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1. Einleitung

1.1 Vorwort

Die Forschung der letzten Jahre hat gezeigt, dass allergische Erkrankungen,
wie Atopische Dermatitis, Allergische Rhinitis und Asthma bronchiale, weder als
eine rein immunologische noch als eine ausschlie3lich neuronale Erkrankung
angesehen werden koénnen (Barnes, 1986, Barnes, 2004). Die den
entzundlichen Veranderungen zu Grunde liegenden Mechanismen werden
dabei von einer Vielzahl an Mediatoren neuronalen Ursprungs beeinflusst. Im
Bereich der Pathophysiologie und Pathobiochemie des Asthma bronchiale sind
mittlerweile bereits Uber finfzig Mediatoren mit Effekten auf verschiedenste
pulmonale Funktionen beschrieben worden (Barnes et al., 1998). Fortschritte
auf diesem Gebiet wurden vor allem durch die Entwicklung neuer, potenter
Inhibitoren gemacht, die entweder die Rezeptoren der Mediatoren blockieren
oder sie selbst inhibieren (Joos and Pauwels, 2001, Eynott et al., 2002, Eynott
et al., 2003). Der Ort der Synthese der einzelnen Mediatoren liegt sowohl im
Bereich von Entzindungszellen wie Mastzellen, Eosinophilen, Basophilen,
Neutrophilen oder T-Lymphozyten, als auch im Bereich gewebsstandiger Zellen
wie Epithelzellen, Endothelzellen, Myozyten oder Atemwegsneuronen (Barnes
et al, 1998). Neben den klassischen Mediatoren Noradrenalin in
postganglionaren  sympathischen Nervenfasern und Acetylcholin in
parasympathischen Nervenfasern existieren eine Reihe von Neuropeptiden, die
ausgepragte pharmakologische Effekte auf den Muskeltonus der Blutgefalie
und der Bronchien, die Drusensekretion und auf Entzindungs- und
Immunzellen haben (Dinh et al., 2006b). Diese Neuropeptide gehodren zu
keinem morphologischen eingrenzbaren System. Die Effekte, die diese
Neuropeptide hervorrufen, werden unter dem Begriff des nicht-adrenergen
nicht-cholinergen (NANC)-Systems zusammengefal3t.

Die Rolle des Nervensystems wurde bisher geschichtlich sehr unterschiedlich
gewichtet und bewertet. Sehr frih begann man sich flr das Nervensystem der
humanen Lunge zu interessieren und es anatomisch detailliert zu beschreiben,
da ein Zusammenhang zwischen dem Nervensystem und der Pathophysiologie

des Asthma bronchiale vermutet wurde (Willis, 1681). Zu Beginn des 19.



Jahrhunderts mit der Griindung der modernen Allergologie durch Portier P. und
Richet C. (1902) (Portier and Richet, 1902) wurde eine Epoche der
immunologischen Forschung eingeleitet, dabei ruckte das Interesse am
Nervensystem der Atemwege wieder in den Hintergrund. In den sechziger
Jahren des zwanzigsten Jahrhunderts konnte gezeigt werden, dass Stimulation
von Nervenfasern die Entzindung verstarkt und eine komplexe
Reaktionsantwort auslost. Diese komplexe Reaktion kann zu einer gesteigerten
Gefallpermeabilitat, Plasmaextravasation, Schleimsekretion, Einwanderung von
Entzindungszellen und Gefaldremodelling durch die lokale Freisetzung von pro-
inflammatorischen Mediatoren fiihren. Diese durch Neuropeptide ausgeldsten
Entzindungen wurden von Jancso N. (1967) (Jancso et al., 1967) damals als
,nheurogene Entzindung“ bezeichnet. Das Phanomen der neurogenen
Entzindung flhrte zu einem zunehmenden Interesse am Nervensystem der
Atemwege. Gestiitzt durch diese Beobachtung wurde die Hypothese ,Asthma
sei ein Axonreflex® von Peter J. Barnes (1986) (Barnes, 1986) aufgestellt.
Seitdem wurden unterschiedliche Aspekte der neurogenen Entzindung im
Tiermodell untersucht. Uber die Rolle der neurogenen Atemwegsentziindung
beim Menschen ist aber bisher wenig bekannt. Im Hinblick auf die Komplexitat
der neuro-immunen Interaktion bei chronisch entzundlichen
Atemwegserkrankungen soll die genauere Rolle der Atemwegsinnervation und
deren Neuropeptidexpression in weiteren Studien bezlglich deren Aktivierung
und Interaktion zwischen Entzundungszellen und Atemwegsneuronen in

Zukunft untersucht werden.



1.2 Die autonome und sensible Innervation der oberen und unteren
Atemwege und der Lunge

1.2.1 Anatomischer Hintergrund

Heute ist bekannt, dass die Atemwege von zahlreichen Nervenfasern mit
unterschiedlichem Ursprung innerviert werden. Die Nervenversorgung der
Atemwege wird nach der klassischen Einteilung in ein autonomes efferentes
System mit einem sympathischen und einem parasympathischen Anteil und in

ein sensibles System gegliedert.

1.2.1.1 Obere Atemwegsinnervation

Die sensible Versorgung der oberen Atemwege stammt aus dem Ganglion
trigeminale, wobei die vorderen Anteile der Nase vom N. Ophthalmicus und
sowie dem Septum und die hinteren Anteile aus dem N. Maxillaris versorgt
werden (Hunter and Dey, 1998, Dinh et al., 2003). Die zentrale Projektion
dieser sensiblen Neuronen endet in den Nucleus tractus spinalis n. trigemini.
Praganglionare sympathische Neurone sind in dem Nucleus intermediolaterales
des oberen thorakalen Rickenmarks lokalisiert. Deren Axone erreichen das
Ganglion cervicale superius Uber die Vorderwurzel und den zervikalen
sympathischen Grenzstrang. Postganglionare sympathische Nervenfasern
formen einen Plexus um die Arteria carotis interna und erreichen Uber das
Ganglion sphenopalatinum die Nasenschleimhaut. Praganglionare
parasympathische Neurone liegen im Nucleus salivatorius superior und
erreichen den N. facialis und das Ganglion sphenopalatinum. Postganglionare
parasympathische Neurone ziehen von dort aus zur Nasenschleimhaut
(Lundberg et al., 1981a).

1.2.1.2 Innervation der unteren Atemwege und der Lunge

Die Neurone der sensiblen Atemwegsinnervation liegen in den vagalen
sensiblen Ganglien jugulare und nodosum. Es handelt sich hier um
pseudounipolare Neurone, deren Axone mit dem N. vagus verlaufen. Uber den
N. vagus (N. laryngeus recurrens, Rr. bronchiales) erreichen die Axone die

Lunge. Die zentrale Projektion dieser Neurone endet in den Nucleus des tractus



solitarii. Eine zusatzliche sensible Versorgung der Atemwege stammt aus den
thorakalen Spinalganglien (Lundberg et al., 1988, Kummer et al., 1992). Die
Axone der spinalen sensiblen Neurone verlaufen zusammen mit den
sympathischen Axonen, durchqueren die sympathischen Grenzstrangganglien
und ziehen Uber die Hinterwurzel zu den Laminae | & |l der Substantia
gelatinosa im Hinterhorn des Ruckenmarks.

Das Zentrum der sympathischen Innervation der unteren Atemwege und der
Lunge liegt im Nucleus intermediolaterales und im Nucleus intercalatus des
thorakalen Rickenmarks. Axone der sympathischen praganglionaren Neurone
verlassen gemeinsam mit allen motorischen Fasern uber die Vorderwurzel das
Ruckenmark und ziehen zu den pra- und paravertebralen Grenzstrangganglien,
hauptsachlich zu dem Ganglion cervicale superius und medius sowie zu dem
Ganglion stellatum. Von hier ziehen postganglionare sympathische Axone Uber
den R. pulmonales zur Lunge.

Die praganglionaren parasympathischen Neurone liegen im Nucleus dorsalis
nervi vagi und im Nucleus ambiguus des Hirnstamms. Die Axone dieser
Neurone ziehen zum Teil mit dem N. laryngeus recurrens (Myers et al., 1988,
Myers et al., 1990) zu den kleinen intramuralen Ganglien der Trachea. Ein
anderer Teil erreicht die postganglionaren Neurone Uber die vagalen Rami
bronchiales (Kalia and M., 1980, Kalia and Mesulam, 1980). Kurze Axone der
postganglionaren Neurone versorgen die glatte Muskulatur der Trachea,
Bronchi, Bronchioli, die Drisen und sekretorischen Zellen des Epithels sowie
die groRen PulmonalgefalBe der Atemwege (Partanen et al, 1982).
Sympathische, parasympathische und sensible Nervenfasern vereinigen sich zu
einem Nervengeflecht um die Atemwege, das an der Hinterwand der Trachea

liegt und am Lungenhilus in die Lunge eintritt (Lundberg et al., 1984).

1.2.2 Sympathische Innervation

1.2.2.1 Sympathische Innervation der oberen Atemwege

Die oberen Atemwege werden von einem dichten Geflecht aus sympathischen
Nervenfasern versorgt. Wahrend Gefalle wie Arterien und Venen, Veniolen und

Arteriolen der Nasenschleimhaut reichlich von sympathischen Nervenfasern



innerviert werden (Dahlstrdom and Fuxe, 1965), findet sich bei den Drisen der
Nasenschleimhaut eine sparliche sympathische Innervation mit einigen Fasern.
Die Stimulation von praganglionaren wie postganglionaren sympathischen
Fasern fuhrt zu einer nasalen Vasokonstriktion und Kontraktion von vendsen
Gefallen mit einer Verminderung des Volumens der Nasenhohle.

Noradrenalin (NA) ist der klassische Neurotransmitter von postganglionaren
sympathischen Nervenfasern in den GefalRen der Nasenschleimhaut. Die
Stimulation der sympathischen Nervenfasern kann zu einer Freisetzung von NA
mit Kontraktion der Gefalle der Nasenschleimhaut fuhren. Sympathische
Innervation spielt offenbar eine wichtige Bedeutung bei der Kontrolle der Tonus
der Gefalle der Nasenschleimhaut.

Ein weiteres wichtiges Neuropeptid der Nasenschleimhaut ist das Neuropeptid
Tyrosin (NPY), welches fast von der Halfte aller sympathischen Neurone im
SCG synthetisiert wird. NPY wirkt an den Gefallen der Nasenschleimhaut tber
einen non-adrenergen Mechanismus vaso-konstriktorisch und ist an der

Kontrolle des Blutflusses der Nasenschleimhaut beteiligt.

