen Nervenfasern fiihrt (Ellis et
Undem 1992). Schon frither wurde eine enge rdumliche Beziehung zwischen SP-
immunreaktiven Nervenfasern und Mastzellen beobachtet (Skofitsch et al. 1985).
Normalerweise werden in den mechanosensiblen Irritanzien-Rezeptoren des
Ganglion nodosum keine Neuropeptide synthetisiert, beim sensibilisierten
Meerschweinchen kommt es jedoch nach einmaliger inhalativer Allergenprovokation
zu einer vermehrten Expression der PPT A-mRNA im Ganglion nodosum (Fischer et
al. 1996; Kummer et Fischer 1995). Am gleichen Modell konnte parallel dazu eine
Zunahme der bronchialen Hyperreagibilitit beobachtet werden. Daraus ldsst sich
schlieBen, dass die Induktion der Neuropeptide durch allergische Stimuli beim
Entstehen der allergischen Spétreaktion eine Rolle spielt. Neurotrophe Faktoren wie
nerve growth factor (NGF) scheinen fiir die Tachykinin-Genexpression
verantwortlich zu sein. Applikation von NGF auf die Atemwege des
Meerschweinchens  ergab  die  gleichen = Verdnderungen, die  nach
Allergenkonfrontation beobachtet werden konnten (Undem et al. 1999). Es wird
vermutet, dass neben einer verstirkten Synthese auch ein verminderter Abbau der
Tachykinine bei der Allergie bedeutsam ist. Das abbauende Enzym neutrale
Endopeptidase kommt hauptsidchlich im respiratorischen Epithel vor (Kummer et
Fischer 1991). Dariiber hinaus konnte die Wirkung der Tachykinine auch dadurch
verstiarkt werden, dass die Neurokininrezeptoren bei der allergischen Entziindung

hochreguliert werden (Adcock et al. 1993).
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1.3 Die Dendritische Zelle als Schlusselzelle des
allergischen Asthma

DC stehen am Anfang der allergischen Reaktion. Sie sind antigenprédsentierende
Zellen, die Antigen im Bereich der Atemwege durch Phagozytose und
Makropinozytose aufnehmen und zur Présentation auf der Zelloberfldche
prozessieren konnen. Nach der Antigenaufnahme 4dndern die DC ihre Morphe - die
typischen verzweigten Fortsdtze werden reduziert - und wandern via Lymphgefaf3e
zu den regionalen Lymphknoten. Hier pridsentieren sie das Antigen naiven T-
Lymphozyten, die wiederum B-Lymphozyten zur Produktion von Imunglobulin E
(IgE) anregen konnen. IgE bindet an Oberfldchenrezeptoren von Mastzellen. Gerét
das Individuum erneut in Kontakt mit dem Antigen, kommt es zu einer
Quervernetzung von Mastzell-gebundenem IgE und in der Folge zu einer
Degranulation der Mastzellen. Dabei freiwerdende Substanzen, wie zum Beispiel
Histamin, spielen eine entscheidende Rolle bei der allergischen Sofortreaktion. Diese
ist verbunden mit Bronchokonstriktion, Odembildung der Atemwegsschleimhaut und
erhohter Schleimsekretion.

DC sind nicht nur fiir die Reaktion vom Soforttyp, sondern auch fiir die Spétreaktion,
die nach max. 24 Stunden beginnt, mitverantwortlich (Lambrecht et al. 1998). Hier
haben die DC im Mausmodell sowohl antigenprisentierende als auch T-Zell-
stimulierende Funktion. Bei der Spétreaktion kommt es {iber Chemotaxis zu einer
Infiltration des Lungengewebes durch Entziindungszellen und nachfolgend zu einer
chronischen eosinophilen Entziindung mit Hyperplasie der Schleimdriisen,
Hypertrophie der Muskulatur der Atemwege und Ablagerung von Kollagen und

Fibronectin unter der Basalmembran.

1.3.1 Antigenkontakt

In der Schleimhaut der Atemwege kommen DC in Kontakt mit Antigenen. Die
Zellen des Atemwegsepithels sind durch tight junctions miteinander verbunden.
Tight junctions sind Zellverbindungen an der Spitze der Epithelzelle, die das Epithel
gegeniiber l6slichen Substanzen, Makromolekiilen und Mikroorganismen abdichten.

DC gelangen mit ihren Fortsdtzen bis in die seitlichen Zwischenrdume der
Epithelzellen. Sie kommen dort zusammen mit unmyelinisierten Nervenendigungen
vor (Lambrecht et Hammad 2003). Es gibt verschiedene Moglichkeiten, wie DC trotz

der epithelialen tight junctions in Kontakt mit Allergenen kommen. Zum einen
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konnen manche Allergene tight junctions spalten; bei Der pl, einem der
Hauptallergene der Hausstaubmilbe, bewirkt beispielsweise ein Enzym das
Aufbrechen des tight junction Proteins Occludin (Wan et al. 1999). Zum anderen
konnen DC selbst tight junctions zu Epithelzellen ausbilden und somit den
geschlossenen Verband der Epithelzellen zum Lumen hin durchbrechen. Dies wurde
bisher jedoch nur an menschlichem Darmepithel in vitro gezeigt (Rescigno et al.
2001).

AuBerdem konnen DC auch iiber Adhésionsmolekiile wie E-Cadherin mit
Epithelzellen verbunden sein. Da E-Cadherin besonders im Bereich geschidigten
Epithels ausgebildet wird, konnten DC dort leicht Zugang zu Allergenen finden
(Carayol et al. 2004).

Ein weiteres Adhidsionsmolekiil der Epithelzellen ist das interzelluldre
Adhisionsmolekiil 1 (ICAM-1). Bei Provokation des Epithels durch Allergene
kommt es neben Ausschiittung von inflammatorischen Zytokinen aus den
Epithelzellen auch zu einer verstirkten Ausbildung von ICAM-1. Dadurch kann die
Rekrutierung DC in das betroffene Gebiet gefordert werden (Poynter et al. 2002;
Stacey et al. 1997).

Eines der durch Epithelzellen gebildeten Zytokine ist der Granulozyten-
Makrophagen-Kolonie-stimulierende  Faktor (GM-CSF), welcher auf DC
wachstumsfordernd und aktivierend wirkt. Er wird von Epithelzellen nach
Aktivierung des Rezeptors PAR-2 freigesetzt. Auf dem Epithel von Asthmatikern ist
PAR-2 stirker exprimiert als bei Nichtasthmatikern (Knight et al. 2001). Die
Rekrutierung von DC erfolgt binnen 4-5 h nach relevantem Allergenkontakt aus dem
Pool der im Blutstrom zirkulierenden DC (Jahnsen et al. 2001). Neben GM-CSF sind
noch weitere Zytokine sowie Neuropeptide und Komplementfaktoren bei der
Anlockung von DC in die Atemwege involviert (Lambrecht 2001; McWilliam et al.
1996, Pichavant et al. 2002).



1.3.2 Antigenaufnahme

Allergene bzw. Antigene konnen auf verschiedene Arten in den Zellleib der DC
gelangen. Bekannte Mechanismen sind Makropinozytose, Phagozytose und
Rezeptor-vermittelte Endozytose. Makropinozytose ist ein Aktin-abhangiger Prozess,
bei dem es durch Invagination der Plasmamembran und Abschniirung von Vesikeln
nach intrazelluldr zur unselektiven Aufnahme geldster Molekiile kommt (Watts
1997). Der Durchmesser der Vesikel betrdgt 0,5-2 um, wéhrend die Vesikel bei der
Mikropinozytose lediglich 0,15 um messen. Makropinozytose kommt bei unreifen
DC im Vergleich zu anderen Zellen besonders hiufig vor. Durch Makropinozytose
kann circa ein Zellvolumen Fliissigkeit pro Stunde ins Zellinnere gelangen (Sallusto
et al. 1995). Die aufgenommenen Antigene werden innerhalb der Zelle zur
Prozessierung zu spezialisierten Kompartimenten transportiert, die unter anderem die
MHC II-Proteine enthalten.

Phagozytose ist ein Prozess, bei dem Partikel, Mikroorganismen oder Bestandteile
abgestorbener Zellen mit Hilfe spezifischer Rezeptoren ins Zellinnere aufgenommen
werden. Phagozytose ist ebenfalls Aktin-vermittelt und ATP-abhidngig sowie
abhingig von der Anwesenheit GTP-bindender Proteine (Franc et al. 1999).

Bei der Rezeptor-vermittelten Endozytose binden Antigene an Rezeptoren und
werden mittels Clathrin-ummantelter Vesikel ATP-abhingig in die Zelle geschleust.
Im Unterschied zu Makropinozytose und Phagozytose sind fiir diesen Prozess keine
Aktinfilamente erforderlich (Cox et al. 2000). Im Wesentlichen kdnnen zwei Typen
von Endozytose-Rezeptoren auf DC unterschieden werden: Kalzium-abhingige
Rezeptoren vom Lectin-Typ und Fc-Rezeptoren. Der bekannteste Rezeptor vom
Lectintyp ist der Makrophagen-Mannose-Rezeptor; er wird sowohl von
Makrophagen als auch von DC exprimiert (Stahl et Ezekowitz 1998). Durch ihn
werden Antigene zu endosomalen Kompartimenten transportiert, worauf er selbst
recycelt wird und wieder zur Plasmamembran gelangt. Im Gegensatz dazu wird der
Fc-Rezeptor zusammen mit dem Antigen in Lysosomen degradiert. Durch Rezeptor-
vermittelte Endozytose wird die nachfolgende Prozessierung und Prisentation iiber
MHC II-Molekiile nachweislich gefordert, die Effizienz der Prédsentation ldslicher
Antigene wird auf das 100-1000fache gesteigert (Cella et al. 1999b). Nach
Ausreifung humaner DC findet keine Antigenaufnahme mehr iiber den Mannose-
Rezeptor statt, obwohl dieser weiterhin auf der Zelloberfliche nachweisbar ist (Dong

et al. 1999).
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1.3.3 Antigenprozessierung

Bei der Prozessierung werden in die Zelle aufgenommene Antigene zerlegt und
wesentliche antigene Bestandteile an MHC-Molekiille gebunden. Diese
Verbindungen werden dann auf der Zelloberfldche exprimiert, was der Stimulation
von T-Zellen dient.

