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1 Einleitung

1.1  Historischer Ruckblick

In unserer Umwelt befinden sich zahlreiche chemische und physikalische
Noxen, die neben mikrobiellen Erregern dem Korper unterschiedlich starke
Schadigungen durch akute oder chronische Einwirkungen zufliigen kdnnen. Bei
dem Kontakt zwischen dem Organismus und seiner Umwelt spielen dabei
neben der Haut die Atemwege aufgrund ihrer grofden Oberflache eine
bedeutende Rolle. Zum Schutz vor exogenen Noxen hat die Natur im Laufe der
Evolution eine Vielzahl von Abwehrmechanismen entwickelt, die zur Erkennung
und Beseitigung schadlicher Einflisse notwendig sind. Das Spektrum dieser
Abwehrmechanismen ist bei hoher entwickelten Organismen wie dem
Menschen sehr komplex und lasst sich in verschiedene, zusammenwirkende
Systeme wie die angeborene und adaptive, erworbene Abwehr einteilen. In
ihrer Gesamtheit fiihren diese durch viele Uberschneidungen gekennzeichneten
integrativen  Systeme des koOrpereigenen Immunsystems zu einer
zielgerichteten Abwehrreaktion gegenuber aufleren Noxen, die zu den
Merkmalen einer Entzindungsreaktion fuhrt.

Bereits in der Antike wurden durch Celsius (30 vor bis 38 nach Christus) und
Galen (130 bis 201 n. Chr.) die vier heute noch gultigen Kardinalsymptome der
Entzindung, ,, Tumor®, ,Rubor®, ,Calor* und ,Dolor* beschrieben, welche Rudolf
Virchow im Jahr 1858 noch durch das funfte Symptom, ,Functio laesa“
erganzte. Diese funf klinischen Symptome spiegeln in ihrer Gesamtheit die
akute Entzundungsreaktion wider, welche zusammen mit den Formen der

chronischen  Entzindung im  vergangenen Jahrhundert auf der



pathophysiologischen und pathobiochemischen Ebene durch eine Vielzahl von
Studien genauer charakterisiert werden konnte. Letztlich sind der Sitz des
Entzindungsreizes und die Art der auslésenden Noxe bestimmend, welcher
Abwehrmechanismus zur Wirkung kommen wird. Dabei wird die Regulation der
Immunantwort durch zellulare, humorale und auch nervale Einflisse gesteuert.
Stellt die Entzindung primar einen lebenserhaltenden Abwehrmechanismus
dar, ohne den der Organismus seine Individualitit gegenuber
Fremdorganismen verlieren wirde, so gibt es auf der anderen Seite auch
uberschielende Entziindungsreaktionen, welche einen schadigenden Einfluss
haben. Wird in dieser Hinsicht kérpereigenes Gewebe durch eine inadaquate
Antwort des Immunsystems gegenulber exogenen Noxen geschadigt, so spricht
man von einer Uberempfindlichkeit oder Allergie, wobei die sozioékonomisch
bedeutendsten Formen der Allergie das allergische Asthma bronchiale, die
atopische Dermatitis, sowie die Rhinokonjunktivitis sind.

Im Gegensatz zu der groRen Anzahl an Studien, die eine wesentliche
Bedeutung zellularer und humoraler Bestandteile des Immunsystems bei der
Entstehung und Progression allergischer Erkrankungen nachweisen konnten,
wurde die Bedeutung des Nervensystems und seiner Mediatoren diesbezuglich
in den letzten Jahrhunderten sehr unterschiedlich gewichtet.

Diese wechselnde Bedeutung lasst sich am Beispiel des Asthma bronchiale
darlegen: Schon frih nach den ersten detaillierten anatomischen
Beschreibungen des Nervensystems der menschlichen Lunge durch Vesalius
(1543) wurde die funktionelle Bedeutung der pulmonalen Innervation bezuglich

der Pathophysiologie des Asthma bronchiale diskutiert (Willis, 1681). Gestutzt



wurde diese Theorie ebenfalls durch Konzepte von Arzten und
Wissenschaftlern wie Johann Juncker (1718), René Théophile Hyacinthe
Laennec (1826) und Henry Hyde Salter (1860), die im Wesentlichen auf
klinischen Beobachtungen beruhten.

Demgegenulber leiteten ebenfalls klinische Beobachtungen zur Abhangigkeit
asthmatischer Symptome von Pollen [Blackley, 1873] die Epoche der
immunologischen Ursachenforschung ein. Diese flhrte zu Beginn des
zwanzigsten Jahrhunderts mit der Entdeckung der ,Anaphylaxie” durch Portier
und Richet (1902) sowie durch von Pirquet (1907) zur Grindung der modernen
Allergologie und damit zur weitgehenden Verdrangung von Theorien zu
nervalen Einflissen.

Die geringe Beachtung nervaler Komponenten bei der Entstehung und
FortfGhrung allergischer Erkrankungen wurde erst in den achtziger Jahren des
zwanzigsten Jahrhunderts mit der durch Peter J. Barnes (1986) aufgestellten
Hypothese beendet, dass Asthma mdglicherweise als ein Axonreflex zu
verstehen sei. Im Gegensatz zur Allergologie wiesen andere
Forschungsgebiete schon weitaus friher auf die Rolle des autonomen
Nervensystems und die von ihm freigesetzten Mediatoren bei entzindlichen
Erkrankungen hin. In dieser Hinsicht zeigte Bayliss schon 1901, dass die
Aktivierung von Spinalganglienneuronen nicht nur afferente, sondern auch
efferente Effekte hat [Bayliss, 1901].

Eine Vielzahl an Studien konnten in den Folgejahren zeigen, dass die
Aktivierung peripherer afferenter Nervenendigungen zu einer lokalen

Freisetzung verschiedener Mediatoren fuhren kann, deren periphere Wirkung



ganz erheblich in der Pathophysiologie und Pathobiochemie vieler
entzindlicher Erkrankungen eine wesentliche Rolle spielt. Aufgrund dieser
entzindungsregulierenden Wirkung der freigesetzten Mediatoren wurde letztlich

der Begriff der ,neurogenen Entzindung® eingeflhrt [Jancso, et al., 1967].

1.2 Neurogene Entzindung

In Anbetracht der weitreichenden Entwicklungen der neuro-immunologischen
Forschung hat sich die Frage, ob Asthma oder auch die als ,Neurodermitis®
bezeichnete atopische Dermatitis (AD) primar nervale oder primar
immunologische Erkrankungen sind, darin aufgel0st, dass es sich bei diesen
allergologischen Erkrankungen um komplexe Krankheitsentitaten handelt, die
von bidirektionalen Wechselwirkungen beider Systeme gepragt sind.

Die den entzindlichen Veranderungen zugrunde liegenden Mechanismen
werden von einer Vielzahl an Mediatoren beeinflusst. Im Bereich der
Pathophysiologie und -biochemie des Asthma bronchiale sind dabei mittlerweile
bereits Uber funfzig Mediatoren mit Effekten auf verschiedenste pulmonale
Funktionen beschrieben worden [Chung and Barnes, 1999]. Fortschritte auf
diesem Gebiet wurden vor allem durch die Entwicklung neuer, potenter
Inhibitoren gemacht, die entweder die Rezeptoren der Mediatoren blockieren
oder sie selbst inhibieren [Eynott, et al., 2002; Eynott, et al., 2003; Gozes, et al.,
1995; Joos and Pauwels, 2001]. Der Syntheseort der einzelnen Mediatoren liegt
sowohl im Bereich von Entzindungszellen wie Mastzellen, Eosinophile,

Basophile, Neutrophile oder T-Lymphozyten, als auch im Bereich



gewebsstandiger Zellen wie Epithelzellen, Endothelzellen, Myozyten oder
Atemwegsneuronen [Barnes, et al., 1998].

Die als neurogene Entzindung beschriebene Komponente bewirkt durch die
lokale Freisetzung peptiderger Mediatoren unter anderem klassische
Entzindungsmerkmale wie ,Calor, ,Rubor® und ,Dolor* [Richardson and

Vasko, 2002].
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Neben den klassischen Mediatoren Noradrenalin in postganglionaren
sympathischen und Azetylcholin in parasympathischen Nervenfasern, existiert
eine Reihe von peptidergen Mediatoren, die ausgepragte funktionelle Effekte
auf verschiedenste respiratorische Funktionen wie den Muskeltonus der Gefalle
und Atemwege, die Drusensekretion und auf Entzindungs- und Immunzellen
haben [van der Velden and Hulsmann, 1999].

Die Neuropeptide gehdéren zu keinem morphologisch eingrenzbaren
Nervensystem innerhalb der Atemwege, und ihre Effekte wurden deshalb unter
dem Begriff des nicht-adrenergen, nicht-cholinergen (NANC)-System
zusammengefasst [Widdicombe, 1998]. Aufgrund physiologischer und
pharmakologischer Erkenntnisse wurden die NANC-Mediatoren in die zwei
funktionell divergenten Gruppen des exzitatorischen NANC-Systems (e-NANC)

und des inhibitorischen NANC-Systems (i-NANC) eingeordnet [Linden, 1996].

1.3 Peptiderge Mediatoren

1.3.1 Pro-inflammatorische peptiderge Mediatoren

Zu den pro-inflammatorischen e-NANC Mediatoren gehdren neben Calcitonin
Gene-related Peptide (CGRP) [Springer, et al., 2003] auch die Familie der
Tachykinine [Joos, et al., 2000], deren altester Vertreter der 1931 durch von
Euler und Gaddum beschriebene Mediator Substanz P (SP) ist [von Euler and
Gaddum, 1931]. Nach der Sequenzierung von Substanz P [Chang, et al., 1971;
Tregear, et al., 1971] und weiterer Tachykinine zeigte sich, dass diese
Neuropeptide alle durch die C-terminale Aminosauresequenz Phe-X-Gly-Leu-

Met-NH2 (X= variable Aminosaure) gekennzeichnet sind [Maggi, 1996; Maggi,



et al., 1995]. Die Tachykinin-Mediatoren Substanz P, Neurokinin A (NKA),
sowie Neuropeptid K (NPK) und Neuropeptid y werden vom Praprotachykinin A
(PPT-A)-Gen kodiert und durch alternatives Splicing vier verschiedener mRNA-
Formen gebildet [Nawa, et al., 1984]. Ein weiterer Vertreter der
Tachykininfamilie ist das in den Atemwegen bisher nicht nachgewiesene
Neurokinin B (NKB), welches durch das PPT-B-Gen kodiert wird [Kotani, et al.,
1986; Maggqi, et al., 1995].