1.2.2.2 Sympathische Innervation der unteren Atemwege und der Lunge

Sympathische Nervenfasern konnten um die tracheobronchialen und
pulmonalen GefalRe und die exokrinen Drusen der unteren Atemwege bei
verschiedenen Spezies wie Meerschweinchen, Ratte, Maus, Affen und Mensch
nachgewiesen werden (Mann, 1971, Doidge und Satchell, 1982). Die
sympathische Innervation der glatten Atemwegsmuskulatur ist bei den
verschiedenen Spezies unterschiedlich ausgepragt. Bei den Meerschweinchen
wurde eine dichte Innervation an sympathischen Nerven gefunden, wahrend bei
den Affen nur eine sparliche Versorgung der glatten Atemwegsmuskulatur mit
sympathischen Nervenfasern beobachtet wurde (Doidge und Satchell, 1982).
FUr den Fall, dass im Vergleich zu den Meerschweinchen nur eine sparliche
sympathische Innervation in den Atemwegen beim Menschen vorkommt, kann
aufgrund der geringeren Dichte der Innervation keine Aussage uber deren
funktionelle Bedeutung getroffen werden (Sheppard et al., 1983). Da die glatte

Atemwegsmuskulatur eine funktionelle Einheit bildet, sind vielleicht nur



Kontakte von einzelnen glatten Muskelzellen mit den sympathischen
Nervenfasern erforderlich, um eine Aktion der bronchialen
Atemwegsmuskulatur auszuldsen. In Rezeptorbindungs-Studien konnte eine
hohe Dichte an -Rezeptoren in den Lungengeweben verschiedener Spezies
einschlieBlich des Menschen nachgewiesen werden. Die Stimulation von
sympathischen Nervenfasern kann Uber Aktivierung von 3-Rezeptoren zu einer
Erweiterung der Bronchien fuhren (Barnes et al., 1980). Weiterhin konnte eine
Zunahme der Dichte dieser B-Rezeptoren von der Trachea bis in die terminalen
Bronchiolen beobachtet werden, wahrend nur vereinzelte a-Rezeptoren in den
Atemwegen lokalisiert wurden (Barnes et al., 1979).

Sympathische Nervenfasern enthalten neben dem klassischen Transmitter
Noradrenalin (NA) weitere Neuropeptide wie NPY, Stickstoffmonoxid (NO) und
vasoaktives intestinales Polypeptid (VIP) als postganglionare Mediatoren. NPY
wurde oft zusammen mit NA in sympathischen Nervenfasern um die Arterien,
Arteriolen und in der glatten Bronchialmuskulatur der unteren Atemwege
angetroffen (Lundberg et al., 1983, Uddman et al., 1984) und auch in
sympathischen Atemwegsneuronen gefunden (Kummer et al., 1992). NPY
kommt teilweise gemeinsam mit NA oder mit VIP in sympathischen
Atemwegsneuronen vor (Bowden and Gibbins, 1992). Bekannt ist auch, dass
zahlreiche sympathische Atemwegsneurone NO produzieren (Fischer et al.,
1993). Aufgrund der zahlreichen Neuromediatoren, die von sympathischen
Nervenfasern synthetisiert und freigesetzt werden, kann eine wichtige Rolle der
sympathischen Atemwegsinnervation sowohl unter normalen als auch unter

pathologischen Bedingungen nicht ausgeschlossen werden.

1.2.3 Parasympathische Innervation

1.2.3.1 Parasympathische Innervation der oberen Atemwege

Die BlutgefaRe und Drisen der Nasenschleimhaut werden von einem dichten
Netzwerk parasympathischer Nervenfasern versorgt. Stimulation der
parasympathischen Nervenfasern und Neurone im Ganglion sphenopalatinum
fuhrt zu einer Freisetzung von Acetylcholin (ACh) mit einer Aktivierung von

muskarinergen Rezeptoren zu einer nasalen Hypersekretion. Sowohl durch den



Nachweis des ACh-Abbauenzyms Acetylcholinesterase (AChE) als auch des
ACh-synthetisierenden Enzyms, Cholin Acetyltransferase (ChAT), konnte der
Ursprung parasympathischer Innervation der exokrinen Drisen und Gefale der
Nasenschleimhaut aus dem Ganglion sphenopalatinum nachgewiesen werden
(Lundberg et al., 1981a). Ein weiteres wichtiges Neuropeptid der
Nasenschleimhaut ist VIP. VIP kommt haufig mit ACh in Nervenfasern der
Nasenschleimhaut vor (Lundberg et al., 1981b). Die Stimulation von
parasympathischen Nervenfasern kann zu einer Freisetzung von VIP fuhren.
VIP vermittelt Gber nikotinerge Rezeptoren eine non-cholinerge Vasodilatation
der Gefalde der Nasenschleimhaut (Lundberg et al., 1981b). Weiterhin konnte
das Calcitonin Gene-Related Peptid (CGRP) in parasympathischen Neuronen

des Ganglion sphenopalatinum gezeigt werden (Stjarne et al., 1989).

1.2.3.2 Parasympathische Innervation der unteren Atemwegen und der
Lunge

Die unteren Atemwege und die Lunge werden zahlreich von
parasympathischen Nervenfasern aus dem N. vagus versorgt. Klassischer
Mediator der pra- und postganglionaren parasympathischen Neurone ist
Acetylcholin  (ACh). Bei vielen Untersuchungen mit verschiedenen
Saugerspezies  konnte  durch  Nachweis des  ACh-Abbauenzyms
Acetylcholinesterase (AChE) als Mediator in postganglionaren
parasympathischen Neuronen, die mit ihren Nervenendigungen die glatte
Atemwegsmuskulatur und die exokrinen Drisen innervieren, nachgewiesen
werden (Mann, 1971). Mit immunhistochemischen Methoden zur Lokalisation
des ACh-synthetisierenden Enzyms, Cholin Acetyltransferase (ChAT) wurden
cholinerge Nervenendigungen um Blutgefalle und in der Lamina propria
mucosae beim Meerschweinchen gefunden (Canning and Fischer, 1997).
Ebenso wurde Uber die Abwesenheit von cholinergen Nervenfasern in der
Lamina propria mucosae und um Blutgefalle der Atemwege des Menschen
berichtet (Partanen et al., 1982).

Neben dem bereits erwahnten klassischen Mediator Acetylcholin wurden in den

intrinsischen parasympathischen Neuronen der Atemwege beim Menschen



weitere Mediatoren wie VIP (Dey et al., 1981) und NO (de Rada et al., 1993),
welche unterschiedliche und teilweise entgegengesetzte pharmakologische
Wirkungen besitzen, nachgewiesen. Diese Mediatoren kommen mit ChAT
sogar teilweise kolokalisiert vor (Fischer et al., 1996a). Bei den anderen
Spezies konnten noch weitere Mediatoren wie Galanin (Cheung et al., 1985),
Substanz P (SP) (Dey et al., 1988), (Fontan et al., 2000), Calcitonin Gene-
Related Peptide (Nohr et al., 1995), und Opioide (Shimosegawa et al., 1990)
nachgewiesen werden. Aktivierung der parasympathischen

Atemwegsinnervation fuhrt zu Bronchokonstriktion und Schleimsekretion.

1.2.4 Sensible Innervation

1.2.4.1 Sensible Innervation der oberen Atemwege

Die Nasenschleimhaut enthalt eine dichte sensible Versorgung aus dem
Ganglion trigeminale. Die Herkunft sensibler Nervenfasern der
Nasenschleimhaut aus dem Ganglion trigeminale konnte durch neuronale
Tracing Studien gezeigt werden (Hunter and Dey, 1998, Dinh et al., 2003, Dinh
et al., 2005b). Sensible Nervenfasern kénnen im Rahmen nasaler protektiver
Reflexe Uber Mechano-Rezeptoren und chemosensitive Nervenendigungen die
unteren Atemwege vor Inhalation von schadlichen Partikeln und Chemikalien
schitzen. Immunhistochemische Farbungen zeigten, dass Tachykinine wie SP
in den nasal-spezifischen Neuronen und den Nervenfasern in der
Nasenschleimhaut vorkommen (Hunter and Dey, 1998, Dinh et al., 2003). Eine
Reihe von Stimuli wie Zigarettenrauch, schadliche Partikel und Chemikalien
sind in der Lage sensible Neurone zu aktivieren (Lundblad et al., 1983). Durch
Stimulation der sensiblen Neurone kann es zu einer Freisetzung von pro-
inflammatorischen Neuropeptiden wie SP aus den Nervenfasernendigungen
kommen. Nach deren ummittelbaren Freisetzung kann es zu einer Entzindung
in der Nasenschleimhaut kommen. Weitere Neuropeptide wie CGRP wurden in
sensiblen Nervenfasern der Nasenschleimhaut identifiziert. CGRP kommt oft
mit SP kolokalisiert vor. Nach der Freisetzung induziert CGRP eine

Vasodilatation in den Gefalden der Nasenschleimhaut (Stjarne et al., 1989).



1.2.4.2 Sensible Innervation der unteren Atemwege und der Lunge

Die sensible Innervation der unteren Atemwege und der Lunge verlauft im N.
vagus. Sie erhalt nicht nur Informationen aus Erregungen von Beruhrungs- und
Dehnungsrezeptoren an der Trachea, den Bronchi, den Bronchioli und sondern
auch denen unter der Pleura. AuBerdem ist bekannt, dass die sensible
Innervation der unteren Atemwege funktionell ahnlich wie die obere sensible
Atemwegsinnervation auf Reize reagieren kann. Stimuli wie Capsaicin,
Bradykinin, hyperosmotische Salzlésung, Zigarettenrauch, Allergene, Ozon,
pro-inflammatorische Mediatoren und kalte trockene Luft sind in der Lage, die
sensible Innervation der unteren Atemwege zu aktivieren. Aktivierung dieser
Neurone kann zu einer Freisetzung von pro-inflammatorischen Neuropeptiden
fuhren, die zu einer Entzindung in den Atemwegen fuhren kann.

Nach ihren elektrophysiologischen Eigenschaften lassen sich die sensiblen
Nervenfasern in drei Klassen einteilen: Langsam  adaptierende
Dehnungsrezeptoren, schnell adaptierende Dehnungsrezeptoren und C-
Fasern-Rezeptoren. C-Fasern unterscheiden sich nicht nur
elektrophysiologisch, sondern auch neuroanatomisch von den Fasern der
Dehnungsrezeptoren (Ricco et al, 1996). Die Perikaryen der
Dehnungsrezeptoren des Meerschweinchens befinden sich im Ganglion
nodosum, die der C-Fasern im Ganglion jugulare. Im Gegensatz zu den
Dehnungsrezeptoren sind C-Fasern aufgrund ihrer unmyelinisierten Axone sehr
langsam im Leiten (<1 m/s) (Coleridge and Coleridge, 1984). Sie dienen nicht
nur der Informationstibermittlung, sondern kénnen auch unmittelbar nach
Stimulation  pro-inflammatorische = Neuropeptide wie die Tachykinine
synthetisieren und freisetzen. Zur Familie der Tachykinine zahlt die Neuropeptid
SP und Neurokinin A (NKA), die eine pro-inflammatorische Wirkung in den
Atemwegen haben. Ein wichtiges in der Atemwegsinnervation vorkommendes
und strukturell aber mit den Tachykininen nicht verwandtes Neuropeptid ist
Calcitonin Gene-Related Peptid (CGRP). CGRP kommt sehr gehauft mit
Tachykininen in sensiblen Neuronen der Atemwege vor und spielt bei der
Vermittlung der Vasodilatation in den GefaRen der unteren Atemwege eine

wichtige Rolle (Kummer et al., 1992, Verastegui et al., 1997b).
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Abb. 1 Atemwegsinnervation der Mauselunge (Dinh et al. 2006b)
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1.3 Mediatoren und Rezeptoren in den Atemwegen

1.3.1 Tachykinine

Bei den Tachykininen handelt es sich um eine Familie von Neuropeptiden, die
alle an ihrem C-terminalen Ende die gleiche Aminosauresequenz besitzen.
Substanz P (SP) wurde erstmals 1931 beschrieben (Euler and Gaddum, 1931)
aber erst 1971 sequenziert (Chang et al., 1971).