In antigenprésentierenden Zellen befinden sich die meisten MHC II-Molekiile in
spiaten endozytotischen Strukturen, die aus einer Vielzahl einzelner Membran-
umbhiillter Vesikel bestehen und als M II-Kompartimente (MHC-Klasse II-
Kompartimente) bezeichnet werden. Reife MHC II-Molekiile sind auBerdem in
frithen Endosomen enthalten. Sie kommen von der Zelloberfliche und werden
wieder recycelt (Harding et Unanue 1989; Reid et Watts 1990). M II-Kompartimente
enthalten neusynthetisierte MHC II-Molekiile, die an eine invariant chain gekoppelt
dorthin transportiert werden. Die invariant chain wird im endoplasmatischen
Retikulum an die Klasse-II-Untereinheiten angelagert. In den M II-Kompartimenten
wird ein Teil der invariant chain proteolytisch durch Cathepsin B, D und S
abgespalten (Driessen et al. 1999). Der verbleibende Teil der Kette wird als CLIP
bezeichnet (Riberdy et al. 1992). CLIP wird durch HLA-DM-Molekiile entfernt
(Lanzavecchia 1996), wodurch Klasse-II-Dimere enstehen, die Peptide bzw.
Antigene binden kdnnen (Amigorena et al. 1995). Nach Antigenbindung werden
diese Komplexe zur Plasmamembran transportiert. Beim Recycling der MHC-
Molekiile konnen diese neben frilhen Endosomen auch wieder in M II-
Kompartimente gelangen. Dieses Recycling ldsst sich bei unreifen DC héufig
beobachten, wéhrend es bei reifen DC kaum noch vorkommt (Cella et al. 1997).
Wenn es auf Grund inflammatorischer Stimuli zur Ausreifung von DC kommt,
werden die MHC-II-Proteine zusammen mit kostimulierenden Molekiilen in
spezialisierten Vesikeln zur Plasmamembran transportiert, wo sie fiir gewisse Zeit in
Gruppen verbleiben (Turley et al. 2000). MHC-Molekiile auf der Oberflache reifer
DC, die nicht am Recycling teilnehmen, haben eine Halbwertszeit von circa 100
Stunden, was insofern sinnvoll erscheint, als die DC zur Antigenprisentation von der
Peripherie in die sekunddren lymphatischen Organe wandern.

Neben der beschriebenen intrazelluldren Bindung von Peptiden an MHC II-Molekiile
konnen Antigene auch an MHC II-Molekiile auf der Zelloberfliche binden (Arndt et
al. 2000; Santambrogio et al. 1999b). Unbesetzte Klasse-II-Dimere werden

ausschlieBlich auf der Oberfliche unreifer DC gefunden, so dass man davon



-11 -

ausgehen muss, dass wéhrend der Migration von DC zu den Lymphknoten keine

Antigenbindung auf der Zelloberfliche stattfindet (Santambrogio et al. 1999a).

1.3.4 Migration

DC konnen wie alle Leukozyten iiber den Blutstrom per Diapedese zu bestimmten
anatomischen Strukturen gelangen. Die gezielte Migration von DC wurde erstmalig
im Rahmen von Untersuchungen zur Kontaktallergie bemerkt (Lens et al. 1983). Fiir
die Induktion der zelluldren Immunitdt ist es entscheidend, dass (Silberberg-Sinakin
et al. 1976) DC mit dem entsprechenden Antigen beladen via Lymphgefdlle aus dem
peripheren Gewebe zu den drainierenden lymphatischen Organen wandern (Cyster
1999). Diese Migration muss gegen den chemotaktischen Gradienten erfolgen, durch
den unreife DC =zu den peripheren Geweben gelangen. Als Teil des
Reifungsprogramms, das nach Antigenbeladung stattfindet, wird die Expression von
chemokine receptor (CCR7) und CXCR4 hochreguliert. Dies erklirt, weshalb die
reifenden DC zur T-Zellregion der drainierenden Lymphknoten finden, wo die
Liganden dieser Rezeptoren exprimiert werden (Cyster 1999; Dieu et al. 1998). Bei
der Maus konnte gezeigt werden, dass CCR7 fiir den Ubertritt von Langerhans
Zellen (LC) aus der Haut in die lymphatischen Gefifle, die Wanderung zu den
regionalen Lymphknoten und die Generation einer Kontakthypersensibilitidt sowie
einer allergischen Reaktion vom verzogerten Typ notwendig ist (Engeman et al.
2000; Forster et al. 1999; Saeki et al. 1999). Cumberbatch zeigte, dass intradermale
Injektion von Interleukin 1 (IL-1) und Tumor-Nekrosefaktor (TNF) eine Abnahme
von LC in der Epidermis und eine Zunahme von DC in den drainierenden
Lymphknoten zur Folge hat (Cumberbatch et al. 1997). Roake et al. haben ebenfalls
gesehen, dass DC als Reaktion auf IL-1 und TNF aus Niere und Herz abwandern
(Roake et al. 1995; Sozzani et al. 1998). Ein weiteres multifunktionelles Molekiil,
das bei der Migration von DC eine Rolle spielt, ist CD44 und seine diversen
Isoformen. Bei der Wanderung zu regionalen Lymphknoten wird die Anzahl von
CD44-Epitopen hochreguliert und bestimmte Isoformen werden exprimiert (Weiss et
al. 1997). Die Wanderung von DC aus der Peripherie zu den regionalen
Lymphknoten findet nicht nur bei Entziindungsreaktionen, sondern auch im
gesunden Organismus statt (Vermaelen et al. 2001; Xia et al. 1995). DC sind auch
zur Migration mit dem Blutstrom in entgegengesetzter Richtung, von extra- nach
intraluminal, in der Lage. Wie diese Migration im Detail gesteuert wird, ist bisher

noch ungeklirt. In-vitro-Untersuchungen an einer Schicht aus menschlichen
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vaskuldren Endothelzellen weisen auf eine Beteiligung von CD31 beim
Durchdringen des Endothels von extra- nach intraluminal hin (D"Amico et al. 1998).
Studien mit CDI14+CD34+ DC-Vorldufern haben gezeigt, dass sowohl der
Urokinase-Plasminogen-Aktivator-Rezeptor als auch macrophage inflammatory
protein-la. (MIP-1a) bei der reversen transendothelialen Migration involviert sind
(Ferrero et al. 2000). Durch die Reifung der DC geht die Féhigkeit, Antigen

aufzunehmen und zu prozessieren, verloren.

1.3.5 Antigenprasentation

Nach Erreichen der T-Zellregion der drainierenden Lymphknoten sind DC auf die
Stimulation naiver T-Zellen spezialisiert. Sie produzieren die Chemokine MIP-3f3
und DCCK-1 fiir naive T-Zellen sowie Chemokine fiir ruhende Gedichtniszellen
(Cyster 1999). Naive T-Zellen nehmen mit den Antigen-tragenden DC wiederholt
Kontakt {iber Adhédsionsmolekiile wie dendritic cell-specific intracellular adhesion
molecule-grabbing nonintegrin (DC-SIGN) und CD54 (mit interzellulirem
Adhésionsmolekiil 3 und CD11a/CD18) auf (Geijtenbeek et al. 2000; Gunzer et al.
2000). Diese unspezifischen Interaktionen ermdglichen auch ein Erkennen spezieller
Peptid-MHC-Verbindungen iiber den low affinity T-Zellrezeptor (Lanzavecchia et
Sallusto 2000). Wéhrend ihres Reifungsprozesses exprimieren DC kostimulatorische
Molekiile wie CD80, CD86 und CD28 (Cella et al. 1997; Turley et al. 2000). Die
Bindung von DC iiber den Peptid-MHC Komplex und CD28 an T-Zellen, eine Art
immunologischer Synapse, ist ein sich selbst verstirkender Prozess (Wulfing et
Davis 1998). Auf diese Weise aktivierte T-Zellen exprimieren CD40L und TNF-
related activation-induced cytokine (TRANCE), was zu einem lingeren Uberleben
und einer kompletten Ausreifung von DC fiihrt. Die DC exprimieren dann vermehrt
CD80, CD86 und Zytokine, wodurch die Interaktion mit den T-Zellen weiter
gefordert wird (Banchereau et al. 2000). Das Endergebnis dieser Kaskade ist eine
schnelle Teilung der T-Zellen. Es konnte beobachtet werden, dass diese Teilung in
vivo bereits zwei Tage nach Injektion Antigen-beladener DC zweifach stattgefunden
hat. Weitere 24-48 h spéter haben sich diese T-Zellen bereits zu Effektorzellen
differenziert und wandern von den Lymphknoten in die Peripherie (Lambrecht et al.
2000). Wie die Differenzierung der T-Zellen zu T1- oder T2-Helferzellen im Detail
gesteuert wird, ist bis heute nicht gekldart. Mikrobenbestandteile induzieren
iiberwiegend eine Thl-Antwort, indem sie eine verstdrkte Produktion von IL-12 in

DC bewirken (Hilkens et al. 1997). Hier spielen jedoch auch wirtspezifische
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Faktoren eine Rolle; nur in Anwesenheit von Interferon y oder IL-4 wird durch
mikrobielle Produkte eine kontinuierliche Produktion von IL-12 in DC induziert
(Vieira et al. 2000). Frither glaubte man, dass beim Menschen aus Monozyten
entstandene myeloide DC eine IL-12-abhiangige Thl-Anwort induzieren, wahrend
lymphoide DC mit plasmazytoiden Vorldufern vorrangig eine Th2-Antwort
hervorrufen (Cella et al. 1999a; Rissoan et al. 1999). Bei Experimenten mit Méusen
hingegen finden sich Hinweise flir den umgekehrten Zusammenhang (myeloide DC
induzieren Th2) (Moser et Murphy 2000). Es wurde jedoch fiir den Menschen
gezeigt, dass sich myeloide DC in CDlat+ und CDla- unterteilen lassen, die
entsprechend Thl bzw. Th2-Antworten induzieren (Chang et al. 2000).
Zusammenfassend ldsst sich also nicht einfach von der Herkunft DC auf ihre
Wirkung beziiglich der T-Zelldifferenzierung zu T1- oder T2-Helferzellen schlieB3en.
DC sind nicht nur fiir die Sensibilisierung gegeniiber Allergenen verantwortlich,
sondern auch fiir den Erhalt einer eosinophilen Atemwegsentziindung. Verschiedene
Tiermodelle haben gezeigt, dass DC nach Ovalbuminsensibilisierung aus dem
Knochenmark und dem Blutstrom in das periphere Entziindungsgebiet wandern und
dort die eosinophile Entziindungsreaktion und die IgE-Synthese aufrecht erhalten

(Lambrecht et al. 1998; 1999; McWilliam et al. 1996).

Unser westlicher Lebensstil geht mit einer Reduktion der mikrobiellen Belastung
einher. Dadurch werden DC weniger zur Produktion von IL-12 stimuliert, was einer
Auspriagung der Th2-Antwort und damit einer Allergieentwicklung entgegewirken
konnte (Holt et al. 1999). Dies kann die Beobachtung erkldren, dass allergisches
Asthma in 6konomisch besser gestellten Landern hédufiger auftritt. Eine erhohte Zahl
CDla+ DC konnte in der Nasenschleimhaut von Patienten mit atopischer Rhinitis, in
Hautldsionen von Patienten mit atopischer Dermatitis und im Bronchialepithel von
Asthmatikern gefunden werden (Holm et al. 1995; Moller et al. 1996; Wollenberg et
al. 1995).

