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Zusammenfassung 

Bislang war die Mastzelle (MZ) den meisten Menschen ausschließlich als leidige und potentiell 

lebensgefährdende Allergiezelle bekannt. In den letzten Dekaden erlangte sie jedoch in der 

Wissenschaftswelt zunehmend große Aufmerksamkeit durch ihre vielseitigen und bis dato noch 

unbekannten physiologischen Funktionen. Man begann zu begreifen, dass die MZ nicht nur für 

pathologische Vorgänge verantwortlich zu machen ist, sondern ebenso in enormem Umfang 

physiologische Prozesse unseres Körpers unterstützt. Die Aktivierung von MZ in 

gewebsregeneratorischen Prozessen wurde dargelegt, und 2007 gelang es, die Bedeutung dieser 

Zellen innerhalb der kutanen Wundheilung aufzuzeigen. Immunologisch sind sie zudem in der 

Lage einer induzierten Sepsis oder bakteriellen Hautinfektionen, beispielsweise durch 

Pseudomonas aeruginosa ausgelöst, entgegenzuwirken, um hier nur zwei Beispiele zu nennen. 

In dieser Arbeit wurde unter Zuhilfenahme eines MZ-defizienten Hautinfektionsmodells die 

reelle und ubiquitär im Krankenhausalltag vertretene Situation der bakteriell infizierten 

Hautwunde untersucht. Dabei gelang der Nachweis eines deutlich verzögerten 

Wundheilungsverlaufs in MZ-defizienten Kit
W

/Kit
W-v

–Mäusen nach lokaler Infektion mit dem 

Bakterium Pseudomonas aeruginosa(PA). Mittels MZ-Rekonstitution wurde der Beweis der 

tatsächlichen MZ-Abhängigkeit geführt. Zudem konnte gezeigt werden, dass MZ zu einer 

herabgesetzten Bakterienlast in mit PA infizierten Wunden beitragen. Die in vivo gewonnenen 

Daten stützend, vermindern MZ ebenso in Ko-Kultur die Überlebensrate dieses Bakteriums. Als 

möglicher Mechanismus der bakteriellen Eliminierung konnte die MZ-Degranulation auf den 

Stimulus PA hin in vitro jedoch ausgeschlossen werden. Daher wurde das Expressionsverhalten 

antimikrobieller Peptide durch MZ auf RNA-Ebene untersucht. Bestimmte Peptide zeigten nach 

PA- und LPS-Stimulation veränderte Expressionsmuster, so beispielsweise Tryptase 1 und 

Cathepsin G, zwei von MZ produzierte Proteasen, welche in der Literatur mit der Abwehr 

bakterieller Infektionen assoziiert werden. Somit konnte im Rahmen dieser Dissertation der 

Einfluss der MZ nicht nur isoliert im Kontext der kutanen Wundheilung oder bakteriellen 

Abwehr betrachtet, sondern erstmalig auch das komplexe Zusammenspiel dieser beiden 

Szenarien als Ganzes untersucht werden. Mastzellen bekämpfen bakterielle Infektionen, was 

wiederum zu einer verbesserten Wundheilung führt. Es wurden in dieser Arbeit bekannte 

physiologische MZ-Funktionen bestätigt, wobei ebenso neue, weitreichende Erkenntnisse 

gewonnen werden konnten.  
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Abstract  

Asking people what to generally associate with mast cells (MC), their first and often only 

response will be “allergies” or maybe even “anaphylactic reaction”. But there is certainly way 

more to these extraordinary cells. By realizing that, our knowledge exponentially grew on very 

different aspects of MC functions within the past few decades. MCs are no longer only 

associated with pathological, but also with a variety of physiological processes. Apart from 

demonstrating the cardinal role of MCs in the regeneration of tissue, a publication in 2007 

underlined the importance of MCs in cutaneous wound healing. Considering very different 

functional aspects, MCs are nowadays also known to play an important immunological role in 

the defense against bacterial infections, so proven in induced sepsis models and in the process of 

certain bacterial skin infections, such as Pseudomonas aeruginosa infections, just to mention 

two. Using inter alia a MC-deficient mouse model, this work the first time investigates an 

ubiquitous clinical situation of bacterially infected skin wounds. A significantly delayed wound 

closure was observed in MC- deficient Kit
W

/Kit
W-v

– mice after local infection with Pseudomonas 

aeruginosa(PA). MC reconstitution was used to prove true MC dependency. Furthermore it 

could be shown that MCs are capable of lowering the bacterial load in PA infected wounds. 

Transferring these findings into an in vitro setting by co-culturing MC and PA, the bacterial 

survival rate was significantly lowered in the presence of MCs. Though MC degranulation after 

stimulation with PA as a possible mechanism of eliminating bacteria was to be excluded, other 

possible mechanisms were investigated.  So the up- or downregulation of antimicrobial peptides 

(AMP) by MCs was analyzed on an mRNA-expression level via quantitative realtime- PCR. It 

could be shown that the expression levels of certain MC derived substances, so Tryptase-1 and 

Cathepsin G, two proteases produced by MCs, which we find associated with bacterial infection 

in the literature, were altered.  

To resume, this work not only focuses on the relevance of MC in the context of cutaneous 

wound infections or isolated on bacterial defense mechanisms. It is rather the first time 

investigations were carried out to combine these to settings to understand them in an 

omnipresent, every day clinical scenario. MCs combat bacterial infections, which actually leads 

to an improved wound healing. In this thesis known physiological MC functions were validated 

and broad knowledge was gained to expand the global understanding of these magnificent cells. 
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Zielsetzung 

 

in vivo:  

1. Darlegung der veränderten Wundheilungstendenz von Wildtyp Kit+/+- und                 

MZ-defizienten Kit
W

/Kit
W-v

-Mäusen nach Infektion durch das Bakterium Pseudomonas 

aeruginosa(PA)  

 

2. Beweisführung der MZ-Abhängigkeit bakteriell bedingter Wundheilungsstörungen via 

Rekonstitution MZ-defizienter Mäuse mittels BMCMCs  

 

3. Vergleichende Bestimmung der Bakterienlast in Wunden von Kit+/+- und Kit
W

/Kit
W-v

- 

Mäusen nach 24-stündiger PA-Infektion  

 

in vitro:  

4. Untersuchung der Aktivierung von MZ durch PA, sowie durch ausgewählte Bestandteile 

dieses Bakteriums  

 

5. Quantitativer Nachweis der direkten Eliminierung des PA durch MZ in Ko-Kultur 

 

6. Identifizierung sezernierter antimikrobieller Peptide bzw. Proteasen der MZ nach 

bakterieller Stimulation und Quantifizierung der Expression dieser mittels quantitativer 

Realtime-PCR 
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1. Einleitung    

1.1. Grundzüge der Mastzellbiologie 

1.1.1. Einführung: 

 

Als es Dr. Friedrich Daniel von Recklinghausen 1863 erstmals gelang, einen damals noch 

unbekannten Zelltypus in dem Mesenterium von Fröschen nachzuweisen (Recklinghausen, 

1863), war vermutlich weder ihm, noch Paul Ehrlich, dem späteren Namensgeber der 

„Mastzelle“ (MZ), welche sich ihm aufgrund ihrer metachromatischen Granula in basischen 

Färbungen als „gemästet“ darstellte (Ehrlich, 1877), die Tragweite dieser Entdeckung bewusst. 

Heutzutage sind MZ der breiten Masse als „Allergiezellen“ bekannt (Hofmann and Abraham, 

2009; Taylor and Metcalfe, 2001) und entsprechende Medikamente, welche deren Funktion 

hemmen, sind unter Heuschnupfengeplagten weit verbreitet.  

 

Im Fortgang von 150 Jahren intensiver Forschung wurden der MZ indes weitreichendere 

Kompetenzen zugestanden, als lediglich die IgE-vermittelte Sofortreaktion im Kontext einer 

Allergie. Dazu zählen, neben der hier zu diskutierenden Rolle der MZ innerhalb des 

Wundheilungsprozesses bei additiver Wundinfektion durch das Bakterium Pseudomonas 

aeruginosa, diverse Funktionen bei Entzündungsprozessen, bei der Angiogenese, Funktionen bei 

der angeborenen und erworbenen Immunantwort, während der Schwangerschaft, sowie im 

Prozess des Umbaus verschiedener Gewebe, um  hier nur eine Auswahl zu nennen (Weller et al., 

2011). Trotz aller Bestrebungen einer Vielzahl internationaler Forschungsgruppen, bestehen 

noch immer Unklarheiten und offene Fragestellungen bezüglich diverser Funktionen der MZ. 

Die hohe Quantität und Heterogenität der Publikationen zum Thema „Mastzelle“ in 

unterschiedlichsten Forschungsbereichen der Medizin spiegelt die Komplexität der funktionellen 

Eigenschaften von MZ wider. Dementsprechend erweitert sich das kollektive Wissen nahezu 

täglich um neue Erkenntnisse der Mastzellforschung, zusammengetragen aus unterschiedlichsten 

Bereichen der Wissenschaft, angefangen bei der initialen Regulation der Ödembildung des 

Gehirns bei ischämischen Prozessen (Strbian et al., 2006), über die Degradierung von 

Schlangengiften (Metz et al., 2006), bis hin zu immer neu entdeckten immunologischen 

Kompetenzen dieser Zellen (Abraham and St John, 2010; Galli et al., 1999).  

 



- 2 - 

 

1.1.2. Charakteristika von Mastzellen  

 

Wie bereits kurz erwähnt, stellen die Mastzellgranula wohl das prominenteste Charakteristikum 

dieser ubiquitär im Bindegewebe vorkommenden, 6-17µm großen Zellen dar. Die Granula sind 

jedoch nicht, wie ursprünglich von Paul Ehrlich angenommen, auf die phagozytären 

Kompetenzen der MZ zurückzuführen (Ehrlich, 1877). Vielmehr enthalten die 

elektronendichten, metachromatischen und im Zytoplasma ansässigen Granula eine große 

Bandbreite eigenständig produzierter und gespeicherter, präformierter Substanzen. Zu ihnen 

zählen Entzündungsmediatoren, wie Histamin oder aber auch Proteoglycane, so das Heparin, 

sowie Enzyme, Chemokine, verschiedene Polypeptide,  Phospholipidmediatoren und eine Reihe 

von Zytokinen, wobei der Tumornekrosefaktor α (TNF-α) wohl den bekanntesten 

Repräsentanten darstellt (Graphik 1). Die Besonderheit liegt hierbei jedoch in der Tatsache 

begründet, dass diese Substanzen nach Stimulation nicht erst zeitintensiv synthetisiert werden 

müssen, sondern schon präformiert und bereit zur unmittelbaren Exozytose in den Granula 

vorliegen (Theoharides et al., 2007). Ein weiteres, letztendlich die Mastzelle als Mastzelle 

definierendes Charakteristikum, ist die Koexistenz membranständiger Fc-epsilon-Rezeptoren 

(FcεRI), sowie c-Kit-Rezeptoren (Beaven and Metzger, 1993; Broide et al., 1989). Der FcεRI ist 

ein membranständiger IgE-Rezeptor, wobei der Fc-Teil des Immunglobulins E (IgE), nach 

Sensibilisierung während der allergischen Sofortreaktion hochaffin gebunden vorliegt. Über die 

Vernetzung mehrerer Rezeptoren kommt es zur Fusion multipler Granula bzw. dieser mit der 

Membran. Im Rahmen dessen wird eine Kaskade ausgelöst, die in der unmittelbaren  

Mediatorausschüttung von Histamin und anderen Substanzen aus präformierten Mastzellgranula 

gipfelt (Dembo et al., 1979). Diverse andere Rezeptoren beeinflussen zudem die MZ-

Degranulation, so beispielsweise der Histaminrezeptor H4 (Mirzahosseini et al., 2013).  Der c-

Kit-Rezeptor stellt den Rezeptor für den Liganden stem cell factor (SCF) dar. Dieser ist, neben 

Interleukin-3 (IL-3), obligat für das Wachstum und die spätere Differenzierung hämatopoetischer 

Progenitorzellen zu MZ (Lee et al., 2010; Kirshenbaum et al., 1991; Tsai et al., 1991). MZ sind 

in einer Vielzahl von Organen und Geweben zu finden. 
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1.1.3. Verteilungsmuster und Heterogenität 

 

Obwohl MZ nahezu im gesamten Körper vorkommen, sind sie überproportional stark in 

Geweben repräsentiert, welche in direktem Kontakt zur Außenwelt stehen. Neben der hohen 

MZ-Dichte in der Mukosa der Atemwege und des Gastrointestinaltraktes, ist in dieser Arbeit 

besonders die hohe Zahl von MZ in der Haut von weitreichender Bedeutung. Hierbei lassen sich 

wiederum die Mehrheit der MZ in der Nähe von Blutgefäßen,  sensorischen Nervenfasern und 

Haarfollikeln lokalisieren (Galli, 1990a; Kitamura, 1989; Galli et al., 1984). Somit impliziert 

schon allein das Verteilungsmuster der Mastzellen innerhalb des menschlichen Organismus 

deren potentielle Bedeutung. Sie sind strategisch bestens lokalisiert um Invasionen diverser 

Pathogene und anderweitiger Umwelteinflüsse entgegenzuwirken (Galli et al., 1999).  

Obschon bis jetzt stets von „der“ Mastzellen die Rede war, existiert diese global homogene MZ 

nicht. Neben sich unterscheidenden Populationen in verschiedenen Organismen, wird zudem 

eine hohe Variabilität innerhalb des gleichen Individuums beschrieben (Barrett and Metcalfe, 

1987; Enerbäck, 1966; Maximow, 1905). So bedingen neben morphologischen Unterschieden, 

abweichende Stimuli die Ausprägung der einzelnen Mastzellsubtypen und Alterationen 

bezüglich derer Mediatorzusammensetzung (Beil et al., 2000; Galli, 1990a; Church et al., 1989).  

 

Murine MZ werden in Mukosa-Mastzellen (mucosal mast cells, MMC) und 

Bindegewebsmastzellen (connective tissue mast cells, CTMC) unterteilt (Galli, 1990a). Die 

maßgeblich für diese Arbeit bedeutsamen MZ der Haut, sowie die aus dem Peritoneum 

gewonnenen MZ der In-vitro Experimente, gehören der CTMC-Fraktion an. Im Gegensatz dazu 

sind MZ der Gastrointestinaltraktmukosa und des Epithels der Bronchien in multiplen Aspekten 

von diesen abzugrenzen und dementsprechend den MMC zuzuordnen (detailreiche Aufführung 

siehe Tabelle 1).  
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Tabelle 1 Eigenschaften muriner Mukosa- und Bindegewebsmastzellen (Galli, 1990)  

 

 Mukosa-MZ (MMC)  Bindegewebs-MZ (CTMC) 
 

Vorkommen Bronchialepithel, intestinale 

Mukosa 

Haut, Lunge, Peritoneum 

Lebensspanne Etwa 40 Tage Mehrere Monate bis Jahre 

Ultrastruktur der Granula Klein, heterogen 

elektronendicht 

Groß, homogen, 

elektronendicht 

Entwicklung T-Zell-abhängig  Ja Nein 

prominentestes 

intragrannuläres Proteoglykan 

Chondroitinsulfat Heparin 

Anfärbbarkeit mit Alzianblau Alzianblau, Berberinsulfat, 

Safranin 

Histamingehalt der Granula Gering Hoch 

Serotoningehalt der Granula Gering Variabel 

Präsenz hochaffiner IgE-

Rezeptoren  

Ja Ja 

Aktivierung durch Compound 

48/80 

Nein Ja 

 

Innerhalb humaner Mastzellpopulationen differenziert man hinsichtlich des Expressionsmusters 

der Tryptase und Chymase, zweier bekannter Mastzellproteasen. In der Haut sind Tryptase- und 

Chymase-positive Zellen ansässig, wohingegen in der Lunge die Tryptase- positiven Mastzellen 

dominieren (Irani et al., 1986; Miller and Schwartz, 1989; Welle et al., 1997).  
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1.1.4. Herkunft und Entwicklung 

 

MZ gehen aus hämatopoetischen Progenitorzellen hervor. Kürzlich konnten erstmalig 

spezifische Zwischenstufen dieser Zellen im Verlauf der Entwicklung zu ausgereiften MZ 

isoliert werden (Dahlin, Heyman, and Hallgren 2013). Über viele Jahre wurde angenommen, 

dass Makrophagen, Fibroblasten oder sogar T-Zellen als Vorläuferzellen der MZ zu verstehen 

sind (Zucker-Franklin et al., 1981; Burnet et al., 1977). Dieser Vermutung stellte sich die 

Arbeitsgruppe von Kitamura et al. 1977 mit wegweisenden Experimenten entgegen, wobei 

gezeigt werden konnte, dass sich MZ der Maus aus hämatopoetischen Progenitorzellen des 

Knochenmarks entwickeln. Er und seine Mitarbeiter transplantierten das Knochenmark von 

Wildtyp-Mäusen des genetischen Hintergrundes WBB6F1-+/+ bzw. von beigefarbenen 

C57BL/6-bg/bg- Mäusen in genetisch MZ-defiziente WBB6F1-Kit
W

/Kit
W-v

 (Kit
W

/Kit
W-v

) bzw. 

WCB6F1-Sl/Sl
d
 (Sl/Sl

d
) - Mäuse. Die MZ des transplantierten Knochenmarks proliferierten und 

migrierten in das Gewebe, wobei sie dort als eben diese transplantierten MZ identifiziert werden 

konnten (Kitamura and Miyoshi, 1978; Kitamura et al., 1977). Damit belegte er die Herkunft 

muriner MZ aus dem Knochenmark, wobei erst nahezu eine Dekade später eine, den Kriterien 

eines Mastzellvorläufers entsprechenden Mastzellpopulation aus fetalem Blut isoliert werden 

konnte (Rodewald et al., 1996). Anfang der 1990er Jahre gelang es von Kirshenbaum et al. 

abschließend zu zeigen, dass die CD34-positive Zellfraktion der hämatopoetischen 

Progrenitorzellen den Ursprung der humanen MZ darstellen (Kirshenbaum et al., 1991). Nach 

Emigration aus dem Knochenmark, temporärer Zirkulation im Blut, Diapedese und Immigration 

in das periphere Gewebe, erfolgt dort die finale Differenzierung der Vorläuferzellen zu 

endgültigen, funktionsfähigen MZ. Dies ist interessanterweise vom biochemischen Milieu des 

Gewebes und den sie umgebenden Zellen, besonders T-Lyphozyten oder Fibroblasten, abhängig 

(Gurish and Austen, 2012; Kitamura et al., 1993). Es wurde in diesem Kontext demonstriert, 

dass transplantierte Zellen in unterschiedlichen Geweben jeweils die Charakteristika der dort 

residenten Zellen annehmen (Grabbe et al., 1994). Man geht davon aus, dass IL-4 und IL-5, 

neben zahlreichen weiteren Mediatoren, in der Lage sind, den MZ-Phänotyp zu modulieren 

(Ochi et al., 2000).  

Übertragen auf In-vitro-Kultivierung hat sich gezeigt, dass bei der Anzucht aus dem Peritoneum 

gewonnener, kultivierter Mastzellen (PCMCs) die Zugabe des stem cell factors (SCF), IL-3 und 
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fetalem Kälberserum (FCS) zum Medium obligat ist, um ein entsprechendes Zellwachstum und 

die gewünschte Differenzierung zu generieren.  

Gemeinhin ist weder die lokale MZ-Anzahl, noch der MZ-Typ als unveränderlich im Gewebe zu 

betrachten. Die Quantität der MZ ist physiologischen und pathologischen Umständen der 

Peripherie angepasst (Rothe et al., 1990; Mayrhofer and Fisher, 1979). Einer IgE-Aktivierung 

folgt sowohl in vivo, als auch in vitro ein Anstieg der MZ-Anzahl (Takagi et al., 1989), da 

wahrscheinlich undifferenzierte Progenitorzellen in das Gewebe migrieren um dort 

auszudifferenzieren (Takagi et al., 1990). Es wäre ebenso vorstellbar, dass im Gewebe bereits 

undifferenzierte MZ ansässig sind, welche dann entsprechend beginnen auszureifen. Zudem 

könnten auch bereits ausdifferenzierte MZ beginnen vor Ort zu proliferieren (Jozaki et al., 1990; 

Kuriu et al., 1989).  

Die Proliferation von MZ erfolgt jedoch nicht spontan, sondern wird durch multiple Chemokine 

bzw. durch den Einfluss von sowohl T-Zellen, als auch Fibroblasten reguliert.  Beginnend 1985 

zeigte Levi-Schaffer, dass die MZ-Differenzierung in Kokultur mit 3T3 Fibroblasten von eben 

diesen im Gewebe ansässigen Zellen deutlich beeinflusst wird (Levi-Schaffer et al., 1986, 1985).  

Wie bereits erwähnt konnte Burnet jedoch schon 1977 nachweisen, dass sich MZ T-Zell-

abhängig differenzieren (Burnet et al., 1977), wobei bestimmte durch T-Lyphozyten sezernierte 

Faktoren die Proliferationsrate von MZ verstärken (Nabel et al., 1981). Il-3 in Kombination mit 

Il-4 sind nachgewiesenermaßen wichtige Stimulatoren der Differenzierung von 

hämatopoetischen Progenitorzellen zu MZ, wobei IL-4 die IL-3-Wirkung verstärkt (Dvorak and 

Kissell, 1991; Schmitt et al., 1987). Die T-Zell-Abhängigkeit im Zuge der Proliferation und 

Differenzierung trifft nur auf Mukosa-Mastzellen (MMC) zu, nicht aber auf 

Bindegewebsmastzellen (CTMC). Gezeigt wurde dies an athymischen Nacktmäusen, welche 

aufgrund des fehlenden Thymus eine T-Zell-Defizienz aufweisen. Entsprechend den 

Kontrolltieren mit Thymus gegenübergestellt, konnte in den athymischen Tieren eine 

vergleichbare Anzahl von Bindegewebsmastzellen nachgewiesen werden (Keller et al., 1976). 

Folglich scheint die Präsenz von T-Lymphozyten für die Reifung von CTMCs nicht obligat. 

Kitamura et al. beschreibt die über Fibroblasten gesteuerte Proliferation und Differenzierung als 

konstant ablaufenden Prozess, die T-Zell-abhängigen Prozesse jedoch als induzierbare Vorgänge 

(Kitamura et al., 1989). 

Da man bis zum heutigen Tage eine MZ-Progenitorzelle aus dem Knochenmark noch nicht 

lückenlos bis zur ausdifferenzierten Gewebsmastzelle in ihrer Entwicklung verfolgen kann, gilt 
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der Tyrosinkinase-Rezeptor (c-Kit, CD117) als zeitlich erster Marker zur Identifikation von MZ. 

Zudem dient er der Differenzierung zwischen diesen und anderen hämatopoetischen Zellen, wie 

basophilen Granulozyten (Valent et al., 1995; Dvorak et al., 1994). Als CD117 wird der 

Rezeptor für den Liganden SCF bezeichnet, welches hauptsächlich von Fibroblasten synthetisiert 

wird. Zusätzlich sind humane MZ in der Lage sowohl zellmembranassoziiertes biologisch 

aktives SCF mittels der MZ-eigenen Chymase freizusetzen, als auch eigenhändig SCF zu 

synthetisieren (de Paulis et al., 1999; Welker et al., 1999). Kit
W

/Kit
W-v

- Mäuse weisen einen c-

Kit-Rezeptordefekt auf, was mit einer MZ-Defizienz dieser Tiere einhergeht. Diese praktisch 

absolute Defizienz macht dieses Tiermodell für die Erforschung von MZ-Funktionen so 

bedeutsam. SCF bewirkt jedoch nicht nur die Ausdifferenzierung von Bindegewebsmastzellen,  

sondern beeinflusst die Überlebensrate von MZ zudem positiv (Bischoff et al., 1999). 

