1  Einleitung

In den letzten Jahren haben der Zigarettenkonsum und somit die entzindlichen und
chronisch obstruktiven Atemwegserkrankungen in Deutschland und auf der ganzen
Welt zugenommen. Die geschatzte Haufigkeit chronischer Bronchitis liegt in
Deutschland bei 10 % bis 15 % der Bevolkerung [48]. Die Pravalenz, Inzidenz und
Mortalitat nimmt mit dem Alter zu. Besonders unter den Frauen steigt die Anzahl an
Rauchern stetig.

Die Mortalitat der chronisch obstruktiven Atemwegserkrankung ist in den letzten zehn
Jahren um mehr als 20 % gestiegen. Die chronisch obstruktive Lungenerkrankung
(COPD) steht weltweit in der Todesursachenstatistik momentan an der vierten Stelle
[47]. FUr die nachsten Jahrzehnte ist ein weiterer Anstieg von Pravalenz, Inzidenz und
Mortalitat zu erwarten, so dass die COPD im Jahre 2020 auf den dritten Platz der
haufigsten Todesursachen vorricken wird [51,65].

Da es bisher keine effiziente Therapie zur Heilung dieser Erkrankung gibt und den
Arzten nur eine symptomatische medikamentdse Therapie zur Verfligung steht, stellt
die zunehmende Zahl der an COPD Erkrankten ein grolRes medizinisches und
wirtschaftliches Problem flir das Gesundheitswesen dar. Unter diesem Gesichtspunkt
gewinnt es umso mehr an Bedeutung, weitere wissenschaftliche Studien Uber diese
haufige  Erkrankung der Atemwege durchzufihren, die sich mit den
pathophysiologischen Zusammenhangen im Rahmen der Grundlagenforschung

auseinandersetzen.



1.1. Die chronisch obstruktive Lungenerkrankung

1.1.1. Klinik und Einteilung

Die chronisch obstruktive Lungenerkrankung ist eine chronische Lungenkrankheit mit
progredienter, nach Gabe von Bronchodilatatoren und / oder Glukokortikoiden nicht voll-
standig reversibler Atemwegsobstruktion auf dem Boden einer chronischen Bronchitis
und / oder eines Lungenemphysems.

Die Erkrankung wird als eine gesteigerte Entzindungsantwort auf inhalative Noxen mit
einer progredienten obstruktiven Atemwegseinschrankung definiert [52].

Das Zigarettenrauchen ist zwar nicht der einzige, jedoch zweifellos der weltweit
bedeutendste Risikofaktor fur die COPD. Das Zigarettenrauchen ist fur ca. 80 — 90 %
aller Falle verantwortlich. Jeder zweite Raucher im Alter > 40 Jahre leidet an einer
chronischen Bronchitis (,Raucherhusten®). Manner sind dreimal haufiger betroffen als
Frauen. Uber 90 % der Patienten sind Raucher oder Ex-Raucher. Nach der Definition
der Weltgesundheitsorganisation (WHO) besteht eine chronische Bronchitis, wenn
produktiver Husten und Auswurf an den meisten Tagen der Woche Uber mindestens
drei Monate eines Jahres in zwei aufeinanderfolgenden Jahren bestehen, wobei andere
Erkrankungen wie Tuberkulose oder Bronchiektasien ausgeschlossen sein mussen
[47].

Die Diagnose der COPD wird einerseits anhand der klinischen Symptomatik mit der
entsprechenden Anamnese, andererseits anhand des morphologischen Bildes wahrend
der Bronchoskopie gestellt. Die morphologischen Veranderungen der COPD lassen
sich im Bereich des Bronchialsystems als chronische Bronchitis und als Bronchiolitis
sowie im Bereich des Lungenparenchyms als Lungenemphysem nachweisen.

Als ein weiteres Kriterium zur Diagnosestellung der COPD tragen die gemessenen
Lungenfunktionsparameter bei. Die Lungenfunktionstests, die hierfir zur Verfugung
stehen, sind die Spirometrie und die deutlich aufwendigere Ganzkoérper-
plethysmographie. Wahrend der Spirometrie werden der FEVlst- und der FEVSoll-
Wert (Einsekundenkapazitat) erhoben. Aus diesen Parametern wird die Ist/Soll- Ratio
gebildet, die einen messbaren Parameter fur das Fortschreiten der

Atemwegsobstruktion darstellt. Anhand der Symptome und der gemessenen FEV;-



Werte nach Bronchodilatation unterteilt man die COPD in vier Schweregrade. Die

folgende Einteilung gilt fur eine stabile COPD:

Tab. 1. Schweregradeinteilung der COPD [33,70].

Schweregrad Kriterien

[l (schwer) = 30 % Soll < FEV < 50 % Soll, FEV4/VC <70 %
= FEV4<50% Soll und respiratorische Insuffizienz

oder Zeichen der Rechtsherzinsuffizienz

Il (mittelgradig) = 50 % Soll < FEV1< 80 % Soll, FEV1/VC <70 %
mit / ohne chronische Symptome

(Husten, Auswurf, Dyspnoe)

| (leicht) » FEV1>80 % Soll, FEV4/VC <70 %

mit / ohne Symptomatik (Husten, Auswurf)

0 (Risikogruppe) = normale Spirometrie

= chronische Symptome (Husten, Auswurf)

Die COPD st eine progrediente Erkrankung. Es handelt sich um die haufigste
Erkrankung der Atmungsorgane und die haufigste Ursache fur ein Cor pulmonale sowie
fur eine respiratorische Insuffizienz. Bereits im Frihstadium der Krankheit kommt es zur
Einschrankung der koérperlichen Leistungsfahigkeit, im fortgeschrittenen Stadium mit
Hyperkapnie konnen Symptome wie Antriebsarmut und Tagesmudigkeit vorhanden
sein. Odeme, hepatojugulérer Reflux und vermehrte Halsvenenfiillung lassen sich als
klinische Zeichen eines Cor pulmonale nachweisen. Im Laufe der Erkrankung entwickelt
sich ein Husten mit zunehmender Schleimproduktion unterschiedlicher Auspragung. Bei
vielen Patienten entsteht im Laufe der Erkrankung ein Lungenemphysem, das durch
eine irreversible Erweiterung des Lungenparenchyms distal der terminalen Bronchiolen
mit einer Destruktion alveolarer Strukturen charakterisiert ist. Weiterhin leiden die
Patienten haufig an rezidivierenden bronchopulmonalen Infekten, die nicht nur eine
haufige antibiotische Behandlung der Patienten unumganglich machen, sondern auch
zur Ausbildung sekundarer Bronchiektasien fuhren. Dieser Prozess tragt zu einer

weiteren Chronifizierung der Erkrankung bei [13,16,52].



1.1.2. Therapie der COPD

Der Behandlungsplan umfasst die Pravention, die medikamentdose Therapie, die
Schulung mit dem Ziel, den Patienten aktiv an der Bewaltigung seiner Krankheit zu
beteiligen (arztlich kontrollierte Selbstmedikation), die Physiotherapie, korperliches
Training, Ernahrungsberatung, apparative Therapieoptionen sowie bei ausgepragtem
Lungenemphysem operative Behandlungsmallinahmen und das Management akuter

Exazerbationen [1].

Die wichtigste therapeutische Intervention fir die COPD ist die unverzigliche
Beendigung des Rauchens. Diese MalRnhahme vermindert die Exazerbationsfrequenz
und die Mortalitat bei fortgeschrittener COPD [24,35,8].

Die Pharmakotherapie ermoglicht eine Linderung der Beschwerden, eine Besserung
der korperlichen Leistungsfahigkeit, der Lebensqualitat und / oder eine Reduktion von
Exazerbationen [1]. Basierend auf der bisherigen medizinischen Forschung gehoren
lang-wirksame Betay-Agonisten zu der First-line-Behandlung der Patienten mit COPD
[25]. Patienten mit chronisch obstruktiver Bronchitis und Lungenemphysem sprechen
relativ haufig auf die inhalative vagolytische Therapie mit Ipratropiumbromid oder
Oxitropiumbromid an, die in Kombination mit B2-Sympathomimetika verabreicht werden
konnen. Bei hohergradiger Atemwegsobstruktion kommt die orale Behandlung mit
retardiertem Theophyllin in Betracht. Theophyllin ist in der Langzeittherapie der COPD
effektiv, sollte aber wegen zahlreicher Interaktionen und der relativ geringen
therapeutischen Breite als Bronchodilatator der zweiten Wahl eingesetzt werden [1].
Infektbedingte Exazerbationen erfordern oft die Behandlung mit systemischen
Glukokortikoiden und Antibiotika, wobei jedoch die chronisch obstruktive Bronchitis auf
Bronchodilatatoren und Kortikoide weniger gut anspricht als das Asthma bronchiale [9].
Eine Dauerbehandlung mit inhalativen Glukokortikoiden sollte nur bei COPD-Patienten
mit Besserung von KenngroRen der Lungenfunktion und / oder der Symptomatik unter
dieser Therapie durchgefihrt werden. Eine Dauerbehandlung mit systemischen
Glukokortikoiden sollte wegen der haufigen unerwinschten Nebenwirkungen vermieden

werden [2].



Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die derzeitige pharmakologische
Behandlung der COPD nach wie vor unbefriedigend bleibt, da sie erstens nicht auf die
naturliche Entstehungsursache der Erkrankung ausgerichtet ist und zweitens keinen
wesentlichen Einfluss auf den Schweregrad der Erkrankung hat [23]. Eine
Normalisierung der Lungenfunktion bei Patienten mit COPD unter der Therapie ist nicht
zu erwarten [1]. Nach dem heutigen Stand der Wissenschaft wurde bisher, abgesehen
von der Sauerstofftherapie, keine Medikation erfolgreich eingesetzt, die zu einer
Abnahme der Mortalitat bei Patienten mit einer chronisch obstruktiven
Lungenerkrankung gefihrt hat [23].

In den letzten Jahren wurden in wissenschaftlichen und klinischen Studien neue
Protagonisten erforscht, die eine bedeutende Rolle in der Pathophysiologie von
Krankheiten wie Asthma und COPD spielen kénnten. Zu den Substanzen mit einem
mdglichen therapeutischen Potential zahlen neben den Antiproteasehemmern, die
Tachykininrezeptorantagonisten, jedoch sind die wissenschaftlichen Ergebnisse bisher
sehr kontrovers und bis dato gibt es kein Medikament dieser Substanzklasse, das

erfolgreich die dritte Phase der Medikamentenzulassung abgeschlossen hat [43].



1.2. Entztindliche Erkrankungen der Atemwege und Neuropeptide

Eine groRe Anzahl biologisch aktiver Neuropeptide ist bisher identifiziert und
charakterisiert worden [57,61]. Darunter fallen auch die Tachykinine, die wahrend der
letzten Jahre, besonders im Zusammenhang mit chronisch entzindlichen Erkrankungen
wie Asthma, chronischer Bronchitis und COPD, stark in den Mittelpunkt der Forschung

geruckt sind.

1.2.1. Tachykinine

Tachykinine sind Transmitterstoffe des exzitatorischen, nicht-adrenergen und nicht-
cholinergen Systems (NANC) [55]. Sie gehdéren zur Gruppe der Neuropeptide, werden
in Neuronen synthetisiert und auf bestimmte Reize aus den Nervenendigungen
freigesetzt [6,11,12,61]. Sie sind neben anderen Neuropeptiden in den sensorischen,
nicht myelinisierten C-Fasern lokalisiert, die mitunter fir die Innervation des gesamten
Atemwegssystems verantwortlich sind [14,28,55,57]. Obwohl Tachykinine als Peptide
neuronalen Ursprungs angesehen werden, gewann man in den letzten Jahren die
Gewissheit, dass auch Immunzellen Tachykinine produzieren kénnen. Mit Studien an
Tieren und Menschen wurde gezeigt, dass Tachykinine unter anderem auch von
Eosinophilen, Lymphozyten, Monozyten, Makrophagen, Alveolarmakrophagen und
dendritischen Zellen produziert werden [42].

Tachykinine sind bei vielen Tierarten bekannt. Neurokinine sind die Tachykinine der
Saugetiere. Bis jetzt wurden die folgenden Neurokinine identifiziert: Substanz P (SP),
Neurokinin A (NKA), Neurokinin B (NKB), die Neuropeptide K und y (NPK und NPy). An
deren Biosynthese sind zwei unterschiedlichen Gene beteiligt — das Preprotachykinin-I-
Gen (auch PPT-lI bzw. PPT A genannt) und das Preprotachykinin-lI-Gen. Das erste
kodiert fur die Tachykinine SP, NKA, NPK und NPy, wahrend das letztere nur fir NKB
kodiert [67]. Eine andere Gruppe der Tachykinine stellen die Hemokinine dar. Es wird
angenommen, dass sie nicht neuronalen Ursprungs sind, da in Studien die mRNA-
Expression des Hemokinin 1 aulerhalb von neuronalem Gewebe nachgewiesen wurde
[69].

Studien an Nagetieren haben gezeigt, dass es durch verschiedene mechanische und

chemische Stimuli zu einer Aktivierung der chemosensiblen C-Fasern und somit zu



einer Freisetzung von Tachykininen aus den Nervenendigungen kommen kann.
Untersucht wurden die Effekte verschiedener Stimuli, wie Capsaicin, Ether, Formalin,
Histamin, Bradykinin, Metacholin, Prostaglandine und Leukotriene. Auch bei
elektrischer Nervenstimulation und der Exposition gegenuber Zigarettenrauch wurde

eine Ausschuttung von Tachykininen beobachtet [57].

1.2.2. Effekte der Tachykinine

Substanz P, Neurokinin A und Neurokinin B besitzen viele biologische Effekte, die einen
Teil der Veranderungen bei Krankheiten wie COPD und Asthma bronchiale erklaren
konnten.

Kontraktion der glatten Muskulatur, Vasodilatation, Erhdhung der GefalRpermeabilitat
der postkapillaren Venolen mit Odementstehung, Stimulation der Driisen mit erhéhter
Schleimsekretion, Stimulation cholinerger Nerven und die Mitwirkung am Husten
gehoren zu diesen Effekten. Die Bereitstellung und Aktivierung einiger
inflammatorischer Zellen, wie Chemotaxis flr neutrophile und eosinophile Zellen und
verstarkte Adhasion der Neutrophilen zum Epithel, wird auch zum Wirkungsspektrum
dieser Neurotransmitter gezahlt [4,11,12,40,62,68].

