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Zusammenfassung

Bislang war die Mastzelle (MZJen meisten Menscheusschel3lich als leidige und potentiell
lebensgefahrdende Allergiezelle bekannt. In den letzten Dekaden erlangte sie jedoch in der
Wissenschaftsweltunehmend gro&ufmerksamkeitdurchihre vielseitigen und bis dato noch
unbekannten physiologischen Funktion®tan begann zu begreifen, dass Big nicht nur fur
pathologische Vorgéange verantwortlich zu machen ist, sondern ebenso in enormem Umfang
physiologische Prozesse unseres Korpers unterstutzt. Die Aktivierung von MZ in
gewebsregeneratorischen Prozessen evdatgelegtund 2007 gelang eslie Bedeutunglieser
Zelleninnerhalb der kutanen Wundheilung aufzuzeigen. Immunologsahsie zudemn der

Lage einer induzierten Sepsis oder bakteriellen Hautinfektionen, beispielsweise durch
Pseudomonaaeruginosaaugelost, entgegenzuwirken, um hier nur zwei Beispgelenennen

In dieser Arbeit wurde unter Zuhilfenahme eines -B&izienten Hautinfektionsmodells die
reelle und ubiquitdr im Krankenhausalltag vertretene Situaten bakteriell infizierten
Hautwunde umdrsucht. Dabei gelang der Nachweis eines deutlich verzdgerten
Wundhelungsverlaufs in MZdefizientenKit"/Kit"*'i Mausennach lokaler Infektion mit dem
Bakterium PseudomonaseruginoséPA). Mittels MZ-Rekonstitution wurde der Beweis der
tatsachlichen MZAbhangigkeit gefuhrt. Zudem konnte gezeigt werden, dass MZ zu einer
herabgesetzten Bakterienlast in A infizierten Wunden beitragen. Dia vivo gewonneen

Daten stiitzend, vermindern MZ ebenso inKuatur die Uberlebensrate dieses Bakteriums. Als
maoglicher Mechanismus der bakteriellen Eliminierukgnnte die MZ-Degranulation auf den
StimulusPA hin in vitro jedoch ausgeschlossarerden Daher wurde das Expressionsverhalten
antimikrobieller Pepide durch MZ auf RNAEbene untersuchBestimmtePeptidezeigen nach

PA- und LPSStimulaton veranderte Expressionsster, so beispielsweise Tryptase 1 und
Cathegosin G, zwei von MZ produzierteroteasen, welche in der Literatur naier Abwehr
bakterieller Infektionen assaiiert werden. Somitkonnteim Rahmen dieseDissertationder
Einfluss der MZ nicht nur isoliert im Kontext der kutanen Wundheilung oder bakteriellen
Abwehr betrachtet, sondern erstmalagich das komplexe Zusammenspiel dieser beiden
Szenarien als Ganzes untersucht werden. Mastzellen bekampfen diaktafektionen, was
wiederum zu einer verbesserten Wundheilung fuBg wurden in dieser Arbeit dkannte
physiologische MZFunktionen bestéatigtwobei ebensoneue, weitreichende Erkenntnisse

gewonrenwerden konnten
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Abstract

Asking people what to geredly associate with mast cells (MC), their first and often only
responsevi | | be fhnmdybeevedie@apPphygpltactic reactiono.
more to these extraordinary cells. By realizing that, our knowledge exponegt@liyon 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 procesgag. from
demonstrating the cardinal role of M@s the regeneration of tissue, a puhtion in 2007
underlinedthe importance of M€ in cutaneous wound healin@onsideringvery different
functionalaspecs, MCs are nowadays also knowntay an importantimmunologicalrole in

the defense againhbacterial infections, so proven in inducggpsis models and in the process of
certain bacterial skin infectionssuch as Pseudomonaseruginosainfections, just to mention
two. Using inter alia a M@&leficient mouse model, this work the first time investigates an
ubiquitous clinical situation of la#erially infected skin wounds. A significantly delayed wound
closure was observed in M@eficientKit"/Kit""i mice after local infection witfPseudomonas
aeruginos@PA). MC reconstitution was used to proweie MC dependency. Furthermore it
could beshovn that MCs are capable of lowering the bacterial loa&Aninfected wounds.
Transferring these findings into an vitro settingby co-culturing MC andPA, the bacterial
survival rate was significantly lowered in the presence osEM®oughMC degranulabn after
stimulation withPA as a possible nebanism of eliminating bacterigas to be excludeather
possible mechanissrwere investigatedSo the up or downregulatiorof antimicrobial peptides
(AMP) by MCswasanalyzedon an mRNAexpression levelia quantitative realthe- PCR. It
could beshown that the expressidevelsof certain MC derived substances, so Trypthsnd
Cathepsin G, two proteases produced bysM@hich we find associated with bacterial infection

in the literature, weraltered

To resume, this work not only focuses the relevance of MC in the context of cutaneous
wound infections or isolated on diarial defense mechanismf is rather the first time
investigations were carried out to combine these to settings to understandintham
omnipresent, every daglinical scenario. MCs combat bacterial infections, which actually leads
to an improved wound healing. In thisesisknown physiological MC functions were validated
and broad knowledgeasgained to expand the global undensiag of these magnificent cells

vii



Zielsetzung

in vivo:
1. Darlegung der verédnderten Wundheilungstendenz von Wildip+/+- und
MZ-defizientenKit"/Kit""V-Mausen nach Infektion durch das Bakterifrseudomonas

aeruginosé&PA)

2. Beweisfihrung dr MZ-Abhangigkeit bakteriell bedingter Wundheilungsstérungen
Rekonstitution MZdefizienter Mause mittels BMCMCs

3. Vergleichende Bestimmung der Bakterienlast in Wunden Kiv#/+ - und Kit"/Kit"-

Mause nach 24stindigePA-Infektion
in vitro:

4. Untesuchung der Aktivierung von MZ durdPA, sowiedurch ausgewdahlte Bestandteile
dieses Bakteriums

5. Quantitativer Nachweis der direkten Eliminierung Bésdurch MZ in KeKultur

6. Identifizierung sezernierter antimikrobieller Peptide bzw. Proteasen der ME na

bakterieller Stimulation und Quantifizierung der Expression dieser mgtelstitativer
Reatime-PCR
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1. Einleitung
1.1. Grundzlige der Mastzellbiologie

1.1.1. EinfUhrung:

Als es Dr. Friedrich Daniel von Recklinghausen 1863 erstmals getangn damals noch
unbekannten Zelltypus in dem Mesenterium von Froschen nachzuw@Rssklinghausen,

1863) war vermutlich weder hm, nach Paul Ehrlich, dem spateren Namensgeber der
AMastzelled (MZ), wel che sich i1 hm aufgrund
F2rbungen al s A(§helioh® 877pdieTragiveite didser Eritdeckung hesst.
Heutzutage sind MZler brei ten Masse al(BofmanA hnd dbrahame z e | |
2009; Taylor and Metcalfe, 2001)nd entsprechende Medikamenterelche deren Funktion

hemmensindunterHeuschnupfengeplagteveit verbreitet

Im Fortgang von 15QJahren intensiver Forschungurden der MZindes weitreichendere
Kompetenzen zugestandeas lediglich die IgEvermittelte Sofortreaktion im Kontext einer
Allergie. Dazu zahlen, neben der hier zuskditierenden Rolle der MZnnerhalb des
Wundheilungsprozesses bei additiver Wundinfektion durch das BakteHseudomonas
aeruginosg diverse Funttonen bei Entziindungsprozessen, bei der Angiogenese, Funktionen bei
der angeborenen und erworbenen Immunantwort, wahrend der Schwangerschaft, sowie im
Prozess des Umbaus verschiedener Gewebe, um hier nur eine Auswahl zuWastleeret al.,

2011) Trotz aller Bestrebungen einer Vielzahl internatiengrorschungsgruppen, bestehen
noch immer Unklarheiten und offene Fragestellungen bezuglidrs#ir Funktionen der MZ

Di e hohe Quantita?at und Het erogenitat der
unterschiedlichsten Forschungsbereichen der Medizeysitidie Komplexitat der funktioreh
Eigenschaften von MZvider. Dementsprechend erweitert sich das kollektive Wissen nahezu
taglich um neue Erkenntnisse der Mastzellforschung, zusammengetragen aus unterschiedlichsten
Bereichen der Wissenschaft, angegfam bei der initialen Regulation der Odembildung des
Gehirns bei ischamischen Prozess@itrbian et al., 2006) uber die Degradierung von
Schlangengiften(Metz et al., 2006) bis hin zu immer neu entdeckten immunologischen
Kompetenzen dieser ZelléAbraham and St John, 2010; Galli et al., 1999)

-1-



1.1.2. Charakteristika von Mastzellen

Wie bereits kwz erwahnt, stellen die Mastzellgranula wohl das prominenteste Charakteristikum
dieser ubiquitar im Bindegewebe vorkommendet,/@m grofRen Zellen dar. Die Granula sind
jedoch nicht, wie urspringlich von Paul Ehrlich angenommen, auf die phagozytaren
Kompeenzen der MZ zurlckzufuhren(Ehrlich, 1877) Vielmehr enthalten die
elektronendichten, metachromatischen und im Zytoplasméssigen Granula eine grof3e
Bandbreite eigenstandig produzierter und gesyerter, praformierteGubstanzen. Zu ihnen
zédhlen Entzindungsmediatoren, wie Histamin oder aber auch Proteoglycane, so das Heparin,
sowie Enzyme, Chemokine, verschiedene PolypeptRigospholipidmediatoren und eine Reihe

von Zytokinen wobei der Tumornekrosefaktotd (TNF-U wohl den bekanntesten
Reprasentanten darste{lGraphik 1). Die Besonderheit liegt hierbei jedoch in der Tatsache
begrindet, dass diese Substanzen nach Stiwulatcht erst zeitintensiv synthetisiert werden
mussen, sondern schon praformiert und bereit zur unmittelbaren Exozytose in den Granula
vorliegen (Theoharides et al., 20Q7Ein weiteres, letztendlich die Mastzelle &fastzelle
definierendes Charakteristikum, ist die Koexistenz membranstandigepsHorrRezeptoren
(F(RI), sowie eKit-RezeptorerfBeaven and Metzger, 1993; Broide et al., 1989)D eRl istF ¢ U
ein membranstandiger IgRezeptor,wobei der FeTeil des Immunglobulins E (IgE)hach
Sensibilisierung watendder allergischen Sofortreaktidrochaffin gebundewmorliegt. Uber die
Vernetzung mehrerer Rezeptorkommt eszur Fusion multipler Granula bzw. dieser mérd
Membran Im Rahmen dessenvird eine Kaskade ausgel6st, diein der unmittelbaren
Mediatorausschuittung von Histamin und anderen Substanzen aus praformierten Mastzellgranula
gipfelt (Dembo et al.,, 1979)Diverse andere Rezepen beeinflussen zudem die MZ
Degranulation, so beispielsweise der Histaminrezepto(NHzahosseini et al., 2013)Der ¢
Kit-Rezeptor stellden Rezeptor fir den Ligandetes cell factor (SE) dar. Dieser ist, neben
Interleukin3 (IL-3), obligat fur das Wachstum und die spatere Differenzierung hamatopoetische
Progenitorzellen zu MZLee et al., 2010; Kirshenbaum et al., 1991; Tsai efif®]1) MZ sind

in einer Vielzahl vorOrganen und Geweben zu finden



1.1.3. Verteilungsmuster und Heterogenitat

Obwohl MZ nahezu im gesamten Korper vorkommen, sind sie Uberproportional stark in
Geweben reprasentiert, welche in direktem Kontakt zur Aul3erstadten. Neben der hohen
MZ-Dichte in der Mukosa der Atemwege und des Gastrointestinaltraktes, ist in dieser Arbeit
besonders dieohe Zahion MZ in der Haut von weitreichender Bedeutung. Hierbei lassen sich
wiederum dieMehrheit derMZ in der Nahevon Blutgeféal3en, sensorischen Nervenfasern und
Haarfollikeln lokalisieren(Galli, 1990a; Kitamura, 1989Galli et al., 1984) Somit impliziert
schon allein das Verteilungsmuster der Mastzellen innerhalb des menschlichen r@uganis
deren potentielle Bedeutung. Sie sind strategisch bestens lokaliselnvasionen diverser
Pathogene und anderweitigégmweltanflisseentgegenzuwirke(Galli et al., 1999)

Obschon bis jetzt stets exstertdesegloba himogenedZ| | er
nicht. Neben sich unterscheidenden PopulationewenmschiedenerOrganismenwird zudem

eine hde Variabilitat innerhalb des gleichen Individuums beschrigBamrett and Metcalfe,
1987; Enerback, 1966; Maximow, 1900 bedingn neben morphologischen Unterschieden,
abweichende Stimuli die Auspragung der einzelnen Mastzellsubtypen und Alterationen
bezuglich derer Mediatorzusammensetz(Bgjl et al., 2000; Galli, 1990a; Church et al., 1989)

Murine MZ werden in MukosaMastzellem (mucosal mast cells, MMC) und
Bindegewebsmastzellen (connective tissue mast dell$/C) unterteilt (Galli, 1990a) Die
mafdgeblich fir dise Arbeit bedeutsamen Mder Haut, sowie i@ aus demPeritoneum
gewonnenen Md4erIn-vitro Experimente, gehdren der CTM&aktion an. i Gegensatz dazu

sind MZ der Gastrointestinaltraktmukosa und des Epithels der Bronchien in multiplen Aspekten
von diesen abzugrenzen und dementsprechend den Miel@rzimen (detailreiche Auffiihrung
sieheTabelle 1).