Zusammenfassend lässt sich zur Frage der Herkunft von MZ festhalten, dass das 

wahrscheinlichste Szenario die Rekrutierung von MZ-Progenitorzellen darstellt, welche folgend 

in das Gewebe immigrieren und extramedullär zu ausdifferenzierten, voll funktionsfähigen 

Phänotypen heranreifen. Die finalen Charakteristika der Population werden maßgeblich von dem 

die MZ umgebenden biochemischen Milieu und durch benachbarte Zellen im peripheren Organ 

beeinflusst (Gurish and Austen, 2012; Mecklenburg and Czarnetzki, 1986; Levi-Schaffer et al., 

1985). 

 

1.1.5. Physiologie und Funktionen der Mastzelle 

 

Das Spektrum potentieller Mastzellfunktionen ist entsprechend der von ihnen synthetisierten 

Substanzen überaus vielseitig. Wie man heute weiß, sind diese Zellen nicht nur an 

pathologischen, sondern auch an physiologischen Abläufen unseres Körpers beteiligt. Dies ist 

oftmals durch die Art und Quantität des jeweils sezernierten Mediators bedingt. Im Allgemeinen 

unterscheidet man präformierte Stoffe, welche in Mastzellgranula gespeichert und bei 

entsprechendem Trigger sofort und in großem Umfang sezerniert werden können, und de novo 

synthetisierte Zytokine und Lipide (Graphik 1). Die vielseitigen Mastzellmediatoren besitzen 

weitreichende Eigenschaften, welche von gesteigerter Vasoaktivität (PAF, Leukotriene), über die 

Funktion als Wachstumsfaktor (VEGF, NGF) oder chemotaktisch wirksamer Stoff (TNFα, IL-8), 

bis hin zur tragenden Rolle als proinflammatorischer Entzündungsmediator (Histamin, 
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Serotonin, Leukotriene, Prostaglandine, Heparin, Bradykinin) reichen, um jeweils nur einige 

Beispiele aufzuführen. 

Graphik 1  Auswahl präformierter und de novo synthetisierter Mastzellmediatoren         

 

Nach: (Williams and Galli, 2000; Boesiger et al., 1998; Church and Levi-Schaffer, 1997; 

Okayama et al., 1995; Leon et al., 1994; Galli, 1990) 

Entsprechend der immensen Anzahl unterschiedlichster Substanzen, unterscheiden sich auch die 

der Mastzelle eigenen Sezernierungswege, wobei der Freisetzung von Mediatoren zumeist eine 

Form der Aktivierung vorgeschaltet ist. Der wohl bekannteste Weg der MZ-Aktivierung erfolgt 

über die hochaffine Bindung des Immunglobulins E (IgE) an mehrere FcεRI- Rezeptoren, was 

zur allergischen oder gar anaphylaktischen Sofortreaktion führen kann. Jedoch gibt es neben der 

bekannten IgE-vermittelten Antigen-Antikörper-Reaktion, unterschiedlichsten physikalischen 

Stimuli oder psychogenen Auslösern, eine große Bandbreite von Substanzen, deren Interaktion 

mit MZ antigenunabhängig eine Aktivierung dieser Zellen bedingt.  Neuropeptide, wie   

Substanz P, der Vasokonstriktor Endothelin-1, Wachstumsfaktoren wie NGF, 

Lipopolysaccharide bestimmter Bakterien, das Polymer Compound 48/80 wären hierfür 

Beispiele. Eine Auswahl potentieller Mastzell-Aktivatoren ist folgend in Tabelle 2 dargestellt. 
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Tabelle 2 Auswahl Antigen-unabhängiger MZ–Aktivatoren 

 

Gleichsam der enormen Quantität MZ-eigener Substanzen, bedienen MZ ebenso verschiedene 

Arten der Sekretion. Neben der Antigen-vermittelten Degranulation mittels FcεRI-Rezeptor, 

bestehen außerdem Hinweise auf eine durch den hochaffinen IgG-Rezeptor FcγRI vermittelte 

Aktivator Referenz 

  

 Komplement-Anaphylatoxine: C3a, C5a 

 

(Peng et al., 2009; Schäfer et al., 2013) 

 Bradykinin,  Lysylbradykinin (Lawrence et al., 1989; Brenner et al., 1994)  

 Neuropeptide : Substanz P, Vasoactive 

intestinal polypeptide (VIP), Nerve 

growth factor (NGF) 

(Li et al., 2012; Ansel et al., 1993; Mazurek et al., 

1986; Kulka et al., 2008) 

 Vasokonstriktive Peptide : Endothelin-1 (Boros et al., 2002) 

 Prostaglandin E2 (Abdel-Majid and Marshall, 2004) 

 Interleukine: IL-1, IL-3, IL-4 (Bradding et al., 1992; Wasserman, 1990)   

 Bakterielle Stimuli, Bsp. LPS (Malaviya et al., 1994; Yang et al., 2012) 

 ACTH, Corticotropin Releasing Hormon  (Singh et al., 1999; Maurer et al., 1997) 

 Opioide : Morphin, Codein (Sheen et al., 2007; Blunk et al., 2004)   

 Calciumionophore (A23187) (Ludowyke et al., 1996; Verbsky et al., 1996)   

 TNF-α (Brzezińska-Błaszczyk and Pietrzak, 1997)  

 Compound 48/80 (Jozaki et al., 1990; Mousli et al., 1990) 

 Chlorogensäure (Huang et al., 2010) 

 Mechanische bzw. Thermostimulation, 

UV-Strahlung, psychischer Stress 

(Fowlkes et al., 2013; Michel et al., 1992) 

(Esposito et al., 2001; Singh et al., 1999) 
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Granulaausschüttung, sofern eine vorangegangene Stimulation mit Interferon Gamma (IFN-y) 

erfolgte (Okayama et al., 2000). Kommt es bei dieser Art der Degranulation zur schubartigen 

Entleerung der Granula, findet die Mediatorfreisetzung während der Piecemeal Degranulation 

graduell statt (Dvorak et al., 2005), wie es im Zuge der kutanen Wundheilung beobachtet werden 

kann (Dvorak and Kissell, 1991). Des Weiteren wurde „Transgranulation“ als zusätzlicher 

Mechanismus der Granulafreisetzung durch MZ beschrieben. MZ interagieren über Zellkontakt 

mit Fibroblasten, wobei ein direkter Transfer der Granulamediatoren in die Fibroblasten hinein 

erfolgt (Greenberg and Burnstock, 1983). Alternativ werden MZ-Mediatoren jedoch ebenso akut 

auf Stimuli hin synthetisiert und degranulationsunabängig mittels Transzytose abgegeben. Dieser 

Vorgang wird so bei der Prostaglandin E2-induzierten Produktion von VEGF beschrieben 

(Abdel-Majid and Marshall, 2004). 

Sowohl die Art der Mediatorfreisetzung, als auch die Mediatoren selbst determinieren in ihrer 

jeweiligen Kombination diverse Funktionen dieser Zellen und sind an entsprechende Bedürfnisse 

und Lokalisationen angepasst. Die bekannteste und wohl folgenschwerste „Funktion“ der 

Mastzelle, ist die IgE-vermittelte MZ-Degranulation samt akuter Histaminausschüttung, welche 

eine allergische Sofortreaktion bedingt (Borish and Joseph, 1992). Diese Reaktion ist jedoch 

kaum als (physiologische) „Funktion“ der MZ zu bezeichnen, da sie dem menschlichen 

Organismus nach heutigem Kenntnisstand keinen Nutzen bringt und sie als Reaktion auf 

eigentlich „harmlose“ Stimuli bisweilen sogar, im Zuge eines anaphylaktischen Schocks, zum 

Tode führt. Dementsprechend lag die Vermutung frühzeitig nahe, dass MZ noch weitere, 

protektive Aufgaben innehaben müssen, sonst hätte sich eine solche Zelle in der Evolution 

schlichtweg kaum durchgesetzt.  

Die Liste potentieller Mastzelleigenschaften zeigt eine enorme Diversität. So kommt der MZ bei 

multiplen Erkrankungen der Haut eine weitreichende Bedeutung zu. Es konnte ein deutlicher 

Anstieg der MZ-Anzahl bzw. quantitative Veränderungen allgemein in malignen Melanomen 

(Duncan et al., 1998), Fibromen (Santos et al., 2011), Neurofibromen (Tucker et al., 2011), bei 

Psoriasis und atopischer Dermatitis (Harvima et al., 2010), Porphyrien (Lim et al., 1989), dem 

bullösem Pemphigoid (Ujiie et al., 2012), sowie anderen Autoimmunkrankheiten wie, Multiple 

Sklerose oder  Rheumatische Arthritis (Brown and Hatfield, 2012) beobachtet werden. Diese 

exemplarische Aufzählung verdeutlicht, dass MZ sowohl im Rahmen neoplastischer dermaler 

Erkrankungen, als auch in entzündlichen, allergischen, degenerativen und autoimmunen 

Krankheiten potenten Einfluss besitzen. Gemäß ihrer Präsenz in der Mukosa des 
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Gastrointestinaltraktes, stellen sich MZ ebenso bei Nahrungsmittelallergien (Kraneveld et al., 

2012), chronisch entzündlichen Darmerkrankungen, wie Colitis ulcerosa oder Morbus Crohn 

(Roberts-Thomson et al., 2011), einer Gastritis, sowie Enteritis, hervorgerufen durch das 

Bakterium Clostridium difficile (Wershil et al., 1998), als bedeutsam dar. Die beschriebenen 

Funktionen stellen nur eine begrenzte Auswahl der teilweise noch wenig erforschten 

Aufgabengebiete der MZ dar.  

 

1.1.6. Immunologische Kompetenzen der MZ 

 

Etwa 30 Jahre nach der Entdeckung durch v. Recklinghausen postulierte Élie Metchnikoff, 

welcher 1908 gemeinsam mit Paul Ehrlich den Nobelpreis für Physiologie oder Medizin 

verliehen bekam, MZ könnten ein Teil des humanen Verteidigungssystems darstellen. Damals 

wurde allerdings die Phagozytose als alleiniges Mittel der Wahl zur bakteriellen Eliminierung 

angenommen (Metchnikoff, 1892). Obwohl dies nicht mehr dem aktuellen Wissenschaftsstand 

entspricht, gilt die Rolle der MZ im Zuge der Bekämpfung unterschiedlichster Krankheitserreger 

heutzutage als gesichert. Gezeigt werden konnte, dass parasitäre Infektionen nicht nur zu einer 

erhöhten Mastzellzahl im Gewebe führen, sondern sowohl vermehrt spezifische, als auch 

unspezifische Immunglobuline E (IgE) gebildet werden (Butterworth et al., 1984). Somit ist es 

dem Organismus möglich, eine gewisse Immunität aufzubauen (Warner and Kroegel, 1994; 

Mécheri and David, 1997). Doch nicht nur gegen Helminthen (Butterworth et al., 1984) und 

Bakterien (Echtenacher et al., 1996; Siebenhaar et al., 2007) scheinen MZ potentielle 

Abwehrstrategien entwickelt zu haben. Am Beispiel des Vaccinia Virus (VV) konnte gezeigt 

werden, dass MZ in vitro und in vivo in der Lage sind vor viralen Hautinfektionen zu schützen. 

Ähnlich zu einer der bakteriellen Abwehrmechanismen, scheinen antimikrobielle Peptide dabei 

eine entscheidende Rolle zu spielen (Wang et al., 2012). Die Veröffentlichungen zum Thema 

MZ und Virus sind jedoch gleichsam divergent. In Versuchen mit dem hochpathogenen H5N1 

Influenza Virus wurde zwar eine starke MZ-Aktivierung samt Degranulation nachgewiesen, was 

jedoch nicht dem Wohl des Individuums diente, sondern verstärkte Schädigungen der Lunge zur 

Folge hatte (Hu et al., 2012). 

Ein nicht zu vernachlässigender Teil der Immunkompetenz von MZ besteht jedoch in ihrer 

Fähigkeit chemotaktisch wirksam zu sein und andere immunkompetente Zellen an den Ort des 

Geschehens zu dirigieren (Féger et al., 2002; Malaviya et al., 1996). Als weiterer möglicher 
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Verteidigungsmechanismus wurden Neutrophil extracellular traps (NETs) identifiziert, mittels 

welcher unter anderem Bakterien unschädlich gemacht werden können (von Köckritz-Blickwede 

et al., 2008).  

Es gibt jedoch noch viele offene Fragen und teils auch Unstimmigkeiten, wie die Größenordnung 

und die tatsächlichen Kompetenzen von MZ im Kontext allumfassender immunologischer 

Vorgänge zu bewerten sind. 

 

1.2.  Rolle der Mastzelle im Rahmen der natürlichen Immunität gegen Bakterien  

 

1.2.1. Allgemein 

Bakterielle Infektionen stellen unsere heutige Medizin trotz aller Neuerungen noch immer vor 

immense Herausforderungen, weshalb aufgrund multiresistenter Bakterienstämme nach immer 

neuen Behandlungsmöglichkeiten gesucht wird. Postoperative Infektionen und Infektionen 

immungeschwächter Patienten, welche größtenteils nosokomial erworbenen Wundinfektionen, 

Pneumonien, Harnwegsinfekten oder primären Sepsen zuzuordnen sind, belasten nicht nur die 

Gesundheit der Patienten, sondern auch das Gesundheitssystem der Bundesrepublik. 

Darüberhinaus besteht ohne adäquate Behandlung im schlimmsten Fall die Möglichkeit einer 

phlegmonösen Ausbreitung bzw. einer generellen Bakteriämie, welche final zur Sepsis mit 

letalem Ausgang führen kann (Geffers and Gastmeier, 2011). Verschiedene immunologisch 

kompetente Zelltypen werden seit langem im Kontext bakterieller Infektionen beforscht, doch 

mit der Veröffentlichung über den Einfluss von MZ auf den Verlauf einer induzierten Peritonitis 

und folgender generellen Sepsis im Mausmodell, legte Dr. Bernd Echtenacher 1996 den 

Grundstein der Erforschung eines neuen Funktionsgebietes der Mastzelle: die Abwehr 

bakterieller Infektionen (Echtenacher et al., 1996). Diverse Arbeiten unter Zuhilfenahme dieses 

Sepsismodelles folgten, wobei die Sepsis allgemein durch Ligatur und Punktion des Ceacums 

initiiert wird (Gommerman et al., 2000; Maurer et al., 2004; Rosenkranz et al., 1998). 

Heutzutage ist als erwiesen anzusehen, dass MZ eine protektive Wirkung im Rahmen der 

angeborenen Immunabwehr gegen Bakterien ausüben (Echtenacher et al., 1996; Galli and Tsai, 

2010; Maurer et al., 1998; Metz and Maurer, 2009). Dies ist nicht verwunderlich, sind MZ 

größtenteils in den Körper zur Außenwelt hin abschirmenden Geweben lokalisiert, ergo der Haut 

und den Mukosae des Gastrointestinaltraktes bzw. der Atemwege (Weber et al., 2003). 

Infolgedessen stehen sie mit Pathogenen in direktem Kontakt, wobei diese detektiert und 
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bekämpft werden können (Matsui et al., 2011; Maurer et al., 2006; Di Nardo et al., 2008; 

Siebenhaar et al., 2007). Mittels MZ-defizienter Mausmodelle wurde in vivo gezeigt, dass MZ 

unter anderem einen Immunschutz gegen Mycoplasma pneumoniae, Escheria Coli, 

Staphyloccoocus aureus, Streptococcus pyogenes und Pseudomonas aeruginosa bieten (Abel et 

al., 2011; Malaviya et al., 1994; Matsui et al., 2011; Michels et al., 2010; Siebenhaar et al., 

2007). Bakterizide Strategien der MZ mit entsprechend protektiver Wirkung sind als vielseitig 

anzusehen und verschiedene Forschungsansätze werden heutzutage parallel verfolgt. So sind MZ 

befähigt Entzündungsreaktionen auf indirektem Wege über die Rekrutierung anderer 

Immunzellen zu beeinflussen (Abraham and St John, 2010; Galli and Tsai, 2010; Malaviya and 

Abraham, 2000). Beispielsweise wurde die potentiell bakterizide Wirkung neutrophiler 

Granulozyten, bedingt durch den chemotaktischen Einfluss von MZ, dargelegt (Enoksson et al., 

2013; Malaviya et al., 1996). Ebenso ließen sich NK-Zellen durch das Chemokin CXCL-8, 

ausgeschüttet von MZ nach Virus-assoziierter Stimulation, anlocken (Burke et al., 2008).  

Auf direktem Wege scheinen jedoch der Tumornekrosefaktor-α (TNFα), Endothelin-1, sowie die 

Rezeptoren des Komplementsystems und der Toll-like Familie, besonders TLR-2 und TLR-4, 

eine bedeutsame Rolle in der bakteriellen Abwehr durch MZ zu spielen (Matsushima et al., 

2004; Maurer et al., 2004; Prodeus et al., 1997; Rodriguez et al., 2012). Ein weiterer, derzeit 

untersuchter Mechanismus ist die Phagozytose durch MZ, wobei das SNARE-Protein SNAP29 

eine potente Funktion in diesem Prozess einnimmt (Wesolowski et al., 2012). Sogenannte 

Neutrophil extracellular traps (NETs) wurden ebenso in MZ nachgewiesen und werden seitdem 

intensiv beforscht (Goldmann and Medina, 2012; Simon et al., 2013). Diese aus DNA, 

Granulainhalt und antimikrobiellen Peptiden bestehenden Netze, in welchen sich neben 

Bakterien auch Fungi, Viren und Protozoae „verfangen“, wurden erstmalig bei neutrophilen 

Granulozyten entdeckt (Matoszka et al., 2012). Auch antimikrobielle Peptide als eigenständig 

bakterizid wirksame Substanzen stellen einen möglichen Weg der MZ-Abwehr gegenüber 

bakteriellen Invasionen dar. Dieser Mechanismus ist bei Keratinozyten, neutrophilen 

Granulozyten, dentritischen Zellen und auch teilweise bei Makrophagen beschrieben worden 

(Braff et al., 2005; Harder et al., 1997; Ong et al., 2002; Peschel et al., 2001) und erweckt aktuell 

großes Interesse im Rahmen der MZ-Forschung (Campagna et al., 2007; von Köckritz-

Blickwede et al., 2008; Di Nardo et al., 2008). Am Beispiel des durch MZ sezernierten 

Cathelicidins, auch CRAMP oder LL37 genannt, konnte im Verlauf einer durch                         
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β-hämolysierende A-Streptokokken hervorgerufenen Hautinfektion die protektive Wirkung von 

MZ aufgezeigt werden (Di Nardo et al., 2008).  

 

1.2.2. Das Bakterium Pseudomonas aeruginosa 

 

Einen im Krankenhaus omnipräsenten und gleichsam gefürchteten opportunistischen Erreger 

stellt das gramnegative Bakterium Pseudomonas aeruginosa(PA) dar. Für die investigativen 

Belange dieser Arbeit verkörpert PA ein hervorragendes Forschungsobjekt, da das Stäbchen ein 

typischer Keim von Wundinfektionen ist. Es vermehrt sich bevorzugt unter feuchten 

Bedingungen und bei einer optimalen Wachstumstemperatur von 35°C, wie in unseren 

Hautwunden gegeben. Ummantelt von einer Zellmembran, der das Exopolysaccharid Alginat 

aufsitzt, ist es vermehrt vor Antikörperreaktionen und etwaiger Phagozytose geschützt. Ein 

polares Flagellum, größtenteils aus Flagellin bestehend (Campodonico et al., 2010), dient der 

Fortbewegung und Adhäsion. Aufgrund der Abschirmung nach Außen und der Fähigkeit  

konstitutionell β-Lactamasen zu exprimieren, sind PA-Infektionen sehr ernst zu nehmen. 

Verwendete Antibiotika-Regime sind Piperacillin, Carbapeneme, Cephalosporine, 

Aminoglykoside und Chinolone. Immer frequenter auftretende Mehrfachresistenzen 

verkomplizieren die Therapie einer PA-Infektion zunehmend, was besonders für Mukoviszidose-

Patienten bei Infektion der Lunge zuweilen einem Todesurteil gleichkommt (Valencia et al., 

2004).  

Des Weiteren besitzt das etwa 0,5- 1,0 µm x 4,0 µm große, fakultativ anaerobe Stäbchen die 

Eigenschaft, Biofilme auf Oberflächen auszubilden, was häufig zu PA-assoziierten 

Harnwegsinfekten durch infizierte Blasenkatheter führt (Ferroni et al., 1998). Der Biofilm als 

solches besteht aus Nukleinsäuren und Exopolysacchariden, welche wiederum Proteine und 

Alginsäuren enthalten, wodurch die beständige Fixierung auf diversen Oberflächen ermöglicht 

wird (Bazzi et al., 2000). Interessanterweise zeigen neuste Veröffentlichungen, dass das 

antimikrobielle Peptid GL13K in der Lage ist den PA-Biofilm signifikant zu minimieren (Hirt 

and Gorr, 2013). Die eigentlichen Virulenzfaktoren dieses Bakteriums stellen jedoch dessen vier 

bekannte Toxine dar. Das Exoenzym A verstärkt die Adhärenz an das Epithel und ist in der Lage 

Filamente zu depolymerisieren und das normale Zytoskelett, sowie die Immunglobuline IgA und 

IgG, zu zerstören. Dies bedingt eine Gewebsnekrose. Die Phospholipase C wirkt hitzestabil als 

Hämolysin. Im Prozess einer chronischen Infektion ist PA des Weiteren mit Hilfe von Pyovidin 
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und Pyochelin, zwei Siderophore, befähigt, sich ohne externes Eisen zu replizieren. Die 

Kombination aller genannter Eigenschaften des PA macht dieses Bakterium zu einem 

unberechenbaren und gefährlichen Erreger für den Menschen (Ben Haj Khalifa et al., 2011). 

 

1.2.3. Antimikrobielle Peptide und MZ-Proteasen, sowie deren Aufgabe im Rahmen der       

 MZ-vermittelten Immunabwehr 

 

Neben der Degranulation besitzen MZ ebenso die Eigenschaft spezifisch auf bestimmte Stimuli 

hin Substanzen de novo zu synthetisieren. So induziert Prostaglandin E2 zum Beispiel den 

Wachstumsfaktor VEGF (Abdel-Majid and Marshall, 2004) oder bestimmte antimikrobielle 

Peptide (AMP). Diese Gruppe von Substanzen unterscheidet sich jedoch in ihrer Struktur und 

Wirkungsweise, wobei viele dieser Peptide α-Helix-Strukturen besitzen, kationisch bzw. 

amphipatisch sind und aus bestimmten Aminosäuren, wie Tryptophan oder Histidin, bestehen 

(Epand and Vogel, 1999). Andere AMP besitzen wiederum Thioether- Ringe oder makrolytische 

Cystein-Knoten. Die Zytotoxizität dieser Peptide beruht zumeist auf ihrer Eigenschaft, sich 

mittels amphipatischer Strukturen an die Zellmembran des Erregers zu binden und folgend die 

Integrität der äußeren und inneren Membranen zu zerstören. Zuvor hauptsächlich bei 

Keratinozyten identifiziert (Braff et al., 2005), konnten mittlerweile durch MZ sezernierte AMP 

nachgewiesen werden. Im Allgemeinen geht man davon aus, dass bei der Aktivierung von MZ 

neben den bekannten Substanzen, wie Histamin, Heparin, Serotonin, verschiedenen Proteasen 

und Interleukinen, auch AMP sezerniert werden können. Eines der wohl bekanntesten AMP in 

der derzeitigen Mastzellforschung ist Cathelecidin, ebenso bekannt als CRAMP und LL37, 

welches nach Angaben einiger Autoren im Verlauf von Hautinfektionen protektiv wirkt (Cruse 

et al., 2010; Di Nardo et al., 2008). Neben Piscidin (Campagna et al., 2007), wurde ebenso 

Angiogenin (Kulka et al., 2009) und das murine β-Defensin 4 (MBD-4) (Campagna et al., 2007; 

Nardo et al., 2003) aus MZ stammend identifiziert. Neben AMP rücken in diesem 

Zusammenhang  Interleukine zunehmend in den Fokus der derzeitigen MZ-Forschung. 

