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ABKURZUNGEN

5HPETE 5-Hydroxyperoxy- Eicosatetraensaure

5LO 5-Lipoxygenase

BAL broncho aveoléren Lavage

CA Compressed Air

CS- Kolonistimulierende Faktor

ECP Eosinophil Cationic Protein

EPO Eosinophil Peroxidase

EPX Eosinophil Protein X

FEV1 forciertes exspiratorisches Volumen in 1 Sekunde oder Einsekundenkapazitét
FLAP 5-Lipoxygenase-aktivierende Protein
HI Histamin

IgE Immunglobulin E

1gG Immunglobulin G

IL Interleukin

INF Interferone

LT Leukotrien

LTC4 Leukotrien C4

LT-RA L eukotrien-Rezeptor -A ntagoni st
MBP Major Basic Protein

NK Natural Killer-Zellen

OA Ovabumin

PAF P &ttchen aktivierende Faktor

PCA Passive Cutaneous Anaphylaxis= Hauttestreaktion vom Soforttyp
PDE Phosphodiesterase

PEF Maximalen exspiratorischen Flusses



PGD2

SRS-A
Th
TNF
TXA
X+SD

Prostaglandin D2

Standardabweichung

Slow-Reacting- Substance of Anaphylaxis
T-LymphozytenHelferzellen

Tumornekrosefaktor

Thromboxan A

arithmetischer Mittelwert + Standardabweichung des Mittelwertes
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1. EINLEITUNG

Obwohl die Asthmaforschung in den letzten 10 Jahren Fortschritte erzielt hat und eine Reihe
guter synthetischer Asthmamittel zur Behandlung des obstruktiven und alergischen Asthmas zur
Verfigung stehen, weist die medikamentése Behandlung der Asthmapatienten noch eine Reihe
von Méngel auf, wozu u. a. auch die z. T. erheblichen Nebenwirkungen gehoren.

Die Suche nach neuen noch effektiveren und vor allem nebenwirkungsérmeren Antiasthmatika
ist daher immer noch eine Herausforderung fur die pharmazeutische Industrie und Forschung.
Neue Erkenntnisse in der Asthmaforschung haben dabei von einer Verlagerung der friheren
antiobstruktiven Basistherapie des Asthmas zum Einsatiz von mehr antientzindlicher
Asthmamittel gefuhrt, wobel die rein symptomatische, bronchodilatatorische Behandlung als
Ergénzung dienen soll.

Bel der Suche nach neuen Antiasthmatika spielen heute zwar die in vitro-Untersuchungen zur
Vororientierung, aber auch im Hinblick auf die heute per Gesetz verordnete Einschrénkung der
Tierversuche, immer noch eine wichtige Rolle. Ersetzen kdnnen sie diese aber nicht. Sie sind vor
der Anwendung am Menschen in jedem Falle unerlésslich.

Erste Versuche, das in vivo Screening von ener groferen Anzahl von synthetischen
Arzneistoffen, Naturstoffen ader Pflanzenextrakten fur die Zwecke des Industrielaboratoriums
zu  systematiseren, haben beeits vor 20 Jahwven zur  Entwicklung  der
Ganzkorperplethysmographie unter Verwendung von Meerschweinchen gefthrt (Dorsch und
Hess 1992). Bel diesem Tiermodell handelt es sich um en nicht-invasives, hoch sensitives
Verfahren, um die Lungenfunktion von kleinen Versuchtieren zu messen. Erste Versuche mit
diesem Gerdtetyp haben gezeigt, dass diese Methode grof3e Vorteile gegentber friheren
Methoden besitzt und grundsétzlich fir Screening Untersuchungen geeignet zu sein scheint. Wie
aber eine in den letzten Jahren von uns durchgefiinrte Uberpriffung der Methode gezeigt hat,
waren die Versuchsergebnisse nicht immer reproduzierbar, was vermutlich auf die fehlende
Validierung dieses neuen Verfahrens zurtickgefuhrt werden konnte.

Erstes Ziel der vorliegenden Arbeit war daher eine Validierung dieses Tiermodells durch
Kontrollexperimente mit bereits etablierten Asthmamitteln durchzufthren und zu prifen, ob und
in welchem Mal3e Ergebnisse des Meerschweinchenmodells auf die Anwendung am Menschen

Ubertragbar waren. Im Einzelnen waren die Bedingungen der Sensibilisierung der Versuchstiere gegen



Huhnereiweil3 (Ovalbumin), die optimalen Allergendosen, effektivere Sensibilisierungsmethoden, Art
und Dauer der Allergen empfindlichen Phase, eine mogliche Re-Sensibilisierung oder Tachyphylaxie
Effekte bei wiederholter Allergenexposition, eine evtl. Saisonabhangigkeit der Sensibilisierung bzw. der
alergischen Reaktion bei Meerschweinchen und andere Mdglichkeiten z. B. mit Histamin, eine
bronchiale Hyperreagibilitét bei Meerschweinchen zu provozieren, zu prifen. Als ndchstes war die
neue Untersuchungsmethode an bekannten Asthmamitteln zu validieren, was mit den
Bronchodilaiatoren Fenoterol und Theophyllin sowie den Entzindungshemmern Budesonid,
Methylprednisolon — Glukokortikoide - und Montelukast, einem L eukotrien-Antagonisten, geschah.
Schliefdlich musste gepriift werden, ob sich die Methode zum Screenen von Pflanzenextrakten bei der
Suche nach neuen antiasthmatischen Arzneistoffen eignete. Hierzu wurden Extrakte aus Picrorhiza
kurroa und Acetosyringenin (ein Acetophenon, das chemisch strukturverwandt zum Pflanzeninhaltstoff
Androsin ist und laut frihere Untersuchungen ausgeprégte antiasthmatische Wirkung besitzt) und 3
Drogen aus der traditionellen iranischen und stidamerikanischen Volksmedizin (Angurate, Caiophora

sepiaraund Wascha aus Dorema ammoniacurn) getestet.



2. ASTHMA BRONCHIALE UND TIEREXPERIMENTELLE
ASTHMAFORSCHUNG

Das Asthma bronchiale ist eine entziindliche Erkrankung der Atemwege mit Hyperreaktivitéat der
Bronchien gegen vielerlel Stimuli und anfallsweise auftretender Atemwegsobstruktion (Forth et
a 1997). Die zugrundeliegende bronchiade Entziindung bestimmt nicht nur die Schwere der
jeweiligen Erkrankung, sondern definiert auch den chronischen Verlauf und die Haufigkeit von
Exazerbationen. Diese Erkenntnisse haben zu einer Verlagerung der therapeutischen Ziel setzung
von der antiobstruktiven auf eine antientziindliche Basistherapie des Asthma bronchiale gefihrt,

die bel Bedarf von einer symptomatischen, bronchodilatatorischen Behandlung erganzt wird.

2.1 Pathogenese des Asthma bronchiale

Typische Symptome sind Husten und anfallsartige Atemnot, insbesondere nachts und am frihen
Morgen, Giemen und glasig-zéhes Sputum (Wettengel et al 1994). Asthma bronchiale wird
atiologisch in exogenallergisches und endogen nicht-allergisches Asthma eingeteilt.
Ansgtrengungs- und analgetikainduziertes Asthma bezeichnen zwel haufige Auddser von
Exazerbationen auf dem Boden eines Vorbestehendes intrinsischen bzw. extrinsischen Asthma
(Kroegel et a 1995). Pathologischranatomisch ist Asthma bronchiale eine prima von
eosinophilen  Granulozyten  dominierte  chronische  Entzindung der  Bronchien.
Entziindungsmediatoren verursachen eine Plasmaexsudation mit Schleimhautédem (Barnes et a
1988). Hinzu kommt ein oft erheblicher Epithelschaden. Pathophysiologisch wichtig ist die
bronchiale Hyperreaktivitét. Die entzindeten Bronchien reagieren auf eine Vielzahl
unspezifischer Stimuli, wie z. B. Methacholin, Histamin, kate Luft oder Luftinhatstoffe mit
einer heftigen Bronchokonstriktion (Busse et al  1993). Klinisch typisch fir das Asthma
bronchiae ist die rasche Bronchienverengung, die zu den Atemnotanféllen fuhrt (Schmidt 1997).
Die Schweregrade des Asthma ist fur die Anpassung einer optimalen Therapie sehr bedeutsam.

Ein gelegentliches Asthma hat, wer hochstens zweimal wdchentlich darunter leidet. Patienten, die



einer dauerhaften Therapie bedirfen, werden von der Deutschen Atemwegdiga in die folgenden
Schweregrade eingestuft: Unter einem leichten Asthma leidet, wer 6fter als dreimal wdchentlich
Asthma hat und dessen morgendliche Peak-Flow-Werte dann nicht unter 60% des Sollwertes
abfallen. Beim mittelgradigen Asthma findet man mehrfach téglich Symptome und auch héaufig
nachts, die morgendlichen Peak-How-Werte liegen unter 60% des Sollwertes. Das schwere
Asthma ist durch standige schwere Symptome am Tag und in der Nacht gepréagt, die korperliche
Belastbarkeit ist deutlich eingeschrankt, die morgendlichen Peak- Flow-Werte liegen immer unter
50% des Sollwertes (Wettengel et al 1994).

Der Verlauf des akuten allergischen Asthma-Anfals wird nach lungenfunktionellen und
pathophysiol ogischen Gesichtspunkten heute in eine Frihreaktion und eine verzogert auftretende
Spétreaktion unterteilt.

2.1.1. Asthmatische Friihreaktion

Die asthmatische Frihreaktion entwickelt sich innerhalb von wenigen Minuten nach Allergen
Exposition und &dussert sich lungenfunktionell in einer Obstruktion, die sich innerhalb einer
begrenzten Zeit wieder spontan zurlickbildet (Busse et a 1993, Bochner et a 1994). Die
asthmatische Fruhreaktion wird durch einen IgE-abhdngigen Mechanismus vermittelt, welcher
die Freisetzung zahlreicher Mediatoren induziert, die direkt oder indirekt eine akute
Bronchokonstriktion auslésen. Als Effektorzelle ist hierbel die Mastzelle von zentraer
Bedeutung (Dujukanovic et a 1990).

An der AllergenVerarbeitung und Induktion der Immunreaktion sind sowohl antigen
présentierende Zellen as auch T-Lymphozyten beteiligt, die eng miteinander kooperieren. Nach
Differenzierung und Proliferation eines allergen-spezifischen T-Zellklones entwickeln sich unter
dem Einfluss von Th2-assoziierten Zytokinen aus B-Zellen IgE sezernierende Plasmazellen. Das
alergen-spezifische IgE gelangt Uber die Zirkulation in die Umgebung gewebesténdiger
Mastzellen und besetzt deren Membranoberflache (sog. Sensibilisierung). Bel erneuter Allergen
Exposition bindet sich das Allergen direkt an die IgE-tragende sensibilisierte Mastzelle (Kroegel
19974). Nach Bindung des inhalierten Allergens an die IgE-Rezeptoren der Mastzellen werden
von dieser Mediatoren freigesetzt, welche entweder aus Vesikeln durch Degranulierung
freigesetzt (Histamin) oder durch Synthese aus Lipidbestandteilen der Zellmembran neu
produziert werden (Leukotrien C4 - LTC4, Prostaglandine D2 - PGD?2) (Galli 1993, Schleimer et



a 1986). Wahrend in den ersten Minuten nach Antigenbindung die Histaminfreisetzung
Uberwiegt (50% Freisetzung innerhalb von 2 Min), zeigt die Freisetzung der Lipidmediatoren
LTC4 und PGD2 eine langsamere Kinetik mit einer 50%igen Freisetzung von LTC4 nach 5 bis
10 Minuten (Schleimer et a 1986). PAF (Plétchen aktivierender Faktor) konnte ebenfalls
wahrend der asthmatischen Frihreaktion im Plasma von V ersuchspersonen nachgewiesen werden
(ChanYeung et a 1991). Ebenso konnte gezeigt werden, dass PAF mittels eines |gE-abhangigen
M echanismus aus Alveolarmakrophagen und auch aus Mastzellen in der Mucosa freigesetzt wird
(Barnes et al 1988, Hosford et a 1990). Histamin, LTC4 und PGD2 |8sen eine direkte, Uber
spezifische Rezeptoren vermittelte Kontraktion der glatten Muskulatur der Bronchien aus
(Underwood et a 1994, Laket et a 1992, White 1990). Weiterhin induzieren Histamin, LTC4
und PGD2 eine verstérkte bronchidle Schleimproduktion sowie eine erhdhte kapillére
Permeabilitdt mit Odem der Bronchialschleimhaut (Dujukanovic 1990, Henderson 1994). PAF ist
ebenfals in der Lage eine Kontraktion der glatten Muskulatur sowie eine erhohte kapilléare
Permeabilitét verbunden mit submuctsem Odem zu induzieren (Page 1990, Smith 1991, Cuss et
a 1986).

Die asthmatische Frihreaktion wird normaerweise nach 30 bis 60 Minuten entweder gontan

oder aufgrund therapeutischer Intervention aufgehoben.

2.1.2. Asthmatische Spéatreaktion

Ohne therapeutische Intervention kommt es in den meisten Fadlen 4 bis 6 Stunden nach
Allergenexposition zu einer zweiten verzogerten Atemwegsverengung und Entwicklung einer
bronchialen Entziindung. Dies hdt mehrere Stunden an.

Die asthmatische Spétreaktion geht auf die spezifische, Gberwiegend von den Th2-Lymphozyten
dirigierte Immunreaktion zurick. Th2-Lymphozyten, moglicherweise aber auch aktivierte
Mastzellen und Makrophagen, vermitteln Uber die Freisetzung von Zytokinen die Einwanderung
und Stimulierung der eosinophilen Granulozyten, die Uber mehrere Tage bis Wochen bestehen
bleibt. Lokal aktivierte bronchiale Eosinophile setzen vor allem zytotoxische basische Proteine
(ECP, MBP), Sauerstoffspezies und bioaktive Lipidmediatoren (TxA2, LTC4, PAF) fre, die
nicht nur fir die wahrend der Spétreaktion auftretende zweite (spatere) und langer anhaltende
Bronchialobstruktion, sondern auch fir eine gesteigerte Mukussekretion, eine mehr oder weniger

ausgeprégte Permeabilitdtserhéhung des bronchiden Kapillarnetzes und eine Zerstérung des



bronchialen Oberflachenepithels verantwortlich sind (Kroegel 1997a). Parallel zu dieser
asthmatischen Spétreaktion entwickelt sich die bronchiale Hyperreagibilitét (Busse et a 1993).

2.1.3. Bronchiale Entzindungsr eaktion

Die Entziindung ist eine komplexe zellulére und humora e Gewebeveranderung. Die asthmatische
Immunreaktion wird von zwei Grundkomponenten getragen: den Entziindungszellen und den
l6dichen Signalstoffen oder Mediatoren. Neben der Mastzelle wurden in den letzten Jahren eine
Reihe zirkulierender Zellen mit der asthmatischen Entziindung in Verbindung gebracht. Hierzu
gehoren basophile Granulozyten, Thrombozyten, Lymphozyten und vor allem eosinophile
Granulozyten (Kroegel et ad 1993). Durch die Entnahme bronchiader Biopsien konnte eine
entzindliche Infiltration der Mucosa und Submucosa wahrend der verzogerten asthmatischen
Reaktion nachgewiesen werden, wobei im Infiltrat nsbesondere eosinophile Granulozyten und
mononucledre Zellen, die als T-Lymphozyten identifiziert wurden, nachgewiesen werden
konnten (Azzawi etad 1990, Frew et a 1990).

Eosinophile Granulozyten sind die Haupteffektorzellen, welche zum Uberwiegenden Teil die

pathologischen Erscheinungen der Spétreaktion vermitteln. Die aktivierten Eosinophilen bilden
basische Proteine, Sauerstoffspezies und Lipidmediatoren wie LTC4, PAF, TxA2 und
Prostaglandine (PGD2, PGF2a). Die enzymatisch aktiven Proteine MBP, ECP, EPO (eosinophil
peroxidase), EPX (eosinophil protein X) fuhren aufgrund ihrer gewebetoxischen Wirkung zu
einer direkten Schadigung des bronchialen Flimmerepithels (Robinson et a 1993). De
Freisetzung  toxischer  Sauerstoffradikale  fuhrt  ebenfals zur  Zerstbrung  der
Bronchialepithelzellen.

Mastzellen befinden sich vor alem auf &dusseren und inneren Korperoberflachen in
Bindegeweben und Schleimhauten von Atemwegen, Augen, Nase und Darm. Madzellen
enthalten in Granula den klassischen Mediator der Allergie, das Histamin, das an das
Proteoglykan Heparin gebunden ist. Daneben synthetiseren Mastzellen nach Aktivierung
verschiedene Lipidmediatoren, zu denen vor alem das PGD2, das TxA2, Leukotrien B4 und C4
sowie PAF gehodren. Einigen Arbeiten zufolge sind Mastzellen aber auch in der Lage, eine
Anzahl von Zytokinen (IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, TNF-a) zu bilden (Rottem und Metcalfe 1995).
Die Mastzelle spielt bel der Initiierung der alergischen Frihreaktion eine wesentliche Rolle. Als

ortstéandige Zellen kommen sie bereits kurz nach Exposition mit dem Allergen in Kontakt. Die



alergische Frihreaktion wird deshab in erster Linie von Mastzellen vermittelt. Gleichzeitig
schaffen Mastzellen gemeinsam mit aktivierten Lymphozyten die Voraussetzung fur die
nachfolgende Infiltration des betroffenen Gewebes wahrend der verzogerten Reaktion durch die
Freisetzung bestimmter chemotaktischer Lipide, Proteine und Zytokine (Kroegel 1997a).
Lymphozyten greifen auf verschiedenen Ebenen in die Pathogenese der asthmatischen
Entzindung en. Wahrend B-Lymphozyten nach Differenzierung in Plasmazellen das
Immunglobulin  E bilden, sind CD4+-(Helfer-Zellen) und CD8+-(Suppressor-Zellen)-T-
Lymphozyten sowohl an der Allergenerkennung als auch an der Regulation des
Entzindungsablaufs beteiligt. Im Bronchialgewebe von Asthmatikern oder in der BAL nach
endobronchialer Antigenprovokation finden sich charakteristischerweise aktivierte, 1L-2-
Rezeptor-tragende (IL-2R+) T-Lymphozyten (Azzawi et a 1990, Corrigan et a 1988). Aber auch
im Blut zeigt sich als Ausdruck einer Lymphozyten-Aktivierung eine Vermehrung von Natural
Killer (NK) -Zéllen (Timonen und Stenius-Aaranaia 1985). IL-2R+-aktivierte T-Lymphozyten
produzieren ein Spektrum an Zytokinen, die ihrerseits den Ablauf der asthmatischen Entziindung
beeinflussen. Einige Arbeiten deuten darauf hin, dass beim allergischen Asthma die CD4+
Lymphozyten vorwiegend zum sogenannten Th2-Subtyp ausdifferenzieren (Robinson et a 1992,
Walker et al 1992). Th2-Zellen sezernieren IL -4, IL-5, IL-6, IL-10 und unterscheiden sich so
vom IL-2-, TNFR- oder IFN-?-bildenden Thl-Subtyp. Th2-Lymphozyten dirfen Uber die
Freisetzung von IL-4 und IL-5 die Synthese von IgE durch B-Lymphozyten regulieren,
gleichzeitig aber auch mittels IL-4 Mastzellen und IL-5 Eosinophile aktivieren (Kroegel et a
1993).

Menschliche Thrombozyten produzieren verschiedene lodiche Faktoren (Platelet-Dreived
Histamine Releasing Factor, PlattchenFaktor 4, RANTES oder PAF), die aufgrund ihrer
chemotaktischen Eigenschaften bei der Orchestrierung des entzindlichen Infiltrats beteiligt sein
konnten. Basophile Granulozyten sind den Mastzellen strukturell und funktionell sehr dhnlich
und setzen neben Histamin eine Reihe von unterschiedlichen Lipidmediatoren frei. Sie sind aber
Effektorzellen der verzogerten asthmatischen Reaktion. Es wird bestimmten Subpopulationen
von Makrophagen eine Funktion im Rahmen der Allergenprasentation zugeschrieben.

Die oben aufgefihrten Entziindungszellen bilden verschiedene Klassen von Mediatoren der
asthmatischen Entzindungsreaktion. Hierzu zéhlen 1. IgE, 2. Histamin, 3. Lipidmediatoren
wie Leukotriene, Prostaglandine und PAF, 4. Zytokine wie IL-3, IL-4, IL-5, GM-CSF,
RANTES, 5. Basische Proteine wie MBP und ECP, 6. Komplementproteine wie C3b und C5a.



7. Neuro-peptide wie Substanz P(SP) und Vasoaktives Intestinales Peptid (VIP). Einem Teil der
Mediatoren kommt eine Rolle bei der Regulation der Entziindungszellen untereinander zu. Ein
anderer Teil vermittelt die Aktivierung von Effektorzellen im Bronchialgewebe. Andere
wiederum beeinflussen die Kontraktibilitdt und Reagibilitét der Bronchialmuskulatur (Kroegel et
a 1993).

Das Immunglobulin E findet sich bei aktiven allergischen Erkrankungen regelmassig im Blut

erhoht und stellt als Gesamt-IgE oder allergenspezifisches IgE einen wichtigen Parameter fur die
Diagnostik dieser Krankheitsgruppe dar. Die pathophysiologische Rolle erstreckt sich auf die
Auslosung der alergischen Sofortreaktion und auf die Einleitung der verzogerten allergischen
Resktion. Die IgE-Synthese erfolgt unter Zusammenspiel von Makrophagen, B- und T-
Lymphozyten. Histamin ist in den Granula von Mastzellen und Basophilen gespeichert. Seine
Wirkung wird durch Bindung entweder an sogenannte H1- oder H2-Rezeptoren vermittelt. Die
Aktivierung von H1- Rezeptoren fuhrt direkt zu den klassischen entztindlichen Verénderungen, zu
den charakteristischen Symptomen der asthmatischen Sofortreaktion, wie gesteigerte
Gefal3permeabilitdt mit Ausbildung eines Gewebsodems und Kontraktion glatter Muskulatur.

Einige der potentesten Mediatoren beim Asthma bronchiale entstehen beim Abbau ungeséttigter
Arachidonsdure durch die 5-Lipoxygenase zu Leukotriene und durch Zyklooxygenase zu
Prostanoiden. Cysteinylleukotriene LTC4, LTD4 und LTE4 entwickeln eine anhaltende
Kontraktion glatter Muskelzellen, férdern Mukussekretion und verursachen Epithel6dem. LTB4
ist ein chemotaktischer Faktor. Unter der Bezeichnung Prostanoide werden die verschiedenen
Prostaglandiene (PG), das Prastazyklin (PGI2) und die Thromboxane (Tx) zusammengefasst.

