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Titel: Die sensible Atemwegsinnervation der Maus unter der physiologischen

Bedingungen und bei chronisch entzündlichen Atemwegserkrankungen

Autoren: E. Mingomataj, Q.T. Dinh, D. Groneberg, W. Feleszko, B. Schmeck,

R. Joachim, O. Noga, S. Nagel, B.F. Klapp, A. Fischer.

Abstrakt:

Es ist bekannt, dass eine Reihe von Stimuli wie Capsaicin, Bradykinin, hyper-

osmotische Salzlösung und Zigarettenrauch in der Lage sind, sensible Atemwegs-

neurone zu aktivieren und zu einer Freisetzung von einer Vielzahl von Mediatoren

wie Tachykinine Substanz P (SP) und Neurokinin A (NKA) zu führen. Tachykinine

sind mit-verantwortlich für die nasale Hyperreaktivität, die bronchiale Obstruktion und

die chronischen Entzündungen in den Atemwegen.

Im Gegensatz zu zahlreichen Informationen über deren pharmakologischen Effekten

ist der Mechanismus der Biosynthese und die Freisetzung von Tachykininen wenig

bekannt. In der vorliegenden Arbeit wurde die Tachykinin-Induktion in trigeminalen

nasalen Neuronen unter Exposition von NGF und in atemwegspezifischen vagal-

sensiblen Neuronen bei der allergischen Atemwegsentzündung untersucht.

Mit Hilfe von neuronal Tracing-Technik im Mausmodell für die allergische Atemwegs-

entzündung konnte die Effekte von NGF und OVA an der Induktion von Tachykininen

in sensiblen Neuronen nachgewiesen werden. Nach NGF-Applikation wurden

Tachykinine in glutamin-negativen, neurofilament-positiven und neurofilament-

negativen Neuronen nachgewiesen. Die Ergebnisse lassen vermuten, dass nasal-

spezifische trigeminale Neurone aus einer heterogenen Subpopulationen von

Neuronen bestehen. In weiteren Experimenten konnte nach der Sensibilisierung mit

OVA eine Tachykinin-Induktion in sensiblen atemwegsspezifischen Neuronen mit

myelinisierten Axonen nachgewiesen werden. Sehr wahrscheinlich handelt sich hier

um eine ganz neue neuronale Subpopulation, die durch einen Stimulus wie ein

Allergen mit der Synthese und Freisetzung von pro-inflammatorischen Neuropeptiden

reagieren.

Allergisierung führt zu einer Erhöhung von NGF, dieses verstärkt die Freisetzung und

Induktion von Tachykininen aus sensiblen Neuronen mit einer Verstärkung der

neurogenen Atemwegsentzündung.

5



1. Einleitung

1.1 Anatomischer Hintergrund

Die Atemwege werden anatomisch in einem oberen (Nasen-Rachen-Raum bis zu

der Trachea) und unteren Atemtrakt unterteilt. Die unteren Atemwege setzten sich

aus den beiden Hauptbronchien, Bronchien, Bronchioli und Ductuli alveolares und

Aveolen der Lunge zusammen. Die Atemwege werden von sympathischen, para-

sympathischen und sensiblen Nervenfasern innerviert (Barnes, P. J., 1986, Dinh et

al. 2006b).

1.2 Die sensible Atemwegsinnervation

Sensible Versorgung der oberen Atemwegen stammen aus dem Ganglion

trigeminale, wobei die vorderen Anteile der Nase vom N. ophthalmicus und sowie

dem Septum und die hinteren Anteile aus dem N. maxillaris versorgt werden (Hunter

and Dey, 1998, Dinh et al., 2003). Die sensible Innervation der unteren Atemwege

kommt aus den vagalen sensiblen Ganglien jugulare und nodosum. Es handelt sich

hier um pseudounipolare Neurone, deren Axone mit dem N. vagus (N. laryngeus

recurrens, Rr. bronchiales) verlaufen und die Lunge innervieren. Eine zusätzliche

sensible Versorgung der unteren Atemwege stammt aus den thorakalen Spinal-

ganglien (Kummer et al., 1992).