Erwähnenswert sind hierbei IL-23 (Ikeda et al., 2003), IL-33 (Hsu et al., 2010) und IL-25 

(Angkasekwinai et al., 2013). Es wurde sowohl in vitro, als auch teils in vivo dargelegt, dass 

diese IL auf direktem oder indirektem Wege bakterizide Kompetenzen besitzen (Campagna et 

al., 2007; Lundequist and Pejler, 2011). Bekanntermaßen sind MZ zusätzlich in der Lage eine 

große Bandbreite sogenannter MZ-Proteasen, unter anderem Chymasen, Tryptasen, und 
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Granzyme, zu synthetisieren (Wastling et al., 1997; Pardo et al., 2007; Miller and Schwartz, 

1989). Gezeigt wurde, dass sowohl die Stimulation mit gram-positiven Bakterien in Kokultur, als 

auch mit LPS in vitro, zu einer gesteigerten Granzym D-Expression in MZ führt (Rönnberg et 

al., 2013). Gleichermaßen wird die Expression der Mastzellprotease-1 (MCP-1) während 

Nematoden-Infektionen hochreguliert (Wastling et al., 1997), um hier nur zwei Beispiele 

aufzuführen. Mastzell-Proteasen gehören zu den potentesten Waffen dieser vielfältigen Zellen, 

deren Wirkungsradius bis hin zur Degradierung von Schlangengiften reicht (Metz et al., 2006).  

 

1.3. Kutane Wundheilung 

 

1.3.1. Überblick 

 

Mit einer durchschnittlichen Gesamtoberfläche von 1,5- 2,0m
2
 stellt die menschliche Haut als 

größtes Organ unseres Körpers eine lebensnotwendige Schutzbarriere gegenüber einer Vielzahl 

externer Einflussfaktoren dar. Die Bedeutung der kutanen Integrität wird oftmals erst bei Verlust 

eben dieser in vollem Umfang verstanden, so beispielsweise zu sehen bei großflächigen 

Verbrennungen oder durch mechanisch herbeigeführte Verletzungen, wie in dieser Arbeit 

thematisiert. Nicht nur primäre Schädigungen, sondern ebenso sekundäre Komplikationen, wie 

großvolumige Flüssigkeitsverluste oder Infektionen sind hochgradig gefährlich. Eine zeitnahe, 

regelrechte und komplikationslose dermale Regeneration bildet somit die Grundlage der 

Funktionalität dieses komplexen Schutzwalls und sichert dem Individuum im Zweifelsfall das 

Überleben. Aktiv am Defektschluss unserer Haut beteiligt sind Fibroblasten, Keratinozyten, 

Epithelzellen, Endothelzellen und Makrophagen, in Kombination mit diversen 

Wachstumsfaktoren, wie dem Epidermal Growth Factor (EGF), Transforming Growth Factor β 

(TGFβ), Platelet-derived Growth Factor (PDGF) und anderen Zytokinen (DiPietro et al., 1995; 

Ishii et al., 1995; Moulin et al., 1995; Peplow and Chatterjee, 2013). Im Verlauf der letzten Jahre 

kristallisierte sich die MZ ebenso als wichtige Effektorzelle der kutanen Wundheilung heraus 

(Younan et al., 2011; Shiota et al., 2010; Weller et al., 2006). So legte die AG Marcus Maurer 

dar, dass bereits das Setzen einer Wunde zur Mastzellaktvierung führt. MZ übernehmen zudem 

wichtige regulatorische Funktionen innerhalb der initialen inflammatorischen Phase der 

Wundheilung (Egozi et al., 2003; Weller et al., 2006). Sie beeinflussen unter anderem die 

Permeabilität von Gefäßen nach Wundsetzung, den Wundschluss selbst, sowie den Umfang der 
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lokalen Rekrutierung neutrophiler Granulozyten. MZ stellen ein wichtiges Stellglied im Prozess 

der frühen Wundheilung dar, zu welcher sie letztendlich entscheidend beitragen (Egozi et al., 

2003; Ng et al., 2010; Weller et al., 2006).  

Die Wundheilung selbst wird zudem durch externe und interne Faktoren beeinflusst. Neben dem 

Zustand der Wunde selbst, interferiert das Lebensalter, der Ernährungszustand, etwaige 

bestehende Begleiterkrankungen bzw. eine entsprechende Medikation oder der Konsum von 

Drogen, Zigaretten und Alkohol, neben anderen Faktoren, mit dem Heilungsprozess des 

Gewebes (Ahn et al., 2008; Arnold and Barbul, 2006; Calabro and Yeh, 2007; Gosain and 

DiPietro, 2004; Kiecolt-Glaser et al., 1995; Rodriguez et al., 2008). Gesondert zu erwähnen, weil 

für diese Arbeit hochgradig bedeutungsvoll, sind Wundheilungsstörungen aufgrund von 

Wundinfekten, wobei MZ befähigt sind bakteriellen Infektionen der Haut direkt 

entgegenzuwirken (Siebenhaar et al., 2007). Dieses Wissen, in Kombination mit deren Einfluss  

auf den Prozess der Wundheilung,  bildet das Fundament dieser Arbeit. 

 

1.3.2. Phasen und Mechanismen der Wundheilung 

 

Die Wundheilung als solches ist ein Prozess der sich vereinfacht dargestellt in 3 Phasen 

unterteilen lässt: eine Entzündungsphase, gefolgt von der Bildung des Granulationsgewebes, 

sowie der abschließenden Ausbildung und Reifung des Narbengewebes. Jedoch sind diese 

Phasen keinesfalls als statische Prozesse zu betrachten, die strikt voneinander getrennt zeitlich 

versetzt ablaufen. Man beobachtet eine dynamische Interaktion verschiedener Zelltypen, wobei 

nekrotisiertes Gewebe abgebaut und folgend Ersatzgewebe aufgebaut wird.  

 

I)aHämostase und Entzündungsphase (unmittelbar nach Wundsetzung bis Tag 4-6). 

Essentiell für eine effektive Wundheilung ist die Stillung der aktiven Blutung. Neben sofortiger 

Vasokonstriktion initiieren sowohl das Endothel, als auch Thrombozyten den intrinsischen Weg 

der Gerinnungskaskade (Gailani and Renné, 2007). Ein Thrombus, unter anderem bestehend aus 

Thrombozyten, Erythrozyten, Thrombin, Kollagen und Fibronektin wird geformt, wobei folgend 

Wachstumsfaktoren und Zytokine sezerniert werden, welche inflammatorisch auf das 

umliegende Gewebe wirken (Witte and Barbul, 1997). Der Thrombus selbst dient gleichermaßen 

als Gerüst für jegliche im Prozess der Wundheilung involvierten Zellen und erhöht die lokale 

Konzentration von Chemokinen und Wachstumsfaktoren (Martin et al., 1997). Ein Defizit in der 
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Thrombusbildung durch beispielsweise einen Faktor XIII-Mangel, resultiert folglich in einer 

verminderten Wundheilung (Beck et al., 1961). Aufgrund der Akkumulation von 

Entzündungsmediatoren und Prostaglandinen kommt es im Verlauf zur peripherer Vasodilatation 

und Zellen, wie neutrophile Granulozyten und Makrophagen, werden durch TNF-α, TNF-β,    

IL-1, TGF-β oder PF4 in das Wundareal gelockt (Bevilacqua et al., 1985; Pohlman et al., 1986). 

Monozyten wandern in das ödematöse Gebiet ein und im Verlauf gelten Makrophagen als 

essentiell für den Übergang der Wunde von der Entzündungsphase zur Granulationssphase. Sie 

stimulieren zum einen die Angiogenese via VEGF, FGF und TNF-α, aber auch die 

Bindegewebsbildung über verschiedenste Mediatoren und synthetisieren Stickstoffmonoxid 

(Witte and Barbul, 2002). Neutrophile Granulozyten reinigen den Wundbereich von Bakterien 

und toten Zellbestandteilen mittels Serin-Proteasen bzw. Metalloproteinasen und reaktive 

Sauerstoffspezies werden freigesetzt (Yager and Nwomeh, 1999). Makrophagen bilden 

bakterizid wirksame Hydroxyl- und Peroxynitritradikale und Fibroblasten bzw. Kerationozyten 

sezernieren Matrixmetalloproteinasen zur Reinigung des Gewebes (Abraham et al., 2000; 

Goldman et al., 2004). Es findet sich ein global entzündetes und gereinigtes Gebiet, welches die 

Grundlage für die Bildung des Granulationsgewebes darstellt. Lipoxine, wie LXA4 und LXB4, in 

Kombination mit Neutrophilen, scheinen die provozierte Entzündung zu terminieren (Serhan and 

Chiang, 2004).  

 

II) Bildung von Granulationsgewebe/ Proliferationsphase (Tag 4-14) 

Epithelzellen proliferieren peripher vom Wundrand aus, welche durch von Makrophagen und 

aktivierten Thrombozyten synthetisierten Mediatoren, so EGF und TGF-α, dazu stimuliert 

werden (Grotendorst et al., 1989). Man nimmt an, dass die Entzündungsmediatoren IL-1 und 

TNF-α die Keratinocyte growth factor- Genexpression (KGF) in Fibroblasten hochregulieren, 

woraufhin diese KGF-1, KGF-2 und IL-6 produzieren, welche wiederum andere Keratinozyten 

zur Migration und Proliferation stimulieren (Smola et al., 1993; Xia et al., 1999). Endothelzellen 

beginnen zudem auf den Stimulus VEGF hin, hauptsächlich durch Fibroblasten, aber auch durch 

Mastzellen synthetisiert, mit der Neoangiogenese. Die Hypoxie im Gewebe triggert die 

Freisetzung von Stickstoffmonoxid (NO) aus Endothelzellen, womit diese wiederum ihre eigene 

VEGF-Freisetzung stimulieren und eine Vasodilatation mit protektivem Effekt für das Gewebe 

hervorrufen (Goldman et al., 2004; Witte and Barbul, 2002). Fibroblasten, mittels PDGF und 

EGF aus Thrombozyten und Makrophagen in die Wunde gelockt, proliferieren ebenfalls und 
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provisorisches Kollagen Typ III, später zudem Kollagen Typ 1, wird synthetisiert. Fibrin, 

Fibronektin und Glykosaminoglycane sind gleichsam präsent (Regan et al., 1991).  Bereits in der 

Wunde ansässige Fibroblasten wandeln sich unter dem Einfluss von TGF-β zu Myofibroblasten 

um, welche sich folgend kontrahieren um die Wundoberfläche signifikant zu verkleinern 

(Desmoulière et al., 1993; Grinnell et al., 2003).  

 

III)aBildung und Reifung von Narbengewebe (Tag 8 bis 1 Jahr) 

Matrixarmes, zellreiches Mesenchym wird in matrixreiches, zellarmes Gewebe umgebaut. 

Probleme während dieses Prozesses können zu insuffizient stabilen Wunden oder hypertrophen 

Wundheilungsstörungen bzw. Kelloidbildung führen. Wie bereits beschrieben, besteht das 

Granulationsgewebe zu diesem Zeitpunkt hauptsächlich aus von Fibroblsten synthetisiertem 

Fibrin bzw. Fibronectin, verbunden mit Glykosaminoglycanen, Proteoglycanen und anderen 

Proteinen (Witte and Barbul, 1997). Verschiedene Glycane bilden ein provisorisches Gerüst, 

welches durch organisiertere Kollagene ersetzt wird. Der Anteil an Kollagen Typ I nimmt, im 

Verhältnis zu Kollagen Typ III, im Verlauf der Narbenbildung zu (Ehrlich and Krummel, 1996). 

Der Gewebsumbau erfolgt mittels Matrixmetalloproteinasen, welche in ihrer Aktivität durch die 

Konzentration von Faktoren wie  IL-1, PDGF, TGF-β und EGF im Gewebe gesteuert werden. 

IL-6 und TGF-β stimulieren im Gegenzug die Freisetzung von Metalloproteinasen aus 

Fibroblasten, welche die Aktivität der Metallomatrixproteinasen herabsetzen (Henry and Garner, 

2003). Die dentritischen Ausläufer der Fibroblasten beginnen auf den Stimulus PDGF hin 

anzuschwellen und sich weiter peripher auszubreiten. Lysophosphatidsäure, welche aus der 

Zellmembran stimulierter Thrombozyten abgespalten wird, bewirkt das Zurückziehen dieser 

Ausläufer. Lysophosphatidsäure wirkt auf Fibroblasten, Endothelzellen, Makrophagen, sowie 

auf die glatten Muskelzellen der Gefäße im Kontext der Wundheilung, was die 

Kontraktionsfähigkeit, Aggregation, Modulation und Chemotaxe in diesem Prozess beeinflusst 

(Eichholtz et al., 1993; Goetzl and An, 1998). Von Fibroblasten sythetisiertes, zunächst parallel 

ausgerichtetes Kollagen wird in einem verflochtenen Muster angelegt um die Festigkeit zu 

erhöhen. Eine Hautwunde besitzt nach einer Woche etwa 3%, nach 3 Wochen etwa 30% und 

nach 3 Monaten und mehr etwa 80% ihrer ursprünglichen Stärke (Sabiston et al., 1997). 
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1.3.3. Wundheilung und Mastzellen - Stand der Forschung  

Generell beeinflussen MZ den Wundheilungsverlauf, beginnend bei der initialen 

Entzündungsphase, Reepithelisierungsphase, in der Phase der Revaskularisation bis hin zum 

späteren Umbau des Narbengewebes (Noli and Miolo, 2001). Diversen Veröffentlichungen 

zufolge nimmt die lokale Mastzellanzahl als Reaktion auf eine Verletzung kurzzeitig drastisch 

ab, wobei diese 2 Tage nach dem Ereignis wieder auf ein normales Niveau zurückkehrt. Folgend 

steigt sie überschießend über das normale Niveau hinaus an (Hebda et al., 1993; Persinger et al., 

1983). Man nimmt an, dass undifferenzierte Progenitorzellen in das Gewebe migrieren und sich 

dort folgend ausdifferenzieren (Takagi et al., 1990). Der Körper reagiert zum einen mit einer 

Änderung der MZ-Anzahl, zum anderen aber auch mit direkter Mastzellaktivierung, 

hervorgerufen durch die Penetration der Haut und der dabei entstandenen Scherkräfte. 2006 

wurde gezeigt, dass MZ durch das Setzen einer Wunde direkt aktiviert werden und degranulieren 

(Weller et al., 2006). Damit werden eine Vielzahl präformierter Mediatoren in hoher Quantität 

innerhalb kürzester Zeit in das Wundgebiet entlassen (Galli et al., 1990a; Maurer et al., 2003). 

Hierzu zählen, neben diversen Wachstumsfaktoren, wie vascular endothelial growth factor 

(VEGF), nerve growth factor (NGF), platelet-derived growth factor (PDGF), fibrinoblast growth 

factor 2 (FGF2), auch Tryptase und Histamin, welche die Proliferation von Fibroblasten und 

Epithelien unterstützen und somit eine der Grundvoraussetzungen für eine adäquate 

Wundheilung darstellen (Abe et al., 2000). Zusätzlich gilt der transforming growth factor β1 

(TGF-β1) als hochpotenter Stimulator der Fibroplasia, sowie der Wundkontraktion (Clark et al., 

1997; Desmoulière et al., 1993), wobei MZ einer der Hauptproduzenten dieses Stoffes sind. Es 

konnte nachgewiesen werden, dass durch MZ sezerniertes Heparin einen positiven Effekt auf die 

Migrationseigenschaften von Endothelzellen ausübt (Azizkhan et al., 1980) und die von MZ 

sezernierten Chymasen und Tryptasen der Gefäßproliferation förderlich sind (Blair et al., 1997; 

Muramatsu et al., 2000). Die MZ-Tryptase ist befähigt die Kollagensynthese von Fibroblasten zu 

stimulieren, was die Wundheilung beschleunigt (Cairns and Walls, 1997). Darüberhinaus 

produzieren MZ eine große Bandbreite proinflammatorischer Zytokine (Gordon et al., 1990) und 

attrahieren Zellen, wie neutrophile Granulozyten, innerhalb des inflammatorischen Gewebes 

(Malaviya et al., 1996; Wershil et al., 1991). Einige in diesem Zusammenhang zu nennende, 

durch MZ sezernierte und auf Leukozyten innerhalb der Entzündungsphase chemotaktisch 

wirkende Substanzen, sind der Tumornekrosefaktor-α  (TNFα), das macrophage inflammatory 

protein-2 (MIP-2), sowie in besonderem Maße bei Menschen das IL-8 (Gordon and Galli, 1990; 
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Möller et al., 1993; Walsh et al., 1991; Williams and Coleman, 1995). Es wurde zudem am 

Menschen gezeigt, dass sich das Expressionsmuster der MZ-Chymase, MZ-Tryptase und VEGF 

in unterschiedlichen Narbenformen, wie hypertropher Narbe, Granulationsgewebe, Keloid und 

chirurgischer Narbe, unterscheiden (Gaber et al. 2014).  Man weiß außerdem, dass MZ-

Proteasen in der Lage sind, die die Wunde umgebende Extrazellulärmatrix für die 

Proliferationsphase vorzubereiten (Ng 2010). In MZ-Fibroblasten-Kokulturen dargelegt, 

beeinflussen MZ zudem die Antigenproduktion, Kollagensynthese und Proliferation der 

Fibroblasten positiv (Rubinchik and Levi-Schaffer, 1994). Auch die Interaktion mit 

Gewebsmakrophagen während der Entzündungsphase wird durch MZ-Proteasen beeinflusst. So 

steigerten in vitro differenzierte murine Marophagen die Expression diverser Substanzen, wie 

beispielsweise IL-1β, nachdem sie mit einem Tryptase-Heparin-Komplex in Kontakt gelangten 

(Beckett et al. 2013). Durch Weller et al. konnte 2006 in vivo mittels MZ-defizienten     

Kit
W

/Kit
W-v

- Mäusen, normalen Kit +/+- Mäusen, sowie rekonstituierten Kit
W

/Kit
W-v

–Mäusen 

dargelegt werden, dass Mastzellen für eine normale Wundheilung essentiell sind. Die Grundidee 

der Rekonstitution ist die lokale Applikation von MZ in ein MZ-defizientes Mausmodell, 

aufgrund dessen das MZ-Defizit lokal aufgehoben wird und somit wiederum ein dem Wildtyp 

nahezu identischer Phänotyp entsteht. Der Wundschluss in Abwesenheit von MZ war im 

Vergleich zu diesem in Wildtyp-Mäusen und rekonstituierten Tieren signifikant vermindert 

(Weller et al., 2006). Mastzellen sind somit für den physiologischen Wundheilungsprozess von 

herausragender Bedeutung, wobei deren Einfluss auf infizierte Wunden im Rahmen dieser 

Arbeit erstmalig dargelegt wurde. Zurückzuführen ist dies in Theorie zum einen auf die 

Eigenschaft der MZ den Wundheilungsprozess besonders während der Entzündungsphase positiv 

zu beeinflussen, zum anderen sind MZ ebenso befähigt bakterizid zu wirken, wobei eine lokale, 

biologische Reinigung des Wundgrundes einen bestimmenden Faktor darstellen könnte. Neben 

all den positiven Attributen von MZ im Rahmen der Wundheilung, scheinen diese, besonders bei 

chronischer Aktivierung, auch andersweitig die dermale Regeneration zu beeinflussen. So wurde 

1978 bereits gezeigt, dass MZ die Bildung von hypertrophen Narben begünstigen (Kischer, 

Bunce, and Shetlah 1978). In weiteren Versuchen mit MZ-defizienten Mäusen und 

Wildtypmäusen ist bei MZ-defizienten Tieren nach einer Verbrühungsverletzung eine signifikant 

geringere Narbenbildung im Vergleich zu MZ-kompetenten Tieren zu beobachten. Dies ist auf 

die MZ-Proteasen 4 und 5 zurückzuführen (Younan et al. 2010). Zudem konnte eine erhöhte 

MZ-Zahl in Keloiden bestimmt werden (Shaker, Ayuob, and Hajrah 2011). 
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2. Material und Methoden  

2.1. Tiere 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden WBB6F1- Kit+/+/ Kit +/+- Mäuse (Kit+/+),  sowie genetisch 

Mastzell (MZ)-defiziente WBB6F1- Kit
W

/Kit
W-v

- Mäuse (Kit
W

/Kit
W-v

) verwendet. Die für alle 

Versuche eingesetzten Tiere entstammen der eigenen Nachzucht der tierexperimentellen 

Einrichtung der Charité- Universitätsmedizin Berlin. Um die Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu 

gewährleisten, waren die Mäuse während der Experimente zwischen 6-10 Wochen alt, weiblich 

und befanden sich in der Telogenphase des Haarfollikelwachstums. 

Die Haltung der Tiere erfolgte in Gruppenkäfigen mit bis zu maximal 3 Tieren pro Käfig unter 

konstanten und nach Außen abgeschirmten klimatischen Bedingungen. Alle Mäuse erhielten 

Standard-Laborfutter, sowie Wasser ad libitum während eines konstanten 12 Stunden Tag- 

Nacht-Rhythmus. Alle Experimente wurden vom Landesamt für Gesundheit und Soziales Berlin, 

unter der Genehmigungsnummer G 0283/11, am 16.12.2011 genehmigt. 

2.1.1. Das Kit
W

/Kit
W-v 

Mausmodell 

1985 erstmalig von Galli und Kitamura beschrieben, stellt dieses Mausmodel einen Meilenstein 

der Mastzellforschung dar. Bedingt durch eine Spontanmutation beider Allele des c-Kit-Gens, ist 

es den MZ-Vorläuferzellen aufgrund einer fehlenden Aktivierung dieser Rezeptoren durch den 

Liganden stem cell factor (SCF) nicht möglich, regelrecht zu proliferieren bzw. sich zu 

differenzieren, was folglich eine MZ-Defizienz dieser Tiere bedingt. Wegweisende 

Eigenschaften und Funktionen der MZ konnten auf diesem Wege untersucht und dargelegt 

werden (Nakano et al., 1985). Dieser Rezeptordefekt führt jedoch, neben dem gewünschten 

Defizit an MZ, zusätzlich zu einem Defizit an Melanozyten (weiße Fellfarbe), zur Sterilität der 

Mäuse, sowie zu einer subtilen Anämie. Zu betonen gilt es, dass die Anzahl und Funktionalität 

immunrelevanter Zellen, so B- und T-Lymphozyten, NK-Zellen, und Granulozyten weiterhin 

gegeben ist und diese denen des Wildtyps entsprechen. Das Immunsystem der Kit
W

/Kit
W-v

- 

Mäuse unterliegt bewiesenermaßen keinen signifikanten Veränderungen (Galli and Hammel, 

1994; Galli and Kitamura, 1987a; Mekori and Phillips, 1969). Um jedoch auszuschließen, dass 

gewisse Beobachtungen nicht durch die MZ-Defizienz, sondern durch das Fehlen anderer 

Zelltypen begründet sind, wurden in Folgeexperimenten MZ-defiziente Kit
W

/Kit
W-v 

- Mäuse mit 

bone marrow-derived cultured mast cells (BMCMCs) auf verschiedenen Wegen rekonstituiert. 
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Die MZ-Defizienz und deren spezifische Folgeerscheinungen konnten auf diesem Wege fast 

vollständig behoben werden (Galli and Kitamura, 1987b). Das Kit
W

/Kit
W-v 

-Mausmodell stellt 

somit ein hervorragendes Modell zur Erforschung spezifischer Eigenschaften, Funktionen und 

synthetisierter Produkte dieser Zellen dar. 

 

2.1.2. Rekonstitution 

Die Rekonstitution erfolgte durch MZ, welche aus Knochenmarksvorläuferzellen in vitro 

differenziert (Methodenteil 2.4.1. Gewinnung und Kultivierung aus dem Knochenmark 

stammender, kultivierter MZ (BMCMCs)) und 4 Wochen alten, MZ-defizienten Kit
W

/Kit
W-v

- 

Mäusen subkutan in die untere Rückenpartie injiziert wurden. Hierzu wurden 4cm
2
 rasiert und 

1x10
6
 BMCMCs pro 1cm

2
, suspendiert in 100µl PBS, mittels einer 0,3x30mm Kanüle 

intradermal appliziert. Die Rekonstitution erfolgte an der Stelle, wo später die Hautstanzen 

gesetzt wurden. Zwischen MZ-Injektion und Beginn der Experimente lagen exakt 4 Wochen. 