Bei in vitro Untersuchungen zur Funktion von DC bei Patienten mit und ohne
atopischer Erkrankung zeigte sich, dass unreife myeloide DC von Individuen mit
allergischem Asthma erhohte allostimulatorische Funktionen zeigen und mehr
CDI11b und HLA-DR exprimieren als nicht-atopische Patienten, wobei andere
Autoren diesen Ergebnissen widersprechen (Bellinghausen et al. 2000; van den

Heuvel et al. 1998).
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1.4 Wechselwirkungen zwischen Immun- und Nervensystem

1.4.1 Neuronale Einflisse auf Zellen des Immunsystems

Aus Nervenendigungen freigesetzte Peptide aus der Familie der Tachykinine haben
Wirkungen auf verschiedene Zellen des Immunsystems. SP bewirkt eine
Degranulation von Mastzellen (Foreman et al. 1983; Landry et al. 1990). Monozyten
werden durch SP per Chemotaxis angelockt (Iwamoto et al. 1990), wobei ihre
metabolische Aktivitdit (Hartung et al. 1986; Iwamoto et al. 1990) und
Phagozytosetitigkeit gesteigert werden (McGillis et al. 1987). Bei eosinophilen
Granulozyten bewirkt SP eine erhohte Expression von Fc-Rezeptoren, sowie eine
Steigerung der AntikOrper-abhingigen Zytotoxizitit (DeSimone et al. 1987), bei
Lymphozyten eine Steigerung der Mitose (Payan 1983), sowie der
Immunglobulinproduktion in Plasmazellen (Hart et al. 1990; Stanisz et al. 1986). Das
Neuropeptid CGRP, das aus den sensiblen Nervenendigungen in der Peripherie
freigesetzt wird, wirkt auf DC chemotaktisch (Dunzendorfer et al. 2001). Zudem
verhindert CGRP ein Abwandern reifer DC Richtung regiondrer Lymphknoten
(Dunzendorfer et al. 2001). Bei LC der Epidermis der Maus konnten fiir CGRP
inhibitorische Effekte auf Antigenprésentation und Stimulation spezifischer T-Zellen
gezeigt werden (Hosoi et al. 1993). Zudem unterdriickt CGRP die Produktion des
Zytokins IL-10 in LC (Torii et al. 1997). IL-10 supprimiert die Thl-vermittelte
Immunitdt durch Unterdriickung der Antigenpréisentation an Thl-Zellen (Enk et al.

1993).

1.4.2 Immunologische Einfliisse auf Zellen des Nervensystems

Untersuchungen an isolierten Bronchien von Ovalbumin-sensibilisierten
Meerschweinchen haben ergeben, dass Mastzellen, die sich in den
parasympathischen intramuralen Ganglien befinden, nach Antigen-Provokation
degranulieren und parallel dazu elektrophysiologische Verdnderungen beziiglich der
synaptischen Ubertragung in den entsprechenden Neuronen auftreten (Myers et al.
1991). Durch die Mastzelldegranulation wird im Wesentlichen eine Steigerung der
Effizienz der synaptischen Ubertragung bewirkt (Undem et al. 1991). Unter anderem
wird der priagangliondre Input weniger stark gefiltert (Mitchell et al. 1987), und

dadurch die parasympathische Wirkung verstirkt. Wahrscheinlich werden diese
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Effekte durch Mastzellmediatoren wie Histamin, Leukotriene und Prostaglandin D,
verursacht (Myers et al. 1991; Myers et Undem 1995).

Im Zentralnervensystem gesunder Ratten kommen in der Regel keine
antigenprasentierenden Zellen vor (Aloisi et al. 2000; Perry et Lawson 1992). Dies
wird hier durch eine intakte Blut-Hirnschranke verhindert, die im peripheren

Nervensystem nur diskontinuierlich ausgebildet ist.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Tiere

Bei den Versuchstieren handelte es sich um 12 spezifisch pathogenfreie
Meerschweinchen (HsdPoc) der Firma Harlan-Winkelmann (Kassel).

Die Tiere wogen zu Beginn der Versuche 250-300 g, bei Tétung 600-700 g. Als
Futter wurden Altromin, ein standardisiertes Haltungsfutter in Form von Presslingen,
(Firma Frey, Lollar), Heu und Leitungswasser verwendet. Die Tiere wurden 12 h

unter elektrischer Beleuchtung und 12 h in Dunkelheit gehalten.

2.1.2 Primarantikorper

Die folgende Tabelle zeigt die im Experiment verwendeten Primarantikorper:

Antigen Antikorper | Wirtsspezies | Verdiinnung | Hersteller
Histokompatibilitats- Klon Maus 1:10 zur
komplex (MHC) Klasse II | Msgp 8 Verfligung
(Ia-Region) des Meer- IgG gestellt von
schweinchens monoklonal D. Baker,
London, GB
protein-gene-product 9.5 | polyklonales | Kaninchen |1:2000 UltraClone,
(PGP 9.5) Serum Isle of Wight
GB

Tabelle 1: Primdrantikorper

2.1.3 Sekundarantikorper

Die folgende Tabelle zeigt die im Versuch verwendeten Sekundarantikorper:
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Antigen Konjugat Wirtspezies | Verdiinnung | Hersteller
Maus-IgG Biotin Schaf 1:100 Firma Amersham-
Buchler, Braunschweig,
Deutschland
Kaninchen-IgG | Floureszein- |Ziege 1:500 Firma Organon Teknika
isothiocyanat Corporation, Eppelheim,
Deutschland

Tabelle 2: Sekundirantikorper

2.1.4 Tertiarreagenz

Die folgende Tabelle zeigt das im Versuch verwendete Tertidrreagenz:

Reagenz Verdiinnung | Hersteller
Streptavidin-Texas-Rot | 1:200 Firma Amersham-Buchler, Braunschweig,
Deutschland

Tabelle 3: Tertidrreagenz

2.1.5 Reagenzien und Zusammensetzungen der Losungen

Alle Reagenzien ohne Angabe des Firmennamens stammen von der Firma Merck,

Darmstadt.

Allergisierungslosung
Zur Herstellung der Injektionslosung wurden 200 mg Al(OH); mit 20 ug Ovalbumin
(Huhn) ad 1 ml 0,9% NacCl fiir 1 h verriihrt.

Chloroformgas

Trichlormethan (Firma Riedel-de-Haen, Seelze)

Zamboni Fixativ

50 ml Formalinlosung (37%)

500 ml 0,2 M Phosphatpuffer

150 ml Pikrinsédure (geséttigte Losung, zweifach gefiltert)
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ad 1000 ml Aqua dest.

Gefrierschutz
18% Saccharose in 0,1 M Phosphatpuffer

Fllssiger Stickstoff (-173°C)

Tissue Tek

Einbettungsmedium der Firma Vogel, Giessen

Chromgelatine-beschichtete Objekttrager

Zur Beschichtung der Objekttriger wurde 1 1 Aqua dest. mit 5 g Gelatine auf 35°C
erwiarmt, dann wurden 0,5 g Chromalaun hinzugefiigt und weiter auf 40°C erwérmt.
Nach Abkiihlen auf 20°C wurden autoklavierte Objekttrager fir 10 min in die
Losung eingetaucht und iiber Nacht im Brutschrank bei 37°C getrocknet.

Blocklésung
10% normales Schweineserum (Schlachthof, Giessen), 0,5% Tween 20 (Firma
Sigma, Deisenhofen), 0,1% Rinderserumalbumin (Firma Sigma, Deisenhofen) in

phosphatgepufferter Salzlosung

Phosphatpuffer (PP) 0,2 M

Losung A 0,2 M Natriumdihydrogenphosphat (NaH,PO4) 31,2 g/l

Losung B 0,2 M Dinatriumhydrogenphosphat (Na,HPO4) 35,6 g/l

Zur Herstellung des Phosphatpuffers mischt man 230 ml der Lésung A mit 770 ml
der Losung B und stellt den pH-Wert auf 7,4 ein.

Phosphatgepufferte Salzlosung (PBS) / PBS mit doppeltem Salzgehalt
28,75 ml Losung A

96,2 ml Losung B

224 ¢ Natriumchlorid (NaCl) /44,8 g (doppelter NaCl-Gehalt)

ad 5000 ml  Aqua dest.
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1 g Hamatoxylin, 0,2 g Natriumjodat (NaJOs) und 50 g Kalialaun (K,SO4 x12H,0)

in 1 I Aqua dest. gelost.

DAPI

Kristallisiertes 4-6-Diamidino-2-phenylindol-di-hydrochlorid 16st man mit 0,1pg/ml

in PBS.

Gepuffertes Glycerol

Fiir die Pufferlosung stellt man 50 ml 0,5 M Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3)

mit 0,5 M Dinatriumcarbonat (Na,CO3) auf pH 8,6 ein. Ein Teil dieses Puffers wird

mit zwei Teilen Glycerol gemischt.

2.1.6 Geriate

Fiir Versuche und Auswertung wurden folgende Gerite verwendet:

Exsikkator

Firma Heraeus, Hanau, Deutschland

Kryostat

Jung Frigocut 2800 E der Firma Leica, Bensheim,
Deutschland

Foto-Fluoreszenzmikroskop

BX60F der Firma Olympus, Hamburg, Deutschland

Computer

Firma Peacock

Scion Image

Software der Firma Scion Corporation, Frederick,

Maryland, USA

Objektmikrometer

2 mm-Skala, 1 Intervall = 0,01mm,

Firma Leitz, Wetzlar, Deutschland

Tabelle 4: Gerite

2.1.7 Filmmaterial

Schwarz-WeiB-Film TMY 400 der Firma Kodak
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2.2 Methoden

2.2.1 Versuchsgruppen

Die Meeschweinchen wurden nach dem Zufallsprinzip in die folgenden drei
Versuchsgruppen zu je vier Tieren eingeteilt:

1. intraperitoneale Ovalbumin-Injektion (Sensibilisierung) und inhalative
Ovalbumin-Exposition (Provokation)

2. intraperitoneale Vehikelinjektion und Provokation

3. Sensibilisierung und inhalative Vehikelexposition

2.2.2 Allergisierungsschema

Zur Sensibilisierung wurde den Meerschweinchen dreimal intraperitoneal jeweils
15 ml verdiinntes Ovalbumin (20 pg/ml in 0,9% NaCl) iiber 15-30 Sekunden
injiziert. Die Injektionen erfolgten im Abstand von jeweils zwei Wochen. Den Tieren
der Versuchsgruppe 2 wurde anstelle von Ovalbumin Vehikel (200 mg AI(OH)s)
verabreicht.

Eine Woche nach der letzten Injektion folgte die Allergenprovokation der
Meerschweinchen der Versuchsgruppen 1 und 2 durch inhalative Ovalbumin-
Exposition mit Vernebelung von 2x 15 ml Ovalbuminlosung (0,1 g Ovalbumin in
100 ml 0,9% NaCl) tiber jeweils 15-30 min. Die Tiere der Versuchsgruppe 3
inhalierten 0,9% NaCl in derselben Dosierung. Nach 24 h erfolgten Toétung und

Gewebeentnahme.

2.2.3 Tierpraparation

Die Totung der Tiere erfolgte in Chloroformgas.

Zuerst wurden ein medianer Bauch- und Thoraxschnitt durchgefiihrt und dann die
Bauchaorta durchtrennt. Nach Anlegen einer Ligatur an die Trachea circa 0,5 cm
kranial der Trachealbifurkation wurde wenig caudal von dieser Stelle die Trachea
punktiert und Zambonifixans in das Bronchialsystem injiziert, bis es zu einem
Farbumschlag im Bereich der distalen Lungenabschnitte von rosa nach gelb kam. Es
folgte die Herausnahme der intrathorakalen Organe.

