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Einleitung

1. Einleitung P
/ N\
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1.1 Histamin (5-[amino&thyl]imidazol)

Bereits im frihen 20. Jahrhundert wurden Histamin und rakgs seine physiologischen
Effekte auf glatte Muskulatur und Blutgefaf3e von Dale und LaidE010) beschrieben. Sie
zeigten, dass Histamin eine Obstruktion der Bronchien dukadmntraktion der
Bronchialmuskulatur sowie eine lokale Dilatation der glatGefaldmuskulatur verursachte
(Dale und Laidlaw, 1910). Sie stellten einen Zusammenhangchkem der Wirkung von
Histamin und einer anaphylaktischen Reaktion her, die naektioy von Fremdprotein in
die Haut von vorher sensibilisierten Tieren aufttawis T. (1927) beschrieb eine, durch
Histamin verursachte, charakteristische ROtung der Haustri# von Plasma und die
Entwicklung eines Odems, begleitet von Juckreiz (Lewjs1¥27). Im gleichen Jahr gelang
es Best und Mitarbeitern, Histamin aus dem Gewebe vogesigren zu isolieren (Best et al.,
1927). Aufgrund der Erkenntnis, dass es bei Zerstbrung von @ewreb einer
Histaminfreisetzung kam, wurde die Theorie entwickelst&tnin sei ein endogener Mediator
bei Zellschadigungen (Best et al., 1927). Spatere Studedartén eine Vielzahl von
physiologischen und pathophysiologischen ErkenntnissendiddRolle von Histamin, zum
Beispiel bei Entzindung, Allergie, Anaphylaxie und bestiemReaktionen auf Arzneimittel.
Eine Beteiligung von Histamin bei Allergien beschrieBetild et al. schon 1951 anhand von
Messungen der immunologischen Histaminfreisetzung ausicBialgewebe allergischer
Testpersonen (Schild et al., 1951). Vugman und Rocha e Silva (iB66&n umfangreiche
Untersuchungen Uber den Histamingehalt von Organen und Kadsgsekeiten
verschiedenster Tierspezies durch (Vugman und Rocha e 8366). 1953 wurde Histamin
erstmals in Zusammenhang mit Mastzellen gebracht (RitelyWest, 1953). Seine Funktion
als Mediator bei entziindlichen Erkrankungen und akuten esldrgn Reaktionen beschrieb
Metcalfe 1997 in einer ausfiihrlichen Ubersichtsarbeitt¢&lée et al., 1997).

1.2 Vorkommen von Histamin

Endogenes Histamin ist im Gewebe von Saugetieren weliremet, die Konzentration
variiert jedoch zwischen einzelnen Organen sowie biErachiedlichen Spezies stark (Forth
1
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et al.,, 1996). Der Gewebsgehalt ist zum Beispiel relatieh bei Ziegen, Hunden und
Schweinen und gering bei Pferden, Kaninchen und Meerscblagn (Lorenz et al., 1973).
Beim Menschen enthalten Lungen, Haut und Magen-Darmtrakthdchsten Mengen an
Histamin (Dvorak, 1998).

Histamin ist in verschiedenen Geweben von Saugetiergegésrt, wobei die Verteilung
auf die einzelnen Gewebe artspezifisch ist (Kilzed.etl885). Histamin kommt zum einen in
einer biologisch inaktiven Form in den Granula von Mektn und basophilen Leukozyten
und zum anderen in den enterochromaffinartigen Zellen, sogé&n Histaminozyten, der
Magenschleimhaut und in histaminergen Neuronen im Gehirn vena@) 1992). Die
héchsten Konzentrationen von Histamin sind im Bindegewaé® Korpers zu finden,
entsprechend der Bereiche, in denen viele Bindegewebsitersteerkommen (lwamura et
al., 2002). Dies trifft besonders in Umgebung von Blutkapet, Nerven und in der Nahe von
Oberflachen, die mit der au3eren Umwelt interagieren(Garbarg et al., 1976). Im Gehirn
wird Histamin in spezifischen histaminergen Neuronen gebildbé besonders in
hypothalamischen und medullaren Kerngebieten lokalisientd. s Aufgrund des
Histamingehaltes von Thrombozyten, in denen nur geringe Mengemessen sind, und
basophilen Leukozyten ist der eigentliche HistamingehalBiat wesentlich héher als im
Plasma. Im anaphylaktischen Schock kann der Histaminspragelasma jedoch auf mehr
als den hundertfachen Wert steigen (Levy et al., 1986).

1.3 Biosynthese, Freisetzung und Abbau

Histamin ist das einzige biogene Amin, das in Mastzelleridgthwird (Metcalf et al., 1997).
Es wird durch das Enzym Histidin-Decarboxylase aus der Asdumme L-(+)-Histidin im
Golgi-Apparat der Zellen synthetisiert (White et al, 1988s spezifische Enzym kommt vor
allem in Gewebsmastzellen und basophilen Leukozyten voreiandGranula Histamin
gespeichert wird. Dort geht Histamin mit dem Mucopolysacghéleparin und einem
basischen Protein eine ionale Bindung ein (Abb. 1.3), wasmlwgischen Inaktivierung
fuhrt (Uvnas et al., 1970).

Das in den sekretorischen Granula gespeicherte Hist&anim durch unterschiedliche
Faktoren freigesetzt werden. Der einfachste Weg ist dist@teing der Mastzelle, zum
Beispiel durch ein Trauma (Nielsen et al., 1996). Der plogisch bedeutendere Weg ist die
Histaminfreisetzung durch Stimulation der Mastzelle. sBieerfolgt entweder als
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immunologische Antwort auf Antigenkontakt, insbesonddrei Allergie oder durch
verschiedenste Arzneimittel und Chemikalien (Amon et B996; Weltman, 2000). Auf
biochemischer Ebene kommt es bei Mastzellstimulaton bekannten, sekretorischen
Vorgangen wie Aktivierung der Phospholipase C, Bildung vatyglycerin und IR sowie
Mobilisierung von C&. Der C&*-Einstrom in die Zelle fiihrt zu einer Fusion der
sekretorischen Granula mit der Zellmembran, wasligtzzur Exocytose fuhrt (Wu et al.,
1993). Nach der Exocytose wird der Ladungsausgleich der deleh Aufnahme von
extrazellularen Kationen wiederhergestellt. Histarberation durch Arzneimittel tritt bei
verschiedenen Substanzen auf, besonders bei intravesdsge subkutaner Applikation
(Clough, 1999). Nachweislich setzen Pharmaka, wie zumpB&i$ubocurarin, Morphin,
Codein, Papaverin sowie einige Rontgenkontrastmittelkdtixta und Chemotherapeutika
Histamin frei (Mutschler und Schafer-Korting, 1996). In degisten Fallen ist die Menge an
freigesetztem Histamin erst bei hoher Dosierung skamti. Bestimmte Substanzen, die als
Histaminliberatoren eingestuft sind, besitzen weitaugt@histaminfreisetzende Wirkungen
(Sugimoto et al., 1998). Dazu gehort beson@mpound 48/80ein Kondensationsprodukt
aus p-Methoxyphenylathylmethylamin mit Formaldehyd und das KalainophorA23187
(Goth und Johnson, 1975).

Weitere Substanzen wie Dextran, Albumin oder Histormnkd zu einer Histaminfreisetzung
fuhren. Hierbei handelt es sich aber um ein allergiscBeschehen, bei dem es zur Bildung
von Antikorperkomplexen kommt.

Der genaue Vorgang der immunologischen Mastzellstimmativird im Kapitel
.Mastzellaktivierung” beschrieben.

CO0 ©@®HN
Heparin <N'HSOEEJ@H
080, "©®H

basisches Protein

CH,CH,-NH, ® & 00C
7\
/4 > Histamin
N
H

Abb. 1.3:ionale Bindung von Histamin im Mastzellgranulum (Uveaal., 1970)
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Histamin wird mittels des Enzyms Histamin-N-Methyltramske rasch im Korper deaktiviert
(Sekizawa et al, 1993). Bei dem Abbau entsteht tele-Mestgiin, das durch
Monoaminoxydase B und einer Aldehyddehydrogenase weiter elg-Methyl-
imidazolessigsdure umgewandelt wird und zu 70-80% uber denausgeschieden wird
(Granerus et al, 1998). Histamin kann auch auf direktem Wegeh ddas Enzym
Diaminoxidase zu Imidazolessigsaure oxidiert werden; digs@rauvorgang ist jedoch von

geringerer Bedeutung (Schayer und Karjala, 1956).

1.4 Histaminrezeptoren und ihre Funktion

Die Wirkung von Histamin wird durch bisher vier bekannte Rezen vermittelt, i.e. H,
H-, H3 und Hi-Rezeptoren (Karow, 1996; Schneider et al., 2002). Sie gehdrdar Familie
der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren. H1-Rezeptorwirkungen wébgerPhospholipase C
vermittelt. Es kommt zur Bildung von IP3 und Diacylglycemls Phospholipiden der
Zellmembran, was letztlich zur Aktivierung von Proteinlsea und Phospholipase A2 fihrt
(Stanimirovic et al.,, 1994). Der Stimulation von-Rezeptoren folgt eine Aktivierung der
Adenylatcyclase, was wiederum cAMP-abhangige Proteinkmaktiviert (Repka-Ramirez,
2003). H-Rezeptoren sind an Muskelzellen glatter Muskulatur, zuispige# der Bronchien,
des Uterus oder des Darmes sowie GefalRendothelzellenensible Nervenendigungen in
der Haut oder Schleimhaut lokalisiert (Togias, 2003). Die Driseder Magenschleimhaut
sowie GefalBmuskulatur besitzen-Rezeptoren. FRezeptoren sind im ZNS lokalisiert, wo
sie als prasynaptische Autorezeptoren die Histamietzisng aus histaminergen Neuronen
hemmen (Brown et al., 2001). Ein kurzlich neu entdeckieRékeptor, der vorwiegend von
medullaren Zellen und peripheren Zellen der Hamatop@gssinophile, Neutrophile und
CD4+T Zellen) exprimiert wird, vermittelt vermutliclmmunologische und hamatopoetische
Funktionen (Schneider et al., 2002).

Jedem Rezeptortyp kénnen spezifische Effekte zugeordnet nvebde Wirkung und ihr
Ausmald sind innerhalb der einzelnen Tierspezies jedoch vectthieden (Ahmed et al.,
1980; McLeod et al., 1994). Im Weiteren werden, wenn nicht areterahnt, die Wirkungen
beim Menschen beschrieben.

Histamin verursacht Uber;HRezeptoren eine Kontraktion glatter Muskulatur, besander
Bronchien und im Darm (Knight et al, 1997). Im Gegensatzu deammt es bei
Wiederkduern am Vormagen zu einer Relaxation (Noble et &P86). Die
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Bronchokonstriktion ist, pathophysiologisch gesehen, vofigm Interesse, bedenkt man die
Auswirkungen bei allergischem Asthma oder COPD-Erkrankioeig Pferden. Verursacht
wird die Kontraktion der glatten Muskulatur durch vermeliédzium-Mobilisation, das zur
Bildung von C&'-Calmodulin fiihrt. Dieses aktiviert wiederum eine Myokimadie eine
Phosphorylierung des Myosins bewirkt und somit zur Kontakfiihrt (Knight et al., 1997).
Bei Schafen fuhrt Histamin zu einer Bronchorelaxatioi® ihre Brochialmuskulatur
vorwiegend H-Rezeptoren besitzt (Parsons et al, 1992). Eine weitgrRezeptor-
vermittelte Histaminwirkung ist eine Blutdrucksenkung durch oddatation und
Permeabilitdtserh6hung in kleinen Venolen. Die GefaBigerung wird auf zwei Wegen
vermittelt, bei der auch #Rezeptoren beteiligt sind. Die Stimulation der-Rezeptoren
bewirkt eine Freisetzung von Stickstoffmonoxyd. Dies\adti die Guanylatzyklase und es
kommt zur Erschlaffung der GefalRmuskulatur (Beyak und Vari®85). Die Bindung von
Histamin an H-Rezeptoren der Muskelzellen fuhrt zu einer cAMP-veritgie
Tonusverminderung der Muskulatur (Fullerton et al., 1996) PRieneabilitatserhohung wird
auf eine Kontraktion der GefaRendothelzellen zurickgefidstkommt zum Austritt von
Plasma in den Extravasalraum und ein Odem entstdtiots, 2000).

Die charakteristische Symptomatik bei Kontakt von Histamit der Haut fihrt zu der
sogenannten ,triple response”, wie sie zum Beispiel lolmr Berdhrung von
Brennnesselhaaren auftritt (Greaves und Sabroe, 1996).eiBie Reaktion ist eine
punktformige, direkt erscheinende ROtung. Darauf folgt nach 3€e45 Sekunden die
Entstehung eines voribergehenden, unregelmallig begremygtbarks. Der dritte Effekt ist
das Odem. Die Ursache fiir diesen Reaktionskomplex idbediehriebene Histaminwirkung
auf lokale Arteriolen und Venolen sowie sensible Meendigungen (Greaves und Sabroe,
1996).

Drusenzellen in der Magenschleimhaut besitzeiiRBzeptoren. Bei Erregung durch Histamin
kommt es zu einer vermehrten Sekretion von MagensaurPepgin (Pendleton et al., 1985).
Daraus ergibt sich eine grol3e, therapeutische Bedeutung.dRezdptor-Antagonisten bei
der Behandlung zum Beispiel von Gastritis oder Magemalbesonders bei Hund, Katze oder
Fohlen.

Experimentell kann eine #Rezeptor-vermittelte, positiv chronotrope und inotropekwig
an Herzmuskelzellen hervorgerufen werden. Eine Bedeutung astftaglich, denn solche
Effekte sind eher auf eine reflektorische Zunahme derp&ymkusaktivitat zurtickzufihren
(Kopec et al., 2001).
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Juckreiz und Schmerzen sind unter anderegpRékeptor vermittelt, die an sensiblen
Nervenendigungen lokalisiert sind (Wahlgren, 1991).

1.5 Die Mastzelle als ein Hauptspeicher von Histamin

Der Entdecker der Mastzellen, Paul Ehrlich (1878), gatedi€ellen ihnren Namen aufgrund
der Annahme, es handele sich bei dem Inhalt dieser gizslatenen Zellen um
Phagozytosematerialien. Spater stellte sich jedocaubedass es sich um Speichergranula
mit einer Vielzahl an Botenstoffen handelte (Uvnas, 196%. Aufgaben von Mastzellen
sind sehr vielfaltig. Sie spielen hauptséachlich eine eRbki angeborenen Immunitaten,
Abwehrreaktionen des Korpers gegen Fremdmolekile und id$ekthgentien, besonders
parasitare Infektionen, anaphylaktische Reaktionen, Modulatdles Immunsystems,
Gewebsreparaturen und der Angiogenese (Knudsen und JohE9@@n,

Mastzellen sind im gesamten Korper im Gewebe ansassigydersoin der Umgebung von
Blutgefalen, Lymphgefal3en, Nervenendigungen und in der Néire epithelialen
Oberflachen der Haut, des Respirationsapparates sowitulersa des Gastro-Intestinal-
Traktes (Lagunoff, 1972). Die Gro3e humaner Mastzelleieviazwischen 5 und 15um. Ihr
Erscheinungsbild ist meist oval oder spindelformig. Hauptttaristika sind
zytoplasmatische Granula mit einem Durchmesser von 0.@+0,5ie zahlreiche, biologisch
hochwirksame Mediatoren enthalten (Huntley, 1992). ®esamtzahl der Mastzellen belauft
sich beim Menschen auf 7-10 x*®ellen/mn? Gewebe, je nach Organ, Alter und Geschlecht
(Irani et al., 1989). Mastzellen entstehen aus multigere@D34+Vorlauferzellen aus dem
Knochenmark, welche anschlieRend als mononukleare ZatieBlut zirkulieren (Catto-
Smith und Ripper, 1995; Ishizaka et al., 1993). Ihr typischesh&irsengsbild erlangen
Mastzellen erst nach Wanderung ins Gewebe, wo es zur farsdidierung der Zellen
kommt (Church und Levi-Schaffner, 1997). Hierzu werden spebdé Wachstumsfaktoren,
wie zum Beispiel ,stem cell factor* SCF und Interleud, das von T-Lymphozyten gebildet
wird, bendtigt. Die Lebensdauer von Mastzellen kann Mobigtdahre betragen (Ishazaka et
al., 1993).

Unterteilt werden Mastzellen anhand der Morphologie urderi biochemischen
Eigenschaften (Lee et al., 1985). Die meisten Mastzeler Haut und der Submukosa des
Darmes enthalten zytoplasmatische Granula mit r§ttmiger Struktur. Die Granula der
Mastzellen in der Lunge und der Mukosa des Darmes besitzamptsachlich
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schneckenahnliche Strukturen (Devorak, 2002). Biochemische rdunoteingen zeigen
ebenfalls Unterschiede dieser beiden Zelltypen anhansl @ebaltes an neutralen Proteasen.
Die Hauptzahl der Mastzellen mukosaler Oberflachen dethahur Tryptase. Dieser
Phanotyp wird als Mg bezeichnet (Lee et al., 1985). Bei parasitdren und altdrgn
Erkrankungen ist besonders dieser Zelltyp vermehrt. Mbestz des Bindegewebes und
serosaler Oberflachen enthalten granulaassoziiggietase und Chymase. Dieser Phanotyp
wird als MG bezeichnet (Ishizaka et al., 1991). Aufgaben dieses gslltfegen
wahrscheinlich im Rahmen von Reparaturvorgdngen des @sywedér Angiogenese und der
Thrombenbildung (Irani et al., 1989). Nur selten findet manM€g-Typ, der nur Chymase
enthadlt. Damit Mastzellen auf die unterschiedlich8imuli und pharmakologischen
Substanzen reagieren konnen, exprimieren sie eine Vielzahl Rezeptoren und
Adhasionsmolekilen, wie zum Beispiel MHGn4gjor histocompatibility compléx CR
(complement receptoxsICAM (intercellular adhesion moleculeind Integrine (Pearce et al.,
1985).

