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Einleitung

1 Einleitung

Substanz P (SP), ein Neuropeptid aus der Familie der Tachykinine, ist an der Auspragung allergi-
scher Erkrankungen durch Auslésung einer neurogenen Entziindung mafgeblich beteiligt. Die
Priavalenz dieser atopischen Erkrankungen nimmt in unserer Gesellschaft immer weiter zu, so
dass auch das Interesse an einer genaueren Erforschung der Ursachen und damit verbunden mdog-
licher Therapieansétze steigt. In neueren Studien konnte der Rezeptor TRPV, (transient receptor
potential vanilloid) als ein Aktivator der neurogenen Entziindung durch Freisetzung von Sub-
stanz P bestitigt werden. Vermutlich ist er aber nicht nur fiir die Freisetzung, sondern auch fiir
die Expression von Substanz P verantwortlich. Da fiir TRPV, bereits gut wirksame Antagonisten
existieren, wiirde der Rezeptor einen erfolgsversprechenden Ansatzpunkt fiir die Behandlung
allergischer und inflammatorischer Erkrankungen liefern [1]. Die Hauptaufgabe dieser Arbeit
besteht daher darin gezielt die Beteiligung von TRPV; an der Substanz-P-Expression, speziell

am Modell der atopischen Dermatitis, zu untersuchen.

1.1 Die Haut

Die Haut ist flichenmifBig das groBte (1,5 - 2 m?), das schwerste (bis zu 10 kg) und funktionell
das vielseitigste Organ des menschlichen Kdorpers. Sie dient als metabolisch aktive biologische
Barriere der Abgrenzung von Innen und AuBlen (Hiillorgan), dem Schutz vor Umwelteinfliissen,
der Représentation, Kommunikation und Wahrung der Homdoostase. Weiterhin {ibernimmt die
Haut wichtige Funktionen im Bereich des Stoffwechsels und der Immunologie und verfiigt tiber
vielfdltige Anpassungsmechanismen. Aufgrund der engen Beziehung zur Psyche wird sie auch

als "Spiegel der Seele" bezeichnet.

Die duflere Haut (Cutis) gliedert sich prinzipiell in zwei Hauptschichten (sieche Abbildung 1): Die
Epidermis (Oberhaut), bestehend aus einem mehrschichtigen verhornenden Plattenepithel mit
den epithelialen Hautanhangsgebilden und die Dermis (Lederhaut oder Corium), bestehend vor-
wiegend aus Bindegewebsfasern mit den nicht-epithelialen Hautanhangsgebilden. Die Dermis
dient der Erndhrung und Verankerung der Epidermis und enthilt die fiir die Temperaturregelung
wichtige glatte Muskulatur und die Blutgefdfe. Struktur und Dicke der beiden Komponenten
variieren je nach anatomischer Lokalisation: Im Durchschnitt ist die Epidermis 0,1 mm stark, an

den Akren jedoch bis zu 1,6 mm.


http://de.wikipedia.org/wiki/Organ_%28Anatomie%29
http://de.wikipedia.org/wiki/Hom%C3%B6ostase
http://de.wikipedia.org/wiki/Stoffwechsel
http://de.wikipedia.org/wiki/Psyche
http://de.wikipedia.org/wiki/Seele
http://de.wikipedia.org/wiki/Bindegewebe
http://de.wikipedia.org/wiki/Thermoregulation
http://de.wikipedia.org/wiki/Glatte_Muskulatur
http://de.wikipedia.org/wiki/Blutgef%C3%A4%C3%9F
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Epidenmis
(Oberhaut)

Diemmnis
(LedemautiCaorium)

Subcutis
Unterhaut)

Ekkrine Haarhalg mit Yater-Facini-
Schweiltdise Talgdrise und Kidrperchen
M. arrectar pili

Abbildung 1: Aufbau der menschlichen Haut (Querschnitt) [2]
M = MeiRner-Tastkorperchen; K = Krause-Endkorperchen; 1 = Stratum corneum; 2 = Stratum

lucidum; 3 = Stratum granulosum; 4 = Stratum germinativum; 5 = Stratum papillare; 6 = Stra-
tum reticulare

Obwohl keine Hautkomponente, wird das subkutane Fettgewebe beim Hautaufbau mit erwéhnt,
da es eine enge anatomische und funktionelle Beziehung zur Epidermis und Dermis unterhélt. So

enthdlt die Subcutis die groeren Blutgefile und Nerven fiir die oberen Hautschichten. In der

Unterhaut liegen auch Sinneszellen fiir starke Druckreize.

Die Haut ist ein wichtiges Kontakt- und Sinnesorgan. Sie stellt den sichtbaren Teil des menschli-
chen Korpers dar und ist stindig wechselnden dulleren Einfliissen wie Sonnen- und thermischer
Strahlung, mechanischen, chemischen und biologischen Stimuli und Feuchtigkeitsverdnderungen
ausgesetzt. Zur Aufrechterhaltung der organischen und damit auch der systemischen Homdostase
ist daher die Fahigkeit Signale mit grofiter Genauigkeit zu erkennen und in addquater Art und
Weise zu verarbeiten erforderlich. Um diesen Anspriichen gerecht zu werden, muss das entspre-
chende System weit verbreitet sein, sich effizient selbst regulieren konnen und in der Lage sein,

unwichtige Signale aus der Umwelt von biologisch relevanten Signalen zu unterscheiden. Diese
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Aufgabe wird in der Haut durch ein enges Zusammenspiel von Immunsystem, Blutgefdf3system
und Nervensystem geldst. Das Immunsystem setzt sich aus residenten, rekrutierten und zirkulie-
renden Zellpopulationen zusammen [3]. Zu den anséssigen Zellen gehdren Keratinozyten, Fib-
roblasten, Endothelzellen des vaskuldren und lymphatischen Systems, Mastzellen, Histiozyten,
T-Lymphozyten und dendritische Zellen. Die Population der rekrutierten Zellen beinhaltet Mo-
nozyten, basophile, neutrophile und eosinophile Granulozyten, sowie Mastzellen und T- und B-
Lymphozyten. Zirkulierende Zellen sind dendritische Zellen, natiirliche Killerzellen und T-
Lymphozyten. Die Blutversorgung ist gruppiert in einen superfizialen und einen inferioren Ple-
xus, beide im Stratum retikulare der Dermis gelegen [4]. Die beiden Plexus sind durch kleine
Blutgefdfle verbunden. Umgeben wird das Gefdflbett von einem lymphatischen Netzwerk. Zum
Nervensystem gehort ein Arsenal an unterschiedlichen Typen von Rezeptoren. Dazu zdhlen
Schmerzrezeptoren (bis zu 200/cm” Haut), Druckrezeptoren (Vater-Pacini-Korperchen, bis zu
100/cm” Haut), Thermorezeptoren (Krause-Korperchen und freie Nervenendigungen), Deh-
nungsrezeptoren (Ruffini-Korperchen), Tastrezeptoren (Meissner-Korperchen und Merkel-
Zellen) und Haarfollikelrezeptoren. Das ausgedehnte neuronale Netzwerk der Haut wird repra-
sentiert von cholinergen und adrenergen Nerven und durch myelinisierte und unmyelinisierte
sensible Nervenfasern [5]. Die autonomen Nerven versorgen Arteriolen, Muskeln des Haarbalges
und apokrine und ekkrine Driisen. Die freien Nervenendigungen der sensiblen Nerven sind ent-
weder umgeben von den zuvor beschriebenen Rezeptoren oder haben direkten Kontakt mit Mer-
kel-Zellen. Weiterhin versorgt ein dichtes Netz sensorischer freier Nervenendigungen Haarfolli-
kel, apokrine und ekkrine Driisen, die Dermis und die Epidermis. Das sensible und autonome
Nervensystem in der Haut zeigt regional Unterschiede die in Beziehung zur Anatomie und zu
den Dermatomen stehen. Der Rumpf, die Extremitidten, der Hinterkopf und der Nacken werden
von Nerven aus den Spinalganglien versorgt, wihrend Gesicht, ein Grofteil des Kopfes und ein

Teil des Nackens von Asten des Nervus trigeminale innerviert werden.

Von Dermatologen wird seit jeher geschitzt, dass die Haut ein komplexes Gewebe ist, welches
ein weit entwickeltes neurologisches System mit afferenten Nerven besitzt. Mit diesen sind wir
in der Lage die Sensationen Schmerz, Juckreiz, Berlihrung, Vibration, Hitze und Kélte zu unter-
scheiden. Weniger bekannt ist die Tatsache, dass dieses sensible System auch efferente Effekte
vermittelt. Aus verschiedenen Studien ist bekannt, dass von afferenten Nerven ausgeschiittete
Neuropeptide in der Haut fahig sind, spezifische dermale Zielzellen zu aktivieren und so ver-

schiedene inflammatorische Reaktionen auszulosen [6-9]. Hinweise auf die efferente Funktion
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der sensiblen Nerven wurden immer wieder gefunden. Beispielsweise wurde beobachtet, dass
Patienten mit Sensibilitdtsstorungen der Haut keine normale Entzlindungsreaktion nach lokaler
Applikation von verschiedenen Irritanzien entwickelten [10]. Gleichermallen wurden bei Patien-
ten mit kongenitalen Analgesiesyndromen, postherpetischer Analgesie und diabetischer Neuropa-
thie fehlerhafte Entzlindungsantworten festgestellt [11]. Diese klinischen Beobachtungen gaben
Anlass die Rolle des Nervensystems bei der Regulierung von inflammatorischen Reaktionen zu
untersuchen. Als Verbindung zwischen dem Nervensystem und den inflammatorischen Prozessen
in der Haut wurden bald die Neuropeptide gefunden. In Studien konnte ein Anstieg der Neuro-
peptide und ihrer Rezeptoren in entziindeten Geweben verzeichnet werden [12,13]. Zusitzlich
konnte mit verschiedenen Neuropeptidantagonisten die Entziindungsreaktion bei Tierversuchen
vermindert oder inhibiert werden. Rezeptoren fiir diese Neuropeptide wurden an vielen immun-
kompetenten Zellen gefunden, die auch bei der Ausbildung einer Inflammation eine grof3e Rolle
spielen. Dazu gehoren T- und B-Zellen, Monozyten, Leukozyten und Mastzellen [14,15]. Werden
diese Zellen Neuropeptiden ausgesetzt, agieren sie selber als aktivierende Effektorzellen und
fiihren zu erhdhten zytotoxischen Aktivititen, Antikorpersekretion und Cytokinproduktion [16-
20]. Auf diese Art und Weise beeinflusst das neurologische System auf sehr direktem Wege die

Reaktionen des Immunsystems.

Aufgrund dieser Erkenntnisse wird angenommen, dass auch bei der Entstehung und Auspriagung
von allergischen und entziindlichen Erkrankungen der Haut wie Urtikaria, atopischer Dermatitis,

Psoriasis etc. das Nervensystem eine mallgebliche Rolle spielt.

1.1.1 Atopische Dermatitis

Die atopische Dermatitis, auch Neurodermitis genannt, ist eine chronisch-rezidivierende Hauter-
krankungen, assoziiert mit dermaler Hyperreaktivitit auf verschiedene Umweltfaktoren. Sie ge-
hort wie das allergische Asthma und die allergische Rhinitis zum Formenkreis der atopischen
Erkrankungen und wird vermutlich polygen vererbt. In den Indurstriestaaten ist sie eine weit
verbreitete Krankheit, welche hdufig Kinder (5-20 %), seltener Erwachsene (1-3 %) betriftt. In
den letzten Jahrzehnten kam es zu einem stetigen Anstieg der Privalenz, das Krankheitsbild

wurde im Jahre 2000 2 — 3-mal héaufiger diagnostiziert als noch 30 Jahre friiher [21].
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Hauptsymtome sind vor allem in den Beugen lokalisierte rote, schuppende, manchmal auch nés-
sende Ekzeme auf der Haut und ein starker Juckreiz. Die Erkrankung verldauft schubweise und

hat ein individuelles, vom Lebensalter abhdngiges Erscheinungsbild [22].

Die Pathogenese der Neurodermitis ist nicht vollstandig gekladrt und daher Gegenstand intensiver
Grundlagenforschung. Derzeit geht man von einem multifaktoriellen Prozess aus, als dessen
Ausloser eine Dysregulation des Hautimmunsystems, eine Storung des neurovegetativen Sys-
tems sowie Anomalien der epidermalen Hornschicht angenommen werden. Dartiber hinaus wird
den Neuropeptiden eine wichtige Rolle bei der Entstehung der atopischen Dermatitis zugeschrie-

ben [22].

1.2 Substanz P
1.2.1 Neuropeptide — Verbindung zwischen Immun- und Nervensystem

Neben den klassischen Mediatoren Noradrenalin in postgangliondren sympathischen Nervenfa-
sern und Acetylcholin in parasympathischen Nervenfasern, existieren eine Reihe von Neuropep-
tiden, die ausgeprigte pharmakologische Effekte auf den Muskeltonus der Blutgefdle und der
Bronchien, auf die Driisensekretion und auf Entziindungs- und Immunzellen haben [23]. Diese
Neuropeptide kdnnen weder ausschlieBlich als Mediatoren des autonomen noch des sensiblen
Nervensystems bezeichnet werden, und werden daher unter dem Begriff des nicht-adrenergen
nicht-cholinergen (NANC)-Systems zusammengefasst. Aufgrund physiologischer und pharma-
kologischer Erkenntnisse konnen die NANC-Mediatoren in zwei funktionelle Gruppen einge-
ordnet werden [24]. Die Tachykinine und CGRP (calcitonin gene-related peptide) einerseits ge-
hoéren zum exitatorischen NANC-System (eNANC) [25,26], NOS (nitric oxide synthase), VIP
(vasoaktives intestinales Polypeptid) und Neuropeptid Y (NPY) andererseits zum inhibitorischen

NANC-System (iNANC) [27].

Synthetisiert werden die Neuropeptide in Nervenzellen, vor allem in denen der Spinalganglien.
Via axonalem Transport werden sie sowohl zu den Synapsen des Hinterhorns, als auch in die
peripheren Nervenendigungen transportiert. Bisher wurden mit immunhistochemischen Metho-
den in Spinalganglienzellen Tachykinine (Substanz P, Neurokinin A (NKA), Neurokinin B
(NKB)), CGRP, Bombesin, Somatostatin, Cholecystokinin (CCK), VIP, Galanin und PACAP

(pituitary adenylate cyclase-activating peptide) nachgewiesen [28-30]. Freigesetzt werden die
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Neuropeptide aus den Neuronen in bestimmten Kombinationen. So werden aus sensorischen
Fasern CGRP, Substanz P und NKA ausgeschiittet, wahrend VIP von parasympathischen Nerven
und NPY von sympathischen Nerven freigegeben werden [31].