AnschlieBend wurde der Schidel dorsal aufgebrochen und beidseits das Felsenbein
entfernt. So lieB sich im Foramen jugulare das Ganglion jugulare darstellen. Direkt
unterhalb des Ganglion jugulare befindet sich das Ganglion nodosum. Die Ganglia

nodosa wurden beidseits freiprapariert und entnommen.
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2.2.4 Gewebebehandlung

Die Gewebe wurden 4-6 h in Zamboni fixiert und anschlieend 3-4 mal mindestens
1 h und einmal tiber Nacht in 0,1 M Phosphatpuffer gewaschen. Der Waschvorgang
wurde nochmals wiederholt, falls die Pufferlosung noch gelblich verfarbt war. Zur
Kryoprotektion wurden die Gewebe danach fiir zwei Tage in einem 18%
saccharosehaltigen 0,1 M Phosphatpuffer (pH 7,4) belassen. Der Puffer wurde
wiahrenddessen mehrmals téglich gewechselt. AnschlieBend wurden die Gewebe in
Tissue-Tek eingebettet, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei —80°C
gelagert.

2.2.5 Anfertigung der Gewebeschnitte

Es wurden bei —20°C im Kryostaten Gewebeschnitte von 10 pm Dicke angefertigt
und auf mit Chromgelatine beschichtete Objekttrager aufgebracht. Fiir die
Untersuchungen an der Bronchialschleimhaut wurde das Lungengewebe ldngs der
Hauptbronchien geschnitten. Im Bereich der Trachealbifurkation wurden
Querschnitte angefertigt und lichtmikroskopisch nach Férbung mit Hidmalaun
diejenigen ausgewdhlt, die Bronchialganglien enthielten. Die iibrigen Schnitte
wurden verworfen. Da die intramuralen Ganglien der Trachealbifurkation zumeist
aus nur wenigen Nervenzellen bestehen, wurden auch Schnitte mit lediglich einem
Neuron mit angeschnittenem Zelleib und Zellkern ausgewertet. Die Ganglia nodosa
wurden ebenfalls zu 10 um dicken Schnitten verarbeitet, wobei die Bereiche mit dem

grofBten Querschnitt fiir die Inkubation verwendet wurden.

2.2.6 Immunhistochemie

Die Gefrierschnitte wurden eine Stunde lang bei Raumtemperatur luftgetrocknet und
anschliefend fiir eine Stunde mit einer Losung zum Blocken unspezifischer
Bindungen inkubiert. Die unspezifischen Bindungsstellen wurden hierbei mit einer
Losung aus 10% normalem Schweineserum (NSS) und 0,5% Tween 20 in 0,1%
Phosphatpuffer mit doppeltem Salzgehalt abgeséttigt.

Nachfolgend wurde der Primérantikorper Msgp8 in einer Verdiinnung von 1:10
aufgebracht. Dieser monoklonale Antikérper aus der Maus ist gegen den major
histocompatibility complex II des Meerschweinchens gerichtet.

Zur Darstellung der Neurone wurde zusétzlich ein polyklonales Antiserum aus dem
Kaninchen gegen PGP 9.5 in einer Verdiinnung von 1:2000 verwendet. Zur

Verdiinnung wurde jeweils Phosphatpuffer mit doppelter Salzkonzentration benutzt,
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da der hohe Salzgehalt unerwiinschte Hintergrundreaktionen verringert (Grube
1980).

Die gleichzeitige Anwendung zweier Primidrantikdrper bezeichnet man als
Doppelimmunfluoreszenz. Dieses Vorgehen wurde bei allen untersuchten Geweben,
auch bei der Inkubation der Bronchusldngsschnitte, angewandt, um einen Eindruck
von der topographischen Beziechung der DC zu den Nervenfasern in der
Atemwegsschleimhaut zu erhalten.

Zur Kontrolle der Spezifitidt wurde der Primédrantikdrper durch ein Non-Immunserum
oder durch PBS ersetzt.

Die Schnitte wurden {iber Nacht - mindestens 12 Stunden - bei Raumtemperatur
inkubiert. Im Anschluss wurden die Objekttrager zwei Mal fiinf Minuten in PBS
gespiilt.

Zur Detektion der Antigen-Antikdrper-Bindungen wurde mit einem biotinilierten
Anti-Maus-IgG Antiserum in einer Verdiinnung von 1:100 und einem FITC-
gekoppelten Anti-Kaninchen Antiserum - Verdiinnung 1:50 - eine Stunde lang
inkubiert. Es erfolgten wiederum zwei Spiilvorgénge in gleicher Weise wie nach der
Inkubation mit dem Primérantikorper.

In einem weiteren Schritt wurden die gebundenen biotinilierten Anti-Maus-
Immunglobuline mit Streptavidin-Texas-Rot, einem Fluoreszenzfarbstoffkomplex,
markiert. Die Inkubationsdauer betrug ebenfalls eine Stunde. Da Streptavidin eine
hohe Affinitit zu Biotin besitzt, gilt es als empfindliches Nachweissystem (Bonnard
et al. 1984). Das Streptavidinkonjugat wurde 1:200 mit PBS verdiinnt. Es folgten
zwei weitere Spiilvorgédnge.

Zur  Kerndarstellung  wurde fir 10 min mit  4-6-Diamidino-2-
phenylindoldihydrochlorid (DAPI), 0,1 pg/ml in PBS, inkubiert. Dieser
Fluoreszenzfarbstoff bindet selektiv an Adenin-Thymin-reiche DNS verschiedener
Herkunft und bildet blau fluoreszierende DNS-DAPI Komplexe (Grossgebauer et al.
1976).

AbschlieBend wurden zwei Spiilvorginge durchgefiihrt und die Gewebeschnitte in
gepuffertem Glycerol mit einem pH-Wert von 8,6 eingebettet. Glycerol dient zum
einen der Konservierung und zum anderen der Erhdhung der Lichtdurchldssigkeit

des Gewebes.
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2.2.7 Fluoreszenzmikroskopie

Die Auswertung der Schnitte erfolgte mittels Fluoreszenzmikroskopie. Hierbei macht
man sich die Eigenschaft verschiedener Fluorochrome zu Nutze, nach Anregung
durch kurzwelliges oder ultraviolettes Licht Strahlung ldngerer Wellenldnge zu
emittieren. Zur Selektion dieser Strahlung verwendet man Sperrfilter, wodurch sich
die interessierenden Fluoreszenz-markierten Strukturen als leuchtende Objekte auf
schwarzem Hintergrund darstellen.

Als Lichtquelle dient eine Quecksilberdampfkurzbogenlampe.

Die Verwendung verschiedener Fluoreszenzfarbstoffe macht den Einsatz von
Erreger- und Sperrfiltern unterschiedlicher Wellenldnge erforderlich (siehe

Tabelle5).

Filterkombination |Fluorochrom |Erregerfilter Sperrfilter

U-MWIY Texas-Rot band pass 545-580 nm |long pass 610 nm
U-MNIB FITC band pass 470-490 nm | band pass 515-550 nm
U-MNUA DAPI band pass 360-370 nm | band pass 420-460 nm

Tabelle 5: verwendete Erreger-und Sperrfilter

2.2.8 Fotodokumentation

Die Versuche wurden mittels Schwarz-Weil3-Fotos dokumentiert.
Hierzu wurden ein an das Mikroskop angeschlossener Fotoapparat und ein

Fotomikrographik-System mit einer 40-fachen Objektivvergroferung verwendet.

2.2.9 Auswertung

Kriterien

Quantifiziert wurden alle MHC Il-positiven Zellen, die im Schnittprofil einen
Zellkern, einen Zellleib und mindestens einen ,,dendritischen‘ Zellfortsatz besal3en.
Als Neurone wurden alle PGP 9.5-positiven Zellen identifiziert, bei denen sowohl
ein Zellleib als auch ein Zellkern angeschnitten waren.

In den intramuralen Ganglien der Trachealbifurkation und in den Ganglia nodosa
wurden die oben beschriebenen MHC Il-positiven Zellen quantifiziert, die in
direktem Kontakt zu Neuronen standen. Als direkter Kontakt wurde ein vom
Betrachter optisch wahrgenommener Beriihrungspunkt bei einer Vergroflerung von

1:400 definiert.
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Auswertung am Mikroskop

In der Lamina propria der Bronchialschleimhaut wurden die oben definierten
MHC IlI-positiven Zellen mit Hilfe eines Rasters pro Flacheneinheit quantifiziert.
Dazu wurde die Langskante des Rasters optisch an die Basalmembran angelegt, um
ein moglichst einheitliches Vorgehen bei allen Schnitten der Bronchialschleimhaut
zu erreichen.

In den intramuralen Ganglien der Trachealbifurkation und in den Ganglia nodosa
wurden die Anzahl der MHC II-positiven Zellen mit angeschnittenem Zellkern,
Zellleib und ,,dendritischem® Fortsatz sowie die Anzahl der mit ihnen in rdumlichem
Kontakt stehenden Neuronen eines Ganglienanschnittes computerassistiert mit Hilfe
des Programmes Scion Image (siche Tabelle 4) ermittelt, um eine Aussage iiber die
Zahl dieser Zellen pro Neuron machen zu konnen.

Abbildung 1 zeigt beispielhaft die fluoreszenzmikroskopische Darstellung eines
intramuralen Ganglienanschnitts. In Abbildung la kommen die Neurone zur
Darstellung, in Abbildung 1b die DC und in Abbildung lc die entsprechenden

Zellkernanschnitte.
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Abb. 1 a/b/c: Darstellung eines intramuralen Ganglienanschnittes
a: Markierung der Neurone (PGP 9.5)
b: Markierung der DC (Msgp 8)
c: Kerndarstellung (DAPI)
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Statistische Auswertung

Fiir die statistische Auswertung wurden der Kruskal-Wallis-Test und fiir die post
hoc-Analyse der Mann-Whitney Test verwendet.

Der Mann-Whitney Rangtest (Synonym: U-Test) baut auf den Wilcoxon-Test fiir
unabhingige Stichproben auf und ist im Gegensatz zum #-Test fiir den Vergleich
zweier Erwartungswerte stetiger Verteilungen verteilungsunabhingig. Als
Voraussetzung fiir den U-Test miissen jedoch zwei unabhingige Zufallstichproben
von Messwerten oder Rangdaten aus Grundgesamtheiten mit &hnlicher bis gleicher
Verteilungsform vorliegen. Dies kann fiir diese Studie angenommen werden. Der U-
Test geht davon aus, dass die n = n; + n, Beobachtungen der Grof3e nach angeordnet
und von 1 bis n durchnummeriert werden. Ergeben sich fiir die eine Stichprobe im
Durchschnitt kleinere Werte als fiir die andere Stichprobe, unterscheiden sich die
Rangsummen beider Stichproben.

Da in dieser Untersuchung mehr als zwei unabhéngige Stichproben miteinander
verglichen wurden, musste auch der H-Test von Kruskal und Wallis (1952)
angewendet werden. Dieser Test ist eine Verallgemeinerung des U-Tests. Er priift
die Nullhypothese - die Stichproben entstammen derselben Grundgesamtheit - bei
mehr als zwei Stichproben.

Die statistische Auswertung wurde computerassistiert mit Hilfe des SPSS-

Programmes durchgefiihrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Bronchialschleimhaut

Es wurden 10 pum dicke Gewebeschnitte der Hauptbronchien von jeweils vier
spezifisch pathogenfreien Meerschweinchen (HsdPoc) pro Versuchsgruppe
ausgewertet.

Pro Tier wurden zwei Schnitte ausgewaihlt, bei denen der Hauptbronchus mdoglichst
langs angeschnitten war und 15 Gesichtsfelder Lamina propria Platz fanden. Ein
Gesichtsfeld entsprach 1,25 mm? (40-fache Vergroferung).