In den Atemwegen kommen neben SP weitere Tachykinine wie Neurokinin A
(NKA) (Springer et al.,, 2004), sowie dessen N-terminal verlangerte Peptide
Neuropeptid K (NPK) (Tatemoto et al., 1985) und Neuropeptid y (Kage et al.,
1988, Harmar et al., 1990) vor. Diese Peptide werden vom gleichen Gen, dem
Praprotachykinin A (PPT-A)-Gen, kodiert (Nawa et al., 1983). Aus dem
Praprotachykinin A-Gen wird mRNA transkribiert und alternativ gespleilt, so
dass 4 mRNA-Formen (a,B,y,0) entstehen konnen (Nawa et al., 1983). Allen vier
ist gemeinsam, dass die entsprechenden Pra-pro-Peptide die Sequenz von SP
enthalten. Neurokinin A (NKA) und seine N-terminal verlangerten Formen,
Neuropeptid K und Neuropeptid y, entstehen nur in solchen Zellen, die von
diesem Gen die B-(Neuropeptid K) oder y—Form der mRNA (Neuropeptid v)
spleiRen. Es wird vom PPT-B-Gen kodiert (Kotani et al., 1986). Weitere
Tachykinine wie Virokinin und Hemokinin wurde vor kurzem entdeckt und
charakterisiert (Patacchini et al., 2004).

Die Tachykinine werden von den Nervenfasern der unteren Atemwege der
Maus, des Meerschweinchens und des Menschen synthetisiert (Lundberg et al.,
1984, Hua et al., 1985). Ort der Tachykinin Synthese sind sensible Neurone der
vagalen Ganglien (Kummer et al., 1992, Dinh et al., 2005¢) und der thorakalen
Spinalganglien (Dinh et al., 2004a), deren Axone versorgen die glatte
Muskulatur des Bronchus und der Bronchiolen, die Blutgefalle und die
Schleimdrisen der Atemwege. lhre Wirkungen vermitteln die Tachykinine Uber
Neurokinin-1-(NK-1) und Neurokinin-2-(NK-2) (Helke et al., 1990), die in dem
Trachea- und Bronchialmuskel, Drisen- und respiratorischen Epithel und in den
einzeln liegenden Zellen der Lamina propria nachgewiesen werden konnten
(Fischer et al., 1992). Durch die unterschiedliche Affinitdt der Tachykinine zu

ihren Rezeptoren lassen diese sich pharmakologisch differenzieren. SP
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vermittelt ihre Wirkung bevorzugt Uber NK-1-Rezeptor (Joachim et al., 2004,
Springer et al., 2005) und Neurokinin A bevorzugt Uber NK-2-Rezeptor
(Springer et al., 2004). Die Wirkung von Tachykininen in den Atemwegen kann

als ,pro-inflammatorisch“ bezeichnet werden.

Abb. 2 Die dichte Innervation der unteren Atemwege des Menschen wird
dargestellt durch PGP-positive Nervenfasern in dem humanen Bronchus. A)
Immunhistochemische Darstellung mittels eines gegen PGP 9,5 (Pan-
neuronaler Marker) und B) SP gerichteten Primarantikbrpers und eines
fluoreszierenden Sekundarantikdrpers. Die Nervenfasern verlaufen unter dem

Epithel eines Bronchus. Originalvergréfierung x 250. (Dinh et al. 2006b)
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1.3.2 Noradrenalin

Klassischer  Neurotransmitter der  postganglionaren  sympathischen
Nervenfasern in den unteren Atemwegen der Sauger einschlieBlich des
Menschen ist Noradrenalin (NA). Das Ausgangssubstrat der Biosynthese von
Noradrenalin und Adrenalin ist Tyrosin, das durch das Schrittmacherenzym
Tyrosin-Hydroxylase (TH) in Dihydroxyphenylalanin (Dopa) und weiter in
Dopamin umgewandelt wird. Durch Hydroxylierung des p-Kohlenstoffes der
Seitenkette des Dopamin mit Hilfe des Enzyms Dopamin-B-Hydroxylase
entsteht Noradrenalin. In einem weiteren biochemischen Reaktionsschritt
entsteht durch die Methylierung des Noradrenalins Adrenalin. Diese
Katecholamine werden in den Zellen des Nebennierenmarks und des
sympathischen Nervensystems in Sekretgranula gespeichert und unmittelbar
nach Stimulation freigesetzt.

Immunhistochemische Farbungen konnten die Expression von TH in
Nervenfasern zeigen, die die Gefalle und die glatte Muskulatur der Trachea
und der Bronchien der unteren Atemwege innervieren. Viele TH-positive
Nervenfasern besitzen NPY. Mittels Tracingstudien konnte die Herkunft dieser
TH-+/NPY-+-Nervenfasern nachgewiesen werden. TH-+/NPY-+-Nervenfasern
stammen hauptsachlich aus den Neuronen des sympathischen Ganglion
stellatum und des Ganglion cervicale superius (Kummer et al., 1992, Dinh et
al., 2004c). Es wurden bisher aber auch TH-positive Neurone in Vagalganglien
der Ratte mit Projektion zum Osophagus und Magen gefunden (Kummer et
al., 1993).

NA vermittelt vorwiegend Uber B2-Rezeptoren durch eine Aktivierung der
Adenylatzyklase eine Bronchodilatation, eine Sekretionssteigerung sowie eine
Steigerung der Zilien-Schlagfrequenz beim Menschen (Coburn and Tomita,
1973).

13



SCG

Allergen

Abb. 3: Tyrosin-Hydroxylase (TH), Schrittmacherenzym von NA und
Neuropeptide Tyrosine (NPY) in retrograd FB-markierten Neuronen des
Ganglion cervicale superius (SCG) vor und nach der Allergen Sensibilisierung

und Provokation, scale bar: 25 ym. (Dinh et al. 2004c)
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1.3.3 Neuropeptid Tyrosin

Neuropeptid Tyrosin (NPY) ist ein aus 36 Aminosauren aufgebautes Peptid
(Tatemoto et al., 1982). Es gehort zusammen mit Peptid YY zu der grolen
Familie der pankreatischen Polypeptide. NPY kommt in hohen
Konzentrationen im Gehirn vor, wahrend Peptid YY vorwiegend im
gastrointestinalen Trakt nachgewiesen wird. In den Atemwegen der Katze, des
Meerschweinchens, der Ratte (Uddman et al., 1984), der Maus (Verastegui et
al., 1997a, Dinh et al., 2004c) und des Menschen (Lundberg et al., 1982)
konnten zahlreiche Nervenfasern mit NPY-Immunreaktivitdt nachgewiesen
werden. Nervenfasern mit NPY finden sich reichlich um die Blutgefale,
seromukdsen Drusen, in der Tunica mucosa und der glatten Muskulatur der
tracheobronchialen Wand. Eine gehaufte Kolokalisation von NPY mit TH in
Nervenfasern, die die Lunge innervieren, wurde mit immunohistochemischen
Farbungen gefunden. Tracing Studien am Meerschweinchen und an der Maus
zeigten, dass diese  NPY- und TH-positiven Nervenfasern aus den
sympathischen Ganglien wie dem Ganglion cervicale superius und Ganglion
stellatum stammen (Kummer et al., 1992).

Die Wirkungen von NPY und Peptid YY werden uber NPY-Rezeptoren
vermittelt. Die zentrale Wirkung von NPY liegt wahrscheinlich in der
Regulation des Blutdrucks und der Nahrungsaufnahme (Kummer et al., 1992,
Bing et al., 1999). NPY relaxiert die glatte Atemwegsmuskulatur, fihrt aber zu
einer Vasokonstriktion der BlutgefalRe der Atemwege und ist an der Regulation

der Drusensekretion beteiligt (Lundberg and Modlin, 1994).
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Tab. 1 Vorkommen von Mediatoren in sympathischen, parasympathischen und

sensiblen Ganglien der oberen und unteren Atemwege und der Lunge

Funktionelles System Herkunft

Nase

Sympathisch

Parasympathisch

Sensibel

Trachea

Sympathisch

Parasympathisch

Sensibel

Lunge

Sympathisch

Parasympathisch

Sensibel

Ggl. cervicale superius

Ggl. Sphenopalatinum

Ggl. Trigeminale

Ggl. cervicale superius

Ggl . stellatum
lokale Ggll .
Ggl. nodosum

Ggl. jugulare
Spinalggl.?

Ggl. cervicale superius
Ggl. stellatum

Grenzstranggl. T3-T5
lokale Ggll.
Ggl. nodosum

Ggl. jugulare
Spinalggl. C7-T6
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klass.Transmitter

NA

ACh

Aspartat

Glutamat

NA

ACh

Aspartat

Glutamat

NA

ACh

Aspartat

Glutamat

NANC-Mediatoren

NPY

VIP

SP,NKA,CGRP, NO

NPY,VIP,NO
Dynorphin

VIP,NO,Enkephalin

SP,NKA,CGRP
NO, Dynorphin

NPY,VIP,NO

Dynorphin

VIP,NO,Enkephalin*

SP,NKA,CGRP,
NO, Dynorphin



1.4  Ziel und Fragestellung

Nach dem Stand der Forschung vor den experimentellen Untersuchungen der
vorliegenden kumulativen Arbeit gab es nur Hinweise fur Unterschiede in der
Neuropeptid Expression und Effekte in den Atemwegen bei verschiedenen
Spezies. Im Gegensatz  zum Meerschweinchen wurde die
Atemwegsinnervation der Maus und des Menschen bisher aber wenig
untersucht. In den vorliegenden Arbeiten sollen anatomische, patho-
physiologische und patho-biochemische Grundlagen der Atemwegsinnervation
der Maus, des Menschen und des Meerschweinchen unter normalen und auch
unter patho-physiologischen Bedingungen experimentell ausgearbeitet und
miteinander verglichen werden. Die gewonnenen Daten uber die sensible und
sympathische Innervation der zwei verschiedenen Atmungsorgane wie die der
oberen Atemwege und unteren Atemwege der verschiedenen Spezies sollen
hier helfen, die Rolle der Atemwegsinnervation unter mehreren
Gesichtspunkten wie der Organ-, Spezies- und Krankheits-Spezifizitat zu
verstehen.

Dabei soll die Tachykinin-Expression in mehren Nervensystemen der oberen
und der unteren Atemwege der verschiedenen Spezies im Hinblick auf ihren
Einfluss auf die Entzindungsprozesse in den Atemwegen untersucht werden.
Daruber hinaus sollen Untersuchungen zum Mechanismus der Tachykinin-
Induktion in mehreren Nervensystemen der Atemwege unter verschiedenen
patho-physiologischen Bedingungen durchgefihrt werden. Als ein weiterer
wichtiger Aspekt der Arbeiten sollen die Veranderungen der
Atemwegsinnervation wahrend der allergischen Entzindungsreaktionen beim
Menschen und bei der Maus bezluglich der neuro-immun Interaktion

untersucht werden.

Folgende Fragen sollen hierbei beantwortet werden.

1. Wie verandert sich die sensible und sympathische Atemwegsinnervation
bezuglich deren Neuropeptid Expression bei allergischer
Atemwegsentzundung in  einem  Mausmodell flr allergische

Atemwegsentzundungen?
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Gibt es Spezies-spezifische Unterschiede in der Atemwegsinnervation
bezuglich deren Neuropeptid-Expression und Wirkungen in den
Atemwegen?