Viele Prostanoide, synthetisiert durch gewebestandige Mastzellen, finden sich neben Histamin
bereits 10 Minuten nach Antigenprovokation im Bronchoalveolarraum (Liu et a 1990). Aber
auch wahrend der Spétreaktion werden bestimmte Prostanoide, wenn auch in geringen Mengen,
durch Eosinophile, Thrombozyten und moglicherweise Makrophagen gebildet. PGF2a, PGD2
und das Thromboxan A2 induzieren eine Bronchokonstriktion und verstéarken die cholinerge
synaptische Signaltbertragung. PGI2 und PGE2 gelten als potente Vasodilatatoren, die in
Gegenwart von LTB4 die Gefal3permeabilitdt erhthen und ein Bronchialédem verursachen
(Barnes et a 1988d). PGI2, PGD2, PGF2a sowie TxA2 verstérken die Produktion und
Freisetzung von Mukus aus Drusenzellen des Bronchiasystems. Der PAF hat potente biologische
Effekte auf verschiedene Gewebe und Entziindungszellen. Er wird aus Membranphospholipiden

unter der Wirkung einer Phospholipase A2 und einer Acetyltransferase in Eosinophilen



Neutrophilen, Makrophagen, Thrombozyten und Mastzellen gebildet. PAF besitzt nicht nur eine
potente chemotaktische Wirkung auf Eosinophile, sondern aktiviert auch alle tbrigen Funktionen
dieser Zelle (Kroegel 1992). Zytokine werden von mononukledren Zellen, Mastzellen und
Eosinophilen gebildet. Neben ihrer Bedeutung im Rahmen der Hamatopoese werden Zytokine
heute als Modulatoren der alergischen Entziindung angesehen (Owen 1991). Sie regulieren nicht
nur die Funktion von Lymphozyten, wie beispielsveise die Synthese von Immunglobulinen,
sondern praaktivieren und stimulieren auch reife Entziindungszellen im Blut und im Gewebe. Ein
charakteristisches Muster von Zytokinen (IL-1, IL-4, IL-5, IL-8, TNFa und GM-CSF) lasst sich
im Blut und Bronchoalveolarraum von Asthmatikern direkt oder indirekt nachweisen (Brown et
al 1991, Roche et a 1989, Wirchow et al 1993). Obwohl die Ubergeordnete biol ogische Wirkung
der basischen Proteine MBP, ECP und EPO, die Zerstérung des respiratorischen Epithels

darstellt, kbnnen sie jedoch auch andere Entziindungszellen wie Neutrophile, Mastzellen und
Thrombozyten stimulieren. Zudem wird ihnen eine Rolle bei der Ausbildung der bronchialen
Hyperreagibilitét zugeschrieben (Gleich et a 1993). Die Bestimmung basischer Proteine des
Eosinophilen in Sputum, Serum oder der BAL-Flissigkeit wird zur Diagnostik asthmatischer

Erkrankungen herangezogen. Den Komplementproteinen wird eine pro-entziindliche Wirkung

zugeschrieben. Nach Kontakt von C5a mit eosinophilen Granulozyten fihrt das Protein u. a. zur
Chemotaxis, Degranulation und Freisetzung von Lipid-Mediatoren (Kroegel 1997a). Die
Neuropeptide beeinflussen den Muskeltonus von Bronchien und Lungengefél3en und erhdhen die
bronchiale Mukussekretion. Substanz P besitzt proinflammatorische Eigenschaften und ist so
direkt an den entzindlichen Vorgangen betelligt. VIP zeigt starke bronchodilatatorische
Eigenschaften. Dieses Peptid tragt zu einer erhéhten bronchialen Reagibilitdt bel (Kroegel et a
1993).

2.1.4. BronchialeHyperreagibilitat

Be der bronchiden Hypereagibilitit (BHR) handelt es sich prinzipiel um eine
.Sensibiliserung® der Atemwege, as deren Folge sich ihre pathophysiologische
Reaktionsbereitschaft vom urspringlichen Allergen auf ein Spektrum unspezifischer Reize
ausweitet. Zu diesen Irritantien zéhlen Belastung im Rahmen physischer Aktivitéten,

Hyperventilation, feucht-kalte Luft, Haarspray, Rauch oder bestimmte chemische Mediatoren,
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wie z. B. Histamin, Metacholin bzw. Carbachol (Kroegel 1997b). Diese nach inhalativer
Allergenexposition auftretende verstarkte bronchokonstriktorische Reaktion auf eine Vielzahl
unspezifischer Stimuli ist chronischrezivierend und teils tagelang persistierend. Diese erhohte
Reaktionsbereitschaft des Bronchialsystems gilt as universelle Veranderung bei Asthmatikern
und bildet einen diagnostischen Baustein im Rahmen der Diagnosefindung bel  obstruktiven
Erkrankungen (Juniper et a 1981). Trotz ihrer engen Assoziation mit dem Asthma ist die
bronchiale Hyperreagibilitét nicht fir diese Erkrankung spezifisch. Eine gesteigerte bronchiale
Hyperreagibilitdt wird z. B. bei Nachkommen von Asthmatikern ebenso wie be nicht
asthmatisch Erkrankten beobachtet, zu denen Patienten mit zystischer Fibrose und chronischer
Bronchitis gehéren. Dartber hinaus kann eine Anzahl verschiedener Stimuli eine passagere
Sensibiliserung der Atemwege verursachen. Hierzu gehdren Ozon, Stickstoffdioxid und vor
allem virale Pathogene, wie z. B. Influenza- und ParainfluenzaViren. Die virale bronchiale
Hyperreagibilitdt kann zu einem klinisch verzogert verlaufenden respiratorischen Infekt mit Gber
Wochen anhaltendem Husten beitragen. Die Gabe eines inhalativen Corticosteroids kann in
diesen Falen nitzlich sein (Kroegel 1997b).

2.1.5. Allergie-Diagnostik

Die Allergie-Diagnostik gliedert sich in allgemeine und spezielle diagnostische Kriterien.
Wahrend die allgemeine Diagnostik sich mit Anamnese, korperlichem Untersuchungsbefund und
Eosinophilenzahlung oder Bestimmung des ECP-Spiegels im Serum oder Sputum beschéftigt,
umfasst die spezifische Diagnostik allergischer Erkrankungen zunédchst die Durchfihrung des
standardisierten Hauttests (Prick-Test), dann den Nachwels einer erhdhten Serumkonzentration
des allergen spezifischen IgE. Selbstmessungen des maximalen exspiratorischen Flusses (PEF)
mittels eines Peak-Flow-Meters ist eine weitere Untersuchung (Haen und Uhl 1996). Durch
Spirometrie oder Ganzkorperplethysmographie lasst sich eine obstruktive Ventilationsstorung
ermitteln (Petro und Konitzko 1990). Die Lungenfunktion ist bei asymptomatischen Personen
nicht selten normal. Aus diesem Grund gehort dann die Erfassung ener bronchiden
Hyperreagibilitét zu einem weiteren diagnostischen Schritt. Hierbel wird Histamin oder ein
Acetylcholin-Derivat (Carbachol, Methacholin) in ansteigender Konzentration inhaliert und

bestimmte Lungenfunktionsparameter nach jeder Dosis gemessen (Crapo 1994). Manchmal wird
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eine spezifische Provokation mit dem vermuteten Allergen unter strenger Kontrolle erforderlich.
Prinzipiell wird hierbei die Atemwegsobstruktion nach Inhalation ansteigender Konzentrationen
eines definierten Allergens ermittelt (Kroegel 1997a). Die grundsédtzliche Mdoglichkeit der
pulmonalen Provokation eines Asthmatikers mit @n fur ihn vermuteten relevanten Allergenen
hat vor alem den Zweck, das krankheitsverursachende Allergen eindeutig zu identifizieren. Nur
so kann durch ene eventuell mogliche Allergenkarenz oder durch ene geziete
Desensibilisierungsbehandlung die Krankheit geheilt werden. Sie ist unerlésslich zur Klérung der
Frage, welche klinische Bedeutung eine, auf dem Boden eines positiven Hauttests und erhéhter
spezifischer IgE-Konzentrationen im Blut nachgewiesene Sensibilisierung tatséchlich besitzt
(Kroegel 1997a).

2.2. Experimentelle Allergie- und Asthmafor schung:

M eer schweinchen-M ensch

Asthmaanfélle, die experimentell durch die Einatmung eines Antigen-Aerosols erzeugt werden,
konnen einerseits as Testmethode fur den asthmatogenen Effekt von Allergenen und anderen
Substanzen dienen, andererseits aber auch als Test fur die Wirksamkeit asthmaprotektiver oder
therapeutischer Massnamen (Herxsheimer 1956). In der Allergie- und Asthmaforschung spielen
empfindliche Tiermodelle eine entscheidende Rolle. Neben Meerschweinchen werden weitere
Tierarten wie Maus, Ratte, Schaf, Hund, Hase und Affen bei Untersuchungen Uber alergisches
Asthma eingesetzt. Meerschweinchen werden allgemein as ein Model fir das menschliche
Asthma bronchiale verwendet, da es viele Ahnlictkeiten zwischen beiden Spezies gibt,
insbesondere in der Reaktion gegen viele kontrahierende und relaxierende Substanzen (Popa et al
1973), in der Histologie der Lunge von antigensensibilisierten Meerschweinchen und der Lunge
von Asthmatikern (Kalos und Kallos 1984), in der sofortigen und verzogerten bronchialen
Obstruktion (ljima et a 1987, Hutson et al 1988), in der bronchialen Eosinophilie (Aoki et a
1988, Dunn et al 1988), in der bronchialen Reaktion gegen Allergene bei sensibilisierten Tieren
oder Menschen und im Auftreten bronchialer Hyperreagibilitét (Aoki et al 1988, Daffonchio et al
1989).



Andererseits gibt es immer noch kein Tiermodell fir menschliches Asthma, das allgemen
akzeptiert wird (Heuer et a 1996). Die Entwicklung relevanter Tiermodelle kann zur Klérung
der Pathogenese der Atemwegskrankheiten beitragen. Die Verwendung von Tiermodellen fir die
Erforschung von Atemwegsalergien bel Menschen ist problematisch, dennoch kénnen oft
wichtige Einblicke in Mechanismus und mogliche therapeutische Modalitéten gewonnen werden
(Renz et d 1992).

Alle Ergebnisse dieser Arbeit werden experimentell in einem Meerschweinchenmodell erarbeitet.
Die Ubertragbarkeit dieser Ergebnisse auf die Humanmedizin ist nicht selbstverstandlich. Ob die
Ergebnisse von tierexperimentellen Asthmauntersuchungen mit Meerschweinchen  auf
Untersuchungen in der Humanmedizin Ubertragbar sind, und wenn Uberhaupt, dann inwieweit,
konnte auf verschiedene Weise untersucht werden:

1 Physiologie des Bronchialsystems der beiden Spezien miteinander vergleichen.

2 Immunsystem, immunologische Reaktion und Sensibilisierungsverhaten der beiden
Spezies vergleichen.

3 Die Wirkung bekannter humaner Asthmamittel auf Meerschweinchen und Menschen

vergleichen.

Diese Arbeit befasst sich mit Sensibilitatsuntersuchungen am Meerschweinchen und beschéftigt

sich weiterhin mit der Wirkung humaner Asthmamittel auf Meerschweinchen.

2.2.1. Sensibilitatsunter suchungen

Neuere Definitionen des Asthma bronchiale beruhen auf der pathophysiologischen Grundlage der
Erkrankung, einer immunologischen Entzindung der Mukosa, die sich klinisch durch
Hyperreagibilitdt und anfallsweiser Atemwegsobstruktion bemerkbar macht (Nolte 1991). Die
Ursache der asthmatischen Entziindungsresktion ist nicht in allen Details geklart. Fir eine Reihe
eindeutiger Falle - saisonales Asthma durch Pollen, allergisches Berufsasthma - ist offensichtlich,
dass allergische Ursachen dominieren konnen (Schulze-Weringhaus 1993). Aus mehreren
Untersuchungen ergibt sich, dass alergische Faktoren mal3geblich fir den Schweregrad von
Hyperreagibilitdt und Asthma sind (Schulze-Weringhaus 1993). Je ausgepragter
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Sensibilisierungen und je zahlreicher Expositionen gegen Inhalationsallergene sind bzw. je hther
das Gesamt-1gE ist, desto starker bzw. haufiger sind Hyperreagibilitdét und Asthma (Cockcroft
und Hargreave 1989).

Asthmatische Bronchokonstriktion bei M eer schweinchen:

In der Pathogenese des menschlichen Asthma spielt die IgE-vermittelte Reaktion die Hauptrolle.
Bel Meerschweinchen ist dagegen 1gG wichtiger AntikOrper bel asthmatischen Reaktionen
(Ovary et d 1963, Parish 1970, Riedel et a 1988). Man kann aber mit geeigneten
Sensibilisierungsmethoden neben IgG auch IgE induzieren (Andersson 1980). Im ersten Teil
dieser Arbeit wurdenin unserem Tiermodell Untersuchungen Uber Sensibilisierungsverhalten,
Allergie und Immunreaktion von Meerschweinchen durchgefihrt.

In dieser Arbeit wurden zwei unterschiedliche Methoden zur Sensibilisierung der Tiere mit OA
vorgenommen, um variable obstruktive und immunologische Reaktionen hervorzurufen. Die
Sensibilisierung mit einer hohen Dosis Ovalbumin ohne Adsorbens ist die klassische Methode,
die vor alem die Bildung von IgG-Antikorper induziert (Ovary 1963, Parish 1970). In dieser
Arbeit wurde 200 mg OA gelést in 0,8 ml physiologischer Kochsalzldsung i.m. und i.p. injiziert
(Sensibilisierungsmethode 1). Die zweite Methode ist die Sensibiliserung mit einer niedrigen
Doss OA mit Adsorbens z.B. Aluminiumhydroxid, die auf3er 1gG noch IgE-Antikorper
hervorruft (Andersson 1980a). In der vorliegenden Arbeit wurde die Sensibilisierung mit 10 pg
OA suspendiert in 100 mg Aluminiumhydroxid mit 0,5 ml physiologischer Kochsalzlésung i.p.
vorgenommen (Sensibiliserungsmethode 2). Aluminiumhydroxid funktioniert as ein
Adsorbtionsmittel fur Antigen (Ovalbumin). Durch die verzogerte Abgabe des Antigens wird
eine verstarkte Antikorperbildung erreicht (Mutschler 2001). Der Zusatz eines Adsorbtionsmittels
fuhrt offenbar zu erheblichen Unterschieden bei der Sensibiliserung.

Die Frage, welche dieser zwel Methoden eine deutlichere und/oder dauerhaftere Sensibilisierung
hervorruft, und weitere Einfliisse dieser Methoden auf die Sensibilitdt, werden ein Teil unserer
Untersuchungen sein. Es wird bei der Sensbiliserung der Meerschweinchen auch
Siliciumdioxid und Bordetella pertussis als Adsorbat eingesetzt (Heuer et al 1996). Bel Mausen
ist die alergische Reaktion von IgE dominiert und deshalb verzichtet man hier auf Adsorbat.
(Renz et a 1992, DuBois et al 1989, Moseley et a 1988).
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Aul¥er anfanglicher systemischer Sensibilisierung der Tiere werden sie experimentell bedingt 1x
wochentlich mit inhalativem Ovalbumin exponiert. Ob dies zur Resensibilisierung fuhrt, sieht
man in den Ergebnissen der durchgefihrten Versuche, die spéter beschrieben werden.

In dieser Arbeit wurde zur aktiven Sensibilisierung der Meerschweinchen immer Hihnereiweil3
(Ovabumin) as Antigen eingesetzt, da die Allergenwirkung von Ovalbumin wohlbekannt ist.
Das kleine Molekdl wird leicht durch die MucosMembran resorbiert. Andererseits ist
Ovalbumin grol3 genug, dass es als Immunogen funktioniert (King 1966, Riedel et al 1988).

Es wurde in einigen Untersuchungen mit Meerschweinchen eine passive Senshbilisierung
vorgenommen (Suda et a 1992, Geist et a 1995). Passive Sensbiliserung erfolgte durch
Injektion von Antiovalbumin  Serum. Dieses antikorperhaltige Serum stammte von
Meerschweinchen, die vorher mit OA as Antigen sensibilisiert worden waren. In dieser Arbeit
wurde die aktive Sensibilisierung - die oft angewandte Sensibilisierungsmethode — bevorzugt, da
diese dem natirlichen Weg der Sensibilisierung ndher liegt. Bel der aktiven Sensibilisierung
wurde OA as Antigen und Allergen durch Injektion - intramuskuldr und/oder intraperitonea -
am Tier verabreicht. Daraufhin bildete das Tier selbst Antiovalbumin Antikérper (1gG, IgE).
Nach der inhalativen Provokation des passiv oder aktiv sensbilisierten Tieres kam es zur
alergischen Antikorper-Antigen-Reaktion.

Es ogibt fur die Allergenprovokation eine Dosisschwellee Bei den vorliegenden
Versuchsbedingungen und Sensibilisierungsmethoden sind bel Vernebelung durch hdhere Dosen
as 0,2%ige OA-Losung die Tiere gefahrdet und bei niedrigeren Dosen as 0,2%, z.B. 0,1%ige
OA-L0Osung, ist keine ausreichende allergische Reaktion zu sehen, so dass man zwischen
Kontroll- und Verumgruppe keinen deutlichen Unterschied der Reaktionsstérke sient. Um die
Anaphylaxie (Uberstarke und lebensgefahrliche allergische Sofortreaktion) zu verhindern, haben
andere Arbeitsgruppen eine hohe Dosis Antihistamin (z.B. Mepyramine) eingesetzt (Andersson
1980b, Heuer et ad 1996), da die Sofortreaktion vor alem histaminvermittelt ist. In unserem Fall
wurde darauf verzichtet, da einerseits hier eine Dosisschwelle gefunden wurde, so dass die
anaphylaktoide Reaktion (akute allergische Allgemeinreaktion) vermieden werden konnte,
andererseits die alergische Sofortreaktion ohne jeglichen Einfluss fremder Faktoren untersucht
werden sollte.

Die Senshilitétsuntersuchung tber mehrere Wochen diente dazu:

1 Art und Dauer der sensiblen Phase bel Meerschweinchen zu erforschen.
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2. Effektivere Sensibilisierungsmethoden und eine optimale Allergendosis zu finden, um
eine deutliche und Uber langere Zeit anhaltende bronchiale Reaktion gegen Allergene
produzieren zu kénnen.

3. Die mogliche Resensibiliserung oder einen Tachyphylaxieeffekt bei wdchentlicher
inhalativer Ovalbuminexposition (spezifische AllergenProvokation) zu dokumentieren.

4. Die eventuelle Saisonabhangigkeit der Sensihilitét und allergische Reaktion bel
M eerschweinchen zu untersuchen.

5. Die bronchiale Hyperreagibilitét bei Meerschweinchen durch Histamin-Provokation in
Betracht zu ziehen.

2.2.2. Bekannte humane Asthmamittel

Im Zwelkammerganzkorperplethysmographen nach Dorsch und Hess kann bei sensibilisierten
Meerschweinchen die antiasthmatische Wirkung von Pharmaka sowohl nach oraer, parenteraer,
als auch inhalativer Applikation getestet werden (Haen et al 1999).

Substanzen zur Behandlung des Asthma bronchiade lassen sich nach ihrer Uberwiegenden
pharmakologischen Wirkung in 1. symptomatische oder bronchodilatorische und 2. kausale oder
antientzindliche Stoffe unterteilen. Der Wirkungseintritt der Bronchodilatatoren erfolgt
vergleichsweise rasch, so dass sie sich air Behandlung der akuten Exazerbation allergischer
Erkrankungen eignen. Ihre pharmakologischen Effekte sind jedoch auf wenige Stunden zeitlich
begrenzt, und ein eindeutiger antientztindlicher Effekt besteht nicht oder ist von untergeordneter
Bedeutung. Zur Gruppe der Bronchodilatatoren gehtren 32 Sympathomimetika,
Anticholinergika und Phosphodi esteraseinhibitoren.

2221. Bronchodilatator en:

B2-Sympathomimetika sind die effektivsten bekannten Bronchodilatatoren (Haen 1999,
Tatersfield 1992, Ukena und Sybrecht 1993). Dabel wird der Tonus von Bronchien und Trachea
einmal durch direkten Angriff an der glatten Muskulatur gesenkt, daneben indirekt Uber eine
Hemmung der cholinergen Transmission. Kurzwirksame inhalative 32 Sympathomimetika sind

Mittel der WaH zur bedarfsorientierten Symptomkontrolle. Langwirksame inhaative 32
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Sympathomimetika (Formeterol und Salmeterol) mit einer Wirkdauer von 9-12 Stunden und 132
Sympathomimetika zur systemischen Anwendung mit Wirkdauer von 4-6 Stunden sind zur
Prophylaxe des Asthmaanfalls angezeigt; wobei die langwirksamen R2-Mimetika mit 9-12
stindiger Wirkdauer viel praktischer sind (Haen 2001). Im Gegensatz zu einer Mono
Dauertherapie mit 3-Sympathomimetika kann die kontinuierliche Zugabe eines Bronchodilatators
— Formeterol, Sameterol oder Theophyllin - den Effekt einer entziindungshemmenden Therapie
mit  Glukokortikoiden weiter verstarken, ohne dass dies auf ener egenen
entziindungshemmenden Wirkung des Bronchodilatators beruhen muss (Haen 2001).
Theophyllin ist ein mttelstarker Bronchodilatator und wird seit 80 Jahren in der Behandlung
des Asthma genutzt. Neben der direkten Erweiterung der glatten Muskulatur der Bronchien soll
Theophyllin den mukoziligren Schleimtransport und die Atmung durch erhdhte Effizienz der
Zwerchfellkontraktion verbessern (Aubier und Barnes 1995). Es wird auch eine zusdtzliche
entzindungshemmende und immunmodulierende Wirkung von Theophyllin diskutiert (Haen
1999, Aubier und Barnes 1995, Banner et al 1995, Djukanovic et al 1995). Theophyllin zeigt
kaum eine protektive Wirkung gegeniber der durch Histamin und Eicosanoide ausgelOsten
Sofortreaktion (Martin 1997). Im Hinblick auf die geringe therapeutische Breite und die
vielfaltigen Neben- und Wechselwirkungen wird Theophyllin nach aktuellen Empfehlungen der
Atemwegsliga (Wettengel et a 1994) erst dann eingesetzt, wenn die topische Anwendung von
Glukokortikoide als Basismedikation und 32 Sympathomimetika als Bedarfsmedikation keine
befriedigende Asthma-Kontrolle mehr erlauben. Retardiertes Theophyllin ist Mittel der Wahl zur
Prophylaxe des néachtlichen Asthma (aternativ langwirksame bzw. retardierte orale 32
Sympathomimetika) (Haen 1995, Haen 2001).

2222 Entziindungshemmer:

Im Gegensatz zu symptomatischen Substanzen besitzen antiinflammatorische Medikamente
keinen unmittelbaren bronchodilatorischen Effekt und eignen sich somit nicht  zur
Notfallbehandlung asthmatischer Erkrankungen. lhre Wirkung beeinflusst jedoch die der
asthmatischen Entzindung zugrundeliegenden Prozesse und somit Verlauf und Schwere der
chronisch-asthmatischen Erkrankung. Zur Gruppe antientzindlicher Medikamente gehtren v. a.
Glukokortikosteroide aber auch Mastzellstabilisatoren wie DNCG und Nedocromilnatrium und
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Hemmstoffe von  Entzindungsmediatoren wie Antileukotriene,  Anti-lgE-Antikorper,
Antihistaminika und PAF-Antagonisten. Antihistaminika haben sich wegen zu geringer
Wirkungsstérke bel der Therapie chronisch-obstruktiver Atemwegserkrankungen nicht bewahrt;
die Entwicklung von PAF-Antagonisten wurde vorerst wegen zu geringer Wirkungsstarke
eingestellt (Haen 2000).

Glukokortikoide sind seit Anfang der 90er Jahre zum zentralen Behandlungsprinzip des Asthma
geworden, da seither das Konzept einer entziindungshemmenden Medikation die dauerhafte
Bronchodilatation der Atemwege abgeldst hat (Haen 2001). Sie sind ab Stufe 2 des Asthma
bronchiale unentbehrlich. Kortikosteroide gelten als die wirksamsten derzeit verfligbaren
antientzindlichen Medikamente zur Behandlung des Asthma bronchiale. Ihre pharmakologische
Wirksamkeit erstreckt sich auf verschiedene Ebenen der asthmatischen Entziindung, die sowohl
pathophysiologische, humorale as auch zellulare Mechanismen einschliesst (Kroegel et al
1995). Glukokortikoide unterdriicken nahezu sdmtliche in der Wand der Atemwege ablaufenden
Entziindungsreaktionen, indem sie die Proliferation, Differenzierung, Migration und Aktivierung
der Entzindungszellen sowie die Bildung von Prostaglandinen, Leukotrienen und PAF hemmen.
Durch diese Effekte verringern Glukokortikoide auch die bronchiale Hyperreaktivitat. (Mutschler
2001).

Inhalative Kortikosteroide gelten seit Anfang der 90er Jahre als antientztindliche Medikation
der ersten Wahl bei stabilem mildem bis moderatem Asthma (Haahtela et a 1994, Toogood
1990). lhre grol¥e therapeutische Breite erklart sich aus dem Verhdtnis von hoher lokaler
Wirkung und sehr hoher glukokortikoider Potenz bel geringer systemischer Wirksamkeit, die 1.
auf die geringe Resorption und 2. eine vergleichsweise relativ schnelle Elimination aus dem
Korper zurtickgeht (Haen 2001). Die Wirkung topischer Glukokortikoide ist in der Regel im
Verlauf einer Woche objektivierbar, wahrend das Maximum ihrer Wirkung frihestens nach 34
Wochen erreicht wird (Ukena und Sybrecht 1993). Inhalative Kortikoide weisen eine deutlich
bessere Vertréglichkeit auf, das Spektrum und der Schweregrad der unerwinschten Effekte ist
deutlich geringer as bei systemischer Gabe (Haen 2001).