Die MHC II-positiven Zellen befanden sich iiberwiegend direkt unterhalb der
Basalmembran oder zwischen zwei Muskelfaserbiindeln. In diesen Bereichen kamen
auch rundliche fluoreszenzmarkierte Zellen, vermutlich Makrophagen, zur
Darstellung, die sich durch ihre Morphologie von dem gesuchten Zelltyp
differenzieren lieen. Die Immunreaktivitit war nicht gleichmifig iiber die Zelle
verteilt, sondern im Bereich der dendritischen Fortsétze deutlich stirker ausgepragt.
Im Flimmerepithel lieBen sich die MHC II-positiven Zellen nicht eindeutig
identifizieren, da die Epithelzellen besonders nach Sensibilisierung und
Allergenprovokation selbst MHC II exprimieren und dadurch auch von Msgp 8
markiert wurden. Deshalb wurde hier keine Quantifizierung der MHC II-positiven
Zellen durchgefiihrt.

In Versuchsgruppe 1, nach intraperitonealer Ovalbumin-Injektion und inhalativer
Ovalbumin-Exposition, fanden sich 467 MHC Il-positive Zellen mit dendritischem
Zellfortsatz pro mm? Lamina propria (Median; Minimum: 421, Maximum: 528).

In Versuchsgruppe 2, nach inhalativer Ovalbumin-Exposition ohne vorherige
Sensibilisierung, fanden sich in der Lamina propria 281 MHC IlI-positive Zellen mit
dendritischem Zellfortsatz pro mm? (Median; Minimum: 240, Maximum: 341).

In Versuchsgruppe 3, nach intraperitonealer Ovalbumin-Injektion ohne nachfolgende
inhalative Allergenprovokation, betrug die Zahl der MHC Il-positiven Zellen mit
dendritischem Zellfortsatz 299 pro mm? (Median; Minimum: 240, Maximum: 331).
Somit fand sich in der Bronchialschleimhaut in Gruppe 1 ein signifikant (p<0,05)
hoherer Wert als in Gruppe 2 und in Gruppe 3. In Abbildung 2 ist die
Quantifizierung DC in der Bronchialschleimhaut dargestellt. Die Abbildungen 3-5
zeigen fluoreszenzmikroskopische Darstellungen von DC in der Lamina propria der

Bronchialschleimhaut der Versuchsgruppen 1-3 (1 cm entspricht 20 um).
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Abb. 2: Quantifizierung DC in der Bronchialschleimhaut

Abb.3: DC in der Lamina propria der Bronchialschleimhaut,
Versuchsgruppe 1 (Sensibilisierung und inhalative Provokation)
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Abb.4: DC in der Lamina propria der Bronchialschleimhaut,
Versuchsgruppe 2 (inhalative Provokation)

Abb.S5: DC in der Lamina propria der Bronchialschleimhaut,
Versuchsgruppe 3 (Sensibilisierung)

3.2 Lokale Atemwegsganglien

Da die lokalen Atemwegsganglien im Bereich der Trachealbifurkation des
Meerschweinchens sehr klein sind und nur aus wenigen Ganglienzellen bestehen,
mussten die Trachealbifurkationen von vier Tieren je Versuchsgruppe komplett in 10
um dicke Schnitte aufgeschnitten werden. Nach Kernfarbung mit Himalaun konnten
mittels Hellfeldmikroskopie diejenigen Bereiche identifiziert werden, die

Bronchialganglien enthielten, und entsprechend angrenzende Schnitte fiir Inkubation
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und Auswertung verwendet werden. Diese Ganglienanschnitte beinhalteten ein bis
maximal 18 Neurone (Anschnitt von Zellleib und Zellkern), sowie null bis maximal
siecben  MHC II-positive Zellen mit angeschnittenem Zellleib, Zellkern und
»dendritischem® Zellfortsatz. Die Neurone imponierten polygonal oder rundlich bis
oval. In der Regel lagen die Zellkerne zentral.

Pro Versuchstier wurden 20 Ganglienanschnitte ausgewertet. Es wurde die Zahl der
oben beschriebenen MHC II-positiven Zellen pro Ganglienzelle ermittelt. Diese
Quantifizierungsweise wurde gewdhlt, da ein Bezug auf die Flache des
Ganglienanschnittes nicht moglich war, weil sich die Ganglien gegen das umgebende
Bindegewebe optisch nicht eindeutig abgrenzen lieBen. Die DC fanden sich in
direkter Nachbarschaft zu den Nervenzellen oder lagen zwischen diesen. Mit ihren
Fortsdtzen umgriffen sie formlich die Nervenzellkérper. Dabei kamen sie nicht
spezifisch in der Nihe kleinerer benachbarter Blutgefdf3e vor.

In Gruppe 1, nach intraperitonealer Ovalbumin-Injektion und inhalativer Ovalbumin-
Exposition, fanden sich 0,46 MHC II-positive Zellen mit dendritischem Zellfortsatz
pro Nervenzelle (Median; Minimum: 0,27, Maximum: 0,47).

In den lokalen Atemwegsganglien wurden in Versuchsgruppe 2, nach inhalativer
Ovalbumin-Exposition ohne vorherige Sensibilisierung, 0,45 MHC II-positive Zellen
mit dendritischem Zellfortsatz pro Neuron ermittelt (Median; Minimum: 0,22,
Maximum: 0,61).

In Versuchsgruppe 3, nach intraperitonealer Ovalbumin-Injektion ohne nachfolgende
inhalative Allergenprovokation, fanden sich 0,38 MHC II-positive Zellen mit
dendritischem Zellfortsatz pro Neuron (Median; Minimum: 0,24, Maximum: 0,58).
Hier bestandt kein signifikanter Unterschied zwischen den Versuchsgruppen.

In Abbildung 6 ist die Quantifizierung DC in den intramuralen Atemwegsganglien
dargestellt. Die Abbildungen 7-9 zeigen fluoreszenzmikroskopische Darstellungen

von DC in den intramuralen Atemwegsganglien der Versuchsgruppen 1-3.
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Abb. 6: Quantifizierung von DC in den lokalen Atemwegsganglien

Abb.7: DC in den lokalen Atemwegsganglien, Versuchsgruppe
(Sensibilisierung und inhalative Provokation)
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Abb.8: DC in den lokalen Atemwegsganglien, Versuchsgruppe 2
(inhalative Provokation)

Abb.9: DC in den lokalen Atemwegsganglien, Versuchsgruppe 3
(Sensibilisierung)

3.3 Ganglia nodosa

Es wurden die Ganglia nodosa von vier Meerschweinchen pro Versuchsgruppe
verwendet.

Aus den 10 pm dicken Schnitten der Ganglien wurden pro Tier zehn Ausschnitte bei
400facher Vergroflerung ausgewertet. Die Ausschnitte enthielten 21 bis maximal 47

Nervenzellen mit angeschnittenem Zellleib und Zellkern. Die Ganglien waren in
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umgebendes Bindegewebe eingebettet. Es kamen Nervenfasern im Léngs- und
Querschnitt zur Darstellung.

Wie in den lokalen Atemwegsganglien wurden auch hier die oben beschriebenen
MHC IlI-positiven Zellen pro Nervenzelle computerassistiert ermittelt. Es kamen
Ausschnitte mit minimal einer und maximal 18 Zellen vor.

Fiir Gruppe 1, nach intraperitonealer Ovalbumin-Injektion und inhalativer Ovalbu-
min-Exposition, fanden sich 0,24 MHC II-positive Zellen mit dendritischem
Zellfortsatz pro Neuron (Median; Minimum: 0,21, Maximum: 0,44).

Die Quantifizierung ergab fiir Gruppe 2, nach inhalativer Ovalbumin-Exposition
ohne vorherige Sensibilisierung, 0,18 MHC II-positive Zellen mit dendritischem
Zellfortsatz (Median; Minimum: 0,12, Maximum: 0,19).

Als Ergebnis fiir Gruppe 3, nach Sensibilisierung und inhalative Vehikelexposition,
wurden 0,11 MHC II-positive Zellen mit dendritischem Zellfortsatz pro Nervenzelle
ermittelt (Median; Minimum: 0,07, Maximum: 0,12).

Der Unterschied zwischen den Versuchsgruppen 1 und 2, sowie 1 und 3 war jeweils
signifikant (p<0,05).

In Abbildung 10 ist die Quantifizierung DC im Ganglion nodosum dargestellt. Die
Abbildungen 11-13 zeigen fluoreszenzmikroskopische Darstellungen von DC im

Ganglion nodosum der Versuchsgruppen 1-3.
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Abb. 10: Quantifizierung von DC im Ganglion nodosum



Abb. 11: DC im Ganglion nodosum, Versuchsgruppe 1 (Sensibilisierung und
inhalative Provokation)

Abb. 12:DC im Ganglion nodosum, Versuchsgruppe 2 (inhalative
Provokation)
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Abb. 13:DC im Ganglion nodosum, Versuchsgruppe 3 (Sensibilisierung)
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4 Diskussion

4.1 Das Meerschweinchen als Modell des allergischen
Asthma bronchiale

Das am hiufigsten verwendete Tiermodel fiir allergisches Asthma ist die Maus. Bei
vielen Versuchsprotokollen mit Méusen erfolgt die Sensibilisierung wie in dieser
Studie mit Ovalbumin (Hamelmann et al. 1999; Isenberg-Feig et al. 2003). Die Maus
bietet viele Variationsmoglichkeiten; mit Hilfe gendefizienter und transgener Méuse
lasst sich der Einfluss einzelner Proteine bzw. Zytokine beim allergischen Asthma
untersuchen (Hamelmann et al. 1997). Es gibt Stimme von Maiusen, die mit
verstirkter Hyperreaktivitit der Atemwege reagieren, und solche, die relativ resistent
gegeniiber Methacholin sind (Takeda et al. 2001). Vargaftig und Mitarbeiter
entwickelten mit der Maus ein Model fiir Antigen-induzierte bronchiale
Hyperreagibilitit und Eosinophilie der Atemwege (Eum et al. 1995). Histologische
Veranderungen, wie sie flir Asthma beim Menschen typisch sind, wurden auch bei
Balb/c Mausen, die intraperitoneal Ovalbumin-sensibilisiert und intratracheal
Antigen-provoziert wurden, gefunden: Infiltration der Lamina propria mit
mononukledren Zellen, Becherzell-Hyperplasie, Verdickung des Epithels und
subepitheliale Fibrose (Blyth et al. 1998; Temelokovski et al. 1998). Dennoch hat die
Maus auch Nachteile: Beim menschlichen Asthma sind hauptsédchlich die Atemwege
in den Erkrankungsprozess einbezogen, wéhrend bei der allergischen Entziindung
der Maus zusitzlich das Lungenparenchym und die Pleura visceralis betroffen sind.
Fiir die Maus ist kein Model der allergischen Bronchokonstriktion nach inhalativer
Provokation bekannt (Szelenyi 2000). Ebenso tritt bei Médusen keine Spétphase der
Bronchokonstriktion nach 5-8 h ein, wie sie bei vielen Asthmatikern bekannt ist
(Szelenyi 2000). Bei atopischen, sensibilisierten Patienten bewirkt inhalativer
Kontakt mit dem korrespondierenden Antigen Bronchokonstriktion. Bei aktiv
sensibilisierten Miusen (und auch Ratten) kommt es hingegen nach inhalativer
Antigenverabreichung nicht zur Bronchokonstriktion. Dieses Phdnomen kann nur
durch intravendse Antigengabe ausgelost werden (Szelenyi 2000). Bei Méausen
lassen sich weiterhin nach Allergenprovokation im Gegensatz zum Menschen keine
Proteine aus Eosinophilen in der bronchoalveoldren Lavage (BAL)-Fliissigkeit