Gibt es am Beispiel der oberen und unteren Atemwege Organ-
spezifische Unterschiede in der Atemwegsinnervation bezlglich deren
Neuropeptid-Expression und Neuropeptid Effekte?

Gibt es Krankheits-spezifische Unterschiede in der Atemwegsinnervation
bezuglich derer Neuropeptid Expression und Neuropeptid Effekte?
Faktoren, die bei der Tachykinin-Induktion wahrend der allergischen
Atemwegsentzindungen eine Rolle spielen kdénnen, sollen identifiziert
werden

Auswirkungen der Veranderungen der sensiblen und sympathischen
Atemwegsinnervation auf die Atemwegsentziindung und insbesondere

auf Zellen des Immunsystems sollen hier auch untersucht werden
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2 Veranderung der Atemwegsinnervation unter patho-physiologischen
Bedingungen
2.1 Die obere Atemwegsinnervation
2.1.1 Trigeminale sensible Innervation (10.1)
Mit Hilfe von neuronalen Tracing Methoden konnte der Ursprung der sensiblen
Innervation der oberen Atemwege aus dem Ganglion trigeminale nachgewiesen
werden. Mittels eines neuronalen Farbstoffes, welcher in die Nasenschleimhaut
appliziert und von den Nervenfasern an der Injektionsstelle aufgenommen
wurde, konnten Neurone, die die Gefale wund das Epithel der
Nasenschleimhaut innervieren (nasal-spezifische), im Ganglion trigeminale
identifiziert werden. Die Verteilung der nasal-spezifischen Neurone im Bereich
der Aufteilung der Nervi ophthalmicus und maxillaris lassen eine
somatotopische Organisation dieser Neurone innerhalb des Ganglions
vermuten (Hunter und Dey, 1998, Dinh et al., 2005, Dinh et al., 2003). Mit der
Anwendung von neuronalen Tracing Techniken in Kombination mit der
Einfachen- oder Doppel-Immunhistochemie konnten etwa 5 - 6 % der nasal-
spezifischen Neurone mit SP Expression bei der Maus unter normalen
Bedingungen nachgewiesen werden. Im Vergleich zu anderen Spezies wie der
Ratte (81 %), ist die Anzahl bei der Maus sehr gering.
Ein weiteres Ziel der Arbeit war die Untersuchung der Verteilung und
Kolokalisation der Capsaicin-Rezeptoren (TRPV1, friher VR1) mit SP in nasal-
spezifischen Neuronen. Ergebnisse der Untersuchung zeigten eine fast
komplette Kolokalisation von SP und TRPV1 in nasal-spezifischen Neuronen.
Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass TRPV1 an der Biosynthese und
Freisetzung von SP aus den sensiblen Neuronen beteiligt sein kann.
Pharmakologische Studien mit NK-Antagonisten und TRPV1 Antagonist wie
Capsazepine konnten zeigen, dass Neuropeptide wie SP und CGRP aus den
Nervenfasern an der Pathogenese entzundlicher Prozesse beteiligt sind
(Trevisani et al., 2002, Trevisani et al., 2004).
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2.1.2 Obere Atemwegsinnervation unter pathologischen Bedingungen
(20.2)

Bei Patienten mit allergischer Rhinitis wurden im Gegensatz zu den anderen
Rhinitisformen wie toxische und Aspirin-sensitive Rhinitis viel mehr
Nervenfasern mit SP Expression in der Nasenschleimhaut und vermehrte SP
Konzentration in nasaler Lavage gefunden (Groneberg et al., 2003a, Groneberg
et al., 2003b, Nieber et al., 1992, Heppt et al., 2004), wahrend die Anzahl der
Nervenfasern mit CGRP in allen Rhinitisformen unverandert war. Da vermehrt
Nervenfasern mit VIP bei allen Formen der Rhinitis und NPY bei toxischer und
allergischer Rhinitis gefunden wurden, ist eine Anderung der autonomen
Innervation der oberen Atemwege und somit eine Beteilung des autonomen
Nervensystems an der Pathophysiologie der Rhinitis sehr wahrscheinlich.
Immunohistochemische Analyse der Nervenfasern in den
Nasenschleimhautbiopsien hat den Nachteil, dass der Ursprung der
Nervenfasern nicht eindeutig zugeordnet werden kann. Die Frage, welche
(sensible, sympathische oder parasympathische) Innervation einer
Veranderung wahrend Entzindungsprozessen unterworfen ist, bleibt daher
offen. Nur mit Hilfe von Tracing Techniken lassen sich die Urspriinge der

Nervenfasern identifiziert werden.

2.2 Dielnnervation der unteren Atemwege und der Lunge
2.2.1 Sympathische Innervation der unteren Atemwege und der Lunge
unter pathophysiologischen Bedingungen (10.3)
Seit langem ist bekannt, dass das autonome Nervensystem an der
Pathogenese von chronisch entzundlichen Erkrankungen wie Asthma
bronchiale und COPD beteiligt ist. Stimulation der sympathischen
Atemwegsinnervation flhrte, vermittelt Gber die Effekte auf die glatte bronchiale
Muskulatur, die bronchialen GefalRe und Drusen, zu einer Erweiterung der
Bronchien und Bronchiolen. Im Gegensatz zu anderen Spezies sind Effekte der
sympathisch-adrenergen Atemwegsinnervation auf den Tonus der glatten
Muskulatur der Atemwege des Menschen weniger ausgepragt (de Jongste et
al., 1991, Canning und Fischer, 2001, Canning, 2002).
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Bei der Maus konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass viele sympathische
Neurone aus dem SCG und Stellatum NA oder/und NPY produzieren. Die
sympathische Innervation der Atemwege der Maus stammt aus beiden
sympathischen Ganglien, dem SCG und Ganglion stellatum (Dinh et al. 2004c).
Nach der Sensibilisierung und Provokation mit Allergene wurde keine
signifikante Veranderung der Anzahl von Neuronen in SCG und Stellatum, die
NA und/oder NPY produzieren, gefunden (Dinh et al., 2004c). Es ist nicht ganz
abwegig, die Expression von NA und NPY bei Atemwegsentzindungen zu
untersuchen, da eine Beteiligung von NA und NPY an allergischen
Erkrankungen in friheren Arbeiten bereits vermutet wurde. NPY ist in der Lage,
die Hauptsymptome wie Niesen, Juckreiz und Hypersekretion bei Rhinitis zu
lindern (Lacroix und Mosimann, 1996). Weiterhin moduliert NPY die cholinerge
Neurotransmission und verhindert Tachykinin Freisetzung von sensiblen
Nerven. NPY Plasma Level wurde bei Patienten mit Asthma bronchiale nach
Exazerbation erhoht gefunden, wahrend wenige Nervenfasern mit NPY in
Biopsien von Patienten mit Asthma bronchiale und COPD im Vergleich zu den
Gesunden beschrieben wurden (Cardell et al., 1994, Chanez et al., 1998).
Daher wurde eine protektive Rolle von NPY bei allergischen

Atemwegsentzundungen vermutet (Lacroix und Mosimann, 1996).

2.2.2 Sympathische Innervation und Tachykinine unter pathologischen

Bedingungen (10.3)
In der vorliegenden Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass SP von
sympathischen Neuronen im SCG und Ganglion Stellatum unter normalen und
pathologischen Bedingungen wie bei allergischen Atemwegserkrankungen im
Gegensatz zu den vagal sensiblen Ganglien nicht exprimiert werden. Diese
Ergebnisse bestatigen fribere Untersuchungen, dass Tachykinine nur von
sensiblen Neuronen produziert werden. Vereinzelte Studien von Jonakait
berichteten, dass, ahnlich wie bei den sensiblen Neuronen, auch sympathische
Neurone aus dem SCG durch eine Reihe von Stimuli angeregt werden,
Tachykinin zu produzieren (Shadiack et al., 1993, Shadiack et al., 1994, Ding et
al., 1995).
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2.2.3 Vagal sensible Innervation unter normalen und pathologischen
Bedingungen (10.4, 10.5)

Ergebnisse aus den vorliegenden Arbeiten konnen zeigen, dass sensible
Nervenfasern, die die unteren Atemwege und die Lunge der Maus innervieren,
ahnlich wie bei den anderen Spezies z. B. beim Meerschweinchen aus dem
Ganglion jugulare und des Ganglion nodosum stammen (Fischer et al., 1996b,
Undem et al., 1999, Myers et al., 2002, Dinh et al., 2005c, Dinh et al., 2005d).
Um zu Uberprufen, ob Tachykinine auch an der Pathophysiologie der
allergischen Atemwegsentzindungen bei der Maus beteiligt sind, wurde die
Expression von Tachykininen in einem Mausmodell fir allergische
Atemwegsentzindungen untersucht. Pharmakologische Studien mit NK-1
Rezeptor Antagonisten lieferten den Nachweis fur eine Beteiligung von
Tachykininen an der Pathophysiologie der allergischen Atemwegs-
entzindungen bei der Maus (Quarcoo et al.,, 2004). Unter normalen
Bedingungen werden Tachykinine ausschlie3lich in kleinen sensiblen Neuronen
mit einem Durchmesser von weniger als 20 ym gefunden. Weiterhin konnte in
der vorliegenden Arbeit nachgewiesen werden, dass Tachykinine in
atemspezifischen Neuronen vorkommen, die gleichzeitig Capsaicin-sensitiv
sind und den Transient Rezeptor Potential Vanilloid (TRPV1) besitzen (Kollarik
et al.,, 2003). Im Vergleich zu den Meerschweinchen wurden bei den Mausen
sehr viel weniger atemspezifische Neurone mit Tachykinin Expression
gefunden, welches auf einen Spezies-spezifischen Unterschied in der
Neuropeptid Expression hindeutet.

Unter allergischen  Atemwegsentzindungen wurden Tachykinine in
atemspezifischen Neuronen mit grollerem Durchmesser gefunden. Die
Induktion von Tachykininen in sensiblen Neuronen wurde bereits beim
Meerschweinchen nach Allergensensibilisierung und Provokation beobachtet
(Fischer et al., 1996b). Ahnlich wie beim Meerschweinchen wurde die Induktion
von Tachykininen in sensiblen atemwegsspezifischen Neuronen mit
myelinisierten Axonen (Ad-Fasern) (die hohe Leitungsgeschwindigkeit erreichen
konnen) bei der Maus gefunden (Dinh et al. 2005d). Es handelt sich hier um

eine ganz neue neuronale Subpopulation, die durch einen Stimulus wie
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Allergen mit der Synthese und Freisetzung von pro-inflammatorischen
Neuropeptiden reagieren. Die genaue physiologische Bedeutung dieser

neuronalen Subpopulation muss in Zukunft weiter untersucht werden.

