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ZUSAMMENFASSUNG

Zusammenfassung

Hintergrund: Bei Dendritischen Zellen handelt es sich um Antigenprasentierende
Zellen, die an der Schlusselstelle zwischen Korper und Aul3enwelt stehen. Durch
Aufnahme und Prozessierung von in den Korper eingedrungener Fremdantigene
konnen sie eine adaptive Immunantwort in Gang setzen. In den letzten Jahren sind
sie auf dem Gebiet der Allergologie immer mehr in den Fokus des Interesses ge-
ruckt. Die bei Allergien uberwiegende TH2-Antwort auf Allergene ist zum grof3en Teil
auf eine Sensibilisierung durch Dendritische Zellen zurickzufuhren. Die Neurotrophi-
ne, Proteine, bei denen man zunachst annahm, dass sie ihre hauptsachliche Rolle im
Nervensystem spielen, sind bei Allergikern und Asthmatikern sowohl im Blut als auch
in durch BAL (bronchioalveolare Lavage) gewonner Flussigkeit erhoht nachgewiesen
worden. Dies warf die Frage auf, inwieweit zwischen Dendritischen Zellen und Neu-
rotrophinen ein Zusammenhang besteht. Methoden: Die Dendritischen Zellen wur-
den aus Monozyten generiert, welche aus dem Blut allergischer sowie gesunder
Probanden isoliert worden waren. Durch 7tagige Zellkultur in Medium mit IL-4 und
GM-CSF bildeteten sich MoDCs (monocyte derived dendritic cells). Um Neurotrophi-
ne und ihre hochaffinen spezifischen Rezeporen der MoDCs nachzuweisen, wurden
FACS, ELISA und Western Blot verwendet. Die Untersuchung von Neurotrophinen
und ihrer Rezeptoren kodierender mRNA wurde mit rt-PCR durchgefuhrt. Um die Re-
zeptoraktivierung und Signaltransduktionswege Dendritischer Zellen zu evaluieren,
wurden eine Immunpraziptation und ein Rho/Rac pull down assay verwendet. Fur die
ELISA- und Western Blot-Untersuchungen wurden zwei verschiedene Probanden-
gruppen gebildet, Allergiker und Nichtallergiker. Ergebnisse: Die Untersuchungen
wiesen die Neurotrophine NGF, BDNF und NT-3 sowie die hochaffinen spezifischen
Rezeptoren mittels FACS und Immunfluoreszenz auf intakten Zellen nach. Auf Prote-
inebene konnten NGF und BDNF sowie TrkA und TrkB nachgewiesen werden. NGF
und BDNF wurden vor allem bei Allergikern selektiv durch LPS hochreguliert. Die
Banden im Bereich von TrkA und TrkB zeigten bei Allergikern ebenfalls eine starkere
Intensitat nach Stimulation mit LPS. Die rt-PCR zeigte fur die Neurotrophine NGF
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und BDNF positive Ergebnisse. TrkB wurde durch Stimulation mit LPS und CD40L
selektiv hochreguliert. Bei der quantitativen Analyse mittels ELISA zeigte sich, dass
vor allem BDNF nach LPS- und Allergenstimulation signifikant erhoht war, wahrend
die Produktion von NGF kaum beeinflussbar war. Die Unterscheidung zwischen Al-
lergiker und Nichtallergiker spielte hier keine Rolle. Nach Stimulation mit den Neu-
rotrophinen NGF und BDNF konnte mittels Immunprazipitation eine Rezep-
torphosphorylierung von TrkA und TrkB nachgewiesen werden. Im Rho/Rac pull
down assay, dass die GTPasen RhoA und Rac von NGF und BDNF unterschiedlich
reguliert werden. Wahrend RhoA durch BDNF hochreguliert und von NGF herunter-
reguliert wurde, wurde Rac durch NGF hochreguliert und durch BDNF herunterregu-
liert. Die Messung verschiedener Zytokine in den Uberstéanden mittels ELISA zeigte
bei Allergikern ein erhohtes IL-6, wahrend bei Nichtallergikern IL-10 erhoht vorlag.
Schlussfolgerung: Diese Ergebnisse weisen auf eine mogliche Rolle der durch
Dendritische Zellen produzierten Neurotrophine beim allergischen Asthma bronchiale
hin. Bei den Untersuchungen zeigte sich, dass die Dendritischen Zellen sowohl| auf
Stimulation mit Neurotrophinen reagieren als auch als Produktionsquelle fur Neu-
rotrophine fungieren. Vor allem TrkB und BDNF sind durch Stimulation mit LPS hoch-
regulierbar, was darauf hindeuten konnte, dass BDNF einen Botenstoff darstelllt, der
an der Sensibilisierung von TH2-Zellen mitwirkt. Aus dem Ergebnis der Immunprazi-
pitation lasst sich ableiten, dass NGF und BDNF durch TrkA und TrkB ihre Wirkun-
gen auf Dendritische Zellen ausiben. Die Antwort der DCs auf Stimulation mit NGF
und BDNF, die bei Allergikern in einem erhohten IL-6 und bei Nichtallergikern in ei-
nem erhohten IL-10 besteht, deutet darauf hin, dass die Neurotrophine eine Rolle bei
dem bei Allergien vorherrschenden zellularen Ungleichgewicht spielen konnten. Da
es sich bei diesen Zellen um monocyte derived DCs handelt, ist es unwahrscheinlich,
dass sie schon mit Allergenen sensibilisiert sind. Hieraus lasst sich schlie3en, dass
vererbbare Ursachen bei der Entstehung allergischer Erkrankungen mitwirken. Die
Ergebnisse des Rho/Rac pull down assays deuten darauf hin, dass NGF und BDNF
unterschiedliche Funktionen hinsichtlich essentieller Funktionen der Dendritischen

Zellen wie die Ausbildung von Dendriten und Migration ausuben.

Schlagworter: NGF, BDNF, NT-3, Dendritische Zellen, LPS, Allergie
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Abstract

Background: Dendritic Cells (DC) are antigen presenting cells which play a key role
in the defense of antigens that invade the body. By uptake and processing of foreign
antigens they can trigger the adaptive immune response. In the pathogenesis of al-
lergy they may play a pivotal role by sensitizing t helper cells to become th2 cells,
which are essential for the development of allergic diseases. The neurotrophins
among which the best known members are NGF, BDNF and NT-3 are proteins that
play an important role in the depelopment and plasticity of the nervous system. In
recent years one became aware that they also may be important in the development
of allergic diseases as they were found in increased amounts in blood and BALF
(bronchoalveolar lavage fluid) in allergics and asthmatics. The intention of these in-
vestigations was to find out wether DCs and neurotrophins interact with each other. A
group of allergics was compared to a group of non allergics. Methods: The DCs
were generated from monocytes isolated from peripheral blood from allergics and
non allergics. By 7 day cell culture with medium, IL-4 and GM-CSF the moncytes
turned into DCs and were therefore called MoDCs (monocyte derived DCs). In order
to evaluate if Dendritic Cells express neurotrophins ELISA, Western Blot and PCR
were used. A group of allergics was compared to a group of nonallergics. Further-
more immunofluorescence was used in order to detect neurotrophins on hole DCs
and immunoprecipitation to find out whether the neurotrophin high affinity receptors
were activated on DCs. A Rho/Rac pull down assay was used in order to investigate
the signal transduction way through which neurotrophins act in Dendritic Cells. Re-
sults: By immunofluorescence and FACS NGF, BDNF and NT-3 could be detected
on whole cells. On the protein level NGF, BDNF, TrkA and TrkB could be found. NGF
and BDNF were seletivly upregulated by stimulation with LPS, especially in allergics.
Also TrkA and TrkB showed a stronger intensity in allergics after stimulation with
LPS. In the PCR could be shown that DCs are a source of NGF and BDNF, whereas
among the receptors only TrkB could be seen after stimulation with LPS. With ELISA
there could be shown that BDNF was significantly upregulated by stimulation with
LPS and allergen whereas NGF showed no such effect. There were no significant
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differences between allergics and non allergics. Among the interleukins IL-6 was
upregulated in allergics and IL-10 was upregulated in non allergics after stimulation
with LPS and allergen. After stimulation with neurotrophins a receptor phosphoryla-
tion could be detected by immunoprecipitation. With the Rho/Rac pull down assay,
different regulation of the GTPases Rho and Rac by NGF and BDNF could be seen.
RhoA was upregulated by BDNF and downregulated by NGF. Rac was upregulated
by NGF and downregulated by BDNF. Conclusions: These results show a possible
role of the neurotrophins produced by DCs. Both a reaction of DCs on stimulation
with neurotrophins and production of neurotrophins by DCs could be shown. Particu-
larly BDNF and TrkB were upregulated by stimulation with LPS and allergen. This
could indicate a possible role of this neurotrophin in sensitizing th2 cells. The results
of the immunoprecipitation show that NGF and BDNF act on DCs through TrkA and
TrkB. The altered production of the cytokines IL-6 and IL-10 could be a sign of neuro-
trophins being one of the triggers of the cellular imbalance in the pathogenesis of al-
lergic diseases. As the DCs were monocyte derived DCs, they could no have been
sensitized with allergen. This suggests genetic causes in the development of allergy.
The different regulation of the cell cycle proteins RhoA and Rac indicate different
roles of NGF and BDNF in the formation of essential processes like the formation of

dendrites and migration.

Key words: NGF, BDNF, NT-3, Dendritic Cells, allergy
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EINFUHRUNG

1 Einfuhrung

1.1 Das allergische Asthma bronchiale und die allergische Rhi-
nitis

Das allergische Asthma bronchiale ist eine Erkrankung, die immer mehr Teile der
westlichen Bevolkerung betrifft. Dennoch wird sie bislang nicht vollstandig ver-
standen und ist teils schwierig zu behandeln. lhre Inzidenz hat sich in den westlichen
Landern innerhalb der letzten beiden Jahrzehnte verdoppelt und die Kosten uber-
steigen weltweit schatzungsweise die von TBC und HIV/AIDS zusammen. Die Er-
krankung ist gekennzeichnet durch rezidivierende Anfalle mit Luftnot, Kurzatmigkeit,
Husten und Engegefuhl in der Brust. Die diesen Symptomen zugrunde liegende
bronchiale Obstruktion, die auf dem Boden von Hypertrophie der glatten Muskelzel-
len, Odem, Hypersekretion und Viskositatszunahme des Bronchialsekrets entsteht,
ist in der Regel reversibel und ist mit einer erhohten bronchialen Hyperreagibilitat
vergesellschaftet. Sowohl spezifische Stimuli wie Allergene als auch unspezifische
Stimuli wie Kalte, Anstrengung oder Rauch, chemische oder pharmakodynamische
Reize kdnnen oben genannte Symptome verursachen [1].
Bei der allergischen Rhinitis, im Volksmund auch Heuschnupfen genannt, kommt es
zu denselben immunologischen Vorgangen wie beim allergischen Asthma, die Lo-
kalisation ist allerdings auf die Nase beschrankt. Die beiden Erkrankungen treten
haufig gemeinsam auf. Auch andere Erkrankungen des atopischen Formenkreises
wie Urtikaria und Neurodermitis sind haufig mit dem allergischen Asthma assoziiert.
Als Ursachen der Entstehung allergischer Erkrankungen werden zum einen gene-
tische Faktoren diskutiert, zum anderen umweltbedingte Ausléser. Nach der ,hygiene
hypothesis® fihrt eine mangelhafte Auseinandersetzung mit Krankheitserregern in
der Kindheit zu einer erhdhten Allergiewahrscheinlichkeit [2]. Auf der anderen Seite
gelten virale Infektionen in der Kindheit wie beispielsweise durch RSV ebenfalls als
Risikofaktor fur die spatere Entstehung eines allergischen Asthmas [3,4]. Im Gegen-
satz zu der Hypersensibilitat vom verzogerten Typ bei Autoimmunerkrankungen und

dem IMDD (insulinabhangiger Diabetes mellitus) sind das allergische Asthma bron-
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chiale und die allergische Rhinitis durch eine Hyperaktivierung der humoralen Im-

munantwort, also einer TH2-Antwort gekennzeichnet.

1.1.1. Die allergische Sofortreaktion

Beim allergischen Asthma und der allergischen Rhinitis handelt es sich um eine IgE-
vermittelte allergische Sofortreaktion (Typ |-Reaktion). Die Ursache fur eine erhohte
IgE-Ausschuttung liegt in einer unangemessenen Auseinandersetzung des Immun-
systems mit Antigenen, wie zum Beispiel Hausstaubmilben, Pflanzenpollen, Pilzspo-
ren, Tierepithelien, Insektengifte, Nahrungsmittel oder Medikamente. Diese werden
von Phagozyten internalisiert und fragmentiert und schliel3lich den naiven T-Zellen
prasentiert, die dadurch eine funktionelle Reifung erfahren. Die Pathogenese des
allergischen Asthmas ist stark davon abhangig, welche Klasse von T-Zellen gebildet
wird. Eine TH2-Antwort ist charakteristisch fur allergische Erkrankungen. Durch die
Bildung von TH2-Zytokinen wie ll-4 und II-13 durch Antigenprasentierende Zellen
kommt es zu dem TH-2-Shift [5]. Die TH2-Zellen schitten wiederum IL-4, IL-5, IL-6,
IL-10 und IL-13 aus. Nachfolgend kommt es zu einer Aktivierung von B-Lympho-
zyten, die zu Plasmazellen differenzieren und schliel3lich IgE produzieren. Das ge-
gen ein spezifisches Antigen gerichtete IgE-Molekul bindet nun an Oberflachenre-
zeptoren von Mastzellen und basophilen Granulozyten. Beim Zweitkontakt mit dem
entsprechenden Allergen rufen dann die auf diese Weise sensibilisierten Effektorzel-
len durch Ausschuttung von Histamin, Heparin, PGD,, LTC4, Tryptase und anderen
Mediatoren, die fur das allergische Asthma bronchiale und die allergische Rhinitis
charakteristischen Symptome wie Inflammation, Hypersekretion und Vasodilatation
mit Odembildung hervor. Auch die TH2-Zellen tragen durch Ausschiittung von Me-
diatoren wie IL-4, IL-5, GM-CSF und Eotaxin entscheidend zu einer Aktivierung und
Differenzierung von Mastzellen bei [6-8]. Die Symptome der Hyperreagibilitat und
Obstruktion entwickeln sich ebenfalls auf dem Boden dieser inflammatorischen Pro-

zesse, wobei deren Zustandekommen immer noch nicht vollstandig verstanden ist.

14



EINFUHRUNG

1.1.2 Die allergische Spatphasenreaktion und Gewebsveranderungen

Wahrend der allergischen Spatphasenreaktion findet eine massive Infiltration der
Lunge mit Entzindungszellen statt. Bei haufiger Allergenexposition entwickelt sich
eine chronische Entzindung der Atemwege. Eines der wichtigsten Merkmale der al-
lergischen Spatphasenreaktion stellt die eosinophile Entzindung dar. Die Eosino-
philen Granulozyten regen Drusenzellen zur Schleimproduktion an und sezernieren
Substanzen wie Thromboxan B,, PGE; und LTB4, die eine chemotaktische Wirkung
besitzen. Untersuchungen von Biopsien der Bronchien sowie der Nasenschleimhaut
zeigen Infiltrate aus Eosinophilen Granulozyten, ein Mukosaddem, eine Verdickung
der Basalmembran und Hypertrophie der glatten Bronchialmuskulatur.

So entsteht das allergische Asthma bronchiale auf dem Grund eines Zusammen-
spiels verschiedenster immunologischer Prozesse. Doch nicht nur immunologische
Vorgange spielen beim allergischen Asthma bronchiale eine Rolle, sondern auch
nervale Prozesse. So folgt dem Gewebsumbau durch chronische Entzindung eine
chronische Obstruktion und Hyperreagibilitat. Da das pulmonale Nervensystem unter
anderem die Schleimproduktion, mikrovaskulare Permeabilitat und die Rekrutierung
von Entzundungszellen reguliert, kann es seinerseits die Entzindung der Atemwege

mit bedingen [9].
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Abb. 1: Pathogenese des allergischen Asthmas

1.2 Die Neurotrophine und ihre Rezeptoren
1.2.1 Geschichte

Die Neurotrophine wurden erstmals im Zusammenhang mit dem Nervensystem von
Saugetieren beschrieben. NGF (nerve growth factor) wurde zuerst entdeckt. Rita Le-
vi-Montalcini et al. entdeckten in den 1950er Jahren das Protein, dem zunachst vor
allem neurotrophe Fahigkeiten im sensorischen peripheren Nervensystem zuge-
schrieben wurden [10]. In den darauffolgenden Jahrzehnten wurden BDNF (brain
derived neurotrophic factor), NT-3 (neurotrophin-3) und NT-4/5 (neurotrophin-4/5)
klassifiziert. Die Neurotrophine NT-6 und NT-7 konnten bisher nur in Fischen identifi-
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ziert werden, deshalb wird ihnen in dieser Arbeit keine weitere Aufmerksamkeit ge-
schenkt [11,12]. Da NGF und BDNF die beiden wichtigsten Vertreter der Neu-
rotrophine sind, wurde diese Arbeit im Wesentlichen hierauf beschrankt. Sie ahneln
sich hinsichtlich ihrer Struktur, Rezeptoraffinitat sowie physiologischer Aktivitat. Die
Neurotrophine sind essentiell fur die Entwicklung des Nervensystems der Wirbeltiere.
Sie sind wichtige Mitspieler bei der Regulierung von Uberleben, Tod, Differenzierung
und Entwicklung von Neuronen. Zu ihren Wirkungsbereichen gehoren axonales und
dendritisches Wachstum, Reorganisation des Zytoskeletts, die Bildung und Funktion
von Synapsen, Membraninteraktionen und andere Funktionen, die essentiell fur das
Uberleben und die Plastizitat des Nervensystems notwendig sind [13]. Zun&chst ging
man davon aus, dass sie ihre hauptsachliche Rolle bei der Plastizitat und dem Uber-
leben peripherer sensorischer Neuronen spielen, doch 40 Jahre spater wurde ent-
deckt, dass sie auch im Zentralnervensystem agieren und nicht zuletzt auch als Bo-
tenstoffe im Immunsystem fungieren [14]. Die Neurotrophine weisen eine hohe
Homologie untereinander auf, teilweise bis zu 50%. Die allen Neurotrophinen ge-
meinsame Struktur ist vermutlich wichtig fur die Bindung an den niedrigaffinen Neu-

rotrophinrezeptor p75 [15].

1.2.2 Aufbau, Eigenschaften und Expression

1.2.2.1 NGF (nerve growth factor)

NGF ist das mit Abstand bestcharakterisierte Neurotrophin. Zunachst wurde es aus
Mausesarkomen, Speicheldrisen von Mausen und Schlangengift gewonnen [16].
NGF ist ein Protein mit hohem Molekulargewicht und einem 130-140 kDa schweren
Komplex, der sich aus a-,B- und y-Untereinheiten zusammensetzt. Die B-Untereinheit
ist verantwortlich fur seine biologische Aktivitat [17]. Das B-NGF-Gen ist beim Men-
schen auf dem kurzen Arm des Chromosoms 1 lokalisiert und kodiert ein 34 kDa
schweres Vorlauferprotein, das pre-pro-NGF. Dieser Vorlaufer wird zu Pro-NGF ge-
spalten und dann durch Pro-Convertase in biologisch aktives B-NGF umgewandelt,
ein Dimer mit einem Molekulargewicht von 26 kDa. NGF tragt zum einen einen ent-
scheidenden Teil zum Uberleben sympathischer und sensorischer Nervenfasern bei,
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zum anderen spielt es eine bedeutende Rolle hinsichtlich der Aufrechterhaltung und
Regenerierung von reifen peripheren Neuronen [18]. Knock-out-Mause, denen das
Gen fur NGF fehlt, zeigen schwere Defizite in cholinergen Neuronen des basalen
Frontalhirns [19]. Crowley et al. untersuchten ebenfalls fur NGF-Mangel homozygote
Mause und stellten fest, dass der NGF-Mangel in einem Verlust an sympathischen
und sensorischen Nervenfasern resultiert. Dieser Verlust kann auch nicht durch an-
dere Neurotrophine ausgegeglichen werden [20]. NGF induziert in reifen sensori-
schen Neuronen eine Ausschuttung von Neuropeptiden [21]. Ferner fordert es die
Regeneration von Axonen im sensiblen peripheren Nervensystem [22]. In nozizepti-
ven Neuronen stellt NGF einen Faktor fur die neuronale Entwicklung dar. Neuronen
des Spinalganglions, die Neuropeptide wie Substanz P enthalten, Uberleben nicht,
wenn ihnen wahrend ihrer Entwicklung NGF vorenthalten wird [23]. Wenn hingegen
reifen Neuronen NGF entzogen wird, werden die Neuropeptide nur herunterreguliert.
Dieser Effekt scheint auf Neuronen geringen Durchmessers beschrankt zu sein [24].
Im Hinterhorn des Ruckenmarks ist NGF in der Lage, eine erhohte Produktion von
BDNF zu induzieren [25].

1.2.1.2 BDNF (brain derived neurotrophic factor)

Zwei Jahrzehnte nach der spektakularen Entdeckung von NGF wurde BDNF von
Barde et al. identifiziert [26]. Zu BDNF gibt es insgesamt deutlich weniger Unter-
suchungen als zu NGF. Ahnlich wie NGF ist auch BDNF ein essentieller Mediator
neuronaler Aktivitat und synaptischer Plastizitat des zentralen und peripheren Ner-
vensystems [13]. Seine Wirkungen umfassen dendritisches und axonales Wachstum
[27] sowie eine aktivitatsabhangige synaptische Entwicklung dopaminerger, choliner-
ger und serotonerger Neuronen des Zentralnervensystems [28]. Durch Mikroglia pro-
duziertes BDNF ist ein wichtiges Signalmolekll zwischen Mikroglia und Neuronen.
Dies spielt vor allem beim neuropathischen Schmerz eine Rolle [29]. In hippo-
campalen Synapsen, die an Lernen und Gedéachtnis beteiligtsind, zeigt BDNF modu-
latorische Aktivitat [30]. Diverse Studien haben gezeigt, dass BDNF an der Aktivitat
der Synapsen zwischen primaren sensorischen Neuronen und dem Hinterhorn des
Ruckenmarks beteiligt ist [31]. Bei durch Entzindungen hervorgerufenen Schmerz-
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zustanden fanden Kerr et al. deutlich erhohte BDNF-Spiegel, was darauf schlielRen
lasst, dass BDNF in der peripheren Nozizeption eine Rolle spielt [32,33]. Durch seine
Aktivitat in prasynaptischen Arealen erhoht es die Exzitabilitat von Neuronen der
Substantia nigra und tragt damit zur spinalen Sensibilisierung bei der enzundlich be-
dingten Hyperalgesie bei [34]. Das primare afferente Neuron wurde als eine der
Hauptquellen fur BDNF vorgeschlagen. Hier fungiert BDNF wahrscheinlich als Mes-
senger [25].

1.2.1.3 NT-3 (Neurotrophin-3) und NT-4/5 (Neurotrophin-4/5)

NT-3 und NT-4/5 wurden in den 1990er Jahren entdeckt und werden ebenfalls der
Superfamilie der Neurotrophine zugerechnet. So wie ihre Verwandten NGF und
BDNF spielen auch sie eine Rolle im Nervensystem, vor allem in der Entwicklung
und dem Uberleben von Motoneuronen und damit fir die Entwicklung und Auf-
rechterhaltung des Skelettmuskels [35,36]. NT-4 wurde zuerst in peripheren Neuro-
nen des Krallenfroschs (Xenopus laevis) entdeckt. Es férdert das Uberleben von
Neuronen bei Hiilhnern, wahrend NT-5, das fiir das Aquivalent beim S3ugetier gehal-
ten wurde, dies nicht tut. Ob NT-4 und NT-5 verschiedene Proteine innerhalb der
Neurotrophine oder ein und dasselbe Protein verschiedener Spezies sind, ist bislang
unklar [37]. NT-3 sorgt auch fir das Uberleben von Neuronen und Gliazellen im Ri-
ckenmark und in Ganglien des Hinterhorns [38]. BDNF, NT-3 und NT-4/5 erleichtern
die glutamerge Neurotransmission im Hippocampus von Saugetieren [39].

1.2.2 Die Neurotrophin-Rezeptoren

Unter den Rezeptoren, die Neurotrophine binden, gibt es die hochaffinen spezifi-
schen Rezeptoren TrkA, TrkB und TrkC (fropomyosin related kinase), die Uber Tyro-
sinkinaseaktivitat verfigen und jeweils eine starke Praferenz fur die einzelnen Neu-
rotrophine zeigen sowie den niedrigaffinen Rezeptor p75, der alle Neurotrophine mit
niedriger Affinitat bindet. TrkA, TrkB und TrkC verdanken ihren Namen einem Onko-
gen, das aus einem Kolonkarzinom isoliert wurde und eine bislang unbekannte Tyro-

sinkinase mit gebundem Tropmyosin kodierte. So wie die Neurotrophine weisen sie
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eine hohe Homologie untereinander auf. Im Gegensatz zu p75 weisen sie enzymati-
sche Aktivitat auf.

Durch diese Entdeckungen konnten die Signaltransduktionswege, durch die die Neu-
rotrophine ihre Wirkungen vermitteln, untersucht werden. Von allen Rezeptoren exis-
tieren "truncated” Isoformen, das heil3t Rezeptoren, die nicht die volle Lange besit-
zen. Bei Koexprimierung mit den ,full length” Rezeptoren Uben sie wahrscheinlich
durch die Formation nichtproduktiver Heterodimere eine inhibierende Wirkung aus.
Alle Rezeptoren werden sowohl in prasynaptischen Axonterminalen als auch in
postsynaptischen Dendriten exprimiert [40].