In der Haut umfassen die Neuropeptide eine grole Gruppe regulierender Substanzen, darunter
auch Tachykinine, CGRP, Somatostatin, VIP und andere (siche Tabelle 1). Hier werden sie von
sensiblen und autonomen Nervenfasern ausgeschiittet, konnten aber auch in Hautzellen wie Ke-
ratinozyten, mikrovaskuldren Endothelzellen, Merkelzellen, Fibroblasten, Langerhanszellen,
Leukozyten, Eosinophilen, Mastzellen, Monozyten und neutrophilen Granulozyten nachgewie-
sen werden [4,32-35]. Heute nimmt man an, dass Neuropeptide verschiedene Hautkrankheiten
und deren Symptome hervorrufen oder verstiarken konnen. Dazu gehoren Urtikaria, Hypersensi-
bilitditssyndrome, Akne rosacea, Pruritus, Psoriasis, atopische Dermatitis, Alopecia areata, Vitili-

go, Prurigo nodularis etc. [35,36].

Quelle Neuropeptide

Gastrin-releasing Peptid, Somstostatin, NPY, ANP, PHM/PHI, Galanin, Neurokinine, Sub-
stanz P, Neurotensin, CGRP, VIP, Bradykinin, CCK, Endotheline, CRH, Urocortin, a-, -, y-
MSH, ACTH, B-Endorphin, Enkephaline

Residente und zirkulie-

rende Zellen in der Haut

Substanz P, Neurokinine, Neurotensin, CGRP, VIP, Somatostatin, NPY, ANP, PHM/PHI,
Nervenendigungen Bradykinin, Galanin, CCK, Endotheline, a-, y-MSH, B-Endorphin, CRH, Urocortin, Dy-

norphin, Enkephaline

Tabelle 1: Neuropeptide der Haut [4]

1.2.2 Die Familie der Tachykinine

Eine in Nervenfasern der Haut besonders hiufig vorkommende Gruppe von Neuropeptiden sind
die Tachykinine. Die Familie der Tachykinine besteht aus eng miteinander verwandten Peptiden,
deren bekannteste Vertreter Substanz P, NKA und NKB sind. Desweiteren wurden die NKA-
Varianten Neuropeptid K und Neuropeptid y nachgewiesen. Substanz P, NKA, Neuropeptid K
und Neuropeptid y werden alle vom gleichen Gen, dem Préprotachykinin A-Gen (PPT-A-Gen)
kodiert [37], wihrend NKB vom Préprotachykinin B-Gen kodiert wird [38]. Zu finden sind die
Tachykinine vor allem im Nervensystem. NKB kommt im ZNS und im Riickenmark vor [39-42],
wihrend Substanz P und NKA im ZNS und auch in afferenten sensiblen Neuronen, welche ver-

schiedene periphere Gewebe innervieren, nachgewiesen werden konnten [13,43-45]. Viele Jahre
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wurde angenommen, dass Tachykinine ausschlieBlich neurogenen Ursprungs und ihre Haupt-
quelle capsaicin-sensitive sensible Neurone sind [43,44,46,47]. Es konnten jedoch in der Zwi-
schenzeit auch andere neuronale und nicht-neuronale Quellen in der Peripherie entdeckt werden
[48]. So wurde in letzter Zeit in Studien sowohl am Tier als auch am Menschen deutlich, dass
Immunzellen eine weitere Quelle fiir Tachykinine sind. Eine Produktion von Substanz P wurde in
Eosinophilen (Maus und Mensch), Mononzyten und Makrophagen (Ratte und Mensch), Lym-
phozyten (Mensch) und dendritischen Zellen (Maus) nachgewiesen. Inflammatorische Reize wie

Lipopolysaccharide konnten die Konzentration der Tachykinine in diesen Zellen erhéhen [49].

In experimentellen Studien an Ratten wurde ermittelt, dass die Freisetzung der Tachykinine aus
sensiblen Nerven durch verschiedene Stimuli bewirkt werden kann. Dazu gehdren Capsaicin,
Elektrostimulation der Nerven, niedriger pH, Formalin, Toluendiisocyanat, Histamin, Bradyki-
nin, Prostaglandine, Leukotriene und Zigarettenrauch [50]. Aber auch eine Selbstregulation ist
moglich. So kann Substanz P z.B. die eigene Ausschiittung iiber die Produktion von Inositol-
1,4,5-trisphosphat anregen oder auch durch die Aktivierung eines NK;-Autorezeptors hemmen

[51].

Tachykinine wirken wahrscheinlich als parakrine und endokrine Faktoren und spielen eine Rolle
in der Neuroimmunmodulation. Sie gelten als die Hauptmediatoren der neurogenen Entziindung.
Wihrend verschiedener inflammatorischer Erkrankungen und Infektionskrankheiten werden sie
verstirkt exprimiert [52]. AuBBerdem konnte ihre Notwendigkeit zur Entwicklung einer Entziin-

dung nach Bildung von Antigen-Antikorper-Komplexen gezeigt werden [53].

Ein Grofiteil der physiologischen Auswirkungen der Tachykinine werden iiber die Bindung an
einen von drei Tachykininrezeptoren, bezeichnet als NK;, NK;, und NK; vermittelt. Kiirzlich
wurde ein weiterer zur Tachykininfamilie zugehdriger Rezeptor entdeckt und NK4 genannt [54].
Alle vier gehdren zur Gruppe der Rhodopsinrezeptoren mit sieben hydrophobischen trans-
membrandren Doménen, verbunden durch extra- und intrazelluldre Schleifen und gekoppelt an

G-Proteine (siche Abbildung 2) [55,56].

Unterschieden werden konnen sie anhand ihrer molekularen Eigenschaften und ihrer unter-
schiedlichen pharmakologischen Affinitdt fiir die Tachykininliganden [57]. Substanz P aktiviert
vor allem den NK1-Rezeptor, NKA den NK2-Rezeptor und NKB vermittelt seine Effekte ver-
mehrt durch den NK3-Rezeptor. Die NK-Rezeptoren sind in nahezu allen Geweben des Korpers
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wiederzufinden. In der Haut konnten sie an Keratinozyten, Endothelzellen, Mastzellen, Fibrob-

lasten, Merkelzellen und Langerhanszellen nachgewiesen werden [9,58].

NH, EXTRA-
ZELLULAR

OZP»ErrmN

INTRA-
ZELLULAR HOOC

Abbildung 2: Schematische Abbildung des menschlichen NK;-Rezeptors [59]

Der Tachykininabbau wird hauptsidchlich durch zwei Enzyme bewerkstelligt: Neutrale Endopep-
tidase (NEP) und angiotensin converting enzym (ACE) [60]. Nachgewiesen werden konnte dies
in verschiedenen Studien, in denen gezeigt wurde, dass durch Hemmung der NEP-Aktivitdt eine
Steigerung der Entziindungsreaktion erreicht wird [61-63]. In Bezug auf ACE konnte belegt
werden, dass bei genetisch verdnderten Mdusen mit einer nur heterozygoten Anlage fiir ACE die
Entziindungsreaktion bei atopischer Dermatitis stérker verlief als bei entsprechend homozygoten
Maiusen. NEP ist vor allem in den Metabolismus von Tachykininen im Gehirn [64], Riickenmark
[65] und peripheren Geweben [60] integriert, wihrend ACE fiir den Tachykininabbau im Plasma
und im Liquor cerebrospinalis [66] verantwortlich ist. Die Funktion von NEP — neben der Auf-
rechterhaltung der Homoostase in Bezug auf Neuropeptide — ist noch nicht vollstindig geklart.
Da jedoch NEP auch Angiotensin und Bradykinin inaktiviert, scheint es physiologischerweise

ein wichtiger Faktor fiir die Regulation des GefaB3tonus zu sein [67].

15



Einleitung

1.2.3 Substanz P - Vorkommen, Wirkung und Bedeutung

Der wahrscheinlich am besten untersuchte Vertreter der Tachykinine ist Substanz P. In den drei-
Biger Jahren des 20. Jahrhunderts von U.S. von Euler entdeckt [68], erhielt sie ihren Namen von
Gaddum und Schild 1934 [69]. Substanz P ist ein aus 11 Aminoséuren bestehendes Neuropeptid
und wird von Nervenzellen, aber auch von Entziindungszellen wie Makrophagen, Eosinophilen,
Lymphozyten und dendritischen Zellen gebildet [70]. Nach ihrer Synthese in den Ribosomen
[71,72], wird Substanz P in Vesikel verpackt [73,74], um per axonalem Transport zu den Ner-
venendigungen zu gelangen [75]. Als sensibler Neurotransmitter ist sie zu finden im ZNS und im
peripheren Nervensystem und wird sowohl von den zentralen als auch den peripheren Endigun-
gen afferenter Neurone ausgeschiittet [76,77]. Bei genaueren Untersuchungen der Verteilung von
Substanz P im peripheren Nervensystem konnte mRNA des PPT-A-Gens im Ganglion nodosum,
trigeminale und in den Spinalganglien gefunden werden. Substanz P direkt wurde mit Hilfe von
Immunhistochemie im Ganglion trigeminale, in den Spinalganglien und in intrinsischen Neuro-
nen des Darmes nachgewiesen [78-83]. In der Haut wird Substanz P von Nervenfasern ausge-
schiittet, die oft in der Ndhe von Endothelzellen von Blutgefdflen, Epithelzellen, Mastzellen,
SchweiBdriisen, Haarfollikeln und Meissnerschen Tastkorperchen liegen [84], Ubersicht siehe

[59].

Viele Untersuchungen belegen eine Mitwirkung von Substanz P wihrend Entziindungsreaktionen
und Aktivititen des Immunsystems. So fiihrt Substanz P zu Vasodilatation von postkapilldren
Venolen und Odem, was den Entziindungszeichen Rubor und Tumor entspricht [13]. Desweite-
ren regt Substanz P die Freisetzung von Chemokinen wie Interleukin-8, proinflammatorischen
Cytokinen wie Tumor-Nekrose-Faktor o, Histamin, Leukotrien B4 und Prostaglandin D, und E,
durch Mastzellen, Leukozyten, Lymphozyten und Makrophagen an [58,85] In aktivierten men-
schlichen T-Lymphozyten steigert Substanz P die Interleukin-2-Produktion und fiihrt somit zur T-
Zell-Proliferation [86]. In dermalen mikrovaskulidren Endothelzellen entdeckte man eine durch
Substanz P hervorgerufene Induktion der Bildung von Adhésionsmolekiilen wie interzellularem
Adhésionsmolekiil (ICAM-1) und vaskuldrem zelluldren Adhédsionsmolekiil (VCAM-1) und da-
durch eine verstirkte Infiltration von Eosinophilen und Neutrophilen [87,88]. In Keratinozyten
regt Substanz P die Produktion der proinflammatorischen Cytokine Interleukin-1a, Interleukin-
1B und Interleukin-8 an [35,89]. Weiterhin fiihrt Substanz P zur Proliferation von Fibroplasten,
Keratinozyten und Endothelzellen und kdnnte iiber diesen Mechanismus eine Rolle bei verschie-
denen proliferativen Hauterkrankungen spielen.

16


http://de.wikipedia.org/wiki/Aminos%C3%A4ure
http://de.wikipedia.org/wiki/Neuropeptid
http://de.wikipedia.org/wiki/Nervenzelle

Einleitung

Auch bei allergischen Hauterkrankungen gibt es weitreichende Hinweise auf eine Mitwirkung
von Substanz P. Im Tiermodel zeigte sich eine Beeinflussung von allergischen Hautreaktionen
und eine Entstehung von Hypersensibilitit durch Substanz P [90]. Belegt werden konnte dies mit
Hilfe von Substanz P-Agonisten und —Antagonisten, welche zu einer Verstirkung beziehungs-
weise Inhibition sowohl der akuten als auch der spiten Reaktion auf Allergene fiihrten. Umge-
kehrt konnte bei allergischen Hauterkrankungen wie z.B. atopischer Dermatitis eine verstarkte
Anzahl an Substanz P-exprimierenden Nervenfasern beobachtet werden. Dies erfolgt ursidchlich
durch einen Anstieg der Tachykinin-produzierenden Nerven und/oder der nichtneuronalen Quel-
len fiir Tachykinine. Dabei werden auch Nervenfasern stirkeren Durchmessers integriert, die
normalerweise keinen Anteil an der Tachykinin-Produktion haben [91-93]. Einer der bekannten
Faktoren fiir die Erhohung der Substanz P-Expression ist NGF (nerve growth factor). NGF ge-
hért zur Familie der Neurotrophine, welche das Uberleben, die Differenzierung und Erhaltung
von Neuronen im peripheren und zentralen Nervensystem kontrollieren. Unter physiologischen
Umstidnden werden Neurotrophine von mit Nerven assoziierten Zellen wie Glia- oder Schwann-
schen Zellen und von Nervenzellen selbst gebildet, wohingegen wihrend einer Entziindung Neu-
rotrophine auch von Fibroblasten, Mastzellen, Makrophagen und T- und B-Zellen gebildet wer-
den konnen [94]. Durch die erhdhte Konzentration an Neuropeptiden kommt es zu abnormen
Reaktionen auf bestimmte Reize, was gerade Merkmal verschiedener allergischer Erkrankungen

ist.

Das Nervensystem ist demnach durch Ausschiittung von Mediatoren wie Substanz P und CGRP
an der Ausbildung von allergischen und entziindlichen Erkrankungen beteiligt. Daher werden
auch alle Effekte der Tachykinine und weiterer Neuropeptide unter dem Begriff der neurogenen

Entziindung zusammengefasst.

1.3 Die neurogene Entzundung

Die neurogene Entziindung ist eine komplexe Antwort des Immunsystems auf schidigend ein-
wirkende Reize. Der inflammatorische Prozess ist das Resultat der Aktivierung von sensiblen
Nerven, welche Neuropeptide in verschiedene Gewebe ausschiitten. Es gibt inzwischen eine gro-
e Anzahl von Krankheiten, fiir deren Entstehung eine neurogene Komponente angenommen
wird, beziechungsweise bekannt ist. Dazu gehdren Augeninfektionen mit dem Herpesvirus, ent-

zlindliche Darmerkrankungen, Asthma bronchiale und entziindliche Arthritis [9]. Durch die to-
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pographische Nédhe von kutanen Nerven zu verschiedenen epidermalen und dermalen Effektor-
zellen [7,95] wird auch von einer direkten Beeinflussung der dermalen Entziindungsreaktion
durch die Freisetzung dieser Neuropeptide ausgegangen. Dies gilt vor allem fiir die Hauterkran-

kungen Urtikaria, Psoriasis und atopische Dermatitis.