Die meisten der oben genannten Effekte wurden an Gewebe, welches sowohl tierischen
als auch menschlichen Ursprungs war, beobachtet. In zwei Studien wurde aul3erdem
gezeigt, dass Tachykinine eine wichtige Rolle beim Schutz und Heilungsprozess des
Atemwegsepithels spielen [46,81].

Unter den Effekten, die durch Tachykinine vermittelt werden, sollen hier die Broncho-
konstriktion und die neurogen vermittelte Inflammation bzw. die Plasmaextravasation

und Vasodilatation hervorgehoben werden.

Neurogen vermittelte Inflammation

Lundberg und seine Kollegen waren die Ersten, die den Beweis fur eine ,neurogen
vermittelte Inflammation® im Respirationstrakt erbrachten. Sie fanden 1996 heraus, dass
die lokale Applikation von dem Neurotoxin Capsaicin, die elektrische Stimulation des
Nervus vagus und die Exposition gegenuber Zigarettenrauch in Ratten und
Meerschweinchen zu einer erhdhten Extravasation des Plasmaproteins fuhrten. Diese

war sowohl im oberen (Nasenschleimhaut, Epiglottis, Stimmbander) als auch im



unteren Respirationstrakt (von der Trachea bis zu den Bronchiolen) vorhanden. Nach
Vorbehandlung mit Capsaicin bzw. Gabe von Rezeptorantagonisten fur Substanz P
wurde keine Erhohung der Gefallpermeabilitdt mehr festgestellt [57].

Im Hinblick darauf stellten die Forscher die folgende Hypothese auf: Neben der
Ausschuttung von Histamin, Bradykinin und Acetylcholin spielt die Freisetzung von
Tachykininen aus Nervenendigungen, die fur Capsaicin sensibel sind, eine bedeutende
Rolle bei der Erhohung der Gefallpermeabilitat [56,57]. Dies wiurde bedeuten, dass bei
Krankheiten wie COPD und Asthma die hier beschriebene, durch Tachykinine
vermittelte neurogene Komponente der Inflammation einen nicht unbetrachtlichen Teil

zu der allgemeinen Entzundung der Atemwege beitragt.

Bronchokonstriktion

Tachykinine vermitteln eine potente Kontraktion der glatten Muskulatur der Atemwege.
Der kontraktile Effekt der Tachykinine konnte sowohl in vivo als auch in vitro in
mehreren Studien gezeigt werden. Untersuchungen an Bronchialkarzinomgewebe von
Rauchern bzw. Ex-Rauchern zeigten, dass NKA sowohl in vitro als auch in vivo eine
starkere Bronchokonstriktion als SP vermittelt [40] und dass NKA ein zwei- bis dreimal
potenterer Konstriktor als Histamin und Acetylcholin ist [66]. Die durch NKA vermittelte
Bronchokonstriktion ist in den kleineren Atemwegen deutlicher ausgepragt als in den
grolderen [31].

FUr ein besseres Verstandnis der Zusammenhange, die sich wahrend der Tachykinin-
vermittelten Bronchokonstriktion in humanen entzindlichen Atemwegen abspielen, sind
auch mehrere in vivo - Studien bei Asthmapatienten durchgefuhrt worden. Die
Applikation von SP bzw. NKA erfolgte hierbei durch Inhalation oder intraventse Gabe.
In diesen Arbeiten wurde bestatigt, dass die Inhalation von SP eine Bronchokonstriktion
bei Asthmapatienten verursacht [7]. Hohe Dosen von SP flhrten zu einem signifikanten
Abfall der FEV4, des Blutdrucks, und einem Anstieg der Herzfrequenz [17,19].
Aulerdem reagierten Asthmapatienten empfindlicher auf SP und NKA als Gesunde. Die
bei Asthmapatienten durch Inhalation von SP und NKA hervorgerufene Kontraktion
konnte durch die Vorbehandlung mit Substanzen wie Natriumcromoglycin und
Natriumnedocromil aufgehoben werden [19,38]. Interessanterweise hat NKB im
Gegensatz zum Meerschweinchen beim Menschen keinen Einfluss auf die

Bronchokonstriktion [4].



Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass SP und NKA nur einen indirekten Einfluss auf
die Bronchokonstriktion beim Menschen haben. Der exakte Mechanismus der

Wirkungsweise dieser Neurotransmitter ist derzeit noch unklar.

1.3. Tachykininrezeptoren

1.3.1. Lokalisation und Expression

Wie aus heutigen wissenschaftlichen Studien hervorgeht, werden sowohl Tachykinine
als auch Tachykinrezeptoren beim Menschen in mehreren Geweben und Zellen
exprimiert [79]; darunter fallen auch das Bronchialgewebe und einige der Immunzellen.
Im Vergleich zu Nagetieren sind Tachykinin-enthaltende Nervenfasern im humanen
Gewebe eher selten vertreten [42]. In den humanen Atemwegen machen Tachykinin-
sensible Nervenfasern nur 1 % der gesamten Nervenfasern aus, im Vergleich dazu sind
es beim Meerschweinchen 60 % [15]. Dennoch wurden Nervenfasern mit SP-ahnlicher
Immunreaktivitat bisher im und unterhalb des Epithels des Larynx, der Trachea, der
Bronchien und Bronchiolen, der distalen Atemwege und vereinzelt in den Alveolen
gefunden [14,54,59]. NKA-ahnliche immunreaktive Nervenfasern wurden beim
Menschen im Umfeld intrinsischer Neurone der lokalen bronchialen Ganglien und in der
glatten Muskulatur der Bronchien nachgewiesen [76]. In den letzten Jahren konnte auch
gezeigt werden, dass Tachykinine von einigen Zellen des Immunsystems prasentiert
werden [32,42].

Substanz P, Neurokinin A und Neurokinin B interagieren mit den Zielorten der
Atemwege mittels spezifischer Rezeptoren — den Tachykininrezeptoren NKy, NK; und
NKs. Ein weiteres Mitglied dieser Tachykininfamilie ist erst vor kurzem entdeckt und als
NK4-Rezeptor benannt worden. Jedes der Tachykinine kann als voller Agonist fur die
drei Rezeptoren wirken, SP bevorzugt jedoch den NK;i-Rezeptor, NKA den
NK2-Rezeptor und NKB praferiert den NK3;-Rezeptor [60,72].

Mit Hilfe von Tachykininrezeptorantikérpern wurden NK;- und NK,-Rezeptoren in einer

immunhistologischen Studie beim Menschen in glatter Bronchialmuskulatur, bronchialen



Drusen, bronchialen Gefalken, Nerven und in Entziindungszellen wie Mastzellen,
Makrophagen und T-Lymphozyten nachgewiesen [63]. Der NK;-Rezeptor wurde
zusatzlich sowohl auf humanen als auch auf murinen Lymphozyten und auf humanen

Makrophagen im Sputum gefunden [18,32].

Im Vergleich dazu war die Existenz des NKs-Rezeptors im humanen
Respirationsgewebe lange Zeit umstritten. Die Expression des NKs-Rezeptors und des
fur dieses Tachykinin kodierenden Gens Preprotachykinin-Il konnte erst 2004 mittels
RT-PCR in einer breit angelegten Untersuchung von Tachykininen und

Tachykininrezeptoren in den humanen Atemwegen nachgewiesen werden [71].
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Abb. 1. Schematische Darstellung der Affinitat der Tachykininrezeptoren.

1.3.2. Regulation

Flr das bessere Verstandnis der pathophysiologischen Zusammenhange in humanen

Atemwegen wahrend chronisch entzlindlicher Prozesse ist nicht nur die Frage nach der
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Lokalisation und Expression der Neurotransmitterrezeptoren, sondern auch die Frage

nach der Regulation bzw. Modulation dieser Rezeptoren zu beantworten.

Aus dem oben Gesagten ergibt sich, dass Tachykinine unter anderem an der neurogen
vermittelten Entzindung und der Bronchokonstriktion in den Atemwegen beteiligt sind
und dass sie ihre Wirkung Uber spezifische Rezeptoren entfalten.

In funktionellen Studien an isoliertem Lungengewebe wurde gezeigt, dass
pharmakologisch hergestellte Antagonisten der Tachykininrezeptoren einen Teil der
Tachykinin-vermittelten Effekte teilweise aufheben kdnnen. Diese positiven Ergebnisse
konnen eine Grundlage fir die Entwicklung einer neuen pharmakologischen
Substanzklasse fur die Behandlung chronisch entzindlicher Erkrankungen wie COPD
bilden.

Diese Substanzen haben ihren Angriffsort direkt an den Tachykininrezeptoren. Damit
sie gezielt als neue Medikamente eingesetzt werden konnen, ist es von enormer
Bedeutung, sich ein genaueres Bild Uber die Regulation der fur diese Rezeptoren

kodierenden Gene zu machen.

Aufgrund des hohen Aufwandes bei der Beschaffung von humanen Gewebeproben und
der eingeschrankten Untersuchungsmoglichkeiten bei dieser Art von Studien sind
bisher nur wenige Experimente zur Regulation der Expression der Tachykinin-
rezeptoren bei entzindlichen Erkrankungen im humanen Respirationstrakt durchgefihrt
worden. Die vorhandene Datenlage reicht bisher nicht aus, um die komplexen Prozesse
der Regulation von Tachykininrezeptoren in humanen Atemwegen zu verstehen.

Unter dem Gesichtspunkt, dass es zur Zeit keine effiziente Therapie der COPD gibt und
nur eine symptomatische medikamentdése Therapie zur Verfigung steht, ist es klar,
dass auf diesem Gebiet weitere wissenschaftliche Studien durchgefihrt werden
mussen, die sich mit den pathophysiologischen Zusammenhangen im Rahmen
chronisch entzundlicher Erkrankungen in humanen Atemwegen beschaftigen.
Gegebenfalls konnten dann in der Zukunft neue wirksame Medikamente gegen die
Volkskrankheit COPD entwickelt werden.
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2 Methoden

2.1. Gewinnung der Proben

Die Studie wurde durch die zustandige Ethikkommission der Freien Universitat Berlin
genehmigt.

Sie erfolgte in enger Zusammenarbeit mit der Lungenklinik Heckeshorn. Unser
Patientengut setzte sich aus stationaren und ambulanten Patienten dieser Kilinik
zusammen, welche sich im Rahmen ihrer Erkrankung entweder einer therapeutischen
oder diagnostischen Bronchoskopie unterzogen. Die Patienten wurden vor dem Eingriff
mit Midazolam i. v. und Atropin i. m. pramediziert. Wahrend des Eingriffs wurde zur
lokalen Betaubung 2 % - ige Lidocainldsung angewandt.

Die ca. 2 - 4 mm groRen Schleimhautbiopsien wurden von den behandelnden Arzten
der Klinik gewonnen, meist aus dem Gebiet der Carina der Trachea. Bei Patienten mit
schon bekanntem Bronchialkarzinom und bei Patienten mit Verdacht auf einen
bdsartigen Prozess in der Lunge wurde explizit darauf geachtet, dass die Gewinnung
des Probenmaterials nicht aus der Tumorregion stammt. Die Entscheidung Uber die
Aufteilung der Patienten in die zugehoérige Gruppe wurde einerseits anhand der FEV;-
Werte, andererseits anhand des morphologischen Bildes der Bronchialschleimhaut
direkt bei der Bronchoskopie getroffen.

Die spirometrisch gemessenen FEV;—Werte wurden im Rahmen der klinischen
Vorbereitung fur die Bronchoskopie in der Lungenklinik Heckershorn bzw. in
ambulanten Arztpraxen erhoben. Diese Werte waren bei allen Kontrollen und bei
26 Patienten mit COPD bekannt. Bei drei ambulanten Patienten wurde keine
Spirometrie durchgefihrt. Die Zuordnung dieser drei Patienten zu der COPD-Gruppe
erfolgte einerseits aufgrund der schon in fruheren klinischen Aufenthalten gesicherten
Diagnose der COPD und anderseits aufgrund des sich bei der Bronchoskopie
bietenden morphologischen Bildes.

Grundsatzlich von der Studie ausgeschlossen wurden Patienten mit
Infektionskrankheiten wie Tuberkulose oder AIDS und Patienten, die mit einer Chemo-
bzw. Strahlentherapie unmittelbar vor der Bronchoskopie im Rahmen ihrer malignen

Erkrankung behandelt wurden. Bei Tuberkulose und AIDS handelt es sich um
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Krankheiten mit einem eigenen Inflammationsprofil, welches mit dem der COPD
interagieren und somit den Expressionslevel der Rezeptoren beeinflussen konnte. Weil
durch Chemo- oder Strahlentherapie ein Untergang gesunder Zellen induziert wird, ist
hierbei eine Veranderung des Expressionsverhaltens der Rezeptoren sehr
wahrscheinlich.  Eine  Dauertherapie = mit Steroiden war ebenfalls ein

Ausschlusskriterium.

Zu jeder entnommenen Probe ist ein Datenblatt mit den Initialen des Patienten, dem
Alter, dem Geschlecht, der gemessen forcierten Einsekundenkapazitat FEV, Ist/Soll
und der Hauptdiagnose ausgefillt worden. Diese Daten wurden den Patientenakten
entnommen.

Das gewonnene Material wurde sofort nach der Entnahme in ein beschriftetes RNase-
freies Reaktionsgefald gegeben und dieses in zerkleinertes Trockeneis gelegt. Dann

wurden die Proben bis zur weiteren Verarbeitung bei —80 °C aufbewahrt.

2.2. Aufarbeitung der Proben

2.2.1. RNA-Gewinnung

Die RNA-Extraktion erfolgte unter einem Abzug auf einem RNase-freien Arbeitsplatz.
Die RNase-freien Reaktionsgefalie [Eppendorf] wurden in einem Behalter mit flissigem
Stickstoff von der Klinik ins Forschungslabor transportiert und erst kurz vor der

Homogenisierung auf Eis gegeben.

Homogenisierung

Das Dispergierwerkzeug [Polytron, Kinematica] wurde vor Aufarbeitung der Proben
30 min in einer 3 % H0,-Lésung desinfiziert und danach mit reichlich Aqua dest.
abgespult. Pro Praparat wurden 500 — 600 yl RNAzol [Roth] hineinpipetiert, und das
Gewebe vorsichtig mit dem Gerat homogenisiert. Das entstandene Homogenisat wurde

in ein anderes RNase-freies Reaktionsgefal® umgefullt und auf Eis gestellt.
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Nach jedem Probenwechsel wurde das Dispergierwerkzeug mit 3 % H2O,, zweimal mit

Aqua dest. und anschlieRend mit 100 % Ethanol fir 10 min zum Desinfizieren gespult.

