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1. EINLEITUNG

1.1. ASTHMA BRONCHIALE

Asthma bronchiale (im Folgenden kurz Asthma) ist eine chronisch-entzindliche Erkran-
kung der Atemwege. Charakteristisch sind eine bronchiale Hyperreagibilitat und eine variable
Atemwegsobstruktion, welche wiederkehrende Attacken mit Husten und Dyspnoe hervorru-
fen (1). Man unterscheidet zwei Asthma-Formen: extrinsisches (syn. allergisches) und intrin-
sisches (syn. nicht allergisches) Asthma, Mischformen sind hdufig.

Schatzungen der Weltgesundheitsorganisation (WHO) zufolge sind weltweit insgesamt
ca. 300 Mio. Menschen an Asthma erkrankt, allein 2005 starben 255 000 an der Erkrankung.
Bei Kindern ist Asthma die haufigste chronische Erkrankung tberhaupt (2), in Deutschland
sind ungefahr 10 % der kindlichen und 5 % der erwachsenen Bevolkerung betroffen (3; 1).

In der Pathophysiologie spielen verschiedene Entziindungszellen (v.a. eosinophile
Granulozyten), Atemwegsstrukturzellen und sensible Atemwegsneurone eine wesentliche
Rolle (4). Sie alle tragen zur charakteristischen Atemwegsentziindung mit peribronchialer
Infiltratbildung und Atemwegseosinophilie, zur bronchialen Hyperreagibilitit und zur
(teil)reversiblen Atemwegsobstruktion bei.

Das klinische Bild wird durch anfallsartige Atemnot mit Husten und Engegefuhl in der
Brust dominiert. Ausloser konnen einerseits bestimmte Allergene, aber auch unspezifische
Atemwegsreize wie z.B. Rauch, Staub, Kaltluft oder korperliche Anstrengung sein.

Diagnostisch  wegweisend sind neben der Anamnese Hinweise auf eine
Atemwegsobstruktion in der kdrperlichen Untersuchung (Lungen-Auskultationsbefunde wie
Giemen und Brummen v.a. wahrend des verlangerten Exspiriums) und in der Spirometrie. Zur
Diagnosesicherung werden entweder Bronchospasmolyse-Tests zum Nachweis der Reversibi-
litdt der Atemwegsobstruktion durchgefuihrt oder die bronchiale Hyperreagibilitat mittels Pro-
vokations-Test bzw. Peak-flow-Variabilitit nachgewiesen (1).

Neben der prophylaktischen Meidung von Ausldsern stehen als symptomatische Therapie
in erster Linie bronchiendilatierende [,-Sympathomimetika und antiinflammatorische
Glukokortikosteroide zur Verfligung. Gezielte Diagnostik und optimale symptomatische The-
rapie konnen der Mehrzahl der Erkrankten zwar ein weitgehend beschwerdefreies Leben er-
maoglichen, eine kausale Behandlung ist jedoch auch aufgrund der komplexen und bislang

nicht vollstandig geklarten neuroimmunologischen Pathogenese zurzeit nicht méglich (5).



1.2. NEUROGENE ENTZUNDUNG

Schon seit einigen Jahrhunderten wird diskutiert, inwiefern Neurone an Entziindungs-
prozessen beteiligt sind. Bereits im 17. Jhdt. wurde auch tber eine neuronale Beteiligung an
der Asthma-Pathogenese spekuliert (6). Aus zahlreichen Untersuchungen ist mittlerweile be-
kannt, dass die Entstehung und Aufrechterhaltung von Asthma wahrscheinlich weder rein
immunologisch, noch ausschlie3lich durch neuronale Veradnderungen zu erkléren ist. Viel-
mehr  scheint  ein  komplexes  Wechselspiel ~ zwischen  Entziindungszellen,
Atemwegsstrukturzellen und sensiblen Atemwegsneuronen eine wichtige Rolle in der Asth-
ma-Pathogenese zu spielen (4). Dabei ruft die Entziindung in den Atemwegen Veranderungen
im sensiblen Nervensystem hervor, die wiederum die Entziindung verstarken bzw. aufrechter-
halten kdnnen. Diese Wechselwirkung zwischen Immunsystem und Nervensystem wird auch
als Prinzip der neurogenen Entziindung (NE), ein erstmals 1967 von Jancsoé et al. erwéhnter
Begriff (7), bezeichnet. Der Grundmechanismus der NE besteht in der Ausschittung proinf-
lammatorischer Neuropeptide durch primér afferente Neurone, welche neben zentralen Effek-
ten auch das Entzlindungsgeschehen im peripheren Gewebe modulieren kdnnen. Auslésender
Reiz kdnnen dabei verschiedenste mechanische, chemische oder elektrische Noxen sein. Das
hierdurch evozierte Signal wird durch das afferente Neuron zunéchst orthodrom in Richtung
des Perikaryons geleitet. Von dort aus kommt es dann iber Axonkollateralen zur antidromen
Leitung,  welche schliellich an  den  peripheren  Nervenendigungen  zur
Neuropeptidausschuttung flhrt (4). Zu den dort freigesetzten Neuropeptiden gehdren u.a. die
Tachykinine Substanz P (SP), Neurokinin A (NKA) und Neurokinin B (NKB), sowie das
Calcitonin-Gene-Related Peptide (CGRP) und das Vasoactive Intestinal Polypeptide (VIP).
Die im Innervationsgebiet des afferenten Nervs freigesetzten Neuropeptide bewirken eine
Entziindungsreaktion mit den typischen Elementen Ro6tung, Schwellung (Odem) und
Schmerz. Diese Hypothese wurde auch als ,,Axon-Reflex*“ bekannt. GeméaB diesem Konzept
beschrieb Barnes 1986 Asthma erstmals als einen Axon-Reflex (8; 9; 10).

In der Folge untersuchten zahlreiche Arbeitsgruppen verstarkt die neurogene Beteiligung
an der Asthma-Pathogenese (4). Eine zentrale Kaskade ist hierbei offenbar die Allergen-
Expositions-bedingte Steigerung der Neurotrophin-Konzentration in den Atemwegen, welche
uber eine  Tachykinin-Induktion in  Atemwegsneuronen zur  Asthma-typischen
Atemwegsentziindung, bronchialen Hyperreagibilitdt und Obstruktion beitragt (s. Abb. 1.1)
(11; 12; 13; 14, 15; 16).

Die Relevanz der NE fir Asthma wurde bereits in verschiedenen Tiermodellen (v.a. in

Meerschweinchen, Ratte und Maus) gezeigt. Bei diesen scheint der Axon-Reflex allerdings
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ausgepragter als bei Asthma-Patienten zu sein (17). Fir den Menschen existieren hierzu bis-
lang nur wenig und teilweise widerspriichliche Daten, sodass die Bedeutung der NE fir das
humane Asthma nicht abschlie3end beurteilt werden kann (18). Mdoglicherweise variiert die
Relevanz der NE auch zwischen den verschiedenen Asthma-Schweregraden und -Formen
(10).

Bisher konnten die aus Tiermodellen gewonnenen Erkenntnisse zur NE bei Asthma
noch nicht fir Asthma-Patienten therapeutisch nutzbar gemacht werden, weshalb weitere For-
schung auf diesem Gebiet erforderlich ist.

Tachykinine Asthma-Symptome

Atemwegsneurone

Neurotrophine Atemwegsentziindung

Atemwege

Abbildung 1.1 — Konzept der neurogenen Entziindung.

Eine zentrale Kaskade der neurogenen Entzlindung ist offenbar die Allergenexpositions-bedingte Steigerung der
Neurotrophin-Konzentration in den Atemwegen, welche tber eine Tachykinin-Induktion in sensiblen
Atemwegsneuronen zur Entziindung in den Atemwegen sowie zur Entstehung von Asthma-Symptomen wie bron-
chialer Hyperreagibilitat und akuter bronchialer Obstruktion beitragt.



1.3. TACHYKININE IN DEN ATEMWEGEN

Substanz P (SP) wurde erstmals 1931 beschrieben (19) und 1971 vollstandig sequenziert
(20). SP wurde u.a. in sensiblen VVagus-Neuronen von Mensch (21; 22; 23; 24), Meerschwein-
chen (25), Katze, Kaninchen, Rind und Ratte (26; 27) nachgewiesen. SP gehdrt wie die
Neurokinine A (NKA) und B (NKB) (28) sowie die Neuropeptide K (NPK) (29) und vy (30)
zur Familie der Tachykinine (syn. Neurokinine). Diese Tachykinine werden u.a. neben dem
Calcitonin gene-related peptide (CGRP), dem Neuropetid Y (NPY) und dem Vasoaktiven
intestinalen Peptid (VIP) zur Gruppe der Neuropeptide gezéhlt. Neuropeptide besitzen ein
sowohl peripher- als auch zentralnervises, neuromediatorisches Wirkungspotential, welches
unter dem Begriff des nicht-adrenergen, nicht-cholinergen (NANC-)Systems (31) subsum-
miert wird. Speziell SP und NKA stellen dabei wichtige die Exzitation modulierende Vertre-
ter des NANC-Systems dar (32).

Tachykinine wie SP oder NKA werden u.a. nach Aktivierung sensibler
Atemwegsneurone durch Allergene in die Atemwege freigesetzt und zeigen dort
bronchokonstriktorische und proinflammatorische Effekte (33). Auf diesem Weg konnen sie
zur neuroimmunologischen Entstehung von chronisch-entziindlichen Atemwegserkrankungen

wie Asthma beitragen.

1.3.1. STRUKTUR, SYNTHESE UND INAKTIVIERUNG

Alle Tachykinine weisen an ihrem C-terminalen Ende eine fast identische
Aminosduresequenz (Phe—X—Gly—Leu—Met—NH;) auf. Das Polypeptid SP besteht aus fol-
genden elf Aminoséuren: Arg—Pro—Lys—Pro—GIn—GIn—Phe—Phe—Gly—Leu—Met—NHa.

Die in den Atemwegen vorkommenden Tachykinine SP, NKA, NPK und Neuropetid y
werden vom gleichen Gen, dem Praprotachykinin A(PPT-A)-Gen, kodiert (34).

Tachykinine werden sowohl in neuronalen als auch von nicht-neuronalen Zellen gebil-
det. In den Atemwegen werden Tachykinine in erster Linie in den Perikaryen sensibler
Atemwegsneurone synthetisiert und in Vesikeln axonal bidirektional nach peripher in die
Lunge sowie ins zentrale Nervensystem (ZNS) transportiert (35). Die Perikaryen dieser pseu-
dounipolaren, Tachykinin-immunreaktiven Atemwegsneurone liegen bei Meerschweinchen
und Ratten in den sensiblen vagalen Ganglien nodosum und jugulare sowie in thorakalen Spi-
nal-Ganglien (36; 37). In den Atemwegen projizieren Tachykinin-immunreaktive Nervenfa-
sern u.a. zu submukosalen Drusen, glatter Atemwegsmuskulatur und GefaRRen (38). Aul3er in
Knorpelspangen gibt es in allen Kompartimenten der unteren Atemwege Tachykinin-haltige

Nervenfasern (39). Auch bei Menschen wurde Tachykinin-Immunreaktivitat (IR) in Nerven-
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fasern in den Atemwegen (38; 40; 41; 42; 43) sowie in sensiblen vagalen Atemwegsganglien
(23) nachgewiesen.

Zur Freisetzung von Tachykininen an den peripheren Nervenendigungen kommt es nach
Aktivierung der primdr afferenten Nervenfasern z.B. durch Stimulation mit Capsaicin,
Bradykinin, Prostaglandin, Histamin, hyperosmotischer Salzlésung, Zigarettenrauch, Allerge-
nen, Ozon oder Kkalter trockener Luft (33; 17).

Aber auch in diversen nicht-neuronalen Geweben von Sdugetieren wurden Tachykinine
bzw. deren mRNA nachgewiesen, z.B. in Speicheldrise, Schilddruse, Herz, Haut, Milz, Nie-
re, Nebenniere, Skelettmuskel, Uterus, Hoden und Geféllen (44; 45). Nicht-neuronale
Tachykinin-Bildung findet auch in den Atemwegen von Mensch und Nagetieren u.a. in Tra-
cheal- und Bronchialgewebe wie Endothelzellen sowie eosinophilen Granulozyten, Alveolar-
bzw. Sputum-Makrophagen, Monozyten, Lymphozyten und Dendritischen Zellen statt (45;
46).

Inaktiviert werden Tachykinine in den Atemwegen in erster Linie durch die neutrale
Endopeptidase (NEP) und das Angiotensin-umwandelnde Enzym (ACE) (47). NEP wird in
Atemwegsmukosazellen exprimiert und scheint daher die Hauptinaktivierungsfunktion in den
Atemwegen zu haben, wéhrend ACE vorwiegend intravasal sowie im Liquor cerebrospinalis
zu finden ist und somit eher dort fir den Peptidabbau in Frage kommt (48). Nach
proteolytischer Inaktivierung werden die Fragmente durch in den Atemwegen ubiquitér

exprimierte Peptid-Transporter wie z.B. PEPT2 entfernt (46).

1.3.2. REZEPTOREN UND WIRKUNG

In den Atemwegen freigesetzte Tachykinine zeigen bronchokonstriktorische und ver-
schiedene pro-inflammatorische Effekte wie Vasodilatation, Plasmaextravasation, Mukus-
Hypersekretion sowie Chemotaxis und Stimulierung von Entziindungszellen (17).

Vermittelt werden diese Effekte Uber die drei bekannten Tachykinin-Rezeptor-Typen
NK;, NK; und NKj3 (49; 50; 51). Sie gehdren zu den G-Protein-gekoppelten-Rezeptoren der
Klasse 1 und werden von den Tachykinin-Rezeptor-Genen (TACR) 1-3 kodiert (45).
Tachykinin-Rezeptoren wurden u.a. in Atemwegsmuskelzellen, submukosalen Driisen und im
respiratorischen Epithel immunhistochemisch nachgewiesen (52), die einzelnen Rezeptor-
Typen sind allerdings sehr heterogen verteilt. Wéhrend der NK;-Rezeptor (NK;) insgesamt
uberwiegend im Epithel, in den Driisen und an den Gefalen der Atemwege lokalisiert ist,
wird der NK,-Rezeptor (NK3) eher in der glatten Atemwegsmuskulatur gefunden (53; 54).

Die Tachykinin-Rezeptoren weisen eine moderate Liganden-Selektivitat auf. SP, NKA und
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NKB haben prinzipiell zwar auf alle 3 Rezeptor-Typen eine agonistische Wirkung (via Erho-
hung des intrazellularen Calciums), zeigen aber jeweils zu einem Rezeptor-Typ eine beson-
ders hohe Affinitat: SP zu NK;, NKA zu NK; und NKB zu NK3 (45; 39).

Vasodilatation und Plasmaextravasation sind weitestgehend abhéngig von NK;. Die Ak-
tivierung von NK; stimuliert Gberdies epitheliale Becherzellen zur Mukussekretion (55; 56)
und bewirkt eine Chemotaxis von Entzindungszellen (32). Untersuchungen in NK;-
Deletionsmodellen zeigten flr die Atemwege u.a. eine verénderte Antwort auf Hypoxie (57)
sowie eine verminderte durch elektrische Feld-Stimulation erzeugte Atemwegskonstriktion
von NKj-deletierten Méusen mit Allergen-induzierter Atemwegsentziindung (58). SP indu-
ziert im Meerschweinchen-Modell auRerdem eine Histamin-Ausschittung, was sowohl NK;-
als auch NK;-abhéngig (59) ist. AuRerdem scheint die durch NGF-induzierte bronchiale Hy-
perreagibilitat gegentber Histamin NK;-abhangig zu sein (16). Einer Studie zufolge wird NK;
in der Lunge von Asthma-Patienten vermehrt exprimiert (60).

Tachykinine sind zudem potente Konstriktoren der glatten Atemwegsmuskulatur, was in
erster Linie NKy-vermittelt geschieht (61). Hierfur spricht auch, dass inhaliertes oder intrave-
nds verabreichtes NKA bei Asthma-Patienten eine Bronchokonstriktion (62) auslost. Die
bronchokonstriktorische Wirkung der Tachykinine wird im Tiermodell durch Epithelschéden
in den Atemwegen sogar noch weiter verstarkt (63).

Dariiberhinaus wurde gezeigt, dass Tachykinine die Acetylcholin(Ach)-Ausschuttung
parasympatischer Nervenfaserendigungen beschleunigen (64) und somit indirekt zur Ach-
induzierten bronchialen Hyperreagibilitat beitragen kdnnen. Dies scheint zumindest bei Maus
und Meerschweinchen in erster Linie NK; bzw. NK3-abhéngig (53) zu sein. Ebenfalls NK3-
sowie NK;-abhangig ist beim Meerschweinchen offenbar die Histamin-induzierte mikrovas-
kuldre GefaRpermeabilitatssteigerung (53).

Abgesehen von den peripheren Effekten in den Atemwegen werden die im Perikaryon
gebildeten Tachykinine zudem ins ZNS transportiert, wo sie u.a. die Schmerzwahrnehmung
im somatosensorischen System (65; 66) sowie verschiedene zentrale Atemregulationsmecha-

nismen wie beispielsweise den Hustenreflex (67; 68) modulieren kdnnen.
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1.3.3. ROLLE IN DER NEUROGENEN ENTZUNDUNG BEI ASTHMA BRONCHIALE

Es gibt verschiedene Hinweise aus Tiermodellen und Untersuchungen mit Asthma-
Patienten darauf, dass eine allergische Atemwegsentziindung die Bildung und Ausschittung
von Tachykininen wie SP induziert. So wurden in einem Meerschweinchen-Modell 24 h nach
Allergenexposition drei- bis vierfach erhéhte Tachykinin-Konzentrationen im Lungengewebe
gemessen (69). Korrespondierend hierzu wurde in einer Studie bei Allergikern nach Aller-
genprovokation ein zusatzlicher Anstieg der im Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen oh-
nehin schon erhéhten Tachykinin-Konzentration in der Bronchoalveoldren Lavage (BAL)
gemessen (70). Eine andere Untersuchung zeigt, dass NKA das in der humanen BAL am
meisten vorhandene Tachykinin ist (71). Erhohte Tachykinin-Konzentrationen wurden dar(-
ber hinaus ebenfalls im Plasma von Patienten mit akut exazerbiertem Asthma nachgewiesen
(72). In einer Autopsie-Studie wurden in den Atemwegen von Asthma-Patienten vermehrt
vorhandene Tachykinin-immunreaktive Nervenfasern beobachtet (41), allerdings erbrachten
nachfolgende Untersuchungen diesbezlglich gegenteilige Befunde (73; 74; 75).

Neben spezifischen Allergenen kdnnen auch unspezifische Atemwegsreize wie z.B.
Ozon zu erhdhten Tachykinin-Konzentrationen in der humanen BAL fuhren (76). Ein weite-
res Beispiel hierflr ist die Inhalation mit hypertoner Natriumchlorid(NaCl)-Lésung, was bei
Asthma-Patienten eine im Vergleich zu gesunden Kontrollen erhdhte Tachykinin-
Konzentration im Sputum induzierte. Dies korrelierte invers mit dem Quotienten aus forcier-
tem exspiratorischen Volumen in 1 s (FEV,) und der forcierten Vitalkapazitat (FVC) (77).
Die Tachykinin-Induktion durch unspezifische Atemwegsreize konnte somit ebenfalls zur

Asthma-typischen Hyperreagibilitat beitragen.