Mit den Mechanismen der neurogenen Entziindung hat man sich in den letzten Jahrzehnten in-
tensiv befasst. Im Laufe der Erforschung wurden der Entziindungsreaktion viele Namen wie
Axonreflex, antidrome Vasodilatation, triple response, flare response und dorsal root reflex ge-
geben. 1876 berichtete Stricker erstmals von einer Erwdrmung der Haut nach Stimulation des
distalen Endes durchschnittener Hinterhornwurzeln. Er fiihrte diese Vasodilatation allerdings auf
eine Stimulation efferenter sympathischer Nerven zuriick. 1901 bestitigte Bayliss diese Beo-
bachtungen, schloss jedoch aus seinen Untersuchungen eine Vermittlung der Entziindungsreakti-
on durch Impulse iiber afferente Neurone in der der Nervenleitung entgegengesetzten Richtung
und priagte den Begriff der antidromen Leitung. Bruce und Breslauer konnten dann mit Hilfe von
Senf0l als Lokalirritanz die Abhédngigkeit der Vasodilatation von der Funktionsfahigkeit und In-
tegritdt peripherer afferenter Nerven nachweisen. Trotz dieser Erkenntnisse blieb eine weitere
Erforschung des Sachverhaltes aus. Erst durch Nicholas Jancsé wurde 1960 dem Nervensystem
wieder eine entscheidende Rolle bei Entziindungsvorgingen zuerkannt und es kam der Begriff
»heurogene Entziindung®“ in Umlauf. Anfangs wurde er vor allem fiir die Beschreibung von
Plasmaextravasation und Vasodilatation verwendet, heute benutzt man ihn meist als Uberbegriff
fiir eine Vasodilatation (Erythem an der Reizstelle), eine Steigerung der GefaBBpermeabilitit und

der damit verbundenen Ausbildung eines Odems [1].

Wie schon angedeutet wird die neurogene Entziindung durch afferente Nerven vermittelt. Dabei
handelt es sich um diinnmyelinisierte A-delta-Fasern oder unmyelinisierte C-Fasern, welche in
erster Linie fiir die Konduktion nozizeptiver Informationen zustdndig sind. Sie kommen in nahe-
zu allen Geweben des menschlichen Korpers vor, so dass auch die neurogene Entziindung in
ganz unterschiedlichen Organen und Gewebsstrukturen auftreten kann. Dazu gehéren unter an-
derem die Haut, die Konjunktiven, die Meningen, das Trommelfell, das Zahnfleisch, die Zunge,
die Speicheldriisen, die Nasenschleimhaut und die Atemwege, der Osophagus, der Magen, die
Gallenblase, die pankreatischen Génge, die Ureteren und die Harnblase, der weibliche Fortpflan-
zungstrakt und die Analschleimhaut [96]. Fast alle diese Gewebe sind Oberfldchen des Korpers,

die mit der daulleren Umwelt in Kontakt stehen und dicht durch sensible Nerven innerviert sind.

18



Einleitung

Die Vermittlung der neurogenen Entziindung stellt man sich heute wie folgt vor (siche auch Ab-
bildung 3): Durch Reize noxischer Intensitéit z.B. physikalische Reize (thermische, mechanische
und elektrische), UV-Strahlung, chemische Substanzen wie Capsaicin, Senfél, Xylene
[30,97,98], Formalin, Toluendiisocyanat, Zigarettenrauch [50] sowie endogene Faktoren wie
Protonen (niedriger pH-Wert), Hormone, Cytokine, Proteinasen, Bradykinin, Histamin, Prostag-
landine etc. [35,99] werden die sensiblen Nervenendigungen aktiviert. Es kommt zu einer or-
thodromen Weiterleitung des Signals an die Spinalganglien und ins ZNS. Dieses Signal {ibertragt
die Schmerzinformation. Gleichzeitig flihrt der noxische Reiz zu einer antidromen Nervenstimu-
lation und damit zur Freisetzung von Neuropeptiden aus den Nervenendigungen an der Reizstel-
le. Zusitzlich konnen die durch die Noxe ausgeldsten Aktionspotentiale auch an Abzweigungen
von Axonkollateralen wieder in die antidrome Richtung weitergeleitet werden und fithren zu
einer direkten Ausschiittung von Neuropeptiden aus den Nervenendigungen aullerhalb der Reiz-
stelle aber innerhalb des Innervationsgebietes des gereizten Nerven. Dieser zuletzt beschriebene
Weg wird auch als Axonreflex beziehungsweise seine Auswirkung als flare response bezeichnet

[1,99].

- CGRP
- Substanz P Haut
- Somatostatin

- VIP Gelenkkapsel

- Galanin
- CCK

Schmerz - Neuropeptid Y

Spinalganglion :::

C -Fasern

<«

Noxen

-

- mechanische
- thermische
- elektrische
- chemische
- UV-Strahiung

< 2.5m/s

Histamin '... chemisch:
- | Capsaicin

Abbildung 3: Schema der neurogenen Entziindung [1]
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Neueste Untersuchungen belegen, dass die Aktionspotentiale nach Umschaltung iiber Interneu-
rone auf spinaler Ebene auch zu einer Freisetzung von Neuropeptiden auBBerhalb des Innervation-

sareals fithren [100,101].

Die freigesetzten Neuropeptide rufen direkt oder durch Freisetzung sekundédrer Mediatoren wie
z.B. Histamin aus Mastzellen die neurogene Entziindung hervor. Zu den Symptomen gehoren
wie bei jeder Form von Entziindung Rotung, Schwellung, Erwdrmung und Schmerz. Die Sensa-
tion des Schmerzes wird direkt durch die Reizung der afferenten Nerven hervorgerufen. Die drei
anderen Krankheitszeichen werden durch Verdnderungen am Blutgefd3system verursacht. So
kommt es einerseits durch Vasodilatation zu erhéhtem Blutfluss, Hyperdmie und Rétung, ande-
rerseits durch eine erhdhte GefdBpermeabilitit zu Plasmaextravasation und Odem. Obwohl so-
wohl die Vasodilatation, als auch die erhohte GefaBBpermeabilitit auf Modifizierungen am glei-
chen Organsystem zurlickzufiihren sind, sind es doch zwei einzeln zu betrachtende Phdnomene
[97]. Der erhohte Blutfluss und die Hyperdamie entstehen durch die Dilatation von Arteriolen,
vermittelt durch die Stimulation unmyelinisierter C-Fasern und einiger diinnmyelinisierter A-
delta-Fasern. Die Extravasation von Proteinen hingegen tritt an postkapilliren Venolen auf und
wird nur durch die Aktivierung von C-Fasern vermittelt. Auch die auslosenden Neuropeptide
sind zu unterscheiden. Substanz P und CGRP gelten nach iibereinstimmenden Meinungen als die
Hauptmediatoren bei der Entstehung der neurogenen Entziindung [1,30]. Hierbei gilt CGRP als
der vornehmliche Mediator fiir die Vasodilatation (die durch Substanz P hervorgerufene Vasodi-
latation ist schwécher und hélt weniger lang an) [102,103], wihrend Substanz P fiir die Plas-
maextravasation verantwortlich ist [76]. Es wird angenommen, dass die frithe Phase der Extrava-
sation durch direkte Wirkung von Substanz P ausgeldst wird, wohingegen in der spédten Phase
auch sekundir freigesetzte Mediatoren, wie Histamin, Serotonin, Prostaglandine, Leukotriene

und andere Mastzellmediatoren wirksam sind [1,30].

Wenn man den Begriff der neurogenen Entziindung etwas weiter fasst als Jancso es getan hat,
gehoren auch alle Effekte der Neuropeptide aullerhalb des Gefdllsystems dazu. Diese sind von
Organ zu Organ unterschiedlich. Am Herzen wirkt CGRP positiv chronotrop, in der Harnblase
fiihrt es zur Relaxation der Muskulatur. Durch Substanz P und NKA kommt es zur Kontraktion
verschiedener glatter Muskeln (M. sphincter pupillae, Ureter-, Harnblasen- und Urethramuskula-
tur), zur Sekretion exokriner Driisen etc. Anhand der Wirkung am Bronchialsystem ist die starke

Speziesabhédngigkeit der Effekte der Neuropeptide nach zu vollziehen. Wéhrend durch Depolari-
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sation von afferenten Nerven im Meerschwein direkt eine Bronchokonstriktion ausgeldst wird,
fiihrt der gleiche Impuls bei Mausen und Ratten indirekt zur Bronchodilatation. Beim Menschen
wird eine starke Bronchokonstriktion hervorgerufen [104]. Dies macht deutlich, dass die neuro-
gene Entziindung ein grofles Feld an Symptomen abdeckt, und dass Ergebnisse aus Tierversu-

chen nicht einfach auf den Menschen tibertragen werden konnen.

1.4 Capsaicin — ein Ausldser der neurogenen Entzindung

Wie schon beschrieben, fithren Reize noxischer Intensitéit zur Aktivierung sensibler Nervenendi-
gungen und so zur neurogenen Entziindung. Seit den Erstbeschreibungen werden daher bis heute
chemische Substanzen, wie Capsaicin, Senfol und Xylene zur Induktion von neurogenen Ent-
ziindungen eingesetzt. Vor allem die neusynthetisierten Vanilloidanaloga haben das pharmakolo-

gische Repertoire zu ihrer Erforschung wesentlich bereichert.

Das in der Pepperoni vorkommende Capsaicin (8-Methyl-N-Vanillyl-6-Nonenamid), ein Derivat
der Homovanillinsdure, wurde durch die spezifisch exzitatorische und bei ldngerer Anwendung
desensibilisierende Wirkung auf diinne afferente Nervenfasern zur wichtigsten Substanz in der
Erforschung neurogener Entziindungen und der sie auslosenden nozizeptiven Afferenzen. Exzi-
tatorische Wirkungen treten nach Anwendung von Capsaicin unter anderem an der Haut und der
Schleimhaut, am Kniegelenk, am Auge und an den Atemwegen auf [105-109]. Diese beruhen auf
der selektiven Erregung einer Untergruppe somatoviszeraler Afferenzen mit unmyelinisierten
und in geringerem Mafle diinnmyelinisierten Axonen, welche auch die neurogene Entziindung
durch Entleerung von Neuropeptiden aus ihren Speichervesikeln vermitteln. Die Aktivierung von
diinnmyelinisierten A-delta-Afferenzen durch Capsaicin konnte jedoch nicht generell bestétigt
werden, je nach Gewebe gab es speziesabhidngige Unterschiede. Die Erregbarkeit polymodaler
nozizeptiver C-Fasern durch Capsaicin in der Haut war bei allen bisher getesteten Sdugern
nachweisbar. Andere C-Fasertypen, wie C-Mechanorezeptoren oder kéltesensitive Thermorezep-
toren hingegen werden durch Capsaicin nicht erregt. In vitro-Untersuchungen bestétigten, dass
Capsaicin nur auf eine Subpopulation von afferenten C-Fasern exzitatorisch wirkt. Die selektive
Wirkung auf polymodal nozizeptive C-Fasern hat dazu gefiihrt, dass zur Charakterisierung dieser
Afferenzen oft das Synonym Capsaicin-sensitive Afferenzen verwendet wird [110], Ubersicht bei

[109].

21



Einleitung

Die Wirkung von Capsaicin ist abhéngig von der Art und Dauer der Applikation. So wirkt es
nicht nur, wie im vorangegangenen Abschnitt beschrieben, exzitatorisch auf afferente Nervenfa-
sern und induziert die neurogene Entziindung, sondern hat umgekehrt auch eine inhibitorische
Wirkung. Die lokale Applikation von hochdosiertem Capsaicin an peripheren Nerven fiihrt zu
einer Depolarisation und innerhalb von Minuten einer nahezu vollstindigen Blockade der Ner-
venleitung von vor allem C-Fasern. Die systemische Applikation hoher Dosen von Capsaicin
bewirkt bei Versuchen mit Ratten eine Reduktion der Anzahl peripherer C-Fasern, bei neugebo-
renen Ratten sogar eine Degeneration und Reduktion auch diinnmyelinisierter Fasern
[13,111,112]. Dies fiihrt sowohl bei den neugeborenen als auch bei den erwachsenen Ratten zu
Veranderungen bei nozizeptiven Reaktionen und zur Reduktion des Ausmalles neurogener Ent-
zlindungen [113]. Verantwortlich fiir die Degeneration wird unter anderem die Blockade des re-
trograden axonalen Transportes einiger Makromolekiile, wie z.B. NGF, durch Capsaicin gemacht
[114,115]. Wie bereits erwihnt, ist NGF sowohl fiir die Differenzierung als auch das Uberleben
von Neuronen von essentieller Bedeutung. Die Unterbrechung des NGF-Signales an den Zell-
korper konnte daher, wenn auch nicht ausschlieflich, die Neurotoxizitét von Vanilloiden erkldren
[116]. Die wiederholte lokale Anwendung von Capsaicin fiihrt zu einer zunehmenden Desensibi-
lisierung der Substanz gegeniiber, das heillit das Ausmal} der Capsaicin bedingten Vasodilatation,
die Permeabilititssteigerung und die sensorischen Empfindungen Schmerz und Brennen nehmen
sukzessive ab, bis keine Reaktion mehr auftritt [43,109,117]. Dieses Phdnomen lasst sich durch
Desensibilisierung des spiter noch beschriebenen Capsaicin-Rezeptors TRPV, erkldren, das
heilt einer Verdnderung der Kinetik von TRPV}, die offenbar nicht nur durch einen einzelnen
Vorgang bedingt ist. Ursdchlich kdnnte eine durch die Agonistenbindung induzierte Konformati-
onsidnderung des Rezeptors sein, die zum Verschluss der Kanalpore fiihrt [116]. An der durch
Capsaicin desensibilisierten Haut lassen sich dann auch durch Hitzereize, elektrische Stimulation
oder chemische Substanzen, wie Histamin und Bradykinin keine neurogenen Reaktionen mehr

auslosen [13,109,118].

Diese desensibilisierende Wirkung von Capsaicin wird experimentell, diagnostisch und therapeu-
tisch genutzt. So zeigt das Ausbleiben einer Reaktion auf einen bestimmten Reiz nach Capsai-
cinvorbehandlung, dass diese Antwort normalerweise neurogen durch Capsaicin-sensitive Affe-
renzen vermittelt wird, was die Capsaicindesensibilisierung fiir entsprechende Fragestellungen in
der experimentellen Forschung zu einem Standardverfahren machte. Im therapeutischen Bereich

fand Capsaicin Gebrauch als eine Art frithes Analgetikum [119] und erlebt in dieser Funktion
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derzeit eine gewisse Renaissance in der Behandlung schmerzhafter Zustinde wie bei Neuropa-

thien oder bei der rheumatoiden Arthritis [120].

1.5 Transient Receptor Potential Vanilloid 1 (TRPV;Z)

Lange blieb unbekannt, auf welche Art und Weise Capsaicin die Ausschiittung von Neuropepti-
den aus afferenten Nervenfasern bewirkte. Es wurde angenommen, dass es einen speziellen
,Capsaicin-Rezeptor geben muss. Untermauert werden konnte dies durch die Entwicklung des
Capsaicinantagonisten Capsazepin [121]. Der Beweis fiir die These kam 1997, als der Capsaicin-
Rezeptor von Caterina et al. geklont werden konnte [122]. Zunédchst unter dem Namen Vanil-
loidrezeptor Typl (VR;) bekannt gemacht, wurde er nach der Entdeckung von weiteren der Fa-
milie der ,.transient receptor potential“ (TRP) zugehdrigen Ionenkanidlen in TRPV; umbenannt

[123].

Die Familie der TRP stellt derzeit einen grolen Schwerpunkt in der medizinischen Forschung
aufgrund ihrer weiten Verbreitung in verschiedenen Geweben und Organen und ihrer vielen akti-
vierenden Stimuli dar. TRPs sind Rezeptoren mit sechs transmembrandren Doménen, die sich zu

Tetrameren zusammenfiigen und so fiir Kationen durchlissige Poren bilden (siche Abbildung 4).