1.2.2.1 Der TrkA-Rezeptor

TrkA, der eine hohe Bindungsaffinitat zu NGF hat, ist ebenso wie NGF auf Chromo-
som 1 lokalisiert und hat ein Molekulargewicht von 140 kDa. Er verfugt Uber intrinsi-
sche Tyrosinkinase-Aktivitat [41]. Er wurde zuerst im Zusammenhang mit einem On-
kogen in Kolonkarzinomen entdeckt, in dem man eine neue an Tropmyosin
gebundene Tyrosinkinasedomane entdeckte. Erst spater wurde er als Neurotrophin-
Rezeptor identifiziert [42]. Die Aktivierung von TrkA durch NGF bewirkt eine Prolifera-
tion, Differenzierung und ein Uberleben der Zellen. Die Apoptose wird verhindert, die
neuronale Erregbarkeit gesteigert und die Freisetzung von Mediatoren aus Zellen,
die TrkA exprimieren, gefordert [43]. Trk A wird beim Menschen sowohl von Neuro-
nen des peripheren als auch des Zentralnervensystems exprimiert [44]. Der Bindung
von NGF an TrkA wird folgt eine rezeptorvermittelte Endozytose des Rezeptor-
Ligand-Komplexes welcher in Vesikeln ins Zentrum der Neuronen geschleust wird.
Auf diese Weise kann NGF als ,,second messenger” Signale an den Zellkern vermit-
teln und damit transkriptionelle Mechanismen in Gang setzen [45]. Ob diese Vorgan-
ge in Zellen wie Immunzellen oder Gewebszellen genauso ablaufen, ist bislang un-

bekannt.
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1.2.2.2 Der TrkB Rezeptor

Bei TrkB handelt es sich um den hochaffinen Rezeptor fur BDNF und NT-4/5. Sein
Molekulargewicht betragt 145 kDa [46]. Sowohl bei der Entwicklung und Funktion
von peripheren Nerven als auch des Saugetiergehirns spielt er eine wichtige Rolle.
Wie TrkA besitzt er ebenfalls Tyrosinkinase-Aktivitat. Die Bindung an diesen Rezep-
tor fuhrt zu oben genanntem Ablauf mit anschliefendem Influx von Calcium. Es sind
aulRerdem zwei ,fruncated” Isoformen dieses Rezeptors bekannt, die Uber einen
noch unbekannten Mechanismus aktiviert werden. Sie besitzen keine Tyrosinkinase-
Aktivitat. Durch Splicing konnen verschiedene Isoformen von TrkB entstehen. Bei-
spielsweise ist eine Isoform von TrkB, der ein spezifischer Rezeptoranteil fehlt, nur in
der Lage, BDNF zu binden, wahrend eine andere Isoform, die Uber diesen Anteil ver-
fugt, zusatzlich NT-3 und NT-4 binden kann. Bei proliferierenden sich differenzieren-
den Zellen korreliert die Expression von TrkB mit der Beeinflussbarkeit von BDNF.
TrkB wird sowohl auf der Zelloberflache exprimiert als auch in intra-zellularen Vesi-
keln gespeichert [40]. Nach Wiedemann et al. kommt TrkB auch in Mitochondrien
vor, wo es moglicherweise als Signalmolekul fungiert [40,47].

1.2.2.3 Der TrkC-Rezeptor

Der TrkC-Rezeptor bindet mit hoher Affinitat NT-3. Er besitzt ein Molekulargewicht
von 145 kDa und wurde erstmals 1991 von Lamballe beschrieben. Wie bei TrkB sind
neben der ,full length® Form auch fur diesen Rezeptor ,truncated” Isoformen bekannt
[48]. NT-3 enfaltet uber TrkC neuroprotektive sowie neuroregenerative Eigenschaf-
ten. So fordert NT-3 Uber TrkC die Heilung von Verletzungen des Ruckenmarks [49]
und Knockout-Mause fur NT-3 oder TrkC zeigen eine Degeneration von Oligodendro-
zyten im Zentralnervensystem, einen Verlust sensorischer Nervenfasern sowie De-
fekte in der kardialen Innervation [50]. Insbesondere bei der Propriozeption ist TrkC
von groRerer Bedeutung. Propriozeptive sensorische Neuronen exprimieren TrkC
und reagieren auf NT-3. lhre Axone sind dicker als die der nozizeptiven TrkA und
NGF exprimierenden Neurone [40].
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1.2.2.4 Der p75"™ Rezeptor

Der p75"™R Rezeptor ist ein 75-kDa schweres Glykoprotein, dessen kodierendes Gen
auf Chromosom 17 lokalisert ist [51]. Er zeigt eine starke Homologie zu TNF-a (Tu-
mornekrosefaktor-a), und verfugt wie dieser Uber eine ,,death domain®, durch die apo-
ptotische Signale an den Zellkern vermittelt werden konnen. p75 bindet alle Neu-
rotrophine und Proneurotrophine, vor allem NGF und Pro-NGF. Sein extrazellularer
Anteil besteht aus einem asymmetrischen Komplex, der vier cysteinreiche Domanen
beinhaltet, weshalb er nur ein Neurotrophinmolekul auf einmal binden kann. Dadurch
ist seine Bindung zu den Neurotrophinen wesentlich schwacher als die der Trk-
Rezeptoren. In Abwesenheit der Trk-Rezeptoren kann er alle ihre Funktionen Uber-
nehmen. Wenn p75 koexprimiert wird, modifiziert er deren Antwort. Vor allem die Af-
finitat von NGF zu TrkA wird gesteigert, wahrend die Bindung von NT-3 zu TrkA ver-
hindert wird. Diese Erkenntnisse sind von grol3er Bedeutung fur die Reifung
sympathischer Neuronen. Hier verhindert p75 das axonale Wachstum, das vor allem
von NT-3 gesteuert wird, wahrend eine von NGF abhangige Differenzierung und das
Uberleben durch TrkA gefordert wird. Mit TrkB verhélt es sich &hnlich. Seine Affinitat
zu BDNF wird gesteigert, wahrend die zu NT-3 und NT-4 abgeschwacht wird. Die
Koexpression von p75 steigert also die Affinitat der hochaffinen spezifischen Neu-
rotrophin-Rezeptoren an ihren jeweiligen primaren Liganden. Bei alleiniger Expressi-
on von p75 kann es mit oder ohne Ligandenbindung zur Induktion eines program-
mierten Zelltodes kommen [52].

1.2.2.5 Aufbau der Rezeptoren

Die Trk-Rezeptoren besitzen sowohl eine extrazellulare als auch eine intrazellulare

Domane. Der extrazellulare Teil besteht aus von Cysteingruppen umgebenen leucin-

haltigen Anteilen und zwei immunglobulinartigen nahe der Zellmembran gelegenen

Bereichen. Dieser Anteil stellt die hochaffine Bindungsstelle fur das jeweilige Neu-

rotrophin dar. Die Tyrosinkinasedoméane, der diese Rezeptoren ihren Namen verdan-

ken, stellt den intrazellularen Anteil des Rezeptors dar. Die intrazellulare Domane ist
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sehr viel kleiner als die anderer Tyrosinkinasen. Sie enthalt lediglich 70 Aminosauren
vor und 15 Aminosauren nach der Tyrosinkinasedomane. Ebenfalls wie ihre Ligan-
den weisen die Trk-Rezeptoren eine hohe Homologie (bis zu 50%) untereinander
auf. Dies trifft vor allem auf ihre extrazellularen Anteile zu. Eine Anderung der Ami-
nosauresequenz der Neurotrophin bindenden Doméane kann die Antwort der Rezep-
toren auf ihre Liganden modifizieren. Das scheint daran zu liegen, dass von allen
Trk-Rezeptoren Splice-Varianten vorhanden sind, die durch Mutationen entstehen.
[63,54]

1.2.2.6 Signaltransduktionswege

Anfangs ging man davon aus, dass alle Neurotrophin-Rezeptoren auf der Zellober-
flache lokalisiert sind. Bei Zellkulturversuchen mit ZNS-Neuronen stellte sich jedoch
heraus, dass die Trk-Rezeptoren in Abwesenheit von Signalen in intrazellularen Ve-
sikeln gespeichert werden. Durch Stimuli wie elektrische Aktivitat, cAMP und Ca**
werden die Rezeptoren an die Zelloberflache befordert. Die Bindung des Liganden
an den entsprechenden Trk-Rezeptor fuhrt zu einer Homodimerisation und Aktivie-
rung der Tyrosinkinase durch Phosphorylierung. Intermediare Proteine wie Shc und
Grb2 rekrutieren den Guanin-Nukleotid-Exchange-Factor Sos zur zytoplasmatischen
Membran. Daraufhin kommt es zu einer Bindung von GTP an Ras. Dadurch werden
verschiedene Downstream-Kaskaden in Gang gesetzt, darunter Raf/MEK/ERK und
der Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K)-AKT1 pathway, der in neuronalen Zellen
Wachstum und Uberleben reguliert. Die Phosphorylierung von Erk fiihrt indirekt zur
Aktivierung nuklearer Transkriptionsfaktoren beispielsweise durch CREB (cAMP res-
ponse element binding protein). Durch PLC-y (Phospholipase C-y), die ebenfalls von
Shc und Grb2 aktiviert wird, kommt es zu einem Influx von Calcium [55]. Alle diese
Wege fuhren letzten Endes zu transkriptionellen Veranderungen. Diese hochst kom-
plexen Signaltransduktionswege sind vor allem durch Untersuchungen am Nerven-
gewebe beschrieben worden. Uber nichtneuronale Zellen ist in diesem Zusammen-
hang noch wenig bekannt. Durch Entstehung von

Splice-Varianten, Koexpression von p75 und anderen noch unbekannte Mechanis-
men agieren die Rezeptoren miteinander und somit ist es sehr wahrscheinlich, dass
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auch ihre Signaltransduktionswege miteinander interagieren. Wie das geschieht,
bleibt bislang Gegenstand weiterer Untersuchungen.

Neurotrophine

v MEK

IP3/DAG

AKT

Target . RSK
genes < P «

Abb.2: Die Bindung der Neurotrophine an ihre Rezeptoren setzt verschiedene
Signaltransduktionsmechanismen in Gang
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1.2.2.7 Interaktion der Rezeptoren und Internalisierung

Die Aktivierung der Rezeptoren lauft nicht getrennt voneinander ab. Vielmehr existie-
ren viele noch nicht vollstandig geklarte Interaktionen der hochaffinen spezifischen
Trk-Rezeptoren sowie des niedrigaffinen Rezeptors p75. Nach langwierigen bioche-
mischen Untersuchungen kam man zu dem Schluss, dass es drei verschiedene
Formen der Rezeptorkomplexe gibt. Homodimere Trk-Rezeptor-Komplexe, homodi-
mere p75-Rezeptor-Komplexe und dimere Komplexe, die sowohl Trk als auch p75
enthalten. Wie oben beschrieben, kommt p75 dabei vor allem die Rolle zu, die Spezi-
fitat und Affinitat des jeweiligen Tyrosinkinaserezeptors zu steigern. Durch einen
Clathrin-abhangigen Mechanismus konnen Trk-Rezeptoren in intrazellulare Vesikel
geschleust werden. Ausgehend von diesem intrazellularen Speicher kénnen sie ver-
schiedene Wege einschlagen: Entweder werden sie wieder zur Zelloberflache trans-
portiert, wo sie den entsprechenden Liganden binden kdnnen, werden in Proteaso-
men verdaut oder sie werden durch retrograden Transport durch das Neuron in das
Zellsoma transferiert. Letztere werden vor allem in der Signaltransduktion bei embry-
onalen Neuronen bendtigt [56].

1.2.3 Rolle der Neurotrophine und ihrer Rezeptoren im Immunsystem

Circa vier Jahrzehnte nach der Entdeckung von NGF wurden neurotrophe Faktoren
auch auf Zellen des Immunsystems und Gewebszellen nachgewiesen sowie deren
Wirkungen auf die Zellen beschrieben.

So wurden im Thymus von Wirbeltieren Neurotrophine und ihre Rezeptoren gefun-
den und Untersuchungen weisen darauf hin, dass die Neurotrophine und ihre Re-
zeptoren (Trk und p75) zur T-Zelldifferenzierung beitragen [57]. NGF und TrkA wird
nach Untersuchungen von Ehrhard et al. vor allem von TH2-Zellen exprimiert [58].
NGF scheint durch TrkA die B-Zell-Differenzierung zu regulieren [59]. D’Onofrio et al.
fanden alle Trk-Rezeptoren auf B-Lymphozyten [60]. Auch basophile Granulozyten
und Monozyten sowie Fibroblasten wird exprimieren TrkA [61-64]. Mittels Immun-
histochemie wurden TrkB und TrkC in ihrer ,truncated” Form in Makrophagen und
TrkA in den Kapillarzellen in der Lunge von Mausen gefunden [65]. Auf Mastzellen
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wurde TrkA, TrkB und TrkC nachgewiesen [58]. NGF wurde aus glatten Muskelzellen
des Respirationstrakts isoliert [66]. Auch Fibroblasten exprimieren NGF [67]. NGF
wird unter inflammatorischen Bedingungen von Mastzellen sowie Keratinozyten [68]
produziert und ist in der Lage, Mastzellen zu beeinflussen. Daruber hinaus scheint
NGF am Uberleben, der Differenzierung und der Funktion von Mastzellen beteiligt
zu sein [69-71]. Makrophagen [63] und eosinophile Granulozyten [72] sind ebenfalls
in der Lage, NGF zu synthetisieren.

Unstimulierte Monozyten sezernieren BDNF. Durch Stimulation mit IL-6 und TNF-a
kann die Produktion hochreguliert werden [73]. Auch in Uberstanden stimulierter B-
und T-Zellen wurde BDNF nachgewiesen [74]. Thrombozyten fungieren als Speiche-
rort fur BDNF [75]. Auch NT-3 und NT-4/5 sind nicht nur dem Nervensystem vorent-
halten. So sind eosinophile Granulozyten unter anderem eine Quelle fur NT-3 [72].
Jedoch sind die Kenntnisse Uber die Neurotrophine und ihre Aktivierung vor allem im
Zusammenhang mit dem Immunsystem nach wie vor luckenhaft und das Thema be-

darf weiterer Forschung.

1.2.4 Erkrankungen mit veranderter Neurotrophin-Expression

Veranderte Neurotrophin-Spiegel sind mit verschiedenen entzindlichen Erkrankun-
gen assoziiert. Bei Patienten mit Chronischer Polyarthritis fand man erhohte NGF-
Spiegel in der Synovialflussigkeit [76]. Im Serum von Patienten mit SLE (Syste-
mischer Lupus Erythematodes) fand man ebenfalls eine Erhdhung der basalen NGF-
Spiegel [77]. Bei Sklerodermie wurde mittels Immunhistochemie in der Haut NGF
erhoht nachgewiesen [78]. Im Liquor an Multipler Sklerose leidender Patienten konn-
ten ebenfalls signifikant erhdhte NGF- und BDNF-Spiegel nachgewiesen werden und
bei disseminierter Enzephalitis ein erhdhtes BDNF [74,79,80].

Nicht nur in Autoimmunerkrankungen, sondern auch bei Infektionen wurden erhohte
Neurotrophin-Spiegel nachgewiesen. Bei parasitaren Erkrankungen wie Schisto-
somiasis konnten erhohte Neurotrophin-Spiegel nachgewiesen werden [81,82]. Bei
RSV-Infektionen kommt es ebenfalls zu einer gesteigerten Synthese von Neuro-
trophinen [83].
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Auch psychiatrische Erkrankungen gehen mit einer veranderten Neurotrophin-
Expression einher. Bei der MDD (major depressive disorder) liegt das Serum-BDNF
signifikant erniedrigt vor [84]. Bei Patienten, die eine Therapie mit Antidepressiva er-
halten hatten, fanden sich hohere BDNF-Spiegel im Gegensatz zu Patienten, die
keine antidepressiven Medikamente erhielten [85]. Bei Ratten fuhrte eine Elektro-
krampftherapie zu einer Hochregulierung der mRNA von BDNF im Hippokampus
[86]. Bei Frauen, die an den Essstorungen Anorexia und Bulimia nervosa litten, fand
man signifikant erniedrigte BDNF-Spiegel im Serum [87]. Mutationen von TrkA und
die damit verbundene Storung der Signalvermittlung durch NGF sind nach neueren
Erkenntnissen Verursacher der hereditaren sensorischen und autonomen Neuropa-
thie Typ IV, auch bekannt als CIPA (congenital insensitivity to pain and anhidrosis)
[88].

1.2.5 Expression von Neurotrophinen in der Lunge

Hikawa et al. untersuchten Mauselungen auf ihre Neurotrophin-Expression und fan-
den NGF, BDNF, NT-3 und NT-4/5 sowie die hochaffinen Rezeptoren TrkA, TrkB und
TrkC in alveolaren und interstitiellen Makrophagen, Kapillarzellen und alveolaren Epi-
thelzellen [65]. In einer anderen Studie exprimierten humane alveolare Makrophagen
kaum NGF, wahrend BDNF und NT-3 gar nicht nachweisbar waren. Die Trk-
Rezeptoren wurden jedoch alle nachgewiesen, vor allem TrkB, den 10% der unter-
suchten Makrophagen exprimierten [89].

1.2.6 Rolle der Neurotrophine bei allergischen Erkrankungen - bisherige
Erkenntnisse

Neuere Studien ergaben, dass NGF nicht nur ein entscheidender Wachstums- und
Uberlebensfaktor von Neuronen ist, sondern auch ein wichtiger inflammatorischer
Mediator. Bei allergischen Erkrankungen wie Asthma bronchiale fanden sich erhohte
NGF-Werte im Serum und bei BAL-Untersuchungen (bronchoalveolare Lavage) war
die NGF-Produktion nach segmentaler Allergenprovokation deutlich erhoht [90,91].
NGF erhoht wie ein Zytokin unter anderem die Bildung von IL-4 und IL-5, was dann
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zu einer erhohten eosinophilen Infiltration und Aktivierung von Mastzellen fuhrt
[92,93]. In den oberen Atemwegen konnten in durch nasale Lavage gewonnener
Flussigkeit bei Allergikern eine lokale Erhdhung von NGF nachgewiesen werden.
Eine nasale Allergenprovokation fuhrte zu einer zusatzlichen Erhdhung der NGF-
Spiegel [94]. Beim allergischen Kontaktekzem konnte mittels Immunhistochemie eine
erhohte Expression von NGF in Hautbiopsien nachgewiesen werden. NGF konnte
hier durch Beeinflussung von unter anderem Langerhanszellen und Mastzellen einen
Einfluss auf die Pathogenese der Erkrankung nehmen [95]. Die Inhalation geringer
Antigen-Dosen fuhrt bei Patienten mit leichtem Asthma bronchiale zu einem lokalen
Anstieg von Mastzellen sowie NGF und TrkA [96].

Auch BDNF wird vermehrt bei entzundlichen Erkrankungen wie dem allergischen
Asthma bronchiale oder entzindlichen Erkrankungen des Zentralnervensystems wie
Multiple Sklerose ausgeschuttet. Die BDNF-Werte steigen vor allem in der Spatpha-
se-Reaktion nach segmentaler Allergenprovokation [97]. Bei Patienten, die an aller-
gischem Asthma bronchiale litten, wurden sowohl im Serum als auch in den Throm-
bozyten signifikant erhdhte BDNF-Konzentrationen gemessen. Durch Gabe von
Kortikosteroiden konnte die Produktion von BDNF supprimiert werden [75]. In der
BAL wurde bei Entzindungen der Atemwege erhohte BDNF-Spiegel gemessen. In
einem Asthma-Mausmodell sind Makrophagen als hauptsachliche Quelle der Pro-
duktion von BNDF im entzindeten Lungengewebe beschrieben worden. Diese
BDNF-Produktion wurde vor allem durch Allergenprovokation hervorgerufen, da die
Makrophagen der Kontrolltiere keine Ausschuttung von BDNF zeigten [98]. Aus Mo-
nozyten generierte Makrophagen schutten vermehrt BDNF aus, wenn sie mit TNF-a
und II-6 stimuliert werden [73]. Auch bei atopischer Dermatitis konnten erhohte
BDNF-Spiegel im Serum, im Plasma, in Eosinophilen und in Uberstanden kultivierten
Eosinophilen gemessen werden [99]. Eosinophile Granulozyten von Allergikern pro-
duzieren und speichern deutlich mehr NGF und BDNF als die von Nichtallergikern.
Bei Allergikern fuhrte eine Behandlung der Eosinophilen mit Theophyllin und Dexa-
methason zu einem deutlichen Abfall von NGF [100]. NGF, BDNF sowie NT-3 wer-
den von Eosinophilen produziert, gespeichert sowie sezerniert, wobei sich in den Ly-
saten aus Eosinophilen von Allergikern erhdhte Neurotrophin-Mengen fanden. So

28



EINFUHRUNG

kommen auch die Eosinophilen Granulozyten als Mitverursacher fur die bei Allergi-
kern erhdhten Neurotrophin-Spiegel in Frage [72].

Fir die Wirkungsweise, wie die Neurotrophine das allergische Asthma mit bedingen,
stehen folgende Mechanismen zur Diskussion: Durch Beeinflussung der Innervation
der Lunge konnen sie die bronchiale Hyperreagibilitat mit verursachen. Zweitens
konnen sie direkt die glatte Muskulatur der Bronchien beeinflussen. Drittens bewirken
sie durch zytokinahnliche Eigenschaften zum einen eine Einwanderung von Entzin-
dungszellen, zum anderen beeinflussen sie die Produktion anderer an der allergi-

schen Entzindung beteiligter Zytokine [92].

1.2.7 Das Prinzip der neurogenen Entziindung beim allergischen Asth-
ma bronchiale — Rolle der Neurotrophine

Bei der Pathogenese des allergischen Asthmas besteht ein intensiver Kontakt zwi-
schen Nervenzellen und Zellen des Immunsystems. Beide sind in der Lage, sich ge-
genseitig zu beeinflussen und ihre jeweiligen Wirkungen zu potenzieren. Auf diese
Weise wurde der Begriff der neurogenen Entzindung gepragt [101]. Seit geraumer
Zeit ist bekannt, dass bei der Entwicklung der Hyperreagibilitdt im Rahmen chroni-
scher Entzindungen der Atemwege nervale Prozesse beteiligt sind. Es sind sowonhl
sympatische als auch parasympatische Nervenfasern an der Konstriktion und Dilata-
tion der Bronchien beteiligt. Auch Nervenfasern des NANC-Nervensystems (non
adrenergic-non cholinergic) sind in letzter Zeit in den Focus des Interesses geruckt.
Sie scheinen ebenfalls eine mal3gebliche Rolle bei der Pathogenese chronisch ent-
zundlicher Lungenerkrankungen wie dem allergischen Asthma bronchiale zu spielen
[102]. Die drei Systeme sind nicht strikt voneinander getrennt, sondern beeinflussen
sich gegenseitig. Sie regulieren sowohl physiologische Vorgange in den Atemwegen
als auch krankhafte Veranderungen. So sind sie unter anderem zustandig fur den
Tonus der glatten Muskelzellen, die Schleimproduktion, die mikrovaskulare Permea-
bilitat und die Einwanderung von Entzindungszellen [101]. Neuropeptide wie insbe-
sondere Substanz P und Neurokinin A, die der Superfamlie der Tachykinine zuge-
rechnet werden, sind bei allergischen Atemwegserkrankungen erhoht nachgewiesen
worden. Sie werden sowohl von Nervenzellen als auch von Zellen des Immunsys-
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tems exprimiert und sind mit hoher Wahrscheinlichkeit mitverantwortlich fur die ent-
zundlichen Begleiterscheinungen wie Bronchiokonstriktion, Hyerperreagibilitat und
Gefaldilatation [9,103]. AulRerdem sind sie in der Lage, die Histaminfreisetzung von
Mastzellen der Lunge zu stimulieren [104]. Auch bei Hautkrankheiten wie Psoriasis
und Neurodermitis gibt es eine neurogene Komponente. Nervenfasern der Haut set-
zen verschiedene Neurotransmitter frei, die Rezeptoren auf zahlreichen Hautzellen
aktivieren, darunter zum Beispiel Langerhanszellen, Keratinozyten, Mastzellen und
Fibroblasten [105].