Der langere Einsatz systemischer Glukokortikoide sollte aufgrund der Nebenwirkungen auf
schwere Verlaufsformen des Asthma brorchiale oder akute Exazerbationen beschrankt bleiben.
Die systemischen Glukokortikoide sollen ein- bis zweima téglich appliziert werden. Der

Wirkungseintritt betragt bel oraler Gabe 58 Stunden und parenteral 46 Stunden (Haen und Uhl
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1996). Der klinische Erfolg tritt Ublicherweise innerhalb von 34 Tagen nach Therapiebeginn ein,
in Einzelféllen jedoch auch erst nach 1 Woche (Ukena und Sybrecht 1993).

Antileukotriene sind seit enigen Jahren zugelassen. Leukotriene sind Metabolite der
Membranlipide. Durch das Enzym Phospholipase A2 wird aus Phospholipiden der Zellmembran
Arachidonsdure freigesetzt. Die Arachidonsdure kann innerhab der Zelle Uber zwei
Stoffwechselwege metabolisiert werden: Durch die Zyklooxygenase kommt es zur Bildung von
Prostaglandinen und Tromboxanen, durch die 5Lipoxygenase (5LO) kommt es in Verbindung
mit dem 5-LO-aktivierenden Protein (FLAP) zur Bildung von Leukotrienen. Dabei entsteht
zunéchst aus der Arachidonsdure das instabile Zwischenprodukt SHPETE und anschlief3end das
Epoxid Leukotrien A4. Das instabile LTA4 kann entweder zu LTB4 hydrolisiert werden oder
durch den Einbau eines Glutathionrestes zu L TC4 umgewandelt werden. LTC4 wird extrazel lulér
in LTD4 umgewandelt und schliefdlich entsteht durch eine Dipeptidase das stabile LTE4
(Magnussen et a 1997).

Die Cysteinyl-Leukotriene LTC4, LTD4, LTE4 finden sich in erhthter Konzentration im Blut
(Okuho et a 1987), in der BAL (Lam et a 1988, Wardlaw et a 1989, Pliss et a 1990) und im
Urin (Drazen et a 1992, Kumlin et a 1992, Kikawa et al 1992) von Patienten mit Asthma
bronchiae. In vitro und ex vivo bewirken Cysteinyl-Leukotriene folgende Effekte, die fur die
Pathogenese des Asthma bronchiale von Bedeutung sind: Kontraktion der Atemwege (Jones et al
1982, Samhoun et a 1984), Zunahme der Mukossekretion (Coles et a 1983, Marom et a 1982),
Ausbildung eines Schleimhautddems durch Plasmaexsudation (Evans et a 1989) und Erhéhung
der Gefél3jpermeabilitét (Piancentini und Kaliner 1991), Chemotaxis auf eosinophile
Granulozyten (Laitinen et al, Spada et al 1994), Proliferation der glatten Atemwegsmuskulatur
(Panettieri et al 1996, Wang et a 1993), Kontraktion der pulmonalen Arterien (Gorenne et d
1996).

Grundsétzlich lassen sich 3 Substanzgruppen, welche in den Leukotrienstoffwechsel eingreifen,
unterscheiden: 5-Lipoxygenase aktivierende Protein-Antagonisten (FLAP-Antagonisten), 5

Lipoxygenase-Inhibitoren (5-L O-Inhibitoren) und Leukotrien-Rezeptor -Antagonisten (LT-RA).
Waéhrend FLAP-Antagonisten indirekt und 5-LO-Inhibitoren direkt die enzymatische Aktivitét
der 5Lipoxygenase hemmen und damit die Synthese von allen Leukotrienen blockieren, richten

sich die LeukotrienRezeptor-Antagonisten nur gegen die Cysteinyl-Leukotrien(LTC4, LTD4,
LTE4)-Rezeptoren (Magnussen et a 1997). Man unterscheidet grundsdtzlich zwischen den
Rezeptoren fur LTB4 und den Cysteinyl-Leukotrien-Rezeptoren, von denen zwel Subtypen
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bekannt sind: CysLT1-Rezeptor und CysLT2Rezeptor. Die momentan bekannten Leukotrier
Rezeptor- Antagonisten richten sich gegen die durchLTC4, LTD4 und LTE4 aktivierten CysLT1-
Rezeptoren auf der glatten Bronchialmuskulatur. CysL T2-Rezeptoren finden sich vorwiegend an
pulmonalen Gefal3muskelzellen. Als Hauptproduzenten der Cysteinyl-Leukotriene sind die
eosinophilen Granulozyten und die Mastzellen anzusehen.

Die Antileukotriene fiihren nach Einzelgabe und Verabreichung Gber einen langeren Zeitraum im
Vergleich zu den Placebo behandelten Kontrollen zur Verbesserung lungenfunktioneller
Parameter (FEV1) nach Provokation mit Allergen, Analgetika, korperlicher Anstrengung oder
anderen Substanzen. Nach Allergen-Exposition erstreckte sich die bronchodilatatorische Wirkung
der Antileukotriene neben der Frihreaktion auch auf die asthmatische Spétreaktion (Kroegel et a
1997). Neben Bronchodilatation zeigen Antileukotriene antientziindliche Effekte. Die selektive
Blockade des LTD4 Rezeptors fuhrt zu einem antientziindlichen Effekt. In klinischen Phase-111-
Studien an Erwachsenen und Kindern kam es unter Montelukast im Vergleich zu Placebo zu
ener Senkung der Eosinophilenzahl im peripheren Blut. Dartber hinaus wurde auch ene
Senkung der Eosinophilenzahl im Sputum nachgewiesen (Reiss 1997). 5LO-Inhibitoren wirken
atemwegentziindungshemmend, indem sie die Eosinophilenzahl im Blut und BAL vermindern.

L eukotrien-Rezeptorantagonisten und Leukotrien Syntheseinhibitoren fihren zur Abnahme der
bronchialen Hyperreagibilitét. Weiterhin reduzieren die Antileukotriene den Bedarf an 32
Sympathomimetika. Weniger Exazerbationen unter der Behandlung fihrt zur Einsparung von
Kortikosteroiden. Von besonderem Interesse ist, dass die Wirkung der Leukotrienantagonisten
additiv zur Wirkung von 32 Agonisten und inhalativen bzw. systemischen Glukokortikosteroiden
auftritt (Kroegel 1997a).

Die Antileukotriene stellen eine Bereicherung in der Therapie des Asthma bronchiade dar. Bel der
Behandlung von Patienten mit ASSIntoleranz sind die Antileukotriene jedem bisher bekannten
Medikament Uberlegen (Magnussen et a 1997). Nach den bisher vorliegenden Erfahrungen
konnte der Einsatz von Antileukotriene sowohl bei der Behandlung des leichten und

mittelgradigen Asthma sinnvoll sein.

Es wurde versucht, im Rahmen dieser Arbeit je einen Vertreter von allen Gruppen der bekannten
Asthmamitteln im Meerschweinchenmodell zu testen. Damit wollte man folgendes prifen,

beziehungswei se erreichen:
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- Validierung dieses Tiermodells

- Positive  Kontrollexperimente;  Ubertragbarkeit  der  Ergebnisse aus  den
M eerschweinchenuntersuchungen und besonders aus unserem konkreten Tiermodell auf
die Humanmedizin.

- Untersuchungen neuer pflanzlicher potentieller Asthmamittel.

2.3. LABTEC Lungenfunktions-Analyse-System
( Zwetkammer ganzk or per plethysmogr aph )

Die Versuchstiere wurden mit dem Zweikammerganzkorperplethysmogr aphen nach Dorsch und
Hess ,LABTEC Lungenfunktions-Analyse-System bei Kleintieren* (Dorsch und Hess 1992)
durchgefuihrt. Vor einigen Jahren wurden bereits eine Reihe von Untersuchungen mit einem
Prototyp dieses Gerétes durchgefihrt, bei dem z.T. noch eine Handauswertung der Messdaten
notig war (Riedel et a 1988; Dorsch und Wagner 1991). Heute ist das Gerét automatisiert, die
Messung wird automatisch ausgewertet und der Messwert in einer computerverarbeitbaren Weise
elektronisch gespeichert oder aber as Papierausdruck ausgegeben (Haen et a 1999). Der
Versuchsaufbau entspricht dem Prinzip eines volumenkonstanten Plethysmographen, da nicht die
Volumenadnderungen registriert, sondern die in einer starren, luftdicht abgeschlossenen Kammer
auftretenden Druckschwankungen gemessen werden (Mattys 1972). Es handelt sich hierbei um
ein hochsensitives System, um die Lungenfunktion an kleinen Versuchstieren zu messen. Parallel
durchgefiihrte systemische und lokale immunologische Untersuchungen haben die Ergebnisse
dieser Methode bestétigt (Riedel et al 1988). Hier wurden nach SO2-Exposition und inhaativer
Ovalbuminsensibiliserung in 7 Ovabuminprovokationstests an jedem zweiten Tag die CA-
Werte im Zweikammerganzkorperplethysmograph nach Dorsch bestimmt. Parallel nach pder
Ovalbuminprovokation wurden in Serum und BAL der Verumgruppe (mit SO2Belastung) und
der Kontrollgruppe (ohne SO2-Belastung) Antikorper gegen Ovalbumin und zwar Gesamt 1gG
und 1gG1l gemessen. Immunologische Parameter bestétigen die Lungenfunktionsmessungen

(Riedd e a 1988). Die Verumgruppe zeigte nach OA-Exposition ene signifikante
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Bronchokonstriktion (67%). Parallel war bei der Verumgruppe eine signifikante Steigerung der
OA-spezifischen Antikorper in Serum und BAL im Vergleich zur Kontrollgruppe zu sehen.
Beide Untersuchungsmethoden zeigen Ubereinstimmend, dass die Belastung mit niedriger (0.1
ppm) und mittlerer (4.3 ppm) Konzentration von SO2 die lokae alergische Reaktion bel
Meerschweinchen erleichtern (Riedel et al 1988).

Die Methode mit dem Zweikammerganzkdrperplethysmographen erlaubt eine wiederholte nicht
invasive Messung am wachen, nicht narkotisierten Versuchstier. Es gibt drei Doppelkammern,
die gleichzeitig betrieben werden konnen. Die Tiere sitzen in einem Schlitten. Zwei Stébe

beiderseits des Halses halten den Kopf in der richtigen Position. Der Schlitten wird indie

Abb. 1: Zwelkammerganzkorperplethysmograph



Abb. 2: Kopf- und Kdrperkammer und multifunktionaler Flansch

Abb. 3: Meerschweinchen in Schlitten

Korperkammer des Gerdtes plaziert. Das Verbindungselement der beiden Hauptkammern, der
Kopf- und Korperkammer, ist ein multifunktionaler Flansch. Der Flansch befindet sich

zusammen mit den beiden Teilkammern verschiebbar auf einem Grundgestell mit zwel



23

Gleitschienen. Er ist so kongtruiert, dass mittels Vakuumtechnik ein hermetisch dichtes
Verbinden, aber auch schnelles Losen der Kammern méglich ist. Eine aufblasbare Manschette,
die in der zentraen Bohrung des Flansches eingelassen ist, dient dazu, die beiden Kammern
voneinander getrennt und dicht zu halten. Die Kopfkammer kann separat mit einem Aerosol
beschickt werden. Fir jeden Plethysmograph ist eine Vernebelungsvorrichtung angebracht,
welche die Kopfkammer gleichzeitig mit drei verschiedenen Provokations, Verum- und
Placebol 6sungen von einer Tropfchengrosse zwischen 3-5 um beliefern kann.

Die atemabhdngigen Druckanderungen werden mittels Druckmessern registriert. Die
Volumenanderungen werden mit Hilfe des Boyle-Mariotte schen Gesetzes aus Druckanderungen
umgerechnet. Alle Signale aus Druck- und Volumendnderungen werden digitalisiert. Eine
spezielle Software ermdglicht es, die Resultate aus den Rohdaten in Tabellen und Graphiken
darzustellen. Die Volumenanderungen, die beim Atemvorgang des Tieres in beiden Kammern
entstehen, werden graphisch in einem zweidimensionalen Diagramm dargestellt. Sie ergeben eine
Kurve, durch deren inspiratorischen und exspiratorischen Wendepunkt jeweils eine 45° Linie
gezogen wird. Der vertikale Abstand zwischen den beiden Linien gibt dagenige Luftvolumen
wieder, welches intrahorokal komprimiert werden muss, um die bronchiale Obstruktion zu
Uberwinden. Dieser Parameter wird as ,Compressed Air* bezeichnet. Die
Lungenfunktionsvariable ist ein geeignetes Mass fir die Schwere einer Bronchokonstriktion
(Dorsch et d 1983). Neben dem Compressed Air-Wert konnen vom Gerét die Atemfregquenz,
der Atemwegswiderstand und das thorokale Gasvolumen bestimmt werden (Haen et a 1999).
Das ,,LABTEC Lungenfunktions-Anayse System“ kann bei Dr. Benno Hess, Fa. Mefdtechnik,
Melatener Str. 89a in 52074 Aachen, bestellt werden.
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NORMAL OBSTRUCTION

Abb. 4: CA-Atemschleife bei normaler Atmung (links)
und bei einem Asthmaanfall (rechts);
Horizontalachse: Volumen Kopfkammer

Vertikalachse: Volumen Korperkammer
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2.4. Fragestellung

Hauptziel der vorliegenden Arbeit war, eine Validierung der von Dorsch-Hess entwickelten
Ganzkor per-Plethysmogr aphie am Meerschweinchen. Im Einzelnen war unser Zidl:

1. die Uberprifung der Ovalbuminsensibilisierung beim M eerschweinchen: die optimale
Allergendosen, effektivere Sensbilisierungsmethoden, Art und Dauer der Allergen
empfindlichen Phase, eine mogliche Re-Sensibiliserung oder Tachyphylaxie Effekt bei
wiederholter Allergenexposition, eine evtl. Saisonabhangigkeit der Sensibilisierung bzw. der
allergischen Reaktion bei Meerschweinchen und die Prifung anderer Moglichkeiten z. B. mit

Histamin eine bronchiale Hyperreagibilitdt bei Meerschweinchen zu erfassen

2. die Validierung dieses Tiermodells durch Kontrollexperimente mit etablierten
Asthmamitteln, die auch Anhaltspunkte fir die Ubertragbarkeit der Ergebnisse aus dem

Meerschweinchen-Modell auf die Humanuntersuchung liefern sollen,

3. die Untersuchung der antientziindlichen Wirkung einiger Drogen aus der Volksmedizin
mit unterschiedlicher Herkunft nach Langzeitapplikation und die Untersuchung  der

antiasthmatischen Wirkung von Acetophenonen (z.B. Acetosyringenin).
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3. MATERIAL UND METHODEN
3.1 Material
3.1.1. Versuchstiere

Als Versuchstiere wurden mannliche Dunkin Hartley Meerschweinchen im Alter von ca 2

Wochen, Gewicht ca. 150 g bis 250 g, von der Tierzuchtanlage Charles River in Kissegg
verwendet. 2 Tage nach ihrem Eintreffen im Tierstall wurden sie mit Ovalbuminldsung je nach
der ausgewdahlten Methode sensibilisiert. 2 Wochen spéter, am Anfang des Versuches, wogen sie
zwischen 350 g und 400 g. Nachher haben sie wochentlich 50g - 80 g zugenommen. Die Tiere
wurden im 12 Stunden dunkel-hell Zyklus in K&figen auf Streu gehalten.

Fur die Untersuchungen auf antiasthmatische Wirkung wurden immer 15 Tiere bestellt. Die
Anzahl der Verum- und Kontrolltiere war moéglichst gleich. Bel den Sensibilitétsuntersuchungen
war die Anzahl der Tiere unterschiedlich. Die genaue Anzahl (n) in jeder Gruppe wird in jedem
Versuch angegeben. Nach Ende der Versuche kamen die Tiere in ein anderes Labor.

3.1.2. Testsubstanzen

- Fenoterol: Fenoterol Hydrobromid Bohringer, Ingelheim
gelost in physiologischer Kochsalzl 6sung

- Theophyllin: Bronchoparat® Ampullen, Wirkstoff: Theophyllin-
Natriumglycinat, Klingepharma, M inchen



M ethyl prednisol on:

Budesonid:

Montelukast:

Aluminiumhydroxid:

Ovalbumin;

Histamin:

Picrorhiza kurroa:

Wascha:

Caiophora sepiaria:
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Urbason® solubile forte 1000 Hoechst, Frankfurt
gelost in physiologischer Kochsalzldsung

Pulmicort®1,0 mg/2 ml Suspension, Astra Wedel

verdinnt mit Losungsmittel von Pulmicort

Montelukast-Natrium , MSD, Haar
gelost in 40%igem Ethanol in physiologischer Kochsal zIdsung

Aluminiumhydroxydatum colloidale DAB10/ph.Eur, Caglo GmbH,

Hilden, suspendiert in physiologischer Kochsalzlsung

Ovalbumin Grad 111 Sigma, Deisenhofen
gelost in physiologischer Kochsal zlsung

Histamine Dihydrochloride, Sigma, Deisenhofen
gelost in physiologischer KochsalzlGsung

Ethylacetat- Fraktion hergestellt im Institut fir Pharmazeutische Biologie der
LMU Minchen (Dr. A. Miiller); bei der Applikation gelost in 20%igem

Ethanol in  physiologischer Kochsalzl 6sung

(Gummiharz von Dorema ammoniacum D. Don.)
Traditionelle Droge aus Iran, suspendiert in 20%igem Ethanol in
physiologischer Kochsalzl6sung

Methanolextrakt hergestellt im Ingtitut fir Pharmazeutische Biologie
der LMU Miunchen (Dr. A. Mller); gelést in 20%igem Ethanol in
physiologischer Kochsalzldsung
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Angurate: (Mentzelia grandiflora, Mentzelia cordifolia Domba)
Methanolextrakt hergestellt im Institut fir Pharmazeutische Biologie
der LMU Miuinchen (Dr. A. Miller); gelost in 20%igem Ethanol in
physiologischer Kochsalzlsung

- Acetosyringenin: 3,5 Dimethoxy- 4 hydroxyacetophenon, Aldrich-Chemie, Steinheim
geldst in 20%igem Ethanol in physiologischer Kochsalzl6sung

3.2 Methoden
3.2.1. Applikationsmethoden
3211 Orale Applikation

Fenoterol, Theophyllin, Methylprednisolon und Pflanzenextrakte wurden ora verabreicht.
Hierfur wurden die Lésungen aus Wirksubstanzen und Pflanzenextrakten vorsichtig geschliindelt,
damit alles von den Tieren eingenommen wird. Die orale Applikation war einmal eine Stunde vor
der AllergenExposition, bzw. Gber 2Tage (3x taglich, Gber den Tag verteilt) und am 3. Tag 1x
eine Stunde vor dem Provokationstest. Bel den Langzeituntersuchungen wurde mindestens 3

Wochen lang 1x téglich morgens ora appliziert.

3212 Inhalative Verabreichung

Fenoterol und Budesonid und Provokationssubstanzen wie Ovalbumin und Histamin wurden
inhalativ appliziert. Mit Hilfe der Vernebelungsvorrichtung des Plethysmographes wurden die

Losungen aus diesen Substanzen in die Kopfkammer, und damit in die Atemluft der Tiere
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gebracht. Die inhalative Applikation erfolgte genauso wie die orale Verabreichung, nach
einmaliger, 3-tagiger bzw. 3-wochiger Therapie.

3213 Intramuskulére und intraperitoneale Applikation

Zur Sensibiliserung der Tiere wurde die Lésung des Ovalbumin in isotonischer Kochsal zIGsung

intramuskul&@r und/oder intraperitoneal verabreicht.

3.2.2. Sensbilisierung

Es wurden zwei unterschiedliche Methoden zur aktiven Sensibilisierung durchgeftihrt. Bei beiden

Methoden wurden die Tiere 2 Tage nach Eintreffen im Tierstall mit Ovalbumin sensibilisiert.

Sensibilisierungsmethode 1 (ohne Adsor btionsmittel): Nach der 1. Methode wurden die Tiere
mit jeweils 200 mg Ovabumin, gelést in 0,8 ml physiologischer Kochsalzldsung (Konz. = 25%),
durch intramuskulére und intraperitoneale Injektion von je 0,4 ml sensibilisiert.

Sensibilisierungsmethode 2 (mit Adsor btionsmittel): Nach der 2. Methode wurde jedem Tier
10 pg Ovabumin und 100 mg Aluminiumhydroxid, suspendiert in 0,5 ml 0,9%iger NaCl-
Losung, intraperitoneal verabreicht.

Zwei Wbchen nach der Sensibilisierung reagierten die Tiere auf Ovabuminprovokation in der
Atemluft mit einer Bronchokonstriktion. Tiere die in diesem Sensibilitétstest nicht reagierten,
wurden ausgemustert. Dies kam nur selten vor.



3.2.3. Prufung der Sensibilitat

3231 Ovalbuminprovokation

14 Tage nach der Sensibilisierung reagierten die Tiere auf Ovalbumin in der Atemluft mit einer
Bronchokonstriktion. Zur Bestimmung dieser Bronchokonstriktion wurden die Tiere im Ganz
korperplethysmographen 5 Sekunden der Vernebelung einer 0,2%igen Ovalbuminlésung in
physiologischer Kochsalzldsung exponiert. Bis zur Minute 2 nach Beginn der Exposition wurde
alle 30 Sekunden, danach bis zur Minute 8 jede Minute, die bei der Exspiration im Brustraum der
Tiere gefangene Luft (CA-Wert) bestimmt. Zur Minute 10 wurden die Tiere erneut fur 15
Sekunden lang der vernebelten OvalbuminlGsung exponiert und anschlief3end der CA-Wert bis
zur Minute 12 ale 30 Sekunden und bis zur Minute 18 jede Minute bestimmit.

Be gefahrdeten Tieren wurde wahrend der Allergenexposition eine inhalative Fenoterolgabe as
Rettungsmal3nahme vorgenommen. Hier wurde 0,013%ige Fenoterollésung in physiologischer
Kochsalzlésung fur 30 Sekunden vernebelt.

3.2.3.2 Histaminprovokation

Zur Bestimmung der Reaktion auf Histamin in der Atemluft wurden die Tiere fir 30 Sekunden
lang der Vernebelung ener 0,1%igen Histaminldsung in physiologischer KochsalzlGsung
exponiert. Bis zur Minute 10 nach Beginn der Inhalation wurde der CA-Wert ale 30 Sekunden
bestimmt.
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3.24. Experimentelle Planung

Wenn eine Sofortwirkung oder eine nur kurz anhaltende Wirkung erwartet wurde, wurde ein
Uberkreuz-Protokoll (Cross over) angewendet. Wenn die Untersuchung tiber mehrere Tage und
Wochen (vor allem bel entziindungshemmender Wirkung) dauern musste, war ein Protokoll fur

L angzeituntersuchung nétig.

3241 Bestimmung der akuten antiasthmatischen Wirkung

Die Versuche mit Bronchodilatatoren erfolgten anhand eines Uberkreuz-Protokolls. Jede
Tiergruppe von 15 sensiblen Tieren wurde nach dem Zufallsprinzip in zwei Untergruppen
eingeteilt. Die Verumgruppe erhielt die Testsubstanz, wahrend die Kontrollgruppe lediglich das
Losungsmittel  erhielt. 4 bis 7 Tage nach dem 1. Allergenprovokationstest wurden die
Versuchsreihen wiederholt, wobei diesmal die ehemalige Kontrollgruppe die Testsubstanz erhielt
und die ehemalige Verumgruppe zur Kontrollgruppe wurde.

Nach dieser Methode wurden Versuche mit Einmal-Applikation von Wirksubstanz 1 Stunde vor
Allergenexposition oder Versuche tber 3 Tage, namlich 3x tégliche Applikation mit der letzten
Gabe wieder 1 Stunde vor Allergenprovokation ( 3 Tage Therapie) vorgenommen.