Tachykinine werden also einerseits unter asthmatischen Bedingungen vermehrt in den
Atemwegen freigesetzt und zeigen dort andererseits proinflammatorische sowie
bronchokonstriktorische Effekte. Somit ist eine Beteiligung an der Entstehung und Aufrecht-
erhaltung von chronisch-entziindlichen Atemwegserkrankungen wie Asthma sehr wahrschein-
lich.

Verschiedene Versuche mit Tachykinin-Rezeptor-Antagonisten zeigten allerdings bis-
lang Uiberwiegend nicht den erwarteten klinischen Nutzen. Eine Ubersicht (iber die heteroge-
nen Resultate verschiedener Studien zum klinischen Einsatz von NK-Antagonisten liefert die
Arbeit von Butler et al. 2007 (18).
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1.4. NERVE GROWTH FACTOR IN DEN ATEMWEGEN

Nerve Growth Factor (NGF) wurde vor ca. 60 Jahren von Rita Levi-Montalcini und Stan-
ley Cohen entdeckt (78; 79), wofiir beide 1986 mit dem Nobelpreis fur Medizin und Physio-
logie ausgezeichnet wurden. NGF wird neben Brain-derived Neurotrophic Factor (BDNF)
sowie Neurotrophin(NT)-3 und NT-4 zur Familie der Neurotrophine gezahlt. Neurotrophine
werden sowohl von neuronalen Zellen als auch u.a. von Entzlindungs- und Strukturzellen syn-
thetisiert. Alle Neurotrophine binden mit geringer Affinitat an den Pan-Neurotrophinrezeptor
p75 (p75""") und jeweils mit hoher an einen Tropomyosin-related Kinase(Trk)-Rezeptoren:
NGF bevorzugt an TrkA, BDNF sowie NT-4 an TrkB und NT-3 v.a. an TrkC (80) (Abb. 1.2).

Trk-B
Trk-A r Trk-C p75

Abbildung 1.2 - Neurotrophine und ihre Rezeptoren.

Alle Neurotrophine (Nerve Growth Factor (NGF), Brain-derived Neurotrophic Factor (BDNF) sowie
Neurotrophin(NT)-3 und NT-4) binden mit hoher Affinitét (dicke Pfeile) an jeweils einen Tropomyosin-related
Kinase(Trk)-Rezeptoren und mit niedriger Affinitat (dinne Pfeile) an den Pan-Neurotrophinrezeptor p75.

Zunachst zeigten Untersuchungen, dass NGF in erster Linie fur Uberleben, Wachstum
und Differenzierung von sensiblen und sympathischen Neuronen eine wichtige Rolle spielt
(81; 82; 83), was spater auch speziell in den Atemwegen nachgewiesen wurde (84).
Neurotrophine werden wéhrend der Entwicklung des Nervensystems primér von den Zielge-
weben freigesetzt, in die sensible Nervenfasern daraufhin aussprossen, NGF am peripheren
Nervenende aufnehmen und retrograd ins Perikaryon transportieren. Neuere Studien erbrach-
ten davon abgesehen zahlreiche Hinweise auf eine Beteiligung an chronisch-entzindlichen
Atemwegserkrankungen (80; 14; 13; 85; 86).
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1.4.1. STRUKTUR, SYNTHESE UND INAKTIVIERUNG

Beim Menschen liegt aktives NGF stets in Form des B-Dimers (BNGF) vor (87; 88). Die
anderen beiden Untereinheiten o und y wurden bisher lediglich in der Speicheldrise von
Mausen und Ratten nachgewiesen. BNGF besteht aus zwei Ketten von maximal 118 Amino-
sauren (89). Das PNGF-kodierende Gen liegt bei Mausen auf Chromosom 3 (90) und bei
Menschen auf dem kurzen Arm von Chromosom 1 (91). Die Struktur des BNGF-Gens ist
stark konserviert (92).

NGF wird in erster Linie im Innervationsgebiet von sensiblen Neuronen gebildet, wel-
ches deren Uberleben und Proliferation moduliert (81). Aber auch in zahlreichen Entziin-
dungszellen wie Lymphozyten (93), Mastzellen (94), Eosinophilen (95) oder Makrophagen
(96) sowie in Strukturzellen wie Fibroblasten (97), Epithel- (98) oder glatten Muskelzellen
(99; 100) wurde in vitro eine NGF-Synthese nachgewiesen.

Die Umwandlung der NGF-Vorstufe (proNGF) zu biologisch aktivem NGF (mMNGF)
wird durch eine Proteasen-Kaskade reguliert, in der Tissue-Plasminogen-Aktivator (tPA),
Plasminogen und Plasmin eine Rolle spielen. Abgebaut wird NGF hingegen u.a. von der Mat-
rix-Metalloproteinase(MMP)-9 (101).

1.4.2. REZEPTOREN UND WIRKUNG

Die NGF-Effekte werden durch die Aktivierung von zwei verschiedenen Rezeptoren
vermittelt: TrkA und p75™ ",

TrkA ist der Neurotrophinrezeptor, zu dem NGF von allen Neurotrophinen die hdchste
Affinitat zeigt. TrkA wird im zentralen und peripheren Nervensystem (102), aber auch in
nicht-neuronalen Zellen wie z.B. Immun- oder Strukturzellen exprimiert (82; 103). Speziell in
den Atemwegen wurde TrkA in Mastzellen (104) sowie in Strukturzellen nachgewiesen
(105). Die TrkA-Aktivierung kann in diesen Zellen Uberleben, Proliferation, Differenzierung
bzw. Aktivierung bewirken (82).

NGF bindet wie alle Neurotrophine mit niedriger Affinitdt an p75"'". Dieser Pan-
Neurotrophin-Rezeptor ist 75kDa schwer und besteht aus 399 Aminoséuren, das kodierende
Gen liegt beim Menschen auf Chromosom 17 (106). p75™ ' gehort zur Familie der sogenann-
ten Todesrezeptoren, welche eine Apoptose-Kaskade induzieren kénnen (107). Die Aktivie-
rung von p75"® filhrt entweder zur Apoptose oder zum Uberleben der Zelle, abhangig vom
Signalweg sowie den involvierten Bindungs-Proteinen und Co-Rezeptoren (108; 109). Apop-
tose wird dabei durch Aktivierung einer Mitogen-aktivierten Proteinkinase (MAPK), Uberle-
ben via Aktivierung des Transkriptionsfaktor NF-xB (nuclear factor of kappa light
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polypeptide gene enhancer in B-cells) induziert. AuRerdem kann p75N™" Proneurotrophine mit
hoher Affinitat binden sowie mit dem hoch-affinen TrkA interagieren (110). Die Co-

Expression von TrkA und p75N'R

in neuronalen Zellen fuhrt beispielsweise zu einer noch
héheren Affinitat von NGF zu TrkA (111). Darlberhinaus blockiert die Co-Expression von
TrkA bei NGF-Bindung an p75"'" die Apoptose-Induktion und aktiviert den Uberlebens-
Signalweg in dieser Zelle (112). Andererseits verzogert die Prasenz von p75™ " die Internali-
sierung und den Abbau von TrkA und ermdglicht so dessen prolongierte Aktivierung (113).
AuRerdem gibt es verschiedene Hinweise dafur, dass NGF fir die Tachykinin-Bildung
in sensiblen parasympathischen Neuronen sowohl unter physiologischen (114; 115) als auch

unter entzlindlichen Bedingungen (116) eine wichtige Rolle spielt.

1.4.3. ROLLE IN DER NEUROGENEN ENTZUNDUNG BEI ASTHMA BRONCHIALE

In den Atemwegen wurde eine verstarkte NGF-Synthese unter entzlindlichen Bedingun-
gen in vivo u.a. in Entziindungszellen aus Bronchialbiopsien von Asthmatikern (117), bei Eo-
sinophilen aus der BAL im Tiermodell (118) und von Asthma-Patienten (119) sowie fir
Strukturzellen im Tiermodell (120) und beim Menschen (117; 121) gezeigt. Verschiedene
proinflammatorische Zytokine wie Interleukin(IL)-1B, Tumornekrosefaktor(TNF)-o, oder
Transforming Growth Factor(TGF)-p induzieren in vitro eine vermehrte NGF-Expression in
Atemwegs-Strukturzellen, z.B. in Lungenfibroblasten (122), Atemwegsepithel- (123) (124)
oder glatten Muskelzellen (125). Andere proinflammatorische Zytokine kénnen zudem syner-
gistisch mit den oben genannten eine zuséatzliche Steigerung der NGF-Synthese bewirken,
was u.a. fir TNF-o in Kombination mit IL-4 in Astrozyten (126) oder fur IL-1p und Interfe-
ron(IFN) v in Fibroblasten (127) gezeigt wurde.

Diese NGF-Induktion unter entziindlichen Bedingungen in den Atemwegen wurde auch
in vivo beobachtet, so z.B. im Meerschweinchen-Modell nach einmaliger Allergenprovokati-
on (11). Korrespondierend hierzu zeigen auch Asthma-Patienten im Vergleich zu gesunden
Kontrollpersonen héhere NGF-Basiskonzentrationen in der BAL (117) sowie einen Anstieg
nach einmaliger Allergen-Provokation (128). Dementgegen steht allerdings die Arbeit von
Kassel et al. (121), in der 12 Asthmapatienten nach achtmaliger Allergen-Provokation keinen
Anstieg der NGF-Konzentration in der BAL aufwiesen.

Die NGF-Induktion im Rahmen von Atemwegsentziindungen bleibt jedoch nicht lokal
begrenzt. So konnte beispielsweise auch in Monozyten im Blut von Allergikern eine erhdhte

NGF-RNA-Expression nachgewiesen werden (129). Darlberhinaus wurde im Serum von
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Asthma-Patienten eine erhdhte NGF-Konzentration festgestellt, die zusatzlich mit der Schwe-
re der klinischen Auspragung der Erkrankung assoziiert war (130).

Neben zahlreichen im Tiermodell und am Menschen in vitro nachgewiesenen NGF-
Effekten auf Entzlindungszellen wie z.B. der Degranulation von Mastzellen (131) und Prolife-
ration von glatten Muskelzellen (132), stellt die Induktion von Tachykininen (v.a. Substanz P)
in Atemwegsneuronen einen wahrscheinlich zentralen Mechanismus der NGF-Partizipation
an Entzlndung, bronchialer Hyperreagibilitait und Remodelling dar (133). Diese NGF-
vermittelte SP-Induktion unter Asthma-Bedingungen wurde in vivo in verschiedenen Tiermo-
dellen (Meerschweinchen (11; 15; 16; 12), Maus (134) und Frettchen (135)) nachgewiesen.
Aulerdem wurde in vitro gezeigt, dass NGF bronchiale Hyperreagibilitat auch in Abwesen-
heit von den Perikaryen der sensiblen Atemwegsneurone — wahrscheinlich durch bloRe Frei-
setzung von SP aus deren distalen Axonenden — induzieren kann (136). Zusatzlich erhoht
NGF die Erregbarkeit sensibler parasympathischer Atemwegsneurone und koénnte auch auf
diese Weise zur bronchialen Hyperreagibilitét beitragen (137).

Es wurde zudem in vivo gezeigt, dass intravends appliziertes NGF die Histamin-
induzierte Bronchokonstriktion und die bronchiale Hyperreagibilitidt gegenuber Histamin po-
tenziert (16). Zuséatzlich konnte die Entstehung von bronchialer Hyperreagibilitat nach Aller-
gen-Provokation in verschiedenen Tiermodell-Studien durch Anti-NGF-Vorbehandlung inhi-
biert werden (118; 138).

Davon abgesehen gibt es Hinweise fur eine Beteiligung beider NGF-Rezeptoren an der
Induktion von Atemwegsentziindung und bronchialer Hyperreagibilitat, was fiir p75™ '~ bisher
vorwiegend am Mausmodell untersucht wurde. Dieses zeigt, dass die genannten Effekte bei
p75""R-Knockout-Tieren (139) bzw. nach Vorbehandlung mit p75""*-Antikérpern nicht ein-
treten (140). Auch mittels trkA-Antagonisten konnte die Entwicklung bronchialer Hyperrea-
gibilitat sowie die SP-Induktion im Ganglion nodosum und im Lungengewebe auch bei Meer-
schweinchen weitestgehend verhindert werden (11).

Glukokortikoide wie Dexamethason wirken antiinflammatorisch und werden u.a. bei al-
lergischem Asthma eingesetzt. Dexamethason fihrte in vitro zu einer Reduktion der basalen
NGF-Expression ~ sowie des  Entziindungs-induzierten  Expression-Anstiegs  in
Atemwegsepithelzellen (124) und Lungenfibroblasten (122). Auch in vivo wurden ahnliche
Effekte beobachtet, so sank beispielsweise die NGF-Serumkonzentration bei Asthma-
Patienten nach Glukokortikoid-Inhalation (141). Zusatzlich reduzierte eine Dexamethason-
Vorbehandlung die NGF-Expression in Eosinophilen von Allergikern (142).
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Insgesamt zeigen diese Forschungsergebnisse, dass NGF unter asthmatischen Bedingun-
gen nicht nur von neuronalen, sondern auch von zahlreichen Entziindungs- und Strukturzellen
in den Atemwegen vermehrt gebildet wird. NGF hat neben einigen direkten
proinflammatorischen Effekten eine SP-Induktion zur Folge, wodurch u.a. die bronchiale Hy-
perreagibilitdt moduliert wird. Die Bedeutung von NGF fir die klinische Manifestation bei
Asthma-Patienten und damit als potentiell therapeutisch nutzbares Ziel kann derzeit allerdings

noch nicht abschlieBend bewertet werden.

1.5. ASTHMA IM TIERMODELL

Die Pathogenese von Asthma bronchiale kann prinzipiell entweder in vivo an Asthma-
Patienten bzw. im Tiermodell oder in vitro an Zellkulturen erforscht werden.

Fur Aspekte der komplexen neuroimmunologischen Asthma-Pathogenese sind in vit-
ro-Methoden nicht ausreichend geeignet. Dies liegt v.a. daran, dass der parallele Verlauf der
Atemwegsentziindung und der Verénderungen in Atemwegsneuronen nur in einem ganzen
Organismus untersucht werden kann.

Es gibt verschiedene Mdglichkeiten, Rickschlisse auf pathophysiologische Vorgange
direkt aus Untersuchungen von Asthma-Patienten zu ziehen. Ublich sind hierfiir z.B. vendse
Blutentnahmen, Lungenfunktionstests, Bronchoskopie mit Biopsien und BAL. Es gibt jedoch
keine Mdglichkeit fur die Gewinnung geeigneter Gewebeproben zur Untersuchung von
Perikaryen sensibler Atemwegsneurone bei Asthma-Patienten. Die Perikaryen sensibler
Atemwegsneurone liegen zusammen mit denen zahlreicher anderer viszeroafferenter Neurone
unmittelbar unterhalb des Foramen jugulare im vagalen Ganglion inferius (distale), weshalb
eine Probenentnahme nur postmortal moglich ist. Die einzigen Daten zur Tachykinin-IR von
Asthma-Patienten stammen daher aus endobronchialen Biopsie- (74; 75) bzw. Autopsie-
Studien (73), in denen periphere Nervenfasern ohne vorherige Markierung der
Atemwegsneurone untersucht wurden, weshalb sie eine eingeschrankte Aussagekraft besitzen.

Aus diesen Grinden werden zur Untersuchung neuronaler Veranderungen im Rahmen
von Asthma fast ausschlieBlich Tiermodelle angewendet. Da kein bekanntes Tiermodell spon-
tan Asthma-typische Veranderungen entwickelt (143), wird in Studien zumeist durch Sensibi-
lisierung und anschlielende Provokation mit einem Allergen eine Art ,,experimentelles aller-
gisches Asthma‘* kilnstlich induziert. Insgesamt werden Asthma-Tiermodelle seit tber 100
Jahren neben pathophysiologischen Fragestellungen v.a. auch zur Erprobung neuer therapeu-
tischer Optionen verwendet (144). Die géangigsten Asthma-Tiermodelle sind Meerschwein-
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chen (145; 146), Ratte (147; 148) und Maus (149; 150). Aber auch Frettchen, Pferde, Schafe,
Affen, Hunde und Katzen wurden vereinzelt in der Asthmaforschung verwendet (151; 152).

Kein Tiermodell kann alle Aspekte des humanen Asthmas vollstandig abbilden. Meer-
schweinchen sind jedenfalls das in praklinischen Asthma-Studien am haufigsten verwendete
Tiermodell (153). Ein Grund hierflr ist, dass Anatomie und Physiologie der Meerschwein-
chen-Lunge der humanen starker als oben genannte Tiermodelle entsprechen. Insbesondere
fur Untersuchungen von Veranderungen in sensiblen Atemwegsneuronen ist dabei relevant,
dass sich die autonome Atemwegsinnervation sowie die Lokalisation und Anteil Tachykinin-
immunreaktiver Nervenfasern in der Lunge von Mensch und Meerschweinchen sehr éhneln.
Einer der groRRten Vorzige dieser Tiermodell-Spezies liegt zudem in der dem Menschen sehr
ahnlichen klinischen Reaktion auf Allergenexpositionen, welche sich z.T. deutlich von der
anderer Nager wie Maus oder Ratte unterscheidet (145). Auch die erzeugte
Atemwegsentziindung, bei der Histamin und Eosinophile groRRe Bedeutung haben, ist mit der
von Asthma-Patienten gut vergleichbar (146). Histamin spielt dagegen z.B. bei Mausen
pathophysiologisch nahezu keine Rolle (144). Neuere Studien konnten daruberhinaus in chro-
nischen Meerschweinchenmodellen Atemwegs-Remodelling induzieren, wie es auch bei
Asthma-Patienten beobachtet wird (146). Abgesehen davon stellt die fast identische Rezeptor-
Pharmakologie in den Atemwegen von Mensch und Meerschweinchen einen wichtigen Vor-
teil fur Interventionsstudien dar (145). AuBerdem entstammen die flr die Forschung verfiig-
baren Meerschweinchen im Gegensatz zu Mé&usen berwiegend keinem Inzucht-Verfahren,
was deren Aussagekraft fir humane Erkrankungen eher erhéht.

Im Vergleich zu anderen Tiermodellen gibt es bei der Verwendung von Meerschwein-
chen nur sehr wenige Nachteile wie das Fehlen von transgenen Methoden oder die begrenzte
Anzahl ausreichend unterschiedlicher Stamme.