Die Mechanismen der Interaktion zwischen Nerven- und Immunsystem sind noch
weitgehend unbekannt. Die Neurotrophine spielen hier moglicherweise eine Rolle, da
sie in maldgeblich an der Neuropeptid-Synthese beteiligt sind [106]. NGF induziert
vor allem bei sensorischen Nervenfasern und ihren Axonen, die das entzindete Ge-
webe innervieren, eine stark erhohte Bildung von Substanz P und CGRP (calcitonin
gene related peptide) [107]. Die Bildung von Substanz P wird durch die Gabe von
Anti-NGF gehemmt [108]. Die Neurotrophine werden sowohl von Lungengewebszel-
len als auch von zirkulierenden Immunzellen, die unter pathologischen Bedingungen
ins Lungengewebe einwandern, exprimiert [109]. Transgene Mause weisen durch
eine Uberexpression von NGF eine Hyperinnervation der Lunge auf. Sie reagieren
auf Inhalation mit Capsaicin, ein Stoff, der die Freisetzung von Neuropeptiden aus
dem Nervengewebe fordert, mit bronchialer Obstruktion. lhr Lungennervengewebe
enthalt vermehrt sympathische und tachykininhaltige Nervenfasern [110]. NGF er-
hoht dabei zusatzlich die bronchiale Empfindlichkeit auf Histamin [111]. AuRerdem
bewirkt NGF, dass sich im pulmonalen Nervensystem sensorische C-Fasern einla-
gern [108]. Schmerz und Hyperalgesie sind wichtige Faktoren bei Entzindungen. Bei
Entzindungen wird die Schwelle, ab der man Schmerz empfindet, durch verschiede-
ne Entzundungsmediatoren herabgesetzt. NGF ist an der inflammatorischen Hyper-
sensibilitdt [112] sowie der zentralen Sensibilisierung [113] bei entzindlichen Vor-

gangen beteiligt.
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1.3 Die Dendritischen Zellen

1.3.1 Geschichte

Die Dendritischen Zellen wurden erstmals 1868 durch den deutschen Anatom Paul
Langerhans beschrieben, der sie in den basalen Schichten der Epidermis entdeckte.
Ihren Namen verdanken sie ihrer Fahigkeit, sogenannte Dendriten auszubilden, lan-
ge Auslaufer, die mit den Epithelzellen verflochten sind (,dendros” = Baum, gr.). Die-
se charakteristische Form veranlasste Paul Langerhans zu glauben, bei diesen Zel-
len handle es sich um Neuronen. Erst in den 1970er Jahren entdeckte die
Arbeitsgruppe um Steinmann, dass es sich bei diesen Zellen um weil3e mit den
Makrophagen verwandte Blutzellen handelt. Daraufhin wurden die Dendritischen Zel-
len in allen Lymphorganen, im Blut, im Knochenmark und in verschiedenen anderen
Organen einschlie3lich Lunge, Intestinaltrakt, Leber, Herz, Niere und Urogenitaltrakt
beschrieben [114-116]. Sie befinden sich also in fast jeder Gewebeart. Im Blut vor-
kommende Dendritische Zellen stellen nur ca. 0,1-0,9% der Leukozyten dar [117].
Die in der Haut vorkommenden Dendritischen Zellen werden bis heute nach ihrem
ursprunglichen Entdecker als ,Langerhanszellen® bezeichnet [118].
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Abb.3 unreife Dendritische Zelle reife Dendritische Zelle

Quelle: www.geocities.com

1.3.2 Morphologie, Herkunft und Eigenschaften

1.3.2.1 Funktion

Dendritische Zellen (DC) sind Zellen des angeborenen Immunsystems und gerhéren
zu den Antigenprasentierenden Zellen (APC). Sie bendtigen keinen spezifischen
Stimulus, um aktiviert zu werden, sondern kénnen aufgrund einer Vielzahl verschie-
dener Oberflachenrezeptoren nahezu jedes Fremdantigen erkennen, phagozytieren
und so prozessieren, dass T- oder B-Zellen dieses erkennen und spezifisch darauf
reagieren kénnen. Unreife DCs sind in der Lage, sich durch Chemotaxis fortzubewe-
gen, das heil’t sie werden durch chemotaktische Stoffe und proinflammatorische Zy-
tokine, die von Epithel- und Endothelzellen sowie Leukozyten gebildet werden, an
einen Ort des Korpers rekrutiert, in dem eine Entziindung stattfindet. In dieser Phase
kénnen die DCs Antigene aufnehmen, in Fragmente zerlegen und prozessieren, sind
aber kaum in der Lage, T-Zellen zu stimulieren. Dazu mussen ,Gefahrensignale® hin-
zukommen, molekulare Signale, die durch Pathogene oder Gewebszerstérung her-
vorgerufen werden. Das entsprechende Antigen wird durch einen Rezeptor der TLR-
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Familie (toll like receptor) erkannt und internalisiert. Daher handelt es sich bei der
Phagozytose um eine rezeptorvermittelte Endozytose, die Aktin- und ATP-abhangig
ist. Bestandteile der Zellwand gramnegativer Bakterien wie LPS oder grampositiver
Bakterien wie die Lipoteichonsaure, CpG Oligonukleotide oder virale DNA fuhren zur
funktionellen Reifung der Dendritischen Zellen, welche mit der Ausbildung langer
Dendriten einhergeht [119]. Auch endogene Signale konnen zu einer Reifung und
Migration der DCs fuhren. So konnen zum Beispiel Zytokine wie TNF-a, IL-1 oder
Hitzeschockproteine aus nekrotischen Zellen eine Aktivierung der DCs bewirken
[120]. Um das Antigen auf der Zelloberflache prasentieren zu kdonnen, wird der ins
Phagosom internalisierte Mikroorganismus proteolytisch prozessiert. Bei diesem
Vorgang bufen die DCs ihre Fahigkeit zur Antigenaufnahme und —prozessierung ein.
Dafur werden nun Antigenfragmente zusammen mit MHC I[I-Molekulen (major histo-
compatibility complex) und einer Reihe kostimulatorischer Faktoren fur die T-Zellen
auf der Zelloberflache prasentiert. Gleichzeitig werden die DCs durch Chemokine zu
T-Zell-reichen Arealen der Lymphorgane rekrutiert. Nach ihrer Wanderung in den
Lymphknoten induzieren die DCs eine Proliferation antigenspezifischer T-Zellen, die
die Zytokine produzieren und in befallenenes Gewebe wandern konnen [121]. Bei
diesem auferst wirksamen und komplexen Abwehrsystem besteht immer die Gefahr,
dass DCs korpereigene oder normalerweise nicht pathogene Antigene internalisieren

und prasentieren, was zu Autoimmunitat und Allergie fuhren kann.
1.3.2.2 Herkunft und Einteilung

Bei den Dendritischen Zellen handelt es sich um eine sehr heterogene Gruppe von
Zellen, die, je nach Lokalisation und Reifegrad unterschiedliche Funktionen ausuben.
Sie enstammen der hamatopoetischen Stammzelle im Knochenmark und kdénnen
sich in verschiedene Subtypen differenzieren.

Aus verschiedenen Studien haben sich drei verschiedene Untergruppen der Dendri-
tischen Zellen hervorgetan, die sich durch verschiedene, teilweise noch unbekannte

Mechanismen differenzieren:

33



EINFUHRUNG

- plasmozytoide DCs, die aus einer lymphoiden CD34"Vorlauferzelle hervorge-
gangen sind [122]
- interstitielle DCs, deren Ursprung in einer myeloischen CD34"Vorlauferzelle
liegt und die im Blut als CD14"Monozyten zirkulieren [123]

- epidermale Langerhanszellen [124]
Die Dendritischen Zellen existieren in verschiedenen Funktions- und Reifegraden.
Dies erklart unter anderem ihre Vielfalt an Oberflachenmolekilen und Mdglichkeiten,
mit anderen Zellen zu interagieren [122].
Entsprechend der Entwicklung Dendritischer Zellen gibt es drei Differenzierungs-
stadien:

- Progenitorzellen, die in Blut und Lymphe zirkulieren

- Unreife DCs

- Reife DCs, die in den Lymphknoten lokalisiert sind und T-Zellen stimulieren
Die unreifen DCs verteilen sich weitlaufig in den Kompartimenten des Korpers, so-
wohl in Lymphorgane als auch in anderes Gewebe. Sie besitzen die Fahigkeit,
Fremdantigene zu internalisieren, was dann zu ihrer funktionellen Reifung und Aus-
bildung von kostimulatorischen Molekulen wie MHC Il fuhrt, durch die sie eine T-Zell-
Antwort induzieren konnen [125]. Nach ihrer Aktivierung durch ein Antigen wandern
sie in die Lymphknoten, in denen sie verweilen, um naive T-Zellen zu stimulieren
[126]. Beim Menschen befinden sich besonders die plasmozytoiden Zellen gehauft in
T-Zell-reichen Arealen des lymphatischen Gewebes. Die Stimuli, die die Migration
der Dendritischen Zellen induzieren, umfassen Pathogene wie beispielsweise Er-
regerbestandteile, inflammatorische Chemokine, IL-1 und TNF-a.
Die Reifung der unreifen DCs kann in der Zellkultur durch Stimulation mit LPS,
TNF-a oder CD40L erreicht werden. Die Diese geht mit einer initial erhohten IL-12-
Produktion einher, im Laufe ihrer Reifung wird es herunterreguliert und andere Zyto-
kine treten in den Vordergrund. Sobald sie das Reifestadium erreicht haben, verlie-
ren sie die Fahigkeit zur Phagozytose und interagieren stattdessen mit T-Zellen. Dies
unterstutzt die Annahme, dass Dendritische Zellen unterschiedlichen Reifegrades
auch unterschiedliche Aufgabenbereiche haben.
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1.3.2.3 T-Zell-Aktivierung

Dendritische Zellen kdnnen bei CD4*Zellen eine TH1- als auch eine TH2-Antwort,
bzw. eine zellulare oder humorale Antwort, induzieren. Diese vereinfachte Einteilung
der T-Helfer-Zellen hat sich als nutzlich im Hinblick auf das Verstandnis der Physio-
logie und Pathologie des Immunsystems erwiesen [127]. Im Gegensatz zur
CD8"Zelle (zytotoxische T-Zelle), als deren Stimulus MHC | agiert, ist bei der
CD4"-Zelle (T-Helfer-Zelle) MHC Il essentiell fiir deren Aktivierung. Den TH1-Zellen
kommt die hauptsachliche Aufgabe zu, intrazellulare Erreger wie Parasiten, Pilze,
Viren oder Mykobakterien zu bekampfen. Die TH1-Antwort ist unter anderem ge-
kennzeichnet durch die Produktion der Zytokine IL-2, IFN-y und TNF-a. TH2-Zellen
hingegen sind hauptsachlich bei der Abwehr extrazellularer Erreger aktiv. Sie regen
B-Zellen zur Produktion von Antikdrpern an. Auch die bei der allergischen Sofortreak-
tion charakteristisch erhohte IgE-Produktion wird indirekt durch TH2-Zellen verur-
sacht [128]. Fur die TH2-Zell-Differenzierung sind besonders die Zytokine IL-4 und
IL-13 bekannt, auch IL-6 steht zur Diskussion. Durch IL-6 konnten andere Zelle dazu
angeregt werden, |IL-4 zu produzieren, welches dann die Differenzierung von TH2-
Zellen induziert. Aul’erdem wird vermutet, dass sie durch Inhibition der IL-12-
Produktion durch Zytokine wie IL-10 oder TGF-B indirekt eine TH2-Antwort induzie-
ren konnten [129].

Des Weiteren spielt eine Rolle, wie viel IL-12 gebildet wird, ein Zytokin, das sehr
stark TH1-polarisierend wirkt. Wie viel IL-12 gebildet wird, hangt zum einen von der
Herkunft der Dendritischen Zelle, zum anderen von den Umweltbedingungen ab. Au-
Rerdem spielt der Reifegrad der Dendritischen Zelle eine Rolle. DCs mit niedrigerem
Reifegrad scheinen mehr IL-12 zu sezernieren als reifere DCs. Jedoch besitzt jede
Untergruppe der Dendritischen Zellen ein gewisses Mal} an Flexibilitat bei der T-Zell-
Aktivierung. Diese hangt namlich auch noch von der Art und Menge an Pathogenen
ab, durch die die Dendritische Zelle aktiviert wird [130]. Bislang bleibt weitgehend
unklar, welche Rolle die Dendritische Zelle bei TH2-Zell-Aktivierung spielt, mogli-

cherweise durch Produktion oben genannter Zytokine.
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Bei der Aktivierung von T-Zellen spielen auflerdem Rezeptoren und Liganden der
TNF-Familie wie beispielsweise CD40 und sein Ligand CD40L eine grof3e Rolle. Bei
der Interaktion von Dendritischen Zellen mit T-Zellen kommt es zu einer verstarkten
Expression von CD40L. Auf T-Zellen wird ICAM-3 (intracellular adhesion molecule)
hochreguliert, das durch eine Bindung an DC-SIGN (DC specific ICAM-3 grabbing
nonintegrin) die Bindung des TCRs (t cell receptor) an MHC |l unterstutzt [131]. Um
die fur die Proliferation von T-Zellen essentielle Adhasion der Dendritischen Zelle zur
T-Zelle zur ermoglichen, werden LFA-1 (leukocyte function antigen) und ICAM-1
exprimiert [132].

1.3.2.4 Oberflachenmolekiile von Monozyten und Dendritischen Zellen

Dendritische Zellen besitzen eine Vielzahl von Oberflachenmolekulen, durch die sie
sich teilweise in verschiedene Gruppen einteilen lassen. Zum einen wird die Expres-
sion von bestimmten Oberflachenmolekulen durch den Ursprung der einzelnen Zelle
gepragt, zum anderen werden wahrend des Reifungsprozesses viele verschiedene
Proteine auf der Zelloberflache jeweils hoch- oder herunterreguliert. Durch diese Di-
versitat der Oberflachenrezeptoren kdonnen die Dendritischen Zellen nahezu jedes
Fremdantigen binden. Jedoch ist die Vielzahl der Oberflachenmolekule, ihre Funktion
und Interaktion mit anderen Zellen, darunter vor allem den T-Zellen, immer noch Ge-
genstand zahlreicher Untersuchungen. Auch sind die Ergebnisse der bislang existie-
renden Studien teilweise kontrovers. Dies konnte unter anderem an den unterschied-
lichen Methoden liegen, mit denen Dendritische Zellen gewonnen werden.

Monozyten und Dendritische Zellen lassen sich mittels immunologischer Methoden
durch die Expression spezifischer Oberflachenmoleklle oder die Abwesenheit von
durch T-, B-, NK-Zellen oder Granulozyten exprimierte Marker identifizieren. Auf-
grund der Diversitat der Reifegrade, Lokalisation und Eigenschaften der DCs ist es
nicht moglich, sie anhand eines einzelnen Markers zu identifizieren. Es werden fur
die jeweilige Subpopulation spezifische Marker verwendet. Da Dendritische Zellen zu

einem sehr geringen Prozentsatz im Blut vorhanden sind und es sehr aufwandig ist,
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sie aus nativem Gewebe zu isolieren, benutzt man fur Experimente meist MoDCs

(monocyte derived dendritic cells), aus Monozyten generierte Dendritische Zellen.
1.3.2.5 Oberflachenmolekiile und Rezeptoren der Dendritischen Zellen

Oberflachenmolekiil Hintergrund/Funktion (soweit bekannt)

TLRs (toll like receptors) [133] Bindung von PAMPs (pathogen associated molecu-

lar patterns) (Bestandteile von Bakterien und Pilzen
(z.B. Zellwandkomponenten, DNA)

Fc-Rezeptoren [134] antikorperspezifisch, Vermittlung der Phagozytose
(Fcy-Rezeptoren CD32 und

CD64,

Fce-RI und hochaffin

Fce-RII) niedrigaffin

Mannose/B-Glucan- Phagozyose nicht opsonisierter nicht-opsonisierter
Rezeptor [135] Antigene, Bindung von Mikroorganismen, die auf

ihrer Oberflache mannosylierte Glykoproteine

exprimieren
Scavenger-Rezeptor Vermittlung der Phagozytose apoptotischer Zellen
(avB5 und CD36)
DEC-205R [136] Antigenprozessierung

1.3.2.6 Gruppierungen der Dendritischen Zellen und spezifische Oberfla-
chenmolekiile und Rezeptoren

1. Plasmozytoide DCs

Plasmozytoide Dendritische Zellen haben eine starke Ahnlichkeit zu Plasmazellen.
Sie sind in der Lage, grof3e Mengen Interferon-y zu produzieren und wurden deswe-
gen fruher als IPC (interferon producing cells) bezeichnet, bis man geklart hatte,
dass es sich hierbei um Vorlaufer der Dendritischen Zellen handelte. Abhangig vom

Stimulus kdénnen ihre Vorldufer, CD4"'CD11-Zellen, sich auch in T-, B- oder NK-
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Zellen differenzieren. Um in vitro zur plasmozytoiden DCs zu differenzieren, ist die
Anwesenheit von IL-3 und CD40L notwendig [137]. Deswegen haben die plasmozy-
toiden DCs mit diesen Zellen mehr Ahnlichkeit als mit den myeloiden Dendritischen
Zellen oder den Langerhanszellen. Mit jenen haben sie lediglich eine funktionelle
Homologie hinsichtlich der Interaktion mit T-Zellen. Auf virale Infektionen reagieren
sie mit einer Ausschuttung von IFN-a und IFN-y, was darauf hindeutet, dass sie bei

der Bekampfung von Viren eine wichtige Rolle spielen [138].

Spezifische Oberflachenmolekule  Hintergrund/Funktion (soweit bekannt)

- CD123

- TLR7

- TLR9 Bindung von bakterieller DNA [139]

- CXCL9 Migration zu regionalem Lymphgewebe
- E-Selektin

2. Langerhanszellen

Langerhanszellen, aus einer myeloische Vorlauferzelle hervorgegangene DCs, be-
finden sich zwischen Keratinozyten der Epidermis und exprimieren MHCII auf ihrer
Oberflache. Damit stellen sie ein wichtiges Glied im Immunsystem der Haut dar
[140].

Spezifische Oberflachenmolekule [124]  Hintergrund/Funktion

CD1a

Birbeck-Granules endosomale Recyclingkompatimente,
Speicherung von Langerin [141]

Langerin

E-Cadherin Zellkontakt mit Keratinozyten [137]

CD11b Komplementrezeptor, bindet CD54
(intrazellulares Adhasionsmolekdul)
und Komplementfaktor iC3b

CD11c bindet Fibrinogen [142]
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3. Myeloide DCs
Bei im Gewebe vorhandenen myeloiden DCs handelt es sich um interstitielle DCs. In
vitro kénnen aus der CD34"Vorlauferzelle durch Stimulation mit TNF-a und GM-CSF
Monozyten generiert werden. Die dadurch entstehenden CD14"Monozyten kdénnen

dann durch weitere Stimulation entweder zu Makrophagen oder aber zu unreifen und

schliel3lich reifen DCs differenzieren [143]. In diesem Stadium wird MHC Il noch in-

trazellular gespeichert, um dann nach der Phagozytose und Migration an der Ober-

flache exprimiert zu werden.

spezifische Oberflachenmolekiile

CD1a
CD11b
CD9
CD68
CD80
CD86

Koagulationsfaktor Xllla

TLR2

TLR4
CCL21

Hintergrund/Funktion

kostimulatorische Molekule, wichtig fur die
Interaktion mit T-Zellen [125]

Transglutaminase [124]

Bindung von Lipoproteinen und Glykolipi-
den
Bindung von LPS

Migration zu regionalem Lymphgewebe
[139]
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Granulozyten Makropha

GM-CSF, 114,
T gen TNF-q, II-15
Myeloid
Progeni-
GM-CSF, II-4
torzelle
Lymphoide /
Progenitorzelle Monozyten
-CD11c+,
-CD13+,
-CD33+,
-CD14+
T-Zellen,
B-Zellen
NK-Zellen Plasmozyoid
Pri-DC %
-CD11c-, CD40L
-CD13-,
-CD33-,
-CD14-,
-CD123-

Langerhanszellen
Lok.: Epidermis
-CD1a

-Langerin
-E-Cadherin
-CD11c

GM-CSF, 114,
II-1, 1l-6, TNF-
N a, PGE2, LPS
Interstitielle/
myeloide DCs
Lok.: Gewebe
versch.
Organe
-Faktor Xlla
-CD9
-CD68
-CD80 111, II-6,
-CD11b TNF-aq,
-TLR2, TLR4 PGE2,
LPS

Plasmozytoide DCs
Lok.: Blut, Thymus,
T-Zell-Zonen
-BDCA-2

-BDCA-4

-TLR7, TLR9

. Unreife Dendri-

Progenitor—» Vorliuferzelle
des Blutes

" tische Zelle

Abb.4: Differenzierungswege der Dendritischen Zellen

4. Monocyte Derived Dendritic Cells — in Zellkultur generierte Dendritische Zel-

len

Sallusto und Lanzavecchia etablierten anfang der 1990er Jahre ein Verfahren, mit
dem man aus Monozyten unreife, zur Phagozytose und Antigenprasentation be-
fahigte Dendritische Zellen generieren konnte. Dazu werden CD14"Monozyten eine
Woche lang mit GM-CSF und IL-4 stimuliert. Die so gewonnenen Dendritischen Zel-
len ahneln am ehesten den oben beschriebenen Myeloischen DCs. Sie kdnnen so-
wohl eine TH1- als auch eine TH2-Antwort induzieren [134,144]. Damit wurde ein

Meilenstein fur die Forschung an Dendritischen Zellen gelegt, da dies ein einfaches

Reife Dendriti-
sche Zellen
Lok.: T-Zell-
Zonen lymphati-
scher Gewebe

Reife Dendri-
tische Zelle
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Verfahren darstellt, mit dem eine grof3e Zahl Dendritischer Zellen gewonnen werden
kann. Dendritische Zellen stellen lediglich 0,1 - 0,9% der Blutleukozyten dar und die
Isolation aus nativem Gewebe ist sehr aufwandig. Da die MoDCs auf3erhalb des
Korpers und damit aul3erhalb ihrer naturlichen Umgebung entstanden sind, lassen
sich ihr Verhalten und ihre Reaktion auf verschiedene Stimuli mit hoher Wahr-
scheinlichkeit nicht immer ohne weiteres auf das Immunsystem in vivo Ubertragen,

da dort eine Vielzahl an zusatzlichen Faktoren auf die Zellen einwirken.
1.3.2.7 Dendritische Zellen der Lunge - Beteiligung beim allergischen Asthma

In den 1980er Jahren beschrieben Sertl et al. eine den Langerhanszellen ahnliche
Subpopulation der Dendritischen Zellen in Lungenepithel, Lungenparenchym und der
viszeralen Pleura bei Mausen und Menschen. Auch hier haben sie sehr wahr-
scheinlich die Funktion, inhalative Pathogene in sich aufzunehmen und zu regionalen
Lymphknoten zu wandern, da sie als Antwort auf einen inflammatorischen Stimulus
vermehrt ins Lungengewebe rekrutiert werden [145]. Untersuchungen von mittels
BAL (bronchioalveolare Lavage) gewonnenen DCs des bronchialen Epithels zeigen,
dass sie eine gewisse Ahnlichkeit mit Langerhanszellen der Haut aufweisen. Sie
exprimieren wie diese CD1a, Langerin und Birbeck-Granula [146]. Normalerweise
halt sich die Fahigkeit pulmonaler DCs, T-Zellen zu stimulieren in Grenzen, da weni-
ge kostimulatorische Molekule auf der Oberflache exprimiert werden. Erst nach der
Wanderung in regionale Lymphknoten erhalten sie die Fahigkeit, mit T-Zellen zu in-
teragieren. Eine Studie zeigte jedoch, dass bei einer allergischen Entzindung auch
DCs, die noch in den Atemwegen verweilen, CD40, B7-2 und ICAM-1 hoch-

regulieren, was zu einer verfrihten Reifung fuhrt [147].
1.3.2.8 Rolle der Dendritischen Zellen beim allergischen Asthma bronchiale

Studien der spaten 1990er Jahre haben gezeigt, dass Dendritische Zellen eine ent-
scheidende Rolle bei der Antwort des Immunsystems auf korperfremde Antigene
spielen. Als Antigenprasentierende Zellen in Haut, Lunge und verschiedenen ande-
ren Organen stehen sie an der Schnittstelle zwischen Kérper und AuRenwelt. Die

Unterscheidung zwischen pathogen und nicht pathogen bzw. fremd und eigen wird
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durch ein komplexes Zusammenspiel von Zellen des Immunsystems geregelt. Die
Dendritischen Zellen haben dabei die Aufgabe zu entscheiden, welcher Weg der
Immunantwort eingeschlagen wird. Ist diese HomoOostase gestort, kann es zu Aller-
gien oder Autoimmunerkrankungen kommen. Bei Allergien werden vermehrt TH2-
Zellen gebildet, ein Prozess, der durch Antigenprasentierende Zellen initiiert wird.
Der Sensibilisierungsprozess auf inhalative Antigene und die damit verbundene ver-
mehrte Bildung von TH2-Zellen fangt in jungen Jahren an und wird sowohl durch ge-
netische Faktoren als auch durch Umweltbedingungen wie Infektionen in der Kindheit
und Auseinandersetzung mit Krankheitserregern beeinflusst [148]. Anhand eines
Asthma-Mausmodells hat sich gezeigt, dass die Dendritischen Zellen der Atemwege
nicht nur fur die Sensibilisierung auf inhalative Antigene sondern auch fur die Auf-
rechterhaltung der allergischen eosinophilen Inflammation entscheidend sind [149].
Alveolare durch BAL gewonnene Makrophagen von Patienten mit allergischem
Asthma prasentieren den TH2-Zellen Allergen, wahrend dies die pulmonalen
Makrophagen von Nichtallergikern nicht tun [150]. Bei der Entwicklung eines allergi-
schen Asthmas bei Mausen durch Inhalation niedriger LPS-Dosen sind es die
Dendritischen Zellen, die eine TH2-Sensibilisierung induzieren [5]. Dendritische Zel-
len besitzen hochaffine IgE-Rezeptoren. Durch Histamin, PGD2 (Prostaglandin 2),
cAMP (cyclisches Adenosinmonophosphat) werden Dendritische Zellen dazu ange-
regt, naive T-Zellen in Richtung TH2 zu drangen. Deshalb werden sie DC2-Zellen
genannt. Im Gegensatz dazu stehen die DC1-Zellen, die, durch IFN-y polarisiert, II-
12 in gro3en Mengen sezernieren und dadurch das TH1/TH2-Gleichgewicht in Rich-
tung TH1 verschieben. Dieses Gleichgewicht ist unter anderem von der Allergendo-
sis, der Dauer der Allergenexposition sowie der Bindungsaffinitat zwischen Antigen-
prasentierenden Zellen und T-Zellen abhangig [151].

