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. EINLEITUNG

1.1 Asthma bronchiale

Asthma bronchiale ist eine chronisch entzindlichkrdhkung der Atemwege, die
durch anfallsweise Atemnot mit exspiratorischemidstr und produktivem Husten
charakterisiert ist. Asthma lasst sich unterteilanallergisches (extrinsisches oder
atopisches) Asthma bronchiale, ausgelost durch rga@ierende Stoffe wie
Hausstaubmilbenkot oder Katzenepithel, und nicletrgisches (intrinsisches) Asthma
bronchiale, ausgeldst durch respiratorische Infektealgetika oder chemisch-irritativ
und toxisch wirkende Stoffe (Rochat, 2005).

Die Pravalenz dieser Erkrankung hat sich in dertdat 20 Jahren vor allem in den
Industrielandern fast verdoppelt. Bis zu 5 % devdBeerung sind betroffen. Dies ist
zum einen zurlckzufiihren auf genetische PradispogiCookson and Moffatt, 2000),
zum anderen auf Umweltfaktoren wie veranderte Hygiend Lebensstandard.

In diesem Zusammenhang wurden zwei Hypothesen stelje Die Umwelthypothese
postuliert, dass das gehaufte Auftreten von AlmEmgi auf vermehrte
Umweltverschmutzung zurtickzufiihren ist. Dagegemdpedie Hygienehypothese, dass
Umweltverhaltnisse in den ersten Lebensjahrenwiobtige Rolle fur die Entwicklung
des Immunsystems spielen. Die hygienischen Bedgurhaben sich im Laufe der
Jahre fortlaufend verbessert. Heutzutage haben inwesiger Kinder Kontakt zu
unreinen Oberflachen oder Gegenstanden, sodas8bivehrsystem nicht geférdert
wird. Auf Bauernhofen zum Beispiel, wo Kinder imekterem Kontakt zu ihrer Umwelt
stehen, treten Allergien seltener auf (Stracharg91%Riedler et al., 2001). In den
Industrielandern wird durch frihzeitige Gabe vontiBiotika bei banalen Infekten
haufig die normale Ausreifung des Immunsystems rdniiekt. FUr die Starkung der
Abwehrmechanismen ist es aber erforderlich, dassinkinder im Verlauf ihrer
Entwicklung an mehreren banalen Infektionen erkeankUberdies stillen weniger
Frauen ihre Kinder, wodurch dem noch nicht aus@ereilmmunsystem wichtige

Immunglobuline fehlen. Zusatzlich ist die Keimflodas Magen-Darm-Trakts, die von

-6-



der Ernahrung abhangt, flr demunologische Ausreifung bedeutsam. Gestillte Kind
zeigen eine andere Keimzusammensetzung im Darmicis gestillte. Zudem schutzt
Muttermilch vor der Entwicklung von Allergien (Odey al., 1999).

Die Exposition mit fremden Antigenen / Umweltantige im respiratorischen Trakt
verursacht normalerweise keine entziundliche Reakti®ie Schleimhaute der
Atemwege sind standigem Kontakt mit nicht-toxisclAenigenen ausgesetzt. Es kommt
hierbei nicht zur Ausbildung einer immunologischamwort. Um seine Gasaustausch-
Funktion ungestort beizubehalten und Antigene vieirmuinsystem fernzuhalten, besitzt
der Atmungstrakt Barrieren aus Schleimschichten wmekrzellularen tight junctions,
wie sie in der Abbildung 1A zu sehen sind. Die $ehhaut ist zwar fur Antigene nicht
vollkommen unpassierbar, es gibt allerdings aktivechanismen, die die
Immunantwort unterdriicken. Dazu gehoren digsZellen, die eine mogliche Antwort

des Abwehrsystems suprimieren. So entwickelt siocé €oleranz (Cohn et al., 2004).
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Abbildung 1: Unterschiedliche Reaktionen der Atemwge auf ein Allergen im Vergleich zwischen
Gesunden und Asthmatikern. A: Im Gesunden induziert das inhalierte Allergen inke
Entzindungsreaktion, weil Schutzmechanismen desuAgsiraktes eine Toleranzentwicklung sichern.
B: Bei Asthma férdern die entziindeten Atemwege eAméwort des Immunsystems. Das inhalierte
Allergen stimulierte weitere THZell-Aktivierung, die Aktivierung von Entzindungdien, die
Freisetzung von Entziindungsmediatoren und den gamer von Epithelzellen; auRerdem werden
Entziindungsvorgange aufrechterhalten und die Ategawemgebaut. (Nach: Cohn et al.: Asthma:

Mechanisms of Disease Persistence and Progregsion. Rev. Immunol. 2004, 22: 789-815)

Wird jedoch durch das inhalierte Antigen keine Tale induziert, kommt es zur
Ausbildung einer Immunantwort. Dabei spielen did.yfaphozyten, vor allem die
CD4'T-Helfer-Zellen (Th-Zellen) eine entscheidende BolWie in Abbildung 1B
gezeigt wird, kommt es durch direkten Kontakt vamZellen mit dem Antigen oder
durch Kontakt mit antigen-prasentierenden dendhgs Zellen zur Sekretion von
Zytokinen aus den Th-Zellen. Nach dem Zytokin-Mustenterscheidet man 3

verschiedene Populationen von Th-Zellen, die sigblain stimulieren und gegenseitig

inhibieren: Th-Zellen produzieren vornehmlich IFW-, TNFa und IL-2, wahrend

Thy-Zellen hauptsachlich IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-13ind GM-CSF synthetisieren
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(Mosman et al., 1986; Paul et al., 1994). DiesddreiSubpopulationen entwickeln sich
aus einer gemeinsamen Vorstufe, dep-Zeélle. Wird diese ThZelle, die in der
nachfolgenden Abbildung 2 dargestellt ist, mit hoAdlergendosen und IL-12, IL-18
oder IFN-gamma aus aktivierten dendritischen ZelleirLymphozyten oder
Makrophagen stimuliert, differenziert sie sich zurh;-Zelle und vermittelt
Entztndungsreaktionen (Hsieh et al., 1993). Zumitidung der Th-Zelle, die fir
allergische Reaktionen verantwortlich ist, kommtiesAnwesenheit von niedrigen
Allergendosen und IL-4 aus T-Lymphozyten, Mastzellmd Eosinophilen (Schmitt et
al., 1990; Kung et al., 1995; Zuany-Amorim et 4098). Schlief3lich induziert IL-10
die Differenzierung der TZelle zur Th-Zelle, die selbst IL-10 und TGF-I3 produziert
und so anti-inflammatorisch und regulatorisch wifRa nun diese drei verschiedenen
Effektorzellen ebenfalls Zytokine produzieren, Ipdlessen sie auf diese Weise die

Differenzierung der TfZelle zur jeweiligen Effektorzelle (Parronchi &t 4992).
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Abbildung 2: Die Differenzierung der Thy-, Th,- und der Ths-Zelle aus einer gemeinsamen

Vorstufe, der The-Zelle. Abhéangig von den Zytokinen, die die gtBelle stimulieren, entwickeln sich die
verschiedenen Th-Zellen mit ihrem spezifischen KiytMuster und ihrer spezifischen Wirkung. (Nach:
Hahn: Die Rolle von IL-4 und IL-13 in Maus-Modelléir allergische Erkrankungen, Dissertation 2003)

Beim allergischen Asthma bronchiale findet sich Bimgleichgewicht von Th und

Thy-Zellen, wobei die CD4Th,-Zelle tiberwiegt. Von der THZelle wird angenommen,



dass sie bei der Entstehung und Progression deartkting eine wichtige Rolle spielt.
Dies ist darauf zurlckzufiihren, dass bei Asthmatikdie Th-Zellen chronisch
aktiviert sind und zusatzlich die Anzahl der,4Zellen und auch die von dieser Zellart
synthetisierten Zytokine v.a. IL-4, IL-5, IL-9 und-13 erhéht sind (Corrigan et al.,
1988; Walker et al., 1991; Huang et al., 1995),-Zéllen sind verantwortlich fir die
Ausbildung der typischen Merkmale des Asthma braiehwie Allergen-induzierte
Entzindung mit Eosinophilie, Aktivierung von Madter, IgE-Produktion,
Atemwegshyperreaktivitat und tbermaRige Schleimpktdn (Lee et al., 1997; Rankin
et al., 1994; Temann et al., 1998; Zhu et al., 1999

Die asthmatische Entziindungsreaktion ist eine Uiefiadlichkeitsreaktion vom Typ
1 und lasst sich in eine friihe und eine spate Phiaseilen (siehe Abbildung 3). Die
Frih-Phase-Reaktion beginnt mit dem Einatmen detergdns, welches die
Schleimhautbarriere durchdringt und von einer Aenigrasentierenden Zelle
aufgenommen wird (Holt et al., 2000). Diese demstiite Zelle wandert in die
drainierenden Lymphknoten und prasentiert doraikfigearbeitetes Antigen den T- und
B-Lymphozyten Uber eine Interaktion zwischen MH@md T- bzw. B-Zell-Rezeptoren
in Gegenwart co-stimulatorischer Zytokine (Huh ket 2003). Dabei kommt es durch
IL-4 und IL-13 zum Isotypenwechsel der B-Zellen zugE-produzierenden

Plasmazellen (Busse et al., 2001). Nachdem dadr&gesetzt wird, gerat es in den

Blutkreislauf und bindet dort an den hoch-affinegEdRezeptor (Fc RI) auf der

Oberflache von gewebsstandigen Mastzellen und basopGranulozyten. AulRerdem

bindet es an den schwach-affinen IgE-Rezeptoe (Rd) auf der Oberflache von

Lymphozyten, eosinophilen Granulozyten, Makrophagath Thrombozyten. Kommt es
nun zu erneutem Kontakt der Mastzelle mit dem glecAntigen, fuhrt dies zu einer
Kreuzvernetzung der zellstdndigen Antikorper unel delle wird zur Freisetzung ihrer
Granula angeregt. Diese Granula enthalten einezatélan Entztindungsmediatoren
wie Histamin, Bradykinin, Tryptase, Chymase, Eicusde und ThZytokine (Jarjour
et al., 1997; Wenzel et al., 1988). In Folge komestzu Kontraktion der glatten
Muskulatur, Schleimsekretion, Vasodilatation undstiit von Plasma aus den Gefalien
in die Zellzwischenraume. Dies fihrt zu Atemwegs$alidion und den typischen

Symptomen beim Asthmaanfall (Bousquet et al., 2000)
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Abbildung 3: Allergische Reaktion. Antigene werden von Antigen-prasentierenden Zeliem T-und B-

Zellen prasentiert Nach erneutem Kontakt des Ansgmit IgE kommt es zur Kreuzvernetzung der
Effektorzelle und zur Degranulation. Die freigesetzMediatoren flihren zur allergischen Sofortremakti
Gleichzeitig werden Interleukine von den Effektdieme gebildet, die die allergische Reaktion
aufrechterhalten und sogar verstarken. Ferner fhegsen die Interleukine verschiedene Zellarter, di
wiederum Chemokine und Adhéasionsmolekile exprimies@d so die Spatphase-Reaktion und die
chronische allergische Entziindung bewirken. (Nadahn: Die Rolle von IL-4 und IL-13 in Maus-

Modellen fir allergische Erkrankungen, Disserta®33)

Durch die Freisetzung von entzindlichen Zytokines Blastzellen kommt es zur Spat-
Phase-Reaktion, die erst einige Stunden nach Alhexgposition beginnt. Sie ist
gekennzeichnet durch Rekrutierung und Aktivierummm \eosinophilen Granulozyten,
Thy-Zellen, Makrophagen und neutrophilen Granulozy{@ousquet et al., 2000;
Rothenberg et al., 1998). Eine zentrale Rolle spidélierbei die Eosinophilen, flr deren
Aktivierung v.a. Th-Zytokine (IL-4, IL-5, IL-9 und IL-13) von Bedeutgnsind. Sobald

die Eosinophilen die Lunge erreichen, setzen sie Nhediatoren frei, u.a. major basic
protein, eosinophil cationic protein, eosinophilrgpedase, Zytokine wie TN,

GM-CSF, IL-4, IL-5, IL-13, Chemokine wie RANTES umltbtaxin und platelet derived
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growth factor (Rothenberg et al., 1998). Diese &t bewirken eine Verletzung des
Gewebes, stimulieren die Mukusproduktion und Fiemesig und induzieren

Bronchospasmus und Atemwegshyperreaktivitat. Aufard werden weitere

Eosinophile rekrutiert und aktiviert. EosinophileraBulozyten haben folglich eine
Schlusselrolle in der Aufrechterhaltung und Progjas des Asthma bronchiale. Uber
Zytokinproduktion kommt es zur Progression der Bntung und Aktivierung von

Thy-Zellen. Durch die Stimulation der subepithelial&mbroblasten beginnt der
strukturelle Umbau (Rothenberg et al., 1998; Mattesl., 2002; Shi et al., 2000).

Morphologische Verdnderungen der Atemwege, dasnsogege airway remodeling,
sind Folge dieser Gewebsverletzungen und EinwirkwmgEntzindungsmediatoren auf
Gewebszellen. Vor allem das Epithel der Atemwede visrletzt und entzindet
(Ricciardolo et al., 2003). Ungewiss dessen, olistien viraler oder bakterieller Infekt
das Epithel geschadigt hat oder die Zytokine derZillen und der Eosinophilen, so
finden sich in der Umgebung des Epithels Entzindomegliatoren, die von
Eosinophilen, Mastzellen und Lymphozyten gebildetrden. Zum einen schadigen
diese Zytokine die Epithelien, zum anderen kommgze<ytokinfreisetzung aus den
Epithelzellen, darunter IL-8, GM-CSF, RANTES (Whi¢ al., 1997). Dies hat zur
Folge, dass neutrophile Granulozyten, Makrophagehdendritische Zellen rekrutiert
und aktiviert werden und das Uberleben der Eosi@phverlangert wird. Ferner
werden Endothelin-1, Endothelin-2 und TGF-B1 audgéset (Tschumperlin et al.,
2003; Fagan et al.,, 2001). Auf diese Weise kommtzes Interaktion zwischen
Epithelzellen, glatten Muskelzellen und Fibroblastedie hyperplasieren und
hypertrophieren. Auch finden sich vermehrt Myofibliassten, die eine kontraktile und
eine synthetisierende Komponente besitzen. Diehsyisthe Komponente dient der
Produktion von Proteinen fur die extrazellulare Nat

Die Funktion dieser extrazellularen Matrix und @Gewebszellen ist die Reparatur von
beschadigtem Gewebe. In diesem Reparaturprozessikemzu einer Verdickung der
bronchialen Wéande durch Infiltration der Bronchihleimhaut mit eosinophilen und
neutrophilen Granulozyten, Mastzellen, T-Lymphonyte (Thy) und
Entzindungsmediatoren (Laitinen et al., 1997). Dareesultiert eine Einengung des
Lumens, welche zusatzlich durch den Mukus verstarkd, den die hypertrophierten
Becherzellen und metaplasierten Epithelzellen mimtan (Homer et al., 2000; Roberts
et al., 1997; Black et al., 1997; Cohn et al., J9%hterhalb der Basalmembran findet
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sich zudem eine Ablagerung von Fibronektin, Temasaid Kollagen Typ |, Il und V,

das v.a. von den Myofibroblasten produziert wir@rrfer ist in der extrazellularen
Matrix der Gehalt an Proteoglykanen, Hyaluronsaurd Glukosaminglykanen erhoht
(Roberts et al., 1997; Roche et al., 1989; Awadi.etl998; Chu et al., 1998; Wilson et
al., 1997; Brewster et al., 1999). AuRerdem tiitieeverstarkte Dilatation der Gefalde

auf, die mit erhohter Permeabilitat und konsekuti@gemen einhergeht (Homer et al.,
2000).