Substanz P und Neurokinin A werden als Mediatoren von Atemwegs-
projizierenden Neuronen freigesetzt und immunhistochemische Studien
konnten ihre Expression in Nervenfasern der unteren Atemwege des Menschen
und des Meerschweinchens nachweisen, wobei jedes Kompartiment der
unteren Atemwege mit Ausnahme der Knorpelspangen von Tachykinin-haltigen
Axonen durchzogen wird [Hua, et al., 1985; Lundberg, et al., 1984]. Diese
Nervenfasern enthalten neben den Tachykininen zum grof3ten Teil auch das
ebenfalls pro-inflammatorische CGRP [Lundberg, et al., 1985]. Kombinierte
retrograde neuronale Markierungsstudien und Immunhistochemien konnten die
sensiblen Vagusganglien sowie die oberen thorakalen Spinalganglien als die
Ursprungsorte Substanz P/ NKA/ CGRP-exprimierender Atemwegsneurone im
Meerschweinchen identifizieren [Kummer, et al., 1992].

Die pulmonalen Wirkungen der pro-inflammatorischen Tachykinine wird Uber
verschiedene Tachykinin-Rezeptoren induziert [Canning, et al.,, 1998; Maggi,
1995], wobei Rezeptoren in den Bereichen von Tracheal- und Bronchialmuskel,
Drisen sowie im respiratorischen Epithel und in Lamina propria-Zellen

nachgewiesen werden konnten [Fischer, et al., 1992].



Aufgrund unterschiedlicher Affinitdten der einzelnen Tachykinine zu deren
Rezeptoren lassen diese sich pharmakologisch differenzieren. Substanz P
vermittelt dabei seine Wirkung bevorzugt Uber den NK1-Rezeptor, wohingegen
Neurokinin A bevorzugt Uber den NK2-Rezeptor wirkt [Maggi, 1995].

Insgesamt gibt es ein profundes Wissen Uber die pro-inflammatorische Wirkung
der Tachykinin-Mediatoren im Rahmen der Pathophysiologie und
Pathobiochemie einer Vielzahl von allergischen Erkrankungen [Baraniuk, 2001;
Howarth, 1997; Kraneveld and Nijkamp, 2001]. In dieser Hinsicht konnte die
Induktion der Tachykiningenexpression in Atemwegsneuronen in einem
Tiermodell des allergischen Asthma bronchiale nachgewiesen werden [Fischer,
et al., 1996] und auch wurden erhohte Tachykinin-Spiegel bei anderen
allergischen Erkrankungen gefunden, wobei die Gesamtheit der Befunde fir
eine pro-inflammatorische Wirkung der tachykinerger Mediatoren spricht [Joos,

et al., 2001; Scholzen, et al., 1998; Tai and Baraniuk, 2002].

1.3.2 Anti-inflammatorische peptiderge Mediatoren

Im Gegensatz zu den Mediatoren des exzitatorischen NANC-Systems, welchen
in der jungeren Vergangenheit eine aggravierende Rolle bei der Entstehung
und FortfGhrung allergischer Erkrankungen zugeordnet wurde [Belvisi, 2003;
Widdicombe, 2003], spiegeln andererseits die zum inhibitorischen NANC-
System (i-NANC) gehorenden Mediatoren eine wesentlich inhomogenere
Gruppe wider, deren Einflusse bei allergischen Erkrankungen groftenteils noch
ungeklart sind. Zu den i-NANC Mediatoren gehoren Vasoaktives Intestinales

Polypeptid (VIP) [Groneberg, et al., 2001], Neuropeptid Y (NPY) [Bedoui, et al.,



2003], das gasformige Stickstoffmonoxid (NO) [Fischer, et al., 2002] oder auch
endogene Opioide [Groneberg and Fischer, 2001]. In den vorliegenden Arbeiten
wurde insbesondere der Einfluss des Mediators VIP an pathophysiologischen
und pathobiochemischen Prozessen untersucht, weshalb seine Struktur und

Funktion an dieser Stelle genauer erlautert werden.

1.3.3 Vasoaktives Intestinales Polypeptid

Unter der Vielzahl der potentiell anti-inflammatorischen Mediatoren spielt der
1969 von Said und Mutt identifizierte Mediator VIP eine besondere Rolle
aufgrund zahlreicher tierexperimenteller Hinweise bezlglich
immunmodulierender Effekte [Goetzl, et al., 2001] und seiner hohen Expression

in Organen wie dem Atemtrakt oder der Haut [Groneberg, et al., 2001].

1.33.1 Struktur und Lokalisation

Das 28 Aminosauren umfassende Polypeptid VIP wurde erstmals aus dem
Duodenum aufgrund seiner vasodilatorischen Effekte isoliert [Said and Mutt,
1969; Said and Mutt, 1970; Said and Mutt, 1970]. Das Gen des Mediators ist
auf Chromosom 6924 lokalisiert und kodiert Pro-VIP, welches ebenfalls die
Sequenz des verwandten Mediators Peptide-Having-Carboxyterminal-
Methionine (PHM-27) enthalt [Gozes, et al., 1987]. Zusammen mit anderen
Peptiden wie ,Pituitary Adenylate Cyclase Activating Polypeptide” (PACAP),
,Peptide Having Carboxy-terminal Methionine/lsoleucine” (PHM/PHI), Peptide
Histidine Valine (PHV), Sekretin, Glukagon, Growth hormone-releasing factor

(GRF) und Helodermin bildet VIP eine Familie von Peptiden, die aufgrund



ahnlicher Strukturen durch eine Gemeinsamkeit mehrerer biologischer Effekte
gekennzeichnet ist [Gozes and Brenneman, 1989].
VIP kann durch Enzyme wie Neutrale Endopeptidase (NEP) oder
Mastzelltryptase inaktiviert werden, wobei humanes VIP hauptsachlich durch
NEP zu inaktiven Metaboliten prozessiert wird [Hachisu, et al., 1991; Lilly, et al.,
1993](Abb. 2).
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VIP-positive Nervenfasern konnten im humanen Atemtrakt im Bereich der
glatten Muskulatur von Atemwegen und GefalRen (Abb. 3), in der Umgebung
von Drisen und in der Lamina propria nachgewiesen werden, wobei die
Faserdichte mit der GrolRe der Atemwege abnimmt [Baraniuk, et al., 1990;
Lundberg, et al., 1984]. VIP wird je nach Spezies mit verschiedenen anderen
Mediatoren koexprimiert. So wurde es beispielsweise im Atemtrakt des
Meerschweinchens sowohl in sympathischen [Bowden and Gibbins, 1992] als
auch parasympathischen [Fischer and Hoffmann, 1996] Nervenfasern

nachgewiesen.

Abbildung 3: VIP-positive Nervenfasern in der glatten Muskulatur der
humanen Trachea (aus [Groneberg, et al., 2001].
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Auf der Rezeptorebene konnten bis zur Durchfuhrung der vorliegenden
Arbeiten Bindungsstellen fir VIP in den Atemwegen und der Haut nur durch
autoradiographische Bindungsstudien mit niedriger Auflésung nachgewiesen
werden [Carstairs and Barnes, 1986]. Demgegenlber standen seit der
Identifizierung von VIP-Rezeptoren in den neunziger Jahren [Harmar, et al.,
1998] und der Etablierung kombiniert molekularbiologisch-morphologischer
Methoden wie der nicht-radioaktiven In Situ-Hybridisierung [Fischer, et al.,
2002] Techniken zur Verfigung, die einen Nachweis von Rezeptoren fur VIP

auf der transkriptionellen Ebene ermdglichen kénnen.
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1.3.3.2 Rezeptoren

Nachdem in der Vergangenheit autoradiographische Bindungsstudien zur
Lokalisation von VIP-Rezeptoren herangezogen wurden [Carstairs and Barnes,
1986], konnte durch die Klonierung zweier unterschiedlicher Rezeptoren eine
molekularbiologische Grundlage fur die vielfaltigen Wirkungsmechanismen des
Mediators VIP gefunden werden. Dabei handelt es sich bei den VIP-Rezeptoren
um zwei G-Protein-gekoppelte Rezeptoren mit sieben Transmembrandomanen

(Abb. 4).

VPAC1-Rezeptor

Der VPAC1-Rezeptor war urspringlich der einzig bekannte VIP-Rezeptor
[Ishihara, et al., 1992]. Spater wurde er in VIP4-Rezeptor [Lutz, et al., 1993],
VIP/PACAP Typ Il Rezeptor [Ciccarelli, et al., 1994] und PVR 2 [Rawlings, et
al., 1995] umbenannt. In der jungsten Nomenklatur der Internationalen Union
der Pharmakologie wurde der Rezeptor als VPAC; -Rezeptor terminiert
[Harmar, et al., 1998]. Er wurde erstmals aus der Rattenlunge [Ishihara, et al.,
1992] und spater auch aus humanen Geweben isoliert [Couvineau, et al., 1994;
Couvineau, et al., 1996]. Es sind bis zum heutigen Zeitpunkt keine
Splicevarianten bekannt. Demgegenuber existieren signifikante Spezies-
spezifische Unterschiede in der Pharmakologie des Rezeptors [Sreedharan, et
al., 1993]. Bis jetzt konnten mehrere VPAC,; -Rezeptoragonisten beschrieben
werden: Das VIP/GRF-Hybrid [Lys'®, Arg'®, Leu*'|VIP(1-7)GRF(8-27)-NH, stellt
einen selektiven VPAC; —Rezeptoragonisten dar, der Growth hormone-

releasing factor (GRF)-Rezeptoren nicht aktiviert [Gourlet, et al., 1997]. [Arg16]-
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Sekretin ist ein Agonist von VPAC - und Sekretinrezeptoren. [Acetyl-His', D-
Phe?, Lys™, Arg'®] VIP (3-7)GRF(8-27)-NH, (PG 97-269) ist ein selektiver

Antagonist von VPAC-Rezeptoren [Gourlet, et al., 1997].

VPAC2-Rezeptor

Ein zweiter, vormals als VIP, -Rezeptor [Lutz, et al., 1993], PACAPR-3 [Inagaki,
et al., 1994], oder PVR3 [Rawlings, et al., 1995] bezeichneter Rezeptor wurde
in der letzten Nomenklatur VPAC, -Rezeptor genannt [Harmar, et al., 1998].
Dieser Rezeptor bindet sowohl VIP als auch PACAP mit einer gleichwertigen
Affinitat und wurde in Geweben von Ratte [Lutz, et al., 1993; Usdin, et al.,
1994], Maus [Inagaki, et al., 1994] und Mensch identifiziert [Svoboda, et al.,
1994; Wei and Mojsov, 1996]. Auch bei diesem Rezeptor sind bislang keine
Splicevarianten identifiziert worden. In Zelllinien exprimiert, bindet der Rezeptor
VIP, PACAP-38, PACAP-27, sowie PHV und PHI. Demgegenlber besteht nur
eine sehr geringe Affinitat gegenuber GRF und Sekretin. Es gibt hochselektive
VPAC,; -Agonisten, die von ihrer Struktur zyklische Peptide sind. Neben Ro 25-
1553 [Gourlet, et al., 1997], welches zuerst als ein anti-inflammatorisches
bronchorelaxierendes Medikament entwickelt wurde [O'Donnell, et al., 1994]

[O'Donnell, et al., 1994], existiert Ro 25-1392 [Xia, et al., 1997].
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1.3.3.3 Biologische Funktionen

Gefaliregulation

VIP wurde aufgrund seiner vasodilatorischen Eigenschaften identifiziert und
gehort auch in den Atemwegen zu den starksten endogenen Vasodilatatoren.
Dabei relaxiert es potent Gefalde in den oberen Atemwegen [Lundberg, et al.,
1981; Lung and Widdicombe, 1987], Trachea, Bronchien [Laitinen, et al., 1987]
sowie die Pulmonalarterien [Hamasaki, et al., 1983; Hamasaki, et al., 1983;
Nandiwada, et al., 1985; Obara, et al., 1989]. Bezuglich der Starke seiner
Effekte konnte gezeigt werden, dass die VIP-induzierte Vasodilatation starker in
der trachealen als in der bronchialen Zirkulation ist [Matran, et al., 1989].
Daruber hinaus ist der vasodilatorische Effekt VIPs ca. zweihundertfach starker
als der von Prostazyklinen [Saga and Said, 1984] und unabhangig von der

Integritdt des Endothels [Barnes, et al., 1986; Greenberg, et al., 1987].