Während dieser Zeit reiften die MZ lokal in dem sie umgebenden Zytokinmilieu.  

 

2.2. Wundheilungsversuch mit Wildtyp- und MZ-defizienten Mäusen 

2.2.1. Narkose 

Als Mittel der Wahl wurde das Inhalationsanästhetikum Isofluran (Forene® der Firma Abbott, 

Abbott Park, USA) in Kombination mit Sauerstoff, verwendet. Dieses wurde mittels eines 

speziellen Isofluran-Verdampfers über eine Narkosekammer geleitet oder wahlweise direkt über 

eine Beatmungsmaske dem Tier nasal zugeführt. 

2.2.2. Wundsetzung, Infektion und Kontrolle  

Nach großflächiger Rasur und Hautdesinfektion mit 70% Ethanol, wurden sowohl  den Kit+/+- 

Mäusen, als auch den MZ-defizienten Kit
W

/Kit
W-v

- Mäusen identische Wunden im kaudalen 

Rückenbereich in der Vertebrallinie, etwa 1cm oberhalb des Schwanzansatzes, mittels einer 

6mm Biopsiestanze der Firma Acuderm zugeführt. Die Stanze wurde unter kontinuierlichem 

Druck und leichter Drehbewegung in die rasierte Rückenhaut des Tieres appliziert. Die 

Hautstanzen reichten dabei durch alle Hautschichten, ohne die Muskelfaszie der autochthonen 

Rückenmuskulatur zu penetrieren. Die Wunden der einzelnen Tiere wurden randomisiert 

wahlweise mit 10µl einer standardisierten Bakteriensuspension des Bakteriums Pseudomonas 
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aeruginosa in einer Konzentration von 6,5 x10
5
/ml infiziert oder als Kontrolle mit 10µl PBS 

behandelt. Alle Tiere wurden folgend mit Softhalskrägen versehen und 24 Stunden in 

Einzelkäfigen gehalten. Nach diesem Zeitintervall wurden den Tieren die Krägen entfernt und 

diese, gemäß ihrer zugehörigen Gruppe, für weitere 8 Tage in Gruppenkäfigen gehalten. Die 

Wunden der Tiere wurden am Zeitpunkt der Wundetablierung = 0 Stunden, nach 6 Stunden, 12 

Stunden, 24 Stunden, und bis zum Tag 9 täglich fotografiert. An Tag 9 erfolgte die Tötung durch 

zervikale Dislokation. Während der gesamten Versuchsdauer wurden täglich die 

Körpertemperatur mittels rektaler Sonde und das Gewicht der Tiere erfasst. Alle 

Abbruchkriterien,  die ein offensichtliches Leiden der Tiere implizierten, ausgedrückt durch 

verändertes Spontanverhalten, veränderte Motorik, Körperhaltung, Schlafhaltung, 

Sozialverhalten, das Fehlen von adäquatem Antwortverhalten auf künstliche Reize, sowie 

morphologische Veränderungen, wie Selbstverstümmelung oder mangelnde Eigenpflege, wurden 

beachtet. Morbide Tiere wurden durch zervikale Dislokation getötet. 

Um zu bestätigen, dass es sich bei der applizierten Suspension um eine lebende Reinkultur des 

Bakteriums Pseudomonas aeruginosa in der gewünschten Konzentration handelte, wurden die 

Bakteriensuspensionen auf LB-Agar Platten ausgestrichen, 12 Stunden bei 37°C inkubiert und 

die gewachsenen Kolonien ausgezählt.  

2.2.3. Wundvermessung 

Um die spezifische Wundfläche der einzelnen Tiere zu bestimmen und diese in einer Kinetik 

abbilden zu können, wurden die Wunden zu folgenden Zeitpunkten fotografiert: Tag 0 

(Zeitpunkt des Setzens der Hautstanzen), gefolgt von einem 6 Stunden Zeitpunkt, 12 Stunden, 

Tag 1, und im weiteren Verlauf täglich bis Tag 9.  Am Tag 9 wurden alle Tiere getötet. Täglich 

wurden exakte Wundgrößen individuell per fototechnischer Flächenbestimmung unter 

Zuhilfenahme einer Skalierung ermittelt. Unter Verwendung des Computerprogrammes Adobe 

Photoshop CS2 (San José, USA) wurde für jedes Bild die Pixelanzahl auf einer Länge von 

20mm mit jeweils einem Pixel Breite bestimmt. Mittels des Lasso-Werkzeuges konnte der 

genaue Umriss der Wunde festgelegt und unabhängig jeglicher geometrischer Form über die 

spezifische Pixelanzahl innerhalb der Wunde die genaue Wundfläche berechnet werden. Die 

Berechnung erfolgte über die Formel: AWunde= (x/y)
2
* z,  wobei AWunde die zu ermittelnde 

Wundfläche darstellt, x die maßstabsgerechte Länge, in diesem Fall 20mm, auf welcher sich in 

einer Reihe y Pixel befinden; y, welches der Anzahl der Pixel der Länge x entspricht und z, 
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welches die mittels Photoshop ermittelte Pixelanzahl der Wundfläche beschreibt. Somit konnten 

die exakten Wundgrößen trotz individuell auftretender Unregelmäßigkeiten des Wundrandes 

bestimmt und ins Verhältnis mit der Ursprungswundgröße am Zeitpunkt 0 gesetzt werden. 

2.2.4. Histologie 

Für histologische Analysen wurde jeder Maus nach der Tötung unter Isofluran-Narkose an Tag 9 

eine Hautstanze mit dem Durchmesser 12 mm entnommen, welche die ursprüngliche Wunde 

zentriert umschloss. Diese Biopsie wurde mit einer Schere halbiert und jeweils eine Hälfte mit 

4% gepuffertem Formaldehyd (Herbeta Arzneimittel, Berlin, Deutschland) fixiert. Die Proben 

wurden so fixiert, dass später die Schnittfläche jeweils den Wundrand, gefolgt von der 

Wundkruste und wiederum den Wundrand umschließt. Die Einbettung der Schnitte in Paraffin 

erfolgte  mittels der Shandon Citadel 1000 (Waltham, USA) nach folgendem Protokoll:  

Tabelle 3 Einbettung der Paraffinschnitte 

Medium Zeit der Applikation (in min) 

Aqua destilliert 20 

70% Ethanol 50 

70% Ethanol 60 

96% Ethanol 50 

96% Ethanol 60 

Absoluter Ethanol 50 

Absoluter Ethanol 60 

Absoluter Ethanol 60 

Xylol 50 

Xylol 60 

Paraffin 120 

Paraffin unbegrenzt 

 

Nach der Einbettung wurden 5µm dicke Gewebeschnitte mit der Microtom Finesse 325 von 

Shandon (Waltham, USA) angefertigt. Diese wurden zum einen mittels Hämatoxylin-Eosin-
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Färbung (HE-Färbung) gefärbt (siehe Protokoll HE-Färbung), womit zellunspezifisch Zellkerne 

und das Zytoplasma sichtbar gemacht wurden. Zusätzlich wurden die Schnitte mittels Giemsa- 

Färbung (siehe Protokoll Giemsa-Färbung) gefärbt, was der Detektion von MZ, aufgrund ihrer 

spezifischen Granula, dient. 

Tabelle 4/5 Färbungen an Paraffinschnitten 

HE-Färbung an Paraffinschnitten                          Giemsa-Färbung an Paraffinschnitten 

Färbeschritt  Zeit  

3x Xylol 10 min 

2x absoluter Ethanol 5 min 

2x 96% Ethanol 5 min 

2x 70% Ethanol 5 min 

3x Aqua destilliert 5 min 

Hämatoxylin (frisch filtriert) 1 min 

mit fließend Wasser spülen 10 min 

Spülen in Aqua destilliert 1 min 

Eosin 1 min 

4x in Aqua destilliert spülen 1 min 

70% Ethanol 3 min 

96% Ethanol 3 min 

absoluter Alkohol 3 min 

Xylol 3 min 

Eindecken mit Clarion environmentally safe 

permanent mounting Medium 

 

2.3. Bakterienlast der Wunde  

24 Stunden nach Infektion der Wunden, methodisch gleich dem Wundheilungsversuch (siehe 

2.2.2. Wundsetzung, Infektion und Kontrolle), wurden die Tiere durch zervikale Dislokation 

getötet. Die Wunden, samt des Randbereiches, wurden steril entnommen und in mit 1ml PBS 

gefüllten 1,5ml Eppendorf Röhrchen (Hamburg, Deutschland) überführt. Die Biopsien wurden 

 

Färbeschritt  Zeit  

3x Xylol 10 min 

2x absoluter Alkohol 5 min 

2x 96% Ethanol 5 min 

2x 70% Ethanol 5 min 

3x Aqua destilliert 5 min 

Giemsa Azur Eosin- 

Ethylenblau unverdünnt und 

filtriert 

15 min 

0,1 % Essigsäure 10 s 

Spülen mit Aqua destilliert 1 min 

3x absoluter Alkohol 10 s 

3x Xylol 5 min 

Eindecken mit Clarion environmentally safe 

permanent mounting Medium 
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im Anschluss mittels der Präzisionswaage MC1 von Sartorius (Göttingen, Deutschland) 

gewogen. Im weiteren Verlauf wurden die Hautstanzen in Pufferlösung mechanisch zerkleinert. 

Von der so entstandenen Suspension wurden in serieller Verdünnung jeweils 100µl auf 

Pseudomonas aeruginosa-Selektionsplatten der Firma BD Biosiences (Franklin Lakes, USA) 

aufgebracht. Nach einer Inkubationszeit von 12 Stunden bei 37°C wurden die Bakterienkolonien 

ausgezählt. Die Berechnung erfolgte mittels der Formel: (CFU/0,1g Haut) = Anzahl der 

gezählten Kolonien pro Platte x (1/ Verdünnung) x (0,1/ Gewicht des homogenisierten 

Gewebes), wobei CFU die bakteriellen koloniebildenden Einheiten (colony forming units) 

darstellt.  

 

2.4. Zellen 

2.4.1. Gewinnung und Kultivierung aus dem Knochenmark stammender, kultivierter       

 MZ (BMCMCs)  

Die aus dem Knochenmark stammenden, kultivierten MZ (BMCMCs) wurden aus Kit+/+- 

Spendermäusen gewonnen. Die narkotisierten Mäuse wurden getötet und die Haut der hinteren 

Gliedmaßen wurde, mit einem zirkulären Schnitt nahe der Hüfte beginnend, in Richtung Fuß 

abgezogen. Nach Amputation des Beines wurden sämtliche Weichteile vom Knochen entfernt, 

die Fibula verworfen und sowohl der Femur, als auch die Tibia in 70% Ethanol geschwenkt, um 

die Knochen in Waschmedium überführt auf Eis zu lagern. Nach Absetzen der Epiphysen wurde 

mit Hilfe einer 20G Kanüle und Zellmedium das Knochenmark der gewonnenen Knochen 

ausgespült, bei 1200 rpm für 10 Minuten zentrifugiert und diese in steril gefiltertes IMD 

Zellmedium (Invitrogen, Carlsbad, USA), versetzt mit 10% FCS (fetales Kälberserum), 0,002% 

Monothioglycerat, 1% Penicillin/Streptomycin und 10ng/ml IL-3, überführt. Durch 

Mediumwechsel alle 2 Tage und Zugabe von 10ng/ml IL-3 wurde aus einer Zellsuspension 

myelotischer Vorläuferzellen eine Mastzell-Suspension herangezogen. So konnte nach einer 

Inkubationsphase von 28 Tagen bei konstanten 37°C und einem Kohlendioxidgehalt von 5% 

eine zu über 95% reine Mastzellmonokultur gewonnen werden, welche im Folgenden verwendet 

wurde. 
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2.4.2. Gewinnung peritonealer Mastzellen (PMCs) 

Peritoneale Mastzellen (PMCs) wurden mittels peritonealer Lavage aus mindestens 12 Wochen 

alten, weiblichen  Kit+/+ - Mäusen, vorzugsweise ehemaligen Zuchtweibchen, gewonnen. Nach 

Tötung durch zervikale Dislokation in Isofluran-Narkose wurde den Tieren der Bauchbereich mit 

70% Ethanol desinfiziert und die Haut des Bauches samt Muskeldecke eröffnet, ohne das 

Peritoneum parietale zu verletzen. Mittels einer 10ml Spritze und 26G Kanüle wurden 5ml 

Natriumchlorid (NaCl) und 5ml Luft zum Expandieren des Bauchraumes in die Bauchhöhle 

gespritzt. Mit gleichmäßigen Bewegungen über 5 Minuten wurden peritoneale Zellen aus der 

Bauchwand herausgelöst. Mittels einer 20G Kanüle wurde der Inhalt der Bauchhöhle in ein 50ml 

Falcon Röhrchen transferiert und auf Eis gestellt. Die Zellsuspension wurde bei 1000rpm und 

4°C für 10 Minuten zentrifugiert, um die Zellen im Anschluss in FACS-Puffer (PBS mit 2% FCS 

und 2mM EDTA) zu resuspendieren und der MZ-Separation zuzuführen. 

2.4.3. Magnetische Zellseparation (MACS) 

Um die durch die peritoneale Lavage gewonnene Zellsuspension weiter aufzureinigen, wurde 

diese der magnetischen Zell Separation, auch Magnetic Activated Cell Sorting oder MACS 

genannt, unterzogen. Die gewonnenen Zellen aus 5 Mäusen wurden in 160µl FACS-Puffer 

aufgenommen und mittels eines 30µm Nylonnetzes filtriert um eventuelle Zellagglomerationen 

aufzulösen. Während der positiven Selektion wurden die MZ über CD117 mit Microbeads, an 

welche Eisenoxid gekoppelt war, markiert und im Anschluss wurden diese markierten Zellen 

mittels einer magnetischen Säule, entsprechend des mitgelieferten Standardprotokolles der Firma 

Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, Deutschland), von den anderen Zellen separiert. Alle 

verwendeten Utensilien entstammen der Firma Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, 

Deutschland). Es wurden die Säulen der Art „LS“ verwendet, in Kombination mit dem Midi 

MACS Magnet (Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, Deutschland).  

2.4.4. Kultivierung der PCMCs 

Im Anschluss an die magnetische Zellseparation wurden die nun aufgereinigten PMCs in einer 

Konzentration von 0,5x10
6
 Zellen/ml in RPMI Zellmedium der Firma Biochrom (Berlin, 

Deutschland) aufgenommen. Dieses wurde zuvor mit folgenden Substanzen versetzt und 

anschließend steril filtriert: 10% FCS, 0,002% Monothioglycerat, 1% Penicillin/Streptomycin. 

IL-3 (10ng/ml) und SCF (30ng/ml) waren von nun an dem Kulturmedium immer frisch 
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zuzugeben. Die Kultivierung erfolgte bei 37°C und einem CO2-Gehalt von 5%. An Tag 2 wurde 

der Suspension 5ml RPMI Medium, inklusive SCF und IL-3, hinzugefügt. Das komplette 

Medium wurde an Tag 5 gewechselt. Hierzu wurde die Zellsuspension bei 1000rpm und 

Raumtemperatur 10 Minuten lang zentrifugiert, der Überstand verworfen und das Pellet  in der 

Konzentration 5x10
5
 PMC/ml in neuem Kulturmedium aufgenommen. SCF und IL-3 wurden 

entsprechend zugegeben. Am 8. Tag wurde noch einmal etwa 50% Zellmedium mit SCF und   

IL-3 hinzugefügt. Ab Tag 11 standen die peritonealen kultivierten Mastzellen (PCMCs), nach 

erneuter Begutachtung unter dem Mikroskop, Zählen in der Neubauer-Zählkammer (Anfärben 

mittels 10µl Kimura-Färbung auf 10µl Zellsuspension) und FACS-Analyse für Experimente in 

einer Reinheit von 95% zur Verfügung. 

2.4.5. FACS-Analyse 

Um den Reinheitsgrad der Mastzellpopulation zu überprüfen bzw. zu objektivieren, wurde ein 

Aliquot der kultivierten PCMCs zunächst für 10 Minuten bei 300g zentrifugiert und 

anschließend in 2ml FACS-Puffer resuspendiert, um im weiteren Verlauf in spezielle FACS-

Röhrchen (Eppendorf Hamburg, Deutschland) aufgenommen zu werden. Diese galt es bei 

1200rpm und 4°C für 6 Minuten zu zentrifugieren. Nach dem Zentrifugieren in 100µl FACS-

Puffer resuspendiert, wurden 6µl der Antikörperlösung hinzugefügt und die Suspension für 30 

Minuten im Dunkeln auf Eis inkubiert. Nach Hinzufügen eines weiteren Milliliters FACS-Puffer 

waren die Proben 6 Minuten lang mit 1200rpm bei 4°C zu zentrifugieren und abschließend  in 

500µl FACS-Puffer aufzunehmen. Folgende Antikörper wurden verwendet: für c-Kit (CD 117): 

Anti-Mouse CD117 (c-Kit) PE (eBioscience, Lot: E034734) aus der Ratte und für FcεRI: Anti-

Mouse Fc epsilon Receptor I alpha (FceR1) FITC (eBioscience, Lot: E00731-1630) aus 

armenischem Hamster. DAPI (4,6-Diamidino-2-phenylindol, Sigma Aldrich) wurde zur 

Unterscheidung lebender und toter Zellen herangezogen. Alle Antikörper wurden gemäß des 

Protokolls von eBiosience mit FACS-Puffer verdünnt. Der FACS-Puffer bestand aus PBS, 

versetzt mit 1% FCS und 2mM EDTA. Alle FACS-Analysen wurden mit dem MACSQuant® 

Analyzer von Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, Deutschland) durchgeführt. 
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2.5. Anzucht der Pseudomonas aeruginosa-Kultur 

Zur Anzucht der PA-Kultur wurden dem ATCC 27853 Pseudomonas aeruginosa-Laborstamm, 

welcher bei -80°C gelagert wurde, eine Spatelspitze zügig und steril entnommen. Der PA-Stock 

war ein Geschenk von Erich Gulbins, Universitätsklinikum Essen. Die entnommenen Bakterien 

wurden über Nacht bei 37°C auf einer LB-Agarplatte inkubiert. Am nächsten Tag wurden diese 

mit einem sterilen Spatel von der Oberfläche der Agarplatte geschabt und in 40ml des 

Flüssigmediums TSB (Tryptic soy broth, BD, Heidelberg, Deutschland) überführt. In einem 

100ml Erlenmeyerkolben inkubierte die Suspension unter kontinuierlichem Schütteln bei 

150rpm für eine Stunde bei 37°C. Die gewünschte Bakterienkonzentration wurde über die 

Messung der optischen Dichte (OD) der Bakteriensuspension mittels Eppendorf BioPhotometer 

(Hamburg, Deutschland) bestimmt. Die Berechnung der aktuellen Bakterienkonzentration 

erfolgte mit Hilfe der OD und der ermittelten Standard-Wachstumskurve für die verwendete PA-

Kultur mittels folgender Formel: y= 8,2304 * x + 0,1465, wobei y die Anzahl der Bakterien 

(multipliziert mit 10
8
/ml) und x die ermittelte OD darstellt. Das Abtöten erfolgte bei  

gewünschter Bakterienkonzentration durch 15-minütiges Erhitzen bei 95°C. Durch Ausstreichen 

der PA-Suspension auf LB-Agarplatten und anschließender Inkubation über 12 Stunden bei 37°C 

wurde durch fehlende Koloniebildung der Tot der Bakterien bestätigt. Dieser so gewonnene 

Stock an totem PA wurde bei -20°C weggefroren. 

2.6. β - Hexosaminidase-Assay 

Zur Bestimmung der MZ-Degranulation auf verschiedene Stimuli hin, wurden auf 

Mikrotiterplatten (96 Well Platte mit V-Boden, Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland) 10µl PCMCs 

(2x10
6
 Zellen/ml in Tyrodes Puffer) 30 Minuten bei 37°C mit 10µl der folgenden Substanzen 

inkubiert: LPS (Lipopolysaccharid, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27316, Sigma Aldrich, St. 

Louis, USA) in einer Konzentration von 500ng/ml, Flagellin (ein Protein des Flagellums, Enzo 

Life Science, Lörrach, Deutschland) in einer Konzentration von 100ng/ml, 3OC12-HSL (das 

Quorum sensing Signalmolekül N-3-Oxododecanoyl-L-Homoserin- Lakton, Cayman Chemicals, 

Ann Arbor, USA) in einer Konzentration von ebenfalls 100ng/ml, sowie lebendem und totem PA 

in der MOI 10 (Multiplizität der Infektion von 10, d.h. 10x mehr Bakterien in Tyrodes gelöst als 

MZ). Als Positivkontrolle diente zum einen die Stimulation mit 1µM Ionomycin (Sigma Aldrich, 

St. Louis, USA), zum anderen aber auch die Inkubation mit Tyrodes Puffer als Negativkontrolle, 

welcher folgender Zusammensetzung unterlag: 10ml 1M HEPES(2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-
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piperazinyl)-Ethansulfonsäure), 7,58g Natriumchlorid (NaCl), 0,37g Kaliumchlorid (KCl), 

0,206g Kalziumchlorid (CaCl2), 0,203g Magnesiumchlorid (MgCl2), 1,008 Glukose, und 1g 

Rinderserumalbumin (BSA), aufgefüllt auf 1 Liter mittels destilliertem Wasser. Nach 

Stimulation der Zellen wurden diese bei 1000rpm für 10 Minuten zentrifugiert und jeweils 15µl 

des Überstandes in die Vertiefungen einer 96 Well Mikrotiterplatte (Nunc Thermo Fischer 

Scientific, Waltham, USA) pipettiert. Die Pellets wurden mittels 15µl 0,5% Triton-X, in Tyrodes 

gelöst, lysiert. 35µl 4mM p-NAG (p- Nitrophenyl-N-Acetyl-β-D- Glukoseaminidin), als Substrat 

der enzymatischen Umsetzung der β-Hexosaminidase fungierend, waren jedem Well der 

Überstände und Lysate zuzugeben, welches zuvor auf einen pH von 4,5 mittels 14,29g 

Dinatriumhydrogenphosphat (NA2HPO4) und 42,05g Zitronensäure, bezogen auf ein Volumen 

von 500ml, gepuffert wurde. Nach 40 Minuten Inkubation bei 37°C fungierten 150µl 0,2M 

Glycin, mit Hilfe von Natriumhydroxid (NaOH) auf pH 7,5 titriert, als Stop-Lösung. Die 

Messung der Absorption erfolgte bei 405nm mittels MRX Microplate Reader von Dynatech 

Laboratories (El Paso, USA). Mittels Bestimmung der β-Hexosaminidase-Aktivität im Überstand 

der stimulierten Zellen und im Lysat der gleichen PCMCs ließ sich die Freisetzung prozentual 

zum β-Hexosaminidase-Gesamtgehalt der Zellen mit folgender Formel ermitteln:    

Degranulation ≙ β-Hexosaminidase- Aktivität = (β-Hexosaminidase-Aktivität Überstand) / (β-

Hexosaminidase-Aktivität Überstand + β-Hexosaminidase-Aktivität Lysat). 