Extraktion

In jedes Reaktionsgefal® wurden 100 pl =20 °C kaltes Chloroform [Roth] hineinpipettiert.
Die Proben wurden geschuttelt, fur 15 s gevortext und fur ca. 15 min auf Eis stehen
gelassen. AnschlieBend wurden die Ansatze fur 15 min bei 10.000 x g und 4 °C
zentrifugiert [Mikroliter 1394, Hettich]. Dabei bildeten sich drei verschiedene Phasen

aus.

Prazipitation

Die obere wassrige Phase wurde vorsichtig abpipettiert und in ein neues beschriftetes
Reaktionsgefal® uberfuhrt, die Ubrig gebliebene Interphase und die untere phenolische
Phase wurden verworfen. Beim Pipettieren ist gleichzeitig das Volumen der wassrigen
Phase gemessen worden. Ein gleiches Volumen eiskaltes (-20 °C) Isopropanol [Roth]
wurde hinzugegeben und vorsichtig geschuttelt. Dann wurde die RNA bei —20 °C Uber
Nacht ausgefallt. Anschlielend wurden die Proben erneut bei 10.000 x g und 4 °C fur
15 min zentrifugiert, wobei sich am Boden des Reaktionsgefalles ein weillich-

durchsichtiges Pellet bildete.

Waschen

Der Uberstand aus den ReaktionsgefaRen wurde abgegossen bzw. abpipettiert und die
Pellets mit ca. 500 pl 70 % Ethanol [Roth] gewaschen. Anschlieliend wurden die Pellets
erneut bei 14.000 U/min und 4 °C fur 5 - 8 min zentrifugiert. Nach dem Zentrifugieren
wurde der Uberstand vorsichtig abgegossen, abpipettiert und die Pellets wurden erneut
gewaschen. Dieser Waschvorgang wurde dreimal wiederholt. Nach dem letzten
Zentrifugieren wurde der Uberstand soweit wie mdglich abpipettiert und die Pellets
wurden fur ca. 15 - 30 min zum Trocken auf Eis stehen gelassen. Danach wurden die
Pellets je nach Grofe in 20 - 30 yl Aqua dest. aufgeldst.

14



Kontrolle und Messung

Quantifizierung und Qualitatskontrolle der extrahierten Total-RNA erfolgten photo-
metrisch sowie gelelektrophoretisch. Fur die Mengenberechnung gilt naherungsweise
1 ODzxo = 40 pg RNA. Um die Reinheit der isolierten RNA zu beurteilen
(Kontaminationsgefahr mit aus der Interphase stammendem Protein) wurde der
Quotient ODgo / OD2gg photometrisch berechnet, dieser lag stets zwischen 1,7 und 2,1.
Mittels gelektrophoretischer Darstellung der RNA auf einem 1% - igen Agarosegel
wurde eine Degradation ausgeschlossen. SchlieRBlich wurde die RNA auf 1 pg/ul

verdunnt, aliquotiert und bei —80 °C gelagert.
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2.2.2 Fixieren und Schneiden der Schleimhautbiopsie

Reagenzien:
Zamboni
e 150 ml Pickrinsaure [Merck]
e 50 ml Formaldehyd (37 %) [Roth]
e 500 ml Natriumphosphatpuffer (200 mM) (s. u.)
e 350 ml Aqua dest.

Natriumphosphatpuffer (200 mM)
e 154,8 ml 1 M Dinatriumhydrogenphosphat [Roth]
e 45,2 ml 1 M Natriumdihydrogenphosphat [Roth]
e ad 11 Aqua dest.

Kryoprotektionspuffer
e 180 g Saccharose [Roth]
e ad 11100 mM Natriumphosphatpuffer (s. 0.)

Durchfihrung

Das Gewebestlck wurde 6 h in 10 Vol. Zamboni fixiert und viermal 1 h sowie einmal
uber Nacht in 100 mM Natriumphosphatpuffer gewaschen. Zum Gefrierschutz wurde es
uber Nacht in Kryoprotektionspuffer eingelegt, danach in flissigem Stickstoff
eingefroren und bis zur Weiterverarbeitung bei —80 °C gelagert.

SchlieRBlich wurde das so vorbehandelte Gewebestlick mit Tissue Tek [O.C.T.-
Compound, Sakura] auf dem Probenplattchen des Krystaten [500 OM Microm, Walldorf]
befestigt, und es wurden 8 uym dicke Gefrierschnitte angefertigt. Diese wurden auf
Objekttrager aufgebracht und 30 min getrocknet.

Zur besseren Darstellung der Gewebsstrukturen erfolgte anschlieRend eine HE-

Farbung des Gewebes.
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2.3. Reverse Transkription

Reagenzien:
e Random Hexamer (50 M) [Roche]
e Aqua dest.
e dNTP-Mix (2 mM) [MPI Fermentas]
e 5 x Erststrangpuffer [Life Technologies]
e DTT (100 mM) [Life Technologies]
e Superscript-1I-Reverse Transkriptase (200 U/ul) [Life Technologies]

Durchfuhrung:

2 ug RNA wurden mit 2 yl Random Hexamer versetzt und durch Inkubation fur 10 min
bei 70 °C und anschlielendes Abschrecken fur eine Minute auf Eis denaturiert. Dann
wurden pro Ansatz 4 pl Aqua dest., 5 yl dNTP-Mix, 4 ul Erststrangpuffer, 2 yl DTT und
1 I Superscript-1I-Reverse Transkriptase zugegeben. Der 20 ul - Ansatz wurde dann
fur 10 min bei Raumtemperatur, fur 60 min bei 42 °C und fir 10 min bei 70 °C inkubiert.

Das fertige Produkt wurde vor der weiteren Verarbeitung bei —20 °C aufbewahrt.

2.4. Qualitative Polymerasekettenreaktion

Reagenzien:
e Aqua dest.
e dNTP-Mix (2 mM) [MPI Fermentas],
¢ 10 x Reaktionspuffer mit MgCl, [Sigma]
e 5-Primer
e 3'-Primer

¢ Gold-Tag-DNA-Polymerase (1 U/ul) [Applied Biosystems]

Durchfiihrung:
Zu 1 yl RT-Produkt wurden 32 yl Aqua dest., 7,5 yl dNTP-Mix, 5 pl 10 x Reaktionspuffer
mit MgCly, 2 ul 5’-Primer, 2 ul 3’-Primer und 0,5 pl Gold-Tag-DNA-Polymerase pipettiert.
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Als Negativkontrollen dienten PCR-Ansatze ohne RT-Produkt zum Ausschluss einer
Kontamination mit Template sowie PCR-Ansatze mit RNA ohne Reverse Transkriptase-
Reaktion zur Erkennung einer Kontamination mit genomischer DNA. Aufderdem wurden
die Primer, wann immer moglich, so gewahlt, dass sie Intron-tberspannend waren. Die
Primerauswahl wurde mit Hilfe der ,Primer Express® - Software [Applied Biosystems]
durchgefuhrt.

Das Amplifikationsprogramm war: 1 Zyklus: 10 min 94 °C; 40 Zyklen: 30 s 94 °C,
45 s 55 — 65 °C (je nach Primer), 1 min 72 °C; 1 Zyklus 10 s 72 °C. Als Thermocycler
wurde der GeneAmp 9600 [Applied Biosystems] verwendet.

Es wurden die folgenden Primer verwendet:

GAPDH Forward Primer: 5-GAAGGTGAAGGTCGGAGTC-3’
GAPDH Reverse Primer: 5-GAAGATGGTGATGGGATTTC-3’

NK4-Rezeptor Forward Primer: 5-GACCGCTACCACGAGCAA-3’
NK-Rezeptor Reverse Primer: 5-TGATGTAGGGCAGGAGGAAGA-3’

NK2-Rezeptor Forward Primer: 5-GTCTATGCCAGCCACAACATC-3’
NK2-Rezeptor Reverse Primer: 5-ATGTACCTGTCGGCAGCAAT-3’

NK3-Rezeptor Forward Primer: 5-CCAACCTCACCAACCAGTT-3’
NKs-Rezeptor Reverse Primer: 5-CAGGATGATCCAGATGACGATG-3°

Alle Primer wurden von der Firma TIB MOLBIOL geliefert. Sie wurden in der
Konzentration von 20 yM/ml verwendet.
Die PCR- Produkte wurden gelektrophoretisch dargestellt. Die Spezifitat des jeweiligen

Amplifikates wurde durch Sequenzierung verifiziert.
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2.5. Glasmilchreinigung

Reagenzien:
e Natriumjodid (6 M) [BIO 101]
e Glasmilchsuspension [BIO 101]
e Waschpuffer [BIO 101]
e Aqua dest.

Durchfiuhrung:

Die zu isolierende DNA-Bande wurde unter UV-Licht mit einem Skalpell aus dem
Agarosegel herausgeschnitten und das Gelstickchen in drei Vol. Natriumjodid bei
55 °C geschmolzen. Dann wurde grundlich suspendierte Glasmilchsuspension
(ca. 1 yl/ 500 ng DNA) hinzugegeben und fir mindestens 15 min langsam geschittelt,
so dass die DNA an die Silikapartikel binden konnte. Danach wurde zentrifugiert
(10.000 x g, 10 s) [Mikroliter 1394, Hettich] und das Pellet dreimal mit Waschpuffer
gewaschen. Aus dem getrockneten Pellet wurde die DNA durch Inkubation fir 5 min bei
55 °C mit Aqua dest. eluiert. Weil eine Glasmilchreinigung nachfolgende enzymatische
Reaktionen inhibieren kann, wurde das Eluat nochmals zentrifugiert (10.000 x g, 1 min)
und bis auf einen winzigen Rest am Boden des Reaktionsgefalles in ein neues
Reaktionsgefal® Uberfuhrt.

2.6. DNA-Sequenzierung

Reagenzien:
e AmpliTag-FS-Big-Dye-Terminator-Premix [Applied Biosystems]
e Primer (5 yM) [TIB MOLBIOL]
e EDTA (50 uM, pH 8,0) [Roth]
e Aqua dest.

Durchfuhrung:

Der Sequenzierreaktionsansatz setzte sich aus 4 yl AmpliTaqg-FS-Big-Dye-Terminator-
Premix, 1 pl Primer, DNA (entweder 10 - 1000 ng PCR Produkt oder 200 - 250 ng
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Plasmid) und Aqua dest. (Reaktionsvolumen 15 ul) zusammen. Das
Amplifikationsprogramm war: 25 Zyklen: 10 s 96 °C, 5 s 50 — 60 °C (je nach Primer),
4 min 60 °C. Als Thermocycler wurde der GeneAmp 9600 [Applied Biosystems]
verwendet. Nach erfolgter PCR wurde der Reaktionsansatz mit Aqua dest. auf 100 pl
aufgeflllt und mit Ethanol prazipitiert. Das getrocknete Pellet wurde in 4 pul EDTA
aufgenommen, 2 min auf 90 °C erhitzt und auf Eis gestellt. Die automatische
Sequenzierung aus diesem Ansatz wurde mit dem ABI PRISM 310 Genetic Analyzer

[Applied Biosystems] durchgefuhrt.

2.7. Agarosegelektrophorese

Reagenzien:
e Agarose [Life Technologies]

e 50xTAE

0 242 g Tris-Base [Roth]

o 57,1 ml Eisessig [Roth]

o 100 ml EDTA (500 mM, ph 8,0) [Roth]
— ad 11 Aqua. dest.

e Ethidiumbromid (0,5 %) [Serval]

¢ 10 x DNA-Probenpuffer
0 200 mM EDTA (ph 8,2) [Roth]
o 50 Vol-% Glyzin (87%) [Roth]
o 0,25 % Bromphenolblau [Sigma]
o 0,25 % Xylenzyanol [Sigma]

— sterilfiltrieren

e 100 bp-Leiter [Life Technologies]

Durchfihrung:

Die Agarose wurde in einer Konzentration von 1,5 % in 1 x TAE durch Kochen geldst,
mit Ethidiumbromid ( 5ul von o. g. Stammlésung pro 100 ml) versetzt und in einen
abgedichteten Gelschlitten gegossen, in welchem ein Gelkamm eingesetzt war. Nach
dem Abkuhlen und Erharten wurde der Kamm gezogen und das Gel mitsamt dem

Schlitten in eine Gelkammer gesetzt, in welcher der Laufpuffer (1 x TAE) das Gel
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vollstandig bedeckte. Die mit DNA-Probenpuffer versetzten Proben wurden vorsichtig in
die Geltaschen pipettiert. Als Marker wurde meist eine 100 bp-Leiter verwendet. Die
elektrophoretische Auftrennung erfolgte bei 100 - 120 V [Electrophoresis Power Supply
Model 493, ISCO] bis zur gewunschten Laufstrecke. Das sich in die Tertiarstruktur der
Nukleinsauren interkalierende Ethidiumbromid ermoglicht die Visualisierung der DNA
bei 312 nm mit einem UV-Transilluminator [Fluo-Link, Vilber Lourmat]. Zur
Dokumentation wurde eine Sofortbildkamera mit Anschluss an einen Computer
verwendet [MP-4, Polaroid].

2.8. Quantitative Polymerasekettenreaktion

2.8.1. Das Prinzip der TagMan- PCR

Neben den Primern gibt es bei dieser Methode die TagMan-Sonde als dritten
spezifischen Mitspieler im Rahmen der PCR-Amplifikation. Die PCR bedient sich der
Nukleaseaktivitat der Tag-Polymerase, um die TagMan-Sonde wahrend dieser Reaktion
zu spalten. Die Sonde besteht aus einer zu der Zielsequenz komplementaren
Basensequenz. Am 5-Ende ist sie mit dem Fluoreszenzfarbstoff FAM (6-Karboxi-
fluoreszein), einem Fluoreszeinderivat, markiert; dieser Farbstoff fungiert als der
Reporter. Am 3-Ende ist die Sonde mit dem Farbstoff TAMRA
(6-Karboxitetramethylrhodamin), einem Rhodaminderivat, markiert; dieser Farbstoff
fungiert als der Quencher.

Wahrend der Reaktion werden der Reporter und der Quencher voneinander getrennt,
was eine vermehrte Fluoreszenz des Reporters zur Folge hat. Die Akkumulation des
PCR-Produktes wird direkt durch einen Anstieg der Fluoreszenz des Reporters
gemessen.