3.24.2. Langzeituntersuchung zur Bestimmung der entzindungshemmenden
antiasthmatischen Wirkung

Das zweite Versuchsprotokoll wurde vor alem fir entzindungshemmende Substanzen genutzt,
wo eine langere Versuchsdauer (mind. 3 Wochen) nétig war. Die Tiere wurden nach dem
Sensibilitatstest in zwei Gruppen eingeteilt, so dass beide Gruppen durchschnittlich ungefahr
gleiche Reaktionsstérke zeigten. An die Verumgruppe wurden mindestens 3 Wochen lang 1x
téglich Testsubstanzen appliziert und an die Kontrollgruppe wurde in gleicher Weise das
Losungsmittel verabreicht. Bei beiden Gruppen wurde einmal wdéchentlich die Sensibilitét auf
inhalative OA -Provokation bestimmt.
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3.243. Langzeituntersuchung zur Bestimmung der Sensibilitat

Be der Senshililitétsuntersuchung wurden, je nach konkretem Versuchsplan, gleiche
Tiergruppen nach der Sensibilisierung unbehandelt Uber langere Zeit untersucht. Es wurde 1x
wochentlich nach inhalativer OA-Exposition die bronchokonstiktorische Reaktionsstérke

gemessen.
3.2.5. Dokumentation und Statistik
3.25.1. Grafische Darstellung der CA-Mittelwerte und Standar dabweichung

Die gemessenen CA-Werte fur Kontroll- und Verumtiere wurden in Tabellen eingetragen. Aus
den Werten wurden deren Mittelwert und Standardabweichung fir die jeweilige Messzeit (0. bis
18. Minute) errechnet. Die grafische Darstellung fir einzelne Versuche zeigt den zeitlichen
Verlauf der CA-Werte in Mittelwert.

Zur grafischen Darstellung der Versuche Uber mehrere Wochen wurde zuerst fur jedes Tier die
Flache unter der CA/Zeit-Kurve fir den entsprechenden Messtag errechnet. Danach wurde der
Mittelwert der AUC-Werte der Kontroll- und Verumgruppe fir jeden Messtag errechnet und
grafisch dargestellt.



3.25.2. Prozentuale I nhibition

Die prozentuale Hemmung der Bronchiaobstruktion wird als Mal3 der asthmaprotektiven
Wirksamkeit herangezogen. Als errechnete Grof3e gibt sie den Grad der Hemmwirkung einzelner
Substanzen an (Dorsch, Wagner, Bayer 1989).

Es wurden zunéchst die Mittelwerte der AUC von Kontroll- und Verumgruppe fir den
entsprechenden Messtag bestimmt. Zur Berechnung der prozentualen Inhibition wird der
Mittelwert der AUC von der Kontrollgruppe gleich 100 % und der Mittelwert der AUC von der
Verumgruppe gleich x % gesetzt und Uber einen Dreisatz berechnet. Die prozentuale Inhibition
ergibt sich durch Substraktion des x %-Wertes vom 100 % Wert.

PI=100[1-MW(AUCV)/MW(AUCK)]

3.253. Statistik

Bel den Versuchen mit Kontroll- und Verumgruppen wurden zuerst fir den bestimmten Messtag
bei jedem Tier die Flache unter der CA-/Zeit-Kurve fir jedes kleine Zeitintervall berechnet. Zum
Beispiel fur das Tier K1:

(in Minute 3 : CA = 0,67) und (in Minute 2 : CA = 0,22)

AUC in Minute 3 = (0,67 + 0,22)/2 x (3-2)

Dann wurde fur jedes Tier die Summe der AUC-Werte Uber die gesamte Messzeit (0. bis 18.
Minute) berechnet. Diese AUGWerte fir jedes Tier und jewelligen Messtag wurden dann mit
entsprechenden statistischen Methoden miteinander verglichen.

Mit Hilfe statistischer Tests wird geprift, ob eine Hypothese Uber die Grundgesamtheit anhand
der Daten der Stichprobe bestétigt wird oder nicht. Bei Zwelistichprobentests unterscheidet man

zwischen verbundenen/gepaarten und unverbundenen/ungepaarten Stichproben.



34

Gepaarte Stichproben liegen vor, wenn es zu jedem Wert aus der einen Stichprobe genau einen
Wert der anderen Probe gibt, mit dem er inhaltlich ein Paar bildet. Bei ungepaarten Stichproben
sind sowohl die Daten innerhab einer Stichprobe als auch die Daten aus zwei Stichproben
unabhéngig voneinander.

Dementsprechend wurden bei UberkreuzProtokollen fur den Vergleich zwischen Verum und
Kontrolle der t-Test nach Student fir gepaarte Daten und bei Langzeituntersuchungen der t-Test
fUr ungepaarte Daten verwendet. Ein Unterschied wurde als statistisch signifikant bezeichnet,
wenn die Irrtumswahrscheinlichkeit kleiner 0,05 betrug (p<0,05). Die statistischen Methoden

wurden aus Sachs (1984) entnommen.



4, ERGEBNISSE
4.1. Sensbilitatsunter suchungen
4.1.1. Zeitverlauf einer einzigen Bronchokonstriktion nach Ovalbumin- und

Histamin-Exposition (Sensibilisierungsmethoden 1 oder 2)

4111 Ovalbuminexposition

41111 Nach inhalativer Ovalbuminprovokation (02% - 5 und 15 sec) -
Sensibilisierungsmethode 1

CA-Wert steigt ab der 2. Minute Gber 0,1 ml und zwischen der 2.- 4. Minute nach der ersten
Ovalbuminprovokation (5 sec) wird der CA -Maximalwert (1,5-2,5 ml) erreicht. Danach falt der
CA-Wert kontinuierlich ab und nach 8 Minuten ist er wieder nahe der Ausgangswerte. Dieser
Prozess wiederholt sich nach der zweiten sich anschliefienden Provokation (15 sec) auf die
gleiche Art und Weise; nur mit dem Unterschied, dass der Maximawert um die Hafte hoher liegt
as bei der ersten Reaktion. Insgesamt fallt die 2. Reaktion stérker as die 1. Reaktion aus. Die
einzelnen Tiere, die bereits nach der 1. Provokation sehr stark reagieren, zeigen keine stérkere 2.
Reaktion mehr (s. Abb. 5).
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Abb. 5: Zeitverlauf der Bronchokonstriktion (ausgedruckt in CA) nach
inhalativer Provokation mit Ovalbumin (als spezifisches Allergen); die Tiere
sind systemisch (i.m. und i.p.) mit 200 mg Ovalbumin (ohne A dsorbtionsmittel)
senshilisiert; n =16, (x+SD)

19
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4.1.1.1.2. Nach inhalativer Ovalbuminexposition (02% - 5 und 15 sec) -
Sensibilisierungsmethode 2

Der Zeitverlauf der alergischen Reaktion nach der 1. und 2. Ovabuminexposition (als
spezifisches Antigen) ist genau der gleiche wie bel den Tieren, die mit der Methode 1
sensibilisiert worden sind. Der auffallende Unterschied besteht in einer deutlich stérkeren
bronchokonstriktorischen Reaktion dieser Gruppe (s. Abb. 6).
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Abb.6: Zeitverlauf der Bronchokonstriktion (ausgedruckt in CA) nach inhalativer
Provokation mit Ovalbumin (a's spezifisches Allergen); die Tiere sind systemisch (i.m. und
i.p.) mit 10 pg Ovabumin und 100 mg Aluminiumhydroxid sensibilisiert; n=20 , (x+SD)




41.1.2. Histaminexposition

41.1.2.1. Nach inhalativer Histaminprovokation (0,1% - 30 sec ) — Sensbilisierungs-
Methode 1

Die Reaktion von Ovalbumin-sensibilisierten Tieren nach Provokation mit 0,1%igem Histamin
fur 30 Sekunden fallt stérker aus, als bel den anderen Gruppen, die oben besprochen wurden. Der
Maximawert von 0,74 ml snkt aber auch schneller wieder ab. Im Vergleich zu

ovalbuminexponierten Tieren zeigen die Tiere nach der Provokation mit Histamin geringere
individuelle Unterschiede (s. Abb. 7).
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Abb. 7: Zeitverlauf der Bronchokonstriktion (ausgedruckt in CA) nach inhalativer
Provokation mit 0,1%-iger Histaminlosung (1x30 sec in Min 0); die Tiere sind
systemisch (i.m. und i.p.) mit 200 mg Ovalbumin sensibilisert; n=7 , (x+SD)
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4.1.1.2.2. Histaminprovokation (0,1% - 50 sec) — Sensibilisierungsmethode 1

Die Tiere weisen hier eine schwachere Reaktion auf as bel der Provokation mit 0,1%igem
Histamin fr 30 Sekunden (s. Abb. 8).

Compressed air(ml)
e o o o Ll o o
N IS (o] (o] [l N N o oo

o

0 05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 8 85 9 95 10

Zeit(min)

Abb. 8: Zeitverlauf der Bronchokonstriktion (ausgedruckt in CA) nach inhalativer
Provokation mit 0,1%-iger Histaminlésung (1x50 sec in Minute 0) ); die Tiere sind
gystemisch (i.m. und i.p.) mit 200 mg Ovalbumin sensibilisert; n=5, (x£SD)
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4.1.1.2.3. Histaminprovokation (0,3% - 30 sec) — Sensibilisierungsmethode 1

Die Bronchokonstriktion der Tiere nach Exposition mit einer hoheren Histaminkonzentration ist
am stéarksten, obwohl die Provokationszeit gleich oder kirzer war (vgl. Abb. 13 und ) (s. Abb.
9.
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Abb. 9: Zeitverlauf der Bronchokonstriktion (ausgedruckt in CA) nach inhalativer
Provokation mit 0,3%-iger Histaminlésung (1x30 sec in Min 0); die Tiere sind mit
Methode 1 sensibilisiert; n=7 , (xxSD)

4.1.2. Optimale Zeit fur die erste Allergen-Exposition, Resensibilisierung - und
Tachyphylaxieeffekt nach wochentlichem Provokationstest - Sensibilisierung
mit 10pg Ovalbumin plus 100 mg Aluminiumhydroxid (M ethode 2)

Um die dérkste alergische Resktion nach der Sensbiliserungsmethode 2 beim 1.
Ovabuminexpositionstest zu beobachten, wurden bel 4 Tiergruppen jeweils in der 2., 3., 4. oder
5. Woche nach der Sensibilisierung erste Ovalbuminprovokationstests durchgefihrt. Die stérkste
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obstruktive Reaktion wird bei der Gruppe 3 beobachtet, wo die 1. OA-Exposition erst 4 Wochen
nach der Sensibilisierung stattfand.

Der Vergleich zwischen Gruppe 1, die ab der 2. Woche nach der Sensibilisierung 1x wdchentlich
mit inhalativem Ovabumin exponiert wurde, mit der Reaktion der drei weiteren Gruppen zeigt
bei wochentlicher Wiederbelastung mit  Ovalbumin  keine Resensibiliserung  oder

Reaktionsverstarkung aber auch keinen Tachyphylaxieeffekt (s. Tab. 1 und Abb. 10).

Tag 14 Tag 21 Tag 28 Tag 35
Gruppe: 1(R) |1,91+0,64 2,62+1,52 2,89+1,02 2,91+1,72
Gruppe: 2 (B) Nicht provoziert | 1,70+0,92 3,49+1,87 3,88+2,10
Gruppe: 3(G) | Nicht provoziert | nicht provoziert |4,30+0,69 4,92+1,15
Gruppe: 4(S) | Nicht provoziert | nicht provoziert |nicht provoziert |[3,93+1,06

Tab. 1: Vergleich der Reaktionsstérke bel 1. und wiederholtem Provokationstest nach 1 bis 4
Wochen nach der Sensibiliserung (AUC(MW)£SD).
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Abb. 10: Senghilitétsverlauf nach Sensibilisierungsmethode 2; Tiere in 4 Gruppen
(R,B.G,S) eingeteilt; OA-Provokationstest bei Gr. R (weil3e Saulen): 14. u. 21. u.
28. u. 35. Tag; Gr. B (sclwarze Saulen): 21. u. 28. u. 35. Tag; Gr. G (Saulen mit
schwarzen Punkten): 28. u. 35. Tag und Gr. S (graue Saulen) 35. Tag nach der
Sensibiliserung; NnR=nB=nG =nS=6, (AUC(MW) + SD)
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4.1.3. Saisonabhangigkeit der Sensibiliserung mit 10 pug Ovalbumin und 100 mg
Aluminiumhydroxid (M ethode 2)

Ein saisonabhéngiger Vergleich der Reaktionsvermdgen der Tiere, die mit der Methode 2
sensibilisiert sind, wird hier untersucht. Die Tiere sind in 4 Gruppen eingeteilt. Sie wurden in
folgenden Zeiten untersucht: 1. Gruppe in den Monaten Mai, Juni, Juli, die 2. Gruppe im
August/September, die 3. Gruppe im Oktober/November und die 4. Gruppe im Dezember/Januar.
Alle Gruppen wurden 14, 21, 28 und 35 Tage nach der Sensibiliserung mit 0,2%igem OA
inhalativ exponiert (s. Tab. 2, Abb. 11).

Es wird zwar nach 14 Tagen eine unterschiedliche Reaktionsstérke zwischen den verschiedenen
Gruppen beobachtet, aber wenn man die Tests nach 21, 28 und 35 Tage mitberticksichtigt,

wer den im allgemeinen keine saisonabhangigen Unterschiede beobachtet.

Tag 14 Tag 21 Tag 28 Tag 35
Monate5, 6,7 |2,01+1,27 2,83+1,31 3,20+1,43 3,59+1,61
Monate 8, 9 1,55+1,10 3,09+1,12 2,91+1,45 2,58+1,51
Monate 10, 11 | 3,02+0,80 3,46+1,10 2,80+1,44 1,90+0,46
Monate 12, 1 1,91+0,64 2,62+1,53 2,90+1,03 2,91+1,73

Tab. 2: Saisonabhangigkeit der Reaktionsvermogen

nach der Sensbiliserungsmethode 2,

Provokationstest in verschiedenen Jahreszeiten (AUC(MW)+SD )




AUC(ml.min)
b i i "l

B e e e e e e e e e e e e

b il il el il

Abb. 11: Saisonabhéngiger Vergleich der Reaktionsvermdégen; Tiere in 4 Gruppen
eingeteilt. 1.Gruppe (weil3e Saulen): Monate Mai, Juni, Juli (M0 5,6,7) ; 2.
Gruppe (schwarze Saulen): August/September (Mo 8,9); 3.Gruppe (Saulen mit
schwarzen Punkten): Oktober/November (Mo 10,11); 4.Gruppe (graue Saulen):
Dezember/Januar (Mo 12,1); ale Tiere systemisch (i.p.) mit 10 ug OA + 100 mg
Al(OH)3 sensibilisiert; OA -Provokationstest 14 u. 21 u. 28 u. 35 Tage nach der
Sensibilisierung; n(Gr1)=18-15, n(Gr2)=7, n(Gr3)=14-10, n(Gr4)=6 (AUC(MW)
+SD)

4.1.4. Saisonabhangigkeit der Sensibilisierung mit 200 mg Ovalbumin (Methode 1)

Das saisonabhéngige Reaktionsvermdgen der Tiere, die mit 200 mg Ovalbumin sensibilisiert
sind, wird verglichen. Die Sensibilisierung und der Ovalbuminprovokationstest 14 Tage danach
fanden in den Monaten Februar, Mérz, Juni, Juli und Oktober statt. Dabei stellte sich heraus, dass
die Jahreszeit des Versuches auch nach der Sensibilisierungsmethode 1 keinen Einfluss auf die



Reaktionsstérke der Meerschweinchen nach Ovalbuminexpostion hat (s. Tab. 3 u. Abb. 12).

Tag 14

Monat 2
1,55+0,81

Monat 3
1,78+0,91

Monat 6
1,90+0,84

Monat 7
1,79+1,24

Monat 10
2,22+1,27

Tab. 3. Saisonabhangigkeit der Reaktionsstérke nach Sensbiliserung mit 200 mg OA,
Provokationstest zu verschiedenen Jahreszeiten ( AUC(MW)+SD )

AUC(mI.min)

Tage nach der Sensibilisierung;
n(Gr5)=10 (AUC(MW)+SD)

Abb. 12: Saisonabhéngiger Sensibilitétsvergleich; Tiere in 5 Gruppen eingeteilt. 1.
Gruppe Monat Februar(2); 2. Gruppe Monat Méarz(3); 3. Gruppe Monat Juni(6); 4.
Gruppe Monat Juli(7); 5. Gruppe Monat Oktober(10) untersucht; Alle Tiere
systemisch (i.m. und i.p.) mit 200 mg OA sensibilisiert; OA-Provokationstest 14
n(Gr1)=15, n(Gr2)=9, N(Gr3)=15, n(Gr4)=15,
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4.1.5. Der Verlauf der Bronchokonstriktion nach  systemischer  (i.p.)
Sensibiliserung mit 10 pg Ovalbumin und 100 mg Aluminiumhydroxid
(Methode 2)

Die Tiere wurden 2 bis 11 Wochen nach der Sensibilisierung wochentlich 1x einem Ovalbumin-
Expositionstest mit 0,2%iger Ovalbuminlésung unterzogen. Die Abb. 13 zeigt, dass bei
Meerschweinchen ein deutlicher Anstieg der Reaktionsstérke bis 3 Wochen nach Sensibilisierung
zu sehen ist. Die Woche darauf, d.h. nach 4 Wochen, reagieren die Tiere mit einer sehr leichten
Abnahme der Bronchokonstriktion. Nach 5 Wochen ist die Empfindlichkeit deutlich abgesunken
und nach 6 Wochen ist wieder ein ausgeprégter Anstieg der obstruktiven Resktion zu
beobachten. Dieser Zyklus wiederholt sich noch zweimal. Alles in allem sind ein ausgepragter
Angtieg des Resktionsvermdgens nach 3, 6 und 9 Wochen und ein deutlicher Abfall der
Reaktionsstérke nach 5, 8 und 11 Wochen zu sehen. Insgesamt bleibt die Sensibilitéat aber Uber
die gesamten 11 Wochen mit CA-Mittelwerten grof3er as 0,1 ml erhalten (s. Tab. 4 und Abb. 13).

Tagl4|Tag?2l|Tag28| Tag35|Tag42|Tag49| Tag56 | Tag 63| Tag 70| Tag 77

AUC (229 [310 |301 |220 425 |372 |297 |357 |325 |251
(MW) | +121 [+1,20 |+1,40 |+155 |+1,70 [+1,73 |+2,01 |+2,08 |+216 |+204

Tab. 4; De Velauf de Bronchokonstriktion ds CA-Mittelwerte nach der
Sensibiliserungsmethode 2, n=39 bis 18, (AUC(MW) £SD)
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Abb. 13: Sensibilitdtsverlauf nach systemischer (i.p.) Sensibilisierung mit 10 ug
Ovabumin plus 100 mg Aluminiumhydroxid, suspendiert in 0,5 ml isotonischer
Kochsalzlésung; (AUC(MW) = SD)

4.1.6. Empfindlichkeitsverlauf nach systemischer (i.m. und i.p.) Sensbiliserung
mit 200 mg Ovalbumin (M ethode 1)

Die Tiere wurden 2 bis 6 Wochen nach der Sensibilisierung wdchentlich 1x mit Vernebelung
einer 0,2%igen Ovalbuminldsung in der Atemluft provoziert. In Abb. 14 ist ein deutlicher
Angtieg der Reaktionsstérke nach 3 Wochen zu sehen. Nach 4 Wochen sieht man aber einen noch
deutlicheren Abfall der bronchokonstriktiven Reaktion. Nach 5 Wochen und mehr sinkt die
Reaktionsstérke kontinuierlich ab (s. Tab. 5 und Abb. 14).

Tag 14 Tag?21 Tag 28 Tag 35 Tag 42
AUC(MW) |1,7440,88 2,30+0,71 1,56+0,71 1,40+1,01 1,10+0,79

Tab. 5. De Velauf der Bronchokonstriktion in AUC-Mittelwerte nach systemischer
Sensibilisierung (i.m. und i.p.) mit 200 mg Ovabumin, n=8, (AUC(MW) £SD)
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Abb. 14: Sensibilitatsverlauf nach systemischer (i.m. und i.p.) Sensibilisierung mit
200 mg Ovabumin; n=8, Ovalbuminprovokation (0,2%); n=8; (AUC(MW) + SD)

4.1.7. Vergleich der Bronchokonstriktion nach
a: systemischer (i.m. und i.p.) Sensibilisierung mit 200 mg Ovalbumin
(Methode 1)
b: systemischer (i.p.) Sensibilisierung mit 10 ug Ovalbumin und 100 mg
Aluminiumhydroxid (Methode 2)

Wenn die wochentlich gemessenen Bronchokonstriktionen nach den beiden verschiedenen
Sensibilisierungsmethoden (Kapitel 4.1.5 und 4.1.6) miteinander verglichen werden, sieht man
eine deutlich Uberlegenere, stérkere alergische Reaktion nach der Sensibilisierungsmethode 2.
Eine mit 2,9% nicht signifikant stdrkere Reaktion 2Wochen nach der Sensibilisierung, bis
4%%6 nach 4 Wochen und 74% nach 6 Wochen signifikant strkere asthmatische Reaktion ist
durch die Sensibilisierungsmethode 2 im Vergleich zur Sensibilisierungsmethode 1 entstanden.

Alle prozentualen Unterschiede der Reaktionen und ihre statistische Signifikanz fir die jewellige
Messzeit sind in Abbildung 14 angegeben. Es wurde der Mittelwert der AUC von der Tiergruppe
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»Sensbilisiert nach Methode 2“ gleich 100% und von der anderen Tiergruppe gleich x% gesetzt.
Die prozentuae Differenz ergibt sich durch Subtraktion des x%-Wertes vom 100%- Wert.

Sensibilisierung| Tag 14 Tag 21 Tag 28 Tag 35 Tag 42
mit:

10 pg OA +(2,29+1,21 3,1+1,2 305+14 2,2+155 4,25+1,69
AI(OH)3

200 mg OA 1,74+0,88 2,3t0,71 1,56+0,71 1,23+1,12 1,1+0,79

Tab. 6: Unterschiedliche Reaktionsstarke nach der Sensibilisierung mit 10 ug OA oder 200 mg
OA (AUC(MW) + SD) [ Diese Daten sind aus der Tabellen 4 und 5]
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0200mg OA
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E 41
E
S 37
<
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Tag 14 Tag 21 Tag 28 Tag 35 Tag 42
Tag 14 21 28 35 42

Signif.-Niveau p<0,05 |n. signif signifikant [signifikant |n. signif signifikant
Differenz (%) 23,9 25,9 49,0 4471 74,0

Abb. 15: Vergleich des Sensbilitétsverlaufes nach a Sensibilisierungsmethode 1
und b: Senshilisierungsmethode 2 ; OA-Provokation (0,2%); (na=8, nb=27 ks
39); (AUC(MW)£SD)




49

4.1.8. Diskussion tber Sensbilitatsunter suchungen

- Zeitverlauf der Bronchokonstriktion nach OA- und HI -Exposition

Der Zetverlauf der adlergischen  Sofortreaktion nach  Inhalation  spezifischer
Provokationssubstanzen wie Ovabumin und die Erfassung bronchiader Hyperreagibilitdt nach
Exposition mit unspezifischen Provokationsmitteln, wie Histamin oder ein Acetylcholin-Derivat,
kann zur Kl&rung grundlegender Mechanismen dienen. Die Reaktion auf Ovalbumin fihrt durch
Entleerung der Histaminspeicher zu einer von der individuellen Sensibiliserung der Tiere
abhangigen allergischen Reaktion. Dies erklart die groflere individuelle Streubreite nach
Ovalbuminexposition im Vergleich zur Provokation mit Histamin, die unter Umgehung der
endogenen Histaminspeicher zur direkten, dosisabhangigen Stimulation der Histaminrezeptoren
fuhrt (Haen et al 1999).

-Ovalbuminprovokation (Sensibilisierungsmethode 1 und 2)

Ba der OA-Exposition 14 Tage nach der Sensbiliserung mit Aluminiumhydroxid als
Adsorbens und niedriger Dosis Ovalbumin (10 pug OA und 100 mg Aluminiumhydroxid - Methode
2), wo laut Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen auf3er 1gG noch IgE bei Meerschweinchen
induziert wird (Andersson 1980a), ist ein hoherer Maximalwert fur CA (0,3 ml) erreicht als
be der Sensibiliserungsmethode 1 d.h. ohne Adsorbens und mit 200 mg Ovabumin
(Maximawert fir CA=0,22 ml), wo nur IgG bel Meerschweinchen induziert wird (Andersson
1980a). Insgesamt fallt die asthmatische bronchokonstruktorische Reaktion auch bei
Sensibiliserungsmethode 2 starker aus (sehe 4.1.1.11 und 4.1.1.1.12). Eine starker
induzierte asthmatische Reaktion ist besser fur Allergie- und Asthmauntersuchungen im
Meerschweinchenmodell, da hier der Unterschied zwischen Kontroll- und Verumgruppe
besser zu beobachtenist. So erscheint auf den ersten Blick die Sensibilisierungsmethode 2 als
besser geeignet, da hier aulfer Induktion einer starken asthmatischen Reaktion zusétzlich
zu 1gG noch IgE-Antikérper induziert werden Der IgE-AntikOrper besitzt bei humaner

alergischer Reaktion die bestimmende Funktion. Die Dauer der sensiblen Phase ist bel
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Langzeituntersuchungen sehr bedeutsam. Das wurde in anderen Versuchen in dieser Arbeit

untersucht und wird an anderer Stelle besprochen (siehe 4.1.8. 1V).