1.6 Mastzellmediatoren

Mastzellen tben ihre lokalen und systemischen Effdkteh die Freisetzung einer Vielzahl
von biologisch aktiven Mediatoren aus. Nicht jede Makdzenthalt alle oder die gleiche
Menge an Mediatoren. Die Auspragung der Mediatoren isirat von der Lokalisation der
Zelle, des Reifestadiums und ihrer Beeinflussung durch/digebung (Ishizaka et al., 1993).
Man unterscheidet die Botenstoffe der Mastzellen inopndierte Mediatoren, die in den
sekretorischen Granula gespeichert sind und bei Magtzgierung freigesetzt werden, und
Mediatoren, die bei Stimulation neu gebildet werden (Cthet al., 1991). Zur ersten Gruppe
gehdren vor allem Histamin und die neutralen ProtedBgmpiase oder Chymase sowie die
Proteoglykane Heparin und Chondroitinsulfat. fZellen enthalten zusatzlich noch eine
Carboxypeptidase und Cathepsin G (Church et al., 1991). Zweden Gruppe gehdren die
Lipidmediatoren Prostaglandin PGDnd PGB, Leukotrien LTG und LTD,, Thromboxan
B,, und der Plattchen-Aktivierende-Faktor PAF. Eine drittechivje Gruppe von
Botenstoffen in Mastzellen sind die Zytokine. Hierzu zahke Interleukine (IL),
nachweislich IL-1, -3, -4, -6, -8, -10, -12, -13 und -16 sowreTadanornekrosefaktor TNFe
(Henz et al., 2001). Interleukin-8 und TNFsind, &hnlich den praformierten Mediatoren, in
der Mastzelle gespeichert. Die anderen Interleukine weedsinnach Stimulation gebildet
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(Gibbs et al., 2001). Im Weiteren wird kurz auf die wicstign Funktionen und Wirkungen
einzelner Mediatoren eingegangen.

Heparin besitzt antikoagulatorische Wirkung, es bindet maititirombin-3 und senkt die
Complementaktivierung. Desweiteren unterstitzt HepaenBindung des Fibronektins an
Kollagen und reguliert die Aktivitdt von Tryptase, Chymaseavie neutrophiler Elastase
(Hallgren et al., 2001).

Tryptase spaltet Fibrinogen, steigert die Fibroblasteifipration und senkt die Blutgerinnung
durch Beeinflussung des Hageman-Faktors (Wang et al., 1998).

Durch das Enzym Chymase wird die Epidermis von der Degmi§st, Angiotensin | zu
Angiotensin Il gewandelt, die Zahl der Keratinozyten rimgert und das
Fibroblastenwachstum gehemmt. Die Wirkung der Carboxypeptidag &hnlich
(Naukkarinen et al., 1994).

Lipidmediatoren besitzen inflammatorische EigenschaftBnostaglandin B fuhrt zu
Vasodilatation kleiner Venolen sowie Bronchokonstoiti erhoht die GefaRpermeabilitat,
hemmt die Thrombozytenaggregation und besitzt chemathktigVirkung auf neutrophile
Granulozyten (Matsuoka et al., 2000). Die Leukotring Whd Dy besitzen ebenfalls
vasodilatatorische und permeabilititssteigernde WirkungréSe und Chapnick, 1988).
AulRerdem vermitteln sie die Synthese von ProstaglaR@n», PGB und Leukotrin &
Neben gerinnungsfordernden Eigenschaften besitzt dech@atAktivierende-Faktor PAF
noch chemotaktische Wirkung auf Monozyten (Heller et1£198).

Zytokine vermitteln unter anderem immunmodulatorischéelE®. TNF o steigert die
Fibroblastensprossung, die Produktion von PGl Kollagenase. Es fordert die Freisetzung
von Histamin und Tryptase und induziert AdhasionsmolekineLangerhansschen- und
Epithelzellen (Holmdahl und Ivarsson, 1999). Interleukin-4 dkth gleichfalls die
Fibroblastenproliferation, IgE-Produktion, B- und T-Zellifeyation und senkt die Aktivit&t
von Makrophagen. Interleukin-5 besitzt chemotaktischekiig auf Eosinophile und fordert
deren Wachstum. Interleukin-6 steigert die IgE-Produktmnies das T-Zellwachstum und
deren Differenzierung (Hultner et al., 2000).
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Histamin* IL-1, 3, 4, 6, 8%, 10, 12, 13, 16
Heparin* TNFe*, IFN
Leukotrine SCF*, NGF
Tryptase*, Chymase* PAF, PG
MC

Abb. 1.5 Mediatoren der Mastzelle (MC); praformierte Mediator (*) und Mediatoren, die bei
Mastzellstimulation neu gebildet werden. (PAF=PlattcA&tivierender-Faktor; PG=Prostaglandine;
IL=Interleukin; TNF=Tumor Nekrose Faktor; IF=Interferoi F=stem cell factarNGF=nerve groth factgr

1.7 Mastzellaktivierung

Die Mastzellstimulation kann auf immunologischem und might-immulogischem Wege
ablaufen (Rosengard et al, 1986). Am intensivsten erforsgth der Vorgang der
immunologischen Aktivierung, bei der es durch ,Cross-linkidgr Immunglobulin (IgE)-
Antigenkomplexe an den hochaffinen eR&-Rezeptoren zur Verschmelzung der
sekretorischen Granula mit der Plasmamembran und samit Exocytose der
Mastzellmediatoren kommt (Pearlman, 1999). Biochemissklgn bewirkt ,Cross-linking*
eine Aktivierung der Phospholipase C, das zur Bildung der opgkmessenger
Inositoltriphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG) fiih IP3 ist verantwortlich fur den
Anstieg des intrazellularen Kalziumspiegels (Broide, 20Pigteinkinasen C (PKC) werden
Kalziumabhéangig an die Zellmembran gekoppelt und aktiviert. Vifeiteren wird die
Phospholipase A2 und D aktiviert und es kommt zur Bildung dernsogéen Fusogene,
Lysophosphatidylcholin und Lysophosphat, was letztendlichexozytotischen Sekretion der
Mediatoren fuhrt (Ishizaka et al., 1987).

Die Aktivierung der Mastzellen kann aber auch durch andere &est ausgeldst werden,
zum Beispiel durch Opiate, Rontgenkontrastmittel, PokimyB, Zytokine, Neuropeptide,
dem Histamin-Releasing-Faktor und Fremdmolektlen, wie Raispiel Lipopolysacchariden
(LPS) aus Bakterienwdnden (Rosengard et al., 1986). Unbersgen zeigen, dass
unterschiedliche Stimuli wahrscheinlich auf verschiederfmochemischen Wegen die
Freisetzung der Mediatoren verursachen. Die Art derufimon und die Lokalisation der
Mastzellen im Gewebe fuhren zu einer sehr unterschiestii Reaktion der einzelnen

Mastzellen und auch zur Freisetzung unterschiedlichexrBtiffe und deren Menge (Church
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et al, 1991). Zum Beispiel fihren Substanzen wie Compoun8048%ubstanz P,
Complement C5a und das Vasoaktive Intestinale Peptid) (xiReiner Mediatorfreisetzung
aus Mastzellen humaner Haut, haben aber wenig Effekivlastzellen in Lunge und Darm
(Church et al., 1991).

1.8 Pharmakologische Beeinflussung von Mastzellen

Die Degranulation von Mastzellen und ihre Folgen kdonnenzagi Arten medikamentds
gesteuert werden. Mastzellstabilisatoren werden prophylaktiseh Hemmung der
Freisetzung von Histamin und Leukotrienen eingesetzt (Magei al., 1998). Im Gegensatz
dazu werden Antihistaminika als kompetitive Rezeptorantagonisn der Therapie
eingesetzt, um die Wirkung von Histamin aufzuheben (@mnazet al., 2000; Herman und
Bernhard, 1991).

Die einzig bekannten Substanzen, die Mastzellen stabdisi sind Cromoglycinséure, das
strukturverwandte Nekromil sowig,-Sympathomimetika (Marone et al., 1998). Der
eigentliche Wirkungsmechanismus ist bisher nicht geki@thgewiesen ist lediglich die
Blockade von Chloridkanélen aktivierter Mastzellen nacnefcherung der Substanzen in der
Membran (Albegger, 1990). Mastzellstabilisatoren kommen ddergischen Geschehen
sowie lokal bei allergischer Konjunktivitis zum Eins@&elory, 2002). Fur beide Substanzen
liegen jedoch noch keine Erfahrungen beim Tier vor.

Weit grol3ere Bedeutung kommt den Antihistaminika zu. Anhaner iRezeptorbindung
unterscheidet man zwischen-Hind H-Antihistaminika (Black et al., 1972). Indikation der
Hi-Antihistaminika sind die Prophylaxe und die Theraplergischer Erkrankungen, wie zum
Beispiel Heuschnupfen, Urtikaria, Quinke-Odem, Serumkrankbeder Insektenstiche
(Herman und Bernhard, 1991). Die ,erste Generation“ deAmiihistaminika reagiert relativ
unspezifisch auch mit anderen Rezeptortypen, zum Beispiscarinischen Acetylcholin-
Rezeptoren und zeigt daher verschiedene Nebenwirkungen wiealzampfende oder
antiemetische Effekte (Aelony, 1998). Zu dieser Gruppe gehGtemastin, Dimetinden,
Levocabastin, Fenestil, Pheniramin, Bamipin und diefipain der Veterindrmedizin
eingesetzten Vertreter Mepyramin und Diphenhydramin (Benadrgischer et al., 1994).
Die sedierenden Wirkungen von Diphenhydramin und Doxylasmd so ausgepréagt, dass
diese als Schlafmittel oft beim Transport von Tierean{zBeispiel Hunden) eingesetzt
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werden. Meclozin, Promethazin und Dimenhydrinat werden atgemetika in der Therapie

eingesetzt (Mutschler und Schafer-Korting, 1996).

Zu der ,zweiten Generation* der iHntihistaminika zahlen die Terfenadin-Metabolite
Fexofenadin, Astemizol, Azelastine, Cetrizin, Mastin, Loratidin sowie Ketotifen. Sie
besitzen durch hohere Rezeptorselektivitdtt und Abwesenheit zZ@miral-nervosen

Nebenwirkungen einen deutlich besseren therapeutischererN@ttutschler und Schéafer-
Korting, 1996).

H2-Antihistaminika regulieren die Histamin-gesteuerte Salreproduktion der Belegzellen
im Magen, was ihren Einsatz in der Ulcustherapie bedisgtvendungsgebiete sind unter
anderem auch Ulcus-Rezidivprophylaxe, Gastritis, Refluspbagitis oder andere
Schleimhautlasionen. Verwendete Substanzen sind Famatidiatidin, Roxatidin und vor

allem, besonders in der Veterindrmedizin bei Hund und Kaizgesetzt, Cimetidin und

Ranitidin (McQuaid und Isenberg, 1992; Léscher et al., 1994).

Muskarinerge Inhibition der Mastzellfunktion

Anticholinergika werden haufig in der Behandlung von afschen obstruktiven
Lungenerkrankungen eingesetzt (Barnes, 2003; Beeh et al., 20d@0pronchienerweiternde
Wirkung wird Uber eine Blockade der M3 Rezeptoren an detegldBronchialmuskulatur
vermittelt. Desweiteren kann eine Blockade muskarinefgdr Rezeptoren durch die
Hemmung der Signalibertragung peripherer Nervenendigungen Atumahme des
Vagustonus und somit zu einer Verminderung der Sekretion suberuKisisen fuhren
(Campbell, 2000).

Die Histaminfreisetzung aus mukosalen Mastzellen hum&nenchien wird durch einen
inhibitorischen Muskarinrezeptor vom Subtyp M1 regulieReigheimer et al., 2000).
Blockade der Rezeptoren durch muskarinergen Antagonismus filrt erhdhter
exocytotischer Aktivitat der Mastzellen und so zu eineigétung der Histaminfreisetzung.
Atropin und Scopolamin, die naturlichen Alkaloide der Tiodkhe und des Stechapfels sind
wohl die bekanntesten Anticholinergika, doch wegen ihresgepragten systemischen
Nebenwirkungen besitzen sie nur eingeschrankte Anwendunbhafapeutika (Loscher et
al., 1994). Derzeit in der Behandlung von Bronchialobstrugtiobei COPD eingesetzte
Substanzen sind die quartaren Derivate IpratropiumbromidQxitropiumbromid, die beide
unselektiv an allen Muskarinrezeptorsubtypen binden sowietropiombromid, ein
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Antagonist mit einer geringen M3 Rezeptorblockade (Witek, 1999%elBebstanzen kdnnen
nicht durch die Blut-Hirn-Schranke diffundieren. Aul3erdesigen sie auch in hohen Dosen
keine cardiogenen Seiteneffekte und sind daher in der ThexlpiBronchiodilatator sehr
geeignet. Jedoch wird durch die Blockade der inhibitoristlh&mmuskarinergen Rezeptoren
gleichzeitig auch die cholinerge Kontrollfunktion der hMadlen unterdriickt. Das erklart die
teilweise bei Patienten aufgetretene paradoxe Broncisbliktion nach Inhalation von
Ipratropiumbromid (Disse, 2001). In der Veterinarmedizimdén die Substanzen
Ipratropiumbromid, Oxitropiumbromid sowie TiotropiumbromicgHer keinen Einsatz in der
Therapie von Bronchialobstruktionen, zum Beispiel ®&PD-Erkrankung bei Pferden, da
diese ausschliellich inhalativ applizierbar sind und esheles Mal3 an ,Mitarbeit” des
Patienten bedarf, um einen ausreichenden Wirkspiegetegteen. Duvivier und Mitarbeiter
bewiesen, dass es zu keiner ausreichenden bronchagisthén Wirkung nach Inhalation
von Ipratropiumbromid in der Erholungsphase nach einerRz@nfall kam (Bayly et al.,
2002; Duvivier et al., 1999). Mittel der Wahl in der Therapie \COPD bei Pferden sind
heute spezifische »#Sympathomimetika besonders Clenbuterol. Diese werden inoft
Kombination mit Glukokortikoiden eingesetzt (Sander et al., 2B@2Kkins et al., 2000).
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2. Ziel der Untersuchung

Das Vorkommen, die Freisetzung und die Wirkung von Histam Organismus sind

weitreichend erforscht. Durch die deutliche Zunahme deiligétionskrankheiten und

besonders der Allergien bei Mensch und Tier haben besordistamin aber auch alle

anderen Mastzellmediatoren in den letzten Jahren zwerehan Bedeutung gewonnen. Eine
Beteiligung zum Beispiel beimsthma bronchialeist unumstritten. Die auf3erordentlich
komplexen Verhéaltnisse und Wechselwirkungen der Mediatare entzindlichen und

allergischen Geschehen sind in ihren Wirkungswegen jedoci micht vollstandig geklart.

Neue Erkenntnisse uber die physiologischen und pathophysiofen Eigenschaften sowie
die pharmakologische Beeinflussung von Mastzellen sihdrdan grof3em Interesse.

Ziel der vorliegenden Arbeit war erstens, die Wirkungnesi neuentwickelten
Oxytocinantagonisten (Ferring Pharmazeutika, Kopenhagémjiatdistaminfreisetzung aus
humaner Haut zu untersuchen. Grundlage der Untersuchungligv&rkenntnis, dass der
Oxytocinantagonist nach subkutaner Injektion eine konzémsstbhangige Hautrétung
hervorrief. Hierfir sollte eine bereits etablierte Mmde zur Messung des freigesetzten
Histamins aus Bindegewebsmastzellen im Zellverband verweveteien (Reinheimer et al.,
1997). Die quantitative Auswertung sollte mittels Hochdruckitjleitschromatographie
erfolgen. Zusatzlich sollte die Wirkung der Oxytocingatiaisten an mukosalen Mastzellen

humaner Bronchien getestet werden.

Die zweite Fragestellung der Arbeit lautete, ob dig, hemanem Gewebe angewendete
Methodik von Reinheimer et al., an Schweinehaut reproduziertden kann. Die basale
Histaminfreisetzung und die Degranulation der Bindegemeabtzellen sollten untersucht
werden. Um eine Histaminfreisetzung aus den Mastzellen zuopeven, sollten die
pharmakologischen Stimuli Compound 48/80 und das Kalziumionofpp8t87 eingesetzt
werden, um eine konzentrationsabhangige Wirkung zu erforscbhesweiteren sollte
ebenfalls die Wirkung des Oxytocinantagonisten (Ferring reteeutika, Kopenhagen) auf

die Histaminfreisetzung bei Schweinehaut untersucht werden.

Ein drittes Hauptziel der Arbeit war die Untersuchung,imlder Aktivierung mukosaler
Mastzellen aus humanen Bronchien Unterschiede bei Patieriteoder ohne chronischen,
obstruktiven Lungenerkrankungen vorliegen. Mukosale Midistz humaner Bronchien

13



Ziel der Untersuchung

unterliegen unter anderem der Kontrolle inhibitorischarskérinrezeptoren. Die Funktion
inhibitorischer Muskarinrezeptoren kann unter inflammathien Bedingungen beeintrachtigt
sein (Coulson und Fryer, 2003). Frihere Untersuchungsergebhistten bereits erste
Hinweise darauf ergeben, dass die M1-muskarinerge Inhibd@&mnMastzellfunktion bei
Patienten mit schwerer COPD gestort war und es zu VeteneHistaminfreisetzung kam.
Der hemmende Effekt von Acetylcholin und Oxotremorihdie durch den Kalziumionophor
A23187-induzierte Histaminfreisetzung wurde mehrfach bewieRemijeimer et al., 1997;
Mohlig, 2000). Zur weiteren Untersuchung sollte daher digiig von Oxotremorin, einem
muskarinergem Agonisten und Acetylcholin, einem Agonisten nauskarinergen und
nikotinergen Rezeptoren auf die basale und stimulierséaiinfreisetzung aus Mastzellen
humaner Bronchien von Patienten mit und ohne COPD gepeiiften.

14



Material und Methoden

3. Material und Methoden

3.1 Gewebe und Praparation

3.1.1 Hautgewebe von Mastschweinen

Die fur die Versuche verwendete Haut von Mastschwewerde von einer lokalen
Metzgerei zur Verfligung gestellt. Den frisch geschlachtdienen wurde direkt bei der
Zerlegung ein Stiick Bauchhaut der Grof3e 5x5 cm mit subkutanégewebe entnommen.
Die Haut wurde in einem mit gekuhlter, physiologischer N&amg (Zusammensetzung
siehe Substanzliste 3.7.1) gefillten Behdlter transportidéie Sauerstoffversorgung des
Gewebes wurde mit Carbogen (95% Sauerstoff zu 5% Kohledfliskihergestellt und damit
ebenfalls ein konstanter pH-Wert von 7.3 der Nahrlosung lydsvstet.