Tabelle 1Eigenschaften muriner Mukosand Bindegewebsmastzellé@alli, 1990

MukosaMZ (MMC) BindegewebsMZ (CTMC)
Vorkommen Bronchialepithelintestinale Haut, Lunge, Peritoneum
Mukosa
Lebensspanne Etwa 40 Tage Mehrere Monate bis Jahre
Ultrastruktur der Granula Klein, heterogen Grof3, homogen
elektronendicht elektronendicht
Entwicklung TZellabhangig Ja Nein
prominentestes Chondroitinsulfat Heparin

intragrannulares Proteoglykan

Anfarbbarkeit mit Alzianblau Alzianblau, Berberinsulfat,
Safranin

Histamingehalt der Granula | Gering Hoch

Serotoningehalt der Granula | Gering Variabel

Préasenz hochaffiner IgE Ja Ja

Rezeptoren

Aktivierungdurch Compound | Nein Ja

48/80

Innerhalb humaner Mastzellpopulationen differenziert man hinsichtlich des Expressionsmusters
der Tryptase und Chymasayeier bekannter Mastzellproteasen. In der Haut sind Tryptiase
Chymasepositive Zellen anséassig, wohingegen in der Lunge die Tryppasitiven Mastzellen
dominieren(lrani et al., 1986; Miller and Schwartz, 1989; Wedteal, 1997)



1.1.4. Herkunft und Entwickung

MZ gehen aushamatopoetischen Progenitorzellen hervaétirzlich konnten erstmalig
spezifischeZwischenstufen dieser Zellen im VerlauérdEntwicklung zu ausgereifterMZ
isoliert werden(Dahlin, Heyman, and Hallgren 2013)ber vieleJahre wurde angenommen,
dass Makrophagen, Fibroktan oder sogar-Zellen ak Vorlauferzellen der MZu verstehen

sind (ZuckerFranklin et al., 1981; Burnett al, 1977) Dieser Vermutung stellte sich die
Arbeitsgruppevon Kitamura et al. 1977 mit wegweisenden Experimentegeeen, wobei
gezeigt weden konnte, dass sich Mder Maus aus hamatopoetischen Progenitorzellen des
Knochenmarks entwickeln. Er und seine Mitarbeiter transplantierten das Knochenmark von
Wildtyp-Mausen des genetischen Hintergrundes WBB&F bzw. von beigefarbenen
C57BL/6bg/bg Mausen ingenetischMZ-defiziente WBB6EKit"/Kit™"" (Kit"/Kit"") bzw.
WCB6FR-SI/SF (SI/SF) - Mause. Die MZdes transplantierten Knochenmarks proliferierten und
migrierten in das @webe, wobei sie dort als ebeersk transplantierten Midentifiziert werden
konnten(Kitamura and Miyoshi, 1978; Kitamura et al., 197Damit belegte edie Herkunft
muriner MZ aus dem Knochenmark, wobei erst nahezu eine Dekade spéter ei@jteiean

eines Mastzellvorlaufers entsprechenden Mastzellpopulation aus fetalem Blut isoliert werden
konnte (Rodewald et al., 1996)Anfang der 1990er Jahre gelang es von Kirshenbaum et al.
abschlieBend zu zeigen, dass die CD®#bsitive Zellfraktion der hamatopoetischen
Progrenitorzellen den Ursprung der humahn darstellen(Kirshenbaum et al., 1991Nach
Emigration aus dem Knochenmark, temporarer Zirkulation im Blut, Diapedese und Immigration
in das periphere Gewebe, erfolgt dort dieakn Differenzierung der Vorlauferzellen zu
endgultigen, funktionsfahigemMZ. Dies ist interessanterweise vom biochemischen Milieu des
Gewebes und den sie umgebenden Zellen, besondgrshbzyten oder Fibroblasten, abhangig
(Gurish and Austen, 2012; Kitamura et al., 19933 wurde in diesem Kontext demonstriert,
dass transplantierte Zellen in unterschiedlichen Geweben jeweils die Charaktelestidart
resdenten Zellen amrehmen(Grabbe et al., 1994Man geht davon aus, dads-4 und L-5,
neben zahlreichen weiteren Mediatoren, in der Lage, slad MZPhanotyp zu modulieren
(Ochi et al., 2000)

Ubertragen auln-vitro-Kultivierung hat sich gezeigt, dagei der Anzucht aus dem Rerieum
gewonnener, kultivierteMastzellen (EMCs) die Zugabe degam cell factorSCF), IL-3 und



fetalem Kalberserum (FCS) zum Medium obligdt um ein entsprechendes Zellwachstum und
die gewiinschte Differenzierung zu generieren.

Gemeinhin istveder die lokale MZAnzahl,noch der MZTyp alsunveranderlichm Gewebe zu
betrachten. @ Quantitat der MZ ist physiologischen und pathologischémstandender
Peripherie angepas@Rothe et al., 1990; Mayrhofer and Fisher, 19 per Ig-Aktivierung

folgt sowohlin vivo, als auchin vitro ein Anstieg der MZAnzahl (Takagi et al, 1989), da
wahrscheinlich undifferenzierte Progenitorzellen in das Gewebe migrieren um dort
auszudifferenzierefiTakagi et al., 1990)Es ware ebenso vorstellbar, dass im Gbeadereits
undifferenzierte MZ ansassig sind, welche dantsgmechend beginnen auszureifen. Zudem
konnten aucliereits ausdifferenziertdZ beginnervor Ort zu proliferierer{Jozaki et al., 1990
Kuriu et al., 1989)

Die Proliferation vorMZ erfolgt jedoch nicht spontan, sondern wird durch multiple Chemokine
bzw. duch den Einfluss von sowohl-Zellen, als auch Fibroblasten reguliert. Beginnend 1985
zeigte LeviSchaffer, dass die MDifferenzierung in Kokultur mit 3T3 Fibroblasten von eben
diesen im Gewebe ansassigen Zetlentlich beeinflusst wirdLevi-Schaffer et al., 1986, 1985)
Wie bereits erwahnt konnte Burnet jedoch schon 1977 nachweisen, dadelZidhZell-
abhangig differenziere(Burnetet al, 1977) wobei bestimmte durch-Lyphozyten sezernierte
Faktorendie Proliferationsrate voMZ verstarkenNabel et al., 1981)lI-3 in Kombination mit

II-4 sind nahgewiesenermallen wichtige Stimulatoren der Differenzierung von
hamatopoetischen Progenitorzellen\d, wobei IL-4 die IL-3-Wirkung verstarkiDvorak and
Kissell, 1991; Schmitt et al., 1987pie T-Zell-Abh&ngigkeit im Zuge der Proliferation din
Differenzierung trift nur auf MukosMastzellen (MMC) zu, nicht aber auf
Bindegewebsmaztllen (CTMC). Gezeigt wurde dies an athymischen Nacktmausen, welche
aufgrund des fehlenden Thymus eineZéll-Defizienz aufweisen. Entsprechend den
Kontrolltieren nit Thymus gegenibergestellt, konnte in den athymischen Tieren eine
vergleichbare Anzahl von Bindegewebsmastzellen nachgewiesen wgrelésr et al., 1976)
Folglich scheint die Prasenmon T-Lymphozyten fur die Reifung von CTMCs nicht obligat.
Kitamura et al. beschreibt die tUber Fibroblasten gesteuerte Proliferation und Differenzierung als
konstant ablaufenden Prozess, diééll-abhangigen Prozesse jedoch als induzierbare Vorgange
(Kitamuraet al, 1989)

Da man bis zum heutigen Tage eine {ibgenitorzelle aus dem Knochenmark noch nicht

lickenlosbis zur ausdifferenzierten Gewebsmastzelle in ihrer Entwicklung verfolgen gginn
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der Tyrosinkinasd&kezeptor (Kit, CD117) als zeitlich erster Marker zur Identifikatieon MZ.

Zudem dient eder Differenzierungzwischen diesen und anderen hamatopoetisZe#an wie
basophilenGranulozyten(Valent et al, 1995; Dvorak et al.,, 1994)Als CD117 wird der
Rezeptor fir den Liganden SCF bezeichnet, welches hauptsachlich von Fibroblasten synthetisiert
wird. Zuséatzlich sind humane MZ in der Lage sowohl zellmembranassoziiertes biologisch
aktives SCF mittels der MZigenen Chymase freizusetzen, als auderdhandig SCF zu
synthetisierer(de Paulis et al., 1999; Welker et al., 1990"/Kit"*- Mause weisen einen c
Kit-Rezeptordefekt auf, wasitreiner MZDefizienz dieser Tiere einhergeht. Diese praktisch
absolute Defizienz macht dieses Tiermodell fiur die Erforschung vonFiktionen so
bedeutsam. SCBewirkt jedoch nicht nur die Ausdifferenzierung von Bindegewebsmastzellen,
sondern beeinflusslie Uberlebensrate vaviZ zudem positiBischoff et al., 1999)
Zusammenfassend lasst sickur Frage der Herkunft von MZ festhalterdass das
wahrscheinlichste Szenario die Rekrutierung von-Rtdgenitorzellen darstellt, welche folgend

in das Gewebe immigrieren und extramedullar zu ausdifferenzierten, voll funktionsfahigen
Phanotypen heranreifen. Die finalen Charakteristika der Population werden mafR3geblich von dem
die MZ umgebenden biochemischiglilieu und durch benachbarte Zellen im peripheren Organ
beeinflusst(Gurish and Austen, 2012; Mecklenburg and Czarnetzki, 1986:3@vaffer et al.,

1985)

1.1.5. Physiologie und Funktionen der Mastzelle

Das Spektrum potentieller Mastzellfunktionen ésttsprechend der von ihnen synthetisierten
Substanzen Uberaus vielseitig. Wie man heute wsiflig diese Zellen nicht nuran
pathologschen, sondern auclan physiologischen Ablaufemnseres Korperbeteiligt Dies ist

oftmals durch die Art und Quantitatgigeweils sezernierten Mediators bedingt. Im Allgemeinen
unterscheidet marpraformierte Stoffe welche in Mastzellgranula gespeichert und bei
entsprechendem Trigger sofort und in grol3em Umfang sezerniert werden konnee, nmeb
synthdisierte Zytokine ad Lipide (Graphik 1). Die vielseitigen Mastzellmediatoren besitzen
weitreichende Eigenschaften, welche von gesteigerter Vasoaktivitat (PAF, Leukotriene), Uber die
Funktion als Wachstumsfaktor (VEGF, NG®,) ode

bis hin zur tragenden Rolle als proinflammatorischer Entzindungsmediator (Histamin,



Serotonin, Leukotriene, Prostaglandine, Heparin, Bradykireighen um jeweils nur einige
Beispiele aufzufihren.

Graphik 1 Auswahl praformierter unde novosynthetisierte Mastzellmediatoren

Priformierte Zytokine

Substanzen

Chondroitin-
sulfat . 2
@ / Serotonin | INFy
\V

; y L IL-16 }
P 10 |
Carboxy- .: gm—lﬁ IL-13 f

‘_ peptidace JOA @ :

NGF TNFa g‘

GMCSF J

MIP-la

Lipide

Nach: (Williams and Galli, 2000; Boesiger et al.998; Church and Lev$chaffer, 1997;
Okayama et al., 199%eo0n et al., 1994, Galli, 1990

Entsprechend der immensen Anzahl unterschiedlichster Substanzen, unterscheiden sich auch die
der Mastzelle eigenen Sezernierungswege, wobei der Freisetzung vaatdviEdizumeist eine

Form der Aktivierung vorgeschaltet ist. Der wohl bekannteste Weg deARfidierung erfolgt

uber die hochaffine Bindung desinurgl obul i ns E ( | R-Rezeptoren, washr er
zur allergischen oder gar anaphylaktischen SofortreaKtinren kann. Jedoch gibt es neben der
bekannten IgBvermittelten AntigepAntikdrperReaktion, unterschiedlichsten physikalischen
Stimuli oder psychogenen Ausldsern, eine grof3e Bandbreite von Substanzen, deren Interaktion
mit MZ antigenunabhéngig eine Akierung dieser Zellen bedingt. Neuropeptide, wie
Substanz P, der Vasokonstriktor Endothdlin Wachstumsfaktoren wie NGF,
Lipopolysaccharide bestimmter Bakterien, das Polymer Compound 48&6n hierfur

Beispiele Eine Auswahl potentieller MastzeMktivatoren ist folgend iTabelle 2dargestellt.
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Tabelle 2Auswahl Antigerunabhéngiger MZAktivatoren

Aktivator

Referenz

1 KomplementAnaphylatoxine: C3a, C5a

1 Bradykinin, Lysylbradykinin

1 Neuropeptide: Substanz P, Vasoacti

intestinal  polypeptide (VIP), Nen

growth factor (NGF)
1 Vasokonstriktive PeptideEndothelinl

1 Prostagladin E2

1 Interleukine: Ik1, IL-3, -4

1 Bakterielle Stimuli, Bsp. LPS

i ACTH, Corticotropin Releasing Hormor
1 Opioide: Morphin, Codein

9 Calciumionophore (A23187)

 TNFh

T Compound 48/80

1 Chlorogensére

T Mechanische bzw. Thermostimulatic

U\AStrahlung psychischeBtress

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

(Lawrence et al., 1989; Brenner et al., 1994)
(Li et al., 2012; Ansel et al., 1993; Mazurek et i
1986; Kulka et al., 2008)

(Boros et al., 2002)

(AbdetMajid and Marshall, 2004)

(Bradding et al., 1992; Wasserman, 1990)
(Malaviya et al., 1994; Yang et al., 2012)
(Singh et al., 1999; Maurer et al., 1997)
(Sheen et al., 2007; Blunk et al., 2004)
(Ludowyke et al., 1996; Verbsky et al., 1996)
6. NI STargafqdie]l FyR tA
(Jozaki et al., 199Mousli et al., 1990)

(Huang et al., 2010)

(Fowlles et al., 2013; Michel et al., 1992)
(Esposito et al., 2001; Singh et al., 1999)

Gleichsam der enormen Quantitat Miyener Substanzen, bediendZ ebenso verschiedene
Arten der Sekretion. Neben der Antigeermittelten Degranulation mittels ¢ URekeptor
bestehen auRerdem Hinweise auf eine ldwten hochaffinen IgRezeptorF ¢ o R |
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Granulaausschittung, sofern eine vorangegangene Stimulation mit Interferon Gamnaya (IFN
erfolgte (Okayama et al.,, 2000Kommt es bei dieser Art der Degranulation zur schubartigen
Entleerung der Granula, findet die Mediatorfreisetzung wahrend der Piecemeal Designanu
graduell stat{Dvoraket al, 2005) wie esim Zuge der kutanen Wundheilung beobachtetden

kann (Dvorak and Kissell, 1991) Des Weiteren wurde ATransgr
Mechanismus der Granulafreisetzung durch MZ beschrieben. MZ interagieren Uber Zellkontakt
mit Fibroblasten, wobei ein direkter Transfer der Granulamediatoren in die Fibeoblasein

erfolgt (Greenberg and Burnstock, 1983)ternativ weden MZMediatoren jedoch ebenso akut

auf Stimuli hin synthetisiert und degranulationsunabangig mittels Transzytose abgegeben. Dieser
Vorgang wird so bei der Prostaglandin-iBduzierten Produktion von VEGF beschrieben
(AbdeFMajid and Marshall, 2004)

Sowohl die Art der Mediatorfreisetzung, als auch die Mediatoren selbstnidgtren in ihrer
jeweiligen Kombination diverse Funktionen dieser Zellen und sind an entsprechende Bedurfnisse
und Lokalisationen angepasst. Di e bekannt e:c
Mastzelle, ist die IgBvermittelte MZDegranulation samdikuter Histaminausschittunggelche

eine allergische Sofortreaktion bedin@Borish and Joseph, 1992Diese Reaktionist jedod
kaum al s (physi ol o g beeejchneA,Fdasie ldem mensthlicdee r
Organismus nach heutigem Kenntnisstd@nen Nutzen bringt und sie als Reaktiorauf
eigentlich Anarmlos@ Stimuli bisweilen sogarim Zuge eines anaphylaktischen Schocksn

Tode fuhrt. Dementsprechend lag die Vermutung frihzeitig nahe, dass MZ noch weitere,
protektive Aufgaben innehaben muisseonsthatte sich eine solche Zelle in der Evolution
schlichtwegkaumdurchgesetzt.

Die Liste potentieller Mastzelleigenschaftegigt eine enormBiversitat. So kommt der MZ bei
multiplen Erkrankungen der Haut eine weitreichende Bedeutung zkorige ein deutlicher
Anstieg der MZAnzahl bzw.quantitative Veranderungen allgemem malignen Melanomen
(Duncan éal., 1998) Fibromen(Santos et al., 2011NeurofiboromenTucker et al., 2011 )ei
Psoriasis und atopischer Dermatii¢arvima et al., 201Q)Porphyrien(Lim et al, 1989) dem
bulldsem Pemphigoi@Ujiie et al., 2012) sowie anderen Autoimmunkrankheiten wie, Multiple
Sklerose oder Rheumatische Arthri(Brown and Hatfield, 2012beobachtet werderDiese
exemplarische Aufzahlgnverdeutlicht, dass MZ sowohl im Rahmen neoplastisdeemaler
Erkrankungen als auch in entzindlichen, allergischen, degenerativen und autoimmunen

Krankheiten potenten Einfluss besitzenGemal ihrer Prasenz in der Mukosa des
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Gastrointestinaltraktes, #en sich MZ ebenso bei Nahrungsmittelallergigéraneveld et al.,
2012) chronisch entzindlichen Darmerkrankungen, wie Colitis ulcerosa oder Morbus Crohn
(RobertsThomson 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 meehig erforschten
Aufgabengebiete deviZ dar.