2.7. Bestimmung der bakteriellen Überlebensrate 

In einer Konzentration von 6x10
6
/ml wurden PCMCs in 1ml RPMI-1640 Medium, versetzt mit 

25mM HEPES, ohne FCS oder Antibiotika, resuspendiert und für 3 Stunden bei 37°C mit PA in 

einer MOI von 1 bzw. 10 (MOI 1: 6x10
6
/ml und MOI 10: 6x10

7
/ml) auf einer 96 Well 

Mikrotiterplatte mit flachem Boden (Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland) kokultiviert. Die 

Anzucht des Pseudomonas aeruginosa erfolgte zuvor in der gewünschten Konzentration. Als 

Kontrolle des Bakterienwachstums diente ein lediglich mit PBS kokultivierter Teil der PA- 

Population. Anschließend waren sowohl die Mastzell-Bakterien-Suspensionen, als auch die 

Bakterien-PBS-Kontrollen seriell verdünnt auf LB-Agarplatten aufzubringen und bei 37°C zu 

inkubieren. Nach 12 Stunden wurden die Kolonien ausgezählt. Die bakterielle Überlebensrate 

wurde als prozentualer Anteil der Kontrollgruppe von PA angegeben, welche nicht mit MZ, 

sondern lediglich mit PBS zu genau den gleichen Bedingungen inkubiert wurden. 
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2.8. Cytospin 

Zur Vorbehandlung der BMCMCs und PCMCs diente Tyrode-Puffer (siehe 2.6. β-

Hexosaminidase-Assay) als Waschpuffer, wobei die Zellen in einer Konzentration von 1x10
6
 

Zellen/ml nach zweimaligem Waschen mit Tyrodes in mit Ca
2+

 und Mg
2+ 

versehenem PBS 

resuspendiert wurden. Zum Zentrifugieren von Zellen auf Objektträger bedarf es einer speziellen 

Zentrifugationsvorrichtung mit 1,5ml Mikroreaktionsgefäßen (Frötek, Osterode, Deutschland), 

welche ein Loch im Boden besitzen. Dieses Loch endet auf einem Objektträger, wobei  dieses 

wiederum von einem Filter begrenzt wird. 50µl der Zellsuspension waren in jedes 

Zentrifugationsröhrchen zu geben und 7 Minuten bei 45g mit der Megafuge 1.0R von Hareus zu 

zentrifugieren. Anschließend war die Ummantelung zu entfernen und der Objektträger wurde 

luftgetrocknet. Die Fixierung direkt vor dem Färbevorgang erfolgte durch kurzes Eintauchen in 

auf -20°C gekühltes Aceton. Zum Färben der Objektträger mit Hämatoxylin-Eosin bzw. Giemsa 

waren 100µl der Färbelösung als Tropfen zu applizieren. Im Anschluss an die 30-minütige 

Inkubation im Dunkeln erfolgte das zweimalige Waschen mit Tyrodes-Puffer, bevor die 

Objektträger an der Luft trocknen und fotografiert werden konnten. 

2.9. Quantitative Realtime- PCR (q-RT-PCR)  

2.9.1. Primer 

Nach ausgiebiger Literaturrecherche wurden die mRNA-Sequenzen der potenziell von MZ 

exprimierten antimikrobiellen Peptide und Proteasen über die NCBI-Genbank 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) identifiziert. Anschließend wurden komplementäre 

Primersequenzen designt und von der TIB MOLBIOL Syntheselabor GmbH hergestellt. Die hier 

aufgeführten antimikrobiellen Peptide mit folgenden RNA-Sequenzen waren zu testen:  

Tabelle 6 Primersequenzen 

antimikrobielles 

Peptid / Protease 

Hersteller  

Forward-Primer 

 

Reverse-Primer 

Angiogenin  TIB Molbiol CTCTAGCTTCACACTGCAGGAC CCATCTCTTCCAACAGAGATTCA 

β-Actin TIB Molbiol CCGTGAAAAGATGACCCAGAT CTCAGCTGTGGTGGTGAAGC 

BPI TIB Molbiol CGCTGGCCCATTCGCTCCAGCG

CT 

TCTTGGCATGGTAAGAAGGAA 

Calgranulin A Invitrogen CACCCTGAGCAAGAAGGAAT TGTCATTTATGAGGGCTTCATTT 

Primer-Sequenz 
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Cathepsin G TIB Molbiol TCGGGAGTGGTTCAGAC ACGGTTCTGGAAAGATGCAG 

CCL20 Invitrogen AACTGGGTGAAAAGGGCTGT GTCCAATTCCATCCCAAAAA 

Chromogranin B TIB Molbiol CCTCTCAAATGCCCTATCCA CACCTTTGACCTCTTTTCCACT 

Chymase-1 TIB Molbiol ATCTGCTGCTCCTTCTCCTG ACTCCGTGCCTCCAATGA 

CPA-3 TIB Molbiol GCTATTAATTCCTTATGGCTAC

ACATT 

GTGGCAATCCTTGCAACTTT 

CRAMP Invitrogen GCCGCTGATTCTTTTGACAT AATCTCTCCCCACCTTTGC 

Cryptidin/ 

Defensin A 

TIB Molbiol AATTTTCGGAGGGTTTTTGG TGAAGAGACTAAAACTGAGGAGC

A 

CXCL-9 TIB Molbiol TGGGGAATGCATTTTACCAT CTTTTCCTCTTGGGCATCAT 

CXCL-10 TIB Molbiol GCTGCCGTCATTTTCTGC TCTCACTGGCCCGTCATC 

CXCL-11 TIB Molbiol CCATTCTTCAGGGTGGCTAT GCTGCTGAGATGAACAGGAA 

Cystatin M/E TIB Molbiol CTTCTTCAGCTCGACGCGACG CCAAAGTCATCATCGATGCAAAA 

Endothelin-1 TIB Molbiol CTGCTGTTCGTGACTTTCCA TCTGCACTCCATTCTCAGCTC 

Granzym A TIB Molbiol GGCCATCTCTTGCTACTCTCC CGTGTCTCCTCCAATGATTCT 

Granzym B TIB Molbiol AGCATACCAGATCTCTCAACG

AT 

GCTGCTCACTGTGAAGGAAGT 

Lactoferrin TIB Molbiol TGCTTTCTATGTCCAAAGTCAG

G 

GGGCAAGTGCGGTTTAGTT 

LPB TIB Molbiol CCATTGCTTTTGGAGGATTT ACCTCTGACCTGCAGCCTTA 

mBD14 TIB Molbiol AACATGCATGACCAATGGAG TCATCTTGCTGGTTCTTCATCT 

MCPT-1 TIB Molbiol CAGCGAGAGGTCGAGTTTG GCACTTCTCTTGCCTTCTGG 

MCPT-4 TIB Molbiol GCACTTCTCTTGCCTTCTGG ATGTAAGGGCGAGAATGTGG 

MCPT-8 TIB Molbiol TCTCGGCCTCCAATGATCT GGATGTTCCTGCTCCTGGT 

MCPT-9 TIB Molbiol TAAGGACGGGAGTGTGGTCT TGGCACTTCTCTTGCCTTCT 

OprL TIB Molbiol TCTCCCACGAGCCTGTTCT ATGGAAATGCTGAAATTCGGC 

Platelet factor 4 TIB Molbiol TCTGGGATCCATCTTAAGCAC CCATTCTTCAGGGTGGCTAT 

Plunc Invitrogen ATCCCAGGAAGGAAGGCTAT CAAGAGGCAGGAGACTGAGC 

POMC TIB Molbiol GCATCGTGCATTCCTTATCA AGTGCCAGGACCTCACCA 

S100A7 Invitrogen GCCTCGCTTCATGGACAC CGGAACAGCTCTGTGATGTAGT 

SLPI Invitrogen ACGGTGCTCCTTGCTCTG GGCTCCGATTTTGATAGCAT 

Tryptase α/β1 TIB Molbiol TCCTCACTGTGTCCAAATGC CCTTCTCGTGTCATAGCTGGA 
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Die in Pulverform gelieferten Forward- und Reverse-Primer wurden in insgesamt 50µl 

destilliertem Wasser aufgenommen. Dies stellte den Primer-Stock (100µM) dar. Für die 

Experimente galt es diese, 1:10 mit destilliertem Wasser auf 10µM verdünnt, zu jeweils 20µl in 

Eppendorf Röhrchen zu aliquotieren. Um die Wirkungsweise der einzelnen Primer zu 

optimieren, wurde für diese mittels Test-PCRs die jeweils individuelle Mg
2+

–Konzentration über 

die Zugabe von MgCl2 (25mM) ermittelt. 

2.9.2. Stimulation der PCMCs 

6x10
5
 PCMC/ml wurden bei 37°C und 5% CO2 mit totem PA in einer MOI von 10 über einen 

Zeitraum von 4 bzw. 24 Stunden auf einer 24 Well Cellstar Mikrotiterplatte (Greiner Bio-One, 

Frickenhausen, Deutschland) kokultiviert. Als Kontrollen wurden die PCMCs zusätzlich mit 

LPS in einer Konzentration von 500ng/ml und mit PBS stimuliert. Tote PA wurden wie in 2.5. 

Anzucht der Pseudomonas aeruginosa-Kultur beschrieben, gewonnen. Nach abgelaufener 

Inkubationszeit galt es die PCMCs bei 300g 10 Minuten lang zu zentrifugieren. Der Überstand 

samt Bakterien wurde aspiriert, verworfen und die Zellen der RNA-Isolation zugeführt. 

2.9.3. RNA-Isolierung  

Zellpellets wurden in 600µl RLT- Puffer der Firma Qiagen (Venlo, Niederlande), welches mit 

10µl β-ME (β-Mercaptoethanol) pro 1ml RLT-Puffer versetzt wurde, resuspendiert, damit lysiert 

und anschließend in 1ml Eppendorf Röhrchen (Hamburg, Deutschland) überführt. Der Effekt des 

Lysierens wurde durch mehrmaliges hin- und herziehen in einer 26G Kanüle zusätzlich forciert. 

Dem Protokoll des RNeasy Kits von Qiagen (Venlo, Niederlande) folgend, wurden weiterhin 

70% Ethanol, RWS (Qiagen, Venlo, Niederlande), RPE (Qiagen, Venlo, Niederlande), sowie die 

mitgelieferten RNeasy Spin Columns und Sammelröhrchen (Qiagen, Venlo, Niederlande) 

verwendet. Nach vollzogener Isolierung wurde die gewonnene RNA in einem 1,5ml 

Sammelröhrchen in 30µl sterilem Wasser der Firma Braun (Melsungen, Deutschland) eluiert. 
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2.9.4. Reinheit und Konzentrationsbestimmung der RNA 

Um die Reinheit der gewonnenen mRNA zu überprüfen, sowie deren Kontamination mit 

Proteinen auszuschließen, erfolgte die photometrische Bestimmung der OD mittels Eppendorf 

BioPhotometer (Hamburg, Deutschland), wobei die RNA-Suspension für die Messung mit 

RNAse-freiem Wasser auf 1:50 zu verdünnen war. Nach dem Vortexen der 50µl 

Nukleinsäuresuspension erfolgte die Absorptionsmessung in einer UV- transparenten Kunststoff- 

Küvette (Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland) bei einer Wellenlänge von 260nm. Zusätzlich 

wurden die Absorptionsmaxima bei 280nm ermittelt, um den Grad der Verunreinigung mit 

Proteinen mittels des Quotienten E260/E280 zu evaluieren. Als weitere Methode der 

Konzentrations- und Reinheitsbestimmung wurden RNA-Proben mit dem Spektrophotometer 

Nanodrop 1000 (Waltham, USA) untersucht. Entsprechend ihres RNA-Gehaltes und unabhängig 

der Messmethode, wurden die Proben mit RNAse-freiem Wasser auf eine einheitliche 

Konzentration von 1µg/ml verdünnt und bei -80°C weggefroren. 

2.9.5. Umschreiben in cDNA 

Entsprechend dem für das Umschreiben von mRNA in cDNA verwendeten Quantitec Reverse 

Transcription Kits der Firma Qiagen (Venlo, Niederlande) wurden alle Nukleinsäuren dauerhaft 

auf Eis gekühlt. Die Reagenzien wurden so gewählt, dass genau 1µg RNA in cDNA 

umgeschrieben wurde. Somit wurde die spätere Vergleichbarkeit der quantitativen RNA-

Expression gewährleistet. Um eventuelle DNA-Spuren in der RNA-Lösung zu entfernen, wurde 

diese, mit RNAse-freiem Wasser der Konzentration entsprechend verdünnt, für 2 Minuten bei 

42°C mit gDNA Wipeout Puffer (2µl) inkubiert. Im Anschluss wurde die gereinigte RNA-

Suspension (14µl) mit der Quantiscript Reverse Transkriptase (1µl), dem Quantiscript RT Puffer 

(4µl) und dem RT Primermix (1µl) für weitere 15 Minuten bei 42°C inkubiert. Um die 

Enzymaktivität der Reversen Transkriptase, und damit die Reaktion zu beenden, wurde der Mix 

für 3 Minuten bei 92°C inaktiviert. Die so gewonnene cDNA wurde bei -20°C weggefroren. 
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2.9.6. Ablauf PCR mit LightCycler 

Zu den 2µl der umgeschriebenen cDNA wurden 3µl eines Mastermixes, bestehend aus insgesamt 

0,5µl Reverse- und Forward-Primer (jeweils 10µM), 0,5µl LightCycler Fast-Start Reaction Mix 

SYBR Green der Firma Roche (Basel, Schweiz), destilliertem Wasser und 0-0,8µl der vorher 

individuell bestimmten Magnesiumkonzentration, in 20µl LightCycler Kapillare (Roche, Basel, 

Schweiz) pipettiert. Diese wurden zu jedem Zeitpunkt durch einen auf 4°C gekühlten Eisenblock 

auf Temperatur gehalten. Die Glaskapillare wurden mit Deckkappen verschlossen, für 30 

Sekunden bei 300rpm zentrifugiert und in den LightCycler 1,5 (Roche, Basel, Schweiz) 

überführt. Alle Arbeiten fanden mit Einmalhandschuhen, unter Zuhilfenahme einer Pinzette oder 

Pipette und in der Sterilbank statt, um Verunreinigungen der Mastzell-cDNA zu vermeiden. Die 

Temperaturen und Inkubationszeiten waren wie folgt gewählt:  

Tabelle 7 Ablauf PCR 

  Zieltemperatur (in °C) Inkubationszeit (in min) 

Denaturation 95 10 

Amplifikation 94 15 

 60 30 

 72 10 

Schmelzkurve 95 0 

 65 10 

 95 0 

Abkühlen 40 30 

 

Bei jeder PCR wurde β-Actin als Housekeeping Gen zu gleichen Bedingungen für jeden Primer 

verfolgt und zusätzlich destilliertes Wasser, anstelle der Mastzell-DNA, getestet, um DNA-

Verunreinigungen des Primermixes oder des Mastermixes zu detektieren. Die Schmelzkurven 

wurden zur Qualitätssicherung der PCR berücksichtigt.  
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Die Auswertung der PCR erfolgte mittels relativer Quantifizierung auf der Grundlage des           

β-Actins als Housekeeping Gen, womit sich über folgende Formeln das Verhältnis stimulierter 

zu unstimulierter Probe (Ratio) bestimmen ließ:  

Ratio = 2
-ΔΔCt

 

ΔΔCt = ΔCt(stimuliert) - ΔCt(unstimuliert) 

ΔCt = Ct(Zielgen) – Ct(Housekeeping Gen).  

 Der Ct-Wert (Cycle Theshold) beschreibt dabei den Zyklus der PCR, an welchem die 

Fluoreszenz erstmals signifikant ansteigt.  

 

2.10 Statistische Analysen  

Die statistische Auswertung der Resultate dieser Arbeit erfolgte nach folgender Methodik: 

Berechnung des Mittelwertes M : 





n

i

ix
n
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1
 

n  – Anzahl der Messwerte 

ix  – Wert des Messwertes i  

 

Standardabweichung SD  des Mittelwertes : 
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Standardfehler SEM  des Mittelwertes : 
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Alle Datensätze wurden mittels zweiseitigem Student t-Test für unverbundene Stichproben auf 

Signifikanz analysiert: 

Berechnung des  -Wertes: 

 

2

2

2

1

2

1

21

n

SD

n

SD

MM
t




  

 

1M  :  Mittelwert der Stichprobe 1 

2M  :  Mittelwert der Stichprobe 2 

1SD  Standardabweichung der Mittelwerte der Population 1 

2SD  Standardabweichung der Mittelwerte der Population 2 

1n   Anzahl der Messwerte der Stichprobe 1 

2n   Anzahl der Messwerte der Stichprobe 2 

 

Eine Überschreitungswahrscheinlichkeit (probability value, [p]) von p < 0,005 wurde als hoch 

signifikant (***), p < 0,01 als deutlich signifikant (**), p < 0,05 als signifikant (*) und p > 0,05 

als nicht signifikant angesehen. Alle Daten wurden als Mittelwert ± SE dargestellt. Die 

statistischen Analysen erfolgten mit Hilfe der Computersoftware Statview (Statview für 

Windows, SAS Institute Inc., Cary, NC, USA). 
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3. Ergebnisse 

3.1. Der Wundheilungsverlauf in MZ-defizienten Kit
W

/Kit
W-v

– Mäusen nach Infektion 

mit dem Bakterium  Pseudomonas aeruginosa ist verzögert 

In-vivo-Experimente zeigten, dass der Wundheilungsverlauf in Abwesenheit von MZ deutlich 

verzögert ist. Die Versuchstiere wurden anästhesiert und anschließend am Rücken rasiert. Mittels 

einer Biopsie-Stanze wurde jedem Tier eine 6mm Wunde im kaudalen Rückenbereich gesetzt 

und diese anschließend  mit 6,5x10
5
 PA/10µl infiziert. 

In Abbildung 1a und 1b sind mit PA infizierte MZ-defiziente Kit
W

/Kit
W-v

- Mäuse (Kit
W

/Kit
W-v

 

(PA)), identisch infizierte Wildtyp-Mäuse (Kit+/+ (PA)), sowie nicht infizierte Kontrolltiere im 

visuellen Vergleich dargestellt. Die infizierten und nicht infizierten Wildtyp- Kit+/+-Mäuse 

(Abbildung 1a) zeigen einen nahezu identischen, normalen Wundheilungsverlauf. Zwischen 

infizierten und nicht infizierten Versuchstieren lässt sich kein Unterschied ermitteln. Vergleicht 

man jedoch die infizierten und nicht infizierten MZ-defizienten Kit
W

/Kit
W-v

- Mäuse (Abbildung 

1b), so ist deutlich die verzögerte Wundheilung der infizierten Kit
W

/Kit
W-v

- Mäuse zu erkennen. 

Auffällig ist der absolute Größenunterschied der Wunden an Tag 3 und 4. Desweiteren ist bei 

infizierten Kit+/+- und den Kontrolltieren an Tag 9 ein nahezu vollständiger Wundschluss zu 

erkennen. Dies ist bei den infizierten Kit
W

/Kit
W-v

- Mäusen nicht der Fall.   
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Die in Abbildung 2 dargestellte Kinetik verdeutlicht den verlangsamten Wundheilungsverlauf 

der infizierten  Kit
W

/Kit
W-v

- Mäuse, vergleichend aufgetragen zu den infizierten Wildtyp-Mäusen  

und den entsprechenden nicht infizierten Kontrolltieren. Innerhalb der ersten 24 Stunden 

erweiterten sich die Wunden der Kit
W

/Kit
W-v

- Mäuse maximal auf durchschnittlich 159,1% ± 9,5 

SEM der initialen Wundflächen, die der anderen Tiere vergößerten sich lediglich auf 129,7% ± 

4,9 SEM bis 132,6% ± 13,8 SEM. Die Maximalausdehnung der Wunden war während der ersten 

24 Stunden zu verzeichnen, danach granulierten alle Wunden kontinuierlich zu, wobei zwischen  

Tag 1 und Tag 2 der größte Fortschritt in der Heilung zu beobachten war. In Zahlen ausgedrückt 

bedeutet dies eine Verringerung der Wundfläche von 132,1% ± 13,6 SEM auf  87,0% ± 6,4 SEM 

bei den infizierten Kit+/+- Mäusen, 114,9% ± 4,9 SEM auf 79,1% ± 103 SEM bei nicht 

infizierten Kit+/+- Mäusen und 132,6% ± 13,8 SEM auf 85,7% ± 9,9 SEM bei nicht infizierten 

Kit
W

/Kit
W-v

- Mäusen. Die Wundflächen der infizierten Kit
W

/Kit
W-v

- Mäuse verkleinerten sich 

lediglich von 154,2% ± 11,3 SEM auf 145,0% ± 14,5 SEM. Evaluiert  man die Wundgrößen  der 

verschiedenen Gruppen in direktem Vergleich zu einem spezifischen Zeitpunkt, so lässt sich der 

größte Größenunterschied zwischen Tag 3 und 4 beobachten. Die Wundflächen der infizierten 

Kit
W

/Kit
W-v

- Mäuse lagen dabei bei 112,4% ± 14,1 SEM (Tag 3) bzw. 107,2% ±  17,2 SEM (Tag 

4)  der initialen Wunden, wobei die der anderen Gruppen auf 38,7% ± 3,5 SEM bis 55,1% ± 5,5 

SEM (Tag 3) bzw. 35,4% ± 3,6 SEM bis 48,8% ± 3,4 SEM (Tag 4) sanken. Die 

Wundflächendifferenz zwischen infizierten Kit
W

/Kit
W-v

– Mäusen und infizierten Wildtypmäusen 

war an Tag 3 mit Signifikanzwerten von p= 0,0077 und an Tag 4 mit p= 0,011 als deutlich 

signifikant bzw. signifikant vergrößert anzusehen. Von diesem Zeitpunkt an erfolgte die 

Wundheilung bei allen Gruppen  kontinuierlich und weitesgehend parallel, bis hin zum nahezu 

völligen Wundschluss der nicht infizierten Kit
W

/Kit
W-v

- Mäuse und der Kit+/+- Tiere. Die 

Wundfläche der infizierten MZ-defizienten Mäuse lag im Vergleich zu denen der Kit+/+- Tiere 

und der nicht infizierten Kit
W

/Kit
W-v

- Mäuse nach 9 Tagen noch immer bei durchschnittlich 

34,6% ± 8,4 SEM. 
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Abbildung 1 a/b: Die Wundfläche der mit Pseudomonas aeruginosa infizierten MZ-defizienten Mäuse 

ist vergrößert. Diesen Wunden wurden mit 10µl einer Pseudomonas aeruginosa-Suspension (PA) in der 

Konzentration 6,5x10
5
 PA/10µl oder mit 10µl PBS als Negativkontrolle infiziert und in den beschriebenen 

Zeitintervallen fotografiert. Dargestellt sind repräsentative Bilder des Wundschlusses jeweils eines Tieres zu 

festgelegten Zeitpunkten bei identischer Skalierung von 1,5cm. Abbildung 1a Wildtyp Kit+/+- Mäuse, 

Abbildung 1b MZ-defiziente Kit
W

/Kit
W-v

- Mäuse.  

0Std   6Std   12Std   Tag1    Tag2   Tag3   Tag4   Tag5   Tag6    Tag7   Tag8    Tag9 

Abbildung 1b 

Abbildung 1a 

Kit+/+ (infiziert) 

 
0Std   6Std   12Std   Tag1    Tag2   Tag3   Tag4   Tag5   Tag6    Tag7   Tag8    Tag9 

1,5 cm 

Kit+/+ (nicht infiziert) 

 

 

Kit
W

/Kit
W-v

 (infiziert) 

 

1,5 cm 

 0Std   6Std   12Std   Tag1    Tag2   Tag3   Tag4   Tag5   Tag6    Tag7   Tag8  Tag9 

 

 

1,5 cm 

 

1,5 cm 

Kit
W

/Kit
W-v

 (nicht infiziert) 

 

1,5 cm 

0Std   6Std   12Std   Tag1    Tag2   Tag3   Tag4   Tag5   Tag6    Tag7   Tag8    Tag9 

 
 

1,5 cm 
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Abbildung 2: Der Wundheilungsverlauf von mit Pseudomonas aeruginosa infizierten Wunden ist in 

MZ-defizienten Kit
W

/Kit
W-v

- Mäusen verzögert. Infizierten Kit+/+- Mäusen (n=9), infizierten MZ-

defizienten Kit
W

/Kit
W-v

- Mäusen (n=6), sowie den entsprechenden Kontrollen (n=10 bzw. n=6) wurden 

individuell Wunden im kaudalen Rückenbereich zugeführt, deren Heilung dokumentiert wurde. Dargestellt ist 

der Wundheilungsverlauf über 9 Tage, aufgetragen als prozentuale Wundfläche der an Tag 0 gestanzten 

Wunden. Die Daten sind aus 2 unabhängigen Experimenten zusammengefasst, mit n=6-10 Tieren pro Gruppe 

und angegeben als Mittelwert ± SEM; *=p<0.05, **=p<0.01, ***=p<0.005 (Student’s t-test).  