Wenn die Sonde intakt ist, wird durch die Nahe der beiden Farbstoffe die Fluoreszenz
des Reporters unterdruckt. Im Fall, dass die gesuchte Basensequenz vorhanden ist,
bindet die Sonde wahrend der PCR spezifisch an den Einzelstrang der DNA zwischen
den Bindungsstellen des Forward und des Reverse Primers. Die Spaltung der Sonde

zwischen Quencher und Reporter mittels der nukleolytischen Aktivitdt der Tag-
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Polymerase erfolgt nur im Fall, dass die Sonde zu der passenden Basensequenz
hybridisiert. Die Teile der Sonde werden von der Angriffsstelle entfernt und die
Polymerisation des Stranges kann fortgesetzt werden. Das 3’-Ende der Sonde ist
blockiert, damit es nicht zu einer Verlangerung der Sonde wahrend der PCR kommen
kann. Dieser Prozess findet in jedem Zyklus statt und beeinflusst nicht die Akkumulation
des PCR-Produktes. Nur wenn die Zielsequenz komplementar zu der Sonde ist und die
Zielsequenz wahrend der PCR amplifiziert wird, kommt es zu einem messbaren Anstieg

des Fluoreszenzsignals.

5 3
3 5
5 3’ Sonde

R Q

Abb. 2. Prinzip der Amplifikation bei der TagMan-PCR, R: Reporter.Q: Quencher.
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Reagenzien:
e Master Mix mit dNTP-Mix, Puffer, Dekontaminator, Anti-Taq-Gold-Polymerase
[Applied Biosystems]

e Aqua dest.
e 5-Primer
e 3'-Primer

e TagMan-Sonde

Durchfihrung:

1 ul RT-Produkt wurde mit 12,5 pl Master Mix, 9,75 pl Aqua dest. 0,75 pl 5’-Primer,
0,75 yl 3’-Primer und 0,25 pl TagMan-Sonde versetzt. Als Reaktionsgefalle wurden
spezielle MicroAmp Optical Tubes mit entsprechenden MicroAmp Optical Caps [Applied
Biosystems] verwendet. Als Negativkontrollen dienten PCR-Ansatze ohne RT-Produkt
zum Ausschluss einer Kontamination mit Template sowie PCR-Ansatze mit RNA ohne
Reverse Transkriptase - Reaktion zur Erkennung einer Kontamination mit genomischer
DNA. Aulierdem wurden die Primer, wann immer mdglich, so gewahlt, dass sie Intron-
uberspannend waren. Die Primer- Auswahl wurde mit Hilfe der ,Primer Express® — Soft-
ware [Applied Biosystems] durchgeflihrt. 1:2-Verdliinnungsreihen mit codierender DNA
(cDNA) aus den zu vermessenden Geweben (Lungengewebe, gewonnen wahrend
Lobektomie) dienten der Anfertigung von Standardkurven, welche das gesamte Mess-
spektrum abdeckten und eine sehr geringe Streuung hatten (r > 0,98). Der besseren
Vergleichbarkeit wegen wurden alle RT-Produkte im selben PCR-Lauf amplifiziert.

Das Amplifikationsprogramm war: 1 Zyklus: 2 min 50 °C; 10 min 95 °C; 40 Zyklen 15 s
95 °C, 1 min 60 °C. Als Thermocycler wurde der ABI PRISM 7700 Sequence Detector
[Applied Biosystems] verwendet, welcher eine Echtzeitanalyse der Amplifikation
ermdglicht. Die Auswertung erfolgte durch die ,Sequence Detection System-Software®

[Applied Biosystems].

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die oben genannten Primer und die
folgende Sonden [TiB MOLBIOL] verwendet:

Far GAPDH: 5 — 6 FAM-CAAgCTTCCCgTTCTCAgCCXT p
Far NK4-Rezeptor: 5’ — 6 FAM — CCACGACAATCATCATTTTGACCACCXTTG p
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Fir NK2>-Rezeptor: 5" — 6 FAM — CAGCCATGTTTGTCAGCATCTACXTCCATGA p
Far NKs-Rezeptor: 5 — 6 FAM — CACCATACGCCAGGGACCAGAGAGCXT p

2.8.2. Anpassen und Relationen der Werte

Um die Mittelwerte paralleler TagMan-Laufe miteinander vergleichen zu koénnen,
wurden die erhaltenen Relativwerte durch Multiplikation mit einem entsprechenden
Faktor aneinander angeglichen.

Samtliche Messdaten wurden auf GAPDH bezogen. Da die Expression von GAPDH
nahezu konstant ist (Housekeeping-Gen), kann es als interner Standart in Zellen der
Saugetiere benutzt werden [27].

Die Ergebnisse wurden als Ratio zwischen der zu messenden cDNA und GAPDH

ausgedruckt.
2.8.3. Statistische Auswertung
Unterschiede zwischen der Kontrollgruppe und der COPD-Gruppe wurden bei normaler

Werteverteilung mittels Student t-Test sowie Mann-Whitney-U-Test durch den Vergleich
der beiden jeweiligen Quotienten aus cDNA und GAPDH analysiert.
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3

3.1. Patientenkollektiv

Ergebnisse

Die Patienten wurden anhand der oben genannten Kriterien in zwei Gruppen eingeteilt.

Tab. 2. Kontrollgruppe.

Nr. i[m/w |Alter |FEV1% | FEV1% | Ist/Soll | Hauptdiagnose
IST SOLL
Belastungsasthma, starker Husten, eitriger
8 |m 32 84.0 81.0 103% | Auswurf
15 |m 55 76.7 77.3 99.2% | Metastasiertes BC li. zentral, Filiae re.
V. a. Plattenepithel-CA., Suche nach dem Primar-
16 |w 63 79.1 771 102.6% |tumor, in der Lavage Pap IVa
21 m 64 85.7 75.7 113% |V.a.BC —Tumorsuche
25 |w 73 77.8 75.4 103.2% | Unklarer Rundherd li.
29 |m 73 92.8 741 125.2% | Ausschluss Malignom, Asbestose
Ideopathische Lungenfibrose, DD: undifferenzierte
34 |m 71 82.8 74.6 111% | Kollagenose, cANCA positiv
3. Versuch der Tumorsicherung, Histologie bisher
38 |m 50 77.2 78.2 98.7% | ohne CA-Befund, V. a. BC Mittellappen re.
Adeno-CA des Kolons, Z. n. Hemikolektomie, V. a.
41 |m 77 69.4 73.3 94.6% |BCli. OL
Diabetes mellitus, Mamma-CA bds., Z. n. Mamma-
43 |w 74 71.9 75.0 95.9% | resektion re., Pleurakarzinose bds., Pleuraerguss
44 |m 79.8 74.4 107.3% | Hiluslymphome
V. a. Primérherd pulmonal li. dorsal oder re.
45 |m 73 72.0 741 97.2% | zentral OL, Filiae Knochen und Haut
48 |w 73 82.8 75.2 109% | Colon-CA OP "95, Lungenmetastase
Schwerer Unfall mit Lungentrauma "96, Verlaufs-
49 |w 42 78.4 81.1 96.6% | kontrolle
50 |w 73 89.3 75.2 119% | V. a. Fibrose, Hypertonus
53 |m 59 75.4 76.6 98.4% | Bronchopneumonie im UL, Tumorverdacht
56 |m 76 74.2 73.5 101% | V. a. BC, sonst beschwerdefrei
57 |m 69 74.5 74.8 99.6% | Raumforderung im li. Hauptbronchus

In die Kontrollgruppe wurden nur Patienten eingeschlossen, bei denen keine

gravierenden Atemwegserkrankungen in der klinischen Vorgeschichte bestanden. Alle

Patienten waren Nie-Raucher mit einer normalen Lungenfunktion.

In die Kontrollgruppe wurden 18 Patienten eingeschlossen, sechs Frauen und zwolf

Manner. Das Alter der Patienten bewegte sich zwischen 32 und 77 Jahren (Mittelwert

61 Jahre). Der aus den FEV; Ist / Soll berechnete Quotient lag bei allen im
Normalbereich und Uberschritt 94 %, der Durchschnittswert lag bei 104 %. Der Verdacht

auf eine Neoplasie der Atemwege bzw. Kontrolle einer schon bestehenden malignen
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Erkrankung waren bei 14 Patienten der Grund flr die durchgefiihrte Bronchoskopie mit

Entnahme der Schleimhautbiopsien.

Tab. 3. Patienten mit COPD.

Nr. Im/w |Alter |[FEV 1% FEV 1% |Ist/Soll | Hauptdiagnose
IST SOLL
9 |m 52 60.4 78.0 77.4% Plattenepithel-CA li. zentral
V. a. BC |Ili. zentral, intrapulmonale
10 [m 77 67.3 73.3 91.8% Metastasen
Adeno-CA re. parasternal, Kontrolle
17 |m 63 58.2 75.9 76.6% nach OP
18 |w 56 74.4 79.2 93.9% |V. a. Lungenfibrose, seit 4 Jahren COPD
nicht
19 |m 82 vorhanden V. a. BC re. Mittellappen, COPD
20 |m 67 68.7 75.2 91.3% |V.a.BCre. UL, COPD
22 |w 74 58.7 75.0 78.2 Z. n. UL-Resektion, Infiltrat re. OL
Schwere COPD, Tumorsicherung bei V.
23 |m 69 7.7 74.8 103.8% |a.BCimre. OL
24 |m 57 35.5 V. a. COPD, Ausschluss BC
26 |w 56 51.2 78.5 65.2% | V. a. BC zentral
V. a. BC re., vergrofierte
27 |w 66 62.6 76.6 81.7% supraklaviculare Lymphknoten
Unklarer Auswurf, unklarer Befund re.
28 |m 71 56.6 74.4 76.1% |OL
Z. n. Pneumonie li. basal, Rundherd lIi.
30 |w 55 52.0 78.8 66% unten
nicht Diffuse Lungenerkrankung, trockener
31 |m 57 vorhanden Husten, Luftnot
Neu aufgetretener Herd li. OL., Z.n.
32 |w 71 50.6 75.6 66.9% Hemikolektomie
33 |m 74 445 73.9 60.3% | V. a. BC peripher
35 |m 66 55.6 75.3 73.8% Abszendierender Tumor im Mittellappen
36 |m 73 68.9 74.1 93% V.a.BC
V. a. BC re., Pleuraerguss, Metastasen
37 |m 51 754 78.0 96.6% | (HWS, Becken)
Z. n. OL-Resektion li."99 wegen Adeno-
39 |m 61 544 76.2 71.4% CA. Tumorrezidiv li. UL
Raumforderung re. OL bei operiertem
40 |m 85 58.4 71.9 81.2% Colon-CA, diffuse Filiae, primares BC
V. a. Pancoasttumor re. OL, Plexusmit-
42 |m 65 51.4 75.5 68.1% beteiligung
UL-Resektion bei BC, Blasen-CA, KHK,
46 |m 67 57.8 75.2 76.9% Magenresektion
47 |m 72 38.9 74.3 52.3% COPD und Emphysem seit '94, KHK
Z. n. BC und oberer Bilobektomie.
51 |m 77 45.0 73.3 61.4% | schwere COPD
52 |w 70 68.6 75.8 90.5% | COPD, hyperreagibles Bronchialsystem
nicht V. a. BC re. zentral, respiratorische
54 |m 82 vorhanden Insuffizienz, COPD
55 |m 72 54.0 76.1 71.1% |V.a.BC, COPD
BC li. zentral, chronische Bronchitis,
58 |m 58 51.0 76.8 66.4% COPD
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In die Gruppe mit COPD wurden 29 Patienten eingeschlossen, sieben Frauen und 22
Manner. Der Einschluss in diese Gruppe erfolgte nach den unten genannten Kriterien.
Das Alter der Patienten in dieser Gruppe bewegte sich zwischen 52 und 85 Jahren
(Mittelwert 67 Jahre). Die FEV - Werte lagen im Mittel bei 77 %. Bei drei ambulanten
Patienten waren diese Werte nicht bekannt. Bei 25 der 29 Patienten waren der
Verdacht auf eine Neoplasie der Atemwege bzw. die Kontrolle einer schon bestehenden
malignen Erkrankung der Grund fur die durchgefuhrte Bronchoskopie mit Entnahme der

Schleimhautbiopsien.

Tab. 4. Ein- und Ausschlusskriterien.

Einschlusskriterien Ausschlusskriterien
e Reduzierter AZ des Patienten

e Guter Allgemeinzustand des e Raucher, auch
Patienten Gelegenheitsraucher

¢ Nie-Raucher e Ex-Raucher

e Keine gravierenden e Tuberkulose, AIDS

Kontroligruppe Atemwegserkrankung e Z.n. Chemotherapie
in der Vorgeschichte, e Z.n. Strahlentherapie
BC ausgenommen e Therapie mit Steroiden

e FEV,>90% e FEV,<90 %

e  Spirometrisch bzw. e Akute Exazerbation
morphologisch e Haufige brochopulmonale
nachgewiesene COPD Infekte in der Vorgeschichte

COPD-Gruppe e Bereits bestehende COPD » Tuberkulose, AIDS
in der Vorgeschichte e Z.n. Chemotherapie
des Patienten e Z.n. Strahlentherapie
e Therapie mit Steroiden
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3.2. Histologisches Bild einer Schleimhautbiopsie

In dieser Arbeit untersuchten wir stecknadelkopfgrofle Schleimhautbiopsien, die
wahrend der Bronchoskopie entnommen wurden. Um zu zeigen, dass es sich um
intaktes Gewebe handelt und alle wichtigen Strukturen vorhanden sind, wurde eine der

Biopsien von uns mikroskopiert.

Abb. 3. Exemplarisches histologisches Bild einer Schleimhautbiopsie aus der Carina der Atemwege, HE -
Farbung. RE: Respiratorisches Epithel. BM: Basalmembran. D: Driisen.
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3.3. Ergebnisse der qualitativen PCR

Mit Hilfe der RT-PCR wurden der NKj-, der NKy- und NK3-Rezeptor in den Schleim-
hautbiopsien humaner Atemwege nachgewiesen. Fur jeden der Neurokininrezeptoren
wurden jeweils zwei Proben und eine Negativkontrolle gewahlt. Das
Transkriptionsprodukt fur den NKi-Rezeptor lag bei 121 bp, fur den NK;-Rezeptor bei
125 bp und fir den NK3-Rezeptor bei 119 bp.

Bei allen oben verwendeten Proben wurde ein eindeutiges und starkes Signal fur das
jeweilige PCR-Produkt gefunden. Bei den Negativkontrollen zeigte sich keine

Amplifikation.