Atemwegsmuskulatur

VIP besitzt ebenfalls starke bronchodilatorische Eigenschaften in vivo und in
vitro. Mit einer fast einhundertfach erhohten bronchodilatorischen Potenz
gegenuber Isoproterenol ist VIP der starkste endogene Bronchodilator [Palmer,
et al., 1986], wobei der Ort der maximalen Wirkung hauptsachlich im Bereich
der zentralen Atemwege anzusiedeln ist. Die VIP-bedingte Bronchodilatation ist
unabhangig von adrenergen oder cholinergen Rezeptoren oder
Cyclooxygenasen [Altiere and Diamond, 1984; Hand, et al., 1984; Saga and
Said, 1984]. Im Gegensatz zu Isoproterenol beziehen sich die Effekte VIPs eher

auf die Resistance als auf die dynamische Compliance [Diamond, et al., 1983].
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In dieser Hinsicht konnte ebenfalls gezeigt werden, dass VIP eine
grolRenabhangige Wirkung zeigt, die parallel zu der GroRe der Atemwege
abnimmt [Altiere and Diamond, 1984]. Diese Wirkungsabnahme ist konsistent
mit der Verteilung von VIP-positiven Nervenfasern, die in den peripheren
Atemwegen ebenfalls abnimmt [Lundberg, et al., 1984]. So konnte auch
autoradiographisch eine Abnahme von Bindungsstellen nachgewiesen werden
[Carstairs and Barnes, 1986].

Trotz der in vitro nachgewiesenen starken bronchodilatorischen Effekte VIPs in
humanen Atemwegen, die die Effekte anderer konstriktorischer Mediatoren wie
Histamin, Prostaglandin F,, , Endothelin, Leukotriene D4, Kallikrein und NKA
signifikant inhibiert [Boomsma and Said, 1992; Hamasaki, et al., 1983], konnte
der Mediator aufgrund seiner starken vasodilatorischen Potenz nicht systemisch
im klinischen Bereich eingesetzt werden.

Die inhalative Gabe von VIP fuhrte trotz seiner berichteten Wirkung gegenuber
der Histamin- und Prostaglandin Fys-induzierten Bronchokonstriktion in
Kaninchen [Cox, et al., 1983] zu keinem signifikanten Effekt beim humanen
Belastungs-Asthma [Bundgaard, et al., 1983]. Ebenso zeigten sich nur geringe
Effekte bei der Histamin-induzierten Bronchokonstriktion beim Menschen
[Altiere, et al., 1984]. Diese unerwartet schwachen Effekte nach inhalativer VIP-
Gabe konnen durch eine mangelnde Penetration des Peptids durch das
Bronchialepithel sowie durch eine schnelle Inaktivierung durch epitheliale
Peptidasen erklart werden [Altiere, et al., 1984; Morice, et al., 1983]. Aufgrund
seiner GroBe von 28 Aminosauren kann der Mediator dabei nicht von

Peptidtransportern wie PEPT1 und PEPT2 transportiert werden, die in den
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Atemwegen [Groneberg, 2003; Groneberg, et al., 2002; Groneberg, et al., 2001]
und dem peripheren Nervensystem [Groneberg, et al., 2001] exprimiert werden.
Bezuglich einer mangelhaften Penetration nach inhalativer Gabe fuhrte die
Denudierung des Epithels zu einer Verstarkung der VIP-induzierten Relaxation
von Trachealsegmenten [Sharaf, 1993]. Es zeigten auch Peptidase-resistente
VIP-Analoga starkere Effekte [Bolin, et al., 1993; Ito and Tachibana, 1991]. In
jungsten Arbeiten mit dem selektiven VPAC2-Rezeptoragonisten Ro 25-1553
konnte bei 24 Patienten mit moderatem Asthma nach Inhalation von 600 ug Ro
25-1553 ein mit Formoterol vergleichbarer bronchodilatorischer Effekt innerhalb
von drei Minuten nachgewiesen werden, der im Gegensatz zu Formoterol (24 h)
allerdings nach funf Stunden nachlie® [Linden, et al., 2003]. Dieser klinischen
Studie gingen in vitro Arbeiten voran, welche die dilatorische Potenz des
Agonisten in der humanen Bronchialmuskulatur und in Pulmonalarterien

bewiesen [Schmidt, et al., 2001].
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Mukussekretion

Ein weiterer pathophysiologischer Mechanismus, der zu einer wesentlichen
Verschlechterung der Atemfunktion bei schwerem Asthma bronchiale flhren
kann, ist die Mukushypersekretion. Dabei spielen in den oberen [Groneberg, et
al., 2003] und unteren Atemwegen [Groneberg, et al., 2002] gebildete
Muzinproteine die Matrix des Atemwegsmukus. Im Falle des fatalen Status
asthmaticus koénnen diese Proteine aufgrund einer massiven reflexartigen
Sekretion zu der Verlegung der Atemwege und zum Tode flihren [Groneberg, et
al., 2002; Groneberg, et al., 2004].

Im Gegensatz zu der klaren Datenlage bezuglich der broncho- und
vasodilatorischen Wirkung VIPs werden dessen regulatorische Effekte
bezlglich der Mukussekretion kontrovers diskutiert. Es gibt ein enges Netzwerk
VIP-positiver Nervenfasern im Bereich der Drisen [Dey, et al., 1981], so dass
die Partizipation VIPs in der Regulation der Drusenaktivitdt nahe liegt.
Demgegenuber wurden bis jetzt eine Reihe widerspriuchlicher Ergebnisse zum
Einfluss von VIP auf die Sekretion publiziert: Auf der einen Seite stehen
Befunde, die eine Stimulation der Mukussekretion durch VIP in
Frettchentrachealdrisen [Peatfield, et al., 1983] oder Rattentrachealzellen
[Wagner, et al., 1998] in vitro nachgewiesen haben. Auf der anderen Seite gibt
es Arbeiten, die eine Inhibition der cholinerg-stimulierten Sekretion durch VIP in
der Frettchentrachea in vitro nachweisen konnten [Webber and Widdicombe,
1987]. In der Trachea von Katzen wurde demgegeniber die cholinerg-
stimulierte Sekretion durch VIP in vitro gefordert [Shimura, et al., 1988]. Fur die

Hundetrachea konnte schlieRlich gezeigt werden, dass VIP die aktive Sekretion
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von Chlorid-lonen in vitro stimuliert [Nathanson, et al., 1983]. Auch fuhrte die
Kombination von VIP mit anderen sekretorischen Agonisten zu Veranderungen
in der Schleimsekretion. So wurde eine potente VIP-stimulierte Induktion der
sekretorischen Antwort auf Phenylephrine berichtet [Richardson and Webber,
1987], sowie eine VIP-induzierte Zunahme der Zilienschlagfrequenz in
kultivierten Kaninchentrachealepithelzellen, die durch Zugabe eines VIP-
Antagonisten aufgehoben wurde [Sakai, et al., 1991].

Im Gegensatz zu den Befunden in Tiermodellen, die teilweise auf eine
stimulierende Eigenschaft VIPs hindeuten, konnte fur die humane Trachea in
vitro bis jetzt nur ein inhibitorischer Effekt gegenuber Metacholin-stimulierter
Glycoproteinsekretion gefunden werden [Coles, et al., 1981]. Im Bereich der
oberen Atemwege konnte fur Zellen aus der nasalen Mukosa in vitro gezeigt
werden, dass VIP die Sekretion von Lactoferrin stimulieren kann, ohne jedoch
eine grof3e Wirkung auf Mukusglykoproteinsekretion zu haben [Baraniuk, et al.,
1990].

Zur Klarung der Einflisse VIPs auf die Mukussekretion wurde in
Zusammenarbeit mit P. Staats und U. Wagner, Marburg, die Wirkung von VIP
auf die basale Mukussekretion in der humanen Trachealzelllinien MM-39
untersucht (Abb. 5). Dabei konnte in dieser standardisierten Zelllinie [Merten, et
al., 1996] mittels etablierter Messverfahren [Wagner, et al., 1998] gezeigt
werden, dass VIP und der VPAC1 Rezeptor-Agonist [Ala 11,22,28 [VIP die
Mukussekretion Dosis-abhangig inhibieren.

Die Inhibition durch VIP wurde durch den PKA Inhibitor H-89 (100nM)

aufgehoben, was auf einen Zusammenhang zwischen VIP-induzierter
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cAMP/PKA Aktivitat und Mukussekretion hindeutet. Letztlich stitzten diese
Daten aus einer humanen Drusenzelllinie diejenigen Beobachtungen, die eine
inhibitorische Wirkung des Mediators VIP in vitro fur humane Atemwege

aufzeigen [Coles, et al., 1981].
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Abbildung 5: VIP-Effekte auf Mukusekretion in humanen MM-39 Zellen. Die
Zellen wurden mit verschiedenen Konzentrationen von VIP und [Ala*?%%)
VIP tber 30 min inkubiert. Die Ergebnisse der Experimente (je n= 10 far
VIP und n = 5 fir [Ala'*?*?®] VIP) wurden als Mittelwert + SD der
prozentualen basalen Sekretion von %S0, —markierten Makromolekiilen
dargestellt. I p < 0.01, MM p < 0.001. Der Kolmogoroff-Smirnoff Test und
Varianzanalyse dienten zur Uberpriifung auf Signifikanzen gegeniiber der
Basalsekretion.
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1.4  Fragestellung und Ziel

Nach dem Kenntnisstand zu Beginn der experimentellen Untersuchungen der
vorliegenden kumulativen Arbeit war bekannt, dass neben der Bedeutung pro-
inflammatorischer Mediatoren wie Substanz P flr die Atemwegsentziindung
auch weitere, anti-inflammatorische Mediatoren eine regulatorische Rolle
spielen kdnnen.

