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1. Einleitung

Durch die Interaktion zwischen einem Organismus und seiner Umwelt kommt
es zu einem standigen Kontakt zu chemischen, physikalischen und mikrobiellen
Noxen, die dem Korper unterschiedlich starke Schadigungen zufligen kénnen.
Fur den Kontakt spielen neben der Haut und dem gastrointestinalen System die
Atemwege aufgrund ihrer grof3en Oberflache eine entscheidende Rolle. Um
diese Noxen abzuwehren, bedient sich der menschliche Kdrper einer Reihe von
komplex zusammenwirkenden Systemen, die letztlich eine zielgerichtete
Immunantwort moglich machen und zu einer Entztindungsreaktion fiihren. Stellt
diese primar einen wichtigen Abwehrmechanismus dar, welcher zur
Lebenserhaltung dient, so kann es durch eine chronische Reaktion oder eine
Uberreaktion auf harmlose Stimuli zu einem schadigen Effekt auf korpereigenes
Gewebe kommen. Als soziobkonomisch bedeutsame Beispiele seien hier fur
eine chronische Reaktion die chronische obstruktive Atemwegserkrankung
(COPD) und fiir die Uberempfindlichkeit das allergische Asthma bronchiale
genannt.

Roétung (Rubor), Schwellung (Tumor), Hitzeempfinden (Calor) und Schmerz
(Dolor) sind die Kklassischen Anzeichen einer Entzindung. Diese
Entzindungsmerkmale sind bei Verletzung oder Erkrankung der Haut
offensichtlich, wéhrend sie in den Atemwegen schlechter, weil indirekter, zu
erfassen sind. In den Atemwegen kommt es zu einer Vasodilatation und einer
Kongestion der GefalRe, die von einer Roétung der Atemwegsmukosa und
Plasmaexsudation begleitet werden. Dies fuhrt zu einem Anschwellen der
Atemwegswand. Ahnlich wie bei der Haut, aber schwacher ausgepragt, tritt
auch in den Atemwegen eine Schmerzreaktion auf, die sich als
Beklemmungsgefthl aul3ert.

Die Regulation der Immunantwort wird durch zellulare, humorale und auch
nervale Einflisse gesteuert. Eine grol3e Anzahl Studien belegen eine
wesentliche Bedeutung zellularer und humoraler Bestandteile des
Immunsystems bei der Entstehung und Progression pathophysiologischer
Veranderungen der Atemwege. Dabei kommt dem autonomen Nervensystem
eine  modulierende Wirkung zu. Die Aktivierung peripherer afferenter

Nervenendigungen kann zu einer lokalen Sekretion verschiedener Mediatoren
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fuhren, deren lokale Wirkung in der Peripherie eine wesentliche Rolle in der
Pathophysiologie und Pathobiochemie vieler entztindlicher Erkrankungen spielt.
Jansco et al. [1] pragten 1967 fur diese entziindungsregulierende Wirkung der

peripher freigesetzten Mediatoren den Begriff der ,neurogenen Entziindung®.

1.1. Neurogene Entzindung der Atemwege

Astma bronchiale wird als eine klassische inflammatorische Erkrankung der
Atemwege angesehen, die sich durch eine Infiltration von aktivierten
Mastzellen, gewebsstandigen Makrophagen, eosinophilen- und in einigen
Fallen neutrophilen Granulozyten in die Submukosa und Adventitia sowohl der
grof3en, als auch der kleinen Atemwege darstellt [2]. Ein zweites wichtiges
Charakteristikum des Asthmas ist die Schadigung des Bronchialepithels, die
von einer verstarkten Ablagerung von interstitiellem Collagen, Laminin und
Tenascin unterhalb der eigentlichen Basalmembran begleitet wird. Das Epithel
selbst nimmt einen ,Reparatur-Phanotyp“ an; es kommt zur Metaplasie der
Zellen und einer vermehrten Bildung von Becherzellen. Ein drittes
pathophysiologisch wichtiges Merkmal von chronischem Asthma ist eine
Hyperplasie aller Strukturen der Atemwege, unter anderem der Kapillaren, der
glatten Muskulatur und der afferenten Neurone [3]. Diese strukturellen
Veranderungen hypersensibilisieren das gesamte System ,Atemwege”.

Die den entzindlichen Veranderungen zugrunde liegenden Mechanismen
werden von einer Vielzahl an Mediatoren beeinflusst, die Effekte auf

verschiedenste pulmonale Funktionen haben (Abbildung 1) [4].
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Abbildung 1: Wirkungsort pro- und anti-inflammatorischer Mediatoren in den

Atemwegen.

Zu diesen Mediatoren gehoért neben den klassischen Entziindungsparametern
wie den Zytokinen [4] auch eine als neurogene Entzindung beschriebene
Komponente, bei der es zu einer lokalen Sekretion von peptidergen Mediatoren
aus afferenten Neuronen kommt (Abbildung 2) und die bei der Ausbildung der
klassischen Entzindungsmerkmale Calor, Rubor und Dolor beteiligt sind [5].
Diese  Neuropeptide gehdren keinem morphologisch  eingrenzbaren
Nervensystem innerhalb der Atemwege an; die Effekte dieser Mediatoren
werden deshalb als nicht-adrenerges, nicht-cholinerges (NANC)-System
zusammengefasst und dessen Mediatoren in zwei funktionell divergente
Gruppen des exzitatorischen NANC-Systems (e-NANC) und des inhibitorischen
NANC-Systems (i-NANC) eingeordnet [6].
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Abbildung 2: Konzept der neurogenen Entzindung der Atemwege. Nach
peripherer Stimulation von sensiblen Nervenfasern durch Noxen wie Allergenen
oder Rauch kommt es zu einer Aktivierung von sensiblen Nervenfasern. Das
Signal wird klassischerweise orthodrom zum Hirnstamm weitergeleitet. Dort
wird das eingehende Signal moduliert und auf efferente parasympathische
Neurone ubertragen, die in lokalen Atemwegsganglien parasympathische
Effekte induzieren. Gleichzeitig kommt es zu einer Induktion der pro-
inflammatorischen Neuropeptid-Expression in den sensiblen Ganglien. Diese
Neuropeptide werden dann antidrom zu den peripheren Endigungen der
sensiblen Neuronen transportiert und lokal freigesetzt, wo sie eine neurogene
Entziindung ausldsen (nach Groneberg 2004 [7]).



1.2. Peptiderge Mediatoren des NANC-Systems

1.2.1. Anti-inflammatorische peptiderge Mediatoren

Neben den pro-inflammatorischen Neuropetiden des eNANC-Systems gibt es
eine relativinhomogene Gruppe von anti-inflammatorischen Neuropeptiden und
Mediatoren des i-NANC Systems, die die Starke der neurogenen Inflammation
beeinflussen kdénnen. Zu diesen gehdren Vasoaktives Intestinales Polypeptid
(VIP) [8], Neuropeptid Y (NPY) [9], das gasformige Stickstoffmonoxid (NO) [10]
und auch endogene Opioide [11].

1.2.2. Pro-inflammatorische peptiderge Mediatoren

Zu den pro-inflammatorischen e-NANC Mediatoren gehort neben Bradykinin
[12] und Calcitonin Gene-related Peptide (CGRP) [13] auch die Familie der
Tachykinine [14].

In den vorliegenden Arbeiten wurden insbesondere die Effekte der oft
kolokalisierten Mediatoren CGRP und der Gruppe der Tachykinine auf
pathophysiologische und pathobiochemische Prozesse untersucht, weshalb

deren Strukturen und Funktionen an dieser Stelle genauer erlautert werden.

1.2.3. Calcitonin Gene-related Peptide (CGRP)

CGRP besteht aus 37 Aminosauren und ist das Produkt alternativen Splicings
des Calcitonin Gens [15]. CGRP ist oft mit der Familie der Tachykinine in
sensiblen Nervenfasern kolokalisiert, welche die oberen und unteren Atemwege
zahlreicher Spezies innervieren [16, 17]. Darliber hinaus ist die Expression von
CGRP sowohl auf der mRNA, als auch auf der Protein-Ebene in pulmonalen
neuroendokrinen Zellen gezeigt worden, die zum Teil in Clustern, den
Neuroepithelial Bodies (NEB), organisiert sind. Diese CGRP-haltigen Zellen
finden sich in allen Abschnitten des Respirationstrakts bis hin zu den Alveolen
[18, 19] und bilden ein wichtiges Reservoir fir epitheliale Progenitorzellen [20].

CGRP bindet an fur Neuropeptide typische, 7-transmembran G-Protein

gekoppelte Rezeptoren, deren Aktivitat von einer Familie von Receptor Activity-
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Modifying Proteins (RAMP) reguliert wird und die man daher als Typ | oder Typ
I CGRP Rezeptoren unterscheidet [21]. Bindungsstellen fur CGRP in der
Lunge wurden autoradiographisch in pulmonalen und bronchialen Geféalen aller
GroRRen sowie in den Alveolarwanden gezeigt [22]. Dagegen zeigte die glatte
Muskulatur sowie das Epithel nur wenige und die submukosalen Drusen keine
Bindungsstellen fir CGRP [22].