 

 

* 
** 

* 

* 

 

** 

* 
* 

* 
* 
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3.2. Die normale Wundheilung Pseudomonas aeruginosa infizierter Wunden ist 

Mastzell-abhängig 

Um den Beweis zu führen, dass die verzögerte Wundheilung bei mit Pseudomonas aeruginosa 

infizierten Wunden auf die Abwesenheit von Mastzellen zurückzuführen ist, wurden MZ-

defiziente Kit
W

/Kit
W-v

- Mäuse mit BMCMCs intrakutan am späteren Ort der Wundsetzung 

rekonstituiert (Kit
W

/Kit
W-v

 + MZ). Die verwendeten MZ wurden aus dem Knochenmark von  

Wildtyp-Tieren gewonnen, in vitro differenziert und in einer Reinheit von über 90% verwendet. 

Dargestellt wird die Reinheit der Population in den Histogrammen der FACS-Blots der zur 

Rekonstitution verwendeten BMCMCs (Abbildungen 14a und 14b), wobei diese auf die 

Expression des Fcε-Rezeptors I und c-Kit-Rezeptors hin gefärbt wurden. 

Folgend wurden die Wunden dieser Tiere, sowie jene der Kit+/+- Wildtyp-Mäuse und der MZ-

defizienten Kit
W

/Kit
W-v

- Mäuse mit 6,5x10
5
 PA/10µl infiziert und zusätzlich fungierten mit 10µl 

PBS behandelte, rekonstituierte Kit
W

/Kit
W-v

 + BMCMC- Mäuse als Kontrolle. 

Die in Abbildung 3 dargestellten rekonstituierten, MZ-defizienten Kit
W

/Kit
W-v

- Mäuse weisen, 

im Vergleich zu den infizierten Kit
W

/Kit
W-v

- Tieren, wieder die ursprüngliche, beschleunigte 

Wundheilungstendenz der Wildtyp-Tiere auf. Der verzögerte Wundschluss, wie zuvor in den 

MZ-defizienten Mäusen beobachtet, konnte mittels Rekonstitution wieder auf das Niveau der 

Wildtyp-Mäuse gebracht werden. Dies ist mittels representativer Bilder jeweils eines Tieres im 

Wundheilungsverlauf dargelegt. 

In Abbildung 4 ist gezeigt, dass die infizierten, rekonstituierten Kit
W

/Kit
W-v

 + MZ- Mäuse, im 

Gegensatz zu den nicht rekonstituierten, infizierten MZ-defizienten Kit
W

/Kit
W-v

- Mäusen, eine 

normale Wundheilung aufweisen. Die normale Wundheilung entspricht der Wundheilung der 

infizierten Wildtyp-Mäuse, sowie der mit PBS behandelten, rekonstituierten Kit
W

/Kit
W-v

 + MZ- 

Mäuse. Somit ist gezeigt, dass die ungestörte Wundheilung von mit PA infizierten Wunden MZ-

abhängig ist, da bei identischem Genotyp (Kit
W

/Kit
W-v

) die applizierten und in das Gewebe 

migrierten MZ den Unterschied  der Wundheilung  bedingen. 
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Abbildung 3: MZ-rekonstituierte Kit
W

/Kit
W-v

- Mäuse zeigen nach Infektion mit PA einen normalen 

Wundheilungsverlauf. Die gesetzten Wunden MZ-defizienter, mit MZ rekonstituierter Kit
w
/Kti

W-v
- Mäuse 

wurden mit Pseudomonas aeruginosa oder mit PBS als Negativkontrolle behandelt und in den beschriebenen 

Zeitintervallen fotografiert. Dargestellt sind repräsentative Bilder des Wundschlusses jeweils eines Tieres zu 

festgelegten Zeitpunkten bei identischer Skalierung von 1,5cm. 

 

0Std   6Std   12Std   Tag1    Tag2   Tag3   Tag4   Tag5   Tag6    Tag7   Tag8    Tag9 

Kit
W

/Kit
W-v

 + MZ (infiziert) 

 
0Std   6Std   12Std   Tag1    Tag2   Tag3   Tag4   Tag5   Tag6    Tag7   Tag8    Tag9 

1,5 cm 

Abbildung 3 

Kit
W

/Kit
W-v

 + MZ (nicht infiziert) 

 

1,5 cm 
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Abbildung 4: Mastzellen kontrollieren die Wundheilung der mit Pseudomonas aeruginosa infizierten 

Wunden. Die Wunden infizierter Kit+/+- Mäuse (n=9), infizierter Kit
W

/Kit
W-v

- Mäuse (n=6), rekonstituierter 

und infizierter Kit
W

/Kit
W-v

 + MZ –Mäuse (n=10), sowie nicht infizierter  Kontrolltiere (n=10) wurden  mit  

Pseudomonas aeruginosa oder mit PBS, als Negativkontrolle, behandelt. Dargestellt ist der 

Wundheilungsverlauf über 9 Tage, aufgetragen als prozentuale Wundfläche der an Tag 0 gestanzten Wunden. 

Die Daten sind aus 2 unabhängigen Experimenten zusammengefasst und angegeben ist der Mittelwert ± 

SEM; *=p<0.05, **=p<0.01, ***=p<0.005 (Student’s t-test).  
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* 
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3.3. Histologische Bestätigung der erfolgreichen Rekonstitution MZ-defizienter 

Kit
W

/Kit
W-v

 - Mäuse mit BMCMCs 

Das Ziel der Rekonstitution war es, MZ-defizienten Kit
W

/Kit
W-v

- Mäusen funktionsfähige MZ in 

den Ort der späteren Wundsetzung zu verbringen, um die MZ-Zahl damit lokal in den Zustand 

der Kit+/+- Wildtyp-Mäuse zu überführen. Um die erfolgreiche Rekonstitution zu bestätigen, 

wurden von allen Tieren Hautstanzen entnommen, welche in Paraffin eingebettet, auf 5µm 

geschnitten und Giemsa gefärbt wurden. Zum einen ist die erfolgreiche Rekonstitution mittels 

repräsentativer Bilder in den Abbildungen 5a-c dargestellt. So zeigt Abbildung 5b das Gewebe 

rekonstituierter Kit
W

/Kit
W-v

- Mäuse, in welcher MZ bei 400-facher Vergößerung in der Haut der 

ursprünglich MZ-defizienten Tiere zu sehen sind. Abbildung 5a stellt die MZ-defiziente 

Kontrolle der Kit
W

/Kit
W-v

- Tiere dar, wobei Abbildung 5c den Wildtyp repräsentiert. 

Zum anderen wurden die MZ jedes Tieres im histologischen Schnitt im Blickfeld bei 200facher 

Vergrößerung ausgezählt, gepoolt und graphisch dargestellt, womit sich die erfolgreiche MZ-

Rekonstitution nummerisch belegen lässt (Abbildung 6). In MZ-defizienten Kit
W

/Kit
W-v

- Mäusen 

waren dabei 0,41 ± 0,26 SEM MZ/Bickfeld, in rekonstituierten Kit
W

/Kit
W-v

 + MZ- Mäusen 10,24 

± 2,37 SEM MZ/Blickfeld und in Kit+/+- Wildtyp-Mäusen waren 31,37 MZ/Blickfeld  ± 1,13 

SEM zu zählen. 
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Abbildung 5a 

Kit
W

/Kit
W-v

 

Abbildung 5a-c: Histologischer Nachweis der erfolgreichen MZ-Rekonstitution. In den Giemsa 

gefärbten Schnitten der an Tag 9 der Wundheilung biopsierten Hautstanzen sind in 400facher Vergrößerung 

deutlich die prominent hervortretenden MZ (Pfeile) im Gewebe zu erkennen. Abbildung 5a zeigt einen 

5µm- Gewebsschnitt einer Kit
W

/Kit
W-v

- Maus, welche praktisch frei von MZ ist, wobei Abbildung 5b das 

Gewebe einer rekonstituierten, ursprünglich MZ-defizienten Kit
W

/Kit
W-v

 - Maus repräsentiert. In Abbildung 

5c sind Mastzellen in der Biopsie einer Wildtyp- Kit+/+- Maus dargestellt. Alle Aufnahmen entstammen 

einem Blickfeld identischer Größe, welches an den jeweiligen Wundrand grenzt. 

Abbildung 5b 

Kit
W

/Kit
W-v

 + MZ 

+ 

 

 

Abbildung 5c 

Kit+/+ 
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Abbildung 6: Nummerischer Nachweis der MZ-Rekonstitution vergleichend in Kit
W

/Kit
W-v

, 

Kit
W

/Kit
W-v

 + MZ, sowie Kit+/+- Mäusen. Die an Tag 9 der Wundheilung gewonnenen Wundbiopsien 

wurden in Paraffin eingebettet, auf 5µm geschnitten und Giemsa gefärbt. Folgend wurden die sich in 

einem Blickfeld bei 200facher Vergrößerung befindenden MZ ausgezählt und innerhalb der Gruppen 

Kit
w
/Kit

w-v
, Kit

w
/Kit

w-v
 + MZ, sowie Kit+/+ aufgetragen. Die Daten sind aus 2 unabhängigen 

Experimenten zusammengefasst, mit jeweils n=19 Tieren pro Gruppe und angegeben ist der Mittelwert ± 

SEM; ***=p<0.005 (Student’s t-test).  

 

 

 

 

*** 

*** 

*** 
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3.4. Tiere mit PA-infizierten Wunden zeigen keine systemischen Infekionszeichen  

Um auszuschließen, dass die verminderte Wundheilungstendenz von mit PA infizierten, MZ-

defizienten Kit
W

/Kit
W-v

- Mäusen durch eine allgemeine Schwächung oder eine sich ausbreitende 

Infektion der Tiere hervorgerufen ist, wurde täglich die Körpertemperatur und das 

Körpergewicht bestimmt. Es konnte gezeigt werden, dass es im Verlauf nicht zu einem 

signifikanten Anstieg oder Abfall der Körpertemperatur (Abbildung 7) kam, wobei dieser 

Parameter  als eines der determinierenden Zeichen einer systemischen Infektion oder potentiellen 

Sepsis gewertet wurde. Ebenso gab es keinerlei Auffälligkeiten bezüglich einer möglichen 

Gewichtsveränderung der Tiere (Abbildung 8). 

 

 

 

 

 

n.s. 
n.s. 

n.s. 
n.s. 

n.s. 
n.s. 

n.s. n.s. 
n.s. 

Abbildung 7           
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Abbildung 7/8: Körpergewicht und Körpertemperatur infizierter und nicht-infizierter Mäuse. 

Dargestellt ist die Kinetik der über 9 Tage ermittelten Gewichts- bzw. Temperatur-Differenz (Referenz: Tag 

0) infizierter Kit+/+- Mäuse (n=7), infizierter Kit
W

/Kit
W-v

- Mäuse (n=5) und infizierter rekonstituierter 

Kit
W

/Kit
W-v + MZ- Mäuse (n=7), sowie deren mit PBS behandelten Kontrollen (entsprechend der Reihenfolge: 

n=7, n=5, n=8). Diese weisen unabhängig des Genotyps oder des Infektionstatus keine signifikanten 

Unterschiede auf. Die Daten sind aus 2 unabhängigen Experimenten zusammengefasst, angegeben als 

Mittelwert ± SEM; n.s. = nicht signifikant (Student’s t-test).  

 

 

n.s. 

Abbildung 8           

n.s. 
n.s. 

n.s. 
n.s. 

n.s. 

n.s. 
n.s. n.s. 
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3.5. MZ verringern die Bakterienlast Pseudomonas aeruginosa infizierter Wunden 

Um der Frage nachzugehen, ob die verzögerte Wundheilungstendenz der mit PA infizierten MZ-

defizienten Kit
W

/Kit
W-v

- Mäuse mit einer entsprechend höheren bakteriellen Belastung der 

Wunden korreliert ist, wurden sowohl die Wunden dieser Tiere, als auch die als Kontrolle 

fungierenden Wildtyp- Kit+/+- Mäuse nach 24 Stunden geerntet und die bakterielle Last 

bestimmt. Die verbliebene Bakterienlast der Wunden MZ-defizienter Kit
W

/Kit
W-v

- Mäuse ist im 

Vergleich zu Wunden der Kit+/+- Wildtyp- Mäuse signifikant erhöht. 

In Abbildung 9 ist deutlich zu erkennen, dass die bakterielle Belastung der Kit
W

/Kit
W-v

- Wunden 

(432,3 CFU/0,1g Haut ± 93,4 SEM) im Vergleich zu den Wunden der Wildtyp-Mäuse (9,7 

CFU/0,1g Haut ± 16,7 SEM) unter identischen Bedingungen um ein über 40faches erhöht ist (p= 

0,0137). Eine Kontamination der Wunden der Tiere durch eigene oder ungewollt 

fremdübertragene Bakterien kann gleichsam ausgeschlossen werden, da die Ausstriche der 

Kontrollmäuse keinerlei bakterielle Belastungen aufweisen. Diese Kontrollexperimente sind von 

herausragender Bedeutung, da durch den Ausschluss einer Kontamination der Wunden mit 

andersartigen Keimen davon ausgegangen werden kann, dass die letztendlich beobachteten 

Effekte im Experiment auch reell als Resulat einer PA-Infektion zu verstehen sind und diese 

nicht ein zufällig, aufgrund einer Verschmutzung, generiertes Ergebnis darstellen. 

 



- 52 - 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 9: Die Bakterienlast der Wunden MZ-defizienter Kit
W

/Kit
W-v

 - Mäuse ist im Vergleich zu 

Wildtyp- Mäusen erhöht. Kit+/+- Mäusen (n=3) und MZ-defizienten Kit
W

/Kit
W-v

 - Mäusen (n=3) wurden 

nach Protokoll Wunden gesetzt, welche infiziert und anschließend geerntet wurden. Nach Applikation der 

Wund-PBS-Suspension auf LB-Agarplatten und entsprechender Inkubation, wurden die koloniebildenden 

Einheiten (CFU) ausgezählt. Dargestellt sind die PA-CFU  pro 0,1g Haut. Die Resultate entstammen einem 

Experiment mit n=3 Tieren pro Gruppe und angegeben ist der Mittelwert ± SEM; *=p<0.05 (Student’s t-

test). 

 

* 
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3.6.  Das Bakterium Pseudomonas aeruginosa und dessen Bestandteile führen nicht zur 

Degranulation kultivierter, peritonealer Mastzellen (PCMCs) 

Um einen Mechanismus zu ergründen, wie MZ die bakterielle Elimination bewirken und um 

somit die verzögerte Wundheilung erklären zu können, wurde die Degranulation von PCMCs auf 

diverse Stimuli hin untersucht. Bekannt ist, dass während der Degranulation von MZ 

verschiedenste Chemokine, Zytokine, Entzündungsmediatoren und Proteasen, wie beispielsweise 

Chymasen, Tryptasen, IL-4, IL-6, IL-8, TNF-α etc. ausgeschüttet werden, worüber mittels ihrer 

direkt bakteriziden oder indirekt immunmodulierenden Eigenschaften die Überlebensrate von 

Bakterien gesenkt werden kann (Echtenacher et al., 1996; Galli and Tsai, 2010; Maurer et al., 

1998; Metz and Maurer, 2009). Untersucht wurde die Degranulation von PCMCs mittels β-

Hexosaminidase-Freisetzung nach Stimulation über 30 Minuten mit den Stimuli: toter und 

lebendiger PA, PA ATCC 2731 Lipopolysaccharid (LPS), Flagellin und Quorum Sensing 

Molekül 3OC12-HSL (Abbildung 10). Die spontane Freisetzung aus den Mastzellen (Kontrolle) 

lag bei 5,6% ± 0,4 SEM, wo hingegen die maximale Aktivierung durch 1µM Iononomycin eine 

Degranulation von 43,4% ± 5,1 SEM der Granula zur Folge hatte. Die Stimulation der PCMCs 

mit 500ng/ml LPS (7,8% ± 1,5 SEM Degranulation), 100ng/ml Flagellin (8,5% ± 1,7 SEM 

Degranulation) und 100ng/ml 3OC12-HSL (8,4% ± 1,9 SEM Degranulation), sowie mit totem 

PA (6,0% ± 1,5 SEM Degranulation) und lebendigem PA (7,7% ± 1,5 SEM Degranulation) 

bewirkte keine signifikante Degranulation der PCMCs. 
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Abbildung 10: Mastzellstimulation durch Pseudomonas aeruginosa und dessen Bestandteile LPS, 

Flagellin und 3OC12-HSL. Kultivierte, peritoneale MZ (PCMCs) wurden für 30 Minuten mit dem PA 

ATCC 2731-Lipopolysacchcarid (LPS, 500ng/ml), Flagellin (100ng/ml), dem Quorum Sensing Molekül 

3OC12-HSL (100ng/ml), PA lebend (MOI 10), PA tot (MOI 10), sowie mit Ionomycin (1µM) und PBS 

stimuliert. Dargestellt ist die prozentuale β-Hexosaminidase-Freisetzung und somit die Degranulation der 

PCMCs nach entsprechender Stimulation. Die Daten sind aus 3 unabhängigen Experimenten 

zusammengefasst und angegeben als Mittelwert ± SEM; *=p<0.05, **=p<0.01, ***=p<0.005, n.s.= nicht 

signifikant (Student’s t-test).  

 

 

 

 

 

 

 

n.s. n.s. n.s. 
n.s. 

n.s. 

** 
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3.7.  MZ vermindern  die Überlebensrate des Bakteriums Pseudomonas aeruginosa in 

Kokultur 

 

Da bereits gezeigt wurde, dass Mastzellen in vivo die verbliebene Bakterienlast deutlich senken, 

galt es weiterführend den direkten Einfluss von MZ auf Pseudomonas aeruginosa unter 

isolierten Bedingungen in vitro zu untersuchen. Dazu wurden PCMCs mit dem Bakterium in der 

MOI 1 und der MOI 10 für 3 Stunden kokultiviert, um anschließend die Anzahl der 

überlebenden PA-Kolonien zu bestimmen und diese in das Verhältnis zum alleinigen PA-

Wachstum (als 100% ± 0 SEM zur Referenz genommen, Kontrolle) zu setzen. Dabei zeigte sich 

eine stark verminderte Überlebensrate des Bakteriums, sowohl in der MOI 1 (Überlebensrate: 

54,7% ± 4,5 SEM), als auch in der MOI 10 (Überlebensrate: 47,3% ± 6,4 SEM), womit gezeigt 

werden konnte, dass MZ auch in vitro die Überlebensfähigkeit von Pseudomonas aeruginosa 

negativ beeinflussen (Abbildung 11). 
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Abbildung 11: MZ senken die Überlebensrate von Pseudomonas aeruginosa in Kokultur. Peritoneale, 

kultivierte MZ (PCMCs) wurden nach Protokoll mit PA (MOI 1 bzw. MOI 10) und PBS, als Kontrolle, 

kokultiviert. Seriell verdünnt wurden die Suspensionen auf LB-Agarplatten aufgetragen, inkubiert und die 

Kolonien wurden ausgezählt. Dargestellt ist die bakterielle Überlebensrate als prozentualer Anteil der 

lediglich mit PBS inkubierten PA-Kontrollgruppe. Die Daten stammen aus 3 unabhängigen Experimenten 

und angegeben ist der Mittelwert ± SEM; ***=p<0.005 (Student’s t-test).  

 

 

 

*** 

*** 

PCMC + 
PBS 

PCMC + 
PA (MOI1) 

PCMC + 
PA (MOI10) 
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3.8.  Nachweis der Expression einer Auswahl durch MZ sezernierter antimikrobieller 

Peptide und Proteasen nach Stimulation mit LPS und PA 

 

Da Mastzellen, wie gezeigt, auf den Stimulus PA hin nicht degranulieren, sie die Überlebensrate 

des Bakteriums jedoch direkt beeinflussen, wurde folgend untersucht, inwiefern MZ 

antimikrobielle Peptide und Proteasen exprimieren, um den Mechanismus der bakteriellen 

Abwehr näher zu explorieren. Dabei wurde die mRNA-Expression von in der Literatur 

beschriebenden Proteasen und Peptiden mittels quantitativer Realtime-PCR (q-RT-PCR) 

bestimmt, nachdem die Zellen mit LPS oder PA 4 Stunden stimuliert wurden. Die exprimierten 

und nicht exprimierten Substanzen sind in Tabelle 8 gelistet, wobei β–Actin das Housekeeping-

Gen darstellt. 

 

Tabelle 8 Expressionsverhalten antimikrobieller Peptide und Proteasen 

 

Substanz 

mRNA-Expression nach  

4-stündiger Stimulation 

mit 

       LPS                 PA 

keine 

mRNA-

Expression 

  

β-Actin x x  

BPI (Bactericidal permeability-increasing 

protein) 

  x 

Calgranulin A x x  

Cathepsin G x x  

Chymase-1 x x  

CPA-3 x x  

CRAMP   x 

Cryptidin/Defensin A   x 

Granzym A   x 

Granzym B x x  

Lactoferrin   x 

LPB(Lipopolysaccharide-binding protein)   x 
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mBD14 (Mouse Beta-Defensin 14)   x 

MCPT-1 x x  

MCPT-4 x x  

MCPT-8 x x  

MCPT-9 x x  

Proopiomelanocortin   x 

SLPI (Antileukoproteinase)   x 

Thymosin-β4 x x  

Tryptase 1 x x  

S100A7 (Psoriasin)   x 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabelle 8: Auflistung von PCMCs exprimierter bzw. nicht exprimierter antimikrobieller Peptide und 

Proteasen nach Stimulation mit LPS und PA. Vor Durchführung der q- RT-PCR wurden 6x10
5
 PCMC/ml 

bei 37°C und 5% CO2 mit totem PA in einer MOI von 10 über einen Zeitraum von 4 Stunden kokultiviert. Als 

Kontrollen wurden die PCMCs zusätzlich mit LPS (500ng/ml) und mit PBS behandelt. Aufgelistet sind die 

getesteten Substanzen (spezifische Primersequenzen siehe Methoden) und der Verweis auf die induzierte 

bzw. nicht induzierte mRNA-Expression nach Stimulation mit PA und LPS.  
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3.9. Pseudomonas aeruginosa und LPS verändern die Expression MZ-spezifischer                                                                                                                                                                                                     

Proteasen und antimikrobieller Peptide nach 4 und 24 Stunden Stimulation in 

geringem Umfang 

Um die veränderte Genexpression bestimmter antimikrobieller Peptide und Proteasen durch 

Mastzellen nach 4- bzw. 24-stündiger Stimulation auf die Stimuli LPS und PA hin zu 

untersuchen und damit einen Mechanismus der bakteriellen Eliminierung zu ergründen, wurde 

die mRNA-Expression dieser Peptide und Proteasen mittels q-RT-PCR untersucht. Nach 4 

Stunden, in Abbildung 12a dargestellt, wurden eine Vielzahl der Peptide und Proteasen 

hochreguliert, wobei dies einem Wert >1 entspricht, so beispielsweise geschehen mit Tryptase 1 

unter LPS (2,9-fach ± 1,3 SEM) und PA (2,2-fach ± 0,3 SEM), Cathepsin G unter LPS (2,2-fach 

± 1,0 SEM) und PA (1,4-fach ± 0,1 SEM), MCPT8 unter LPS (2,6-fach ± 0,8 SEM) und PA (1,6-

fach ± 0,2 SEM), MCPT9 unter LPS (3,1-fach ± 1,5 SEM), sowie Granzym B unter LPS (2,0-

fach ± 0,6 SEM) und unter PA (2,9-fach ± 1,5 SEM). Konträr dazu wurde die Expression von 

MCPT9 unter PA-Stimulation nach unten reguliert (0,7-fach ± 0,1 SEM). Eine 

Herunterregulation bestimmter Proteine und Proteasen wird durch Werte <1 repräsentiert. Die 

meisten der restlichen getesteten Proteasen und antimikrobiellen Peptide blieben unter PA- bzw. 

LPS-Stimulation weitestgehend auf unverändertem Expressionslevel beziehungsweise war die 

Streuung der Werte zu hoch. 