Ein relevanter Unterschied zum Menschen betrifft den sogenannten Axon-Reflex. GemaR
diesem von Barnes et al. beschriebenen Phanomen reagieren sensible Atemwegsneurone auf
die Stimulierung ihrer freigelegten peripheren Endigungen durch Entziindungsmediatoren mit
der Freisetzung von Neuropeptiden, die wiederum Asthma-typische Phanomene wie
Bronchokonstriktion, Schleimsekretion oder Rekrutierung von Entzindungszellen induzieren
konnen (8). Dieser Axon-Reflex ist bei Meerschweinchen und Ratten recht ausgepragt, fur sein
Vorhandensein in der humanen Lunge gibt es dagegen bisher keine eindeutigen Belege (145).
Dies ist, v.a. im Hinblick auf das Konzept der neurogenen Entzlindung, eine prinzipielle Ein-
schrankung der Tiermodell-Relevanz fiir humanes Asthma. Auch im Hinblick auf die bron-

chiale Hyperreagibilitat von Asthma-Patienten sind Meerschweinchen - wie allerdings alle
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Tiermodelle - inad&quat. Ein Grund hierfur ist, dass es fiir kein Tiermodell ein mit der Spiro-
metrie vergleichbar gut geeignetes Verfahren zur Bestimmung des wichtigsten Parameters flr
bronchiale Hyperreagibilitat, des forcierten exspiratorischen Volumen in 1 s (FEV3), gibt
(145). Deshalb wurden in der vorliegenden Arbeit trotz klinischer Relevanz keine Daten zur
bronchialen Hyperreagibilitat erhoben.

Insgesamt gilt das Meerschweinchen in vielerlei Hinsicht als das geeignetste Tiermodell

fur Studien zu chronisch-entzundlichen Atemwegserkrankungen wie Asthma (145; 146).

1.6. FRAGESTELLUNGEN

Es sind zahlreiche Studien zur neurogenen Entziindung (NE) am Beispiel von Asthma im
Tiermodell mit akuter Provokation durchgefiihrt worden. Deutlich weniger ist dagegen Uber
diese Entziindungsvorgénge im Rahmen mehrfacher Allergenexpositionen bekannt. Deshalb
wurde die NE in der vorliegenden Arbeit in einem neuen chronischen Provokationsmodell an
Meerschweinchen untersucht. Dabei lag der Fokus auf drei Kernaspekten der NE:

1) der lokalen Entziindung in den Atemwegen,

2) sensiblen Atemwegsneuronen, welche u.a. tGber die Bildung und Ausschittung von

Tachykininen die Entziindung in den Atemwegen beeinflussen kénnen, sowie
3) Neurotrophinen als wichtigem Bindeglied zwischen Atemwegsentziindung und

Tachykinin-Freisetzung in den Atemwegsneuronen.

Zu diesen drei Kernaspekten der NE wurden folgende drei Fragestellungen wéhrend und
nach mehrfachen Allergenexpositionen untersucht:

ad 1) Wie verdndern sich Anzahl und Zusammensetzung der BAL-Zellen sowie die
peribronchialen Leukozyten-Infiltrate als Marker fir das lokale Entziindungsge-
schehen in den Atemwegen?

ad 2) Wie entwickelt sich die Immunreaktivitét fur Tachykinine und den Pan-Neutrophin-
Rezeptor p75 in sensiblen Atemwegsneuronen im Ganglion nodosum?

ad 3) Wie hoch sind die Konzentrationen der Neurotrophine NGF, BDNF und NT-4 in
der BAL?

Fur die Untersuchung dieser Fragestellungen wurde ein neues chronisches Asthma-
Tiermodell mit bis zu sechsmaliger inhalativer Provokation entwickelt. Dieses wurde anhand
der beobachteten Allergenexpositionssymptomatik und der oben erwéhnten Parameter fiir die

lokale Atemwegsentziindung evaluiert.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1. MATERIALIEN

Tabelle 2.1 Antikdrper fur Immunhistochemie

Antikorper Produktname Firmenname Firmensitz
Cy"™2-konjugiertes
Cy2-Sekundéarantikorper AffiniPure Goat \Ilea:sisaﬁghl T;T)lg:g_ West Grove,
y P Anti-Rabbit 1gG (H+L) fories. TG USA
[111-485-003] T
Cy_"3-konjugiertes Jackson Immuno
Cy3-Sekundarantikorper AffiniPure Donkey Research Labora- | oot Grove,
Anti-Rat-1gG (H+L) tories. Inc USA
[712-165-150] T
p75 Neurotrophin Receptor Princeton
p75"™R -Antikorper Polyclonal Antibody Covance UsA
[PRB-602C]
Rat Anti-Substance P Mo- Pittsburah
Tachykinin-Antikorper noclonal Antibody Chemicon USA gn,
[MAB356]
Tabelle 2.2 Chemikalien und Reagenzien
Chemikalie/Reagenz Produktname Firmenname Firmensitz
Aluminiumhydroxid Imiect® Alum Pierce Rockford,
(AI(OH)5) J Biotechnology | USA
BDNF-ELISA-Kit Human BDNF DuoSet®  |R & D Systems L'\j'érX‘eapo"s’
Color Reagent A (H;0,) + . .
Color Reagent B (Tetrame- | Substrate Reagent Pack R & D Systems Minneapolis,
o USA
thylbenzidine)
Diff-Quick-Kit DIFF QUIK STAIN SET | Medion Diagnos- | Dudingen,
tics Schweiz

o Disodium hydrogen
Dinatriumhydrogenphosphat ohosphate Merck Darmstadt
Dulbecco's Phosphate Buf- | Dulbecco's Phosphate Buf- PAA Pasching,
fered Saline (DPBS) fered Saline (DPBS) Osterreich

Ethanol absolut EMPLU-
Ethanol RATM Merck Darmstadt
Hémalaun Mayers Hamalaunldsung Merck Darmstadt
Hydroxystilbamidine Fluoro-Gold Biotrend Koln
Kaliumchlorid Potassium chloride Merck Darmstadt
Kaliumdihydrogenphosphat Potassium dihydrogen Merck Darmstadt
phosphate
Ketaminhydrochlorid Ketamin® Delta Select Pfullingen
(50 mg / ml)

. . . Fluka Chemie Buchs,
Milchpulver Skim Milk Powder GmbH Schweiz
Natriumcarbonat Sodium carbonate Merck Darmstadt
Natriumchlorid Sodium chloride Merck Darmstadt

21



Sodium dihydrogen

Natriumdihydrogenphosphat Merck Darmstadt
phosphate
Natriumhydrogencarbonat | Sodium bicarbonate Merck Darmstadt
. NGF E, s’ ImmunoAssay Madison,
NGF-ELISA-Kit System Promega USA
NT-4-ELISA-Kit Human NT-4 DuoSet®  |R & D Systems 'l\J"éTeapo"s’
. Albumin from chicken egg . . St. Louis,
Ovalbumin (OVA) white®, Grade V/ Sigma-Aldrich USA
. . . St. Louis,
Paraformaldehyd Formaldehyde solution Sigma-Aldrich USA
Periodséure Periodséure Merck Darmstadt
Pikrinsdure Picric acid solution Sigma-Aldrich lSJt.gkows,
N - Basel,
Proteaseninhibitor Complete Mini® Roche .
Schweiz
. Reagent Diluent Minneapolis,
Reagent Diluent Concentrate 2 R & D Systems USA
Saccharose Saccharose Sigma-Aldrich LSJt'S'I&OUIS’
Salzsdure (1 N) Hydrochloric acid Merck Darmstadt
Schiffsches’ Reagenz Schiff's reagent Merck Darmstadt
; Stop Solution 2N Sulfuric Minneapolis,
Stop-Losung (2 N H,SOy) Acid R & D Systems USA
ELECTRON Fort Washington
Tissue Tek Tissue Freeze Medium® MICROSCOPY USA gton,
SCIENCES
Tween 20 St. Louis
(Polyoxyethylenesorbitan Tween® 20 Sigma-Aldrich U'S A ’
monolaurate)
R. Langenbrinck
Vitro-Clud Vitro-Clud® Labor- und Me- | Teningen
dizintechnik
Xylazinhydrochlorid (2 %) | Rompun® Bayer AG Leverkusen
Xylol Xylene Merck Darmstadt
Tabelle 2.3 Gerate und Apparaturen
Gerat/Apparatur Produktname Firmenname Firmensitz
ELISA-Reader Fluostar OPTIMA BMG Offenbur
LABTECH g
Epifluoreszenzmikroskop Leica DM RA2 'I[Ie%?sa Microsys- Wetzlar
Druckluftvernebler Pari Boy Type 37.00 Pari Werk GmbH | Starnberg
Laborabzug Abzug Kottermann Hénigsen
Laborschittler KS 250 basic ::I(If‘ Labortech- Staufen
Lichtmikroskop Primo Star Zeiss Jena
s Neubauer Z&dhlkammer LO-Laboroptik N
Neubauer Z&hlkammer (Bright-Line) GmbH Friedrichsdorf
Zentrifuge Shandon Cytospin 4 Thermo Fisher | Waltham,
g Cytocentrifuge Scientific Inc. USA
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Tabelle 2.4 Verbrauchsmaterialien

Material Produktname Firmenname Firmensitz
. . . . . . Bonaduz,
10 pl-Mikrospritze 701N Micro-Syringe Pipet | Hamilton Schweiz
Immuno 96 MicroWell™
ELISA-Platten Plates (MaxiSorp™) Nunc Langenselbold
ELISA-Plattenversieglung | Sealing Tapes Nunc Langenselbold
. . Thermo Fisher Waltham,
Filterkarten Shandon TPX Filter Cards Scientific Inc. USA
Filterpapier Rundfilter (& 35 mm) Schleicher & Schuell| Dassel
. MF Membran hydrophil - Billerica,
Membran-Filter 0.22um 25mm weiR glatt Millipore USA
R. Langenbrinck
Objekttrager SuperFrgst Plus- Labor- und Medizin- | Teningen
Objekttrager .
technik
Venenverweilkanile Neoflon Becton Dickinson Helsingborg,
Schweden
Vicryl Naht 7-0 bzw. 4,0 Vicryl Naht Ethicon Norderstedt

Tabelle 2.5 Ldsungen

Loésung Bestandteile und Mischungsverhéltnisse

Aluminiumhydroxid-Ldsung
(fur die Sensibilisierung)

Aluminiumhydroxid,
1:3 in Natriumchlorid-L&sung (0,9%) verdiinnt

Aluminiumhydroxid-Ldsung (s.0.),
120 pl / ml Ovalbumin in Natriumchlorid-Ldsung (0,9%),
1:1 gemischt

Aluminiumhydroxid-Ovalbumin-
Losung (fur die Sensibilisierung)

5 % Milchpulver,

BlocklGsung in Agua dest.

0.025 M NaHCO;

Coating-Puffer (pH 9,7) 0.025 M Na,COs

Ethanol-Reihe Ethanol,

(99 %, 96 %, 80 %, 70 %) in Agua dest.
273,83 mmol / | NaCl,
2,7 mmol / | KCI,

10,1 mmol / | Na,HPQ,,
1,8 mmol / | KH,PQO,,
in Aqua dest.

Inkubations-Ldsung

Ovalbumin,

Ovalbumin-L6sung in NaCl-Losung (0,9%)

0,5 % Periodsaure,

Periodsaure (0,5 %) in Aqua dest

230 ml 0,2 M NaH,PO,(H,0),-Ldsung,
770 ml 0,2 M Na,HPO,(H,0),- Lésung,
in Aqua dest. 1 : 2 verdiinnen (pH 7,4)

0,1 M Phosphatpuffer (PBS)

180g Saccharose,

Saccharose-L6sung (18%) auf 11 PBS

82,7 ml HCI,

Salzséure-Losung (1 N) 917,3 ml Aqua dest.

0.05 % (v/v) Tween® 20,

Waschpuffer in DPBS

2% Paraformaldehyd,
15% Pikrinsaure,
in PBS

Zamboni-Ldsung (pH 7,4)




2.2. VERSUCHSTIERE

Fur die Experimente wurden 30 weibliche, 300 - 400 g schwere Meerschweinchen vom
Stamm Dunkin Hartley von der Firma Charles River Wiga (Kieslegg, Deutschland) verwen-
det. Die Tiere wurden in der Tierexperimentellen Einrichtung des Campus Virchow Klinikum
der Charité in einem 12-Stunden hell-dunkel-Lichtzyklus in pathogenfreier Umgebung sowie
in  Ubereinstimmung mit dem geltenden Tierschutzgesetz gehalten. Sie wurden mit
Ovalbumin(OVA)-freiem Futter und Trinkwasser ad libitum versorgt.

Die vom Landesamt flr Arbeitsschutz, Gesundheitsschutz und technische Sicherheit Ber-

lin bei Genehmigung der Tierversuche vergebene Projektnummer lautet G-0059/01.

2.3. TIERMODELL

2.3.1. VERSUCHSABLAUF

Die Versuche begannen nach einer Akklimatisierungsphase von 3 Tagen nach Ankunft
der Tiere. Die Meerschweinchen wurden zunédchst nach dem Zufallsprinzip in sechs Gruppen
zu je funf Tieren aufgeteilt, Gruppe 1 wurde zur Kontrollgruppe bestimmt (Tab. 2.6). Der
Versuchsablauf ist in Abb. 2.1 dargestellt. Sensibilisierung, retrograde Fluoreszenzfarbstoff-
Markierung und Entnahme erfolgten nach einem etablierten Protokoll (69). Um chronische
Asthma-Bedingungen zu erzeugen, wurden in der vorliegenden Arbeit im Unterschied zu bis-

herigen Studien sechs OVA-Provokationstermine an aufeinanderfolgenden Tagen angesetzt.

Tabelle 2.6 — Gruppeneinteilung der Versuchstiere

Gruppen Sensibilisierung | Anzahl durchgefiihr- | Tage zwischen letzter Pro-

ter Provokationen (p) | vokation und Entnahme (d)
Gr. 1 (KTL p1 +d1) ohne OVA 1 1
Gr.2 (OVA p1 +d1) mit OVA 1 1
Gr. 3 (OVA p3 +d1) mit OVA 3 1
Gr. 4 (OVA p6 + d1) mit OVA 6 1
Gr. 5 (OVA p6 + d3) mit OVA 6 3
Gr. 6 (OVA p6 + d6) mit OVA 6 7

Alle Tiere auRRer der Kontrollgruppe (KTL) wurden vor den Provokationen mit Ovalbumin (OVA) sensibilisiert.
Die einzelnen Gruppen (Gr.) unterscheiden sich zudem in der Anzahl der téglich durchgefiihrten OVA-
Provokationen (p) sowie in der Anzahl der Tage zwischen letzter Provokation und Entnahme (d).
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1. Sens 2. Sens 3. Sens L 27T
Alle Gr.
Tag 1 Tag 14 Tag 28 Tag 29 Tag 31 Tag 34 Tag 35
Retrograde Retrograde Retrograde
Markierung Markierung Markierung
Gr.1&2 Gr.3 Gr. 4
Entnahme Entnahme Entnahme Entnahme
Gr.1&2 Gr.3 Gr. 4 Gr.5
Tag 36 Tag 37 Tag 38 Tag 39 Tag40 Tag4l Tag43 Tag47
2. Provo 3. Provo 4. Provo 5. Provo 6. Provo Entnahme
Gr.3-6 || Gr3-6 || Grn4-6 || Gr4a-6 || Gr4-6 Gr. 6
Retrograde Retrograde
Markierung Markierung
Gr. 5 Gr. 6

Abbildung 2.1 — Versuchsanordnung. Beginn der Versuche (Tag 1) nach 3 Tagen Akklimatisierungsphase.
Gruppenaufteilung: 6 Gruppen (Gr.) mit je 5 Tieren, Gr. 1 = Kontrollgruppe. Dreimalige Sensibilisierungen
(Sens) innerhalb von 28d, Kontrollgruppe ohne, Gr. 2-6 mit Ovalbumin (OVA). Die erste OVA-Provokation
(Provo) erfolgte 7 Tage nach der letzten Sensibilisierung. Das retrograde Markieren der Atemwegsneurone mit
dem Fluoreszenzfarbstoff Fluoro-Gold wurde jeweils 7 Tage vor Entnahme durchgefihrt.

2.3.2. SENSIBILISIERUNG

Fur die Allergen-Sensibilisierung wurde den Tieren der Gruppen 2 — 6 dreimal je 5 ml
einer Aluminiumhydroxid-OVA-L&ésung intraperitoneal injiziert. Aluminiumhydroxid dient
als immunogenes Adjuvans, indem es die Immunantwort auf das Allergen unspezifisch ver-
starkt. Den Tieren der Kontrollgruppe wurden jeweils 5 ml einer Aluminiumhydroxid-Lésung

ohne Allergen injiziert.

2.3.3. PROVOKATION

Die Allergen-Provokationen begannen eine Woche nach der letzten Sensibilisierung und

fanden an insgesamt sechs aufeinanderfolgenden Tagen statt. Hierfir wurden die Tiere ein-
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zeln in 4725 cm® groBe Plexiglas-Kammern gesetzt. In diese Kammern wurde eine zuvor
durch  einen  Membran-Filter  gereinigte OVA-PBS-Losung mit Hilfe eines
Druckluftverneblers aerosoliert. Die Kontrollgruppe (KTL pl) sowie Gruppe 2 (OVA pl)
wurden einmal, Gruppe 3 dreimal (OVA p3) und die Gruppen 4 — 6 (OVA p6) sechsmal pro-
voziert. Um einer moglichen Toleranzentwicklung gegeniliber den Provokationen vorzubeu-
gen, wurde taglich die OVA-Konzentration oder die Provokationsdauer unter Berlicksichti-
gung der zuvor beobachteten Symptome einer akuten bronchialen Obstruktion erhoht. Diese
lie sich an einer Steigerung der Atemfrequenz, der zunehmenden Tiefe der Atemexkursio-
nen, Husten, Zittern, Pilo-Erektion und Niesen beobachten. Fir jeden Provokationsdurchgang
wurde die Symptomatik zu einem semiquantitativen Gesamteindruck in drei Kategorien zu-
sammengefasst. Diese Symptomatik-Beurteilungen der einzelnen Provokationen sind zusam-
men mit der jeweils verwendeten OVA-Konzentration und der Provokationsdauer in Tabelle
2.7 angegeben. Beim Auftreten stark ausgepragter Symptome einer respiratorischen Insuffizi-
enz wurden einzelne Tiere bereits vor Ablauf der angesetzten Expositionszeit aus der Kam-
mer genommen und mit Sauerstoff versorgt. Aus den Gruppen 2, 3 und 4 war jeweils ein Tier

zwischen den Provokationen gestorben.

Tabelle 2.7 — Ovalbumin-Konzentration, Provokationsdauer und -symptomatik

Provokation 1. 2. 3. 4, 5. 6.
OV A-Konzentration 0,1% 0,1% 0,3% 0,3% 0,5% 0,5%
Provokationsdauer 10min 15min 10min 15min 5min 7min
Symptomatik bei

++ + ++ ++ ++ ++
sensibilisierten Tieren
Symptomatik bei nicht 0

sensibilisierten Tieren

Ovalbumin(OVA)-Konzentrationen in Phosphatpuffer (PBS), Provokationsdauer und beobachtete Schwere der
Symptomatik in Kategorien: 0 = keine relevanten Symptome einer respiratorischen Insuffizienz; + = gelegentli-
ches Niesen/Husten und leichte Steigerung der Atemfrequenz (AF) bzw. spét einsetzende Symptomatik; ++ =
haufiges Niesen/Husten, deutliche AF-Steigerung, Zittern, Pilo-Erektion bzw. friih einsetzende Symptomatik. Bei
den Tieren der Kontrollgruppe wurde nur die 1. Provokation durchgefihrt.