nachweisen (Lee et al. 2001).
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Beim sensibilisierten Meerschweinchen hingegen kommt es 24 Stunden nach
Ovalbuminprovokation zu einem Influx von Eosinophilen in die BAL-Fliissigkeit
(Underwood et al. 1995). Die erhohte Anzahl Eosinophiler 14sst sich auch nach 72
Stunden noch nachweisen. Pulmonale Eosinophilie kann beim naiven
Meerschweinchen durch verschiedene Mediatoren und Zytokine induziert werden;
intratracheale Instillation von IL-5 induziert einen signifikanten Anstieg der Zahl
Eosinophiler in der BAL-Fliissigkeit (Lilly et al. 1996; Portanova et al. 1995). Mit
Hilfe des Meerschweinchenmodels konnte gezeigt werden, dass das Major Basic
Protein aus Eosinophilen Epithel-abhingig eine Kontraktion der glatten
Atemwegsmuskulatur induziert (Lewis et al. 1978). Das Major Basic Protein
blockiert muskarinische M2-Rezeptoren und wirkt somit als Mediator der
allergischen Sofortreaktion (Yost et al. 1999). Zaagsma und Mitarbeiter zeigten beim
aktiv sensibilisierten und provozierten Meerschweinchen eine frithe (0-5 h) und eine
spate Phase (8-23 h nach Antigenprovokation) der Bronchokonstriktion (Ten Berge
et al. 1995). Diese Phasen sind der asthmatischen Atemwegserkrankung beim
Menschen sehr dhnlich, was einen entscheidenden Vorteil des Meerschweinchens als
Model des Asthma bronchiale darstellt. Everitt und Moore berichten ebenfalls von
einer Antigen-induzierten spdten Phase der Atemwegsobstruktion beim
Meerschweinchen (Evritt et Moore 1992). Untersuchungen von Heuer und
Mitarbeitern lassen vermuten, dass die spidte Phase der Atemwegsobstruktion auf
dem Boden einer Entziindungsreaktion entsteht (Heuer et al. 1996). Sie zeigten beim
sensibilisierten Meerschweinchen, dem zusitzlich Polymyxin B inhalativ verabreicht
wurde, dass die Spétphase der Obstruktion sowohl durch Methylprednisolon, als
auch durch einen Plittchen-aktivierenden Faktor (PAF)-Antagonisten verhindert
werden kann. Mittlerweile ist bekannt, dass PAF zwar bei diesem Model bedeutsam
ist, bei der asthmatischen Entziindung des Menschen jedoch nicht relevant ist,
weshalb PAF-Antagonisten beim Menschen auch nicht wirken (Szelenyi 2000). Bei
sensibilisierten =~ Meerschweinchen kénnen Dyspnoe und Zunahme des
Atemwegswiderstandes durch inhalativ verabreichtes Allergen mit Hilfe der
Ganzkorperplethysmografie nicht-invasiv gemessen werden (Chand et al. 1994;
Lewis et Broadley 1995). Hashimoto et al. konnten beim Ovalbumin-sensibilisierten
Meerschweinchen zeigen, dass nach Allergenprovokation Mukussekretion und

Eosinophilie der Atemwege ausgeprigter waren, wenn zusitzlich Dieselabgase
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vernebelt wurden (Hashimoto et al. 2001). Derartige Versuche sind bedeutsam fiir
das Verstindnis steigender Inzidenz von Asthma beim Menschen.

In der Meerschweinchentrachea sind DC hauptséchlich in der Lamina propria
lokalisiert (203/mm?®) (Lawrence et al. 1997). In Tangentialschnitten der
Meerschweinchentrachea wurden nur vereinzelt MHC Il-positive Zellen im Epithel
gefunden. Die Verteilung der DC beim Meerschweinchen ist der beim Menschen
dhnlich (Maarten et al. 1994). Im Gegensatz dazu wurden bei der Ratte DC in der
Trachea vorwiegend im Bereich des Epithels gefunden mit einer Dichte von circa
600/mm” (Holt et al. 1994; Schon-Hegrad et al. 1991).

Trotz der aufgefiihrten Vorteile und der Ahnlichkeit zum Menschen hat auch das
Meerschweinchen als Modell fiir die allergische Entziindung Nachteile: Die
Manipulationsmdéglichkeiten, die bei der Maus zur Verfiigung stehen, existieren fiir
das Meerschweinchen nicht. Zudem fehlt es an Meerschweinchen-spezifischen
Zytokinen, Chemokinen und Antikorpern. Tendenziell neigen Meerschweinchen wie
auch Ratten nach wiederholter Antigenprovokation zu Desensibilisierung (Andrew et
al. 1984). Das Meerschweinchen reagiert im Vergleich zum Menschen stirker auf
Histamin, was fiir die stdrkere Eosinophilie (ohne Sensibilisierung und
Allergenprovokation) verantwortlich sein konnte (Szelenyi 2000). Durch Histamin
HI1-Rezeptorantagonisten kann die akute Atemwegsverengung wesentlich stéirker als
beim Menschen reduziert werden (Payne et De Nucci 1987). Bei nicht-invasiven
Untersuchungstechniken muss beachtet werden, dass das GroBenverhédltnis Nase zu
Lunge bei kleinen Nagern und Menschen sehr unterschiedlich ist (Smith 1989). Bei
Ratten und Meerschweinchen betrigt der Anteil der oberen Atemwege am totalen
Atemwegswiderstand 80% (Smith 1989). Deshalb eignet sich weder das
Meerschweinchen noch die Ratte zur Messung eines spontanen Anstiegs des
Atemwegswiderstands und Ubertragung der Messergebnisse auf den Menschen.
Sicherlich ldsst sich mit keinem Kleintiermodel das menschliche Asthma exakt
reproduzieren, dennoch helfen diese Modelle, immunologische und zelluldre
Mechanismen in der Entwicklung der allergischen Erkrankung zu verstehen und die

Effekte exogener Agenzien auf den Krankheitsverlauf zu untersuchen.
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4.2 Bronchialschleimhaut

In der Kontrollgruppe, nach inhalativer Ovalbumin-Exposition ohne vorherige
Sensibilisierung, fanden sich in der Lamina propria im Median 281 MHC II-positive
Zellen mit dendritischem Zellfortsatz pro mm?. Lawrence fand in der Lamina propria
der Meerschweinchentrachea mit 203 MHC II-positiven Zellen pro mm? dhnliche
Werte (Lawrence et al. 1997). Lapa e Silva beschrieb fiir die Bronchien des
Meerschweinchens ebenfalls vergleichbare Werte (Lapa e Silva et al. 1993). Die
Auswertung der Bronchialschleimhaut dient in dieser Studie als Kontrolle; das hier
verwendete Model bzw. Immunisierungsschema liefert Ergebnisse, die denen
anderer Autoren entsprechen. Es gibt viele Studien, die die Lokalisation und
Funktion DC in den Atemwegen der Ratte untersuchen (Holt et al. 1994; Schon-
Hegrad et al. 1991), jedoch nur wenige, die sich mit diesen Zellen in der Lunge des
Meerschweinchens beschiftigen. DC sind bei der Ratte primédr im Epithel der
Trachea lokalisiert mit einer Dichte von 600/mm?” (Holt et al. 1994; Schon-Hegrad et
al. 1991). Hier bilden sie ein dichtes Netzwerk, dass sich besonders gut durch
Tangentialschnitte darstellen lasst (Holt et al. 1994). Im Gegensatz dazu befinden
sich in Tangentialschnitten der Trachea des Meerschweinchens nur sehr wenige
MHC II-positive Zellen innerhalb des Epithels. In der hier vorliegenden Studie
wurden die MHC II-positive Zellen deshalb in der Lamina propria quantifiziert.

Nach intraperitonealer Ovalbumin-Injektion und inhalativer Ovalbumin-Exposition
fanden sich mit 467 MHC II-positiven Zellen mit dendritischem Zellfortsatz pro mm?
Lamina propria ein signifikant hoherer Wert als nach inhalativer Ovalbumin-
Exposition ohne vorherige Sensibilisierung und nach intraperitonealer Ovalbumin-
Injektion ohne nachfolgende inhalative Allergenprovokation. Der Anstieg der
MHC II-positiven Zellen mit dendritischem Zellfortsatz in der Mukosa der
Atemwege sensibilisierter Tiere nach Allergenprovokation gegeniiber nicht-
sensibilisierten Tieren enspricht den von Lawrence fiir das Meerschweinchen
berichteten Werten (Lawrence et al. 1997). Da fiir das Meerschweinchen keine
spezifischen Antikorper gegen DC erhiltlich sind, definierte Lawrence diese Zellen
nach folgenden Kriterien: Markierung durch den monoklonalen Anti-
Meerschweinchen-Antikorper Cl.13.1, einen Marker fiir MHC Klasse II, fehlende
Markierung durch MR-1, einen Marker fiir Gewebsmakrophagen, sowie dendritische

Morphologie. In dieser Studie wird ebenfalls angenommen, dass es sich bei den
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quantifizierten Zellen um DC handelt. Zwar tragen auch diverse andere Zellen MHC
Klasse II auf ihrer Oberflache, wie z.B. Makrophagen und nach Allergisierung auch
die Epithelzellen der Atemwege, jedoch unterscheiden sich diese in ihrer
Morphologie deutlich von den untersuchten Zellen. Mit Hilfe spezifischer Antikorper
gegen DC des Meerschweinchens lieBe sich die Frage klidren, ob die dendritischen
Fortsdtze zur Antigenaufnahme durch das Epithel zum Atemwegslumen
durchreichen oder vermehrt DC aus der Lamina propria ins Epithel einwandern.
Versuche mit Ratten haben gezeigt, dass ortstindige DC eine Turnover-Rate von
ungefdhr drei Tagen haben (Holt et al. 1994) und dass DC-Vorldufer aus dem
Knochenmark in die Atemwege einwandern. Theoretisch besteht jedoch auch die
Moglichkeit, dass die Zunahme MHC Il-positiver Zellen mit entsprechender Morphe
nach Sensibilisierung und Provokation auf einer vermehrten MHC II-Expression
ortstindiger DC basiert. Studien mit Bakterienexposition unterstiitzen die Theorie
der Einwanderung von unreifen DC mit rundlicher Gestalt und Reifung der DC im

Bronchialgewebe (McWilliam et al. 1994).