Sensible Nervenfasern erhalten nicht nur Informationen aus Erregungen von

Berührungs- und Dehnungsrezeptoren an der Trachea, den Bronchen, oder den

Bronchioli, sondern auch Erregungsinformationen unter der Pleura. Aktivierung

dieser Neurone kann zu einer Freisetzung von pro-inflammatorischen Neuropeptiden

wie Tachykininen und dem mit den Tachykininen nicht verwandten Neuropeptid

Calcitonin gene related Peptid (CGRP) führen, die zu einer Entzündung in den

Atemwegen führen können (Barnes, P. J et al., 1998).

1.3 Zielstellung der kumulativen Arbeit:

Folgende Fragen sollen beantwortet werden: - wie verändert sich die sensible

Atemwegsinnervation bezüglich der Neuropeptid-Expression insbesondere der

Tachykinine bei allergischer Atemwegsentzündung und unter Behandlung mit NGF? -

In welchen neuronalen Subpopulationen werden Tachykinine induziert? - die

Auswirkungen der Expression von Tachykininen auf die Atemwegsentzündung und

insbesondere auf Zellen des Immunsystems sollen hier auch untersucht werden.
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2. Methodik

2.1 Versuchstiere

Für die verschiedenen Experimente wurden ausgewachsene Mäuse (BALB/c)

beiderlei Geschlechts (Charles River Laboratories und Harlan Winkelmann, Borchen,

Deutschland) mit einem Gewicht zwischen 15-20 g verwendet. Nur Tiere ohne

klinische Anzeichen von Erkrankungen wurden für die Untersuchungen ausgewählt.

2.2 Retrograde neuronale Markierung

2.2.1 Retrograde neuronale Markierung zur Identifizierung von Neuronen mit

Projektion zur Nase

Die Mäuse wurden durch eine intraperitoneale Injektion mit Ketaminhydrochlorid

(Ketanest, Parke Davis, Freiburg, Deutschland; 50mg/kg Körpergewicht) und

Dihydro-Thiazin-Hydrochlorid (Rompun, Bayer, Leverkusen, Deutschland; 50mg/kg

Körpergewicht) betäubt, analgetisiert und relaxiert. Mit Hilfe einer Plastikkanüle, die

als Verlängerung der Spritze der 10-l Mikropipette Syringe (Hamilton, Bonaduz,

Schweiz) dient, wurde 2,5 µl Fast Blue (2% wässerige Lösung enthält 1% DMSO,

Dr. K Illing, Groß Umstadt, Deutschland) in den vorderen und hinteren Nasenraum

injiziert. Die Tiere wurden bis zu fünf Mal um die eigene Achse gedreht, damit sich

der Farbstoff auf die Nasenschleimhaut gleichmäßig verteilte. Die operierten Tiere

wurden unter einer UV-Lampe bis zum Aufwachen vor Unterkühlung geschützt. Die

Tiere erholten sich schnell nach der Operation und begannen sofort zu fressen. Alle

Tiere konnten sich ungestört erholen bis sie zur Ausgewertung getötet wurden.

2.2.2 Retrograde neuronale Markierung zur Identifizierung von Neuronen mit

Projektion zur Lunge

Nach der Betäubung wie oben beschrieben, wurde die Trachea mit einem

medianen, zervikalen Längsschnitt ventral freigelegt und durch einen kleinen

Schnitt zwischen zwei benachbarten Knorpelspangen eröffnet. Die Kanüle der 10-l

Mikropipette Syringe (Hamilton, Bonaduz, Schweiz) wurde durch den ventralen

Schlitz bis in den rechten Hauptbronchus eingeführt und 5 l Fast Blue (2%

wässerige Lösung enthält 1% DMSO, Dr. K Illing, Groß Umstadt, BRD) injiziert. Die

Trachealinzision wurde mit einer 7-0 Vicryl Naht (Ethicon, Norderstedt,

Deutschland) und der Hautschnitt mit einer 4-0 Vicryl-Naht (Ethicon) zugenäht. Die

operierten Tiere wurden unter einer UV-Lampe bis zum Aufwachen vor
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Unterkühlung geschützt. Die Tiere erholten sich schnell nach der Operation und

begannen sofort zu fressen. Alle Tiere konnten sich ungestört erholen bis sie nach