2.2.4 Spinale sensible Innervation der unteren Atemwege und der Lunge
(10.6)
Ein weiteres wichtiges Ziel der vorliegenden Arbeit bestand darin, die
Neuropeptidexpression in den atemwegsspezifischen Spinalganglienneuronen
zu untersuchen. Im Hinblick auf neuronale Plastizitat sensibler Neuronen unter
verschiedenen patho-physiologischen Bedingungen wurde zuerst Expression
fur trkA, TRPV1 und SP in Spinalganglienneuronen von unbehandelten,
gesunden, erwachsenen BALB/-c Mausen untersucht (Michael et al., 1997,
Michael und Priestley, 1999, Undem et al., 1999, Fukuoka et al., 2002).
In Kolokalisationstudien mit der Kombination der Doppel-Immunhistochemie
und der Tracing Technik wurden Fast blue-markierte (atemspezifische)
Neurone auf die Expression und Kolokalisation von SP und TRPV1 oder SP
und trkA untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, dass atemspezifische
Neurone mit SP Expression fast immer den Rezeptor TRPV1 exprimieren.
Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass atemspezifische Spinalganglien-
neurone auch an der neurogenen Entzindung in den Atemwegen beteiligt sind.
Alle atemspezifischen Spinalganglienneurone mit SP Expression zeigten
aulRerdem den Rezeptor fur Neurotrophine wie NGF (Bennett et al., 1996). Sie
exprimierten den trkA Rezeptor an ihren Nervenfasern und Zellkérpern, so dass
NGF als Ligand an den trkA-Rezeptor binden und diesen aktivieren kann.
Daher haben Neurotrophine vermutlich eine wichtige Funktion bei der
Aktivierung dieser Neurone im Hinblick auf die Neuropeptid Expression und
Freisetzung von pro-inflammatorischen Neuropeptiden (de Vries et al., 1999,
Dinh et al., 2004b, de Vries et al., 2006). SP, welches aus spinalen sensiblen
Nervenfasern freigesetzt wird, kann Uber Aktivierung des NK-1 Rezeptors
neurogene Entzindung induzieren (Barnes, 2001).
Aufgrund der morphologischen Kolokalisation von SP mit TRPV1 oder trkA in
atemwegsspezifischen Spinalganglienneuronen wird eine Beteiligung der
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sensiblen spinalen Atemwegsinnervation an der neurogenen Entzundung von
Atemwegserkrankungen wie Asthma bronchiale und COPD vermutet. Jedoch
sind weitere Untersuchungen in dieser Richtung in Zukunft erforderlich um eine
genauere Rolle der spinalen sensiblen Versorgung der Atemwege ausmachen

zu konnen.

3 Neuromediatoren und Entzindung (10.7)
In den sechziger Jahren des 20. Jahrhunderts konnte ein direkter Beweis fur
eine neurogene Entziindung erbracht werden. Es wurde nachgewiesen, dass
eine Denervierung oder eine Vorbehandlung mit Capsaicin die neurogene
Entzindung abschwachen konnte (Jancso et al., 1967). Peter Barnes hat,
basierend auf diesen Erkenntnissen, seine Axonreflex-Theorie fur das Asthma
bronchiale aufgestellt (Barnes, 1986).

Pharmakologische Studien mit NK-Antagonisten und TRPV1 Antagonist wie
Capsazepine konnten zeigen, dass Neuropeptide wie SP und CGRP aus den
Nervenfasern an der Pathogenese entzindlicher Prozesse wie bei den Ethanol-
induzierten Entzindungen in den Atemwegen beteiligt sind (Trevisani et al.,
2002, Trevisani et al.,, 2004). Es konnte nachgewiesen werden, dass der
TRPV1 Rezeptor an der neurogenen Entzindungen der Atemwege
verantwortlich ist (Trevisani et al., 2004).

Diese durch pro-inflammatorische Neuropeptide induzierten Entzindungen
wurden als neurogene Entziundungen beschrieben. Neurogene Entzindung
kann als eine komplexe Reaktionsantwort, bestehend aus gesteigerter
Gefallpermeabilitat, Plasmaextravasation, Schleimsekretion, Einwanderung von
Entzindungszellen und Gefaliremodelling bewirkt, durch die lokale Freisetzung
pro-inflammatorischer Mediatoren, beschrieben werden (Barnes, 2001). Weitere
Tachykinine wie Virokinin und Hemokinin wurden vor kurzem entdeckt und
charakterisiert. In den Atemwegen werden Tachykinine nach ihrer Freisetzung
von Neutraler Endopeptidase (NEP) und einem Angiotensin-umwandelnden
Enzym abgebaut. Neben der neurogenen Entzindung steuern Tachykinine den
Tonus der glatten Atemwegsmuskulatur und die bronchiale Blutzirkulation sowie

die Immunzellen nach Aktivierung des NK-1 oder NK-2 Rezeptors und sind an
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der Pathogenese von Asthma bronchiale und COPD beteiligt (Dinh et al.,
2006b, Groneberg et al., 2006). Mit der Entwicklung von neuen hochwirksamen
spezifischen tachykinergen und non-tachykinergen Rezeptor Antagonisten
konnen entzundliche Erkrankungen wie Asthma bronchiale und Allergische
Rhinitis in Zukunft besser therapiert werden (Patacchini und Maggi, 2001,
Peiser et al., 2005, Geppetti et al., 2006).

Neben den bereits erwahnten klassischen Mediatoren Noradrenalin in
postganglionaren sympathischen und Acetylcholin in parasympathischen
Nervenfasern, existiert eine Reihe von Neuropeptiden, die ausgepragte
pharmakologische Effekte auf den Muskeltonus der Blutgefalle und der
Bronchien, die Drusensekretion und auf Entzindungs- und Immunzellen haben
(Boichot et al., 1993, Barnes et al., 1998). Diese Neuropeptide gehodren zu
keinem morphologisch eingrenzbaren Nervensystem und werden unter dem
Begriff des nicht-adrenergen nicht-cholinergen (NANC)-System
zusammengefaldt.

Aufgrund physiologischer und pharmakologischer Erkenntnisse konnen die
NANC-Mediatoren in zwei funktionelle Gruppen eingeordnet werden
(Widdicombe, 1998). Die Tachykinine und CGRP einerseits gehéren zum
exitatorischen NANC-System (eNANC) (Karlsson et al., 1984), NOS, VIP und
NPY andererseits zum inhibitorischen NANC-System (i-NANC) (Li und Rand,
1991) (Lundberg und Modlin, 1994). In den letzten Jahren erlangten die NANC-
Mediatoren immer mehr an Bedeutung, da sie madglicherweise an der

Pathogenese des Asthmas bronchiale beteiligt sind.

4 Interaktion zwischen Zellen des Nerven- und des Immunsystems bei
allergischen Atemwegsentzindungen

Im Gegensatz zu neuronalen Mechanismen der allergischen Entzindungen

wurde bisher die immunologische Antwort in allergischen Entzin-

dungsprozessen gut untersucht. Seit langem ist bekannt, dass das

Immunsystem nicht allein als autonomes System aufgefasst werden kann,

sondern als ein integriertes Netzwerk betrachtet werden muss. Es stellt sich

darUber hinaus die Frage, inwieweit Neuropeptide immunkompetente Zellen
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und umgekehrt inwieweit immunkompetente Zellen die Zellen des
Nervensystems beeinflussen.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war auch, die neuro-immunologischen
Wechselwirkungen in allergischen Entzindungsprozessen der oberen
Atemwege in saisonaler und perennialer allergischer Rhinitis zu untersuchen.
Studien an humanen Nasenschleimhaut-Biopsien von Patienten mit Rhinitis
sollen zu weiteren Erkenntnissen von patho-physiologischen immunologischen
Prozessen der allergischen Rhinitis beitragen und weitere Grundlagen zum
Verstandnis dieser Erkrankungen liefern.

Rezeptoren wie der PAR2 Rezeptor, der von sensiblen nasal-spezifischen
Neuronen im Ganglion trigeminale exprimiert wird und fur neurogene
Entzindungen in den Atemwegen verantwortlich ist (Dinh et al., 2005b),
konnten sowohl in Eosinophilen als auch in Mastzellen nachgewiesen werden
(Dinh et al., 2006a). Eosinophile und auch Mastzellen zahlen zu den wichtigsten
Entzindungszellen bei allergischer Rhinitis. In Nasenschleimhautbiopsien von
Patienten mit saisonal allergischer Rhinitis wurden erhdhte Anzahlen von
Eosinophilen und gleichzeitig von Nervenfasern mit SP Expression gefunden,
welches auf eine Interaktion zwischen Eosinophilen und Nervenfasern mit SP in
der Nasenschleimhaut wahrend der allergischen Entzindungen vermuten laf3t
(Heppt et al., 2004). Dabei kann die Erhdhung der SP-positiven Nervenfasern
der Nasenschleimhaut die Induktion einer neuronalen Plastizitat in den zur
Nasenschleimhaut projizierenden Neuronen durch einen spezifischen Stimulus
wie Allergen oder andere Stimuli widerspiegeln.

Weitere Rezeptoren wie die Histamin Rezeptoren, diese spielen eine wichtige
Rolle in der Pathophysiologie von nasaler Allergie. Die Aktivierung von Histamin
Rezeptor 1 und 2 kann allergische Symptome verursachen, die aber effektiv
von Antihistaminen blockiert werden konnen. Trotz der klinischen Anwendung
von Antihistaminen gab es bisher keine ausreichenden Untersuchungen uber
die Expression, Distribution und Lokalisation von Histamin Rezeptor in der
Nasenschleimhaut. Da spezifische Antikorper gegen den Histamin Rezeptor
zurzeit nicht vorhanden sind, wurde die Expression von mRNA von Histamin

Rezeptoren 1 und 2 in verschiedenen Zellen der Nasenschleimhaut untersucht.
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Mit einer Laser-gesteuerten Mikrodissektion wurden epitheliale Zellen,
endotheliale Zellen, Schleimdriisen- und Entzindungszellen der
Nasenschleimhaut isoliert und die Gewebeproben wurden dann mit einer
quantitativen PCR Technik auf mRNA Expression fur Histamin Rezeptoren 1
durchgefuhrt. Das Genexpressions-Level fiur H1IR mRNA war in PAR im
Vergleich zu den Kontrollen signifikant erhoht. Im Gegensatz zu den
endothelialen Zellen wurde in epithelialen (p= 0.001) und Schleimdriusenzellen
(p= 0.05) vermehrte Expression von H1R mRNA gefunden. Nicht nur in
ortsstandige Zellen sondern auch in Entzindungszellen konnte eine verstarkte
Expression von H1R mRNA nachgewiesen werden. Es ist daher sehr
wahrscheinlich, dass Entzindungszellen mit Expression von H1R an den
Histamin-vermittelten allergischen Entzindungen der oberen Atemwege eine
wichtige Rolle einnehmen (Dinh et al., 2005a). Die Rolle von Histamin
Rezeptoren in sensiblen Nervenfasern oder sensiblen Neurone ist bisher leider

nicht gentgend untersucht.