«121bp
— T

Abb. 4. Agarosegel mit der Expression des NK;-Rezeptors in Schleimhautbiopsien humaner Atemwege.
M: 100 bp — Leiter als Marker. P1: Patient 1. P2: Patient 2. K: Negativkontrolle.
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Abb. 5. Agarosegel mit der Expression des NK,-Rezeptors in Schleimhautbiopsien humaner Atemwege.
M: 100 bp — Leiter als Marker. P3: Patient 3. P4: Patient 4. K: Negativkontrolle.

Abb. 6. Agarosegel mit der Expression des NK3-Rezeptors in Schleimhautbiopsien humaner Atemwege.
M: 100 bp — Leiter als Marker. P6: Patient 6. P7: Patient 7. K: Negativkontrolle.
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3.4. Ergebnisse der quantitativen PCR
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Abb. 7. Real-time-PCR mit mMRNA-Expression des NK3-Rezeptors

Zur quantitativen Bestimmung der mRNA-Expression von NK-Rezeptoren wurde eine Real-time-PCR
durchgefiihrt. Jede Kurve stellt die Amplifikation einer einzelnen Probe aus der Patientengruppe mit
COPD dar. Je fruher die logarithmische (lineare) Phase erreicht ist, umso niedriger ist der CT-Wert und
umso hdher ist der Expressionslevel des untersuchten Gens.

Um quantitative Veranderungen in der mRNA-Expression der Tachykininrezeptoren zu
messen, wurden die Gewebeproben der COPD-Patienten und der Kontrollgruppe
mittels Real-time-PCR untersucht. Fur alle drei Tachykininrezeptoren wurden zur
Sicherung der Reproduzierbarkeit jeweils mindestens drei Laufe durchgefuhrt. Die
Fluoreszenzintensitat fur jede Amplifikation wurde durch die Intensitat der GAPDH-
Expression dividiert. AnschlieRend wurden die erhaltenen Ergebnisse durch
Multiplikation mit einem Faktor auf eine einheitliche Grol3enordnung angepasst, um die

Relativwerte besser miteinander vergleichen zu konnen.
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Expression des NK;-Rezeptors

Der Mittelwert, der aus drei reproduzierbaren RT-PCR-Laufen berechnet wurde, lag in
der COPD-Gruppe bei 279 und in der Kontrollgruppe bei 250. Der Standardfehler
betrug in der COPD-Gruppe £ 56 und in der Kontrollgruppe + 68. Im Gegensatz zu der
Expression des NK;-Rezeptors (Abb. 9) und des NKj3-Rezeptors (Abb. 10) zeigten die
Real-time-PCR-Laufe beim NK;-Rezeptor keinen signifikanten Unterschied der

Expressionshohe zwischen den beiden Gruppen.
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Abb. 8: Quantitative Expression des NK;-Rezeptors bei COPD-Patienten und in der Kontrollgruppe.
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Expression des NK;- Rezeptors

Beim NKj,-Rezeptor lag der Mittelwert in der COPD-Gruppe bei 113 £ 22 und in der
Kontrollgruppe bei 258 + 70. Bei Patienten mit COPD wurde eine signifikant niedrigere
Expression des NK»>-Rezeptors im Vergleich zur Kontrollgruppe festgestellt (p < 0.05).

350
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Relative Amplifikationsrate

50
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Abb. 9. Quantitative Expression des NK,- Rezeptors bei COPD-Patienten und in der Kontrollgruppe.
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Expression des NK3-Rezeptors

Beim NKs-Rezeptor lag der Mittelwert in der COPD-Gruppe bei 41 + 13 und in der
Kontrollgruppe bei 500 + 288. In der COPD-Gruppe wurde somit ein signifikant
geringerer Expressionsspiegel des NKj;-Rezeptors im Vergleich zu nichtrauchenden

Kontrollen festgestellt (p < 0.05).
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Abb. 10. Quantitative Expression des NK3-Rezeptors bei COPD-Patienten und in der Kontrollgruppe.
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4 Diskussion

Gegenstand der vorliegenden, vergleichenden Experimentalstudie ist die Untersuchung
der Expression und Regulation von Tachykininrezeptoren in humanen Atemwegen.
Ausgangsmaterial fur unsere Untersuchungen waren im Rahmen einer Bronchoskopie
gewonnene Schleimhautbiopsien von Patienten mit COPD. Als Referenzmaterial stand
Lungengewebe von Patienten mit einer normalen Lungenfunktion zur Verfugung. In
allen gewonnenen Gewebeproben beider Patientengruppen wurde mit Hilfe der
TagMan - PCR eine quantitative Analyse der Expression der drei Tachykininrezeptoren
(NK+-R, NK2-R und NK3-R) durchgefihrt.

Kernaussage der vorliegenden Studie ist, dass es bei der Gruppe von Patienten mit
COPD im Vergleich zu den Patienten der Kontrollgruppe zu einer signifikanten
Downregulation der Expression sowohl des NKy-Rezeptors (p < 0,05) als auch des
NKs-Rezeptors (p < 0,05) kommt. Bei der Untersuchung des NKj-Rezeptors wurde
jedoch kein signifikanter Unterschied des Expressionslevels zwischen den zwei

untersuchten Gruppen nachgewiesen.

4.1. Methodenkritik

Im Rahmen der Diskussion der Studienergebnisse bleibt anzumerken, dass die Proben
der Kontrollgruppe nicht von vollig gesunden Patienten stammen koénnen, da die
Bronchoskopie ein invasiver medizinischer Eingriff ist und somit die Probennahme bei
vollig gesunden Patienten aus ethischen Grinden nicht vertretbar ist. Dennoch ergibt
sich bei unserer Studie eine reprasentative Einteilung der Patientengruppen, weil wir
durch eindeutig definierte Ein- und Ausschlusskriterien klar unterscheidbare
Patientengruppen gebildet haben. Es gibt eine grolde Diskrepanz zwischen der
Innervation mit Tachykinin-sensiblen Nervenfasern im murinen und humanen
Atemwegssystem. Da wir die pathophysiologischen Zusammenhange an humanen
Atemwegen in vivo untersuchen wollten, wurde von uns das oben beschriebene

Studiendesign gewahlt.
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Bei der Diskussion und Interpretation der vorliegenden Ergebnisse sind wir uns daruber
im Klaren, dass, um eine vollstandige Aussage Uber Expression und Regulation der
Tachykininrezeptoren treffen zu kénnen, sowohl die Transkriptions- (RNA-Ebene) als
auch die Translationsebene (Proteinebene) untersucht werden sollten. Die
Untersuchung der Tachykininrezeptoren auf Proteinebene war bei unserer Studie aber
deshalb nicht moglich, weil es sich bei dem uns zur Verfugung stehenden Material um
einzelne stecknadelkopfgrofRe Schleimhautbiopsien aus humanen Atemwegen handelt,
so dass das Material zwar fur etliche PCR-Laufe ausreichte, nicht jedoch fur eine

Proteinextraktion und Western Blots.
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4.2. Zigarettenrauch und Tachykinine

Seit mehreren Jahren ist bekannt, dass Tachykinine wie z. B. SP, NKA und NKB und
deren Rezeptoren eine wichtige Rolle im Rahmen chronisch entzundlicher
Erkrankungen wie z. B. Asthma, chronische Bronchitis und COPD spielen. Im humanen
Lungengewebe wurde die Existenz von Tachykininen und Tachykininrezeptoren bereits
gezeigt [39,42]. In einer umfangreichen Studie konnten Mapp und Kollegen NKj- und
NK>-Rezeptoren in vielen Strukturen der zentralen Atemwege — in der glatten
Muskulatur, in Drisen und Pulmonalarterien nachweisen [63].

Aus frihen Arbeiten der neunziger Jahre ist ebenfalls bekannt, dass Tachykinine in
kleinen Zellkdrpern (vorwiegend C-Fasern) der sensorischen Neuronen im Ganglion
nodosum, im Ganglion jugulare sowie in den Hinterstrangganglien synthetisiert werden.
Sie werden zu terminalen Nervenendigungen transportiert und dort gespeichert. Durch
geeignete chemische oder mechanische Stimuli kommt es zu einer Aktivierung der
chemosensiblen C-Fasern und somit zu einer Freisetzung von Tachykininen aus den
terminalen Nervenendigungen mit der bereits beschrieben neurogen vermittelten
Entzindung und anderen durch Tachykinine vermittelten Effekten [55]. Die chronische
Exposition gegenuber Zigarettenrauch stellt bei den Atemwegserkrankungen einen
bedeutenden chemischen Stimulus dar, der im humanen Lungengewebe zur
Freisetzung von den oben genannten Neurotransmittern flhrt [57] und somit einen
bedeutenden Beitrag zu der Ausbildung von chronisch entzindlichen Erkrankungen der

Atemwege leistet.

Heute wird die Inhalation von Zigarettenrauch als einer der bedeutendsten
Risikofaktoren fir die Entwicklung einer chronisch obstruktiven Erkrankung der Atem-
wege angesehen [47]. Bei dem hohen Prozentsatz von Personen, die im taglichen
Leben dem Zigarettenrauch ausgesetzt sind, ist es von aullerordentlichem
medizinischem Interesse, den Einfluss der chronischen Exposition gegenlber
Zigarettenrauch auf die Synthese der Neurotransmitter zu untersuchen.

In letzter Zeit sind zu dieser Thematik mehrere Experimente an Tiermodellen
durchgefuhrt worden. An Meerschweinchen konnten Kwong et al. zeigen, dass nach
chronischer Exposition der Versuchstiere gegenuber Zigarettenrauch die Konzentration

der Substanz P im Bronchialgewebe im Vergleich zu nicht exponierten Tieren erhoht ist.
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Die gesteigerte Antwort auf die chronische Exposition gegenuber Zigarettenrauch
wurde durch die Vorbehandlung der Tiere mit CP-99994 und mit SR-48968, den
Tachykininrezeptorantagonisten fur NK4-R bzw. NK2-R, aufgehoben.

Zusatzlich fuhrte die chronische Inhalation von Zigarettenrauch zu einer vermehrten
Tachykininsynthese im Lungengewebe sowie zu einer erhdhten Sensibilitdt der
Atemwege gegenuber dem Neurotoxin Capsaicin. Im gleichen Experiment wurde nach
einer langeren Exposition der Tiere gegenuber Zigarettenrauch im Vergleich zur
Kontrollgruppe eine erhdhte Expression von b-preprotachykinin (PPT)-mRNa in den
Neuronen der jugularen Ganglien beobachtet [54]. PPT stellt eine Splicevariante des
PPT-A Gens dar. Dieses Gen kodiert flr die Tachykinine SP und NKA, daher ist die
Upregulation des PPT-Gens gleichzeitig ein indirekter Nachweis fur die gesteigerte
Tachykininsynthese in den Neuronen der Tiere als Antwort auf die chronische
Exposition gegenlber Zigarettenrauch.

Die Neurone der jugularen Ganglien sind, wie aus friiheren Arbeiten bekannt ist, fur die

Innervation der Lunge und der gesamten Atemwege verantwortlich [55].

Anhand dieser Daten ist es wahrscheinlich, dass die durch die chronische Exposition
gegeniiber einem Agens induzierte Uberempfindlichkeit der Atemwege in enger
Beziehung zu einer erhohten Synthese der Substanz P und zu einer erhohten
Freisetzung von Substanz P aus den terminalen Nervenendigungen der C-Fasern steht.
Diese Hypothese wird auch durch andere Tierexperimente unterstitzt, bei denen die
Entzindung der Atemwege nicht durch die chronische Inhalation von Zigarettenrauch,
sondern durch die Exposition der Tiere gegenuber Ovaalbumin hervorgerufen wurde. In
diesen Arbeiten wurde bei Meerschweinchen mit inflammatorischen Atemwegen ein im
Vergleich zu gesunden Tieren signifikanter Anstieg der mRNA-Expression von PPT-A
im Ganglion nodosum beobachtet [30].

Die Ergebnisse dieser und weiterer Studien legen nahe, dass es in entzundlichen
Atemwegen neben einer erhdhten Freisetzung der Tachykinine im Respirationstrakt
auch zu einer vermehrten Synthese von Tachykininen in den fur die Atemwege
verantwortlichen Neuronen, kommt (Upregulation). Eine langerfristige Inhalation von
Zigarettenrauch fuhrt zu einer erhohter Tachykininfreisetzung aus den sensiblen
Nervenendigungen in den aktivierten Atemwegen und leistet somit einen Beitrag im

Rahmen der Ausbildung der Uberempfindlichkeit der Atemwege.
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Unter Berticksichtigung dieser Ergebnisse und mit der Gewissheit, dass die Inhalation
von Zigarettenrauch einer der bedeutendsten Risikofaktoren fur die Entwicklung von
chronisch entzundlichen Erkrankungen der Atemwege ist, wird ersichtlich, dass es
weiterer wissenschaftlicher Arbeiten bedarf, um den exakten Zusammenhang zwischen
der chronischen Exposition gegenuber Zigarettenrauch und der Regulation der
Tachykininproduktion zu verstehen. Durch eine erhdhte Tachykininsynthese in den fur
die Atemwege verantwortlichen Neuronen und durch eine erhOhte Freisetzung der
Tachykinine in den Atemwegen, die mitunter durch die langjahrige Exposition gegen-
Uber Zigarettenrauch induziert werden, nehmen Tachykinine eine bedeutende Rolle im
Zusammenspiel mehrerer Faktoren bei der Entstehung der Uberempfindlichkeit der
Atemwege und somit bei der Entstehung chronisch entzindlicher Erkrankungen wie
COPD ein.
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4.3. Expression und Regulation der Tachykininrezeptoren

Eine Mdglichkeit, die Wirkmechanismen, Zusammenhange und verschiedenen Effekte
der Tachykinine und deren Rezeptoren zu verstehen, bieten Experimente mit
Tachykininrezeptorantagonisten. Wahrend Studien, die sich mit der chronischen
Exposition gegenlber Zigarettenrauch befassen, nur auf Tiermodelle beschrankt sind,
werden auf diesem Forschungsgebiet klinische Studien mit Patienten mit chronisch
entzindlichen Atemwegen durchgefuhrt.

Im Hinblick auf die Entwicklung einer neuen Substanzklasse, welche die durch die
Tachykinine vermittelten Wirkungen abschwachen bzw. aufheben wirde, kdnnten sich
fur Patienten mit einer chronisch entzindlichen Erkrankung, wie z. B. COPD oder

Asthma bronchiale, vollig neue Therapieoptionen ergeben.