In-vitro Studien an humanen Bronchien zeigten, dass CGRP konstriktorisch auf
die glatte Muskulatur der Atemwege wirkt [17]. Zwei mdgliche Mechanismen
wurden diskutiert, entweder aktiviert CGRP die Phopholipase C und fihrt so
Uber 1P3; zur Konstriktion [23] oder CGRP fuhrt zur Sekretion anderer
konstriktorischer Mediatoren. Fur letztere Hypothese wirde die geringe Dichte
an autoradiographisch dargestellten Bindungsstellen in der
Atemwegsmuskulatur sprechen. Im Respirationstrakt des Meerschweinchens
konnte keine einheitliche konstriktorische oder dilatorische Wirkung von CGRP
gezeigt werden, so dass der jeweilige Effekt eine Addition der Wirkungen von
Mediatoren mit entgegengesetzten Wirkungen darstellt [24]. Dieses Szenario
wird durch den Phéanotyp-Switch hin zum inflammatorischen Phanotyp weiter
kompliziert. Bei Verletzungen des Atemwegsepithels durch inflammatorische
Prozesse spielen die NEBs eine wichtige Rolle, da CGRP einerseits flir die Re-
Epithelialisierung [20] wichtig ist und andererseits das Einwandern von
Fibroblasten sowie deren Proliferation stimulieren kann [25]. Auf die Sekretion
von Mukus scheint CGRP keinen Einfluss zu haben [26]. Dagegen ist es als
einer der starksten bekannten Vasodilatatoren [27], dessen Rezeptoren sich
hochexprimiert in den bronchialen GefaRen finden [28], an der Regulation des
GefalRtonus beteiligt. Im Gegensatz zu Substanz P flihrt CGRP aber nicht zu
einer Plasmaexsudation [29].

CGRP kann durch mehrere, in (humanen) Atemwegen exprimierte Enzyme
mittels proteolytischer Spaltung inaktiviert werden. Dabei kommt der neutralen
Endopeptidase (NEP) die grol3te Bedeutung zu. Pharmakologische Inhibition
dieser Peptidase fuhrte zu einer Verstarkung von CGRP-Effekten in den

Atemwegen [30].



1.2.4. Tachykinine

Die Tachykinine bilden eine Familie von Neuropeptiden, deren altester Vertreter
das 1931 durch von Euler und Gaddum beschriebene Substanz P (SP) ist [31],
welches erst 1971 sequenziert wurde [32, 33]. Nach der Sequenzierung
weiterer Tachykinine zeigte sich, dass diese Neuropeptide alle durch die C-
terminale  Aminosauresequenz  Phe-X-Gly-Leu-Met-NH2  (X=  variable
Aminosaure) gekennzeichnet sind [34, 35]. Die variable Aminoséure ist dabei
entweder eine aromatische oder eine p-verzweigte aliphatische Aminoséure.
Kodiert werden die zur Tachykinin-Familie gehdrenden Peptide von zwei
Genen, PPT-A und PPT-B, heute auch TAC1 und TAC3 genannt [36]. Das
PPT-A Gen kodiert fur die Mediatoren Substanz P, Neurokinin A, sowie
Neuropeptid K und Neuropeptid-y, welche durch alternatives Splicing der Exone
4 und 6 der PPT-A mRNA (o, B,7,0 PPT-A) entstehen [37]. Alle 4 Splice-
Varianten kodieren fur Substanz P, zusatzlich kodiert die B-Form flir NKA und
fur eine N-terminal verlangerte Version von NKA, das Neuropeptid K. Die vy-
Form kodiert ebenfalls fur ein N-terminal verlangertes NKA, das Neuropeptid-y
[38, 39]. Es treten deutliche, spezies-abhéngige Unterschiede in der Haufigkeit
der Expression der 4 Splice-Varianten auf. So wird beim Mensch vorrangig p-
PPT-A exprimiert, wahrend bei der Ratte die y-Variante vorherrscht [40]. Ein
weiterer Vertreter der Tachykinin-Familie ist das in den Atemwegen bisher nicht
nachgewiesene Neurokinin B (NKB), welches durch das PPT-B-Gen kodiert
wird [41, 34].

Substanz P und Neurokinin A werden als Mediatoren von einer Subgruppe
Atemweg-projizierender sensibler Neurone exprimiert, von denen sie nach
Exposition mit Irritantien, wie Allergenen, Rauch und Capsaicin, oder
endogenen Mediatoren, wie Bradykinin, Prostaglandinen, Histamin oder
Protonen freigesetzt werden [34]. Immunhistochemisch wurde gezeigt, dass
diese Nervenfasern jedes Kompartiment der unteren Atemwege mit Ausnahme
der Knorpelspangen von Tachykinin-haltigen Axonen erreichen [42, 43]. Der
Ursprung der tachykinergen Neurone der Atemwege und ihres Gefal3betts liegt
in vagalen Ganglien (Ganglion nodosum und Ganglion jugulare) und den

oberen thorakalen Spinalganglien [44, 45].



Eine non-neuronale Tachykinin-Synthese in eosinophilen Granulozyten,
Monozyten, Makrophagen, Lymphozyten, neutrophilen Granulozyten und
dendritischen Zellen wurde diskutiert [14]. Die Wirkungen der pro-
inflammatorischen Tachykinine auf die Atemwege und die pulmonale

Strombahn wird Gber verschiedene Tachykinin-Rezeptoren induziert [34, 46].

1.2.4.1. Tachykinin-Rezeptoren

Aufgrund unterschiedlicher Affinitaten der einzelnen Tachykinine zu deren
Rezeptoren lassen sich diese pharmakologisch differenzieren. Bei den drei
Tachykinin-Rezeptoren handelt es sich um eine Gruppe Gg-Protein gekoppelter
Rezeptoren, die einen IPs-vermittelten Anstieg des intrazellularen Ca**-Spiegels
durch die Phospholipase C bewirken und nach Agonisten-Bindung eine
Desensibilisierung zeigen [47]. Bei hbheren Agonisten-Konzentrationen kommt
es auch zur Bildung von cAMP [14]. Die Rezeptoren sind auf drei Genen
kodiert, die wahrscheinlich durch Duplikationsereignisse eines ancestralen
Gens entstanden sind [47]. Sie enthalten fir G-Protein-gekoppelte Rezeptoren
unubliche Introns in den Protein-kodierenden Regionen [48, 49]. Tachykinine
weisen zwar eine hohe Sequenzhomologie in ihrem carboxyterminalen Ende
auf, durch die die Aktivierung des entsprechenden Rezeptors stattfindet [50,
51], jedoch unterscheiden sie sich an ihren aminoterminalen Enden, durch die
ihre Affinitdt zu den unterschiedlichen Rezeptoren definiert wird.

Substanz P zeigt die groR3te Affinitat zum Neurokinin 1 (NK-1) Rezeptor.
Neurokinin A und die verlangerten Formen von Neurokinin A, Neuropeptid K
[38] und Neuropeptid-y [39] aktivieren hauptsachlich den NK-2 Rezeptor. Die
NK-3 Rezeptoren zeigen die hdchste Affinitat zu Neurokinin B. In hohen
Konzentrationen ist jedoch jedes Mitglied der Tachykinin-Familie in der Lage die
nicht préferierten Rezeptoren zu aktivieren, so dass das System eine hohe
funktionelle Plastizitat aufweist [34]. Die Rezeptoren flr Tachykinine wurden in
der Lunge in den Bereichen von Tracheal- und Bronchialmyozyten, Driisen, im
respiratorischen Epithel und in Lamina propria-Zellen, sowie Gefalimyozyten
und dem Endothel nachgewiesen [52]. Neben den NK-1 und NK-2 Rezeptoren
[53] wurde auch die Expression des NK-3 Rezeptors diskutiert, welcher
vorrangig im ZNS beschrieben wurde [37, 54]. Pharmakologische Daten lassen
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vermuten, dass der NK-3 Rezeptor zumindest bei Meerschweinchen in den
Bronchialganglien exprimiert wird [55, 56]. Dagegen ist das Vorkommen von
Neurokinin B, das hochaffine Tachykinin des NK-3 Rezeptors, in der Lunge

nicht gezeigt worden [57, 34].

1.2.4.2. Abbau von Tachykininen

Neben der Desensibilisierung der jeweiligen Rezeptoren werden die Effekte von
Tachykininen auch durch den enzymatischen Abbau reguliert. Wie auch CGRP
werden Tachykinine hauptsachlich durch die Neutrale Endopeptidase (NEP)
abgebaut [58], die die Peptide an mehreren Stellen schneidet [59]. Neben der
NEP kénnen weitere im Plasma vorhandene Pepdidasen, wie das Angiotensin
Converting Enzym [60, 59], die Plasma-Dipeptidyl(amino)peptidase IV und das
Post-Proline-Cleaving-Enzyme [61] Tachykinine abbauen.

1.2.4.3. Modulation der Tachykinin-Expression

Die Expression von Neuropeptiden wie den Tachykininen und CGRP unterliegt
einer strengen Kontrolle und wird durch zahlreiche Mediatoren moduliert. Die
wichtigste Gruppe dieser Mediatoren bilden die Neurotrophine, die wahrend der
Embyonalphase fur das Einwachsen von Nervenfasern in periphere Gewebe
und spater fiir das Uberleben von Neuronen adulter Tiere verantwortlich sind.
Die Gruppe der Neurotrophine wird von BDNF, NGF, NT-3 und NT4/5 gebildet,
die mit den hochaffinen Rezeptoren TrkA, Trk-B und Trk-C, sowie dem pan-
Rezeptor p75 interagieren (Abbildung 3) [62, 63].
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Abbildung 3: Bindungsprofil der neurotrophen Faktoren.