Abbildung 4: Strukturelle Veréanderungen des Bronchalsystems im Asthma. Hypertrophierte
Bronchialmuskulatur, hyperplastische Becherzelled 8chleimdriisen und Infiltration der Schleimhaut
durch eosinophile Granulozyten fiihren zu Einengules Lumens. (Nach: Church, Arion: Simply

Allergy)

Aus den oben genannten strukturellen Veranderungender Entziindung erfolgt die
Atemwegshyperreaktivitdt (AHR). Sie ist definiels &ine verstarkte Antwort in Form
von Bronchokonstriktion auf unspezifische Reize 8ltey et al., 1982). Diese
Veranderungen wie Epithelverletzung, Einengungldesens durch Mukusproduktion
und verstarkte Kontraktion der glatten Muskelzelkpielen bei der Entstehung der

AHR eine entscheidende Rolle. Zuséatzlich finderh siermehrte Ablagerung von
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Kollagen, Stérung in der neuronalen Regulation, kuise Permeabilitdt und

verschiedene Entziindungsmediatoren (Cockcroft,et297).

Alle diese strukturellen Veranderungen und sogarkttzindung kénnen schon Jahre
vor Auftreten der asthmatischen Symptomatik gefanaeerden (Pohunek et al.,

2000). Atemnot und Husten treten wahrscheinlicht @msErscheinung, wenn ein

kritischer Punkt im airway remodeling erreicht ist.

1.2 Fibroblasten und Myofibroblasten

Fibroblasten sind mesenchymaler Herkunft und gehéue Familie der Supportzellen.
Man findet sie im Bindegewebe. Das Hauptprodukt Flbroblasten ist das Kollagen,
v.a. Typ I, lll und V, das zusammen mit Proteoglyda die extrazellulare Matrix
bildet. Aul3erdem werden Metalloproteinasen exprithidie die extrazellulare Matrix
auf- und abbauen bzw. umbauen (Knight et al., 200¥pr allem nach
Gewebsverletzungen spielen Fibroblasten eine wgehiRolle. Gewebsschadigung ist
ein Stimulus fur Fibroblasten, zu proliferieren ui&rbengewebe zu produzieren,
wodurch sie die Reparatur des Gewebes einleiteferdiigs kann nach langer
dauernden Entziindungsreaktionen Fibrose auftreten.

Neben ihrer Funktion als strukturelle Zellen kommigren Fibroblasten mit Zellen
ihrer Umgebung, darunter Epithelzellen und Entzinggduellen (Doucet et al., 1998),
Uber Expression verschiedener Zytokine wie IL-1utdé&ophine, TGF-31 und platelet
derived growth factor (PDGF) (Kovacs et al., 19®Gowan et al., 1992). In diesem
Zusammenhang ist TGF-R1 von grofRer Bedeutung (Teknetsal., 2002; Shakar et al.,
1999; Bogatkevich et al., 2001; Serini et al., 1,998gina et al., 2001), der uber die
Integrinfokaladh&sionskinase-Signalkaskade wirkbafinickel et al., 2003). TGF-31
wirkt stark chemotaktisch auf Fibroblasten und\a&ti sie zur Proliferation. Ferner
fordert er die Fibronektin- und Kollagensynthesd urduziert die Differenzierung von
Fibroblasten zu Myofibroblasten Uber den Smad3-\(&agco et al., 1992; Phan et al.,
2002; Feng et al., 2005; Phan 2008). Ahnliche Eéfdkat NGF aus der Gruppe der
Neurotrophine. NGF induziert sowohl Aktivierung asch Proliferation und verstarkt
zudem die Kontraktion der Myofibroblasten (Micera a., 2001). Myofibroblasten
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haben strukturelle Merkmale sowohl von Fibroblastats auch von glatten
Muskelzellen (Walker et al., 2001). So synthetesnesie Proteine fur die extrazellulare
Matrix und besitzen auch kontraktile Elemente wigosin und alpha smooth-muscle
actin zum Kontrahieren (Brewster et al., 1990).Gmegensatz dazu inhibiert IL-1 diese
Prozesse wie Differenzierung zu Myofibroblasten,rstékte Kontraktion und
Kollagendeposition. Vielmehr induziert es die NOayase und fordert auf diese Weise
die Apoptose (Zhang et al., 1997).

1.3 Neurotrophine und ihre Funktionen

Neurotrophine sind eine Klasse homologer Wachstakbafen, die zunéchst nur in
Zusammenhang mit dem Nervensystem zu stehen sahiBogt sind sie essentiell fur
dessen Entwicklung und regulieren Uberleben, Taet @idfferenzierung von Neuronen
wahrend der embryonalen und postnatalen Phase-Klevialcini et al., 1995; Lewin
et al., 1996). Allerdings wurde auch ein Einflugs tleurotrophine auf nichtneuronale
Gewebe beschrieben. So ibernehmen sie als Wachstnohdé)berlebensfaktoren eine
wichtige Funktion in der Aktivierung von nichtnewaden Zellen, ihrer Proliferation
und der Zellreparatur nach Zellschadigung (Nocldtex., 2005).

Neurotrophine werden in vielen verschiedenen Zedlty exprimiert und von diesen
ausgeschuttet, wie in Abbildung 5 zu sehen ist. dlesen Zellen gehdren neben
Nervenzellen Entzindungszellen wie T- und B-Lymptea (Ehrhard et al., 1993),
Mastzellen (Nilsson et al., 1997), Eosinophile (Babn et al., 1998), Basophile,
Neutrophile und Monozyten / Makrophagen (Ehrhardlet 1993). Auch strukturelle
Zellen wie Epithelzellen (Fox et al., 2001), Endddellen, glatte Muskelzellen (Freund
et al., 2002) und Fibroblasten (Olgart et al., 20@ihnen Neurotrophine bilden.
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Abbildung 5: Bidirektionale Interaktion von Neurotr ophinen und unterschiedlichen Kérperzellen.

Es findet sich eine gegenseitige Beeinflussungaveis den vier verschiedenen Neurotrophinen und den
unterschiedlichen Korperzellen wie Nervenzellen,miimzellen und strukturellen Zellen. (Nach:
Nockher, Renz: Neurotrophins in clinical diagnostipathophysiology and laboratory investigation.
Clinica Chimica Acta 2005, 352: 49-74)

Es gibt mindestens vier verschiedene NeurotroplBF (brain-derived neurotrophic
factor) (Barde et al., 1987), NGF (nerve growthtdac(Levi-Montalcini et al., 1995),
NT-3 (neurotrophin-3) (Hohn et al., 1990) und N'B-4heurotrophin-4/5) (Hallbook et
al., 1991). Sie stimmen in Uber 50 % ihrer Amin@s&aquenzen Uberein.

Alle Neurotrophine werden als Vorstufen mit einenol&kulargewicht von 31 - 35
kDa gebildet und proteolytisch in die biologisch tia&k Form mit einem
Molekulargewicht von 13 - 15 kDa aufgespaltet, dieschlieend mittels nicht-
kovalenter Bindung homodimerisieren (NockherlgtZz003) .

NGF z.B. ist ein komplexes Protein aus alpha-,-beta gamma-Untereinheiten (Bax
et al.,, 1993). Ausschlie3lich die beta-Einheit gt die biologische Aktivitat von
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Bedeutung (Fahnestock et al., 1991). Zunachst &irdPra-Pro-NGF gebildet, welches
in Pro-NGF und schliel3lich in das aktive NGF umgeadt wird (Chao et al., 2002).
Die Dbiologischen Effekte der Neurotrophine héngemn vdem jeweiligen
Neurotrophinrezeptor ab. Alle Neurotrophine bindeit gro3er Affinitat und Spezifitat
an Rezeptoren der Familie der Tyrosinkinasen (alngekrk A, B, C). Diese befinden
sich auf der Oberflache von Zellen des Nervensystamurf strukturellen Zellen und auf
anderen nichtneuronalen Zellen des Immunsystemsdeacendokrinen Systems. Wie
Abbildung 6 zeigt, bindet NGF an Trk A, BDNF und M5 binden an Trk B und NT-3
bindet an Trk C (Wiesmann et al., 1999). Durch Bimgl der Neurotrophine an den
jeweiligen Rezeptor kommt es zur Dimerisierung eerazellularen Domanen, die zu

einer Aktivierung von Kinasen und Phosphorylierumg Zellinneren fuhrt. Dies

induziert G-Proteine wie Phospholipasey C Phosphatidyl-lnositol-3 Kinase und

Proteinkinase C. Uber diese verschiedenen Tranisthskiege wird schlieRlich die

Transkription im Zellkern beeinflusst. ZellwachstunAusdifferenzierung und

Uberleben werden auf diese Weise gefordert, Apeptizgiegen verhindert. Es kommt
zur Ausschittung von Zellmediatoren und die Errelghia von Nervenzellen wird

erhoht (Kaplan et al., 1991).

NGF BDNF
NT-3 N4 NGF NT-4  NT-3
O 0
$ s =
| ]
p75 TkA  TkB  TkC

Low—affinity

binding High—affinity binding
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Abbildung 6: Neurotrophine und ihre Neurotrophinrezeptoren. Alle vier Neurotrophine binden an
den niedrigaffinen Neurotrophin-Rezeptor p75. Fetdniedet NGF an den hochaffinen Neurotrophin-
Rezeptor Trk A, BDNF und NT-4/5 binden an den hdithen Neurotrophin-Rezeptor Trk B und NT-3
bindet an den hochaffinen Neurotrophin-Rezeptor Cri{Nach: Nassenstein et al.: The neurotrophins
Nerve Growth Factor, Brain-derived Neurotrophic teac Neurotrophin-3 and Neurotrophin-4 are
survival and activation factors for eosinophilgatients with allergic bronchial asthma. J Exp N2€@3,
198: 455-67)

Zusatzlich binden alle Neurotrophine mit geringekéfinitat an einen Rezeptor aus der
Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptorfamilie mit der Beheicng p75™ (Chapman et al.,
1995). p78™ ist ein 75-kDa groRes transmembrandses Glykoprdteueber et al.,
1986). Durch Bindung der Neurotrophine an den “p75 dimerisieren die

extrazellularen Domanen und aktivieren so intra@le Proteine wie Proteinkinase C

und NFx B, die zu Uberleben fiihren. Ferner zeigt Abbilduhgaber auch einen

weiteren Transduktionsweg, Uber den es zum Zelbmdmt (Chao et al., 2003).

NGF
| | p 75
Cytoskeleton . .
Assembly Rho A Sphingomyelinases
SC1 t Ceramides
Rac-1
NRAGE TRAK 6 1
NADE IRAK | i
NRIF RIP-2 |
1 c-jun
PKC 1 l
1 Caspase-9
NF-«xB Bad / Bax
Cytochrome C
Arrest of cell cycle Cell survival Apoptosis

Abbildung 7: Die Signal-Transduktions-Kaskade des @5-Neurotrophinrezeptors. Bindet NGF an
den Neurotrophinrezeptor p75, induziert es einen@idransduktions-Kaskade, die Uber verschiedene
second messenger zu unterschiedlichen Effektenzeidistillstand, Zelliberleben oder Apoptose fuhrt.
(Nach Frossard et al.: NGF and its receptors in asthnm@ iaflammation. European Journal of
Pharmacology 2004, 500: 453-465)
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Neurotrophine spielen nicht nur eine wichtige Rdheneuronalem Wachstum und
Uberleben, sondern finden sich auch in erhohterzkotration bei Entziindungen. Bei
Patienten mit chronisch entzindlichen Erkrankungdgr Atemwege wie dem
allergischen Asthma bronchiale werden erhdhte WasteNeurotrophine in Serum und
bronchoalveolarer Lavage gefunden (Bonini et &96t Olgart-Hoglund et al., 2002).
Bereits kurze Zeit nach Allergenprovokation kommst zim deutlichen Anstieg der
Neurotrophin-Spiegel (Virchow et al., 1998). Nelagr konstitutiven Neurotrophin-
Synthese der strukturellen Zellen wie Epithelzelleglatte Muskelzellen und
Fibroblasten bilden in Entziindungsprozessen v.azilBdungszellen wie T- und B-
Lymphozyten, Makrophagen und Mastzellen NeurotnophiDabei beeinflussen die
Neurotrophine das Nervensystem, was auch neurdPlaltizitat genannt wird. Ihr
Einfluss auf das Immunsystem wird als immunologesBlastizitat bezeichnet.

Die immunologische Plastizitat beschreibt die Veemngen der immunologischen
Eigenschaften, zu denen Zellwachstum, Zelldiffereming, Uberleben der
immunologischen Zellen, Synthese und Sekretion rih#ytokine und ihre

Sensibilisierung fur aktivierende Reize gerechnetden.