7 Tagen ausgewertet wurden (Fischer et al., 1993).

2.3 NGF Instillation in die Nase

Die Mäuse wurden durch eine intraperitoneale Injektion mit Ketaminhydrochlorid

(Ketanest, Parke Davis, Freiburg, Deutschland; 50mg/kg Körpergewicht) und

Dihydro-Thiazin-Hydrochlorid (Rompun, Bayer, Leverkusen, Deutschland; 50mg/kg

Körpergewicht) betäubt, analgetisiert und relaxiert. Mit Hilfe einer Plastikkanüle, die

als Verlängerung der Spritze der 10-l Mikropipette Syringe (Hamilton, Bonaduz,

Schweiz) dient, wurde 5 µl NGF (0.1 mg/ml Genentech Inc., Kalifornien, USA) oder

5 µl Nacl 0,9% in den vorderen und hinteren Nasenraum injiziert. Alle Tiere konnten

sich ungestört erholen bis sie ausgewertet wurden.

2.4 Allergisierung mit Ovalbumin (OVA)

Die Mäuse wurden mit einer intraperitonealen Injektion von 10 µl Ovalbumin (OVA,

Grad VI, Sigma, Deisenhofen, Germany) und 1,5 mg Aluminium Hydroxide Al(OH)3

(AlumImjekt, Pierce, Rockford, IL, USA) als Adjuvanz am 1., 14. und 21. Tag

behandelt und am 26. bis 27. Tag 24 Stunden vor der Analyse mit inhalativer 1%

OVA Lösung provoziert. Die inhalative Provozierung mit in Phosphatpuffer (PBS)

verdünnter OVA Lösung dauerte 20 Minuten.

2.5 Gewebe

Den operierten Tieren wurden nach Tötung durch CO2-Intoxikation die Lungen mit

der Trachea (als Thoraxpaket), die Spinalganglien und die Ganglien

jugulare/nodosum (als Komplex, beidseits) entnommen. Die durch die Eröffnung

des Thorax kollabierten Lungen wurden zur Optimierung der Fixierung und

Erleichterung der späteren Bearbeitung intraluminal mit Zamboni-Lösung (2%

Paraformaldehyd, 15% gesättigte Pikrinsäure in 0,1 M Phosphatpuffer (PP), pH 7,4)

durch die Trachea perfundiert. Alle Gewebeproben wurden in Zamboni-Lösung für

ca. 24 Stunden, abhängig von der Gewebeprobengröße, immersionsfixiert. Nach

mehrmaligem Spülen mit 0,1 M PP, pH 7,4, wurde das Gewebe in einem 18%

saccharosehaltigen 0,1 M PP für ca. 24 Stunden zur Kryoprotektion überführt. Für

die weitere Bearbeitung wurde das Gewebe mit OTC (Miles Inc,Elkart, IN, USA) auf
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Filterpapier aufgebracht, in flüssigem Stickstoff schock gefroren und dann bei –80 C

aufbewahrt. Von den gefrorenen Ganglien wurden bei –25C in einem Kryostaten

(Frigocut E, Fa. Reichert, Nussloch, Deutschland) 8 m dicke Serienschnitte

(Lungengewebe, 12 m dick) angefertigt und auf Chromalaun/Gelatine beschichtete

Objekt-träger aufgenommen. Die Schnitte wurden danach bei Dunkelheit für 30

Minuten luftgetrocknet und bei –20°C aufbewahrt (Fischer et al., 1992).