Allerdings fehlte zur Aufklarung der Rolle solcher anti-inflammatorischer
peptiderger Mediatoren eine Vielzahl (patho-)physiologischer und (patho-)
biochemischer Grundlagen. Im Gegensatz zu den Tachykininen war es fur den
potentiell anti-inflammatorischen Kandidaten VIP nicht klar, wo molekular
definierte  Rezeptoren in den Primarorganen allergisch-entzindlicher
Erkrankungen, den oberen und unteren Atemwegen und der Haut, lokalisiert
sind. DarlUber hinaus fehlten Daten bezlglich der Regulation der Expression
und Funktion  verschiedener = Mediatoren und Rezeptoren bei
pathophysiologischen und pathobiochemischen Prozessen.

Unter der Annahme, dass anti-inflammatorische Mediatoren wie VIP eine
bedeutende Rolle bei der Regulation entzundlicher Erkrankungen haben und
moglicherweise ein Ungleichgewicht zwischen pro- und anti-inflammatorischen
Mediatoren als zusatzlicher Mechanismus in der Pathogenese entzundlicher
Erkrankungen bedeutsam ist, bestand die Zielstellung der Arbeit darin, am
Beispiel von VIP zu neuen Erkenntnissen bezlglich der Rolle von peptidergen
Entzindungsmediatoren zu gelangen.

Folgende Fragen sollten dabei beantwortet werden:
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Wo sind potentielle Rezeptoren fur VIP und verwandte Mediatoren in den

Primarorganen allergisch-entziindlicher Erkrankungen lokalisiert?

Gibt es an Beispielen entzindlicher Erkrankungen der Atemwege

krankheitsspezifische Anderungen des peptidergen Mediatorprofils?

Lasst sich am Beispiel der Hypoxie eine Regulation der Genexpression von

Mediatorrezeptoren identifizieren?

Wie verhalten sich am Beispiel von c-Jun mit Mediatoren interferierende

intrazellulare Signaltransduktionsmechanismen bei allergisch-entzindlichen

Erkrankungen?
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2 Atemwege

2.1 Molekularbiologische Darstellung von VIP- Rezeptoren '

Die Expression und Genregulation von Rezeptoren kann aufgrund einer
mdglichen Veranderung der Rezeptorgenexpression bei pathophysiologischen
Vorgangen eine ebenso grolie Bedeutung flr das Krankheitsgeschehen haben
wie die Genregulation der Mediatoren selbst. Trotz dieser potentiellen Rolle von
VIP-Rezeptoren gab es in der Vergangenheit nur autoradiographische
Bindungsstudien  [Carstairs and Barnes, 1986] wund unspezifische
neurochemische Ansatze [Fischer, et al., 1992] zur Lokalisation von VIP- und
PACAP-Rezeptoren.

Aufgrund dieser bislang fehlenden exakten proteinbiochemischen und
molekularbiologischen Daten zur zellularen Lokalisation von VIP-Rezeptoren in
den Atemwegen wurden in  eigenen  Studien nicht-radioaktive
Hybridisierungssonden entwickelt. Ausgehend von Northern Blot Experimenten
wurden diese Sonden fiur In Situ-Hybridisierungen verwendet, um eine
Grundlage fur spatere funktionelle Studien zu schaffen.

Nach der Konstruktion einer nicht-radioaktiven human-spezifischen VPAC2-
Sonde, konnte in ersten Northern Blots die Expression der Rezeptor-mRNA in
humanen Atemwegsextrakten nachgewiesen werden. Darlber hinaus zeigten
sich Signale fur VPAC2-mRNA in weiteren Organen wie Herz, zentralem

Nervensystem, Skelettmuskulatur, Pankreas, Leber und Niere. Diese humanen

''D. A Groneberg, P. Hartmann, Q. T. Dinh, A. Fischer. Expression and distribution of

vasoactive intestinal polypeptide receptor VPAC, mRNA in human airways. Lab. Invest. 81:
749-755 (2001).
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Befunde stimmten mit Ergebnissen aus der Spezies Ratte Uberein [Ishihara, et
al., 1992].

In einem nachsten Schritt wurde die zellulare Expression des Rezeptors auf der
molekularbiologischen Ebene untersucht. Dazu wurde die mRNA des VPAC2-
Rezeptors in makroskopisch und mikroskopisch unauffalligen Abschnitten
humaner Atemwege mittels nicht-radioaktiver In Situ-Hybridisierung und
Phasenkontrastinterferenzmikroskopie dargestellt.

In allen Abschnitten der untersuchten Gewebe wurden Signale fur die mRNA
des Rezeptors durch Hybridisierungen mit Rezeptor-Antisense-Sonden
reproduzierbar gefunden. Demgegenuber flhrten Kontrolluntersuchungen mit
Rezeptor-Sense-Sonden bei gleichen Bedingungen zu keinen spezifischen
Signalen. In der Trachea und extra- sowie intrapulmonalen Bronchien zeigten
sich VPAC2-mRNA-Signale in basalen sowie zilientragenden
Atemwegsepithelzellen, wohingegen Becherzellen negativ waren.

Diese Ergebnisse zeigen, dass zilientragende Epithelzellen das morphologische
Korrelat der fruher berichteten Bindung von radioaktiv markiertem VIP im
Bereich des Atemwegsepithels [Carstairs and Barnes, 1986] bezlglich VPAC2
darstellen, wohingegen Becherzellen keine VPAC2-mRNA exprimieren.
Daruber hinaus wurden ebenfalls keine Signale in Arealen der glatten
Atemwegsmuskulatur sowie in der GefaRmuskulatur gefunden. Diese Befunde
widersprechen friher gemachten Beobachtungen [Carstairs and Barnes, 1986].
Da auch moderne Arbeiten mittels Rezeptor-spezifischen Antikorpern VPAC2-
Protein im Bereich der glatten Muskulatur von Rattenatemwegen nachweisen

konnten [Busto, et al., 2000], stehen maoglicherweise nicht genigend VPAC2-
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MRNA Kopien in den Myozyten der Atemwegsmuskulatur zur Verfligung, um
eine Detektion durch In Situ-Hybridisierung zu ermdglichen. Zukunftige Studien,
die sich hochsensitiver Verfahren zur Lokalisation von mRNA wie der
Lasermikrodissektions-gestitzten RT-PCR [Peiser, et al., 2002] bedienen,
werden diese divergierenden Ergebnisse aufldsen kénnen.

Ebenfalls waren Bindegewebszellen und Knorpelzellen areaktiv, wobei diese
Ergebnisse ebenfalls im Einklang mit den friher durchgefiuhrten Studien stehen
[Carstairs and Barnes, 1986; Fischer, et al., 1992]. Im Gegensatz dazu zeigten
sich VPAC2-mRNA Signale im Bereich der submukdsen Drisen. Hier waren
sowohl mukdse als auch serdse Drlsenabschnitte positiv fur die Rezeptor-
MRNA. Unterschiede zwischen den einzelnen Abschnitten der Trachea, extra-
sowie intrapulmonalen Atemwegen waren dabei nicht evident. Diese
Ergebnisse weisen darauf hin, dass VPAC2 auf der funktionellen Ebene die
Effekte von VIP auf die Drusensekretion steuert. Diese Effekte scheinen in den
menschlichen Atemwegen inhibierend zu sein [Coles, et al., 1981], obgleich in
anderen Spezies auch stimulierende Effekte nachgewiesen wurden [Peatfield,
et al., 1983].

In der peripheren Lunge zeigte sich das Epithel kleiner Bronchiolen ebenfalls
positiv fur VPAC2-mRNA. Im Alveolarbereich zeigten Alveolarmakrophagen
VPAC2-mRNA Signale. Ebenfalls wurde VPAC2-mRNA in peribronchialen
Immunzellen gefunden. Diese morphologischen Daten weisen auf eine Rolle
VIPs in der lokalen Modulation von Immunreaktionen hin, die durch jingste

Studien mit VPAC2-Gen-depletierten und VPAC2-transgenen Mausen auf der
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tierexperimentellen Ebene hervorgehoben werden konnten [Goetzl, et al., 2001;

Voice, et al., 2001].

2.2 Anderungen unter pathophysiologischen Bedingungen

Nachdem im ersten Teil der vorliegenden Arbeit ein Uberblick (ber die
Expression von VIP-Rezeptoren in den Atemwegen gewonnen wurde, sollten
im zweiten Teil Veranderungen im Expressionsprofil VIPs und anderer pro- und
anti-inflammatorischer ~ Mediatoren unter  den pathophysiologischen
Bedingungen der Atemwegsentziindung erfasst werden. Dabei boten sich
aufgrund der mdglichen Kilassifizierungen entzindliche Erkrankungen der
oberen Atemwege an. Am Beispiel der Rhinitis, welche im Rahmen der ,United
Airways“-Hypothese [Togias, 2003] in ihrer allergischen Form zu einem
Vorlaufer des allergischen Asthma bronchiale werden kann, sollten
Subgruppen-spezifische  Veranderungen der Expression  peptiderger
Mediatoren untersucht werden. Aufgrund klinischer und pathologischer Kriterien
lasst sich die Rhinitis in die einzelnen Entitaten toxische Rbhinitis, Aspirin-
sensitive Rhinitis, saisonal-allergisch Rhinitis, perennial-allergische Rhinitis
sowie hyperreflektorische (vasomotorische) Rhinitis unterteilen, wobei letztere

eine Ausschlussdiagnose darstellt [Lund, 1998].
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2.2.1 Toxische Rhinitis?

Die irritativ-toxische Rhinitis ist eine Erkrankung der oberen Atemwege, welche
durch eine chronische Exposition gegenuber arbeits- und umweltmedizinisch
relevanten Noxen wie beispielsweise Ozon, Formaldehyd, Nickel, Chrom,
Ldsungsmittelinhaltsstoffe und Tabakrauch entstehen kann [Jones, 1988].
Diese Noxen kdnnen durch komplexe neuro-immune Wechselwirkungen Effekte
auf das Mediatorprofil der Atemwege haben [Jones, 1997]. Zur Uberpriifung
dieser Hypothese wurden neben VIP die weiteren Mediatoren NPY, CGRP und
SP hinsichtlich einer veranderten Expression in Atemwegsnerven untersucht.
Histologisch zeigten sich charakteristische Veranderungen der
Nasenschleimhaut von Patienten mit toxischer Rhinitis, wie beispielsweise
metaplastische Epithelveranderungen oder Entziindungszellen. Mittels des
Nervenmarkers Protein Gene Product (PGP) 9.5 wurde zuerst die allgemeine
Innervation unter physiologischen und pathophysiologischen Bedingungen
untersucht. Dabei zeigten sich qualitativ keine Unterschiede. VIP-positive
Nervenfasern waren hauptsachlich in der Nahe von submukdsen
Drisenarealen sowie Gefallen zu finden, wahrend NPY-positive Fasern
hauptsachlich Gefaldstrukturen innervierten. CGRP-positive Nervenfasern
projizierten zu Sinusoiden, Gefallen sowie Drusen und SP-positive Fasern
zeigten sich besonders unterhalb des Epithels sowie im Bereich von Drusen

und Gefallen. Diese Daten stimmen mit fruher erzielten Ergebnissen zur

D. A Groneberg, W. Heppt, A. Cryer, A. Wussow, C. Peiser, M. Zweng, Q. T. Dinh, C. Witt, A.
Fischer. Toxic rhinitis-induced changes of human nasal mucosa innervation. Toxicol. Pathol.
31(3): 326-331 (2003).
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Lokalisation von Neuropeptiden Uberein [Albegger, et al., 1991; Baraniuk, et al.,
1990; Baraniuk, et al., 1990]. Mittels semiquantitativer Auswertung der
Innervationsdichte konnte im Anschluss eine signifikante Erh6hung von VIP-
positiven Fasern in der Nasenschleimhaut von Patienten mit toxischer Rhinitis
gezeigt werden mit relativen Werten der Innervationsdichte von 2.83 +/- 0.31,
vs. 1.27 +/- 0.47 (Kontrolle), p < 0.04. Ebenfalls zeigte sich eine signifikante
Erhdhung der Innervationsdichte von  NPY-positiven Fasern im
Patientenkollektiv (3.17 +/- 0.31, vs. 0.91 +/- 0.37 Kontrolle, p < 0.001). Im
Gegensatz dazu waren die Werte von SP und CGRP nicht signifikant verandert.
Diese Daten weisen auf eine Anderung des Profils peptiderger
Neuromediatoren bei toxischer Rhinitis hin.