Dagegen ist die neuronale Plastizitait durch sessgi Uberempfindlichkeit
(Hyperreaktivitdt) der sympathischen, parasympelida und sensorischen
Nervenzellen wahrend entzindlicher Prozesse gekeinet. Die Folge ist eine
Induktion der Expression von Neuropeptiden und Neansmittern wie Substanz P,
Neurokinine A und B und Acetylcholin. Diese bewink€nhemotaxis und Aktivierung
von Entzindungszellen wie eosinophilen und neuttephGranulozyten, Mastzellen,
T- und B-Lymphozyten und Makrophagen, die in Falgge Schleimhaut der Bronchien

infiltrieren. Ferner kommt es zur Produktion préanimatorischer Zytokine wie IL-1

oder TNFa , die wiederum in die Entwicklung der T-Lymphozyteimgreifen und so

auch den Isotypenwechsel von B-Lymphozyten zu Igithpzierenden Plasmazellen
veranlassen (Braun et al., 1999). Auch verstarkesednflammatorischen Zytokine wie
auch Transforming-Growth-Factor betal (TGF-[31) Egpression und Sekretion von
Neurotrophinen (Olgart et al., 2001). Diese habeésdarum Einfluss auf strukturelle
Zellen wie Fibroblasten und glatte Muskelzellen wakdivieren sie zu Migration und
Kontraktion (Micera et al., 2001). AuRerdem findetich eine verstarkte
Schleimproduktion, erhdhte Konstriktion der glattgluskulatur in den Atemwegen,
Atemwegsentziindung und Plasmaexudation, was zu @uédimrt. Daraus resultiert
eine Bronchokonstriktion und Atemflusslimitation,asv die typischen Kklinischen
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Symptome des Asthma bronchiale hervorruft (Nockdtexl., 2003). Somit beeinflussen
Neurotrophine als Wachstumsfaktoren die Neuropsptithese und umgekehrt
regulieren Neuropeptide und Neurotransmitter dieurgophinsynthese. Diese
bidirektionale Interaktion zwischen Nerven- und lomaystem wird als neurogene
Entzindung bezeichnet (Renz et al., 2001).

Das komplexe Zusammenspiel zwischen Nervensysteth lonmunsystem und die
Rolle der Neurotrophine als Wachstums- und Differemungsfaktoren darin ist trotz
einiger weniger Erkenntnisse kaum verstanden und wicherlich in Zukunft mehr
Aufmerksamkeit auf sich ziehen, da eine wichtigéldRder Neurotrophine in chronisch

entzundlichen Erkrankungen zu vermuten ist.

Neurotransmitter A

Sensory Signal Transmissioh
Innervation| ™ Activation Tresholdl
Neuronal |NGF v
.. BDNF
Plasticity | yT1.3 .
B Other Airway Hyper-
Iineraieny responsiveness

ImmunologicalNGF Differentiation and
Plasitcigty BDNF > Immune Cells —»

NT-3 Survival

v

Amplification of Th-2

Airway

Inflammation

Abbildung 8: Neurotrophine modulieren die neuronale und immunolgische Plastizitat in
allergischer Lungenentziindung. (Nach: Nockher, Renz: Neurotrophins in inflammgtiong diseases:
modulators of cell differentiation and neuroimmunteractions. Cytokine and Growth Factor Reviews
2003, 14: 559-578)
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. FRAGESTELLUNG

2.1 Fragestellung

Chronische Lungenerkrankungen wie das Asthma bralechsind schwere
Erkrankungen mit steigender Pravalenz und daheremdemiologischer Bedeutung.
Durch funktionellen und strukturellen Umbau wirdsdaungengewebe im Asthma
bronchiale irreversibel geschadigt. Das Immunsysatech auch das Nervensystem sind
in die Pathomechanismen dieser Erkrankung invdlviggide interagieren miteinander
Uber verschiedene Mediatoren, zu denen auch dieoephine zahlen. Neurotrophine
spielen aber nicht nur eine wichtige Rolle in detviicklung und im Uberleben von
Neuronen, sondern sind auch bedeutend fir die &ktimg, Differenzierung und das
Uberleben von Immunzellen. Darliber hinaus schesieauch Einfluss auf strukturelle
Zellen wie Epithelzellen und Fibroblasten / Myobtibfasten zu haben.

Beim Asthma bronchiale finden sich vermehrt Fibasibén und auch Myofibroblasten.
Zusatzlich werden erhohte Neurotrophin-Spiegelen dtemwegen von Asthmatikern
gemessen. Aus diesem Grunde beschaftigt sich diegende Arbeit mit dem Einfluss
der Neurotrophine auf pulmonale Fibroblasten undofilyoblasten und untersucht

folgende Arbeitshypothesen bzw. Fragen:

* Wie unterscheiden sich Fibroblasten und Myofibretda im Hinblick auf ihre
Neurotrophin- und Neurotrophinrezeptor-Expression?

» Lassen sich Unterschiede im Stoffwechsel von Filasibn und Myofibroblasten
feststellen und nehmen Neurotrophine am Stoffwddbge

* Gibt es Unterschiede in der Proliferation zwischdfibroblasten und
Myofibroblasten und sind Neurotrophine daran bl

* Fibroblasten und Myofibroblasten unterscheiden sitinsichtlich ihrer
Morphologie. Haben Neurotrophine Einfluss auf dieffddenzierung von

Fibroblasten zu Myofibroblasten?
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lll. MATERIAL UND METHODEN

3.1 Zellbiologische Methoden

3.1.1 Fibroblasten-Linie

MLg-Zellen = MLg 2908 (Promochem)
Fibroblasten aus der Lunge einer Maus (Mus musgulus

Geliefert im gefrorenen Zustand in einer Ampullé inml Zellen

3.1.2 Auftauen gefrorener Fibroblasten

Die Ampulle mit den gefrorenen Zelllinien der Fibtasten wurde im flissigen
Stickstoff aufbewahrt. Die Zelllinien wurden im 3T warmen Wasserbad aufgetaut
und die Ampulle anschlieend zur Desinfektion in %0 Ethanol getaucht. Unter
sterilen Bedingungen wurde die Zellsuspension ime er-25-Flasche mit Medium
Uberfuhrt und im Brutschrank unter optimalen Bedimgen bei 37 °C und 5 % GO

inkubiert.

Medium

Earle’s MEM (minimal essential medium) (PAA) + 10M8S (heat-

inactivated fetal calf serum) + 1 % NaPyruvat + N&®AA + 1 % HEPES + 1 %
Glutamat + 1 % PenStrep

Gefriermedium
Kulturmedium 95 % + DMSO (Dimethylsulphoxid) 5 %
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3.1.3 Isolierung von priméren Fibroblasten aus der

Lunge

Mause vom Stamm FVBN wurden 30 min vor der Praparanit 50-100 pl Heparin
i.p. heparinisiert. Anschlie3end wurden die MauseKetamin / Rompun betdubt und
bluteten aus. Eine BronchoAlveolarLavage mit 3 gt Spulen der Lungen mit PBS
wurde durchgefuhrt. Danach folgten die Entfernuegldungen und ihre Aufnahme in
PBS. Mit einer Rasierklinge wurden die Lungen iaitké Stlicke geschnitten und in 30
ml 0,5 % Trypsin / EDTA aufgenommen. Die im TrypsirEDTA geldsten Zellen
wurden 30 min lang bei 37 °C im Bakterienschitgerihrt. Im Anschluss wurde die
Zellsuspension mit einem Sieb filtriert und aufraDmit PBS oder Medium aufgefillt.
Nun zentrifugierte man die Zellsuspension bei 3@min lang. Der Uberstand wurde
verworfen, die Zellen in 10 ml Medium aufgenommerd wieder 5 min bei 300 g
zentrifugiert. Die Uberstande wurden nochmals vefag die Zellen in 5 ml Medium
aufgenommen und in eine T-25-Flasche mit Filterdedkberflihrt. Es folgte die
Inkubation der Zellen bei 37°C und 5 % giber Nacht.

Medium
DMEM high Glucose PAA + 10 % FCS + 1 % HEPES + Gtgtamin + 1 %
PenStrep / Antimykotika + 1 % NEAA

PBS (Biochrom AG)
Dulbecco, instamed 9,55 g / I, w / o ¢aMg?

3.1.4 Kultivierung von Fibroblasten

Adhérente Fibroblasten wurden unter optimalen Wachsbedingungen bei 5 % GO
und 37 °C im Brutschrank kultiviert. Sobald der Badeiner T-75-Flasche konfluent
war (dies wurde unter dem Mikroskop festgestelityyden die Zellen 1:3 umgesetzt.

Hierzu kippte man den Uberstand weg und spultedigirenten Zellen mit 25 ml PBS.
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Anschliel3end gab man 6 ml Trypsin hinzu, um dideteVom Flaschenboden zu l6sen.
Sobald die Zellen in der Losung schwammen, wurdéh rhl Vollmedium

hinzugegeben, um das Trypsin zu stoppen. Die g#ldaellen wurde dann in zwei 15
ml-Tubes umgefillt und bei 209 g 5 min lang zeogiért. Der Uberstand wurde
weggekippt und das Zentrifugat in 10 ml Medium a&lifigt. Aus diesen Losungen
wurden dann jeweils 3,3 ml Zellen in neue T-75-€thesn Uberfuhrt, in die zuvor 25 ml
Vollmedium pipettiert wurden. Im Anschluss wurdere dFlaschen im Brutschrank

inkubiert.

Vollmedium
Earle’s MEM (PAA) + 10 % FCS + 1 % HEPES + 1 % NEAA % NaPyruvat
+ 1 % Glutamat + 1 % PenStrep

3.1.5 Stimulation von Fibroblasten mit TGF-31

In einer konfluenten T-75-Flasche wurden Fibrold@astie oben beschrieben aufgelost.
Zwei 12-well-Platten wurden mit jeweils 2 ml in Math geldsten Zellen / well benetzt
und Uber Nacht inkubiert. Am néchsten Tag tausetae 2 ml Volimedium gegen 2 ml
Ersatzmedium aus. Die Zellen wurden nochmals tlaehNinkubiert.

Am 3. Tag wurden die Zellen einer der beiden 12HR&tten mit TGF-B1 stimuliert.
Fur die Stimulation wurde Ersatzmedium mit Zugaben vTGF-RB1 in einer
Konzentration von 20 ng / ml angesetzt. Anschliel3emurden jeweils 2 ml
Ersatzmedium gegen 1 ml Ersatzmedium + TGF-31 awesdeselt. Die andere 12-well-
Platte wurde nicht stimuliert und diente als Kolgrappe. Hierbei wurden lediglich 2
ml Ersatzmedium gegen 1 ml Ersatzmedium ausgetausch

Am 4., 5., 6. und 7. Tag- also nach 24 h, 48 hh Tdd 96 h wurden die Zelliberstande
fur die nachfolgenden ELISA’s abgenommen. Die Zefimmgegen wurden in je 350 pl
RLT-Puffer / well aufgelost und ihre DNA und RNArfdie spater durchzufihrenden
PCR’s tiefgefroren.
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Ersatzmedium
Earle’s MEM (PAA) + 10 % Panexin + 1 % HEPES + N®&AA + 1 %
Glutamat + 1 % NaPyruvat + 1 % PenStrep

TGF-R1 (PEPROTECH EC)
Recombinant Human Transforming Growth Factor-betaus BTI-Tn-5B1-4

High-5 Insect cells

3.1.6 CellTiter-Blue™ Cell Viability Assay

Der CellTiter-Blué™ Cell Viability Assay beinhaltet eine fluorometrige Methode, mit
der man lebende Zellen bzw. ihren Stoffwechsel%utvell-Platten messen kann. Der
Test bedient sich des Indikators Resazurin, der letwenden Zellen zu Resorufin
verstoffwechselt / reduziert und so fluoreszent omessbar wird. Tote Zellen dagegen
verlieren schnell ihre Fahigkeit, zu reduzierennr&n folglich Resazurin nicht
verstoffwechseln und erzeugen somit kein fluoresniées Signal. lhre Fluoreszenz
kann nicht bei 544 und 612nm gemessen werden.

Es wurden Messungen an 5 verschiedenen Gruppemantmen: a) Medium (auch
Medium allein hat die Eigenschaft, in geringem MaRe fluoreszieren), b)
Kontrollgruppe mit unstimulierten Fibroblasten,dt)rch Anti-Neurotrophine inhibierte
Fibroblasten, d) durch TGF-31 stimulierte Fibrot#das die sich zu Myofibroblasten
differenzierten, und e) durch Anti-Neurotrophinehitmierte Myofibroblasten. Zur
Herstellung der Messgruppen wurden die sich in hgsbefindlichen Zellen im
Zellzahlgeréat ausgezéhlt und so verdinnt, dassemAusgangskonzentration von 4
x 10° Zellen / ml erhielt. AnschlieRend wurden Verdingsmeihen von 1:1, 1:10 und
1:100 vorbereitet. Auf einer schwarzen 96-well-lavurden die Zellproben zu je 100
ul /7 well wie folgt auf die 8 horizontalen Reihenfgetragen: Die obersten wells
enthielten nur Vollmedium. In die wells der 3. Refhipettierte man die Kontrollgruppe
mit den Fibroblasten in der jeweiligen Verdinnuegse, beginnend mit der Konz.
400.000 Zellen / ml. Eine Reihe darunter (4. Reilveyrden die mit Anti-
Neurotrophinen inhibierten Fibroblasten aufgetraggchlie3lich befanden sich in den

-25-



wells der 6. Reihe die Myofibroblasten der jewahg Verdinnungsreihe, wieder
beginnend mit der Konz. 400.000 Zellen / ml. UndhzZ8chluss wurden in die 7. Reihe
die durch Anti-Neurotrophine inhibierten Myofibraisten pipettiert. Die 96-well-Platte
wurde Uber Nacht inkubiert.

Am nachsten Tag waren die Zellen adharent. DasiligeeeMedium wurde gegen
Ersatzmedium + Panexin ausgetauscht. Das Medium Zaden, die mit Anti-
Neurotrophinen inhibiert werden sollten, enthielusatzlich die beiden Anti-
Neurotrophine anti-BDNF mit der Konz. 625 ng / miduanti-NGF mit der Konz. 500
ng / ml. Die wells der beiden unteren Reihen mit dellen, die mit TGF-B1 stimuliert
werden sollten, wurden durch Ersatzmedium + PanexiiGF-31 in der Konz. 20 ng /
ml ausgewechselt. Wieder inkubierten die Zellernr INeecht.

Am néachsten Tag (nach 24 h) wurden pro well 20 @lITter-Blue Reagenz pipettiert.
Die 96-well-Platte wurde kurz geschuttelt und fé4 h im Brutschrank inkubiert. Die
Auswertung erfolgte im PC.

Die gleiche Versuchsanordnung wiederholte man awithnkubationszeiten von 48 h,
72 h und 96 h.

CellTiter-Blue™ Reagenz (Promega)

Resazurin

3.2 Immunologische Methoden

3.2.1 Neurotrophin-ELISA

ELISA-Platten wurden mit 100 ul Primar-Antikdrpedi Nacht bei 4 °C beschichtet.
Nach einmaligem Waschen mit Waschpuffer wurden j20Block and Sample-Puffer
aufgetragen und 1 h bei RT auf dem Schiittler induibin der Zwischenzeit wurde die
Standardverdinnungsreihe vorbereitet und die Prgh#getaut und 1:10 verdunnt.
Nach einmaligem Waschen wurden je 100 pl Standéelrenverdinnte sowie 1:10

verdinnte Proben auf die Platten aufgetragen und Bei RT inkubiert. Nach
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funfmaligem Waschen erfolgte das Auftragen von p00Sekundar-Antikorper. Die

ELISA-Platten wurden dann bei 4 °C lber Nacht in&ttbNach fiinfmaligem Waschen
erfolgte die Detektion mit je 100 pl HRP-Konjugaidudie Platten wurden 2,5 h bei RT
auf dem Schuttler inkubiert. Nach funfmaligem Wasthvurde 100 pul TMB-Substrat
aufgetragen. Die ELISA-Platten wurden 10 min beidif dem Schattler inkubiert. Die
Farbreaktion wurde durch Zugabe von 50 pl Schwédetsgestoppt und die Absorption
bei 450 nm in einem Mikrotiter-PC gemessen.