4.1 Neuronale Einflisse auf Zellen des Immunsystems (10.4, 10.8)
Da im Gegensatz zu den zahlreichen Studien hinsichtlich der
pharmakologischen Effekte von Tachykininen bisher wenige Untersuchungen
zur Expression von Tachykininen in sensiblen Atemwegsneuronen in
Beziehung zu den immunkompetenten Entzindungszellen durchgeflhrt
wurden, war es auch Ziel der vorliegenden Arbeit, die Expression von
Tachykininen in sensiblen Atemwegsneuronen in Korrelation zu den
Entzindungszellen in einem Mausmodell fur allergische Atemwegsentzindung
zu untersuchen. Allergensensibilisierung und Provokation kann sensible
Atemwegsneurone induzieren, Tachykinine zu synthetisieren und freizusetzen,
die zu einer Verstarkung der Einwanderung von Entzindungszellen wie
Eosinophilen und Leukozyten in den Atemwegen fuhren. Tachykinin wurde
durch de novo Synthese in sensiblen Atemwegsneuronen induziert, 24 Stunden
nach der Allergensensibilisierung und Provokation waren Eosinophilen und
Leukozyten in der bronchoalveolaren Lavage (BAL) auch erhoht (Dinh et al.,
2005d, Joachim et al., 2006).
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Behandlung mit Tachykinin-Rezeptor-Antagonisten wie NK-1-Rezeptor
Antagonist kann allergische Atemwegsentzindung, bronchiale Hyperreaktivitat
nach Stress Exposition (Joachim et al., 2004) und Adhasion von Eosinophilen
und Neutrophilen an der trachealen Venenwand nach Zigarettenrauch
verhindern (Baluk et al., 1996)..

4.2 Immunologische Einflisse auf Zellen des Nervenssystems  (10.9)
Unter normalen physiologischen Bedingungen wurde Neurotrophin primar von
Neuronen und Nerven-verwandten Zellen wie Gliazellen und Schwannzellen
(Levi-Montalcini, 1987; Levi-Montalcini et al., 1996) und auch von einer Reihe
von immunkompetenten Zellen, einschliel3lich Mastzellen (Leon et al., 1994),
Eosinophilen (Noga et al., 2005), T-Zellen und B-Zellen (Barouch et al., 2000,
Barouch und Schwartz, 2002, Braun et al., 1999), synthetisiert. Immunzellen
konnen wiederum als Zielzellen von Neurotrophinen dienen.

Der Nervenwachstumsfaktor (NGF) wurde erhoht in allergischen Entzindungen
gefunden  (Virchow et al., 1998, Nassenstein et al., 2003).
Immunohistochemische Farbungen zeigten, dass sensible Atemwegsneurone
Neurotrophinrezeptoren wie trkA, trkB und p75 Neurotrophinrezeptor in ihren
Zellkorpern und Nervenfasern exprimieren (Kerzel et al., 2003, Dinh et al.,
2004b, Nassenstein et al., 2006). Aktivierung derer Rezeptoren koénnen
Veranderungen an den Neuronen hervorrufen. In der vorliegenden Arbeit soll
der Effekt von NGF auf die Tachykinin Expression in Atemwegsneuronen im
Hinblick auf die Funktion von NGF als Schlisselmolekul fur die neuro-immune
Interaktion untersucht werden. NGF war in der Lage, 24 Stunden nach der
Injektion in den Hauptbronchus nicht nur beim Meerschweinchen sondern auch
bei der Maus, Tachykininsynthese in den Atemwegsneuronen, die sieben Tage
zuvor unter Anwendung einer mikrochirurgischen Technik mit einem neuronalen
Farbstoff markiert und identifiziert wurden, zu induzieren. Untersuchungen zur
weiteren Aufklarung Uber die Mechanismen der Induktion, die bei der
Tachykinininduktion involviert sind, zeigten, dass die Tachykinininduktion in
sensiblen Neuronen einen Durchmesser gréfler als 25 um haben und dass

diese Neurone ausschlieBlich Neurotrophinrezeptor trkA exprimieren.
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Ergebnisse dieser Untersuchungen weisen auf eine Schllisselrolle von
Neurotrophin und Neurotrophinrezeptor trkA an der neuronalen Veranderung
sensibler Atemwegsneurone hin (Dinh et al., 2004b, Hunter et al., 2000a). Far
die neuro-immune Kommunikation scheint der Panneurotrophinrezeptor p75
auch eine wichtige Funktion zu Gbernehmen. Nach der Allergensensibilisierung
und Provokation zeigten p75-defiziente Mause wenige allergische
Atemwegsentzindung und neuronale Hyperreaktivitat (Kerzel et al. 2003). Es
verdichten sich die Hinweise, dass die Neurotrophine als Signalmolekuile bei
der neuro-immunen Interaktion eine Schlusselrolle einnehmen und dass sie
dariber hinaus einen immunologischen Einfluss auf die sensiblen

Atemwegsneurone ausuben konnen.
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5 Diskussion

Eine Reihe von Stimuli wie Capsaicin, Bradykinin, hyperosmotische Salzlésung,
Zigarettenrauch, Allergene, Ozon, pro-inflammatorische Mediatoren und kalte
trockene Luft sind in der Lage, sensible Atemwegsneurone zu aktivieren und zu
einer Freisetzung von einer Vielzahl an Mediatoren wie SP (SP) und Neurokinin
A (NKA) zu fihren. Im Bereich der Pathophysiologie und -biochemie des
Asthma bronchiale sind mittlerweile bereits Uber funfzig Mediatoren mit Effekten
auf verschiedenste pulmonale Funktionen beschrieben worden. Diese
Neuropeptide konnten immunhistochemisch im gesamten Atemtrakt und in der
Haut nachgewiesen werden. Sie haben starke Effekte auf den
bronchomotorischen Tonus, die Atemwegssekretion, den Gefaldtonus und
Entzindungs- und Immunzellen (Barnes et al., 1998). Tachykinine werden in
den Zellkérpern des Ganglion trigeminale, des Ganglion jugulare und des
Ganglion nodosum synthetisiert, haben einen pro-inflammatorischen Effekt auf
die Atemwege und sind an den Entzindungen in den Atemwegen beteiligt (Dinh
et al, 2006b). In der vorliegenden Arbeit wurde die Rolle der
Atemwegsinnervation im Hinblick auf die Neuropeptid- und Rezeptorexpression
bei entzundlichen Atemwegserkrankungen wie Allergischer Rhinitis und Asthma

bronchiale untersucht.

Trigeminale sensible Innervation

Die Unterschiede in der SP Expression im Ganglion trigeminale bei der Maus
im Vergleich zu anderen Spezies wie bei der Ratte und bei dem
Meerschweinchen liegen wahrscheinlich in  den Spezies-spezifischen
Unterschieden, die bezuglich der Neuropeptid Expression bereits fur die Ratte
und Meerscheinchen berichtet wurden (Dinh et al., 2003, Lazarov, 2002, Dinh
et al., 2005b). Da aber verschiedene Tracer Substanzen bei den Versuchen
appliziert wurden, ist nicht auszuschlieen, dass die Diskrepanz durch die
Eigenschaft des neuronalen Tracers verursacht wurde. Fast blue erreicht alle
Schichten der Schleimhaut wahrend Rhodamine-markierte Latex Partikel nur
das Epithel der Schleimhaut anfarbt (Hunter und Dey, 1998).
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Eine fast komplette Kolokalisation von SP und TRPV1 in nasal-spezifischen
Neuronen im Ganglion trigeminale lassen vermuten, dass TRPV1 bei der
Biosynthese und Freisetzung von SP aus den sensiblen Neuronen eine
wichtige Rolle spielen. Pharmakologische Untersuchungen mit
Tachykininrezeptor Antagonist und TRPV1 Antagonist wie Capsazepine
konnten zeigen, dass Neuropeptide wie SP und CGRP aus den Nervenfasern
an der Pathogenese entzundlicher Prozesse beteiligt sind (Trevisani et al.,
2002, Trevisani et al., 2004).

Nachdem in der vorliegenden Arbeit die sensible Innervation der oberen
Atemwege bezuglich des Neuropeptidexpressionsmusters unter normalen
Bedingungen untersucht wurde, war ein weiteres wichtiges Ziel die
Veranderung der Innervation der Nasenschleimhaut im Hinblick auf das
Neuropeptidexpressionsmuster unter verschiedenen Entzindungsprozessen zu
vergleichen. Da bisher flr das Verstandnis der neuronalen Veranderung
wichtige anatomische, patho-physiologische und patho-biochemische
Grundlagen der Atemwegsinnervation fehlen, war es wichtig zu untersuchen, ob
verschiedene entzindlichen Erkrankungen der oberen Atemwege am Beispiel
der Rhinitis, die in ihrer allergischen Form haufig mit Asthma bronchiale
vorkommt und auch zum Vorlaufer des allergischen Asthma bronchiale werden
kann, zu unterschiedlichen Expressionsmustern der Innervation der
Schleimhaut fihren koénnen. Da sich das Expressionsprofil der nasalen
Innervation bei den verschiedenen Rhinitisformen unterscheidet, ist eine
krankheitsspezifische Anderung der Innervation der oberen Atemwege
anzunehmen.

Im Gegensatz zu den zahlreichen tierexperimentellen Untersuchungen in den
unteren Atemwegen bei verschiedenen Spezies wie bei der Maus (Dinh et al.,
2005d) und beim Meerschweinchen (Fischer et al., 1996b, Undem et al., 1999,
Hunter et al., 2000a, Myers et al., 2002), gibt es nur wenige Untersuchungen
zur oberen Atemwegsinnervation. Da sich die oberen und unteren Atemwege
funktionell und anatomisch unterscheiden, stellten sich die Fragen, ob hier

ahnliche Mechanismen bezuglich der ,neurogenen Entzindung® existieren.
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Kolokalisationsstudien zeigten, dass viele nasal-spezifische SP-positive
Neurone auch TRPV1 und PAR2 Rezeptoren exprimieren. Aktivierung dieser
Rezeptoren kann unter patho-physiologischen Bedingungen zu einer
Freisetzung von Tachykininen aus dem Ganglion trigeminale fuhren und damit
eine neurogene Entzindung in den oberen Atemwegen auslésen. Weiterhin
wurde berichtet, dass sensible Neurone im Ganglion trigeminale durch
verschiedene Stimuli wie Tolylen-2,4-diisocyanat (TDI) oder Noxen zu einer
Induktion und Freisetzung von pro-inflammatorischen Neuropeptiden wie
Tachykininen und CGRP flhren koénnen (Hunter et al., 2000b). Diese
Ergebnisse lassen auf einen &ahnlichen neuronalen Mechanismus bei der

Pathogenese entzundlicher Veranderungen in den Atemwegen vermuten.

Vagal sensible Innervation der unteren Atemwege und der Lunge

Im Gegensatz zum Meerschweinchen und zur Ratte wurde die vagal sensible
Atemwegsinnervation des Menschen und der Maus bisher wenig untersucht. Da
Basiswissen Uber die Innervation der Atemwege beider Spezies fur das
Verstandnis der (patho-) physiologischen und (patho-) biochemischen
Vorgange bei allergischen Atemwegsentzindungen, auch im Hinblick der
Spezies-spezifischen Unterschiede in der Neuropeptid Expression und deren
neuropharmakologischen Effekte, unverzichtbar sind, soll auch als Ziel der
vorliegenden kumulativen Arbeiten die Atemwegsinnervation in einem
Mausmodell fur allergische Atemwegsentziindung untersucht werden.