Zu den Hauptsymptomen der toxischen Rhinitis gehéren nasale Obstruktion
sowie trockene Schleimhaute, welche auch durch chronisches Tabakrauchen
verursacht werden konnen [Dessi, et al., 1994]. In dieser Hinsicht ist eine
Induktion verschiedener Mediatorgene wie beispielsweise von NPY in
Atemwegsnerven durch exogene Noxen moglich. Ebenso koénnen anti-
inflammatorische Mediatoren wie VIP reaktiv erhoht sein. Betrachtet man die
biologischen Effekte von NPY und VIP, so ist beispielsweise eine Beteiligung
beider Mediatoren am Symptom der trockenen Schleimhaute moglich. Dabei
konnen erhohte NPY-Spiegel zu einer Verstarkung der Vasokonstriktion
[Lacroix, et al., 1997] und erhohte VIP-Spiegel zu einer Reduktion der

protektiven Mukusbildung fuhren.
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2.2.2 Hyperreflektorische Rhinitis *

Die hyperreflektorische Rhinitis (auch vasomotorische oder idiopathische
Rhinitis) ist neben der toxischen Rhinitis eine weitere haufige Erkrankungsform
der oberen Atemwege mit einer Erkrankungshaufung zwischen dem 25. und 50.
Lebensjahr. Als Ursache wird eine unspezifische Hyperreagibilitdt vermutet.
Letztlich ist die hyperreflektorische Rhinitis jedoch eine Auschlussdiagnose mit
einer limitierten, symptomatischen Behandlung [Mikaelian, 1989]. Aufgrund
einer vielfach postulierten Beteiligung neuronaler Mediatoren bei der
Entstehung und Progression der Erkrankung und zur Abgrenzung von anderen
Rhinitisformen, wurde das Profil der Mediatoren VIP, SP, NPY und CGRP
untersucht.

Die histopathologische  Untersuchung zeigte  chronisch-entzindliche
Veranderungen in den Geweben von Patienten mit hyperreflektorischer Rhinitis
verglichen mit Kontrollgeweben, wobei das histopathologische Bild mit friheren
Beschreibungen Ubereinstimmte [Mikaelian, 1989]. Eine Quantifizierung der
Mastzellen mittels proteinbiochemischer Mastzellmarker (Tryptase, IgE) sowie
histochemischer Markierung (Tolluidin-Blau) zeigte keine signifikanten
Unterschiede in Mastzellzahlen zwischen Patienten mit hyperreflektorischer
Rhinitis und Kontrollen (Toluidin-Blau: 6.5 +/- 4.8 % vs. 6.6 +/- 3.2 % Kontrolle;

Anti-Tryptase: 7.8 +/- 3.9 % vs. 6.8 +/- 3.2 % Kontrolle; Anti-IgE: 7.1 +/- 4.3 %

3 W. Heppt, C. Peiser, A. Cryer, Q. T. Dinh, M. Zweng, C. Witt, A. Fischer, D. A. Groneberg.
Innervation of human nasal mucosa in environmentally triggered hyperreflectoric rhinitis. J.
Occup. Environ. Med. 44(10): 924-929 (2002).
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vs. 6.5 +/- 3.5 % Kontrolle). Dieser beobachtete Sachverhalt I&sst ebenfalls auf
eine nicht-allergische Ursache dieser chronischen Entziindungsform schliel3en,
wobei jegliche Hinweise auf Atopien in der Vorgeschichte ein
Ausschlusskriterium darstellen [Lund, 1998].

Die in einem nachsten Schritt durchgeflhrte proteinbiochemische Darstellung
des Nervenmarkers PGP9.5 und der Mediatoren VIP, SP, CGRP und NPY
zeigte in den Kontrollgeweben eine regelrechte Distribution der einzelnen
Marker, die in Ubereinstimmung mit friiheren Berichten war [Albegger, et al.,
1991; Baraniuk, et al., 1990]. Dabei zeigten sich ebenfalls qualitativ keine
Unterschiede zwischen den Geweben von Patienten mit hyperreflektorischer
Rhinitis und den Kontrollgeweben. Die im Anschluss durchgeflhrte
semiquantitative Erfassung des Mediatorprofils ergab jedoch signifikante
Unterschiede zwischen den pathologisch veranderten Geweben und den
gesunden Kontrollen. In dieser Hinsicht zeigten sich Subkompartiment-
spezifische Unterschiede: In den Kontrollgeweben wurden relative
Innervationsdichten von 1.64 + 0.39 fur SP, von 1.36 + 0.34 fur CGRP, von 0.82
+ 0.33 fur VIP und von 0.55 + 0.25 fur NPY festgestellt. Demgegenuber gab es
eine signifikante Erhohung der Innervationsdichte bei hyperreflektorischer
Rhinitis fur SP (3.00 £ 0.37, p < 0.04), NPY (1.40 £ 0.75) und VIP (2.33 £ 0.42,
p <0.02).

Auch diese Befunde weisen auf eine Rolle peptiderger Neuromediatoren bei
dieser Form der Rhinitis hin. Im Gegensatz zur toxischen Rhinitis, die durch

eine Erhohung von VIP- und NPY-Fasern gekennzeichnet ist (s. 2.2.1), war das
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Mediatorprofil bei der hyperreflektorischen Rhinitis allerdings von einer
vermehrten Anzahl SP- und VIP- positiver Nervenfasern gepragt.

Dabei kann die Erhéhung der SP-positiven Fasern in der Schleimhaut der
oberen Atemwege die Induktion einer neuronalen Plastizitat in den zur
Nasenschleimhaut projizierenden Neuronen durch einen unspezifischen
Stimulus widerspiegeln. Diesbezlglich konnten tierexperimentelle Studien eine
Allergen-spezifische Induktion von Tachykininen in Atemwegsneuronen von
Meerschweinchen nachweisen [Fischer, et al., 1996], wobei ein Allergen-
abhangiger Mechanismus bei der hyperreflektorischen Rhinitis ausgeschlossen
werden kann. Die Expression von Substanz P kdnnte auch eine zunehmende
Aggravation der chronisch-entziindlichen Veranderungen widerspiegeln, wobei
den Tachykininen auch eine starke, Sauerstoffradikal-abhangige Epithel-

schadigende Wirkung zugesprochen wird (J. Springer, personliche Mitteilung).

2.2.3 Aspirin-sensitive Rhinitis 4

Die Aspirin-sensitive Rhinitis stellt die Manifestation der Aspirin-Intoleranz in
den oberen Atemwegen dar [Szczeklik and Stevenson, 1999]. Es handelt sich
bei dieser Erkrankung wie auch beim Aspirin-sensitiven Asthma um eine
Pseudoallergie gegenuber Acetylsalicylsaure (Aspirin) oder verwandten nicht-
steroidalen Antiphlogistika [Babu and Salvi, 2000]. Aufgrund der postulierten

Beteiligung neuronaler Mediatoren bei der Entstehung und Aufrechterhaltung

‘D. A Groneberg, W. Heppt, P. Welker, C. Peiser, Q. T. Dinh, A. Cryer, M. Zweng, C. Witt., A.
Fischer. Aspirin-sensitive rhinitis associated changes in upper airway innervation. Eur. Respir. J.
Im Druck (2003).

33



der Erkrankung sowie zur Abgrenzung gegenuber anderen Rhinitisformen
wurden Veranderungen des Expressionsprofils verschiedener Mediatoren bei
Aspirin-sensitiver Rhinitis analysiert.

Histologische  Untersuchungen der Praparate zeigten entzindliche
Veranderungen in Geweben mit Aspirin-sensitiver Rhinitis. Neben dem
Einwandern von Entzindungszellen zeigten sich im Vergleich mit der
Kontrollgruppe eine Eosiniphilie sowie eine Becherzellhyperplasie. Ahnliche
Befunde wurden bereits friher erhoben und kennzeichnen das
histopathologische Bild der Erkrankung [Kowalski, 2000]. Giemsa-Farbungen
zeigten, dass die Eosinophilen hauptsachlich in subepithelialen Bereichen
lokalisiert waren, sowie in der Nahe von Drisen und kleinen Gefalen.
Mastzellen konnten durch Toluidin-Farbungen im Bereich von Drisen und
Gefallen lokalisiert werden.

Eine Quantifizierung der Mastzellen und Eosinophilen wurde daraufhin mittels
quantitativer Histochemie (Toluidin- und Giemsa) sowie Proteinbiochemie
(Mastzell- und Eosinophilenmarker) durchgefuhrt. Dabei wurden in der Aspirin-
sensitiven Rhinitis  Gruppe  ein hoch-signifikanter =~ Anstieg  der
Eosinophilenzahlen gefunden: Der Eosinophilenmarker EG1 ergab einen Wert
von 18.7 £ 4.9 % (Kontrolle: 2.6 £ 1.3 %, p<0.001) und der Marker EG2 einen
Wert von 21.1 £ 6.9 % (Kontrolle: 2.7 + 1.2 %, p<0,001). Im Gegensatz dazu
wurden keine signifikanten Veranderungen der Mastzellzahlen gefunden
(Toluidin: 6.6 £ 0.9 % vs. 6.5 £ 0.7 % Kontrolle, p = 0.921, Tryptase: 6.8 £ 1.0 %
vs. 7.9 £ 1.0 % Kontrolle, p = 0.309). Diese Befunde korrelieren mit der den

Eosinophilen zugewiesenen Bedeutung [Szczeklik and Stevenson, 1999] und
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widersprechen vereinzelten Berichten [Fischer, et al., 1994], die den Mastzellen
eine besondere Bedeutung bei der Pathogenese der Erkrankung zusprechen,
wenngleich dieser Zelltyp trotz unveranderter Zellzahlen auch vermehrt aktiviert
sein kann.