Nach 24 Stunden, in Abbildung 12b verdeutlicht, konnte die Hochregulierung von folgenden 

Proteasen gemessen werden: Tryptase 1 unter LPS (1,7fach ± 0,7 SEM) und PA (1,6fach ± 0,6 

SEM), Cathepsin G unter LPS (3,3-fach ± 0,6 SEM) und PA (2,3-fach ± 0,4 SEM), sowie 

Granzym B unter LPS (2,2-fach ± 0,7 SEM) und unter PA (1,7fach ± 0,4 SEM). Die restlichen 

Proteasen und Peptide zeigten nach Stimulation über 24 Stunden eine unveränderte oder leicht 

nach unten regulierte Expression, wobei es hier ebenso die bedeutsame Streuung der Werte zu 

beachten gilt.  

Alle Ergebnisse dieser Versuche sind lediglich als richtungsweisend zu werten, da die 

Signifikanzschwelle von p<0,05 nicht erreicht wurde. Der höchste Signifikanzwert wurde bei der 

Bestimmung der MCPT9-Expression nach 4-stündiger PA-Stimulation mit p= 0,0526 erzielt. 
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Abbildung 12a/b: Veränderte mRNA-Expression MZ-spezifischer Proteasen und antimikrobieller 

Peptide infolge der PA- und LPS-Stimulation. Die RNA zur Durchführung der quantitativen Realtime 

PCR wurde aus PCMCs gewonnen, welche nach Protokoll mit totem PA (MOI 10) über einen Zeitraum von 

4 Stunden (Abbildung 12a) und 24 Stunden (Abbildung 12b) kokultiviert wurden. Als Kontrollen wurden 

die PCMCs zusätzlich mit LPS (500ng/ml) und PBS behandelt. Es wird die n-fache Hoch- bzw. 

Herunterregulation der mRNA-Expression nach 4- und 24-stündiger LPS- bzw. PA-Stimulation im Vergleich 

zur unstimulierten mRNA-Expression von PCMCs beschrieben. Die Daten sind aus 2 unabhängigen 

Experimenten zusammengefasst und angegeben ist der Mittelwert ± SEM; n.s.= nicht signifikant (Student’s 

t-test). 

 

 

 

Abbildung 12a           

(4 Std Stimulation) 

Abbildung 12b           

(24 Std Stimulation) 

n.s. 

n.s. 
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3.10. Kultivierte peritoneale Mastzellen als Modell für Hautmastzellen 

Die Entscheidung kultivierte peritoneale Mastzellen (PCMCs) als geeignetes Modell für 

Hautmastzellen zu verwenden, stützt sich zum einen auf deren sehr ähnliche Morphologie, zum 

anderen auf die phänotypischen und funktionellen Gemeinsamkeiten, welche bei den 

peritonealen MZ auch nach Kultivierung noch erhalten bleiben (Malbec et al., 2007). Um die 

Reinheit der PCMC-Population zu belegen, wurden diese, nach Aufreinigung und vor 

endgültiger Verwendung, auf ihren c-Kit-Rezeptor und FcƐRezeptorI hin mittels Anti-Mouse-

CD117-PE bzw. Anti-Mouse-FcƐ-ReceptorI-α-FITC, sowie mit DAPI auf lebend/tot, gefärbt 

(Abbildung 13b). Dabei ist gezeigt, dass die PCMC-Population zu 97,9% doppelt positiv und 

dementsprechend rein ist. Die Abbildung 13a zeigt ergänzend einen FACS-Blot der gleichen, 

jedoch ungefärbten PCMCs. Wie zu erwarten verhält sich die ungefärbte MZ-Population zu 0% 

positiv, was als Kontrolle fungiert und Eigenfluoreszenz der Zellen ausschließen lässt. Die 

Abbildungen 14a/14b belegen indes die Reinheit der verwendeten BMCMC-Population. Es 

erfolgt die Darstellung des zu über 90% positiven Expressionsverhaltens des c-Kit-Rezeptors 

und des FcƐRezeptorsI im FACS-Blot. 

Die Abbildungen 15a und 15b präsentieren vergleichend jeweils eine mit Giemsa angefärbte, 

kultivierte peritoneale Mastzelle, sowie eine identisch gefärbte Hautmastzelle im Gewebe. Zu 

erkennen ist die sehr ähnliche Morphologie der beiden Zelltypen. Die Anfärbung der 

zytoplasmatischen Mastzellgranula mit Giemsa, möglich aufgrund der hohen Dichte saurer 

Proteoglykane, zeigt im Cytospin der PCMCs (Abbildung 15a) im Vergleich zu den im 

histologischen Schnitt dargestellten Hautmastzellen (Abbildung 15b) eine ebenfalls hohe Dichte 

von Granula, was zumindest nach morphologischen Kriterien für die Vergleichbarkeit der 

Zellpopulationen im Experiment spricht. 
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Abbildung 13 a/b: FACS-Analyse der verwendeten PCMCs. Um die Reinheit der Population darzulegen, 

wurden PCMCs auf ihren c-Kit- und FcεRI- Rezeptor hin, sowie auf lebend/tot, gefärbt. Dabei ist gezeigt, 

dass die PCMC-Population zu 97,9% doppelt positiv und dementsprechend rein ist (Abbildung 13b).  In den 

FACS-Blots der Abbildung 13a sind ungefärbte PCMCs dargestellt, welche sich zu 0% positiv verhalten 

und somit beweisen, dass nur die verwendeten FACS-Antikörper die in Abbildung 13b gezeigten, 

spezifischen Signale auslösen.  

           

Abbildung 13a Abbildung 13b 
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Abbildung 14a/b: FACS-Analyse der verwendeten BMCMCs. Um die Reinheit der Population 

darzulegen, wurden BMCMCs auf ihren c-Kit- und FcƐRezeptorI hin gefärbt. Dabei ist mittels roter Peaks 

veranschaulicht, dass die BMCMCs zwischen 95,2% (c-Kit, Abbildung 14a) und 99,2% (FcεRI, Abbildung 

14b) positiv sind. Die ungefärbten BMCMCs werden durch blaue Peaks repräsentiert. 

 

99,8% 

 

99,2% 

 

99,8% 

 

95,2% 

 

 

Abbildung 15a Abbildung 15b 

Abbildung 14a Abbildung 14b 

Abbildung 15a/b:  PCMCs und Hautmastzellen im Gewebe zeigen morphologische Gemeinsamkeiten. 

Dargestellt ist eine PCMC in 1000facher Vergrößerung mit entsprechender Skalierung (Abbildung 15a). 

Vergleichend dazu zeigt Abbildung 15b eine native Mastzelle der Haut im Gewebe, eingebettet in Paraffin 

im 5µm-Gewebeschnitt, ebenfalls Giemsa gefärbt und 1000-fach vergrößert. 
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4. Diskussion 

4.1.  Prolog 

In den letzten Jahren hat sich gezeigt, dass die Mastzelle neben ihrer Funktion als Vermittler 

allergischer Reaktionen noch weitere, bedeutende Aufgaben, so bei der Abwehr bakterieller 

Infektionen, einnimmt. Wie bereits in der Einleitung dieser Arbeit beschrieben, ist es MZ nicht 

nur möglich bakterielle Stimuli mittels diverser Rezeptoren zu detektieren (Matsushima et al., 

2004; Maurer et al., 2004; Prodeus et al., 1997; Rodriguez et al., 2012). Sie kann zusätzlich auf 

direktem und indirektem Wege Einfluss auf das immunologische Geschehen im Gewebe nehmen 

(Theoharides et al., 2007; McNeil, Adachi, and Stevens 2007; Gordon and Galli 1990; 

Sutherland  et al., 2008). Ein häufiges auf der Haut zu findendes Bakterium ist Pseudomonas 

aeruginosa, wobei die Haut eine der Hauptlokalisationen von MZ darstellt. 

Da Mastzellen über die letzten Jahrzehnte ebenso zunehmende Bedeutung in der 

Wundheilungsforschung erlangten und dies aktuell in der Wissenschaft stark thematisiert wird, 

ist es als logische Konsequenz zu verstehen, die Wundheilung im Kontext von Mastzellen und 

einer bakteriellen Infektion durch Pseudomonas aeruginosa zu untersuchen. Des Weiteren galt 

es zudem den direkten Einfluss der MZ auf das Bakterium zu beleuchten. 

.  

4.2  Einfluss von Mastzellen auf die kutane Wundheilung im mit Pseudomonas                         

aeruginosa infizierten Mausmodell  

Aufgrund der prädestinierten Lage der Mastzelle in oberflächennahem Gewebe und besonders in 

exponierten Körperregionen (Weber et al., 2003) lag für das bessere Verständnis der 

Mastzellfunktion die Untersuchung der Auswirkungen einer durch Bakterien hervorgerufenen 

Infektion einer Hautwunde nahe. In den vorangegangenen Experimenten der Arbeitsgruppe M. 

Maurer wurde Pseudomonas aeruginosa subkutan in die Haut injiziert, wobei gezeigt werden 

konnte, dass die induzierten Hautläsionen bei MZ-defizienten Kit
W

/Kit
W-v

- Mäusen mehr als 

doppelt so groß waren wie die Läsionen der Wildtyp Kit+/+- Mäuse (Siebenhaar et al., 2007). 

Die Bekämpfung einer durch PA hervorgerufenen Infektion der Haut ist folglich MZ-abhängig. 

Jedoch wurde bis dato nicht untersucht, wie sich der kutane Wundschluss im MZ-defizienten 

Tiermodell verhält, wenn die gestanzten Wunden zusätzlich bakteriell infiziert werden. Genau 

mit dieser Fragestellung in einem klinisch relevanten Hautinfektionsmodell beschäftigt sich 
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meine Dissertation. Das erklärte Ziel dieser Arbeit war es folglich, den Einfluss von MZ auf die 

kutane Wundheilung der mit Pseudomonas aeruginosa infizierten Wunden im Tiermodell zu 

untersuchen. Daraus abgeleitet galt es eine Kausalkette der sich dahinter verbergenden 

möglichen Mechanismen zu erarbeiten und diese in dem begrenzten Rahmen meiner Arbeit 

darzulegen. Dieses gesteckte Ziel gilt als erreicht. Mastzellen sind als Schlüsselzellen der 

kutanen Wundheilung im infizierten Maus-Modell zu sehen. Noch tiefgründiger zu erforschen 

gilt es den entsprechenden Mechanismus der bakteriellen Abwehr, wobei durch diese Arbeit 

bereits einige Ansatzpunkte ausgeschlossen werden konnten, so beispielsweise die 

Degranulation der MZ auf den Stimulus Pseudomonas aeruginosa hin. Die Suche nach 

antimikrobiellen Peptiden, Proteasen und anderweitigen, durch MZ sezernierte Substanzen, wie 

zum Beispiel gewisse Zytokine, muss als aussichtsreicher Vorstoß verstanden werden. Daraus 

könnten sich vielversprechende Ansätze nicht nur in der Behandlung infizierter Wunden, 

sondern auch bei der Therapie von Wundheilungsstörungen ergeben.  

Es konnte erstmalig im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass der Wundheilungsverlauf 

MZ-defizienter Mäuse stark beeinträchtig ist, wenn die Wunden zusätzlich bakteriell infiziert 

wurden. Es erfolgte die Infektion durch das Bakterium Pseudomonas aeruginosa. Weiterführend 

wurde demonstriert, dass die verbliebene Bakterienlast der Wunden in Tieren ohne MZ um ein 

Vielfaches höher ist, als die bakterielle Belastung entsprechender Wunden in Wildtyp-Mäusen. 

Um die potentiellen Mechanismen dahinter zu erforschen, wurde diese Erkenntnis in In-vitro-

Experimenten weiter verfolgt. Somit konnte in reinen Mastzell-Pseudomonas aeruginosa-

Kokulturen verdeutlicht werden, dass sich die Überlebensrate der mit Mastzellen inkubierten 

Bakterien, vergleichend zu Pseudomonas aeruginosa–Reinkulturen, als deutlich reduziert 

darstellt. Eine durch die Bakterien selbst oder deren Bestandteile ausgelöste Degranulation der 

MZ, als eine der naheliegenden Abwehrstrategien denkbar, konnte unter gegebenen 

Bedingungen als Theorie widerlegt werden. Ein ebenfalls als wahrscheinlich diskutierter 

Mechanismus der bakteriellen Abwehr der MZ ist die Expression diverser Proteasen und 

antimikrobieller Peptide. Dieser Fragestellung der Genexpression potentiell bakterizider 

Substanzen wurde mittels quantitativer Realtime-PCR nachgegangen, wobei Hoch- und 

Herunterregulierungen der Genexpression gewisser Substanzen in geringem Umfang zu 

beobachten waren. Die absolute Aussagekraft dieser Ergebnisse, bezogen auf den Nutzen in vivo, 

gilt es jedoch kritisch zu betrachten. 
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4.3.  Mastzellen und deren Einfluss auf die kutane Wundheilung  

Es konnte gezeigt werden, dass infizierte MZ-defiziente Mäuse, im Vergleich zu entsprechenden 

Kontrolltieren, besonders während der ersten Tage einen deutlich beeinträchtigten kutanen 

Wundschluss aufweisen. Dabei zeigte sich vornehmlich während der frühen Phase der 

Wundheilung zwischen Tag 1 und Tag 2 in der Gruppe der Kontrolltiere der größte Fortschritt 

im Sinne einer raschen Regeneration der Haut. Dieser physiologische Wundschluss blieb in 

Kit
W

/Kit
W-v

- Mäusen aus. Durch Rekonstitution konnte in diesem Modell die Abhängigkeit der 

Wundheilung von MZ bewiesen werden. Eine mögliche Erklärung der Wundheilungsdifferenz, 

besonders während der frühen Phase, ist die Tatsache, dass diese Phase neben der 

Entzündungsreaktion auch von der Kontraktion der Myofibroblasten geprägt ist. Darunter 

werden die Wundränder näher zusammengezogen und die zu granulierende Wundfläche 

verkleinert sich (Shin and Minn, 2004). Das Ausbleiben der Kontraktion könnte zumindest 

teilweise ursächlich für die anfänglichen Differenzen der Wundheilung MZ-defizienter Mäuse 

und der Wildtyp-Tiere sein. Es wurde bereits gezeigt, dass Wunden in ihrer Heilung sowohl MZ, 

als auch Fibroblasten zur suffizienten Kontraktion benötigen (Garbuzenko et al., 2002) und dass 

das Quorum Sensing Molekül 3OC12-HSL des Bakteriums Pseudomonas aeruginosa, neben der 

gesteigerten Differenzierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten, auch zu einer gesteigerten 

Wundkontraktion führt (Nakagami et al., 2011). Dieser Effekt könnte im MZ-defizienten 

Mausmodell vermindert oder gänzlich nicht vorhanden sein. Andererseits legt die Anwendung 

des „MZ-Stabilisators“ Ketotifen samt des dabei weiterhin bestehenden Kontraktions-Effektes 

nahe, dass die physiologische Wundkontraktion nicht in erster Linie von der MZ-Degranulation 

abhängig ist (Gallant-Behm et al., 2008). Andere von MZ sezernierte Substanzen könnten jedoch 

in noch unbekanntem Ausmaß Einfluss auf die Wundkontraktion nehmen. Da über den Einfluss 

von Pseudomonas aeruginosa auf die Kontraktilität von Wunden keine Daten vorliegen und der 

verzögerte Wundschluss in unseren Versuchstieren lediglich bei mit Pseudomonas aeruginosa-

infizierten MZ-defizienten Mäusen, nicht aber bei uninfizierten Tieren beobachtet werden 

konnte, und weil der Wundheilungsverlauf infizierter Mäuse bis zum Ende des Versuchs an Tag 

9 dauerhaft beeinträchtigt blieb, galt es das Hauptaugenmerk weiterer Experimente im Kontext 

der Mastzell-Forschung auf die bakteriell bedingte Beeinträchtigung der Wundheilung zu legen. 

Im Gegensatz zu den Wunden der infizierten Tiere wurde bei den uninfizierten Mäusen beider 

Genotypen kein Unterschied in der Wundheilung beobachtet. Dies legt die Vermutung nahe, 

dass Mastzellen nur unter pathophysiologischen Bedingungen eine Rolle in der Wundheilung 
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spielen, was wiederum konträr zu den Ergebnissen der 2006 veröffentlichten Arbeit (Weller et 

al., 2006) ist. In der genannten Veröffentlichung wurde gezeigt, dass MZ-defiziente Mäuse, im 

Vergleich zu entsprechenden Kontrolltieren, besonders während der ersten Tage, einen deutlich 

beeinträchtigten kutanen Wundschluss aufweisen. In unseren Experimenten konnte jedoch kein 

signifikanter Unterschied der Wundheilung MZ-defizienter Kit
W

/Kit
W-v

- Mäuse und Wildtyp 

Kit+/+- Mäuse ermittelt werden. Unterstützt wird unsere Beobachtung von einer 

Veröffentlichungen die ebenfalls in vivo zeigt, dass MZ keinen proliferativen Effekt auf die 

Wundheilung ausüben (Egozi et al., 2003). Eine mögliche Ursache der Diskrepanz unserer 

Ergebnisse und derer von Dr. K. Weller könnten die bestehenden methodischen Unterschiede in 

der Durchführung der Experimente sein. So wurden alle Versuchstiere in unseren Experimenten 

die ersten 24 Stunden nach der Wundsetzung in Einzelkäfigen gehalten und mit Halskrägen 

versehen, was sowohl das Kratzen der Wunden, als auch das Ablecken dieser unterbindet. Dies 

könnte von Bedeutung sein, da dem Speichel positive Eigenschaften in der Wundheilung 

zugesprochen werden (Jia et al., 2012), was letztendlich zur Verfälschung der Ergebnisse führen 

könnte. Andererseits unterbinden die angewandten Maßnahmen ebenso eine mögliche 

Superinfektion der Wunden mit sowohl eigenen, als auch fremden Bakterien. Eine ungewollte 

bakterielle Infektion könnte im Gegenzug wiederum eine geminderte Wundheilungstendenz zur 

Folge haben, wie in dieser Arbeit am Beispiel Pseudomonas aeruginosa bewiesen.  

In den ersten Experimenten konnte gezeigt werden, dass infizierte Hautwunden in Abwesenheit 

von MZ einen verzögerten kutanen Wundschluss aufweisen. Da MZ bekanntermaßen diverse 

immunmodulatorische oder bakterizid wirkende Substanzen, wie Proteasen, Peptide oder 

anderweitige Zytokine sezernieren können (Gordon and Galli, 1990; McNeil et al., 2007; Nardo 

et al., 2003; Theoharides et al., 2007), die nachweislich Einfluss auf das Überleben von 

Bakterien nehmen, wurde in einem weiteren In-vivo-Experiment die verbliebene Bakterienlast 

der Wunden nach 24 Stunden Inkubation untersucht. Dabei zeigte sich, dass die bakterielle 

Belastung der MZ-defizienten Kit
W

/Kit
W-v

- Mäuse die Belastung der Wildtypmäuse um mehr als 

das 40-fache übersteigt. Es liegt nahe, dass MZ entweder auf direkte Weise, beispielsweise 

mittels ihrer sezernierten Granula oder durch andere bekannte Sekretionsmechanismen, wie 

sekretorische Vesikel nach de nove Synthese (Theoharides et al., 2007), oder aber auf indirekte 

Art und Weise mittels Zytokinen und der Aktivierung anderer Zellen des Immunsystems 

(Biedermann et al., 2000; Enoksson et al., 2013; Maurer et al., 2006; von Stebut et al., 2003) 

Einfluss auf die Eliminierung des Pseudomonas aeruginosa nehmen. Um diesen Gedanken in  
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In-vitro-Experimenten weiterzuführen, um damit die direkte Interaktion von Mastzellen und 

Pseudomonas aeruginosa zu untersuchen, wurden MZ mit dem Bakterium über 3 Stunden 

kokultiviert. Dabei zeigte sich eine mehr als 50% geringere Überlebensrate jener Bakterien, die 

mit kultivierten peritonealen Mastzellen (PCMCs) gemeinsam kultiviert wurden. Bereits 

beschrieben wurde, dass MZ direkt von Bakterien über Rezeptoren aktiviert werden können. So 

besitzen MZ, neben dem in der Genese der Allergie bekannten hochaffinen FcεRI, eine Vielzahl 

weiterer Rezeptoren, wie Toll-like-Rezeptoren verschiedenster Subtypen, Endothelin-1-

Rezetoren und Rezeptoren des Komplementsystems, über welche sie von Bakterien oder deren 

Bestandteilen aktiviert werden können (Maurer et al., 2004; Supajatura et al., 2001; Takeuchi et 

al., 1999). Der wohl bekannteste Mechanismus der Mastzelle direkt auf ihre Umgebung Einfluss 

zu nehmen, ist die Degranulation, welche jedoch gerichtet nur nach entsprechender MZ-

Aktivierung erfolgen kann. Durch die Ausschüttung vorgefertigter Granula lässt sich in kürzester 

Zeit eine Vielzahl immunmodulatorischer Substanzen, wie beispielsweise der 

Tumornekrosefaktor-α, Leukotrien B4, Interferon-γ und IL-6 sezernieren (Dalrymple et al., 1996; 

Malaviya et al., 1996; Poll et al., 1997; Prodeus et al., 1997; Sutherland et al., 2008; Wershil et 

al., 1994). Dies ist jedoch nur nach adäquater Aktivierung der MZ mittels entsprechender 

Stimulation realisierbar. Generell ist bekannt, dass es bestimmten Bakterien, wie zum Beispiel 

dem ebenfalls gramnegativen Escherichia coli möglich ist, eine Degranulation der MZ 

auszulösen (Church et al., 1987; Malaviya et al., 1994; Scheffer et al., 1986). In dieser Arbeit 

wurden PCMCs über 3 Stunden mit dem Bakterium Pseudomonas aeruginosa (lebend und tot), 

sowie mit dem PA- ATCC 2731 -Lipopolysaccharid, dem Quorum Sensing Molekül 3OC12-

HSL und einem Bestandteil des Flagellums, dem Flagellin, inkubiert. Jedoch konnte durch 

keinen der Stoffe unter diesen Bedingungen eine entsprechende MZ-Degranulation erwirkt 

werden. Es wurde gleichwohl in einer vorangegangenen Veröffentlichung dargelegt, dass es MZ 

in vivo möglich ist, im Vergleich zu der Situation in vitro, auf den Stimulus PA hin zu 

degranulieren (Maurer and Metz, 2005; Siebenhaar et al., 2007). Es is vorstellbar, dass dies wie 

gezeigt zusätzlich von der Interaktion von MZ und Endothelin-1 abhängig und dementsprechend 

isoliert in vitro nicht reproduzierbar ist. Das Quorum Sensing Molekül 3OC12-HSL indes führt 

in Wunden zu erhöhter Kontraktilität und zu einer Steigerung der 

Entzündungsmediatorenfreisetzung (Nakagami et al., 2011). Zudem wird beschrieben, dass in 

Zellen der humanen Mastzelllinie-1 (HMC-1) die Degranulation durch 3OC12-HSL aktiviert 

wird, was in unseren Versuchen mit kultivierten, peritonealen Mastzellen (PCMCs) und von 
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externen Kollegen nicht bestätigt werden konnte (Li et al., 2009). Dies mag an den leicht 

divergenten Eigenschaften der verwendeten MZ-Populationen liegen. Flagellin, dessen Effekt 

bezogen auf die MZ-Degranulation bis dato noch unerforscht war, welches aber bekanntermaßen 

eine proinflammatorische Immunantwort über die Aktivierung des TLR-5 Rezeptors bei 

Infektionen auszulösen vermag (Salazar-Gonzalez and McSorley, 2005), konne in den getätigten 

Experimenten keine Freisetzung der MZ-Granula bewirken. Die wohl am besten erforschten 

Bestandteile gramnegativer Bakterien sind die Lipopolysaccharide, wobei diese sowohl für eine 

Bakterienart an sich, als auch für die einzelnen Stämme des Bakteriums Pseudomonas 

aeruginosa spezifisch sind (King et al., 2009). Verwendet wurde das PA-ATCC 2731–

Lipopolysaccharid (LPS), wobei dieses bei PCMCs ebenfalls nicht zur Degranulation führte. 