Im Labor erfolgte direkt im Anschluss die weitere Prapamnader Haut in Stlicke zu
durchschnittlich 100 mg Feuchtgewicht. In einer mit Carbdgggaster Nahrldsung gefillten
Petri-Schale wurde als erstes das subkutane Fettgewelgehlesiti entfernt, um maoglichst
nur Epidermis und Dermis zu erhalten. Dadurch wurde eingichd§t gute Versorgung des
Praparates mit Sauerstoff, Nahrstoffen und mit den s&igeen Stimulantien wéhrend des
Versuchsablaufes gewahrleistet. Nach der Praparation wuiie Gewebsstiicke an den
beiden gegenuberliegenden Enden mit Baumwollfaden versehesie in den Organbadern
der Versuchsapparatur zu fixieren. Die Zeit ab der EntnateseGewebes bis zum Beginn

der Versuche dauerte maximal 60 Minuten.

3.1.2 Humane Haut

Die humane Haut wurde zum einen von der Klinik fir Gebufeshihd Frauenkrankheiten
der Universitatsklinik Mainz, die im Rahmen von Mastektomigei Patientinnen mit
Mammakarzinom resiziert wurde, zur Verfigung gestellt, zudemn von einer Klinik fur
Plastische Chirurgie in Mainz. In letzteren Fall stamrmds Gewebe aus kosmetischen
Operationen.

Die Haut wurde nach Resektion schnellstmdglich in oxygeni&hriosung tberfihrt und im
Labor préapariert. Der Vorgang entsprach dem der Haut voweSgen, allerdings wogen die
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Stucke im Durchschnitt 80 mg. Zur Fixierung der Préparate inQtganbadern wurden

ebenfalls Baumwollfaden benutzt.

3.1.3 Humane Bronchien

Das Bronchialgewebe, das fir die wissenschaftlicheterduchungen verwendet wurde,
entstammte aus Lob- und Pneumektomien, die im RahmenTuorroperationen im St.
Hildegardis-Krankenhaus in Mainz und der Klinik fur HerzhpTax- und Gefal3chirurgie der
Universitat Mainz stattgefunden haben.

Der in der Operation entnommene Lungenlappen wurde dinek@nschluss steril in die
Pathologie der Universitatsklinik gebracht und dort wurdenBronchien nach vorheriger
Untersuchung durch einen Pathologen prapariert. Es wurdeds¥sodarauf geachtet, dass
die entnommenen Gewebsstiicke in ausreichendem Abstanduruar €ntnommen wurden,
um kein Tumorgewebe im Versuch zu verwenden. Im ersténitSwurden die Bronchien
mit einem Durchmesser grof3er als 3 mm vorsichtig lAngtetdund anschlieRend aus dem
umliegenden Gewebe freiprapariert. Die Bronchien wurdeporisaf Carbogen begaste,
gekuhlte N&hrldsung gelegt, ins Labor transportiert und fdamprépariert. Das restliche
umgebende Gewebe der Lunge wurde in mit begaster Nahrl@gmifiten Petri-Schalen
weggeschnitten. Die meist vorhandenen Pigmentablagerungesicd durch Nikotinabusus
angereichert hatten, wurden weitmdglichst entfernt. abi@ain wurden Praparate von
durchschnittlich 70 mg, gleich den Hautpraparaten, an den dagdiegenden Enden mit
Baumwollfaden versehen und in die Organbader gehangt.

Die wissenschatftliche Verwendung von reseziertem Opesxhaterial (sowohl Haut als

auch Bronchialgewebe) war durch die zustandige Ethikkononisier Landesarztekammer
Rheinland-Pfalz genehmigt worden.
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3.2 Versuchsaufbau

Die Organbader (Dinkelacker, Mainz), in
denen die Inkubationsversuche
durchgefuhrt wurden, bestanden aus einem
inneren Glaszylinder mit einem
Innendurchmesser von 1,5 cm und einer
Hohe von 8 cm sowie aus einem &ufl3eren
Glasmantel, durch den mittels
Umlaufthermostat (Julabo P, Julabo
Labortechnik) auf 37°C temperiertes
Wasser floss, um die Na&hrlésung im

inneren Teil zu erwdrmen. Der innere

Zylinder wurde nach unten mit einem Abb.3.2: Zwei Organbader (Dinkelacker, Mainz), in
Stopfen verschlossen, der einen Zugang flirdenen die Inkubationsversuche durchgefihrt wurden.
die Begasung mit Carbogen bot und einen

Ablass, um die Proben zu sammeln. Die obere Offnued blifen, damit die verschiedenen
Substanzen zugegeben werden konnten. Der innere Zylinder venfégéehin tber jeweils
einen spiralférmig, im &uReren Mantel verlaufenden u&sflunten und einen Ablauf oben,
Uber die mittels Peristaltikpumpe (Minipuls 2, Gilson,liéfs-Le Bell, Frankreich) ein
konstantes Volumen an Nahrlésung zu- beziehungsweise tdiogeferden konnte. Die
Nahrlésung wurde Uber den spiralférmigen Zulauf sontibsovor Erreichen des eigentlichen
Organbades auf 37°C vorgewarmt. Im inneren Zylinder wurden dan&Gelesbsproben

mittels der genannten Baumwollfaden eingespannt.

3.3 Allgemeiner Versuchsablauf

Der Versuchsablauf wurde anlehnend an frihere Arbeiten Stimulation der
Histaminfreisetzung aus Mastzellen gewahlt (Baumgarti®98; Zimmermann, 2000;
Mohlig, 2000). Der allgemeine Verlauf, mit einer Gesamtdaoer30 Minuten, war in zwei
Phasen eingeteilt. Die erste Phase war die Aquilimgsphase von insgesamt 30 Minuten,
die zweite war die Sammelphase von insgesamt 60 MinMachdem die Organbader auf
37°C vorgewarmt, mit Carbogen fortlaufend Uber den gesa@dmaum des Versuches
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begast und die Gewebsstiicke eingespannt worden waren, begahqudibrierungsphase.
In den ersten 15 Minuten wurden die Praparate mit Hilfe destRikpumpe bei einer
Flussgeschwindigkeit von 2 ml/min umspilt. Dann wurde die Pugestoppt und der
Zufluss abgeklemmit.

Das Medium wurde abgelassen und 1,1 ml frische Puffergdswurde von oben in den
Zylinder pipettiert. Die Gewebsproben mussten so poséit sein, dass die Praparate mit
1,1 ml der Lésung vollstandig umspult waren. Nach 5 Mintn&abation wurde die Losung
wieder abgelassen. Dieser Schritt wurde 3-mal wiederholt.

Nach der letzten Probe der Aquilibrierungsphase begamktdiie Sammelphase von 60
Minuten mit jeweils 12 Proben im Abstand von 5 Minuten.ri| Her Pufferlosung wurden in
jedes Organbad pipettiert und nach 5 Minuten Inkubation in Eogpi Reaktionsgefal3e mit
einem Volumen von 1,5 ml abgelassen. Die gesammeltgreRmwurden auf Eis gekuhlt und
im Anschluss an den Versuch bei -20°C eingefroren.

Nach Ende des Inkubationsversuches wurden die Gewebsstickdeau®rganbadern
entnommen, die Baumwollfaden entfernt und anschlieRen@elachtgewicht bestimmt.

Die wahrend der Versuche zugegebenen Losungen wurden vorWgasserbad auf 37 °C

erwarmt und mit Carbogen begast.

3.3.1 Allgemeines Schema des Versuchsablaufes

Zeit in

Minuten Phase Protokoll

1-15 Superfusion des Gewebes mit N&hrldsung
. (Pumpenfluss 2 ml / min)
Aquilibrierungsphase

16 - 30 Inkubation und Austausch des Organbadmediums

(1,2ml N&hrldsung) im Abstand von 5 Minuten
31 - 90 Sammelohase Inkubation und Sammeln des Organbadmediums
P (1,12 ml) im Abstand von 5 Minuten zu 12 Proben
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3.4 Spezieller Versuchsablauf

Aufgrund der unterschiedlichen Stimulation der Histamisétzung aus humaner und
Schweinehaut sowie aus humanen Bronchien und der Zugabe dschisdenen
Testsubstanzen ergaben sich geringe Unterschiede in demfthmung der Versuche. Diese

werden im Folgenden einzeln beschrieben.

3.4.1 Versuchsablauf zur Stimulation der Histaminfreisetzuags der Haut von
Mastschweinen

Die Freisetzung von Histamin aus den Gewebesticken wurde enen durch das
Kalziumionophor A23187 und zum anderen durch die Zugabe vomp@and 48/80
stimuliert. In den Versuchen mit dem Kalziumionophor A2318%ds dieser in der 64.
Minute, also in die 7. Probe der Sammelphase, zuddinlidie Nahrlosung pipettiert, so dass
die Wirkdauer bei 1 Minute lag. Es wurden Konzentratiorem3 uM und 10 uM getestet.

In Versuchen zur Stimulation durch Compound 48/80 wurde diesetelin6l. Minute
zugegeben, ebenfalls zusatzlich in die 7. Probe, sodiadsinwirkzeit bei 5 Minuten lag.
Hier wurden effektive Konzentrationen im Organbad von 0.055 64 mM und 0.3 mM
getestet.

Zur Untersuchung der Histaminfreisetzung durch den Oxytotaganisten wurden
N&hrldsungen mit den effektiven Konzentrationen des gonisten von 0.03 mM, 0.3 mM
und 3 mM angesetzt. 1,1 ml der Lésung wurden ab der 4. — 12. Rdoloer 46. Minute),
anstelle der eigentlichen N&hrlosung, in das Organbad tipipeind im regularen Wechsel
des Mediums ausgetauscht und gesammelt. Zuséatzlich wurdeniVetsuchen mit dem
Oxytocinantagonisten die Histaminfreisetzung, wie olesthrieben, durch Compound 48/80
stimuliert.

In Kontrollversuchsreihen mit der Pufferlésung (Mannitolpdffdes Oxytocinantagonisten
wurde nach dem gleichen Schema vorgegangen. Die Zugallegedwenfalls ab der 4. - 12.
Probe (ab der 46. Minute) in der effektiven Konzentrano®rganbad von 0.04 M Mannitol.
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3.4.2 Versuchsablauf zur Stimulation der Histaminfreisefaus humaner Haut

Humane Haut wurde ausschlielich mit Compound 48/80 stimuli¢igr wurde eine
effektive Organbadkonzentration von 0.3 mM eingesetzt. DgaBe erfolgte, ebenso wie bei
der Haut von Schweinen, in der 61. Minute (7. Probe).

Der Oxytocinantagonist wurde, wie oben beschrieben, inkaezentrationen von 0.03, 0.3
und 3 mM wiederum direkt in der Nahrldsung angesetzt und @aveil$ 1,1 ml der Losung
ab der 4. — 12. Probe in das Organbad pipettiert, im zeitlidhhythmus abgelassen und
aufgefangen. Bei diesen Versuchen wurde Compound 48/80 ebenfalle 7. Probe
gegeben, um die Freisetzung von Histamin zu induzieren.

Die Pufferldsung (Mannitolpuffer) des Oxytocinantagonistemde in der Konzentration von
0.04 M Mannitol getestet.

3.4.3 Versuchsablauf zur Stimulation der Histaminfreisefaus humanen Bronchien

In den Versuchen mit humanem Bronchialgewebe wurde dazukabnophor A23187
eingesetzt, um die Histaminfreisetzung zu stimulier@a.Adgabe erfolgte in der 64. Minute,
also der 7. Probe der Sammelphase. Damit lag die Wigkdaier bei 1 Minute. Es wurde
jeweils ein Bolus von 50 ul in das Organbad pipettiert, saglelseine Endkonzentration von
10 uM ergab.

Zur Messung der Histaminfreisetzung durch den Oxytocinantsigonwurde dieser, wie
auch bei den Versuchen mit Hautgewebe, in den Konzengatioon 0.03, 0.3 und 3 mM
Nahrlésung getestet. Der Ablauf der Versuche und der Te®uterlosung (0.04 M) waren
analog zu den Versuchen mit Haut.

In einer spateren Versuchsreihe mit humanen Bronchien wwedicht, die durch das
Kalziumionophor A23187 stimulierte Histaminfreisetzung duftigabe von Oxotremorin
und Acetylcholin zu beeinflussen.

Oxotremorin wurde in den effektiven Konzentrationen von 10umd 1 nM, Acetylcholin in
den effektiven Konzentrationen 100 nM und 10 nM getestet. BERitbstanzen wurden direkt
in der physiologischen N&hrlosung gelést und dann jeweils mil,1der zu testenden
Substanzlésung ab der 4. — 12. Probe, anstelle der eigenth&khriosung, in das Organbad
pipettiert. Die Proben wurden im urspringlichen Zeitsagesammelt.
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3.5 Analytik

3.5.1 Derivatisierung von Proben und Standards

Die wéahrend des Versuches gesammelten Proben wurden himlganden fluorometrischen
Histaminbestimmung in einer Zentrifuge (Eppendorf Zentrifi@@90) drei Minuten bei
12000 U/min zentrifugiert. Eventuelle Verunreinigungen, dieMigssung beeinflussen oder
die Trennséaule des HPLC-Systems verstopfen kdnnen, wdedeit ebenfalls sedimentiert.
900u! jeder Probe wurden in 1,5 ml Reaktionsgefal3e Uberfuhrt win&ig gestellt. Im
Folgenden wurden zu jeder Probe 200ul 1 N Natronlauge pipetirarden pH-Wert der
Losung in einen basischen Bereich zu bringen, der fir delmstgn Reaktionsschritt notig
war. Der folgende Schritt bestand dann aus der Zugabe vailge200ul einer 0,1%igen
Losung O-Phthaldialdehyd in Methanol. Dadurch kam es zu Rie&ktion von Histamin mit
O-Phthaldialdehyd, bei der zwei Kondensationsprodukte edesta die fluorometrisch
detektierbar waren. Die Reaktionszeit betrug 3 Minuterhevalie Proben die ersten 20
Sekunden geschiittelt wurden, um eine ausreichende Vermisctier Substanzen zu
erreichen. Nach Ablauf der drei Minuten wurde die Reaktiorch die Zugabe von 35ul
50%iger Phosphorsaure gestoppt. Der pH-Wert wurde dadurch auepidestellt, sodass O-
Phthaldialdehyd und Histamin nicht mehr bindungsféhig waren.

Nach Abschluss der Derivatisierung lag das Endvolumen sdomit 1335 pl pro
Reaktionsgefal3.

Histaminstandards wurden in einer Konzentration von 18,5 uidebeelit und nach dem
gleichen Schema derivatisiert. Bei dem genannten Enoheslu von 1335 ul pro
Reaktionsgefald ergab sich eine Endkonzentration von 125 nM prosaemdem Standard.
Bei einem Injektionsvolumen von 200 pl des Standards erghltesie Gesamtmenge von 25
pmol Histamin pro Standard (siehe 3.6.1).
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3.5.2 Protokoll der Derivatisierung

- 900 pl Proben- oder Standardvolumen

- 200 pl 1 N Natronlauge

- 200 pl 0,1%iges O-Phthaldialdehyd in Methanol
- 35 ul 50%ige Phosphorséaure

- 1335 ul Endvolumen

3.5.3 Messung der Histaminkonzentration mittels Hochdris&iykeitschromatographie
(HPLC)

Das verwendete System zur Histaminmessung bestand iaesn érobenautoinjektor
(Biorad, Model AS 100 HRLC Automatic Sampling System), eiechdruckpumpe
(Gynkotek High Precision Pump Model 300, Gynkotek, Germerieger Umkehrphasen-
HPLC-Trennsaule (LiChrospher® 60 RP-select B 5 um, Mebekmstadt) mit Vorsaule,
einem HPLC-Fluoreszenzdetektor (RF 1001, Gynkotek, Germeringdinach Integrator (C-
R 6A Chromatopac, Gynkotek, Germering). Die mobile Phas&ystem bestand aus einer

rezirkulierenden Losung mit folgender Zusammensetzung:

- 76,9 mM Essigsaure
- 0,85 mM 1-Pentansulfonsaure
- 15% (V/V) Acetonitril

Die Proben und Standard wurden direkt nach der Derivatigiein den Autoinjekor gestellt,
der sie auf 2°C abkuhlte und in einem Abstand von 14 MinuteXf@umen von 200 pl jeder
Probe in das HPLC-System injizierte. Durch die Hochkpumpe wurden die Proben
anschlielRend mit einem Druck von 60 bis 80 bar und einer Flessmatl,2 ml/min durch die
Trennséule und nachfolgend in den Fluoreszenzdetektor gepumpt.

Mittels der Umkehrphasen-Trennséule des HPLC-Systems wurdeindaden Proben
beziehungsweise Standard enthaltene Histamin von degeibnhaltsstoffen abgetrennt. Die
Detektion der zwei Histaminderivate erfolgte bei eikeritationswellenlange von 360 nm
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und einer Emissionswellenlange von 450 nm. Die Summe beideksPder im
Fluoreszenzdetektor gemessenen Lichtemission war der germaasklistaminkonzentration
proportional (Dissertation Dirk Baumgéartner, Mainz, 199&)Jn angeschlossener Integrator
zeichnete die gemessenen Chromatogramme graphisch auf wuthriege die Flache der
einzelnen Peaks (Abb.3.5.3). Aufgrund zunehmender VerunremignrSystem wurde die

mobile Phase alle 10 Tage ausgetauscht.

START
o e 27 2itdaizn

2—7—5_ =75: 4.205
CHEOMEGTOPAL C-R&h FILE ]
SAMPLE NO B METHOD 1861

REPORT HMD 3254

FEMO TIME HIGHT MK
1 4,303 14439

2 9.7%¢ ZRda  H
TOTAL 21683

Abb.3.5.3:Beispiel eines HPLC-Chromatogrammes des in einer Rrothealtenen Histamins. Peak 1 (PKNO)
zur Zeit (TIME) 4.305 Minuten mit der berechneten Flaabre 14639 (HIGHT). Peak 2 zur Zeit 5.792 Minuten
mit der Flache von 7044. Gesamtflache 21683 (HIGHT).
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3.6 Berechnung , graphische Darstellung und Statistik

3.6.1 Berechnung der Histaminkonzentration der Proben

Die Histaminkonzentration des Standard im HPLC-Sys@srmpM Histamin pro Injektion),
gemessen anhand der Summe der beiden detektierten PeaksremdGdsamtflache im
arithmetischen Mittel, wurde in Relation zu jeder einzelierobe gesetzt und so die
eigentliche Konzentration der jeweiligen Probe bestimbiter Bertcksichtigung des
Volumens im HPLC-System, des Derivatisierungsvolumes eigentlichen Probenvolumens
und der Masse des eingesetzten Gewebes im Organbad wurdestdimifimenge in pMol
pro Gramm Feuchtgewebe bestimmit.

Die Linearitat der Messungen in der verwendeten Apparatur wurde Standard
unterschiedlicher Konzentration bestimmt (Reinheimex.e997).