Beschichtungslésung
0,025 M Carbonat + 0,025 M Bicarbonat

Waschpuffer
150 mM NaCl + 20 mM Tris + 0,05 %Tween 20 (mit HiCif pH 7,6 eingestellt)

Stopplésung
H.SO,

Substratldsung (Emax Immunoassay System)
TMB One Solution

In diesen 4 Versuchskomponenten glichen sich dierddeophin-ELISA’s flir BDNF,
NGF, NT-3 und NT-4. Allerdings unterschieden sidb ELISA’s in den jeweiligen
Antikérpern, Standards und Detektionslosungen. ©sasd im Folgenden aufgelistet.

3.21.1 BDNF-ELISA

Antikérper (Emax ImmunoAssay System)

Anti-BDNF mAb
Anti-Human BDNF pAb

Standard (Emax ImmunoAssay System)
BDNF Standard
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Detektionslésung (Emax ImmunoAssay System)
Anti-lgY HRP Conjugate

3.21.2 NGF-ELISA

Antikérper (Emax Immunoassay System)
Anti-NGF pAb
Anti-NGF mADb

Standard (Emax Immunoassay System)
NGF Standard

Detektionslésung (Emax Immunoassay System)
Anti-Rat 19G, HRP Conjugate

3.21.3 NT-3-ELISA

Antikérper (Emax Immunoassay System)
Anti-Human NT-3 pAb
Anti-NT-3 mAb

Standard (Emax Immunoassay System)
NT-3 Standard

Detektionslésung (Emax Immunoassay System)

Anti-Mouse IgG, HRP Conjugate
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3.21.4 NT-4-ELISA

Antikérper (Emax Immunoassay System)
Anti-Human NT-4 pAb
Anti-NT-4 mAb

Standard (Emax Immunoassay System)
NT-4 Standard

Detektionslésung (Emax Immunoassay System)
Anti-Mouse IgG, HRP Conjugate

3.2.2 Cell Proliferation ELISA, BrdU

(chemiluminescence)

Mit dem Zellproliferations-ELISA kann man das Zeflghstum mittels
Immunfluoreszenz messen. Dieses Verfahren beruhtdau Detektion von BrdU,
welches wahrend der Zellproliferation anstelle vidnymidin in die DNA eingebaut
wird.

Zellen wurden ausgezahlt und 1:10, 1:100 und 1:108@Unnt. Je 100 ul der
jeweiligen Proben wurden auf die schwarzen ELISAteh aufgetragen und bei 37 °C
und 5 % CQiber Nacht inkubiert. Die Uberstande wurden weguakiund je 100 pl
Ersatzmedium auf die angehefteten Zellen gegebenPhtten wurden 6 h inkubiert.
AnschlieBend wurden die Zellen stimuliert bzw. bért durch Mediumwechsel zu
Ersatzmedium und TGF-B1 (Konzentration 20 ng / mmidl anti-NT's (Konzentration
anti-BDNF 625 ng / ml, anti-NGF 500 ng / ml) und9dhungen untereinander. Nach
48 h Inkubation im Brutschrank erfolgte das Aujea von 10 pl BrdU pro well. Die
ELISA-Platten inkubierten 12 h bei 37 °C im Brutsmhk. Das Medium wurde
abgekippt und 200 ul FixDenat-Lésung pro well zuixidfen der Zellen aufgetragen.

Nach 30 min Inkubation bei RT wurde das FixDenaggeschittet und 100 pl Anti-
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BrdU-Antikorper pro well aufgetragen. Nach 90 mivkubation bei RT wurde dreimal
gewaschen. Die Detektion erfolgte mit je 100 pl Srdi. Die Platten inkubierten 5 min

und anschlieBend wurde die Luminseszenz im Lumit@ngeEmessen.

anti-NGF
Anti-Human R-NGF (PEPROTECH EC)

anti-BDNF
Anti-Human BDNF (PEPROTECH EC)

BrdU-L6sung
BrdU labeling solution (= 100 uM BrdU)

Fixierungslésung

FixDenat

Antikorper
Anti-BrdU-POD stock solution in antibody dilutioolsition

Waschlésung

Washing buffer concentrate

Detektionslésung

Substrate component A + Substrate component B
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3.3 Molekularbiologische Methoden

3.3.1 RNA-Gewinnung mittels RNeasy Mini Kit
Qiagen

Um Genprodukte nachweisen zu kénnen, musste marerdsprechende DNA und
RNA gewinnen. Die lysierten Zellen beinhaltetenradal3er der DNA und RNA auch
noch andere Zellbestandteile wie Zellmembranerip#gnellen etc.. Deshalb mussten
diese entfernt werden, um die DNA und RNA extradmezu konnen.

Dazu wurde der Arbeitsplatz mit RNase Erase abgdwisnd RNA-freie Handschuhe
wurden angezogen. Die tiefgefrorenen Proben- jei83%¢sierte Zellen in RLT-Puffer +
Mercapto-Ethanol- wurden aufgetaut und auf Eisaiiestle 1 Volumen (= 350 pl)
Ethanol wurde in die Tubes pipettiert. Das gesa@éeisch (= 700 pl) wurde auf
RNeasy-Saulen pipettiert. AnschlielBend wurden dibdes 15 sec bei 10 000 rpm
zentrifugiert. Der Durchlauf wurde verworfen undedBaulen wieder auf neue
Collection-Tubes umgesetzt. 700 pl RW1-Puffer wardef die Séulen pipettiert und
die Tubes 15 sec bei 10 000 rpm zentrifugiert. \&ieslurde der Durchlauf verworfen
und die Saulen auf neue Collection-Tubes umgesdtat. wurden 500 pl RPE-Puffer
auf die Saulen pipettiert und die Tubes 15 sec 1fei000 rpm zentrifugiert. Der
Durchlauf wurde verworfen und es kamen nochmals HORPE-Puffer auf die Saulen.
Die Tubes wurden nun 2 min bei 10 000 rpm zentrgigDie Saulen wurden auf neue
Cups umgesetzt und 1 min bei 13 000 rpm zentrifigienschlieend wurden die
Saulen auf sterile 1,5 ml-Eppendorfgefal3e umgeseizB0 ul sterilem Wasser gespult
und 1 min bei 10 000 rpm zentrifugiert. Aus dem 8aaitup wurde der Durchlauf noch
einmal auf die S&ulen pipettiert und 1 min bei 00 Gom zentrifugiert.

Danach wurde die RNA-Konzentration im Gen Quangémessen und die Proben

wieder auf Eis gestellt.

Puffer (Qiagen)
Puffer RLT
Puffer RW1
Puffer RPE
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3.3.2 DNA-Verdau mit DNA-free™ von Ambion

Da fur die anschlieBende Reverse Transkriptioner&MNA gebraucht wurde, in den
Proben aber auch noch die DNA enthalten war, muist®NA vorher noch entfernt
werden und zwar mit DNA-fré¥.

Jeweils 25 pl der Proben wurden in neue 1,5 ml-Bgpdgefalle pipettiert, mit je 2,5
(1l DNase-Puffer und je 1 ul DNase versetzt und 20 bei 37 °C inkubiert. Pro
Eppendorfgefald wurden 5 pl DNase-Inaktivator hiegaipen. Der Probenansatz wurde
2 min bei RT inkubiert und anschlieiend 2 min b@i D0 rpm zentrifugiert. Der
Uberstand wurde in neue 1,5 ml-EppendorfgefaRetmpeund auf Eis gestellt.

Puffer (Ambion)
10 x DNase | Puffer (100 mM Tris-HCI pH 7,5, 25 nNWgCl,, 5 mM CaC))

DNase (Ambion)
rDNase | (2 units / pl)

DNase-Inaktivator (Ambion)

DNase Inactivation Reagent

3.3.3 Reverse Transkription und —RT mit
M
I

Superscript

Nun da die DNA zerst6rt worden war und nur nochrdise RNA vorlag, konnte diese
in die DNA umgeschrieben werden. Dies erfolgte it Superscript'Il.

Je 5 ul Probe wurden in 0,5 ml-Eppendorfgefal3etipgpe Zu diesen wurden je 0,5 pul
Random Primer und 0,5 pl dNTP’s hinzugefligt. DiebBnansatze wurden 5 min bei
65 °C inkubiert und anschliel3end bei 5000 rpm Hegiert. Danach pipettierte man zu
den Proben je 2 pl 5 x Strand-Puffer + 1 ul DTT,5 0l RNase Out + 1 pl Superscript
Il. Dies war der Ansatz flr die Reverse Transkoptifir die —RT &nderte sich der
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Ansatz nur durch Weglassen der Superscript untdetsten 1 pl Wasser. Die Proben
wurden dann im Biometra-PC nach folgendem Scheiabiart: 10 min bei 25 °C, 50
min bei 42 °C und 15 min bei 70 °C. Daraufhin wurddie cDNA-Proben 1:10
verdunnt und auf Eis gestellt, die unverdinnterb®novurden fir weitere Versuche bei

-20 °C tiefgefroren.

Random Primer (Invitrogen)
Random Primer Oligonukleotide (Hexamere) 0,09£30nits / pl in 3 mM Tris-
HCI pH 7,0, 0,2 mM EDTA

dNTP’s (2°- Desoxynukleosid — 5°- Triphosphat) {tingen)
10 mM dNTP-Mix aus allen 4 Nukleotiden (dATP’s, d€3, dGTP’s, dTTP’s)
in 0,6 MM Tris-HCI pH 7,5

Reverse Transcriptase (Invitrogen)

SuperScript”Il Reverse Transcriptase (200 units/pl) im Puf@d (M Tris-
HCl pH 7,5, 1 mM DTT, 0,01 % NP 40, 0,1 mM EDTALO NaCl, 50 %
Glycerol)

5 x Strand-Puffer (Invitrogen)
5 x Reaction-Puffer (250 mM Tris-HCI pH 8,3, 375 nkI, 15 mM MgC})

DTT (Invitrogen)
0,1 MDTT

Ribonuklease-Inhibitor (Invitrogen)
RNaseOut"
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3.3.4 REDTad“ Ready Mix-PCR

Da man endlich die cDNA erhalten hatte, wurde digsech die PCR vervielfaltigt.

Dies geschah mit dem REDT&gReady Mix bestehend aus einem PCR-Puffer, MgCl
Polymerase und dNTP’s. Zu je 10 pl dieses REDtd&eady Mix” wurden je 1pl der
entsprechenden Primer flr Neurotrophine oder Neapbinrezeptoren, 7 pl Wasser
und 2 ul der jeweiligen Proben hinzugefigt. Der beransatz wurde dann im
Robocycler fur 1,5 h mit 45 Zyklen nach folgendeph&na inkubiert: 95 °C 30 sec,
58°C 45 sec, 72 °C 30 sec. AnschlieRend wurdenDiNé&-Proben bei 4-6 °C im

Kuhlschrank aufbewabhrt.

REDTad" ReadyMix (Sigma)

1,5 units Taqg DNA-Polymerase, 10 mM Tris-HCI, 50 @I, 1,5 mM MgC4,

0,001 % Gelatine, 0,2 mM dNTP’s, Stabilisator

Primer und —sequenzen (Metabion)

BDNF :

NGF :

NT-3:

NT-4/5 :

Trk A :

Trk B :

forward : 5"-AGG ACG CGG ACT TGT ACATE3’
reverse : 5- TCA GTT GGC CTGG ATA CC-3°

forward : 5'-GGC AGC TTT TTG GAA ACTC-3°
reverse : 5-ACG ACC ACA GGBALEAAC T-3°

forward : 5°-CTG AGT GAC AGC ACC CccIT-3°
reverse : 5°-CAG CAC TGT GACEG GTG TC-3°

forward : 5°-TCC CCT GCG TCA GTA CT-3
reverse : 5°-TTC CAT TCT GAGEL CAG TG-37

forward : 5°"-AGG TCT TTC TCG CTG AGGEC-3°
reverse : 5-GGT GCA GAC TCBAGAA GC-3°

forward : 5°-CGA ACC TGC AGA TAC CCAT-3
reverse : 5°-TCA TGLCT TGG AAA CCA AA-3°
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Trk C ; forward : 5°-GAA GGA GAC AAT GCC GTAT-3
reverse : 5°-TGG CAT GTA CAT BT CC AG-3’

p75: forward : 5°-TTC TAG GGG TGT CCT GTGA-3’
reverse : 5°-TCA CCA CGT CAG AGCG TA-3

Synthesis Scale 0,02 pmol, entsalzt Delivery Fo@onc. 100 pmol / pl

3.3.5 DNA-Gel

Mittels Gelelektrophorese kann man verschiedendaDylA-Stiicke auftrennen. Um
eine Gelelektrophorese durchfihren zu konnen, rm@sstDNA-Gel gegossen werden.
Dazu wurden 1-2 g Agarose in einem 200 ml-Erlenmieyben abgewogen und mit
100 ml TBE-Puffer vermischt. Die flussige Agarosaurde in der Mikrowelle

aufgekocht, bis keine Schlieren mehr zu erkenneenvdJnter dem Abzug wurden 3 pl
Ethidiumbromid zur L6ésung dazugegeben und vermis¢hih wurde die Losung in eine
Gelform gegossen, die sich in einem Schlitten mabEnkammen befand. Das Gel

hartete anschlielRend ca. 20 min aus.

TBE-Puffer (Roth)
Agarose GTO, 108 g Tris Base + 50 g Boric Acid +d(EDTA pH 8,0

3.3.6 Gelelektrophorese und Gelauswertung

Das fest gewordene Gel wurde aus dem Schlittennger®m und in die Stromkammer
mit TBE-Puffer hineingelegt. Die KAmme wurden hagerzogen und die Proben in die
Taschen pipettiert. Am Anfang einer jeden Probéwreiurde zum Vergleich ein DNA-

Marker mit 100 bp pipettiert. Anschlielend wurdee dkammer angeschlossen
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(Spannung 100 V und Strom 30 A) und lief ca. Nach abgelaufener Zeit wurde das
Gel mit den aufgetragenen Proben aus der Kammeongaen und in die Gel-
Dokumentation hineingelegt. Das Bild wurde schaebtgllt und ein Bild von den
aufgetrennten Proben gemacht. Dann folgte die Bi#soty der Proben auf dem Foto.