Bei Asthmatikern wurden erhohte Serum NGF-Spiegel festgestellt [64].
Applikation von exogenem NGF fiuhrt ebenfalls zu einer Induktion der
Tachykinin-Synthese [65]. Die erhdhten Tachykinin-Spiegel entstehen
maoglicherweise durch eine de-novo Expression von Tachykininen in

mechanorezeptiven Neuronen [66, 67].
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1.3. Fragestellung und Ziel

Nach dem Kenntnisstand zu Beginn der experimentellen Untersuchungen der
vorliegenden kumulativen Arbeit war bekannt, dass Neuropeptide, wie die
Familie der Tachykinine und CGRP, im Rahmen der Pathophysiologie und
Pathobiochemie eine Vielzahl von allergischen Erkrankungen [68, 69, 70]
regulieren und in der Peripherie freigesetzt werden.

Es war jedoch nicht geklart, inwieweit diese Neuropeptide selbst an den
Remodelling Prozessen der Atemwege beteiligt sind oder ob sie indirekt durch
die erh6hte Permeabilitat der bronchialen Gefal3e und die dadurch resultierende
Infiltration von inflammatorischen Zellen an diesem Geschehen beteiligt sind.
Unter der Annahme, dass pro-inflammatorische Neuropeptide direkte Effekte
auf die Pathophysiologie von chronischen Atemwegserkrankungen haben,
bestand die Zielstellung der Arbeit darin, am Beispiel von Tachykininen und
CGRP, zu neuen Erkenntnissen beziglich der Rolle von peptidergen

Entzindungsmediatoren zu gelangen.

Folgende Fragen sollten dabei beantwortet werden:

1. Wo sind diese Neuropeptide exprimiert und gibt es nicht-neuronale

Quellen in der humanen Lunge?

2. Sind Tachykinine und CGRP nur Marker flr eine gesteigerte
Atemwegssensibilitdt oder stehen sie in einem kausalen Zusammenhang

mit der Pathopyhsiologie chronischer Atemwegserkrankungen?

3. Welcher Mechanismus konnte fir die schadigende Wirkung von

Tachykininen verantwortlich sein?
4. Treten diese Effekte, z.B. die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies,

speziell in den Atemwegen auf oder konnte dies ein genereller

Mechanismus sein?
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2. Veroffentlichungen zum Thema der vorliegenden

kumulativen Habilitationsschrift

2.1. Effects of alpha calcitonin gene-related peptide in human bronchial

smooth muscle and pulmonary artery

Jochen Springer, Silvia Amadesi, Marcello Trevisani, Selena Harrison, Q. Thai
Dinh, Gerald P. McGregor, Axel Fischer, Pierangelo Geppetti, David A.
Groneberg

Der Tonus von Atemwegen und den pulmonalen Gefal3en wird vorherrschend
von cholinergen und adrenergen Impulsen reguliert. Die Regulation des Tonus
von humaner glatter Muskulatur wird von biologisch aktiven Peptiden wie
Calcitonin ~ Gene-Related Peptide (CGRP) unter normalen und
pathophysiologischen Bedingungen signifikant beeinflusst. In dieser Studie
wurden die Expression von CGRP und seinem Rezeptor CGPR-1, sowie deren
biologischen Effekte in humanen Atemwegen und pulmonalen GefalRen
untersucht. Immunhistochemisch wurde CGRP in neuroepithelialen Bodies
(NEB) und Atemwegs-projizierenden Neuronen nachgewiesen. Der Rezeptor
fand sich in Epithelzellen, der glatten Muskulatur der Atemwege und dem
Endothel der pulmonalen Gefal3e. Vorkontrahierte Bronchien (Durchmesser 3-4
mm) zeigten eine Dosis-abhéangige Kontraktion nach der Entfernung des
Epithels, wohingegen es bei einem intakten Epithel zu keinerlei Effekten kam. In
pulmonalen Arterien (2-6 mm Durchmesser) fuhrte die Applikation von CGRP
zu einer Dosis-abhangigen Vasodilatation, die sowohl bei intaktem, als auch bei
entferntem Endothel auftrat. Pra-Inkubation mit Indomethacin, aber nicht mit L-
NAME, inhibierte die CGRP-induzierte Relaxation der Gefél3e. Dies lasst darauf
schlieRen, dass Prostaglandine aber nicht Stickstoffmonoxid (NO) an der
intrazellularen Signaltransduktion beteiligt sind. Die Effekte von CGRP auf
Bronchien und Arterien konnten mit dem spezifischen Antagonisten CGRP g.37
inhibiert werden. Zusammengefasst zeigt diese Studie, dass die Effekte von

12



CGRP sich bei intaktem Bronchialepithel gegenseitig aufheben, es aber bei
Epithelschaden, die bei pathologischen Vorgangen wie z.B. bei Asthma oder
COPD auftreten, zu einer Kontraktion der Atemwege kommt. Gleichzeitig
kommt es zu einer Dilatation der Gefalie, was in den Bronchien ein weiteres

Anschwellen begunstigt.
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2.2. NK-1 Receptor Stimulation Causes Contraction and Inositol
Phosphate Increase in Medium-size Human Isolated Bronchi

Silvia Amadesi, Joelle Moreau, Michele Tognetto, Jochen Springer, Marcello
Trevisani, Emmanuel Naline, Charles Advenier, Axel Fischer, Damiano Vinci,

Christina Mapp, Deborak Miotto, Giorgio Cavallesco, Pierangelo Geppetti

Obwohl die Kontraktion isolierter humaner Bronchien hauptsachlich durch NK-2
Rezeptoren vermittelt wird, kommt es nach der Stimulierung von NK-1
Rezeptoren in kleinen humanen Bronchien mit einem Durchmesser von ca. 1
mm Uber die Sekretion von Prostanoiden zu einer Kontraktion. In dieser Studie
wurde die Expression des NK-1 Rezeptors und dessen vermittelte Effekte in
mittleren humanen Bronchien mit einem Durchmesser von 2-5 mm untersucht.
Mittels Immunhistochemie wurde der NK-1 Rezeptor in glatten Muskelzellen der
Bronchien lokalisiert. Applikation des selektiven NK-1 Rezeptor Agonisten [Sar®,
Met(O,)'']SP fiihrte in ca. 60% der isolierten Bronchien zu einer Kontraktion.
Dieser Effekt wurde durch zwei verschiedene NK-1 Rezeptor Antagonisten, CP
99994 und SR140333, reduziert. Die durch [Sar®, Met(O,)™]SP induzierte
Kontraktion war unabhéngig von Acetylcholin- oder Histamin-Sekretion, einem
intakten Epithel und wurde nicht durch eine Inhibition der NO-Synthase und
Cylooxygenase beeinflusst. [Sar®, Met(O,)']SP erhohte die Inositolphosphat
Level, was durch SR 140333 in kleinen und mittleren Bronchien inhibiert wurde.
Eine Inhibition der Cyclooxygenase verhinderte eine [Sar®, Met(O,)*|SP-
vermittelte Bildung von Inositolphosphat in kleinen, nicht aber in mittleren

Bronchien.

Aktivierung von NK-1 Rezeptoren fuhrte zu einer Bronchokonstriktion in einem
groBen Teil der untersuchten humanen Bronchien. Anders als in kleinen
Bronchien ist dieser Effekt unabhangig von einer Sekretion von Prostanoiden
und die Ergebnisse dieser Studie legen nah, dass Substanz P direkt Uber den
NK-1 Rezeptor via den Inositolphosphat Signalweg auf glatte Muskelzellen der

Bronchialwand wirkt.
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2.3. Alternative splicing in single cells dissected from complex tissues:
seperate expression of prepro-tachykinin A mRNA splice variants in

Sensory neurons.

Jochen Springer, Gerad P McGregor, Ludger Fink, Axel Fischer

Tachykinine spielen bei peripheren inflammatorischen Erkrankungen und bei
zentralnervdsen Stérungen eine pathophysiologisch wichtige Rolle. Die meisten
Mitglieder der Tachykinin-Familie werden durch post-transkriptionales
alternatives Splicing der Exone 4 und 6 des Prapro-Tachykinin-A Gens (PPT-A)
generiert. Wahrend alle Splice Varianten (o, B, v, ) Substanz P bilden kdnnen,
kann Neurokinin A nur von B- und y-PPT-A, sowie Neuropeptid K und
Neuropeptid-y jeweils nur von p- oder y-PPT-A gebildet werden. In der
vorliegenden Studie ist die Expression der PPT-A Splice Varianten in
individuellen Neuronen des Ganglion nodosum untersucht worden. In mRNA-
Extrakten ganzer Ganglien wurde sowohl die Expression aller vier alternativen
MRNA Transkripte mittels RT-PCR gezeigt, als auch das Vorkommen aller
darin kodierten Tachykinine. Die Peptide wurden durch eine HPLC fraktioniert
und anschlieBend die Tachykinin-Peptide dieser Fraktionen mittels
Radioimmunoassay bestimmt. Um die PPT-A Expression in individuellen
Neuronen zu untersuchen, wurden einzelne Kkleine Neurone aus kurz
Hamatoxylin-gefarbten  Kryoschnitten des  Ganglions mittels Laser
Mikrodissektion aus dem Gewebeverband isoliert und diese dann direkt fur die
RT-PCR verwendet.