3.6.2 Auswertung der Freisetzungsversuche

Grundlage zur Auswertung der Freisetzungsversuche war diehoete Menge an Histamin
in pMol pro Gramm Gewebe jeder funfminttigen Sammelphase.bBsale ebenso wie die
stimulierte Histaminabgabe der Gewebstiicke variieren haftizeinzelner Individuen. Daher
wurden die Proben 1-3 (1-15. Minute) jeweils individuell gertitied als Kontrollabgabe [K
= 100%] definiert. So wurde eine bessere Vergleichbarkeit iddividuellen und
interindividuellen Ergebnisse der Histaminabgabe erreicig. \@erte der Kontrollabgabe
wurden mit den Mittelwerten der stimulierten Histaminalbg [S] der Proben 7-9 (Haut),
bzw. 8-10 (Bronchien) in ein prozentuales Verhéltnis gesetztdie Relationen im einzelnen
Versuch zu ermitteln. Die Berechnung erfolgte nach d@emgl [(S/K)-1]*100. Desweiteren
wurde die individuelle Basalabgabe [B] (mittlere, baddistaminabgabe ohne Zusatz von
Testsubstanzen) aus den Proben 1-3 (1-15. Minute) bestimmhand der Formel [(K/B)-
1]*100 wurde die Basalabgabe mit der Kontrollabgabe auf tee#@ Unterschiede
verglichen.

In den Versuchsreihen, bei denen ab der 4. Probe Testsméstzugegeben wurden, galt
ebenfalls die mittlere Histaminfreisetzung der Proben dls3 Kontrollabgabe [K]. Die
Freisetzung in den Proben 4-6, 7-9 (Haut) und 8-10 (Bronchien) walsdetimulierte
Freisetzung [S] in ein Verhaltnis mit der Kontrollabggkegesetzt.
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Alle Freisetzungsversuche mit identischen Protokollgaigen wurden Uber alle 12

Einzelwerte gemittelt und der Standardfehler der Mitteleertechnet.

3.6.3 Statistik und graphische Darstellung

Bei der statistischen und graphischen Auswertung wurden Gimputer-Programme
Microsoft Excel®, GraphPad InSt&t und GraphPad PrisM benutzt. Balkendiagramme
stellen die Histaminfreisetzung in Abhangigkeit zum zeitlichéerlauf dar. Der jeweilige
Stichprobenumfang ist als bezeichnet; der Standardfehler des Mittelwertes [SEM] wurde
aus der Division der Standardabweichung (SD) durch die Quadwmel des
Stichprobenumfanges (SEM=SDJr) berechnet und als Fehlerbalken graphisch dargestellt.
Der Vergleich zweier unabhangiger Messreihen mit klein&tichprobenumfang,
Standardabweichung gleicher GroRenordnung und Gaul3¢eheilung erfolgte anhand des
t-Tests nach STUDENT. Bei signifikant abweichendern@adabweichung der beiden
Messreihen kam der konservativere, modifizierte t-Tesch Welch zur Anwendung.
Mehrfachvergleiche erfolgten anhand des ANOVA-Tests mém Folgetest nach
BONFERRONI. Statistische Unterschiede p < 0.05 wurdenigaiffikant gewertet.
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3.7 Substanzliste und verwendete Losungen

3.7.1 Physiologische Nahrlésung

- NaCl 125 mM
- NaHCQ 23,8 mM
- Glucose 505 mM
- KCI 2,68 mM
- CaC}*2H,0 1,80 mM
- MgCl*6H,0 1,04 mM
- NaH,PO42H0 0,54 mM
- L-Ascorbinsaure 0,057 mM
- Cholinchlorid 0,001 mM

Um einen konstanten pH-Wert von 7.3 zu gewahrleisten, wurdBahelosung standig mit
Carbogen, einer Mischung aus 5% Kohlendioxid in SauersWi#)(begast. Aul3erdem

wurde die Nahrlosung wéahrend des Transportes und der Préapayekiiihlt.
3.7.2 Mobile Phase des HPLC-Systems
- 76,9 mM Essigsaure
- 0,85 mM 1-Pentansulfonséaure
- 15% (V/V) Acetonitril
Die mobile Phase wurde vor der Verwendung im HPLC-Systerchdeinen Membranfilter

(RC 58 Schleicher & Schill, Dassel; mit einer Porengsdfbe 0,2 um.) gefiltert.

3.7.3 Substanzliste

- Acetonitril SigrAddrich, Taufkirchen
- Acetylcholinchlorid Sigma-Aldrichautkirchen
- L(+)Ascorbinsaure Merck, Darmstadt

- Kalziumionophor A23187 Sigma-Aldrickgufkirchen
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- Cholinchlorid SigrAldrich, Taufkirchen

- Compound 48/80 Sigma-Aldrich, Taufkirchen

- Essigsaure Riedel-de Haen AG, Seelze

- D(+)Glucose Merck, Darmstadt

- Histaminhydrochlorid Sigma-Aldrich,uflarchen

- Methanol Madlkrocht Balker B.V., Deventer / Holland
- Natriumhydroxid Merck, Dartandt

- Oxotremorin Sigraliich, Taufkirchen

- Oxytocinantagonist FE200440 Ferring Internationahe@bagen
- Pentansulfonsaure naigAldrich, Taufkirchen

- O-Phosphorsaure Merck, Daauitst

- O-Phthaldialdehyd SegAddrich, Taufkirchen

Alle Substanzen wurden in, durch ein Millipore®-System igggeem, entmineralisierten
Wasser gelost.

Ausnahmen:

- Kalziumionophor A23187 in Athanol
- O-Phthaldialdehyd in Methanol
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4. Ergebnisse

4.1 Histaminfreisetzung aus der Haut von Mastschweinen
4.1.1 Bestimmung der Ruheabgabe

Zur Messung der Histaminfreisetzung und Bestimmung der dhgade wurden
Kontrollversuche in Abwesenheit von Testsubstanzen durchgeifimeck dieser Versuche
war die Fragestellung, ob Haut von Schweinen in der gegebé&/ersuchsanordnung
Uberhaupt geeignet ist, Histaminmessungen durchzufihrentuetivaige Schadigungen des
Gewebes durch den Transport oder temporare Hypoxie ausesrhkind. Die Ergebnisse
dienten auch als Vergleichswert fur nachfolgende Versucheer ukinfluss von

Testsubstanzen.

Neun Gewebsproben von insgesamt sechs verschiedenen Masterhwurden hierzu 60
Minuten in den Organbadern inkubiert und im Abstand von 5 Minglie insgesamt 12
Proben gesammelt. Die Mittelwerte aller Versuche wureeederum gemittelt und als
Kontrollabgabe gewertet. Die mittlere Ruheabgabe ersgabn Wert von 175 27 pmol
Histamin / g Feuchtgewebe (Abb. 4.1.1)

Histamin-Ruheabgabe

250~

o ]
g 2004 LT T
— LLTTTTTT
23 150+
£5 ]
€e— 1004
8 -
£ 50-

0

0 15 30 45 60
Zeit [min]

Abb. 4.1.1:Kontrollversuch zur basalen Histaminabgabe aus HauMamstschweinen, angegeben in pmol/g +
SEM. Die Inkubation lief Gber 60 Minuten mit jeweils 12 Robm Abstand von 5 Minuten. Der Mittelwert der
Proben 1-12 betrug 1753 pmol/g. Es wurden 9 Gewebsproben (n= 9) von 6 Magtsnen (N=6) getestet.
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4.1.2 Versuche zur Stimulation der Histaminfreisetzung

4.1.3 Kontrollversuche mit Compound 48/80

Die Histaminfreisetzung wurde mit unterschiedlichen Kotragionen von Compound 48/80
stimuliert. Dabei wurden Konzentrationen von 0.055, 0.164, unM3mOrganbad getestet.
Die Zugabe der Substanz erfolgte in der 31. Minute der Sarhassdp(Abb. 4.1.2, 4.1.3,
4.1.4). Um Effekte einer moglichen Stimulation berechnektnnen, wurden die Ergebnisse
der Proben 1-3, 4-6 und 7-9 gemittelt und in Bezug zueinander gd3atzi/erhdaltnis der
Mittelwerte der Proben 1-3 und Proben 7-9 ergab den Grad idasl&ion. Die Mittelwerte
der Proben 1-3, 4-6, 7-9 und 10-12 wurden untereinander und mit deriwditen der
Ruheabgabe verglichen (Abb. 4.1A).

Das Ergebnis zeigte, dass keine der drei getesteten Kormer@navon Compound 48/80
eine signifikante Beeinflussung der Histaminfreisetzungsiewebe und keine Veranderung
zur Kontrolle verursacht. Die Mittelwerte sind unter @atsprechenden Grafiken angegeben.

Compound 48/80 [0,055 mM]

C 48/80
250- v

£ ] T T T
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0 15 30 45 60

Zeit [min]

Abb. 4.1.2:Stimulation der Histaminabgabe mit Compound 48/80 der Konziemtr.055 mM. Die Zugabe
erfolgte in die 7. Probe. Die Inkubation lief iber 60 Méerutnit jeweils 12 Proben im Abstand von 5 Minuten.
Histaminfreisetzung angegeben in pmol/$EM. Mittelwerte der Proben 1-3: 197 pmol/g; 4-6: 186 pmol/g; 7-
9: 175 pmol/g. Compound 48/80 der Konzentration 0.055 mM verueskelite signifikante Beeinflussung der
Histaminfreisetzung. Es wurden 8 Gewebsproben (h= 8pWwdastschweinen (N=6) getestet.
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Compound 48/80 [0,164 mM]
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Abb. 4.1.3:Stimulation der Histaminabgabe mit Compound 48/80 der Konziemtr&.164 mM. Die Zugabe
erfolgte in die 7. Probe. Die Inkubation lief iber 60 Méerutnit jeweils 12 Proben im Abstand von 5 Minuten.
Histaminfreisetzung angegeben in pmol/$EM. Mittelwerte der Proben 1-3: 180 pmol/g; 4-6: 171 pmol/g; 7-
9: 163 pmol/g. Compound 48/80 der Konzentration 0.164 mM verueskelite signifikante Beeinflussung der
Histaminfreisetzung. Es wurden 8 Gewebsproben (n= 8pWwdastschweinen (N=6) getestet.

Compound 48/80 [3 mM]

C 48/80
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Abb. 4.1.4:Stimulation der Histaminabgabe mit Compound 48/80 der Koratamt 3 mM. Die Zugabe erfolgte

in die 7. Probe. Inkubation Uber 60 Minuten mit jeweils 12b&no im Abstand von 5 Minuten.
Histaminfreisetzung angegeben in pmol/$EM. Mittelwerte der Proben 1-3: 155 pmol/g; 4-6: 128 pmol/g; 7-
9: 116 pmol/g. Compound 48/80 der Konzentration 3 mM verursaclrie kgnifikante Beeinflussung der
Histaminfreisetzung. Es wurden 8 Gewebsproben (h= 8pWdastschweinen (N=6) getestet.
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Histamin-Ruheabgabe Compound48/80[0,055mM](4.Probe)
300 300
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23 191 s $3 186 | [175] [173
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Mittelwerte der Proben Mittelwerte der Proben
Compound48/80[0,3mM](4.Probe)
Compound48/80[0,164mM](4.Probe)
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Abb.4.1A: Mittelwerte der Histaminfreisetzung der Proben 1-3, Z-8, und 10-12 aus den Messungen der
Ruheabgabe und der Stimulation mit Compound 48/80 in den Kortzam#ra 0.055, 0.164 und 0.3 mM. Die 4
Grafiken sind eine Zusammenfassung der Abbildungen 4.1.2, 4.1.3 und 4.1.4. In den Balken ist jeweils der
Mittelwert der Histaminfreisetzung in pmol/g angegebé&ie Mittelwerte der Proben wurden jeweils
untereinander und mit der Histaminruheabgabe verglichen. IRigleiche ergaben keine signifikanten
Unterschiede (ns) der stimulierten Proben verglicherderibasalen Freisetzung.

4.1.4 Auswirkung von FE 200440 auf die Histaminfreisetzung

FE 200440 wurde in den Konzentrationen 0.03, 0.3 und 3 mM getebtderA6. Minute der
Sammelphase wurde FE 200440, versetzt mit Tyrode, ansteie udgpringlichen
Organbadmediums zugegeben. Zusatzlich wurde Compound 48/80 Kiormsgntration von
0.3 mM jewelils in die 7. Probe injiziert. Das Verhéalies Mittelwerte der Proben 1-3 zu 4-6
ergab den Effekt von FE 200440 auf die basale Histaminabgad®.\Verhalinis der
Mittelwerte der Proben 1-3 zu 7-9 zeigte wiederum den Effekt Compound 48/80. Die
entsprechenden Mittelwerte sind unter den Grafiken ahgegdie Mittelwerte der Proben
1-3, 4-6, 7-9 und 10-12 wurden untereinander und mit den Mittelwetéz Kontrolle
verglichen (Abb. 4.1B).
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Die Versuche zeigten, dass die Testsubstanz FE 200440 inndgsetizten Konzentrationen
keinen signifikanten Effekt auf die Histaminfreisetzunguveachte und keine nennenswerte
Veranderung zur Kontrolle aufwies (Abb. 4.1.5; 4.1.6; 4.1.7).

Compound 48/80 [0,3 mM]
FE 200440 [0,03 mM]

FE 200440
250+ ¢ -
4 C 48/80
[@2]
5 200 —I' +
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s T e
-E& 100+ 1 T T T
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T 50
0
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Zeit [min]

Abb. 4.1.5:Effekt von FE 200440 in der Konzentration von 0.03 mM aafAlgabe von Histamin aus dem
Gewebe. Die Zugabe erfolgte ab der 4.-12. Probe, bai kikgbation Gber 60 Minuten mit jeweils 12 Proben
im Abstand von 5 Minuten. Die Zugabe von Compound 48/80 der Kgatent0.3 mM erfolgte in die 7.

Probe. Die Histaminfreisetzung ist angegeben in pmol&EM. Mittelwerte der Proben 1-3: 145 pmol/g; 4-6:
120 pmol/g; 7-9: 106 pmol/g. FE 200440 in der Konzentration von 0.03verMrsachte keine signifikante
Beeinflussung der Histaminfreisetzung. Es wurden 8 Gewebsp(iobel) von 6 Mastschweinen (N=6) getestet.
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Compound 48/80 [0,3 mM]
FE 200440 [0,3 mM]
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Abb. 4.1.6:Effekt von FE 200440 in der Konzentration von 0.3 mM auf digalde von Histamin aus dem
Gewebe. Die Zugabe erfolgte ab der 4.-12. Probe, bai kikgbation Uber 60 Minuten mit jeweils 12 Proben
im Abstand von 5 Minuten. Die Zugabe von Compound 48/80 der Kgatent0.3 mM erfolgte in die 7.
Probe. Histaminfreisetzung ist angegeben in pmol®FEM. Mittelwerte der Proben 1-3: 154 pmol/g; 4-6: 134
pmol/g; 7-9: 129 pmol/lg. FE 200440 in der Konzentration von 0.3 weMirsachte keine signifikante
Beeinflussung der Histaminfreisetzung. Es wurden 7 Gewebsp@iobéf) von 6 Mastschweinen (N=6) getestet.

Compound 48/80 [0,3 mM]
FE 200440 [3 mM]
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Abb. 4.1.7:Effekt von FE 200440 in der Konzentration von 3 mM auf digakie von Histamin aus dem

Gewebe. Die Zugabe erfolgte ab der 4.-12. Probe bei keikigbation Uber 60 Minuten mit jeweils 12 Proben im
Abstand von 5 Minuten. Die Zugabe von Compound 48/80 der Komtienti0.3 mM erfolgte in die 7. Probe.

Histaminfreisetzung angegeben in pmol/§EM. Mittelwerte der Proben 1-3: 154 pmol/g; 4-6: 139 pgndl-

9: 131 pmol/g. FE 200440 in der Konzentration von 3 mM verursad@hte signifikante Beeinflussung der
Histaminfreisetzung. Es wurden 9 Gewebsproben (h= 9pWdastschweinen (N=6) getestet.
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4.1.5 Kontrollversuche mit A23187

Als weiteren Stimulus fiir eine Histaminausschittung aus deewebe wurde das
Kalziumionophor A23187 getestet. Die eingesetzte Konzentraitrug 10 M, da diese in
Freisetzungsversuchen mit humanen Bronchien den hacBsitaulationseffekt verursachte
(Zimmermann, 2000). Die Zugabe erfolgte in der 34. Minute.\lgleichswert der basalen
Histaminabgabe (Proben 1-3) zu den stimulierten ProBelD) ergab die Wirkung von
A23187 auf das Gewebe. Das Ergebnis zeigte keinen signdikabinterschied der
Mittelwerte verglichen mit der Kontrolle (Abb. 4.1.8 und .8).

A23187 [10uM]

300 A 23187

2 250 T v

_§§ 200 T T T

ol [T LA T T I T

§ 100

T 50

S 15 30 45 60

Zeit [min]

Abb. 4.1.8:Einfluss des Kalziumionophor A23187 in der Konzentration ¥OuM auf die Histaminfreisetzung.
Die Zugabe erfolgte in der 34. Minute. Inkubation Gber 60 Mmumit jeweils 12 Proben im Abstand von 5
Minuten. Histaminfreisetzung angegeben in pmol/§EM. Mittelwerte der Proben 1-3: 213 pmol/g; 4-6: 181
pmol/g; 8-10: 165 pmol/g. A23187 in der Konzentration von M yerursachte keine signifikante
Beeinflussung der Histaminfreisetzung. Es wurden 8 Gewebsp(iobe?) von 6 Mastschweinen (N=6) getestet.
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Compound 48/80 [0,3mM](4.Probe)
FE 200440 [0,3mM](ab 4. Probe)
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Abb.4.1B: Mittelwerte der Histaminfreisetzung der Proben 1-3, Z-8, und 10-12 aus den Messungen der
Stimulation mit Compound 48/80 in der Konzentration 0.3 mM ua@®0440 in den Konzentrationen 0.03, 0.3
und 3 mM sowie der Stimulation mit A23187 der Konzentratidh uM. Die 4 Grafiken sind eine
Zusammenfassung der Abbildungen 4.1.5, 4.1.6, 4.1.7 und 4.1d8nIBalken ist jeweils der Mittelwert der
Histaminfreisetzung in pmol/g angegeben. Die MittelwdaeProben wurden jeweils untereinander und mit der
Histaminruheabgabe verglichen. Die Vergleiche ergabamelksgnifikanten Unterschiede (ns) der stimulierten
Proben verglichen mit der basalen Freisetzung.