1.1.6. Immunologische Kompetenzen der MZ

Etwa 30 Jahre nach der Entdeckung durch v. Recklinghausen postHliertsletchnikoff,
welcher 1908 gemeinsam mit Paul Ehrlich den Nobelpfiéis Physiologie oder Medizin
verliehen bekamMZ kodnnten 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 Wctsdtsstand
entspricht, gilt die Rolle deviZ im Zuge der Bekampfung unterschiedlichster Krankheitserreger
heutzutage als gesichert. Gezeigt werden konnte, dass parasitare Infektionen nicht nur zu einer
erhohten Mastzellzahl im Gewebe fiihren, sondernobbwermehrt spezifische, als auch
unspezifische Immunglobuline E (IgE) gebildet werdBatterworthet al, 1984) Somit ist es

dem Organismusndglich, eine gwisselmmunitat aufzubauerfWarner and Kroegel, 1994;
Mécheri and David, 1997)Doch nicht nur gegen HelminthgButterworthet al, 1984)und
Bakterien (Echtenacher et al., 1996; Siebenhaar et al., 2@@heinen MZ potentiele
Abwehrstrategien entwickelt zu hatn Am Beispiel de&/accinia Virus (VV) konnte gezeigt
werden, dass Mh vitro undin vivo in der Lage sind vor viralen Hautinfektionen zu schiitzen.
Ahnlich zu einer der bakteriellen Abwehrmechanismen, scheinen antimikrobielle Peptide dabei
eine entschekehde Rolle zu spielefWang et al., 2012)Die Verdfentlichungen zum Thema

MZ und Virus sind jedoch gleichsam divergent. In Versuchen mit dem hochpathogenen H5N1
Influenza Virus wurde zwar eine starke Miktivierung samt Degranulation nachgewiesen, was
jedoch nicht dem Wohl des Individuums diente, sonderstarkte Schadigungen der Lunge zur
Folge hattdHu et al., 2012)

Ein nicht zu vernachlassigender Teil der Immunkor@pe von MZ besteht jedoch iinrer
Fahigkeit chemotaktisch wirksam zu sein und andere immunkompetente Zellen an den Ort des

Geschehens zu dirigierdiréger et b, 2002; Malaviya et al., 1996 Als weiterer moglicher
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Verteidigungsmechanismus wurden Neutrophil extracellular trapg gNEentifiziert, mittels
welcher unter anderem Bakterien unschadlich gemacht werden kuameKockritzBlickwede

et al., 2008)

Esgibt jedochnoch viele offene Frageund teils auch Unstimmigkeiten, wie die Grél3enordnung
und die tésachlichen Kompetenzen von MZ im Kontext allumfassender immunologischer
Vorgange zu bewerten sind.

1.2. Rolle der Mastzelle im Rahmen der naturlichenimmunitéat gegen Bakterien

1.2.1. Allgemein

Bakterielle Infektionen stellen unsere heutMedizin trotz aller Nearungen noch immer vor
immense Herausforderungeneshalbaufgrund multiresistenter Bakterienstdmme nach immer
neuen Behandlungsmaoglichkeitemesucht wird. Postoperative Infektionen und Infektionen
immungeschwachter Patienten, welche grofRtenteils nosokemvarbene Wundinfektionen,
Pneumonien, Harnwegsinfekt@der priméaren Sepsen zuzuordnen sind, belasten nicht nur die
Gesundheit der Patienten, sondern auch das Gesundheitssystem der Bundesrepublik.
DarlUberhinaus bestehtime adadquate Behandlung im sphfisten Fall die Mdglichkeit einer
phlegmonésen Ausbreitung bzw. einer generellen Bakteriamie, welche final zur Sepsis mit
letalem Ausgang flihren kanfGeffers and Gastmeier, 201N erschiedene immunologisch
kompetente Zelltypen werdeseit langem im Kontext bakterieller Infektionen beforscht, doch
mit der Veroffentlichung Uber den Einfluss vénZ 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 Infektioner{Echtenacher et al., 199@)iverse Arbeiten unter Zuhilfenahme dieses
Sepsismodelles folgten, wobei die Sepsis allgemein durch LigatirPunktion des Ceacums
initiiert wird (Gommerman et al., 2000; Maurer et al., 2004; Rosenkranz et al.,.1998)
Heutzutage ist als erwiesen anzusehen, d&&seine protektive Wirkung im Rahmen der
angeborenen Immunabwehr gegen Bakterien ausflibdrienacher et al., 1996; Galli and Tsai,
2010; Maurer et al., 1998; Metand Maurer, 2009)Dies ist nicht verwunderlich sind MZ
groltenteils in den Koérper zur Aul3enwelt hin abschirmenden Geweben lokalisiert, ergo der Haut
und den Mukosae des Gastrointestinaltraktes bzw. der Atem(Wgber et al., 2003

Infolgedessen stehen sie mit Pathogenen in direktem Kontakt, wobei diese detektiert und
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bekampft werden kdonne(Matsui et al., 2011; Maurer el.a2006; Di Nardo et al., 2008
Siebenhaar et al., 200Mittels MZ-defizienter Mausmodelle wurda vivo gezeigt, dasd1Z

unter anderem einen Immunsth gegen Mycoplasma pneumoniaeEschera Coli,
Staphyloccoocus aureuStreptococcus pyogenasd Pseudomonas aeruginoséeten(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 entsphend protektiver Wirkung sind als vielseitig
anzusehen und verschiedene Forschungsanséatze werden heutzutage parallel verfolgiiSo sind
befahigt Entzindungsreaktionen auf indirektem Wege Uber die Rekrutierung anderer
Immunzellen zu beeinfluss€éAbraham and St John, 2010; Galli and T2&i10; Malaviya and
Abraham, 2000) Beispielsweise wurde iel potentiell bakterizide Wirkung neutrophiler
Granulozyten, bedingt durch den chemotaktischen Einflussv#ndargeleg{Enoksson etla

2013; Malaviya et al., 1996 Ebenso lieBenish NK-Zellen durch das Chemokin CXC8,
ausgeschiuttet von MZ nach Virassoziierter Stimulation, anlock@durke et al., 208).

Auf direktem Wege scheinen jedoch der Tumornekrosefdktor( TNF U) , -1,Bowik di¢ h e | i

Rezeptoren des Komplementsystems und derlikellFamilie, besonders TL.R und TLR4,

eine bedeutsame Rolle in der bakteriellen Abwehr diéhzu spielen(Matsushima et al.,
2004; Maurer et al., 2004; Prodeus et al., 1997; Rodriguez et al.,. Eih2)eiterer, derzeit
untersuchter Mechanismus ist die Phagozytose durch MZ, wobei das SR®ERENSNAP29

eine potente Funktion in diesem Prozessnimmt (Wesolowski et al., 2012)Sogenannte
Neutrophil extracellular traps (NETs) wurden ebensMi nachgewiesen und werden seitdem
intensiv beforscht(Goldmann and Medina, 2012; Simon et al., 2013B)ese aus DNA,
Granulainhalt und antimikrobilen Peptiden bestehendewetz, in welchen sich neben
Bakterien auch Fungi, Vi r e n erstmaligbdP neattoghiten a e
Granulozyten entdecKiMatoszka et al., 2012Auch antimikrobielle Peptide als eigenstéandig
bakterizid wirksame Substanzen stellen eimedéglichen Wegder MZ-Abwehr gegenlber
bakteriellen Invasionen darDieser Mechanismusist bei Keratinozyten, neutrophilen
Granulozyten, dentritischen Zellen und auch teilweise bei Makrophlgschrieben worden
(Braff et al., 2005; Harder et al., 1997; Ong et al., 2002; Pesthél 2001und erweckiktuell
groBes Interesseém Rahmender MZ-Forschung(Campagna et al., 2007; von Ko&ckritz
Blickwede et &, 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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b-hamolysierende AStreptokokken hervorgerufenen Hautinfektion die protektive Wigkwon
MZ aufgezeigt werde(Di Nardo et al., 2008

1.2.2. Das BakteriunPseudomonaseruginosa

Einen im Krankenhas omniprasenten und gleichsam gefurchteten opportunistischen Erreger
stellt das gramnegative BakteriuRseudomonaseruginos@PA) dar. Fiur die investigativen
Belange dieser Arbeit verkorpd?iA ein hervorragendes ForschungsobjektddaStabchen ein
typischer Keim von Waundinfektionen istEs vermehrtsich bevorzugt unter feuchten
Bedingungen und bei einer optimaldVachstumstemperatur von 35°C, wia unsren
Hautwunden gegebermmantelt von einer Zellmembran, der das Exopolysaccharid Alginat
aufsitzt, st es vermehrt vor Antikdrperreaktionen und etwaiger Phagozytose geschitzt. Ein
polares Flagellumgrof3tenteilsaus Flagellin bestehen@ampodonico et al., 2010dient de
Fortbewegung und Adhé&sion. Aufgrund der Abschirmung nach AufRen und der Fahigkeit
konst it tactamases |zl exfrimierersind PA-Infektionen sehr ernst zu nehmen.
Verwendete  AntibiotikeRegime sind  Piperacillin, CarbapenemeCephalosporine
Aminoglykoside und Chinolone. Immer frequenter auftretendéehrfachresistenzen
verkomplizieren die Therapie einBA-Infektion zunehmend, was besondersMirkoviszidose
Patientenbei Infektion der Lungezuweilen einem Todesurteil gleichkomif\falencia et al.,
2004)

Des Weieren besitzt das etw@5 1,0 um x 4,0 umgrol3e, fakultativ anaerobe Stébchen die
Eigenschaft, Biofilme auf Oberflichen auszubilden, was haufig PArassoziierten
Harnwegsinfekten durch infizierte Blasenkatheter fifRdrroni et al., 1998)Der Biofilm als
solches besteht aus Nukleinsauren und Exopolysacchariden, weletlersmn Proteine und
Alginsauren enthalten, wodurch die bestandige Fixierung auf diversen Oberflachen ermdglicht
wird (Bazzi et al.,2000). Interessanterweise zeigen neuste Vertffentlichungen, dass
antimikrobielle Peptid GL13K in der Lage ist dBd-Biofilm signifikant zu minimieren(Hirt

and Gorr, 2013)Die eigentlichen Virulenzfaktoren dieses Bakteriums stellen jedoch dessen vier
bekanme Toxine dar. Das Exoenzym A verstadie Adhérenz an das Epithatd ist in der Lage
Filamente zu depolymerisieren udds normale Zytoskeletsowie die Immunglobuline IgAnd

IgG, zu zerstdrerDies bedingieine Gewebsnekrose. Die Phospholipase C wimkzestabil als

Hamolysin. Im Prozess einer chronischen InfektiorP&tdes Weiteren mit Hilfe von Pyovidin
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und Pyochelin, zwei Siderophordefahigt, sich ohne externes Eisen zu replizieren. Die
Kombination aller genannter Eigenschaften dB#®\ macht deses Bakterium zu einem

unberechenbaren und gefahréctiErreger firdenMenscher(Ben Haj Khalifa et al., 2011)

1.2.3. Antimikrobielle Peptidaund MZ-Proteasen, sowie deré&ufgabe im Ramen der

MZ-vermitteltenimmunabwehr

Neben der Degranulation besitzBZ ebenso die Eigenschaft spezifisch auf bestimmte Stimuli
hin Substanzerde novo zu synthetisierenSo induziert Prostaglandin Ezum Beispielden
WachstumsfaktoVEGF (AbdelMajid and Marshall, 2004pder bestimmte antimikrobielle
Peptide (AMP). Diese Grippe von Substanzen unterscheidieh jedoch in ihrer Struktur und
Wirkungsweise, wob i vi el e d i -letixeStruktukRer ésitzene kationisch bzw.
amphipatisch sind undusbestimmt@& Aminoséuren, wie Tryptophan oder Histidimestehen
(Epand and Vogel, 1999Andere AMP besitzen wiederum Thioethétinge oder makrolytische
CysteinKnoten. Die Zytotoxizitat dieser éptide beruht zumeist authrer Eigenschaft, sich
mittels amphipatische6trukturen an die Zellmembran des Erregers zu binden und folgend die
Integritdt der &uf3eren und inneren Membranen zu zerstdren. Zuvor hauptsachlich bei
Keratinozyten identifizier{Braff et al., 2005)konnten mittlerweilelurch MZ sezernierte MP
nachgewiesen werden. Im Allgemeinen geht man davon aus, dass bei der Aktivieriig von
neben den bekannten Substanzen, wie Histamin, Heparin, Serotonin, verschiedenen Proteasen
und Interleukinen, auch MP sezerniert werden kénnen. Eines der wohl bekanntedvd iA

der derzeitigen Mastzellforschung ist Cathelecidin, ebenso bekannt #MERINd LL37,
welches nach Angaben einiger Autoren im Verlauf von Hautinfektionen protektiv (@rise

et d., 2010; Di Nardo et al.,, 2008Neben PiscidifCampagna et al., 20Q7\vurde ebenso
Angiogenin(Kulka et al., 2009y n d d a s -Defensin 4n(MBD#&) (Campagna et al., 2007,
Nardo et al., 2003)aus MZ stammend identifiziert Neben AP ricken in diesem
Zusammenhang Interleukine zunehmend in den Fokus der derzeitigen -Ftschung.
Erwadhnenswert sind hierbei 423 (lkeda et al., 2003)IL-33 (Hsu et al., 2010und IL-25
(Angkasekwinai et al., 2013Es wurde sowohin vitro, als auch teilsn vivo dargelegt, dass
diese IL auf direktem oder indirektem Wege bakterizide Kompetenzen begtaepagna et

al., 2007; Lundequist and Pejler, 201Bekanntermal3esind MZ zusétzlich in der Lage eine

groBe Bandbreite sogenannter MRYoteasen, unter anderem Chymasen, Tryptasen, und
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Granzyme, zu synthetisierdiVastling et al., 1997; Pardo et al., 2007; Miller and Schwartz,
1989) Gezeigt wurde, dass sowohl die Stimulation mit gpaositiven Bakterien in Kokultur, als
auch mi LPSin vitro, zu einer gesteigerte@BranzymD-Expression inMZ fihrt (Rénnberg et
al., 2013) GleichermalRen wird die Expression der Mastzellprotéag®lCP-1) wahrend
Nematoderinfektionen hochregulier{Wastling et al., 1997)um hier nur zwei Beispiele
aufzufihren. MastzelProteaen gehdren zu den potentesten Waffen dieser vielféltigen Zellen,

deren Wirkungsradius bis hin zur Degradierung von Schlangengiften {igietz et al., 2006)