Marker (Peglab)
100 Basenpaare in Konz. 0,5 mg DNA / ml im Ladepu(0,25 %
Bromphenolblau, 0,25 % Xylencyanol, 30 % Glycef,mM EDTA)

3.4 Histologie

3.4.1 Ansetzen der Zellen

Fibroblasten wurden ausgezahlt und verdunnt. Jebis,2 ml in Losung befindliche

Fibroblasten wurden in chamber slides ausgesat el Nacht inkubiert. Das
Vollmedium wurde durch Ersatzmedium + Panexin aiaagpeht. Jeweils eines der
chamber slides K&stchen blieb unstimuliert, einea@sl wurde mit TGF-R1 und ein
drittes mit TGF-31 und gleichzeitig mit Anti-Neurgphinen stimuliert— zum Vergleich
der unterschiedlichen Morphologie zwischen Fibrstda und Myofibroblasten und zur
Beobachtung des Einflusses der Neurotrophine awd Bifferenzierung von

Fibroblasten zu Myofibroblasten. Die Zellen wurdkhh inkubiert. Das Medium wurde

abgesaugt.

3.4.2 Fixierung und HE-Farbung

Die chamber slides wurden fur 30 min zur Fixierwley Zellen in Formalin getaucht.

Anschlieend wurden die chambers von den Plattegetedmnt und mit Wasser
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gewaschen. Die Platten wurden fir 8 min in Haméitoxjetaucht und dann 10 min
lang mit warmem Wasser gespult. Nun tauchte marPtitten fir 5 min in Eosin. Es
folgte das Eintauchen der Platten in destillie®asser und anschliel3end in eine
aufsteigende Alkoholreihe. Zum Schluss wurden degtéh in Xylol getaucht und

eingedeckt.

3.5 Statistik

3.5.1 Statistik

Die statistische Auswertung wurde unter Verwendumgn GraphPad Prism
durchgefuhrt. Mittels unpaaren t-Test wurde didisgtiache Signifikanz fur normal-
verteilte Daten untersucht. Werte <0,05 wurden saigistisch signifikant erachtet.

Samtliche Werte sind als Mittelwerte +/- Standawdaibhung angegeben.
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V. VERSUCHSERGEBNISSE

4.1 Gesteigerte Neurotrophin-Produktion der
Myofibroblasten im Vergleich zu

Fibroblasten

4.1.1 Neurotrophin-RNA-Expression

Zunachst interessierte, ob Fibroblasten und Myoblasten tberhaupt Neurotrophine
produzierten. Dazu wurden zwei Zellreihen anges®m Fibroblastengruppe wurde
von unstimulierten Fibroblasten gebildet. Zuséatzleurden weitere Fibroblasten mit
TGF-31 der Konzentration 20 ng / ml stimuliert udifferenzierten sich dadurch zu
Myofibroblasten. Nachdem die Uberstande von Filasigin und Myofibroblasten fir
die nachfolgenden ELISA’s abgenommen worden wdysierte man die Zellen und

gewann ihre RNA fir die sich anschlieRenden PCRisse RNA wurde auf die

Neurotrophin-Expression untersucht.
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Abbildung 9: Graphische Darstellung der PCR-Ergebnsse der Neurotrophin-Expression in
Fibroblasten und Myofibroblasten. Dargestellt sind die PCR-Ergebnisse der Neurotreftxpression
in Fibroblasten und Myofibroblasten nach 24 undSt8nden. Nebenbei ist jeweils eine Positiv- und

Negativprobe dargestelh=3

Die Abbildung zeigt Fotographien der verschieder®@R-Produkte. Es sind die
jeweilige Neurotrophin-DNA"s abgelichtet. Aufgeteagsind Proben von Fibroblasten
und Myofibroblasten nach 24 h und 48 h. AuRerdenrdeuZNS-Gewebe als
Positivkontrolle und Wasser als Negativkontrollégatragen.

Der Abbildung ist zu entnehmen, dass sowohl Filastein als auch Myofibroblasten
RNA fur die vier Neurotrophine BDNF, NGF, NT-3 uhd-4/5 synthetisierten.

Analoge Versuche wurden mit den primaren Fibroblasund Myofibroblasten
unternommen. Die PCR’s ergaben die gleichen Ergsbniwie oben bei den
Fibroblasten zu sehen ist: Sowohl Fibroblasteraalsh Myofibroblasten exprimierten
nach 24 h und 48 h die RNA flr die entsprechendeurdtrophine.
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4.1.2.1 Gesteigerte Neurotrophin-Produktion der
Myofibroblasten

Nachdem gezeigt wurde, dass sowohl Fibroblasteawale Myofibroblasten die RNA

fur die jeweiligen Neurotrophine exprimierten, ir@ssierte, in welchen Mengen die
jeweiligen Neurotrophine produziert wurden. Hiersurden die Uberstande von
Fibroblasten und Myofibroblasten, die nach bestiemmZeitintervallen (nach 24 h, 48
h, 72 h und 96 h) abgenommen worden waren, miBEISA auf die Neurotrophin-

Produktion von BDNF, NGF, NT-3 und NT-4/5 untersuch

BDNF

B Myofibroblasten
A Fbroblasten
* : signifikant

N.s.: nicht signifikant

R

BDNFKonz.in pg/ml

0 24 48 72 96
Zettinh

Abbildung 10: BDNF-Konzentrationen in Fibroblasten und Myofibroblasten nach bestimmten
Zeitintervallen. Die Konzentrationen von BDNF in Fibroblasten und dilgroblasten wurden nach
bestimmten Zeitintervallen mittels ELISA gemess&ie Daten werden als Mittelwerte (n=4) +/-

Standardabweichung angegeben.

Aufgetragen sind die verschiedenen BDNF-Konzemngin der Fibroblastengruppe
und der durch TGF-RB1-stimulierten Myofibroblastargpe in Abhangigkeit von der
Zeit. Aus der Abbildung ist zu entnehmen, dass Mbyoblasten gréfiere Mengen an
BDNF exprimierten als Fibroblasten. Ein signifikantJnterschied war aber erst nach
48 h erkennbar. In der Fibroblastengruppe stiegenBiDNF-Konzentrationen nicht

wesentlich an. Sie erreichten bereits nach 72 HPP&teau mit einem maximalen Wert
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von 82 +/- 13 pg / ml. Dagegen war ein starker igstler BDNF-Konzentrationen
unter den Myofibroblasten zu verzeichnen. Der makenWert ergab 1133 +/- 65 pg /
ml nach 96 h.

NGF
1250 .
X B Myofibroblasten
T 1000 A Hbroblasten
g * 1 signifikant
c /0
5 500+
lL
9 250-
0] 24 48 72 96
Zeitinh

Abbildung 11: NGF-Konzentrationen in Fibroblasten und Myofibroblasten nach bestimmten
Zeitintervallen. Die Konzentrationen von NGF in Fibroblasten und fKilymblasten wurde nach
bestimmten Zeitintervallen mittels ELISA gemess&ie Daten werden als Mittelwerte (n=6) +/-

Standardabweichung angegeben.

Fur die NGF-Expression fand sich ein ahnliches Riid fir die BDNF-Expression. In
der Fibroblastengruppe beobachtete man einen laragsAnstieg der NGF-Expression
mit einem maximalen Wert von 149 +/- 65 pg / mIm&6 h. Indessen zeigte sich
wieder ein deutlich starkerer Anstieg der NeurdtiogKonzentration in der
Myofibroblastengruppe. Hier wurde der héchste NGErWwhit 890 +/- 93 pg / ml nach
96 h gemessen. Zu allen Zeiten waren die Unterdehie den NGF-Konzentrationen

zwischen Fibroblasten und Myofibroblasten signifika
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Abbildung 12: NT-3-Konzentrrationen in Fibroblasten und Myofibroblasten nach bestimmten

Zeitintervallen. Mittels ELISA wurden die Konzentrationen von NT-31 iFibroblasten und

Myofibroblasten gemessen. Die Daten werden alsehitirte (n=7) +/- Standardabweichung angegeben.

Bei den NT-3-Konzentrationen sind im Allgemeinenriggere Konzentrationen
gemessen worden. Aber auch hier fand man eine @0N@r3-Expression in der
Gruppe der Myofibroblasten als in der Fibroblastapge. Die Konzentrationen waren
v.a. in den ersten 48 h ziemlich klein und auchiheutlich verschieden zwischen
Myofibroblasten und Fibroblasten. Erst nach 72 lobaehtete man signifikante
Unterschiede. Nach 96 h erhielt man in der Fibrstelagruppe eine maximale NT-3-
Konzentration von 64 +/- 10 pg / ml und einen héehd/Nert von 188 +/- 24 pg / mi

unter den Myofibroblasten.
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Abbildung 13: NT-4/5-Konzentrationen in Fibroblasten und Myofibroblasten nach bestimmten
Zeitintervallen. Mittels ELISA wurden die Konzentrationen von NT-4/f& Fibroblasten und

Myofibroblasten gemessen. Die Daten werden alseitrte (n=3) +/- Standardabweichung angegeben.

Bei den Messungen der NT-4/5-Konzentrationen drhieln insgesamt nur sehr kleine
Werte. Die hochste Konzentration fur NT-4/5 in &édrroblastengruppe wurde nach 72
h gemessen. Sie betrug 36 +/- 10 pg / ml. Danatidie Konzentration wieder ab. Nur
bei den NT-4/5-Konzentrationen konnte eine etwdseh® Expression der Fibroblasten
gegeniber den Myofibroblasten beobachtet werdem hDechste NT-4/5-Konzentration
unter Myofibroblasten war nach 72 h erreicht unttuge19 +/- 1 pg / ml. Zu keiner

Zeit war die NT-4/5-Expression signifikant erhoht.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass Mgbfdsten mehr Neurotrophine
bilden als Fibroblasten. Dies betraf v.a. die beideurotrophine BDNF und NGF. Fur
NT-3 und NT-4/5, die insgesamt in geringeren Mengeoduziert wurden, war der

Unterschied zwischen Fibroblasten und Myofibroldasticht mehr so grof3.
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4.1.2.2 Neurotrophin-Produktion in primaren Zellen

Analoge Versuche wurden mit primaren Lungenfibretda aus unserem Labor
vorgenommen. Die Ergebnisse sind im Folgenden dtelile Wieder wurden die

Neurotrophin-Konzentrationen gegen die Zeit aufgpsn.

BDNF
4000n * ]
B Mydfibroblasten
A Fbroblasten
30007 * 1 signifikant

Nn.s.: nicht signifikant

BDNF~Konz.in pg/ml
B
2 ¢

0 24 48 72 96
Zeitinh

Abbildung 14: BDNF-Konzentrationen in priméren Fibroblasten und Myofibroblasten nach
bestimmten ZeitabstdndenDie BDNF-Konzentrationen in primaren Fibroblasterd iMyofibroblasten
wurden nach bestimmten Zeitabstanden mittels ELi@fnessen. Die Daten werden als Mittelwerte

(n=4) +/- Standardabweichung angegeben.

Insgesamt fanden sich hohere BDNF-Konzentrationeden Versuchen mit primaren
Fibroblasten und Myofibroblasten als bei den Vehngmcmit der Fibroblasten-Linie. Fir
die BDNF-Expression war eine signifikant erhohtenKentration erst nach 72 h zu
messen. Davor unterschieden sich die BDNF-Konzeotren unter Fibroblasten und
Myofibroblasten kaum voneinander. Bei den Fibraiglasfand sich die hdchste
Konzentration von 2044 +/- 469 pg / ml nach 96 &, den Myofibroblasten war der
hdchste Wert von 3772 +/- 388 pg / ml nach 96 firmlen.
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Abbildung 15: NGF-Konzentrationen in primaren Fibroblasten und Myofibroblasten nach
bestimmten Zeitabstidnden. Die Konzentrationen von NGF in priméren Fibroblastaind
Myofibroblasten wurden mittels ELISA nach bestimmieitintervallen gemessen. Die Daten werden als

Mittelwerte (n=4) +/- Standardabweichung angegeben.

Auch fur die NGF-Expression beobachtete man héKerezentrationen in Versuchen
mit priméaren Zellen als mit der Fibroblasten-Lingei den Fibroblasten erhielt man
einen flacheren Anstieg der NGF-Konzentrationenusiter den Myofibroblasten. In
beiden Fallen war der Anstieg fast linear. Die séehNGF-Konzentration in der
Fibroblastengruppe war nach 96 h zu erkennen utrdd®45 +/- 78 pg / ml. In der
Myofibroblastengruppe ergab die héchste NGF-Konatioh 1748 +/- 343 pg / ml
nach 96 h. Die Unterschiede waren erst nach 7grifigiant.
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Abbildung 16: NT-3-Konzentrationen in primaren Fibroblasten und Myofibroblasten nach
bestimmten Zeitabstdnden.Die NT-3-Konzentrationen in primaren Fibroblasterd iMyofibroblasten
wurden mittels ELISA nach bestimmten Zeitintervallgemessen. Die Daten werden als Mittelwerte

(n=3) +/- Standardabweichung angegeben.

Fur die Expression des Neurotrophins NT-3 waren Klbmzentrationen unter den
primaren Zellen nur nach 24 h und 96 h signifikaethoht in der
Myofibroblastengruppe. Die hochste Konzentratiotruzge206 +/- 47 pg / ml nach 48 h
in der Fibroblastengruppe. Danach fiel die Konzian wieder ab. In der
Myofibroblastengruppe wurde die hochste NT-3-Korneion nach 96 h gemessen
und machte 220 +/- 4 pg / ml.
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Abbildung 17: NT-4/5-Konzentrationen in primaren Fibroblasten und Myofibroblasten nach
bestimmten ZeitabstandenDie NT-4/5-Konzentrationen in priméren Fibroblasterd Myofibroblasten
wurden mittels ELISA nach bestimmten Zeitintervallgemessen. Die Daten werden als Mittelwerte

(n=2) +/- Standardabweichung angegeben.

Im Gegensatz zu der Fibroblasten-Linie konnte died\6-Kozentration in der Gruppe

der primaren Zellen nicht gemessen werden.

Insgesamt konnte auch bei den Versuchen mit demé&pen Lungenzellen eine
verstarkte Neurotrophin-Produktion unter den Myuadlilasten gezeigt werden, auch
hier vor allem fir BDNF und NGF.