Nach der Untersuchung der zellularen Lokalisation der einzelnen Mediatoren,
die eine regelrechte Expression in Nervenfasern ohne qualitative Unterschiede
zwischen Rhinitis und normalen Geweben zeigte, wurden quantitative
Methoden zur Erfassung einer Veranderung des Mediatorprofils durchgefihrt.
Dabei zeigte sich auch bei dieser Erkrankung eine Subkompartiment-
spezifische Veranderung des Mediatorprofils. Im Gegensatz zu SP, NPY und
CGRP konnte eine signifikante Erhéhung nur fur VIP-positive Fasern in der
Mukosa von Patienten mit Aspirin-sensitiver Rhinitis festgestellt werden (2.50 +
0.26 vs. 1.42 + 0.45 Kontrolle, p < 0.05).

Mit der Beobachtung einer Veranderung des Mediatorprofils in der
Nasenschleimhaut konnte in dieser Arbeit ein Bezug zwischen
immunologischen und neurovegetativen Mechanismen bei der Aspirin-
sensitiven Rhinitis hergestellt werden, welcher die postulierte Bedeutung des
autonomen Nervensystems innerhalb der Physiologie und Pathophysiologie der
Atemwege [Takeda, et al., 1993] unterstreicht. Die Ergebnisse weisen darauf
hin, dass es wahrscheinlich nicht nur die haufig diskutierten Interaktionen
zwischen Atemwegsnerven und Mastzellen gibt [Bienenstock, et al., 1991],
sondern dass auch eine Vielzahl anderer Zellen wie Eosinophile, dentritische
Zellen oder auch T-Zellen und Makrophagen mit neuronalen Zellen und deren

Mediatoren in Kontakt stehen konnen. Letztlich zeigen die fur die Aspirin-
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sensitive Rhinitis gewonnenen Daten auch, dass es innerhalb der
verschiedenen Rhinitisformen wesentliche Unterschiede bezuglich der
Expression von peptidergen Mediatoren in Atemwegsneuronen gibt. Wahrend
bei der toxischen Rhinitis VIP- und NPY-positive Fasern in ihrer Anzahl erhoht
waren, so standen bei der hyperreflektorischen Rhinitis VIP- und Substanz P-
positive Fasern im Vordergrund und bei der Aspirin-sensitiven Rhinitis nur VIP-
positive Fasern. Diese Unterschiede weisen darauf hin, dass die Induktion
peptiderger Neuromediatoren nicht nur als ein reines Epiphanomen
entzindlicher Erkrankungen zu betrachten ist, sondern dass es
krankheitsspezifische Ursachen der differenziellen Induktion geben muss.

In zukUnftigen Studien soll die weitere Analyse der saisonalen und perennialen
allergischen Rhinitisformen zu einem umfassenderen Bild der Rolle
verschiedener Neuromediatoren bei allergischen und nicht-allergischen
Atemwegsentzindungen fuhren. Daruber hinaus ist eine weiterfuhrende
Betrachtung der Ebene der Rezeptorexpression und -regulation von
entscheidender Bedeutung fur das Verstandnis neuroimmunologischer

Grundlagen entzindlicher Erkrankungen.
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2.2.4 ldentifizierung eines Hypoxie-regulierten G-Protein-gekoppelten
Rezeptors®

Eine Vielzahl von Atemwegserkrankungen geht mit einer respiratorischen
Hypoxie einher. In Anbetracht der Tatsache, dass die Genexpression einzelner
Mediatoren wie beispielsweise CGRP, Substanz P oder VIP unter den
pathophysiologischen Bedingungen der Hypoxie induziert sein kann [Keith,
2000; Kusakabe, et al., 2003], ist auch mit einer Induktion von Rezeptoren
einzelner Mediatoren zu rechnen. In den folgenden Studien wurde ein G-Protein
gekoppelter humaner Rezeptor charakterisiert, der im Atemwegsepithel
exprimiert und unter Hypoxie induziert wird.

Basierend auf der cDNA-Sequenz wurde ein 3.4 kb genomisches DNA
Fragment durch PCR-Techniken identifiziert. Sequenzierung und Vergleich mit
der cDNA Sequenz zeigte ein Intron von 544 bp in der 5°- nicht-translatierten
Region, welches von einem Exon gefolgt wurde. Dieses Exon kodiert fur das
Rezeptorprotein von 404 Aminosauren. Das Gen wurde auf dem humanen
Chromosom 12qg lokalisiert. Die weitere Identifikation molekularbiologisch
relevanter Genabschnitte zeigte, dass die 5°- regulatorische Region mehrere
SP1-, AP2- und CAAT-Stellen beinhaltet. Darlber hinaus wurden Hypoxie-
responsive Elemente (,hypoxia responsive elements”, HRE) sowohl in der 5°-

als auch 3 -regulatorischen Region gefunden.

® J. H aze, D. A. Groneberg, F. Rose, A. Hanisch, J. D ésch, C. Peiser, W. Seeger, W.
Rascher, A. Fischer, F. Grimminger. Genomic organization and regulation of a human 7-helix
transmembrane receptor which is expressed in pulmonary epithelial cells and induced in
hypoxia. Biochem. Biophys. Res. Commun. 291:1160-1165 (2002).
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RT-PCR mit Intron-Uberspannenden Primern zum Ausschluss der
Amplifizierung genomischer DNA zeigte mRNA-Signale in den Atemwegen,
Leber, Niere, Herz und Skelettmuskulatur. Auf der transkriptionellen Ebene
wurde die Expression der Rezeptor-mRNA durch nicht-radioaktive In Situ-
Hybridisierungen in Atemwegsepithelzellen und Typ Il Pneumozyten lokalisiert.
Dartber hinaus wurde das Verhalten des Rezeptors gegenuber Hypoxie in
Zellkulturversuchen untersucht. Nach der Identifikation des Rezeptors mittels
RT-PCR in den beiden pulmonalen Epithelzelllinien H23 und A549 wurde die
Induktion durch Hypoxie mittels SYBR-Green Realtime-PCR charakterisiert. Bei
der quantitativen Analyse der Induktion wurden neben der Rezeptor-mRNA das
Housekeeping-Gen  Porphobilinogen-Deamidase = (PBGD) sowie  der
Hypoxiemarker Phosphoglycerat-Kinase-1 (PGK) untersucht. Nach 24-
stindiger Hypoxie zeigte sich eine vierfache Induktion der PGK-mRNA und eine
dreifache Induktion der Rezeptor-mRNA, welche auf die biologische Funktion
der identifizierten HRE Stellen hinweisen.

Ursprunglich wurde das Rattenhomolog des Rezeptors als
Adrenomedullinrezeptor eingeordnet [Kapas, et al., 1995], wobei spatere
Studien keine Bindung des Liganden nachweisen konnten, so dass der
Rezeptor momentan als ein Orphan-Rezeptor einzustufen ist [Kennedy, et al.,
1998].

Bezuglich der Induktion des Rezeptors durch Hypoxie aufgrund der hier
molekularbiologisch nachgewiesenen HRE-Stellen weisen die in dieser Arbeit
gewonnen Daten auf eine Bedeutung des Rezeptors bei der Regulation

pathophysiologischer Mechanismen im Atemtrakt hin. Die Sequenz des
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Rezeptors deutet auf eine den VIP-Rezeptoren ahnliche Struktur mit sieben
Transmembrandomanen hin (Abb. 4).

In den vergangenen Jahren wurde die Existenz sogenannter Rezeptoraktivitats-
modifizierender Proteine (RAMPs) beschrieben [Foord and Marshall, 1999]. Sie
konnen die Affinitat eines Rezeptors beeinflussen, so dass ohne ihre
Koexpression der Rezeptor keine Liganden bindet [Sexton, et al., 2001]. Mit
Hilfe der Koexpression dieser RAMPs kdnnen zukulnftige Studien die Liganden-
Identitat des hier molekular charakterisierten Rezeptors nachweisen, um
danach die Betrachtung der Rolle des Rezeptors im Rahmen weiterer

pathophysiologischer Aspekte zu ermdglichen.
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3 Haut

Neben den oberen und unteren Atemwegen stellt die Haut ein Primarorgan
allergisch-entzindlicher Erkrankungen dar. In diesem Organ manifestiert sich
die auch Neurodermitis bezeichnete atopische Dermatitis, die eine
soziodkonomisch immer bedeutsamere Erkrankung darstellt [Kemp, 2003]. Es
ist eine meist schon im Kleinkindalter auftretende chronisch-rezidivierende
entzindliche Hauterkrankung, die mit einem starken Juckreiz verbunden ist und
deren Auspragung von Umwelteinflissen und genetischen Faktoren bestimmt
wird [Leung and Bieber, 2003].

Die Erkrankung basiert auf einer Entzindung der Epidermis wie auch der
Dermis. Je nach Intensitat und Dauer kommt es zu Hautrétung und Schwellung,
die bis zu der Bildung von Blasen und nassenden Erosionen reichen kénnen.
Bei einem Fortbestehen geht die Entzindung in ein chronisches Ekzem Uber,
welches durch eine trockene, schuppige Haut mit Vergroberung des
Oberflachenreliefs und Lichenifikation charakterisiert ist [Galli, et al., 2003].
Auch bei dieser im Kindes-, Jugend- und Erwachsenenalter bedeutsamen
chronisch-entzindlichen Erkrankung spielen neurogene Mediatoren wie VIP
oder Tachykinine wahrscheinlich eine hervorgehobene Rolle. In dieser Hinsicht
deutete bereits der klassische Name ,Neurodermitis® auf eine Beteiligung des
Nervensystems hin. Trotzdem gab es auch auf diesem Gebiet zu Beginn der
vorliegenden Arbeiten nur sehr wenige Anhaltspunkte bezlglich des
Vorkommens und der Regulation von potentiell anti-inflammatorischen

Mediatoren wie VIP.
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3.1 Mediatorprofil in der Haut unter normalen Bedingungen °

Neben der Rolle VIPs in der Regulation pathophysiologischer und
pathobiochemischer Prozesse im Atemtrakt wurde ebenfalls eine wesentliche
regulatorische Funktion des Mediators flr die Haut postuliert [Wallengren,
19971].

Im Gegensatz zu Studien, die die Verteilung des Liganden VIP unter
physiologischen Bedingungen in der Haut und Hautanhangsgebilden
charakterisieren konnten [Eedy, et al., 1994], gab es keine Daten beziglich der
kutanen Expression molekular definierter Rezeptoren fir VIP. Aus diesem
Grunde wurden In Situ-Hybridisierungen durchgefuhrt, um die VPAC2-
Expression auf der transkriptionellen Ebene in der Haut darzustellen und in
Bezug zu der Verteilung VIP-positiver Nervenfasern zu stellen.