1.3. Kutane Wundheilung

1.3.1. Uberblick

Mit einer durchschnittlichen Gesamtoberflache von 2,8nf stellt die menschliche Haut als
grofdtes Organ unseres Korperseelebensnotwendige Schutzbarriere gegentber einer Vielzahl
externer Einflussfaktoren dar. Die Bedeutungldganenintegritatwird oftmals erst bei Verlust
eben dieser in vollem Umfang verstanden, so beispielswaissehenbei grol3fl&higen
Verbrennungenoder durchmechanisch herbeigefiuhrte Verletzungevie in dieser Arbeit
thematisiert Nicht nur primére Schadiguag sondern ebenso sekundare Komplikationen, wie
groRvolumige Flussigkeitsverluste oder Infektionen sind hochgradig geféahrlich. Eine zeitnahe
regelrechte und komplikationslosgermale Regeneration bildet somit die Grundlage der
Funktionalitat dieses komplexen Schutzwalls und sichert dem Individuum im Zweifelsfall das
Uberleben. Aktiv am Defektschluss unserer Hhateiligt sind Fibroblasten, Kratinozyten,
Epithelzellen, Endothelzellen und Makrophagen, in Kombination mit diversen
Wachstumsfaktoren, widem Epidermal Growth Factor (EGFJransforming Growth Factds

( T G FHa}eletderived Growth FactofPDGF) und anderen ZytokindDiPietro et al, 1995;

Ishii et al, 1995; Moulinet al, 1995; Peplow and Chatterjee, 2018) Verlauf der letzten Jahre
kristallisierte sich dieMZ ebensoals wichtige Effektorzelle der kutanen Wundheilung heraus
(Younanet al., 2011; Shiota et al., 201 eller et al, 2006).So legte die AG Marcus Maurer
dar, dasdereitsdas Setzen einer Wunde zur Mastzellaktvierung fuhrt. MZ Gbernehmen zudem
wichtige regulatorische Funktionen innerhalb der initialen inflammatorischesseP der
Wundheilung(Egozi et al., 2003; Weller et al., 2006ie beeinflussen unter anderem die
Permeabilitdt von Gefallen nach Wundsetzung, den Wundschluss selbst, sowie den Umfang der
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lokalen Rekrutierung neutrophiler GranulozytévZ stellen ein wichtiges Stellglied ifArozess

der frihen Wundheilung dar, zu welcher sie letztendlich entscheidend bei(Eageen et al.,

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

Die Wundheilung selbst wird zudem durch externe und interne Faktoren beeimieissh dem
Zustand der Wunde selbsinterferiert das Lebensalter, der Ernahrungszustand, etwaige
bestehende Begleiterkrankungen bzw. eine entsprechende Medikation oder der Konsum von
Drogen, Zigaretten und Alkoholneben anderen Faktoren, mit dem Heilungsprozess de
Gewebes(Ahn et al., 2008; Arnold and Barbul, 2006; Calabro and Yeh, 2007; Gosain and
DiPietro, 2004; KiecolGlaser et al., 1995; Rodriguez et 2008) Gesondert zu erwahnen, weil

fur diese Arbeit hochgradig bedeutungsvoll, sind Wundheilungsstorungen aufgrund von
Wundinfekten, wobei MZ befahigt sind bakteriellen Infektionen der Haut direkt
entgegenzuwirkefSiebenhaar et al., 2007Mieses Wissen, in Kombination nderen Einfluss

auf denProzess der Wundheilungildet das Fundament dieser Arbeit.

1.3.2. Phasen untMechanismemer Wundheilung

Die Wundheilung als solches ist ein Prozess der sich vereinfacht dargest8dlliPhasen
unterteilen lassteine Entziindungsphase, gefolgt voer Bildung des Granulationsgewebes,
sowie der abschlieBenden Ausbildung und Reifung des Narbengewebes. Jedochssind die
Phasen keinesfalls als statische Prozesse zu betrachten, die strikt voneinander getrennt zeitlich
versetzt ablaufen. Man beobachteteedtynamische Interaktion verschiedener Zelltypen, wobei
nekrotisiertes Gewebe abgebaut und folgend Ersatzgewebe aufgebaut wird.

I) Hamostaseind Entziindungsphase (unmittelbar nach Wundsetzung bis-@ag 4

Essentiell fur eine effektive Wundheilung isedstillung der aktiven Blutung. Neben sofortiger
Vasokonstriktion mitiieren sowohl das Endothalls auch Thrombozyten den intrinsischen Weg
der Gerinnungskaskad&ailani and Renné, 20Q7in Thrombus, unter anderem bestehersl au
Thrombozyten, Erythrozyten, Thrombin, Kollagen und Fibronektin wird geformt, wobei folgend
Wachstumsfaktoren und Zytokine sezerniert werden, welche inflammatorisch auf das
umliegende Gewebe wirkghVitte and Barbul, 1997Der Thrombus selbst dient gleichermal3en
als Gerdust fur jegliche im Prozess der Wundheilung involvierten Zellen und erhoht die lokale

Konzentration von Chemokinen und Wachstumsfakt@késrtin et al, 1997) Ein Defizit in der
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Thrombusbildung durch beispielsweise einen Faktor-Midingel, resultiert folglich in einer
verminderten Wundheilung(Beck et al., 1961) Aufgrund der Akkumulation von
Entzindungsediatoren und Prostaglandinesmmt es im Verlauf zur peripherer Vasodilatation

und Zellen, wie neutrophile GranulozytenduMakrophagen, werden durch TNF, DNF
IL-1, TGFb oder PF4 i n ddBevidsquaeat a.r1685;IPohiman eb a.,kKL986)
Monozyten wandern in das 6dematose Gebiet ein und im Verlauf gelten Makrophagen als
essentiell fir den Ubergang der Wunde von der EntziindungsplraGeanulationssphase. Sie
stimulieren zum einen die Angiogenese via VEGF, FGF und -ONF aber auch
Bindegewebsbildung Uber verschiedenste Mediatoren und synthetisieren Stickstoffmonoxid
(Witte and Barbul, 2002)Neutrophile Granulozyten reinigen den Wundbereich von Bakterien
und toten Zellbestandteilen tigls SerinProteasen bzw. Metalloproteinasen und reaktive
Sauerstoffspezies werden freigese{dtager and Nwomeh, 1999)Makrophagen bilden
bakterizid wirksame Hydroxylund Peroxynitritradikale und Fibroblasten bzw. Kerationozyten
sezernieren Matrixetalloproteinasen zur Reinigung des Geweb&braham et al., 2000;
Goldmanet al, 2004) Es findet sich ein global entziindetes und gereinigtes Gebiet, welches die
Grundlage fur die Bildung des Granulationsgewetsstellt. Lipoxine, wie LXA und LXB,, in
Kombination mit Neutrophilen, scheinen die provozierte Entziindung zu termij&zgman and
Chiang, 2004)

1) Bildung von Granulationsgeweb@roliferationsphase (Tag¥4)

Epithelzellen proliferieren peripher vom Wundrand aus, welche durch von Makrophagen und
aktivierten Thrombozyten synthetisierten Mediatoren, BGF und TGFU , dazu stim
werden(Grotendorst et al., 1989Man nimmt an, dass die Entzindungsmediatoreri liind

TNF-U d i atino&e mgrowth facterGenexpression (KGF) in Fibroblasten hochresyeln,
woraufhin diese KGR, KGF-2 und IL-6 produzieren, welche wiederum andere Keratinozyten
zur Migration und Proliferation stimulierg®mola et al., 1993; Xia et al., 199%)ndothelzellen
beginnen zudem auf den Stimulus VEGF hin, hauptsachlich durch Fibroblasten, aber auch durch
Mastzellen synthetisiert, mit der Neoangiogenese. Die Hypoxie im Gewelgertrigie
Freisetzung von Stickstoffmonoxid (NO) aus Endothelzellen, womit diese wiederum ihre eigene
VEGF-Freisetzung stimulieren und eine Vasodilatation mit protektivem Effekt fir das Gewebe
hervorrufen(Goldmanet al, 2004; Witte and Barbul, 2002Hbroblasten, mittels PDGF und

EGF aus Thrombozyten und Makrophagen in die Wunde gelockt, proliferieren ebenfalls und
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provisorisches Kollagen Typ lll, spateudem Kollagen Typ 1, wird synthetisiert. Fibrin,
Fibronektin und Glykosaminoglycane sind gleichgasisen{Regan et al., 1991)Bereits in der

Wunde anséassige Fibroblasteandeln siclunter dem Einflussvon TGB zu My of i br ot
um, welche sich folgend kontrahieren um die Wundoberflésigaifikant zu verkleinern
(Desmouliere et al., 1993; Grinneli al, 2003)

1) Bildungund Reifung von Narbengewebe (Tag 8 bisafr)

Matrixarmes, zellreiches Mesenchywird in matrixreiches, zellarmes Gewebe umgebaut.
Probleme wahrend dieses Prozeds@menzu insuffizient stabilen Wunden oder hypertrophen
Wundheilungsstorungen bzw. Kelloidbildung fihren. Wie bereits beschrieben, besteht das
Granulationsgewebe zu dieseZeitpunkt hauptsachlich ausn Fibroblsten synthetisiertem

Fibrin bzw. Fibronectin,verbundenmit Glykosaminoglycanen, Proteoglycanen und anderen
Proteinen(Witte and Barbul, 1997)Verschiedene Glycane bilden ein pswmrisches Gerust,
welches durch organestere Kollagene ersetzt wir@er Anteil an Kollagen Typ | nimmt, im
Verhaltnis zu Kollage Typ llI, im Verlauf der Narbenbildung z{Ehrlich and Krummel, 1996)

Der Gewebsurbau erfolgt mittels Matrixmetalloproteinasen, welche in ihrer Aktivitat durch die
Konzentratio von Faktoren wie H1, PDGF, TGFb und EGF i m Gewebe Qe
IL-6 und TGFb stimulieren i m Gegenzug di e Freis
Fibroblasten, welche die Aktivitat der Metallomatrixproteinasen herabs@teemy and Garer,

2003) Die dentritischen Auslaufer der Fibroblasten beginnen auf den Stimulus PDGF hin
anzuschwellen und sich weiter peripher auszubreiten. Lysophosphatidsaure, welche aus der
Zellmembran stimulierter Thrombozyten abgespalten wird, bewirkt das Zietekn dieser
Auslaufer. Lysophosphatidsaure wirkt auf Fibroblasten, Endothelzellen, Makrophagen, sowie
auf die glatten Muskelzellen der GefalRe im Kontext der Wundheilung, was die
Kontraktionsfahigkeit, Aggregation, Modulation und Chemotaxe in diesem $¥rdmeeinflusst
(Eichholtz et al., 1993; Goetzl and An, 1998pn Fibroblasten sythetisiertes, zunachst parallel
ausgerichtetes Kollagen wird in einem verflochtenen Muster angelegt um die Festigkeit zu
erhthen. Eine Hautwunde besitzt nach einer Woche etwa 3%, nach 3 Wochen etwa 30% und

nach 3 Monaten und mehr etwa 80% ihrer urspringlichen St&akestoret al, 1997)
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1.3.3. Wundheilung und MastzellenStand der Forschung

Generell beeinflussen MZ den Wundheilungsverlauf, beginnend bei der initialen
Entzindungsphase, Reepithelisierungsphase, in der Phase der Revas&uoldyisahin zum
spateren Umbau des Narlgewebes(Noli and Miolo, 2001) Diversen Veroffentlichungen
zufolge nimmt die lokaléMastzellanzahl als Reaktion aeine Verletzung kurzzeitig drastisch

ab, wobei diese 2 Tage nach dem Ereignis wieder auf ein normales Niveau zuriickkehrt. Folgend
steigt sie UberschieRend Uber das néemiveau hinaus a(Hebda et al., 1993; Persinger et al.,
1983) Man nimmtan, dassindifferenzierte Progenitorzellen in das Gewebe migrieren und sich
dort folgend ausdifferenziergfTakagi et al., 1990)Der Korper reagierzum einenmit einer
Anderung der MZAnzahl, zum anderenaber auch mit direkter Mastzellaktivierung,
hervorgerufen durch die Penetration der Haut deddabei entstandeneScherkrafte. 2006
wurde gezeigt dassMZ durch das Setzen einer Wurdieekt aktiviert werden und degranulieren
(Weller et al., 2006)Damit werden eine Vielzahl praformierter Mediatoren in hoher Quantitat
innerhalb kirzester Zeit in das Wundgebiet entlag&alli et al, 1990a; Maurer et al., 2003)
Hierzu zahlen neben diverse Wachstumsfaktoren, wieascular endthelial growth factor
(VEGF), neve growth factor (NGF), Inteletderived growth factor (PDGF)ibrinoblast growth

factor 2 (FGF2), auch Tryptase und Histamin, welche die Proliferation von Fibroblasten und
Epithelien unterstitzen und somit eine der Grundvoraussetzungeneiriér adaquate
Wundheilungdarstellen(Abe et al., 2000) Zusatzlich gilt detr ansf or mi ng gr owt
(TGFb 1als hochpotenter Stimulatder Fibroplasia, sowie der Wundkontrakti@lark et al.,

1997 Desmouliére et al., 1993vobei MZ einer der Hauptproduzenten dieses Stoffes Eind.
konnte nachgewiesen werden, dass dizhsezerniertes Heparin einen positiven Effekt auf die
Migrationseigenschaften von Endothelzellen augidzizkhan et al., 1980und die von MZ
sezernierten Chymasemd Tryptase der Gefal3proliferation forderlich sir@lair et al., 1997;
Muramatsu et al., 2000pie MZ-Tryptase ist befahigt die Kollagensynthese von Fibroblasten zu
stimulieren, was die Wundheilung beschleun{@airns and Walls, 1997)Dartbehinaus
produzieren MZ eine grol3e Bandbreite proinflammatorischer Zytgdoedon et al., 199Q)nd
attrahieren Zellen, wie neutrophile Granulozyten, innerhalb des inflammatoriséaeebes
(Malaviya et al., 1996Wershil et al., 1991)Einige in diesem Zusammenhang zu nennende,
durch MZ sezernierte und auf Leukozyten innerhalb der Entziindungsphase chemotaktisch
wirkende Substanzen, sind der Tumornekrosefdlitor (T da$ fadrophage inflmmatory

protein2 (MIP-2), sowie in besonderem MaBei Menschen dal -8 (Gordon and Galli, 1990;
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Moller et al., 1993; Walsh et al., 1991; Williams and Coleman, 1998&)wurde zudem am
Menschen gezeigtlass sich daBxpressiosmusterder MZ-Chymase, MZTryptase und VEGF

in unterschiedlichen NbBenformen,wie hypertropher NarbeGranulationsgewebe, Keloid und
chirurgischer Narbeunterscheiden(Gaber et al. 2014) Man weil3 auRerdem dass MZ-
Proteasen in der Lage sinddie die Wunde umgebende Extrazellularmatrix fur die
Proliferatonsphase waubereiten (Ng 201Q. In MZ-FibroblasterKokulturen dargelegt
beeinflussen MZzudem die Antigenproduktion, Kollagensynthese und Praddifem der
Fibroblasten positiv (Rubinchik and LewiSchaffer, 1994) Auch die Interaktion mit
Gewebsmakrophagen wéhrend der Entzindungsphiadelurch MZProteasen beeinflusst. So
steigertenin vitro differenzierte murine Marophagen die Expression diverser Substanzen, wie
beispielsweise 11 b , n a ¢ mitdetnem T¥yptaséieparinKomplex in Kontaktgelangten
(Beckett et al. 2013)Durch Weller et al konnte 2006in vivo mittels MZ-defizienten
Kit"/Kit""'- Mausen, normalerKit +/+- Mause, sowie rekonstituierteit"/Kit""i Mausen
dargelegt werden, dass Mastzellen fur eine normale Wundheilung essentidllisi@undidee
der Rekonstitution ist die lokale Applikation vaiZ in ein MZ-defizientes Mausmodell,
aufgrund dessen das M2efizit lokal aufgehoben wird und somit wiederum ein dem Wildtyp
nahezu identischer Phanotyp entstdber Wundschluss in Abwesenheit vaviZ war im
Vergleich zu diesem in WildtyMausen und rekonstituierten Tieren signifikant vermindert
(Weller et al., 2006)Mastzellen sind somit fiolenphysiologischen Wundheilungsprozess von
herausragender Bedeutung, wobei deren Eisflud infizierte Wunden im Rahmerdieser
Arbeit erstmaligdargelegt wrde Zurtckzufuhren istdies in Theorie zum einen auf die
EigenschaftlerMZ den Wundheilungsprozess besondegtrendder Entziindungshase posiv

zu beeinflussen, zum andergind MZ ebensdefahigtbakterizidzu wirken, wobei eine lokale,
biologische Reinigungles Wundgrundesinenbestimmenderiraktor darstellefkénnte Neben

all den positiven Attributen von MZ im Rahmen der Wundheilung, scheinen diese, bedogider
chrorischer Aktivierung, auchndersweitig die dermale RegeneratzonbeeinflussenSo wurde
1978 bereits gezeigt, dassZMdie Bildung von hypertropime Narben begiinstige(Kischer,
Bunce, and Shetlah 1978)in weiteren Versuchen mit MZefizienten Mausen und
Wildtypmauserist bei MZ-defizienten Tieren nach einer Verbriihungsverletzung eine sigmifika
geringee Narbenbildung im Vergleich 2MZ-kompetenten Tieren zu beobachten. D&suf
die MZ-Proteasen 4 und 5 zurickzufihr@founan et al. 2010)Zudemkonnte eine erhdhte
MZ-Zahl in Keloiden bestimmierden(Shaker, Ayuob, and Hajrah 2011)
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2. Material und Methoden