2.6 Doppelimmunfluoreszenz

Das mit Tracer markierte Gewebe muss bei der Bearbeitung vor Lichteinfall

geschützt werden. Alle Schnitte wurden vor der Weiterverarbeitung mit immun-

histochemischen Methoden eine Stunde bei Raumtemperatur luftgetrocknet und zur

Absättigung unspezifischer Proteinbindungsstellen mit einer Blocklösung aus 10%

normalem Schweineserum, 0,5% Tween, 0,1% Rinderserumalbumin in Phosphat-

puffer (PBS) mit 1,8%igem Salzgehalt für eine Stunde vorinkubiert. Nach zwei-

maligem Spülen in PBS wurden die Primärantikörper gegen Substanz P (SP) oder

andere Antigene in ihren entsprechenden Verdünnungen aufgetragen. Die Schnitte

wurden über Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Zur Detektion des Primär-

antikörpers wurden nach zweimaligem Spülen (2x 10 Minuten) in PBS die

entsprechenden Sekundärantikörper für eine Stunde aufgetragen. Dabei wurden ein

Fluoresceinisothiocyanat- (FITC-) Anti-Kaninchen-IgG-Antiserum von der Ziege, für

SP-Antiserum ein biotinyliertes Anti-Ratten-IgG vom Schaf oder ein Cy-TM-3-

konjugiertes Anti-Ratten-IgG vom Esel aufgetragen. Nach einem weiteren Wasch-

vorgang wurden die Schnitte mit Streptavidin Texas Rot zur Markierung des

biotinylierten Antikörpers für eine weitere Stunde inkubiert. Danach wurden die

Schnitte noch einmal gewaschen und in gepuffertem Glycerol (pH 8,6) eingedeckt

(Fischer et al., 1996).

3. Ergebnisse - Veränderungen der sensiblen Atemwegsinnervation unter

patho-physiologischen Bedingungen

3.1 Trigeminale sensible Innervation

Den Ursprung der sensiblen Innervation der oberen Atemwege wurde mittels

neuronalen Tracings im Ganglion trigeminale gefunden. Neurone, die zur Nase

projizieren wurden im Bereich der Aufteilung der Nervi ophthalmicus und maxillaris

gefunden, so dass die Ergebnisse der Untersuchung auf eine somatotopische
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Organisation dieser Neurone innerhalb des Ganglions schließen lassen. In

Kombination von neuronalen Tracing Techniken mit der Immunhistochemie konnten

etwa 5 - 6 % der nasal-spezifischen Neurone mit Expression von Tachykininen wie

SP/NKA bei der Maus unter normalen Bedingungen nachgewiesen werden. Weitere

durchgeführten Untersuchungen zu der Verteilung und Ko-Lokalisation der

Capsaicin-Rezeptoren (TRPV1, früher VR1) mit SP in nasal-spezifischen Neuronen

konnten eine fast komplette Ko-Lokalisation von SP und TRPV1 in Neuronen mit

Projektion zur Nasenschleimhaut zeigen.

Unter normalen Bedingungen wurde SP in nasal-spezifischen neurofilament-

negativen, glutaminerger und C-Fasern Neurone synthetisiert. Injektion von NGF in

die Nase führte zu einer Induktion von SP in trigeminalen Neuronen. Die Induktion

von SP erreichte den höchsten Punkt 24 Stunden nach NGF Applikation. Subtanz P

wurde in glutamin-negativen, neurofilament-positiven wie auch in neurofilament-

negativen Neuronen nachgewiesen. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass nasal-

spezifische trigeminale Neurone aus eine heterogene Subpopulationen von

Neuronen bestehen, die aufgrund ihrer Neuropeptidprofile im Hinblick auf die

neurogene Entzündung verschiedene Effekte auf die Nasenschleimhaut vermitteln

können.

3.2 Vagal sensible Atemwegsinnervation unter normalen und patho-

physiologischen Bedingungen

Sensible Nervenfasern, die die unteren Atemwege und die Lunge der Maus

innervieren, stammen bei der Maus ähnlich wie bei den anderen Spezies aus dem

Ganglion jugulare und dem Ganglion nodosum. Unter normalen Bedingungen

werden Tachykinine ausschließlich in sensiblen Neuronen mit einem kleinen

Durchmesser gefunden. Im Vergleich zu den Meerschweinchen wurden bei den

Mäusen sehr viel weniger Neurone mit Tachykinin Expression gefunden, welches auf

einen spezies-spezifischen Unterschied in der Neuropeptid Expression hinweisen

kann.