-Histaminprovokation (Sensibilisierungsmethodel)

Die Erfassung bronchider Hyperreagibilitdt durch Histaminprovokation (unspezifische
Provokation) ist in der Humanmedizin ein weiterer diagnostischer Schritt (Kroegel 1997a). Bel
der Histaminexposition (0,1% - 30 sec) erscheint die maximale Bronchokonstriktion
schnéller (in der 1,5. -2. Minute nach der Provokation) als bei OA-Exposition (in der 2. - 4.
Minute), klingt aber auch schneller wieder ab (siehe 4.1.1.2.1.). Das ist Ubereinstimmend mit
dem vorher erwdhnten Wirkmechanismus von Ovabumin- und Histaminexposition, da
Histamin direkt an Histaminrezeptoren zur Wirkung kommt wahrend durch Allergen (OA)-
Belastung er st endogenes Histamin freigesetzt werden muss.

Bel Histaminprovokation zeigt der Vergleich zwischen verschiedenen Histaminkonzentrationen
und Vernebelungszeiten, dass eine langere Vernebelungszeit (50sec) nicht starker provozierend
wirkt, da dieses beigemischte Histamin in der Atemluft dem Tier nicht lange zur Verfligung
bleibt. Bel Vernebelung einer héheren Konzentration von Histamin (0,3%) in kurzer Zeit kann
das Tier aber in weniger Zeit mehr Histamin einatmen und dementsprechend starker reagieren
(sehe4.1.1.2.1. bis4.1.1.2.3)).

[- Optimale Zeit far  AllergenExposition, Resensbiliserung- und
Allergentachyphylaxieeffekt (Sensibilisierungsmethoden 1 und 2)

A- Optimale Zeit fur Allergen-Exposition:

Bei der Sensibilisierungsmethode 2 ist die stéarkste aller gische Reaktion beim Provokationstest
erst 4 Wochen nach der Sensbiliserung zu sehen (siehe 4.1.2). So sollte man bel der
Senghilisierung mit 10 pg OA in 100 mg Aluminiumhydroxid am Meerschweinchen den ersten
Provokationstest erst 4 Wochen nach der Sensibiliserung durchfihren, damit man eine
groftmogliche asthmatische Reaktion beobachten kann, und somit der Reaktionsunterschied
zwischen Kontroll- und Verumgruppe besser zu sehen ist. Dies sollte bei Cross-Over- und

anderen Kurzzeitunter suchungen berticksichtigt werden. Bei der Langzeituntersuchung wird
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trotzdem 2 Wochen nach der Sensibilisierung mit dem ersten Provokationstest angefangen, da
spater die grolleren Tiere eine grofRere Individualitét zeigen und nach mehreren Wochen
Untersuchungsdauer alle Tiere schwach reagieren. Bei einer schwachen Reaktion ist der
Unterschied zwischen Kontroll- und Verumgruppe sehr schlecht zu beobachten. Ubrigens werden
bei Langzeituntersuchungen die ganz grofRen Tiere irgendwann nicht mehr in den
Plethysmographen reinpassen. Wirtschaftlich gesehen ist es natlrlich gunstiger, mehrere
Untersuchungen mit einer Tiercharge durchfiihren zu kénnen. Aus dieser Sicht sollten die Tiere
so frih wie moéglich in Untersuchungen eingesetzt werden. Ein vorzeitiges Abwégen der

verschiedenen Faktoren in unterschiedlichen Situationen ist daher zu empfehlen.

B — Resensibilisierungseffekt:

Im Versuch 4.1.2 bel der Sensibilisierungsmethode 2 wird der Resensibilisierungseffekt oder die
Reaktionsverstdrkung bel wiederholter OA-Provokation untersucht. Hier wird die allergische
Reaktion von einer Tiergruppe (erste Gruppe), die ab der 2. Woche nach der Sengibilisierung 1x
wochentlich mit inhalativem OA exponiert wird, mit der Reaktion dreier weiterer Gruppen
verglichen, die zum ersten mal ab der 3., 4. und 5. Woche und bis zur 5. Woche nach der
Sensbiliserung 1x wdchentlich mit OA provoziert werden. Die erste Gruppe zeigt in der 3., 4.
und 5. Woche, d.h. bel Wiederbelastung mit OA, zwar eine immer stérkere Reaktion aber immer
noch schwéacher als die anderen Gruppen, die erst ab der 3., 4. und 5. Woche mit OA exponiert
werden. Es scheint aso keinen Resensbilisierungseffekt oder keine Verstarkung des
Reaktionsver mdgens bei wochentlich wiederholter OA-Provokation zu geben, wenn die Tiere
mit 10 pg OA in 100 mg Aluminiumhydroxid sensibilisiert werden.

Nach Sensibilisierung mit der Methode 1 d. h. systemischer (i.m. und i.p.) Sensibilisierung mit
200 mg Ovabumin ohne Adsorbens (siehe 4.1.6) zeigen die Tiere eine stdndige Abnahme der
Reaktionsstérke, trotz wochentlicher inhalativer OA-Exposition. Hier ist also auch keine
Resensibilisierung oder Reaktionsverstarkung zu sehen.

Der Resensibilisierungseffekt oder die Reaktionsverstérkung scheint allergendosisabhangig zu
sein. Die Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen haben ergeben, dass bei Sensibilisierung mit
10 pg Ovabumin und Adsorbens eine ,booster Injektion von Ovalbumin keine signifikante
Reaktionsverstarkung hervorgerufen hat. Bei Sensibiliserung mit 0,5 pg Ovabumin plus
Adsorbens it die Situation anders. Hier haben die Untersuchungen zuerst keine

Bronchokonstriktion gezeigt; aber nach einer Booster-Injektion von 0,5 pg Ovalbumin war eine
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Steigerung der allergischen Reaktion eine Woche spéter nach intravendser Provokation zu sehen
(Andersson 1981).

Die inhalative Wiederbelastung mit einem Allergen, z.B. OA, ist fir Langzeituntersuchungen bei
jedem Allergenexpositionstest im Plethysmographen unvermeidbar. Die Frage ist, welche Rolle
die wiederholte Allergenbelastung bei der Entwicklung der allergischen Reaktion spielt. Unsere
Versuche haben gezeigt, dass bei der Senshbiliserung mit 10 pg OA in 100 mg
Aluminiumhydroxid (Methode 2) und bel der Sensibilisierung mit 200 mg Ovalbumin (Methode
1) die experimentbedingte wdchentliche inhalative Wiederbelastung mit OA auf die
Reaktionsstarke der Tiere keinen grof3en Einfluss hat und keine Resensibiliserung
hervorruft.

C — Allergentachyphylaxieeffekt:

Wenn die wiederholte Allergenexposition in kirzeren Zeitabstdnden stattfindet, um eine
alergische asthmatische Reaktion zu beobachten, sah man in folgenden in vitro- und in vivo-
Untersuchungen das Phénomen der Allergentachyphylaxie. Allergentachyphylaxie heif3t
Reduktion und/oder Ausbleiben der allergischen Reaktion nach kurz aufeinander folgenden
Allergenbelastungen. Dieser Selbstschutzmechanismus wird dadurch erklért, dass das gesamte
endogene Histamin nach mehrmaliger Allergenexposition ausgeschuttet ist, und kein Histamin
mehr zur Vermittlung der weiteren allergischen Sofortreaktion zur Verfiigung steht.

In  vitro wurde an der isolierten Trachealmuskulatur verschiedener Labortiere
Allergentachyphylaxie beobachtet (Andersson et a 1979, Harris et a 1980, Ono et a 1979,
Orehek et d 1979). OA -sensibilisierte Meerschweinchen zeigten bel in vivo-Untersuchungen im
Ganzkorperplethysmographen unter wiederholter OA -Provokation zum Zeitpunkt 0, 10, 20, 60
und 70 Minuten einen Tachyphylaxieeffekt, so dass die Inhaation zum Zeitpunkt 60 und 70
Minuten kaum noch aghmatische Reaktionen hervorrief. Dies ist ein  aktiver
Selbstschutzmechanismus, der durch Prostaglandine der E Gruppe vermittelt wird (Dorsch et a
1983, Dorsch und Frey 1981). Wenn dle zwei Tage ein Ovabuminprovokationstest und
insgesamt sieben Tests an Meerschweinchen durchgefihrt wurde, sah man ab dem vierten OA-
Expositionstest eine Reduktion der obstruktiven Reaktion und  Allergentachyphylaxieeffekt
(Riedd et a 1988).

Der Versuch 4.1.2 zeigt be Sensbiliserungsmethode 2 aulerdem, dass wochentlich
wieder holte OA-Exposition keinen Tachyphylaxieeffekt hervorruft, da hier keine ausbleibende
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obstruktive Reaktion bei Wiederbelastung mit OA beobachtet wird. Bel Cross-Over-
Untersuchungenin dieser Arbeit wurden die Tiere alle 3 bis4 Tage wieder mit OA exponiert.
Hier haben wir auch keinen Tachyphylaxieeffekt beobachtet.

Zusammengefasst ist eine Pause von 3 bis 7 Tagen Zeit genug bis zur néchsten Wiederbelastung,
damit dieser Selbstschutzmechanismus wieder ausféllt. Der Allergentachyphylaxieeffekt kommt
bel kurz aufeinander folgender OA-Exposition vor, jedoch erst bel der 4. oder 5.
Allergenbelastung und nicht gleich beim 2. oder 3. Test.

Bei Allergenbelastung in zeitlich geringen Abstanden wird das gesamte endogene Histamin
ausgeschuttet und bei der letzten Allergenbelastung gibt es kein gespeichertes Histamin mehr,
um eine allergische Sofortreaktion zu vermitteln, was den Tachyphylaxieeffekt erklaren
konnte. Innerhalb 4 bis 7 Tage kann das Histamin neu gebildet werden. Deshalb ist nach dieser
Zeit wieder eine normale histamin-vermittelte Sofortreaktion zu beobachten.

[1- Saisonabhangigkeit der Sensibilitat bel der Sensibilisierung mit 10ug OA
(Methode 2) oder mit 200mg OA (Methode 1)

Beim Menschen spielt eine saisonabhangige alergische Reaktion, verursacht durch aerogene
Allergene - vor alem Pollen, eine sehr grof3e Rolle. Die wichtigsten humanen Allergen Trager in
Mitteleuropa sind im Fruhjahr Hasel, Erle und Birke, dann andere Bdume und schliefdich von
Ma bis Juli die verschiedenen Gréser und danach noch bis September die Krauter wie
Spitzwegerich, Beifuss etc. (Ring 1995).

Ob die Sengihilitdt der Meerschweinchen, die in unserer Versuchsbedingung gehalten werden,
von einer saisonalen Veranderung der aerogenen Allergene beeinflusst werden, kann an Hand
unserer Daten beurtellt werden. Dafir wurden die Versuche zusammengefihrt, die mit den
jeweiligen Sensibiliserungsmethoden Uber das Jahr verteillt oattfanden. Bei  der
Sensibilisierungsmethode 2 wurden die Untersuchungen in vier Gruppen nach den folgenden
Monaten gruppiert: 1. Gruppe: Mai-Juli, 2. Gruppe: August-September, 3. Gruppe: Oktober-
November und 4. Gruppe: Dezember -Januar (siehe 4.1.3). Das Fehlen des saisonalen Einflusses
auf das alergische Reaktionsvermdgen der Tiere von der 2. bis 5 Woche nach der
Sensibilisierung konnte damit begriindet werden, dass eine saisonabhéngige allergische Reaktion

bei Meerschweinchen gar nicht oder nicht so ausgepragt wie beim Menschen vorkommt. Um den
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Einfluss der Sensibilisierungsmethode klar zu stellen, wurde diese Untersuchung auch mit der
Sensibilisierungsmethode 1 durchgefihrt (sehe 4.1.4). Hier blieb auch der saisonale Einfluss
auf das Reaktionsvermdgen der Tiere zwei Wochen nach der Senshiliserung aus.
Sensibilisierung und Provokationstests fanden n den Monaten Februar, Mérz, Juni, Juli und
Oktober statt. Das gibt zu bedenken, dass die Sensibilisierungsmethoden weniger Einfluss auf das
Ausbleiben der saisonalen Verdnderung der alergischen Reaktion haben konnte. Der Grund
dafir soll mehr in unterschiedlichen immunologischen Reaktionen zwischen Mensch und
Meerschweinchen gesucht werden. Die Tatsache, dass bel einer asthmatischen Sofortreaktion
beim Menschen IgE der einzig wichtige Antikorper ist und bei Meerschweinchen 1gG oft die
Hauptrolle spielt, wobel IgE nur mit einer geeigneten Sensibilisierungsmethode noch dazu
induziert werden kann, konnte eine entscheidende Bedeutung finden. Auf3erdem muss man nur
klar stellen, dass unsere Tiere nicht im direkten Kontakt mit der Natur gehalten worden sind.
Waéren die Tiere im Freien gehalten worden, hétte man vielleicht mindestens teilweise andere
Ergebnisse gesehen.

V- Sensibilitatsverlauf bei der Sensbilisierung mit 10ug OA (Methode 2) und
200 mg OA (Methode 1)

Um die antientziindliche Wirkung der Asthmamittel in einem in vivo Meerschweinchenmodell zu
untersuchen und vergleichbare Ergebnisse mit der Humanmedizin zu erreichen, muss man den
Bedingungen der Humanmedizin, z. B. Dauermedikation, nahe kommen, d. h. die Versuche
missen Uber mehrere Wochen und Monate laufen. Es werden dann aber sensible
Meerschweinchen gebraucht, die Uber mehrere Wochen eine allergische Asthmareaktion zeigten.
Es wird also eine Sensibilisierungsmethode bendtigt, die eine ausgepragte sensible Phase tber
mehrere Wochen ermdglicht. Unsere Untersuchungen Uber den Zeitverlauf der alergischen
Sofortreaktion (s. 4.1.1.1) haben gezeigt, dass die Senshbiliserung mit der Methode 2 ene
stérkere Sensibilitét der Tiere bewirkt als die Sensbiliserung mit der Methode 1. Es wurden
Versuche (s. 4.1.5) Uber elf Wochen organisiert, um den Verlauf der sensiblen Phase zu
untersuchen. Bel der Sensibilisierungsmethode 1 (s. Abb. 14) fallt das Reaktionsver mdgen
standig ab und funf Wochen nach der Sensibilisierung ist keine asthmatische Reaktion mehr zu

sehen. Bei der Sensibilisierungsmethode 2 zeigten die Tiere aber eine starke asthmatische
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Reaktion Uber die gesamte Untersuchungszeit (11 Wochen), bis die Tiere nicht mehr in den
Plethysmographen reinpassten (s. Abb. 13). De Vegleich zwischen beiden
Sensibiliserungsmethoden  innerhalb sechs  Wochen  zeigt eine  Differenz  des
Reaktionsvermdgens von 23,9% bis 74%, die zu den meisten Messzeitpunkten auch statistisch
signifikant ist (sehe 4.1.7). Eine stérkere asthmatische Reaktion ist besser geeignet fir
Untersuchungen von Asthmamittel im Meerschweinchenmodell, da die allergische Reaktion der
Verum- und Kontrollgruppe deutlicher zu differenzieren ist. Die Prifungen mit der Methode der
Hauttestreaktion vom Soforttyp (Passive Cutaneous Anaphylaxis — PCA ) zeigen, dass die
immunisierten Tiere mit einer niedrigen Dosis Ovalbumin und Aluminiumhydroxid IgE und
IgG1 Antikorper produzieren, wahrend im Serum von Tieren, die mit grofReren Mengen
Ovalbumin ohne Adsorbens sensibilisiert wurden, nur 1gGl beobachtet werden konnte
(Andersson 1980a). Die Erklarung fir die starke und dauerhafte Sensibiliserung mit 10 ug
Ovalbumin und 100 mg Aluminiumhydroxid liegt also in den zusétzlich induzierten IgE
Antikorper. Bei Meerschweinchen ist das 1gG der wichtigere Antikorper bel asthmatischen
Reaktionen (Ovary et al 1963, Parish 1970, Riedel et a 1988); da IgG be jeder asthmatischen
Resktion induziert wird, wahrend IgE nur in bestimmten Fallen dazu produziert wird. Eine IgE
vermittelte alergische Resktion bei Meerschweinchen kommt der humanen dlergischen
Reaktion naher und ist damit fir die Humanmedizin viel interessanter. Zusammenfassend gesagt
hat die Sengbiliserung mit einer niedrigeren Dosis Ovalbumin  und enem
Adsorptionsmittel (10 pg OA und 100 mg Aluminiumhydroxid) folgende Vorteile im
Vergleich zur Sensibilisierung mit der hohen Dosis Ovalbumin (200 mg OA):

Sie ruft eine deutlichere asthmatische Reaktion hervor.

Die sensible Phaseist bei der M ethode dauer hafter.

Die Methode induziert eine | gE-ver mittelte aller gische Rektion wie beim Menschen.



4.2. Unter suchungen mit bekannten Antiasthmatika

4.2.1. Ovalbuminexposition

421.1. Bronchodilatatoren

4.2.1.1.1. Fenoterol als Vertreter der 3-Sympathomimetika
421111 Fenoterol orale Applikation: 1 Stunde vor Ovalbuminprovokation

Nach einmaliger oraler Applikation von 10 mg/kg Fenoterol ist eine signifikante 68,4%ige
Hemmung der Bronchokonstriktion zu sehen (siehe Abbildung 16). Die Tiere waren nach
Methode 1 sensibilisiert.
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Abb. 16: Zeitverlauf der Bronchokonstriktion (ausgedruckt in CA) nach einmaliger oraler
Applikation von 10mg/kg Fenoterol eine Stunde vor OA -Provokation (0,2%); n=11; (x+SD)
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4.21.1.1.2. Fenoterol orale Applikation: Uber 2 Tage + 1h Prae

Die orae Verabreichung von 10 mg/kg Fenoterol wurde auch tber zwei Tage dreimal t&glich und
am dritten Tag 1 Stunde vor dem Provokationstest vorgenommen. Die asthmaprotektive Wirkung
(70,9%) von Fenoterol war auch hier statistisch signifikant (siehe Abbildung 17). Die Tiere

waren nach Methode 1 sensibilisiert.

0,6 1
—e— Kontrolle
—i— Verum

0,5 1

0,4 A

0,3 1

0,2 4

0,1 1

compressed air [ ml]

0,0 4

0,1 1

0,2 4

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Zeit [ min ]
Signifikanzniveau p<0,05 signifikant
Prozentuale Hemmung 70,9

Abb. 17:  Zeitverlauf der Bronchokonstriktion (ausgedruckt in CA) nach oraer
Verabreichung von 10mg/kg Fenoterol Uber 2 Tage (3x taglich) und am 3. Tag eine Stunde
vor OA -Provokation (0,2%); n=11; (x+SD)
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4.21.1.13. Fenoterol - inhalative Applikation in Minute 2 und 12 nach Ovalbumin-
Exposition

Nach der Vernebelung von Fenoterol (0,013% fir 30 sec, entspricht ca. 32 ug) in der 2. Minute
blieb der Anstieg der CA-Werte aus. Eine signifikante Wirkung mit 59,9% Inhibition der
Bronchokonstriktion ist zu sehen (siehe Abbildung 18). (Sensibilisierungsmethode 2)

0,6 1
—e— Kontrolle
—i— Verum

0,5 1

0,4 A

Fenoterolgabe
03 | in min 2

0,2 4

0,1 1

0,1 1

compressed air [ ml]

0,2 4

A

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Zeit [ min ]
Signifikanzniveau p<0,05 signifikant
Prozentuale Hemmung 59,9

Abb. 18: Zeitverlauf der Bonchokonstriktion (ausgedruckt in CA) nach der Vernebelung von
Fenoterol (1x 30 sec entspricht ca. 32 pg/kg) in der 2. Minute nach OA-Provokation (0,2%);
n=11; (xxSD)
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Die inhalative Verabreichung von Fenoterol (0,013% fir 15 sec, entspricht ca. 16 pg) in der
12. Minute zeigt, dass trotz gleich starker Reaktion von der Kontroll- und Verumgruppe bis dahin
binnen 30 Sekunden eine signifikante Hemmung (55,3%) der Bronchokonstriktion auftritt.
Berechnet wurde fir die Zeit nach Fenoterolgabe, d.h. Minute 13 bis 24 (siehe Abbildung 19).
(Sensibilisierungsmethode 2)
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Abb. 19: Zeitverlauf der Bonchokonstriktion (ausgedruckt in CA) nach der Vernebelung von
Fenoterol (1x 15 sec entspricht ca 16 pg/kg) in der 12. Minute nach OA-Provokation
(0,2%); n=10; (x+SD)
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4.2.1.1.2. Theophyllin alsVertreter von M ethylxantinderivaten - orale Applikation

4.2.1.1.2.1. Theophyllin : Einmal Applikation 1 Stunde vor OA-Provokation

Theophyllin zeigt nach einmaliger oraler Applikation einer Dosis von 10 mg/kg K 6r per gewicht
eine signifikante Reduktion der bronchiadlen Obstruktion von 39,1% (siehe Abbildung 20).
(Sensibilisierungsmethode 1)

1,0 q
—e— Kontrolle
0,9 { —i— Verum

0,8 1
0,7 1
0,6
0,5 1
0,4 1

0,3 1

compressed air [ ml]

0,2
0,1 1

0,0 1

0,1 4

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Zeit [ min ]
Signifikanzniveau p<0,05 signifikant
Prozentuale Hemmung 39,1

Abb. 20: Zeitverlauf der Bronchokonstriktion (ausgedruckt in CA) nach einmaliger oraler
Applikation von 10mg/kg Theophyllin eine Stunde vor OA-Provokation (0,2%); n=10;
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4.21.1.2.2. Theophyllin: Uber 2 Tageund 1 h Prae

Nach oraler Vorbehandlung Uber 2 Tage + 1h Prae mit einer Dosis von 10 mg/kg Theophyllin
war auch eine signifikante Inhibition (37%) der Bronchokonstriktion zu sehen (siehe Abbildung
21). (Sensibilisierungsmethode 1)
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Abb. 21. Zetverlauf der Bronchokonstriktion (ausgedruckt in CA) nach oraer
Verabreichung von 10mg/kg Theophyllin Gber 2 Tage (3x taglich) und am 3. Tag eine
Stunde vor OA-Provokation (0,2%); n=11; (xSD)
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4.2.1.2. Entziindungshemmende Substanzen
4.21.2.1. Glukokortikoide
4.21.2.1.1. Methylprednisolon - orale Verabreichung (Sensibilisierungsmethode 1)

Bel Glukokortikoiden musste man die Tiere Uber langere Zeit mit der Substanz behandeln, um
die entzindungshemmende Wirkung zu erreichen. Nach téglicher oraler Gabe von 20 mg/kg
K or pergewicht Methylprednisolon zeigte sich erst in der 2. Woche eine signifikante Reduktion
der Bronchokonstriktion (52,5%) von den Verumtieren gegentber den Kontrolltieren. In den
Wochen 3 und 4 reagiert die Kontrollgruppe immer schwécher, obwohl die Verumgruppe weiter
eine geringere Bronchokonstriktion zeigt. Deshalb lasst die Signifikanz der Wirkung in den
Wochen 3 und 4 nach (siehe Abbildung 22 und 23).
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Abb. 22: Reaktionsverlauf nach 1x téglicher oraler Applikation von 20 mg/kg
Methylprednisolon und wochentlichem Provokationstest; OA-Provokation (0,2%);
nc =8, nv =7 ;(AUC(MW)xSD)




Methylprednisolon

Provokationstest nach 2 Wochen Appl. 20ma/kg oral, 1xtgl. nc=8,nv=7

OA-Provokation (0,2%) ; (x +/- SD)

0,3 1
—-— Kontrolle
—&— Verum
— 0,2 1
E LN
= / N\
© — / ~ .
8 0,1 1 / ~ f—
a ~
a N
= ) |
IS
o
o
0,0 1
-0,1 -

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
Zeit [ min ]

Abb. 23

4.2.1.2.1.2. Budesonid -inhalative Applikation (Sensibilisierungsmethode 2)

Nach taglicher inhaativer Applikation von ca. 23 pg/kg K orpergewicht Budesonid wurde erst
in der 3. Woche die Ovabumin-induzierte Bronchokonstriktion signifikant um  73,1%
vermindert. Die signifikante asthmaprotektive Wirkung lasst in der 4. Woche nach (siehe Abb.
24 und 25).
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Abb. 24: Reaktionsverlauf nach 1x téglicher inhalativer Applikation von ca.
23ug/kg Budesonid und wdchentlichem Provokationstest; OA -Provokation (0,2%);
nc =nv =7 ;(AUC(MW)xSD)
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Wenn aber 100 pug/kg K ér pergewicht Budesonid téglich inhalativ appliziert wird, erscheint eine
signifikante Hemmung von 35,8% der bronchialen Obstruktion bereits in der 2. Woche, die dann
mit einer Inhibition von 38,4% in der 3. Woche anhélt (sehe Abbildung 26 und 27).
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Abb. 26: Reaktionsverlauf nach 1x téglicher (morgens) inhalativer Applikation von
ca. 100pg/kg Budesonid und wdochentlichem Provokationstest; OA -Provokation

(0,2%) : nc =8, nv = 7 ;( AUC(MW)zSD)
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4.2.1.2.2. Antileukotriene (Montelukast) — Orale Applikation

Montelukast as Leukotrien-Rezeptor-Antagonist wurde nach einmaliger, dreitdgiger und
dreiwdchiger Applikation an Meerschweinchen — sensibilisiert mit der Methode 2 - untersucht.
Die Wirkung von Montdukast in Kombination mit Wascha (Gummiharz von Dorema
ammoniacum Don) - eine traditionelle Droge aus Iran - wurde auch nach drei Wochen Therapie
untersucht. Das Ergebnis wird aber in Kapitel 4.3.1.2.2. besprochen.