2.1. Tiere

Im Rahmen dieser Arbeit wurden WBB6Kit+/+/ Kit +/+ - Mause Kit+/+), sowie genetisch
Mastzell (MZ)defiziente WBB6E Kit"/Kit"'- Mause Kit"/Kit"") verwendet. Die fiir alle
Versuche eingesetztenTiere entstammen der eigenen Nachzucht der tierexperimentellen
Einrichtung der CharitéUniversitatsmedizin Berlin. Um die Vdrichbarkeit der Ergebnisse zu
gewahrleisten, waren die Mause wahrend der Experimente zwiset@m@chen alt, weiblich

und befanden sich in der Telogenphase des Haarfollikelwachstums.

Die Haltung der Tiere erfolgte in GruppenkjgEn mitbis zu maximal 3lieren pro Kafig unter

konstanten und nach AufRen abgeschirmten klimatischen BedinguilierMause erhielten

StandarelLaborfutter, sowie Wasser ad libitum wahrend eineastanten 12 Stunden Tag
NachtRhythmus. Alle Experimente wurden vom Landesamt fésuhdheit und Soziales Berlin,
unter der Genehmigungsnummer G 02834k 16.12.201fienehmigt

2.1.1. DasKitV/Kit""YMausmodell

1985 erstmalig von Galli und Kitamura beschrieben, stellt dielsrismodel einen Meilenstein
der Mastzellforschung daBedingt durcteine Spontanmutation beid&lele desc-Kit-Gens, ist
es den M2Vorlauferzellen aufgrund einer fehlenden Aktivierutigser Rezeptoredurch den
Liganden stem cell factor CH nicht mdglich, regelrecht zu proliferieren bzw. sich zu
differenzieren, was folglich eine MZ-Defizienz dieser Tiere bedingt. Wegweisende
Eigenschaften und Funktioneder MZ konnten auf diesem Wege untersucht umhrgelegt
werden (Nakano et al., 1985)Dieser Rezeptordefekt fithjedoch neben demgewiinschten
Defizit an MZ zusatzlich zueinem Defizit anMelanozyten(weil3e Fellfarbg zur Sterilitat der
Mause sowiezu einersubtilenAnamie.Zu betonen gilt es, dassedAnzahl und Funktionalitat
immunrelevanteiZellen, so B und T-Lymphozyten, NKZellen, und Granulozyten weiterhin
gegebenist und diesederen desWildtyps entsprechen. Das Immunsystem dét"/Kit""-
Méause unterliegbewiesenermaliekeinen signifikanten VeranderungéGalli and Hammel,
1994; Galli and Kitamura, 1987a; Mekori and Rpd, 1969) Um jedoch auszuschliel3en, dass
gewisse Beobachtungen nicht durdie MZ-Defizienz, sondern durch ddsehlen anderer
Zelltypenbegriindet sindwurden inFolgeexperimenten MadefizienteKit"/Kit"" - Mausemit

bone marrowderived cultured mastells (BMCMCs)auf veschiedenen Wegen rekonstituiert.
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Die MZ-Defizienz und deren spezifische |§@erscheinungekonntenauf diesem Wegdast
vollstandig behoben werdeiiGalli and Kitamura, 1987b)Das Kit"/Kit"" -Mausmodellstellt
somit einhervorragendedlodell zur ErforschungspezifischerEigenschaftenFunktionenund

synthetisierteProduktedieser Zellerdar.

2.1.2. Rekonstitution

Die Rekonstitution erfolgte durch MZ, welche aus Knochenmarksvorlauferzeilewitro
differenziert Methodenteil 2.4.1. Gewinnung und Kaultivierung aus dem Knochenmark
stammender, kultivierter MZ (BMCMCs)) und 4 Wochen alten, -tizientenKit"/Kit"V"-
Mé&use subkutan in die untere Riickenpartigiziert wurden. Hierzu wurden 4 rasiert und
1x1® BMCMCs pro 1cm, suspendiert in 100ul PBS, mittels einer 0,3x30mm Kaniile
intradermal appliziert. Die Rekonstitution erfolgte an der Stelle, wo spater die Haetstanz
gesetzt wurden. Zwischen Miajektion und Beginn der Experimente lagerakt4 Wochen.

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

2.2. Wundheilungsversuch mit Wildtyp- und MZ -defizienten Mausen
2.2.1. Narkose

Als Mittel der Wahlwurde das Inhalationsanasthetikum Isofluran (Forene® der FirmattAbbo
Abbott Park, USA in Kombination mit Sauerstoff, verwendet. Dieses wurde mittels eines
speziellen IsofluratvVerdampfers Uber eine Narkosekammer geleitet oder wahlweise direkt tUber

eineBeatmungsmaske dem Tier nasal zugefuhrt.

2.2.2. Wundsetzung, Infektion und Kontrolle

Nach grof3flachiger Rasur und Hautdesinfektion mit #¥anol, wurden sowohl defit+/+ -
Méausen, als auch den MiefizientenKit"/Kit""- Mausen identische Wunden im kaudalen
Ruckenbereich in der Vertebrallinie, etwa 1cm oberhalb des Schwanzansatzes, mittels einer
6mm Biopsiestanze der Firma Acuderm zugeflihrt. Die Stanze wurde unter kontinuierlichem
Druck und leichter Drehbewegung in die rasierte Rickenhaut des Tieres appesr
Hautstanzenmeichten dabei durch alle Hautschichten, ohne die Muskelfaszie der &otost
Ruckenmuskulaturzu penetrieren. Die Wunden deinzelnen Tiere wurde randomisiert

wahlweise mit 10l einer standardisierten Bakteriensuspension des Baktef?seudomonas
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aeruginosain einer Konzentration vof,5 x10°/ml infiziert oder als Kontrolle mit 10pl PBS
behandelt. Alle Tiere wurden folgend mit Softhalskragen versehen und 24 Stunden in
Einzelkafigen gehalten. Nach diesem Zeitintervall wurden derefidre Kragen entfernt und
diese, gemal ihrer zugehdrigen Gruppe, fur weitere 8 Tage in Gruppenkéfigen gehalten. Die
Wunden der Tiere wurden amifrinkt der Wundetablierung = O Stunderach 6 Stunden, 12
Stunden, 24 Stunden, und bis zum Tag 9 tagliabgratfiert. An Tag 9 erfolgte die Totung durch
zervikale Dislokation. Wahrend der gesamten Versuchsdauer wurden téaglich die
Korpertemperatur mittels rektaler Sonde und das Gewicht der Tiere erfasst. Alle
Abbruchkriterien, die ein offensichtliches Leidenr dégere implizierten, ausgedriickt durch
verandertes  Spontanverhalten, veré&nderte  Motorik,  Korperhaltung, Schlafhaltung,
Sozialverhalten, das Fehlen von adaguatem Antwortverhalten auf kinstliche Reize, sowie
morphologische Veranderungen, wie Selbstverstiionmyeoder mangelnde Eigenpflege, wurden

beachtet. Morbide Tiere wurden durch zervikale Dislokation getotet.

Um zu bestatigen, dass es sich bei der applizierten Suspension um eine lebende Reinkultur des
BakteriumsPseudomonaseruginosain der gewunschten ¢hizentration handelte, wurden die
Bakteriensuspensionen auf {&jar Platten ausgestrichen, 12 Stunden bei 37°C inkubiert und

die gewachsenen Kolonien ausgezahlt.

2.2.3. Wundvermessung

Um die spezifische Wundflache der einzelnen Tiere zu bestimmen und dieserirKigetik
abbilden zu koénnenwurden die Wunden zu folgenden Zeitpunkten fotografiert: Tag 0O
(Zeitpunkt des Setzens der Hautstanzen), gefolgt von einem 6 Stunden Zeitpunkt, 12 Stunden,
Tag 1, und im weiteren Verlauf taglich bis Tag 9. Am Tag 9 wurdenTatre getotet. Taglich
wurden exakte WundgréRen individuell per fototechnischer Flachenbestimmung unter
Zuhilfenahme einer Skalierung ermittelt. Unter Verwendung des Computerprogrammes Adobe
Photoshop CSZSanJose¢ USA) wurde fir jedes Bild die Pixelaahl auf einer Lange von
20mm mit jeweils einem Pixel Breite bestimmt. Mittels des La&®wkzeuges konnte der
genaue Umriss der Wunde festgelegt und unabh&ngig jeglicher geometrischer Form uber die
spezifische Pixelanzahl innerhalb der Wunde die genauedifaghe berechnet werden. Die
Berechnung erfolgte (iber diformel: Awunae (X/y) z,  wobei Awunce die zu ermittelnde
Wundflache darstelltx die mal3stabsgerechte Lange, in diesem Fall 20mm, auf welcher sich in
einer Reihey Pixel befinden;y, welches de Anzahl der Pixel der Lange entspricht undz,
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welches die mittels Photoshop ermittelte Pixelanzahl der Wundflache beschreibt. Somit konnten
die exakten Wundgrof3en trotz individuell auftretender Unregelmé&Rigkeiten des Wundrandes

bestimmt und ins Verhalismmit der UrsprungswundgrofRe am Zeitpunkt O gesetzt werden.

2.2.4. Histologie

Fur histologische Analysen wurde jeder Maasmder Totung unter Isoflurasarkose an Tag 9

eine Hautstanze mit dem Durchmesser 12 mm entnommen, welche die urspriingliche Wunde
zentriet umschloss. Diese Biopsie wurde mit einer Schere halbierjewvells eine Halfte mit

4% gepuffertem Formaldehyd (Herbeta Arzneimjt&érlin, Deutschlany fixiert. Die Proben
wurden so fixiert, dass spater die Schnittflache jeweils den Wundrand, tgefoig der
Wundkruste und wiederum den Wundrand umschliel3t. Die Einbettung der Schnitte in Paraffin
erfolgte mittels der Shandon Citadel 1q@galtham, USAach 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 5um dicke G&d&schnitte mit der Microtom Finesse 325 von

Shandon(Waltham, USA)angefertigt. Diese wurden zum einen mittelamatoxylinrEosin
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Farbung HE-Farbung) gefarbt (siehe Protokoll HE&rbung), womit zellunspezifisch Zellkerne
und das Zytoplasma sichtbar gemaslurden. Zusatzlich wurden die Schnitte mittels Giemsa
Farbung (siehe Protokoll Giem§&érbung) gefarbt, was der Detektion vidZ, aufgrund ihrer

spezifischen Granula, dient.

Tabelle 4/5 Farbungnan Paraffinschnitta

HE-Férbung an Paraffinschnitten GiemsaFarbung an Paraffinschnitten

Farbeschritt Zeit Farbeschritt Zeit

3x Xylol 10 min 3x Xylol 10 min

2x absoluter Ethanol 5 min 2x absoluter Alkohol 5 min

2x 96% Ethanol 5 min 2x 96% Ethanol 5 min

2x 70% Ethanol 5 min 2x 70% Ethanol 5 min

3x Aqua destilliert 5 min 3x Aqua destilliert 5 min

Hamatoxylin (frisch filtriert) 1 min Giemsa Azur Eosin 15 min
Ethylenblau unverdinnt und

mit flieRend Wasser sjgn 10 min filtriert

Spulen in Aqua destilliert 1 min 0,1 % Essigsaure 10s

Eosin 1 min Spulen mit Aqua detfiert 1 min

4x in Aqua destilliert spiilen 1 min 3x absoluter Alkohol 10s

70% Ethanol 3 min 3x Xylol 5 min

96% Ethanol 3 min Eindecken mit Clarion environmentally safe
permanent mounting Medium

absoluter Alkohol 3 min

Xylol 3 min

Eindecken mit Clarion environmentally sa

permanent mounting Medium

2.3. Bakterienlastder Wunde

24 Stunden nach Infektion der Wunden, methodisch gleich \kemdheilungsversuch (siehe
2.22. Wundsetzung, Infektion und Kontrollejvurden die Tiere durch zervikale Dislokation
getotet. Die Wunden, samt des Randbereiches, wurden steril enémoond in mit 1ml PBS

gefullten 1,5ml Eppendorf Réhrchérlamburg, Deutschland)berfiihrt. Die Biopsien wurden
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im Anschluss mittels der Prézisionswaage MC1 von Sartof@esttingen, Deutschland)
gewogen. Im weiteren &flauf wurden die Hautstanzen Ruffeldsungmechanisch zerkleinert.
Von der so entstandenen Suspension wurden in serieller Verdinnung jé@ejis auf
PseudomonaseruginosaSelektionsplatten der FirmBD Biosiences (Franklin Lakes, USA)
aufgebracht. Nach einer Inkubationszeit von 12 Stuhéel7°C wurden die Bakterienkolonien
ausgezahlt. Die Berechnung erfolgte mittels der Form@FWO0,1lg Haut) = Anzahl der
gezahlten Kolonien pro Platte x (1/ Verdinnung) x (0,1/ Gewicht des homogenisierten
Gewebes), wobeCFU die bakteriellen koloniebiehden Einheiten (colony forming units)

darstellt.