4.3 Ganglion nodosum

Aus Versuchen mit Ratten ist bekannt, dass die Expression von MHC I1-Molekiilen
im Zentralnervensystem gesunder Tiere von der Integritit der Blut-Hirnschranke
abhingig ist. In Regionen, die durch eine intakte Blut-Hirnschranke geschiitzt sind,
kommen keine MHC II-exprimierenden Zellen sowie keine Zellen, die typische
Makrophagen-Marker exprimieren, vor (Aloisi et al. 2000; Perry et Lawson 1992).
Die Blut-Gewebeschranke, die das periphere Nervensystem schiitzt, ist funktionell
weit weniger dicht als die Blut-Hirnschranke. Intravends applizierte Tracer lassen
sich in endoneuralen Strukturen peripherer Nerven und Ganglien detektieren
(Kiernan 1996), wobei die Blut-Gewebe-Schranke groler peripherer Nerven
gegeniiber Makromolekiilen dichter zu sein scheint als die peripherer Ganglien
(McDonald et Blewett 1981; Olsson 1968).

Beim Meerschweinchen war das Vorkommen von DC in sensiblen Ganglien bislang
nicht bekannt. Nach intraperitonealer Ovalbumin-Injektion und inhalativer
Ovalbumin-Exposition fanden sich in der hier vorliegenden Studie fiir Gruppe 1 im
Median 0,24 MHC II-positive Zellen mit dendritischem Zellfortsatz pro Neuron,

wihrend die Quantifizierung fiir Gruppe 2, nach inhalativer Ovalbumin-Exposition
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ohne vorherige Sensibilisierung, mit 0,18 Zellen und fiir Gruppe 3, nach
Sensibilisierung und inhalativer Vehikelexposition, mit 0,11 Zellen signifikant
niedrigere Werte ergab.

Das Neuropeptid CGRP wird aus den sensiblen Nervenendigungen in der Peripherie
freigesetzt (Felten 1991) und wirkt auf DC chemotaktisch (Dunzendorfer et al.
2001). Zudem wird durch CGRP ein Abwandern reifer DC Richtung regionérer
Lymphknoten verhindert (Dunzendorfer et al. 2001). Bei LC der Epidermis der Maus
haben Hosoi et al. fiir CGRP inhibitorische Effekte auf Antigenprdsentation und
Stimulation spezifischer T-Zellen nachgewiesen (Hosoi et al. 1993). Diese
inhibitorischen Effekte von CGRP kommen zumindest teilweise durch die
Unterdriickung der Hochregulation von B7, einem wichtigen Kostimulator bei der
Antigenpresentation durch MHC II-Molekiile, zustande (Asahina et al. 1995).
Andererseits unterdriickt CGRP die Produktion des Zytokins IL-10 in LC (Torii et al.
1997). IL-10 supprimiert die Thl-vermittelte Immunitidt durch Unterdriickung der
Antigenpresentation an Th1 Zellen (Enk et al. 1993).

Neuropeptide konnen aber nicht nur aus Nervenendigungen, sondern auch im
Bereich des Perikarion freigesetzt werden (Huang et Neher 1996). Huang und Neher
zeigten, dass bei Sdugetieren aus den Somata sensibler Neurone per Exozytose
Ca*"-abhingig Neuropeptide ausgeschiittet werden konnen. Zhang und Zhou fanden
spiter Hinweise, dass dieser Vorgang eher Spannungs- als Kalzium-abhéngig
funktioniert (Zhang et Zhou 2002).

Seit Mitte der 90er Jahre ist die Plastizitit der afferenten Innervation der Atemwege
bekannt. Neuroanatomische Tracing-Techniken haben gezeigt, dass beim
Meerschweinchen 10 % der Neurone des die Atemwege versorgenden Ganglion
nodosum nach Sensibilisierung und Allergenprovokation Tachykinine und auch
CGRP enthalten. Nach Vehikelbehandlung und Allergenexposition kommen jedoch
ebenso wie bei normalen Kontrolltieren in den die Lunge versorgenden Neuronen
des Ganglion nodosum keine Tachykinine und kein CGRP vor (Kummer et Fischer
1995). Eine vermehrte CGRP-Synthese im Ganglion nodosum nach Sensibilisierung
und Allergenprovokation mit konsekutiver CGRP-Freisetzung aus dem Perikaryon
konnte somit fiir das vermehrte Vorkommen MHC II-positiver Zellen in Gruppe 1
verantwortlich sein. Das Phdnomen, dass sich ein primér peripherer Einfluss auf das
Nervensystem in einer Ansammlung MHC II-positiver Zellen in Perikaryonndhe

widerspiegelt, ist auch aus Versuchen mit Durchtrennung des Nervus ischiadicus
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bekannt (Lu et Richardson 1993). Hier induzierte eine periphere Nervenverletzung
eine Rekrutierung oder Proliferation von MHC II-positiven Zellen im
korrespondierenden Spinalganglion.

Unklar bleibt, welche Aufgabe den MHC II-positiven Zellen im Ganglion nodosum
zukommt. Die Expression von MHC II Molekiilen bedeutet nicht zwangsldufig eine
Aktivierung von T-Helferzellen. Antigen-priasentierende Zellen konnen auch die
Differenzierung in T-Suppressorzellen induzieren (Usui et al. 1984). Von
Makrophagen wei3 man, dass sie in Ganglien bei der Entsorgung von axonalem und
Myelin-haltigem Debris helfen (Stoll et al. 1989), die Proliferation von
Schwannzellen induzieren konnen (Beuche et Friede 1984; Baichwal et al. 1984) und
iber Interleukin-1 die Synthese von nerve growth factor (NGF) durch Schwannzellen
fordern (Lindholm et al. 1987). An einem Model der Autoimmunneuritis und des
Guillain-Barre Syndroms konnte gezeigt werden, dass Makrophagen als wichtige
Effektorzellen bei der Demyelinisierung wirken und hierbei intensiv mit T-
Lymphoyten interagieren (Hartung et Tyoka 1990). Im Rahmen von Untersuchungen
zur Herpes simplex Infektion beim Kaninchen fanden Kang et al., dass Lymphozyten
im latent infizierten Trigeminalganglion persistieren (Kang et al. 2003). Die
Lymphozyten scheinen hier eine Rolle bei der Reaktivierung von Herpes simplex zu
spielen (Liu et al. 1996; Shimeld et al. 1995).

Denkbar wire, dass durch CGRP angelockte DC im Ganglion nodosum unter dem
Einfluss von CGRP an der Antigenprésentation gehindert werden (Hosoi et al. 1993)
und somit hier ein regulierender Mechanismus auf die Entwicklung der allergischen
Reaktion vorliegt. Carucci et al. haben fiir humane DC den CGRP-Rezeptor Typ 1
nachgewiesen und vermuten, dass iiber diesen Rezeptor die durch reife DC
induzierte T-Zellproliferation geddmpft wird (Carucci et al. 2000). Zur definitiven
Einordnung der Befunde dieser Studie sind jedoch weitere Untersuchungen zu

Wechselwirkungen zwischen MHC II-positiven Zellen und Neuronen erforderlich.
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4.4 Lokale Atemwegsganglien

Frithere Studien an isolierten Bronchien von Ovalbumin-sensibilisierten
Meerschweinchen haben gezeigt, dass Mastzellen, die sich in den parasympathischen
intramuralen Ganglien befinden, nach Antigen-Provokation degranulieren und
parallel dazu elektrophysiologische Verdanderungen beziiglich der synaptischen
Ubertragung in den entsprechenden Ganglien auftreten (Myers et al. 1991). Diese
elektrophysiologischen Verdnderungen bestehen im Wesentlichen aus einer
Steigerung der Effizienz der synaptischen Ubertragung (Undem et al. 1991). Der
priaganglionére Input wird weniger stark gefiltert (Mitchell et al. 1987), so dass es zu
einer generalisierten Erh6hung des ,,parasympathischen Tonus* in den Atemwegen
kommt. Es ist wahrscheinlich, dass diese Effekte durch Mastzellmediatoren wie
Histamin, Leukotriene und Prostaglandin D, verursacht werden (Myers et al. 1991;
Myers et Undem 1995), moglicherweise auch durch Mediatoren anderer
Entziindungszellen (Costello et al. 1997).

Bislang gab es keine Informationen iiber das Vorkommen von DC in lokalen,
parasympathischen  Ganglien. Erst kiirzlich wurden in den kardialen
parasympathischen Ganglien der Ratte MHC Il-positive Zellen gefunden (Kummer
et al. 2005). Thre relative Anzahl entspricht mit 0,5 pro Neuron (Kummer et al. 2005)
der hier in den Atemwegsganglien des Meerschweinchens (0,46) beobachteten
Anzahl von DC.

Im Gegensatz zum sensiblen Ganglion nodosum unterschieden sich die relativen
Anzahlen von DC in den Atemwegsganglien in den Versuchsgruppen 1, nach
intraperitonealer Ovalbumin-Injektion und inhalativer Ovalbumin-Exposition, 2,
nach inhalativer Ovalbumin-Exposition ohne vorherige Sensibilisierung, und 3, nach
intraperitonealer Ovalbumin-Injektion ohne nachfolgende inhalative
Allergenprovokation, nicht signifikant voneinander. Als eine mogliche Ursache fiir
die Vermehrung von DC im Ganglion nodosum nach Sensibilisierung und
Allergenprovokation wurde eine Ausschiittung von CGRP aus den Somata der
sensiblen Neurone angenommen. Lokale Atemwegsneurone des Meerschweinchens
sind cholinerg und enthalten im Regelfall keine zusétzlichen bekannten Neuropeptide
(Kummer et al. 1992), so dass eine solche somatische Ausschiittung von CGRP als
chemotaktischer Faktor fiir DC hier nicht in Frage kommt. Dennoch kommt CGRP in

lokalen Atemwegsganglien vor. Dieses Neuropeptid ist in vereinzelten
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Axonendigungen sensibler Nervenfaser enthalten, die innerhalb des Ganglions
zusitzlich zu den prigangliondren Axonen Kontakt mit den postganglioniren
Neuronen aufnehmen (Kummer 1992). Zum einen muss beriicksichtigt werden, dass
im Ganglion nodosum die Ausschiittung aus dem Zellkorper erfolgt und nicht aus
Nervenendigungen. Hierbei handelt es sich um grundsétzlich unterschiedlich
geregelte Prozesse (Huang et Neher 1996). Zum anderen entstammen diese sensiblen
Nervenfasern nicht aus dem Ganglion nodosum, sondern entweder aus
Spinalganglien oder dem vagalen Ganglion jugulare, welches funktionell vom
Ganglion nodosum differente Nervenzellpopulationen enthilt (Riccio et al. 1996):
Das Ganglion nodosum enthélt fiir die Innervation der Atemwege die Somata
tiberwiegend schnell leitender Ad-Fasern. Dies sind schnell adaptierende
Irritantzienrezeptoren, sie adaptieren ebenfalls schnell gegeniiber mechanischen
Stimuli, haben eine relativ niedrige Reizschwelle fiir mechanische Reize und werden
nicht durch Capsaicin aktiviert. Im Gegensatz dazu enthélt das Ganglion jugulare die
Somata ungefdhr gleich vieler myelinisierter Ad- und unmyelinisierter C-Fasern.
Diese adaptieren langsam gegeniiber mechanischer Stimulation, haben eine hohere
Schwelle fiir mechanische Reize und lassen sich oft durch Capsaicin aktivieren. Da
die neuropeptidhaltigen Endigungen innerhalb der Bronchialganglien durch
Capsaicin aktivierbar sind (Myers et al. 19996), entstammen sie nicht dem Ganglion
nodosum. Im Ganglion jugulare ist im Gegensatz zum Ganglion nodosum eine
Zunahme der CGRP-Produktion durch Sensibilisierung und Allergenprovokation
nicht bekannt (Fischer et al. 1996). Entsprechend gibt es auch keinen Hinweise fiir
Verdnderungen CGRP-immunreaktiver Fasern in den lokalen Atemwegsganglien,

die Einfluss auf die dortige Anzahl von DC nehmen konnten.
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5 Zusammenfassung

Wechselwirkungen zwischen Immun- und Nervensystem sind fiir die Regulation der
Atemwege unter normalen Bedingungen und bei allergischen Entziindungen wie zum
Beispiel dem Asthma bronchiale von wesentlicher Bedeutung.