Dabei wurde nach der immunhistochemischen Detektion von VIP in kutanen
Nervenfasern durch den Einsatz einer human-spezifischen VPAC2-Sonde die
zellulare Expression des Rezeptors durch Phasenkontrast-
interferenzmikroskopie dargestellt. Es zeigten sich in allen untersuchten
Geweben reproduzierbare Signale fur VPAC2-mRNA nach Hybridisierung mit
der Antisense-Sonde. Im Gegensatz dazu fuhrten Kontrolluntersuchungen mit
der Sense-Sonde bei ansonst identischen Bedingungen zu keinen spezifischen

Signalen fur VPAC2-mRNA.

° Tt C Fischer, P. Hartmann, C. L &er, J. Springer, C. Peiser, Q. T. Dinh, A. Fischer, D. A.
Groneberg. Abundant expression of vasoactive intestinal polypeptide receptor VPAC, mRNA in
human skin. J. Invest. Dermatol. 117(3): 754-756 (2001).
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Die mRNA des Rezeptors wurde in einer Vielzahl kutaner Zelltypen identifiziert.
So wurde beispielsweise die Expression der VPAC2-mRNA in Keratinozyten mit
einer Betonung des Signals in basalen Schichten nachgewiesen, was auf
VPAC2-vermittelte Effekte des Mediators in Keratinozyten schlielen lasst. In
dieser Hinsicht zeigten bereits frihere in vitro Studien einen Effekt VIPs auf
kultivierte Keratinozyten [Haegerstrand, et al., 1989]. Dabei wurde berichtet,
dass lokal freigesetztes VIP als mitogenes Stimulans eine cAMP-vermittelte
Keratinozytenproliferation induzieren konne. Die hier in situ nachgewiesene
Expression von VPAC2 in humanen Keratinozyten Iasst darauf schlieen, dass
VPAC2 bei der Vermittlung dieser Effekte mitwirkt.

Neben der Expression der Rezeptor-mRNA in Keratinozyten zeigten unter
anderem von VIP-positiven Nervenfasern umgebene glandulare Zellen
ebenfalls VPAC2-mRNA-spezifische Hybridisierungssignale, die auf eine Rolle
VIPs bei der autonomen Regulation der ekkrinen Drusenfunktion schlielen
lassen kann. Unterstutzt wird diese Hypothese durch fruhere funktionelle
Studien [Tainio, 1987], die eine cAMP-vermittelte Stimulation der
Drussenfunktion in Ratten nachweisen konnten.

Auch wiesen Haarfollikelzellen eine Expression des Rezeptors auf der
transkriptionellen Ebene auf. Im Hinblick auf die in der jingsten Zeit publizierten
Einflisse verschiedener Neuromediatoren wie beispielsweise Neurotrophin-3
[Botchkarev, et al., 1998], brain-derived neurotrophic factor [Botchkarev, et al.,
1998], oder Substanz P [Arck, et al., 2001] auf das Haarwachstum, stellt VIP
einen weiteren Kandidaten dar, der in zukunftigen Studien bezuglich seiner

Funktion bei der Haarfollikelreifung zu untersuchen ist. Spezifische Signale
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waren ebenfalls in Endothelzellen sichtbar, wobei hier aufgrund des Fehlens
von VPAC2-mRNA in der GefaBmuskulatur an eine Teilnahme dieser Zellen an
der Vermittlung vasodilatorischer Effekte VIPs zu denken ist. Dariber hinaus
waren VPAC2-mRNA positive Entziindungszellen sichtbar, die aufgrund der
potentiellen Bedeutung VIPs bei der Immunmodulation entzindlicher
Erkrankungen [Gomariz, et al., 2001] zu den unter Kap. 3.2 beschriebenen

Folgestudien flhrten.

3.2 Funktionelle Regulation von VIP-Rezeptoren bei atopischer
Dermatitis ’

Nach der Demonstration von VIP-Rezeptoren als neuro-immunmodulatorische
Schnittstellen in Tiermodellen allergischer Erkrankungen mittels Gen-
Depletionsstudien [Goetzl, et al., 2001] und der Identifikation von VPAC2 als
kutan-exprimierten Rezeptor fur VIP, wurde die Rolle des Rezeptors bei
humanen allergisch-entzindlichen Erkrankungen am Beispiel der atopischen
Dermatitis (AD) aufgrund seiner Expression in Entzindungszellen untersucht.
Dabei wurde zuerst mittels In Situ-Hybridisierungen und immunhistochemischer
Verfahren die Expression des Rezeptors auf der mRNA- und Proteinebene in
kutanen Mastzellen untersucht, da dieser Zelltyp bei der Entstehung und

FortfGhrung der Erkrankung eine pathophysiologisch wichtige Rolle spielt

"D.A. Groneberg, P. Welker, T. C. Fischer, Q. T. Dinh, A. Gii tZkau, C. Peiser, U. Wahn, B. M.
Henz, A. Fischer. Downregulation of vasoactive intestinal polypeptide receptor expression in
atopic dermatitis. J. Allergy Clin. Immunol. 111(5):1099-1105 (2003).
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[Metcalfe, et al., 1997]. Diese Verfahren demonstrierten die Genexpression von
VPAC2 in Mastzellen von normalen und AD Geweben, wobei ebenfalls der
Ligand VIP in Nervenfasern nachgewiesen werden konnte, welche in der Nahe
von Mastzellen lokalisiert waren. Die quantitative Erfassung von Mastzellen in
normalen und AD-Geweben durch Toluidin Blau-Farbung zeigte eine
signifikante Zunahme dieser Zellpopulation bei AD. Die Expression von VPAC2-
MRNA konnte ebenfalls in der humanen Mastzelllinie HMC-1 durch RT-PCR
nachgewiesen werden, sowie in frisch isolierten Mastzellen von Mamma-
Resektaten und Vorhauten. Demgegenuber zeigte die Basophilenzelllinie KU-
812 keine VPAC2-spezifischen Amplifikate. Die quantitative
immunhistochemische Analyse von VPAC2 in Mastzellen zeigte eine Abnahme
des Rezeptorproteins unter den pathophysiologischen Bedingungen der AD.
Um einen funktionellen Nachweis dieser Gen-Suppression zu erhalten, wurden
HMC-1 Zellen mit Phorbol-Myristat-Azetat (PMA, 1ng/ml Uber 4 h) stimuliert und
die Expression des VPAC2 Gens mittels Gene Array Techniken mit der
Expression anderer Rezeptorgene verglichen. Dabei zeigte sich ebenfalls eine
Suppression der VPAC2-Genexpression.

Zusammenfassend bewiesen diese Studien erstmals eine krankheitsbedingte
Regulation eines G-Protein gekoppelten VIP-Rezeptors. Damit stellten sie den
Beweis fur eine Vielzahl jungster Vermutungen dar, die durch
genmodifizierende Strategien auf der tierexperimentellen Ebene eine
bedeutende Rolle von VIP-Rezeptoren bei entzindlichen Erkrankungen
postulierten. In dieser Hinsicht wurde zuerst im Rahmen der experimentellen

Arthritis auf eine mogliche krankheitsmodulierende Wirkung VIPs hingewiesen
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[Delgado, et al., 2001]. Dabei fuhrte die Gabe von VIP zu einer signifikanten
Abnahme der Inzidenz und Starke von Arthritiszeichen im Tiermodell mit einem
Ausbleiben von Knorpeldestruktionen und Gelenkschwellungen. Der Effekt VIPs
war ebenfalls mit einer Abnahme autoimmunologischer und entzindlicher
Komponenten verbunden, so dass ein potentieller therapeutischer Nutzen des
Mediators oder seiner synthetischen Analoga diskutiert werden kann [Delgado,
et al.,, 2001]. Neben dem Bereich der Autoimmunerkrankungen deuteten
ebenfalls tierexperimentelle Studien auf eine bedeutsame Rolle VIPs und seiner
Rezeptoren bezuglich der Pathogenese allergisch-entziindlicher Erkrankungen
hin [Voice, et al.,, 2002]. So wurde im Rahmen der Konstruktion VPAC2-
gendepletierter und VPAC2-transgener Mausstamme die differenzielle
Ausbildung allergischer Symptome auf der laborchemischen und funktionellen
Ebene untersucht, wobei der Effekt auf T-Lymphozyten im Vordergrund der
Untersuchungen stand.

VPAC2-gendepletierte Mause mit C57BL/6 Hintergrund zeigten dabei normale
Immunparameter unter physiologischen Bedingungen (Serum-
Immunglobulinkonzentrationen, Leukozytenspiegel, Milzzellzahlen). Eine
Hapten-evozierte kutane Uberempfindlichkeitsreaktion vom verzégerten Typ
fuhrte zu einer Zunahme der Symptome, wohingegen die Typ |-
Uberempfindlichkeitsreaktion vom Soforttyp bei gendepletierten Tieren
vermindert war [Goetzl, et al., 2001]. In weiteren tierexperimentellen Studien
wurde zur Aufschlisselung der Rolle des Rezeptors CD4+ T-Lymphozyten-

spezifische VPAC2-transgene C57BL/6 Mause hergestellt und untersucht.
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Dabei zeigte sich, dass durch die VPAC2-Induktion vermehrt Th2-spezifische
Interleukine wie IL-4 und IL-5 und weniger Th1-spezifische Mediatoren wie
Interferon gamma produziert wurden und VPAC2-transgene Tiere erhdhte IgE-
und IgG1-Spiegel sowie erhdhte Eosinophilenzahlen aufwiesen [Voice, et al.,
2001]. Zukunftige Studien zur Genexpression von VIP-Rezeptoren in humanen
T-Lymphozyten bei allergischen Erkrankungen wie der atopischen Dermatitis
oder allergischem Asthma bronchiale werden die Rolle von VPAC2 weiter

definieren konnen.
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4 Signaltransduktionsmechanismen

Eine Vielzahl molekularbiologischer Arbeiten konnte in den letzten Jahren einen
funktionellen Zusammenhang zwischen der Expression von Mediatoren wie VIP
und intrazellularen Signaltransduktionsmechanismen nachweisen. In dieser
Hinsicht konnte ein bidirektionaler Zusammenhang zwischen Mediatoren und
intrazellularen Mechanismen festgestellt werden, wobei auf der einen Seite
Mediatoren wie VIP ihre biologischen Effekte durch eine Vielzahl intrazellularer
Molekule bewirken und auf der anderen Seite diese intrazellularen
Signaltransduktionsmechanismen auch die Genexpression der Mediatoren
direkt beeinflussen konnen. Zu den mit VIP in Verbindung gebrachten
Signaltransduktionsmechanismen gehdren unter anderem die als ,Immediate
Early Genes* (IEG) bekannten Transkriptionsfaktoren c-Jun, C-Fos und c-Myc
[Delgado and Ganea, 2001], sowie andere ,Mitogen-activated protein kinase®
(MAPK)-abhangige Mechanismen wie Jak1/STAT1 [Delgado, 2003] oder auch
Nuclear Factor-kappa B [Delgado, 2002].