P-loop

EXTRAZELLULAR

INTRAZELLULAR

Abbildung 4: Schematische Darstellung von TRPV [124]

Der Rezeptor TRPV, ist ein Polypeptid bestehend aus 838 Aminosauren, welche 6 transmembra-
nare Domanen und fiir Kationen durchléssige Poren (P-loop) bilden.
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Die TRPs unterteilte man urspriinglich in 3 Unterklassen: TRPC, TRPM und TRPV (V wie Va-
nilloid) [125,126]. Spéter konnten TRPP, TRPML und TRPN als weitere Subtypen hinzugefiigt
werden. Und kiirzlich wurde ANKTM; beziehungsweise TRPA;, ein weiterer TRP-dhnlicher
Kanal, welcher durch niedrige Temperaturen (<15°C) aktiviert wird, entdeckt und geklont [127].
Unsicherheit herrscht noch immer iiber die genauen Aufgaben der Rezeptorenfamilie. Aufgrund
ihres Vorkommens in der Plasmamembran von Neuronen und anderen Zellen und ihrer Uberfiille
an Aktivatoren hélt man sie fiir Sensoren von chemischen und physikalischen Reizen. Wahr-
scheinlich durch die TRP-Kanile sind Sdugetiere und Menschen unter anderem in der Lage zwi-

schen siif} und bitter, Warme, Hitze und Kélte zu unterscheiden.
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1.6 Fragestellung

Ein Weg fiir die Induktion der neurogenen Entziindung ist die Aktivierung des TRPV, an sensib-
len Nerven durch Capsaicin oder andere Stimuli. Die damit verbundene Depolarisierung periphe-
rer sensorischer Nervenendigungen fiihrt zur Freisetzung proinflammatorischer Neuropeptide
wie Substanz P und CGRP [13]. Wird hingegen ein TRPV-Antagonist wie Capsazepin verab-
reicht, ist die Freisetzung von Substanz P stark vermindert [128-130]. Dies bestitigt die Vermu-

tung, dass unter anderem TRPV/ fiir die Sekretion von Substanz P verantwortlich ist.

In verschiedenen Studien konnte weiterhin gezeigt werden, dass TRPV -positive Nervenfasern
meist auch Substanz P enthalten und andersherum, teilweise konnte eine totale Co-Lokalisation
nachgewiesen werden [131-133]. Diese enge anatomische Beziehung zwischen Substanz P und
TRPV, lisst eine weiterreichende Beeinflussung des Substanz P-Metabolismus als nur die Aus-
16sung der Sekretion des Neuropeptides durch den Capsaicinrezeptor vermuten. Zusitzlich weist
der Nachweis der weiten Verbreitung von TRPV| in der Haut [134] auf eine entscheidende Rolle
des Rezeptors an entziindlichen Hauterkrankungen hin und gibt Anlass zur weiteren detaillierten

Forschung in dieser Richtung.

Ziel dieser Arbeit ist es den Einfluss von TRPV, auf die Expression von Substanz P zu untersu-
chen. Dabei soll sich auf eine vorangegangene Studie bezogen werden, in der bereits Aussagen
tiber die Substanz P-Expression in Spinalganglien von Miusen mit atopischer Dermatitis gegen-
iiber gesunden Méusen getroffen wurde. Hier zeigten die zuvor mit Ovalbumin sensibilisierten
Tiere einen deutlichen Anstieg von Substanz P in den die Haut versorgenden Ganglienzellen im
Gegensatz zu den unbehandelten Tieren (noch nicht publizierte Vorstudie der Forschergruppe

klinische Allergologie).

Die Hypothese dieser Arbeit lautet nun: Die verstirkte Substanz P-Expression nach Sensibilisie-
rung wird durch TRPV,; vermittelt. Um diese Aussage zu iiberpriifen wird die Substanz P-
Expression in den Spinalganglien von TRPV,—knockout Méusen nach Sensibilisierung unter-

sucht und mit den Ergebnissen von unbehandelten TRPV,—knockout Tieren verglichen.
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Fiir die Versuche wurden insgesamt 15 sechs bis acht Wochen alte Méuse ménnlichen Ge-
schlechts vom Stamm C57 BL/6 verwendet. Besonderes Merkmal der Tiere war die Ausschal-
tung des TRPV,-Gens, was durch Paarung heterozygoter Miuse (TRPV| +/-) erreicht wurde. Die
TRPV1-knockout Mutante stammt aus dem Jackson Lab (USA), Import iiber Charles River, und
wurde fiir die vorliegende Arbeit zur Verfiigung gestellt. Durch Eigenzucht im Campus Benjamin
Franklin der Charité Berlin konnten deren Wiirfe fiir weitere Untersuchungen genutzt werden
(Tierversuchsgenehmigung Reg 0053/01). Die Tiere wurden in einem 12-Stunden hell-dunkel
Zyklus und in spezieller pathogenfreier Umgebung gehalten. Die Erndhrung erfolgte durch frei
zugingliches Labor Standard Futter. Die Versuche (Vorbehandlung, Tétung und Gewebeentnah-
me) fanden in der tierexperimentellen Einrichtung des Campus Virchow Klinikum der Charité

Berlin statt.

Die Einteilung erfolgte in drei Gruppen a fiinf Tiere, wobei eine Durchnummerierung der Méause
erfolgte. Die Tiere der Gruppe 1 erhielten die Nummern 1-5, die Tiere der Gruppe 2 die Num-
mern 6-10 und die Tiere der Gruppe 3 die Nummern 11-15. Gruppe 1 wurde sensibilisiert und
zusitzlich retrograd neuronal markiert (Tracing). Gruppe 2 fungierte als Kontrollgruppe und er-
hielt an den Tagen der intraperitonealen Sensibilisierung eine Scheinbehandlung. Das Tracing
wurde auch bei Gruppe 2 durchgefiihrt. Gruppe 3 wurde wie Gruppe 1 sensibilisiert, eine retro-
grade neuronale Markierung fand jedoch nicht statt, um Einfliisse durch den verabreichten Farb-

stoff ausschlieBen zu konnen (Ubersicht siehe Tabelle 2).

Gruppe Sensibilisierung Kontrolle Tracing
1 (n=5) + +

2 (n=5) + +

3 (n=5) +

Tabelle 2: Gruppeneinteilung der Versuchstiere
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2.2 Sensibilisierung

Sensibilisierung

Den Gruppen 1 und 3 wurden zur Sensibilisierung am Tag 1, 14 und 21 des Protokolls (siehe
Abbildung 5) 200 ul eines Gemisches bestehend aus 100 pl Ovalbumin (OVA) (Ovalbumin VI,
20 pg in 100 ul PBS (Phosphat-gepufferte Salzlosung)) emulgiert in 100 pl Aluminium-
Hydroxid (AIOH) (Imject Alum, 1,3 mg in 100 pl PBS), einem unspezifischen Immunstimulanz,
intraperitoneal injiziert. Die Provokation (Challenge) wurde am Tag 27 des Protokolls durchge-
filhrt. Dazu wurde den Méusen im linken Schulterbereich zweimal 50 pl Ovalbumin subkutan

verabreicht.

Kontrolleruppe

Gruppe 2, welche als Kontrollgruppe fungierte, wurde an den Tagen 1, 14 und 21 des Protokolls
100 pl des Tragerstoffes PBS, versetzt mit 1,3 mg AIOH wie fiir Gruppe 1 und 3, jedoch ohne
Ovalbumin, intraperitoneal injiziert. Am Tag der Provokation (Tag 27) erfolgte ebenfalls im lin-
ken Schulterbereich wie bei den Tieren der Gruppe 1 und 3 die Injektion von zweimal 50 pl

Ovalbumin.

Retrograde neuronale Markierung (Tracing)

Am Tag 21 wurde neben der intraperitonealen Behandlung auch die retrograde neuronale Mar-
kierung durchgefiihrt. In Vorbereitung dazu wurden die Tiere mit einer intraperitonealen Injekti-
on von Ketaminhydrochlorid (10 mg/kg Koérpergewicht) und Xylazinhydrochlorid (10 mg/kg
Korpergewicht) analgesiert. Im Anschlufl erfolgte die zweimalige, subkutane Injektion von je-
weils 4 pl des Farbstoffes Fluorogold (FG) (2 %ige wéssrige Losung mit 1 % DMSO (Dimethyl-

sulfoxid)) im linken Schulterbereich.

Tracing Gewebeentnahme
Tag 1 14 21 27 28
oA b AIOH intraperitoneal Challenge

Abbildung 5: Sensibilisierungsschema
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2.3 Gewebeentnahme und —bearbeitung

Am Tag 28 des Protokolls wurden die Mause mit Ketaminhydrochlorid betdubt. Nach einem
kurzen Intervall wurde das Herz durch einen medialen Léngsschnitt von ventral freigelegt um
zur Optimierung der Fixierung und Erleichterung der spiteren Bearbeitung Zambonilésung (2 %
Paraformaldehyd, 15 % gesittigte Pikrinsdure in 0,1 M Phosphatpufter (PP), pH 7.4) in den rech-
ten Vorhof und weiter durch den Kreislauf zu perfundieren. Darauthin wurden den Tieren die
Spinalganglien Th1-5 jeweils linksseitig entnommen. Weiterhin wurde die Haut nach Rasur im
linken Schulterbereich fiir die weitere Bearbeitung abgetrennt. Alle Gewebeproben wurden in
Zambonilosung flir ca. 24 Stunden, abhéngig von der Gewebegrofle, immersionsfixiert, um die
unmittelbar nach der Entnahme einsetzende Autolyse beziehungsweise Heterolyse des Gewebes
aufzuhalten. Nach mehrmaligem Spiilen mit 0,1 M PP (pH 7,4) wurde das Gewebe in einem
18 % saccharosehaltigen 0,1 M PP fiir ca. 24 Stunden zur Kryoprotektion iiberfiihrt. Bis zur wei-
teren Bearbeitung wurden die Gewebe mit Tissue Tek (OCT) auf Filterpapier aufgebracht, in
fliissigem Stickstoft schockgefroren und bei —80° C aufbewahrt. Von den gefrorenen Ganglien
wurden bei —25° C in einem Kryostaten (Leica, CM1900, Bensheim, Deutschland) 6 um dicke
Serienschnitte angefertigt und auf beschichtete SuperFrost Plus-Objekttriger (Teningen,
Deutschland) tibertragen. Mit dem gleichen Verfahren wurden von der Haut bei —30° C 10 um
dicke Schnitte angefertigt. Bis zur Bearbeitung mit immunhistochemischen Methoden wurden

die Objekttriger bei —20° C autbewabhrt.

2.4 Immunhistochemie - Doppelimmunfluoreszenz

Prinzip

Grundprinzip der Immunhistochemie ist die Antigen-Antikorper-Reaktion. Die Antikorper wer-
den an das jeweilige Protein, fiir welches sie eine hohe Affinitit und Spezifitit aufweisen, ge-
koppelt. Bei der in dieser Arbeit verwendeten indirekten Methode, erfolgt in einem zweiten
Schritt die Inkubation mit einem Sekundirantikorper, welcher gegen den priméren Antikdrper
gerichtet ist. Der Sekundirantikorper triagt einen Fluoreszenz-Farbstoff, der bei Betrachtung un-
ter dem Mikroskop angeregt wird und so das gesuchte Protein sichtbar werden ldsst. Bei der
Doppelimmunfluoreszenz erfolgt auf die gleiche Weise die Detektion eines zweiten Proteins.
Hierfiir wird derselbe Gewebeschnitt gleichzeitig bei oben beschriebenen Verfahren mit einem

weiteren Primér- und Sekundérantikorper inkubiert. Der Sekundérantikorper ist mit einem ande-
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ren Fluoreszenz-Farbstoff gekoppelt und kann wieder unter dem Fluoreszenzmikroskop angeregt
und so sichtbar gemacht werden. Mit Hilfe dieser Technik ist es mdglich, eine Co-Lokalisation

von verschiedenen Proteinen nachzuweisen.

Verfahren

In dieser Arbeit erfolgt die Anfarbung von PGP (protein gene product) zur Identifizierung von
Nervengewebe und von Substanz P. Das durch retrograde neuronale Markierung gefarbte Gewe-
be musste wegen der Lichtempfindlichkeit des Farbstoffes Fluorogold bei der Bearbeitung vor
Lichteinfall geschiitzt werden. Nach Entnahme aus dem Gefrierschrank mussten die Objekttrager
30-60 Minuten bei Raumtemperatur auftauen und wurden zur Abséttigung unspezifischer Prote-
inbindungsstellen mit einer Blockldsung aus 5 prozentigem Skim Milchpulver (Biochemika Flu-
ka Chemie GmbH Steinheim) eine Stunde vorinkubiert. Nach Entfernung der Blockldsung wur-
den die Primirantikorper gegen PGP und Substanz P in ihren entsprechenden Verdiinnungen
(siche Tabelle 3) mit einer Inkubationslosung (PBS mit doppelter NaCl-Konzentration) aufgetra-
gen und iiber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Nach zweimaligem Waschen (je fiinf Minu-
ten) mit PBS wurden zur Detektion der Primérantikdrper die entsprechenden Sekundérantikdrper
(sieche Tabelle 3) fiir zwei Stunden aufgetragen. Nach erneutem zweimaligen Waschen mit PBS

wurden die Schnitte in gepuffertem Glycerol eingedeckt.

primérer Antikorper Verdinnung | sekundarer Antikérper Verdiinnung
. monoklonaler Anti-SP-Antikdrper, | 1:450 Cy™3-konjugiertes AffiniPure 1:200
zum Nachweis )
Rat Donkey Anti-Rat-IgG (H+L)
von Substanz P )
(Chemicon, USA) (ImmunoResearch, USA)
. polyklonaler Anti-Protein-Gene- 1:3000 Cy™2-konjugiertes AffiniPure Goat | 1 :100
zum Nachweis . . ) )
Product-Antikorper, Rabbit Anti-Rabbit IgG (H+L)
von PGP )
(Chemicon, USA) (ImmunoResearch, USA)

Tabelle 3: Bezeichnung und Verdinnung der Priméar- und Sekundarantikdrper

Auswertung

Die Auswertung erfolgte mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie. Diese ist ein Verfahren zur Sich-
tbarmachung fluoreszierender, bezichungsweise fluorochromisierter Objekte. Durch Bestrahlung
der behandelten Gewebeschnitte mit kurzwelligem oder UV-Licht werden die im Farbstoff ent-
haltenen Fluorochrome angeregt und strahlen daraufhin Licht ldngerer Wellenldnge ab. Nach

Abfilterung des anregenden Lichts durch speziell abgestimmte Sperrfilter, leuchten die Fluoroch-
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rome auf dunklem Hintergrund. Fiir diese Arbeit wurde ein Auflicht-Fluoreszenzmikroskop (Lei-

ca, DMRA2, Bensheim, Deutschland) mit folgenden Filtern verwendet (sieche Tabelle 4):

Fluorochrom Filter Erregerfilter Sperrfilter
Cy2 (fiir PGP) FITC 455-490 nm 515-560 mn
Cy3 (fiir Substanz P) | Cy3 546 nm 590 nm
Fluorogold Modul Ul 330-380 nm 418 nm

Tabelle 4: verwendete Erreger- und Sperrfilter

Zur Auszdhlung der angefarbten Zellen, wurden jeweils 15-25 Schnitte pro Ganglion ausgewer-
tet, in dem zuerst die Gesamtzahl der Neurone pro Ganglion (jede durch PGP angefirbte Zelle)
und dann die Zahl der Substanz P-positiven Neurone festgestellt wurde. Zuletzt wurden die mit
dem Farbstoff Fluorogold angefdrbten Neurone ausgezihlt und zusitzlich diejenigen, die sowohl

unter dem Filter fiir Fluorogold als auch dem fiir Substanz P fluoreszierten.