Von den untersuchten Neuronen exprimierten 31.9% ein spezifisches PPT-A
Transkript. Auf individueller Basis zeigte sich jedoch, dass ein einzelnes Neuron
immer nur eine der vier moglichen Splice-Varianten exprimierte. Dabei war o-
PPT-A die haufigste experimierte mRNA. Dies war zu dem Zeitpunkt der
Fertigstellung die erste Studie, die die PPT-A Expression auf Einzelzellebene
untersucht hat. Zieht man die gro3e Zahl an alternativ gesplicten Genen des
(humanen) Genoms in Betracht und die daraus resultierenden tiefschirfenden
physiologischen Effekte, so zeigt sich, dass die hier verwendete Methode ein

groBes Potential hat, um einzelne Zellen aus einem Gewebeverband zu
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isolieren und zu untersuchen, ohne dabei die durch zellularen Stress bedingten
Veranderungen von enzymatisch dissoziierten neuronalen Zellen in Kauf

nehmen zu mussen.

Fur das PPT-A Gen selbst zeigen die Ergebnisse dieser Studie, dass
alternatives post-transkriptionales Splicing den tachykinergen Phanotyp
individueller Neurone festlegt und so wichtige funktionelle Implikationen unter
physiologischen und pathophysiologischen Bedingungen hat. Besonders
deshalb, weil durch ein Umstellen der Zelle auf eine andere Splice Variante die
in der Peripherie auftretenden Effekte wie Vasokonstriktion durch Neurokinin A
in eine gegenteilige Reaktion wie Vasodilatation durch Substanz P verwandeln

kdnnen.
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2.4. Inflammatory cells as a source of tachykinin-induced mucus secretion

in chronic bronchitis

Jochen Springer, David A. Groneberg, Reinhard Pregla, Axel Fischer

Substanz P und Neurokinin A sind regulatorische Peptide, die zur Familie der
Tachykinine gehdren und die einen weitreichenden Einfluss auf die Funktion
humaner Atemwege unter physiologischen und pathophysiologischen
Zustanden wie Asthma und chronisch obstruktiver Lungenerkrankung (COPD)
haben. Die Tachykinin-induzierte Sekretion von Mukus wurde bisher als
abhangig von sensiblen Neuronen angesehen. In dieser Studie wurde das
Vorkommen von Tachykinin-mRNA und Tachykinin-Peptiden und deren Bezug
zu NK-1 Rezeptor positiven Zellen der humanen Schleimdriisen in mittelgrof3en
Bronchien untersucht, um festzustellen, ob Tachykinine auch von
inflammatorischen Zellen in den Schleimdriisen gebildet werden kénnen. Mittels
RT-PCR wurde die Expression von Tachykinin-mRNA in humanen Atemwegen
gezeigt. Ein Prapro-Tachykinin-A (PPT-A) Signal wurde in inflammatorischen
Zellen mittels in-situ Hybridisierung gefunden. Dieses Signal wurde mittels
Immunhistochemie validiert, wobei hier nicht zwischen den einzelnen
Tachykinin-Peptiden unterschieden werden konnte, da der eingesetzte
Antikbper gegen das gemeinsame N-terminale Ende der Zellen gerichtet war.
Die Tachykinin-positiven Zellen befanden sich nahe bzw. an den
myoepithelialen Zellen der Schleimdriisen, die ihrerseits eine Immunoreaktivitat

fur den NK-1 Rezeptor aufwiesen.

Diese Daten zeigen, dass inflammatorische Zellen, die positiv fir PPT-A mRNA
und Tachykinin-Peptide sind, in direktem Kontakt zu dem NK-1 Rezeptor
positiven Myoepithel der Schleimdrisen stehen. Dies lasst vermuten, dass es
nicht nur zu einer Regulation der Schleimsekretion durch neuronal freigesetzte
Tachykinine kommt, sondern unter pathophysiologischen Bedingungen
chronischer Atemwegserkrankungen, wie bei Asthma und COPD, auch von

inflammatorischen Zellen freigesetzte Tachykinine eine Rolle spielen kbnnen.
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2.5. Substance P mediates AP-1 induction in A549 cells via reactive

oxygen species

Jochen Springer, Dirk Pleimes, Frank R. Scholz, Axel Fischer

Ein charakteristisches Merkmal bei asthmatischen Patienten ist die Bildung von
reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) und die Aktivierung des AP-1
Transkriptionsfaktors wahrend der inflammatorischen Prozesse. Die Induktion
von AP-1 fuhrt zu einer erhOhten Expression von pro-inflammatorischen
Zytokinen. Gleichzeitig sind erhohte Substanz P (SP) Spiegel in
bronchoalveolaren Lavage Flissigkeiten von Asthmatikern beschrieben
worden. In dieser Arbeit ist die Rolle von Substanz P auf die Bildung von ROS
und die nachfolgende Aktivierung von AP-1 in A 549 Atemwegsepithelzellen
untersucht worden. Dazu wurde die Bildung von ROS mittels der
Dichloroflourescein-Diacetate Methode untersucht, die Aktivierung von AP-1
mittels Reportergen Assays. Es hat sich gezeigt, dass die SP-mediierte
Induktion von AP-1 abhéngig von extrazellularen Kalzium und ROS ist. Die
wahrscheinliche Quelle der ROS sind die Mitochondrien, da Rotenone die
Induktion von AP-1 inhibierte und die mRNA fir die p47phox Untereinheit des
NADPH Oxidase Komplexes, welcher fur die Bildung von ROS in
phagozytotischen Zellen verantwortlich ist, nicht in A549 Zellen exprimiert war.
Auch in Zellen des bronchialen Atemwegsepithels, die mittels Laser Capture
Microdissection aus murinen Atemwegen isoliert wurden, konnte keine
Expression von p47phox nachgewiesen werden. Zusammengefasst zeigt diese
Studie, dass SP in der Lage ist ROS-abhéngig AP-1 zu indizieren, was zur

Expression von pro-inflammatorischen Zytokinen beitragen kdnnte.
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2.6. Neurkinin-1 receptor activation induces reactive oxygen species and

epithelial damage in allergic airway inflammation

Jochen Springer, David A. Groneberg, Q. Thai Dinh, David Quarcoo, Eckart
Hamelmann, Rudiger C. Braun-Dullaeus, Pierangelo Geppetti, Stefan D. Anker,
Axel Fischer

Eine Induktion der Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) ist
charakteristisch fur eine Entzindungsreaktion. Bei allergischem Asthma sind
erhohte ROS-Level in der ausgeatmeten Luft von Asthmatikern beschrieben
worden. Die genauen Bildungsorte und die Signaltransduktionswege waren
bisher nicht bekannt. Ziel dieser Studie war es, die Rolle des Tachykinin NK-1
Rezeptors im Zusammenhang mit der Bildung von ROS, der akuten
Inflammation nach der Allergen-Challenge und den sich anschlie3enden
pathophysiologisch bedeutsamen Umbauprozessen der Atemwegswand zu
bestimmen. Dazu wurden vitale Lungenschnitte aus den Lungen von Ovalbumin
(OVA) sensitivierten Tieren angefertigt und diese Schnitte kultiviert. Die Bildung
von ROS wurde mittels der 27‘-Dichlorofourescein-Diacetate (DCF) Methode
nach in-vitro Allergen-Challenge mit 10 pg/ml OVA Uber den Zeitraum einer
Stunde untersucht. Langzeit-Effekte der ROS auf die epitheliale Proliferation
wurden mittels Inkorporation von 5-Bromo-2'-Deoxyuridine Gber einen Zeitraum
von 72 Stunden charakterisiert. Die Bildung von ROS war im Epithel von
sensibilisierten, OVA-gechallengten Tiere 3,7-fach erhtht, was durch die
Applikation des Tachykinin NK-1 Rezeptor Antagonisten SR 140333 vollstandig
inhibiert werden konnte. Das Antioxidans N-Acetylcystein (NAC), welches als
Radikalfanger funktioniert, war ebenfalls in der Lage das DCF-Signal vollstandig
zu reduzieren. Inkubation der vitalen Lungenschnitte mit 5nM [Sar®, Met}(O,)]-
Substanz P verursachte ebenfalls eine vierfach erhohte, NK-1 Rezeptor-
abhangige Bildung von ROS. Eine Inkubation der Lungenschnitte mit 5nM
[Sar®, Met'}(0,)]-Substanz P, als Modell einer chronisch erhdhten Sekretion
von Substanz P Uber einen Zeitraum von 72 Stunden, resultierte in einer um
68% reduzierten Proliferationsrate.