Montelukast zeigte nach einmaliger oraler Applikation von 0,5 mg/kg eine 24,8%ige Inhibition
der Bronchokonstriktion, die aber statistisch nicht signifikant war (siehe Abbildung 28).

Kontrolle
Verum

EZ,%%L# Hh

T LI — — T T L — — T T T ™
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

——
—_

compressed air [ ml]

Zeit [ min ]
Signifikanzniveau p<0,05 nicht signifikant
Prozentuale Hemmung 24,8

Abb. 28: Zeitverlauf der Bronchokonstriktion (ausgedruckt in CA) nach einmaliger oraler

Applikation von 0,5mg/kg Montelukast eine Stunde vor OA -Provokation (0,2%); n=13;
(x+SD)
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Nach dreitagiger oraler Therapie mit 1x téglich 0,5 mg/kg Montelukast war auch keine
signifikante antiasthmatische Aktivitét (22,9%) zu sehen (siehe Abbildung 29).
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Signifikanzniveau p<0,05 nicht signifik.

Prozentuale Hemmung 22,9

Abb. 29:  Zeitverlauf der Bronchokonstriktion (ausgedruckt in CA) nach oraer
Verabreichung von 0,5mg/kg Montelukast Uber 2 Tage (1x téglich) und am 3. Tag eine
Stunde vor OA-Provokation (0,2%); n=11; (x+SD)




69

Nach 1x téglicher oraler Applikation von 0,5 mg/kg Montelukast tber drei Wochenwurde erst
in der 2. Woche eine signifikante (57,6%) asthmaprotektive Wirkung nach OA-Provokation
deutlich. Eine Woche spéter ist aber wieder keine signifikante Wirkung zu sehen (siehe

Abbildung 30 und 31).

O Kontrolle
El Montelukast

AUC(mI.min)

Sensibilitat-Test nach 1 Wo. Appl. nach 2 Wo. Appl. nach 3 Wo. Appl.

Test Sensi. IWo.Appl. 2Wo.Appl 3Wo.Appl
Signifikanzniveau p<,05 n. signif n. signif signifikant n. signif
Inhibition (%) 12,8 30,7 57,6 -19,59

Abb. 30: Reaktionsverlauf nach 1x téglicher oraer Applikation von 0,5 mg/kg
Montelukast und woéchentlichem Provokationstest; OA-Provokation (0,2%); nc =

nv =6 ; (AUC(MW)xSD)
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4.2.2. Histaminprovokation
4221 Bronchodilatatoren

4221.1. Fenoterol

422111  Fenoterol orale Applikation: Einmal Applikation 1 Stunde vor Histamin-
Provokation

Fenoterol zeigte nach 1x oraer Applikation einer Dosis von 10 mg/kg ene signifikante

Hemmung der Histamin-induzierten Bronchokonstriktion Die prozentuale Inhibition betrug
67,7% (siehe Abbildung 32). (Sensibilisierungsmethode 1)
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05 1 \ —&— Kontrolle

—=— \erum

Compressed air(ml)

p 05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 8 85 9 95 10

01
Zeit(min)
Signifikanzniveau p<0,05 signifikant
Prozentuale Hemmung 67,7

Abb. 32: Zeitverlauf der Bronchokonstriktion (ausgedruckt in CA) nach einmaliger oraler
Applikation von 10mg/kg Fenoterol eine Stunde vor HI-Provokation (0,1%,1x 30 sec in
Minute 0); n=14; (xSD)
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422112 Fenoterol oraleApplikation: Uber 2 Tage + 1h Prae

Die orae Verabreichung von 10 mg/kg Fenoterol wurde ebenso Uber 2 Tage dreimal téglich und
am dritten Tag 1 Stunde vor dem Provokationstest vorgenommen. Hier war auch eine
signifikante Inhibition (69,1%) zu sehen (siehe Abbildung 33). (Sensibilisierungsmethode 1)

0,6 -

—e&—Kontrolle
05 7 —@— Verum

04 A
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0,2

Compressed air(ml)

0,1 1

05J,_152253'35~L»4555_|._5 65775885$915J0

_O’l m

Zeit(min)
Signifikanzniveau p<0,05 signifikant
Prozentuale Hemmung 69,1

Abb. 33: Zeitverlauf der Bronchokonstriktion (ausgedruckt in CA) nach oraer
Verabreichung von 10mg/kg Fenoterol Uber 2 Tage (3x téglich) und am 3. Tag eine Stunde
vor HI-Provokation (0,1%, 1x 30 sec in Minute 0); n=13; (x+SD)
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422113. Fenoterol —inhalativ

Eine 0,013%ige Fenoterollésung wurde 3x 15 sec in der 60sten, 90sten und 120sten Sekunde
nach Histaminprovokation in den Atemwegen der Tiere vernebelt. Eine signifikante Inhibition
der eingeleiteten Bronchokonstriktion mit einer Hemmung von 36,8% war zu seten, die aber
spéter einsetzte (siehe Abbildung 34). (Sensibilisierungsmethode 1)

1,4
1,2 1
—X— Fenoterolgabe
L in Min. 1; 1,5; 2 —e&—Kontrolle

—@—\erum
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0,6 1

Compressed air(ml)

0,4 1

0,2

0O 05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 8 85 9 95 10

Zeit(min)
Signifikanzniveau p<0,05 signifikant
Prozentuale Hemmung 36,8

Abb. 34: Zeitverlauf der Bronchokonstriktion (ausgedruckt in CA) nach der Vernebelung
von Fenoterolldsung (0,013%, 3x 15 sec in der 60sten, 90sten und 120sten Sekunde) nach
HI-Provokation (0,3%, 1x 30 sec in Minute 0); n=14; (xxSD)
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4.2.2.1.2. Theophyllin —oral

422121 Theophyllin—oral: 1 Stunde vor Histaminprovokation

Theophyllin zeigte nach 1x order Verabreichung von 10 mg/kg 1 Stunde vor dem
Provokationstest eine 38,1%ige Verminderung der obstruktiven Reaktivitdt. Die Wirkung ist
aber statistisch nicht signifikant (siehe Abbildung 35). (Sensibilisierungsmethode 1)

1,11

0,9 T _ —&—Kontrolle
—#—Verum
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=+ t t t T t = T
T 15 2 25 3 3J,5 4 45 5 55 6 65 7 75 8 85 9 95 10

Zeit(min)

Signifikanzniveau p<0,05 nicht signifik.

Prozentuale Hemmung 38,1

Abb. 35: Zeitverlauf der Bronchokonstriktion (ausgedruckt in CA) nach einmaliger oraler
Applikation von 10mg/kg Theophyllin eine Stunde vor HI-Provokation (0,1%,1x 50 sec in
Minute 0); n=10; (xSD)
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422122 Theophyllin—oral: Uber 2 Tage und 1 Stunde Prae

Nach Applikation von 10 mg/kg Theophyllin Uber 2 Tage dreimal taglich und am dritten Tag 1
Stunde vor dem Provokationstest wurde auch keine signifikante Hemmung der bronchialen
Obstruktion gesehen. Die prozentuae Inhibition betrug 24,8% (siehe Abbildung 36).
(Sensibilisierungsmethode 1)
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Abb. 36: Zeitverlauf der Bronchokonstriktion (ausgedruckt in CA) nach oraer
Verabreichung von 10mg/kg Theophyllin Uber 2 Tage (3x téglich) und am 3. Tag ene
Stunde vor HI-Provokation (0,1%, 1x 30 sec in Minute 0); n=10; (xSD)
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4.2.3. Diskussion der Unter suchungser gebnisse von bekannten humanen
Asthmamitteln (S. 56 — S. 75).

4.23.1. Bronchodilatator en

4.2.3.1.1. Fenoterol (b2-Sympathomimetikum)

Die Wirkung von Fenoterol als atbekanntes kurzwirksames 32- Sympathomimetikum wurde in
diesem Tiermodell untersucht, um unser Tiermodell zu validieren. Die Ergebnisse der oraen
Applikation von Fenoterol demonstrieren, dass die Therapieergebnisse der Humanmedizin in
unserem Tiermodell reproduziert werden konnen. Die orale Applikation von 10 mg/kg
Korpergewicht kann bel einmaliger Applikation eine Stunde vor der Allergen (Ovabumin)-
Exposition (sehe 4.2.1.1.1.1), genauso wie in der Humanmedizin, eine asthmatische
Sofortreaktion signifikant verhindern. Bei der oralen Therapie Uber drel Tage ist die Wirkung
etwas stérker (siehe 4.2.1.1.1.2), jedoch stellte sich bel einigen Tieren Tremor as Nebenwirkung
ein. Die inhalative Gabe von Fenoterol am Anfang des Asthmaanfalls (30 sec. Vernebelung
einer 0,013%igen Fenoterollésung in Minute 2 nach OA-Exposition) oder mittendrin (15 sec.
Vernebelung einer 0,013%igen Fenoterolldsung in Minute 12 nach der ersten OA-Exposition)
zeigt die schnelle Unterbrechung der Bronchokonstriktion (siehe 4.2.1.1.1.3). Beim
Menschen tritt die Wirkung 3-5 Minuten nach der Fenoterolvernebelung ein (Haen und Uhl
1996). In unseren Versuchen haben die Meerschweinchen auf vernebeltes Fenoterol nach 30
Sekunden reagiert. Wegen der sofortigen Unterbrechung des Asthmaanfalls haben wir bel
unseren Versuchen die inhaative Fenoterolapplikation immer bei gefdhrdeten Tieren wéhrend
der Allergenexposition als Rettungsmal3nahme angewandt.

Fur die Empfindlichkeit des Zweikammer plethysmographen nach Dorsch-Hess und dieses
Tiermodelles spricht, dass man mit einer so niedrigen Dosis an 32-Sympathomimetikum
(Vernebelung einer 0,013%igen Fenoterollésung fur 15 oder 30 sec.) eine Inhibition der
bronchokonstriktiven Sofortreaktion reproduzieren kann. In anderen Arbeiten wurden oft

hohere Dosen an [32- Sympathomimetika (V ernebelung einer 0,2 und 0,5%igen Sultanoll6sung fir



10 min. - Ikegami et a 1997) eingesetzt, um eine gleiche Wirkung zu erzielen. Eine Uberhthte
Dosis Fenoterol, wie sie in der Humanmedizin bel der heute obsoleter Mono-Dauertherapie mit
3-Sympathomimetika verwendet wurde, kann zu drastischen Nebenwirkungen wie bronchiale
Hyperreagibilitdét und Mortalitdt fuhren. Meerschweinchen haben eine hohe Dosis Salbutamol
(tAglich 1 mg/kg s.c. in der Nucha-Region) bel einer Histamin- bzw. PGF2a-Exposition nicht
Uberlebt (Sanjar et a 1990).

Bei Ovabumin-sensibilisierten Meerschweinchen haben wir die protektive Wirkung nach oraler
Applikation und die bronchodilatatorische Wirkung nach inhaativer Gabe von Fenoterol auch
nach Histaminprovokation untersucht. Fenoterol as direktes Relaxans der Bronchia muskulatur
hat hier bei oraler Applikation die gleiche signifikante Wirkung wie nach Ovalbuminexposition
gezeigt (siehe 4.2.2.1.1.1. und 4.2.2.1.1.2.). Nach inhaativer Applikation von Fenoterol in der
60., 90. und 120. Sekunde (siehe 4.2.21.1.3) kam es jedoch zu keiner schnellen Unterbrechung
der Bronchokonstriktion wie nach Ovalbuminprovokation und insgesamt war die signifikante
Inhibition (36,8%) schwécher als bei Ovalbuminexposition (55,3-59,9%).

Alles in alem entsprechen unsere Ergelnisse mit Fenoterol auch den Ergebnissen von anderen
Untersuchungen mit 32 Sympathomimetika im Meerschweinchenmodell (Sanjar et a 1990,
Iwama et a 1991, Matsumoto et al 1994, Ikegami et a 1997).

4.2.3.1.2. Theophyllin (Methylxantine)

Theophyllin as mittelstarker Bronchodilatator (Wirkungsstérke 2/3 von 32-Sympathomimetika)
wird seit Uber 80 Jahren in der Humanmedizin eingesetzt. Theophyllin wurde auch in einigen
M eerschweinchenmodellen untersucht (Andersson 1980b, Sanjar et al 1990, Banner et al 1995,
Geist et a 1995, Ikegami et a 1997). Theophyllin hat entziindungshemmende Eigenschaften und
kann deshalb nicht nur die asthmatische Sofortreaktion, sondern auch die verzogerte asthmatische
Reaktion hemmen.

In dieser Arbeit wurde die protektive Wirkung von 10 mg/kg Theophyllin in einem in vivo
Meerschweinchenmodell bei ovalbumin- und histamin-induzierter asthmatischer Sofortreaktion
untersucht. Theophyllin zeigt in dieser Arbeit bei einmaliger Applikation und drel Tage
Therapie eine dgignifikante Inhibition der antigen(OA)-induzierten asthmatischen
Sofortreaktion (siehe 4.2.1.1.2.1. und 4.2.1.1.2.2.). Die 10 mg/kg-Dosis ist die normale Dosis,
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die auch in der Humanmedizin mit individuellen Abweichungen empfohlen wird. In anderen
M eerschweinchenmodellen konnte oft nur fir héhere Dosen von Theophyllin (erst ab 30 mg/kg)
die Wirkung bewiesen werden (Ikegami et a 1997, Banner et al 1995, Matsumoto et a 1994,
Andersson und Bergstrand 1981); fur 10 mg/kg konnte keine Inhibition der asthmatischen Sofort
und Spéatreaktion beobachtet werden (Ikegami et al 1997, Matsumoto et al 1994). Das spricht fr
die Sensibilitat und Genauigkeit des Plethysmographen nach Dorsch und Hess. Dies ist
wichtig, da einerseits 10 mg/kg Dosis auch in der Humanmedizin Ublich sind und andererseits die
hoheren Dosen von Theophyllin, z.B. 100 mg/kg, zu drastischen Nebenwirkungen wie Tremor,
Anfall und zum Tod gefuhrt haben (Ikegami et al 1997, Matsumoto et al 1994).

Im Unterschied zu Allergeninduzierten Reaktionen zeigt Theophyllin in der Humanmedizin
kaum eine protektive Wirkung gegeniber der durch Histamin und Eicosanoide ausgelOsten
Sofortreaktion (Martin 1997). In den Meerschweinchen-Versuchen wurde auch keine signifikante
Hemmung der Histamin-induzierten (Andersson 1980b, Sanjar et d 1990) oder Prostaglandin
F2a-induzierten Bronchokonstriktion gesehen (Sanjar et a 1990). In dieser Arbeit konnte zwar
eine protektive Wirkung von Theophyllin bei einmaliger Applikation (38,1%) und bel einer drei
Tage Therapie (24,8%) beobachtet werden (siehe 4.2.2.1.2.1. und 4.2.2.1.2.2), aber diese
Wirkung war statistisch nicht signifikant und das entspricht den Ergebnissen der Humanmedizin

und anderer Tierversuche.

4.2.3.2. Entztindungshemmer

42321. Glukokortikoide

Asthma bronchiale basiert auf einem entziindlichen Prozess. Glukokortikoide sind zur Zeit die
wichtigste antientzindliche Wirkstoffgruppe. In enem Tiermodell fir Asthma sollten
entziindungshemmende Substanzen und vor allem Glukokortikoide untersucht werden konnen.
Anderersaits konnten die Untersuchungen von Glukokortikoide in Tiermodellen zur Kl&rung der
komplexen Wirkmechanismen der Glukokortikoide beitragen. Es ist aber nicht leicht, die
Wirkung von Glukokortikoiden mit einer Hemmung der Bronchokonstriktion in einem
M eerschweinchenmodell zu zeigen (Goadby und Smith 1964, Hicks 1970, Forsberg und Sorenby
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1981, Heuer et a 1996). Einige Forscher vertraten die Ansicht, dass M eerschweinchen besonders
resstent und unempfindlich gegen Glukokortikoide sind (Hodgson and Funder 1978,
Giannopoulos and Keichline 1981). Die geringe Empfindlichkeit der Meerschweinchen gegen
Glukokortikoide ist allgemein bekannt (Claman 1975, Hashimoto et a 1993, Heuer et a 1996).
Trotzdem konnte inzwischen in mehreren Meerschweinchenmodellen die protektive Wirkung
von Glukokortikoiden bei verzogerter asthmatischer Reaktion demonstriert werden (Andersson et
al 1988, Hutson et a 1988, Hoshino et al 1989, Thorne und Karol 1989, Matsumoto et al 1994,
Ikegamie et a 1997). Die Wirkung von Glukokortikoide bei der ast hmatischen Sofortreaktion ist
schwer zu beobachten. Die asthmatische Sofortreaktion ist bei Mensch und Meerschweinchen vor
allem histaminvermittelt. Leukotriene C4, Prostaglandine D2 und PAF sind auch teillweise am
akuten Asthmaanfall beteiligt. Man konnte oft bei Glukokortikoiden keine Wirkung bei der
Sofortreaktion beim Menschen und Meerschweinchen finden (Cockcroft and Murdok 1987,
Chand 1990, Heuer 1996, Ikegami 1997, Suda et al 1992, Matsumoto et a 1994). Die protektive
Wirkung von Glukokortikoiden wahrend der Sofortreaktion bei Meerschweinchen konnte nur
dann beobachtet werden, wenn die Zeit zwischen der Glukokortikoid-Behandlung und Allergen
Exposition lang genug war und/oder eine Sensibiliserungsmethode mit sehr niedriger Dosis
Allergen und Adsorbens gewahlt wurde, damit die asthmatische Reaktion aufer 1gG auch durch
IgE vermittelt wird (Andersson et a 1982, Andersson et a 1988, lwama et al 1991), oder
Glukokortikoide sehr hochdosiert (100mg/kg Methylprednisolon i.v. oder 10 mg/kg
Dexamethason i.v.) verabreicht wurden (Hashimoto et al 1993). Die klinischen Untersuchungen
haben gezeigt, dass erst nach Langzeitapplikation von Glukokortikoide die maximale Besserung
der Symptome auftritt (Kraan et al 1988, Barnes 1990). Es wurde bis jetzt noch keine
Langzeitapplikation von Glukokortikoide am Meerschweinchen durchgefihrt, um die
Besserung der Symptome bei akutem asthmatischem Anfall zu beobachten. In dieser Arbeit
wurde die Wirkung eines systemischen (Methylprednisolon) und eines inhalativen Steroids
(Budesonid) nach Langzeitapplikation im Meerschweinchenmodell untersucht, um 1. die
Ergebnisse der Untersuchungen der antientziindlichen Wirkung im Meerschweinchenmodell mit
den Ergebnissen der klinischen Untersuchungen zu vergleichen; 2. die geringe Empfindlichkeit
der Meerschweinchen gegen Glukokortikoide méglichst zu kompensieren und 3. die maximale

Wirkung von Glukokortikoide zu dokumentieren.
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Nach taglicher oraler Gabe von 20 mg Methylprednisolon und wochentlicher Allergen
Exposition und nach Sensibiliserungsmethode 1 tritt die signifikante Wirkung mit 52,5%
Hemmung der Bronchokonstriktion erst nach zwei Wochen Applikation auf (siehe
4.2.1.2.1.1). Spéter ist die Inhibition der bronchialen Obstruktion nicht mehr signifikant, obwohl
die Verumgruppe weiter eine geringere Bronchokonstriktion zeigt. Jedoch nimmt auch die
Reaktionsstérke der Kontrollgruppe ab, so dass die Differenz zwischen Kontroll- und
Verumgruppe fir eine statistisch signifikante Aussage zu klein wird. Die sténdig abfallende
Reaktionsstérke der Kontroll- und Verumgruppen wird durch Sensibilisierungsmethode 1
verursacht. Bei der Sensibilisierungsmethode 2 hétten die Tiere noch in der 3. und 4. Woche stark
genug reagiert. In diesem Fall kdnnte man beurteilen, ob die Wirkung von Methylprednisolon in
der 3. und 4. Woche wirklich nachgelassen hat.

Be topischer Applikation von ca. 23 pg Budesonid tritt die signifikante Inhibition der
Bronchokonstriktion erwartungsgemald langsamer auf (erst nach 3 Wochen Applikation)
as bel systemisch eingesetztem Methylprednisolon (siehe 4.2.1.2.1.2). Das entspricht den
Verhdltnissen in der Humanmedizin. Bei Erhéhung der Budesoniddosis auf 100 pg/kg tritt die
signifikante Wirkung jedoch schneller (nach zwel Wochen Applikation) auf und hdt auch
nach drei Wochen Applikation noch an (sehe 4.2.1.2.1.2). Die Tiere waren bel Budesonid-
Versuchen mit der Methode 2 sensibilisiert. Diese Resultate entsprechen den klinischen
Untersuchungen, wobei die maximale Hemmung der Symptome erst nach Langzeitapplikation
von Glukokortikoiden auftritt. Unsere Ergebnisse widersprechen anderen Arbeiten, die eine
inhibitorische  Wirkung von  Glukokortikoide bei asthmatischer  Sofortreaktion am
Meerschweinchen nicht nachweisen konnten. Der Grund ist in der von uns erstmals gewéahlten

Applikation Uber einen Zeitraum von mehreren Wochen zu sehen.

4.2322. Antileukotriene

423221  Montelukast

Der Entzindungsprozess in den Atemwegen wird bel Asthma durch verschiedene

Entziindungszellen und Mediatoren vermittelt. Leukotriene sind eine der wichtigsten Mediatoren
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des Asthma bronchiale. Die Aktivité der Leukotriene als sog. Slow-Reacting-Substance of
Anaphylaxis (SRS-A) wurde vor 60 Jahren entdeckt. Nach der Strukturaufkldrung in den 70er
Jahren stehen heute spezifische Medikamente zur Verfligung, die in der Lage sind, die Wirkung
dieser Leukotriene  selektiv zu hemmen. Antileukotriene  sind entweder
Leukotriensynthesechemmer (5L O-nhibitoren und Antagonisten des 5-LO-aktivierenden
Proteins) oder LeukotrienRezeptor-Antagonisten (LT-RA). Die momentan bekannten LT-RA
richten sich gegen die Cysteinyl-LeukotrienRezeptoren und vor alem CysLT1-Rezeptoren.
Montelukast ist ein sehr potenter und hoch selektiver LTD4- aber nicht LTC4- oder LTB4
Rezeptorantagonist bei Meerschweinchen, Schaf, Affe, Ratte und Mensch (Jones et a 1995). Die
in vitro Rezeptorbindungsstudien und quantitativen pharmakologischen Studien demonstrieren,
dass Montelukast wie Zafirlukast, Pobilukast und Pranlukast die CysLT1-Rezeptoren im
Meerschweinchen- und Human Lungenzellmembran dockieren und damit die Kontraktion der
glatten Bronchialmuskulatur inhibieren (Aharony 1998, Aharony und Krell 1991, Aharony und
Flacone 1989, Krell et al 1990, Jones et a 1995, Obata et a 1992).