4.2 Histaminfreisetzung aus humaner Haut

4.2.1 Kontrollversuche mit Compound 48/80

Humane Haut wurde in Versuchen mit Compound 48/80 in der Kaatent 0.3 mM im
Organbad stimuliert. Nach Zimmermann (2000) erwies sicsedi@nzentration als optimaler
Stimulus fir humane Haut. Die Zugabe erfolgte in die @b&¥30. Minute) (Abb. 4.2.1). Die
basale Histaminfreisetzung (Proben 1-3) lag bei 580 pmol/g (1-15.min) und sank auf 453
+ 50 pmol/g in den Proben 4-6 (15-30. min), ersichtlich auctdaasVerhéltnis der Proben
4-6 zu 1-3 von 0.85 9.02. Die Zugabe von Compound 48/80 verursachte einen dingkten
signifikanten (p < 0.0001) Anstieg der Histaminfreisetzung 26if % der basalen Abgabe
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(Proben 7-9: 1269 158 pmol/g). Das zeigte das Verhéltnis der Proben 7-9 zuvél6hes
bei 3.35_+0.68 lag beziehungsweise dem Verhaltnis 7-9 zu 1-3, das bei 229 4ag. Die
Mittelwerte der Proben 1-3, 4-6, 7-9 und 10-12 wurden untereinaedgiichen (Abb. 4.2.1
rechte Grafik). Die Mittelwerte der einzelnen Probie $n Tabelle 4a zusammengefasst.

Histamin-Kontrollabgab e
Compound 48/80 [0,3 mM]

1800 C 48/80 1800 J
15004 *k
2 1500 h
3 12004
iG] 1200 b *
£8 900 900
g = 600 - 600-_
T 300 300+
0 0
0 15 30 45 60 1-3 46 7-9 10-12
Zeit [min] Mittelw erte der Proben

Abb. 4.2.1:Kontrollversuche zur Histaminstimulation mit Compound8@3der Konzentration 0.3 mM zur 30.
Minute. Die Histaminmenge ist angegeben in pmol8EM. Die Inkubation lief iber 60 Minuten mit jeweils 12
Proben, genommen im Abstand von 5 Minuten (linke Gralidi@ rechte Grafik zeigt die Mittelwerte der Proben
1-3, 4-6, 7-9 und 10-12. Die mittlere HistaminfreisetzungRi@ben 7-9 beziehungsweise 10-12 ist signifikant
verschieden zu der mittleren Freisetzung der Proben 4&®(@02*, p < 0.0001**); Stichprobenumfang (n=13)
von 7 unterschiedlichen Patienten (N=7).

4.2.2 Auswirkung von FE 200440 auf die Histaminfreisetzung

Die Testsubstanz FE 200440 wurde ab der 16. Minute der Sammelphasestausch zur
urspringlich FE 200440-freien Nahrloésung, in den Konzentratiof® 0.3 oder 3 mM dem
Organbad zugesetzt. Zusatzlich wurde das Gewebe, gleich darolKersuchen, zur 30.
Minute mit Compound 48/80 0.3 mM stimuliert. Um den Effekt i 200440 auf die
Histaminfreisetzung zu bewerten, wurden die Werte debdprd-3, 4-6 und 7-9 gemittelt

und in Verhéltnisse zueinander gesetzt.
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Die Konzentration von 0.03 mM beeinflusste weder die Ibadastaminabgabe (Proben 1-3:
327 +58 pmol/g), noch wurde die stimulierte Freisetzung vendr{eoben 7-9: 1066 + 207
pmol/g). Dies ergab das Verhaltnis der Proben 4-6 zuQl8¥ +0.02) bzw. 7-9 zu 4-6 (4.68
+ 0.87) im Vergleich mit den Kontrollversuchen (Abb. 4.2.2).

In der mittleren Konzentration von 0.3 mM verursachte #00440 ebenfalls keinen
signifikanten Anstieg der Histaminfreisetzung (Probe 4-6/0-36 +0.13 und Probe 7-9/4-6:
2.52 +0.30) verglichen mit der Kontrolle (0.870t02 bzw. 3.35 9.68). Der Mittelwert der
Proben 4-6 lag bei 586 36 pmol/g, der Proben 7-9 bei 155886 pmol/g (Abb. 4.2.3 und
Tabelle 4a).

FE 200440 in einer Konzentration von 3 mM fihrte allerdingsemem direkten und
anhaltenden Anstieg der gemessenen Histaminkonzentrghioln. 4.2.4) auf 224% der
basalen Abgabe (Probe 4-6/1-3: 2.24.21). Der Stimulationseffekt war vergleichbar mit
dem Effekt von Compound 48/80 in der Konzentration 0.3 mM. Wasersichtlich aus dem
Verhaltnis Proben 7-9/4-6 (1.09 &:07). Verglichen mit den Kontrollversuchen ergab sich
eine Signifikanz P < 0.0001 bei der Stimulation mit FE 20044darentration 3 mM. Die
Mittelwerte der Histaminfreisetzung der Proben 1-3, 4-6,ufe®10-12 wurden untereinander
und mit den Mittelwerten der Kontrolle verglichen, die Signifikanzen deutlich zu machen
(Abb. 4.2A). Die Mittelwerte sind in der Tabelle 4a zusangestellt.

Compound 48/80 [0,3 mM]
FE 200440 [0,03 mM]

FE 200440

1500 >
. C 48/80
£ 1200- v 1 T
5_ ]
82 900- L 1 T
€ E 1
E=  600- T
0 b T
T 300- — =
0
0 15 30 45 60
Zeit [min]

Abb. 4.2.2:Effekt von FE 200440 0.03 mM auf die Abgabe von Histamin ams @ewebe, bei Zugabe ab der
4. Probe. Stimulation erfolgte mit Compound 48/80 der Konzémir@.3 mM zur 30. Minute. Die Inkubation
lief Gber 60 Minuten mit jeweils 12 Proben im Abstand voklliButen. Die Histaminmenge ist angegeben in
pmol/g +SEM; Stichprobenumfang (n=9) von 6 unterschiedlichereRain (N=6).
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Compound 48/80 [0,3 mM]
FE 200440 [0,3 mM]
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Abb. 4.2.3:Effekt von FE 200440 0.3 mM auf die Abgabe von Histamin aus demelége bei Zugabe ab der 4.
Probe. Die Inkubation lief Gber 60 Minuten mit jeweils 12k@&n im Abstand von 5 Minuten. Stimulation
erfolgte mit Compound 48/80 der Konzentration 0.3 mM in deM3Qute. Die Histaminmenge ist angegeben in
pmol/g +SEM; Stichprobenumfang (h=13) von 7 unterschiedlichere®ati (N=7).

Compound 48/80 [0,3 mM]
FE 200440 [3 mM]

FE 200440
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0 15 30 45 60

Zeit [min]

Abb. 4.2.4:Effekt von FE 200440 3 mM auf die Abgabe von Histamin aus denelBx\bei Zugabe ab der 4.
Probe. Die Inkubation lief Gber 60 Minuten mit jeweils 12k@&n im Abstand von 5 Minuten. Stimulation
erfolgte mit Compound 48/80 der Konzentration 0.3 mM in deM#Qute. Die Histaminmenge ist angegeben in
pmol/g +SEM; Stichprobenumfang (n=10) von 6 unterschiedlicheieftah (N=6).
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4.2.3 Auswirkung des Mannitol-Puffers auf die Histamin&taang

In Anlehnung an die stimulierende Wirkung von FE 200440, inKierzentration 3 mM,
wurde die vergleichbare Menge des Mannitol-Puffers aufes®Virkung auf das Gewebe
untersucht. Dies entsprach einer Konzentration von 0.0 Mrganbad. Entsprechend der
Versuche mit Testsubstanz wurde im Austausch die Marfittierlosung ab der 16. Minute
dem Organbad zugesetzt (Abb. 4.2.5). Der Mittelwert der bagdigabe (418 #45 pmol/g)
ergab keinen signifikanten Unterschied zu den Kontrollvérsug¢Probe 4-6/1-3: 0.860:03;
Kontrolle: 0.85_+0.02). Der Stimulationseffekt von Compound 48/80 der Kona&oir 0.3
mM war nicht signifikant groRer (1843 256 pmol/g) als bei der Kontrolle (1296 168
pmol/g) (siehe auch Tabelle 4a).

Compound 48/80 [0,3 mM]
Mannitol-Puffer [0,04 M]

Mannitol-Puffer

|
C 48/80
2500 T
%’ 2000- l T
D5 )
22 1500 T T
EH 1000- -
T 500 == —
; [T 1]
0 15 30 45 60
Zeit [min]

Abb. 4.2.5 Auswirkung des Mannitol-Puffers der Konzentration 0.04 M agfAbigabe von Histamin aus dem
Gewebe bei Zugabe ab der 4. Probe. Die Inkubation lief Gbktireien mit jeweils 12 Proben im Abstand von
5 Minuten. Stimulation erfolgte mit Compound 48/80 der Konzeottaf.3 mM in der 30. Minute. Die
Histaminmenge ist angegeben in pmol/§$EM; Stichprobenumfang (h=10) von 6 unterschiedlichen Ratie
(N=6).
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Compound 48/80 [0,3mM](4.Probe)
FE 200440 [0,03mM](ab 4.Probe)
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Abb.4.2A: Mittelwerte der Histaminfreisetzung der Proben 1-3, Z-8, und 10-12 aus den Messungen der
Stimulation mit Compound 48/80 in der Konzentration 0.3 mM ua@®0440 in den Konzentrationen 0.03, 0.3
und 3 mM sowie des Mannitolpuffers der Konzentration 0.04 M.DGrafiken sind eine Zusammenfassung der
Abbildungen 4.1.2, 4.1.3, 4.1.4 und 4.1.5. In den Balken istilewer Mittelwert der Histaminfreisetzung in
pmol/g angegeben. Die Mittelwerte der Proben wurden jeweilsreinander und mit der Histaminruheabgabe
verglichen. Grafik oben links, oben rechts und unten red@its mittlere Histaminfreisetzung der Proben 7-9
beziehungsweise 10-12 ist jeweils signifikant verschiedederumittleren Freisetzung der Proben 4-6. Grafik
unten links: Die mittlere Histaminfreisetzung der Proe®y 7-9 beziehungsweise 10-12 ist jeweils signifikant
verschieden zu der mittleren Freisetzung der Proben 1-lem&roben 4-6 der Kontrolle (p < 0.005%; p <
0.0001**),
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Tabelle 4a: Mittelwerte der stimulierten Histaminfreisetzung humaner Haut [ pmol/g +/ - SEM]
(die Signifikanzen beziehen sich auf die basale Histaminfreisetzung der Proben 4-6 der
Kontrollfreisetzung; p < 0.005 *, p < 0.0001**, nicht signifikant = ns)

FE200440 FE200440 Mannitol-Puffer
Probe Kontrolle FE200440 [0.03mM] [0.3mM] [3mM] [0.04M]
1 566 +/- 62 370 +/- 71 728 +/- 76 414 +/- 38 436 +/- 47
2 552 +/- 66 326 +/- 57 690 +/- 83 376 +/- 34 423 +/- 52
3 486 +/- 55 282 +/- 48 609 +/- 66 358 +/- 32 398 +/- 40
4 496 +/- 58 315 +/- 56 622 +/- 62 849 +/- 118 356 +/- 43
5 441 +/- 51 269 +/- 47 592 +/- 64 865 +/- 114 361 +/- 48
6 425 +/- 46 266 +/- 50 546 +/- 58 818 +/- 100 355 +/- 40
7 1122 +/- 158 869 +/- 141 1486 +/- 313 922 +/- 102 1453 +/- 189
8 1548 +/- 192 1229 +/- 224 1817 +/- 379 951 +/- 134 2156 +/- 324
9 1218 +/- 168 1099 +/- 271 1370 +/- 261 876 +/- 132 1922 +/- 296
10 942 +/- 110 879 +/- 242 1174 +/- 205 918 +/- 129 1408 +/- 225
11 821 +/- 90 716 +/- 196 925 +/- 86 767 +/- 108 1177 +/- 170
12 690 +/- 72 551 +/- 157 783 +/- 113 688 +/- 82 853 +/- 119
Mittelwert 1-3 537 +/- 60 327 +/- 58 ns 676 +/- 73 ns 383 +/- 34 ns 418 +/- 45 ns
Mittelwert 4-6 453 +/- 50 284 +/- 50 ns 586 +/- 56 ns 844 +/- 107* 357 +/- 43 ns
Mittelwert 7-9 1296 +/- 158** 1066 +/- 207** 1558 +/- 306** 916 +/- 121** 1843 +/- 256**
Mittelwert 10-12 818 +/- 91* 715 +/- 198* 961 +/- 135* 791 +/- 106* 1146 +/- 171*

4.3 Histaminfreisetzung aus humanen Bronchien

4.3.1 Kontrollversuche mit A23187

Die Stimulation humaner Bronchien wurde mit dem Kalzamophor A23187 in der
Konzentration von 10 uM induziert (Abb. 4.3.1). Nach Zimmanm (2000) erwies sich das
Kalziumionophor A23187 dieser Konzentration als optimal&timulus fur die
Histaminfreisetzung aus humanen Bronchien. Die Zugafmdgey in der 34. Minute der
Sammelphase, sodass die Inkubation eine Minute dauerte. AEB¥8Y zu einem sofortigen
signifikanten Anstieg der Histaminfreisetzung auf 354 %riber basalen Freisetzung.
(Proben 1-3: 701 4#05 pmol/g; Proben 8-10: 24828#0 pmol/g). Das Verhaltnis der Proben
4-6/1-3 ergab 0.96 .03, das der stimulierten Proben 8-10/4-6 ergab 3.%258. Die
Mittelwerte der Proben 1-3, 4-6 und 8-10 wurden untereinandglicleen, um Signifikanzen
deutlich zu machen (Abb. 4.3A).
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Histamin-Kontrollabgabe
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Abb. 4.3.1: Kontrollversuch zur Histaminfreisetzung aus humanennéren mit dem Kalziumionophor
A23187 in der Konzentration von 10 pM. Die Zugabe erfolgte in3derMinute. Die Histaminfreisetzung ist
angegeben in pmol/g $EM. Die Sammelphase lief iber 60 Minuten mit jewg#sProben im Abstand von 5
Minuten. Stichprobenumfang n=12 von 8 unterschiedlicheiefRah (N=8).

4.3.2 Auswirkung von FE 200440 auf die Histaminfreisetzung

Humane Bronchien wurden mit FE 200440-haltigem Medium in demz&mrationen 0.3
mM und 3 mM superfundiert. Der Zusatz erfolgte ab der 1@ud im Austausch mit der
eigentlichen Nahrldsung. Zur Stimulation wurde wiederum A23h8¥r Konzentration von
10 umM in die 7. Probe (34. Minute) appliziert.

In einer Konzentration von 0.3 mM konnte, verglichen odtr basalen Abgabe, keine
Beeinflussung der Histaminfreisetzung durch FE 200440 festgestetien (Abb. 4.3.2). Das
Verhaltnis der Proben 4-6/1-3 lag bei 0.880:01 und ergab somit keinen signifikanten
Unterschied zu den Kontrollversuchen (0.9®.83). Auch das Verhéltnis der stimulierten
Proben ergab keine Veranderung der freigesetzten Histangen(Proben 8-10/4-6: 3.65 +
0.19; Kontrolle: 3.52 _+ 0.58). Die Mittelwerte der Proben sind in Tabelle 4b
zusammengefasst.

FE 200440 in einer Konzentration von 3 mM verursachte einengimaden Anstieg der
freigesetzten Histaminmenge aus dem Gewebe auf 162 etléibbasalen Abgabe (Proben 1-
3: 684 +134 pmol/g; Proben 4-6: 1109 #20 pmol/g) (Abb. 4.3.3). Das Verhéaltnis der
Proben 4-6/1-3 ergab ein Verhaltnis von 1.73.24 (Kontrolle: 0.96 ©.03). Im Verlauf der
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weiteren 10 Minuten der Inkubation sank die Histamindétzisng zur 6. Probe wieder ab auf
110 % der basalen Abgabe (75330 pmol/g). Die stimulierte Freisetzung wurde durch FE
200440 nicht signifikant beeinflusst (Proben 8-10/4-6: 2.3D.2Z7 verglichen mit der
Kontrolle: 3.52_+0.58). Die Mittelwerte der Histaminfreisetzung der Probe3) 4-6 und 8-
10 wurden untereinander und mit den Mittelwerten der Kdetreerglichen, um die
Signifikanzen deutlich zu machen (Abb. 4.2A). Die Mitteligesind in der Tabelle 4b

zusammengestellt.

A23187 [10 pM]
FE 200440 [0,3 mM]

FE 200440
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Abb. 4.3.2:Effekt von FE 200440 in der Konzentration von 0.3 mM auf daisEtzung von Histamin aus
humanen Bronchien. Die Zugabe erfolgte ab der 16. Minutegibei Gesamtinkubationszeit von 60 Minuten
mit jeweils 12 Proben im Abstand von 5 Minuten. Stimolatimit A23187 in der 34. Minute. Die
Histaminfreisetzung ist angegeben in pmol/gSEM. Stichprobenumfang n=10 von 5 unterschiedlichen
Patienten (N=5).
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A23187 [10 pM]
FE 200440 [3 mM]
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Abb. 4.3.3:Effekt von FE 200440 in der Konzentration 3 mM auf die Ftaisg von Histamin aus humanen
Bronchien. Die Zugabe erfolgte ab der 16. Minute, bei eédeamtinkubationszeit von 60 Minuten mit jeweils
12 Proben im Abstand von 5 Minuten. Stimulation mit A23187 in3de Minute. Die Histaminfreisetzung ist
angegeben in pmol/g $EM. Stichprobenumfang n=12 von 6 unterschiedlichenriRati€N=6).