Die Ergebnisse dieser Studien wurden mittels in-vivo Versuchen an OVA-

sensibilisierten Tieren validiert, bei denen die Tiere intranasal vor der allergen-
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Challenge entweder mit Placebo, SR 140333 oder NAC behandelt wurden. Die
inflammatorische Infiltration und das Remodelling wurden 48 Stunden nach
Allergen-Challenge untersucht. Dabei zeigte sich eine Reduktion des
Epithelschadens durch SR 140333 um 91,4% und durch NAC um 76,8%
gegenuber der Placebo behandelten Gruppe (p<0.0001 fur beide
Behandlungen). Die Hyperplasie der Schleimbecherzellen des Epithels wurde
durch die Behandlung um 67,4% (SR 140333) und 50,1% (NAC) gesenkt
(p<0.05). Auch der Influx inflammatorischer Zellen wurde durch die Therapie
gesenkt (65,3% und 45,3% gegenuber Placebo, p<0.01). Aus den Ergebnissen
lasst sich schlieRen, dass eine Allergen-Challenge die Bildung von reaktiven
Sauerstoffspezies in Abhangigkeit des Tachykinin NK-1 Rezeptors induziert.
Die Inhibition dieses Rezeptors in-vivo reduzierte die Schadigung des
Bronchialepithels und die Remodelling-Prozesse deutlich. Daraus lasst sich
schlussfolgern, dass Asthma-Patienten mdoglicherweise von einem Therapie-
Regime, das Antioxidantien oder Antagonisten des NK-1 Rezeptors beinhaltet,

profitieren kdnnten.
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2.7. SMAD-signaling in chronic obstructive pulmonary disease:
transcriptional down-regulation of inhibitory SMAD 6 and 7 by cigarette

smoke

Jochen Springer, Frank R. Scholz, Christian Peiser, David A. Groneberg, Axel

Fischer

Transforming  Growth  Factor-f1  ist bei  chronisch  obstruktiver
Atemwegserkrankung (COPD) an den Umbauprozessen der Atemwegswand
beteiligt. Es ist durch die Stimulation der Sekretion von extrazellularen
Matrixproteinen ein potenter Modulator der zu beobachtenden Fibrosierung.
Signale der TGF-Superfamilie werden direkt durch die Gruppe der SMAD
Transkriptionsfaktoren intrazellular verarbeitet. In dieser Studie ist die mMRNA
Expression der regulatorischen SMAD-2 und -3, des SMAD-4, welches fir die
Translokation der SMAD-Heterodimere wichtig ist, sowie der inhibitorischen
SMAD-6 und -7, welche das Signal der TGF-Superfamilien negativ regulieren,
in Bronchialbiopsien von COPD-Patienten und gesunden Kontrollen mittels
quantitativer RT-PCR untersucht worden. Wahrend eine Expression von SMAD-
2 nicht gezeigt werden konnte, war die Expression von SMAD-3 und SMAD-4
gegenuber den Kontrollen nicht verandert. Dagegen zeigten die inhibitorischen
SMAD-6 und -7 eine starke Reduktion der Expression gegeniber den
Kontrollen. In Zellkulturversuchen mit der epithelialen Zellline A549 wurde der
Effekt des Kondensats aus dem Zigarettenrauch auf die Expression von SMAD-
6 und -7 untersucht. Dazu wurden die konfluenten Zellen mit 1% oder 10 %
Zigarettenrauchextrakt Uber 48 Stunden inkubiert. Wiederum zeigte sich eine

signifikante Reduktion der Expression der inhibitorischen SMADs.

Man kann also davon ausgehen, dass die TGF-p mediierten Effekte auf das
Remodelling in den Atemwegen bei COPD-Patienten durch einen gestorten
intrazellularen negativen Feedback-Mechanismus unterstitzt bzw. verursacht
werden. Dazu gehort, dass der nicht fliichtige Teil des Zigarettenrauchs, das

Kondensat, eine wichtige Rolle bei dem Remodelling zu haben scheint und
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alleine fur die reduzierte Expression der inhibitorischen SMADs verantwortlich

Zu sein scheint.
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2.8. Substance P released by TRPV1-expressing neurons produce reactive
oxygen species that mediate ethanol-induced gastric injury

David Gazzieri*, Marcello Trevisani*, Jochen Springer*, Selena Harrison,
Graeme S. Cottrell, Euince Andre, Paola Nicoletti, Daniela Massi, Sandra
Zecchi, Daniele Nosi, Marco Santucci, Norma P. Gerad, Monica Lucattelli,
Guiseppe Lungarella, Axel Fischer, Eileen F. Grady, Nigel W. Bunnet,
Pierangelo Geppetti

*= equal contribution

Obwohl bekannt war, dass Neurokinin-1 Rezeptor Antagonisten Ethanol-
induzierte gastrische L&sionen verhindern kdnnen, war bisher nicht bekannt,
uber welchen Mechanismus es zur Sekretion von Substanz P kommt und Uber
welche Mechanismen Substanz P die Mukosa des Magens schadigt. Die
unserer Arbeit zugrunde liegende Hypothese war, dass Ethanol den Transient
Receptor Potential Vanilloid 1 (TRPV1) auf den Endigungen sensibler
Neuronen aktiviert, wodurch es zur Sekretion von Substanz P kommt. Dieses
wiederum stimuliert epitheliale Neurokinin-1 Rezeptoren, was zu einer
schadigenden Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) fuhrt. Substanz P
Sekretion wurde im Magen der Maus gemessen, die Bildung von ROS wurde
mittels der 2‘7‘-Dichlorofourescein-Diacetate (DCF) Methode untersucht und
das  Vorhandensein  von Neurokinin-1 ~ Rezeptoren  wurde  mit
immunhistochemischen Methoden gezeigt. Die Sekretion von Substanz P durch
Ethanol wurde durch den Antagonismus des TRPV1 Rezeptors verhindert.
Hochdosiertes Ethanol verursachte Lasionen in der Mukosa und die
pharmakologische Inhibition des TRPV1 oder Neurokinin-1 Rezeptors, sowie
der Knock-Out des Neurokinin-1 Rezeptors, verhinderte die Bildung von
Lasionen. Ko-Applikation von niedrig dosiertem und damit unschadlichem
Ethanol und Substanz P fuhrte zu einer TRPV1 unabhangigen, aber
Neurokinin-1 Rezeptor abhéangigen Bildung von Lasionen. Ethanol, Capsaicin
und Substanz P stimulierte die Bildung von ROS in oberflachlichen
Epithelzellen des Magens, die den Neurokinin-1 Rezeptor exprimierten. Die

Applikation von Antioxidantien bzw. Radikalfangern verhinderte die Bildung von
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Lasionen bei Tieren, denen entweder hochdosiertes Ethanol oder eine
Kombination aus niedrigdosiertem Ethanol und Substanz P verabreicht wurde.
Lasionen der Magenschleimhaut werden durch einen Effekt des Ethanols
verursacht, der nur dann zu Schadigungen fihrt, wenn er mit der Aktivierung
des TRPV1 Rezeptors, der Sekretion von Substanz P aus sensiblen Neuronen,
der Stimulation des Neurokinin-1 Rezeptors und der Bildung von ROS

assoziiert ist.
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3. Diskussion

3.1. Expression von CGRP und Tachykininen

Mittels retrogradem neuronalen Tracings wurde gezeigt, dass ein groR3er Telil
der tachykinergen Innervation der Maus aus dem Komplex aus dem Ganglion
jugulare und Ganglion nodosum entstammt [71]. Eine Induktion der Tachykinin-
Expression durch die Uberexpression des neurotrophen Faktors BNDF ist in
diesem Komplex gezeigt worden [72]. Auch Nerve Growth Factor [71] und
Stress [73] induzieren die Tachykinin-Expression in den beiden Ganglien. Die
Untersuchung der PPT-A mRNA Expression in diesem Komplex zeigte das
Vorhandensein von allen 4 Splice-Varianten, wobei der Anteil der zuféllig
gewahlten und analysierten Neurone, deren mRNA (a- und 8-PPT-A) nur die
Synthese von Substanz P zuldsst, deutlich hoher war als die der Neurone,
deren PPT-A mRNA eine Synthese von Substanz P und/oder NKA und dessen
verlangerten Versionen NPK und NPy ermoglicht [74]. Im Gegensatz dazu
wurde beim Mensch hautsachlich B-PPT-A und bei der Ratte hauptséchlich -
PPT-A gefunden [40], so dass die Expression von Tachykininen sehr
speziesabhangig zu sein scheint. Das bei der Maus gezeigte
Expressionsmuster hat in peripheren Geweben, wie der Lunge eine Relevanz,
da Substanz P und NKA physiologisch an unterschiedliche Rezeptoren binden
und komplementére Effekte induzieren kénnen.
Darlber hinaus konnte in der humanen Lunge gezeigt werden, dass bei COPD-
Patienten inflammatorische Zellen, die sich an oder in den subepithelialen
Schleimdriisen befinden, PPT-A mRNA exprimieren und die Zellen positiv fur
Tachykinin-Immunoreaktivitdt sind. Diese Zellen koénnten aktiv an der
Regulation der Schleimsekretion beteiligt sein [75]. Es ist bekannt, dass
Tachykinin-positive Nervenfasern zusammen mit VIP und Acetylcholin die
Schleimsekretion stimulieren, was bei chronischen Erkrankungen haufig gestort
ist [76, 77]. Tachykinin mMRNA oder die daraus resultierenden Peptide sind in
zahlreichen Zellen des Immunsystems beschrieben worden [78].
Interessanterweise scheinen gerade die nicht-neuronalen Zellen ein den
Tachykininen in Struktur und Funktion &hnliches Peptid zu exprimieren, dass
von einem separaten Gen kodiert wird (TAC4) und das als Hamokinin
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bezeichnet wird [79], so dass die in den Schleimdrisen beschriebenen Zellen
auch Hamokinin exprimieren kénnten, da der benutzte Antikorper gegen das
gemeinsamen carboxyterminalen Ende gerichtet ist. Eine Expression von
Neurokinin B neben Hamokinin ist in humanen Lymphozyten, Monozyten,
Neutrophilen und Eosinophilen beschrieben worden [80]. Eine kuirzlich
veroffentliche Arbeit zeigt, dass aus Geweben auch nach Stimulation mit
Capsaicin, was zu einer Sekretion der gesamten Menge an Tachykininen aus
sensiblen Nervenfasern fihrt, noch Substanz P aus verschiedenen Geweben
und damit aus nicht-neuronalen Quellen extrahiert werden kann [81]. Sogar bei
Invertebraten besteht die Moglichkeit einer Expression von Tachykinin-
ahnlichen Peptiden in frei flotierenden Zellen der Hamolymphe, da bei dem
lebenden Fossil Nautilus pompilius Zellen durch den pan-Tachykinin AntikGrper
markiert wurden [82].