2.3.4. RETROGRADE MARKIERUNG DER ATEMWEGSNEURONE
Prinzip

Fir die retrograde Markierung von Neuronen wird ein Fluoreszenz-Farbstoff so appli-
ziert, dass er von den distalen Axonenden der Neurone aufgenommen werden kann und ret-

rograd ins Perikaryon transportiert wird. Der aktive Transport von Proteinen in Vesikeln er-
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reicht dabei Geschwindigkeiten von bis zu 2 cm pro Tag (154). Mithilfe eines Fluoreszenz-
Mikroskops kénnen dann die Perikaryen der markierten Neurone auf Ganglienschnitten iden-

tifiziert werden.

Durchfiihrung
Um ausreichend Zeit flr den retrograden Transport des Farbstoffs in die Perikaryen zu

gewahrleisten, wurde die retrograde Markierung jeweils sieben Tage vor der geplanten Ent-
nahme durchgefiihrt. Die Tiere wurden durch eine intramuskulére Injektion in den Ober-
schenkel zunachst mit Ketaminhydrochlorid (50mg/kg KG) analgosediert. Kurze Zeit spater
wurde durch eine Xylazinhydrochlorid-Injektion (5mg/kg KG) an der kontralateralen Seite
die Sedierung vertieft und die Tiere zusétzlich etwas relaxiert. Die mittlere zervikale Trachea
wurde nach einem medianen Langshautschnitt ventral frei prapariert. Eine 10 ul-Mikrospritze
wurde durch eine kleine Inzision zwischen zwei Knorpelspangen bis in den rechten Haupt-
bronchus vorgeschoben und 5ul des Fluoreszenz-Farbstoffes Fluoro-Gold (5 %
Hydroxystilbamidine in 0,9 % NaCl-Ldsung) in die rechte Hilusregion appliziert. Anschlie-
Rend wurde die Inzision in der Trachea mit einer 7-0 Vicryl Naht und der Hautschnitt mit
einer 4-0 Vicryl-Naht zugenéht. Die Tiere wurden daraufhin in leichter Kopf-hoch-Lage plat-
ziert, wodurch weitgehend gewahrleistet wird, dass der Fluoreszenz-Farbstoff auf die untere
Trachea und die Lunge begrenzt bleibt. Um einer Unterkiihlung vorzubeugen, wurden die
Meerschweinchen bis zum Aufwachen unter eine Rotlicht-Lampe gelegt und konnten sich
ungestort erholen.

2.3.5. GEWEBEENTNAHME

Die Entnahme erfolgte bei der Kontrollgruppe (KTL pl + d1) sowie den Gruppen 2
(OVA pl + d1), 3 (OVA p3 + dl1) und 4 (OVA p6 + d1) einen Tag nach der jeweils letzten
Provokation. In Gruppe 5 wurden die Proben drei (OVA p6 + d3), in Gruppe 6 sieben Tage
(OVA p6 + d7) nach der sechsten Provokation entnommen (s. Abb. 2.1). Hierzu erhielten die
verbliebenen 27 Tiere jeweils sieben Tage nach dem retrograden Markieren der
Atemwegsneurone eine intramuskular injizierte Uberdosis an Ketaminhydrochlorid (50 mg)
und Xylazinhydrochlorid (20 mg). Anschliefend wurde nach einem medianen Bauch- und
Thoraxschnitt die Bauchaorta langs eroffnet, wodurch der Blutgehalt des enthommenen Ge-
webes gesenkt wird. Fir die vorliegenden Untersuchungen wurde bei jedem Tier jeweils eine
Bronchoalveoldre Lavage (BAL) angefertigt sowie der rechte Lungenfliigel und das rechte

Ganglion nodosum entnommen.
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Zur Gewinnung der BAL wurde die Trachea freiprépariert und mit einer Venenverweil-
kanule oberhalb des Schildknorpels punktiert. Die Venenverweilkanile wurde nach kaudal
vorgeschoben und dann die Trachea ligiert. Es folgte eine Injektion von 10 ml gekuhltem
DPBS, in dem vorher jeweils eine Tablette eines Proteaseninhibitors geldst worden war. Nach
mehrmaligem Resuspendieren der injizierten Lésung wurde zuletzt durch maximale Aspirati-
on die BAL gewonnen. Durch die Trachea-Punktionsstelle wurden die bei Eréffnung des Tho-
rax kollabierten Lungen solange mit einer Zamboni-Ldsung perfundiert, bis sich auch die pe-
ripheren Lungenabschnitte wieder vollstandig entfalteten und gelblich verfarbten. Nun folgte
die Entnahme des rechten Lungenflugels. AnschlieBend wurde der Schéadel von okzipital er-
offnet und das Felsenbein entfernt. Direkt unterhalb des Foramen jugulare wurde jeweils das

rechte Ganglion nodosum freiprapariert und entnommen.

2.3.6. PROBENAUFARBEITUNG

Alle entnommenen Gewebeproben wurden direkt im Anschluss an die Entnahme auf Eis
gelagert. Die Lungenfliigel und die Ganglien wurden in Zamboni-L6sung fir mindestens 4 h
bei 4 °C fixiert. Anschlieend wurden die Gewebeproben mit PBS solange gewaschen, bis die
Waschlosung wasserklar war und (ber Nacht bei 4 °C in Saccharose-Ldsung zur
Kryoprotektion belassen. Am ndchsten Tag wurden alle Gewebeproben aus der Saccharose-
Losung entfernt und die Lungenfliigel in 3-4 Stlicke zerteilt. Diese Lungenstucke und die
Ganglien wurden einzeln in Tissue Tek auf Filterpapier eingebettet, in flussigem Stickstoff (-
173 °C) schockgefroren und zur Anfertigung der Gewebeschnitte (siehe 2.3.7) bei -80 °C ge-
lagert. Die gewonnene BAL jedes Tieres wurde zur Volumenbestimmung gewogen und auf 2
Portionen (BAL-1 und BAL-2) verteilt. Zur Trennung der zelluldren Bestandteile von der
fliissigen Phase wurden beide Portionen direkt im Anschluss an die Entnahme zundchst mit
2200 rpm 10 min zentrifugiert (BAL-1 bei 4 °C; BAL-2 bei RT). Die Zellpellets beider Pro-
ben wurden fur Gesamtzellzahlbestimmung (siehe 2.5) in insgesamt 1 ml DPBS resuspendiert
und gepoolt. Der fliissige Uberstand von BAL-2 wurde verworfen, der von BAL-1 aliquotiert

und bis zur Messung der Neurotrophin-Konzentrationen (siehe 2.6) bei -20 °C gelagert.

2.3.7. ANFERTIGUNG DER GEWEBESCHNITTE

In einem Kryostaten (-25 °C im Gerat, -23 °C Stempelhalter) wurden 9 pum dicke Lun-
genschnitte sowie 6 pum dicke Ganglienschnitte angefertigt und auf Serien von je funf be-
schichteten SuperFrost Plus-Objekttragern (OT) mit jeweils 4 Schnitten angeschmolzen. Da-

bei wurden mindestens zwei Schnitte zwischendurch verworfen, sodass OT Nr. 1 Schnitt 1,
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16, 31, 46 und OT Nr. 2 Schnitt 4, 19, 34, 49 usw. trugen. Hierdurch resultierte flir 2 benach-
barte Schnitte auf einem OT ein Abstand von mindestens 126 um bei den Lungenschnitten
und 84 um bei den Ganglienschnitten. Somata von in die Atemwege projizierenden Neuronen
im Ganglion nodosum von Meerschweinchen haben einen mittleren Durchmesser von ca. 43
pm (155). Demzufolge war die Wahrscheinlichkeit einer Doppelauswertung desselben
Perikaryons &uRerst gering. Alle OT wurden 30 min luftgetrocknet und bis zur Weiterverar-
beitung (siehe 2.4 bzw. 2.7) bei -20 °C gelagert. Von jedem Tier wurden mindestens je zwei
Lungenschnitt- und Ganglienschnitt-Serien angefertigt.

2.4. PERIBRONCHIALE LEUKOZYTENINFILTRATE

2.4.1. PERIODIC ACID-SCHIFF-FARBUNG
Prinzip

Bei der Periodic acid-Schiff(PAS)-Farbemethode bindet die Periodsaure an Kohlehyd-
rate und hydrolisiert sie zu Aldehydgruppen. Diese reduzieren die im Schiffschen Reagenz
enthaltene, urspriinglich farblose Fuchsinschweflige Saure. Hierdurch werden kohlenhydrat-
reiche Strukturen wie z.B. der Mucopolysaccharide enthaltende hyaline Bronchial-Knorpel
pink gefarbt. Als Kontrast farbt Hamalaun die Nukleinsdure-reichen Zellkerne dunkelblau,
das Zytoplasma je nach RNA-Gehalt rosa bis blaulich.

Durchfiihrung
Es wurden von jedem Tier zwei OT aus verschiedenen Lungenschnitt-Serien ausge-

waéhlt, auf denen mdglichst viele Bronchienquerschnitte mit begleitenden Geféal3anschnitten zu

sehen waren. Diese OT wurden nach folgendem etablierten Protokoll gefarbt:

1.  OT bei Raumtemperatur (RT) auftauen und trocknen lassen 1h

2. 0,5% Periodsaure 8 min
3. Aqua dest. 2 min
4.  Schiffsches’ Reagenz 8 min
5. Leitungswasser flieRend 30s
6. filtriertes Hamalaun nach Mayer 3 min
7. Leitungswasser flieRend 30s
8. 70 % Ethanol 2 min
9. 80 % Ethanol 2 min
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10. 96 % Ethanol 2 min

11.  99% Ethanol 2 min
12.  99% Ethanol 2 min
13.  Xylol | 5 min
14. Xylol Il 5 min

15. Eindeckeln mit 2 Tropfen Vitro-Clud (unter einem Laborabzug)

2.4.2. SEMIQUANTITATIVE BEURTEILUNG

Alle gefarbten OT wurden von dem gleichen Untersucher verblindet unter einem Licht-
mikroskop bei 400-facher VergroRerung ausgewertet. Dabei wurden in jedem Schnitt Stellen
mit Bronchus- und nah gelegenem GeféaRanschnitt identifiziert. Diese wurden anhand der
Auspragung des peribronchialen Leukozyteninfiltrates unter Berlcksichtigung der
BronchusgroRe mithilfe von sieben Kategorien (0 = kein relevantes Infiltrat, 1 = sehr wenig
Infiltrat, 2 = wenig Infiltrat, 3 = maRiges Infiltrat, 4 = ausgepragtes Infiltrat, 5 = starkes Infilt-
rat, 6 = sehr starkes Infiltrat) beurteilt. Aus den einzelnen Schnittbewertungen wurde fur jeden
OT eine Gesamtergebniskategorie ermittelt.

2.5. ZELLEN IN DER BRONCHOALVEOLAREN LAVAGE

2.5.1. GESAMTZELLZAHLBESTIMMUNG

Fir die Bestimmung der Gesamtzellzahl in der BAL wurden von jedem Tier 8 pl der
resuspendierten Zellpellet-Ldsung in eine Neubauer-Z&hlkammer gegeben. Die in einem
Zahlquadrat ermittelte Zellanzahl wurde mit dem Kammerfaktor 10* (fir Zellen pro ml) mul-

tipliziert.

2.5.2. DIFF-QUICK-FARBUNG

Zur Differenzierung der BAL-Leukozyten wurde von jedem Tier ein Cytospin (800 rpm
uber 10 min) aus 100 pl der resuspendierten Zellpellet-Losung angefertigt. Dabei wurden die
Zellen auf vorher mit 100 pl PBS befeuchtete und mit Filterkarten belegte OT sedimentiert
und schlieBlich Uber Nacht bei RT getrocknet. AnschlieRend wurden die OT nach dem Diff-
Quick-Prinzip angeféarbt.
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Prinzip

Eosin farbt eosinophile Granula von Granulozyten rétlich. Zellkerne und basophile
Granula werden durch Thiazin dunkelblau geférbt, wahrend das Zellplasma hellblau er-
scheint.

Durchfiihrung
Es wurde nach folgendem etablierten Protokoll der Diff-Quick-Farbung vorgegangen:

OT 1 h bei Raumtemperatur (RT) auftauen und trocknen lassen
jeweils 5 mal ca. 1 s in Fixierldsung (Fast Green) eintauchen
jeweils 5 mal ca. 1 s in Farbelosung | (Eosin) eintauchen
jeweils 5 mal ca. 1 s in Farbeldsung Il (Thiazin) eintauchen
3'sin Aqua dest. eintauchen

Bei RT Uber Nacht trocknen lassen

N o o a s~ w D Pe

Eindeckeln mit 2 Tropfen Vitro-Clud (unter einem Laborabzug)

2.5.3. BAL-ZELL-DIFFERENZIERUNG

Alle OT wurden von dem gleichen Untersucher verblindet ausgewertet. Daftir wurde
jeder OT meanderformig durchgemustert und jeweils 100 Zellen unter einem Lichtmikroskop
anhand von morphologischen Kriterien wie Zellgrolie, Zellkern-Zytoplasma-Relation, Zell-
kernform sowie Granulierung differenziert. Registriert wurde die Anzahl von Lymphozyten,

Makrophagen sowie neutrophilen, eosinophilen und basophilen Granulozyten.
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2.6. NEUROTROPHINE IN DER BRONCHOALVEOLAREN LAVAGE

2.6.1. ENZYME LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY

Prinzip

Der verwendete Enzyme-linked-immunosorbent-assay (ELISA) funktioniert nach dem

sog. ,,Antikorper-Sandwich-Prinzip®, wobei das Antigen an unterschiedlichen Epitopen von

zwei verschiedenen Primarantikdrpern (Primar-Ak) spezifisch gebunden wird. Ein mit einem

Reaktionskatalysator gekoppelter Sekundarantikérper (Sekundar-Ak) bindet an einen Primar-

Ak und durch Zugabe eines chromogenen Substrates wird eine Farbreaktion initiiert (Abb.

2.2). Die Farbveranderung korreliert dabei mit der Konzentration des Antigens und wird als

Optische Dichte (OD) photometrisch gemessen.

-

(-
e

Durchfiihrung
Die Durchfiihrung des NGF-ELISA erfolgte nach folgendem im Kit (Promega) mitge-

lieferten NGF Ennax” ImmunoAssay System-Protokoll:

10pl des polyklonalen NGF-Antikdrpers in 10ml Coating-Puffer (pH 9.7) l6sen;
davon 100ul in jedes Well

Platte versiegeln und tber Nacht bei 4° C (ohne Schitteln) inkubieren;

dann einmal mit Phosphatpuffer waschen

5-fach-Blockpuffer (BP) mit Aqua dest. 1:5 verdiinnen;

davon 200ul in jedes Well

Bei Raumtemperatur (RT) 1 h (ohne Schitteln) inkubieren;

dann einmal mit Phosphatpuffer waschen

NGF-Standard mit 1-fach-BP auf 1:4000 verdunnen;

davon je 200 pl in die beiden ersten Wells der Standardreihe; daraus sechs 1:2

Verdinnungen in die jeweils ndchsten beiden Wells der Standardreihe

ein monoklonaler Primarantikdrper (mAb) binden das Ziel-Protein (hier
NGF). Ein mit einem Reaktionskatalysator (HRP) gekoppelter Sekundaran-

l{ lIII | Abbildung 2.2 Prinzip des Sandwich-ELISA. Ein polyklonaler (pAb) und
Ly .

tikdrper (Ab) bindet an den mAb und durch Zugabe eines chromogenen

Emax® ImmunoAssay System (Promega).

Substrats (graue Flache) wird eine Farbreaktion initiiert. Graphik aus NGF
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6.  Jeweils 100 ul der Proben-Ldsung in die Proben-Wells

7.  Platte versiegeln und 6 h bei RT mit kontinuierlichem Schiitteln inkubieren;
dann finfmal mit Phosphatpuffer waschen

8. 2,5 ul des monoklonalen NGF-Antikorpers in 10 ml 1-fach-BP ldsen;
davon 100 pl in jedes Well

9.  Platte versiegeln und ber Nacht bei 4° C (ohne Schitteln) inkubieren;
dann finfmal mit Phosphatpuffer waschen

10. 100 pl des konjugierten Sekundérantikorpers in 9,9 ml 1-fach-BP lésen;
davon 100 pl in jedes Well

11.  2,5h bei RT mit kontinuierlichem Schitteln inkubieren;
dann finfmal mit Phosphatpuffer waschen;
wahrenddessen Substrat auf RT erwarmen lassen

12. In einer bestimmten Reihenfolge 100 ul des Substrats in jedes Well

13. 10 min bei RT mit kontinuierlichem Schiitteln inkubieren

14. In der gleichen Reihenfolge 100 ul HCI in jedes Well

15. OD innerhalb von 30 min bei 450 nm / 540 nm messen

Es wurden insgesamt drei Messdurchgénge mit je nach vorhandener BAL-Menge zweli
bis drei Einzelproben jedes Tieres durchgefihrt. So resultierten fur jedes Tier sechs bis sieben
NGF-Einzelkonzentrationen. Die OD von einzelnen Proben lag bei der ersten Messung uber
der oberen Grenze des sensitiven Bereichs des ELISA-Kits von 250 pg / ml. Von diesen
BAL-Proben wurden vor der nachsten Messung Verdunnungsreihen angefertigt. Folglich gin-
gen auch héhere NGF-Konzentrationen als 250 pg / ml mit in die Berechnungen ein.

Allerdings war das Verdunnen aufgrund limitierter Probenmengen bei bestimmten Tieren
nicht unbegrenzt oft mdglich und daher nicht immer erfolgreich. Aus diesem Grund wurde
einheitlich fur alle Einzelproben mit einer OD (ber der oberen Grenze des sensitiven Bereichs

250 pg / ml als Konzentrationsergebnis gewertet und in die Berechnungen einbezogen.
Die Durchfihrung des BDNF-ELISA bzw. des NT-4-ELISA (beide R & D Systems) er-

folgte ebenfalls nach dem im Kit mitgelieferten Human BDNF DuoSet®- bzw. Human NT-4
DuoSet®- Protokoll.
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2.7. SUBSTANZ P- UND P75"TR-IMMUNREAKTIVITAT IM GANGLION NODOSUM

2.7.1. IMMUNHISTOCHEMIE MIT DOPPELIMMUNFLUORESZENZ
Prinzip

Bei der immunhistochemischen Untersuchung bindet ein Primar-Ak spezifisch an das
Antigen auf einem histologischen Gewebeschnitt. Anschlielend bindet ein Fluoreszenzfarb-
stoff-gekoppelter Sekundar-Ak unspezifisch an Antikorper der Primar-Ak-Herkunftsspezies.
Unter einem Epifluoreszenzmikroskop kann schlieflich das so mit dem Fluoreszenzfarbstoff
markierte Antigen detektiert werden. Dieses Prinzip ist auch als Doppelimmunfluoreszenz
unter gleichzeitiger Anwendung von zwei aus unterschiedlichen Spezies stammenden Primar-
Ak und zwei entsprechenden Sekundar-Ak mit verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen mog-
lich. Somit kénnen Co-Lokalisationen von zwei Antigenen auf dem gleichen Gewebeschnitt

nachgewiesen werden.