Neuere Studien weisen darauf hin, dass Dendritische Zellen unter anderem durch die
Produktion von IL-10 und damit der Bildung regulatorischer T-Zellen auch eine peri-

phere Toleranz erzielen kdnnen [152,153].
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1.3.2.9 Rolle von Antigenprdsentierenden Zellen bei der Produktion von Neu-
rotrophinen

Die Untersuchungen zu Antigenprasentierenden Zellen im Zusammenhang mit den
Neurotrophinen sind bisher Iickenhaft und die Ergebnisse teilweise kontrovers. NGF
wird von Makrophagen sezerniert und NGF sowie BDNF von aus humanem Blut iso-
lierten Monozyten [74,154].

MoDCs, die mit LPS stimuliert werden, zeigen eine stark erhohte Expression von
NGF sowie von TrkA [154]. Eine andere Studie zeigte, dass NGF zusammen mit
TrkA bei Monozyten und Makrophagen protektiv wirkt, da eine Ligandenaktivierung
die Zellen vor Apoptose bei UV-Bestrahlung oder Gliotoxin-Einwirkung schutzt [155].
Zu Dendritischen Zellen gibt es bisher keine hinreichenden Untersuchungen bezlg-
lich einer Expression von Neurotrophinen. Lediglich der Nachweis der Expression
der Rezeptoren TrkA, TrkB und TrkC gelang auf Dendritischen Zellen, die aus
Lymphgewebe isoliert worden waren [156].

1.3.2.10 Die GTPasen - Bedeutung fur die Funktion Dendritischer Zellen

Bei den GTPasen handelt es sich um Enzyme, die Signale an den Zellkern vermit-
teln, um die Aktivierung eines bestimmten Gens und den darauf folgenden zellularen
Effekt durch Exprimierung des entsprechenden Proteins zu erreichen. Die Rho-
GTPasen gehoren zur Superfamilie von Ras. Exogene Signale aktivieren durch Ras
PI3K, die p38 MAPK/MAPK aktivierende Proteinkinase 2 und den c-Raf/ERK
pathway. MAPK (Ras-mitogen-activated protein kinase) und ERK (extracellular signal
regulated kinase) wiederum aktivieren die RSK (pp90 Ribosomale S6-Kinasen), die
zur Familie der Ser/Thr-Kinasen gehoren. Diese induzieren eine Phosphorylierung
der CREB-Kinase (cyclic adenosine monophosphate response element binding pro-
tein), die wiederum CREB aktiviert. CREB férdert das Uberleben von Zellen und eine
Inhibition von CREB an Serin133 bewirkt eine Apoptose [157,158].

Zur Ras-Superfamilie gehoren auch die kleinen GTP bindenden Proteine der
Cdc42/Rac/Rho-Familie. Sie sind an der Reaktion der Zellen auf Wachstumsfaktoren
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beteiligt und spielen eine grof3e Rolle in Vorgangen der Zelle wie Gen-Transkription,
Zellzyklus und Zelladhasion sowie in der Regulation des Aktin-Zytoskeletts. Rho, Rac
und Cdc42 wurden erstmals in Swiss 3T3-Fibroblasten beschrieben. Rac1 stimulierte
die Bildung von Aktinfilamenten und den damit assoziierten Adhasionen und ,memb-
rane ruffling“ (Membraneinstulpungen), Vorgange, die auch von Rho abhangig sind
[159]. Bisher sind beim Saugetier 10 verschiedene Rho-GTPasen identifiziert wor-
den. Da Rac und Rho zu den wichtigsten Vertretern gehoren, wurden die Untersu-
chungen hierauf beschrankt. Rac, Rho und Cdc42 fungieren als molekulare Schlus-
selstelle und pendeln zwischen einer aktiven GTP-gebunden und einer inaktiven
GDP-gebundenen Form hin und her. Bisher sind Uber 30 GEFs (guanosin nucleotid
exchange factors) mit katalytischer Aktivitat bekannt [160]. In ihrer aktiven Form sind
sie in der Lage, mit ihren Zielmolekulen zu interagieren, um so eine Reaktionskaska-
de in Gang zu setzen. Dieser Zyklus wird durch eine intrinsische GTPase, die die
Proteine in ihre GDP-gebundene Form zurlckfuhrt, vollendet. Die Adhasion und Mig-
ration von Leukozyten an und durch die ECM (extracellular matrix) zum Ort der Ent-
zundung ist fur die Funktion des Immunsystems von vitaler Bedeutung.
D’Souza-Schorey et al. zeigten, dass die Expression einer mutierten Form von Rac
auf T-Lymphozyten eine starke Wanderung und Adhasion nach sich zog. Gleichzeitig
konnten Veranderungen im Zytoskelett beobachtet werden. Auch Rho scheint maf3-
geblich an der Reorganisation des Zytoskeletts beteiligt zu sein. Im Makrophagen-
Chemotaxis-Assay wird Rho fur die Migration benotigt. Mog-licherweise besteht sei-
ne einzige Aufgabe darin, Aktin-Myosin-Filamente aus-zubilden, um der Zelle Bewe-
gung zu ermdglichen [161]. Allen Ras- und Rho-GTPasen gemeinsam ist die Vielfalt
an Rezeptoren und Signaltransduktionswegen, durch die sie ihre Wirkung entfalten,
die Vielfalt an ihren Zielen innerhalb der Zelle und nicht zuletzt der intensive Dialog
der verschiedenen Signaltransduktionswege untereinander [162].

Dendritische Zellen durch die Formation von Dendriten charakterisiert. Der Aus-
bildung dieser Prozesse wird eine mafigebliche Rolle fur ihre Funktion, namlich die
Aufnahme, Prozessierung und Prasentation von Antigenen, zugeschrieben. In vitro-
Untersuchungen haben gezeigt, dass die Ausbildung der Dendriten verschiedene
Signaltransduktionsmechanismen erfordert. Die Ausbildung von Membranprozessen
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wird vom Aktin-Zytoskelett gesteuert und von den Rho-GTPasen (RhoA, Rac1 und
Cdc42) kontrolliert. Dies zeigte sich, nachdem man die Rho-GTPasen mit Toxin B
blockiert hatte. Unreife DCs waren nicht mehr in der Lage, Dendriten auszubilden
und bei reifen DCs wurde die Zellmotilitat blockiert [163].

1.4 Inflammatorische Zytokine - inflammatorische Stimuli

Inflammatorische und regulatorische Zytokine sind wichtige Mitspieler in der Regula-
tion des Immunsystems, da sie verschiedene Zellen zur Differenzierung anregen und
inflammatorische Prozesse in Gang setzen. Daher sind sie fir das Uberleben eines
Organismus von essentieller Bedeutung. Bei Erkrankungen, bei denen das Immun-
system aus dem Gleichgewicht gekommen ist, wie beispielsweise Allergien und Au-
toimmunerkrankungen gilt ihnen groReres Interesse, da sie zum grof3en Teil verant-
wortlich fur das hier herrschende zellulare Ungleichgewicht sind. Jenes betrifft bei
Allergien besonders die T-Zellen. Fur das Zustandekommen einer allergischen Reak-
tion wird vor allem eine zu starke Proliferation von TH2-Zellen verantwortlich ge-
macht, welche dann wie oben beschrieben den Krankheitsverlauf in Gang setzen.
Hier sollen als Beispiel einige wichtige Zytokine angefuhrt werden, die mit den
Dendritischen Zellen interagieren und in der Pathogenese des allergischen Asthmas
eine entscheidende Rolle spielen.

Als unspezifische Stimuli fur Zellen der unspezifischen Korperabwehr agieren Patho-
gene wie beispielsweise Viren, Bestandteile von Bakterien, korperfremde DNA,
u.v.m. Einen besonders starken Stimulus stellt LPS (Lipopolysaccharid) dar, ein Bau-
stein der Zellwand gramnegativer Bakterien, der in dieser Arbeit als unspezifischer
Stimulus fur die Reifung von MoDCs verwendet wurde.
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1.4.1 Interleukin-4

IL-4 hat einen Einfluss auf viele Zellen des Immunsystems wie Monozyten, Dendriti-
sche Zellen, B-Lymphozyten und Gewebszellen wie Fibroblasten. Hier Ubt das Zyto-
kin immunmodulatorische Funktionen aus. Es wird nach bisherigen Untersuchungen
vor allem von Mastzellen und aktivierten TH2-Zellen sezerniert. Die hauptsachliche
Quelle fur das Zytokin bleibt Gegenstand weiterer Untersuchungen. Sein kodieren-
des Gen ist auf Chromosom 5 lokalisiert [164]. Der IL-4-Rezeptor ist sehr ahnlich
strukturiert wie der Rezeptor fur IL-13, was bedeutet, dass die beiden Zytokine als
klassische TH-2-Zytokine nahezu dieselben Wirkungen im Immunsystem ausuben
[165,166]. Bei allergischen Reaktionen und inflam-matorischen Vorgangen kommt IL-
4 eine Schlusselrolle zu. Bei Allergenexposition kommt es durch eine erhohte Pro-
duktion von IL-4 zu einem Shift zu TH2-Zellen, und dadurch zu einer erhdhten Aller-
giewahrscheinlichkeit [167]. AulRerdem kommt es durch IL-4 zu einer erhohten Rek-
rutierung von B-Lymphozyten, die wiederum IgE ausschutten, einer vermehrten
Rekrutierung von Eosinophilen, einer erhdhten Schleimproduktion und Kontraktion
von glatten Muskelzellen in den Bronchien [168].

1.4.2 Interleukin-6

Bei IL-6 Ubt regulatorische Funktionen in immunologischen Vorgangen und der Ha-
matopoese aus und spielt eine wichtige Rolle in der Vermittlung von Akute-Phase-
Reaktionen. Es vermittelt unter anderem die Entwicklung und Differenzierung von
Lymphozyten, Proliferation und Uberleben von Zellen sowie Steuerung apoptotischer
Signale [169]. AuRerdem Ubt IL-6 Einfluss auf die Knochenbildung und das Hormon-
system aus [170]. Zahlreiche zirkulierende und gewebsstandige Zellen reagieren auf
IL-6, unter anderem Makrophagen, Monozyten, Mastzellen, Lungengewebszellen
und Astrozyten. Zu seinen Signaltransduktionsmechanismen gehoren die MAPK und
die PI-3-Kinase (phosphatidylinositoltriphosphat kinase). So wie IL-4 Ubt auch IL-6
eine wichtige Funktion bei Entstehung allergischer Erkrankungen aus. Eine erhohte
IL-6-Produktion zieht eine vermehrte Differenzierung naiver T-Zellen zu TH2-Zellen

nach sich. AulRerdem inhibiert durch Dendritische Zellen sezerniertes IL-6 die
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suppressive Funktion regulatorischer T-Zellen und fuhrt auf diese Weise zu einer
verminderten peripheren Toleranz [171]. Dendritische Zellen des Lungengewebes
produzieren als Antwort auf ein Fremdantigen IL-6, was wiederum IL-12, ein Zytokin,
das eine TH1-Antwort induziert, inhibiert. Dies geschieht, um chronisch entzindliche
TH1-Antworten zu verhindern. Auf diese Weise kommt es zu einem TH-2-Shift [172].

1.4.3 Interleukin-10

Bei IL-10 handelt es sich um ein regulatorisches Zytokin inflammatorischer Reaktio-
nen. Seine Produktion erfolgt vor allem durch Monozyten, Makrophagen, NK-Zellen
(natural killer cells) sowie TH1-und TH2-Zellen [173-175]. Seine Wirkung entfaltet IL-
10 vor allem durch die Aktivierung von Jak1 (Januskinase 1) und Tyk2 (Tyrosinkina-
se 2), die zur Familie der Janustyrosinkinasen gehoren [176]. In seiner Anwesenheit
differenzieren vermehrt regulatorische T-Zellen. Auf diese Weise inhibiert es allergi-
sche und auch Gewebszellen Reaktionen [177]. Bei T-Zellen, die neben dem TCR
das kostimulatorische Molekul CD28 besitzen, kann IL-10 durch dessen Inhibierung
antiproliferative Effekte auf T-Zellen und damit periphere Toleranz induzieren [178].
Es ist in der Lage, die IgE-Produktion herunterzufahren und gleichzeitig IgG4 herauf-
zuregulieren [179]. Aulderdem induziert IL-10 eine Reduktion inflammatorischer Zyto-
kine wie GM-CSF, TNF-a, IL-6 und IL-5 und reguliert die Funktion von Eosinophilen
herunter [180]. Auch Monozyten und Makrophagen werden von IL-10 negativ beein-
flusst [174].

1.4.4 Interleukin-12

IL-12, ein zur Familie der heterodimeren proinflammatorischen Zytokine gehdrendes
Protein, wird in erster Linie von Antigenprasentierenden Zellen wie Monozyten und
Makrophagen sowie Dendritischen Zellen produziert und bewirkt eine Differenzierung
naiver T-Zellen zu TH-1-Zellen. Aul3erdem induziert IL-12 zusammen mit IL-18 die
Produktion von Interferon-y durch NK-Zellen. Wie IL-1, TNF-a und Interferon-y regt
es die Funktion zytotoxischer T-Zellen, aktivierten Makrophagen und NK-Zellen an.
Durch all diese Wirkungen fordert IL-12 vor allem die zellulare Immunitat. Ein Mangel
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an IL-12, moglicherweise unter anderem hervorgerufen durch Stresshormone und
Histamin mit gleichzeitig erhohter Produktion von TL-2-Zytokinen wie Il-4 und II-13

begunstigt die Entstehung allergischer Erkrankungen [181,182].
1.4.5 Tumornekrosefaktor-a

TNF-a ist ein 17 kDa schweres Protein mit 157 Aminosauren, das in der Lage ist,
eine Reihe strukturverwandter Rezeptoren zu aktivieren [183]. Die Bindung von
TNF-a an seine Rezeptoren setzt Signalkaskaden der Zellen in Gang, die schlieRlich
Effekte wie Differenzierung, Aktivierung, Freisetzung pro-inflammatorischer Me-
diatoren und Apoptose induzieren [184]. TNF-a spielt eine bedeutende Rolle in ent-
zundlichen Erkrankungen wie dem allergischen Asthma bronchiale. Die Stimulation
verschiedener proinflammatorischer Zytokine sowie TNF-a fuhrt durch einen autokri-
nen Effekt zu einer erhohten Produktion von Zytokinen unter anderem durch Mastzel-
len [185]. TNF-a wird aulRerdem von einer Reihe proinflammatorischer Zellen wie
Makrophagen, Dendritische Zellen, B-Lymphozyten, T-Lymphozyten, Neutrophile
Granulozyten, Eosinohpile Granulozyten und Gewebszellen wie Fibroblasten, Epi-
thelzellen und glatte Muskelzellen ausgeschuttet. Seine entzindlichen Eigen-
schaften entfaltet TNF-a durch proinflammatorische Zytokine wie IL-2, IL-4, IL-6, IL-
10, IL-12, IFN-y und TGF- [186].

1.4.6 Transforming Growth Factor-$3

Von TGF-B existieren mehrere Isoformen, TGF-1, TGF-f2 und TGF-B3, die un-
tereinander bis zu 80% Homologie in ihrer Aminosaurensequenz zeigen, aber den-
noch unterschiedliche Funktionen ausuben. Hier wird besonders das Augenmerk auf
TGF-B1 gerichtet. Ahnlich wie IL-10 ist auch TGF-B1 ein regulatorisches Zytokin,
dessen Abwesenheit zu schweren autoimmunen Stérungen fuhren kann. Dagegen
wirkt eine Uberexpression von TGF-B1 protektiv gegen eine Uberreaktion des Im-
munsystems TGF-B1 wird vor allem fur die Differenzierung regulatorischer T-Zellen
bendtigt. Hier induziert es unter anderem die Bildung von IL-10 [187].
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1.6 Zielsetzung

Die Neurotrophine sind Proteine mit vielfaltigen Eigenschaften. Sie sind am Uber-
leben und der Plastizitat des peripheren und zentralen Nervensystems beteiligt, be-
sitzen aber auch zytokinahnliche Eigenschaften. Verschiedene Zellen des Immun-
systems produzieren Neurotrophine, sind aber auch in der Lage, durch Expression
der Neurotrophin-Rezeptoren auf diese zu reagieren. Bei allergischen Erkrankungen
fand man stark erhdhte Neurotrophinspiegel sowohl im Serum als auch bei der BAL
nach segmentaler Allergenprovokation [90]. Die fur das allergische Asthma bron-
chiale bekannte Hypereagibilitat konnte zum einen im Zusammenhang mit einer er-
hohten Neurotrophinproduktion stehen. Zum anderen scheinen Neurotrophine eine
Rolle bei Entzindungen zu spielen.

Als Antigenprasentierende Zelle kommt der Dendritischen Zelle eine Schlisselrolle
im Immunsystem zu. Das wirft die Frage auf, durch welche Mechanismen sie an der
Entstehung von Erkrankungen des Immunsystems beteiligt ist.

Allergische Erkrankungen wie das allergische Asthma bronchiale und die allergische
Rhinitis sind gekennzeichnet durch eine TH2-Antwort, welche dann uber oben be-
schriebene Mechanismen die bekannten Symptome hervorrufen. Die Dendritische
Zellen konnen durch Hochregulierung bestimmter kostimulatorischer Signale eine
TH2-Antwort initiieren und damit eine allergische Entzindung entfachen [147].

Der Schritt zwischen Antigenprasentierender Zelle und TH2-Zellen ist bisher nur un-
zureichend geklart. Die Neurotrophine sind mdglicherweise an diesem Schritt betei-

ligt.
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Aus diesen Fragen ergaben sich fur diese Arbeit folgende Ziele:

- Produzieren, speichern und sezernieren MoDCs die Neurotrophine NGF und
BDNF?

- Ist diese Produktion durch spezifische und unspezifische Simulation mit Aller-
genextrakt und LPS beeinflussbar?

- Werden die hochaffinen Neurotrophin-Rezeptoren von MoDCs exprimiert?

- Werden durch Stimulation mit Neurotrophinen Enzindungsmediatoren ausge-
schuttet, die eine Th2-Immunantwort begunstigen?

- Wie werden die Signaltransduktionsproteine Rho und Rac durch Neurotrophi-

ne beeinflusst?
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2 Material und Methoden
2.1 Materialien

2.1.1 Materialien fur Zellseparation und Zellkultur

2.1.1.1 ex vivo generierte CD16"Monozyten und ex vivo isolierte Langer-
hanszellen

Die Monozyten werden aus 100ml peripherem Blut von Probanden aufgereinigt. Die Langerhanszellen
wurden ex vivo aus humaner Haut, die aus Mammareduktionsplastiken stammt, isoliert s.u.

2.1.1.2 Isolation von Monozyten und Langerhanszellen

50ml Perfusorspritze

EDTA Merck, Darmstadt, D

PBS-H Gibco, BRL™, Invitrogen GmbH, Karlsruhe, D
Dispase | Roche, Mannheim, D

Trypsinldsung

45ml PBS w/o Ca**/Mg** Gibco, BRL™, Invitrogen GmbH, Karlsruhe, D
Trypsin Biochrom, Berlin, D

DNAse Roche, Mannheim, D

DNAse-Lésung

PBS (5mM M92+) Gibco, BRL™, Invitrogen GmbH, Karlsruhe, D
FCS Gibco, BRL™, Invitrogen GmbH, Karlsruhe, D
DNAse Roche, Mannheim, D

Humanes Serum Serotyp AB Biochrom, Berlin, D

MACS CD 16 Isolation Kit Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, D
Anti-CD1a Mikrobeads Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, D

mouse mAK

Ficoll Histopaque Gibco, Invitrogen GmbH, Karlsruhe, D

PBS Dulbecco pH 7,3 Gibco, Invitrogen GmbH, Karlsruhe, D

(Phosphate buffered saline)

2.1.1.3 Medium und Zytokine fur Zellkultur

IL-4 R&D Systems Inc., Minneapolis, MN, USA
GM-CSF R&D Systems Inc., Minneapolis, MN, USA
LPS (Lipopolysaccharid) Calbiochem

NGF R&D Systems Inc., Minneapolis, MN, USA
BDNF R&D Systems Inc., Minneapolis, MN, USA
Polymyxin Biochrom KG, Berlin, D

Streptomycin Biochrom KG, Berlin, D

RPMI 1640 Medium + Glutamin PAA Laboratories GmbH, Linz, A

FCS (fetal calv serum) Gibco, BRLTM, Invitrogen GmbH, Karlsruhe, D

2.1.1.4 Lésungen und Puffer
Ficoll Histopaque Gibco, BRLTM, Invitrogen GmbH, Karlsruhe, D

PBS Dulbecco pH 7,3 Gibco, BRLTM, Invitrogen GmbH, Karlsruhe, D
(phosphate buffered saline)
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MACS-Puffer:

PBS Gibco, BRL™, Invitrogen GmbH, Karlsruhe, D
EDTA Merck, Darmstadt, D

BSA (bovine serum albumin) Sigma, Deisenhofen, D

2.1.2 Materialien fir FACS und Immunfluoreszenz

PFA (Paraformaldehyd) Sigma-Aldrich Chemie Taufkirchen, D

AB-Serum Biotest AG, Dreieich, D

Peptidgeblockte rabbit AK Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, USA
FITC-labelled AK Jackson, Soham, UK

Cytofix/Cytoperm BD Biosciences, San Diego, CA, USA)
Woaschpuffer

PBS Dulbecco Gibco, Invitrogen GmbH, Karlsruhe, D

Saponin Sigma, Deisenhofen, Deutschland

FCS Gibco BRL Life Technology

2.1.3 Materialien fir Western Blot

2.1.3.1 Probengewinnung fir Western Blot

RIPA-Puffer

Tris-HCL Sigma, Deisenhofen, D
SDS Merck, Darmstadt, D
Nonident P-40 (NP-40) Sigma, Deisenhofen, D
PMSF (Phenymethan- Sigma, Deisenhofen, D
sulfonylfluorid)

Mercaptoethanol Sigma, Deisenhofen, D
Proteaseinhibitoren Sigma, Deisenhofen, D

2.1.3.2 Proteinbestimmung

Bradford Protein Assay Kit Bio-Rad, Ca, USA

2.1.3.3 Western Blot

Lammli-Puffer

Glycerin Serva Elektrophoresis GmbH, Heidelberg, D
SDS Merck, Darmstadt, D

DTT (Dithiotretol) Sigma, Deisenhofen, Deutschland

Glycerol Merck, Darmstadt, D

Bromphenolblau Serva Elektrophoresis GmbH, Heidelberg, D
Laufpuffer

Tris Base Sigma, Deisenhofen, Deutschland

Glycin Serva Elektrophoresis GmbH, Heidelberg, D
SDS Merck, Darmstadt, D

Blotpuffer

Tris Base Sigma, Deisenhofen, Deutschland

Glycin Serva Elektrophoresis GmbH, Heidelberg, D
Methanol Merck, Darmstadt, D

TBSt Merck, Darmstadt, D

(Tris buffered saline
+ 0,05% Tween 20)
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Natriumchlorid
Tween20
Tris Base

Molecular Weight Standard
NGF, BDNF, rekombinant
Positivkontr. Fur TrkA, TrkB
Acrylamid

Bisacrylamid

APS (Ammoniumpersulfat)
TEMED
(Tetramethylethylendiamin)
PVDF-Membran
Blockpuffer

Antikdrper

Polyklonaler rabbit anti-human

Donkey anti-rabbit AK

2.1.4 Material fur PCR

2.1.4.1 RNA-Isolation

RNeasy Kit

Merck, Darmstadt, D
Merck, Darmstadt, D

Sigma, Deisenhofen, Deutschland

BioRad, Hercules, Ca, USA

R&D Systems, Minneapolis, MN, USA

HMC-1-Zellen
Polysciences, Inc., USA
Polysciences, Inc., USA
Polysciences, Inc., USA
BioRad, Ca, USA

Schleicher und Schuell, Keene, Nh, USA

Lycor, Lincoln, NE

Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, AK

USA

Amersham Pharmacia Biotech, Inc., Piscataway, NJ, USA

Quiagen, Valencia, CA, USA

2.1.4.2 Reverse Transkription

cDNA Synthesis Kit

2.1.4.3 PCR

Tag-Polymerase
Reaction Buffer
Primer
Thermocycler

PCR-Master-Mix

Boéhringer, Indianapolis, IN, USA

Person Elmer, Roche Inc., Branchburg, NJ, USA
Person Elmer, Roche Inc., Branchburg, NJ, USA

MWG Biotech, Ebersberg, D
MWG Biotech, Ebersberg, D

Zusammensetzung: 2,5ul Primer (0,4pmol/L)

1,0ul Tag-Polymerase (1,5U)
1,0ul Nukleotide (0,2mmol)

5,0ul Pufferldsung
89ul H,O
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2.1.4.4 Ubersicht der Primer

NGF (167bp)

Upstream TAA-AAA-GCG-GCG-ACT-CCG-TT
DownstreamATT-CGC-CCC-TGT-GGA-AGA-TG
BDNF (296bp)

Upstream AGC-CTC-CTC-TGC-TCT-TTC-TGC-TGG-A
Downstream CTT-TTG-TCT-ATG-CCC-CTG-CAG-CCT-T
TrkA (229bp)

Upstream TCT-TCA-CTG-AGT-TCC-TGG-AG
Downstream AGA-CCT-CTG-GGC-CAC-CTC-TT

TrkB (648bp)

Upstream CTT-TTG-GTA-ATG-CTG-TTT-CTG
DownstreamCGC-GGC-GAT-CTG-CTG-GGC-TAT

2.1.4.5 Agarose-Gelelektrophorese DNA

Probenpuffer:

Tris-Acetat Sigma, Deisenhofen, D

EDTA Merck, Darmstadt, D

Glycerin Serva Elektrophoresis GmbH, Heidelberg, D
Bromphenolblau Merck, Darmstadt, D