4.3.3 Auswirkung des Mannitol-Puffers auf die Histamin&taang

Der Mannitol-Puffer wurde analog humaner Haut in der Kotragion von 0.04 M ab der 16.
Minute in das Organbad gegeben. In der 34. Minute wurde mit A2318&riKonzentration
10uM stimuliert (Abb. 4.3.4). Das Ergebnis, verglichen mn d@ntrollversuchen, zeigte
weder eine Beeinflussung der Basalabgabe (Probe 4-6/1-3+10089; Kontrolle: 0.96 +
0.03), noch der stimulierten Freisetzung (Probe 8-10/4-6:_3(b48: Kontrolle: 3.52 0.58).
Der Mittelwert der Proben 1-3 ergab 390116 pmol/g und der Proben 8-10 1611418
pmol/g (Tabelle 4b). Die Mittelwerte der Proben 1-3, 4f@l 8-10 wurden untereinander

verglichen, um Signifikanzen deutlich zu machen (Abb. %.3A
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A23187 [10 uM]
Mannitol-Puffer [0.04 M]
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Abb. 4.3.4:Auswirkung des Mannitol-Puffers in der Konzentration 0.0 die Abgabe von Histamin aus
humanen Bronchien bei Zugabe ab der 16. Probe. Die Iriknbegf iber 60 Minuten mit jeweils 12 Proben im
Abstand von 5 Minuten. Stimulation erfolgte in der 34. Mémit A23187 in der Konzentration 10 puM. Die
Histaminmenge ist angegeben in pmol/GEM. Stichprobenumfang n=10 von 5 unterschiedlichen Ratien
(N=5).
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A23187 [10uM](4.Probe)
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Abb.4.3A: Mittelwerte der Histaminfreisetzung der Proben 1-3, 8-60 und 11-12 aus den Messungen der
Stimulation mit A23187 in der Konzentration 10 pM und FE 200448en Konzentrationen 0.3 und 3 mM
sowie des Mannitolpuffers der Konzentration 0.04 M. Die 4 ikeaf sind eine Zusammenfassung der
Abbildungen 4.3.1, 4.3.2, 4.3.3 und 4.3.4. In den Balken istilewer Mittelwert der Histaminfreisetzung in
pmol/g angegeben. Die Mittelwerte der Proben wurden jeweilsreinander und mit der Histaminruheabgabe
verglichen. Die mittlere Histaminfreisetzung der ProBel0 ist jeweils signifikant verschieden zu der mittleren
Freisetzung der Proben 4-6 sowie der Proben 4-6 der Konpot®.05*; p < 0.0001**),
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Tabelle 4b: Mittelwerte der stimulierten Histaminfreisetzung h

umaner Bronchien [pmol/g +/- SEM]
(die Signifikanzen beziehen sich auf die basale Histaminfreisetzung der Proben 4-6 der
Kontrollfreisetzung; p < 0.05 *, p < 0.0001**, nicht signifikant = ns)

FE200440 FE200440 Mannitol-Puffer
Probe Kontrolle [0.3mM] [3mM] [0.04M]
1 659 +/- 70 642 +/- 34 759 +/- 142 361 +/- 129
2 737 +/- 141 572 +/- 44 606 +/- 119 401 +/- 123
3 701 +/- 105 591 +/- 42 687 +/- 142 408 +/- 102
4 692 +/- 121 506 +/- 54 1524 +/- 202 391 +/- 78
5 710 +/- 112 538 +/- 51 1049 +/- 106 397 +/- 82
6 670 +/- 97 550 +/- 36 755 +/- 130 382 +/- 100
7 764 +/- 161 609 +/- 73 973 +/- 203 450 +/- 88
8 3852 +/- 1414 2669 +/- 243 4086 +/- 480 2190 +/- 534
9 2830 +/- 885 2562 +/- 269 2617 +/- 380 1543 +/- 426
10 1820 +/- 430 1866 +/- 171 2156 +/- 322 1100 +/- 295
11 1426 +/- 301 1317 +/- 186 1782 +/- 220 1035 +/- 345
12 1391 +/- 335 1245 +/- 160 1613 +/- 232 898 +/- 290
Mittelwert 1-3 711 +/- 101 602 +/- 38 ns 684 +/- 134 ns 390 +/- 116 ns
Mittelwert 4-6 690 +/- 109 531 +/- 38 ns 1109 +/- 120 * 390 +/- 86 ns

Mittelwert 8-10

2482 +/- 810 **

1946 +/- 185 **

2559 +/- 347 **

1611 +/- 418 *
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4.4 Histaminfreisetzung aus humanen Bronchien von Patientenitroder ohne COPD

Aufgrund der Erkenntnis von Moéhlig (2000), dass sich moglicheemeisterschiede in der
Histaminfreisetzung aus Bronchien von Patienten oldee mit nur einer leichten COPD und
Patienten mit einer schweren COPD ergaben, wurden nachdglgé/ersuche zur
Hypothesenprifung durchgefuhrt:

Das Bronchialgewebe von 26 Patienten wurde auf die Hisfaisetzung unter Stimulation
mit dem Kalziumionophor A23187 untersucht. In der gleichersiehsreihe wurde versucht,
die stimulierte Histaminfreisetzung mit Oxotremorimdu Acetylcholin, Agonisten am
muskarinergen Rezeptor, zu hemmen. Oxotremorin wurde irfickeien Konzentrationen 1
nM und 10 nM im Organbad getestet und Acetylcholin in den Kunagonen 10 nM und
100 nM.

Im Vorfeld der Versuche war nicht bekannt, ob das untersuGletvebe von Patienten mit
oder ohne COPD stammte, um neutral an eine spatere Ausgreherangehen zu kdnnen.
Der Versuchsablauf entsprach dem der vorherigen VersDemeStimulus A23187 wurde in
der 34. Minute in der Konzentration 10 pM in das Organbad agplizind die
Rezeptoragonisten wurden ab der 15. Minute (ab der 4. Probe)ird@ibationsmedium
zugesetzt. Die Gesamtinkubation lief iber 60 Minuten (1Bd#p

Anhand der Effluxkurven der einzelnen Versuche (Abbildungenl 4ud 4.4.2) wurde
deutlich, dass Unterschiede der Histaminfreisetzung zwisdaarBronchien von Patienten
ohne oder leichter und Patienten mit schwerer COP2uhesn.

Die spatere Zuordnung der Patientendaten beziiglich Diagnbéeotinabusus, vorheriger
Medikation und Lungenfunktion bestatigten die bestehendetersthiede der beiden
Gruppen. Die Patienten der ersten Gruppe wiesen keine, beg@ieise eine geringgradige
COPD (bei drei von 14 Patienten) auf. Der durchschnigligilgarettenkonsum lag bei 22
Packyears, wobei 21% der Patienten dieser Gruppe Nich&auavaren. Die
Lungenfunktionsprifung ergab in dieser Gruppe einen Tiffendau,deutlich tUber 60%
betrug (durchschnittlich 68%). Der mittlere FEV1-Wert lag B&P6. Die Patienten der
zweiten Gruppe wiesen alle eine mittel- bis hochgradige[@H, rauchten im Durchschnitt
50 Packyears und hatten deutlich schlechtere Lungenfusktérte (durchschnittlich 56%
Tiffeneau und einen FEV1-Wert von 57%) (Tabelle 4c).
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Tabelle 4c Klinische Daten der Patienten der Gruppen ohne und nviteseh COPD

Gruppe 1 [14 Patienten] | Gruppe 2 [12 Patienten]
(keine bzw. leichte COPD) (schwere COPD)
Geschlecht 9 x ménnlich; 5 x weiblich 12 x ménnlich
Alter 61.7 (46 - 75) 67.5 (60 - 75)
Nikotin 22 Packyears (4 - 45) 50 Packyears (20 - 96)
Tiffeneau Test 68% (56 - 84) 56% (49 - 60)
FEV1 81% (62 - 84) 57% (34 - 71)
2.19Liter (1.65 - 3.08) 1.63Liter (0.86 - 2.2)
Behandlung
Muskarinrezeptorantagonisten | 3 x (21%) 6 x (50%)
Kortikoide 3 X (21%) 5 X (42%)
[32-Agonisten 2 X (14%) 5 X (42%)
Theophyllin 1x (7%) 2 X (16%)
Histaminfreisetzung (Gruppe 1)
5000 A23187
4000
>§ 3000 l
= 2000 -
od LI — T T T T
0 15 30 45 60
Zeit [min]
Histaminfreisetzung (Gruppe 2)
A23187 .
5000
4000 l 1 *
§’ 3000 L _
S 2000 —
- T 4 T T T
e I I I
0 15 30 45 60
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Abb. 4.4.1:Kontrollversuche der stimulierten Histaminfreisetzumgct A23187 in der Konzentration 10 uM
(Zugabe in der 34.Minute) der Patienten mit keiner oder EdBOPD (Gruppe 1) und Patienten mit schwerer
COPD (Gruppe2). Die Inkubation lief iber 60 Minuten mit jesvdi2 Proben im Abstand von 5 Minuten. Die
Histaminmenge ist angegeben in pmol/GEM. Die stimulierte Histaminfreisetzung der Prol8nond 9 der
Gruppe 2 ist signifikant hoher als die der Gruppe 1 (p < 0.0Qithpsobenumfang n=14 (Gruppel); n=12
(Gruppe2).
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Oxotremorin [1 nM]  (Gruppe 1) Oxotremorin [1 nM]  (Gruppe 2)
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Abb. 4.4.2:Inhibitorischer Effekt von Oxotremorin in der Konzentoativon 1 nM und Acetylcholin in der
Konzentration von 100 nM auf die stimulierte Histamirdetzung durch A23187 in der Konzentration 10uM
(Zugabe in der 34.Minute) bei Patienten mit keiner odehter COPD (Gruppe 1) und Patienten mit schwerer
COPD (Gruppe2). Die Inkubation lief iber 60 Minuten mit jesvdi2 Proben im Abstand von 5 Minuten. Die
Histaminmenge ist angegeben in pmol/§BM. Stichprobenumfang n=12 (Gruppel); n=8 (Gruppe2).

4.4.1 Histaminfreisetzung aus Bronchien von Patienten otieemit leichter COPD

Die mittlere Histaminfreisetzung der stimulierten Rob(8-10) mit A23187 in der
Konzentration 10uM, verglichen mit der basalen Freisgg (Proben 4-6) der
Kontrollversuche, ergab eine Steigerung auf 2629% (Abb. 4.4.1). Durch die Zugabe von
Oxotremorin in der Konzentratiomon 1 nM und 10 nM ab der 4. Probe wurde der

stimulierende Effekt auf die Histaminfreisetzung von A23187180f+9%, beziehungsweise
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157 + 21% der basalen (Proben 4-6) Freisetzung verringert. ylsbelin in den
Konzentrationen von 10 nM und 100 nM reduzierte den Stimakgitekt von A23187 auf
147 + 8%, beziehungsweise 1421 % der Basalabgabe. Die Ergebnisse zeigen, dass die
Rezeptoragonisten eine signifikante Hemmung der stimuliefr@isetzung verursachen
(Abb. 4.4.3).

Patienten ohne oder mit leichter COPD

300

o
C —
RS
§ LE 200+ «
— * *
o £ * il —_
=0 T
c = T
E3
S x 1004
Rz
I

0-

inM 10nM 10nM 100 nM
Kontrolle Oxotremorin Acetylcholin

Abb. 4.4.3:Stimulationseffekt von A23187 auf die Histaminfreisetzungén Proben 8-10 in ProzentSEM
Uber der Basalabgabe der Proben 4-6 von Patienten mit keieegeringgradiger COPD. Der erste Balken zeigt
die Kontrolle, Balken 2 und 3 zeigen die Wirkung von Oxotmemion der Konzentration 1 nM und 10 nM und
die Balken 4 und 5 die Wirkung von Acetylcholin in der Kamte&tion 10 nM und 100 nM. Die Signifikanzen
(*) beziehen sich auf den Unterschied zur Kontrolle. Stmbemumfang n=14.

4.4.2 Histaminfreisetzung aus Bronchien von Patienteschiverer COPD

Die Ergebnisse der Kontrollversuche mit A23187 in der Komagah 10 uM zeigen eine
mittlere, stimulierte Histaminfreisetzung (Proben 8-10) B876_+42% der basalen Abgabe
(Proben 4-6) (Abb. 4.4.1). Dies ist ein signifikanter Urdieiesd zu der Kontrolle der ersten
Gruppe (p <0.001).

Die Versuche mit den Rezeptoragonisten zeigen einen Hegseffiekt auf die stimulierte
Histaminfreisetzung, der jedoch deutlich geringer ausddgltbei der Gruppe 1 (Abb. 4.4.4).
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Die stimulierte Histaminfreisetzung (Proben 8-10) in ¥@nsuchen mit Oxotremorin in den
Konzentrationen 1 nM und 10 nM liegt bei 33441% beziehungsweise 30358% der
basalen Freisetzung (Proben 4-6), in den Versuchen miyl8lselin in den Konzentrationen
10 nM und 100 nM bei 257 86% beziehungsweise 2124¥%.

Patienten mit schwerer COPD
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Kontrolle Oxotremorin Acetylcholin

Abb. 4.4.4:Stimulationseffekt von A23187 auf die Histaminfreisetzungén Proben 8-10 in ProzentSEM
Uber der Basalabgabe der Proben 4-6 von Patienten mit sch@@PD. Der erste Balken zeigt die Kontrolle,
Balken 2 und 3 zeigen die Wirkung von Oxotremorin in der Kamagéan 1 nM und 10nM und die Balken 4
und 5 die Wirkung von Acetylcholin in der Konzentration 10 ol 100 nM. (ns = nicht signifikant, bezogen
auf die Kontrolle); Stichprobenumfang n=12.
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5. Diskussion

5.1 Analytisches Verfahren

Anlehnend an frihere Arbeiten zur Stimulation der Hist&misetzung aus Mastzellen
isolierter humaner Haut und Bronchien (Baumgartner, 1998 mérmann, 2000; Mohlig,
2000) wurde die im Kapitel , Material und Methoden “ besebene Versuchsmethodik
gewahlt. Diese erwies sich mehrfach als sehr geeiginetdie basale Histaminfreisetzung,
beziehungsweise die stimulierte Freisetzung aus Mésizen urspringlichen Zellverbund
reproduzierbar zu messen. Der Vortell in der Verwendung kettepl Gewebsstilicke
gegenuber isolierten Mastzellen war die Moglichkeit,suiggische Regelmechanismen und
Zell-Zell Interaktionen zu erhalten (Reinheimer et al, 199%Wjeiterhin konnte die
Manipulation der Mastzellen durch die schonende Praparnagiativ gering gehalten werden
und eine vorherige mechanische oder chemische Stimutiézellen vermieden werden.
Die Bestimmung des Histamingehalts der Proben und Standardie mittels Hochdruck-
flussigkeitschromatographie mit anschlieRender fluoronadieis Detektion vorgenommen.
Dieses Verfahren war aufgrund der relativ hohen und katest Histaminfreisetzung aus den
verschiedenen Geweben (Schweinehaut: ~180 pmol/g; humane~+4&0 bis ~2000 pmol/g;
humaner Bronchus: ~550 bis ~ 3800 pmol/g) ausreichend sensibegine quantitative
Auswertung der Versuche durchfihren zu koénnen (Reinheimer |.et1897). Die
Nachweisgrenze fur Histamin in dieser Messapparatur lag famgebei 50 pg
Histamin/Injektion (M6hlig, 2000). Die Gleichheit der Messungamde im Bereich von 1-
1000 pmol/Injektion nachgewiesen (Baumgéartner 1998).

Die teilweise aufgetretene Streubreite der einzeMessungen um bis zu 300% ist auf die
nicht vermeidbare Inhomogenitat der Gewebssticke und aurfidheduell unterschiedliche
Dichte der Mastzellen im Gewebe zurtickzufuhren.

Eine Lagerung von Proben und Standards bei -20° C Uber emaum von mehreren
Tagen ergab nachweislich keine Veranderung der Messergebnisse
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5.2 Freisetzungsversuche

5.2.1 Haut von Mastschweinen

In dieser Arbeit wurde erstmals versucht, das ModellStumulation der Histaminfreisetzung
aus Mastzellen im intakten Zellverbund auf HautgewebeSahweinen zu tbertragen. Dies
ist in der Hinsicht gelungen, dass eine konstante Histeatgatzung Uber einen Zeitraum von
insgesamt 60 Minuten gemessen werden konnte. Die durchschaitBieisetzung lag bei
175 +27 pmol Histamin pro Gramm Feuchtgewicht. Der mittlees@nthistamingehalt der
Bauchhaut von Schweinen lag bei 28.2.¥ ug/g Feuchtgewicht. Das entspricht den in der
Literatur beschriebenen Angaben (Lorenz et al., 1973).

Der Versuch, die Histaminfreisetzung zu stimulierenjamgg jedoch weder mit dem
bekannten Mastzelldegranulator Compound 48/80 in den getegtetzentrationen 0.055,
0.164 sowie 0.3 mM, noch mit dem Kalziumionophor A23187 in derzEptration 10 pM.
Die eingesetzten Konzentrationen wurden gewahlt, weilsedienachweislich die
Histaminfreisetzung aus humaner Haut, humanen Bronclsewie Bronchien von
Laborratten deutlich stimulieren konnten, teilweise &@#0% der basalen Abgabe
(Reinheimer et al., 1997; M6hlig, 2000).

Der Oxytocinantagonist FE 200440 fihrte in den Konzentratidh®8, 0.3 und 3 mM
ebenfalls keine Veranderung der basalen Histaminfreisetzemzgih Die Versuche mit FE
200440 wurden hauptsachlich aus dem Grunde durchgefuhrt, eineni®emgie humaner

Haut zu erbringen.

Risdahl und Mitarbeiter testeten die Wirkung von Compound 48188ddierten Mastzellen
vom Schwein in vitro und bewerteten die gemessene Histaaisietzung als Beweis fir die
aufgetretene Hautrétung und Odembildung nach intradermalektibmein vivo. Die
Ergebnisse zeigten, dass Compound 48/80 in der Lage war, ersphmatilierte Mastzellen
zu stimulieren und eine konzentrationsabhdngige Histaewetzung zu provozieren.
Compound in der Konzentration 0.01 mM verursachte einesdimeing von 7.3% des
Gesamtgehaltes aufsteigend bis 28% bei einer Konzentxatioh mM (Risdahl et al., 1995).
A23187 verursachte in Experimenten, durchgefuhrt von PatersdmMitarbeitern, eine um
52% erhohte Freisetzung von Histamin aus isolierten Lumgstzellen (Paterson et al.,
1981).
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Der Grund, weshalb die eingesetzten Substanzen in dengetitbiten Versuchen die
Histaminfreisetzung nicht beeinflussen, ist mdglicheseeeine Diffusionsbarriere der
verwendeten Stimuli durch das isolierte Gewebe hin zu desizdllen. Dies wirde bedeuten,
dass das angewandte Verfahren (Baumgartner, 1998; Zimmer2@00), bei Hautgewebe
von Schweinen im natirlichen Zusammenhang nicht geeigret eise stimulierte
Histaminfreisetzung zu messen.