Im Vergleich zu den Meerschweinchen wurden bei den Mausen sehr viel
weniger atemspezifische Neurone mit Tachykinin Expression gefunden,
welches auf einen Spezies-spezifischen Unterschied in der Neuropeptid
Expression hindeutet (Dinh et al. 2005d, Lazarov, 2002). Unter allergischen
Atemwegsentziundungen wurden Tachykinine in atemspezifischen Neuronen
mit groRerem Durchmesser induziert (Meyers et al. 2002, Dinh et al. 2005d).
Bei der Induktion von pro-inflammatorischen Neuropeptiden wie Tachykininen
handelt sich hier um ein Spezies-lbergreifendes Phanomen der neuronalen
Antwort auf einen Reiz wie Allergene. In weiteren Studien sollen dann die

Mechanismen, die zu einer neuronalen Veranderung fuhren, aufgeklart werden.
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Bei der Analyse der in der vorliegenden Arbeit durchgefihrten Ergebnisse,
unter Berucksichtigung der gegenwartigen Forschung, konnten mehrere
potentielle Rezeptoren wie der TRPV1, die Neurotrophin Rezeptoren trkA, trkB
und p75 NTR sowie der Nervenwachstumsfaktor (NGF) als
SchlUsselkandidaten fur die neuronale Veranderung in Frage kommen (Dinh et
al. 2004b, Hunter et. Al. 2000a, Kerzel et al. 2003). Aktivierung der TRPV1
(Capsaicin- -Rezeptor) kann zu einer Freisetzung von pro-inflammatorischen
Neuropeptiden wie Tachykinin SP /Neurokinin A und CGRP aus den sensiblen
Nervenfasern flhren (Trevisani et al. 2004). Nach deren Freisetzung kénnen
diese pro-inflammatorischen Neuropeptide neurogene Entzindungen in den
Atemwegen verursachen. Stimulation der tachykininergen Nervenfasern fuhrt
beim Meerschweinchen zu einer Bronchokonstriktion (Barnes, 1986) wahrend
es bei einer Studie bei der Maus zu einem gegenteiligen Effekt mit
Bronchodilatation kommt (Manzini, 1992). Fur das Verstandnis Uber die
tachykinnerge  Atemwegsinnervation der Maus sind daher weitere
Untersuchungen erforderlich.

Unter anderen patho-physiologischen Bedingungen wie bei chronischem
Husten, konnte einen Anstieg von Nervenfasern mit TRPV1 Expression
beobachtet werden, wahrend die Gesamtnervenfaserndichte, die mit einem
neuronalen Marker PGP 9.5 markiert wurde, im Vergleich zu den Gesunden
nicht zunahm. Bei den Hustenpatienten handelte es sich um eine Kohorte von
Patienten mit einem breiten Spektrum aus unterschiedlichen Ursachen des
Hustens wie Asthma Dbronchiale, gastroosophagealem Reflux und
Rhinosinusitis. Bei vielen Patienten war die Ursache nicht bekannt. Alle diese
Patienten aber haben eine Gemeinsamkeit. Sie reagieren sehr sensitiv auf
Inhalation mit Capsaicin. Die Expression von PGP 9.5 und TRPV1 bei den
Patienten mit bekannter Ursache des Hustens und den Patienten mit
unbekannter Ursache unterschied sich nicht voneinander (Groneberg et al.,
2004). Capsaicin-induzierter Husten wird vermutlich durch den TRPV1
vermittelt, da Capsaicin-Antagonist Capsazepine den Husten verhindern und
Husten durch TRPV1 Agonisten wiederum induziert werden kann. Es ist

bekannt, dass die Expression des TRPV1 Rezeptors von Wachstumsfaktoren
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wie NGF reguliert wird. NGF kann Mastzellen, deren Anzahl in Biopsien von
Nicht-Asthmatikern mit Husten erhéht gefunden wurde (Niimi et al., 2005),
aktivieren Entzindungmediatoren freizusetzen, die den TRPV1 Rezeptor

stimulieren kénnen (Hwang und Oh, 2002).

Spinale sensible Innervation der unteren Atemwege und der Lunge

In den vorliegenden Arbeiten wurden Spinalganglien mit Projektion zu den
unteren Atemwegen mittels neuronalem Tracing identifiziert. Im Gegensatz zu
den Meerschweinchen und den Ratten, gab es bis vor diesen Untersuchungen
keine ausreichende Information zu der sensiblen Versorgung der unteren
Atemwege aus den Spinalganglien der Maus. Eine zusatzliche Versorgung der
Atemwege der Maus aus den thorakalen Spinalganglien wurde bereits beim
Meerschweinchen und der Ratte nachgewiesen (Springall et al., 1987, Kummer
et al., 1992). Diese afferenten Nervenfasern verlaufen zusammen mit den
sympathischen Axonen, durchqueren die sympathischen Grenzstrangganglien
und ziehen Uber die Hinterwurzel zu den Laminae | & |l (Substantia gelatinosa)
im Hinterhorn des Rickenmarks. Die Zellkoérper dieser Neurone liegen in den
Spinalganglien  (Springall et al., 1987, Kummer et al, 1992).
Spinalganglienneurone mit Projektion zu den unteren Atemwegen der Maus
wurden auf der thorakalen segmentalen Hohe T1-T6 am haufigsten gefunden,
aber bis zur zervikalen Hohe C7 und hinunter bis zur thorakalen Hohe T8
wurden vereinzelt auch Neurone mit Tracer Fast blue gesehen. Die Ergebnisse
der Untersuchung lassen vermuten, dass die spinale sensible
Atemwegsinnervation bei allen Spezies ahnlich aufgebaut ist und diese keine
Spezies-spezifischen Unterschiede aufweisen (Dinh et al., 2004a). Weiterhin
konnte nachgewiesen werden, dass, wie bei den anderen Spezies, eine
bilaterale Versorgung der unteren Atemwege der Maus aus den
Spinalganglienneuronen stammt (Springall et al., 1987), da Neurone sowohl auf
der linken als auch rechten Seite der thorakalen Spinalganglien mit Fast blue
markiert wurden. Jedoch konnte nicht ganz ausgeschlossen werden, dass

durch den Husten der Farbstoff Fast blue auch in den linken Hauptbronchus
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gelangen und zur Anfarbung von Spinalganglienneuronen der linken Seite
fuhren kann (Dinh et al., 2004a).

Unter normalen Bedingungen zeigten atemwegsspezifische Spinalganglien-
neurone mit SP Expression keine Neurofilamente, da diese Neurone der C-
Fasern Population angehoéren (Myers et al., 2002). Atemwegsspezifische
Spinalganglienneurone, die Subtanz P enthalten, exprimieren gleichzeitig einen
exzitatorischen Neurotransmitter wie Glutamat (Schaffar et al., 1997), das beim
vagalen Reflex eine Rolle spielt (Bonham et al., 1993). Die Kolokalisation von
Glutamat und Tachykininen (SP /neurokinin A) wurde bereits in vagalen
Nervenfasern (Talman et al., 1980), im Nukleus des Tractus Solitarius und dem
spinalen Hinterhorn gefunden (Saha et al., 1995). SP steigerte die Freisetzung
von Glutamat (Kangrga und Randic, 1990). Weitere Untersuchungen zur
Charakterisierung von nicht-atemwegsspezifischen Spinalganglienneuronen
zeigten aulBRerdem, dass der grofRte Teil der sensiblen Spinalganglienneurone
Neurofilamente exprimiert. Die physiologischen Eigenschaften dieser Neurone

wurden bisher noch nicht untersucht.

Sympathische Innervation der unteren Atemwege und der Lunge unter
pathophysiologischen Bedingungen

Im  Hinblick auf die bisher wenig untersuchte sympathische
Atemwegsinnervation war das Ziel der kumulativen Arbeit, die sympathische
Atemwegsinnervation unter der allergischen Entziindung in einem Mausmodell
fur allergische Atemwegsentziindung zu untersuchen. Neben der Plastizitat der
sensiblen  Atemwegsinnervation wurde auch die Veranderung der
sympathischen Innervation im ZNS und peripheren Nervensystem beschrieben.
In der vorliegenden Arbeit wurden daher die Effekte der Sensibilisierung und
Provokation mit Allergene auf die sympathische Atemwegsinnervation
untersucht. Bei der Maus konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass viele
sympathische Neurone aus dem SCG und Stellatum NA oder/und NPY
produzieren. Die sympathische Innervation der Atemwege der Maus stammt
aus beiden sympathischen Ganglien, dem SCG und Ganglion stellatum (Dinh et
al. 2004c).
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Im Gegensatz zu vereinzelte Studien konnte hier in sympathischen Neuronen in
SCG und Stellatum der Maus weder unter normalen noch unter allergischen
Bedingungen SP Expression gezeigt werden. Es wurde berichtet, dass SP in
kultivierten  sympathischen Ganglienneuronen vorkommen und durch
Interleukin-1 (IL-1) induziert wurde (Shadiack et al., 1993, Shadiack et al., 1994,
Ding et al.,, 1995). Das Fehlen von Tachykinin Expression in sympathischen
Neuronen vor und 24 Stunden nach der Allergen Sensibilisierung und
Provokation in der hier untersuchten Studie im Vergleich zu der Jonakait Studie
lasst sich vielleicht durch die Spezies-spezifischen Unterschiede in dem
Neuropeptid Profil und dem Alter der Versuchstiere erklaren, da die Versuche
von Jonakait mit neugeborenen Ratten durchgefuhrt wurden.

Es ist nicht ganz abwegig, die Expression von NA und NPY bei
Atemwegsentziindungen zu untersuchen, da Anderungen in der Protein
Expression katacholaminerger Neuronen nach Hamorrhagie, Stress Exposition
(Chan und Sawchenko, 1998, Rutkoski et al., 2002) und Axotomie {Sun und
Zigmond, 1996) beobachtet wurde. Neben Noradrenalin wurde NPY als ein
wichtiges Neuropeptid der sympathischen Innervation, welches als
Vasokonstriktor an der Regulation der nasalen, trachealen und bronchialen
Gefallen in verschiedenen Spezies einschlieBlich des Menschen beteiligt ist,
identifiziert (Lacroix et al., 1989, Lacroix et al., 1990, Lacroix et al., 1992,
Lacroix et al., 1994). Als einer der starksten Vasokonstriktoren kontrollieren die
Katecholamine die pulmonale und bronchiale Blutversorgung. Aufgrund deren
hormoneller und neuronaler Herkunft war es bisher nicht moglich, deren
hormonelle von deren neuronalen Effekten zu unterscheiden. Diese
Schwierigkeiten tragen dazu bei, dass die funktionelle Rolle der sympathischen
Atemwegsinnervation, die an der Biosynthese und Freisetzung der
Katecholamine beteiligt ist, nicht genigend untersucht und verstanden wurde
(Ind, 1994).

Nach der Sensibilisierung und Provokation mit Allergene wurde in der
vorliegenden kumulativen Arbeit keine signifikante Veranderung der Anzahl von
Neuronen in SCG und Stellatum, die NA und/oder NPY produzieren, gefunden

(Dinh et al., 2004c). Zwei Moglichkeiten wurden in Frage kommen, bei denen
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Neuropeptide in gesteigerter Menge nach Stimulation freigesetzt werden
konnen. Neurone, die vorher kein Neuropeptid synthetisieren, werden auf
einmal in die Lage versetzt, de novo Gen-Expression des Neuropeptides zu
induzieren. Diese Moglichkeit der phanotypischen Umschaltung der Neurone
wurde in der vorliegenden Untersuchung ausgeschlossen, da sich die Anzahl
der sympathischen Neurone mit NA und/oder NPY nach der Allergen
Sensibilisierung und Provokation nicht verandert hat. Die zweite Moglichkeit
besteht darin, die bereits bestehende Neuropeptid Gen-Expression durch den
erhdhten Umsatz zu steigern und freizusetzen. Dabei verandert sich die Anzahl
der Neurone nicht, so dass diese Mdglichkeit durch die durchgefihrte Studie
nicht ausgeschlossen werden kann. Die hohe Anzahl von sympathischen
Neuronen mit NA und NPY Expression lasst auf eine wichtige Rolle der
Katecholamine und NPY bei der (patho-) physiologischen Regulation der
Atemwegsfunktion der Maus, ahnlich wie bei Meerschweinchen, vermuten
(Kummer et al., 1992).