Agarose Amresco, Solon, Ohio, USA

Ethidiumbromid Sigma, Deisenhofen, D

100bp Leiter Gibco BRL™, Invitrogen GmbH, Karlsruhe, D

2.1.5 Materialien fur ELISA

2.1.5.1 Lésungen
Waschpuffer

0,1 % Tween 20 Merck, Darmstadt, D
inPBS,pH7,2-7,4 Gibco, Invitrogen GmbH, Karlsruhe, D
Reagenzldsung

3 % BSA Sigma, Deisenhofen, D
inPBS,pH7,2-7,4 Gibco, Invitrogen GmbH, Karlsruhe, D
Blockpuffer

PBS Dulbecco Gibco, Invitrogen GmbH, Karlsruhe, D
+ 3% BSA Sigma, Deisenhofen, D

+ 0,5%Sucrose Sigma, Deisenhofen, D
Streptavidin-Horseradish Pierce Perbio Sciences GmbH, Bonn, D

-Peroxidase (HRP)

Substrat fur Zytokin-ELISA R&D Systems
1:1 Farbreagenz A (H;0,)

und Farbreagenz B

(Tetramethylbenzidine)

Substrat fiir Neurotrophin-ELISA Pierce Perbio Sciences GmbH, Bonn, D
Pierce TMB Kit Pierce Perbio Sciences GmbH, Bonn, D
Schwefelsaure 20% Merck, Darmstadt, D
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2.1.5.2 Lésungen fur TNF-a-ELISA

Waschpuffer
0,05 % Tween 20

inPBS,pH7,2-7,4
Blockpuffer

5 % Tween 20

in PBS

Reagensldsung

1,4 % entfettetes Rinderserum
0,05 % Tween 20

Merck, Darmstadt, D

Merck, Darmstadt, D

Merck, Darmstadt, D

inPBS,pH7,2-7,4

2.1.5.3 Lésungen fuir TGF-B ELISA

HCI Merck, Darmstadt, D
HEPES Merck, Darmstadt, D
NaOH Merck, Darmstadt, D

2.1.5.4 Ubersicht der verwendeten Antikérper

Gibco, Invitrogen GmbH, Karlsruhe, D

Gibco, Invitrogen GmbH, Karlsruhe, D

Gibco, Invitrogen GmbH, Karlsruhe, D

Gibco, Invitrogen GmbH, Karlsruhe, D

Hersteller Konzentration
NGF
Primarantikérper R&D Systems 2,24ug/ml
Sekundarantikérper R&D Systems 50 ng/ml
BDNF
Primarantikérper R&D Systems 2 ug/ml
Sekundarantikérper R&D Systems 50 ng/ml
IL-4
Primarantikérper R&D Systems 2,24pug/ml
Sekundarantikdrpe R&D Systems 200ng/ml
IL-6
Primarantikérper R&D Systems 2 ug/ml
Sekundarantikérper R&D Systems 200ng/ml
IL-10
Primarantikérper R&D Systems 4 pg/mi
Sekundarantikérper R&D Systems 400ng/ml
TNF-o
Primarantikdrper R&D Systems 2 ug/ml
Sekundarantikérper R&D Systems 75ng/ml
TGF-R1
Primarantikérper R&D Systems 360ug/mi
Sekundarantikérper R&D Systems 54ug/ml

Bereich der

Standardkurve

1000-16,25pg/ml

1000-15,513pg/ml

2000-31,25 pg/ml

2000-31,25 pg/ml

4000-62,5 pg/ml

1000-15,513pg/ml

2000-31,25pg/ml
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2.1.6 Material Immunprazipitation

Anti p-TrkA Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, USA

Anti p-Trk Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, USA

Protein A Agarose BioRad, Hercules, CA, USA

Anti-TrkA und B Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA,
USA

2.1.7 Material Rho und Rac Pull down assay

Lysepuffer

Tris, pH 7.2 Merck, Darmstadt, D
Triton X-100

sodium deoxycholate

SDS Merck, Darmstadt, D
NaCl Merck, Darmstadt, D
MgCl, Merck, Darmstadt, D
Leupeptin

Aprotinin

Phenylmethylsulfonylfluorid

Glutathion-Sepharose-Beads Amersham Pharmacia Biotech, Inc., Piscataway, NJ, USA
GST-rhotekin-RBD

Streptavidin-Agarose

CRIB peptide

2.1.8 Laborgerate

Akku-Pipettboy Hirschmann, D
Analysenwage Sartorius, Géttingen, D
CO,-Brutschrank BB 6220 CM Heraeus, Hanau, D
DMBRE Fluoreszenz Mikroskop Bensheim, D
ELISA-Washer Tecan, Crailsheim, D
FACS-Calibur BD Biosciences, Oxnard, CA, USA
Filter sets Omega Optical, Seefeld, D
Halogenlampe Seefeld, D

Hamamatsu Digitalkamera C4742-05, Herrsching, D

Leica 40Wasserimmersions- Seefeld, D
Gelelektrophoresekammer BioRad

2 Glasplatten fur Minigels
2 Spacer (Abstandhalter)
1 Halterung zu, Gelgiel3en

1 Elektrophoresekammer Life Technologies

Neubauer-Zahlkammer Neubauer

Pipetten 2pl, 10ul/25ul/100ul/ Eppendorf Netheler Hinz GmbH

500u1/1000pl

Photometer Thermomax, Molecular Decices, Ca, USA

Schiittler Edmund Buhler, D

Sonfier cell disruptor Branson Sonic Power Company, Danbury, Connecticut, USA
Thermomixer Eppendorf Netheler Hinz GmbH

Tischzentrifuge Eppendorf Netheler Hinz GmbH

Ultrazentrifuge Eppendorf Netheler Hinz GmbH
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Vortex
Zellkulturzentrifuge

Jahnke & Kunkel, Berlin, D
Heraeus, D

2.1.9 Sonstige Materialien

Bakterienschale

Cell Scraper

Eppendorf Reaktionsgefalle
Falcon Reaktionsgefalle
15ml/50ml

6 Well Plates
FACS-Rohrchen

LS positive selection columns
LS negative selection columns
miniMACS
PCR-Reaktionsgefalle
PVDF-Membran

Filterpapier

Pipettenspitzen
Separationsfilter

Zellfilter 40y, Nylon

21 gauche-Kanile

23 gauche-Kanile

96 Loch Nunc Mirotiterplatte

Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA
Sarstedt AG & Co, Nimbrecht, D
Eppendorf Netheler Hinz GmbH

Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA

Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA
Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA
Amersham Pharmacia Biotec, UK
Amersham Pharmacia Biotec, UK

Sarstedt AG & Co, Nimbrecht, D

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

BD, Heidelberg, D

Sarstedt AG & Co, Nimbrecht, D

Sarstedt AG & Co, Nimbrecht, D

Nunc, Wiesbaden, D
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2.2 Methoden

2.2.1 Probandenkollektiv
2.2.1.1 Blutspender

Insgesamt wurden 35 Personen im Alter von 23 bis 60 Jahren untersucht, davon 17
Allergiker und 18 Nichtallergiker. Die Probanden wurden aufgeklart und willigten in
die Untersuchung ein. Die Allergien wurden anamnestisch erfragt und mittels eines
Haut-Prick-Tests verifiziert. Bei allen allergischen Probanden bestand eine Allergie
gegen Birkenpollen. Es wurden 50ml-Perfusorspritzen verwendet, in die vorher 5 ml
EDTA (6%) gegeben wurde. Jedem Probanden wurde 100ml vendses Blut abge-

nommen.
2.2.1.2 Spender fir Hautmaterial

Die Proben fur die Isolation von Langerhanszellen stammen von Spenderinnen, die
sich einer Mammareduktionsplastik unterzogen und wurden von verschiedenen Klin-
ken Berlins bezogen. Hier konnte keine Unterscheidung zwischen Allergikern und

Nichtallergikern gemacht werden.

2.2.2 Zellseparation und Generierung Dendritischer Zellen aus peri-
pheren CD14"Monozyten

2.2.2.1. Gewinnung mononukledrer Zellen mit Ficoll Histopaque

Zunachst wurde das Blut 1:1 mit PBS verdinnt. Dann wurde jeweils 25 ml dieses
Gemischs auf 15 ml Ficoll Histopaque (Densitiy 1.077) aufgeschichtet und bei 1200
RPM 30 min lang zentrifugiert. Hierbei trennten sich die Blutbestandteile so auf,
dass sich die Erythrozyten und Granulozyten unten befanden, das Serum oben,
das Ficoll in der Mitte und der Lymphozytenring direkt tUber dem Ficoll. Der Lympho-
zytenring wurde vorsichtig mit einer 1000ml-Pipette abgenommen, in ein separates
50ml-Gefald gebracht, und dreimal mit PBS gewaschen (5min, 900 RPM).

58



MATERIAL UND METHODEN

2.2.2.2 Immunomagnetische Isolation von peripheren CD14"Monozyten mit-
tels MACS (magnet associated cell sorter)

Mit dieser Methode kdnnen Zellen in einer sehr grol3en Reinheit gewonnen werden.
In diesem Fall wurde eine Negativselektion durchgefuhrt, indem ein Antikorper-
cocktail verwendet wurde, der alle Zellen mit Ausnahme der Monozyten heraus-
filterte. Der Vorteil dieser Methode gegentiber der CD14" Positivselektion liegt darin,
dass ,untouched” CD14"Monozyten gewonnen werden kénnen. Damit wurden sie
isoliert, ohne dass ein Antikdrper an ihrer Oberflache gebunden hatte. Hier wurden
CD14"Monozyten isoliert, zirkulierende Blutzellen, die als Vorlaufer der Dendritischen
Zellen fungieren. Nach der Zentrifugation mit Ficoll Histopaque und Absaugen des
Lymphozytenrings werden die Zellen mit 60 pl MACS-Puffer resuspendiert und die
20 pl Blocklosung und 20 pl Antikorper-Cocktail mit einer 100 pl-Pipette hinein-
pipettiert. Die Inkubationszeit betrug 5 min bei 8-10°C. Danach wurden die Zellen
wieder dreimal mit MACS-Puffer gewaschen, mit 60 ul MACS-Puffer resuspendiert
und mit 20 pl Micro-Bead-LAosung wieder bei 8-10°C 15 min inkubiert. Es folgten drei
Waschschritte, nach denen die Zellen mit 500 yl MACS-Puffer resuspendiert und in
eine Saule pipettiert wurden, die vorher dreimal mit jeweils 5 ml entgastem MACS-
Puffer vorgespult worden war und unter die vorher ein 15 ml-Eppendorf-Gefaly ge-
stellt wurde. Die Saule wurde hinterher verworfen und die Zellzahl mittels einer Neu-
bauer-Zahlkammer ermittelt.

2.2.2.3 Zellzahlbestimmung

Die Zellzahl wurde mit einer Neubauer-Zahlkammer ermittelt. Jeweils 8ul Zellsus-
pension wurden in die obere und untere Kammer pipettiert. Dann wurden die Zellen
in den vier Eckquadraten ausgezahlt und der Mittelwert bestimmt. Da die Monozyten
grolRer sind als andere Blutzellen, konnte eine Verunreinigung mit anderen Zellen
relativ sicher ausgeschlossen werden. Die absolute Zellzahl wurde anhand folgender

Formel errechnet:
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Verdinnungsgrad x 10 (Multiplikationsfaktor, um die Schichtdicke von 0,1mm auf

1mm hochzurechnen) x Mittelwert der vier ausgezahlten Quadrate.

2.2.2.4 Immunoselektion

Die Langerhanszellen wurden freundlicherweise von Dr. Matthias Peiser, Institut fur
Molekularbiologie, Arnimallee 22, 14195 Berlin, zur Verfugung gestellt. Die Methode
soll hier trotzdem kurz beschrieben werden.

Mit dieser Methode wurden Langerhanszellen aus Nativgewebe gewonnen. Durch
ihren Oberflachenmarker CD1a konnten sie mit spezifischen Antikorpern detektiert
werden. In diesem Fall wurde Hautgewebe aus Mammareduktionsplastiken verwen-
det, die von einigen Kliniken mit plastischer Chirurgie in Berlin zur Verfugung gestellt
wurden, verwendet. Zunachst wurden die humanen Epidermiszellen isoliert. Dafur
wurden die Praparate zunachst vorbereitet, gewaschen, 16h lang bei 6°C inkubiert
und das Enzym Dispase hinzugegeben. Dispase I6st Hemidesmosomen der Basal-
lamina der Epidermis und Kollagen Typ VII. Die von der Dermis abgel6ste Epidermis
wurde in Portionen von jeweils 30g mit 25ml Trypsin 15min bei 37°C inkubiert.
Trypsin spaltet Desmosomen und Cadherine. Nach Zentrifugation durch einen Nylon-
Zellfilter wurde 10% FKS hinzugegeben, um die Trypsinisierung abzustoppen, noch-
mals zentrifugiert und die Petrischalen mit DNAse-Losung gewaschen. Diese Sus-
pension wurde mit den Zellpellets zu einer Einzelzellsuspension resuspendiert. Nach
30minutiger Inkubation bei 37°C wurde nochmals 5min bei 260g zentrifugiert, die Pel-
lets mit 10% FKS resuspendiert, die Zellzahl bestimmt und mit Trypanblau gefarbt.
Die Isolierung der Langerhanszellen erfolgt wie unten beschrieben mittels MACS. Es

wurden Langerhanszell-spezifische CD1a Mikrobeads verwendet.
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2.2.3 Zellkultur
2.2.3.1 Generierung von unreifen MoDCs aus peripheren CD14*Monozyten

Die mit dem MACS gewonnenen CD14"Monozyten wurden in RPMI-Medium mit 10%
FCS und 5% Streptomycin in einer 6 Well-Schale kultiviert. Es wurde 1 ml Medium
pro 10° Zellen benutzt. Die Simulation der Zellen erfolgte mit jeweils 2ul GM-CSF
und 1I-4/1ml Medium (Konz. 50pg/ml). Am dritten und am funften Tag wurde die Half-

te des Mediums ausgetauscht und 2ul 1I-4 ersetzt.

2.2.3.2 Differenzierung von unreifen MoDCs zu reifen Dendritischen Zellen

Am siebten Tag erfolgte die Stimulation mit LPS und Allergen (Birke). Hierzu wurden
drei unterschiedliche Konzentrationen LPS (0,1 pg/ml Medium, 1,0 pg/ml Medium
und 5 pg/ml Medium verwendet. Das Allergen wurde in einer Konzentration von 5
ug/ml hinzugegeben. In das sechste Well wurde Allergen mit einer Konzentration von
ebenfalls 5 ug/ml und zusatzlich 10 pg/ml Polymyxin, das den LPS-Anteil des Aller-
gens ausschalten soll, pipettiert, um die Wirkung des reinen Allergenanteils erfassen

zu kdbnnen.

2.2.4 DurchfluBzytometrie

Die Durchflusszytometrie wird als Standardmethode verwendet, um bestimmte Ober-
flachenmolekule oder intrazellulare Proteine intakter Zellen zu bestimmen. Das heut-
zutage hauptsachlich verwendete FACS (fluorescence activated cell sorter) hat zum
einfachen Durchflusszytometer zusatzlich die Fahigkeit, die Zellen zu sortieren, an-
statt sie nur zu detektieren. Auch fur die Bestimmung der Reinheit und Viabilitat der
Proben stellt die Durchflusszytometrie eine gute Methode dar. Die Unterscheidung
der einzelnen Zellpopulation geschieht anhand von GroRe, Granularitat und der Ex-
pression verschiedener Oberflachenmolekile mittels eines Lasers und wird durch die
Konjugation der spezifischen Antikorper mit Fluoreszenzfarbstoffen moglich ge-
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macht. Sehr haufig verwendet werden FITC (fluoresceinisothiocyanat) und PE (Phy-
coerythrin), so auch in dieser Arbeit. Zellbestandteile, die an FITC markierte Antikor-
per binden, leuchten grin bei einer Wellenlange von 503nm, wahrend PE markierte
Antikorper bei einer Wellenlange von 650nm oranges Licht abstrahlen. Fur die Be-
stimmung der Viabilitdt kann Pl (Propidiumjodid) verwendet werden, dessen Emissi-
onsbereich bei 610nm liegt. Der Farbstoff sendet rotes Licht aus und lagert sich in
toten Zellen an, da deren Membran durchlassiger als die viabler Zellen ist. Auf diese
Weise kann der Prozentsatz apoptotischer Zellen ermittelt werden. Um intrazellulare

Proteine zu detektieren, mussen die Zellen vorab permeabilisiert werden.

2.2.4.1 Intrazelluldrer Nachweis von NGF, BDNF und NT-3

Es wurden pro Ansatz ca. 10° Zellen benutzt. Zunéchst wurden sie mit 0,5ml Cytofix
(4% Paraformaldehyd) resuspendiert, damit eine Einzelzellsuspension entsteht und
mit FACS-Puffer gewaschen (200g/7min). Um sie zu permeabilisieren, wurden sie
mit 2ml 0,025% Saponin resuspendiert. Saponin lagert sich an integrale Membran-
proteine an und ermdglicht so die Diffusion von Antikorpern in die Zelle. Nach dem
Waschen und der Abnahme des Uberstandes wurde das Restvolumen von ca. 200yl
1 Stunde mit 50pl Antikdrperserum, das 20ul Antikorper gegen NGF, BDNF oder NT-
3 oder eine Subtypkontrolle enthalt, inkubiert. Dann wurden die Zellen einmal mit 2ml
Saponin-Puffer (PBS, 2% FCS, 0,1% Saponin) gewaschen. Danach wurde der se-
condary anti-rabbit FITC conjugated antibody, der Sekundarantikorper, aufgetragen
und erneut eine Stunde inkubiert. Zum Schluss wurden die Zellen wieder gewaschen

und mit dem FACS Calibur Cytometer analysiert.

2.2.4.2 Nachweis der hochaffinen spezifischen Neurotrophin-Rezeptoren auf
Dendritischen Zellen

Fur den Nachweis der Rezeptoren TrkA, TrkB und TrkC auf der Zelloberflache ist
keine Permeabilisierung der Zellen notwendig. Ansonsten |auft der Versuch genauso

ab wie der intrazellulare Nachweis von Proteinen.
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2.2.4.3 Bestimmung der Reinheit und Viabilitat

Um sicherzustellen, dass ein Shift von Monozyten zu Dendritischen Zellen stattge-
funden hat, wurde am Tag der Isolation eine FACS-Messung mit anti CD14-FITC
labelled AK durchgefuhrt und am 7. Tag nach der Stimulation wurde eine Messung
des Oberflachenmolekils HLA-DR vorgenommen, da die Hochregulierung dieses
Molekuls ein Indikator fur die Reifung von Monozyten zu Dendritischen Zellen dar-
stellt. Dafur wurden 2 Rohrchen mit jeweils 1000000 Zellen zentrifugiert (1000rpm,
10min, 4°C). Der Uberstand wurde verworfen und die Pellets mit jeweils 50ul AB-
Serum resuspendiert. Nun wurden jeweils 10ul der FITC-markierten Antikdrper hin-
zugegeben und 30 min im Dunkeln auf Eis inkubiert. Nach Resuspension in 500pl
PBS erfolgte sofortim Anschluss die Messung mit dem FACS Calibur.

Die Viabilitat wurde durch die Messung mit Pl bestimmt. Dafur wurden 100000 mit
50l Pl (Konz. 50pg/ml) vermischt, 15min bei 4°C inkubiert, mit 500pl PBS re-

suspendiert und mit dem FACS Calibur gemessen.

2.2.5 PCR (polymerase chain reaction)

Mit dieser Methode kann ein kurzer DNA-Strang amplifiziert werden und damit schon
mit sehr geringen Mengen DNA das gesuchte Fragment nachgewiesen werden. Be-
notigt werden zwei Primer, die den Anfang und das Ende des zu bestimmenden
DNA-Fragments bestimmen, eine Tag-Polymerase, die aus Termophilus aquaticus,
einem Bakterium, das aus heil3en Quellen stammt und somit hitzeunempfindlich ist,
stammt und Oligonukleotide, die als Bausteine fur die zu amplifizierende DNA fun-
gieren [188].

Die PCR besteht aus verschiedenen Einzelschritten. Zunachst wird die DNA bei 95°C
denaturiert, das heil3t die Doppelstrange werden voneinander getrennt, indem ihre
Disulfidbrucken aufgebrochen werden. Daraufhin lagern sich bei 40-60 °C die Primer
an den gesuchten Abschnitt der Einzelstrange an. Dieser Vorgang wird ,annealing”
genannt. Zum Schluss folgt die Elongation. Hierbei wird der DNA-Abschnitt, der
durch die Primer determiniert wurde, durch die Polymerase amplifiziert. Dies ge-
schieht bei Temperaturen zwischen 68 und 72°C. Dieser Vorgang wird 20-30mal
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wiederholt, wobei die verdoppelte DNA-Sequenz wiederum als Vorlage fur die Primer
und die Polymerase dient. Zum Schluss wird eine Agarose-Gelelektrophorese durch-
gefuhrt. Durch eine am Gel angelegte Spannung werden die einzelnen DNA-
Sequenzen anhand ihrer GrolRe sortiert, da die klrzeren Sequenzen schneller zum
Pluspol wandern als die grof3eren. In diesem Fall wurde eine RT-PCR durchgefuhrt,
das heildt als Ausgangsmaterial diente RNA, die zuerst in DNA umgeschrieben wer-

den musste.
2.2.5.1 Gewinnung der Gesamt-RNA

Um eine PCR durchfuhren zu konnen, muss zunachst DNA oder, wie in diesem Fall,
RNA aus den Proben gewonnen werden. Es wurden jeweils 10° Dendritische Zellen
sowie Keratinozyten verwendet. Zunachst wurden die Zellen mit 350 yl RLT-Puffer
homogenisiert. Danach wurde 1225ul 100% Ethanol hinzugegeben und gevortext.
Die Suspensionen wurden nun in Portionen von 700pl in die Mini spin columns gefullt
und 15sec bei 10.0000 RPM zentrifugiert. Dieser Schritt wurde wiederholt, bis die
gesamten Proben die Saulen durchlaufen hatten. Die Flussigkeit, die die Saulen
passiert hatte, wurde jedes Mal verworfen. Nun wurden die Saulen zweimal mit je-
weils 500yl RPE-Puffer gewaschen (15sec, 10.000RPM). Wieder wurde der Durch-
fluss verworfen. Nach erneuter 1minutiger Zentrifugation bei 10.000RPM wurden nun
die Saulen in 1,5ml Tubes gehangt und jeweils 50ul RNAse freies Wasser hinzupi-
pettiert. Wieder wurde 1min bei 10.000 RPM zentrifugiert, um die Gesamt-RNA zu
gewinnen. Die RNA-Proben konnten entweder sofort weiterverarbeitet oder bei -80°C
eingefroren und bis zu 6 Monaten gelagert werden.

2.2.5.3 Reverse Transkription

Die cDNA-Synthese wurde nach Angaben des Herstellers durch die AMV Reverse
Transkriptase und Oligo(dT)-Primer katalysiert. Es wurde ein Gesamtvolumen von
jeweils 20yl verwendet, davon 8,2ul RNA-Probe und eine Mischung wie folgt: 2ul 10x
Reaction Buffer, 2ul Deoxynukleotid-Mix, 1yl RNAse-Inhibitor, 4ul 25mM MgCI2
(5mM), 2l Oligo-p (dT)-Primer (0,04U), 0,8ul AMV Reverse Transkriptase.
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2.2.5.4 PCR und Agarose-Gelelektrophorese

Die PCR wurde wie folgt durchgefuhrt. Zu 20ul PCR Master Mix kamen 5ul zu ampli-
fizierende DNA. Im Thermozykler wurde folgendes Programm eingestellt:

Zunachst wurde 5min bei 96°C erhitzt, um sicherzugehen, dass sich alle DNA-
Strange voneinander getrennt hatten. Diesen Schritt nennt man Initialisierung.

Der folgende Zyklus wird 36mal wiederholt:

1 min bei 94°C

1 min bei 60°C

1 min bei 74°C

Das Produkt konnte nun mittels einer Agarose-Gelelektrophorese analysiert werden.
Hier wurde 1,5% Agarosegel verwendet. Zunachst wurde die Agarose mit 50ml TAE-
Puffer auf 100°C erhitzt und unter stetigem Ruhren auf 50°C abgekuhlt. Nun wurde
5ul Ethidiumbromid hinzugefugt. Hieraus wurde ein Gel in einer Kammer gegossen
und ein Probenkamm hineingesteckt. Nach der Polymeriserung des Gels wurde der
Kamm entfernt und das Gel in Laufpuffer (0,5x TAE) gelegt. Nach Zugabe von Pro-
benpuffer mit Farbmarkern zu den DNA-Proben wurden Proben sowie DNA-Leiter in
die Slots gespritzt und eine elektrische Spannung angelegt. Die Auftrennung erfolgte
bei 65 Volt ca. 45min. An der Farbfront konnte abgeschatzt werden, ob die Strange
sich hinreichend aufgetrennt hatten.

Da das in die DNA eingelagerte Ethidiumbromid in ultraviolettem Licht fluoresziert,
kann das Gel unter einer UV-Lampe begutachtet werden. Mit Hilfe einer Polaroid-

kamera wurde das Gel fotografiert.