In den letzten Jahren sind vor allem mit Asthmapatienten zu diesem Thema viele
klinische Studien durchgeflhrt worden. Folgende Substanzen und deren Wirkung auf
die Bronchokonstriktion wurden untersucht: FK244, ein zyklisches Peptid, Antagonist flr
den NK1- und den NKj,-Rezeptor [41,58]; CP-99,994, ein Nichtpeptid, Antagonist fur den
NKi-Rezeptor [29] und FK888, ein Peptid, Antagonist fur den NK;-Rezeptor [36]. Bei
keiner der genannten Studien konnte ein signifikanter Effekt auf die Konstriktion in den
Atemwegen bzw. eine Verbesserung der Lungenfunktionsparameter bei Asthma-
patienten gezeigt werden.

In zwei unterschiedlichen, voneinander unabhangig durchgefiihrten Studien wurde die
Wirksamkeit einiger Tachykininrezeptorantagonisten flir den NKj-Rezeptor in den
Atemwegen untersucht. Es wurden SP 48968 (Saredutant) und MEN11420
(Nepadutant) verwendet. Die Gabe von 100 mg per os SP 48968 fihrte zu einer
signifikanten Inhibition der NKA-vermittelten Bronchokonstriktion mit einer im
Durchschnitt 3-5-fachen Verschiebung der Dosis- Antwort- Kurve fur NKA nach rechts
[80]. In der zweiten Studie hatte die neuntagige Behandlung von Asthmapatienten mit
Saredutant keinen Effekt auf die Lungenfunktionsparameter bzw. die Antwort des
Bronchialsystems auf Adenosin [49].

Demgegenulber steht die Arbeit von Joos und Kollegen. Nach der intravendsen Gabe

von 2 und 8 mg MEN11420 wurde von den Wissenschaftlern eine ahnliche
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Verschiebung der Dosis- Antwort- Kurve nach rechts wie in der oben erwahnten Studie
festgestellt [44].

Lange war man der Uberzeugung, dass nur NK,-Rezeptoren an der
Bronchokonstriktion der isolierten humanen Atemwege beteiligt sind. In den letzten
Jahren konnte jedoch in weiteren in vitro - Studien an Bronchien mit einem kleinen
Durchmesser (ca. 1 mm) und an isolierten humanen Bronchien mittlerer GroRe gezeigt
werden, dass auch uber die NK{-Rezeptoren ein Teil der Bronchokonstriktion vermittelt
wird [5].

Im Weiteren wird die Uberlegung, dass auch NK;-Rezeptoren an der Tachykinin-
vermittelten Bronchokonstriktion beteiligt sind, durch die Ergebnisse einer 2004
durchgefuhrten pharmakologischen Studie gestutzt: Hierbei wurde die Wirksamkeit
eines neuen dualen Antagonisten flir den NK;/NK-Rezeptor mit der Bezeichnung
DNKS333A untersucht. In dieser Studie mit Asthmapatienten hat DNK333A bei 15 von 18
untersuchten Patienten die durch Neurokinin A vermittelte Bronchokonstriktion
verhindert. Die Dosis-Antwort-Kurve fur inhaliertes NKA wurde durch DNK333A

signifikant nach rechts verschoben [45].

Die hier zusammengefassten Ergebnisse lassen demnach die Hypothese zu, dass
sowohl der NKj- als auch der NK>-Rezeptor blockiert werden missen, um einen Effekt
auf die Tachykinin-vermittelte Kontraktion der Bronchien zu erzielen. Dies kdnnte auch
zum Teil die bisher unzureichende Wirkung der pharmazeutischen Rezeptor-
antagonisten erklaren.

Da sowohl Studien mit Tachykininrezeptorantagonisten existieren, die einen Effekt
dieser Substanzen demonstrieren, als auch Studien ohne signifikante Wirkung der
Pharmaka auf die Bronchokonstriktion prasentiert werden, ist die exakte Erklarung fur
diesen Effekt der Tachykinine in humanen Atemwegen bisher nicht gefunden worden,
und es bedarf weiterer Studien mit diesen und ahnlichen Substanzen, um deren Ein-
flisse auf die Konstriktion der Bronchien besser verstehen zu kénnen.

Im Vergleich zu den zahlreichen Studien mit Asthmapatienten gab es in den letzten
Jahren nur wenige Studien, die sich mit den Tachykininen und deren Rezeptoren bei

Patienten mit einer COPD beschaftigten.
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Die vorliegende Arbeit ist, soweit uns bekannt ist, die erste vergleichende
Experimentalstudie bei Patienten mit einer chronisch obstruktiven Lungenerkrankung, in
der anhand quantitativer Analysen aus Schleimhautbiopsien der humanen Atemwege

die Regulation und Expression des NK-, NK2- und NK3-Rezeptors untersucht wurden.

In unserer Studie wurde, in Ubereinstimmung mit Arbeiten anderer Gruppen [10,63], die
Expression der Tachykininrezeptoren NK; und NK; bei Patienten mit COPD in
Bronchialbiopsien der humanen Atemwegen bestatigt.

In der von uns vorgelegten Arbeit wurde eine Veranderung des Expressionslevels des
NKz - und des NKj3-Rezeptors bei Patienten mit COPD im Vergleich zu der
nierauchenden Kontrollgruppe nachgewiesen; in unserer Studie wurde zwischen den
genannten Gruppen jedoch keine Veranderung der Expression des NK;i-Rezeptors
beobachtet.
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4.3.1. Expression und Regulation des NK;- Rezeptors

Die Ergebnisse der wenigen Studien, die bisher zur Expression und Regulation von
Tachykininrezeptoren in humanen Atemwegen veroffentlicht wurden, sind vor allem
bezuglich der Regulation des NK1-Rezeptors sehr kontrovers.

Zum einen gibt es eine Reihe von Arbeiten, bei denen keine Veranderung des
Expressionslevels des NK;i-Rezeptors beobachtet wurde. So sahen Reynolds und
Kollegen bei der Analyse von Birstenbiopsien, die von Rauchern mit einer chronischen
Bronchitis mit nachgewiesener Obstruktion und von Nichtrauchern mit einer normalen
Lungenfunktion gewonnen wurden, keinen Unterschied der Expression des
NKs-Rezeptors [74].

In Arbeiten von Mapp und Kollegen wurde mit Hilfe von immunhistochemischen
Methoden Gewebe aus den zentralen Atemwegen von Nichtrauchern,
asymptomatischen Rauchern, Patienten mit chronischer Bronchitis und normaler
Lungenfunktion sowie von Patienten mit chronischer Bronchitis mit einer chronischen
Obstruktion vergleichend untersucht. In diesen Arbeiten wurde ebenfalls kein
Unterschied bei der Expression des NK;-Rezeptors zwischen den vier untersuchten
Gruppen nachgewiesen [63].

In einer weiteren Studie verglichen Lucchini und Kollegen die Anzahl SP-reaktiver
Nervenfasern in mukdésen Driusen von Patienten mit einer chronischen Bronchitis und
von gesunden Patienten. Auch in dieser Arbeit wurde keine signifikante Veranderung

zwischen den beiden Patientengruppen festgestellt [53].

Dem gegenuber stehen Arbeiten, in denen eine Veranderung des Expressionslevels
des NKj-Rezeptors bei Patienten mit COPD beobachtet wurde. Bai und Kollegen haben
in membrandsen Lungenanteilen von Patienten mit COPD im Vergleich zu Rauchern
ohne Obstruktion eine signifikante Downregulation der Expression des NKi-Rezeptors
festgestellt [10]. Da Bai et al. eine Upregulation der Tachykininrezeptoren in
entzindeten humanen Atemwegen bei Asthmapatienten und Rauchern vermutetet
hatten, nahmen sie gleichzeitig auch bei starker angegriffenen Atemwegen der Raucher
mit einer chronischen Obstruktion im Vergleich zu den Atemwegen der Raucher ohne
Obstruktion, eine Upregulation der Tachykininrezeptoren an. Die festgestellte

Downregulation des NK;-Rezeptors bei Patienten mit COPD war daher unerwartet.
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Dieses Uberraschende Ergebnis bei Patienten mit COPD haben die Autoren mit der
Hypothese erklart, dass es in entzundeten humanen Atemwegen mit chronischer
Obstruktion zu einer Zunahme der Tachykininfreisetzung aus sensorischen Neuronen
kommt und dass daraus eine Downregulation der Gentranskription des NK-Rezeptors
resultiert, quasi als eine negative Feedback-Reaktion.

Die Ergebnisse der australischen Gruppe um Reynols und Scicchitano unterstitzen
diese Hypothese. Auch sie nehmen an, dass es bei Rauchern mit COPD zu einer
Hochregulation der Tachykininproduktion wie z. B. Substanz P kommt. In ihrer Studie
wiesen sie im Epithel aus Blrstenbiopsien von Patienten mit chronischer Bronchitis (mit
teilweise nachgewiesenen Obstruktion der Atemwege), im Vergleich zu Proben von
nichtrauchenden Patienten ohne Obstruktion, eine 10-fach erhdohte Expression der
Preprotachykinin- A-mRNA nach [74]. Da dieses Gen fur die Tachykinine SP und NKA
kodiert, wurde in dieser Arbeit indirekt eine Hochregulation der Tachykininproduktion
nachgewiesen.

Ebenfalls bemerkenswert sind in diesem Zusammenhang die Arbeiten von Tomaki und
Ichinose. Von ihnen wurde der Gehalt an Substanz P im Sputum vom Patienten mit
COPD und Asthma untersucht. In ihrer vergleichenden Studie wurde nach Provokation
der Atemwege durch einer hypertone Lésung im Sputum der Patienten ein signifikant
hoherer Spiegel an Substanz P im Vergleich zu Proben gesunder Kontrollen,
beobachtet. Der bei Patienten mit chronischer Bronchitis und Asthma ermittelte
Substanz P - Spiegel war im Vergleich zu der Kontrollgruppe 15-25-fach erhéht. In ihrer
Studie konnten die Autoren ebenfalls zeigen, dass der SP-Spiegel mit dem Index der
Atemwegsobstruktion, der forcierten expiratorischen Einsekundenkapazitat, korreliert
[78].

Aus den Ergebnissen der prasentierten kontroversen Studien, die zur Expression und
Regulation des NKi-Rezeptors in humanen Atemwegen veroffentlicht wurden, ergibt
sich bezuglich der Expression jedoch kein einheitliches Bild.

Es ist denkbar, dass die verminderte Expression des NK;-Rezeptors mit einer wenig
protektiven Schleimbarriere zusammenhangt. Demnach wirde die verminderte
Expression des NK;i-Rezeptors mit einem erhohten Verletzungsrisiko der Atemwege
einhergehen und die Ausbildung einer Atemwegsobstruktion begunstigen.

Da sich die Wirkung der Tachykinine Uber ihre Rezeptoren entfaltet, kdnnte man

annehmen, dass eine Downregulation der Tachykininrezeptoren im Sinne eines
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negativen Feedbacks als protektive MalRnahme des Korpers vor der bereits
beschriebenen Wirkung der Neurokinine (Bronchokonstriktion, Mukusproduktion,

Plasmaextravasation) zu Stande kommt.

Eine weitere, diskutierte Erklarung fir die verminderte Expression des NK;-Rezeptors
konnte die durch die starke Entzindung der Atemwege bei COPD hervorgerufene
Gewebszerstorung sein.

Bei den hier prasentierten Experimenten wurde die exprimierte Menge an Gewebe auf
die gesamte Menge der bei der Praparation gewonnenen RNA bezogen. Um die
verminderte Expression des NK-Rezeptors mit der einhergehenden Gewebszerstérung
zu erklaren, musste man demnach annehmen, dass es bei der im Rahmen der COPD
vorherrschenden Entzindung zu einer selektiven Zerstérung von Zellen mit
Tachykininrezeptoren kommt, was aller Erfahrung nach wenig plausibel erscheint.
Aulerdem findet bei Patienten mit einer fortgeschrittenen COPD die Gewebszerstérung
bzw. der fibrotische Umbau des Gewebes zum grofldten Teil distal der terminalen
Bronchiolen statt [75]. Unser Untersuchungsmaterial stammt jedoch aus den zentralen

Atemwegen, so dass eine Gewebszerstérung nicht anzunehmen ist.

Wie bereits beschrieben, wurde in mehreren Arbeiten kein signifikanter Unterschied der
Expressionshohe des NKi-Rezeptors bei Patienten mit COPD und Nichtrauchern fest-
gestellt. In den hier prasentierten Studien wurden jedoch bei Rauchern auf der
Transkriptionsebene eine gesteigerte Tachykininsynthese sowie eine erhohte
Freisetzung der Tachykinine aus den terminalen Nervenendigungen nachgewiesen.
Man koénnte daher postulieren, dass bei dieser Patientengruppe eher eine erhdhte
Tachykininfreisetzung mit einer gesteigerten Expression der Tachykinine als eine
Veranderung des Expressionslevels des NK;i-Rezeptors fir die durch Tachykinine

vermittelte Wirkung in den lokalen Atemwegen von Patienten mit COPD ursachlich ist.

Eine weitere mdgliche Erklarung daflr, dass keine signifikante Veranderung der
Expression des NK;- Rezeptors zwischen den beiden Gruppen nachgewiesen wurde,
konnte die relativ gro3e Bandbreite der FEVi-Werte in der Gruppe der COPD-
Patienten bieten. In unserer Studie wurden Patienten mit COPD mit spirometrisch

nachgewiesener Obstruktion untersucht, es ist daher nicht auszuschlieRen, dass der
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Einschluss von Patienten mit maRiger Obstruktion zu den oben genannten Ergebnissen

beigetragen hat.

In vivo werden Tachykinine durch die neurale Endopeptidase (NEP) degradiert und
inaktiviert [37,79] und zu einem kleinen Teil durch ACE [77]. NEP ist eine
membrangebundene Metallopeptidase, die in den Atemwegen vorwiegend an der
Oberflache der Epithelzellen lokalisiert ist. Zusatzlich kommt sie in glatten Muskelzellen
der Atemwege, in submukdsen Speicherzellen und Fibroblasten vor; an diesen Stellen
sind auch die Tachykininrezeptoren lokalisiert. Aus diesem Grund wurde eine
Kolokalisation der Tachykininrezeptoren und der Peptidase angenommen und daraus
resultierend eine Konkurrenz beider um eine agonistische Bindung postuliert. Unter
diesem Gesichtspunkt ist das Expressionsverhalten von NEP in chronisch
entzundlichen Erkrankungen des Respirationstraktes von grofdem Interesse.