4.1.2.3 Vergleich Fibroblasten-Linie mit primaren

Zellen

Vergleicht man nun die Ergebnisse der primarenedethit denen der Fibroblasten-
Linie, so fanden sich bei den primaren Zellen héhdeurotrophin-Spiegel sowohl in

Fibroblasten als auch in Myofibroblasten. Dies traf allem fir die BDNF- und die
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NGF-Expression zu. Bei NT-3 waren die Unterschieét mehr so deutlich und die
NT-4/5-Expression konnte aufgrund fehlender Wente den priméaren Zellen nicht

verglichen werden.

4.2 Unterschiedliche Neurotrophinrezeptor-
Expression bei Fibroblasten und

Myofibroblasten

Nachdem gezeigt werden konnte, dass sich die Neptuh-Expression in Fibroblasten
und Myofibroblasten voneinander unterscheidet, wuaidschlie3end auch untersucht,
inwiefern die Expression der Neurotrophinrezeptorariiert. Dazu wurden wiederum
zwei Zellreihen angesetzt, zum einen unstimuliErgoblasten und zum anderen durch
TGF-R1 stimulierte Myofibroblasten. Erneut wurdere Zellen nach bestimmten
Zeitabstanden lysiert und ihre RNA fiur die ansdbdieden PCR’s gewonnen. Die PCR-

Ergebnisse sind im Folgenden abgebildet.
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Abbildung 18: Graphische Darstellung der PCR-Ergebiisse der Neurotrophinrezeptor-Expression
in Fibroblasten und Myofibroblasten. Die Abbildung zeigt die PCR-Ergebnisse der
Neurotrophinrezeptor-Expression in Fibroblasten Mytfibroblasten nach 24 und 48 Stunden neben der

Positiv- und Negativprobe. n=3

Die Abbildung 18 zeigte fur den Neurotrophinrezegick A sowohl in Fibroblasten als
auch in Myofibroblasten eine RNA-Expression. DieRRErgebnisse fir Trk Bel3en
nur in der Positivkontrolle des Gehirns eine RNApEession erkennen. Weder in
Fibroblasten noch in Myofibroblasten lieR sich di&®kNA far diese
Neurotrophinrezeptoren nachweisen. Bei der PCRTmktC-Primern zeigte sich die
entsprechende RNA in der Positivkontrolle und né&in unter den Myofibroblasten. In
der Fibroblastengruppe wurde keine Trk C-RNA bebbetc Die PCR auf den Pan-
Neurotrophin-Rezeptor p75 ergab eine RNA-Expressi@owohl in der

Fibroblastengruppe als auch in der Myofibroblastepge zu jeder Zeit.
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Analoge Versuche wurden mit den primaren Zellencligefiihrt. Hierbei konnten
einige  Ubereinstimmungen in der Neurotrophinrezegtqression zwischen

Fibroblasten und primaren Fibroblasten gefunderdererAllerdings ergaben sich auch
Unterschiede.

oy 7 F F O
& AN & AN QO
& P L ° O
SO SR S SR

b —
Trk A: — i O -S— |
Trk B: —
Trk C: —

]

p75: - [~ I I T

Abbildung 19: Graphische Darstellung der PCR-Ergebiisse der Neurotrophinrezeptor-Expression

in Fibroblasten und Myofibroblasten. Die Abbildung zeigt die PCR-Ergebnisse der
Neurotrophinrezeptor-Expression in primaren Fibastén und Myofibroblasten nach 24 und 48 Stunden
neben der Positiv- und Negativprobe. n=3

Aus der Abbildung 19 ist zu entnehmen, dass sowehtlen Fibroblasten als auch bei
den Myofibroblasten RNA flir die Neurotrophin-Reaapn Trk A, Trk B und p75
exprimiert wurde. Bei der PCR auf Trk C wurde wefdi@r Fibroblasten noch flr

Myofibroblasten eine RNA gefunden.

Vergleicht man nun die RNA-Expression der primareibroblasten mit der der
Fibroblasten-Linie, findet man eine unterschiedié&xpression der RNA fir Trk B und
Trk C.
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4.3 Erhohter Stoffwechsel der Myofibroblasten
gegenuber den Fibroblasten und Beteiligung

der Neurotrophine am Stoffwechsel

Um den Einfluss der Neurotrophine auf den Stoffveethvon Fibroblasten und
Myofibroblasten zu untersuchen, wurden Fibroblasied durch TGF-R1 stimulierte
Myofibroblasten auf 96-well-Platten angesetzt uetiMeise mit Anti-Neurotrophinen
inhibiert. Nach bestimmten Zeitintervallen (nach 12448 h, 72 h und 96 h) wurde
Resazurin zu den Zellen gegeben, das in der Atnkettgsbestehend aus verschiedenen
Redox-Systemen der lebenden Zellen zu Resofurinzied wird. Dieses Resofurin

kann fluorometrisch gemessen werden.
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Abbildung 20: Darstellung der Stoffwechselaktivitdtvon Fibroblasten und Myofibroblasten ohne
und mit Inhibierung durch Anti-Neurotrophine nach b estimmten Zeitintervallen. Mittels Celltiter
Blue-Test wurde der Stoffwechsel von Fibroblasted Myofibroblasten nach bestimmten Zeitabstanden
gemessen. In der Abbildung sieht man die verschiemleStoffwechselaktivitaten von Fibroblasten und
Myofibroblasten ohne und mit Inhibierung durch ANgurotrophine. Die Daten werden als Mittelwerte

(n=5) +/- Standardabweichung angegeben. rlu Aative light units / second

In der Abbildung 20 ist die gemessene Fluoreszenr jdweiligen Zellart in
Abhangigkeit von der Zeit aufgetragen. Hier istezkiennen, dass der Stoffwechsel der
Myofibroblasten im Vergleich zum Stoffwechsel débrBblasten erhdéht war. Zunachst
sieht man, dass sich der Stoffwechsel der Fibrtdtagu jedem Messzeitpunkt bei
11479 +/- 132 rlu / s ungeféahr konstant hielt. Augtch Inhibierung mit den Anti-
Neurotrophinen anderte sich die Stoffwechselaldiviinter den Fibroblasten nicht
signifikant und lag bei 11841 +/- 148 rlu / s. Ined&nsatz dazu erkennt man in der
Myofibroblastengruppe einen kontinuierlichen Angtier Stoffwechselaktivitat. Nach
24 h fand sich ein Wert von 16347 +/- 940 rludey; stetig bis auf Werte um 27926 +/-
1059 rlu / s nach 96 h stieg. Der Unterschied Zwasc Fibroblasten und
Myofibroblasten war zu jedem Zeitpunkt signifikafurden die Myofibroblasten nun
auch mit Anti-Neurotrophinen inhibiert, kam es natheiner schwachen Zunahme der
Stoffwechselaktivitat in dieser Gruppe. Die Wertbwankten zwischen 18106 +/- 1311
rlu / s nach 24 h und 31558 +/- 939 rlu / s nachh9&in signifikanter Unterschied

stellte sich aber erst nach 48 h ein.
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4.4 Starkere Zellproliferation von
Myofibroblasten im Vergleich zu
Fibroblasten und Neurotrophin-Beteiligung

an der Proliferation der Zellen

Um die Beteiligung der Neurotrophine an der Preodif®en von Fibroblasten und
Myofibroblasten zu untersuchen, wurde ein BrdU{Zeliferations-Essay
durchgefuhrt. Das dabei verwendetete BrdU wird ahstes Thymidins in die DNA
eingebaut. Bei der DNA-Synthese, die eine Prolifenader Zellen anzeigt, wird
vermehrt BrdU eingebaut. Dieses BrdU kann aufgruseiner lumineszenten
Eigenschaften detektiert werden.

So wurden auf einer 96-well-Platte Fibroblastenesetgt und in verschiedene Gruppen
unterteilt, wobei eine Gruppe unstimuliert bliebduals Kontrolle diente. Eine zweite
Gruppe inhibierte man mit neutralisierenden Antg€in gegen die Neurotrophine
(anti-BDNF, anti-NGF). Ferner wurde eine weitereure mit TGF-31 stimuliert
(wobei sich Fibroblasten zu Myofibroblasten difiezeerten) und eine letzte Gruppe
wurde gleichzeitig mit TGF-31 und den Anti-Neurginanen stimuliert.

Nach erfolgter Stimulation bzw. Inhibition wurdenedZellen Uber 48h inkubiert.
Anschliel3end wurde BrdU zu den Zellen pipettied die Zellen inkubierten nochmals.
Nach einigen Stunden wurde das in die DNA eingebalBrdU mittels
Chemilumineszenz detektiert. Die Ergebnisse sindlen nachfolgenden Abbildung

dargestellt.
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Abbildung 21: Zellproliferation von Fibroblasten und Myofibroblasten und ihre Inhibition mit
Anti-Neurotrophinen. Mittels BrdU-Zellproliferations-Essay wurde durchinBau von BrdU statt
Thymidin in die DNA die Zellproliferation von Fibbdasten und Myofibroblasten gemessen.
Anschliel3end konnte gezeigt werden, dass die fdifipration mit Anti-Neurotrophinen inhibiert wurde

Die Daten werden als Mittelwerte (n=3) +/- Standdndeichung angegeben. rlu / s: relative light uhits
second

In der Abbildung 21 sind die jeweiligen Chemilunmsaenzwerte (in relative light units
pro Sekunde) der verschiedenen Versuchsgrupperofffasten zur Kontrolle und als
Referenzwert, Fibroblasten + Anti-Neurotrophine,dfligroblasten, Myofibroblasten +
Anti-Neurotrophine) nach 48h aufgetragen. Bei dastimulierten Fibroblasten wurde
eine Chemilumineszenz von 1613000 +/- 143500 rlg femessen. Waren die
Fibroblasten mit Anti-Neurotrophinen inhibiert werd so sank die Chemilumineszenz
auf Werte von 994000 +/- 215400 rlu / s. Ahnliche® (1048000 +/- 155500 rlu / s)
erhielt man, wenn man die Fibroblasten zunachsi@k-31 stimulierte und sie sich in
Myofibroblasten verwandelten, und dann mit Anti-N&tophinen inhibierte. Nach
Stimulation mit TGF-1 allein stieg die Chemilunmsmaenz nennenswert auf 2119000
+/- 163100 rlu / s.
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4.5 Unterschiede in der Morphologie zwischen
Fibroblasten und Myofibroblasten und
Beteiligung der Neurotrophine an der
Differenzierung von Fibroblasten zu

Myofibroblasten

Die HE-Farbung von Fibroblasten, Myofibroblasterd umit neutralisierenden Anti-
Neurotrophinen inhibierten  Myofibroblasten zeigtentar dem Mikroskop

morphologische Unterschiede. So ist den nachfolgensbbildungen zu entnehmen,
dass sich Fibroblasten als eher rundliche Zellasteliten. Ihr Zellkern befand sich
mitten im Zytosol und sie hatten nur kurze Ausléauf&ach Stimulation der

Fibroblasten mit TGF-R1 differenzierten sich dieseach 48 Stunden zu
Myofibroblasten. Die Bilder zeigen die Myofibrobtas als eher langlichere Zellen mit
randstandigem Kern und langen Auslaufern. Wurdendiea Fibroblasten mit TGF-31
stimuliert und die Neurotrophin-Wirkung gleichzgitimit Anti-Neurotrophinen

inhibiert, zeigte sich, dass die Differenzierunghveéibroblasten zu Myofibroblasten
blockiert wurde und die Zellen sich ebenfalls mehdlich und mit kurzen Auslaufern
ahnlich den Fibroblasten darstellten.

Im Folgenden sind die Aufnahmen von Fibroblastenyofibroblasten und

Myofibroblasten unter Neurotrophin-Inhibition in rdeeweiligen Vergréfl3erung

dargestellt.
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Fibroblasten

100-fache VergrofRerung

200-fache VergrofRerung
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400-fache VergrofRerung

Myofibroblasten

100-fache Vergro3erung
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200-fache VergrofRerung

400-fache VergrofRerung
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Myofibroblasten unter Neurotrophin-Inhibition

100-fache VergrofRerung

200-fache VergrofRerung
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400-fache VergrofRerung
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V. DISKUSSION

Chronische Lungererkrankungen wie das allergiscséhrAa bronchiale sind durch
funktionellen und morphologischen Umbau der pulnem&trukturen gekennzeichnet.
Das Immunsystem und auch das Nervensystem sindeiPathomechanismen dieser
Erkrankung involviert. Beide interagieren Uber wbisdene Mediatoren miteinander,
zu denen auch die Neurotrophine zahlen.

Neurotrophine werden in vielen verschiedenen Zedity exprimiert und von diesen
ausgeschuttet. Zu diesen Zellen gehdren unter amdeNeurone, Zellen des
Immunsystems (Ehrhard et al., 1993) und struktrelkellen wie zum Beispiel
Fibroblasten (Nockher and Renz, 2003). Die vier iagaphine BDNF, NGF, NT-3
und NT-4/5 spielen nach bisherigen Erkenntnissame ewvichtige Rolle bei der
Entwicklung und dem Uberleben von Neuronen. Nackeren Untersuchungen sind sie
aber auch von Bedeutung fir die Aktivierung, Diffiezierung und das Uberleben von
Immunzellen. Ferner lasst sich auch ein Einflus$ atrukturelle Zellen wie
Epithelzellen und Fibroblasten / Myofibroblasten rmaten. Myofibroblasten
differenzieren sich aus Fibroblasten nach Stimotatnit TGF-R1 (Zhang, Phan, 1999,
Phan 2008) und sind bei chronischen Lungenerkraggunvermehrt anzutreffen
(Bonini et al., 1996). Zusatzlich zum gehauften thettn von Myofibroblasten finden
sich in den Atemwegen von chronisch Lungenkrankechaerhdhte Konzentrationen
der oben genannten Neurotrophine (Bonini et aB61®Igart-Hoglund et al., 2002).
Deshalb beschéftigt sich die vorliegende Dissematimit dem Einfluss von
Neurotrophinen auf Stoffwechsel, Proliferation ubdferenzierung von Fibroblasten
zu Myofibroblasten in der Pathogenese des allengis@sthma bronchiale. Untersucht
wurden Fibroblasten und Myofibroblasten hinsichtlichrer Neurotrophin- und
Neurotrophinrezeptor-Expression, ihres Stoffwechsalnd ihrer Morphologie.
Insbesondere wurde der Einfluss der Neurotrophinke dee Proliferation und die

Differenzierung von Fibroblasten zu Myofibroblastartersucht.
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Um die Beeinflussung von Fibroblasten und Myofibdasiten durch Neurotrophine zu
untersuchen, wurden Fibroblasten und Myofibroblastenachst in Bezug auf ihre
Neurotrophin- und Neurotrophinrezeptor-Expressionteimander verglichen. In
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der ArbeitsgeapOlgart et al., 2001 konnte in
der PCR und auch im ELISA gezeigt werden, dass Bbwibroblasten als auch
Myofibroblasten Neurotrophine produzierten. Jedegprimierten Myofibroblasten im
Vergleich zu Fibroblasten um ein vielfaches mehmufdgophine. Dieses traf fur
BDNF, NGF und NT-3 zu. Die Neurotrophin-Expressiwar fur BDNF 15-mal, fur
NGF 6-mal und fur NT-3 4-mal héher in den Myofiblakten als in den Fibroblasten.
Die Werte fur NT-4/5 waren nicht nachweisbar, sesdaie weder verglichen noch
verwertet werden konnten. Ahnliche Ergebnisse #rimean fir die Neurotrophin-
Expression in primaren Fibroblasten und primarenofibyoblasten. Hier waren die
gemessenen Werte fur die priméren Zellen allerdimggesamt um einiges hoher.
Myofibroblasten, die vermehrt bei chronischen Lumg&rankungen vorkommen,
produzierten vermehrt Neurotrophine. Auch lassech sierhbhte Mengen an
Neurotrophinen in den Atemwegen von Patienten mibmischem Asthma bronchiale
finden, was von mehreren Arbeitsgruppen bestéatigtie. Diese fanden in den Lungen
von Asthmatikern vermehrt Neurotrophine, und hier allem NGF (Bonini et al.,
1996; Virchow et al., 1998; Olgart-Hoglund et &002). Aber nicht nur Fibroblasten
und Myofibroblasten produzieren Neurotrophine. VEieere Arbeitsgruppen gezeigt
haben, exprimieren auch Neurone, EntzindungszelienT- und B-Lymphozyten
(Ehrhard et al., 1993), Makrophagen (Ehrhard et1893), Mastzellen (Nilsson et al.,
1997), Eosinophile (Solomon et al., 1998) und dtedle Zellen wie Epithelzellen
(Fox et al.,, 2001) ebenfalls Neurotrophine und éihrso zu einem erhdhten
Neurotrophin-Spiegel in den Atemwegen von chronisehgenkranken.