Die Gewebeschnitte der Haut wurden mit dem gleichen Verfahren wie die Ganglien angeférbt, so
dass ein Vorhandensein von Substanz P-positiven Nervenfasern in der Haut unter dem Fluores-

zenzmikroskop nachgewiesen werden konnte.

2.5 HE-Farbung

Zur Sichtbarmachung von Immunzellen in der Haut wurde an aus jeder Gruppe exemplarisch
ausgewihlten Gewebeschnitten der Haut eine HE-(H&matoxylinEosin) Farbung durchgefiihrt.
Hierfiir wurden die Objekttrager nach dem Auftauen jeweils drei Minuten in immer geringer
konzentriertes Ethanol getaucht, beginnend mit 96 prozentigem Ethanol iiber 80 und 70 zu 50
prozentigem. Nach fiinf Minuten in destilliertem Wasser erfolgte die Farbung fiir zehn Sekunden
in Hamatoxylin und 90 Sekunden in Eosin. Darauf folgte die Wiederhohlung der vor der Farbung
durchgefiihrten Schritte noch einmal in umgekehrter Reihenfolge: Verbringen der Objekttrager
fiir fiinf Minuten in destilliertem Wasser, dann jeweils drei Minuten in 50, 70, 80 und 96 prozen-
tigem Ethanol. Danach wurden die Objekttrager weitere 3 Minuten in Xylol getaucht. Abschlie-
end erfolgte die Eindeckung der Schnitte mittels Vitro-Clud (Emmendingen Deutschland) und
die Lagerung bei —20° C bis zur Auswertung. Unter dem Lichtmikroskop konnten die Schnitte

nun auf Ansammlungen von Entziindungszellen untersucht werden.
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2.6 Statistische Auswertung

Fiir die statistische Auswertung wurde der t-Test verwendet. Bei p < 0,05 wurde der Unterschied
als signifikant gewertet. Als Streumall der Werte wurde der Standardfehler des arithmetischen

Mittelwertes (SEM) angegeben.
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3 Ergebnisse

3.1 Auswertung

Untersucht wurden die thorakalen Spinalganglien eins bis fiinf (Th1 — ThS) der linken Seite von
allen 15 Tieren. Von jedem Ganglion wurden 15-25 Querschnitte ausgewertet. Gezdhlt wurden
die angeschnittenen Neurone unter drei verschiedenen Filtern (siche Tabelle 4 in Kapitel 2.4).
Begonnen wurde hierbei mit der Bestimmung der Gesamtzahl an Neuronen pro Ganglion, zu
erkennen an ihrer PGP-Immunreaktivitét (siche Abbildung 6). Dabei lag die Anzahl der Neurone
bei einem GroBteil der untersuchten Schnitte zwischen 100 und 200. Die Schwankungen fanden
sich dabei nicht beim Vergleich der Querschnitte eines einzelnen Ganglions, sondern traten viel-
mehr zwischen den verschiedenen Ganglien auf. Gewebeschnitte mit einer Anzahl von weniger

als 30 Neuronen wurden nicht mit in die Statistik aufgenommen.

Unter einem zweiten Filter wurde die Anzahl der Substanz P-positiven Neurone nach Anfarbung
von Substanz P ausgezdhlt (siche Abbildung 7). Und unter einem weiteren Filter konnten die mit
dem Farbstoff Fluorogold markierten Neurone wegen dessen fluoreszierender Eigenschaft sicht-
bar gemacht und bestimmt werden (siche Abbildung 8). Somit konnte abschlieend die Anzahl
der sowohl Substanz P- als auch Fluorgold-positiven Neurone bestimmt werden (durch Pfeile in

Abbildung 7 und 8 markiert).

Aus den erhaltenen Daten wurde fiir jeden Querschnitt der Anteil der Substanz P-positiven Neu-
rone an der Gesamtzahl der Neurone pro Ganglion ermittelt. Hieraus konnte der Mittelwert des-
sen fiir jedes Ganglion, fiir das ganze Tier, sowie fiir die topografisch identischen Ganglien einer
Gruppe (beispielsweise aller Th1) berechnet werden. Ebenso wurde der Wert fiir den Anteil der
Fluorogold-positiven Neurone an der Gesamtzahl der Neurone pro Ganglion bestimmt. Nach
Errechnung des Anteils der sowohl Substanz P- als auch Fluorogold-positiven Neurone an der
Anzahl der Fluorogold-positiven Neurone wurde wieder der Mittelwert dessen fiir jedes Gangli-

on, fiir jedes Tier und fiir jeweils die topografisch identischen Ganglien einer Gruppe erhoben.
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Abbildung 6: PGP-positive Neurone

Querschnitt eines Ganglions unter dem
Filter fir PGP zur Identifizierung aller
Neurone (150)

Abbildung 7: SP-positive Neurone

Querschnitt eines Ganglions unter dem
Filter fur Substanz P (10). Die Pfeile
markieren die sowohl Substanz P- als
auch Fluorogold-positiven  Neurone,
also  Zellen mit Substanz P-
Immunreaktivitdt von Nervenfasern
welche das behandelte Hautsegment
versorgen.

Abbildung 8: FG-positive Neurone

Querschnitt eines Ganglions unter dem
Filter flr Fluorogold zur Identifizie-
rung der retrograd markierten Neurone
(20). Die Pfeile markieren die sowohl
Substanz P- als auch Fluorogold-
positiven Neurone.
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3.2 Substanz P
3.2.1 Injektionsstelle Haut

Durch Doppelimmunhistochemie fiir PGP und Substanz P konnte gezeigt werden, dass in der
behandelten Haut tatsdchlich auch Substanz P-haltige Nervenfasern zu finden sind. In Abbildung

9 ist ein entsprechender Hautquerschnitt zu sehen.

Abbildung 9: PGP-positive (links) und SP-positive (rechts) Nervenfasern
Von den drei in der linken Abbildung zu sehenden Nervenfaserbiindeln (drei Pfeile), zeigt eines

in der rechten Abbildung Substanz P-Immunreaktivitat (einzelner Pfeil).

In der linken Hélfte der Abbildung 9 sind in der Subcutis, unterhalb der Muskelschicht, drei Ner-
venfaserbiindel, erkennbar an ihrer PGP-Immunreaktivitét (drei Pfeile), zu sehen. Im rechten Teil
der Abbildung 9 sind die gleichen Nervenfaserbiindel abgebildet, diesmal im Filterlicht fiir Sub-
stanz P. Eines der drei zuvor genannten Biindel zeigt Substanz P-Immunreaktivitdt (einzelner

Pfeil).

Abbildung 10 zeigt wieder einen Querschnitt der Haut. Hier erfolgt der Nachweis von Substanz
P-haltigen Nervenfasern in der Dermis. Diese sind einzeln verstreut im oberen Teil der linken
Abbildung gleich unterhalb des Epithels zu erkennen. Einzelne Nervenfasern zeigen auch Sub-

stanz P-Immunreaktivitét, was in der rechten Abbildung dargestellt ist (drei Pfeile).
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Abbildung 10: PGP-positive (links) und SP-positive (rechts) Nervenfasern

Von den in der linken Abbildung unterhalb der Epidermis verstreut liegenden Nervenfasern, zei-
gen in der rechten Abbildung einige Substanz P-Immunreaktivitat (drei Pfeile).

3.2.2 Ganglien Th1-5 links

Die Ermittlung des Anteils der Ganglienzellen mit Substanz P-Immunreaktivitét an der Gesamt-
zahl der Neurone pro Ganglion erfolgte wie in Abschnitt 3.1 beschrieben. Der Prozentsatz an
Substanz P-positiven Zellen lag sowohl in den mit Ovalbumin behandelten (Gruppe 1) als auch
in den mit lediglich PBS behandelten Tieren (Gruppe 2) im Durchschnitt bei reichlich 7 % pro
Ganglion (OVA: 7,4 £ 0,28 % und PBS: 7,3 = 0,15 %). Im studentischen t-Test konnte kein sig-
nifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen festgestellt werden (t-Test: p = 0,79).
Durch Sensibilisierung und anschlieBender Provokation der Tiere konnte also kein Anstieg von
Substanz P-haltigen Neuronen hervorgerufen werden. Auch beim Vergleich der jeweils topogra-
fisch korrespondierenden Ganglien beider Gruppen untereinander gab es keinen signifikanten
Unterschied zu verzeichnen. Detaillierte Daten sind in Tabelle 5 zusammengefasst, Abbildung 11
zeigt eine grafische Darstellung der Mittelwerte {iber die topografisch identischen Ganglien einer

Gruppe (letzte Zeile aus Tabelle 5).

In Abbildung 11 ist besonders gut zu erkennen, dass es eine gewisse Homogenitit des Anteils der
Substanz P-haltigen Zellen an der Gesamtzahl der Neurone pro Ganglion zwischen Thl - ThS
gibt. Dies gilt zusétzlich nicht nur innerhalb der einzelnen Gruppe, sondern zeigt sich fiir alle
Tiere, egal welcher Behandlung sie unterzogen worden. So liegen die Mittelwerte der Ganglien
aus Gruppe 1 zwischen 6,9 % und 8,0 %. Die der mit PBS behandelten Tiere liegen zwischen

7,0 % und 7,8 %.
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Gruppe 1| Thi | Th2 | Th3 | Th4 | Ths Gruppe 2| Thi | Th2 | Th3 | Th4 | Th5

OVA % | % % % % PBS % | % % | % %
Tier 1 54 | 103 | 54 | 74 | 7,0 Tier 6 94 78 64 | 59 | 98
Tier 2 90 105 | 50 | 7,8 | 68 Tier 7 83 79 69 | 88 | 80
Tier 3 43 | 65 | 78 | 7,0 | 69 Tier 8 66 69 | 92 70 | 80
Tier 4 93 | 62 | 72 | 96 | 81 Tier 9 49 | 62 | 81 | 102 | 6,6
Tier 5 65 72 | 81 | 81 | 81 Tier 10 74 | 68 | 65 | 29 | 68
Mittelwert | 6,9 8,1 6,7 8,0 7,4 Mittelwert | 7,3 7,1 7,4 7,0 7,8

Tabelle 5: Substanz P-positive Neurone

Anteil der Neurone mit Substanz P-Immunreaktivitdt an der Gesamtzahl der Neurone pro Gang-
lion von sensibilisierten (OVA) und unsensibilisierten (PBS) Tieren.

12 ~

10 ~

HOVA
OPBS

Prozent
(o))
Il

Thl Th2 Th3 Th4 Th5

Abbildung 11: Substanz P-positive Neurone

Grafische Darstellung der Mittelwerte aus Tabelle 5 von sensibilisierten (OVA) und unsensibili-
sierten (PBS) Tieren, geordnet nach topografisch identischen Ganglien einer Gruppe.
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3.3 Retrograde neuronale Markierung

Die Anzahl der Neurone mit Ursprung im behandelten Hautsegment konnte mit Hilfe von retro-
grader neuronaler Markierung durch den Farbstoff Fluorogold ermittelt werden. Der Anteil der
Fluorogold-positiven Neurone an der Gesamtzahl der gezdhlten Neurone wurde fiir die sensibili-
sierten Tiere der Gruppe 1 und die unsensibilisierten Tiere der Gruppe 2, aufgeschliisselt nach
Tier und Ganglion, in Tabelle 6 aufgelistet. Die Mittelwerte iiber die topografisch identischen
Ganglien (letzte Zeile der Tabelle 6) sind zur Ubersicht in Abbildung 12 noch einmal grafisch
abgebildet.

Gruppe 1| Thi | Th2 | Th3 | Th4 | Th5 Gruppe 2| Thi | Th2 | Th3 | Th4 | Th5
OVA % | % % % % PBS % | % % % %
Tiert | 72 | 72 | 32 168 59 Tier6 | 75 202 | 6,7 | 38 | 97
Tier2 | 75 | 141 1,7 | 79 | 54 Tier7 | 54| 91 | 103 98 | 98
Tier3 | 66 | 11,5 49 | 80 | 33 Tiers | 39 | 11,9 | 164 114 | 14,9
Tiers | 68 | 6,1 | 25 | 140 3,0 Tier9 | 45| 9,0 | 161 | 162 7.3
Tiers5 | 76 | 63 | 45 | 65 | 44 Tier10 | 84 | 120 | 99 | 57 | 159

Mittelwert| 7,1 | 90 | 3,3 | 10,7 | 4,4 Mittelwert| 6,0 | 124 | 11,9 | 9,4 | 11,5

Tabelle 6: Fluorogold-positive Neurone
Anteil der retrograd markierten Neurone an der Gesamtzahl der Neurone pro Ganglion von sen-

sibilisierten (OVA) und unsensibilisierten (PBS) Tieren.

Hieraus ist zu ersehen, dass in den Ganglien der unsensibilisierten Tiere im Durchschnitt mehr
durch Fluorogold angefiarbte Neurone zu finden waren, als in denen der mit Ovalbumin behan-
delten Tiere (PBS: 10,2 = 1,19 %, OVA: 6,9 + 1,37 %). Ein besonderes Distributionsmuster
konnte jedoch nicht festgestellt werden, der Anteil der markierten Neurone variierte sowohl von
Tier zu Tier als auch zwischen den topografisch identischen Ganglien. In der Kontrollgruppe
(Gruppe 2) lagen die Werte zwischen 6,0 % und 12,4 %, wéhrend sie in der sensibilisierten
Gruppe (Gruppe 1) zwischen 3,3 % und 10,7 % schwankten. Obwohl der Anteil der Fluorogold-
positiven Neurone in den unsensibilisierten Tieren im Durchschnitt hher war als der der Oval-
bumin-Gruppe, waren sowohl in Th1l (PBS: 6,0 = 0,87 %; OVA: 7,1 £ 0,19 %) als auch in Th4
(PBS: 9,4 £ 2,19 %; OVA: 10,7 £ 2,02 %) der sensibilisierten Tiere prozentual mehr retrograd

markierte Ganglienzellen zu finden.
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Abbildung 12: Fluorogold-positive Neurone
Grafische Darstellung der Mittelwerte aus Tabelle 6 von sensibilisierten (OVA) und unsensibili-

sierten (PBS) Tieren, geordnet nach topografisch identischen Ganglien einer Gruppe.