Die Ursache fur die Diskrepanz der Ergebnisse zu Riesdahl Raterson kdnnte daran
liegen, dass sowohl Riesdahl als auch Paterson Mastaalgvandten, die mit Hilfe einer
enzymatischen Technik dispergiert wurden (Risdahl et al.,;1P&terson et al., 1981). Im
Gegensatz dazu wurden in den Versuchen dieser Arbeit intaktebGgiicke verwendet, bei
denen Zell-Zell Interaktionen und mogliche Regulatmeshanismen erhalten blieben. Ein
weiterer entscheidender Faktor, der die Histaminfraisgtz beeinflusst, ist die
Unterschiedlichkeit der Mastzellpopulationen der jeweiliGawebe, die sich beziglich ihrer
Stimulation teils gegensatzlich verhalten (Ennis etl&91).

Ausgeschlossen werden kann eine Schadigung des Gewebes durctieHyabrend des
Transportes oder bei der Praparation durch die Tatsaess, der Ablauf der Versuche
absolut identisch mit den Untersuchungen humaner Hautnwémes der eine deutliche
Stimulation der Histaminfreisetzung mdglich war. Eswikte bei der Haut von Schweinen
zwar eine sehr konstante Basalfreisetzung gemessennygdech ware diese auch als reine
.Leckage“ erklarbar. Eine mogliche Ursache fir die niclaichweisbare Aktivitat der
Mastzellen im Gewebe ware eine Schadigung beim Schiagjatng der Schweine, die nach

dem Entbluten in der Briih- und Enthaarungsmaschine erhitzt murde

Die klinische Bedeutung der Erforschung der physiologisalnesh pathophysiologischen
Mechanismen zur Freisetzung von Mastzellmediatoren undiliem des Histamins ist von
besonderem Interesse, wenn man die Vielzahl von Erkngeku und speziell
Hauterkrankungen in Betracht zieht, die mit einer Mastzgiiwiaulation einhergehen (Reedy
und Miller, 1989). Im Vordergrund stehen vor allem allerdgesiHauterkrankungen, wie
Urtikaria oder das QUINKE-Odem, Exzeme und Exantheme, ddieh verschiedenste
Allergene, zum Beispiel in Futtermitteln oder Arzneteiin, verursacht werden kénnen
(Golbert, 1969; Darmon, 1996). Bei der schwerwiegendsten Hermallergischen Reaktion,
dem anaphylaktischen Schock, wird Histamin in grof3en MengeBlinsfreigesetzt, was
lebensbedrohlichen Reaktionen zur Folge haben kann (BronemmspaHerzarrhythmien)
(Hartmann und Meyer, 1993). Das Wissen Uber die Reaktionen Kaepers auf

55



Diskussion

Fremdsubstanzen wie Arzneimittel, Futtermittel und an&dfe, die mit dem Korper in
Kontakt kommen, ist somit von grof3er Bedeutung, umdighdde Folgen im Vorhinein
ausschlieRen zu koénnen. Der in den Versuchen getestete Oaytiaganist zeigte keine
Histamin-freisetzende Wirkung. Jedoch muss bertcksichtigerden, dass die
Versuchsanordnung nicht geeignet schien, Mastzellenraulstren.

5.2.2 Humane Haut

Im zweiten Teil der Arbeit wurden Versuche mit dem Oxytantagonisten FE 200440
(Ferring Pharmazeutika, Kopenhagen) an humanem Hautgewebeefiitoth Es wurde
getestet, ob dieser Bindegewebsmastzellen stimulied dadurch Histamin freisetzt.
Grundlage war die Erkenntnis, dass FE 200440 nach subkutaneromjektler Phase | der
klinischen Prifung als Nebenwirkung eine konzentrationsapgérHautrotung hervorrief.
Die Studie uber die lokale Wirkung des Oxytocinantagonister2®0440 an humaner Haut
wurde vonFerring Pharmazeutika Kopenhagen in Auftrag gegeben. FE 200440 ist ein
synthetisches, zyklisches Hexapeptid, das durch Blockade edmpi®ren im Myometrium
des Uterus die physiologische Wirkung von Oxytocin verhindBE 200440 besitzt,
verglichen mit Atosiban, eine hdhere Selektivitdt zumyt@cinrezeptor und hat praktisch
keinen Effekt auf die Vasopressin-induzierte Kontraktionnammanen Myometrium (Nillson
et al., 2003). Der Kalziumeinstrom in die Muskelzellemdwblockiert und eine Kontraktion
der Uterusmuskulatur ist nicht mehr mdglich (Zingg und Igpo 2003). Die
Affinitatskonstante zum Oxytocinrezeptor liegt bei 0.84 (;-Wert).

In Hinsicht auf die Verdanderungen der Haut, die nach dgktion auftraten, wurden die
Konzentrationen 0.03, 0.3 und 3 mM FE 200440 getestet. In demchers wurden die
Hautpraparate zusatzlich mit 0.3 mM Compound 48/80 stimuliert, dm.
Histaminfreisetzung der Mastzellen zu provozieren. Digraleulierende Wirkung von
Compound 48/80 auf Bindegewebsmastzellen humaner Haut ist belamion, 1986;
Church, 1999).

Der Grund fir eine Stimulation mit Compound war, eine mbgl Beeinflussung der
stimulierten Histaminfreisetzung durch den Oxytocinantagemibeurteilen zu kénnen. Die
in den Versuchen gewahlte Konzentration von 30ug/ml despGomds ergab nach der
Dosis-Wirkungsbeziehung den hdchsten Stimulationseffiekt Mastzellen (Zimmermann,
2000).
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Die Ergebnisse zeigten, dass die Konzentration von 0.03 unaiM.BE 200440 weder die
basale noch die stimulierte Histaminfreisetzung $ikpmt beeinflusste. FE 200440 der
Konzentration 3 mM verursachte einen deutlichen und terddn Anstieg der
Histaminabgabe auf 224% der Basalabgabe. Das zeigt eineerkoationsabhangige,
degranulierende Wirkung von FE 200440 auf Bindegewebsmastzéllenstimulierende
Wirkung von Compound 48/80 belief sich in den Kontrollvehguc auf durchschnittlich
261% der basalen Histaminfreisetzung. Der Vergleich denu&itionseffekte von Compound
48/80 und FE 200440 zeigte, dass der Oxytocinantagonist FE 200440 ersbhbei h
Konzentrationen (3 mM) Bindegewebsmastzellen aktiviert.

Um die aktivierende Wirkung auf Mastzellen der eigenélichVirksubstanz des Antagonisten
zuordnen zu kdnnen, wurden Versuchsreihen mit der Pufferl@mgubstanz durchgefihrt.
Das Ergebnis zeigte, dass der Mannitol-Puffer allein kein@rhisliberierende Wirkung
besali.

Die biochemischen Ablaufe, Uber die FE 200440 die Degranuladiem Mastzellen
verursacht, sind nicht geklart. Ahnlich wie bei Compound 48/80ntebres zu einer
Interaktion mit membranstandigen, GTP-bindenden Pratekemmen (Bugajski et al.,
1995). Eine Beeinflussung des intrazellularen Kalziumsfsegeie sie durch A23187
verursacht wird, wéare ebenfalls denkbar (Igarashi, 1996). Bumulation der
Histaminfreisetzung ist in der Konzentration von 3 mM gdavahrscheinlich durch eine
unspezifische Peptidreaktion verursacht (deShazo und Kemp). Eiiém Einsatz von FE
200440 bei der Behandlung vorzeitiger Wehentatigkeit steh¢ &ideenntnis nicht entgegen,
da die Darreichungsformen zwischen 8 und 10 mg/ml liegéss@ et al., 2003).

Nach subkutaner Injektion von FE 200440 trat bei den Proband#ar klinischen Phase 1
lokal eine leichte R6tung der Haut auf. Diese Hautveramderahlt zu den unerwiinschten
Nebenwirkungen des Oxytocinantagonisten. Die allgemeine nidefi von

Arzneimittelnebenwirkungen ist ,eine Reaktion, die deBmpfanger schadet und
unbeabsichtigt ausgelost wird “ (Forth et al., 1978). Naclkidassischen Einteilung werden
die Nebenwirkungen wie folgt unterschieden: 1. Toxische MNe&iokungen 2.

Nebenwirkungen im engeren Sinne (durch die pharmakologischgaendehaften der
Substanz bedingt) 3. Sekundare Nebenwirkungen (zum Beispiebddn als Folge einer
Antibiotikatherapie) 4. Idiosynkrasien (zum Beispiel gawh bedingte Effekte) und 5.
Immunologisch  bedingte Nebenwirkungen (meist allergisciiteaktionen). Die

Arzneimittelnebenwirkungen konnen die unterschiedlichstemmen und Auspragungen
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annehmen (Scheler, 1980). Zu beurteilen ist der Grad der AuspragienHaufigkeit des
Auftretens, eine eventuelle Dosisabhangigkeit, einidgehadigende Wirkung, Tolerabilitat
oder absolute Intolerabilitdt und vieles mehr (Kutter, 19¥8penwirkungen im eigentlichen
Sinne sind Wirkungen, die zum therapeutischen Ziel nicltdgein (Hasskarl, 1974). Bei der
Entwicklung eines neuen Arzneimittels muissen besondersdiki Kriterien “Qualitat,
Wirksamkeit und Unbedenklichkeit” erfullt werden. Bei @&urteilung der Nutzen / Risiko-
Bilanz sind daher unerwiinschte Wirkungen von Arzneimitteim gré3ter Bedeutung (Forth
et al., 1978). Die Frage, die immer gestellt werden mastett ,Konnen das Ausmald und die
Wabhrscheinlichkeit der unerwiinschten NebenwirkungeRigi&o, angesichts des erwarteten
Nutzens, in Kauf genommen werden?”.

Die Hautrotung, die nach subkutaner Injektion von FE 200440 auwitaaipkal begrenzt und
von geringem Ausmalf3. Ein Zusammenhang zwischen der gemaaskiéstaminfreisetzung
und der Ro6tung der Haut ist anzunehmen. Nach intravendseabigichung einer
Infusionslésung kam es bei den Testpersonen nicht zu lokédaetverdnderungen, daher ist
die bedeutendere Applikationsart des Oxytocinantagonistersefainlich eine intravenose
Injektion. Die toxikologische Routineuntersuchung ergab keinegativen Effekt. Eine
abschlieBende Beurteilung kann bei dem derzeitigen Wissensgdadh noch nicht
abgegeben werden.

5.2.3 Humane Bronchien

Die Wirkung von FE 200440 auf mukosale Mastzellen wurde in emaehfolgenden
Versuchsreihe an Praparaten humaner Bronchien getesteh. Ahgaben in der Literatur
werden 93% der Mastzellen humaner Bronchien dem Mukosatypeninget (Irani et al.,
1989). Es wurden, entsprechend den Versuchen mit humanerdi¢galihnzentrationen 0.03,
0.3 und 3 mM auf einen moglichen histaminfreisetzenden Efetestet. Eine zusatzliche
Degranulation der Mastzellen wurde mit dem Kalziumionopgki28187 in der Konzentration
10 pM provoziert, um auch die stimulierte Histaminfrezeag zu messen. A23187 gilt als
potenter Histaminliberator an mukosalen Mastzellen, jeducht an Bindegewebsmastzellen
(Pearce, 1989). Die degranulierende Wirkung von A23187 wird duecBidschleusung von
extrazellularem Kalzium in die Mastzelle verursacht urmgeht dadurch den Weg der
physiologischen Aktivierung (Igarashi, 1996).

Die Versuche ergaben, dass FE 200440 in den beiden niedrigen Katiaeah (0.03 und
0.3 mM) keine Histaminfreisetzung evozieren konnte. behKonzentration von 3 mM
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zeigte einen sofortigen Anstieg der Histaminkonzentrationlér 4. Probe auf 220% der
mittleren Basalabgabe. Dieser Effekt war transient ané &1 der 6. Probe auf 110%.

Um auch diesen Effekt der eigentlichen WirksubstanzQiggocinantagonisten zuordnen zu
konnen, wurden abermals Versuche mit der Pufferlosung ottere Antagonisten
durchgefuhrt. Das Resultat zeigte, dass der Mannitolpuffein anicht in der Lage war
Mastzellen humaner Bronchien zu stimulieren.

Das Gesamtmal der mit A23187 verursachten Histaminfreiggtwurde durch keine der
drei getesteten Konzentrationen des Oxytocinantagonis&nflusst.

Aus den Ergebnissen kann man ersehen, dass FE 200440 ebenfallf agel ist, mukosale
Mastzellen zu stimulieren. Die Sensitivitat gegentiberdBgewebsmastzellen war jedoch
deutlich héher. Als Begrindung dieser Tatsache kann erstengeringere prozentuale
Freisetzungsseffekt Histamins an mukosalen Mastzellen unekitens der rasch
vorubergehende Stimulationseffekt an mukosalen Mastzellerglichen mit dem
anhaltenden Effekt an Bindegewebsmastzellen, genannt w&degiffekt von FE 200440 in
der Konzentration von 3 mM an mukosalen Mastzellen igtnoeh eher mit einer
unspezifischen Peptidreaktion zu erklaren, die zur Folge tlass vermehrt Histamin

freigesetzt wird (Winbery und Lieberman, 2002).
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5.3 Muskarinerge Inhibition der Mastzellfunktion humaner Bronchien

Der hemmende Effekt von Acetylcholin und Oxotremorin a@ié A23187-induzierte
Histaminfreisetzung an humanen Bronchien wurde schdwfagh beschrieben (Reinheimer
et al., 1997; Mohlig, 2000; Zimmermann, 2000). Reinheimer und Mitarbsprachen
erstmals von einem inhibitorischen Zusammenhang zwischeskarinergen Rezeptoren und
der Histaminfreisetzung aus humanen Bronchien. Sie véregen Hemmeffekte von 89%
durch Acetylcholin in der Konzentration von 10 nM und sob@®%ige Hemmung durch
Oxotremorin in der Konzentration von 1 nM. Regulatoriséhechanismen zwischen dem
cholinergen System und der Histaminfreisetzung wurdentbeaei gastrointestinalen und
glandularen Mastzellen erforscht (Blandina et al., 1980¢rdings kam es hier zu einer
vermehrten Histaminausschittung durch Acetylcholin. Diesggegengesetzte Befund wurde
von Reinheimer und Mitarbeitern durch die morphologisahe biochemische Heterogenitat
der Mastzellpopulationen begrindet. Desweiteren verwendBiandina und Mitarbeiter
isolierte Zelllinien, bei denen, im Gegensatz zu den Reinheimer verwendeten intakten
Gewebssticken, mogliche Regulationsmechanismen des gendien Gewebes fehlten
(Reinheimer et al., 2000).

In einer spéateren Arbeit gelang es, eine Subtypenchasa&tarig des inhibitorischen
Rezeptors humaner Bronchien durch Zugabe spezifischer Musizamor-Antagonisten
durchzufihren (Mo6hlig, 2000). Es wurde versucht, den Hemmumegsafon Acetylcholin
auf die Histaminfreisetzung mit den subtypspezifischere®rantagonisten Pirnzepin, AF-
DX 116, para-Fluorohexahydrosiladifendiol (pFHHSID) und @jum zu antagonisieren. Das
Ergebnis deutete auf einen muskarinergen Rezeptor vom SubtypnM@®Veiterhin wurden
Speziesunterschiede in der Kontrolle der Mastzellfunktioa@n Tracheen von Ratten
aufgezeigt, da hier eine inhibitorische Beziehung scheinbzht mxistierte (Reinheimer,
1996).

In der vorliegenden Arbeit wurden die Praparate humarendBien, anlehnend an die Arbeit
von Mo6hlig, mit A23187 in der Konzentration von 10 uM stimualiend zusétzlich wurde
versucht, diesen Effekt mit Acetylcholin in den Konzatiomen von 10 nM und 100 nM
sowie Oxotremorin in den Konzentrationen von 1 nM unaiillQzu hemmen. Die Ergebnisse
entsprachen prinzipiell den Erkenntnissen von Reinheit®37) und M6hlig (2000). Sowohl
Acetylcholin, ein muskarinerger und nikotinerger Rezeptoragatsshuch Oxotremorin, ein
synthetischer, muskarinerger Agonist hemmten die evozitistaminfreisetzung mukosaler
Mastzellen, wobei der Hemmungseffekt bei Oxotremsoigar hoher lag. Der starkere Effekt
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durch Oxotremorin kann damit erklart werden, dass es, inei@&adz zu Acetylcholin, nicht
durch korpereigene Esterasen abgebaut wird. Die beidersubstinzen hatten dabei
keinerlei Effekt auf die basale Histaminfreisetzung, Wekung beeinflusste lediglich die
Hohe des Stimulationseffektes von A23187.

Die entscheidende Frage dieser Arbeit, die auch Mobhgrsin seiner Diskussion aufgriff,
lautete jedoch, ob die muskarinerge Inhibition der Masta#dtion bei Patienten mit
chronisch obstruktiven Lungenerkrankungen (COPD) gestort lwaten Versuchen konnte
festgestellt werden, dass sich die Effluxkurven der éezreBronchialgewebe bezuglich der
Histaminfreisetzung und des Hemmeffektes durch die Testswden teilweise erheblich
unterschieden. Die in den Kontrollexperimenten genmesSgimulation durch A23187 lag bei
durchschnittlich 261 _+29% der basalen Histaminfreisetzung. Oxotremorin in der
Konzentration von 1 nM verminderte bei der Patientemge ohne COPD die Freisetzung
auf durchschnittlich 130 €%, in der Gruppe der Patienten mit schwerer COPD hingegen
zeigte sich keine signifikante Verminderung der Stimulatiddxotremorin in der
Konzentration von 10 nM verringerte die Histaminfrezse in Gruppe 1 auf 15721% und

in der Gruppe 2 auf 303 $3%. Acetylcholin in der Konzentration von 10 nM zeigte eine
mittlere Verringerung der Histaminfreisetzung auf 148% in Gruppe 1 und 257 86% in
Gruppe 2. Die hohere Konzentration von Acetylcholin (100 merursachte eine mittlere
Verringerung der stimulierten Histaminfreisetzung auf 14211#% auf die stimulierte
Freisetzung in der Patientengruppe ohne COPD, hingegen auf_2#Z2%t in der
Patientengruppe mit COPD.