2.2.6 SDS-PAGE und Western Blot

Bei dieser Methode wird ein bestimmtes Protein mittels eines spezifischen Antikor-
pers visualisiert. Das Verfahren wurde erstmals 1981 durch Burnette beschrieben.
Alle im Zelllysat vorhandenen Proteine werden durch 2D-Gel-Elektrophorese in ei-
nem Sodium-Dodecylsulfat-Polyacrylamid-Gel (SDS-PAGE) nach ihrer molekularen
Grole aufgetrennt und mit einem Sandwichverfahren mit Gel, Filtern und Polstern
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auf eine Membran transferiert (Nitrozellulose oder PVDF). Dabei werden die Proteine
durch das SDS denaturiert, d.h. sie verlieren ihre Quartar-, Tertiar- und Sekundar-
Struktur. Hier wurden Minigels benutzt, die in Verbindung mit dem Tank-Blot-System
verwendet wurden. Dieses unterscheidet sich vom auch haufig verwendeten Semi-
Dry-Blot-System nur hinsichtlich des Aufbaus und der Puffermenge. Die auf-
getrennten Proteine werden dabei Uber ein senkrecht zum Gel und Membran ange-
legtes isoelektrisches Feld auf die Membran transferiert. Hierbei konnen die Proteine
wieder teilweise renaturieren. Dabei bleibt das Muster der in dem Gel aufgetrennten
Proteine erhalten, was z.B. mit einer Panseau S-Farbung gezeigt werden kann. Hier-
bei werden unspezifisch alle Proteine auf der Membran angefarbt. Bevor nun die
spezifische Farbung mit Antikorpern erfolgt, muss die Membran mit einer Blocklo-
sung inkubiert werden, um die unzpezifischen Proteinbindungen auszuschalten.

Bei der Antikorperfarbung wird zunachst ein Primarantikorper aufgetragen, dann ein
gegen den Primarantikbrper gerichteter enzymgekoppelter oder fluoreszenz-
konjugierter Sekundarantikorper. Der Vorteil eines Sekundarantikorpers liegt darin,
dass an einen Primarantikdrper mehrere Sekundarantikérper binden kdonnen und da-
durch das Signal verstarkt wird. AulRerdem sind die Sekundarantikdrper universell
einsetzbar. Der Nachweis kann nun durch Entwicklung mit einem Rontgenfilm erfol-
gen oder, wie in diesem Fall, kann das Protein mit einem speziellen Scanner sichtbar

gemacht werden.
2.2.6.1 Gewinnung von Zelllysaten und Proteinbestimmung

Um die Proteine mit dieser Methode nachweisen zu kdnnen, mussten die Proteine
denaturiert werden. Das geschah wie folgt: Zunachst wurde das Medium 5 Minuten
bei niedriger Umdrehungszahl bei Raumtemperatur abzentrifugiert. Das Pellet wurde
nochmals bei selbigen Bedingungen mit PBS gewaschen und dieses wurde dann
vorsichtig abgenommen. Pro Tube kdnnen 2x10’ Zellen verarbeitet werden. Dann
wurden 1,0 ml eiskalter RIPA-Puffer und frisch aufgetaute Protease-Inhibitoren hin-
zugegeben, das Ganze mit einer Pipette resuspendiert und auf Eis 30 Minuten inku-
biert. Nun wurden die Zellen mit einer 21er-Nadel homogenisiert. Dabei galt es auf-
zupassen, dass die Temperatur des Lysats konstant niedrig blieb. Danach wurde
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10pl PMSF-Stockldsung hinzugegeben und die Pellets wieder 30 Minuten auf Eis
inkubiert. Als letzten Schritt wurden die Zellen 10 Minuten bei 4°C bei 10.000
RPM/min zentrifugiert. Die Uberstande stellten die Zellysate dar, das Pellet wurde

verworfen. Nun wurden die Lysate gemessen werden oder bei -30°C eingefroren.

2.2.6.2 Proteinbestimmung nach Bradford

Um den Proteingehalt der Proben zu bestimmen, wurde eine Proteinbestimmung
nach Bradford durchgefuhrt. Der Vorteil dieser Methode liegt darin, dass die Reaktion
relativ unempfindlich ist. Durch die Bindung des Proteins an den Farbstoff Coomas-
sie Brilliant Blue verschiebt sich das Gleichgewicht in Richtung der anionischen Form
des Farbstoffes, die ihr Absorptionsmaximum bei 595 nm hat. Diese Zunahme ist das
Mal} fur den Proteingehalt des Lysats. Nach der Extinktion kann anhand der Eichge-
rade, die mit bekannten Proteinmengen hergestellt wird, der Proteingehalt der Pro-
ben errechnet werden [189].

Zunachst wurde die aus BSA bestehende Standardreihe, dann die Proben zu je 10pl
auf eine Mikrotiterplatte pipettiert. Hinzu kamen jeweils 200ul Bradford-Reagenz.
Nach 30minutiger Inkubationszeit wurden die Proben und Standards bei 595nm ge-
gen Wasser als Leerwert photometrisch gemessen. Dadurch konnte sichergestellt
werden, dass alle Proben ungefahr gleichviel Protein enthielten.

2.2.6.3 Durchfiihrung SDS-PAGE und Western Blot

Es wurden jeweils zwei Gele benutzt. Zum Giel3en der Gele wurden die zuvor mit
Ethanol gereinigten Glasplatten mit den Spacern in die Halterung eingespannt und
zunachst die Losung fur das Trenngel bis ca. 3cm unter dem oberen Rand mit einer
1000er-Pipette gegossen und danach mit Wasser Uberschichtet. Damit die Losung
zu einem Gel polymerisieren konnte, musste es 1h bei Raumtemperatur stehen-
gelassen werden. Danach wurde das Wasser abgegossen, das Sammelgel bis ca.1
cm unter dem oberen Rand eingefullt und der Probenkamm mit 8 Taschen in das Gel
eingesetzt. Das Sammelgel hat die Funktion, die Proteine so zu bahnen, dass sie
moglichst gerade laufen. Nach der Polymerisation des Sammelgels wurden die Gele
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in die Elektrophoresekammer eingesetzt und die dafur vorgesehenen Kammern mit
Laufpuffer angefullt. Die Gele bestehen aus einem Gemisch aus Acrylamid, Bisacry-
lamid, APS (Ammoniumpersulfat) und TEMED (Tetraethylmethylendiamin). Fir die
Neurotrophine wurde 10-20% Trenngel verwendet, fir die hochaffinen Rezeptoren
7,5% Trenngel. Das Sammelgel hatte jeweils eine Konzentration von 3%. Die Kam-
me wurden nun entfernt und die Probentaschen mit Laufpuffer gespult. Zuerst wurde
in die erste Tasche jedes Gels 10ul des Grollenmarkers (Molecular Weight Stan-
dard), aufgetragen, dann die Proben, die zuvor 1:1 mit Laemmli-Puffer vermischt und
dann bei 95°C im Wasserbad 5min erhitzt worden waren, um die Proteine zu denatu-
rieren. Es wurde jeweils 50ug Protein im entsprechenden Volumen aufgetragen. Als
Positivkontrolle wurde bei NGF und BDNF das jeweilige rekombinante Protein ver-
wendet, bei TrkA und TrkB Lysate aus Eosinophilen. Die denaturierten Proben wur-
den dann bei 80mA ca.1h 30min laufen gelassen, bis das Bromphenolblau am unte-
ren Rand des Gels angekommen war. Damit die Gele nicht Uberhitzten, wurde die
Apparatur in eine mit Eiswurfeln gefullte Box gestellt.

Nach der elektrophoretischen Auftrennung der Proteine wurde die Halterung ausei-
nandergebaut, die Gele von den Glasplatten gelost und einige Minuten in Tansferpuf-
fer aquilibriert. Die vorher auf die GroRe der Gele zurechtgeschnittenen Pads, Filter
und PVDF-Membranen wurden ebenfalls in Transferpuffer aquilibriert und dann zwei
Sandwiche daraus geformt, bei denen sich die Membran innen befindet, die Filter
daruber und die Polster aullen. Das Ganze wurde mit einer Kammer verschlossen
und in Transferpuffer ein elektrisches Feld bei konstanter Spannung von 30V senk-
recht zur Membran angelegt. Nach einer Stunde wurde der Strom abgeschaltet, die
Apparatur auseinandergebaut und die Membranen, auf denen sich nun das Protein-
muster der Gele befindet, entnommen. Die Banden des Markers wurde mit Kugel-
schreiber gekennzeichnet. An einer Ecke wurden die Membranen eingeschnitten, um
hinterher die richtige Seite zu finden. Nachdem die Membranen Uber Nacht mit
Blockpuffer inkubiert worden waren, wurden sie dreimal jeweils 10 min mit PBS
Tween gewaschen, der Primarantikorper aufgetragen und nach 1h Inkubationszeit
erneut dreimal gewaschen. Dann wurde der fluoreszenzkonjugierte Sekundaranti-

korper aufgetragen, der erneut 1h einwirken muf3. Zum Schlufd musste noch dreimal
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gewaschen werden, davon zweimal mit PBS Tween, der letzte Waschvorgang erfolg-
te mit PBS ohne Tween. Um das entsprechende Protein zu visualisieren, wurden die

Membranen mit Infrarot Imaging System (Lycor) analysiert.
2.2.7 ELISA (enzyme linked immunosorbent assay)

Beim ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) handelt es sich um ein quantita-
tives Verfahren zur Proteinbestimmung, das nach der Sandwichmethode mit spezifi-
schen Antikorpern durchgefuhrt wird. Als Grundlage dient ein primarer Antikorper, mit
dem die Platte gecoatet wird und der mit seinem Fc-Teil an der Plastikoberflache haf-
ten bleibt. Darauf werden die Proben gegeben und ein Epitop des gesuchten Prote-
ins wird vom Fab-Teil des Coating-Antikdrpers gebunden. Der biotinylierte Sekunda-
rantikorper bindet wiederum das gesuchte Protein. Durch Zugabe des HRP-
gekoppelten Tertiarantikorper (Horse-Radish-Peroxidase) und seines Substrats TMB
(Tetramethylbenzidin) wird eine Farbreaktion in Gang gesetzt. Es Iasst sich an der
Blaufarbung mit bloRem Auge erkennen, wie viel Protein ungefahr enthalten sein
muss. Die Extinktion kann nun photometrisch gemessen werden. Anhand der Eich-
geraden wird die Proteinmenge der Proben errechnet.

2.2.7.1 Durchftihrung

Vorbereitung der Proben

Nach 24h wurden 300pl pro 1 ml des Uberstandes abgenommen, in beschriftete Ep-
pendorf-Tubes geflllt und bei -30°C eingefroren. Nach 48h wurden die Zellen mit
dem Cell Scraper vom Boden der 6 Well-Platten entfernt, die Zellsuspension in 1,5ml
Eppendorf-Tubes zentrifugiert und die Uberstdnde abgenommen, die dann bei -30°C
eingefroren wurden. Zunachst wurden die Zellen mit jeweils 0,5 ml PBS/1 Mio. Zellen
resuspendiert. Dann wurden sie jeweils ca. eine halbe Minute per Ultraschall lysiert.
Die Lysate und Uberstéande konnten nun per ELISA gemessen werden.
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Vorbereitung der Platten

Zunachst wurden die Platten gecoatet, das heil3t der Coating-Antikorper wurde in der
entsprechenden Konzentration in PBS geldst und sofort auf einer 96 Well-Platte zu je
100 ul pipettiert, abgedeckt und Uber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Die Wells
wurden nun geleert und dreimal mit Waschpuffer mittels einer 25ml Pipette gewa-
schen. Nach jedem Auffullen wurden die Wells geleert und auf Papiertichern abge-
klopft. Vor dem Auftragen der Proben mussen die Wells trocken sein. Nun wurde je-
weils 300 ul Blockpuffer pro Well aufgetragen, um unspezifische Pro-teinbindungen
zu blockieren. Die Inkubationszeit betrug eine Stunde bei Raumtemperatur auf dem

Schdattler. Danach wurde die Platte wieder gewaschen wie oben beschrieben.

Durchfuhrung des Assays

100 pl bzw 50 pl der in Reagenzlosung aufgelosten Standards und der zu mes-
senden Proben wurden nun je zweimal zwecks Doppelbestimmung auf die Platte
aufgetragen und zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Das Protein fur die
Standardreihe wurde mit Reagenslosung verdunnt. Die Platte wurde wie oben be-
schrieben gewaschen. 100 ul pro Well des in Reagenzlosung gelosten Sekundaran-
tikorpers wurden aufgetragen. Die Platte wurde wieder gewaschen. Danach wurde
100ul HRP-L6sung (Konzentration siehe oben) in jedes Well aufgetragen und abge-
deckt, da es vermieden werden muss, die Platte direktem Licht auszusetzen. Nach
20 Minuten Inkubationszeit wurde die Platte gewaschen und 100ul pro Well der Sub-
stratlosung aufgetragen. Die Inkubationszeit soll hochstens 20 Minuten betragen.
Sobald die Flussigkeit in den Wells stark blau wurde, wurde die Reaktion mit 50ul 1
M Schwefelsdure gestoppt, ohne vorher gewaschen zu werden.

Zum Schluss wurde die Extinktion mittels eines Photometers bei einer Wellenlange
von 450 nm gemessen. Anhand der Standardreihe wurde die entsprechende Prote-
inkonzentration errechnet.

Bei TGF-B1 galt es folgendes zu beachten. Zunachst wurde die Standardiésung
nach dem Verdinnen mit Reagenz vor dem Auftragen 15 min bei RT auf dem

Schuttler auf niedriger Stufe stehengelassen.
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Die Proben wurden vor dem Auftragen wie folgt aktiviert. Zunachst wurde 0,1ml 1N
HCI pro 500 pl Probe hinzupipettiert, auf dem Vortex geschuttelt und 10 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden die Proben wieder neutralisiert, indem
0,1ml 1N NaOH/0,5 M HEPES hinzugegeben und wieder gevortext wird. Der Assay
wurde nun nach Protokoll s.u. durchgefuhrt. Bei der Messung galt es zu beachten,

dass der Verdunnungsfaktor nun 1,4 betrug.

Lésungen fur die Aktivierung der Proben
1N HCI: (100ml) Zu 91,67ml deionisiertem Wasser wurde langsam 8,33ml 12 N HCI
hinzupipettiert und gut vermischt. 1,2N NaOH/0,5 M HEPES (100ml): Zu 75ml deio-

nisiertem Wasser wurde langsam 10 N NaOH hinzupipettiert und gut vermischt.

Danach wird 11,9 HEPES hin-zugegeben, wieder gut vermischt und mit deionisier-

tem Wasser auf 100ml aufgefulit.

2.2.7.2 Statistische Auswertung

Die Ergebnisse errechnen sich aus den Mittelwerten unter Berucksichtigung des
Standardfehlers. Die Mittelwerte wurden mit Hilfe des nichtparametrischen Tests fur
verteilungsunabhangige Werte verglichen (Mann-Whitney-U-Test). Hierzu wurde
Version 10 von SPSS (SPSS, Inc., Chicago, Il, USA) verwendet. P-Werte unter 0,05

wurden als signifikant determiniert.

2.2.8 Immunfluoreszenz

Die Monozyten wurden zunachst wie oben beschrieben 6 Tage kultiviert und dann
von den Platten mittels eines Cell Scrapers geerntet. Per FACS wurde kontrolliert, ob
ein Shift von CD14 zu HLA-DR positiven Zellen stattgefunden hatte. Dann wurden
sie auf ihre Neurotrophin-Expression hin angefarbt. Dafur wurden zunachst die Fc-
Rezeptoren blockiert, indem PBS, das 10% humanes Serum enthalt, hinzu gegeben
und 20 min bei 4°C inkubiert wurde. Die intrazellulare Farbung wurde mit Cyto-
fix/Cytoperm durchgefuhrt. Die MoDC wurden nun mit 10 pyl neurotrophin rabbit anti-
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human Antikérper 20 Minuten auf Eis inkubiert. Danach wurde mit PBS gewaschen.
Nun wurde mit 5500ul PBS | FITC-labelled donkey anti-rabbit IgG 20 min auf Eis in-
kubiert. Es folgte 10 Waschvorgange und anschliel3end die Begutachtung unter dem
Mikroskop. Es wurde ein Leica DMRBE Fluoreszenz- mikroskop mit einer Hg Lampe,
ein Leica x 40 Water-Immersion Objectiv, Filter-Sets von Omega Optical und eine
Hamamatsu-Digitalkamera C4742-95 verwendet. Die Bilder wurden mit dem Pro-

ramm Openlab software (Improvision, Heidelberg, D) gemacht.

2.2.9 Nachweis der Rezeptorphosphorylierung - Immunprazipitation

Um zu untersuchen, ob die Neurotrophine eine Wirkung auf Dendritische Zellen Uber
die hochaffinen spezifischen Rezeptoren TrkA und TrkB ausuben, wurde eine Im-
munprazipitation durchgefuhrt. Diese Methode ist daflr geeignet, da diese Rezep-
toren durch Phosphorylierung aktiviert werden. Hierfir wurden Proben aus den Neu-
rotrophin-Stimulations-Assays verwendet. Es wurde jeweils 100ug Protein verwen-
det. Zuerst mussten die Rezeptoren aus dem Zelllysat entnommen werden, wofur
jedes Zelllysat mit 10pg Primarantikorper (polyklonaler rabbit anti-human Ab) eine
Stunde bei 4°C auf dem Schuttler inkubiert wurde.

2.2.10 Rho und Rac GTPase Pull Down Assay

Monomere p21 GTP bindende Proteine (kleine GTPasen) fungieren als molekulare
Schnittstelle bei der Regulation einer Vielzahl von biochemischen Vorgangen in eu-
karyoten Zellen. Die Familien von Ras und Rho (eingeschlossen Cdc42, Rac1, Rho
und Rap 1) sind hier von besonderem Interesse, da sie die Antwort der Zelle auf die
sich verandernde Umwelt beeinflussen. Es hat sich im Laufe der Zeit herausgestellt,
dass diese Proteine zahlreiche Zellfunktionen wie Proliferation, Differenzierung,
Transformation, Apoptose, Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts und Progression
des Zellzyklus regulieren [162]. So wie andere G-Proteine kursieren die kleinen
GTPasen zwischen einem inaktiven GDP gebundenen und einem aktiven GTP ge-

bundenen Stadium.
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Mit dem Rho und Rac GTPase activity assay wird die Aktivitat der kleinen GTPasen
gemessen, indem man sie mittels ihrer nachgeschalteten Effektoren isoliert [190].
Die entsprechende bindende Domane des nachgeschalteten Effektors jeder GTPase
wird als GST-Fusionsprotein exprimiert. Wenn man es inaktiviert, kann es dazu ver-
wendet werden, die aktive oder GTP gebundene GTPase herauszuziehen. GST-
RBD (Ras bindende Doméane) von Raf1 kann die aktive Form von Ras und Cdc42
herausziehen. Die GST-Rhotekin-RBD kann aktives Rho herausziehen [190]. Die so
gewonnene aktive GTPase kann dann mittels Western Blot mit einem spezifischen
Antikorper detektiert werden.

Hier wird die Aktivitat des GTP gebundenen Rho bestimmt. Lysate aus sowohl stimu-
lierten als auch unstimulierten Zellen werden benutzt. Zunachst mussen die Zellen
lysiert werden. Dies geschieht mit eiskaltem Lysepuffer (50 mwm Tris, pH 7.2, 1% Tri-
ton X-100, 0.5% sodium deoxycholate, 0.1% SDS, 500 mm NaCl, 10 mm MgCl,, 10
pug/ml leupeptin, and aprotinin, and 1 mm phenylmethylsulfonyl fluoride). Die Lysate
werden nun 45 min mit Glutathion-Sepharose-Beads (Amersham Biosciences), die
an mit rhotekin-RBD fusioniertes GST gekoppelt sind, inkubiert. Dann wird 4x mit
jeweils 600 pl eiskaltem Tris buffer, der 1% Triton X-100, 150 mm NaCl, 10 mm MgCly,
10 pg/ml leupeptin und aprotinin, und 0.1 mm Phenylmethylsulfonylfluorid enthalt,
gewaschen. Nach der Zugabe von Laemmli-Puffer konnen die Proben per SDS-
PAGE analysiert werden. Das GTP gebundene Rho wurde mittels GST-rhotekin-RBD
prazipiziert. Die Rho- und Rac-Aktivitats-Assays wurden gleichzeitig durchgefuhrt,
indem 1ug CRIB peptide zum Vorgang der Zelllysierung hinzugegeben wird. Das
CRIB peptide gebundene GTP-Rac wurde nach der Zugabe von Streptavidin-
Agarose prazipitiert. Die Proteine wurden zum Schluss per SDS-PAGE nach ihrer
molekularen GroflRe aufgetrennt und mit spezifischen Antikdrpern detektiert.
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3 Ergebnisse

3.1 Zellseparation und Zellkultur

3.1.1 Gewinnung peripherer CD14*Monozyten

Bei der immunomagnetischen lIsolation von Monozyten aus jeweils 100ml Vollblut
konnten durchschnittlich 50 Mio. Zellen gewonnen werden. Die Anfarbung mit Try-
panblau wurde als Indikator fur die Viabilitat benutzt und zeigte, dass die Zellen zu
>95% viabel waren, was nochmals durch Untersuchung mittels FACS bestatigt wur-
de.

3.1.2 Langerhanszellen

Es wurden ca. 50 Mio Langerhanszellen mit einer Reinheit von >95% geliefert.

3.2 Zellkultur

Durch die Stimulation der Monozyten mit GM-CSF und IL-4 differenzierten die Mono-
zyten zu unreifen MoDCs. Ein Grofteil der Zellen adhéarierte nach einigen Tagen an
der Plastikoberflache. Nach Stimulation mit LPS zeigten sie eine Vielzahl an Dendri-

ten.
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3.2.1 Durchflusszytometrie

Durch Verwendung der FITC-konjugierten anti-CD14 1gG und anti-HLA-DR wurde
sichergestellt, dass eine Differenzierung der Monozyten zu Dendritischen Zellen
stattgefunden hatte. Auch die Neurotrophin- und Rezeptorexpression auf intakten
Dendritischen Zellen lie sich mit dieser Methode sehr gut nachweisen. Anhand der
Verschiebung der Kurve nach rechts wird die Intensitat der Fluoreszenz dargestellt.
Die Untersuchung zeigte, dass Dendritische Zellen sowohl NGF, BDNF und NT-3 als
auch die Rezeptoren TrkA, TrkB und TrkC enhalten. Die starksten Signale zeigten
sich bei NT-3 und TrkA. (Abb.5 und Abb.6)

3.2.2 Immunfluoreszenz - Detektion von fluoreszierenden Neu-
rotrophinen and Rezeptoren auf humanen MoDCs

MoDCs wurden nach 7tagiger Kultur in mit GM-CSF and IL-4 versetztem Medium auf
intrazellulare Expression von Neurotrophinen und ihre Rezeptoren mittels Fluo-
reszenzmikroskopie untersucht. Es wurden helle Signale bei TrkA and NT-3 ge-
funden. NGF, BDNF and TrkC fluoreszierten schwacher, aber es wurde in allen un-
tersuchten Zellen ein Signal gefunden. Helle Spots, die auf eine Proteinakku-
mulation hinweisen, zeigten sich vor allem im Bereich des Golgi-Apparats. TrKB zeig-

te eine schwache Fluoreszenz.
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Abb.6 Immunfluoreszenz und FACS. Alle Neurotrophine sind auf Dendritischen Zel-
len nachweisbar. Neurotrophine. NT-3 zeigt in beiden Versuchen die starkste Intensi-
tat.
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Abb.7: Die hochaffinen spezifischen Rezeptoren. Vor allem bei TrkA zeigt sich so-
wohl bei der Immunfluoreszenz als auch beim FACS das starkste Signal.
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3.3 RNA-Isolation und RT-PCR

Jede der RNA-Proben aus isolierten Langerhanszellen zeigte so wie bei der Positiv-
kontrolle aus Keratinozyten Amplifikationsprodukte in erwarteter Grofke und Intensi-
tat. Im Grolenbereich der Neurotrophine NGF und BDNF wurden Banden sichtbar,
was fur die Anwesenheit der dieser Proteine kodierenden RNA spricht. Im Bereich
von BDNF bewirkte eine Stimulation mit LPS und CD40L eine starkere Expression.
TrkB wurde selektiv durch Stimulation mit LPS und CD40L hochreguliert.

LPS LPS
100 bp Contr. CD40L Ch40 +

(-Actin 441 bp

NGF 167 bp

BDNF 296 bp

Abb. 8: Sowohl NGF als auch BDNF konnten in Dendritischen Zellen nachgewie-
sen werden. Die Stimulation mit LPS und CD40L bewirkte bei BDNF eine starkere
Intensitat der Banden.
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CD40L CD40L
100 bp Medium LPS LPS Poly {I:C) Poly {I:C) -

Abb.9: TrkB wird selektiv durch Stimulation mit LPS und CD40L hochreguliert.

3.4 SDS-PAGE und Western Blot

Um die Expression der Neurotrophine und ihrer Rezeptoren auch auf der Pro-
teinebene zu untersuchen, wurde eine SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese mit
anschlieRender Antikérperfarbung durchgefihrt.

Als Positivkontrolle diente fir NGF und BDNF das jeweilige rekombinante Protein
und fur TrkA und TrkB Lysate aus HMC-1-Zellen, Uber die bekannt ist, dass sie Neu-
rotrophine und ihre Rezeptoren exprimieren [72]. Es zeigten sich spezifische Banden
fur TrkA und TrkB sowie NGF und BDNF. Diese waren nur bei den Proben der Aller-
giker zu beobachten, wahrend bei Nichtallergikern keine Banden sichtbar wurden. Im
Bereich von BDNF war zu beobachten, dass eine Stimulation mit LPS eine leichte
Hochregulation bewirkt, wahrend dies bei NGF, TrkA und TrkB nicht der Fall ist.
Neben den ganzen Rezeptoren konnte im Bereich von TrkA auch eine ,truncated”
Form identifiziert werden. Die Spezifitdt der Antikdrper war vorher durch Inkubation

mit Blocklosung sichergestellt worden.
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Abb. 10: Bei den Allergikern zeigten sich im Bereich von NGF und BDNF spezifi-
sche Banden. Eine Stimulation mit LPS wirkte bei BDNF eine leichte Hochregulie-
rung.