Reynolds und Kollegen untersuchten die Expression von NEP im Atemwegsepithel von
Patienten mit chronischer Bronchitis und gesunden Kontrollen. Die Wissenschaftler
fanden keinen Unterschied des Expressionslevels zwischen den untersuchten Gruppen,
obwohl bekannt ist, dass durch die chronische Exposition gegenuber Zigarettenrauch
die Aktivitdit der NEP reduziert [26] und dadurch die Anzahl der zur Verfigung
stehenden Tachykinine erhoht wird. Eine Downregulation der Peptidase scheint bei

Patienten mit einer chronischen Bronchitis aber keine Rolle zu spielen.

Ebenfalls bekannt ist, dass auch eine medikamentdése Therapie Einfluss auf die
Expression der Tachykininrezeptoren haben kann. So wurde z. B. von Adcock und
Kollegen im Lungengewebe von Asthmapatienten eine erhohte Expression des
NK4-Rezeptors im Vergleich zu Gewebe aus gesunden Lungen beobachtet. Unter der
Behandlung der Asthmapatienten mit Glukokortikoiden kam es zu einer signifikanten
Downregulation des NKj-Rezeptors. Die Autoren konnten =zeigen, dass die
Downregulation des NK;i-Rezeptors in diesem Fall ursachlich auf die Therapie mit
Glukokortikoiden zurtickzuflihren war [3].

Glukokortikoide sind bei der Dauertherapie von Asthma, nicht aber bei der Therapie von
Patienten mit einer chronischen obstruktiven Bronchitis Mittel der ersten Wahl. Da diese
Medikamente bei Behandlung von vielen anderen Krankheiten eingesetzt werden,

wurden in die vorliegenden Studie Patienten mit einer Dauertherapie und chronisch
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kranke Patienten nicht eingeschlossen. Es kann somit ausgeschlossen werden, dass

der Expressionslevel des NKi-Rezeptors durch Glukokortikoide beeinflusst wurde.

Zusammenfassend muss festgestellt werden, dass es bis jetzt kein befriedigendes
Modell zur Erklarung der Expression und der Regulation des am meisten in den
humanen Atemwegen verbreiteten NK;i-Rezeptors gibt und dass die publizierten
Untersuchungen zum Expressionsverhalten widerspruchlich sind. Es bedarf offenbar
weiterer detaillierter Arbeiten mit groReren Fallzahlen, um die genaue Bedeutung dieses
Tachykininrezeptors im Rahmen von chronisch entzindlichen Krankheiten mit

Obstruktion der Atemwege zu verstehen.
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4.3.2. Expression und Regulation des NK,-Rezeptors

Bei der Untersuchung entzundlicher Atemwegserkrankungen wurde anfanglich dem
NK2>-Rezeptor eine eher weniger bedeutende Rolle zugesprochen. Diese Einschatzung
hat sich gravierend geandert, seitdem vor allem nach Arbeiten von Mapp und Kollegen
bekannt ist, dass NK,-Rezeptoren auch in bronchialen Myoepithelzellen exprimiert
werden. Myoepithelzellen befinden sich im Lungengewebe vor allem in der Nahe von
bronchialen Drusen, und es ist daher sehr wahrscheinlich, dass die NKz-Rezeptoren
eine Funktion bei Prozessen, die mit einer erhdhten Schleimproduktion einhergehen,
haben [63].

Sowohl Uber die Regulation als auch Uber die Expression des NKj,-Rezeptors ist
uberraschend wenig bekannt.

In der vorliegenden vergleichenden Experimentalstudie wurde bei Patienten mit einer
chronisch obstruktiven Lungenerkrankung (COPD) im Vergleich zu Kontrollen mit einer
normalen Lungenfunktion eine signifikante Downregulation des NK,-Rezeptors (p<0,05)
nachgewiesen. Der Expressionslevel des Tachykininrezeptors wurde aus
Schleimhautbiopsien zentraler humaner Atemwege mit Hilfe der Real-time-PCR

quantifiziert.

Es ist bemerkenswert, dass im Gegensatz zu den hier prasentierten Ergebnissen Mapp
und Kollegen in ihrer Arbeit keine signifikante Anderung der Expression von NKa.
Rezeptoren nachweisen konnten, obwohl die vorliegenden Ergebnisse eine Anderung
der Expression der Tachykininrezeptoren zumindest in einigen der vier untersuchten
Gruppen erwarten lielen. Mapp und Kollegen hatten Gewebeproben von
Nichtrauchern, asymptomatischen Rauchern, Patienten mit chronischer Bronchitis mit
einer normalen Lungenfunktion und Patienten mit chronischer Bronchitis mit einer
chronischen Obstruktion untersucht [63].

Ein anderes Ergebnis prasentierten die Arbeiten von Bai und Kollegen. Die
Wissenschaftler haben in Gewebeproben aus Lungen mit membrandsen Anteilen bei
Rauchern ohne Obstruktion eine zweifach erhdhte mMRNA-Expression des
NK2-Rezeptors in Vergleich zu gesunden Kontrollen nachgewiesen [10]. Weitere
Ergebnisse der Arbeitsgruppe deuten darauf hin, dass es bei Rauchern zu einer

Upregulation der mRNA fir den NKy-Rezeptor im Vergleich zu Nichtrauchern kommt.
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Interessanterweise haben Bai und Kollegen beim Vergleich der rauchenden Patienten
ohne Obstruktion und der Raucher mit COPD eine Downregulation der mRNA fur NK4-
und NKz-Rezeptoren bei der COPD-Gruppe festgestellt, obwohl man bei den mehr
geschadigten, chronisch entziindeten Atemwegen mit einer bestehenden Obstruktion
eher eine Upregulation des Expressionslevels der Tachykininrezeptoren vermuten

wdurde.

Die Resultate der Arbeit von Bai stehen somit im Widerspruch zu den hier prasentierten
Ergebnissen der Downregulation des NKj-Rezeptors bei Patienten mit COPD im
Vergleich zu nichtrauchenden Kontrollen. In diesem Zusammenhang ist dennoch
interessant, dass die Kombination aus bestehender Obstruktion und durch
Zigarettenrauch verursachter Inflammation der Atemwege eine Downregulation der
Tachykininrezeptoren im Vergleich zu rauchenden Patienten ohne Obstruktion zu Folge
hat. Aufgrund dieser Ergebnissen konnte man postulieren, dass die Obstruktion und
nicht die durch die chronische Exposition gegenuber Zigarettenrauch hervorgerufene
Inflammation der Atemwege der ausschlaggebende Faktor fir die Downregulation des

NK>-Rezeptors darstellt.

Wie bereits erwahnt, wurden viele pharmakologische Studien an Tiermodellen mit
entzandlichen Atemwegen bzw. Asthma bronchiale durchgefuhrt; es wurde gezeigt,
dass durch die Blockade der Tachykininrezeptoren mit Tachykininrezeptorantagonisten
bestimmte durch Tachykinine vermittelte Effekte, wie z. B. Bronchokonstriktion,
Mucusproduktion und Hyperreagibilitat der Atemwege, aufgehoben werden. Hierbei
handelte es sich aber um eine durch verschiedene Stimuli hervorgerufene Inflammation
der Atemwege bzw. durch eine kurzzeitige Applikation eines bestimmten Agens
hervorgerufene Obstruktion der Atemwege; dieser pathophysiologische Mechanismus
ist eher bei Patienten mit Asthma zu finden.

Bei einer COPD entsteht die Inflammation bzw. die Obstruktion der Atemwege mitunter
durch eine chronische Exposition gegenuber Zigarettenrauch; es ist also ein deutlich
langerer Expositionszeitraum vorhanden.

Viele Effekte der Tachykinine wie z. B. die Bronchokonstriktion konnen aufgehoben
werden, wenn sowohl die NK4- als auch die NKx-Rezeptoren mit Tachykininrezeptor-

antagonisten blockiert werden. Weiterhin ist bekannt, dass jedes der Tachykinine Uber
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mehrere Rezeptoren wirken kann; daher muss die Interaktion zwischen den einzelnen
Rezeptoren mitberucksichtigt werden.

Ginge man jetzt von einer Upregulation der NK1-Rezeptoren und einer Downregulation
der NK2-Rezeptoren aus, wurden sich die Effekte der Tachykinine, die Uber beide
Rezeptoren vermittelt werden, gegenseitig aufheben, und eine Veranderung des
Expressionslevels hatte keine Folgen. Ginge man allerdings von einer gemeinsamen
Downregulation der NK1- und NK»-Rezeptoren in den Atemwegen von COPD- Patienten
mit einer ausgepragten Obstruktion aus, ware die Anwendung von Tachykinin-
rezeptorantagonisten bei dieser Patientengruppe nicht die richtige Behandlung.

Bai und Kollegen haben gezeigt, dass sowohl der NKj- als auch der NK,-Rezeptor in
der Lunge bei COPD-Patienten im Vergleich zu Rauchern ohne Obstruktion
downreguliert werden. Daher kdonnte man postulieren, dass die Behandlung mit den
geeigneten Tachykininrezeptorantagonisten schon im Frihstadium der Krankheit
anfangen sollte, noch bevor sich eine nicht mehr reversible Obstruktion der Atemwege
ausgebildet und eine Downregulation der Tachykininrezeptoren stattgefunden hat.
Daraus resultierend kénnte man die Downregulation der Tachykininrezeptoren als eine
Art Anpassungsreaktion der Atemwege auf die chronische Exposition gegenlber

Zigarettenrauch interpretieren.

Nach der bereits oben diskutierten Hypothese, bei der es bei Patienten mit COPD auf
Grund der starken Gewebezerstérung zu einer Downregulation der Expression von
Tachykininrezeptoren kommt, muisste man eine gleichmalige Downregulation der
Expression aller drei Tachykininrezeptoren erwarten, was bei den hier von uns
vorgestellten Ergebnissen nicht der Fall ist. Vielmehr wurde entgegen der Erwartung
keine signifikante Anderung der mRNA-Expression fiir den NK;-Rezeptor zwischen den
zwei untersuchten Gruppen festgestellt. Die gangige Hypothese, dass die
Downregulation der Tachykininrezeptoren als Folge einer Gewebezerstorung in Frage

kommt, kann das Expressionsverhalten der Tachykininrezeptoren nicht erklaren.

In Anbetracht der wenigen durchgefihrten Studien mit NK,-Rezeptoren und somit einer
eher sparlichen Datenlage lasst sich zum jetzigen Zeitpunkt Uber das
Expressionsverhalten des NK>-Rezeptors und Uber die Regulationsmechanismen keine
eindeutige Aussage treffen. Es kdnnen nur Hypothesen aufgestellt werden, die es mit

weiteren wissenschaftlichen Arbeiten zu belegen bzw. zu widerlegen, gilt.
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4.3.3. Expression und Regulation des NK3- Rezeptors

Die Existenz des Tachykininrezeptors NK3; in den humanen Atemwegen war lange Zeit
umstritten, da es mehreren Gruppen mit verschieden Techniken nicht gelungen war,
diese zu beweisen [10,63] .

In unserer Studie wurde im Gegensatz dazu mittels RT-PCR die Expression des
NKs-Rezeptors in Schleimhautbiopsien eindeutig nachgewiesen.

Nahezu zeitgleich zu der vorliegenden Arbeit wurde der Nachweis des NKs-Rezeptors
in humanen Atemwegen in einer breit angelegten Studie Uber die Expression von
Tachykininrezeptoren von Pinto et al. erbracht, in der ebenfalls mittels RT-PCR die
Expression von Tachykininrezeptoren und die fur diesen Neurotransmitter kodierenden
Gene TAC4 und TAC; untersucht wurde [71]. Im Vergleich zu den Ergebnissen der
vorliegenden Arbeit wies Pinto et al. die Expression des NKjs-Rezeptors nicht in
Schleimhautbiopsien zentraler Atemwege, sondern in groen humanen Bronchien,

Lungenvenen und Lungenarterien nach.

Da mittlerweile die Existenz des NKs;-Rezeptors sowohl in peripheren als auch in
zentralen humanen Atemwegen unumschritten ist, stellt sich die Frage, inwieweit dieser
Rezeptor bei der Ausbildung der neurogen vermittelten Inflammation bzw. der
Uberempfindlichkeit in den humanen Atemwegen beteiligt ist und welche der durch die

Tachykinine vermittelten Effekte ihm zuzuordnen sind.

Mit dem oben genannten Ziel wurden in den letzten Jahren mehrere Studien mit
pharmakologisch hergestellten Agonisten und Antagonisten fur den NKs;-Rezeptor an
Tiermodellen, vorwiegend Meerschweinchen, durchgefihrt. Daoui und Kollegen
demonstrierten, dass SR 142801, ein hochpotenter, selektiver NK3;-Rezeptorantagonist,
Husten, bronchiale Hyperreagibilitdt und gesteigerte Plasmaextravasation als Antwort
auf Histamingabe verhindern kann. Alle beschriebenen Effekte wurden bei den
Meerschweinchen durch die Applikation von Zitronensaure hervorgerufen. In
Kombination mit einem NKj,-Rezeptorantagonisten, dem SR 48968, konnte bei
anasthesierten Tieren die durch die Applikation von Zitronensaure induzierte
Bronchokonstriktion verhindert werden. Allein hatte der NKs-Rezeptorantagonist
SR 142801 jedoch keinen Effekt auf die Bronchokonstriktion [21]. Aufgrund dieser
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Ergebnisse stellten die Forscher die Hypothese auf, dass der NKj3-Rezeptor an der
Entstehung der bronchialen Hyperreagibilitat beteiligt ist.

In einer weiteren Arbeit untermauerten Daoui und Kollegen ihre Hypothese, in dem sie
durch die Applikation von NKB und von zwei NK3-Rezeptoragonisten, (MePhe7) NKB
und Senktide, eine bronchiale Hyperreagibilitit in den Atemwegen der
Meerschweinchen induzierten. Wie bereits in der letzten Studie wurde dieser Effekt
durch SR 142801 sowie durch SR 48968 aufgehoben [22].

Interessanterweise hatten die oben verwendeten NKj-Rezeptoragonisten trotz gleicher
Konzentration, bei der eine bronchiale Hyperreagibilitdt hervorgerufen wurde, keinen
Einfluss auf die Bronchokonstriktion. Daher kdnnte man annehmen, dass durch die
Stimulation des NKs-Rezeptors eine bronchiale Hyperreagibilitat induziert wird und dass
dieser Effekt unabhangig von der durch die Tachykinine vermittelten Broncho-
konstriktion ablauft.