Auch innerhalb der topografisch gleichen Ganglien einer Gruppe gab es vereinzelt sehr grof3e
Schwankungen. Wie in Abbildung 13a zu sehen, trifft dies in der Ovalbumin-Gruppe vor allem
fiir Th4 zu, in der PBS-Gruppe fiir Th3 und ThS5 (siehe Abbildung 13b). Dieser sehr unterschied-
liche Erfolg bei der Anfiarbung der Neurone hat jedoch keinen Einfluss auf das Hauptergebnis

dieser Arbeit.
OVA
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Abbildung 13a: Fluorogold-positive Neurone

Anteil der retrograd markierten Neurone an der Gesamtzahl der Neurone von sensibilisierten
(OVA) Tieren, dargestellt fir jedes einzelne Ganglion und geordnet nach topografisch identschen
Ganglien.
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Abbildung 13b: Fluorogold-positive Neurone

Anteil der retrograd markierten Neurone an der Gesamtzahl der Neurone von unsensibilisierten
(PBS) Tieren, dargestellt fiir jedes einzelne Ganglion und geordnet nach topografisch identischen
Ganglien.

3.4 Co-Lokalisation von Substanz P und Fluorogold

Der Anteil der sowohl Substanz P- als auch Fluorogold-positiven Neurone an der Gesamtzahl der
Fluorogold-positiven Ganglienzellen wurde ausgewertet, um eine Information iiber die Substanz
P-Immunreaktivitit der Neurone mit Ursprung im behandelten Hautsegment zu erhalten. Es
wurden also ausschlieflich die Ganglienzellen der von der Sensibilisierung und Provokation be-
troffenen Nervenfasern hinsichtlich ihrer Substanz P-Immunreaktivitit untersucht, so dass eine
noch detailliertere Aussage liber die Auswirkung der Behandlung getroffen werden konnte. Die
Ermittelung der Werte erfolgte wie in Abschnitt 3.1 beschrieben. Beim Gruppenvergleich von
Ovalbumin-sensibilisierten (Gruppe 1) und PBS-behandelten (Gruppe 2) Tieren war kein signifi-
kanter Unterschied in der Substanz P-Immunreaktivitit von Fluorogold-positiven Neuronen fest-
zustellen (t-Test: p = 0,24; OVA: 12,28 + 1,64 %, PBS: 10,11 + 0,42 %). Und auch beim Ver-
gleich der topographisch identischen Ganglien von sensibilisierten und Kontrolltieren zeigte sich
kein signifikanter Unterschied. Es konnte in TRPV-knockout Méusen durch Allergisierung kein
Anstieg von Substanz P-haltigen Neuronen, welche das behandelte Hautsegment versorgen, her-
vorgerufen werden. In Tabelle 7 sind die Daten hierzu einzusehen, Abbildung 14 zeigt eine grafi-

sche Darstellung der Mittelwerte aus Tabelle 7.
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Gruppe 1| Thl | Th2 | Th3 | Th4 | Th5
OVA % | % % % %
Tier 1 6,3 238|139 | 6,7 139
Tier 2 138 | 43 | 174 | 6,7 | 83
Tier 3 73 | 14,7 | 143 | 11,4 | 12,9
Tier 4 21,2 | 143 | 28,0 | 9,1 | 3,7
Tier 5 13,1 | 13,8 | 13,0 | 7,7 | 75
Mittelwert | 12,3 | 14,2 | 17,3 | 8,3 9,3

Gruppe 2| Th1 | Th2 | Th3 | Th4 | Th5
PBS % | % | % | % %
Tier 6 47 | 35 259 | 7,7 | 155
Tier 7 97 129 | 81 | 97 | 99
Tier 8 16,0 | 152 | 6,0 | 80 | 57
Tier 9 80 | 94 | 110 69 | 93
Tier 10 126 | 70 | 7,3 | 17,0 | 58
Mittelwert | 10,2 | 10,0 | 11,7 | 9,9 9,2

Tabelle 7: Co-Immunreaktivitat von SP und FG

Anteil der sowohl Substanz P- als auch Fluorogold-positiven Neurone an der Gesamtzahl der
Fluorogold-positiven Neurone pro Ganglion von sensibilisierten (OVA) und unsensibilisierten
(PBS) Tieren.
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Abbildung 14: Co-Immunreaktivitat von SP und FG

Grafische Darstellung der Mittelwerte aus Tabelle 7 von sensibilisierten (OVA) und unsensibili-
sierten (PBS) Tieren, geordnet nach topografisch identischen Ganglien.

HBOVA
OpPBS
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3.5 Gruppe 3

Zur Kontrolle der Auswirkungen des Farbstoffes Fluorogold auf den Anteil der Substanz P-
haltigen Neurone an der Gesamtzahl der Ganglienzellen wurden die Tiere der Gruppe 3 mit
Ovalbumin sensibilisiert, jedoch nicht retrograd neuronal durch den Farbstoff markiert (Tracing).
Gezidhlt wurden nun wieder die Substanz P-haltigen Neurone und deren Anteil an der Gesamt-
zahl der Neurone pro Ganglion wurde bestimmt. Im Durchschnitt waren 8,0 + 0,62 % der Neu-
rone der Tiere ohne Farbstoffmarkierung Substanz P-positiv, 7,4 = 0,28 % waren es bei den Tie-
ren der Fluorogold-positiven Gruppe 1. Mit dem studentischen t-Test konnte kein signifikanter
Unterschied festgestellt werden (p = 0,45), auch nicht zwischen den einzelnen topografisch iden-
tischen Ganglien der jeweiligen Gruppen. Dies zeigt, dass durch den Farbstoff selbst keine An-
derung der Anzahl der Substanz P-positiven Neurone hervorgerufen wurde. Die Mittelwerte der

einzelnen Ganglien sind in Tabelle 8 dargestellt, Abbildung 15 veranschaulicht das Ergebnis.

Gruppe 1 Gruppe 3

mit Thl | Th2 | Th3 | Th4 | Th5 ohne Thl | Th2 | Th3 | Th4 | Th5

Tracing | % % % % % Tracing | % % % % %

Tier 1 54 | 10,3 | 54 7,4 7,0 Tier 11 4,9 6,1 88 | 11,0 | 9,2
Tier 2 90 | 10,5 | 5,0 7,8 6,8 Tier 12 6,1 8,8 9,4 | 10,2 | 14,8
Tier 3 4,3 6,5 7,8 7,0 6,9 Tier 13 5,7 6,5 9,1 4,7 6,1
Tier 4 9,3 6,2 7,2 9,6 8,1 Tier 14 7,6 8,3 9,5 8,1 8,0
Tier 5 6,5 7,2 8,1 8,1 8,1 Tier 15 6,8 7,1 4.9 58 | 12,1
Mittelwert| 6,9 8,1 6,7 8,0 7,4 Mittelwert | 6,2 7,4 8,3 7,9 | 10,0

Tabelle 8: Auswirkung der retrograden neuronalen Markierung (Tracing)

Anteil der Neurone mit Substanz P-Immunreaktivitat an der Gesamtzahl der Neurone pro Gang-
lion von sensibilisierten Tieren mit und ohne Farbstoffmarkierung (mit/ohne Tracing), dargestellt
jeweils fiir die topografisch identischen Ganglien einer Gruppe.
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Abbildung 15: Auswirkung der retrograden neuronalen Markierung (Tracing)

Grafische Darstellung der Mittelwerte aus Tabelle 8 von Tieren mit und ohne retrograder neuro-
naler Markierung (mit/ohne Tracing), geordnet nach topografisch identischen Ganglien.

3.6 Entzindungsprozess der Haut

Zur Einschitzung der Entziindungsreaktion der Haut im behandelten Dermatom nach Sensibili-
sierung oder nach Kontrollbehandlung wurde diese sowohl makroskopisch als auch mikrosko-

pisch untersucht.

Makroskopisch zeigten sich keine entziindlichen Verdnderungen wie Roétung oder Schwellung,
weder bei den sensibilisierten Tieren (Gruppe 1 und 3) noch bei den Kontrolltieren (Gruppe 2).
Fiir die mikroskopische Betrachtung der inflammatorischen Reaktion wurde fiir exemplarische
Querschnitte der Haut aus dem entsprechenden Dermatom eine HE-Férbung zur Darstellung von
Entziindungszellen durchgefiihrt. Bei der anschlieBenden Betrachtung unter dem Lichtmikroskop
waren weder in der Haut der sensibilisierten noch in der Haut der unsensibilisierten Tiere An-
sammlungen von Entziindungszellen zu finden (siche Abbildung 16). Dies deckt sich mit den
Ergebnissen aus der Untersuchung auf den Substanz P-Gehalt der Neurone der Spinalganglien.
Dieser lag nach Sensibilisierung nicht hoher als bei den Tieren ohne Behandlung, so dass auch

keine verstirkte Entziindungsreaktion zu erwarten gewesen war.
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Abbildung 16: Entziindungsprozess

Normaler Hautquerschnitt ohne Anzeichen einer Entziindungsreaktion aus dem behandelten
Dermatom sensibilisierter (links) und unsensibilisierter (rechts) Tiere.
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4 Diskussion

4.1 Ergebnisse

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass in TRPV,-knockout Miusen durch Sensibilisierung mit
Ovalbumin und anschlieender Provokation mit selbigem durch Injektion in die Haut kein Sub-
stanz P-Anstieg in Neuronen mit Ursprung in der Haut zu verzeichnen ist. Es konnte kein signi-
fikanter Unterschied im prozentualen Anteil der Substanz P-positiven, die Haut versorgenden

Neuronen zwischen Kontrollgruppe und sensibilisierter Gruppe festgestellt werden.

4.2 Methodenkritik
4.2.1 Tiermodell

Zu den Kennzeichen der atopischen Dermatitis gehoren Juckreiz und kutane Hyperreaktivitit.
Der Histaminpegel ist sowohl in betroffener als auch in nicht betroffener Haut erhoht, die Zahl
der Mastzellen ist gestiegen, es wird vermehrt Histamin aus Basophilen freigesetzt, auch erhohte
Substanz P-Werte wurden nachgewiesen. Diese Daten sprechen fiir eine neuroimmunologische

Dysregulation als Ursache der atopischen Dermatitis [135,136].

Eine Mdglichkeit um diese komplexe und multidimensionale Dysregulation zwischen Immun-
system, endokrinem System und Nervensystem besser verstehen zu konnen, ist die Entwicklung
von passenden Tiermodellen. Diese haben den Vorteil, dass storende oder beeinflussende Um-
weltfaktoren sehr gut reguliert werden konnen. Auch die hohe Verfiigbarkeit von Gewebe lédsst
die Forschung schneller voranschreiten. Méuse reprisentieren durch bestimmte Eigenschaften
dabei die bevorzugte Spezies. Zu den Vorteilen zihlen der schnelle Generationenwechsel, die
Moglichkeit der Erstellung von Genom-Dateien und die relativ einfache Ziichtung von knockout-
Maiusen. Trotzdem sind auch den Tiermodellen Grenzen gesetzt, welche nicht unbeachtet bleiben
diirfen. So gibt es mehr oder weniger grofe anatomische und physiologische Unterschiede zwi-
schen der Haut und ihrer Innervation von Mensch und Maus. Zum Beispiel konnten die Tachyki-
ninrezeptoren NK1-3 in (der Haut) der Maus zwar eindeutig identifiziert werden, fiir den Men-
schen gibt es jedoch abweichende Ergebnisse. In einigen Studien konnte nur der NK1-Rezeptor
im Menschen nachgewiesen werden [58,99,137]. Auch in der Expression der NK-Rezeptoren
gibt es Unterschiede. Wihrend Keratinozyten der Maus vorwiegend den NK2-Rezeptor expri-

mieren [138], ist an menschlichen Keratinozyten vor allem der NK1-Rezeptor zu finden [139].
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In dieser Arbeit wurden Méduse vom Stamm C57 BL/6 verwendet. Bei Versuchen mit Sensibili-
sierung durch verschiedene Allergene (Ovalbumin, Hausstaub, Graspollen, Katzenhaar) entwi-
ckelte sich in fritheren Studien mit diesen Tieren fast jedesmal eine Hyperreaktivitdt vom Sofort-
typ. Der Stamm gehort also zu den intermediate-respondern [140]. Ein weiterer sehr gut
geeigneter Stamm flir die Erforschung von vor allem der neurogenen Komponente in der atopi-
schen Dermatitis ist der der NC/Nga-Méuse. Diese zu den high-respondern gehorenden Tiere
entwickeln zum einen unter nicht pathogenfreien Bedingungen bereits spontan atopische Derma-
titis-dhnliche Symptome und haben zusétzlich einen hdheren Basiswert an Substanz P als C57
BL/6-Mause. Da fiir die NC/Nga-Maiuse jedoch keine TRPV-knockout Tiere entwickelt wurden,
blieb der C57 BL/6-Stamm die optimale Wahl fiir diese Arbeit.

4.2.2 Knockout Mausmodell

Durch die Mdglichkeit Tiere zu ziichten, denen ein ganz bestimmtes Gen fehlt, konnen in der
Forschung nun die Auswirkungen und Aufgaben speziell eines Proteins, Rezeptors etc. unter-
sucht werden. Zur Ziichtung von Maédusen mit vermindertem Gensatz wird in embryonale
Stammzellen eine nicht funktionale Kopie des entsprechenden Gens eingeschleust. Diese mani-
pulierten Stammzellen werden nun in Blastozysten injiziert und in den Uterus des Muttertieres
eingesetzt. Einige der so entstandenen Hybriden tragen das ,,neue Gen auch in ihren Keimzellen
und konnen es an die ndchste Generation weitergeben. Durch Kreuzung zweier entstandener he-
terozygoter Méuse konnen nun homozygote Tiere geziichtet werden, denen genau ein bestimm-
tes Gen fehlt [141,142]. Das Hauptproblem dieses Modells ist die mogliche Beeinflussung der
pra- und postnatalen Entwicklung durch den Gendefekt. Dies kann zu Verdnderungen fiihren, die
von Bedeutung fiir die spitere Krankheitsentwicklung sind. Weiterhin kann es genetisch angeleg-
te Schutzmechanismen gegen Genverlust geben, die zum Beispiel durch eine Vergabe der jewei-
ligen Aufgabe an mehrere Genorte zur Funktionsiibernahme durch andere Proteine oder Rezepto-
ren etc. filhren. Und auch der Mechanismus der Hochregulierung von Komponenten in

kompensatorischen Prozessen kann zur Hinfélligkeit der entwickelten Mauspopulation fiithren.

Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen vermuten, dass der TRPV; einen Teil der Verantwortung fiir
die Substanz P-Synthese trigt, da bei Mausen ohne diesen Rezeptor die vermehrte Substanz P-
Produktion nach Sensibilisierung mit Ovalbumin ausblieb. Angesichts der moglichen Nachteile
des knockout Modells wire eine weitere Hypothese jedoch, dass der Rezeptor nicht wie ange-

nommen in die Regulation der Synthesemenge fiir Substanz P eingreift, sondern in der Entwick-
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lung maBgeblich an der Bildung von Substanz P-produzierenden Neuronen beteiligt ist, so dass
die Tiere ohne diesen Rezeptor gar keine oder nur wenige entsprechende Neurone besitzen. Von
Caterina et al. [143] konnte dies jedoch widerlegt werden. In deren Arbeit wird postuliert, dass
der TRPV, von hauptsdchlich zwei Gruppen von Neuronen mit geringem Durchmesser gebildet
wird: die einen produzieren proinflammatorische Neuropeptide wie Substanz P, die anderen kon-
nen iiber ihre Affinitdt zu dem Lectin IB4 [144] definiert werden. In den von dieser Forscher-
gruppe entwickelten TRPV -knockout Mausen konnten keine Verédnderungen im Anteil von Sub-
stanz P-produzierenden oder Lectin IB4-positiven Neuronen an der Gesamtzahl der Neurone im
Spinalganglion festgestellt werden, so dass eine fehlende oder verminderte Ausbildung entspre-
chender Neurone durch den Mangel an TRPV| nicht anzunehmen ist. Dennoch wére zur Bestéti-
gung der Ergebnisse dieser Arbeit eine Versuchreihe mit dem TRPV;-Antagonisten Capsazepin,
welcher bei gleichem Versuchsaufbau Méausen, die den Rezeptor besitzen, verabreicht wird, von
Bedeutung, um die fehlende Uberproduktion von Substanz P wirklich dem Capsaicinrezeptor

zuordnen zu konnen und nicht einer Verdnderung im Genom der Tiere.

4.2.3 Retrograde neuronale Markierung - Tracing

Mit der Methode der retrograden neuronalen Markierung kénnen Ganglienzellen eines bestimm-
ten Ursprungs identifiziert werden. Zur Identifizierung der Ganglien mit Ursprung in der Haut
wurde im entsprechenden Dermatom der fluoreszierende Farbstoff Fluorogold injiziert. Dieser
gelangte entlang der Nervenbahnen bis zu den Spinalganglien und farbte den zum Nerv gehoren-
den Zellkdrper an. In dieser Arbeit wurden je nach Ganglion zwischen 3,3 % und 12,5 % der
Neurone mit dem Farbstoff angeférbt. Diese starken Schwankungen waren auch zwischen topo-
graphisch identischen Ganglien der einzelnen Tiere innerhalb einer Gruppe auszumachen, wes-
wegen sie wahrscheinlich methodisch bedingt sind. So scheinen schon kleine Variationen der
Injektionsstelle zu groBen Verschiebungen in der Anzahl der angeférbten Neurone zu fiihren. Da
in dieser Arbeit jedoch die sowohl Substanz P- als auch Fluorogold-positiven Neurone als Anteil
an den Fluorogold-positiven Neuronen und nicht an der Gesamtzahl der Neurone pro Ganglion
dargestellt wurden, hat das unterschiedliche Ergebnis des Tracings keinen EinfluB3 auf das Ge-

samtergebnis.

Ein moglicher Nachteil des Tracings ist ein beschriebener Zelluntergang durch den injizierten
Farbstoff, der aber abhéingig von Substanz und Konzentration zu betrachten ist [145]. Fiir diese

Arbeit kann dariiber keine genaue Aussage getroffen werden. Der Anteil der Substanz P-
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positiven Neurone an der Gesamtzahl der Neurone pro Ganglion weicht jedoch in der Gruppe
ohne retrograde neuronale Markierung (Gruppe 3) nicht von dem der getracten Gruppen ab. Wei-
terhin wurde der Farbstoff nicht direkt in die Nervenzellen, sondern in das umgebende Gewebe
der Nervenfaserendigungen injiziert, so dass hochstens von einer geringen Schadigung ausge-

gangen wird.

4.3 Substanz P-Regulierung

Substanz P ist ein Neurotransmitter, der im zentralen und peripheren Nervensystem weit verbrei-
tet ist, so auch in der Haut. Er ist in der Lage eine Anzahl von inflammatorischen Prozessen wie
Vasodilatation, Plasmaextravasation, Leukozytenaktivierung, Zytokinproduktion und Mastzell-
aktivierung auszuldsen. Daher wird auch eine Beteiligung von Substanz P bei vielen allergischen
Hauterkrankungen wie zum Beispiel atopischer Dermatitis und Psoriasis vermutet. Hinweise
dafiir gibt es viele. Eine Untersuchung an Patienten mit atopischer Dermatitis zeigte einen deut-
lichen Anstieg von Substanz P-positiven Nervenfasern in der Haut gegeniiber gesunden Proban-
den [134]. Tierstudien zeigen dhnliche Ergebnisse. In NC/Nga-Mé&usen, welche unter konventio-
nellen Bedingungen gehalten atopische Dermatitis dhnliche Hautverdnderungen entwickeln,
wurden vermehrt Substanz P-enthaltende Mastzellen, ein erhdhter Substanz P-Serumspiegel und
eine groflere Anzahl an Substanz P-haltigen Nervenfasern gefunden [146]. Und auch in der Haut
von Mdusen mit experimentell durch Sensibilisierung induzierter atopischer Dermatitis lag die
Zahl an Substanz P-haltigen Mastzellen und Nervenfasern hoher als in unbehandelten Tieren
[147]. In Studien mit knockout-Miusen konnte ebenfalls eine entscheidende Rolle von Substanz
P an kutanen Entziindungen nachgewiesen werden. Fehlte den Tieren das Gen fiir die neutrale
Endopeptidase, welche fiir den Abbau von Substanz P zustdndig ist, konnte eine verstdrkte Ent-
ziindungsreaktion gemessen werden. Fehlte hingegen das Gen fiir den NK;-Rezeptor, welcher
vorrangig die proinflammatorischen Prozesse von Substanz P vermittelt, war die Inflammation

stark vermindert [148].

4.3.1 Nerve Growth Factor (NGF)

Fiir die Regulationsmechanismen der Substanz P-Produktion und —Freisetzung im Zuge physio-
logischer und pathologischer Prozesse gibt es mehrere Ansatzpunkte und es ist offensichtlich,

dass viele verschiedene Regulationswege einzeln oder im Zusammenspiel zu einer verstarkten
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oder abgeschwichten Substanz P-Wirkung fiihren. Ein gut belegter und erforschter Mechanismus
ist der der verstirkten Substanz P-Synthese durch NGF. NGF, welcher essentiell fiir die Entwick-
lung und Aufrechterhaltung von Neuronen, aber auch ein wichtiger Entziindungsmediator ist
[149], gehort zur Familie der Neurotrophine. Synthetisiert wird er vor allem von Entziindungs-
zellen, aber auch von Fibroplasten, Alveolarepithelzellen, Muskelzellen etc. [150]. Dieser
Wachstumsfaktor, fiir den erh6hte Werte im Serum sowie auch im betroffenen Gewebe bei aller-
gischen Erkrankungen gefunden werden [151,152], vermittelt zum einen eine direkte Verstir-
kung von inflammatorischen Prozessen durch zum Beispiel Stimulation der Mastzelldegranulati-
on und Forderung der Histaminfreisetzung. Zum anderen wird indirekt durch Aktivierung des
trkA-Rezeptors auch die Substanz P-Biosynthese und —Ausschiittung von afferenten Neuronen
gesteigert und so die Entziindungsreaktion beeinfluBit [153]. Dieser Regulationsmechanismus
konnte bereits in zahlreichen Experimenten nachgewiesen werden, bei denen ein signifikanter
Anstieg von Substanz P-positiven Neuronen mit Ursprung in der Haut nach Injektion von NGF
verzeichnet werden konnte [154,155]. Dabei erfolgte nicht nur eine Steigerung der Substanz P-
Synthese in bereits Substanz P-produzierenden Neuronen, NGF induziert die Substanz P-

Produktion auch in bisher nicht Substanz P-exprimierenden Neuronen [156].

4.3.2 Proteinase-activated Rezeptor 2 (PAR2)

Auch der Proteinase-activated Rezeptor 2 (PAR 2) wird als Liberator von proinflammatorischen
Neuropeptiden, so auch Substanz P, beschrieben [157]. Er gehort zur Gruppe der Proteinase-
activated Rezeptoren, zu der bisher vier verschiedene Rezeptoren gezihlt werden. In Experimen-
ten mit Agonisten des PAR 2 wurden die gleichen proinflammatorischen Effekte wie sie auch fiir
Neuropeptide beschrieben werden, festgestellt. Zusitzlich befinden sich Mastzellen mit der fiir
die Aktivierung des Rezeptors verantwortlichen Tryptase in enger rdumlicher Beziehung zu affe-
renten, Substanz P und CGRP enthaltenden Nervenfasern [158,159]. Exprimiert wird PAR 2 un-
ter anderem von Neuronen des Spinal- und Trigeminalganglions, welche hiufig auch Substanz P

und CGRP enthalten [157,160].

4.3.3 Glukokortikoide

Eine Hemmung und damit auch Regulation von Substanz P bewirken die Derivate der Glukokor-

tikoide. So konnte die Substanz P-vermittelte Erhohung der Gefdllpermeabilitidt durch Behand-
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lung mit Dexamethason verhindert werden [161], die Ausbildung des bei Entziindungsreaktionen
auftretenden und durch Substanz P vermittelten Odemes konnte durch lokale Behandlung mit
Glukokortikoiden deutlich reduziert werden [162], und auch die Hautrétung nach Reizung wurde
mit Prednison vermindert [163]. Dies geschieht zum einen auf der Ebene der Genregulation des
NK1-Rezeptors, welcher die Effekte von Substanz P vermittelt [164,165]. Aber auch die Sub-
stanz P-Synthese in den Spinalganglien direkt wird inhibiert [166]. Zusitzlich wurde gezeigt,
dass der Anstieg an Substanz P-positiven Neuronen nach Sensibilisierung durch Behandlung mit
Glukokortikoid-Derivaten wieder riickgdngig gemacht werden konnte [167]. Dies macht deut-
lich, warum Steroide schon lange erfolgreich in der lokalen Behandlung von entziindlichen

Hauterkrankungen angewandt werden konnten

4.3.4 Neutrale Endopeptidase und Angiotensin converting Enzym

Ein weiterer essentieller Faktor der Regulation von Substanz P ist ihre Deaktivierung. Bewerk-
stelligt wird dies fiir alle Tachykinine durch hauptsidchlich zwei Enzyme: Neutrale Endopeptida-
se (NEP) und Angiotensin converting Enzym (ACE) [60]. Diese beiden Enzyme kontrollieren
die Bioverfiigbarkeit der von sensorischen Nerven, Immun- und Hautzellen freigesetzten Media-
toren nach endogenen oder exogenen schéadlichen Stimuli [168]. Es konnte gezeigt werden, dass
durch Hemmung der NEP-Aktivitidt beziechungsweise bei nicht Vorhandensein der NEP eine
deutliche Steigerung der Entziindungsreaktion erreicht wird [148]. In Bezug auf das ACE konnte
belegt werden, dass bei genetisch verdnderten Méusen mit einer nur heterozygoten Anlage fiir
ACE die Entziindungsreaktion bei atopischer Dermatitis starker verlief als bei entsprechend ho-
mozygoten Mausen. Im Gegensatz dazu gab es jedoch keine Unterschiede der inflammatorischen
Reaktion von ACE +/- - und ACE -/- -Tieren auf Hautirritanzien [169]. NEP ist vor allem in den
Metabolismus von Tachykininen im Gehirn [170], Riickenmark [65] und peripheren Geweben
[60] integriert, wahrend ACE fiir den Tachykininabbau im Plasma und im Liquor cerebrospinalis

[66] verantwortlich ist.

4.3.5 Transient Receptor Potential Vanilloid 1 (TRPV,)

Fiir den Rezeptor TRPV,, welcher 1997 durch Expressionsklonierung identifiziert werden konn-
te, wurde ebenfalls eine Rolle bei der Substanz P-Freisetzung nachgewiesen. Er gehdrt zur Un-

terfamilie der TRPV, bestehend aus 6 Rezeptoren (TRPV ) [123] und ist ein nicht-selektiver
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Kationenkanal der ausschlieBlich Vannilloide bindet. Urspriinglich wurde er beschrieben als Re-
zeptor fiir das in der Natur vorkommende, lipophile Alkaloid Capsaicin [122]. Aktiviert wird der
Rezeptor jedoch durch viele verschiedene Stimuli. Dazu gehdren nicht nur Vanilloide wie Cap-
saicin und Resiniferatoxin, sondern auch ein niedriger pH (pH 5-6) [171,172], hohe Temperatu-
ren zwischen 42 und 53° C [122], das Endocannabinoid Anandamid [173], Produkte der Lipoxy-
genase wie Leukotrien B4 [174], N-Arachidonoyl-Dopamin [175], Ethanol [128] etc., Uberblick
bei [127].

Nachgewiesen werden konnte TRPV; vor allem in einer Gruppe von sensiblen, afferenten A-
delta- und C-Faser-Nerven, stammend aus den Trigeminal-, Vagal- und Spinalganglien. Diese
Gruppe von Neuronen wird wegen ihrer Fahigkeit noxische Reize chemischer, thermischer und
mechanischer Art zu erfassen und zu vermitteln, als polymodale Nozizeptoren bezeichnet. Auch
im zentralen Nervensystem ist der TRPV, weit verbreitet. So konnte eine mRNA-Expression im
limbischen System, im Striatum, im Hypothalamus, in thalamischen Kernen, in der Substantia
nigra, im Locus coerulus, in der Formatio reticularis, im Zerebellum und im Riickenmark besti-
tigt werden [176]. In nicht-neuronalen Zellen wurde TRPV;-mRNA bisher in Epithelzellen des
Urothels [177], in Keratinozyten [178], in der Epidermis [179], in der Niere [180] und am Gau-
men [181] gefunden (Uberblick bei [127,182]). Erst kiirzlich konnte in einer Arbeit mit Hilfe von
Immunhistochemie auch in dermalen sensorischen Nervenfasern, Mastzellen, epidermalen Kera-
tinozyten, dermalen Blutgefdlen, an der inneren Wurzelscheide und dem Infundibulum von
Haarfollikeln, in Sebozyten und Schweidriisen der TRPV, gefunden und so eine weite Verbrei-

tung in der Haut nachgewiesen werden [182] (siehe Tabelle 9).