1 2 3
Allergiker + + ’ . + +
LPS 1ua/ml |- + 4 + . + |Kontrolle
TrkA s 8 o= o ~ = == 140kD

el Ll 1 11 B

Abb.11: TrkA und TrkB werden bei Allergikern durch LPS hochreguliert. Auch bei
Nichtallergikern konnte sowohl TrkA als auch TrkB nachgewiesen werden. Auch
hier bewirkte eine Stimulation mit LPS eine leichte Hochregulierung, was beson-
ders deutlich bei TrkB zu sehen ist.

3.5 Trk Rezeptor-Phosphorylierung

Nach der Feststellung, dass Dendritische Zellen Neurotrophine und ihre hochaffinen
spezifischen Rezeptoren exprimieren, ist es von Interesse herauszufinden, ob die
Rezeptoren auch von den Neurotrophinen aktiviert werden. Da bekannt ist, dass die
Trk-Rezeptoren durch Phosphorylierung aktiviert werden, ist dieser Assay geeignet
fur die Feststellung der Rezeptoraktivierung. Die Stimulation der MoDCs erfolgte vor-
ab wie oben beschrieben durch die Neurotrophine NGF und BDNF sowie eine Kon-

trolle.
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Nach Stimulation der MoDCs mit NGF und BDNF und darauffolgender Immun-
prazipitation der Neurotrophinrezeptoren mit spezifischen p-TrkA oder anti p-Trk An-
tikorpern wurde eine SDS-PAGE und Western Blot durchgeflhrt. Die grofiere Intensi-
tat der Banden im Bereich von TrkA und TrkB im Gegensatz zu den Negativkontrol-

len deutet darauf hin, dass eine Phosphorylierung stattgefunden hat.

Kontrolle NGF BDNF

Abb.12 Nach Immunpraziptiation zeigte sich bei der Gelelektrophorese starkere
Banden fiur TrkA sowie TrkB als bei der Kontrolle.

3.6 Rho und Rac pull down assay

Rho und Rac spielen eine mafigebliche Rolle in der Signaltransduktion Dendritischer
Zellen. Damit werden wichtige Funktionen wie die Migration und Ausbildung von
Dendriten gesteuert.

Hier wurden die Zellen ebenfalls zunachst mit NGF und BDNF stimuliert. Wahrend
BDNF RhoA hochregulierte und Rac herunterregulierte, wurde Rac durch Stimulation
mit NGF deutlich starker exprimiert als durch die BDNF-Stimulation. Die Untersu-
chung der Zelllysate mittels SDS-PAGE und Western Blot zeigte eine gleichmalige
Verteilung von NGF und BDNF-.
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Kontrolle BDNF NGF

| Protein

RhoA
Rac

Abb.13: RhoA wird durch BDNF hochreguliert durch NGF herunterreguliert. Rac
wird durch NGF hochreguliert und durch BDNF herunterreguliert.

3.7 Ergebnisse der ELISA-Messungen

3.7.1 Neurotrophinspeicherung und —freisetzung

Um zu untersuchen, ob Dendritische Zellen Neurotrophine speichern und ob diese
Funktion durch Stimuli beeinflussbar ist, wurden die Zellen nach ihrer Reifung jeweils
24h und 48h mit 0,1ug/ml, 1ug/ml, 10ug/ml oder 1ul/ml Birken-pollenextrakt allein
oder in Kombination mit 5ug/ml Polymyxin A stimuliert. Die Pro-ben wurden zentrifu-
giert und die Uberstande abgenommen. Die Zellpellets wurden mit Hilfe von Ultra-
schall lysiert. Die so gewonnenen Lysate und Uberstande wurden nun mittels ELISA
auf ihren Neurotrophingehalt hin untersucht. Es zeigte sich, dass durch Stimulation
mit LPS sowie mit Allergenextrakt die BDNF-Speicherung signifikant erhdht war,
wahrend dieser Effekt bei NGF nicht signifikant zum Tragen kam. Im den Uberstan-
den zeigte sich darlber hinaus eine von LPS dosisabhangige Hochregulation von
BDNF, wobei dessen Wert bei Allergenstimulation am hochsten war. Es schien keine
Rolle zu spielen, ob die Probanden unter einer Allergie litten oder nicht, da auch die
Dendritischen Zellen der Nichtallergiker BDNF ausschutten und auch diese Produkti-
on durch Stimulation LPS und Allergenextrakt beeinflussbar war. Die Produktion und

Speicherung von NGF wurde durch Stimulation nicht signifikant verandert.
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Zelllysat

NGF

E
5 200-
Q.
1004 T
N\
. SNNN&
Kontr. LPS LPS LPS Allerg. Kontr. LPS LPS LPS Allerg.

0,1 1 10 5
pg/ml pug/ml pg/ml pg/mi

0,1

1 10 5

pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml

Abb. 14: Im Lysat wird BDNF durch Stimulation mit LPS und Allergen signifikant
hochreguliert. Die Hochregulation zeigte sich nicht eindaeutig dosisabhangig.
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Zellkulturiberstand
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Abb.15: BDNF wird durch LPS auch im Uberstand signifikant hochreguliert, wah-
rend die Produktion von NGF nicht signifikant beeinflussbar ist. Im Uberstand ist der
BDNF-Wert dosisabhangig von LPS und Allergen.
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3.7.2 Freisetzung von Mediatoren durch Dendritische Zellen

Um eine Aktivierung der Neurotrophin-Rezeptoren nachzuweisen, wurden die
MoDCs jeweils 24h mit NGF und BDNF stimuliert und daraufhin die Menge von IL-6,
IL-4, IL-10, IL-12p70, TNF-a und TGF-$ mittels ELISA evaluiert.

Die Stimulation mit NGF und BDNF bewirkte eine signifikant erhdhte Ausschuttung
von IL-6. P betrug bei NGF 0,0001 und bei BDNF 0,0019. Auch IL-10 war in mit NGF
(p=0,012) und BDNF (p=0,008) stimulierten Zellkulturiberstanden signifikant erhoht.
Die Produktion von IL-4, TNF-a und TGF- wurde durch die Stimulation mit NGF und
BDNF nicht signifikant beeinflusst. IL-12p70 befand sich bei der Mehrzahl der Proben
unter der Nachweisgrenze.

Beide Neurotrophine riefen bei aus dem Blut allergischer Probanden generierter
MoDcs eine erhohte Ausschuittung von IL-6 hervor, wahrend bei IL-10 der umgekehr-
te Fall eintraf: Hier wiesen die aus dem Blut gesunder Probanden generierte MoDCs

eine erhohte Ausschuittung auf.

\[e]3
100pg/ml

BDNF
20pg/mi

Kontrolle

mit Medium

Gesamt- Allergiker Nicht- Gesamt- Allergiker  Nicht- Gesamt- Allergiker Nicht-
kollektiv allergiker kollektiv allergiker kollektiv allergiker
N=9 N=5 N=9 N=5 N=14 N=9 N=5

N=14 N=14
IL-6 241+ 69.1 291483.3 140+ 38.2 490+60.9** 620+14.9 231+16.5 544+55.5**  642+15.9 347+18.3
IL-10 137.7+38.6 198+48.9 43.4+18.4 377.9£39.9* 296+36.3 524.5+37.9 | 329+31.5* 271433.5 435.5+25.3
IL-4 4247+1357 4942+1661 2857+1580 | 5175+250 5152+279 3692+691 46531339 46811377 2188+187
TNF-o 80+16.4 93+25.8 62+17 102+10.5 126+5.3 69.7+15.7 98+10.5 123+8.7 65.1£16
TGF-p 1727+201.6 2042+244.1  1225+217 17541188.8 2462+58.3 13711218 2042+175.5 2143+143.6 11331251

Mittelwerte +SEM. Errechnet pro 10° Zellen *:p<0.05; **:p<0.01

Abb.16: Messung von Mediatoren in Zellkulturiberstanden nach 24h Stimulation mit
NGF oder BDNF (n=14)
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Abb. 17: 11-6 wird bei Allergen durch Stimulation mit den Neurotrophinen NGF und
BDNF signifikant hochreguliert. Dieser Effekt war bei Allergikern signifikant starker
ausgepragt als bei Nichtallergikern.
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Abb. 18: IL-10 wird bei Nichtallergikern nach Stimulation mit Neurotrophinen signifi-
kant erhoht ausgeschuttet. Bei Nichtallergikern zeigte sich dieser Effekt als nicht sig-
nifikant.
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3.8 Zusammenfassung der Ergebnisse

- Humane Dendritische Zellen produzieren und speichern NGF und BDNF.
Nach Stimulation mit LPS und Allergen ist BDNF signifikant erhoht.

- Auf mRNA-Ebene sind NGF und BDNF detektierbar. TrkB wird selektiv durch
Stimulation mit LPS hochreguliert.

- Auf Proteinebene werden NGF und BDNF sowie TrkA und TrkB bei Allergikern
durch Stimulation mit LPS hochreguliert.

- Eine Bindung der Rezeptoren TrkA und TrkB an ihre Liganden NGF und
BDNF zieht eine Rezeptorphosphorylierung nach sich.

- Die Aktivitdt von RhoA wird durch Stimulation mit BDNF gesteigert, wahrend
sie durch NGF herabgesetzt wird. Im Gegensatz dazu aktiviert BDNF Rac,
wahrend Rho herunterreguliert wird.

- Stimulation mit NGF und BDNF bewirkt eine erhdohte Ausschuttung von 1I-6 bei
Dendritischen Zellen von Allergikern. 1I-10 ist nach der Stimulation mit den
beiden Neurotrophinen bei gesunden Probanden erhoht.

- Die flowzytometrische Untersuchung sowie die Immunfluoreszenz der MoDcs
zeigte positive Ergebnisse fur die Neurotrophine NGF, BDNF und NT-3 sowie
ihre spezifischen Rezeptoren TrkA, TrkB und TrkC.
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4 Diskussion

4.1 Diskussion der Ergebnisse

Bei den Neurotrophinen handelt es sich um Proteine, die eine Vielzahl unter-
schiedlicher Funktionen im menschlichen Korper ausuben. Zuerst wurde ihre Rolle
im peripheren und zentralen Nervensystem aufgedeckt, dann wurden sie in diversen
Immunzellen identifiziert. Auch bei verschiedenen Erkrankungen des Immunsystems
und des Nervensystems wurde eine veranderte Neurotrophin-Expression gefunden.
Nach segmentaler Allergenprovokation wurden sowohl in der BALF (bronchioalveolar
lavage fluid) als auch in der NLF (nasal lavage fluid) erhohte NGF-Spiegel nachge-
wiesen [94,97].

Dendritische Zellen spielen bei der Pathogenese allergischer Erkrankungen eine
wichtige Rolle. Als Antigenprasentierende Zellen sind sie mafl3geblich daran beteiligt,
die Immunantwort auf in den Korper eingedrungene Antigene einzuleiten [125]. Es
ist also grof3enteils von ihnen abhangig, ob die Immunantwort Uberwiegend humoral
oder zellular ausfallt. Bis heute ist man sich nicht dartber im Klaren, was die Anti-
genprasentierenden Zellen dazu veranlasst, bei manchen Menschen eine allergische
Erkrankungen beglnstigende uberwiegende TH2-Antwort im Korper zu provozieren.
Hieraus ergibt sich die Frage, ob zwischen Dendritischen Zellen und der erhohten
Produktion von Neurotrophinen im Rahmen allergischer Erkrankungen ein Zusam-
menhang besteht. Zum einen ist es von Interesse herauszufinden, ob die Dendrit-
schen Zellen an der Bildung von Neurotrophinen beteiligt sind, zum anderen ob und
wie Dendritische Zellen auf Stimulation mit Neurotrophinen reagieren. Wichtig ist hier
der Vergleich zwischen Allergikern und gesunden Kontrollpersonen. In dieser Arbeit
wurde untersucht, ob und in welchem Male aus peripherem Blut generierte Dendriti-
sche Zellen Neurotrophine produzieren und ob dies durch unspezifische und spezifi-
sche Stimuli regulierbar ist. Ferner wurde untersucht, ob die Produktion von bei aller-
gischen Erkrankungen beteiligte Zytokine durch Stimulation mit Neurotrophinen
regulierbar ist. Auch die Rezeptorphophorylierung und die GTPasen RhoA und Rac
wurden untersucht. Durch Zellkultur mit aus humanem Blut isolierten Monozyten
wurden durch Priming mit GM-CSF und IL-4 unreife Dendritische Zellen generiert, ein

von Sallusto und Lanzavecchia etabliertes Verfahren, mit dem zur Phagozytose be-
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fahigte Dendritische Zellen generiert werden konnen [134]. Durch Zugabe spezifi-
scher (Allergen) und unspezifischer (LPS) Stimuli in unterschiedlichen Dosen wurde
die Freisetzung von Neurotrophinen kontrolliert. Mittels FACS wurde sichergestellt,
dass es sich tatsachlich um Dendritische Zellen handelte. Ein Problem konnte dar-
stellen, dass die auf diese Weise gewonnenen Dendritischen Zellen aul3erhalb ihrer
naturlichen Umgebung gereift sind. Moglichweise reagieren sie durch die veranderte
Umwelt anders auf Stimuli als im menschlichen Koérper, in dem sie durch eine Viel-
zahl an zusatzlichen Faktoren beeinflusst werden. Da es jedoch sehr aufwandig ist,
Dendritische Zellen bzw. Langerhanszellen der Haut ex vivo zu isolieren, wurden
diese lediglich fur die Untersuchung der mRNA-Ebene verwendet.

Durch quantitative Analyse von NGF und BDNF in den aus MoDCs gewonnenen Ly-
saten ist es gelungen zu zeigen, dass Dendritische Zellen als Produktionsquelle und
Speicherort fur Neurotrophine fungieren. Die Sekretion von BDNF war durch Zugabe
von LPS und Allergen signifikant erhoht. Durch Stimulation mit verschiedenen Dosen
LPS wurde BDNF in Lysat und Uberstand dosisabhangig hochreguliert. NGF war
nicht signifikant erhoht. Aus peripherem Blut isolierte Monozyten produzieren hinge-
gen bei Allergikern signifikant mehr NGF als bei Nichtallergikern. Fir BDNF konnten
hier keine Unterschiede festgestellt werden [191]. Mdglicherweise hangt die Produk-
tion von Neurotrophinen bei Allergikern vom Reifegrad der Zellen ab. Im Laufe der
Reifung scheinen die Monozyten ihre Fahigkeit, NGF zu produzieren, einzublfien,
daflr wird die Produktion von BDNF hochreguliert.

Auf mRNA-Ebene fanden sich erstmals positive Ergebnisse fur die Neurotrophine
NGF und BDNF sowie den Rezeptor TrkB. TrkB wurde erst nach Stimulation mit LPS
oder CD40L nachweisbar. NGF und BDNF sowie TrkA und TrkB waren auf Protein-
ebene detektierbar. Hier bewirkte die Stimulation mit LPS eine selektive Hochregula-
tion der Neurotrophine. Auf intakten Dendritischen Zellen waren sowohl die Neu-
rotrophine NGF, BDNF und NT-3 sowie die hochaffinen spezifischen Rezeptoren
TrkA, TrkB und TrkC nachweisbar. Auf Proteinebene konnten bisher nur NGF und
sein hochaffiner Rezeptor TrkA identifiziert werden [154]. Auf intakten Dendritischen
Zellen wurden TrkA und NGF identifiziert [154]. Die Ergebnisse zeigen, dass die
Neurotrophine einen Produktions- und Speicherort fur die Neurotrophine NGF, BDNF
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und NT-3 darstellen sowie die hochaffinen spezifischen Rezeptoren auf ihrer Ober-
flache exprimieren.
Um die Phosphorylierung der hochaffinen Rezeptoren TrkA und TrkB zu evaluieren,
wurden die Zellen vorab kurzzeitig mit NGF und BDNF stimuliert, immunprazipitiert
und mittels SDS-PAGE und Western Blot detektiert. Es zeigten sich Banden sowohl
im Bereich von p-TrkA als auch von p-TrkB. Allerdings war hier auch eine basale
Phosphorylierung nachweisbar. Zum einen konnte dies an der Methode liegen, zum
anderen ist es denkbar, dass Trk-Rezeptoren der Dendritischen Zellen durch einen
autokrinen Effekt aktiviert werden. Die Stimulation der MoDCs mit NGF und BDNF
bewirkte eine erhohte Sekretion von IL-6 bei Allergikern, wahrend bei Nichtallergikern
IL-10 erhoht nachweisbar war. Daraus |asst sich schlieBen, dass sowohl NGF als
auch BDNF TrkA und TrkB binden und somit ihre Wirkungen auf Dendritische Zellen
uber die hochaffinen spezifischen Rezeptoren vermitteln. Dendritische Zellen stellen
nicht nur eine Produktionsquelle fur Neurotrophine dar, sondern sind auch in der La-
ge, auf die Neurotrophine NGF und BDNF zu reagieren. Dafur spricht zum einen die
Anwesenheit der hochaffinen spezifischen Rezeptoren sowie deren Aktivierung nach
Bindung an ihren Liganden, zum anderen die veranderte Sekretion der Zytokine |L-6
und IL-10 als Antwort auf Stimulation mit NGF und BDNF.
Durch Dendritische Zellen produziertes IL-6 zieht durch eine Induktion des Transkrip-
tionsfaktors c-Maf eine Erhohung des IL-4 durch T-Zellen nach sich. |L-4 wiederum
begunstigt die Entstehung von TH2-Zellen [192]. Bei Co-Kulturen von Dendritischen
Zellen mit Zugabe von IL-6 kommt es zu einem TH2-Shift. AuRerdem bewirkt IL-6
eine Herunterregulation von IL-12 und inhibiert damit eine Reifung von TH1-Zellen.
Auf diese Weise verschiebt es das TH1/TH2-Gleichgewicht in Richtung TH2-Zelle
[172]. IL-10 begunstigt die Bildung regulatorischer T-Zellen, fungiert also als an-
tiinflammatorisches Zytokin [153,193]. Stimulation mit NGF und BDNF bewirkte bei
Nichtallergikern eine Erhohung von IL-10. In Anwesenheit von IL-10 werden vermehrt
regulatorische T-Zellen gebildet und so eine Entzindung verhindert. Bei Allergikern
hingegen wird als Antwort auf Stimulation mit NGF und BDNF vermehrt IL-6 gebildet,
ein proinflammatorisches Zytokin, das moglicherweise die Entstehung von TH2-
Zellen begunstigt. NGF und BDNF kommen somit in Frage, ein bei allergischen Er-
krankungen entstehendes Ungleichgewicht des Immunsystems zu begunstigen.
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4.1.2 Auswirkungen der Ergebnisse auf die Pathogenese allergischer
Erkrankungen

Die Dendritischen Zellen sind an der Pathogenese allergischer Erkrankungen be-
teiligt. Jene sind gekennzeichnet durch ein relatives Ubergewicht der TH2-Antwort
[149]. Als Antigenprasentierende Zellen besitzen Dendritische Zellen eine Schlussel-
rolle in der Aktivierung von T-Zellen. Somit entscheiden sie zum grof3en Teil, ob ver-
mehrt TH1-oder TH2-Zellen gebildet werden. Sie sind vor allem in Geweben lokali-
siert, die Kontakt zur Aufenwelt haben und an denen somit eine hohe
Antigenexposition stattfindet. Dendritische Zellen der Lunge erfahren bei allergischen
Erkrankungen eine verfrihte Reifung, was zu einer unangemessenen Antigenpra-
sentation an naive T-Zellen vor Ort fuhrt [147]. Die so differenzierten TH2-Zellen re-
gen zum einen B-Zellen zur IgE-Produktion an, zum anderen bewirken sie eine durch
Ausschuttung verschiedener Entzindungsmediatoren eine Aktivierung von Eosi-
nophilen Granulozyten, die vor allem in der Spatphase des allergischen Asthmas
bronchiale wirken. Auch die in anderen Geweben vorhandenen Dendritischen Zellen
sind an dem TH2-Shift beteiligt. Warum bei allergischen Erkrankungen ein solcher
TH2-Shift stattfindet und dadurch ein Ungleichgewicht zwischen TH1- und TH2-
Zellen besteht, ist bisher weitgehend unklar. Einige Untersuchungen vermuten, dass
das TH1/TH2-Gleichgewicht stark davon abhangig ist, wie viel IL-12 von den Dendri-
tischen Zellen gebildet wird. Auch IL-4 und IL-13 tragen dazu bei, dass die Immun-
antwort von TH2-Zellen dominiert wird.

Diese Erklarungen sind bislang nicht ausreichend, um die Frage nach dem ent-
scheidenden Schritt zwischen Antigenprasentierender Zelle und TH2-Zelle bei aller-
gischen Erkrankungen ausreichend zu klaren. Die Neurotrophine BDNF und NGF
tragen moglicherweise dazu bei, dass es zu dem TH2-Shift kommt. Bisherige Unter-
suchungen uber Neurotrophine haben gezeigt, dass sie bei Allergikern sowohl im
Serum als auch bei BAL-Untersuchungen nach segmentaler Allergenprovokation er-
hoht nachweisbar waren. Vor allem bei Asthmatikern lassen sich stark erhohte Neu-
rotrophin-Spiegel messen [41,97]. Die Produktion von NGF durch Eosinophile wird
durch Behandlung mit Dexamethason deutlich herunterreguliert [100]. Sie sind so-
wohl in der allergischen Fruhphase als auch in der allergischen Spatphase aktiv,

konnen also die allergische Reaktion sowohl mit hervorrufen als auch unterhalten
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[194]. Die Neurotrophine und ihre Rezeptoren werden von zahlreichen Zellen des
Immunsystems sowie gewebsstandigen Zellen exprimiert, unter anderem von Eosi-
nophilen, Lungengewebszellen, B- und T-Zellen Mastzellen sowie Fibroblasten und
glatten Muskelzellen.

Dabei stellt sich die Frage, ob die erhdhte Neurotrophin-Produktion eine Antwort auf
die bei Allergien bestehenden entzindlichen Vorgange ist oder ob die Neurotrophine
diese Vorgange mit bedingen. Moglicherweise ist beides der Fall. Bei der Stimulation
der Dendritischen Zellen mit NGF und BDNF wird bei Allergikern IL-6 und bei Nichtal-
lergikern IL-10 signifikant hochreguliert. Diese Ergebnisse zeigen, dass die Neu-
rotrophine mit Zytokinen interagieren und dass sie bei Dendritischen Zellen ein ver-
andertes Verhalten hinsichtlich der Produktion inflammatorischer Zytokine her-
vorrufen konnen. In diesem Zusammenhang ist bekannt, dass HMC-1 Zellen hochaf-
fine Neurotrophinrezeptoren exprimieren und sie damit durch Neurotrophine beein-
flusst werden konnen [61]. Ebenso Dendritische Zellen exprimieren die hochaffinen
Rezeptoren TrkA, TrkB und TrkC wie diese und eine vorangegangene Untersuchung
gezeigt haben [156]. Es ist also denkbar, dass Neurotrophine Uber die hochaffinen
spezifischen Rezeptoren bei den Dendritischen Zellen von Allergikern eine TH2-
Antwort induzieren kdnnen, da die Ergebnisse nahelegen, dass die Neurotrophine
durch ihre auf Dendritischen Zellen exprimierten hochaffinen Rezeptoren Funktionen
in den Zellen ausuben konnen. Dies kann zum einen die Hochregulation inflammato-
rischer, eine TH2-Antwort induzierender Zytokine sein, zum anderen ist es denkbar,
dass die Neurotrophine auch direkt eine TH2-Antwort hervorrufen konnen. Da IL-6 in
der Diskussion steht, einen Allergien begunstigenden TH2-Shift mit zu verursachen,
weisen die Ergebnisse dieser Arbeit auf einen Mechanismus hin, durch den die Neu-
rotrophine allergische Erkrankungen begulnstigen konnen. IL-10, das in erster Linie
regulatorische Funktionen ausubt, wird bei Allergikern durch Stimulation mit NGF und
BDNF herunterreguliert, wahrend es bei Gesunden erhoht nachweisbar war. Bei den
untersuchten Dendritischen Zellen handelt es sich um MoDCs, das heif3t Dendriti-
sche Zellen, die aus deren Vorlaufern, den Monozyten, generiert wurden. Diese Zel-
len sind also noch nicht mit Allergenen in Beruhrung gekommen. Trotzdem rufen
NGF und BDNF bei den jeweiligen Probandengruppen unterschiedliche Immunant-
worten hervor, indem bei Allergikern das proinflammatorische Zytokin IL-6 erhoht
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nachweisbar war und bei Nichtallergikern das regulatorische Zytokin IL-10. Dendriti-
schen Zellen kommt bei Allergien eine wichtige Rolle hinsichtlich der Differenzierung
naiver T-Zellen zu TH2-Zellen zu. Das alles deutet auf eine starke genetische Kom-
ponente bei der Entstehung allergischer Reaktionen hin, da Umweltbedingungen auf
diese Zellen noch keinen Einfluss ausgeubt haben kdonnen. Durch die Kulturbedin-
gungen erfolgte lediglich eine Stimulation mit GM-CSF und IL-4. Im menschlichen
Korper gibt es eine Vielzahl an zusatzlichen Faktoren, die auf die Zelle einwirken und
so eine Allergie hervorrufen. Diese Erkenntnis betrifft in erster Linie die Reaktion der
Dendritischen Zellen auf die Neurotrophine. Was die Produktion neurotropher Fakto-
ren anbelangt, konnte hier kein Unterschied zwischen allergischen und nicht allergi-
schen Probanden ausgemacht werden.