Am Beginn der Immunantwort stehen DC, die fiir die Antigenpridsentation
wesentlich sind. DC sind nicht nur fiir die Reaktion vom Soforttyp, sondern auch fiir
die Spatreaktion, die nach max. 24 Stunden beginnt, mitverantwortlich (Lambrecht et
al. 1998). Es ist bekannt, dass DC in enger rdumlicher Ndhe zu Nervenzellen
vorkommen. Aus den Perikaryen sensibler Neurone werden Neuropeptide wie CGRP
freigesetzt, die DC anlocken konnen (Dunzendorfer et al. 2001; Huang et Neher
1996). In der hier vorliegenden Studie wurde untersucht, ob auch in den Atemwegen
eine enge Beziehung zwischen DC und Nervensystem besteht und ob DC in den
Ganglien der Atemwegsinnervation unter allergisch-entziindlichen Bedingungen
dhnlichen Veridnderungen unterworfen sind wie die DC der Schleimhaut.

Als Modell des Asthma bronchiale dienten gegen Ovalbumin sensibilisierte und
einmalig inhalativ Allergen-provozierte Meerschweinchen. An Gefrierschnitten der
Lunge und sensibler Vagusganglien wurden die DC mit einem monoklonalen
Antikorper gegen den major histocompatibility complex der Klasse II und
Nervenzellen mit einem Antiserum gegen protein gene product 9.5 mittels indirekter
Immunfluoreszenz dargestellt. Die Zahl der DC wurde in der Schleimhaut, in den
lokalen Atemwegsganglien und in den sensiblen Ganglien des Nervus vagus nach
intraperitonealer Ovalbumin-Injektion und inhalativer Ovalbumin-Exposition
(Versuchsgruppe 1), nach inhalativer Ovalbumin-Exposition ohne vorherige
Sensibilisierung (Versuchsgruppe 2) und nach intraperitonealer Ovalbumin-Injektion
ohne nachfolgende inhalative Allergenprovokation (Versuchsgruppe 3) bestimmt.
Die  Allergen-Provokation  nach  Sensibilisierung  filhrte an  diesem
Meerschweinchenmodell anndhernd zu einer Verdopplung der Anzahl DC pro
definiertem Schleimhautareal. In den lokalen Atemwegsganglien wurden erstmals
DC mit einer Héufigkeit von circa 0,5 DC pro Nervenzelle beschrieben. Diese
Relation verdndert sich nach Sensibilisierung oder Sensibilisierung und
Allergenprovokation nicht signifikant. Im weiter entfernt unterhalb der Schéidelbasis
liegenden sensiblen Ganglion des Nervus vagus (Ganglion nodosum) dagegen liegt

die relative Zahl der DC mit circa 0,1 pro Nervenzelle niedriger als in den lokalen
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Atemwegsganglien. Sensibilisierung und inhalative Allergenprovokation fiihren hier
zu einem Anstieg der DC auf Werte von circa 0,3 DC pro Neuron.

Der Anstieg der DC in der Mucosa der Atemwege sensibilisierter Tier nach
Allergenprovokation entspricht den von anderen Autoren angegebenen Werten
(Lawrence et al. 1997). Beim Meerschweinchen war das Vorkommen von DC in
sensiblen Ganglien bislang nicht bekannt. Neuroanatomische Tracing-Techniken
haben Mitte der 90er Jahre gezeigt, dass beim Meerschweinchen 10 % der Neurone
des die Atemwege versorgenden sensiblen Ganglion nodosum nach Sensibilisierung
und Allergenprovokation Tachykinine und auch CGRP enthalten. Nach
Vehikelbehandlung und Allergenexposition kommen jedoch ebenso wie bei
normalen Kontrolltieren in den die Lunge versorgenden Fasern des Ganglion
nodosum keine Tachykinine und kein CGRP vor (Kummer et Fischer 1995). Die
vermehrte CGRP-Synthese im Ganglion nodosum nach Sensibilisierung und
Allergenprovokation mit konsekutiver CGRP-Freisetzung aus dem Perikaryon
konnte somit fiir das vermehrte Vorkommen von DC in Gruppe 1 verantwortlich
sein. Bisher gab es keine Informationen iiber das Vorkommen von DC in lokalen,
parasympathischen Ganglien der Atemwege des Meerschweinchens. Hier enthalten
die Nervenzellkorper jedoch im Unterschied zum Ganglion nodosum kein CGRP.
Zwar kommen auch in den lokalen Atemwegsganglien CGRP-haltige Nervenfasern
vor (Kummer 1992), diese entstammen jedoch dem Ganglion jugulare, dessen
afferente Atemwegsfasern sich sowohl funktionell als auch anatomisch von den
Fasern des Ganglion nodosum unterscheiden (Riccio et al. 1996). Fiir die Neurone
des Ganglion jugulare, deren CGRP-haltige Nervenfasern die peribronchialen
Ganglien erreichen, ist eine Aktivierung im Sinne gesteigerter Neuropeptid-
Immunreaktivitdt bei Allergie wie fiir die Irritanzienrezeptoren des Ganglion
nodosum nicht gefunden worden (Kummer et Fischer 1995). Zudem handelt es sich
bei der CGRP-Freisetzung aus Nervenendigungen in den peribronchialen Ganglien
um einen grundsitzlich anderen Prozess als die Zellkdrper-nahe Ausschiittung im
Ganglion nodosum (Huang et Neher 1996). Obwohl die funktionelle Bedeutung der
DC in den Ganglien der Atemwegsinnervation bisher weitgehend unklar ist, weisen
die hier fiir das Ganglion nodosum beschriebenen quantitativen Verdnderungen von
DC nach Sensibilisierung und Allergen-Provokation auf eine Verkniipfung im

Rahmen des allergischen Entziindungsgeschehen hin.
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bronchoalveoldre Lavage

chemokine receptor

cluster of differentiation

calcitonin gene-related peptide

Chemokin
4-6-Diamidino-2-phenylindoldihydrochlorid
Dendritische Zellen

dendritic cell-specific intracellular adhesion molecule-grabbing
nonintegrin

Desoxyribonukleinsdure
Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor
Guanosintriphosphat

Humanes Leukozyten-Antigen
Adhésionsmolekiil 1
Immunglobulin

Interleukin 1

macrophage inflammatory protein
messenger Ribonukleinsdure
Nervus

Neurofilamentprotein

nerve growth factor

Neurokinin A

Stickstoffmonoxid

Neuropeptid Y

normales Schweineserum



PAF
PAR-2
PBS
PGP 9.5
PPT

RNA

SP

TRANCE

VIP
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Pléttchen-aktivierender Faktor
Protease-aktivierter Rezeptor
Phosphatgepufferte Salzlosung
protein-gene-product 9.5
Préaprotachykinin

Ribonukleinsédure

Rami

Substanz P

Tumor-Nekrosefaktor

TNF-related activation-induced cytokine

vasoaktives intestinales Polypeptid
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Summary

Interactions between the immun- and nervous system are important for the regulation
of the airways under normal conditions and for allergic inflammatory diseases like
bronchial asthma.

DC stand at the beginning of the immune response, they are necessary for
presentation of antigens. DC are not only responsible for the direct allergic reaction
but also for the late onset reaction that begins after a maximum of 24 hours
(Lambrecht et al. 1998). It is well known that DC are located in close spatial
relationship to neurons. Sensory neurons release from their perikarya neuropeptides
such as CGRP (Huang et Neher 1996) that can attract DC (Dunzendorfer et al. 2001).
This study investigates if such a close spatial relationship between DC and nervous
system exists for the airways, too, and if DC in ganglia of the airway innervation
underly similar changes as mucosal DC in the course of allergic-inflammatory
disease.

As a model for bronchial asthma we used guinea pigs that were sensitized against
ovalbumin and were challenged once with ovalbumin inhalation. Using frozen
sections of the lung and sensory ganglia of vagus, DC were labelled by indirect
immunohistochemistry with a monoclonal antibody against major histocompatibility
complex class II, and neurons with a polyclonal antiserum against protein gene
product 9.5. DC were quantified in the bronchial mucosa, in local ganglia of the
airways and in sensory ganglia of the vagus nerve (ganglion nodosum) in each
experimental group. These groups included: intraperitoneal injection and ovalbumin
challenge (experimental group 1), inhalative ovalbumin exposition without
sensitisation (group 2), and intraperitoneal ovalbumin injection without challenge
(group 3).

In this guinea pig model, allergen challenge after sensitisation leads nearly to a
doubling of DC number per defined mucosal area. This investigation is the first to
identify DC in local airway ganglia with a number of 0.4 DC per neuron. This
relation does not change significantly after sensitisation or sensitisation and allergen
provocation. In the sensory nodose ganglion, however, that is located in the course of
the vagus nerve below the base of the skull, the relative number of DC is less than in

local ganglia, accounting to about 0.1 per neuron. In contrast to local airway ganglia,



sensitisation and inhalative allergen challenge lead to an increase of DC to a level of
about 0.3 DC per neuron in this sensory vagal ganglion.

The increase of DC in the bronchial mucosa of sensitised and challenged animals
after provocation by allergen is in accord to values reported by other authors
(Lawrence et al. 1997). By now, the existence of DC in guinea pig sensory ganglia
was unknown. Neuroanatomical tracing techniques have shown in the 90™ that, in
guinea pig, 10 % of nodose neurons projecting to the airways contain tachykinins as
well as CGRP after sensitisation and antigen challenge whereas this peptide is absent
in these neurons under control conditions and after allergen exposure following prior
vehicle instead of antigen injection (Kummer et Fischer 1995). The increase of
CGRP synthesis in the nodose ganglion after sensitisation and provocation with
allergen and the following release of CGRP from neuronal perikaryon could be
responsible for the increased occurrence of DC in group 1. Until now, there was no
report on the occurrence of DC in guinea pig local parasympathetic ganglia of the
airways where acetylcholine is the main transmitter. Here, in contrast to the nodose
ganglion, neuronal perikarya do not contain CGRP. There are, however, CGRP
containing nerve fibres in these local airway ganglia (Kummer 1992), but they
originate from the jugular or spinal ganglia whose airway afferents differ
functionally anatomically from those of the nodose ganglion (Riccio et al. 1996). An
increase in immunoreactivity for neuropeptides during allergic airway inflammation,
as seen for the irritant receptors of the nodose ganglion, has not been observed in
jugular neurons (Kummer et Fischer 1995). Moreover, CGRP release from nerve
endings is an entirely different process compared to the release from cell bodies in
the nodose ganglion (Huang et Neher 1996). Whereas the functional meaning of DC
in ganglia of airway innervation is still unclear, the quantitative changes in the
nodose ganglion after sensitisation and allergen challenge point to their involvement

in the allergy-induced alterations that occur in the vagal sensory ganglia.
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