Durchfiihrung
Von jedem Tier wurden mindestens vier OT mit mdglichst vielen Perikarien-

Anschnitten ausgewahlt und immunhistochemisch nach folgendem etablierten Protokoll ge-
farbt. Wegen des lichtempfindlichen Fluoreszenz-Farbstoffes wurde dabei unter Lichtschutz

gearbeitet.

1. OT bei RT lichtgeschitzt 30 — 60 min auftauen und trocknen lassen;
mit Olstift Kreis um jeden Schnitt ziehen

2. 50 pl Blocklosung auf jeden Schnitt

3. Inkubation fiir 1 h bei RT in feuchter, lichtgeschiitzter Kammer

4.  Primar-Antikérper Anti-SP und Anti-p75™ " mit Inkubationsldsung verdiinnen;
davon 30 pl auf jeden Schnitt (Doppelinkubation)

5. Inkubation uber Nacht bei RT in feuchter, lichtgeschutzter Kammer

6. 2 x5 minmit PBS in Glasbehalter auf Schwenker waschen
(zwischen Waschvorgéngen PBS auswechseln)

7. Sekundar-Antikérper Cy3 und Cy2 zusammen mit Inkubationslésung verdiinnen;
davon 30 pl auf jeden Schnitt (Doppelinkubation)

8.  Inkubation fir 2 h bei RT in feuchter, lichtgeschutzter Kammer

9.  2x 5 min mit PBS in Glasbehalter auf Schwenker waschen

(zwischen Waschvorgéngen PBS auswechseln)
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10. OT mit 2 Tropfchen Glycerol eindeckeln;

bei 4 °C lichtgeschiitzt trocknen lassen

In Tabelle 2.8 sind die verwendeten Primar- und Sekundér-Ak mit den jeweils ver-

wendeten Verdunnungen aufgefihrt.

Tabelle 2.8 — Antikdrper und Verdiinnungen fur die Immunhistochemie

Primérantikorper Verdunnung | Sekundérantikérper | Verdunnung
Nachweis von | monoklonales  Anti-SP-I1gG, | 1: 600 Cy"™3-konjugiertes | 1:200
Tachykininen | Ratte, spezifisch fur: C-Ende Anti-Rat-1gG
Nachweis von | polyklonales Anti-p75" *-IgG, | 1: 600 Cy™2-konjugiertes | 1:100
p75" TR Kaninchen, spezifisch fur: C- Anti-Rabbit-1gG

Ende
Antikérper und Verdiinnungen fiir den immunhistochemischen Nachweis von Tachykininen und p75"™® in den

Atemwegsneuronen im Ganglion nodosum.

Um die immunreaktive Spezifitdt zu bestatigen, waren zuvor Prdabsorptionskontrollen
mit den Primér-Ak und den korrespondierenden Antigenen durchgefiihrt worden. Nur flr den
monoklonalen  SP-Antikdrper hatten  frihere  Prdabsorptionstests eine relevante
Kreuzreaktivitdt mit Neurokinin A (NKA) und B (NKB) ergeben, weswegen er als Pan-
Tachykinin-Antikorper klassifiziert wird. Die zum Nachweis von Tachykininen verwendeten
Primar-Ak sind spezifisch fir den C-Terminus und binden daher neben SP auch NKA bzw.
NKB. Deswegen treffen die mit diesem Primar-Ak immunhistochemisch gezeigten Effekte
fur SP, NKA bzw. NKB. Da NKB jedoch in den Atemwegen nicht vorkommt, sind in der
vorliegenden Arbeit mit Tachykinin-IR stets SP und NKA gemeint. Gelegentlich wird im Er-
gebnisteil aus Griinden der besseren Ubersichtlichkeit SP stellvertretend fiir diese beiden
Tachykinine erwahnt (SP-IR anstelle von Tachykinin-IR).

Negativkontrollen, bei denen jeweils der Primar-Ak durch PBS ersetzt wurde, fuhrten zu

keinen spezifischen immunhistochemischen Signalen.
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2.7.2. FLUORESZENZMIKROSKOPISCHE AUSWERTUNG
Prinzip

In einem Epifluoreszenzmikroskop wird durch einen Anregungsfilter kurzwelliges
oder UV-Licht erzeugt, mit dem immunhistochemisch gefdrbte Gewebeschnitte bestrahlt
werden. Das im Gewebe gebundene Fluorochrom wird hierdurch zur Emission von Licht lan-
gerer Wellenl&dnge angeregt, was als Phdnomen der Stokesverschiebung bezeichnet wird. Ein
Sperrfilter blockiert fir den Betrachter Licht aller anderen Wellenldngen, sodass im
Epifluoreszenzmikroskop nur das Lichtsignal des angeregten Fluorochroms auf dunklem Hin-

tergrund zu sehen ist.

Durchfiihrung
Alle OT wurden von dem gleichen Untersucher verblindet bei 400-facher Vergrolie-

rung ausgewertet. Zunachst wurde dabei die Anzahl der auf dem Schnitt insgesamt Fluores-
zenzfarbstoff-markierten Neurone ermittelt. Dabei wurden nur Neurone mit einem klar er-
kennbaren Nukleus gezédhlt. Dann wurden die so markierten Atemwegsneurone einzeln je-
weils mit den entsprechenden Filtern auf IR fiir Tachykinine und p75""™" hin untersucht. Die

in dieser Arbeit verwendeten Fluorochrome und Filtermodule sind in Tabelle 2.9 dargestellt.

Tabelle 2.9 — Fluorochrome und Filtermodule mit Anregungs- und Sperrfilter

Fluorochrom Filtermodul | Anregungsfilter | Sperrfilter
Retrograde Fluoro-Gold
) ) o Modul U1 330-380 nm 418 nm
Markierung (hydroxystilbamidine)
p75" " -IR Cy?2 (carbocyanine 2) Modul B2 470 - 490 nm 515 - 550 nm
Tachykinin-IR Cy3 (indocarbocyanine) Modul G1 525 - 560 nm 570 - 650 nm

Fluorochrome und Filtermodule mit deren Anregungs- und Sperrfilter fiir die Darstellung retrograd markierter
Atemwegsneurone sowie deren Immunreaktivitat (IR) fir Tachykinine und p75™™".

2.8. STATISTISCHE AUSWERTUNG

Die Gruppenergebnisse wurden aus den Mittelwerten der einzelnen Tiere berechnet und
unter Verwendung des U-Tests nach Mann-Whitney verglichen. Als statistisch signifikant
wurden einseitige p-Werte unter 0,05 gewertet. Das jeweilige Signifikanzniveau wurde mit *
fur p < 0.05, ** fir p < 0.01 und *** fir p < 0.001 gekennzeichnet. Als Streuungsmalf3 fir die
Stichprobenverteilung wurde der Standardfehler des arithmetischen Mittelwertes (SEM) be-

stimmt. Die Berechnungen wurden mit SPSS 10.0.7 durchgefuhrt.
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3. ERGEBNISSE

3.1. PERIBRONCHIALE LEUKOZYTENINFILTRATE

Das AusmaR der peribronchialen Leukozyteninfiltrate (PLI) in den verschiedenen Grup-
pen ist in Abb. 3.1 dargestellt, Abb. 3.2 zeigt exemplarisch Fotos von Lungengewebsschnitten
aller Bewertungs-Kategorien. Das AusmaR der PLI war nach einmaliger Provokation in der
Kontrollgruppe (KTL pl1 + d1; MW: 0,8; SEM: 0,15) deutlich geringer** als bei den sensibi-
lisierten Tieren (OVA pl + d1; MW: 2,8; SEM: 0,39). Im Vergleich zu Letzteren waren die
PLI nach dreimaliger Provokation noch starker* ausgepragt (OVA p3 + d1; MW: 4,1; SEM:
0,21). Im weiteren Verlauf blieb das AusmaR der PLI einen Tag (OVA p6 + d1; MW: 4,5;
SEM: 0,34), drei (OVA p6 + d3; MW: 2,8; SEM: 0,34) und auch noch sieben Tage (OVA p6
+ d7; MW: 2,8; SEM: 0,34) nach der sechsten Provokation hoch signifikant*** tber den
Werten der Kontrollgruppe.
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Abbildung 3.1 — Peribronchiale Leukozyteninfiltrate. Ausmal} der peribronchialen Leukozyteninfiltrate mit
Standardfehler (SEM). Alle Tiere aufler der Kontrollgruppe (KTL) wurden vor den Provokationen mit
Ovalbumin (OVA) sensibilisiert. Die einzelnen Gruppen unterscheiden sich zudem in der Anzahl der taglich
durchgefiihrten OVA-Provokationen (p) sowie in der Anzahl der Tage zwischen letzter Provokation und Ent-
nahme (d). Infiltrat-Kategorien: 0 = kein relevantes Infiltrat, 1 = sehr wenig Infiltrat, 2 = wenig Infiltrat, 3 =
maBiges Infiltrat, 4 = ausgepragtes Infiltrat, 5 = starkes Infiltrat, 6 = sehr starkes Infiltrat. Signifikante Grup-
penunterschiede sind mit * fir p < 0,05, ** fur p < 0,01 bzw. *** fir p < 0,001 angegeben und, falls nicht an-
ders gekennzeichnet, auf die KTL bezogen.
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Abbildung 3.2 — Beispielfotos von peribronchialen
Leukozyteninfiltraten

Auswahl von PAS-gefarbten Lungenschnitten mit
GefaR- und Bronchienanschnitt zur semiquantitati-
ven Bewertung der peribronchialen
Leukozyteninfiltrate (PLI; +— ).

Lichtmikroskop; 400-fache VergroRRerung.

a: kein relevantes PLI = Kategorie 0

b: sehr wenig PLI = Kategorie 1

c: wenig PLI = Kategorie 2

d: magRiges PLI = Kategorie 3

e: ausgepragtes PLI = Kategorie 4

f: starkes PLI = Kategorie 5

g: sehr starkes PLI = Kategorie 6
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3.2. ZELLEN IN DER BRONCHOALVEOLAREN LAVAGE

Die BAL-Gesamtzellkonzentrationen sind in Abb. 3.3 dargestellt. Einen Tag nach einma-
liger Provokation war die BAL-Gesamtzellkonzentration bei den mit Allergen sensibilisierten
Tieren (OVA pl + d1; MW: 5,85 x 10° / ml; SEM: 1,86 x 10° im Vergleich zur Kontroll-
gruppe (KTL pl + d1; MW: 1,39 x 10°/ ml; SEM: 0,17 x 10°) hoher**. Auch nach der dritten
Provokation (OVA p3 + d1; MW: 9,62 x 10° / ml; SEM: 24,78 x 10°) sowie einen Tag (OVA
p6 + d1; MW: 7,55 x 10° / ml; SEM: 1,18 x 10°) bzw. drei Tage (OVA p6 + d3; MW: 8,68 x
10° / ml; SEM: 4,40 x 10° nach der sechsten Provokation lag die BAL-
Gesamtzellkonzentration auf htherem** Niveau als die Kontrollgruppe. Sieben Tage nach der
letzten Provokation (OVA p6 + d7; MW: 3,90 x 10° / ml; SEM: 0,42 x 10°) war die BAL-

Gesamtzellkonzentration immer noch hoher** als in der Kontrollgruppe.
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Abbildung 3.3 — Gesamtzellkonzentration in der BAL. Konzentration von Zellen pro ml Bronchoalveolarer
Lavage (BAL). Alle Tiere auBer der Kontrollgruppe (KTL) wurden vor den Provokationen mit Ovalbumin (OVA)
sensibilisiert. Die einzelnen Gruppen unterscheiden sich zudem in der Anzahl der taglich durchgefiihrten OVA-
Provokationen (p) sowie in der Anzahl der Tage zwischen letzter Provokation und Entnahme (d). Der Standard-
fehler der Stichprobenverteilung (SEM) ist in dieser Abbildung nicht angegeben. Signifikante Gruppenunter-
schiede bezogen auf die KTL sind mit ** fiir p < 0,01 gekennzeichnet.

Die Zusammensetzung der BAL-Zellen mit den Anteilen von Lymphozyten, Makro-
phagen sowie neutrophilen, eosinophilen und basophilen Granulozyten ist in Abb. 3.4 darge-
stellt. Nach einmaliger Provokation war der Anteil der eosinophilen Granulozyten in der
Kontrollgruppe (KTL pl1 + d1; MW: 50,0 %; SEM: 136,4) im Vergleich zu den mit Allergen
sensibilisierten Tieren (OVA pl + d1; MW: 72,8 %; SEM: 201,1) niedriger*. Einen Tag nach
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der dritten (OVA p3 + d1; MW: 70,5 %; SEM: 43,2) und sechsten Provokation (OVA p6 +
d1l; MW: 80,8 %; SEM: 7,5) blieb der Eosinophilen-Anteil insgesamt weitgehend konstant
auf hoherem Niveau als die Kontrollgruppe. Dies hielt auch noch drei (OVA p6 + d3; MW:
75,2 %; SEM: 29,8) und sieben Tage (OVA p6 + d7; MW: 85,4 %; SEM: 16,2) nach der letz-
ten Provokation an.

Im Gegensatz zu den Eosinophilen gab es bei den anderen Leukozytenarten keine sig-
nifikanten Veranderungen. Im Vergleich zur Kontrollgruppe blieben die Anteile von Lym-
phozyten (5 — 14 %), Makrophagen (9 — 26 %) und neutrophilen Granulozyten (0 — 9 %) im
weiteren Versuchsablauf auf weitgehend konstant niedrigem Niveau. Der Anteil der

basophilen Granulozyten betrug zu allen Untersuchungszeitpunkten unter 1 %.
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Abbildung 3.4 — Zusammensetzung der BAL-Zellen. Anteile von Lymphozyten, Makrophagen sowie neutrophi-
len, eosinophilen und basophilen Granulozyten an jeweils 100 differenzierten Zellen in der BAL. Alle Tiere au-
Rer der Kontrollgruppe (KTL) wurden vor den Provokationen mit Ovalbumin (OVA) sensibilisiert. Die einzelnen
Gruppen unterscheiden sich zudem in der Anzahl der taglich durchgefiihrten OVA-Provokationen (p) sowie in
der Anzahl der Tage zwischen letzter Provokation und Entnahme (d). Der Standardfehler der Stichprobenvertei-
lung (SEM) ist in dieser Abbildung nicht angegeben. Der Anteil der basophilen Granulozyten betrug in allen
Gruppen unter 1 %. Signifikante Gruppenunterschiede bezogen auf die KTL sind mit * fir p < 0,05 bzw. ** flir p
< 0,01 gekennzeichnet.
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3.3. NEUROTROPHINE IN DER BRONCHOALVEOLAREN LAVAGE

Die NGF-Konzentrationen in der BAL sind in Abb. 3.5 dargestellt. Im Vergleich zur
Kontrollgruppe (KTL pl + d1; MW: 104,7; SEM: 27,5) wiesen die mit Allergen sensibilisier-
ten Tiere (OVA pl + d1; MW: 205,8; SEM: 54,8) nach einmaliger Provokation eine nahezu
doppelt so hohe* NGF-Konzentration auf. Die NGF-Konzentration lag auch nach der dritten
Provokation (OVA p3 + d1; MW: 317,1; SEM: 101,7) deutlich Gber** derjenigen der Kont-
rollgruppe. Zwischen 24 h (OVA p6 + d1; MW: 264,5; SEM: 111,7) und drei Tagen (OVA p6
+ d3; MW: 95,3; SEM: 21,7) nach der sechsten Provokation war die NGF-Konzentration ge-
sunken* und hatte wieder das Niveau der Kontrollgruppe erreicht. Dies blieb auch eine Wo-
che nach der letzten Provokation (OVA p6 + d7; MW: 118,9; SEM: 30,4) unverandert.
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Abbildung 3.5 — NGF-Konzentrationen in der BAL. NGF-Konzentrationen in der BAL mit Standardfehler
(SEM). Alle Tiere auBer der Kontrollgruppe (KTL) wurden vor den Provokationen mit Ovalbumin (OVA) sensi-
bilisiert. Die einzelnen Gruppen unterscheiden sich zudem in der Anzahl der taglich durchgefiihrten OVA-
Provokationen (p) sowie in der Anzahl der Tage zwischen letzter Provokation und Entnahme (d). Signifikante
Gruppenunterschiede sind mit * fir p < 0,05 bzw. ** fiir p < 0,01 angegeben und, falls nicht anders gekenn-
zeichnet, auf die KTL bezogen.

Im Gegensatz zu NGF lagen alle gemessenen Konzentrationen von BDNF und NT-4 un-

terhalb der Nachweisgrenze des jeweiligen ELISA und sind daher nicht aufgefhrt.
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3.4. IMMUNREAKTIVITAT DER NEURONE IM GANGLION NODOSUM

3.4.1. RETROGRAD MARKIERTE ATEMWEGSNEURONE

Die Anzahlen einbezogener Schnitte und mit Fluoro-Gold retrograd markierter Neurone
(FG) in den einzelnen Gruppen sind in Tab. 3.1 aufgefiihrt. In den verschiedenen Gruppen
wurden jeweils 64 — 95 Ganglienschnitte untersucht. Insgesamt wurden auf 521 Ganglien-

schnitten 1271 Atemwegsneurone identifiziert.

3.4.2. SUBSTANZ P- UND P75NTR-IMMUNREAKTIVITAT

Bei der Auswertung der retrograd markierten Neurone im Ganglion nodosum ergaben sich

je nach Immunreaktivitat (IR) folgende Subgruppen von Atemwegsneuronen:

- immunreaktiv fur SP (FG/SP+) (siehe auch Abb. 3.7)

- immunreaktiv fir p75N " (FG/p75""+) (siehe auch Abb. 3.8)
- immunreaktiv fir SP und p75"'R (FG/SP+/p75" T"+)

- nicht immunreaktiv fur SP und p75"'" (FG/SP-/p75"™r-).

In Tab. 3.1 sind die Anzahlen der Neurone in diesen Subgruppen zusammengestellt.

Tabelle 3.1 — Anzahl untersuchter Ganglienschnitte und retrograd markierter Atemwegsneurone je nach
Immunreaktivitat fir Substanz P- bzw. p75™ ™~

KTL OVA | OVA | OVA | OVA OVA | Summe
pl+dl | pl+dl | p3+dl | p6+dl | p6+d3 | p6+d7

Ganglienschnitte 91 88 92 64 95 91 521
FG 244 204 345 27 156 295 1271
FG/SP+ 14 8 6 0 0 3 31
FG/p75" "+ 40 26 18 0 1 11 96
FG/SP+/p75™ "+ 13 4 4 0 0 0 21
FG/SP-/p75" " 203 174 325 27 155 281 1165

Alle Tiere auler der Kontrollgruppe (KTL) wurden vor den Provokationen mit Ovalbumin (OVA) sensibilisiert.
Die einzelnen Gruppen unterscheiden sich zudem in der Anzahl der taglich durchgefiihrten OVA-Provokationen
(p) sowie in der Anzahl der Tage zwischen letzter Provokation und Entnahme (d). Folgende Subgruppen von
Neuronen im Ganglion nodosum wurden erfasst: mit Fluoro-Gold retrograd markierte Atemwegsneurone (FG);
Atemwegsneurone mit Immunreaktivitat (IR) fir SP (FG/SP+); Atemwegsneurone mit IR fiir p75"'"
(FGIp75"TR+); Atemwegsneurone mit IR fiir beide (FG/SP+/p75"™"+) sowie Atemwegsneurone ohne IR fiir bei-
de (FG/SP-/p75"™-).