Neuronale Einflisse auf Zellen des Immunsystems

Viele primare und sekundare Organe des Immunsystems werden von einem
dichten Netzwerk von Nervenfasern innerviert (Felten et al.,, 1981, Felten,
1993). Nervenfasern mit der Zielinnervation zu den immunkompetenten
Organen konnen neuronale Informationen in chemische Signale Uberfuhren, die
mit spezifischen zellularen Elementen des Immunsystems interagieren (Madden
et al., 1994). Katecholamine koénnen von sympathischen Nervenfasern
freigesetzt werden und die Immunantwort regulieren (Livnat et al., 1985). Da die
von den Nervenfasern freigesetzten pro-inflammatorischen Neuropeptide sehr
schnell inaktiviert werden, muss eine sehr enge Beziehung zwischen Zellen des
Immunsystems und Zellen des Nervensystems bestehen, um uUberhaupt an
pathophysiologischen Prozessen beteiligt zu sein. Allergene konnen SP
Induktion und Freisetzung von vagal sensiblen Neuronen fuhren, die zu einer
neurogenen Entziindungen in den Atemwegen flihren kdnne (Dinh et al. 2005d,
Fischer et al. 2006b, Myers et al. 2002). SP kann zu einer Degranulation von

humanen Mastzellen sowohl in den Atemwegen als auch in der Haut fuhren
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(Foreman, 1987, Peters et al., 2005, Kawana et al., 2006). Aktivierung von NK-
1 Rezeptoren in Mastzellen flhrte zu einer entsprechenden Zytokinproduktion
bei erhohter Genexpression. SP kann zu einer Aktivierung von humanen
Eosinophilen (lwamoto et al., 1990) und zu einer Steigerung der Mitoseaktivitat

von Lymphozyten (Payan et al., 1983) flhren.

Es ist bekannt, dass immunkompetente Entziindungszellen Rezeptoren fir
Neuropeptide enthalten konnen und durch Bindung an den Rezeptoren der
immunkompetenten Zellen kénnen die Neuropeptide Einfluss auf das
Immunsystem ausiben. Die entsprechenden Rezeptoren fur Tachykinine wie
NK-1, NK-2 und NK-3 sind nicht nur im peripheren Nervensystem, sondern
auch an B- und T-Zellen und alveolaren Makrophagen nachgewiesen (Mapp et
al., 2000, Bardelli et al., 2005). Durch Behandlung allergisierter Mausen mit NK-
1 oder NK-2 Antagonisten kann die Anzahl von Eosinophilen und Leukozyten in
der BAL in einem Mausmodell fir allergische Atemwegsentzindung reduziert
werden (Quarcoo et al., 2004). Einem anderen Neuropeptid wie das Calcitonin
Gen-verwandte Peptid (CGRP), welches oft mit Tachykinin in sensiblen
Atemwegsneuronen kolokalisiert vorkommt, wurde eine chemotaktische
Wirkung auf Dendritische Zellen (DC) zugeschrieben. CGRP konnte das
Abwandern von reifen DC Richtung regionarer Lymphknoten verhindern
(Dunzendorfer et al., 2001). Weiterhin hat CGRP einen modulierenden Effekt

auf Antigen-prasentierende Zellen (Hosoi et al., 1993)

Immunologische Einflisse auf Zellen des Nervenssystems

Bei einigen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass Entzindungszellen in
direktem Kontakt mit benachbarten Neuronen Iliegen und daruber
kommunizieren. So konnte zwischen sensiblen Neuronen mit CGRP und SP
Expression und Mastzellen eine sehr enge Nachbarschaft festgestellt werden.
In parasympathischen intramuralen Ganglien von isolierten Bronchien der
Ovalbumin-sensibilisierten Meerschweinchen wurden Mastzellen mit direkter
Nachbarschaft an Neuronen gefunden, die auch nach Antigen-Provokation
degranulieren (Myers et al., 1991). Eine direkte Mast-Nerven Interaktion kann

daher vermutet werden. Es ist weiterhin bekannt, dass DC in raumlicher Nahe
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zu Neuronen stehen und Neuropeptide wie SP und CGRP anlocken. Sie
kommen in vagal sensiblen Ganglien jugulare und nodose vor, wobei DC im
Ganglion nodosum im Vergleich zu den lokalen Ganglien weniger haufig sind,
sich aber nach Allergen Sensibilisierung und Provokation quantitativ erhoht.
Diese Veranderung der DC im Ganglion nodosum lassen auf eine funktionelle
Bedeutung von DC in Atemwegsganglien wahrend des allergischen
Entzindungsgeschehens vermuten (Brenner, 2005).

Entzindungszellen kénnen dber die Immunzytokine und Entzindungs-
mediatoren wie Histamin das Wachstum von Neuronen und die
Neurotransmission verstarken. Das neuroaktive 8,15-Hydroxy-
Eicosatetraensaure (8,15-di-HETE), welche durch Eosinophile, Leukozyten und
Epithelzellen synthetisiert und freigesetzt wird, kann die Reaktivitat nozizeptiver
Neuronen auf Entzindungsreize erhdhen. Interleukine wie Interleukin-3 kdnnen
die Sprossung von sensiblen Nervenfasern mit cholinerger Aktivitat stimulieren.
Weiterhin wurde berichtet, dass Interleukin-1, Tumornekrosefaktor (TNF),
Interferon-gamma (IFN-y) Uber die Freisetzung von Neurotrophin wie NGF eine
vermehrte Tachykininsynthese in sensiblen Neuronen induziert. In der
vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass NGF in der Lage war, 24
Stunden nach der Injektion in den Hauptbronchus nicht nur beim
Meerschweinchen sondern auch bei der Maus, Tachykininsynthese in den
Atemwegsneuronen zu induzieren. Ergebnisse dieser Untersuchungen weisen
auf eine SchlUsselrolle von Neurotrophin und Neurotrophinrezeptor trkA und
p75 Neurotrophin Rezeptor an der neuronalen Veranderung sensibler
Atemwegsneurone hin (Dinh et al., 2004b, Hunter et al., 2000a, Kerzel et al.
2003).

Wahrend unterschiedliche Aspekte der neurogenen Entzindung im Tiermodell
bisher viel wuntersucht wurden, ist Uber die Rolle der neurogenen
Atemwegsentzindung beim Menschen wenig bekannt. Um die genauere Rolle
der sensiblen Atemwegsinnervation und Tachykininen in chronisch-
entzundlichen Atemwegserkrankungen wie Asthma bronchiale und COPD

verstehen zu konnen, sind jedoch weitere Studien im Hinblick auf die
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Aktivierung der sensiblen Nervenfasern und die Interaktion zwischen

Entziindungszellen und Atemwegsneuronen in Zukunft erforderlich.
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6 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde die Rolle der Atemwegsinnervation im Hinblick
auf die Neuropeptid- und Rezeptorexpression bei entzindlichen
Atemwegserkrankungen wie Allergischer Rhinitis und Asthma bronchiale
untersucht. 1) Da Uber die Herkunft und die Verteilung der Neuronen mit ihren
Neuropeptiden und Rezeptoren der Atemwege der Maus wenig bekannt war,
wurden zuerst die Expression und Verteilung von Substanz P in trigeminal und
vagal sensiblen Ganglien der Maus zuerst unter normalen Bedingungen
untersucht. 1a) Die Ergebnisse der Arbeit konnten zeigen, dass sensible
Neurone, die die oberen und unteren Atemwege der Maus innervieren, in der
Lage sind, Neuropeptide wie Substanz P in ihren Zellkdrpern zu synthetisieren.

1b) Es wurden eine geringere Anzahl von atemwegsspezifischen Neuronen mit
Substanz P Expression im Ganglion trigeminale bei der Maus (4,9% der
retrogard-markierten Neuronen) im Vergleich zu Vordaten von anderem
Spezies wie bei der Ratte (81,6%) gefunden. Die SP Expression im Ganglion
trigeminale bei der Maus im Vergleich zu anderen Spezies wie bei der Ratte
liegen wahrscheinlich in den Spezies-spezifischen Unterschieden. Dies konnte
bedeuten, dass neuronale Regulation von Entzindungsprozessen in den
Atemwegen zwischen den verschiedenen Spezies sich unterscheidet.

2) Eine Kolokalisationuntersuchung von Substanz P und wichtigen Rezeptoren
wie trkA, PAR2 und TRPV1 Rezeptoren in sensiblen Atemwegsneuronen des
Ganglion trigeminal und Ganglion Jugulare/nodosum der Maus wurden
durchgefuhrt. 2a) Expression von Substanz P wurden haufig in trigeminal
Atemwegsneuronen, die auch PAR2 oder TRPV1 Rezeptoren besitzen,
gefunden. 2b) Fir die untere Atemwege, Expression von Substanz P wurde
unter normalen Bedingungen verstarkt in vagal sensiblen Atemwegsneuronen,
die auch trkA oder TRPV1 Rezeptoren besitzen, gefunden. 2c) Weiterhin
konnte in vivo Studien nachgewiesen werden, dass das Nervenwachstumfaktor
NGF wahrscheinlich Uber eine Aktivierung des trkA Rezeptors zu eine Induktion
von Substanz P in vagal sensiblen Atemwegsneuronen fihrt. 3) In einem
Mausmodell fur allergische Atemwegsentzindung wurden Expression von

Substanz P in vagal sensiblen und von TH und NPY in sympathischen Ganglien
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der Maus untersucht. 3a) Bei allergischen Atemwegsentziindungen wurde
Substanz P in einer neuen Subpopulation von Neuronen synthetisiert. 3b) Mit
der Induktion von Substanz P in sensiblen Neuronen kam es zu einer
Verstarkung der allergischen Entzindungen in den Atemwegen. Die allergische
Atemwegsentzindung wurde durch eine Zunahme der Anzahl von Eosinophilen
in den bronchoalveolaren Lavage der Atemwege charakterisiert. 3c) Weiterhin
konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass allergische
Atemwegsentzundung zu keinen Veranderungen der Expression von TH und
NPY in sympathischen Atemwegsneuronen flihrte. 3d) Die Induktion von
Substanz P unter allergischen Atemwegsentziindungen findet nur in vagal-
sensiblen Neuronen statt, da Substanz P Expression in sympathischen
Atemwegsneuronen weder unter normalen noch unter allergischen
Atemwegsentzindungen gefunden wurde. 4) In der vorliegenden Arbeit
konnten zwei neuronale Rezeptoren, trkA und TRPV1 Rezeptor, die fur die
Induktion und Freisetzung von Substanz P und CGRP verantwortlich sind,
immunhistochemisch und auch mittels pharmakologische in vivo und in vitro
Studien nachgewiesen werden. Entwicklung von spezifischen Antagonisten fur
den trkA und TRPV1 Rezeptor stellen einen neuen Weg flr eine mdgliche

therapeutische Intervention bei allergischen Atemwegsentziindungen dar.
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