Wie bereits beschrieben, wurden die Versuche blind, d#& bhne vorheriges Wissen tber
die Patientendaten, durchgefuhrt. Spater wurden dann, antehnedie klinischen Daten der
Patienten, zwei Gruppen gebildet, die sich nach der gemmss Starke des
Hemmungseffektes der von A23187 verursachten Histamintizeisg richteten. Die eine
Gruppe wies einen nur geringen oder sogar keinen Effekt aufamtiere zeigte eine
deutliche, teilweise 100%ige Hemmung. Anhand weiterfolgenderglgiche mit den
Patientendaten mit besonderem Bezug zu Diagnosen, a®hdtrkrankungen und
Medikationen sowie Nikotinabusus und Lungenfunktion, beg&sich der Verdacht, dass
sich die vorher eingeteilten Gruppen anhand ihrer Krankehgdge unterschieden. Die
Zuordnung ergab, dass die Patienten der Gruppe mit der dewntlideenmung der
provozierten Histaminfreisetzung keine oder nur leichtehesge Erkrankungen der
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Atemwegsorgane besal3en. Zwei Patienten litten an &ekstungsdyspnoe, ein anderer
hatte leichte Bronchiektasien mit Hamoptysen. Zweitavei Patienten litten an einer
geringgradigen COPD. Der durchschnittliche Zigarettenkonsigsed Gruppe lag bei 22

Packyears, wobei 20% der Patienten Nichtraucher waresi Betrachtung der

Lungenfunktionswerte stellte sich ein Durchschnittswert usraler deutlich tber 60%

Tiffeneau (siehe unten) lag (im Mittel 68%). Der mittle FEV1-Wert (Forciertes

Expiratorisches Volumen) lag bei 81%. Die Halfte detighten besald eine gering- bis
mittelgradige Obstruktion der Atemwege.

Die Lungenerkrankungen der Personen der zweiten Gruppe, b&sdeu einer weitaus

geringeren Hemmung der evozierten Histaminfreisetzung karen deutlich starker. Alle

Patienten litten an einer mittel- bis hochgradigen COdBi, davon einhergehend mit einem
Lungenemphysem. Der Zigarettenkonsum war ebenfalls detibiclr in dieser Gruppe und
lag durchschnittlich bei 50 Packyears. Die Lungenfunktionsprifargab bei diesen

Personen einen mittleren Messwert von 56% Tiffeneaues®ifo FEV1 und war somit

signifikant schlechter, verglichen mit der anderen Gruppe.

Der FEV1-Wert ist das nach maximaler Inspiration, iha#y der ersten Sekunde,
ausgeatmete Volumen (Forciertes Expiratorisches Verym Es werden nach den
Fachgesellschaften (American Thoracic Society, Europ&spiratory Society und British
Thoracic Society) drei verschiedene Schweregradeingglunvon COPD eingeteilt (siehe
Tabelle 5a). Der FEV1-Wert war geeignet, um die untétsuc Patienten in Gruppen

einzuteilen.
Tabelle 5a:
Schweregradeinteilung der COPD nach Fachgesellschaf  ten [FEV1 % des Sollwertes]
leicht mittel schwer
American Thoracic Society: >50 35-49 <35
European Respiratory Society: >70 50-69 <50
British Thoracic Society: 60-79 40-59 <40

Der Tiffeneau-Test wurde gewahlt, um eine zusatzliche Aessder den Grad der COPD
der untersuchten Patienten machen zu konnen und um dieseiefdeuhl in Gruppen
einteilen zu kénnen. Er gibt Aufschluss Uber die bei maler Atemanstrengung erzielbare
Atemstromstéarke (Ferlinz, 1986). Ausgehend von maximaleiraigmslage wird so schnell

und tief wie moglich ausgeatmet. Das dabei in der ersgékurffie ausgeatmete Volumen
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(FEV1) wird in Prozent der Vitalkapazitat berechnet. DieBest erlaubt daher eine gute
Diagnose uber das Vorliegen von restriktiven und / odetrwatiszen Ventilationsstérungen
(Matthys und Nolte, 1981). Ursachen fiur Restriktionen sind @akangen der Brustwand
(Muskulatur oder Knochenapparat), der Pleura, Pneumonierigkédsen oder Fibrosen.
Obstruktive Ventilationsstérungen werden vor allem vdottiS6demen, Stimmbandparesen,
Stimmband- oder Trachealtumoren, Trachealmalazie, uiosi Bronchitis, Asthma
bronchiale, Mukoviszidose oder Emphysemen verursacht (@lag981). Teilweise treten
Obstruktionen und Restriktionen kombiniert auf, zum Beldpei Silikose oder Tuberkulose
(Gross, 1987).

Die morphologischen Veranderungen bei chronischer Brosdmmd besonders Hypertrophie
und Hyperplasie des Bronchialepithels, Infiltration der ori@hialwédnde  mit
Entziindungszellen, Vermehrung der Becherzellen der Brdschieimhaut und Verlust der
mukozilidren Clearance. Dies fuhrt letztendlich, zusem mit entzindlichem Exsudat und
dem produzierten Schleim, zur Obstruktion der Atemwege (R83).

Urséachlich am Entstehen einer COPD kdnnen verschiedemsgeree und endogene Faktoren
sein. Inhalatives Rauchen, allgemeine Umweltverschmutaung slie berufliche Exposition
mit Schadgasen, Staub und Dampfen sind die Hauptgrinde staistischen Erhebungen
leidet jeder zweite Raucher im Alter von 40 Jahren aarezhronischen Bronchitis (Thom,
1989). Bei der Einteilung der untersuchten Patienten wurddi@ssm Grund auch besonders
auf den jahrlichen Nikotinkonsum geachtet. Das durchsclehitlAlter der Personen lag bei
64.9 Jahren und das Verhdltnis von Mannern zu Frauen war 1DidsBentspricht ungefahr
den epidemiologischen Untersuchungen fir das Entstehen €@8D in Deutschland
(Stang, 2000) und kann damit als Einflussfaktor auf die gesidinibition des muskarinergen
Rezeptors vernachlassigt werden.

Die verordnete Medikation der Patienten vor der Tumowifmer ergab, dass in den beiden
eingeteilten Gruppen sowohl mit oralen und inhalativentikmiden, Theophyllin und 32-
Agonisten therapiert wurde. In der Patientengruppe ohneDCQR Patienten) wurden 3
Personen mit Kortikoiden, 3 andere mit 32-Agonisten und tlerRamit Theophyllin
behandelt. 5 Personen dieser Gruppe erhielten keine dnikib& oder
antiinflammatorische Therapie. In der Gruppe der Patiemtst schwerer COPD (12
Patienten) wurden bei 5 Personen Kortikoide verabreldtgophyllin wurde bei 2 Patienten
und [32-Agonisten bei weiteren 5 Patienten eingesetzt. Fatiemt schwerer COPD wurden
selbstverstandlich ofter und in hdéheren Dosierungen kaswintds behandelt, was als
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Ursache fir eine Beeinflussung der Funktion der inhibitorisdd@ Rezeptors diskutiert
werden muss. Die Therapie mit Muskarin-Rezeptor-Antagemiurde hauptsachlich in der
Gruppe mit schweren Lungenerkrankungen (bei 6 Patientenhgifithrt, wobei 3 dieser
Patienten das Kombipréaparat mit einem 32-Agonisten erhidisnwurden ebenfalls drei
Patienten der Gruppe mit geringgradiger COPD mit dem Ardtmdrgikum Tiotropium

behandelt. Der Vergleich der Histaminfreisetzung dig3ersonen mit denen, die keine
antimuskarine Lungenmedikation erhielten, zeigte jedoch kesmgnifikanten Unterschied.
Eine Beeinflussung der inhibitorischen M1 Rezeptoren durieh Muskarin-Rezeptor-

Antagonisten Tiotropium beziehungsweise Ipatropium in @arppe ohne COPD scheint
daher nicht gegeben zu sein. Die Histaminfreisetzung demBat der Gruppe mit schweren
Lungenerkrankungen, die nicht mit Muskarin-Rezeptor-Antagemigherapiert wurden,

verglichen mit den Patienten dieser Gruppe, die Anticbadika erhielten, zeigte ebenfalls
keine signifikanten Unterschiede. Aufgrund dieser Tatsdchen die Verwendung der
Rezeptorantagonisten nicht als Ursache fur die Rezeptori&hiin angesehen werden.
Dennoch kommt es durch die Blockade der inhibitorischen MXkaninrergen Rezeptoren zu
einer erhdhten exocytotischen Aktivitdt der mukosalen tkédlen und damit zu einer

Steigerung der Histaminfreisetzung.

Anhand der beschriebenen Erkenntnisse kann letztendlich ipestérden, dass die
muskarinerge Inhibition der Mastzellfunktion humaner Bioec bei Patienten mit
fortgeschrittener COPD gestort ist. Die genauen Mechanisi@elnhibition sind bisher nicht
geklart. Eine Interaktion der muskarinergen Rezeptoren membranstandigen GTP-
bindenden Proteinen, die an der Vesikelfusion beteiligt sindptkévermutet werden. Bei
Patienten mit einer ausgepragten COPD waére dieser Misohas gegebenenfalls durch die
verstarkte Infiltration des Lungengewebes mit Entzindzelgsn gestort. Dafir wirde
ebenfalls die vergleichsweise insgesamt hdhere Histeisatzung bei den Patienten mit
schwerer COPD sprechen. Reinheimer und Mitarbeiter weten eine Interaktion zwischen
den Epithelzellen der Atemwege und den mukosalen Mastzetlie durch endogenes
Acetylcholin vermittelt wird. Dieser Mechanismus wirdeeeentscheidende Aufgabe in der
Funktion der Mastzellhomdostase bedeuten (Reinheimer, 2D@Yellhyperplasie, die bei
COPD-Erkrankung auftritt, kénnte die Interaktionen zwestiden Epithelzellen und den

Mastzellen durch eine Beeinflussung der muskarinergen lamhbiermindern.
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Minette und Mitarbeiter untersuchten bereits 1989 einerkaninergen Autorezeptor des M2
Subtyps, der die Freisetzung von Acetylcholin aus chgewerNerven inhibierte. Sie
vermuteten schon damals, dass eine Fehlfunktion dieseptlex bei Asthmatikern vorlag
und daraus die verstarkte Bronchokonstriktion resultiieette et al., 1989).

Coulson und Freyr beschrieben eine Fehlfunktion des iohikshen muskarinergen M2-
Rezeptors an parasympathischen Nerven bei Asthma und stirorobstruktiven
Lungenerkrankungen (Coulson und Fryer, 2003). Parasympathibotieerge Innervation
bestimmt die autonome Kontrolle der Kontraktion von ri&taalmuskulatur, der Sekretion
submukosaler Drusen und der Gefal3erweiterung. Bei Asthma undPDC@st
erwiesenermalRen die Aktivitat dieser parasympathischenveNererhoht, was zu
Bronchokonstriktion, vermehrter Schleimproduktion und Vastation fihrt (Minette et al.,
1989). Ursache dieser erhéhten parasympathischen Aktisitdtie fehlende Inhibition der
neuronalen muskarinergen M2-Rezeptoren.

Die M2 Rezeptoren wurden mit Hilfe von Autoradiographie (Makl Barnes, 1990) und
Northern Blot Analysis(Mak et al, 1992) im humanen Lungengewebe lokalisiert.
Pharmakologische Studien erwiesen, dass M2 Rezeptoremhibiterischer Funktion der
Acetylcholinfreisetzung prasynaptisch an postgangliondrieolinergen Nerven vorkommen
(Ten Berge et al., 1996).

Die von Coulson und Fryer genannten Ursachen fur die Refejpifunktion sind antigen-
oder ozon-aktivierte Eosinophile, die sich um Gangliad Nervenfasern der Lunge lagern
und die inhibitorische Funktion durch ein major basic protiBP) beeinflussen oder virale
Infektionen, die Uber virale Neuramidasen die Rezeptdiadijghkeit deutlich herabsetzen
und aufgrund immunologischer, zellabhdngiger Mechanismemm ( Beispiel durch
Makrophagen) die Rezeptoren schadigen (Coulson und F2p€3). Desweiteren wird
Vitamin A Mangel als mdgliche Ursache einer Rezephtidektion diskutiert. Der
Mechanismus bei Asthmaerkrankung ist bisher nicht geld&nyerden aber &hnliche Ablaufe
vermutet.

Diese Faktoren konnten ebenfalls als mogliche Ursatilre die Fehlfunktion des
inhibitorischen M1 muskarinergen Rezeptors der Mastzell&énage kommen.

Die Funktion von postsynaptischen M1 und M3 muskarinischerzefReren der
Bronchialmuskulatur, submukusaler Drisen und BlutgefaRen isAstema und COPD
hingegen nicht gestort (Coulson und Fryer, 2003).

Die Erforschung der regulatorischen Mechanismen und nddfehlfunktionen bei
Erkrankungen wie Asthma bronchiale und chronischer Brosc$iitd von besonders grofzem
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wissenschatftlichen und therapeutischen Interesse. Danisbhe Bronchitis gehdrt zu den
haufigsten Erkrankungen tberhaupt. Sie ist eine derrtiereUrsachen von Morbiditat und
Mortalitat in den Industrielandern. Neben kardiovasiend Erkrankungen, Tumoren und
cerebrovaskularen Krankheiten steht COPD in den USAiarter Stelle der Todesrate. Im
Zeitraum zwischen 1966 und 1995 stieg die Sterblichkeitsrat€®&D-Erkrankung um
71% (Hurd, 2000). In England sterben jahrlich etwa 30.000 Memsan den Folgen einer
chronisch obstruktiven Bronchitis (Lee, 1990). Das Verhaitais Mannern zu Frauen betrug
1972 noch 3:1, wahrend 1998 das Verhaltnis bereits bei 1:1 éagciind dafur kdnnte die
steigende Zahl berufstatiger Frauen sein.

Es existieren verschiedene Definitionen fir COPD. Die 6paan Respiratory Society”
bezeichnet COPD als “verringertes maximales Expiratolnsnen mit einer erzwungenen
Entleerung der Lungen, die langsam fortschreitet und emsisirreversibel ist” (Siafakas,
1995).

Die Risikofaktoren fir eine COPD sind bekannt. Wie schonrgsfarwéahnt sind Rauchen,
berufliche Exposition mit Schadstoffen, allgemeine Leifsechmutzung, Hyperreagibilitat der
Luftwege und Asthma die Hauptfaktoren (Classen, 1991). Geheti®isposition wird
ebenfalls diskutiert. Dennoch bleiben viele Fragen offen,zwme Beispiel der Grund, warum
bei ca. 80% der Raucher keine schwereren Lungenobstrukaorfieeten (Mannino, 2002).
Die enorm hohe, 6konomische Belastung fiir den einzelnamseheie fur die Gesellschaft
darf ebenfalls nicht unbertcksichtigt bleiben. Eine Studiadieslass >70% aller jahrlich
anfallenden Behandlungskosten fur die Therapie von GBRiankungen veranschlagt
werden. Die Gesamtkosten der Behandlung allein fir CORMDdsn beispielsweise 1993 in
den USA 14.7 Billionen Dollar. Geschatzt werden weit&eddeinbul3en in H6he von 9.2
Billionen Dollar als Folge des Verlustes von Arbeisp und Produktivitat (Druss, 2002).
Die Hohe der Gesamtkosten wird, bezogen auf den derzeifigend, wahrscheinlich bis
2010 noch einmal um 60% steigen (Sullivan, 2000).

Die derzeitige Therapie der COPD besteht aus Nikotinkarelpeziehungsweise
weitmdglichster Meidung von schadlichen Noxen (zunisfiel am Arbeitsplatz). Zusatzlich
werden inhalative und / oder orale Glukokortikoiden, R2-Syhgraimetika oder
Anticholinergika verabreicht. Anhand der Erkenntnisse, @askgenes Acetylcholin eine
bedeutende Rolle in der Kontrolle der Mastzellfunktionstidlt, solite eine Therapie mit
Muskarinrezeptorantagonisten zur Verringerung der Bronchialrkoskeaktion bei
chronischer Bronchitis und Asthma jedoch tberdacht werdigres zu einer gleichzeitigen
Blockade der inhibitorischen Funktionen fihrt. Vermehrtémerksamkeit solite daher der
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Entwicklung neuer spezifischer M3 muskarinerger Rezeptaganisten zukommen, die
selektiver die Bronchialmuskelkontraktion zu hemmen vermogaeme Sauerstofftherapie
kann vor allem die Entwicklung eines Cor pulmonale beeiberestehender pulmonaler
Hypertonie verhindern. Dennoch ist derzeit die einzige kestektive Therapie der
Krankheit das Einstellen des Rauchens.

Die eingehende Aufklarung der Bevolkerung tber COPLy &ihzeitige Diagnose und eine
bessere Therapie sind wohl die wichtigsten Ziele fluZzdiaunft.

67



Zusammenfassung

6. Zusammenfassung

1. Aus den Mastzellen isolierter Haut von Mastschweié&sst sich eine Uber 60
Minuten konstante Histaminfreisetzung von durchschnittlich 478 pmol/g pro 5
Minuten messen. Diese Freisetzung ist in der verwend&esuchsanordnung weder
durch Compound 48/80 in den Konzentrationen 0.055, 0.164 sowie 0.3 mM oder
A23187 in der Konzentration 10 uM noch durch FE 200440 in den Koatzenen
0.03, 0.3 sowie 3 mM beeinflussbar.

2. Humane Mastzellen vom Bindegewebstyp koénnen durch FE 200440
konzentrationsabhangig stimuliert werden. 0.03 mM FE 200440 arkeffekt auf
die Histaminfreisetzung. Die Konzentration von 0.3 mMvikt einen marginalen
aber nicht signifikanten Anstieg, 3 mM FE 200440 verursacht eéedliche und

anhaltende Steigerung der Histaminmenge auf 224% der h&3aigetzung.

3. FE 200440 ist ebenfalls in der Lage, mukosale Mastzellen huntmachien
konzentrationsabhangig zu stimulieren. Die Konzentratioh 03 und 0.3 mM haben
keinen Einfluss auf die Histaminfreisetzung. 3 mM FE 20044t fizu einem
unmittelbaren, aber transienten Anstieg der Histamig@esuf 162% der basalen

Freisetzung.

4. Es bestehen deutliche Unterschiede in der Histaminfeeisg aus mukosalen
Mastzellen humaner Bronchien bei Patienten mit otleecCOPD. Oxotremorin und
Acetylcholin vermdgen die stimulierte Histaminfreisegurmit A23187 der
Konzentration 10 uM aus gesunden Bronchien zu hemmemseDiahibitorische
Effekt ist bei Bronchien von COPD-Patienten deutlibgeschwacht. Die hemmende
Wirkung von Oxotremorin in der Konzentration von 1 nM Il Patienten mit
schwerer COPD, verglichen mit gesunden Patienten,ambefachen Wert erniedrigt.
Die muskarinerge Inhibition der Mastzellfunktion ist beiRIDErkrankung gestort.

5. Mastzellen humaner Bronchien von Patienten mit schw@@PD setzen, verglichen

mit gesunden Patienten, eine erhdohte Menge an Histaani&timulation mit A23187
in der Konzentration von 10uM frei.
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