Die Anteile SP- bzw. p75"™-immunreaktiver Neurone bezogen auf die insgesamt

markierten Atemwegsneuronen in den verschiedenen Gruppen sind in Abb. 3.6 dargestellt.
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Im Vergleich zur Kontrollgruppe (KTL pl + d1; SP: 6,58 % (SEM: 18,83); p75""": 16,31 %
(SEM: 111,14)) unterschied sich der Anteil SP- als auch der p75" " -immunreaktiver Neurone
bei den mit Allergen sensibilisierten Tieren (OVA pl + d1; SP: 14,11 % (SEM: 287,63);
p75NTR: 7,32 % (SEM: 38,43)) nicht signifikant. Im Verlauf &nderte sich dies auch 24 h nach
der dritten Provokation (OVA p3 + d1; SP: 2,03 % (SEM: 1,56); p75"'": 5,79 % (SEM:
11,42)) nicht. Einen (OVA p6 + d1) bzw. drei Tage (OVA p6 + d3) nach der sechsten Provo-
kation war die SP- bzw. p75""*-IR unter den Atemwegsneuronen (jeweils < 1 %) im Ver-
gleich zur Kontrollgruppe gesunken*. Bezogen auf das Ausgangsniveau hatte sich die SP-IR
eine Woche nach der letzten Provokation (OVA p6 + d7; MW: 1,67 %, SEM: 2,43) wieder
angeglichen, wahrend immer noch weniger* Atemwegsneurone p75N"-IR (MW: 2,53 %,
SEM: 1,94) aufwiesen.

Hinsichtlich der Co-Lokalisationen von SP und p75"™"

gab es nach einmaliger Provo-
kation ebenfalls keine signifikanten Unterschiede zwischen der Kontrollgruppe (KTL; SP +
p75"TR: 5,71 %, SEM: 22,69) und den mit Allergen sensibilisierten Tieren (OVA pl + d1;
0,98 %, SEM: 1,92). Dies anderte sich nach der dritten Provokation (OVA p3 + d1; 1,45 %,
SEM: 1,21) nicht. Nach der sechsten Provokation (OVA p6) wurden keine Co-IR fir SP und
p75" 'R detektiert.

20

16 1]

12 1
Op75-NTR
o mSP

. BSP+p75-NTR
. | M.

| wm  n

KTL OVA OVA OVA OVA OVA
pl+dl pl+dl p3+dl p6 +dl pe+d3 p6 +d7

Anteil immunreaktiver Atemwegsneurone in
O

Abbildung 3.6 — Anteil p75"™"-, Substanz P(SP)- sowie SP- und gleichzeitig p75™"*-immunreaktiver Neurone
an den Atemwegsneuronen im Ganglion nodosum. Alle Tiere aufRer der Kontrollgruppe (KTL) wurden vor den
Provokationen mit Ovalbumin (OVA) sensibilisiert. Die einzelnen Gruppen unterscheiden sich zudem in der
Anzahl der taglich durchgefiihrten OVA-Provokationen (p) sowie in der Anzahl der Tage zwischen letzter Pro-
vokation und Entnahme (d). Die Gruppenergebnisse wurden aus den Mittelwerten der einzelnen Tiere berechnet.
Der Standardfehler der Stichprobenverteilung (SEM) ist in dieser Abbildung nicht angegeben. In den drei Grup-
pen OVA p6 lagen die IR teilweise < 1 %. Signifikante Gruppenunterschiede bezogen auf die KTL sind mit * flr
p < 0,05 angegeben.

43



Abbildung 3.7 — Fluoreszenzmikrosokopische Darstellung Tachykinin-immunreaktiver Neu-
rone im Ganglion nodosum. Zur immunhistochemischen Anfarbung dieser Neurone wurden
ein SP/NKA-spezifischer Primarantikdrper sowie ein Fluoreszenzfarbstoff(Cy3)-gekoppelter
Sekundarantikdérper verwendet.

Abbildung 3.8 — Fluoreszenzmikrosokopische Darstellung p75™ " -immunreaktiver Neurone
im Ganglion nodosum. Zur immunhistochemischen Anférbung dieser Neurone wurden ein
p75""R-spezifischer Primarantikérper sowie ein Fluoreszenzfarbstoff(Cy2)-gekoppelter Sekun-
darantikdrper verwendet.
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4. DISKUSSION

Die Untersuchungsergebnisse wurden in einem neu etablierten chronischen Asthma-
Tiermodell erhoben. Dieses zeigte fiir das humane Asthma charakteristische Befunde wie
konstant ausgepragte Symptome einer akuten bronchialen Obstruktion, eine verstéarkte
Eosinophilie in den Atemwegen sowie histopathologisch eine uber die Provokationen hinaus
andauernde Atemwegsentziindung ohne wesentliche Hinweise fur eine Allergentoleranzent-
wicklung. Zudem wurden erstmals in einem chronischen Asthma-Tiermodell ein trotz der
anhaltenden Atemwegsentziindung vollsténdig reversibler Anstieg von Neurotrophinen in den
Atemwegen sowie eine im Verlauf verminderte Immunreaktivitat (IR) fur Tachykinine und

den Pan-Neurotrophinrezeptor p75™'" in sensiblen Atemwegsneuronen festgestellt.

4.1. DAS NEUE CHRONISCHE ASTHMA-TIERMODELL

Fur die vorliegenden Untersuchungen wurde vor dem Hintergrund von Vorversuchen
sowie den Erfahrungen der wenigen anderen Arbeitsgruppen, die mit chronischen Provokati-
onsmodellen arbeiten, ein neues chronisches Asthma-Tiermodell mit sechs taglichen Aller-
genexpositionen entwickelt. Folgende methodische Aspekte wurden dabei berticksichtigt.

Im angewendeten Asthmamodell erfolgte die intraperitoneale Sensibilisierung der Meer-
schweinchen in Anlehnung an das etablierte Protokoll von Sanjar et al., dessen Sensibilisie-
rungserfolg anhand lokaler Hautreaktion und Hautverdickung infolge intradermaler Allergen-
injektion zuvor bereits mehrfach nachgewiesen wurde (156; 69). Es gibt viele dhnliche Sensi-
bilisierungs-Protokolle mit meist ein- bis dreimaligen, intranasalen, intratrachealen, intraperi-
tonealen oder subkutanen Injektionen bzw. inhalativer Allergenapplikation. Ein Nachteil ae-
rodigestiver Sensibilisierungsformen im Vergleich zu parenteralen besteht in der dabei haufi-
ger entstehenden mukosalen Allergentoleranz (157).

In nahezu allen vergleichbaren Studien werden nach erfolgreicher Sensibilisierung inha-
lative Allergenprovokationen angewendet, weil diese der Allergenexpositionssituation von
Asthma-Patienten am nachsten kommen. Bisherige Untersuchungen wurden tberwiegend in
Tiermodellen mit ein- bis zweimaliger Provokation durchgefiihrt. Chronische Provokations-
modelle hingegen sind wahrscheinlich realistischer fur die Situation von Asthma-Patienten
(158), werden jedoch viel seltener angewendet. Ein wichtiger Grund hierfir ist ebenfalls die
Entwicklung einer Allergentoleranz bei wiederholten Provokationen, welche bei Meer-
schweinchen sowohl von anderen Arbeitsgruppen (159) als auch in hier nicht dargestellten
Vorversuchen mit gleichbleibender Allergenmenge beobachtet worden war. Eine gewisse
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Toleranzentwicklung infolge wiederholter Allergenexpositionen ist dariiberhinaus ein auch
von Méusen (160) und Ratten (161) bekanntes methodisches Problem. Ein spezielles Ziel des
in dieser Arbeit neu etablierten chronischen Provokationsschemas war daher die Induktion
einer dem menschlichen Asthma &hnlichen, mdglichst konstant ausgepragten Expositions-
symptomatik ohne relevante Toleranzentwicklung. Zu diesem Zweck wurden die Provokatio-
nen unter Berlcksichtigung der zuvor beobachteten Symptome mit steigender Allergendosis
bzw. Provokationsdauer durchgefiihrt. Aus dem gleichen Grund arbeitet auch die Arbeits-
gruppe von Tiberio et al. bei mehrfachen Provokationen mit stufenweise erhéhten Allergen-
dosen (162; 163; 164). In einer anderen Studie wurden sogar bei einer einmaligen Provokati-
on steigende Allergendosen in drei 10-mindtigen Abschnitten verwendet (165). Zu berick-
sichtigen ist allerdings, dass sehr hohe Allergeneinzeldosen eine Alveolitis hervorrufen kon-
nen, welche moglicherweise Asthma-untypische Verdnderungen im Tiermodell bewirken
kénnte (166).

Ein weiterer wichtiger Gesichtspunkt des angewendeten Tiermodells betrifft die Tatsa-
che, dass Meerschweinchen wahrend der Allergenexposition dem menschlichen Asthma-
Anfall sehr dhnliche, potentiell ebenfalls lebensbedrohliche Symptome entwickeln. Deshalb
verwenden einzelne Arbeitsgruppen ein  Antihistaminikum zur Prdvention eines
anaphylaktischen Schocks (167; 11). Da hierdurch aber méglicherweise die erzeugte Asthma-
Situation verzerrt wird, wurde in der vorliegenden Arbeit, wie auch in vielen anderen Arbeits-
gruppen ublich (162; 168; 158; 169; 170), auf diese Intervention verzichtet. Unbehandelt ist
die sehr realistische Allergenexpositionssymptomatik bei einzelnen Tieren jedoch so ausge-
pragt, dass sie das vorzeitige Beenden eines Provokationsdurchganges erfordert. Die daraus
resultierenden, unterschiedlich langen Expositionszeiten werden dabei zugunsten der hohen
Realitatsndhe zu einem humanen Asthma-Anfall in Kauf genommen. Nur vereinzelt wird
demgegenuber eine so geringe Allergendosis verwendet oder so kurz provoziert, dass Abbri-
che offenbar tGberhaupt nicht nétig werden (11; 171). Hierdurch verliert das erzeugte Asthma-
Modell allerdings mdglicherweise an Aussagekraft fir die humane Situation.

Das in dieser Arbeit neu etablierte chronische Provokations-Protokoll induzierte trotz
wiederholter Allergenexpositionen eine weitgehend konstant ausgepragte und dem humanen
Asthmaanfall sehr &hnliche Symptomatik ohne Hinweise fir eine relevante Allergentoleranz-

entwicklung.
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4.2. CHARAKTERISIERUNG DER ATEMWEGSENTZUNDUNG

Die im neuen chronischen Asthma-Tiermodell induzierte Atemwegsentziindung wurde
anhand von peribronchialen Leukozyteninfiltraten und Zellen in der BAL untersucht. Die
Atemwegsentziindung war bereits nach der ersten Provokation nachweisbar, verstéarkte sich
im Verlauf der wiederholten Allergenexpositionen und hielt auch noch sieben Tage nach der

letzten Provokation an.

Peribronchiale Leukozyteninfiltrate (PLI)

Die vorliegenden Ergebnisse hinsichtlich der PLI sind konsistent mit zahlreichen an-
deren Untersuchungen aus akuten und chronischen Provokationsmodellen mit Ovalbumin-
sensibilisierten Meerschweinchen. In den dabei identifizierten PLI wurden stets viele Eosino-
phile beobachtet (167; 163; 171).

Von verschiedenen Arbeitsgruppen wurde tibereinstimmend mit den dargestellten Re-
sultaten bereits nach einmaliger Provokation ein ausgeprégtes Leukozyten-Infiltrat in den
Atemwegen nachgewiesen (167), welches in einer Studie auch sieben Tage nach Provokation
noch vorhanden war (172). In einer der wenigen Arbeiten, die ebenfalls Rickschlisse auf den
Verlauf der Atemwegsentziindung wéhrend mehrfacher Provokationen zulassen, erreichte die
Zunahme von Bronchiengewebe infiltrierenden Eosinophilen, Neutrophilen und Mastzellen
erst nach der neunten und letzten Provokationen statistische Signifikanz (171). Dieser Unter-
schied zu den vorliegenden Ergebnissen konnte einerseits Folge dessen sein, dass nicht mit
steigenden Allergenmengen provoziert wurde, weshalb die Atemwegsentziindung von einer
gewissen Toleranzentwicklung abgemildert worden sein kénnte. Dass eine orale Allergentole-
ranz prinzipiell u.a. die induzierte Atemwegsentziindung abschwéchen kann, wurde von Ruiz
Schiitz et al. gezeigt (173). Andererseits waren die Abstdnde zwischen den einzelnen Aller-
genexpositionen groRer als im angewendeten Tiermodell und die Auswertungsmethode nach
Leukozytensubpopulationen getrennt sowie quantitativ.

Die vorliegenden Ergebnisse belegen ubereinstimmend mit anderen chronischen Pro-
vokationsmodellen, dass auch 24 h (170; 168) bzw. drei Tage (163; 173) nach mehrfacher
Allergenexpositionen relevante Entziindungszell-Infiltrate in den Atemwegen vorhanden sind.
Neu dagegen ist deren Persistenz bis eine Woche nach mehrfachen Provokationen.

Der Nachweis von PLI wurde auch in anderen Tiermodellen wie Maus (174) oder Rat-
te (175) mehrfach als ein Beleg der erfolgreich induzierten Atemwegsentziindung herangezo-
gen. Dass solche Befunde kein Tier-spezifisches Phdnomen sind, zeigen Untersuchungen an

Asthma-Patienten, in denen ebenfalls ausgeprégte Leukozyteninfiltrate mit vielen Eosinophi-

47



len in der Lunge identifiziert wurden (176; 177; 178; 179). Saetta et al. stellten in einer Unter-
suchung mit sechs Asthma-Patienten sogar noch sechs Monate nach der letzten Allergenexpo-
sition keine bedeutsame Rickbildung des Entziindungsinfiltrates in der Bronchialschleimhaut
fest (180).

Anhaltspunkte fir die klinische Relevanz von Leukozyteninfiltraten in der Lunge er-
brachten u.a. zwei Studien mit Asthma-Patienten, in denen das Ausmall des
Leukozyteninfiltrates positiv mit dem thorakalen Gasvolumen (TGV) und der totalen Lun-
genkapazitat (TLC) (181) bzw. mit einer Verschlechterung des FEV; korrelierte (182).

BAL-Zellen

Fur die Charakterisierung der Atemwegsentziindung bei Asthma sind neben
Leukozyteninfiltraten auch Veranderungen der zelluldren Bestandteile in der BAL geeignet
(183; 184).

In Kongruenz zu den vorliegenden Ergebnissen hatten auch andere Studien mit
Ovalbumin-sensibilisierten Meerschweinchen sowohl infolge akuter (156; 11) als auch nach
chronischer (168) Allergenexposition einen Anstieg der Gesamtzellzahl in der BAL gezeigt.
Nach einmaliger Allergenprovokation erhéhte BAL-Gesamtzellzahlen lieferten auch andere
Tiermodelle wie Maus (118) und Ratte (175). Die in einem chronischen Mausmodell gezeigte
weitere Zunahme der BAL-Gesamtzellzahlen nach wiederholten Provokationen verglichen
mit der Situation nach einmaliger Allergenexposition (139) erreichte in der vorliegenden Ar-
beit keine Signifikanz. Bei Asthma-Patienten hingegen wurden im Vergleich zu gesunden
Kontrollpersonen zumeist keine Unterschiede hinsichtlich der Gesamtzellzahl in der BAL,
wohl aber bezogen auf deren zelluldre Zusammensetzung, festgestellt (179).

Die Differenzierung der BAL-Zellen nach Leukozyten-Subgruppen zeigte eine ausge-
pragte Eosinophilie, welche auch noch eine Woche nach der letzten Allergenexposition vor-
handen war. Erhéhte Eosinophilenanteile in der BAL waren zuvor Ubereinstimmend bei ver-
schiedenen akuten Meerschweinchen-Modellen (167; 172; 156; 11) sowie einen (185; 168;
171) bzw. drei Tage (162) nach chronischer Provokation nachgewiesenen worden. Neu dage-
gen ist deren Persistenz auch noch eine Woche nach der letzten Provokation. Hinsichtlich der
anderen Leukozyten-Subgruppen existieren dagegen eher inkonsistente Resultate. So wurden
in manchen Studien vermehrt Lymphozyten (168; 162), neutrophile Granulozyten (171; 167;
156), Makrophagen (156) oder Mastzellen (171) in der BAL von asthmatischen Meer-
schweinchen festgestellt, jeweils andere Untersuchungen zeigten dagegen keinen Anstieg
dieser Leukozyten-Subgruppen. Da in der vorliegenden Arbeit abgesehen von den Eosinophi-

len keine Veranderungen anderer Leukozyten-Subgruppen festgestellt wurden, kann ange-
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nommen werden, dass der Anstieg der BAL-Gesamtzellzahlen in erster Linie durch eine Zu-
nahme von Eosinophilen in den Atemwegen zustande kam. Aufgrund einer anderen Untersu-
chung an Meerschweinchen, die eine enge Korrelation zwischen Eosinophilen in der BAL
und im Lungengewebe zeigte (186), kann man tberdies vermuten, dass auch die PLI in der
vorliegenden Arbeit vorwiegend aus Eosinophilen bestanden. Die Eosinophilie in der BAL
wurde davon abgesehen auch in Studien mit Mausen (174; 139) oder Ratten (175; 187) nach-
gewiesen. Auch bei Asthma-Patienten ist die Eosinophilie neben einem Th,-Zytokinmuster
mit erhohten Interleukinen (IL) 4, 5 und 13 ein typischer BAL-Befund (176; 179). Allerdings
muss berlcksichtigt werden, dass erhéhte Eosinophilenzahlen sowohl im Blut als auch in den
Atemwegen nicht Asthma-spezifisch sind (179). Die klinische Bedeutung der Atemwegs-
Eosinophilie zeigt sich u.a. daran, dass sie bei Asthma-Patienten mit der Schwere der Erkran-
kung (176) sowie der bronchialen Hyperreagibiltat (188) korreliert.

Insgesamt deuten die dargestellten Untersuchungsergebnisse daraufhin, dass im ange-
wendeten Tiermodell eine dem menschlichen Asthma sehr dhnliche tber die Provokationen

hinaus andauernde Atemwegsentziindung induziert werden konnte.