Aufgrund der postulierten Zusammenhange zwischen dem Mediator VIP und
dem intrazellularen System der JUN- und FOS-Proteine [Hisanaga, et al., 1993;
Mulderry and Dobson, 1996; Wang, et al., 2000], wurden die folgenden Studien

durchgefuhrt.
4.1 Expression von ,Immediate Early Genes* in sensiblen Ganglien®

Zur Charakterisierung der Expression der ,Immediate Early Genes® c-Jun und

c-Fos in sensiblen Ganglien, welche zu den Atemwegen projizieren, wurden in

47



dieser Arbeit erste Studien zur basalen Expression der IEGs in Meerschwein,
Ratte und Maus durchgeflihrt. Es konnte gezeigt werden, dass im Gegensatz
zu einer niedrigen Expression bei Maus und Ratte, in der Spezies Meerschwein
eine hohe Expression von c-Jun unter physiologischen, unstimulierten
Bedingungen vorherrscht. Dabei zeigten doppelimmunhistochemische Studien
eine Expression von c-Jun in 40.6 + 2.8 % PGP 9.5 —positiver Neurone im
Ganglion nodosum. Demgegenuber war c-Jun Expression in 51.6 + 2.1 % PGP
9.5 —positiver Neurone im Ganglion jugulare und in 46.4 + 3.0 % PGP 9.5 -
positiver Neurone im Ganglion trigeminale zu finden. Eine ahnlich hohe
Expression zeigte sich auch mit 42.5 + 1.3 % PGP 9.5 —positiver Neurone in

zervikalen Spinalganglien.

4.2 Expression von c¢-Jun in sympathischen Ganglien des
Meerschweinchens unter normalen Bedingungen und allergischer
Atemwegsentziindung °

In dieser Arbeit wurde die Expression von c-Jun in sympathischen Ganglien
unter normalen und den pathophysiologischen Bedingungen der allergischen
Atemwegsentzundung untersucht, wobei die Wahl der Spezies Meerschwein
aufgrund fruherer Beobachtungen zur grundlegenden funktionellen und

morphologischen Ahnlichkeit zwischen der humanen Atemwegsinnervation und

. D. A Groneberg, S. Wiegand, Q. T. Dinh, C. Peiser, J. Springer, A. Fischer. Expression of
immediate early genes in sensory ganglia. Neurochem. Res. 26(10):1113-1117 (2001).

°D. A. Groneberg, S. Wiegand, Q. T. Dinh, C. Peiser, A. Fischer. High basal expression of c-jun
in guinea pig sympathetic ganglia neurons. Lung 180(4):221-228 (2002).
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der des Meerschweinchen getroffen wurde [Kallos and Kallos, 1984; Kummer,
et al., 1992].

In allen untersuchten Tieren zeigte sich ein starkes neurochemisches Signal fur
c-Jun in einer Subpopulation von Neuronen des Ganglion stellatum, Ganglion
cervicale superius und Ganglion mesentericum superius. Die c-Jun-positiven
neuronalen Zellen wurden von nicht-neuronalen DAPI-positiven Zellen durch
Inkubation mit einem Antikdrper gegen das neuronale Markerprotein PGP 9.5
unterschieden, wobei die PGP  9.5-Immunreaktivitdt durch  ein
zytoplasmatisches Signal charakterisiert war. Demgegenitber flhrte die
Inkubation mit c-Jun-Antikérpern zu einer Immunreaktion mit Darstellung des
neuronalen Nukleus.

Die quantitative Doppelimmunfluoreszenz-Markierung fur c-Jun und PGP 9.5
zeigte unter normalen Bedingungen im Ganglion stellatum einen Prozentsatz
von 73.1 + 2.8 % PGP 9.5-positiver Neurone positiv fur c-Jun. Unter den
pathophysiologischen Bedingungen der allergischen Atemwegsentziindung
kam es nicht zu einer signifikanten Geninduktion von c-Jun (76.1 + 3.5 % PGP
9.5-positiver Neurone). Im Ganglion cervicale superius war ein prozentualer
Anteil von 78.4 £ 3.5 % PGP 9.5-positiver Neurone positiv fur c-Jun unter
basalen, physiologischen Bedingungen. Nach Allergen-Sensibilisierung und -
Provokation kam es ebenfalls nicht zu einem signifikanten Anstieg der
Prozentzahl c-Jun-positiver Neurone (82.6 + 4.6 % PGP 9.5-positiver Neurone).
Die Zahl c-Jun positiver Neurone im Ganglion mesentericum superius lag unter
basalen Bedingungen mit 59.5 + 5.0 % PGP 9.5-positiver Neurone deutlich

unter den Zahlen des Ganglion stellatum und Ganglion cervicale superius. Auch
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in diesem Ganglion, welches keine in die Lunge projizierenden Neurone besitzt,
fuhrte eine Ovalbumin-Sensibilisierung und —Provokation nicht zu einer c-Jun
Geninduktion (57.5 = 4.4 % PGP 9.5-positiver Neurone), so dass insgesamt in
den verschiedenen Ganglien keine signifikante Vermehrung c-Jun-positiver
Neurone bei allergischer Entziundung nachgewiesen werden konnte. Dies kann
auf dem fehlenden Ausschluss von Neuronen beruhen, die nicht in die
Atemwege projizieren, da in der vorliegenden Studie keine retrograde
neuronale Markierung (Tracing) durchgefihrt wurde. Bezlglich einer
neuronalen Interaktion von VIP und c-Jun im Rahmen der allergischen
Atemwegsentzundung mussen zukunftige Studien auf der tierexperimentellen
Ebene die Genregulation von VIP in atemwegsprojizierenden Neuronen
analysieren sowie mit der c-Jun-Expression korrelieren.

Flr adulte sensible Rattenneurone konnte in dieser Hinsicht gezeigt werden,
dass Reize wie eine periphere Axotomie zu einer Induktion von c-Jun- und VIP-
Genexpression fuhren [Mulderry and Dobson, 1996]. Studien in kultivierten
sensiblen Neuronen flhrten Uber eine Blockade der c-Jun-Expression durch
Antisense-Oligonukleotid-Mikroinjektion dabei zu der Erkenntnis, dass die VIP-
Genexpression durch c¢c-Jun induziert werden kann. Dabei spielen
mdglicherweise auch anderen Faktoren wie das cAMP-responsive Element
(CRE) eine Rolle [Mulderry and Dobson, 1996].

Neben der Induktion von VIP durch c-Jun ist auch umgekehrt ein Effekt von VIP
auf die c-Jun Expression moglich. So konnte fir T-Lymphozyten gezeigt
werden, dass die VIP-abhangige Inhibition der Interleukin 2-Synthese durch

eine VIP-induzierte Zunahme der JunB-Expression und Abnahme der c-Jun-
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Expression zustande kommt [Wang, et al., 2000].

Erst kirzlich wurde eine potentielle Rolle c-Juns bei der Entwicklung neuer
Ansatze zur Therapie allergisch entzindlicher Atemwegserkrankungen
postuliert [Leung, et al., 2002]. In dieser Hinsicht stellen sich neue Fragen
bezlglich des Zusammenhangs zwischen peptidergen Mediatoren wie VIP und
JUN-Proteinen in den Atemwegen und deren Bedeutung fir die Modulation

allergischer Erkrankungen.
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5 Zusammenfassung

Peptiderge Mediatoren sind neben ihrer Funktion bei der Aufrechterhaltung der
korpereigenen Homoostase unter physiologischen Bedingungen auch bei der
Regulation pathopysiologischer und pathobiochemischer Prozesse chronisch-
entziandlicher Erkrankungen maf3geblich beteiligt.

In der vorliegenden Arbeit wurde diese Rolle durch Untersuchung des
Expressionsprofils peptiderger Mediatoren und ihrer Rezeptoren unter normalen
Bedingungen charakterisiert und auf dieser Grundlage Veranderungen des
Mediatorstoffwechsels bei entzindlichen Erkrankungen erfasst. Aufgrund der
geringen Kenntnisse bezlglich der Rolle anti-inflammatorischer Mediatoren
wurde dabei insbesondere die Expression und Genregulation des Mediators
VIP und seiner Rezeptoren untersucht. Dabei wurden molekularbiologische
Methoden verwandt, um definierte Rezeptoren fir VIP und verwandte
Mediatoren in den Atemwegen und der Haut zu identifizieren. Im Anschluss
daran wurde anhand verschiedener entzundlicher Erkrankungen der oberen
Atemwege nachgewiesen, dass sich das peptiderge Mediatorprofil
krankheitsspezifisch @ndert und diese Subgruppen-spezifischen Anderungen
nicht als ein universelles Epiphanomen der Entzindungsreaktion zu sehen sind.
Ebenso konnte die Veranderung der Genexpression von Rezeptoren fur
peptiderge Mediatoren untersucht werden, wobei am Beispiel der Hypoxie die
Induktion eines in den Atemwegen exprimierten Rezeptors nachgewiesen
wurde. Am Beispiel der atopischen Dermatitis konnte dartber hinaus bewiesen
werden, dass die Expression von VIP-Rezeptoren im Rahmen einer

allergischen Erkrankung vermindert sein kann. Letztlich wurden ebenfalls mit
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VIP interferierende Transduktionsmechanismen untersucht, wobei die genauen
Interaktionen peptiderger Mediatoren mit diesen intrazellularen Molekulen im
Rahmen entzindlicher Erkrankungen noch aufzuschlisseln sind.

Die Ergebnisse der vorliegenden kumulativen Arbeit weisen in ihrer Gesamtheit
auf eine  wesentliche Bedeutung neurogener  Mediatoren  fur
pathophysiologische Mechanismen allergisch-entzindlicher Erkrankungen der
Atemwege und Haut hin und lassen zuklnftige therapeutische Ansatze auf

Basis neuro-immunmodulierender Mechanismen sinnvoll erscheinen.
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8 Erklarung

Hiermit erklare ich an Eides statt:

dass die vorgelegte Habilitationsschrift ohne fremde Hilfe verfasst, die
beschriebenen Ergebnisse selbst gewonnen wurden und die verwendeten
Hilfsmittel, die Zusammenarbeit mit anderen Wissenschaftlerinnen und
technischen Hilfskraften sowie die Literatur vollstandig angegeben sind;

dass mir die geltende Habilitationsordnung bekannt ist;

dass kein Habilitationsverfahren im Geltungsbereich des Grundgesetzes im
gleichen wissenschaftlichen Fach oder Fachgebiet friher durchgefihrt oder
bereits wiederholt wurde;

dass nicht gleichzeitig an anderer Stelle ein Habilitationsverfahren im gleichen
wissenschaftlichen Fach oder Fachgebiet durchgeflihrt wird;

dass kein staatsanwaltliches Ermittlungsverfahren gegen mich anhangig ist.

Berlin, den 3. September 2003
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