Nach der Sensibilisierung der Mäuse mit OVA wurden Tachykinine in

atemspezifischen Neuronen mit größerem Durchmesser gefunden. Die Induktion von

Tachykininen in sensiblen Neuronen wurde ähnlich wie bereits beim

Meerschweinchen nach Allergensensibilisierung und Provokation mit OVA

beobachtet. Bei der Maus fand die Induktion von Tachykininen meistens in sensiblen
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atemwegsspezifischen Neuronen mit myelinisierten Axonen (Aδ-Fasern) statt. Sehr

wahrscheinlich handelt sich hier um eine ganz neue neuronale Subpopulation, die

durch einen Stimulus wie Allergen mit der Synthese und Freisetzung von pro-

inflammatorischen Neuropeptiden reagiert.

3.3 Spinale Atemwegsinnervation

Ein weiteres wichtiges Ziel der vorliegenden Arbeit bestand darin, die Neuro-

peptidexpression in den atemwegsspezifischen Spinalganglienneuronen zu

untersuchen. Bisher war bekannt, dass die Lunge von Spinalganglien innerviert wird.

Aber über die Rezeptor- und Neuropeptidexpression der Spinalganglien wurde kaum

berichtet. Im Hinblick auf neuronale Plastizität sensibler Neuronen unter

verschiedenen patho-physiologischen Bedingungen wurde zuerst die Expression für

trkA, TRPV1 und SP in Spinalganglienneuronen von unbehandelten, gesunden,

erwachsenen BALB/-c Mäusen untersucht. In Ko-Lokalisationuntersuchungen mit

Doppel-Immunhistochemie und neuronalem Tracing wurden Fast blue-markierte

Neurone auf die Expression und Ko-Lokalisation von SP und TRPV1 oder SP und

trkA untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, dass atemspezifische Neurone mit SP

Expression fast immer den Rezeptor TRPV1 exprimieren. Diese Ergebnisse lassen

vermuten, dass atemspezifische Spinalganglien-Neurone auch an der neurogenen

Entzündung in den Atemwegen beteiligt sind. Spinalganglienneurone mit Projektion

zur Lunge zeigten außer SP-Expression auch den Rezeptor für Neurotrophine wie

NGF. Sie exprimierten den trkA Rezeptor an ihren Nervenfasern und Zellkörpern, so

dass NGF als Ligand an den trkA-Rezeptor binden und diesen aktivieren kann.

Daher haben Neurotrophine vermutlich eine wichtige Funktion bei der Aktivierung

dieser Neurone im Hinblick auf die Neuropeptid Expression und Freisetzung von pro-

inflammatorischen Neuropeptiden. SP, welches aus spinalen sensiblen Nervenfasern

freigesetzt wird, kann über Aktivierung des NK-1 Rezeptors neurogene Entzündung

induzieren.

4. Diskussion

Das Interesse an der Maus als Allergie-Modell zur Untersuchung der Patho-

physiologie der Atemwegserkrankung wie Asthma ist in den letzten Jahren,

insbesondere durch die Möglichkeit der Verwendung von genetisch veränderten

Mäusen, stetig gestiegen. In der vorliegenden kumulativen Arbeit soll die Rolle der
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sensiblen Atemwegsinnervation im Hinblick auf die Neuropeptid- und

Rezeptorexpression bei chronisch entzündlichen Atemwegserkrankungen wie

Allergischer Rhinitis und Asthma bronchiale untersucht werden. Allergene und

andere Reize können Entzündungsreaktionen in der Schleimhaut der Atemwege

auslösen. In den oberen Atemwegen kann es zu einer nasalen, und in den unteren

Atemwegen zu einer bronchialen Hyperreaktivität kommen. Die Nasenschleimhaut

reagiert auf verschiedene Reize mit den klinischen Symptomen Obstruktion,

Sekretion und Niesreiz. In den unteren Atemwegen kann es zu einer Obstruktion mit

einer Verlegung des Lumens der Atemwege infolge von Schleimhautödemen,

gestörter Schleimsekretion und Bronchospasmen kommen.