Konträr dazu wurde beschrieben, dass Lipopolysaccharide eines anderen PA-Stammes in 

peritonealen Mastzellen, allerdings nicht in zusätzlich kultivierten MZ, die Degranulation über 

FcεRI auszulösen vermögen (Yang et al., 2012). Bekannt ist zudem der Effekt von LPS, die 

Expression der Proteasen Tryptase, Chymase, Carboxypeptidase und des SCF-Rezeptors 

(CD117) in MZ zu stimulieren, was jedoch keinen direkten Einfluss auf die Mastzell-

Degranulation hat (Kirshenbaum et al., 2008). Da folglich ausgeschlossen werden konnte, dass 

eine durch das Bakterium ausgelöste Mastzellen-Degranulation zur Eliminierung des 

Pseudomonas aeruginosa in vitro bzw. in der Kokultur führte, wurde weiterführend die 

Expression potentiell bakterizid wirkender Proteasen und antimikrobieller Peptide, sowie deren 

Expressionsmuster, untersucht.  

 

4.4.  Expression antimikrobieller Peptide und Proteasen durch Mastzellen 

Schon seit langem ist bekannt, dass es neben der Degranulation noch andere Arten der 

Mediatorausschüttung gibt, mit deren Hilfe MZ sowohl vorgefertigte, als auch neu synthetisierte 

Zytokine und andere Substanzen in das sie umgebende Gewebe entlassen (Theoharides et al., 

2007). Zur Messung der Änderung der Syntheseaktivität der Mastzellen wurden mittels 

quantitativer Realtime PCR die Expressionsmuster verschiedener Gene untersucht. Allerdings 

werden Gene nicht nur entsprechend des „Alles-oder-Nichts-Prinzips“ an- und abgeschaltet und 

Mastzellen exprimieren auch nicht immer und konstant die gleichen Zytokine bzw. diese in 

gleicher Quantität. Bekannt ist, dass die von MZ sezernierten Substanzen variieren, je nachdem 

in welchem Milieu sie sich befinden. So wurde gezeigt, dass MZ in der Präsenz des 
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Stammzellfaktors (SCF) hauptsächlich proinflammatorische Zytokine produzieren. Wird dem 

SCF außerdem IL-4 zugefügt, werden von den MZ zusätzlich Th2- Zytokine sezerniert (Bischoff 

et al., 2001). Um ein weiteres Beispiel zu nennen, setzen humane MZ aus der Nabelschnur 

(hCBMCs) nach Vorstimulation mit IL-5 fünfmal mehr TNF-α, Makrophagen inflammatorisches 

Protein 1a (MIP-1a) und den Granulozyten-Makrophagen-koloniestimulierender Faktor (GM-

CSF) frei, als dies ohne IL-5 der Fall wäre (Ochi et al., 2000). Da Proteasen einerseits auf 

bakterielle Stimuli hin sezerniert werden (Lauw et al., 2000) und diese vor ernsthaften 

bakteriellen Infektionen schützen (Caughey et al., 2011), andererseits aber auch die protektive 

Wirkung von antimikrobiellen Peptiden bei durch Bakterien hervorgerufenen Infektionen 

bekannt ist (Di Nardo et al., 2008), galt es zuerst die verwendeten kultivierten, peritonealen 

Mastzellen (PCMCs) auf deren Vermögen hin zu untersuchen, spezifische Proteasen und Peptide 

auf den Stimulus Pseudomonas aeruginosa und LPS hin zu exprimieren.  

 

Ausgewählt wurden nach Literaturrecherche Proteasen und Peptide hauptsächlich zweier 

Kategorien: bei der ersten Gruppe war bereits bekannt, dass diese allgemein von MZ sezerniert 

werden können, so zum Beispiel bestimmte Mastzellproteasen. Allerdings wurde nie untersucht, 

ob MZ diese Substanzen auch auf den bakteriellen Stimulus Pseudomonas aeruginosa hin 

exprimieren. Die zweite Gruppe schließt Substanzen ein, deren potente Wirkung bei Infektionen 

bereits in der Literatur beschrieben, eine Expression durch MZ aber noch nicht dargelegt wurde, 

so zum Beispiel Cryptdin. Im Einzelnen aufgearbeitet zeigte sich, dass elf der zu besprechenden 

zweiundzwanzig Substanzen von MZ exprimiert wurden, die anderen elf unter den gegebenen 

Bedingungen jedoch nicht. Die nicht exprimierten Substanzen werden nun zuerst besprochen. 

Das Unvermögen diese Stoffe zu exprimieren, könnte wie gesagt daran liegen, dass Mastzellen 

die Expressionsfähigkeit schlicht nicht gegeben ist oder aber auch, weil dies unter den 

Bedingungen mit PCMCs nicht möglich war. 

Das Bactericidal permeability-increasing protein (BPI), ebenso wie die Antileukoproteinase 

(SLPI), deren Plasmakonzentrationen nachgewiesenermaßen bei ambulant erworbenen 

Pneumonien (CAPs) signifikant erhöht sind (Jendeberg et al., 2013), konnten mittels PCR nicht 

nachgewiesen werden. In der Literatur gilt SLPI ebenfalls als bakterizid auf das gramnegative 

Bakterium Neisseria gonorrhoeae wirkend (Cooper et al., 2012), wobei es geteilte Meinungen 

zur Expression dieser Substanz in MZ gibt (Westin et al., 1999). Cryptdin, auch bekannt als      

α-Defensin in der Maus, besitzt nachgewiesenermaßen bakterizide Eigenschaften 
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(Hadjicharalambous et al., 2008), wurde aber nicht von PCMCs exprimiert. Ebenso wie 

Cathelicidin (CRAMP, LL-37), was jedoch etwas verwunderlich ist, da CRAMP derzeit von 

einigen Arbeitsgruppen als das wichtigste von Mastzellen sezernierte Peptid der bakteriellen 

Abwehr, beispielsweise gegen Streptokokken, verstanden wird (Di Nardo et al., 2008; Nardo et 

al., 2003). Um sicherzustellen, dass es sich nicht um einen methodischen Fehler, im Sinne einer 

falsch generierten Primersequenz handelt, wurde die Genexpression von CRAMP nochmals mit 

neu synthetisierten, anderen Primern untersucht, was jedoch zu dem gleichen, negativen 

Ergebnis führte. Ein Erklärungsversuch wären die etwas divergenten Eigenschaften der 

verwendeten PCMCs, da die in vitro Daten der Arbeitsgruppe von A.D. Nardo aus kultivierten 

Knochenmarkmastzellen gewonnen wurden (Nardo et al., 2003). Des Weiteren sind Differenzen 

in der Kultivierung und der Stimulation der MZ denkbar, was ebenso zu einem andersartigen 

Expressionsverhalten geführt haben könnte. Lactoferrin, ein hauptsächlich von neutrophilen 

Granulozyten sezernierter Stoff und ein wichtiger Teil der angeborenen Immunabwehr, welchem 

es in diesem Zusammenhang möglich ist mit Rezeptoren der MZ zu interagieren (Legrand and 

Mazurier, 2010) und welcher die Aktivität der Heparin-gebundenen Mastzell-Chymase zu 

beeinflussen vermag (Pejler et al., 1996), konnte in den durchgeführten Versuchen indes nicht 

autonom von MZ hergestellt werden. Dies gilt es auch über das Lipopolysaccharide-binding 

Protein (LPB) zu sagen, was in der Literatur als „benötigt für den Kampf gegen Infektionen“ 

(Schumann, 2011) beschrieben wird und bei bestimmten Patienten mit einer Pneumonie stark 

erhöht ist, wobei die LPB-Level bei den für die Infektion typischen Bakterien am höchsten sind 

(Zobel et al., 2012). Das antimikrobielle Peptid Mouse Beta-Defensin-14 (mBD-14), welches das 

Äquivalent des humanen Beta-Defensin-3 (hBD-3) darstellt (Hinrichsen et al., 2008), wurde 

beispielsweise bei der Bekämpfung bakterieller Infektionen im Rahmen der Atopischen 

Dermatitis als wichtiger Faktor beschrieben (Jensen et al., 2011). Dieses konnte unter den in 

unseren Experimenten bestehenden Bedingungen jedoch nicht nachgewiesen werden. Außerdem 

wurde das Proteins S100A7 (Psoriasin) untersucht, welches als wichtiges antimikrobielles Peptid 

der kutanen Abwehr zu verstehen ist (Schröder and Harder, 2006). In Staphylocoocus aureus-

positiven Patienten (Andresen et al., 2011), aber auch bei Clamydien-Infektionen (Chlamydia 

trachomatis) wurden hohe Expressionsraten dieses Peptids beschrieben. In den von uns 

untersuchten MZ konnte es jedoch ebenfalls nicht gezeigt werden. Das eher als Prohormon 

bekannte Protein Proopiomelanocortin kann allgemein von Gewebsmastzellen produziert werden 

(Paus et al., 2006) und auch das von diesem Prohormon stammende α–MSH zeigt eine 
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antibakterielle Wirkung gegenüber dem Biofilm der Staphylokokken (Madhuri et al., 2009). 

Nachweisen ließ sich die Expression der Proopiomelanocortin-mRNA in den PCMCs unter den 

gegebenen Bedingungen aber nicht. Die POMC-Expression in den Experimenten von Paus 

wurden an Gewebsmastzellen gezeigt, nicht jedoch an den in dieser Arbeit verwendeten 

kultivierten, peritonealen Mastzellen. 

Die Überleitung meiner Ausführungen zu jenen Proteasen und antimikrobiellen Peptiden, welche 

in dieser Arbeit mittels PCR nachgewiesen werden konnten, bildet die Gruppe der Granzyme. 

Diese Serin Proteasen sind gemeinhin bekannt dafür bei viralen Infekten durch T-Lymphozyten 

und NK-Zellen sezerniert zu werden (Martinvalet et al., 2008; Trapani et al., 2001). Jedoch 

wurde dargelegt, dass sowohl Granzyme A, als auch Granzyme B als generelle Immunantwort 

auf eine Infektion mit gramnegativen Bakterien ausgeschüttet werden (Lauw et al., 2000). Des 

Weiteren werden Granzyme B als von MZ hergestellt beschrieben (Pardo et al., 2007), 

Granzyme A allerdings nicht. Dies spiegelt auch die Resultate unserer Untersuchungen wider. 

Die Expression aller im Folgenden genannten Proteasen und antimikrobieller Peptide konnte in 

dieser Arbeit mittels PCR bestätigt werden.  

In der Literatur als von Keratinozyten sezerniertes S110 kalziumbindendes Protein beschrieben, 

wird Calgranulin A nachweislich bei der Stimulation mit gramnegativen Bakterien sezerniert 

(Abtin et al., 2010). Es ist bekannt, dass es ebenso von MZ exprimiert werden kann (Shimizu et 

al., 2011). Dies trifft laut Angaben der Literatur auch auf die Protease Cathepsin G zu (Ribatti et 

al., 2009). Cathepsin G hingegen stammt üblicherweise aus neutrophilen Granulozyten 

(Heutinck et al., 2010) und gilt im Allgemeinen als antibakteriell wirksam (Steinwede et al., 

2012). Eine ebenfalls untersuchte Protease war Chymase-1. In einem Sepsismodell wurde 

gezeigt, dass die erhöhte Chymase-Aktivität der Mastzellen zu einer gesteigerten bakteriziden 

Wirkung auf gramnegative Erreger während der Infektion führt (Orinska et al., 2007).  Über die 

Carboxypeptidase A3 (CPA3) wird indes berichtet, dass sie während einer septischen Peritonitis 

die systemische Toxizität einzuschränken vermag (Caughey et al., 2006). Die Rolle bei der 

direkten Bekämpfung von Bakterien ist jedoch nicht belegt. Laut Angaben in der Literatur wird 

die Expression der Mastzellprotease-1 (MCPT1) hauptsächlich bei Infektionen mit Nematoden 

(Fadenwürmer) hochreguliert (Scudamore et al., 1997; Wastling et al., 1997), ähnlich wie die 

Mastzellprotease-8 (MCPT8) im protektiven Zusammenhang mit Infektionen durch Schistosoma 

mansoni erwähnt wird (Lützelschwab et al., 1998). Die Mastzellprotease-4 (MCPT4) stellt das 
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Gegenstück zur humanen Mastzell-Chymase dar, welche die Überlebensrate im Verlauf einer 

induzierten Sepsis, mittels CLP hervorgerufen, erhöhen kann (Piliponsky et al., 2012). Die 

Mastzellprotease-9 (MCPT9) wird als eine Protease beschrieben, die fast ausschließlich im 

Uterus vorkommt (Hunt et al., 1997), wobei ihre Expression in den verwendeten PCMCs 

nachzuweisen war. Das Protein Thymosin beta-4 ist in MZ verschiedenster Gewebe, 

beispielsweise in normaler Haut und Kolonschleimhaut, zu finden (Nemolato et al., 2010). 

Neben der Induktion des Vascular Endothelial Growth Factors (VEGF) durch Thymosin beta-4 

in Trichinella spiralis-Infektionen (Kang et al., 2011) wurde gezeigt, dass während einer 

Infektion mit Clostridium difficile weniger Pseudopodien von diesen Bakterien ausgebildet 

werden (Ito et al., 2009). Abschließend gilt es noch die ebenfalls in den durchgeführten 

Experimenten detektierte Tryptase-1 aus MZ zu erwähnen, welche laut Literaturangaben bei 

einer Lungeninfektion durch Klebsiella pneumoniae im MZ-defizienten Mausmodell nach 

dessen Verabreichung zu einer Reduktion der Bakterienzahl im Lungengewebe führte (Huang et 

al., 2001).  

Die auf den letzten Seiten diskutierten und in Tabelle 8 des Ergebnisteils übersichtlich 

aufgeführten Substanzen sind somit alle, in den Experimenten unter entsprechenden 

Bedingungen untersuchte, von PCMCs exprimierte oder auch nicht exprimierte Proteasen bzw. 

antimikrobielle Peptide, wobei diese auch als solche markiert wurden. Es konnte einerseits 

gezeigt werden, welchen Substanzen es in den vorangegangenen Experimenten theoretisch 

aufgrund ihrer Mastzell-Expression möglich wäre, das Bakterium Pseudomonas aeruginosa zu 

eliminieren. Dabei wurden die bereits bekannten Eigenschaften der einzelnen Substanzen im 

Kontext der gewonnenen Ergebnisse diskutiert. Andererseits konnte aufgrund der gewonnenen 

Daten eine Auswahl von sieben Proteasen und einem Peptid getroffen werden, deren genaues 

Expressionsverhalten es mittels der quantitativen Realtime-PCR weiter zu untersuchen galt. Es 

war darzulegen, wie sich eine Stimulation mit Pseudomonas aeruginosa und LPS über 4 bzw. 24 

Stunden auf ihre mRNA-Expression auswirkt. Um dabei eine Aussage über die relative Quantität 

der einzelnen Expressionsmuster treffen zu können, wurden alle Daten mit unstimulierten 

Proben und β-Actin als Housekeeping Gen in mehreren unabhängigen Experimenten erhoben. 

Die aufgestellte Hypothese, dass Mastzellen aufgrund der Stimulation durch das Bakterium 

Pseudomonas aeruginosa antimikrobielle Peptide hochregulieren und diese somit den Phänotyp 

dieses Mausmodells erklären, konnte nicht bestätigt werden. Jedoch sind die Experimente als 
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richtungsweisende Versuche zu werten. Leider konnte eine Signifikanz der Expressionswerte 

(p<0,005) nicht erreicht werden. Es konnte jedoch bei 4-stündiger Stimulation mit Pseudomonas 

aeruginosa eine deutliche Hochregulierung der mRNA-Expression bestimmter Proteasen 

nachgewiesen werden. Andere Proteasen blieben unverändert oder wurden nach unten reguliert, 

was in Zellen nicht ungewöhnlich ist, wenn andere Gene zeitgleich hochreguliert werden. Neben 

den Proteasen und Peptiden, bei denen es zu keinen nennenswerten Alternationen der Expression 

kam, konnte ein anschaulicher Anstieg der Genexpression der Tryptase-1, im Vergleich zu 

unstimulierten MZ, beobachtet werden. Dies ist sehr interessant, da bis dato in der Literatur 

nichts über die Induktion der Expression bei PA-Stimulation und nur wenig über den 

antibakteriellen Effekt dieser Protease geschrieben steht. Einer der wenigen Bezüge zu 

bakteriellen Infekten war die bereits beschriebene Reduzierung der Bakterienzahl im 

Lungengewebe bei Infektionen mit Klebsiella pneumoniae (Huang et al., 2001). Die biologische 

Relevanz der Tryptase-1, wie auch die des Cathepsin G, ausgehend von den Ergebnissen dieser 

Arbeit, ist im genannten Kontext jedoch kritisch zu hinterfragen. Jedoch gilt die bakterizide 

Wirkung des meist aus neutophilen Granulozyten stammenden Cathepsin G als belegt 

(Steinwede et al., 2012). Gleich des ebenfalls nach oben regulierten Cathepsin G, eine Chymase-

ähnliche Protease der MZ, gilt diese, gemeinsam mit der Tryptase, als vorgefertigter 

Hauptbestandteil der Mastzellgranula (Caughey et al., 2007). Dies wäre im Rahmen einer 

bakteriellen Infektion von großem Vorteil, da die Granula samt Proteasen mittels Degranulation 

bei entsprechender Aktivierung schnell sezerniert werden könnte. Allerdings würde dies nicht 

den bakteriziden Effekt der MZ auf Pseudomonas aeruginosa in der In-vitro-Kokultur 

vorangegangener Experimente erklären, da in dieser Arbeit ebenfalls gezeigt wurde, dass das 

Bakterium unter den getesteten Bedingungen keine Mastzelldegranulation auslöst. Folglich muss 

es noch weitere Mechanismen der bakteriellen Abwehr von MZ geben. Zudem kann nicht nur 

von einer direkten Aktivierung der MZ durch das Bakterium ausgegangen werden, sondern es 

müssen auch indirekte Aktivierungswege in Betracht gezogen werden. Anzunehmen ist 

außerdem, dass es nicht den einen universell wirksamen Mechanismus der Abwehr gibt und dass 

diese Aufgabe wahrscheinlich auch nicht durch MZ allein bewältigt werden kann. Vielmehr 

scheint es wahrscheinlich, dass es sich um ein Zusammenspiel mehrere Immunzellen handelt, 

wobei Mastzellen eine wichtige Rolle spielen. So könnten beispielsweise MZ mittels ihrer Toll-

like-Rezeptoren TLR2 und TLR4 Bakterien oder deren Bestandteile detektieren (Takeuchi et al., 

1999), wodurch es folglich zu einer Ausschüttung von Mediatoren, wie zum Beispiel TNF-α, 
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kommt, infolge dessen dann wiederum andere Zellen, so beispielsweise neutrophile 

Granulozyten, rekrutiert werden könnten (Wershil et al., 1991). Diesen wäre dann die 

Möglichkeit gegeben bakterizid wirksam zu werden, in diesem speziellen Beispielfall durch 

reaktive Sauerstoffspezies (Segal et al., 2005). Vorstellbar wären als Effektorzellen, neben den 

genannten neutrophilen Granulozyten, auch die in der Haut ubiquitären Keratinozyten, deren 

Vermögen antimikrobielle Peptide auf den Stimulus einer bakteriellen Infektion hin zu 

sezernieren in der Literatur vielseitig beschrieben wird (Ommori et al., 2012).   

Es konnte gezeigt werden, welche Proteasen und antimikrobiellen Peptide allgemein von 

kultivierten peritonealen Mastzellen nach Stimulation mit dem Bakterium Pseudomonas 

aeruginosa sezerniert werden und wie sich das Expressionsverhalten bestimmter Substanzen 

nach 4 bzw. 24-stündiger Stimulation mit dem Bakterium Pseudomonas aeruginosa und dessen 

Bestandteil Lipopolysaccharid verändert. Additiv bedarf es weitreichenderen Untersuchungen, 

welche den Mechanismus der Eliminierung der Bakterien durch die detektierten und von MZ 

freigesetzten Mediatoren aufzuzeigen vermögen. 

Um die in dieser Arbeit präsentierten Ergebnisse vor der geplanten Veröffentlichung innerhalb 

eines größeren Projektes weiter zu festigen, laufen weitere Experimente um diese Daten noch 

einmal in weiteren Mausmodellen und Zelllinien zu bestätigen.  

 

4.5.  Epilog 

Um die Diskussion und damit inhaltlich auch meine medizinische Dissertation abzuschließen, 

möchte ich noch einmal darlegen, dass Mastzellen einen signifikanten Einfluss auf die 

bakterielle Abwehr und in diesem Zusammenhang auf die kutane Wundheilung ausüben. Dies 

wurde in In-vivo-Experimenten gezeigt und mittels Rekonstitution bewiesen. MZ vermindern die 

verbliebene Bakterienlast in Wunden. Da der Anspruch an diese Arbeit bestand, eine Kausalkette 

möglicher Mechanismen darzulegen, die letztendlich einen Erklärungsversuch der in vivo 

generierten Daten liefert, wurde folgend in vitro nach weiteren MZ-Eigenschaften und 

Funktionen geforscht. Dabei konnte gezeigt werden, dass MZ auch in Kokultur Bakterien zu 

eliminieren vermögen, die Mastzell-Degranulation als möglicher Weg der bakteriellen Abwehr 

jedoch auszuschließen ist. Potenzielle von MZ exprimierte Proteasen und antimikrobielle Peptide 

wurden getestet und auch das genaue Expressionsverhalten ausgewählter Substanzen konnte 

dargelegt werden. Dabei zeigte sich unter anderem eine Hochregulierung der Tryptase-1, des 



- 76 - 

 

Cathepsin-G und des Granzym B nach 4 bzw. 24 Stunden Stimulation mit LPS und 

Pseudomonas aeruginosa.  

Es konnte somit ein möglicher Mechanismus der wundheilungsfördernden Eigenschaften der 

Mastzelle im mit Pseudomonas aeruginosa infizierten Mausmodell aufgezeigt werden, der 

sowohl durch weitere Versuche in vitro, wie auch in vivo, bestätigt und ausgebaut werden muss. 

Dementsprechend laufen zum Zeitpunkt des Verfassens dieser Dissertation fortführende 

Versuche mit verschiedenartigen Mausmodellen im Rahmen eines größeren Projektes, wodurch 

die bestehenden Datensätze vor der geplanten Veröffentlichung noch weiter expandiert werden. 

So handelt es sich beispielsweise bei dem Tiermodell der ergänzenden Experimente, im 

Gegensatz zu dem Kit
W

/Kit
W-v

– Mausmodell, welches eine spontane Doppelmutation des c-Kit- 

Rezeptors besitz, um Mäuse mit einer Kit-unabhängigen transgenen MZ-Deletion. 

Dementsprechend sind auch diese Mäuse MZ-defizient, allerdings auf eine andere Art und Weise 

entstanden (Müsch et al., 2008). Zusätzlich zu dem Nachweis der verminderten Wundheilung bei 

MZ-Defizienz, konnte ebenso die Hypothese belegt werden, dass MZ antimikrobielle 

Eigenschaften ausweisen.  

Somit stellt meine medizinische Dissertation eine gute Basis für nachfolgende wissenschaftliche 

Arbeiten dar. Mögliche Kernpunkte wären dabei eine ausgedehnte Untersuchung 

antimikrobieller Peptide, beispielsweise in anderen Mastzellpopulationen, oder die Interaktion 

von MZ mit anderen Zellen, wie neutrophile Granulozyten oder Keratinozyten im Rahmen der 

bakteriell beeinflussten Wundheilung, um nur einige zu nennen. Da Mastzellen keinesfalls mehr 

alleinig als „Allergiezellen“ bezeichnet werden können, sondern weitreichende Funktionen in 

sämtlichen Bereichen, von der Tumorgenese (Dalton and Noelle, 2012) bis hin zur Degradierung 

von Schlangengiften (Metz et al., 2006) ausüben, bedienen sie ein großes Spektrum mit einer 

Vielzahl interessanter Forschungsansätze. Besonders die Fusion verschiedenster 

Forschungsbereiche, wie in dieser Arbeit die Kombination der Wundheilung mit der bakteriellen 

Abwehr, macht die Mastzelle auch in Zukunft zu einem spannenden Objekt der Forschung. 
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