Die Tatsache, dass NGF und BDNF einen Einfluss auf die Produktion inflam-
matorischer Zytokine nehmen, macht uns bewusst, dass sie eine zunehmend wichti-
ge Rolle in der Entwicklung entzindlicher Erkrankungen spielen missen. Die Ergeb-
nisse der Zytokin-Messungen weisen auf ein relatives Ungleichgewicht zwischen pro-
und antiinflammatorischen Faktoren bei der allergischen Entzindung hin. Es ist
denkbar, dass dieses von Dendritischen Zellen, die vorab durch Neurotrophine
geprimt wurden, mit verursacht wird. Bisher gibt es kaum Untersuchungen, ob
Dendritische Zellen an der Neurotrophin-Produktion beteiligt sind, wahrend dies fur
zahlreiche andere Zellen des Immun-systems bekannt ist. Da in dieser Arbeit festge-
stellt werden konnte, dass Dendritische Zellen die Neurotrophine NGF, BDNF und
NT-3 exprimieren und daruber hinaus die Produktion von BDNF durch LPS dosisab-
hangig hochregulierbar ist, ist es denkbar, dass von Dendritischen Zellen produzierte
Neurotrophine auch andere an der Allergieentste-hung beteiligte Zellen beeinflusst.
Durch autokrine und parakrine Mechanismen stimulieren die Dendritischen Zellen
moglicherweise sich selbst oder andere Dendritische Zellen. Andere Zellen des Im-
munsystems, die an der Entstehung von Allergien beteiligt sind, wie beispielsweise
Eosinophile, sind in der Lage, auf Neurotrophine zu reagieren. Eosinophile weisen
als Antwort auf Stimulation mit NGF oder BDNF eine erhdhte Produktion von IL-4
und EPX auf [195].

Die Ergebnisse dieser Arbeit stellen NGF und BDNF als weitere an der erhdhten Pro-
liferation von TH2-Zellen beteiligte Mediatoren im Zusammenhang mit allergischen
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Erkrankungen zur Diskussion. Dabei stellte sich die Frage, wie die Wirkungsweise
beziehungsweise welche spezifischen Funktionen der Dendritischen Zellen von NGF
und BDNF beeinflusst werden. Im folgenden Kapitel werden zwei Mechanismen,
durch welche die Neurotrophine in Dendritischen Zellen wirken, diskutiert.

4.1.3 Bedeutung der Ergebnisse flir die Migration und T-Zell-
Interaktion

Die Ausbildung von Dendriten und die Migration sind zum grof3en Teil verantwortlich
fur die Funktion der Dendritischen Zellen wie Antigenaufnahme und —prozessierung
und somit essentiell fur die Stimulation von T-Zellen. Hierfur werden verschiedene
Signaltransduktionsmechanismen bendtigt wie beispielsweise die kleinen GTPasen
Rho/Rac und Cdc40. Es handelt sich hierbei um G-Proteine, die zwischen einem in-
aktiven GDP gebundenen und einem aktiven GTP gebundenen Stadium hin und her
pendeln. Sie erfullen wichtige Aufgaben in der Gen-Transkription, Zellzyklus und
Zelladhasion sowie in der Regulation des Aktin-Zytoskeletts. Besonders die Reorga-
nisation des Aktin-Zytoskeletts ist notwendig fur die Ausbildung der Dendriten. Cdc42
und Rac1 scheinen hier mehr die Migration durch Zellextension und Ausbildung von
Dendriten zu steuern, wahrend Rho eher fur die Zelladhasion und der damit verbun-
denen Zellkontraktion verantwortlich zu sein scheint. Auch die Formierung der Dend-
riten wird vor allem der Aktivitat von Rho zugeschrieben. Da die Dendriten haupt-
sachlich fur die Interaktion mit T-Zellen und damit der Aktivierung der spezifischen
Immunabwehr verantwortlich sind, kommt diesem Signaltransduktionsmolekul eine
wichtige Aufgabe bei der Entscheidung zu, welcher Weg eingschlagen werden soll,
ob die Immunantwort von TH1- oder von TH2-Zellen dominiert wird. [162,163]. Die
Untersuchung der Rezeptorphosphorylierung hat gezeigt, dass die hochaffinen spe-
zifischen Rezeptoren TrkA und TrkB durch die Neurotrophine NGF und BDNF akti-
viert werden. In diesen Untersuchungen war es erstmals moglich, durch Messung
der GTPasen Rac und Rho zu zeigen, wie zwei der wichtigsten Signal-
transduktionsmechanismen, die fur die Funktion von Dendritischen Zellen essentiell
sind, durch NGF und BDNF unterschiedlich reguliert werden. Es konnten gegensatz-
liche Effekte der Stimulation im Hinblick auf die Rho- und Rac-Aktivitat beobachtet

werden. Wahrend BDNF RhoA hochregulierte und Rac herunterregulierte, wurde
96



DISKUSSION

Rac durch Stimulation mit NGF deutlich starker exprimiert als durch die BDNF-
Stimulation. Bei dieser Beobachtung muss es sich um einen Effekt handeln, der
durch die spezifischen hochaffinen Rezeptoren TrkA und TrkB vermittelt wird, da p75
alle Neurotrophine mit niedriger Affinitat bindet.
Beide Neurotrophine scheinen auf unterschiedliche Art und Weise die Ausbildung
von Dendriten und damit die essentiellen Funktionen Dendritischer Zellen zu kontrol-
lieren. Demnach konnte BDNF an der Zelladhasion und der Formierung dendritischer
Prozesse von DCs beteiligt sein. Da die Dendriten eine wichtige Rolle in der Aktivie-
rung von T-Zellen und damit in der Art und Weise der Immunantwort spielen, konnte
BDNF einer der entscheidenden Faktoren bei der Bestimmung des TH1/TH2-
Zellgleichgewichts darstellen. Auch die verfruhte Reifung Dendritischer Zellen in
der Lunge bei einem Asthma-Mausmodell mit Hochregulation verschiedener ko-
stimulatorischer Molekule fur die T-Zell-Interaktion [147] konnte durch BDNF mit ver-
ursacht werden, da dieses Protein bei BAL-Untersuchungen bei Allergikern erhoht
nachweisbar war. Au3erdem wird Rac von BDNF inhibiert und so moglicherweise die
Wanderung zu den Lymphknoten verhindert, was letzten Endes dazu fuhrt, dass die
Dendritischen Zellen in der Lunge persistieren.
Rac hingegen, das vor allem die Migration Dendritischer Zellen reguliert, wird von
NGF hochreguliert und von BDNF herunterreguliert. Das wirft die Frage auf, ob NGF
fur die Migration Dendritischer Zellen mitverantwortlich ist. Die Wanderung Dendriti-
scher Zellen zu regionalen Lymphknoten scheint also von NGF signifikant beeinflusst
zu werden, indem NGF die Mobilitat fordert.
In einer anderen Untersuchung fuhrte eine Inhibition von Rho bei DCs zu einer ver-
minderten Bildung von Dendriten. Mit dieser Methode wird eine entscheidende Funk-
tion der Dendritischen Zellen und damit die T-Zellinteraktion blockiert [196]. Bei der
Untersuchung einer Phaochromozytomzelllinie von Ratten zeigte sich nach der
Phosphorylierung von TrkA durch NGF zu einer Stimulation von Pi3K, was dann zu
einer erhohten Aktivitat von Rac1 und einer Inaktivierung von RhoA fuhrt [197]. Bei
einer Untersuchung Uber die Migration von Schwann’schen Zellen wurde die Beo-
bachtung gemacht, dass BDNF RhoA und damit die Migration der Zellen inhibiert.
Also scheint bei Schwann’schen Zellen vor allem RhoA fur die Migration verantwort-
lich zu sein [198].
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Im Stimulationsassay wurde BDNF durch LPS und Allergen dosisabhangig hochre-
guliert. Daraus lasst sich schliel3en, dass Dendritische Zellen auf eine starke Stimula-
tion mit einer vermehrten Formation von Dendriten reagieren, was sie zur besseren
Antigenaufnahme und T-Zell-Aktivierung befahigt. Sowohl NGF als auch BDNF rufen
bei DCs von Allergikern eine erhdhte Ausschuttung von IL-6 und eine verminderte
Ausschuttung von IL-10 hervor. Die Betrachtung dieser Ergebnisse im Kontext mit
den durch NGF und BDNF signifikant veranderten Signaltransduktionsmechanismen
gibt Anlass zur Diskussion, ob zwischen diesen Mechanismen ein Zusammenhang
besteht. 1I-6 steht im Verdacht, eine TH2-Antwort zu verursachen, ein Vorgang, der
abhangig von der Ausbildung von Dendriten und somit von der Aktivierung von Rho
ist. IL-10 verursacht eine erhohte Bildung regulatorischer T-Zellen. Die Vermutung
liegt nahe, dass die durch NGF und BDNF in Gang gesetzten Signaltransduktions-
mechanismen die veranderte Expression dieser Zytokine hervorrufen. Auf diesem
Gebiet ware es von gro3em Interesse, das Augenmerk auf kostimulatorische Moleku-
le fur die T-Zellaktivierung zu richten.

4.2 Dendritische Zellen, Neurotrophine und die neurogene Ent-
ziindung

Es ist mittlerweile unumstritten, dass Immunsystem und Nervensystem keine vonein-
ander getrennten Systeme sind, sondern dass sie miteinander agieren und sich ge-
genseitig beeinflussen. Die Pathogenese des Asthmas bronchiale zeigt eindricklich,
dass zwischen den beiden Systemen ein Zusammenhang besteht. Trotzdem gibt es
bislang hierfur lediglich Erklarungsansatze.

Zwei der Hauptsymptome des allergischen Asthmas sind eine allergengetriggerte
bronchiale Obstruktion, die als Sofortreaktion oder noch nach Tagen als allergische
Spatreaktion auftreten kann, und eine Hyperreagibilitat der Bronchien, die durch ei-
nen unspezifischen Stimulus ausgeldst wird [1]. Diese Symptome sind nach gangiger
Lehrmeinung postimflammatorische Veranderungen, die zum grof3en Teil zur Chroni-
fizierung des Leidens beitragen. Bei der Entwicklung dieser fur das allergische Asth-
ma charakteristischen Merkmale spielen vagale cholinerge sowie sensorische Inner-
vation eine grofe Rolle, da eine allergische Entzindung auch Veranderungen im

pulmonalen Nervensystem zur Folge hat. Diese Veranderungen beinhalten sensori-
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sche Hyperreagibilitat, eine verstarkte Signaltransduktion in parasympathischen
Ganglien und sogar einen starkeren zentralen Reflex im Hirnstamm [199]. Das Sym-
ptom der Hyperreagibilitat ist bislang nur unzureichend geklart worden. Zum einen
sind Entzindungsmediatoren wie Histamin und Leukotriene an der Entwicklung der
Hyperreagibilitat beteiligt. Zum anderen sind Stoffe wie Metacholin, das uber muska-
rinerge Rezeptoren direkt auf die glatte Muskulatur der Bronchien wirkt, involviert
[200]. Capsaicin, eine aus scharfen Peperoni isolierte Substanz, bewirkt bei sensori-
schen C-Fasern eine Ausschuttung der Neuropeptide Substanz P, NKA (Neurokinin
A) und CGRP (calcitonin gene related peptide) [201]. Neuropeptide wie Substanz P
werden bei allergischen Atemwegserkrankungen vermehrt produziert und ausge-
schuttet. Sie bedingen zum Teil die entzindlichen Begleiterscheinungen wie Bron-
chiokonstriktion, Hyerperreagibilitat und Gefaldilatation [103]. Daruber hinaus Uben
sie positiven Einfluss auf die Histaminsekretion von Mastzellen der Lunge aus [104].
Einige Zellen der Haut wie Langerhanszellen, Keratinozyten, Mastzellen und
Fibroblasten werden von Neurotransmittern aus Nervenzellen der Haut aktiviert
[105]. In einem experimentellen Asthma-Modell beim Meerschweinchen fuhrt eine
allergische Entzindung zu sensorischer Hyper-reagibilitat und einer Hochregulation
von Tachykininen in pulmonalen sensorischen Nervenfasern [202].

Bei der zur Familie der Tachykinie gehdrenden Substanz P handelt es sich nicht nur
um einen Neurotransmitter wie urspringlich angenommen wurde. Auch Zellen des
Immunsystems so wie Dendritische Zellen, Makrophagen, Eosinophile und Lympho-
zyten wurden als Produktionsquelle fur das Neuropeptid beschrieben [203-2085].
Substanz P wurde bei BAL-Untersuchungen und im Sputum bei Patienten, die an
allergischem Asthma bronchiale litten, erhoht nachgewiesen [206]. Die Neurokinin-
Rezeptoren NK-1R und NK-2R sind in verschiedenen Gewebstypen der Lunge
nachweisbar, beispielsweise auf glatten Muskelzellen und GefalRen. Die Nerven-
fasern des Bronchialepitheliums enthalten zum grof3ten Teil Substanz P. Auf diese
Weise konnen die Tachykinine die Bronchiokonstrikition beim Asthma hervorrufen.
Substanz P hat einen Einfluss auf zahlreiche Zellen des Immunsystems. Bei Mono-
zyten und Makrophagen hat es eine chemotaktische Wirkung und kann daruber hin-
aus diese Zellen zu einer Sekretion von Zytokinen wie IL-1, TNF-a und IL-6 anregen.
Bei peritonealen Makrophagen von Meerschweinchen induziert es die Bildung PGE-,
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Thromboxan B2, toxischen Sauerstoffradikalen und Arachnoidon-sauremetaboliten.
Aulerdem steigert es bei Makrophagen die Phagozytose. Aus Sputum gewonnene
Makrophagen und periphere Monozyten exprimieren Substanz P und NK-1R, was
darauf hindeutet, dass Tachykinine bei entziundlichen Erkrankungen der Atemwege
eine Rolle spielen konnten [207,208]. Die Tachykinine sind also sowohl direkt an
der bronchialen Hyperreagibilitat beteiligt, als auch an der Einwanderung von Ent-
zundungszellen und der Ausschuttung von Entzindungsmediatoren.

So liefern die Tachykinine einen Erklarungsansatz fur die Entstehung der neuro-
genen Entzindung beim allergischen Asthma bronchiale. Ein weiteres Puzzleteil
konnten die Neurotrophine darstellen, eine weitere Gruppe von Substanzen, die so-
wohl nervale Prozesse steuern als auch in immunologische sowie entzundliche Pro-
zesse involviert sind. Tachykinine und Neurotrophine ahneln sich somit in ihrem Ein-
fluss auf die Pathogenese des allergischen Asthmas, sie bedingen sich sogar
gegenseitig. Man ist sich heute einig, dass NGF an der Entwicklung und am Uberle-
ben zentraler und peripherer Neuronen beteiligt ist und dass sowohl sensorische als
auch sympathische Nervenfasern NGF und TrkA exprimieren. Auch weil3 man, dass
NGF in sensorischen Neuronen die Produktion von Tachykininen wie Substanz P
und CGRP fordert [21,209]. Transgene Mause, die in Klarazellen der Lungen eine
Uberexpression von NGF aufweisen, entwickeln eine Hyperinnveration der Lunge mit
tachykininhaltigen sensorischen und sympathischen Nervenfasern [110,209]. Eine
lokale Injektion von NGF in die Tracheawand von Meerschweinchen fuhrt zu struktu-
rellen Veranderungen der sensiblen Innervierung der Tracheawand mit einem An-
stieg an Substanz P-positiven Neuronen [210].

Die entzundlichen Begleiterscheinungen wie Obstruktion und Hyperreagibilitat beim
allergischen Asthma, die durch Substanzen wie die Tachykinine und Neurotrophine
mit bedingt werden, sind charakteristisch fur die allergische Spatphasenreaktion. Zu
den Zellen, die hier eine grolde Rolle spielen, gehdren vor allem Eosinophile, die
durch Produktion von Schleim, Enzymen und Zytokinen die Entzindung unterhalten
und den Gewebsumbau mit bedingen. Daraus ergibt sich die Frage, inwieweit die
Dendritischen Zellen bei der neurogenen Entziindung beteiligt sein konnen, sind sie
doch Zellen, die in der Pathogenese des allergischen Asthmas ganz am Anfang ste-
hen und vor allem an der Bildung von TH2-Zellen mitwirken. Zahlreiche vorangegan-
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gene Untersuchungen haben gezeigt, dass neurotrophe Faktoren von vielen ver-
schiedenen Zellen exprimiert werden, zunachst fand man sie auf peripheren, dann
auf zentralen Neuronen und schlie3lich auf verschiedenen Zellen des Immunsystems
wie B- und T-Zellen, Mastzellen, Monozyten und Eosinophilen. Auch sind hier einige
Wirkungen bekannt, die sie auf Zellen ausuben. Beispielsweise bewirken sie bei
Mastzellen eine Degranulation und bei Eosinophilen eine vermehrte Produktion von
Entzindungsmediatoren beim allergischen Asthma bronchiale. Es ist also denkbar,
dass die Produktion von Neurotrophinen durch Dendritische Zellen einen weiteren
Erklarungsansatz fur die Entwicklung des allergischen Asthmas liefert, dass neu-
rotrophe Faktoren sowohl direkt oder in Interaktion mit Substanzen wie den Tachyki-
ninen eine neuronale Veranderung in den oberen Atemwegen hervorrufen oder indi-
rekt durch Erhohung proinflammatorischer Zytokine und Rekrutierung von Zellen, die
eine allergische Entzindung begunstigen wie etwa Mastzellen, Eosinophile oder
TH2-Zellen.

4.3 Bedeutung der Ergebnisse fiir die Hygiene-Hypothese

Oft beginnen Symptome von Allergie und/oder Asthma bereits im Kindesalter. Fir die
Mechanismen der Entstehung von Erkrankungen des atopischen Formenkreises gibt
es bis heute lediglich Erklarungsansatze. Viele verschiedene Faktoren tragen zur
Entwicklung der Krankheit bei. Ein wichtiger Faktor ist die genetische Disposition, die
viele Menschen haben. Fur die Entstehung einer manifesten Allergie mussen aber
noch bestimmte Umweltfaktoren wie Ernahrung, Allergenexpositon, Schadstoffe der
Luft, frhkindliche Infekte und soziale Faktoren hinzukommen. Inwieweit diese einen
Einfluss auf die Entstehung der Krankheit ausuben, wird derzeit kontrovers diskutiert.
Die Hygienehypothese besagt, dass eine hohe Exposition mikrobieller Substanzen in
der Kindheit das Immunsystem so in Anspruch nimmt, dass Allergien gar nicht erst
entstehen konnen, bzw. dass eine Ubertriebene Hygiene ein Allergien begunstigen-
des zellulares Ungleichgewicht fordert. Zu diesem Thema existiert eine Vielzahl epi-
demiologischer Studien. In den neuen Bundeslandern ist die Allergierate deutlich
niedriger als in Westdeutschland, was zum Teil darauf zurickgefuhrt wird, dass die
Kinder schon sehr frih Betreuungseinrichtungen besuchten, wodurch das Immunsys-
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tem durch Exposition diverser bakterieller und viraler Krankheitserreger starker be-
ansprucht wurde als bei Kindern, die zu Hause aufwuchsen [211,212].
Die Pravalenz atopischer Erkrankungen ist in Landern der Dritten Welt signifikant
niedriger als in den Industrienationen, was darauf zurickgefuhrt wird, dass in diesen
Landern die Erkrankungsrate viraler, bakterieller und parasitarer Erreger hoher ist als
in industrialisierten Landern [213].
Virale Erkrankungen verursachen eine erhohte Produktion von IFN-y, ein Zytokin,
das im Verdacht steht, die IgE-Synthese zu hemmen und so eine protektive Wirkung
hinsichtlich der Entstehung von Allergien auszutben [213].
In den letzten Jahren sind jedoch Studien durchgefuhrt worden, die an der Hygiene-
Hypothese wenigstens teilweise zweifeln lassen. In erster Linie betrifft dies die vira-
len Erkrankungen. RSV (respiratory syncytial virus), ein Virus, der eine der haufigs-
ten Ursachen fur Bronchiolitis und Pneumonie bei Kindern unter einem Jahr darstellt,
erhoht nach neueren Erkenntnissen das Risiko fur die Entstehung von Asthma bron-
chiale. Dies betrifft vor allem die Entwicklung der bronchialen Hyperreagibilitat [214].
Dieser Zusammenhang ist trotz zahlreicher Studien auf diesem Gebiet bisher nur
unzureichend geklart worden. Zum einen konnte eine durch RSV supprimierte Pro-
duktion von IFN-y und eine Erhohung von Th2-Zytokinen beteiligt sein [215]. In die-
sem Zusammenhang ist es von Interesse, das Augenmerk auf die Neurotrophine zu
richten, da bei Allergien eine erhohte Produktion von NGF und BDNF nachweisbar ist
[94]. Bei der Untersuchung der NGF-Werte von Kindern, die an einer RSV-Infektion
erkrankt waren, fand man vergleichbare Werte wie bei an allergischem Asthma er-
krankten Personen. BDNF wurde hier ebenfalls signifikant erhdht nachgewiesen
[216]. Eine Studie an Ratten hat gezeigt, dass wahrend einer RSV-Infektion die Ex-
pression von NGF, TrkA und p75 sowie Rezeptoren fur Substanz P und Neurokinin A
hochreguliert wurde. Die Verabreichung von anti-NGF fuhrte zu einer Verhinderung
der NK1-Rezeptor-Expression und der neurogenen Entzindung [83]. RSV-
Erkrankungen in friher Kindheit fuhren zu einem erhohten Risiko der Entwicklung
von Asthma bronchiale noch im Kindesalter [217]. Da die Infektion mit RSV eine hau-
fige Erkrankung im frihen Kindesalter darstellt, entsteht die neurogene Inflammation
beim Asthma bronchiale moglicherweise auf deren Boden und wird mit hervorgerufen
durch die erhdhte Expression von Neurotrophinen.
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4.4 Ausblick

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen eine mogliche Beteiligung der von Dendritischen
Zellen produzierten Neurotrophine NGF und BDNF an der Pathogenese allergischer
Erkrankungen. Die Produktion von BDNF durch LPS und Allergen ist signifikant regu-
lierbar und NGF ist bei Allergikern erhoht nachweisbar, jedoch ist letztes Ergebnis
nicht von statistischer Signifikanz. Die Dendritischen Zellen fungieren nicht nur als
Quelle fur NGF und BDNF, sie sind auch durch die beiden Neurotrophine beeinfluss-
bar, was ihre Sekretion der Zytokine IL-6 und IL-10 als Antwort auf die Stimulation
mit NGF und BDNF zeigt. Diese Ergebnisse stellen einen neuen Pathogeneseweg
der bei Allergien vermehrten Proliferation von TH2-Zellen zur Diskussion.

Bislang ist keine Therapie etabliert, die allergische Erkrankungen hinreichend be-
handelt. Ansatze dazu sind bereits vorhanden. Beispielsweise ware es denkbar,
durch die spezifische Blockierung proinflammatorischer am bei Allergien beste-
henden zellularen Ungleichgewicht beteiligter Zytokine eine allergische Reaktion von
Anfang an zu unterbinden.

Neue zielgerichtete Strategien bei der Behandlung des allergischen Asthmas wie
beispielsweise die Inhibition von IL-5 zeigten nur maRige Erfolge bei der Bekampfung
der eosinophilen Entzindung der Atemwege. Die periphere Eosinophilie wurde zwar
verringert, jedoch blieben die eosinophile Entzindung der Atemwege, bronchiale Hy-
perreagibilitat sowie die fur die Spatphasenreaktion charakteristische Obstruktion
nahezu unbeeinflusst [218]. Die Neurotrophine sind nach jingeren Studien vor allem
in der allergischen Spatphase aktiv, in der sie eine eosinophile Infiltration und bron-
chiale Hyperreagibilitat begunstigen. Jedoch lassen die Untersuchungen dieser Ar-
beit an Dendritischen Zellen vermuten, dass sie auch an der Entstehung allergischer
Reaktionen beteiligt sind. Bei Ratten, bei denen man vorab ein Asthma bronchiale
induzierte, bewirkte die Gabe von anti-NGF vor allem eine herabgesetzte Intensitat
der allergischen Fruhphase [219]. Dies unterstutzt die Ergebnisse dieser Arbeit, die
Neurotrophine in Dendritischen Zellen nachweisen. So ware es denkbar, durch Gabe
eines spezifischen gegen Neurotrophine gerichteten Antikdrpers die Entstehung von
Allergien zu verhindern. Auch die bronchiale Hyperreagibilitat beim allergischen

Asthma bronchiale, die durch die Neurotrophine mit bedingt wird, konnte dadurch
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beeinflusst werden. In diesem Zusammenhang sind auch Ansatze vorhanden, durch
Blockierung der Tachykinin-Rezeptoren NK1, NK2 und NK3 die das chronische
Asthma begleitende Bronchiokonstriktion zu beeinflussen [220]. Die das Asthma
bronchiale begunstigende Erkrankung mit RSV wirkt moglicherweise durch eine
Hochregulation von Neurotrophinen in der Lunge und fuhrt so zur bronchialen Hyper-
reagibilitat. Dieser Mechanismus konnte somit durch die Gabe von Antikorpern ge-
gen Neurotrophine noch wahrend der Infektion unterbunden werden. Die Neu-
rotrophine  NGF und BDNF werden bei Allergikern und Nichtallergikern
unterschiedlich reguliert. Moglichweise tragt dieses Ungleichgewicht zur Entstehung
von Allergien bei. Offensichtlich werden aber beide Faktoren durch Allergenprovoka-
tion hochreguliert. Um die genauen Mechanismen herauszufinden, mussen weitere
Untersuchungen auf diesem Gebiet durchgefuhrt werden.

Ob die Blockierung von NGF und/oder BDNF im menschlichen Korper in Zukunft eine
therapeutische Maoglichkeit zur Verhinderung einer allergischen Reaktion darstellen
konnte, muss weitere Forschung auf diesem Gebiet zeigen.
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