2.4. Zellen

2.4.1. Gewinnung und Kultivierungaus dem Knochenmark stammendékultivierter
MZ (BMCMCs)

Die aus dem Knochenmark stammenden, kultieie MZ (BMCMCs) wurden auit+/+ -
Spendermausen gewonnerie Markotisierten Mause wurden getttet umel idaut der hinteren
GliedmalRernwurde, mit einem zirkularen Schnitt nahe der Hifte beginnend, in Richtung Ful3
abgezogen. Nach Amputation des Beines wurden samtliche Weichteile vom Knochen entfernt,
die Fibula veworfen und sowohl der Femur, als auch die Tibia in 70% Ethanol geschwenkt, um
die Knochen in Waschmedium Uberfihrt auf Eis zu lagern. Nach Absetzen der Epiphysen wurde
mit Hilfe einer 20G Kanile und Zellmedium das Knochenmark der gewonnenen Knochen
ausgesplt, bei 1200 rpm fir 10 Minuten zentrifugiert und diese in steril gefiltertes IMD
Zellmedium (Invitrogen Carlsbad, USH versetzt mit 10% FCS (fetales Kalberserum), 0,002%
Monothioglycerat, 1% PenicilliStreptomycin und 10ng/ml -3, Uberfiuhrt. Durch
Mediumwechselalle 2 Tage und Zugabe von 10ng/mki3Lwurde aus einer Zellsuspension
myelotischerVorlauferzellen eine MastzeBuspension herangezogen. So konnte nach einer
Inkubationsphase von 28 Tagen bei konstanten 37°C und einem Kohlendioxidgeh&®o

eine zu Uber 95% reindastzellmonokultur gewonnen werden, welche im Folgenden verwendet

wurde.
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2.4.2. Gewinnungperitonealer Mastzellen (PMCSs)

Peritoneale Mastzellen (PMCs) wurden mittels peritonealer Lavage aus mindestens 12 Wochen
alten, weiblichenKit+/+ - Mausen, vorzugsweise ehemaligen Zuchtweibchen, gewonnen. Nach
Totung durch zeikale Dislokation in IsoflurasNarkose wurde den Tieren der Bauchbereich mit
70% Ethanol desinfiziert und die Haut des 8as samt Muskeldecke erdffnethne das
Peritoneumparietale zu verletzen. Mittels einer 10ml Spritze und 26G Kanule wurden 5ml
Natriumchlorid (NaCl) und 5ml Lufzum Expandieren des Bauchraumesdie Bauchhohle
gespritzt. Mit gleichmafiigen Bewegungen Uber 5 Minuten wurden peritoneale Zellen aus der
Bauctwand herausgel6st. Mittels eindd@ Kanile wurde der Inhalt dBauchhéhle in ein 5@l

Falcon Rohrchen transferiert und auf Eis gestellt. Za#isuspension wurde bei 1000rpm und

4°C fur 10 Minuten zentrifugiert, um die Zellen im Anschluss in FAGSfer (PBS mit 2% FCS

und 2mM EDTA) zu resuspendieren und der-B&paration zuzufihren.

2.4.3. Magnetische Zellseparation (MACS)

Um die durch die peritoneale Lavage gewonnene Zellsuspension weiter aufzureinigen, wurde
diese der magnetischen Zell Separation, aMelgnetc Activated Cell Sorting odeMACS

genannt, unterzogen. Die gewonnenen Zellen mldausen wurden in 160ul FACBuffer
aufgenommen und mittels eines 30um Nylonnetzes filtriert um eventuelle Zellagglomerationen
aufzuloésen. Wahrend der positiven Selektiourden dieMZ Uber CD117 mit Microbeads, an

welche Eisenoxid gekoppelt war, markiert und im Anschluss wurden diese markierten Zellen
mittels einer magnetischen Saule, entsprechend des mitgelieferten Standardprotokolles der Firma
Miltenyi Biotec (Bergisch Ghdbach, Deutschlandyon den anderen Zellen separiert. Alle
verwendeten Utensilien entstammen der Firma Miltenyi Bio{@ergisch Gladbach,
Deutschland) Es wur den die S2ulen der Art ALSA v

MACS Magnet(Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, Dechland)

2.4.4. Kultivierung der EMCs

Im Anschluss an die magnetische Zellseparation wurden die nun aufgereinigten PMCs in eine
Konzentration von 0,5¢° Zellen/ml in RPMI Zellmedium der Firma Biochror¢Berlin,
Deutschland)aufgenomren. Dieses wurdezuvor mit folgenden Substanzen versetzt und
anschlieend 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 Kultigrung erfolgte bei 37°C und einem &£Gehalt von 5%. An Tag 2 wurde

der Suspension 5ml RPMI Medium, inklusive SCF und3]lLhinzugefugt. Das komplette
Medium wurde an Tag 5 gewechselt. Hierzu wurde die Zellsuspension bei 1000rpm und
Raumtemperatur 10 Minen lang zentrifugiert, der thérstand verworfen und das Pellet in der
Konzentration5x10°> PMC/ml in neuem Kulturmedium aufgenommen. SCF und vurden
entsprecbnd zugegeben. Ar@. Tag wurde noch einmal etwa 50% Zellmedium mit SCF und
IL-3 hinzugeflugtAb Tag 11 standen diperitonealen kultivierten MastzellePGMCs), nach
erneuter Begutachtung unter dem kigkop, Zahlen in der Neubatéhlkammer (Anfarben
mittels 10ul KimuraFarbung auflOul Zellsuspension) und FAGS&nalyse fur Experimente in
einer Reinheit von 95% zur Verfligung.

2.4.5. FACSAnalyse

Um den Reinheitsgrad der Mastzellpopulation zu Ubeepritizw. zu objektivieren, wurdan
Aliquot der kultivierten FCMCs zunachst fur 10 Minuten bei 300g zentrifugiert und
anschlieBend in 2ml FACGBuffer resuspadiert, um im weiteren Verlauf in spezielle FACS
Roéhrchen (EppendorHamburg Deutsdland) aufgenommen zu werden. Diese galt es bei
1200rpm und 4°C fur 6 Minuten zu zentrifugieren. Nach dem Zentrifugieren in 100ul FACS
Puffer resuspendiert, wurden 6ul dentikdrperldsung hinzugefugt und die Suspension fur 30
Minuten im Dunkeln auf Eis inkubiert. Nach Hinzufiigen eines weiteren Milliliters FRGfEer
waren die Proben 6 Minuten lang mitGI2pm bei 4°C zu zentrifugieraimd abschliel3end in
500pl FACSPufferaufzunehmen. Folgende Antikorper wurden verwendet: -Kit ¢CD 117):
Anti-Mouse CD117 (Kit) PE(eB osci enc e, Lot : E034734) -aus
Mouse Fc epsilon &septor | alpha (FceR1l) FITC (eBcience, Lot: E00731630) aus
armenischemHamster. DAPI (4,@iamidino-2-phenylindol, Sigma Aldrich) wurde zur
Unterscheidung lebender und toter Zellen herangezoém.Antikbrper wurden gemald des
Protokolls von eBosience mit FACSPuffer vedinnt. Der FACSPuffer bestandaus PBS,
versetzt mitl% FCS und 2mM EDTA. Alle FAC&\nalysen wurden mit dem MACSQuant®
Analyzer von Miltenyi Biote¢Bergisch Gladbach, Deutschlardi)rchgefthrt.
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2.5.  Anzucht der PseudomonageruginosaKultur

Zur Anzucht dePA-Kultur wurden dem ATCC 2785Bseudomonaaeruginog-Laborstamm
welcher bei80°C gelagert wurdeeine Spate$pitzeziigig und steril entnommen. DBA-Stock

war ein Geschenk von Erich Gulbins, Universitatsklinikum Essen. Die entncenrBakterien
wurden Uber Nacht bei 37°C auf einer-lBgarplatte inkubier Am néchsten Tag wurden diese
mit einem sterilen Spdtevon der Oberflache der Agdgte geschabt und in 40ml des
Flissigmediums TSB (Tryptic soy broth, BBbleidelberg, Deutschlapdiberfuhrt. In einem
100ml Erlenmeyertdben inkubierte die Suspensiamter kontinderlichem Schiittelnbei
150rpm fur eine Stunde bei 37°C. Die gewilnschte Bakterienkonzentration wurde Uber die
Messung der optischen Dich®D) der Bakteriensuspension mittels Eppendorf BioPhotometer
(Hamburg, Deutschlandpestimmt. Die Berechmg der aktuellen Bakterienkonzentration
erfolgte mit Hilfe der OD und der ermittelten Standsdchstumskurve fur die verwendéé-

Kultur mittels folgender Formely= 8,2304x x + 0,1465, wobely die Anzahl der Bakterien
(multipliziert mit 16/ml) und x die ermittelte OD darshé. Das Abtéten erfolgte bei
gewilnschteBakterienkonzentration durch 4binltiges Erhitzen bei 95°C. Durch Ausstreichen
derPA-Suspension auf LB\garplatten und anschliel3ender Inkubation tGber 12 Stunden bei 37°C
wurde durch fehlete Koloniebildung der Tot der Bakterien bestétigt. Dieser so gewonnene
Stock an totenPAwurde bei20°C weggefroren.

2.6. b-HexosaminidaseAssay

Zur Bestimmung der MzaDegranulation auf verschiedene Stimuli hin, wurden auf
Mikrotiterplatten (96 Well Platte mit \Boden, SarstedNumbrechtDeutschlanil 10ul RCMCs
(2x10° Zellen/ml in Tyrodes Puffer) 3Minuten bei 37°C mit 10l der folgenden Substanzen
inkubiert: LPS (Lipopolysaccharid®seudomonaaeruginosaATCC 27316, Sigma AldrichSt.
Louis, USA in einer Konzentration von 500ng/ml, Flagellin (ein Protein des Flagellums, Enzo
Life Science Loérrach, Deutschlandin einer Konzentration von 100ng/ml, 30OCGHSL (das
Quorum sensing Signalmolekit3OxododecanoylL-Homoserin Lakton, Cayman Chemicals
Ann Arbor, USA in einer Konzentration von ebenfalls 100ng/ml, sowie lebendem und BAem
in der MOI 10 (Multiplizitat der Infetion von 10, d.h. 10x mehr Bakien in Tyrodes gel6st als
MZ). Als Positivkontrolle diente zum einen die Stimulation mit 1uM lonomycin (Sigma Aldrich
St. Louis, USA, zum anderen aber auch die Inkubation mit Tyrodes Puffer als Negativkontrolle,
welcher folgencer Zusammensetzung unterlag: Mil01M HEPESR2-(4-(2-Hydroxyethyl}1-
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piperazinyl}Ethansulfonsduje 7,58g Natriumchlorid (NaCl), 0,37g Kaliumchlorid (KCI),
0,206g Kalziumchlorid (Ca@), 0,203g Magnesiumchlorid (Mggl 1,008 Glukose, und 1g
Rinderseumalbumin (BSA), aufgefullt auf 1 Liter mittels destilliertem Wasser. Nach
Stimulation der Zellen wurden diese bei 1000rpm fiMiGuten zentrifugiert und jeweils b

des Uberstandes in die Vertiefungen einer 96 Well Mikrotiterplatte (NThermo Fische
Scientific, Waltham, USApipettiert. Die Pellets wurden mittels 15ul 0,5% Tritdnin Tyrodes
gelost, lysiert. 35ul 4mM{NAG (p- NitrophenytN-Acetyl-b-D- Glukoseaminidin), als Substrat
derenzymati schen UHexssaniradase dungidne, rwardm jedem Well der
Uberstaade und Lysate zuzugeben, welches zuvor auf einen pH von 4,5 mittels 14,299
Dinatriumhydrogenphosph@ilA,HPO4 und 42,059 Zitronensaure, bezogen auf ein Volumen
von 500ml, gepuffert wurde. Nach 40 Minuten Inkubation bei 37°C fungierten 150ul 0,2M
Glycin, mit Hilfe von Natriumhydroxid (NaOH) auf pH 7,5 titriert, als Stepdsung. Die
Messung der Absorptioerrfolgte bei 405nm mittels MRX Microplate Reader von Dynatech
LaboratoriefEl Paso, USA Mittels Bes t i mmu nHexosaminidadéktivitat im Uberstand

der stimulierten Zellen und im Lysder gleichen BMCs liel3 sich die Freisetzunggezentual

z u m -Helosaminidas&esamtgehalt der Zellen mit folgender Formel ermitteln:
Degranulationl b-Hexosaminidae Ak t i v i -Héxdsaminidasdktivitat Uberstandl/ - ( b
Hexosaminidaséktivitait | b e r sHexosadhinidaséitivitat Lysat).

2.7. Bestimmung der bakteriellen Uberlebensrate

In einer Konzentration vonxa0®/ml wurden EMCs in 1ml RPM#1640 Medium, versetzmit
25mM HEPES, ohne FCS oder Antibiotika, resuspendiert und fur 3 Stunden bei 37P& imit
einer MOl von 1 bzw. 10MOI 1: 6x10°%ml und MOI 10: 640"/ml) auf einer 96 Well
Mikrotiterplatte mit flachem Boden (Sarstediimbrecht, Deutschlahdkokultiviert. Die
Anzucht desPseudomonaseruginosaerfolgte zuvor in der gewinschten Konzentration. Als
Kontrolle des Bakterienwachstusidiente ein lediglich mit PBS kokultivierter Teil d&tA-
Population. Anschlielend waresowohl die MastzelBakterienSuspenginen, als auch die
BakterieaAPBSKontrollen seriell verdinnt auf LBgarplatten aufzubringen und bei 37°C zu
inkubieren. Nach 12 Stunden wurden die Kolonersgezahlt. Die bakterielle Uberlebensrate
wurde als prozentualer Anteil der Kontrollgruppe M@A angegeben, welche nicht nMZ,

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

Zur Vorbehandlungder BMCMCs und REMCs diente Tyrodduffer &iehe 2.6. b-
Hexosaminidaséssay als Waschpuffer, wobei die Zet in einer Konzentration von 16°
Zellenml nach zweimagem Waschen mit Tyrodes in m@&* und Md¢* versehenem PBS
resuspendiert wurden. Zum Zentrifugieren von Zellen auf Objekttrager bedanktesgeziellen
Zentrifugationsvorrichtung mit 1,5ml MikroreaktionsgefaR3en (Frotekterode, Deutschlapd
welche ein Lochm Bodenbesitzen Dieses Loch endet auf einem Objekttrager, wobei dieses
wiederum von einem Filter begrenzt wird. 50uder Zellsuspnsion waren in jedes
Zentrifugationsrohrchen zu geben und 7 Minuten bei 45g mit der Megafuge 1.0R von Hareus zu
zentrifugieren. AnschlieBend war die Ummantelung zu entfernen und der Objekttrager wurde
luftgetrocknet. Die Fixierung direkt vor dem Farbeang erfolgte durch kurzes Eintauchen in
auf-20°C gekuhltes Aceton. Zum Farben der ObjekttrageHarhatoxylinrEosinbzw. Giemsa
waren 100ul der Farbelésung als Tropfen zu applizieren. Im Anschluss an -cienigiye
Inkubation im Dunkeln erfolgte dagwemalige Waschen mit TyroddRuffer, bevor die

Objekttrager 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 mFB¢f§uenzen der potenziell von MZ
exprimierten antimikrobiellen Peptle und Proteasen (Uber die NGBénbank
(http://www.ncbi.nIm.nih.gov/genbank/identifiziert. AnschlieBend wurden komplementare
Primersequenzen designt und von der TIB MOLBIOL Syntheselabor GmbH hergestellt. Die hier

aufgefuhrten antitkrobiellen Peptide mit folgenden RN8equenzen waren zu testen:

Tabelle 6 Primersequenzen

antimikrobielles Hersteller Primer-Sequenz
Peptid / Protease
Forward-Primer ReversePrimer

Angiogenin TIB Molbiol CTCTAGCTTCACACTGCAGGAC| CCATCTCTTCCAACAGAGATTCA
b-Actin TIB Molbiol CCGTGAAAAGATGACCCAGAT | CTCAGCTGTGGTGGTGAAGC
BPI TIB Molbiol CGCTGGCCCATTCGCTCCAGCGE TCTTGGCATGGTAAGAAGGAA

CT
Calgranulin A Invitrogen CACCCTGAGCAAGAAGGAAT TGTCATTTATGAGGGCTTCATTT
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Cathepsin G TIB Molbiol | TCGGGAGTGGTTCAGAC ACGGTTCTGGAAAGATGCAG
CCL20 Invitrogen AACTGGGTGAAAAGGGCTGT | GTCCAATTCCATCCCAAAAA
Chromogranin B | TIB Molbiol CCTCTCAAATGCCCTATCCA CACCTTTGACCTCTTTTCCACT
Chymasel TIB Molbiol | ATCTGCTGCTCCTTCTCCTG ACTCCGTGCCTCCAATGA
CPA:3 TIB Molbiol GCTATTAATTCCTTATGGCTAC | GTGGCAATCCTTGCAACTTT

ACATT
CRAMP Invitrogen GCCGCTGATTCTTTTGACAT AATCTCTCCCCACCTTTGC
Cryptidin/ TIB Molbiol | AATTTTCGGAGGGTTTTTGG TGAAGAGACTAAAACTGAGGAGC
Defensin A 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
Endothelinl TIB Molbiol CTGCTGTTCGTGACTTTCCA TCTGCACTCCATTCTCAGCTC
GranzymA TIB Molbiol GGCCATCTCTTGCTACTCTCC | CGTGTCTCCTCCAATGATTCT
Granzym B TIB Molbiol | AGCATACCAGATCTCTCAACG | GCTGCTCACTGTGAAGGAAGT

AT
Lactoferrin TIB Molbiol | TGCTTTCTATGTCCAAAGTCAG | GGGCAAGTGCGGTTTAGTT

G
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 | TAAGGACGGGAGTGTGSTCT 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
TryptaseU/ b 1 | TIB Molbiol | TCCTCACTGTGTCCAAATGC CCTTCTCGTGTCATAGCTGGA
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Die in Pulverform gelieferten Forwdy und ReersePrimer wurden in insgesamt 50l
destilliertem Wasser aufgenommebDies stellte den Prime®tock (100uM) dar. Fir die
Experimente galt es diese, 1:10 mit destilliertem Wasser auf 10uM verdinnt, zu jeweils 20l in
Eppendorf Rohrchen zu aligtieren. Um die Wirkungsweise der einzelnen Primer zu
optimieren, wurde fiir diese mittels TEERs die jeweils individuelle M§ Konzentration tiber

die Zugabe von MgGI(25mM) ermittelt.