CGRP wurde in Nervenfasern und epithelialen Neuroendocrine Bodies (NEB) in
der humanen Lunge nachgewiesen [83]. Eine ahnliche Verteilung von CGRP ist
auch fur die Mauslunge beschrieben worden, wobei hier auch CGRP-haltige
Nervenfasern in direktem Kontakt zu den NEBs stehen [84]. Der Rezeptor fur
CGRP fand sich sowohl im Endothel von pulmonalen und bronchialen GefalRen,
als auch in der glatten Muskulatur der Bronchien [85]. Die Anzahl der Zellen
innerhalb der NEBs schwankt und ist bei Ratten unter anderem stammabhangig
[86].

Zusammenfassend kann man sagen, dass Tachykinine und CGRP in der
humanen Lunge nicht nur in Nervenfasern lokalisiert sind, sondern, dass es
auch nicht-neuronale Quellen gibt, Dies sind zum einen fur die Tachykinine

inflammatorische Zellen und zum anderen NEPs fur CGRP.

3.2. Pharmakologische Effekte von CGRP und Tachykininen in der Lunge

CGRP-Sekretion in den Atemwegen fuhrt nur bei geschadigtem

Bronchialepithel zu einer Kontraktion der Bronchien, wohingegen die Wirkung
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auf den Bronchialtonus bei intaktem Epithel neutral ist [83]. Allerdings zeigte
sich in pulmonalen Gefal3en eine starke Vasodilatation [83], die auch fur die
bronchialen GefdRe zu vermuten ist und die zuséatzlich zu den kontraktilen
Effekten von CGRP bei Asthma oder COPD die Atemwege weiter verengt,
indem es durch die Dilatation der Gefal3e zu einem Anschwellen der
Bronchialwand kommt. Eine gesteigerte Vaskularisierung der Bronchien ist bei
Patienten mit mildem Asthma beschrieben worden [87]. Daruber hinaus stellt
CGRP einen wichtigen proliferativen Stimulus fur verschiedene Zelltypen der
Atemwege dar, unter anderem auch fur die Epithelzellen [88], was im
Zusammenhang mit chronischen Atemwegserkrankungen zu einer Hyperplasie
des Epithels fuhren kann, wie dies fur Asthma beschrieben ist [89]. Auch eine
Hyperplasie der glatten Muskelzellen ist nachgewiesen worden [90]. Bei
Asthma und COPD kommt es zu einer Hyperplasie der Schleimbecherzellen,

was zu einer Obstruktion der Atemwege durch Hypersekretion fliihren kann [91].

Im Gegensatz zu den Effekten von CGRP kommt es durch die Sekretion von
Tachykininen zu einer Kontraktion der Atemwege vieler Spezies, wobei dieses
hauptsachlich durch den NKA praferierenden NK-2 Rezeptor vermittelt wird
[92]. Allerdings kann es auch durch die Aktivierung des NK-1 Rezeptors zur
Bronchokonstriktion kommen. Wir haben gezeigt, dass es in humanen
Bronchien mittleren Durchmessers zu einer Prostanoid-unabhéngigen
Kontraktion kommt, die wahrscheinlich Uber direkte Effekte von Substanz P auf
die glatte Muskulatur induziert wird. Dagegen ist die Substanz P-induzierte
Kontraktion kleiner Bronchien abhangig von einer Aktivierung der
Cyclooxygenase [93]. In einem Rauch-Modell konnte gezeigt werden, dass es
bei der Ratte NK-1 abhangig zu einer Bronchokonstriktion kommt [94], wobei
bekannt ist, dass Rauchexposition zu einer Sekretion von Tachykininen in der
Lunge fuhrt [95]. Bei Meerschweinchen wurde gezeigt, dass die Rauch-
induzierte Bonchokonstriktion biphasisch verlauft und sich mit einem tripple
NK1/NK2/NK3 Antagonisten inhibieren lasst [96]. Die Expression von
Tachykinin-Rezeptoren ist bei Asthmatikern erhoht [97]. Zieht man in Betracht,
dass es durch eine héaufige Verwendung von Beta-2 Agonisten zu einer
Hypersensibilisierung der Atemwege kommt, bei der auch die Expression von
Tachykinin-Rezeptoren weiter erhoht wird [98], kann die NK-1 Rezeptor-

vermittelte Bronchokonstriktion von grol3er Bedeutung sein.
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3.3. Rolle von Tachykininen bei chronisch-inflammatorischen
Erkrankungen der Lunge

In der ausgeatmeten Luft von Asthmatikern sind erhdhte Spiegel von reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS) gefunden worden [99], die wiederum zu einer
Inaktivierung der neutralen Endopepdidase fuhren konnen, welches das
wichtigste Enzym fir den Abbau von Tachykininen darstellt [100]. Dies kénnte
zu den erhohten Substanz P Werten in der broncho-alveolaren Lavage von
Asthmatikern beitragen, die nach Allergen-Challenge beschrieben wurden
[101]. Auch bei Patienten mit Reflux sind im Sputum erhdhte Substanz P

Spiegel nachgewiesen worden [102].

In peritonealen Mastzellen der Ratte ist eine Induktion von ROS durch Substanz
P beschrieben worden [103]. In Schnittkulturen der Mauslunge wurde durch
Inkubation mit [Sar’, Met(O,)']SP ber 72 Stunden eine &hnliche
Proliferationsinduktion in kleinen Arterien nachgewiesen, wie sie sonst unter
hypoxischen Bedingungen zu finden ist. Dabei kommt es unter beiden
Kulturbedingungen zur Bildung von ROS [104], die fur diesen Vorgang des
vaskularen Remodellings von grof3er Bedeutung sind [105]. Um den Effekt von
Substanz P auf die Bildung von ROS und Remodelling in den Atemwegen
abschatzen zu koénnen, wurden wiederum Schnittkulturen von Lungen
allergesierter Mause angefertigt und diese in-vitto mit dem Allergen
gechallenged. Dabei zeigte sich eine starke Induktion von ROS in den
Epithelzellen der Bronchien, welche durch einen Antagonisten (SR 140333) des
NK-1 Rezeptors blockiert wurde [106]. Ein ahnlicher Effekt wurde auch bei
Rauchexposition gezeigt [94]. Capsaicin Exposition induzierte ebenfalls einen
starken, NK-1 Rezeptor abhangigen Anstieg an ROS [106], so dass von einer
neuronalen Quelle an Substanz P ausgegangen werden kann.
Interessanterweise reagiert der TRPV1 Rezeptor, an den Capsaicin bindet und
eine Sekretion von Substanz P aus den Nervenfasern bewirkt, auch auf ROS
[107].
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Um chronische Effekte zu simulieren, wurden die Schnitte mit [Sar’,
Met(O,)'']SP inkubiert. Dies fiihrte kurzfristig ebenfalls zu einer starken ROS-
Bildung und langfristig zu einer drastisch reduzierten Proliferation des Epithels
und zu offensichtlichen Epithelschaden, was durch SR 140333 reduziert wurde.
In Ratten, die Ozon ausgesetzt waren, kam es durch die Aktivierung des NK-1
Rezeptors zu Epithelschaden, die durch SR 140333 reduziert wurden, wobei
SR 140333 selbst nicht als Radikalfanger agiert [108]. Dartiber hinaus wurde
eine Stabilisierung des Redox-sensitiven Transkriptionsfaktors HIF-1oo durch
Inkubation mit [Sar’, Met(O,)*]SP in den Atemwegen vitaler Lungenschnitte
gezeigt. HIF-1a ist ein wichtiger Regulator der VEGF-Expression [109], die
wiederum die Angiogenese stimuliert und so zu Hypervaskularisierung der
Bronchien beitragt [110]. ROS und Substanz P gelten unter anderem auch als
mitogene Stimuli flir die glatte Atemwegsmuskulatur [111]. In unseren
Versuchen an Lungenschnitten wurde allerdings keine Proliferation der glatten
Muskelzellen gefunden, was durch die Kulturbedingungen selbst oder durch die

relativ kurze Versuchsdauer verursacht werden konnte.