Die oben genannten Ergebnisse lassen eine exakntheielleicht auch eine autokrine
Stimulation der Neurotrophin-Expression und -Se&retvermuten. Damit hatten die
verschiedenen Neurotrophine einen potenzierendégkteduf ihre eigene Produktion.
Fur NGF wurde dies von Matsuda et al., 1998 undeldiet al., 2001 nachgewiesen.
Daneben gibt es aber auch andere Mechanismeny dimer verstarkten Neurotrophin-

Produktion in Fibroblasten / Myofibroblasten fuhrddier ware die Erhdhung der

Neurotrophin-Expression durch inflammatorische Xyte wie IL-1(3 und TNFa oder

durch die Th-Zellen-Zytokine IL-4, IL-5 und IL-13 zu nennen, @avDlgart et al., 2001
gezeigt haben. Unsere Arbeitsgruppe konnte fur poate Epithelzellen ebenfalls eine
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verstarkte Neurotrophin-Expression nach Stimulatioih eben genannten Zytokinen
nachweisen (Hahn et al., 2006). Demnach koénnen low® bei Entzindungen
vermehrt auftretenden Myofibroblasten als auch Hpthelzellen zu den erhohten

Neurotrophin-Spiegeln in den Atemwegen von Asthkegiti beitragen.

Bezuglich der Neurotrophinrezeptoren konnte mitt®l€R eine unterschiedliche
Expression zwischen Fibroblasten und Myofibroblastgezeigt werden. So
exprimierten sowohl Fibroblasten als auch Myofibastken den niedrigaffinen
Neurotrophinrezeptor p75, wie dies fur Fibroblastem der Arbeitsgruppe Freund et
al., 2003 ebenfalls nachgewiesen wurde. Gleicheellfigse erhielt man fur die
primaren Fibroblasten und priméaren Myofibroblasten.

Anders schaute es bei den hochaffinen Trk-Rezaptwe. Der Trk A-Rezeptor, an den
NGF bindet, wurde sowohl von der Fibroblasten-Liale auch von der sich hieraus
differenzierten Myofibroblasten-Linie exprimiert.udh bei den priméren Fibroblasten
und primaren Myofibroblasten fand sich eine Trk AzRptor-Expression. Dieses
konnte schon von Micera et al., 2001 gezeigt wer&én den Trk B—Rezeptor, an den
BDNF und NT-4 binden, fanden sich unterschiedlicBegebnisse. Weder die
Fibroblasten- noch die Myofibroblasten-Linie expienten den Trk B-Rezeptor. Unter
den primaren Zellen aber konnte man eine Trk B-RiexeExpression messen. Beim
Trk C-Rezeptor wiederum, der von NT-3 gebunden wirdrde keine Expression unter
der Fibroblasten-Linie festgestellt, in der Myobbtasten-Linie hingegen fand sich
nach einem bestimmter Zeitintervall eine Trk C-ReaeExpression, die vorher nicht
nachzuweisen war. Untersuchte man die primareneZedluf Trk C-Expression, so
wurde bei ihnen keine Trk C-Expression gefunden.

Womdglich waren die Zeitintervalle zu kurz gewabhit, denen die Expression der
Neurotrophinrezeptoren untersucht worden war. Esewegventuell mdglich, dass
Myofibroblasten erst nach einer bestimmten Zeithn&timulation mit Neurotrophinen
mit der Expression der Neurotrophinrezeptoren beggin Denn wie diese Arbeit zeigt,
wurden mit langerem Zeitabstand auch vermehrt Neybine von Fibroblasten und in
noch hoheren Dosen von Myofibroblasten gebildetniValso Myofibroblasten und
maoglicherweise auch Fibroblasten Gber einen bestmrdeitraum mit Neurotrophinen
stimuliert wirden, dann erst konnte eine Induktider Neurotrophinrezeptor-
Expression erfolgen. So wies die Arbeitsgruppe @gyat al., 2005 eine NGF-

induzierte RNA-Expression fuir Trk A nach. In denrliegenden Ergebnissen wurde
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namlich nach einem bestimmten Zeitintervall die RNIATrk C exprimiert, die zuvor
nicht nachweisbar war. Folglich kdnnte der Zeitraumber den Fibroblasten und
Myofibroblasten mit NT-3 stimuliert werden musséirzer sein als die Zeitraume,
Uber die Fibroblasten und Myofibroblasten mit BDMRd NGF stimuliert werden
missen. Indessen haben la Sala et al., 2000 aefzekiinnen, dass es bei
Differenzierung von Blut-Monozyten zu dendritisch2ellen zum Verlust der Trk A-
Expression kommt. So ware es doch auch moglicls aadere Zellen wie Fibroblasten
im Zuge ihrer Differenzierung zu Myofibroblastenchweine Veranderung in ihrer Trk-
Expression aufweisen.

Unter  Umstanden kénnten Fibroblasten und auch Ndyolfilasten
Neurotrophinrezeptoren erst exprimieren, wenn dmled nicht nur Uber einen
bestimmten Zeitraum, sondern auch mit einer bestannbosis an Neurotrophinen
stimuliert werden. Die mogliche Dosisschwelle kanrfiir die unterschiedlichen
Neurotrophine verschieden sein. Sie kbnnte zumpiggisir NT-3 niedriger ausfallen
als fur BDNF und NGF, die erst ab einer hohereni®adse Neurotrophinrezeptor-
Expression induzieren. Das kodnnte vielleicht daliagen, dass die konstitutionelle
Expression von BDNF und NGF ebenfalls héher istddsvon NT-3 (Hikawa et al.,
2002) und die Zellen an diese hoheren Dosen ad@aptied und demzufolge héhere
Dosen bendtigen, um die spezifischen Trk-Rezeptateexprimieren. Analog kdonnte
auch das Ergebnis der primaren Zellen zu wertem g8 sowohl primare Fibroblasten
als auch primare Myofibroblasten mehr BDNF als [ieroblasten-Linie produzierten

und womdglich dadurch die Expression des Trk B-Rexs induzierten.

Weiterhin wurden Fibroblasten und Myofibroblastem iHinblick auf ihren
Stoffwechsel miteinander verglichen. Im Celltitetu&Test wird der Stoffwechsel
anhand Reduzierung von Resazurin zu Resofurin inAtlmungskette durch lebende
Zellen gemessen. Je mehr Resazurin zu Resofuruziexti wird, desto starker ist der
Stoffwechsel der Zellen.

Insgesamt stellte sich ein erhdhter StoffwechselMigofibroblasten im Vergleich zu
Fibroblasten dar. Wurden die Fibroblasten mit radisierenden Antikérpern gegen die
Neurotrophine inhibiert, so hatte dies kaum Auswdy auf die Stoffwechselaktivitat.
Bei den Fibroblasten schienen die Neurotrophineo dteinen Einfluss auf den

Stoffwechsel zu haben. Wurden hingegen die Myoblasten mit neutralisierenden
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Anti-Neurotrophinen inhibiert, war ein schwachersfiag der Stoffwechselaktivitat zu
verzeichnen.

Diese Ergebnisse konnten bedeuten, dass Myofilstra aufgrund ihrer
Umbauvorgange in der Phase der Differenzierung neinéheren Umsatz haben.
Weiterhin kdnnte man vermuten, dass Myofibroblastia vermehrt in entziindeten
Geweben vorkommen (Bonini et al, 1996), die akewe und damit
stoffwechselreicheren Zellen sind. Sie produziereir extrazellulare Matrix und sind
mithilfe ihrer kontraktilen Elemente an allergisohReaktionen und an Wundheilung
beteiligt. Uber verschiedene Mediatoren, zu denechadie Neurotrophine z&hlen,
werden sie in ihren Funktionen beeinflusst. Es digstdie Mdglichkeit, dass
Neurotrophine, die ebenfalls vermehrt in entzinde@eweben gefunden werden
(Olgart-Hoglund et al., 2002), die Myofibroblasteimsichtlich der Optimierung ihrer
Stoffwechselfunktion beeinflussen. Wie oben besdtien, reduzierten Neurotrophine in
geringem Umfang den Stoffwechsel von Myofibroblast8o kénnten Neurotrophine
den Stoffwechsel der Myofibroblasten reduzieren,dienEnergie der Zelle bestmoglich
in den Dienst der Entzindungsreaktion und Repamitzusetzen. Auf diese Weise
wirden bestimmte Enzyme im Stoffwechsel gehemmt el Expression von
kontraktilen Elementen wie zum Beispiel Kollagerdsmooth-muscle actin gesteigert.
Die Arbeitsgruppe Zhang und Phan, 1999 belegtes ahs Differenzierung von
Fibroblasten zu Myofibroblasten mit einer starkelpression v.a. von smooth-muscle

actin assoziiert ist.

Da nun gezeigt wurde, dass sich die Stoffwechseh Jabroblasten und
Myofibroblasten erheblich voneinander unterschiedegine Beteiligung von
Neurotrophinen an diesem Stoffwechsel aber kaunfirmen war, interessierte, ob
Neurotrophine an der Proliferation von Fibroblasted Myofibroblasten beteiligt sind.
Hierfir wurden Fibroblasten mit TGF-R1 stimulierhdu wandelten sich so zu
Myofibroblasten (Vaughan et al., 2000). Die Prolt#on der beiden Zellarten wurde
ohne und nach Inhibierung mit blockierenden Anfidgin gegen die Neurotrophine
(anti-BDNF und anti-NGF) mittels BrdU-Zellproliferanstest gemessen. Im BrdU-
Zellproliferationstest wird anstelle des ThymidiBsdU in die DNA eingebaut und
mittels Chemilumineszenz detektiert. Gesteigert@tb& des BrdU in die DNA

bedeutet also eine verstarkte Zellproliferation.
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In dieser Arbeit konnte ein vermehrter Einbau desdlB in die DNA der
Myofibroblasten nachgewiesen werden. Deswegen kaon einem gesteigerten
Zellwachstum der Myofibroblasten, die vermehrt Nerophine exprimierten,
gegenuber den Fibroblasten ausgegangen werden. eWund die Neurotrophin-
Wirkung durch neutralisierende Antikérper in Fibledien und Myofibroblasten
inhibiert, stellte man einen deutlichen Abfall derliferation auf ungefahr &hnliche
niedrige Werte fest. Hier war also eine Beteiligudgr Neurotrophine an der
Zellproliferation zu verzeichnen.

Aber die Proliferation nicht nur von FibroblastenduMyofibroblasten wird durch
Neurotrophine angeregt. Die Arbeitsgruppe Raychaddtet al., 2001 konnte
nachweisen, dass NGF die Proliferation auch vonothadzellen beeinflusst. Und
andere Arbeitsgruppen zeigten, dass Neurotrophimer vor allem NGF, die
Proliferation, die Entwicklung und das Uberlebectauon Neuronen (Levi-Montalcini,
1987; Aloe et al., 1997; Bonini et al., 2002; Frewand Frossard, 2004), Eosinophilen
(Hamada et al., 1996), glatten Muskelzellen (Freahdl., 2002) und Lymphozyten
(Thorpe at al., 1987) stimulieren.

Ein anderer wichtiger Aspekt dieser Dissertatiort die Untersuchung der
Neurotrophin-Beteiligung an der Differenzierung @broblasten zu Myofibroblasten.
Hierfir wurden zunachst die Fibroblasten und Myafiidasten hinsichtlich ihrer
Morphologie miteinander verglichen. In den angéjéenh HE-Farbungen zeigte sich,
dass Fibroblasten eher rundliche Zellen mit zengelegenem Kern darstellten.
Myofibroblasten im Vergleich dazu bildeten langkcHellen mit langen Zellauslaufern
und randstandigem Kern. Wahrscheinlich sind diesephologischen Veréanderungen
auf die vermehrte Expression von Kollagen und simoatiscle actin zurtickzufihren.
Myofibroblasten besitzen somit eine kontraktile Kmmnente, mit der sie zum Beispiel
fur Kontraktionen der Atemwege im Asthmaanfall reitantwortlich sind. Ferner
kénnen sie die extrazellulare Matrix synthetisieterd haben somit eine strukturelle
Funktion. Myofibroblasten entwickeln sich aus Fillesten nach Stimulation mit
TGF-31 (Vaughan et al., 2000). Feng et al., 20Q&hayezeigt, dass es durch TGF-R1-

Stimulation Uber den Smad3-Weg zur verstarkten skidption vona -SMA-Genen

und damit zu vermehrter -SMA-Expression kommt. Neben TGF-31 gibt es abehau

noch wenige andere bisher bekannte Faktoren, dieirzer TGF-31-unabhangigen
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Differenzierung von Fibroblasten zu Myofibroblastéhren. Dazu gehort zum Beispiel
IL-6 (Gallucci et al., 2006). In dieser Arbeit kaenzum ersten Mal gezeigt werden,
dass auch Neurotrophine an der Differenzierung Fbnoblasten zu Myofibroblasten
beteiligt sind. Wurden namlich die Fibroblasten M@&F-R1 stimuliert, und hatten sich
auf diesem Weg zu Myofibroblasten differenzierenssdin, und gleichzeitig mit
neutralisierenden Antikorpern gegen die Neurotmoghiinhibiert, so fand die
Differenzierung zu Myofibroblasten nicht oder unstindig statt. Das morphologische
Korrelat der Myofibroblasten fehlte. Die Zellen diden rund und hatten auch keine
solch langen Auslaufer wie die Myofibroblasten.