2.9.2. Stimulation der EMCs

6x10° PCMC/ml wurden bei 37°C und 5% G@nit totemPA in einer MOI von 10 (iber einen
Zeitraum von 4 bzw. 24 Stunden auf einer 24 V@dllstarMikrotiterplatte (Greiner BieOne
Frickenhausen, Deutschlgn#okultiviert. Als Kontrollen wurden die ®MCs zusatzlich mit
LPS in einer Konzentration von 500ng/ml und BS stmuliert. TotePA wurden wie in2.5.
Anzucht der PseudomonasaeruginosakKultur beschrieben, gewonnen. Nach abgelaufener
Inkubationszeit galt es diedRCs bei 300g 1Minuten lang zu zentrifugieren. Der Uberstand

samt Bakterien wurde aspiriert, veasien und die Zellen der RNAsolation zugefuhrt.

2.9.3. RNA-Isolierung

Zellpellets wurden ir600ul RLT- Puffer der Firma Qiage(Venlo, Niederlandg welchesmit

1 0 O-ME b-Kdrcaptoethanol) pro 1ml RL:Puffer versetzt wurde, resuspendjetamit lysiert
und anschlieRend in 1ml Eppendorf RohrcHétamburg, Deutschlandjberfuhrt. Der Effekt des
Lysierens wurde durch mehrmaliges-himd herziehen in einer 26G Kandile zusatzlich forciert.
Dem Protokoll des RNeasy Kits von Qiag@renlo, Niederlandefolgend, wuden weiterhin
70% Ethanol, RWSQiagen Venlo, Niederlande RPE (QiagenVenlo, Niederlande sowie die
mitgelieferten RNeasy Spin Columns und Sammelréhrcf@iagen, Venlo, Niederlande)
verwendet. Nach vollzogener Isolierung wurde die gewonnene RNA iameid,5ml
Sammelréhrchen in 30pul sterilem Wasser der Firma B(latsungen, Deutschlandjuiert.
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2.9.4. Reinheit und Konzentrationsbestimmung der RNA

Um die Reinheit der gewonnenen mRNA zu uberprifen, sowie deren Kontamination mit
Proteinen auszuschliel3enfadgte die photometrische Bestimmung der @fittels Eppendorf
BioPhotometer (Hamburg, Deutschlandyobei die RNASuspension fur die Messung mit
RNAsefreiem Wasser auf 1:50 zu verdinmnewar. Nach dem Vortexen der [HO
Nukleinsauresuspensi@mfolgte dieAbsorptionsmessung einer U\ transparenten Kunststeff
Kivette (SarstedtNumbrecht, Deutschlapdoei einer Wellenlange von 260nm. Zusatzlich
wurden die Absorptionsmaxima bei 280nm ermittelt, um den Grad der Verunreinigung mit
Proteinen mittels des Quehten E260/E280 zu evaluieren. Als weitere Methode der
Konzentrations und Reinheitsbestimmung wurden RNPkoben mit dem Spektrophotometer
Nanodrop 100@Waltham, USA)untersucht. Entsprechend ihres Ri&&haltes und unabhangig

der Messmethodewurden die Proben mit RNAsdreiem Wasser auf eine einheitliche

Konzentration von 1ug/ml verdiinnt und b80°C weggefroren.

2.9.5. Umschreiben in cDNA

Entsprechend dem fur das Umschreiben von mRNA in cDNA verwendeten Quantitec Reverse
Transcription Kits der Firma QiagdN enlo, Niederlandeyvurden alle Nukleinsduren dauerhaft

auf Eis gekuhlt. Die Reagenzien wurden so gewahlt, dass genau 1ug RNA in cDNA
umgeschrieben wurde. Somit wurde die spatere Vergleichbarkeit der quantitativen RNA
Expression gewahrleistet. Um eventu€dA-Spuren in der RNA.6sung zu entfernen, wurde
diese, mit RNAsdreiem Wasser der Konzentration entsprechend verdunnt, fir 2 Minuten bei
42°C mit gDNA Wipeout Puffer2pl) inkubiert. Im Anschluss wurde die gereinigte RNA
Suspension (14ul) mit der Quastript Reverse Transkriptase (1ul), dem Quantiscript RT Puffer
(4ul) und dem RT Primermix (1ul) fr weitere 15 Minuten bei 42°C inkubiert. Um die
Enzymaktivitat der Reveen Transkriptase, und damit dReaktion zu beenden, wurde der Mix

fur 3 Minuten beB2°C inaktiviert. Die so gewonnene cDNWIrdebei-20°Cweggefroren
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2.9.6. Ablauf PCR mit LightCycler

Zu den 2pl der umgeschriebenen cDNA wurden 3l eines Mastermixes, bestehend aasinsges
0,5ul Reverseund ForwarePrimer (jeweils 10uM), 0,5ul LightCycteFastStart Reaction Mix
SYBR Green der Firma RochBasel, Schweiz)destilliertem Wasser und@8ul der vorher
individuell bestimmten Magnesiumkonzentration, in 20ul LightCycler Kapillare (Rdghsel,
Schwei3 pipettiert. Diese wurden zu jedem Zeitytidurch einen auf 4°C gekihlten Eiséock

auf Temperatur gehalterDie Glaskapillare wurden mit Deckkappen verschlossen, fir 30
Sekunden bei 300rpm zentrifugiert und in den LightCycler 1,5 (Ro8asel, Schwejz
uberfihrt. Alle Arbeiten fanden mit Eirathandschuhen, unter Zuhilfenahme einer Pinzette oder
Pipette und in der Sterilbardtatt, um Verunreinigungen der MastzelDNA zu vermeiden. Die

Temperaturen und Inkubationszeiten waren wie folgt gewahlt:

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
Abkihlen 40 30

Bei | eder -ARRIsMouselkepingGen zu gleichen Bedingungen fur jeden Primer
verfolgt und zusatzlich destillites Wasser, anstelle der MastzBINA, getestet, um DNA
Verunreinigungen des Primermixes oder des Mastermixes zu detektieren. Die Schmelzkurven

wurden zur Qualitatssicherung der PCR bertcksichtigt.
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Die Auswertung der PCR erfolgte mittels relativer Qufemrung auf der Grundlage des
b-Actins als Housekeeping Gen, womit sich Uber folgende FordesnVerhaltnis stimulierter

zu unstimlierter Probe (Rtio) bestimmen liel3:

Ratio = 2P®¢!

ppCt =timgi@t)-pt (unsti muliert)
pCt = Cti(CHHoeskEkgeping)Gen).

Der CtWert (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 foldédattedik

Berechnung des Mittelwertedd :

_1z
&

n 1T Anzahl der Messwerte

X T Wert des Messwertes

Standardabweichun§D des Mittelwertes :

LS M)
SD—\/n_lia:_l(xi M)

StandardfehlelSEM des Mittelwertes :

SEM:@

Jn
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Alle Datensatze wurdemittels zweiseitigem StudemdTest fur unverbundene Stichproben auf
Signifikanz amlysiert:

Berechnung des-Wertes:

(Ml' Mz)

s, st
noon

t=

M, : Mittelwert der Stichprobe 1

M, : Mittelwert der Stichprobe 2

SO  Standardabwelaing der Mittelwerte der Population 1
SD, Standardabweichung der Mittelwerte der Population 2
n, Anzahl der Messwerte der Stichprobe 1

n,  Anzahl der Messwée der Stichprobe 2

Eine Uberschreitungswahrscheinlichkeit (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 Pat wurden als Mittelwert + SE dargestellt. Die
statistischen Analysen erfolgten mit Hilfe der Computersoftware Statview (Statview fur
Windows, SAS Institute Inc., Cary, NC, USA).
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3. Ergebnisse

3.1. Der Wundheilungsverlauf in MZ-defizienten Kit"/Kit"¥ Mausen nach Infektion

mit dem Bakterium Pseudomonageruginosaist verzogert

In-vivo-Experimente zeigtendass der Wundheilungsverlamf Abwesenheit von MZ deutlich
verzogert ist. Die Versuchstienairden anasthesiert und anschlieend am Rucken rasiertsMittel
einer BiopsieStanze wurde jedem Tier einenth Wunde im kaudalen Ruckenbereich gesetzt
und diese anschlieRend mit615° PA/10pl infiziert.

In Abbildung 1a und 1b sind mit PA infizierte MZ-defizienteKit"/Kit""- Mause Kit"/Kit"*"

(PA)), identisch inizierte Wildtyp-Mause Kit+/+ (PA)), sowienicht infizierte Kontrolltiere im
visuellen Vergleich dargestellt. Die infiziertamd nicht infizierten Wildtyp Kit+/+ -M&use
(Abbildung 1a) zeigen einen nahezu identischemrmalenWundheilungsverlauf. Zwischen
infizierten und nicht infizierten Versuchstieren lasst sich kein Unterschied ermitteln. Vergleicht
man jedoch die infizierten und nicht infizierten MEfizientenkit"/Kit""'- Mause Abbildung

1b), so ist deutlich die verzégerte Wundheilung der infizieké"/Kit""'- Mause zu erkennen.
Auffallig ist der absolute GrofRenunterschied der Wunden an Tag 3 und 4. Desweiteren ist bei
infizierten Kit+/+ - und den Kontrolltiereran Tag 9ein nahezu vollstandiger Wundschluss zu

erkennen. Dies ist bei den infiziert&it"/Kit""V- Mausemicht der Fall.
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Die in Abbildung 2 dargestellte Kinetik verdeutlicht den verlangsamten Wundheilungsverlauf
der infizierten Kit"/Kit"""- Mause, vergleichend aufgeggen zu den infizierten WildtyfMausen

und den entsprechendenicht infizierten Kontrolltieren Innerhalb der ersten 24 Stunden
erweiterten sich die Wunden déit"/Kit""'- Mause maximal auf durchsatttlich 159,1% + 9,5

SEM der initialen Wundflachen, die der andefigere vergdl3erten sich ledighcauf 129,7% +

4,9 SEM bis132,6% * 13,8 SEM. Die Maximalausdehnung der Wunden war wéhrend der ersten
24 Stunden zu verzeichnen, danach granulierten alle Wunden kontinuierlich zu, wobei zwischen
Tag 1 und Tag 2 der groé3te Fortschritt in der Heilmmgeobachten war. Inahlen ausgedrtickt
bedeutet dies einderringerung der Wundflacheon 132,26 + 13,6 SEM auf &,0% +6,4 SEM

bei den infiziertenKit+/+ - Mausen 114,% + 4,9 SEM auf 79,% = 103 SEM bei nicht
infizierten Kit+/+ - Mausenund 132,86 + 13,8 SEM auf 85,7% 9,9 SEM bei nidit infizierten
Kit"/Kit""- Mausen. Die Wundflachen deinfizierten Kit"/Kit"*- Mause verkleinerten sich
lediglich von 154,2% + 11,3 SEM auf 145,0% + 14,5 SEM. Evaluiert man die Wuregrdér
verschiedenen Gruppen in direktem Verglezareinem spezifischen Zeitpunkt, so lasst sich der
grodte GroRRenunterschied zwischen Tag 3 und 4 beobachten. Die Wundflachen der infizierten
Kit"/Kit""'- Mause lagen dabei bei 112,4% + 14,1 SEM (Tag 3) bzw. 107,2% + 17,2 SEM (Tag
4) der initialen Wunden, wobdie der anderen Gruppen auf 38,7% + 3,5 SEM bis 55,56 +

SEM (Tag 3) bzw. 354% * 3,6 SEM bis 48,8% + 3,4 SEM (Tag 4) sankem
Wundflachendifferenz zwischen infiziertéit"/Kit""i Mausen und infizierten Wildtypmausen

war an Tag 3 mitSignifikanzwerten vonp= 0,0077 und an Tag 4 mit p= 0,04l deutlich
signifikant bzw. signifikant vergroRert anzusehé&fon diesem Zeitpunkt an erfolgte die
Wundheilung bei allen Gruppen kontinuierlich und weitesgehend parallel, bis hin zum nahezu
volligen Wundschiss dernicht infizierten Kit"/Kit"'- Mause und dekKit+/+ - Tiere. Die
Wundflache der infizierten Mdefizienten Mause lag im Vergleidu denen deKit+/+ - Tiere

und der nicht infizierterkit"/Kit""'- Mausenach 9 Tagen noch immer bei durchschnittlich
34,6% + 8,4 SEM.
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Abbildung 1a

Kit+/+ (nicht infiziert)

Kit+/+ (infiziert)

1,5cm

0Std 6Std 12Std Tagl Tag2 Tag3Tagd Tags Tagé Tag7 Tag8Tagd

Abbildung 1b

Kit"/Kit™" (nicht infiziert)

15cm

0Std 6Std 12Std agl Tag2 Tag3Tag4 Tacp Tagb Tag7 Tag8Tad

KitVKit"™ (infiziert)

1,5cm

0Std 6Std 12Std Tagl Tag2 Tag3Tag4 Tagps Tagb Tag7 Tag&ag

Abbildung 1 a/b: Die Wundflache der mit Pseudomonaseruginosainfizierten MZ -defizienten Mause

ist vergréRert. Diesen Wunden wurden mit 10ul einBseudomonas aeginosaSuspensionRA) in der