Ahnliche Ergebnisse demonstrierten Mukaiyama und Kollegen. Sie untersuchten den
Einfluss des NK3;-Rezeptors an Meerschweinchen mit stark ausgepragtem Asthma, das
durch die mehrmalige Inhalation von Ovalalbumin hervorgerufen wurde. Auf die
intravenése Gabe von Neurokinin B und von (3H)Senktide, einem
NK3-Rezeptoragonisten, folgte bei dem Tiermodell eine gesteigerte Hyperreaktivitat der
Atemwege, woraus man eine Zunahme der funktionellen NKs;-Rezeptoren postulieren
konnte [64].

Zusammenfassend belegen die hier prasentierten Studien, dass der Tachykininrezeptor
NK3 bei Tieren durchaus eine Rolle bei der Entstehung von bronchialer Hyperreagibilitat
spielt. Weiterhin zeigt sich hier ein gewisses Zusammenspiel zwischen den NKz- und
NKs-Rezeptoren. Es gibt Hinweise daflir, dass einige durch die Tachykinine vermittelten
Effekte wie z. B. die Bronchokonstriktion sowohl Uber die NKj- als auch Uber die
NKs-Rezeptoren vermittelt wird, da eine Blockade beider Rezeptoren notwendig ist, um
den oben genannten Effekt zu unterbinden.

Allerdings gibt es zum jetzigen Zeitpunkt noch keine klinischen Studien, die sich mit
dem NK3s-Rezeptor und dessen Agonisten und Antagonisten beschaftigen. Von den
Ergebnissen der Experimente bezuglich Asthma im Tiermodell Iasst sich ein
zunehmender Einfluss von Neurokinin B und dessen NKs-Rezeptor bei der Entstehung
von entzindlichen Atemwegserkrankungen ersehen, jedoch bedarf es weiterer

klinischer Studien, um die oben genannte Hypothese belegen zu kénnen.
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In der hier prasentierten Arbeit wurde eine signifikante Downregulation sowohl des NK»-
als auch des NKs;-Rezeptors (p < 0,05) bei COPD-Patienten im Vergleich zu
Kontrollpatienten festgestellt, jedoch kein Unterschied des Expressionslevels des
NKi-Rezeptors. Wenn bestimmte durch Tachykinine vermittelte Effekte in den
inflammatorischen Atemwegen gemeinsam uber den NK;- und NKs-Rezeptor vermittelt
werden, konnte die gemeinsame Downregulation dieser beiden Rezeptoren eine Art
Schutzreaktion des Korpers vor der uberschussigen Wirkung der Tachykinine in der
Lunge bedeuten und sie kdnnte der in einigen Studien nachgewiesenen Upregulation
des NK;i-Rezeptors in chronisch entzindlichen Atemwegen entgegen wirken. Dies
konnte eine mogliche Erklarung fur die unterschiedliche Regulation der drei
Tachykininrezeptoren sein: der NK,-Rezeptor zusammen mit dem NKs-Rezeptor als

Gegenspieler zu dem NK4-Rezeptor.

Die beschriebenen Arbeiten haben die Expression des NKj3;-Rezeptors an mehreren
Stellen in den humanen Atemwegen demonstriert; die pharmakologischen Arbeiten an
Tiermodellen mit inflammatorischen Atemwegen zeigen, dass Uber den NKs;-Rezeptor
viele Effekte vermittelt werden, die bei der Entstehung von chronisch entziindlichen
Erkrankungen der Atemwege von grofer Bedeutung sind.

Aufgrund der sparlichen Datenlage ist es derzeit noch nicht maoglich, genauere
Aussagen Uber die Regulation des NKs-Rezeptors zu machen. Weitere ausfuhrliche
Studien sind daher notwendig, um den postulierten protektiven Effekt des

NKs-Rezeptors in den Atemwegen bei Patienten mit COPD zu untermauern.
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4.4. Chronisch entzindliche Erkrankungen in anderen Organsystemen

Tachykininrezeptoren wurden neben der Lunge auch in anderen humanen Organen —
wie Gehirn, Leber, Niere, Testis, Milz und Gastrointestinaltrakt - nachgewiesen [71].
Betrachtet man die Neuropeptide als Mitverursacher bei der Entstehung von chronisch
entzandlichen Erkrankungsprozessen, ist es interessant, sich die Expression der
Tachykininrezeptoren im Rahmen von chronisch entzindlichen Erkrankungen auch in
anderen Organsystemen anzusehen. Ein relativ gut untersuchtes und durch zahlreiche
Studien belegtes Organsystem ist der Gastrointestinaltrakt. In den letzten Jahren sind
zahlreiche Studien mit Morbus Crohn - und Colitis ulcerosa - Patienten durchgefihrt

worden, bei denen die Expression der Tachykininrezeptoren untersucht wurde.

Von Renzi und Kollegen wurde mit Hilfe von in situ - Hybridisierung und
Immunhistochemie der NK;-Rezeptor in verschiedenen Darmstrukturen, u. a. auch in
den Epithelzellen der Darmschleimhaut nachgewiesen; im Gegensatz dazu konnte in
diesen Zellen der NKz-Rezeptor nicht detektiert werden. Weiterhin wurde bei Patienten
mit chronisch entzuindlicher Darmerkrankung eine signifikante Upregulation des
NKi-Rezeptors und in geringerem Male eine Upregulation des NK;-Rezeptors im
Vergleich zu gesunden Kontrollen festgestellt. Renzi und Kollegen untersuchten
Gewebeproben, die bei chirurgischer Resektion von Patienten mit einer chronisch
entzundlichen Erkrankung gewonnen wurden [73].

In einer anderen Studie benutzen Goode und Kollegen bei Gastroskopien gewonnene
Schleimhautbiopsien, um die Expression des NKi-Rezeptors bei Patienten mit einer
chronisch entziindlichen Darmerkrankung und gesunden Kontrollen zu vergleichen. Bei
Patienten mit Morbus Crohn wurde eine deutliche Hochregulierung des NK4-Rezeptors
festgestellt; demgegentiber wurde nur eine geringe, nicht signifikante Anderung des
Expressionslevels des NKi-Rezeptors bei Patienten mit Colitis ulcerosa im Vergleich zu
gesunden Kontrollen beobachtet [34].

In der gleichen Studie wiesen die Autoren mittels Immunhistochemie in Gewebeproben,
die bei einer Resektion gewonnen wurden, eine erhohte Anzahl der NK-Rezeptoren im
Epithel und im Plexus myentericus bei Patienten mit Morbus Crohn im Vergleich zu
Patienten mit Colitis ulcerosa nach. Die fehlende Expression des NK;-Rezeptors im

Plexus myentericus bei Patienten mit Colitis ulcerosa interpretierten die Autoren als
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eine adaquate Antwort auf den erhdohten Level an Substanz P, der in dieser
Patientengruppe zu finden ist. Weiterhin postulierten die Verfasser, dass die
Epithelzellen ihre Empfindlichkeit gegenuber Substanz P durch die fehlende Expression

des NKi-Rezeptors reduzieren konnten.

Die letztere Studie lasst sich aufgrund des ahnlichen Studiendesigns mit der hier
prasentierten Arbeit vergleichen. Bei beiden Studien wurden kleinste Gewebeproben -
Schleimhautbiopsien - gewonnen und untersucht. Mit Hilfe von zwei unterschiedlichen
Verfahren wurde eine quantitative Analyse des Expressionslevels des NKi-Rezeptors
durchgefuhrt. Als Vergleichsgruppe wurden in beiden Studien nicht betroffene Patienten
ausgewahilt.

Die bei der Studie mit Colitis-Patienten beschriebene Hypothese wurde bereits
ansatzweise in den Atemwegen angewandt. Sowohl bei Patienten mit COPD bzw.
Asthma als auch bei Patienten mit Colitis ulcerosa wurden erhéhte Level an Substanz P
festgestellt, die daraus resultierende Downregulation der Tachykininrezeptoren wuirde
sowohl in den Atemwegen als auch im Gastrointestinaltrakt einen Schutz vor den durch

die Tachykinine vermittelten Gberschissigen Effekten darstellen.

Die unterschiedlichen Ergebnisse der oben prasentierten Studien belegen, dass auch
im Gastrointestinaltrakt die Expression und Regulation der Tachykininrezeptoren kein
einheitliches Bild zeigt. Obwohl es sich sowohl bei Morbus Crohn und Colitis ulcerosa
als auch der COPD um chronisch entzindliche Erkrankungen handelt, scheint jede
dieser Erkrankungen ein eigenes Expressionsprofil der Tachykininrezeptoren zu haben.
Die Hypothese, dass es in inflammatorischem Gewebe in verschiedenen
Organsystemen bei chronischen Krankheiten zu einer Upregulation der
Tachykininrezeptoren kommt, kann durch die oben genannten Arbeiten nicht ganzlich
unterlegt werden. Vielmehr gilt es in weiteren Studien im Einklang mit den Ergebnissen
der bisher durchgeflhrten Studien bei chronisch entzindlichen Atemwegserkrankungen
die protektive Rolle der festgestellten Downregulation der Tachykininrezeptoren und die
Interaktion der Tachykininrezeptoren bei Patienten mit chronisch entzindlichen

Darmerkrankungen zu untersuchen.
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5 Zusammenfassung

Die chronisch obstruktive Erkrankung der Atemwege (COPD) fuhrt zu einer
progredienten obstruktiven Atemwegseinschrankung, die nicht reversibel ist. Als
bedeutendster Risikofaktor fur die Entstehung einer COPD gilt das Zigarettenrauchen.
Obwohl die COPD in der Todesursachenstatistik momentan an der vierten Stelle steht,
ist bisher noch zuwenig daruber bekannt, durch welche pathophysiologischen Prozesse
die chronische Entzindung in den humanen Atemwegen verursacht wird. Zurzeit gibt es
keine Medikamente, die die Progression der Lungenfunktionsbeeintrachtigung
beeinflussen kdnnen. Die zur Verfligung stehende pharmakologische Therapie ist nur

symptomatisch.

In den letzten Jahren sind in zahlreichen Studien zunehmend biologisch aktive
Neuropeptide - die Tachykinine - in Zusammenhang mit den chronisch entzindlichen
Prozessen in den humanen Atemwegen gebracht worden. In den humanen Atemwegen
kommen die Tachykinine Substanz P, Neurokinin A und Neurokinin B in sensorischen
Nerven und in verschiedenen Immunzellen vor. Nach langerfristiger Exposition
gegenuber Zigarettenrauch werden Tachykinine aus den terminalen Nervenendigungen
in den Atemwegen freigesetzt. Tachykinine vermitteln ihre Wirkung Uber eigene
Rezeptoren, die Tachykininrezeptoren. Uber die Tachykinine werden eine Reihe
biologischer Effekte, wie Kontraktion der glatten Muskulatur, Vasodilatation, Erhéhung
der GefaRpermeabilitat der postkapiléaren Venolen mit Odementstehung und Stimulation
der Drisen mit erhohter Schleimsekretion, vermittelt. Diese Prozesse konnten einen

Teil der pathophysiologischen Veranderungen bei Krankheiten wie der COPD erklaren.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand darin, zu klaren, ob eine durch langjahrige
Exposition gegenuber Zigarettenrauch hervorgerufene Entziindung in den humanen
Atemwegen mit gleichzeitig vorhandener Obstruktion zu einer Veranderung der
Expression einer der drei Tachykininrezeptoren fuhrt. Es wurden im Rahmen einer
Bronchoskopie gewonnene Schleimhautbiopsien von 29 Patienten mit COPD und als
Referenzgruppe Biopsien von 18 Nie-Rauchern mit normaler Lungenfunktion

untersucht. In den Gewebeproben beider Patientengruppen wurde mittels PCR eine
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quantitative Expressionsanalyse des NKj-, des NK,- und des NKjs-Rezeptors
durchgefuhrt. Bei Patienten mit COPD wurde im Vergleich zu der Kontrollgruppe eine
signifikante Downregulation sowohl des NKj-Rezeptors (p < 0,05) als auch des
NKs-Rezeptors (p < 0,05) nachgewiesen. Im Gegensatz dazu unterschied sich der

Expressionslevel des NK;-Rezeptors in beiden Gruppen nicht.

Die hier vorgestellten Ergebnisse zeigen, dass die durch die Exposition gegenuber
Zigarettenrauch hervorgerufene chronische Entziindung in den Atemwegen von COPD-
Patienten mit einer Veranderung des Expressionslevels von Tachykininrezeptoren
einhergeht. Die gemeinsame Downregulation des NK;- und des NKj3-Rezeptors kann
als eine Art Schutzreaktion vor den Uberschiussigen Wirkungen der Tachykinine in der
Lunge interpretiert werden. Sie konnte auch beim Einsatz von Tachykininrezeptor-
antagonisten, einer neuen Medikamentenklasse zur Behandlung der COPD, eine
entscheidende Rolle spielen, weil diese Medikamente ihren Angriffsort direkt an den
Tachykininrezeptoren haben. Eine Modulation dieser Rezeptoren im Sinne einer
Downregulation kdnnte sich auf die Uber die Tachykinine vermittelten Effekte und deren

Folgen auswirken und somit einen protektiven Effekt bei der COPD haben.
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Abklrzungsverzeichnis

ACE Angiotensin Converting Enzyme

AZ Allgemeinzustand

BC Bronchialkarzinom

BM Basalmembran

bp Basenpaar

CA Karzinom

cANCA anti- neutrophile cytoplasmatische Antikorper,
(cytoplasmatischer Typ)

cDNA komplementare DNA

CT- Wert Anzahl der Zyklen

COPD chronisch obstruktive Lungenerkrankung

D Driusen

DNA Desoxyribonucleinacid

FEV/4 forcierte expiratorische Einsekundenkapazitat

HE Hamatoxylin-Eosin

NEP neurale Endopeptidase

NKA Neurokinin A

NKB Neurokinin B

NK1-R Neurokinin 1- Rezeptor, Tachykinin 1- Rezeptor

NKz-R Neurokinin 2 -Rezeptor, Tachykinin 2- Rezeptor

NKs-R Neurokinin 3 -Rezeptor, Tachykinin 3- Rezeptor

oL Oberlappen

OoP Operation

PPT-I Pre-Protachykinin |

PPT-A Pre-Protachykinin A

PPT-II Pre-Protachykinin Il

RE Respiratorisches Epithel

RNA Ribonucleinacid

MmRNA messenger- RNA, Boten- RNA

RT-PCR Real-time-PCR

UL Unterlappen

SP Substanz P

S. 0. siehe oben

S. u. siehe unten

V. a. Verdacht auf

VC Vitalkapazitat

z. B. zum Beispiel

Z.n Zustand nach
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