4.3. NEUROTROPHINE IN DER BRONCHOALVEOLAREN LAVAGE

In der vorliegenden Arbeit wurde zum ersten Mal in einem chronischen Asthma-
Meerschweinchenmodell NGF in der BAL untersucht. Dabei wurde eine NGF-Induktion wah-
rend der mehrfachen Provokationen beobachtet, welche sich bereits drei Tage danach wieder
vollstéandig zuriickgebildet hatte. Andere Neurotrophine wie BDNF und NT-4 waren dagegen

zu keinem Untersuchungszeitpunkt in der BAL messbar.

NGF

Fur die Messung der Neurotrophin-Konzentrationen in der BAL wurden in Ermangelung
verfugbarer an Meerschweinchenproben getesteter Alternativen ELISA verwendet, die eigent-
lich fiir humane Proben vorgesehen sind. Dies geschah vor dem Hintergrund der recht hohen
Homologie von humanem und Meerschweinchen-NGF von fast 90 % (189). Zusatzlich waren
bereits zuvor positive VVorerfahrungen mit der Verwendung eines anderen, aber ebenfalls fur
humane Proben ausgelegten NGF-ELISA gesammelt worden (11). Die aufgrund begrenzter
Probenmengen vorgenommene Wertung aller oberhalb des sensitiven Bereiches gemessener
OD-Werte ist methodisch nicht unproblematisch. Sie musste allerdings in den davon betroffe-
nen Gruppen mit hohen NGF-Konzentrationen (2, 3 und 4) insgesamt eher zu niedrigeren

Ergebnissen gefuhrt haben. Folglich dirfte die Differenz zu den Werten der Kontrollgruppe,
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welche trotzdem Signifikanz erreichte, eigentlich noch gréRer sein. Abgesehen davon sind
Verzerrungen der Unterschiede zwischen den Gruppen 2, 3 und 4 nicht auszuschlieRen.

Bislang hatte nur eine einzige Studie Uberhaupt NGF in der BAL von OVA-
sensibilisierten Meerschweinchen nach Allergenprovokation untersucht und einen Anstieg der
NGF-Konzentration nach einmaliger Provokation gezeigt (11). Dieser Effekt einer akuten
Allergenexposition konnte in der vorliegenden Untersuchung bestatigt werden, was zudem im
Einklang mit vergleichbaren Befunden aus anderen akuten Provokationsmodellen mit Mausen
(139; 120) und Ratten (187) steht. Auch in der BAL von Asthmapatienten wurde nach einma-
liger Allergenexposition ein NGF-Anstieg beobachtet (128). Diese Ergebnisse deuten also
ubereinstimmend daraufhin, dass die NGF-Konzentration in den Atemwegen, welche bei Al-
lergen-sensibilisierten Individuen im Vergleich zu gesunden Kontrollen schon grundsatzlich
erhoht ist (12; 117), durch eine akute Allergenexposition noch weiter ansteigt. Unter Berlck-
sichtigung des in Interventionsstudien (80) gezeigten Wirkungspotentials erscheint eine rele-
vante Beteiligung von NGF an der Asthma-Pathogenese somit insgesamt sehr plausibel.

Der in dieser Arbeit erstmals gezeigte Verlauf der NGF-Konzentration in der BAL
wahrend wiederholter Provokationen lasst verschiedene Schliisse zu. Die Entwicklung bis zu
einer maximalen NGF-Induktion nach der dritten Allergenexposition konnte als Anhaltspunkt
fir eine zunachst mit zunehmender Provokationszahl steigende NGF-Konzentration in den
Atemwegen interpretiert werden. Dies kdnnte eine Folge der im Provokationsverlauf gestei-
gerten  Allergendosen  gewesen sein. Eine derartige  Dosisabhéngigkeit  des
Neurotrophinanstiegs wurde zuvor in einem Mausmodell gezeigt (190). Es gibt verschiedene
Hinweise darauf, welche zellularen NGF-Quellen dabei im Rahmen der ebenfalls anwachsen-
den Atemwegsentziindung zu dem Anstieg beigetragen haben kénnten. Besonders Eosinophi-
le werden hierbei als relevante Kandidaten diskutiert (119). Eosinophile waren auch in der
vorliegenden Arbeit vermehrt in der BAL nachweisbar und kdmen somit als potentielle Quel-
le fir den NGF-Anstieg in Frage. Die persistierende Eosinophilie nach Abschluss der Provo-
kationen flhrte allerdings nicht zu ebenfalls konstant hohen NGF-Konzentrationen, was ei-
nerseits auf eine ,,Provokations-abhdngige NGF-Induktion* in Eosinophilen hindeuten konnte.
Nicht das bloRe Vorhandensein von Entziindungszellen, sondern vielmehr deren Stimulierung
durch die Allergenexposition ware demzufolge fur die NGF-Induktion entscheidend. Ande-
rerseits existieren Befunde, die eine wesentliche Beteiligung von Atemwegsepithelzellen an
dem NGF-Anstieg in der BAL nahelegen (120; 117; 121). Bei diesen Strukturzellen wére eine
Provokations-induzierte NGF-Freisetzung eher auch unabhdngig wvon der lokalen

Atemwegsentziindung mit Eosinophilie vorstellbar. Atemwegsepithelzellen und andere Ent-
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ziindungs-unabhangigere Faktoren konnten so fir die vollstdndige Ruckbildung des NGF-
Anstiegs drei Tage nach Abschluss der wiederholten Provokationen trotz der fortbestehenden
Entzindung in den Atemwegen mitverantwortlich gewesen sein. Erganzend zu den erhobenen
Daten nach Abschluss der Provokationen stehen Beobachtungen bei Asthmapatienten, bei
denen NGF in der BAL bereits zwei Tage nach Abschluss mehrfacher Provokationen nicht
mehr erhoht war (121). In einer Studie mit Penicillium chrysogenum-sensibilisierten Mausen
waren dagegen auch noch drei Tage nach wiederholten Provokationen erhthte NGF-
Konzentrationen in der BAL gemessen worden (191). Moglicherweise handelt es sich hierbei
um einen Spezies-bedingten Unterschied.

Zusammenfassend kann man somit schlussfolgern, dass der NGF-Anstieg in den
Atemwegen bei Mensch und Meerschweinchen offenbar Allergenexpositions-abhangig ist
und das blof3e VVorhandensein von Entziindungszellen hierfiir eine untergeordnete Rolle spielt.
Abgesehen davon ergibt sich aus den vorliegenden Resultaten kein Anhaltspunkt fur eine Rol-
le von NGF im Expositionsintervall - sowohl bei der Aufrechterhaltung der lokalen Entziin-

dung als auch hinsichtlich der Tachykinin-IR sensibler Atemwegsneurone.

BDNF und NT-4

Es gelang kein Nachweis von BDNF bzw. NT-4 in der BAL, wobei es auch in der Li-
teratur bisher keine positiven Ergebnisse aus Meerschweinchenmodellen gibt. Dies kdnnte
einerseits als tatsachliche Situation im Rahmen der induzierten Atemwegsentziindung gedeu-
tet werden und damit eher gegen eine relevante Beteiligung dieser beiden Neurotrophine bei
der Asthma-Pathogenese im Meerschweinchenmodell sprechen. Im Gegensatz dazu stiinden
dann Befunden von Asthma-Patienten, bei denen zumindest BDNF vermehrt in der BAL fest-
gestellt wurde (128). Andererseits ist zumindest vorstellbar, dass die jeweiligen Neurotrophin-
Antikdrper in den fir menschliche Proben ausgelegten ELISA zwar an Meerschweinchen-
NGF, nicht aber an -BDNF oder -NT-4 binden. Bezlglich der NT-4-Konzentration in der
BAL nach Allergenexposition ist bisher weder aus anderen Tiermodellen noch von Asthma-

Patienten etwas bekannt.
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4.4. TACHYKININ- UND P75NTR-IMMUNREAKTIVITAT IM GANGLION

NODOSUM

In der vorliegenden Arbeit blieb die Tachykinin-IR der sensiblen Atemwegsneurone
im Ganglion nodosum im Verlauf mehrfacher Provokationen entgegen der Erwartungen zu-
néchst unverandert und nahm im weiteren Verlauf vortbergehend ab. Die bisher noch nie am
Meerschweinchen untersuchte p75""*-IR sowie Co-IR fiir Tachykinine und p75N™" zeigte

einen ahnlichen Verlauf.

Tachykinin-IR

Aus vorhergehenden Studien ist bekannt, dass die Atemwegsneurone im Ganglion
nodosum von Meerschweinchen (berwiegend dinn myelinisierte, mechano-sensible Ad-
Fasern sind, welche im Ganglion nodosum unter physiologischen Bedingungen nahezu keine
IR fur Tachykinine wie SP aufweisen (36; 192; 15; 155). Folglich zeigten mehrere Studien
mit Meerschweinchen in Ubereinstimmung mit den dargestellten Ergebnissen, dass der Anteil
Tachykinin-immunreaktiver Atemwegsneurone im Ganglion nodosum bei nicht sensibilisier-
ten Tieren maximal im einstelligen Prozentbereich liegt (36; 15; 155; 193).

Eine im Meerschweinchenmodell erzeugte allergische Atemwegsentziindung induziert
jedoch einen relevanten Anstieg der Tachykinin-IR in den Atemwegsneuronen (69; 15; 155;
11). Dies wurde auch bei Mausen (194) und Ratten (195) nachgewiesen. Es gibt hierzu keine
vergleichbaren Daten von Asthma-Patienten, deren Erhebung aus ethisch-methodischen
Grinden unmoglich ist. In einer Autopsie-Studie wurden in den Atemwegen von Asthma-
Patienten vermehrt vorhandene SP-haltige Nervenfasern festgestellt (41). Nachfolgende Un-
tersuchungen erbrachten diesbeziiglich allerdings gegenteilige Befunde (74; 75; 73). Die na-
heliegende Vermutung, dass die bei Meerschweinchen unter pathologischen Bedingungen
erhdhte Tachykinin-IR unter den Atemwegsneuronen in erster Linie durch den im Ganglion
nodosum dominierenden Ad-Neuronen-Typ verursacht wird, konnte mehrfach bestétigt wer-
den (155; 165). Es handelt sich hierbei also auch um eine qualitative Veranderung im Sinne
eines sogenannten ,,Phidnotyp-Switchs“ und damit um ein Phdnomen neuronaler Plastizitét
(17). Die Zunahme der Tachykinin-IR geht erwartungsgemal mit einem quantitativen Anstieg
der Tachykininvorlaufer-mRNA im Ganglion nodosum sowie der Tachykininkonzentration in
der Lunge einher (69; 11). Auch in Sputum (77), bronchialer und nasaler Lavage von Asthma-
Patienten (70) wurden erhohte Tachykinin-Konzentrationen gemessen, die korrespondierend

zu den Resultaten aus Tiermodellen nach Allergenexposition noch weiter anstiegen. Bisher
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sind die zugrunde liegenden Mechanismen dieser Tachykinin-Induktion allerdings nicht voll-
standig geklart.

Bei der Interpretation der dargestellten Ergebnisse vor dem Hintergrund der oben er-
wahnten Vorbefunde sollten folgende methodische Aspekte bertcksichtigt werden. Es ist vor-
stellbar, dass kurz nach der Fluoreszenzfarbstoff-Applikation stattfindende Provokationen den
retrograden Transport des Fluoreszenzfarbstoffs in den Axonen beeintrachtigen. Dies kdnnte
maoglicherweise erklaren, weshalb in der vorliegenden Arbeit die durchschnittliche Anzahl
retrograd markierter Neurone pro Ganglienschnitt insgesamt nur ca. 10-15 % der VVorgéanger-
studien von Kummer et al. (36) und Fischer et al. (69) betrug. Es gibt es keinen Anhalt dafr,
die Ursache fiir diese Abweichung im Markierungs-Prozedere zu suchen, da es nach dem
gleichen, seit langem etablierten Protokoll (69; 192; 193; 165) und von einem darin sehr er-
fahrenen Operateur sowie mit dem etablierten (196) und mehrfach verwendeten Fluoreszenz-
farbstoff Fluoro-Gold (36; 197) durchgefiihrt wurde. Dieser Unterschied kdnnte vielmehr da-
mit zusammenhangen, dass in der vorliegenden Untersuchung aufgrund des chronischen Pro-
vokationsschemas nicht alle Tiere nach der Fluoro-Gold-Applikation eine mehrtégige provo-
kationsfreie Erholungszeit hatten. So lag der zeitliche Abstand zwischen retrograder Markie-
rung und der nachsten der noch ausstehenden funf bzw. sechs taglichen Provokationen bei-
spielsweise in den Gruppen 4 und 5 bei maximal 24 h (siehe Abb. 2.1). Die beiden Vorgén-
gerstudien konnten dagegen aufgrund anderer Versuchsanordnungen allen Meerschweinchen
nach der retrograden Markierung 6 - 15 provokationsfreie Tage einrdumen (69; 36). Fur die-
sen vermuteten Zusammenhang spricht, dass in den Gruppen 4 und 5 nur ein Drittel so viele
retrograd markierte Neurone pro Schnitt identifiziert wurden wie in den tbrigen vier Gruppen,
die nach der Fluoro-Gold-Applikation entweder mindestens vier provokationsfreie Tage oder
nur noch eine folgende Provokation hatten.

Ein fur diese Hypothese urséchlicher Mechanismus kénnte der bei Meerschweinchen
ausgepragte Axon-Reflex darstellen (8). Demzufolge werden auf Irritation sensibler
Atemwegsneurone hin in deren Axonen Neuropeptide (wie CGRP oder das Tachykinin SP)
anterograd zur peripheren Nervenendigung transportiert und dort freigesetzt. Der aktive
axonale Transport in Vesikeln in diese Richtung wird durch N-Kinesine, retrograd durch
zytoplasmatisches Dynein sowie C-Kinesine bewerkstelligt (198). Beide Transportvorgange
laufen unter ATP-Verbrauch ab (199). Moglicherweise wird z.B. aufgrund limitierter ATP-
Ressourcen der aktive vesikuldre retrograde Transport des Fluoreszenzfarbstoffs ins
Perikaryon durch den gleichzeitig vermehrt ablaufenden anterograden Tachykinin-Transport

beeintrachtigt. Konsekutiv wirde sich der retrograd transportierte Fluoreszenzfarbstoff (zu-
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mindest nach der gleichen Zeit) in weniger Neuronen im Ganglion nodosum nachweisen las-
sen.

In diesem Kontext erscheint eine Beeintrachtigung der retrograden Transportvorgange
v.a. in Tachykinin-haltigen Neuronen plausibel, was allerdings bisher noch nicht n&her unter-
sucht wurde. Gerade in den Tachykinin-immunreaktiven Neurone wére demzufolge ein er-
schwerter Transport des Fluoreszenzfarbstoffs in Richtung Soma und damit eine verminderte
Markierung solcher Neurone zu erwarten. Die kurz nach dem retrograden Markieren durchge-
fuhrten Provokationen kénnten somit v.a. in den Gruppen 4 und 5 neben einer geringeren An-
zahl von Uberhaupt retrograd markierten Neuronen zusétzlich eine Unterreprasentation
Tachykinin-immunreaktiver Neurone bewirkt haben. Ein derartiger Effekt mehrfacher Provo-
kationen auf die Tachykinin-IR von Atemwegsneuronen wurde in der Literatur bislang nicht
beschrieben. Er erscheint dartiberhinaus in geringerem Mal} auch bei Gruppe 3 bzw. 6 mdg-
lich. Die Tiere von Gruppe 3 hatten vor den drei noch ausstehenden Allergenexpositionen
lediglich vier Tage Erholungszeit, wahrend Gruppe 6 nach dem retrograden Markieren noch
am selben Tag ein letztes Mal provoziert wurde. Durch diesen moglichen Effekt kurz nach
dem retrograden Markieren durchgefiihrter Provokationen auf die Tachykinin-IR konnte folg-
lich in den Gruppen 3 - 6 trotz einer moglicherweise selektiv in Ad-Atemwegsneuronen statt-
findenden Tachykinin-Neuinduktion insgesamt ein anderer Eindruck entstanden sein.

Einzig die Resultate von Gruppe 1 und 2 mussten hiervon weitgehend unberihrt ge-
blieben sein, da diese Tiere nach dem retrograden Markieren sechs provokationsfreie Tage
vor nur einer ausstehenden Allergenexposition hatten. Warum sich die erstmals von Fischer et
al. (69) nachgewiesene Tachykinin-Induktion nach einmaliger Provokation in der vorliegen-
den Arbeit nur tendenziell reproduzieren liel3, erscheint somit zunachst weiter unklar. Magli-
cherweise konnte die im Vergleich zu dieser Vorgénger-Studie (0,2 % Tachykinin-
immunreaktive Atemwegsneurone im Ganglion nodosum) etwas hohere Tachykinin-IR bei
Tieren der Kontrollgruppe (5,7 %) hierzu beigetragen haben. Eine ebenfalls leicht erhthte
Tachykinin-IR unter physiologischen Bedingungen wurde abgesehen von den dargestellten
Ergebnissen auch in einigen anderen Studien registriert (15; 193). In zwei weiteren Arbeiten
wiesen nicht sensibilisierte Meerschweinchen sogar noch mehr Tachykinin-immunreaktive
Atemwegsneurone im Ganglion nodosum (18,7 % bzw. 8,7 %) als in der vorliegenden Arbeit
auf (165; 197). Von anderen Arbeitsgruppen vermutete Ursachen flr diese Abweichung zu
den Ergebnissen von Fischer et al. (69) kdnnten das operative Prozedere im Rahmen der
intratrachealen Fluoreszenzfarbstoff-Applikation oder eine gewisse Entziindungsreaktion auf

den applizierten Fluoreszenzfarbstoff darstellen (15; 165). Gerade diese bei Fischer et al. (69)
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nur sporadisch vorhandenen Tachykinin-immunreaktiven Atemwegsneuronen unter physiolo-
gischen Bedingungen konnten jedoch die Entwicklung der Tachykinin-IR wahrend mehrfa-
cher Provokationen beeinflusst haben. In der vorliegenden Arbeit wurde deren Faser-Typ
zwar nicht ndher untersucht, aber vorhergehende Studien legen tUbereinstimmend nahe, dass
die unter physiologischen Bedingungen Tachykinin-immunreaktiven Neurone im Ganglion
nodosum von Meerschweinchen fast ausschlielich vom unmyelinisierten C-Faser-Typ sind
(15; 193; 155; 197). Diese vergleichsweise langsam leitenden, nozizeptiven Neurone sind
sensibel fir diverse Entziindungsmediatoren wie u.a. Capsaicin, Bradykinin, Histamin oder
Prostaglandine (17). Vor diesem Hintergrund ist anzunehmen, dass diese C-Faser-
Atemwegsneurone gemaR dem Axon-Reflex bereits nach der ersten Allergenexposition ver-
starkt Tachykinine freisetzten. Es ist nicht auszuschliel3en, dass diese Ausschittung sogar zur
Erschopfung der Tachykinin-Ressourcen in den Perikaryen der C-Faser-Atemwegsneurone
fuhren kann. Folglich wirden mit zunehmender Provokationszahl zun&chst immer weniger C-
Faser-Atemwegsneurone im Ganglion nodosum IR fur Tachykinine zeigen. Krishna et al.
(200) und Lilly et al. (73) interpretierten eine verminderte Tachykinin-IR in Neuronen eben-
falls als Zeichen einer verstérkt abgelaufenen Tachykinin-Freisetzung. Bei den in der vorlie-
genden Arbeit unter physiologischen Bedingungen festgestellten Tachykinin-immunreaktiven
C-Faser-Atemwegsneuronen koénnte es demzufolge nach Provokation zuvor sensibilisierter
Tiere zu einer Abnahme der Tachykinin-IR im Ganglion nodosum gekommen sein, obwohl
gleichzeitig, wie von Fischer et al. (69) beobachtet, eine Tachykinin-Induktion selektiv in Ad-
Faser-Neuronen beginnt. Dies lieRe die im Vergleich zur Kontrollgruppe nicht signifikant
erhdhte Tachykinin-IR in Gruppe 2 nachvollziehbar erscheinen, obwohl durch die bekannte
Tachykinin-Induktion in Ad-Faser-Neuronen ein Anstieg der Gesamt-Tachykinin-IR im
Ganglion nodosum zu erwarten gewesen ware.