In-vivo zeigte sich 48 Stunden nach Challenge bei allergesierten Mausen, die
vor der Allergenchallenge mit einem Radikalfanger (NAC) oder SR 140333
behandelt wurden, eine Reduktion der Epithelschdden und der Hyperplasie der
Schleimbecherzellen. Ein ahnliches Remodelling tritt auch in der klinischen
Situation auf [112]. Daruber hinaus tritt eine Verdickung der Basalmembran auf,
was zu einer hoheren Steifheit der Atemwege fuhrt [113]. Transforming Growth
Factor-p 1 ist durch die Stimulation der Sekretion von extrazellularen
Matrixproteinen und die Inhibition von Matrix-abbauenden Enzymen ein
wichtiger Mediator dieser fibrotischen Vorgange [114]. In unserer Mausstudie
kam es zuséatzlich zu den Anti-Remodelling Effekten zu einer deutlichen
Reduktion des inflammatorischen Infiltrats, was auch in einer weiteren Studie
gezeigt werden konnte [115]. Weniger inflammatorische Zellen bedeuten
letztlich eine geringere Sekretion von pro-inflammatorischen Mediatoren und

weniger Hypersensibilitat.

In einer Zellkulturstudie wurde gezeigt, dass Substanz P auch bei der humanen
bronchialen Epithelzellline A549 eine Dosis- und Zeit-abhangige Bildung von

ROS auslost. Es kommt dabei zu einer Aktivierung des Transkriptionsfaktors
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AP-1, was durch Reportergenassays nachgewiesen wurde und abhangig von
ROS und Kalzium ist [116]. Fur Zigarettenrauch- und Asbest-Exposition ist
ebenfalls eine AP-1 Transaktivierung beschrieben worden, die zu einer
synergistischen Schadigung des Epithels mit daraus resultierender
kompensatorischer Proliferation und Tumorbildung fuhren kann [117]. Weitere
Versuche in A549 Zellen zeigen auch eine Aktivierung von NFxB durch
Substanz P, welche ebenfalls neben weiteren Faktoren, wie die MAP-Kinase
Kaskade, Kalzium-abhangig war [118]. Eine elektrische Stimulation des
efferenten Vagus flihrte in den Atemwegen der Ratte zu einer gesteigerten
Sekretion von Substanz P, was neben einer Bronchokonstriktion eine Bildung
von ROS und eine Aktivierung von NFxB bewirkte [119]. Eine NK-1 Rezeptor-
vermittelte Bildung von ROS wurde auch durch den Dunst bzw. Rauch von
hocherhitztem Ol beschrieben [94].

Bei COPD kommt es ebenfalls wie bei Asthma zu starken Verdnderungen der
extrazellularen Matrix, wobei auch hier TGF-f eine herausragende Rolle spielt
[120] [121]. Die intrazellulare Signaltransduktion des TGF- Signals verlauft
Uber die Gruppe der SMAD Transkriptionsfaktoren, wobei die inhibitorischen
SMAD 6 und 7 als negativer Feedback Loop funktionieren, indem sie entweder
kompetitiv an das Co-SMAD 4 binden oder direkt den TGF-Rezeptor inhibieren
[122]. Inkubation von vitalen Lungenschnitten mit Zigarettenrauch-Extrakt fiihrte
zu einer starken Bildung von ROS im Bronchialepithel (Springer
unveroffentlicht, siehe Abbildung 4). Dieser Extrakt stellt die nicht-flichtigen

Substanzen des Rauchs, das Kondensat, dar [123].
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Abbildung 4: Zigarettenrauchextrakt (CSE) fuhrt zu einem starken Anstieg der
Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies in murinen Atemwegen, die in einer in-
vitro Schnittkultur mit DCF-DA pra-inkubiert wurden (Springer unveroéffentlicht).

A549 Zellen, die mit Zigarettenrauch-Extrakt inkubiert wurden, zeigten eine
reduzierte mMRNA Expression der inhibitorischen SMAD 6 und 7. Dagegen
waren die Expression von den gemeinsamen Bindungspartner SMAD 4 und
SMAD 3 nicht signifikant verandert. Diese Ergebnisse deuten auf eine Stérung
der Signalmodulation oder -terminierung hin, was die fibrotischen Vorgange der
Erkrankung verstarken konnte [124]. Die in Zellkultur beobachtete
Verminderung der SMAD 6 und 7 Expression wurde auch in bronchialen
Biopsien von COPD-Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollen
nachgewiesen. In einer neueren Studie wurde gezeigt, dass in Primarkultur von
Fibroblasten, die von COPD-Patienten mit GOLD Status Il und IV gewonnen
wurden, Stimulation mit Zigarettenrauchextrakt zu einer verminderten SMAD 3
und 7 Expression fuhrt [125], was unsere Daten bestatigt.
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Zusammenfassend kann man sagen, dass Tachykinine und CGRP nicht nur
Marker fur eine gesteigerte Atemwegssensibilitat sind, sondern in einem
kausalen = Zusammenhang mit der  Pathophysiologie  chronischer
Atemwegserkrankungen stehen, da sie sowohl akute Effekte, wie das
Anschwellen der Atemwegswande und zum Teil deren Kontraktion bewirken
konnen, als auch fur Schaden am Bronchialepithel verantwortlich sind und an
den daraus resultierenden Remodelling-Prozessen beteiligt sind. Mechanistisch
wird die schadigende Wirkung der Tachkinine durch eine NK-1 Rezeptor-

vermittelte Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies verursacht.

3.4. Mogliche Bedeutung der Substanz P-induzierten Bildung von
reaktiven Sauerstoffspezies

Viele Zellen sind in der Lage ROS zu produzieren und auf zellulare ROS bzw.
Redox-Signale zu reagieren, wobei es zu einer veranderten Genexpression
oder zu physiologischen und metabolischen Adjustierung an veranderte
Sauerstofflevel kommt, was Proliferation, Seneszenz oder Apoptose zur Folge
haben kann [126]. Dabei finden sich ROS-produzierende Enzymkomplexe aus
der NADPHoxidase Familie in zahlreichen Geweben und Zellen, besonders in
Epithelien, die in Kontakt mit der AulBenwelt stehen, wie im Darm und der
Lunge [127, 128]. Diese Enzymkomplexe liegen an der Oberflache der Zellen,
was vermuten lasst, dass sich die ROS-Produktion zur Abwehr gegen
extrazellulare Noxen und Pathogene richtet [129]. Es konnte nachgewiesen
werden, dass mikrobielle Bestandteile als Agonisten agieren kdnnen und zur
Bildung von ROS fiuhren, was durch pro-inflammatorische Signale (z.B.
Zytokine) via Induktion der Expression von ROS bildenden Enzymen weiter
gesteigert werden kann [127, 130]. Interessanterweise ist diese Form der
Immunabwehr auch bei Pflanzen beschrieben worden [131], so dass es sich um
eine evolutionar alte Form der Abwehr handeln dirfte.

Zu dem Komplex der NADPHoxidase gehort als wichtiger regulatorischer
Baustein p47phox, der in eigenen Versuchen mittels RT-PCR weder in A549
Zellen noch bronchialen Epithelzellen der Maus, die per Laser-Mikrodissektion

gewonnen wurden, nachgewiesen werden konnte, so dass wir zu dem
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Zeitpunkt der Untersuchungen davon ausgegangen sind, dass es nicht zur
Ausbildung funktioneller NADPHoxidase Komplexen in diesen Zellen kommen
kann. Die organisatorische Rolle von p47phox kann aber alternativ durch das
Protein Noxol Ubernommen werden [132], welches in eigenen Studien nicht
untersucht wurde. Dies ertffnet neben der mitochondrialen Bildung von ROS
auch die Moglichkeit, dass ROS nach Allergen-Challenge Uber das
NADPHoxidase System generiert werden kénnen.

In eigenen Experimenten wurde gezeigt, dass die Bildung von ROS im
Bronchialepithel nach Allergen-Challenge sowohl in-vitro als auch in-vivo
abhangig von der Aktivierung des NK-1 Rezeptors ist. Dabei wird die
vorhandene Generierung von ROS durch NK-1 Rezeptor Aktivierung deutlich
gesteigert, was zu Schaden im Epithel fihren kann, die durch die Gabe von
Radikalfangern reduziert werden konnen. Interessanterweise sind gewisse
Level an ROS notig fur die Proliferation des Epithels [133], so dass eine
vollstdndige Absorption von ROS nicht wiinschenswert ist.

In einem Sepsismodell der Maus wurde gezeigt, dass die Depletion des PPT-A
Gens nicht nur zu einer Reduktion der Mortalitat fuhrte, sondern auch zu einer
Reduktion der Sepsis-assoziierten Lungenschadigung [134]. In diesem Modell
wurde auch gezeigt, dass eine Inhibition des NK-1 Rezeptors zu einer
verringerten Infiltration und zu weniger Epithelschéaden in der Lunge fuhrt [135].
Eine Induktion der NK-1, nicht aber der NK-2 Rezeptor Expression in
Atemwegen durch RS-Viren ist beschrieben worden, wodurch die Atemwege fur
Substanz P sensibilisiert werden [136]. In einer kirzlich publizierten Arbeit
wurde eine Induktion einer nicht-neuronalen Expression von PPT-A in der
Lunge nach Infektion mit einem Virus nachgewiesen [137]. Diese Induktion
wurde 24 Stunden nach der Infektion gezeigt, noch bevor klinische Anzeichen
einer Inflammation oder die Expression von pro-inflammatorischen Chemokinen
nachgewiesen werden konnten. Eine Rauchexposition fuhrt ebenfalls zur
Sekretion von Substanz P und Uber die Aktivierung des NK-1 Rezeptors zur
ROS-Generierung [94].