Zusatzlich zur Beteiligung an der Differenzierurapvribroblasten zu Myofibroblasten
vermdgen die Neurotrophine auch die Migration urah#aktion von Myofibroblasten
(Micera et al., 2001) zu induzieren und die Kollageind Fibronektin-Synthese in
Fibroblasten und Myofibroblasten zu stimulierentfija et al., 2003). Aul3erdem wird
die Expression von smooth-muscle actin in Myofibasten durch NGF stimuliert
(Zhang und Phan, 1999).

Uberdies werden auch andere Zellen neben den Fisteh in Bezug auf ihre
Differenzierung durch Neurotrophine beeinflusst: \&wstarkt zum Beispiel NGF die
Differenzierung von Mastzellen (Bohm et al., 198Bjatsuda et al., 1991),
Makrophagen (Susaki et al., 1996) und LymphozyfEm(pe and Perez-Polo, 1987).
Ferner kommt es durch Stimulation von Neuronen Néurotrophinen zu einem
Phanotypwechsel der Neurone mit Induktion einerokiyi-Sekretion, die die Zellen
normalerweise nicht exprimieren (Hunter et al.,@00

Zusammenfassend kann man sagen, dass Neurotrophigier Differenzierung von
vielen verschieden Zellen, darunter Lymphozyten,stiellen und natirlich auch
Fibroblasten, beteiligt sind, die allesamt einehtige Rolle in der Pathogenese des

allergischen Asthma bronchiale spielen.

Aufgrund der Ergebnisse der vorliegenden Arbeitritén sich fir die Zukunft neue
Therapieoptionen fir die Behandlung von chronischengenerkrankungen wie dem
allergischen Asthma bronchiale entwickeln.

Einen moglichen Therapieansatz stellen die Neupbire selbst dar, die mit
blockierenden Antikérpern inhibiert werden konnteDann wirde namlich die
komplexe Kommunikation zwischen Neurotrophinen imdhunzellen, Neuronen und

strukturellen Zellen im Krankheitsgeschehen unterben und die Neurotrophine
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hatten keine Wirkung mehr auf die jeweilige ZeReoliferation, Differenzierung oder
auch verlangertes Uberleben von Zellen, die an IdBammation der Atemwege
beteiligt sind, wirden damit gehemmit.

In diesem Zusammenhang wére es wichtig, nochmaEasinhophile einzugehen. Sie
spielen namlich eine wichtige Rolle in der Initieg und in der Aufrechterhaltung von
allergischen Reaktionen (Lee et al., 2001). DiesdleA sind auf Aktivierung und
Uberlebenssignale aus der Umgebung angewieseniegerdMediatoren gehéren auch
die Neurotrophine, die ein verlangertes Uberlebesr &osinophilen uber die
Neurotrophinrezeptoren Trk A und Trk B bewirken usd zum Fortbestehen der
Krankheit beitragen (Nassenstein et al., 2003).eNdhbroblasten und Myofibroblasten
exprimieren auch Epithelzellen Neurotrophine inzéntleten Atemwegen- hierbei
produzieren sie sogar den Hauptanteil an Neurotneph(Hahn et al., 2006). Kénnte
nun die Interaktion Uber Neurotrophine zwischen tligzellen, Fibroblasten /
Myofibroblasten und Eosinophilen unterbunden weydenkdnnte man die allergische
Entziindung hemmen und den Krankheitsverlauf pobgeinflussen. So haben Braun
et al., 1998 gezeigt, dass anti-NGF den Einstrom Eosinophilen in die Atemwege
verhindern kann. Ferner konnten durch Blockade miiti-NGF die beiden
inflammatorischen Zytokine IL-4 und IL-13, die sdwaon Eosinophilen als auch von
Thy-Zellen gebildet werden, gesenkt und in Folge dasienAtemwegsentzindung und

die bronchiale Hyperreaktivitat gemindert werdeatfPet al., 2002).

Neben der Inhibierung der Neurotrophine kénnte mach Zytokine wie das TN&-

inhibieren, die zu einer verstarkten Neurotrophkpi#ession in Fibroblasten /

Myofibroblasten fuihren. Kim et al., 2006 wiesen madass durch Inhibierung mit anti-

TNF-a die Atemwegsentziindung und die Atemwegshyperreatktireduziert werden

konnen.

Ein anderer Therapieansatz geht von den Neuromogeptoren aus. Man konnte mit
Antikdrpern die Rezeptoren blockieren- die specifen Trk-Rezeptoren sowie den
niedrig-affinen p75-Neurotrophinrezeptor. Die Atisgruppe Kerzel et al., 2003 hat
gezeigt, dass Blockierung des p75-Neurotrophintezep die Entzindung der
Atemwege vermindert. AufRerdem konnten Hahn et dD06 mit Hilfe des
Tyrosinkinase-Inhibitors k252a die Uberlebensfakigkon Eosinophilen reduzieren.
Zusatzlich kénnte man auch versuchen, die Expresder Trk-Rezeptoren mittels

SiRNA zu unterbinden. Auch auf diesem Wege wirde Siignalibertragung in die
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Zellen nicht erfolgen und die typischen struktweelund funktionellen Veranderungen
der jeweiligen Erkrankung wirden nicht ausgeprBginmatzsch et al., 1999 haben fur
Epithelzellen, die keine p75- oder Trk-Rezeptorgprieierten, zeigen kdnnen, dass
Neurotrophine die Fahigkeit zur Stimulation vonl&@ichstum oder Differenzierung in
diesen Zellen verloren hatten.

Uber die Inhibierung der freien Neurotrophine unde dBlockierung der
Neurotrophinrezeptoren kdnnte die immunologisclastditat moduliert werden, die in
einer verstarkten Entzindung der Atemwege mundein Zanderen konnte die
neuronale Plastizitat, die zu Atemwegshyperredivifihrt, beeinflusst werden.
Zusatzlich kénnte auf diese Weise das airway rehmgldeim Asthma bronchiale
verhindert werden.

Die pathologischen Veradnderungen beim allergisch&sthma bronchiale wie
Atemwegshyperreaktivitat, Entzindung und airway adeling kénnten auch durch
Glukokortikoide vermieden werden. Wie Olgart anddsard, 2001, Noga et al., 2001
und Hahn et al., 2006 dargestellt haben, senkeko&trtikoide die NGF- und BDNF-
Sekretion und wirken so auf der Ebene der Neurbirap Die Neurotrophine haben
somit keinen Effekt mehr auf die verschiedenenefelin Zuge der Entstehung und
Erhaltung von chronischen Lungenerkrankungen. Fehaden Chetta et al., 2003
gezeigt, dass Glukokortikoide auch die Anzahl ardblasten und Myofibroblasten zu
senken vermdgen. Auf diese Weise wirden einerdetdleurotrophin-produzierenden
Zellen in ihrer Zahl verringert, andererseits reddzsich die Zahl der auf die
Neurotrophine reagierenden Zellen. Ferner senkekdRbrtikoide die Entziindung auf
immunologischer Ebene und vermindern dadurch die m@Byme der
Lungenerkrankung. Dies also waren neue Madoglichkeiie die Entwicklung und
Progression des allergischen Asthma bronchialeugneifen und diese Erkrankungen

zu behandeln.
Die Resultate dieser Dissertation beruhen auf tim\Wersuchen. Zwar sind die

Ergebnisse und die sich daraus ergebenden Therdgliehkeiten hoffnungsvoll, aber

diese Erkenntnisse missen noch von klinischen &tuditermauert werden.
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VI. ZUSAMMENFASSUNG

Chronische Lungenerkrankungen wie das allergiscsimda bronchiale sind schwere
Erkrankungen mit steigender Pravalenz. Durch streken und funktionellen Umbau
wird das Lungengewebe irreversibel verandert. Dasndnsystem und auch das
Nervensystem sind in die Pathomechanismen dieskrafiung involviert. Beide
interagieren Uber verschiedene Mediatoren miteiegndzu denen auch die
Neurotrophine z&hlen. Die vier Neurotrophine BDINIGF, NT-3 und NT-4/5 schienen
zunachst nur in Zusammenhang mit dem Nervensystestehen, wo sie Entwicklung,
Uberleben und Tod von Neuronen beeinflussen. Nadenen Erkenntnissen spielen sie
aber auch eine wichtige Rolle in der Aktivierungludifferenzierung von Immunzellen
und haben zusatzlich Einfluss auf strukturelle etellwie Epithelzellen oder
Fibroblasten / Myofibroblasten. Myofibroblasten fdienzieren sich aus Fibroblasten
nach Stimulation mit TGF-B1 und finden sich vermeimr den Atemwegen von
chronisch Lungenkranken. Zusétzlich werden erhoKt:zentrationen der oben
genannten Neurotrophine bei Asthmatikern gemessen.

Aus diesem Grunde beschattigt sich die vorliegeDsertation mit dem Einfluss der
Neurotrophine auf pulmonale Fibroblasten bzw. Myafblasten. Zunachst wurden
Fibroblasten und  Myofibroblasten beziglich  ihrer ulgrophin- und
Neurotrophinrezeptor-Expression untersucht. Hierlzeigte sich eine verstéarkte
Neurotrophin-Expression  der  Myofibroblasten. Im  Bbliock auf die
Neurotrophinrezeptoren konnten Ubereinstimmungenpfb-Neurotrophinrezeptoren,
Trk A- und Trk B-Rezeptoren gefunden werden. Béi T dagegen fand sich eine
unterschiedliche Expression zwischen FibroblastehMyofibroblasten.

Ferner wurden der Stoffwechsel und die Proliferation pulmonalen Fibroblasten und
Myofibroblasten miteinander verglichen. Dabei zeigsich sowohl eine hohere
Stoffwechselaktivitat als auch eine starkere Peddifionsrate in Myofibroblasten.
Wurden die Zellen anschlieRend mit Anti-Neurotrow@m inhibiert, sank die
Proliferation in Fibroblasten und Myofibroblastebie Stoffwechselaktivitat dagegen
blieb fast unverandert. Daraus resultiert eine iBgteg der Neurotrophine an der
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Proliferation von Fibroblasten und Myofibroblast&in Neurotrophin-Einfluss auf den
Stoffwechsel dieser Zellen war aber kaum festsiellb

Weiterhin wurde der Einfluss der Neurotrophine aldr Differenzierung von

Fibroblasten zu Myofibroblasten anhand morpholdgscUnterschiede untersucht.
Dabei fand sich eine Beteiligung der Neurotrophare der Differenzierung von
Fibroblasten zu Myofibroblasten.

Die vorliegenden Ergebnisse legen nahe, dass Nephohe durch ihren Einfluss auf
Proliferation und Differenzierung von Fibroblastenu Myofibroblasten zum

Krankheitsgeschehen im allergischen Asthma brofetaktiv beitragen, woraus sich

neue Behandlungsmadglichkeiten dieser Erkrankungbeng konnten.
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VIIl. ANHANG

Abklrzungsverzeichnis

AHR Atemwegshyperreaktivitat

AIP akute interstitielle Pneumonie

a -SMA a -smooth muscle actin

APC Antigen-prasentierende Zelle

BAL broncho-alveolare Lavage

BCR B-Zell-Rezeptor

BDNF brain-derived neurotrophic factor
BrdU Bromodesoxyuridin

CD-4 cluster of differgiton-4 positiv
cDNA complementary DANN

COP cryptogene organisierende Pneumonie
DC dendritische Zelle

DIP desquamative interstitial pneumonia
DMSO inizthylsulphoxid

DNA Desoxyribonukleinséure

dNTP Desoxynukleosidtriphophat

dsRNA double stranded RNA

DTT dithiothreitol

ECP eosinophil cationic protein

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure
ELISA enzyme-linked immunosorbent assay
EPO Eosinophilen-Peroxidase

Fce R-? eFRezeptor-?

FCS fetales Kalberserum




FVBN bestimmter Mausestamm

GM-CSF agulocyte/macrophage colony
stimulating factor

GSH Glutathion

h Stunde

HE-Farbung Hitoxilin-Eosin-Farbung

HEPES Hydroxyethlpiperazinylethansulfonsaure

HRP-Konjugat

horadish peroxidase

IFN-y Interferon-a

IgE Immunglobulin E

lgG Immunglobulin G

[P idiopathische interstitielle Pneumonie
IL-? Interleukin-?

IPF idiopathic pulmonary fibrosis

kDa kiloDalton

k252a niedermolekularerTyrosinkinase-Inhibitor
LIP lymphoide interstitielle Pneumonie

mADb monoclonal antibody

MBP major basic protein

MCH-II ajor histo-compatibility complex class |l
MEM immal essential medium

MLg bestimmte Fibroblasten-Linie

MMP Matrix-Metallo-Proteinase

MRNA essanger RNA

NaPuruvat tian-Pyruvat

NEAA omessential amino acids

NGF nerve growth factor

NK-Zelle alNirliche Killerzelle

NO Stickstoffoxid

NSIP nicht spezifische interstitielle Pneumonie
NT-? Neurotrophin-?

NT-R Neurotrophin-Rezeptor

pAb polyclonal antibody
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PBS phosphate buffered saline

PCR polymerase chain reaction

PDGF platelet-derived growth factor

PenStrep Penicillin + Streptomycin

PGE Prostaglandin E

p75 niedrig-affiner Neurotrophin-Rezeptor

RANTES utgfed upon activation, normal T cell
expressed and secreted (Chemokin)

RB-ILD egpiratory bronchiolitis interstitial lung
disease

RLT Zelllysepuffer

rfu/s relative light units / second

RPE Zelllysepuffer

RSV respiratory syncytial virus

RT Raumtemperatur

RwW1 Zelllysepuffer

S Sekunde

SiRNA small interfering RNA

Smad3 Mothers against decapentaplegic homolg
3 (Modulator von TGF-3-Signalen)

TGF-R31 transforming growth factor-3 1

Th-?-Zelle T-Helfer-Zelle

TIMP tissue inhibitors of matrix
metalloproteinase

TMB Gelpuffer

TNF-a Tumor-Nekrose-Faktor-a

Trk-? tropomyosin-related kinase-? (hoch-
affiner Neurotrophin-Rezeptor)

Treg regulierende T-Zelle

UIP usual interstitial pneumonia
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