Zuerst wurde die Expression und Verteilung von SP in trigeminalen und vagal-

sensiblen Ganglien der Maus unter normalen Bedingungen untersucht. Die

Ergebnisse der Arbeit konnten zeigen, dass sensible Neurone, die die oberen und

unteren Atemwege der Maus innervieren, in der Lage sind, Neuropeptide wie SP in

ihren Zellkörpern zu synthetisieren. Die Expression von SP und neuronalen

Rezeptoren in atemwegsspezifischen Neuronen des Ganglion trigeminale und des

Spinalganglion bei der Maus wurden untersucht und mit den Vordaten von anderem

Spezies wie bei der Ratte verglichen. Die Ergebnisse unserer Untersuchung zeigten,

dass die Anzahl der trigiminalen Neuronen, die in die Nase ziehen und SP

exprimieren bei der Maus (4,9% der retrogard-markierten Neuronen) geringer ist im

Vergleich zu Ratten (81,6%) und Meerschweinchen (Dinh et al. 2003, Lazarov, N. E.,

2002). Die geringere Expression von SP bei der Maus im Vergleich zu der Ratte

liegen wahrscheinlich in den Spezies-spezifischen Unterschieden. Eine komplette

Ko-Lokalisation der Capsaicin-Rezeptoren (TRPV1, früher VR1) mit SP in nasal-

spezifischen Neuronen lässt vermuten, dass TRPV1 an der Biosynthese und

Freisetzung von SP aus den trigeminalen sensiblen Neuronen beteiligt sein könnte

(Dinh et al., 2005, Hunter et al., 2000b).

Eine Reihe von Stimuli wie thermischer, mechanischer oder chemischer Reiz wie

Toluoldiisocyanat (TDI), ein Gemisch aus 2,4- und 2,6-Isomeren, sind in der Lage

die SP Biosynthese in den nasal-spezifischen Neuronen zu induzieren. Die

Freisetzung von SP verstärkt die Entzündung in der Nasenschleimhaut (Hunter et al.,

2000a). TDI kann durch Inhalation aufgenommen werden und reizt die Augen, die

Haut und die Atemwege.
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In weiteren Studien wurde die Induktion von SP in sensiblen Neuronen, die zur Nase

(trigeminale Neurone) oder Lunge (Neurone aus Jugulare/Nodosum) ziehen, bei der

Maus, der Ratte und dem Meerschweinchen nachgewiesen. Die Induktion der SP

Expression führt in allen Tiermodellen zu einer Verstärkung der allergischen

Entzündung in den Atemwegen. Es wurde gezeigt, dass eine Freisetzung von SP zur

örtlichen Vasodilatation, Hypersekretion und Mastzelldegranulatiuon in den

Atemwegen führt. Ebenso konnte nachgewiesen werden, dass gleichzeitig mit der

Induktion von SP in vagal-sensiblen Neuronen die Anzahl der Eosinophilen in der

bronchoalveolären Lavage der Atemwege zunahm (Dinh et al., 2003, 2004a, Fischer

et al., 1996, Hunter et al., 2000a, Kollarik et al., 2003, Meyers et al., 2002, Undem et

al. 1999).

Mit in vivo Studien konnte die Biosynthese von SP in nasal-spezifischen trigeminalen

Neuronen durch die Injektion vom Nervenwachstumfaktor (NGF) in die Nase,

induziert werden. Unsere und vorherige Ergebnisse lassen vermuten, dass NGF

über eine Aktivierung der Neurotrophin Rezeptoren wie des trkA Rezeptors die

Induktion von SP in sensiblen Atemwegsneuronen vermittelt (De Vries et al., 1999,

Dinh et al., 2004b, De Vries et al., 2006).

Bei der Aktivierung der sensiblen Neuronen durch einen Reiz wie bei der

Sensibilisierung/Provokation mit Ovalbumin oder TDI, kommt es zu einer Erhöhung

von NGF, das zu einer Freisetzung und Induktion von Tachykininen aus sensiblen

Neuronen führt, und die neurogene Atemwegsentzündung verstärkt.
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