Zusammenfassend kann man sagen, dass es in den Atemwegen zu einer
Sekretion von Tachykininen, besonders Substanz P, aus neuronalen und nicht-

neuronalen Quellen kommt, was zur Induktion von ROS fihrt. Dieser NK-1
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Rezeptor-abhangige Mechanismus wird bei vielen verschiedenen Noxen (Viren,
Rauch, Bakterien und deren Bestandteile, sowie Allergenen) aktiviert. Er kann
also als integraler Bestandteil der Immunantwort der Lunge angesehen werden.
Dabei kann die Reaktion auf die gebildeten ROS von einer Stimulation von
Neutrophilen [138], Uber eine Barrieren-Bildung durch oxidatives Cross-linking
von Matrixproteinen [139] und einer Mukushypersekretion [140] bis zu Apoptose
[141] variieren.

Da es sich bei der Bildung von ROS um ein evolutionédr gesehen altes und
primitives System der Immunabwehr handelt [142], unterscheidet das System
nicht zwischen Pathogenen wie Viren und Bakterien oder an sich harmlosen
Substanzen wie Allergenen, sofern das System Uber entsprechende Th-1 oder

Th-2 Zytokine auf den jeweiligen Reiz sensibilisiert wurde.

Um nachzuweisen, dass es sich bei der Substanz P / NK-1 Rezeptor
vermittelten Bildung von ROS um einen generellen Mechanismus der
Immunabwehr auf unterschiedliche Noxen handelt, ist dies am Beispiel der
Ethanol-induzierten L&sion des Magens untersucht worden [143]. Eine
gesteigerte Generierung von ROS im Magen wird heute als signifikanter Faktor
bei der Bildung von Ulcera angesehen [144]. In unserer Studie wurde
nachgewiesen, dass hochprozentiges Ethanol im Magen zu einer Sekretion von
Substanz P fuhrt. Dies geschient Uber den TRPV-1 Rezeptor, der von
sensiblen, Tachykinin-positiven Neuronen exprimiert wird. Nach der Sekretion
von Substanz P kommt es auch im Magen NK-1 Rezeptor-vermittelt zu einer
Bildung von ROS und als Folge davon zur Schadigung der Mukosa. Auch
Verabreichung von Capsaicin oder Substanz P flhrten zu einer Bildung von
Lasionen in oberflachlichen Epithelzellen des Magens, wobei der TRPV-1
Rezeptor eine Schlusselposition in dieser Kaskade besitzt. Der TRPV-1
Rezeptor reagiert neben Protonen und Vanilloiden wie Capsaicin, auch auf

Bradykinin, Lipidmediatoren und erhéhte Temperatur [107].

Aus diesen Daten lasst sich schliel3en, dass es im Magen einen direkten Weg
zur Sekretion von Substanz P aus sensiblen Neuronen gibt, namlich Uber den
TRPV-1 Rezeptor, wohingegen der genaue Weg wie Allergene in der Lunge zur

Sekretion von Substanz P fiihren, noch unbekannt ist, aber eine Rolle des
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TRPV-1 Rezeptor auch hier wahrscheinlich ist. Diese konnte Uber eine
Protonen-Sekretion aus dem Atemwegsepithel vermittelt sein, die fur human
tracheale Epithelzellen beschrieben wurde [128]. Freigesetzte Protonen kénnen
den TRPV-1 Rezeptor aktivieren und so fir eine Sekretion von Substanz P
sorgen. Eine endogene, lokale Acidose ist bei  chronischen
Atemwegserkrankungen beschrieben worden [145, 146].

Zusammenfassend kann man sagen, dass die Bildung von reaktiven
Sauerstoffspezies durch Tachykinin-vermittelte Aktivierung des NK-1 Rezeptors
keinen speziellen Mechanismus der Atemwege darstellt, sondern es sich
vermutlich um einen generellen Mechanismus handelt, da sie auch im Magen

gezeigt werden konnte.
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4. Zusammenfassung

Die Expression von CGRP und Tachykininen konnte sowohl in Atemwegs-
projizierenden Ganglien des sensiblen Nervensystems, als auch in
inflammatorischen Zellen innerhalb der Lunge (Tachykinine) oder epithelialen
Zellen (CGRP) gezeigt werden. Physiologisch bewirkt CGRP eine
Vasodilatation der pulmonalen und  bronchialen  GefalRe, unter
pathophysiologischen Bedingungen mit Epithelschaden kommt zu einer
Konstriktion der Bronchien. Eine Aktivierung des Substanz P praferierenden
NK-1 Rezeptors fuhrt ebenfalls zu einer Vasodilatation, aber auch zur Bildung
von grol3en Mengen an reaktiven Sauerstoffspezies (ROS). Diese wiederum
konnten den Transkriptionsfaktor AP-1 induzieren. Bei chronischer Exposition
kann es zu Schadigungen des Bronchialepithels kommen. Interessanterweise
reagieren die Zellen des Bronchialepithels sowohl auf allergene Stimuli als auch
auf das Kondensat des Zigarettenrauchs mit der Bildung von ROS, so dass
dieser Effekt unabhangig von einer TH; oder TH, Antwort des Immunsystems
zu sein scheint. Dartber hinaus tritt die NK-1 Rezeptor-vermittelte Bildung von
ROS auch im Magen auf, wenn hochdosiertes Ethanol oder niedrig dosiertes
Ethanol in Kombination mit Substanz P in den Magen gelangt.
Zusammenfassend kann man vermuten, dass Substanz P nicht nur einen
modulierenden Effekt auf die Immunantwort hat, indem es fir das Einwandern
von inflammatorischen Zellen und die starkere Aktivierung der Immunzellen
sorgt, sondern auch selbst ein Teil einer Immunantwort ist, indem es Noxen
direkt durch NK-1 Rezeptor-vermittelte Bildung von ROS neutralisiert. Der
Verlust von Epithelzellen, wie in der Lunge beobachtet, ware im Falle einer
viralen Infektion sogar positiv, da infizierte Zellen absterben wirden und

dadurch die virale Replikation unterbrochen werden wirde.

Eine chronische Aktivierung dieses Abwehrmechanismus fuhrt dagegen zu den
bei Asthma und COPD bekannten Remodelling-Prozessen, wie Hyperplasie
des Brochialepithels und dabei besonders der Schleimbecherzellen, zu starken
Verdanderungen der extrazellularen Matrix, sowie einer Hypersensibilitat der

Atemwege.
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haben. Besonders hervorzuheben sind dabei:

Herr Prof. Dr. Axel Fischer, in dessen Arbeitsgruppe ich die Daten fir die
meisten Arbeiten der Habilitationsschrift sammeln konnte. Herr Prof. Dr. Dr.
David Groneberg, der mir immer mit Rat und Tat hilfreich zur Seite stand und
mir bei der Konzeption der vorliegenden Schrift sehr geholfen hat.

Fur die geduldige und freundliche Hilfe bei der Durchfiihrung der Arbeiten und
die vielen netten Stunden mdochte ich mich dartuber hinaus sehr herzlich bei
meinen Kollegen und Freunden, Herrn PD Dr. Q. Thai Dinh, Herrn Dr. Dr.
Wolfram Ddéhner, Frau Anika Hartmann, Herrn Arne Hillmann, Herrn Prof. Dr.
Gerald McGregor, Frau Sandra Palus, Herrn Dr. Dr. Christian Peiser, Herrn Dr.
David Quarcoo, Herrn Dr. Frank Scholz, Frau Rita Strozynski, Herrn Dr. Dr.

Stephan von Haehling und Frau Silke Wiegand bedanken.

Weiterhin mochte ich mich ebenfalls bei meinen weiteren Koautoren bedanken,
die mir im Rahmen von Kooperationen halfen, die in dieser kumulativen Arbeit

beschriebenen Daten zu erheben und publizieren.

Der letzte und auch grof3te Dank gebihrt meiner Familie. Ich méchte mich fur
die immerwahrende liebevolle Hilfe, Unterstlitzung und Verstandnis bei meiner
Frau Rebecca, meinen Kindern Joshua, Jonas, Hannah, Johannes und Marie,

sowie dem Rest meiner Familie ganz besonders bedanken.
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7. Erklarung

8§ 4 Abs. 3 (k) der HabOMed der Charite

Hiermit erklare ich, dass

e Weder friher noch gleichzeitig ein Habilitationsverfahren durchgefihrt
oder angemeldet wurde,

e die vorgelegte Habilitationsschrift ohne fremde Hilfe verfasst, die
beschriebenen Ergebnisse selbst gewonnen sowie die verwendeten
Hilfsmittel, die Zusammenarbeit mit anderen Wissenschaftlern /
Wissenschaftlerinnen und mit technischen Hilfskraften sowie die Literatur
vollstdndig angegeben sind.

e dass mir die geltende Habilitationsordnung bekannt ist;

Falkensee, den
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