In einigen Arbeiten wurde der Effekt von verschiedenen LT-Rezeptor -Antagonisten auf Antigen
und Leukotriene-induzierte Bronchokonstriktion untersucht. Zafirlukast und Montelukast
inhibieren die LTD4 und LTE4induzierte Bronchokonstriktion. Sie hemmen aber keine LTC4,
Serotonin, Acetylcholin, Histamin, Prostaglandin D2 und Arachidonsdure vermittelte
Bronchokonstriktion (Jones et al 1995, Aharony 1998). Zafirlukast und Montelukast hemmen die
durch LTD4 und LTE4 vermittelte Kontraktion der isolierten Luftrohre der Meerschweinchen
(Aharony 1998, Jones et a 1995). Die Wirkung von Zafirlukast wurde an sensibilisierten
M eerschweinchen nach OA-Exposition getestet. Die Tiere waren mit Indometacin, Pyrilamin und
Propranol behandelt, um die Prostanoid-, Histamin- und [3-sympathomimetischvermittelten
Effekte zu blockieren und die Antigen-induzierten Bronchospasmen zu maximieren. Zafirlukast,
gegeben i.v. 35 Minuten vor Antigenexposition, zeigte eine signifikante Inhibition der durch OA-
induzierten Reaktion. Ebenso veranlasste die i.v. Gabe von Zafirlukast nach Allergenbelastung
ene schnellere Rickkehr der normalen pulmonalen Parameter im Vergleich zu den
Kontrollmeerschweinchen. Im dbrigen inhibiert Zafirlukast die Antigen-vermittelte verzogerte
Bronchokonstriktion (Aharony 1998). Die hohe orale Dosis von Pranlukast reduziert signifikant
die sofortige und verzdgerte Bronchokonstriktion nach OA-Provokation bel sensibilisierten
Meerschweinchen (Nakagawa et a 1993). Montelukast und Zafirlukast zeigten beim Schaf eine
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signifikante Hemmung der sofort und verzogert auftretenden Bronchokonstriktion (Abraham
1996, Jones et al 1995). Montelukast wurde in vivo aul3er beim Schaf, bei der Ratte und auch bei
nicht-narkotisierten Affen, nicht aber bel nichtnarkotisierten Meerschweinchen auf seine
inhibitorische Wirkung auf sofortige und verzogerte Bronchokonstriktion untersucht. Uberall war

eine signifikante Hemmung zu verzeichnen (Jones et al 1995).

In dieser Arbeit wurde Montelukast als modernes Asthmamittel zum ersten Mal in enemiin
vivo Meerschweinchenmodell bei Allergen-induzierter asthmatischer Bronchokonstriktion
untersucht und seine Wirkung mit bekannten Asthmamittel verglichen (siehe 4.2.1.2.2).
Montelukast zeigt nach oraler Verabreichung (0,5 mg/kg) eine Stunde vor Allergenexposition
eine 23,88%ige Hemmung der OA -induzierten Bronchokonstriktion, die nicht signifikant ist. Die
orale Therapie Uber drei Tage hat zum gleichen Ergebnis gefihrt. Erst be taglicher oraler
Behandlung der Tiere mit 0,5 mg/kg ist nach zwei Wochen Applikation eine signifikante
Inhibition (58,12%) der OA-induzierten Bronchokonstriktion zu sehen. Die Ergebnisse
stimmen mit unseren  Glukokortikoid-Ergebnissen Uberein, sie passen aber nicht zu den
Ergebnissen von Fenoterol und Theophyllin. Montelukast verhdt sich somit in unserem
Tiermodell wie ein Entzindungshemmer. Es ist as Zusatzbehandlung additiv zu &
Sympathomimetika und Glukokortikoide in der Humanmedizin zugelassen und soll den Bedarf
an diesen Medikamenten reduzieren. Die nur leichte Verbesserung der Lungenfunktion bel
einmaliger Applikation und drel Tage Behandlung zeigen die antagonistische Wirkung gegen
eine der vielen Entzindungsmediatoren, die am asthmatischen Geschehen beteiligt sind. Es
wurde auch in anderen Arbeiten gezeigt, dass LT-RA einen Teil der Antigeninduzierten
Bronchokonstriktion \erhindern kdnnen (Funayama et a 1996, Britton et a 1987, Fuller et d
1989). Die positive Wirkung von Zafirlukast nach einmaliger Applikation wurde bei i.v. Gabe
erst nach Blockade der Prostanoid-, Histamin- und [>mimetisch-vermittelten Effekte und damit
Maximierung der Antigentprovozierten Bronchokonstriktion beobachtet (Aharony 1998). Die
inhibitorische Wirkung von Pranlukast bei OA-induzierter Bronchokonstriktion wird erst bei sehr
hoher oraler Dosis (30-100 mg/kg) erreicht (Nakagawa et al 1992).

Die Ergebnisse unserer Studien zeigen Parallelen zwischen den Effekten von R2-
Sympatomimetika, M ethylxanthinen, Glukokortikoiden und

Leukotrienrezeptorantagonisten bei der Antigerrinduzierten Bronchokonstriktion in
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unserem Meerschweinchenmodell und den klinischen Effekten dieser Substanzen beim
Asthma des Menschen (Burge et al 1982, Cockcroft and Murdock 1987, Pauwels et al 1985,

Kraan et al 1988, Barnes 1990). Dies zeigt, dass dieses M eerschweinchenmodell €n
2uverlassges Tiermodell  zur  Abschdtzung  bronchodilatatorischer  und

entziindungshemmender Effekte auch von neuen Wirkstoffen ist.



4.3. Unter suchungen von traditionellen Drogen

43.1 Drogen der traditionellen Volksmedizin

Neben den etablierten Antiasthmatika werden in der traditionellen VVolksmedizin verschiedener
Lander heute noch Pflanzen und daraus hergestellte Extrakt-Prdparate zur Behandlung des
Asthma bronchiale eingesetzt (Dorsch und Wagner 1991). In den wenigsten Falen ist genau
bekannt, welche Inhaltstoffe dieser Pflanzen fur die Wirksamkeit verantwortlich sind. Die Suche
nach diesen Verbindungen verlangt die chemische Fraktionierung der Extrakte und Austestung
der einzelnen Fraktionen mit Hilfe geeigneter pharmakologischer in vitro und in vivo
Untersuchungsmodelle. Die Suche ist sinnvoll und notwendig, da unter Umstdnden noch
wirksamere Wirkstoffe aufgefunden werden konnen, die zudem vielleicht weniger
Nebenwirkungen besitzen und eine bessere Compliance bel den Patienten finden. In den Félen,
in denen die aufgefundenen Verbindungen den Standardsubstanzen an Wirksamkeit nicht
Uberlegen sind, kann auf3erdem versucht werden, deren Strukturen chemisch abzuwandeln, um
auf diese Weise deren Wirksamkeit zu optimieren.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden nachstehende Drogen fir ene Untersuchung nach

Langzeitapplikation ausgewahlt: Picrorhiza kurroa, Angurate (Mentzelia grandiflora, Mentzelia

cordifolia Domba), Caiophora sepiara, Wascha (Dorema ammoniacum don). Die

Langzeitapplikation wurde gewéhlt, da sich bei den bekannten Entziindungshemmern, den
Glukokortikoiden und Leukotrienrezeptorantagonisten, die Wirkungen in unserem Tiermodell
auch erst nach einigen Wochen gezeigt hatten. Von den Drogen waren die meisten bereits im
medikamenttsen Einsatz in der Volksmedizin unter anderem bel Lungenerkrankung. Einige wie

z.B. Wascha (Dorema ammoniacum don) waren bislang noch ziemlich unbekannt und daher auch

pharmazeutisch noch nicht untersucht worden. Das gleiche gilt fir Angurate (Mentzelia
grandiflora) und Caiophora sepiara. Die letzten gehdren zur Familie der Loasaceae, die nach
den neusten chemotaxonomischen Untersuchungen as Marker der Familie Iridoidglykoside
enthalten (Muller et a 1999). Iridoide sind meist verbreitet auch in den Familien der
Scrophulariaceae, Oleaceae, Pedaliaceae und Myoporaceae (Wichtel 1997). Iridoide sind
Monoterpene, die sich vom Iridodia ableitenund die erstmals im Abwehrsekret von Ameisen
gefunden wurden (Wagner 1993). Bisher wurden fir Iridoide in erster Linie Wirkungen auf die
Verdawngsorgane gefunden (Del Carmen Recio et al 1994). Einige Iridoide wie zB. das
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Harpagorsid von Harpagophytum procumbens (Pedaliaceae) wirkt auch antiinflammatorisch.
Bekannte Iridoide wie z.B. das Loganin und die Loganinsaure zeigten ebenfalls eine
antiinflammatorische Wirksamkeit (Del Carmen Recio et a 1994). Iridoide wirken auf3erdem
schmerzstillend, krampfldsend, antineoplastisch und antiviral. Toxisch wirken Iridoide nur bel
sehr hohen Dosen (Yamano et a 1988). Damit waren ideale Voraussetzungen gegeben, mit dieser
Stoffklasse zu beginnen. Anschlief3end untersuchten wir die Droge Wascha und schliefdlich die
verschiedenen Acetophenonverbindungen, von denen Dorsch et al (1989, 91,94) einige bereits

untersucht hatten

4311 Picrorhiza kurroa

Picrorhiza Kurroa- eine Pflanze aus der indischen Erfahrungsmedizin

Royle ex Benth, eine kleine, mit dichten Stacheln besetzte Krautpflanze mit knollenartigen,
winterharten Wurzeln wéchst im Himalayagebiet Indiens und Pakistans in einer Hohe von 3000
bis 5000 m. Sie gehdrt zu der Familie der Scrophulariaceae (Lal et a 1988, Polumin 1984,
Updahyay et a 1989). Picrorhiza kurroa enthélt drei Iridoidglykoside: Veronikosid, Minekosid
und 6 Feruloylcatalpol und zwel Phenolglykoside mit Acetophenon-Grundger tist: Picein und
Androsin (Stuppner und Wagner 1989). Nach Hydrolyse von Androsin entsteht Apocynin, des
Aglycon von Androsin. In der ayurvedischen Medizin wird dieses Hellkraut insbesondere bel
Ashma und Bronchitis verwendet Dartber hinaus wird es be  chronischen
Durchfallerkrankungen und arthritischen Beschwerden eingesetzt (Atal et al 1986, Dorsch und
Wagner 1991, Langer et ad 1981, Mahgani-Kulkarni 1977, Mogre et a 1981, Dey 1980). Eine
antipyretische, verdauungs und durchblutungsfordernde (Updhyay et al  1989) und eine
fungizide (Lorimer-Perry 1944) Wirkung werden auf3erdem in der Literatur beschrieben. In der
ayurvedischen Medizin ist die meist angewendete Applikationsweise eine Wassersuspension der
pulveriserten Wurzel (Mgumbar 1978), die entweder direkt oder nach  Abkochung
eingenommen wird. Auf diese Weise werden die hydrophilen und die lipophilen Wirkstoffe
zusammen erfaldt(Simons et a 1990).



Abb. 37: Picrorhiza kurroa

Das Pulver der Wurzeln wurde in den 70er Jahren von indischen Wissenschaftlern in klinischen
und tierexperimentellen Versuchen auf seine Wirksamkeit bei Asthma bronchiale getestet
(Mahgani-Kulkarni 1977, Rajaram 1974, Langer et a 1981). In klinischen Versuchen konnte
durch die Gabe von Picrorhizakurroa eine Besserung des Asthma bel den behandelten Patienten
erzielt werden. Interessanterweise wurden auch die Symptome anderer Autoimmunkrankheiten,
wie rheumatische Beschwerden, Psoriasis, Vitiligo oder peptischeUlzera gelindert (Lewis 1989).
In Tierversuchen mit Meerschweinchen wurde gefunden, dass das Pulver der Wurzel den
bronchodilatatorischen Effekt der Katecholamine steigert und die Histaminausschiittung in der
Lunge herabsetzt (Mahgani-Kulkarni 1977, Langer et a 1981, Mogre et a 1981, Mahajani-
Kulkarni 1979, Pandy-Das 1988). In einer anderen Versuchsreihe mit Lebergewebe der Ratte
konnte ein hepatoprotektiver Effekt nachgewiesen werden (Morge et al 1981, Stuppner-Wagner
1989).



Im Prototypen von Zweikammerganzkorperplethysmographen nach Dorsch konnte nach oraler
Applikation von 100mg/kg Picrorhiza kurroa-Ethylacetatfraktion 60 Minuten vor Ovabumin-
und PAF-Provokation eine signifikante asthmaprotektive Wirkung (bei OA: 73%- und bel PAF:
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56%-Inhibition) beobachtet werden (Gropp M. 1993).

In unseren Versuchen konnte dirch 3-wdchige Vorbehandlung mit einer téglichen oralen
Applikation von 200 mg/kg Ethylacetat-Extrakt
Verminderung des OA-induzierten Asthma erzielt werden Die prozentuale Inhibition lag bei
52,7%. Nach drei Wochen Applikation betrug die Hemmung 50,8%, war statistisch aber nicht
mehr signifikant (siehe Abbildung 38 und 39). Die verwendeten Tiere waren nach Methode 2

sensibilisiert worden

nach zwel Wochen eine signifikante
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4.3.1.2. Wascha (Gummiharz von ,, Dorema ammoniacum D. Don.” )

Wascha (Ammoniakgummi) ist ein Gummiharz der Pflanze Dorema ammoniacum D. Don.
(Ammoniakpflanze) — Apiacease. Eine grofRe Zahl von ApiacesenPflanzen der asiatischen
Steppen produziert in den schizogenen Exkretkandlen von Wurzeln und Stengeln sogenannte
Gummiharze (Schleim + Harz + Atherisches Ol).

Abb. 40: Dorema ammoniacum D. Don.

Nach Hegnauer (1973) liefern Pflanzen der Gattung Dorema und Ferula die medizinisch
verwendeten Gummiharze. Die Gummiharze werden in der Volksmedizin des Irans, Indiers und
in den arabischen Landern eingesetzt. Die Pflanze Dorema ammoniacum D. Don., eine
ausdauernde Krautpflanze, wachst im mittleren und siidostlichen Tell Irans. Wascha tritt aus den
angeritzten Stengeln der Pflanze aus und trocknet kugelformig/tropfenférmig an den Stengeln
oder sammelt sich als amorphes, klumpiges Produkt am FU3 der Pflanze. Das tropfenférmige
Gummiharz ist reiner als die amorphe Form, da keine Fremdstoffe beigemischt sind. Wascha

sieht weil bis hellbraun aus und gibt in Wasser eine milchartige Suspension. Die Droge hat einen



0

milden aber eigenartigen Geruch, schmeckt bitter und Ubelkeiterregend. , Wascha® 10st sich in
Ethanol und Essig besser als in Wasser, erreicht aber in 22%igem Ethanol die beste L 6slichkelit.
Die Gummiharze enthalten Schleim, Harz und wechselnde Mengen &therischen Ols. Im
Harzantell kommen strukturell komplexe Cumarine vom Typus der Farnesiferole und
Ammoresinole vor. Erstere sind Ether der Umbelliferons mit aliphatischen, monocyclischen oder
bicyclischen Farnesolderivaten letztere gehdren in die Klasse der sesquiterpensubstituierte
Cumarine (Hegnauer 1973). Wascha setzt sich aus 69% Harzanteil und 22% Schleim, sehr
niedriger Menge Sdlicylsaure und 2% bis 12% Wasser (Sargar 1989) zusammen. Das
Schleimpolysaccharid enthélt Galaktose, Arabinose, Rhamnose und Uronsdure im Verhdtnis
12:5:2:.3. Der Uronsdureanteil besteht aus Glucuronsaure und 4-O-Methylglucuronsaure
(Hegnauer 1973 und Guarnieri et ad 1970).

Die Droge wird in der Volksmedizin Irans als Schleimléser und Abfuhrmittel eingesetzt. In Form
von Umschlagen wird sie bei Asthma und Tumorentztindungen verwendet (Aynehchi  1986).
Wascha wird ausserdem bei Asthma und chronischer Bronchitis sowie als Tonikum eingesetzt
(Sargar 1989). Ausserdem wird sie noch bel Allergie, Hautausschlag, unreiner Haut und als
Wurmmittel verwendet. Bei Atemnot und Lungenerkrankung werden 2,5 bis 5 g Wascha in
Wasser gelést und mit Honig getrunken. Wascha mit Honig soll auch eine schleimldsende
Wirkung haben und zusammen mit abgekochter Gerste bei Lungenerkrankungen wirksam sain.
Eine Uberdosis kann fur Magen und Nieren schadlich sein. Beim Nesselausschlag wird Wascha

getrunken oder zu Umschl&gen verwendet.
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431.2.1. Wascha [70 mg/kg]

Wascha - gelost in 20%igem Ethanol - wurde 4 Wochen lang 1x taglich 70 mg/kg oral
appliziert. Keiner der vier wdchentlichen OA-Belastungsteste zeigte einen signifikanten
Unter schied zwischen der Verum- und Kontrollgruppe. Die prozentuale Inhibition beim 1. bis 4.
Provokationstest betrug: 4,2%, 31,5%, -24,2%, 2,1% (siehe Abbildung 41 und 42). Hier hat es

den Anschein, dass die Dosierung nicht ausreichend war. (Sensibilisierungsmethode 2)
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Abb. 41: Reaktionsverlauf nach 1x téglicher oraler Applikation von 70 mg/kg
Wascha (Dorema Ammuniakurm), suspendiert in 20%ige Etharollsung und woch
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4.3.1.2.2. Wascha (140 mg/kg) kombiniert mit Montelukast

Da die 70 mg/kg Dosierung von Wascha fir eine signifikante Wirkung nicht ausreichend war,
haben wir in einem anderen Versuch die Dosierung verdoppelt. Hier wurde von Anfang an die
Kombination mit Montelukast gewahlt, um eine eventuelle antiasthmatische Wirkung noch
sicherer nachweisen zu kdnnen

Einer Tiergruppe wurden 3 Wochen lang 1x taglich oral 0,5 mg/kg Montelukast und 2
Stunden spéater 140 mg/kg Wascha (Dorema Ammoniacunm) - gedst in 20%ige Ethanol -

appliziert. Nach einer Woche war eine signifikante Hemmung der OA -induzierten asthmatischen
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Abb. 43: Reaktionsverlauf nach 1x téglicher oraler Applikation von: 1.) Kontroll-
[6sung 2.) 0,5 mg/kg Montelukast 3.) 0,5 mg/kg Montelukast und 2 Stunde n spéater
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Abb. 44

Reaktivitét (61,7%) zu sehen. Diese Kombination zeigte nach zwei Wochen eine noch starkere
signifikante Inhibition (68,6%). Im Vergleich zu Montelukast als Monopr&parat, das nach
einer Woche eine 30,7%ige aber nicht signifikante Wirkung und nach 2 Wochen eine signifikante
Hemmung von 57,6% zeigte, i beim Kombinationspraparat eine deutliche synergistische
Wirkung erkennbar (siehe Abbildung 43 und 44). (Sensibilisierungsmethode 2)
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4.3.1.3. Caiophora sepiara

Die einjahrige bis ausdauernde, krautige Kletterpflanze, gehort zur Gattung Caiophora und
Unterfamilie Loasoideae der Familie Loasaceae. Die Gattung Caiophora umfasst ca. 30-50
Arten, deren Hauptverbreitungsgebiet in Stidamerika in den Hohenlagen der Anden liegt. In der
Gattung Caiophora und in der ganzen Familie Loasaceae kommen Loganin und Secoxylloganin
(Kaplan und Gottlieb 1982) weit verbreitet vor.

Abb. 45: Caiophora Sepiara
Foto: M. Weigend, Peru; Referenz: Weigend, Dostert & Driessle 97/314

Erst in neueren chemotaxonomischen Studien wurden 10-Hydroxyoleosiddimethylester und ein
noch nicht identifiziertes Iridoid als Marker der Gattung Caiophora aufgefunden (Muller et al
1999). AuRRerdem kommen noch Chlorogensaure und Rutin in Caiophora Sepiaria vor. Obwohl

die Gattung Caiophora und ihre systematischen Verwandten eine recht breite Anwendung in der
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Volksmedizin hat, ist die Literatur Uber die Verwendung dieser Pflanzengruppen spérlich.
Zubereitungen oberirdischer Pflanzenteile verschiedener Caiophora-Arten  werden  zur
Behandlung von Rheuma, Lungenentztindung und hartnéckigem Husten innerlich angewendet
(De Feo 1992 ). Die ausserliche Verwendung dieser Pflanzenfamilie (Loasaceae) wurde von
Kneipp-Anhangern bel rheumatischen Beschwerden empfohlen (Mdsbach 1992). Blétter von
Loasa triclor - eine Pflanzenart aus der Gattung Loasa und der Familie Loasaceae - werden

homaoopathisch verwendet (Hopp 1975).

Der M ethanol-Extrakt der Droge zeigte nach 3 Wochen oraler Applikation von 100 mg/kg

1x taglich bel wdchentlichem OA-Provokationstest keine signifikante asthmaprotektive
Wirkung. Die prozentuae Inhibition betrug nach einer Woche 25% und nach zwel Wochen

22,9% (siehe Abbildung 46und 47). (Sensibilisierungsmethode 2)
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Abb. 46: Resktionsverlauf nach 1x téglicher order Applikation von 100 mg/kg
Caiophora sepiara (Methanolextrakt) und wochentlichem Provokationtest; OA-
Provokation(0,2%); nc = nv = 6 ;(AUC(MW)£SD)
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4.3.1.4. Angurate (Mentzelia grandiflora, Mentzelia cordifolia Domba)

Angurate oder Anhuarate ist der Volksname fir bestimmte Mentzelien aus lateinamerikanischen
Landern, vor allem aus Peru, Bolivien und Chile. Die Droge besteht aus den Zweigspitzen,
Stengeln und Wurzeln der Hellpflanze Mentzelia cordifolia Dombey. Die ausdauernde
Strauchpflanze wéchst in einer Hohe von 3000 m. In der Literatur wird diese Art als Mentzelia
cordifolia DOMB (Urban und Glg 1900) oder korrekter als Mentzelia grandiflora G. Don,
Loasaceae benannt. Angurate (Mentzelia grandiflora) gehort zur Gattung Mentzelia und
Unterfamilie Mentzelioideae der Familie Loasaceae. Phytochemische Studien zeigen, dass die
Gattung Mentzelia durch C9-Iridoide (Mdller et al 1999, Danielson et al 1973, Jensen et al 1981)
und Iridoid Chlorohydrin (EI Naggar et a 1982, Catalano et al 1995) charakterisiert ist. In der
Gattung Mentzelia kommen noch weit verbreitete C10-Iridoide und Secoiridoide wie Loganin
und Swerosid vor. Wie in der Volksmedizin Ublich werden ghnlich aussehende Arten oft unter
dem gleichen Volksname gefiihrt. Das Handelspréparat Angurate (Teedroge aus oberirdischen
Pflanzenteilen der Fa. Ronneburg Naturheilmittel) das ein Gemisch ver schiedenen peruanischen
MentzelienArten zu sein scheint, wird s Magen-Darm-Tee eingesetzt. Angurate wird vor allem
gegen Magengeschwir, aber auch als Wurmmittel und gegen Leberentziindungen verwendet (De
Feol992). Angurate zeigte eine signifikante Besserung bei funktionellen MagenDarm
Beschwerden Am carrageenininduzierte Rattenpfotenddem (Werner 1991). Es wurde mit dem
Wasserextrakt der Droge eine deutliche entziindungshemmende Wirkung erzielt, die die Wirkung
von Indometacin Ubertraf (Bucar 1998). Hier wurde als aktives Prinzip das C9-lridoid
Mentzelosid (syn. Deutziosid) identifiziert.
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Die antiasthmatische Wirkung von Angurate (MethanolExtrakt) wurde Uber drei Wochen bel
OA- Exposition untersucht. Die Meerschweinchen bekamen oral 1x taglich 25 mg/kg Methanol

Extrakt der Droge fur 3 Wochen ohne dass eine signifikante asthmaprotektive Wirkung
erhalten werden konnte (siehe Abbildung 48 und 49). (Sensibilisierungsmethode 2)
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Test Sensi. 1Wo.Appl. 2Wo.Appl 3Wo.Appl
Signifikanzniveau p<,05 n. signif n. signif n. signif n. signif
Inhibition (%) -1,9 -26,3 2,6 -8,9

Abb. 48: Resktionsverlauf nach 1x t&glicher oraer Applikation von 25 mg/kg
Angurate (Methanolextrakt) und waochentlichem Provokationtest; OA -Provokation
(0,2%); nc=nv =7 ;(AUC(MW)xSD)
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4.3.2. Acetosyringenin

Acetophenone als wichtige I nhaltsstoffe der Pflanze Picrorhiza kurroa;

Acetosyringenin

Androsin und Picein sind die charakteristischen Acetophenone von Picrorhiza kurroa (Stuppner
und Wagner 1989).