Konzentration 6,5x10PA/10ul oder mit 10ul PBS als Negativkontrolle infiziert und in den beschriebe
Zeitintervallen fotografiert. DargesteBind reprasentative Bilder des Wundschlusses jeweils eines Tier
festgelegten Zeitpunkten bei identischer Skalierung von 1,%dildung la Wildtyp Kit+/+- Mause,

Abbildung 1b MZ-defizienteKit"/Kit""- Mause.
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- Kit+/+ infiziert

| Kit"/Kit" " infiziert

-®- Kit+/+ nicht infiziert

Kit" /Kit" ™ nicht infiziert

2004

1504

1004

504

Ollll 1 ) J ) ) 1 ! I
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O I (I i S

Wundfliache (% der Ursprungswunde)

Abbildung 2: Der Wundheilungsverlauf von mit Pseudomonasaeruginosainfizierten Wunden ist in
MZ -defizienten Kit"/Kit""- Mausen verzogert. Infizierten Kit+/+- Mausen (n=9), infizierten MZ
defizienten Kit"/Kit""¥- Mausen (n=6), sowie den entsprechenden Konémwl(n=10 bzw. n=6)wurden
individuell Wunden im kaudalen Rickenbereich zugefuhrt, deren Heilung dokumentiert wurde. Darges
der Wundheilungsverlauf Gber 9 Tage, aufgetragen als prozentuale Wundflache der an Tag O ge
Wunden. Die Daten singus 2 unabhangigen Experimenten zusammengefasst, mitonFigren pro Gruppe
und angegeben als Mittelwert + SEf4p<0.05, *=p<0.01, **=p<0.005( St u d-est)t 6 s
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3.2. Die normale Wundheilung Pseudomonas aeruginosa infizierter Wunden ist
Mastzell-abhangig

Um den Beweis zu flihren, dass #rerzogerteWundheilung bei miPsewomonasaeruginosa
infizierten Wunden auf die Abwesenheit von Mastzellen zurickzufisgnwurden MZ-
defiziente Kit"V/Kit""- Mause mit BMCMCs intrakutan am spateren Ort der Wundsetzung
rekonstituiert Kit"/Kit"’ + MZ). Die verwendeterMZ wurden aus deniKnochenmarkvon
Wildtyp-Tieren gewonnenn vitro differenziert ui in einer Reinheit von Uber 90%&rwendet.
Dargestelltwird die Reinheit der Population in défistogrammen der FAGS8Iots der zur
Rekonstitution verwendeten BMCMC@&Dbbildungen 14a und 14b), wobei diese auf die

ExpressiordechfJRezeptosl und cKit-Rezeptos hin gefarbt wurden.

Folgend wurden die Wunden dieser Tiere, sowie jen&Kdef+ - Wildtyp-Mause und der MZ
defizientenKit"/Kit""'- Mause mit 6,510° PA/10pl infiziert und zuséatzth fungierten mit 10yl
PBS behandelte, rekonstituiek#"/Kit""¥ + BMCMC- Mause als Kontrolle.

Die in Abbildung 3 dargestellten rekonstituierten, MifizientenKit"/Kit"*'- Mause weisen,

im Vergleich zu den infizierterkit"/Kit"*'- Tieren, wieder die wpriingliche, beschleunigte
Wundheilungstendenz der Wildiyfiere auf. Der verzdgerte Wundschluss, wie zuvor in den
MZ-defizienten M&ausen beobachtet, konnte mittels Rekonstitution wieder aNivizesu der
Wildtyp-Mause gebreht werden Dies ist mittels regesentativer Bilder jeweils eines Tieres im

Wundheilungsverlauf dargelegt.

In Abbildung 4 ist gezeigt, dass die infizierten, rekonstituiertat’'/Kit"’ + MZ- Mause, im
Gegensatz zu den nicht rekonstituierten, infizierten-défzientenKit"/Kit""'- Mause, eine
normale Wundheilung aufweisen. Die normale Wundheilung entspricht der \&lurdh der
infizierten WildtypM&ause, sowie der mit PBS behandelten, rekonstituig¢telikit™"¥ + Mz-
Mause. Somit ist gezeigt, dass die ungestérte Wundheilung vapAnifizierten Wunden MZ
abhangig ist, da bei identischem Genotit{/Kit""") die applizierten und in das Gewebe
migriertenMZ den Unterschied der Wundheilung bedingen.
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Abbildung 3

Kit"/Kit""" + MZ (nicht infizier)

(34

' 1 Rﬂ ‘#" ..«_z; | “;.r”
© u.' ' .. &\. ‘ ?. . . b ’ * 1,5 cm

0Std 6Std 12Std Tagl Tag2 Tag3Tag4 Tad Tagé Tag? Tag8Tag

Kit"/Kit""" + MZ (infiziert)

1,5cm

NN
Afd

0Std 6Std 12Std Tagl Tag2 Tag3T ag‘ Tags Tagb T.ag‘7 Tag8Tag®

Abbildung 3: MZ-rekonstituierte Kit"/Kit""- Mause zeigen nach Infekibn mit PA einen normalen
Wundheilungsverlauf. Die gesetzten Wunden Mdefizienter, mit MZ rekonstituierteKit"/Kti""- Mause
wurden mitPseudomonaseruginosaoder mit PBS als Negativkontrolle behandelt und in den beschrieb
Zeitintervallen fotografiert. Dargestellt sind reprasentative Bilder des Wundschlusses jeweils eines Ti

festgelegten Zeitpunkten bei identischer Skalierung von 1,5cm.
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Wundflache (% der Ursprungswunde)

- Kit +/+ infiziert

B Kit"/Kit"" infiziert

B KitV/Kit" Y + MZ infiziert
KitV/KitV ™ + MZ nicht infiziert

2004

1504

1004

Tage nach Wundsetzung

Abbildung 4: Mastzellen kontrollieren die Wundheilung der mit Pseudomonaseruginosainfizierten

Wunden. Die Wunden fifizierter Kit+/+ - Mause (n=9, infizierter Kit"/Kit"*'- Mause (n=8, rekonstituierter

und infizierter Kit"/Kit"" + MZ i M&ause (n=10), sowie nicht infizierter Kontrolltiere (n=10) wurden 1

Psewdomonas aeruginosa oder mit PBS als Negativkontrolle behandelt. Dargestellt ist der

Wundheilungsverlauf Giber 9 Tage, aufgetragen als prozentuale Wundflache der an Tag 0 gestanzten

Die Daten sind aus 2 unabhangigen Experimenten zusammengefasstgegtben ist der Mittelwert :
SEM;* =p<0. 05, **=p<0.01ttest)* * =p<0. 005 (Student 6:s
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3.3. Histologische Bestatigung der erfolgrachen Rekonstitution MZ-defizienter
Kit"/Kit""" - Mause mit BMCMCs

Das Ziel der Rekonstitution war es, MigfizientenKit"/Kit"*'- Mausen funktionsfahigMZ in
den Ort der spateren Wundsetzungvedoringen, um die MZahl damit lokal in den Zustand
der Kit+/+ - Wildtyp-Mausezu ubefuhren. Um die erfolgreiche Rekonstitution zustigigen
wurden von allen Tieren Hausstzen entnommen, welche Paraffin eingebettet, auf 5um
geschnitten und Giemsa gefarbt wurden. Zum einen ist die erfolgreiche Rekonstitittels
reprasentativer Bilder in delbbildung en 5a-c dargestellt. So zeigibbildung 5b das Gewebe
rekonstituierteKit "/Kit"V- Mause, in welcheMZ bei 400facher VergéRerung in der Haut der
ursprunglich MZdefizienten Tiere zu sehen sindbbildung 5a stellt die MZdefiziente
Kontrolle derKit"/Kit"'- Tiere dar, wobeAbbildung 5c den Wildtyp repréasentiert.

Zum anderen wurden dMZ jedes Tieres im histologiseh Schnitt im Blickfeld bei 2G&cher
VergroRerung ausgezahlt, gepoolt und graphisch datljesvomit sich die erfolgreich&1Z-

Rekonstitutiomummerisctbelegen lasstbbildung 6). In MZ-defizientenKit"V/Kit""Y- Mausen
waren dabei 0,41 + 0,26 SEMZ/Bickfeld, in rekonstituierterit"/Kit""¥ + MZ- Mausen10,24
+ 2,37 SEMMZ/Blickfeld undin Kit+/+- Wildtyp-Mé&ausenwaren31,37 MZ/Blickfeld * 1,13
SEMzu zahlen
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Abbildung 5a Abbildung 5b Abbildung 5c
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Abbildung 5a-c: Histologischer Nachweis der erfolgreichen MZRekonstitution. In den Giemsa
gefarbten Schnitten der an Tag 9 der Wundheilung biopsierten Hautstanzen4@daicher VergrofZerung
deutlich die prominent hervortretenden MRfeile) im Gewebe zu erkenneAbbildung 5a zeigt einen
5um- Gewebsschnitt eineit"/Kit""- Maus, welche praktisch frei von MZ ist, wob&bbildung 5b das
Gewebe einer rekonstituiert, urspriinglich M&lefizientenKit"/Kit"" - Maus reprasentiert. 1Abbildung

5c¢ sind Mastzellen in der Biopsie einer WildtyKit+/+ - Maus dargestellt. Alle Aufnahmesntstammen

einem Blickfeldidentischer GréRewnelches an den jeweiligen Wundrand grenzt

-47-



501

* k%

40- * k%

Anzahl MZ/ Blickfeld

KitV/kitV™Y  KitV/Kith Y Kit +/+
+MZ

Abbildung 6: Nummerischer Nachweis der MZRekonstitution vergleichend in Kit"/Kit"",
Kit"/Kit"" + Mz, sowie Kit+/+- M&usen. Die an Tag 9 der Wundheilung gewonnennndbiopsien
wurden in Paraffin eingebettet, abfum geschnitten und Giemsa gefarbt. Folgend wurden die sic
einem Blickfeld bei 200fdwer VergroRerung befindenden MZ gagéhlt und innerhalb der Gruppe
Kit"/Kit"", Kit"/Kit"Y + MZ, sowie Kit+/+ aufgdragen. Die Daten sind aus 2 unabhangige
Experimenten zusammengefasst, mit jeweils n=19 Tieren pro Gruppe und angegeben ist der Mitt
SEM;* * * =p<0. 00 btes). St udent 0s
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3.4. Tiere mit PA-infizierten Wunden zeigenkeine systemischen Infekionszeichen

Um auszuschlie3en, dass die verminderte 8terlungstendenz von mRA infizierten, MZ
defizientenkitV/Kit""¥- Mausen durch eine allgemeine Schwachung oder eine sich ausbreitende
Infektion der Tiere hervorgerufen ist, wurde taglich die Korpertemperatur und das
Korpergewicht bestimmt. E&onnte gezigt werden dass esim Verlauf nicht zu einem
signifikanten Anstieg oder Abfall der KorpertemperatuAbbildung 7) kam, wobei diese
Parameter alsines dedeterminierendeZeichen einer systemischérfektionoderpotentiellen
Sepsisgewertet wurde Ebenso gab es keinerlei Auffalligkeiten beziglich einer maéglichen
Gewichtsveranderungder Tiere Abbildung 8).

- Kit+/+ infiziert
4- -®- Kit+/+ nicht infiziert

= KitV/KitV" infiziert

-0- KitV/KitV nicht infiziert
o 2 & Kit"/Kit" " + MZ infiziert
R= -~ Kit"V/KitV™ + MZ nicht infiziert
= ns.
2 n.s n.s.
2 ns.
;_é 0 """""""""""""""""""""""""""""""""
s
_O
= | \B—r2—F g3 F S
o 11  \NT" J~ T XX ==  "*“®eccc--B-""
O L,

0 1 y) 8 4 5 6 7 8 9

'Tage na{ch Wulladsetzu;lg Abb;ldung 7
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- Kit+/+ infiziert

-®- Kit+/+ nicht infiziert

B KitV/KitV " infiziert

-0~ KitV/Kit" ™ nicht infiziert

B KitV/KitV " + MZ infiziert

-~ KitV/KitV ™ + MZ nicht infiziert

Temperaturdifferenz in °C

0 1 2 3 - 5 6 7 8 9
lTage nach Wurlldsetzurllg ' " Abbildung 8

Abbildung 7/8: Korpergewicht und Korpertemperatur infizierter und nicht -infizierter Mause.

Dargestellt ist die Kinetik der Gber 9 Tage ermittelten Gewidbdsy. TemperatubDifferenz (ReferenzTag

0) infizierter Kit+/+ - Mause (n=J, infizierter Kit"/Kit""- Mause =5) und infizierter rekonstituierter
Kit"/Kit"" + MZ- Mause (n=7), sowie deren mit PB&handelten Kontrollen (entsprechend der Reihenfol
n=7, n=5, n=8). Dies weis@ unabhangig des Genog/poder ds Infektionstatus keine signifikantel
Unterschiede auf. Die Daten sind aus 2 unabhéngigen Experimenten zusammengefasst, ange¢
Mittelwert £+ SEM;n.s.= ni cht si gnttésf).kant (Student 6s
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3.5.  MZ verringern die Bakterienlast Pseudomonaseruginosainfizierter Wunden

Um der Frage ndzugehen, ob dieerzogertaNundheilungtendenz der miPA infizierten MZ-
defizienten Kit"/Kit"**- M&ause mit einer entsprechend hoheren bakteriellen Belastung der
Wunden korreliert ist, wurden sowohl die Wunden dieser Tiere, als auch die als Kontrolle
fungerenden Wildtyp Kit+/+- Mause nach 24 Stunden geerntet und die bakterielle Last
bestimmt. Die verbliebene Bakterienlast der WunNe&hdefizienterKitV/Kit""- Mauseist im
Vergleich zu Wunden deit+/+ - Wildtyp- Mause signifikant erhoht.

In Abbildung 9 ist deutlich zu erkennen, dass die bakterielle Belastungid®iit""- Wunden
(432,3 CFU/0,1g Haut £ 93,4 SEM) im Vergleich zu den Wunden der Wild&pse (9,7
CFU/0,1g Haut £ 16,7 SEM)nter identishen Bedingungen um ein tUberfdéheserhohtist (p=
0,0137). Eine Kontamination der Wunden der Tiere durch eigenader ungewollt
fremdubertrageneBakterien kann gleichsamaugeschlossen wden da die Ausstriche der
Kontrollmause keinerlei bakterielle Belast@ngqufweisen.Diese Kontrollexperimente sind no
herausragendeBedeutung, da durch den Ausschluss einer Kontamination der Wunden mit
andersartigen Keimexdawn ausgegangewerden kann, dass die letztendlich beobachteten
Effekte im Experment auchreell als Resulateiner PA-Infektion zu verstehen sindnd diese

nicht ein zufallig, aufgrund einer Vimutzung, generites Ergebnislarstellen
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Abbildung 9: Die Bakterienlast der Wunden MZ-defizienter Kit"/Kit""" - Méause ist im Vergleich zu
Wildtyp - M&usen erhoht. Kit+/+ - Mausen (n=B und MZ-defizientenKit"/Kit"" - Mausen (n=3 wurden
nach Protokoll Wunden gesetzt, weldnéiziert und anschéZend geerntet wurdeNach Applikation der
Wund-PBSSuspension auf LB\garplatten und entsprechender Inkubation, wurdenkdleniebildenden
Einheiten (CFU)ausgezahlt. Dargestellt sind d\-CFU pro 0,1g Haut. Die Resultate entstammerem

Experimentmit n=3 Tieren pro Gruppe und angegeben ist der Mittelwert + SEFk0.05( St u dte
test).

-52-