Immunreaktivitat

Stark Schwach Keine
Stratum granulosum, basale und supra- | - Langerhanszellen, Melanozyten
Epidermis basale Keratinozyten, epidermaler Aus-

fithrungsgang von Schweifldriisen

Innere Wurzelscheide und Infundibulum | Sekretorischer Teil | Bulbus und duBlere Wurzelscheide der

. der Haarfollikeln, verschiedene Sebozy- | ekkriner Schweifidriisen | Haarfollikel, Musculi arrectores pili,

Dermis ten, Schweilldriisengang, Blutgefile, Sebozyten, Kollagen- und elastische
Mastzellen Fasern, Fibroblasten

Sensorische Axone von myelinisierten | Intraepidermale Nerven- | Autonome Nervenfasern von Hautdrii-

Nervenfasern | und unmyelinisierten dermalen Nerven fasern, Schwannsche | sen, Haarfollikel, Blutgefd3e, Musculi

Zellen, Perineurium arrectores pili

Tabelle 9: Immunreaktivitat des TRPV; in gesunder menschlicher Haut [182]
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Exprimiert wird der TRPV| in mindestens 3 Zellkomponenten: in der zytoplasmatischen Memb-
ran, im endoplasmatischen Retikulum und in zytoplasmatischen Vesikeln [133]. Wahrend der
TRPV in der Zellmembran die eigentliche Rezeptorfunktion ausiibt, wie zum Beispiel Transmit-
terfreisetzung, dienen die TRPV in den Vesikeln als Reserve, die schnell in die Plasmamembran
transloziert werden konnen [183]. Die Rolle der im endoplasmatischen Retikulum exprimierten
TRPV, ist noch unklar. Eventuell sind sie in die Regulation der Ca’"-Homéostase involviert

[184-186].

Die Aktivierung des TRPV| initiiert eine Reihe von Vorgédngen, die man grob in die drei im Fol-
genden genannten Bereiche unterteilen kann. 1) Erregung, 2) Desensibilisierung, 3) Zelltoxizitit
[116]. Das Binden eines Agonisten bedingt die Offnung der TRPV-Pore wodurch ein Katione-
neinwértsstrom, iiberwiegend aus Calciumionen bestehend, resultiert und die Membran depolari-
siert [127]. Es wird ein Aktionspotential generiert, welches orthodrom zum Gehirn weitergeleitet
wird und so zur Schmerzwahrnehmung fiihrt oder reflektorische Antworten wie Husten, Kon-
traktionen der Blasenwand, Darmperistaltik und anderes hervorruft. Die Erregung peripherer
sensorischer Nervenendigungen durch Vanilloide fiihrt des Weiteren zur Freisetzung proinflam-
matorischer Neuropeptide wie Substanz P und CGRP [13]. Auf die Phase der Erregung nach
Vanilloidapplikation folgt eine Art refraktirer Zustand, in dem Neurone weder auf weitergehen-
de Vanilloidgabe noch auf andere Reize, wie noxische Hitze, ansprechen, was wie bereits zuvor

beschrieben, dazu fiihrte, das Capsaicin als Analgetikum seit geraumer Zeit Gebrauch findet.

Die Beteiligung von TRPV, an der Substanz P-Freisetzung konnte wiederholt nachgewiesen
werden. So zeigt sich z.B. nach der Behandlung der Haut mit Capsaicin, dessen Wirkungen
durch TRPV, vermittelt werden, eine inflammatorische Reaktione wie Rotung, Schwellung mit
Schmerzsensationen. Diese beruht auf der selektiven Erregung einer Untergruppe somatoviszera-
ler Afferenzen mit unmyelinisierten und in geringerem Malle diinnmyelinisierten Axonen. Dabei
kommt es zur Entleerung von Neuropeptiden, unter anderem Substanz P und CGRP, aus ihren
Speichervesikeln [187], welche die eben beschriebene neurogene Entziindung auslésen. In ver-
schiedenen Arbeiten wird zusitzlich die Hypothese aufgestellt, dass der TRPV | nicht nur fiir die
Ausschiittung von Substanz P, sondern auch deren Biosynthese verantwortlich ist. Diese Annah-
me beruht auf dem Wissen iiber die starke Co-Lokalisation von TRPV, und Substanz P. Dies
wurde unter anderem gezeigt flir das Epithel der Trachea von Meerschweinchen [188] und fiir
Nervenfasern der menschlichen Haut [182]. Auch bei Versuchen mit Méusen konnte nachgewie-
sen werden, dass fiir alle Substanz P-positiven Neurone der Spinalganglien, welche speziell die

Atemwege oder die Nasenschleimhaut versorgten, eine komplette Co-Immunreaktivitdt mit
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TRPV, vorlag [131]. Wirklich untersucht wurde der Einflu3 von TRPV, auf die Entwicklung der
Substanz P-Immunreaktivitit von (Haut-)Neuronen nach Sensibilisierung, also seine Bedeutung

fiir die Substanz P-Biosynthese jedoch bisher noch nicht.

Deshalb sollte in dieser Arbeit mit Hilfe von TRPV-knockout Miusen eine Aussage liber die
Mitwirkung des Rezeptors an der vermehrten Synthese von Substanz P in den die Haut versor-
genden Neuronen nach Allergisierung getroffen werden. In einer noch nicht publizierten grup-
peninternen Arbeit konnte bereits gezeigt werden, dass es bei mit Ovalbumin sensibilisierten
Maiusen, welche den Rezeptor TRPV, exprimieren, nach Allergeninjektion in die Haut zu einem
Anstieg von Substanz P-positiven Neuronen in den zum Provokationsort assoziierten Spinal-
ganglien kommt. Es zeigte sich eine Steigerung der Biosynthese von Substanz P in sensibilisier-
ten gegeniiber nicht sensibilisierten Tieren. Die in der vorliegenden Arbeit vom gleichen Stamm
stammenden, unter gleichen Bedingungen gehaltenen und nach dem gleichen Prinzip sensibili-
sierten und provozierten TRPV;-knockout Mause zeigten jedoch keine Verdanderung in der Sub-
stanz P-Biosynthese. Dies ldsst eine Auslosung der normalerweise nach Sensibilisierung stattfin-

denden Synthesesteigerung von Substanz P durch TRPV, vermuten.

Auf welche Art und Weise TRPV, zur Steigerung der Substanz P-Biosynthese fiihrt ist bisher
noch nicht geklédrt. Zum einen besteht die Moglichkeit eines von allen anderen Regulationsme-
chanismen unabhéngigen Weges. So konnte die Aktivierung des Rezeptors direkt zur Auslosung
von Signalkaskaden in der Zelle fiihren, welche die Mehrproduktion von Substanz P zur Folge
haben. Dies erklért jedoch nicht den fehlenden Anstieg von Substanz P-haltigen Neuronen nach
Sensibilisierung in TRPV-knockout Mausen, da die verstirkte Produktion von Substanz P, durch

verschiedene Arbeiten belegt, auch durch NGF vermittelt wird.

So wire zum anderen die Option des Eingriffes in die Regulation von Substanz P durch Verstér-
kung oder Inhibition beziehungsweise generell Auslosung eines der oben vorgestellten Mecha-
nismen denkbar. Ein nahe liegender Ansatz ist hier, wie gerade angedeutet, die Vermittlung der
NGF induzierten Up-Regulation von Substanz P durch TRPV). In atemwegsspezifischen Neuro-
nen aus Spinalganglien von Méusen wurde eine deutliche Co-Lokalisation von Substanz P,
TRPV; und dem NGF-Rezeptor trkA gefunden [189], was auf ein Zusammenspiel dieser hinwei-
sen kann. Eine weitere Verkniipfung von NGF und TRPV, zeigt sich in der Entdeckung, dass
NGF iiber Aktivierung von trkA zur Phosphorylierung von TRPV, fiihrt und dadurch einen An-
stieg der TRPV —Expression durch vermehrten Einbau in die Zellmembran von Neuronen be-
wirkt [190,191]. Noch deutlicher zeigt sich die Verbindung zwischen TRPV; und NGF durch den

Nachweis, dass die Bradykinin- oder NGF-vermittelte Potenzierung der Warmeempfindlichkeit
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die Expression von TRPV, erfordert [192]. Gegen diese Hypothese spricht, dass bei Versuchen
an den die Atemwege versorgenden vagal-sensiblen Ganglien von Méiusen, ein durch NGF-
Injektion induzierter Anstieg an Subtanz P-haltigen Neuronen lediglich in capsaicin-insensitiven
(TRPV;-negativen) Neuronen nachgewiesen werden konnte [153]. Man konnte jedoch anneh-
men, dass NGF iiber zwei verschiedene Mechanismen zur Steigerung der Substanz P-
Biosynthese fiihrt: 1. Durch eine direkte Aktivierung des trkA-Rezeptors in capsaicin-
insensitiven Neuronen [151,152] 2. In TRPV ,—exprimierenden Neuronen durch ein Zusammen-
spiel von NGF und TRPV|, so dass bei einer fehlenden Exprimierung von TRPV, kein Substanz
P-Anstieg zu verzeichnen wire. Welcher der beiden genannten moglichen Regulationswege wo
zu finden ist, konnte von der Art des Gewebes abhidngen. So zeigte sich in einer Arbeit, welche
die Expression von TRPV in Spinalganglien untersuchte, ein deutlicher Unterschied an TRPV -
haltigen Neuronen zwischen viszeralen Gewebe (Harnblase) versorgenden Spinalganglien und
Spinalganglien deren Nervenendigungen in der Haut liegen. Dies fiihrte zu der Annahme, dass
TRPV| in unterschiedlichen Geweben auf verschiedene Art und Weise aktiviert wird und auch je
nach Innervationsort vielfiltige Aufgaben iibernimmt. So tragen TRPV—positive Neuronen in
der Haut die Funktion eines Nozizeptors, wahrend sie in viszeralen Organen eher als Mechano-
rezeptoren fungieren [193]. Es konnte also durchaus der NGF-vermittelte Substanz P-Anstieg
durch das Fehlen von TRPV, in den in dieser Arbeit verwendeten Mausen verhindert worden
sein, wihrend bei Experimenten mit Lungengewebe ein NGF-vermittelter Substanz P-Anstieg in
capsaicin-sensitiven Neuronen gar nicht nachgewiesen werden konnte [153]. Um dieser Aussage
Standfestigkeit zu verleihen, miissen jedoch weitere Untersuchungen angestrebt werden, insbe-
sondere muss eine Steigerung der Substanz P-haltigen Neuronen, welche die Haut versorgen,

durch NGF nachgewiesen werden.

Ein dritter Weg der Substanz P-Synthesesteigerung neben der unabhéngig von anderen Mecha-
nismen durch TRPV; vermittelten und der durch ein Zusammenwirken von TRPV; und NGF
ausgelosten, wire die Substanz P-Autoregulation, also die vermehrte Substanz P-Produktion
ausgelost iiber eine positive Riickkopplung durch Substanz P selbst [51]. So konnte eine durch
TRPV, hervorgerufene Substanz P-Freisetzung erst zur Aktivierung von NGF fiihren und da-
durch eine verstdrkte Substanz P-Produktion initiieren. Aber auch diese Annahme ist bisher we-
nig untermauert und bedarf weiterer Abkldrung. Sicher ist jedoch, dass die Substanz P-
Biosynthese generell, als auch die TRPV -vermittelte, durch das Zusammenspiel vieler Faktoren
und Substanzen reguliert wird und das Geschehen immer in Abhédngigkeit von Spezies, Gewebe,

exogenen und endogenen Einfliissen gesehen und interpretiert werden muss.
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Zusammenfassung

Die neurogene Entziindung ist Bestandteil vieler inflammatorischer und allergischer Erkrankun-
gen, so auch derer, welche die Haut betreffen. Sie wird ausgeldst durch Aktivierung sensibler
Nerven und damit verbundener Ausschiittung von Neuropeptiden in verschiedene Gewebe. Sub-
stanz P, der wohl am besten untersuchte Vertreter der Neuropeptide, gehort zu ihren Hauptmedia-
toren. Uber die Regulationsmechanismen der Substanz P-Produktion und —Freisetzung im Zuge
physiologischer und pathologischer Prozesse gibt es verschiedene Hypothesen. Unter anderem
wird iiber die Beeinflussung der Substanz P-Biosynthese durch den TRPV, urspriinglich als Re-
zeptor fiir das in der Natur vorkommende, lipophile Alkaloid Capsaicin beschrieben, diskutiert.
Diese Annahme beruht zum einen auf dem Wissen iiber die durch Capsaicin hervorgerufene neu-
rogene Entziindungsreaktion, zum anderen auf der Entdeckung der starken Co-Lokalisation von

TRPV; und Substanz P.

Ziel dieser Arbeit war es deshalb den Einfluss des TRPV, auf die Expression von Substanz P mit
Hilfe von TRPV ,—knockout Méusen zu untersuchen. Hierflir wurde das Modell der atopischen
Dermatitis verwendet. Die Tiere wurden in drei Gruppen zu n = 5 eingeteilt, wobei ein Teil der
Tiere (n = 10) durch intraperitoneale Injektion von Ovalbumin sensibilisiert und spéter durch
subkutane Injektion provoziert wurde. Der andere Teil (n = 5) erhielt zur Kontrolle intraperito-
neal das gleiche Substanzengemisch basierend auf dem Trigerstoff PBS, nur ohne Ovalbumin.
Die Provokation erfolgte auch hier mit Ovalbumin. Untersucht wurden dann die Neurone der
zum Dermatom gehorenden Spinalganglien Th1-ThS. Mit Hilfe von Immunhistochemie wurde
an jeweils 15 — 25 Schnitten pro Ganglion die Gesamtzahl der Neurone (durchschnittlich zwi-
schen 100 und 200 pro Schnitt) und der Anteil der Substanz P-positiven Ganglienzellen daran
ausgezihlt. Weiter wurde der Anteil der aus dem Dermatom kommenden Substanz P-positiven
Neurone an der Gesamtzahl der Neurone, welche das entsprechende Hautgebiet versorgen, er-
mittelt. Dies war moglich durch vorherige retrograde neuronale Markierung mittels des fluores-
zierenden Farbstoffes Fluorogold, welcher die das Dermatom versorgenden Neurone anfirbte.
Einem Teil der sensibilisierten Tiere (n = 5) wurde kein Farbstoff verabreicht, um eine beeinflus-
sende Wirkung durch diesen auf das Ergebnis erkennen zu konnen. Hier zeigte sich kein Unter-
schied des Anteils Substanz P-haltiger Neurone an der Gesamtzahl der Ganglienzellen zwischen

markierten und nicht markierten Tieren.

Der Anteil der sowohl Substanz P- als auch Fluorogold-positiven Ganglienzellen an der Gesamt-

zahl der die Haut versorgenden Neurone war sowohl bei den sensibilisierten als auch bei den
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Kontrolltieren gleich, es konnte kein signifikanter Unterschied festgestellt werden (OVA: 12,28
+ 1,64 %; PBS: 10.11 + 0,42 %; t-Test: p = 0,24). Die Behandlung der TRPV,-knockout Méuse
mit Ovalbumin fiihrte demnach zu keiner Veridnderung in der Substanz P-Biosynthese. Dies ldsst
eine Auslésung der normalerweise nach Sensibilisierung stattfindenden Synthesesteigerung von
Substanz P durch den TRPV; vermuten. Auf welche Art und Weise TRPV, zur vermehrten Sub-
stanz P-Produktion fiihren kann, ist bisher noch nicht geklirt und bedarf weiterer Untersuchun-
gen. Da es jedoch noch weitere die Substanz P-Freisetzung regulierende Substanzen gibt, ist of-
fensichtlich, dass viele verschiedene Regulationswege, einer davon fiihrt iber TRPV), einzeln

oder im Zusammenspiel zu einer verstarkten oder abgeschwichten Substanz P-Wirkung fiihren.
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