Die Betrachtung der weiteren Entwicklung der Tachykinin-IR wéhrend der mehrfa-
chen Provokationen unter der Hypothese einer gleichzeitigen Abnahme der Tachykinin-IR in
C-Faser-Neuronen und -Induktion in Ad-Faser-Neuronen l&sst folgende Schlussfolgerung zu.
Die in Akutmodellen gezeigte Tachykinin-Induktion in Ad-Faser-Neuronen sistiert nach ein-
maliger Provokation oder fallt zumindest im Vergleich zur abnehmenden Tachykinin-IR in C-
Fasern immer weniger ins Gewicht. Dies flhrte in der vorliegenden Arbeit moglicherweise zu
dem volistandigen Verlust der Gesamt-Tachykinin-IR im Ganglion nodosum kurz nach
sechsmaliger Provokation. Erst eine Woche nach der letzten Provokation erreichte die

Tachykinin-IR wieder das Ausgangsniveau unter physiologischen Bedingungen, was fir eine
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beginnende Kompensierung der forcierten Tachykinin-Ausschittung in den C-Faser-
Neuronen sprechen kénnte.

Zusammengefasst gibt es in der vorliegenden Arbeit einerseits Hinweise dafir, dass
Wechselwirkungen zwischen dem retrograden Markieren und der kurz darauf durchgefiihrten
mehrfachen Provokationen zu weniger markierten Neuronen und einer Unterreprasentation
Tachykinin-immunreaktiver Neurone beigetragen haben kénnten. Andererseits kdnnte es ne-
ben einer kurzfristigen Tachykinin-Induktion in Ad-Faser-Neuronen gleichzeitig zu einer ab-
nehmenden Tachykinin-IR in C-Faser-Neuronen durch forcierte Tachykinin-Freisetzung in
die Atemwege gemall dem Axon-Reflex gekommen sein.

Diese Uberlegungen konnten erklaren, wieso die Tachykinin-IR unter den
Atemwegsneuronen im Ganglion nodosum entgegen der Erwartungen aus Akutmodellen im
angewendeten chronischen Asthmamodell zun&chst nicht signifikant zunahm und im weiteren

Verlauf mehrfacher Provokationen sogar voriibergehend sank.

p75""*-IR sowie Co-IR furr Tachykinine und p75"'"

In der vorliegenden Arbeit wurde zum ersten Mal (iberhaupt die p75" "-IR von
Atemwegsneuronen im Ganglion nodosum unter asthmatischen Bedingungen untersucht. Die
mehrfachen Provokationen fiihrten im dargestellten Meerschweinchenmodell zu einem teil-
weise reversiblen Abfall der p75-IR sowie der gleichzeitigen IR fiir Tachykinine und p75N™®
unter den sensiblen Atemwegsneuronen im Ganglion nodosum.

Bis zum Zeitpunkt der Erstellung dieser Arbeit existierten weder aus physiologischen
noch aus asthmatischen Bedingungen publizierte Daten zur p75" "-IR im Ganglion nodosum

NTR
5

von Meerschweinchen. Die p7 -IR in anderen sensiblen Ganglien von Meerschweinchen

war zuvor nur einmal unter physiologischen Bedingungen semiquantitativ an Spinalganglien

untersucht worden (201). Weiterhin wurde p75™ '~

-IR in peripheren Nervenfasern im Lungen-
gewebe von Mausen nachgewiesen (140). In humanem Gewebe wurde p75" "-IR in Spinal-
ganglien (202), sympathischen Ganglien (203) sowie nicht-neuronalem Gewebe (204) festge-
stellt, bisher aber nicht im vagalen Ganglion nodosum untersucht. Studien zur Rolle von
p75NTR

fuhrt und zeigten, dass die durch Allergenexposition induzierte Atemwegsentzindung und

in der Asthma-Pathogenese wurden bislang Gberwiegend am Mausmodell durchge-
bronchiale Hyperreagibilitat bei p75"'"-Knockout-Tieren bzw. nach Vorbehandlung mit

p75"TR-Antikorpern nicht eintraten (139; 140). Einen indirekten Hinweis auf eine Beteiligung
von p75"™" an der Asthma-Pathogenese im Meerschweinchenmodell lieferte eine Arbeit von
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de Vries et al., bei die Allergenexpositions-bedingte und NGF-abhdngige akute
Bronchokonstriktion nicht durch trkA-Inhibition beeinflussbar war (138).

Im Vergleich zu vorhergehenden Studien an sensiblen Ganglien anderer Spezies liegen
die vorliegenden Ergebnissen mit ca. 16 % in der Kontrollgruppe deutlich niedriger. Die bis-
lang einzigen Nachweise von p75N™" im Ganglion nodosum stammen aus Studien mit Ratten
unter physiologischen Bedingungen. Eine Untersuchung zeigte mittels in situ Hybridisierung,
dass unter physiologischen Bedingungen mehr als 50 % aller Nodosum-Neurone (ohne vorhe-
rige Markierung der Atemwegsneurone) von Ratten p75""-mRNA aufweisen (205). Auch in
anderen sensiblen Ganglien von Ratten wie Spinalganglien (206; 207) oder dem Ganglion
Trigeminale (208) wurde p75""*-mRNA ebenfalls in dhnlichen GréRenordnungen detektiert.
Dieser Unterschied kdnnte Spezies-bedingt sein und zudem daran liegen, dass in diesen Stu-
dien ausnahmslos die gesamte Neuronenpopulation eines Ganglions untersucht wurde. Beides
wirde implizieren, dass die Subpopulation der Atemwegsneurone im Ganglion nodosum von
Meerschweinchen vergleichsweise wenig p75™ '~ enthélt.

Davon abgesehen ahnelt der Verlauf der p75™™*-IR wahrend und nach mehrfacher Pro-
vokationen dem der Tachykinin-IR. Es ist nicht auszuschlieBen, dass die p75"""-IR ebenfalls
auf gleiche Weise von den kurz nach dem retrograden Markieren durchgefiihrten Provokatio-
nen beeinflusst wurde. Andererseits kénnten die vorliegenden Ergebnisse auch als erstes Indiz
dafiir angesehen werden, dass wiederholte Allergenexpositionen zu einer verminderten
p75"T*-IR in sensiblen Atemwegsneuronen fiihren.

Da p75"™® offenbar eine wichtige Rolle bei der NGF-induzierten und SP-vermittelten
bronchialen Hyperreagibilitat spielt (140), konnte der nachgewiesene Abfall der Co-IR flr
Tachykinine und p75"™® auRerdem dazu beigetragen haben, dass es im Verlauf der Provokati-
onen trotz erhohter NGF-Konzentrationen in den Atemwegen zu keinem Anstieg der

Tachykinin-IR unter den Atemwegsneuronen im Ganglion nodosum kam.
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4.5. KLINISCHE RELEVANZ UND AUSBLICK

Die vorliegende Arbeit liefert neue Erkenntnisse, aber auch neue Fragen zur komplexen
neuroimmunologischen Pathogenese von allergischem Asthma bronchiale.

Weitere Studien in diesem Bereich sind zukinftig v.a. mit chronischen Tiermodellen no-
tig, da sie fur die Situation der meisten Asthma-Patienten wahrscheinlich geeigneter sind,
jedoch aufgrund methodischer Nachteile seltener angewendet werden. Idealerweise sollten
derartige Studien zu Asthma mit Meerschweinchen durchgefiihrt werden, weil dies in vielerlei
Hinsicht das geeignetste Tiermodell fur Atemwegserkrankungen des Menschen darstellt.
Aufbauend auf den Resultaten dieser Arbeit kdnnte dabei beispielsweise der vermutete Effekt
kurz nach dem retrograden Markieren durchgefihrter Provokationen auf die sensiblen
Atemwegsneurone weiter untersucht und ggf. bei Versuchsplanung zukiinftiger chronischer
Provokationsmodelle berticksichtigt werden. Auch die Hypothese einer gleichzeitig stattfin-
denden kurzfristigen Tachykinin-Induktion in Ad-Faser-Neuronen und abnehmenden
Tachykinin-IR in C-Faser-Neuronen wahrend mehrfacher Provokationen sollte genauer unter-
sucht werden.

Die Beobachtung aus dem angewendeten Tiermodell, dass NGF wahrend chronischer
Allergenexpositionen in den Atemwegen erhoht bleibt, untermauert eine potentielle NGF-
Beteiligung an der Symptomatik bei Allergenexposition. Diese erscheint auch wegen der
ebenfalls an Meerschweinchen gezeigten Effekte von gegen NGF gerichteten Antikdrpern auf
die provokationsbedingte Bronchokonstriktion wahrscheinlich (138). Zusatzlich kénnte die
Entwicklung von p75"TR-Antagonisten und deren Einsatz in entsprechenden Tiermodellen
eventuell zur weiteren Prazisierung der Bedeutung von p75"™® fir die Asthma-Pathogenese
beitragen. Erganzend zu den vorhandenen Daten ware auch die Untersuchung der TrkA-IR
sensibler Atemwegsneurone in chronischen Provokationsmodellen von Interesse. Ergebnisse
der Studien mit akuter Allergenexposition von De Vries et al. (11) und Dinh et al. (134) deu-
ten auf eine Rolle auch dieses Neurotrophin-Rezeptors bei der SP-Induktion in sensiblen
Atemwegsneuronen hin. Daruber hinaus wurden die tierexperimentell gezeigten positiven
Effekte von TrkA-Antagonisten (11) bislang noch nicht auf die Behandlung von Asthma-
Patienten Ubertragen.

Die bisher weit besser erforschten Tachykinin-Rezeptoren, v.a. der von SP bevorzugte
NK;-Rezeptor, wurden schon langer als aussichtsreiche therapeutische Angriffspunkte ange-
sehen. In einigen Untersuchungen konnte mithilfe von Tachykinin-Rezeptor-Antagonisten die
Bronchokonstriktion von Asthma-Patienten reduziert werden (209; 210; 211; 212). Bezogen

auf andere Asthma-Parameter (z.B. Lungenfunktion, bronchiale Hyperreagibilitdt oder
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Atemwegsentziindung) gab es allerdings auch weitgehend wirkungslose Anwendungsversu-
che von Tachykinin-Rezeptor-Antagonisten (213; 214; 215; 216). Zu dieser widersprichli-
chen Datenlage konnte einerseits die Verwendung von verschiedenen NKA-Antagonisten mit
teilweise unterschiedlichen Rezeptor-Affinitatsprofilen beigetragen haben. Andererseits ist
denkbar, dass die Mechanismen der NE nicht bei allen Asthma-Typen gleichermalien von
pathogenetischer Bedeutung sind, sondern maoglicherweise besonders fiir schwerere Formen
wie z.B. das Brittle-Asthma relevant sind (10). Weitere Studien hierzu sind in jedem Fall n6-
tig, um das aus Tiermodellen erlangte Wissen ber die neuroimmunologischen Mechanismen
in der Asthma-Pathogenese zu erweitern und v.a. zukunftig auch fir die Behandlung von
Asthma-Patienten nutzbar zu machen.

Neue Erkenntnisse auf dem Gebiet der NE konnten dartiberhinaus auch fur andere Er-
krankungen, bei denen ebenfalls eine neuroimmunologische Genese vermutet wird, von Be-
deutung sein. So sind Tachykinine wie SP Gegenstand der Forschung auch zu anderen chro-
nisch-entzindlichen Erkrankungen u.a. der Gelenke (217), der Haut (218), des
Gastrointestinaltrakts (219) und der Blase (220) sowie zu Veranderungen im kardiovaskularen
System (221). Fur Neurotrophine wie NGF wird hingegen eine Beteiligung z.B. an rheumati-
schen Erkrankungen (222), Multipler Sklerose (223) oder Psoriasis (224) diskutiert.

Bislang ist in Deutschland nur ein Medikament mit Substanz P-vermitteltem Wirkme-
chanismus zugelassen worden - der selektive NK-1-Antagonist Aprepitant® zur Prophylaxe
von Ubelkeit und Erbrechen nach Chemotherapie oder Operation (225). Neuroimmunologi-
sche Aspekte sollten daher zukinftig bei der Entwicklung neuer Therapiekonzepte - nicht nur
flr Asthma - als mdgliche Angriffspunkte starker berticksichtigt werden.

Ein weiterer Fokus im Rahmen der Forschung zur NE sind zentralnervose Effekte von
Neuropeptiden. Neben Ubelkeit und Erbrechen wird SP auch mit Hyperalgesie bei peripherer
Entzindung (65) oder einer beobachteten Assoziation zwischen chronischen Entziindungen
und affektiven Erkrankungen (226) in Zusammenhang gebracht. Eine wichtige Rolle in der
Migréne-Pathogenese wird dagegen fur CGRP angenommen, die klinische Erprobung von
CGRP-Antagonisten in der Migrane-Behandlung ist bereits angelaufen (227).

Zweifellos mussen fur solche erfolgversprechenden klinischen Studien zuvor genligend
Erfahrungen aus geeigneten Tiermodellen gewonnen werden. Das Beispiel von CGRP-
Antagonisten verdeutlicht nichtsdestotrotz das zukiinftig noch stérker therapeutisch nutzbare
Potential von Neurotrophinen und Neuropeptiden im Wechselspiel zwischen neuronalen und

immunologischen Faktoren.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

In der Pathogenese von allergischem Asthma bronchiale (Asthma) spielen Wechselwir-
kungen zwischen immunologischen und neuronalen Faktoren im Sinne einer neurogenen Ent-
ziindung (NE) eine wichtige Rolle. Bisherige Untersuchungen hierzu wurden tberwiegend in
Tiermodellen mit akuter Allergenexposition durchgefihrt. Chronische Provokationsmodelle
sind im Hinblick auf humanes Asthma wahrscheinlich aussagekréftiger, konnen jedoch zur
Entwicklung einer Allergentoleranz bei wiederholten Provokationen fuihren. Frihere Studien-
ergebnisse zur NE implizieren, dass insbesondere Nerve Growth Factor (NGF) Uber eine
Tachykinin-Induktion in Atemwegsneuronen an der Entstehung von Asthma-typischen Symp-
tomen beteiligt ist. Dabei scheint der Pan-Neurotrophin-Rezeptor (p75""7) von Bedeutung zu
sein. Fur Studien zu Asthma gilt das Meerschweinchen wegen seiner groRen Ahnlichkeit zum
humanen Atemwegssystem in vielerlei Hinsicht als das geeignetste Tiermodell.

In der vorliegenden Arbeit wurden daher erstmals die NGF-Konzentration in den
Atemwegen sowie die Tachykinin- und p75""R-Immunreaktivitst (IR) in sensiblen
Atemwegsneuronen in einem neuen chronischen Asthma-Tiermodell an Meerschweinchen
untersucht.

Hierfur wurden 30 Meerschweinchen in sechs Gruppen randomisiert, von denen flinf
durch intraperitoneale Injektionen mit Ovalbumin (OVA) sensibilisiert wurden. Die Kontroll-
gruppe (KTL) erhielt lediglich das Vehikel. AnschlieBend erfolgten bis zu sechs inhalative
Allergenexpositionen mit steigender OVA-Dosis.

Folgende Aspekte konnten in dieser Arbeit festgestellt werden:

1. Nur die sensibilisierten Tiere entwickelten wéhrend der Provokationen weitgehend kon-
stant ausgepragte Symptome einer akuten bronchialen Obstruktion wie Steigerung der
Atemfrequenz, zunehmende Tiefe der Atemexkursionen und Husten. Diese Expositions-
symptomatik war der von Asthma-Patienten sehr &hnlich und zeigte keinen Anhalt flr ei-

ne Allergentoleranzentwicklung.

2. Im Gegensatz zur KTL zeigten die sensibilisierten Tiere wahrend und auch noch eine Wo-
che nach den Provokationen ausgedehnte peribronchiale Infiltrate in Periodic acid-
Schiff(PAS)-gefarbten  Lungenschnitten und eine starkere Eosinophilie in der
Bronchoalveoldren Lavage (BAL). Beides spricht fir eine im Tiermodell erfolgreich in-

duzierte Asthma-ahnliche Atemwegsentziindung ohne Allergentoleranzentwicklung.
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3. Erstmals in einem chronischen Tiermodell wurden wéhrend mehrfacher Allergenexpositi-
onen mittels Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) erhohte NGF-
Konzentrationen in der BAL nachgewiesen. Dieser NGF-Anstieg hatte sich trotz der an-
haltenden Atemwegsentziindung bereits 72 h nach Abschluss der Provokationen vollstan-
dig zurlckgebildet. Fir die NGF-Induktion in den Atemwegen scheint demzufolge v.a.
die direkte Allergenexposition und weniger das alleinige Vorhandensein von Entziin-

dungszellen entscheidend zu sein.

4. Entgegen der Erwartungen aus Akutmodellen blieb die Tachykinin-IR in den sensiblen
Atemwegsneuronen im Ganglion nodosum zunachst unverandert und nahm im weiteren
Verlauf der wiederholten Allergenexpositionen vorubergehend ab. Mdglicherweise ist
dies Folge einer ausgepragten Freisetzung von Tachykininen in die Atemwege wahrend
mehrfacher Provokationen. Die erstmals an Meerschweinchen untersuchte p75" "-IR so-
wie Co-IR fiir Tachykinine und p75"™® zeigten eine &hnliche Entwicklung wie die
Tachykinin-IR. Dies konnte dazu beigetragen haben, dass es trotz erhdhter NGF-
Konzentrationen in den Atemwegen insgesamt zu keiner nachweisbaren Tachykinin-

Induktion in den Atemwegsneuronen kam.

Die vorliegende Arbeit liefert neue Erkenntnisse tber die komplexe neuroimmunologische
Pathogenese von allergischem Asthma bronchiale, in der Neurotrophine und Tachykinine
potentielle Angriffspunkte bei der Entwicklung neuer therapeutischer Maéglichkeiten darstel-
len. Hierfur kann auf das in dieser Arbeit neu etablierte chronische Asthma-Tiermodell zu-
rickgegriffen werden. Darlber hinaus konnten diese Ergebnisse auch fiir andere chronisch-
entzlindliche Erkrankungen, bei denen ebenfalls eine neuroimmunologische Pathogenese

vermutet wird, von Bedeutung sein.
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