Androsin (4(1-3Glucosyloxy)-3-methoxy-acetophenon), Apocynin -Aglycon von Androsin- (4
hydroxy-3-methoxy-acetophenon) und das strukturverwandte Acetosyringenin (3,5-dimethoxy-
4-hydroxy-acetophenon) haben folgende Strukturformeln:

0O O
CH, CH,
Ghlucosyl—O HO
OoC Hj OC H}
Abb. 50: Androsin Abb. 51: Apocynin
O
CH;0 Abb. 52: Acetosyringenin

CH;,

HO
OCH;
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Fur Apocynin ist schon friher in in vitro Untersuchungen eine antientzindliche Wirkung
nachgewiesen worden. Apocynin zeigte im humanen Neutrophilenmembran eine potente
inhibitorische Wirkung auf die Bildung von entztindungsinduzierenden Sauerstoffradikalen in
dem es die membranstandige radikalbildende NADPH-Oxidase hemmte (Simons et a 1990).

Die Thromboxan A2Synthese in Makrophagen von Meerschweinchenlungengeweben wird von
Apocynin inhibiert; es stimuliert dabel aber die Ausschittung von antiinflammatorischem
Prostaglandin E2. Aul3erdem soll Apocynin die Arachidonsdure-induzierte Aggregation von
Rinderthrombozyten reduzieren, vermutlich durch die oben ewdahnte Inhibition der
Thromboxansynthese (Engels et a 1992).

Bischhoff fand fir Acetosyringenin eine 80%-ige Inhibition der Leukotrienfreisetzung aus
menschlichen Basophilen bei einer Konzentration von 100 puM, wéahrend Apocynin nur eine
méaldige Wirkung zeigte (Bischoff 1993). Vor alem Apocynin und 4-Hydroxyethoxy-3 methoxy-
acetophenon aber auch einige andere Acetophenone inhibierten in vitro die Superoxid-Anion
(OP)-Produktion in humanen Neutrophilen. Acetosyringenin konnte die Freisetzung des
Superoxid-Anions alerdings nur maidig hemmen (Stuppner et a 1995).

In vivo verhinderte Apocynin bei Ratten die Entwicklung einer Kollageninduzierten Arthritis
(t Hart et a 1990). Es reduzierte die Gelenkschwellung bei behandelten Ratten nach intrakutaner
Injektion von Tuberkelbakterien (t'Hart et al 1992).

Weitere Acetophenone mit Strukturverwandtschaft zu Androsin und Apocynin sind in

einem erst entwickelten Modell eines Zweikammer ganzkor per plethysmographen nach
Dorsch untersucht worden (Dorsch et a 1994). Androsin — 0,5 mg/Tier, 30 Minuten vor

Ovalbuminprovokation appliziert - ergab teilweise eine dgnifikante Hemmung der
Bronchokonstriktion. Apocynin — 0,5 mg/Tier, 30 Minuten vor Ovalbuminprovokation appliziert
— hemmte Uber die gesamte Provokationszeit signifikant die asthmatische Reaktion. Im
allgemeinen hatten Aglycone nach OA-Provokation stérkere antiasthmatische Wirkung gezeigt
as ihre entsprechenden Glukoside. Acetosyringenin wies nach OA-Exposition die stérkste
Wirkung auf.

Auf Grund der positiven Literaturergebnisse wurden von uns weiterfihrende Untersuchungen
begonnen. Eine Reproduktion der friheren Arbeiten war schon deshalb nétig, well sich
nach dem neuen Tierschutzgesetz die Bedingungen fir die Tierhaltung geéndert hatten.
Friher durften die Tiere in Metallkafigen und auf Metallboden gehalten werden, wéahrend
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bel unseren Versuchen die Tiere nach Gesetz bereits auf Streu gehalten werden mussten

Zum Vergleich wurden von uns Untersuchungen bekannter Asthmamittel miteinbezogen.

4321 Acetosyringenin-Ovalbuminexposition
4.3.2.1.1. Acetosyringenin  orale  Applikation  (10mg/kg), 1 Stunde vor
Ovalbuminprovokation

Nach einmaliger oraler Applikation von 10 mg/kg Acetosyringenin 1 Stunde vor
Ovalbuminprovokation war nur eine 15,4%ige Hemmung der Bronchokonstriktion, die statistisch
nicht signifikant war, zu sehen (siehe Abbildung 53). (Sensibilisierungsmethode 1)
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Signifikanzniveau p<0,05 nicht signifik.

Prozentuale Hemmung 15,4

Abb. 53: Zetverlauf der Bronchokonstriktion nach einmaliger oraler Applikation von
10mg/kg Acetosyringenin eine Stunde vor OA -Provokation (0,2%); n=13; (xSD)
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4.3.2.1.2. Acetosyringenin inhalative Applikation (0,5mg/Tier),

Ovalbuminprovokation

30 Minuten vor

In einem zweiten Versuch wandelten wir die Versuchsanordnung ab. Nach der einmaligen

Vernebelung von Acetosyringeninlésung 0,5% fir 2 Minuten, entsprechend 0,5mg/Tier) 30

Minuten vor Ovalbuminexposition verblieb das Tier bis zur Provokation in der Kammer. Es war

keine Inhibition der Bronchokonstriktion zu beobachten (siehe Abbildung

(Sengbilisier ungsmethode 1)
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Abb. 54: Zeitverlauf der Bronchokonstriktion (ausgedruckt in CA) nach der Vernebelung
von Acetosyringenin (0,5%, 1x 120 sec entspricht 0,5mg/Tier) 30 Minuten vor OA-
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4.3.2.1.3. Acetosyringenin inhalative Applikation (5mg/Tier), 30 Minuten vor
Ovalbuminprovokation

In einer weiteren Versuchsanordnung wurde die Konzentration von Acetosyringenin erhoht.
Nach der einmaligen Vernebelung von Acetosyringeninlosung (5% fur 2 Minuten, entsprechend
5mg/Tier) blieb das Tier 30 Minuten vor Ovalbuminexposition bis zur Provokation in der
Kammer. Trotz der zehnfachen Dosierung im Vergleich zum letzten Versuch war auch hier
keine Hemmung der Bronchokonstriktion festzustellen. (siehe Abbildung 55).
(Sensibilisierungsmethode 1)
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Abb. 55: Zeitverlauf der Bronchokonstriktion (ausgedruckt in CA) nach der Vernebelung
von Acetosyringenin (5%, 1x 120 sec entspricht 5mg/Tier) 30 Minuten vor OA-Provokation
(0,2%); n=14; (x+D)
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4.3.2.14. Acetosyringenin inhalative Applikation 1x téglich 5mg/Tier, 3 Wochen lang

Schliefdlich wurden 5mg/kg Acetosyringenin 1x téglich 3 Wochen lang an die Tiere inhalativ
bei wochentlichem OA-Provokationstest verabreicht. Auch hier konnte keine statistisch
signifikante asthmaprotektive Wirkung festgestellt werden. Der Versuchsablauf war nicht
optimal, da die Tiere nicht passend in Kontroll- und Verumgruppen eingeteilt waren und beide
Gruppen Uber die gesamte Versuchszeit eine lediglich schwache, beim 4. Provokationstest
Uberhaupt keine asthmatische Reaktion zeigten. Wenn die Reaktion der Verumgruppe Uber 4
Wochen beobachtet wurde, sah man tendenziell eine geringe antiasthmatische Wirkung, die aber
statistisch nicht ins Gewicht fiel, da die Kontrollgruppe tber 4 Wochen ebenfalls eine stark
abfallende Bronchokonstriktion zeigte (s. Abbildung 56 und 57). (Sensibilisierungsmethode 1)
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Abb. 56: Reaktionsverlauf nach 1x taglicher inhaativer Applikation von 5 mg/kg
Acetosyringenin und woéchentlichem Provokationstest; OA-Provokation (0,2%); nc

=nv =7 ;(AUC(MW)xSD)
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4.3.2.2. Acetosyringenin-Histaminexposition

4.3.2.2.1. Acetosyringenin  orale  Applikation  (10mg/kg), 1 Stunde vor
Histaminprovokation

In einem letzten Versuch dieser Rethe wurde zur Provokation Histamin eingesetzt. Die orale
Verabreichung von 10mg/kg Acetosyringenin 1 Stunde vor der Histaminexposition ergab
auch hier keine Inhibition der Bronchokonstriktion (siehe Abbildung 58)
(Sensibilisierungsmethode 1)
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Abb. 58: Zeitverlauf der Bronchokonstriktion (ausgedruckt in CA) nach einmaliger oraler

Applikation von 10mg/kg Acetosyringenin eine Stunde vor HI-Provokation (0,1%, 1x 50 sec
in Minute 0); n=10; (xSD)
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4.3.3. Diskussion der Unter suchungser gebnisse der Drogen der
traditionellen Volksmedizin und von Acetosyringenin

4.3.3.1. Drogen der traditionellen Volksmedizin

Extrakte aus Picrorhiza kurroa, eine Pflanze der ayurvedischen Medizin mit Anwendung bei
Leber- und Lungenentziindung, ist in zahlreichen tierexperimentellen und klinischen Modellen
mit positiven Ergebnissen untersucht worden (siehe 4.3.1.1.). In dieser Arbeit wurde von uns auf
eine  mogliche antientzindlich-antiasthmatische  Wirkung der Droge auch nach
Langzeitapplikation gepriift. Eine signifikante Hemmung der Bronchokonstriktion nach zwei
Wochen Applikation bestéatigte eindeutig die antiasthmatische Wirksamkeit der Droge. Im
Vergleich zur Glucocorticoid-Wirkung lag der Grad der Wirksamkeit etwas hinter den
Glukokortikoiden. Nach drei Wochen Applikation lief3 die Reaktionsstérke der Kontrollgruppe
nach, lag aber immer noch bel einer Hemmrate der Bronchokonstriktion von 50,8% .

Worauf die antiasthmatische bzw. antientziindliche Wirkung zurtickzuftihren war, konnte nicht
eindeutig geklart werden, da die Iridoidglykoside Veronikosid, Minekosid und 6-Feruloylcatal pol
fur verschiedene Mischungen nicht zur Verfiigung standen. Man konnte daher annehmen, dass
die Acetophenonglykoside Picein und Androsin, deren Aglycone bereits einmal von Dorsch im
plethysmographyschen Modell mit positivem Ergebnis untersucht worden waren, an dieser
Extraktmischung beteiligt sind. Da aber in unserer Versuchsreihe die antiasthmatische Wirkung
der Acetophenone nicht reproduziert werden konnte, bleibt die Frage nach dem antiasthmatischen
Wirkprinzip von Picrorhiza kurroa noch ungeklart.

Moglicherweise hat in unseren Versuchen im Magendarmtrakt eine Hydrolyse der Acetophenont

glykoside zu den freien Acetophenonen nicht in vollem Umfang stattgefunden.

Angurate (M. grandiflora) und Caiophora sepiara werden in Sid- und Mittelamerika von der
Volksmedizin bel Lungenentzindung und hartnéackigem Husten innerlich verwendet (De Feo
1992). Beide gelten as Iridoiddroge mit potentiell entzindungshemmenden Eigenschaften
(Bucar et al 1998, De Feo 1992). Nach taglicher oraler Applikation von 25 mg/kg
Methanolextrakt von Angurate oder 100 mg/kg Methanolextrakt von Caiophora sepiara Uber
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drei Wochen und wochentlicher Allergenprovokation konnten allerdings keine signifikanten
Wirkungen registriert werden (siehe 4.3.1.3 und 4.3.1.4). Dies kann verschiedene Griinde haben.
Da Iridoidglykoside saureinstabil sind und nach oraler Applikation im Verdauungstrakt
enzymatisch zu den Aglyconen gespalten werden konnen, wére denkbar, dass die Spaltung im
Versuch nicht optimal oder Uberhaupt nicht erfolgt ist, d.h. auch die Vorgdnge im
Verdauungstrakt der Meerschweinchen sind denen beim Menschen nicht gleichzusetzen.

Ob der Einsatz einer hoheren Dosis - besonders bei Caiophora sepiara, fur die nach zwel und
drei Wochen Applikation eine schwache aber noch nicht signifikante Wirkung dokumentiert
wurde - zu anderen Ergebnissen gefuhrt hétte, ist im Rahmen dieser Experimente nicht untersucht

worden.

Wascha (Gummiharz der Pflanze Dorema ammoniacum), eine Droge der iranischen
Volksmedizin, wird unter anderem bel Asthma, Allergie und Lungenerkrankungen eingesetzt.

In dieser Arbeit wurde Wascha as Suspension in Wasser - wie in der Volksmedizin dblich - 1x
taglich 70 mg/kg Uber dre Wochen an Meerschweinchen verabreicht. Es wurde keine
signifikante Wirkung nach der Gabe dieser Dosis festgestellt. In einem zweiten Versuch wurde
1x téglich 140 mg/kg Wascha zwei Stunden nach der Applikation von 05 mgkg
Montelukast an eine Gruppe von Tieren verabreicht. Eine Parallelgruppe erhielt nur Montel ukast
und eine andere Gruppe nur LoOsungsmittel. Wascha bewirkte jetzt eine signifikante
Verdoppelung der Montelukastwirkung nach einer Woche Applikation und nach zwei
Wochen Applikation immer noch eine deutliche synergistische Wirkung. Dies zeigt, dass in
unserem Tiermodell bei dieser Droge mit ausreichender Dosierung eine antiasthmatische
Wirkung erreichbar ist.

4.3.3.2. Acetosyringenin

Die bereits friiher von Dorsch und Mitarbeiter mit Acetosyringenin durchgefiihrten und positiv
verlaufenen Untersuchungen haben wir in unserer Versuchsanordnung wiederholt.

Bel den DorschUntersuchungen wurden die Tiere in Metallkafigen und auf Metallboden
gehalten. Bel unseren Untersuchungen mussten die Tiere dagegen auf Streu gehalten werden.
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Bel uns zeigte Acetosyringenin nach oraler (10mg/kg 1 h Prae) oder inhalativer (0,5mg/Tier
und 5mg/Tier 30 min. Prag) Applikation und bei OA-Exposition (siehe 4.3.2.1.1. bis 4.3.2.1.3.)
keine eindeutige akute antiasthmatische Wirkung.

Folgende Grinde konnten fur diese divergenten Ergebnisse verantwortlich sein:

1. Die unterschiedlichen Tierhaltungsbedingungen haben die Untersuchungen stark
beeinflusst. Nach Untersuchungen von Hinterberger zeigen Tiere in diesem Tiermodell je
nach Tierhaltungsbedingung ein unterschiedliches Sensibilitétsverhalten auf. Die Tiere
auf Streu geben demnach eine stérkere alergische Reaktion as Versuchstiere in
Metallk&figen (Hinterberger 2000).

2. Die friheren Untersuchungen im Prototyp dieses Plethysmograph waren nicht validiert
und deshalb schwer zu reproduzieren. Wie die Untersuchungen in unserem validierten
Tiermodell an Standardsubstanzen aber bewiesen haben, waren unsere Ergebnisse
einwandfrel reproduzierbar.

3. Ob auch eventuelle unterschiedliche Techniken bei der Applikation oder noch weitere

Faktoren zur diesen divergenten Ergebnissen gefiihrt haben, ist uns nicht bekannt.

Im Prototyp dieses Gerétes wurden damals keine Langzeituntersuchungen mit Acetosyringenin
durchgefiihrt. Bel uns war das Ergebnis der 3wdchigen inhaativen Behandlung der Tiere mit
Acetosyringenin (siehe 4.3.2.1.4.) nicht eindeutig, da der Versuchsablauf sich nicht als optimal
erwies. Die Tiere waren nicht passend in Kontroll- und Verumgruppen aufgeteilt. Die
Verumgruppe hat bei dem Sensbilitéatstest um 24% starker reagiert als die Kontrollgruppe.
AulRerdem waren die Tiere nach Methode 1 sensibilisiert, so dass sowohl die Kontroll- als auch
die Verumgruppe Uber den gesamten Versuchsablauf nur eine schwache asthmatische Reaktion
gezeigt hatten. Aus diesem Grund war es nicht moglich die Unterschiede in der Reaktionsstarke
beider Gruppen statistisch zu bewerten. Man kénnte eine tendenzielle antiasthmatische Wirkung
feststellen, wenn man allein die Reaktion der Verumgruppe beurteilen wirde. Zusammen mit der
Kontrollgruppe jedoch war diese statistisch nicht nachzuweisen, da die Kontrollgruppe eine
ebenso stark reduzierende Bronchokonstriktion Uber die gesamte Versuchszeit aufwies.
Acetosyringenin konnte die bronchiale Hyperregibilitét nach oraler Applikation (10mg/kg) 1
Stunde vor Histaminprovokation nicht hemmen. Dies war die Bestdtigung fir die vorherigen
Untersuchungen (siehe 4.3.2.2.1.).
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S. ZUSAMMENFASSUNG

*Die Prufung der Bedingungen der Ovalbuminsensibilisierung bei Meerschweinchen und

die Untersuchungen bekannter Asthmamittel, einiger Pflanzenextrakte und von

Acetosyringenin diente in erster Linie der Validierung dieser plethysmographischen
Tiermethode.

Nach Injektion einer niedrigen Dosis Ovalbumin zusammen mit Aluminiumhydroxid als
Adjuvanz war die alergische Sensibiliserung der Tiere deutlich strker ausgepragt und hielt auch
langer an als nach Injektion einer deutlich htheren Ovabumindosis ohne Adjuvanz. Die
Auddsung der Bronchokonstriktion nach Inhalation des Allergens Ovalbumin tritt in der 2. bis 4.
Minute ein, nach Inhaation von Histamin bereits nach | 1/2 bis 2 Minuten. Dabel war es gingtiger,
die Histamindosis durch Vernebelung einer konzentrierteren Histaminl6sung zu erhéhen, a's durch
Verlangerung der Vernebelungszeit. Auch die Inhalation des Allergens Ovalbumin, so wie es
zur Testung der alergischen Sensibilisierung benutzt wurde, bewirkte per se eine Sensibiliserung,
wenn die Tiere von klein auf, das heif3 unmittelbar nach Ankunft im Tierstall immer wieder der
Ovalbumin Inhaation exponiert wurden. Es ist daher durchaus denkbar, dass durch die
Experimente selbst auf inhaativem Wege eine Verstérkung der Sensibilisierung bewirkt wird.
Tats&chlich war das Umgekehrte der Fall: die alergische Reaktion fiel immer schwécher aus und
war 5 Wochen nach der Sensibiliserung kaum noch zu beobachten. Nach der Sensibiliserung in
Gegenwart des Adjuvanz war die Abnahme der alergischen Reaktion Uber 3 bis 4 Wochen nur
geringfiigig und stieg anschlief3end wieder an. Das Ausmal3der branchiden Obstruktion nahm bel
inhalativer Sensibiliserung im Verlauf der wochentlichen Tests nur langsam zu, wéahrend eine
Tiergruppe die erst 4 Wochen nach der intrgperitonealen Sensibilisierung zum 1. Mal getestet
worden war, die strkste bronchiale Obstruktion zeigte. Zum gleichen Zeitpunkt zeigten die
Tiergruppen, die bereits friheren Experimenten unterzogen wurden, schwéchere Werte, so dass
davon ausgegangen werden muss, dass die inhaativen Ovabumin Expositionen nach
intraperitonealen Sensibiliserung eher einen Tachyphyllaxie Effekt bewirkten as eine
Verstérkung der Sensibiliserung. Ein saisonaer Effekt auf das Ausmal der Sensbiliserung konnte

bei keiner der untersuchten Tiergruppen festgestellt werden, da die Versuche kontinuierlich in
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den Monaten Ma - Juli, August - September, Oktober - November und Dezember - Januar
stattgefunden hatten..

* Die Validierung des Ganzkorper-Plethysmographen fir Meerschweinchen mit den bekannten

Asthmamedikamenten ergab eine vollstdndige Unterdriickung der bronchialen Obstruktion nach

Ovalbumin- und Histaminexposition durch das [3-Sympathomimetikum Fenoterol, wahrend das

Methylxanthin Theophyllin nur die Ovalbumin-, nicht jedoch die Histamin-induzierte

Bronchokonstriktion verhindern konnte.

Die entzindungshemmende Wirkung der Glukokortikoide war nach 2wdchiger t&glicher oraer

Gabe von Methylprednisolon nachzuweisen, wahrend die téglich inhalative Behandlung der Tiere

mit Budesonid erst nach 3 Wochen eine signifikante Hemmung der Bronchokonstriktion ergab.

Der Leukotrien-Antagonist Montelukast  verringerte lediglich nicht dgnifikant die

Bronchokongtriktion um ca. 24 %, unabhdngig davon, ob die Ovabumin induzierte
Bronchokonstriktion bereits | Stunde nach der ersten Gabe von Montelukast oder erst nach 3-
tAgiger Therapie bestimmt wurde. Eine Signifikanz erreichte diese Hemmung der

Bronchokonstriktion erst nach 2wdchiger taglicher oraer Applikation von Montelukast.

*_ Von den getesteten Pflanzenextrakten zeigte sich eine signifikante Hemmung der

Bronchokonstriktion nach 3-wochiger Applikation bel Piarorhiza kurroa, was im Vergleich zu der

Glucocorticoid-Wirkung einer etwas schwécheren antientziindlichen Wirkung entsprach.

- Die Applikation von Wascha (Gummiharz von Dorema ammoniacum) in Kombination mit
Montdukast bewirkte eine Verdoppelung der Montelukast-Wirkung nach einer Woche. Da bei
dleiniger Applikation von Wascha keine Wirkung demonstriert werden konnte, scheint hier ein
interessanter Synergieeffekt die Ursache fir diese Wirkverdoppelung zu sein.

- Wirkungdos blieb auch die orale Applikation von Extrakten aus Angurate und Caiophora

sepiara nach Uber 3 Wochen Behandlung.

- Acetosyringenin zeigte weder nach orader noch nach inhalativer Applikation eine akut

antiasthmatische Wirkung. Nach Applikation Uber 3 Wochen konnte dagegen eine tendenziell

antiasthmatische Wirkung demonstriert werden, die aber keine dtatistische Signifikanz
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gegentiber der Kontrollgruppe ergeben hatte. Die Histamin-induzierte Bronchokonstriktion
konnte durch Acetosyringenin nicht gehemmt werden. Als Ursache fir diese Diskrepanz unserer
Versuche zu den friheren Untersuchungen konnen die unterschiedliche Tierhatung, das Arbeiten
mit ener nicht vaidierten und standardiserten  Versuchsanordnung oder abweichende

Applikationstechniken verantwortlich sain.

Die vorgelegten Untersuchungsergebnisse belegen, dass das plethysmographische Zwelkammer-
Tiermodell in der jetzt vorliegenden von uns validierten und standardiserten Methode an
Ovalbumin-sensibilisierten Meerschweinchen geeignet ist, nicht nur die antiasthmatische
Wirksamkeit von synthetischen Arzneistoffen zu bestdtigen bzw. zu Uberprifen, sondern auch
Pflanzenextrakte und daraus isolierte Wirkstoffe auf ihr mogliches antiasthmatisches
Wirkpotential hin zu untersuchen.

Die antiasthmatische Wirksamkeit untersuchter bekannter in der Humanmedizin eingesetzter
Antiasthmatika korrelierte eindeutig mit den Ergebnissen in unseren Tiermodellen.

Die Methode ist sowohl fir die Suche nach neuen Wirkstoffen als auch fur die Wirkkontrolle in
Industriebetrieben geeignet.
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