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Kapitel 1

Einleitung

1.1 Asthma bronchiale

1.1.1 Definition und Pravalenz

Das Asthma bronchiale ist laut Definition der "Global Initiative for Asthma (GI-
NA)” eine chronisch entziindliche Erkrankung der Atemwege, die mit anfallsweise

auftretenden, reversiblen Bronchialobstruktionen vergesellschaftet ist [1].

In Deutschland sind fiinf Prozent aller Erwachsenen und bis zu zehn Prozent
der Kinder betroffen [2], wobei die Privalenz der Asthma-Erkrankungen iiber
Jahre kontinuierlich zugenommen hat und nach neuen Studien erst kiirzlich in den

westlichen Léndern zum Stillstand gekommen zu sein scheint [3].

Bislang am weitesten verbreitet ist eine Unterteilung in das intrinsische Asthma
einerseits, welches hiufig erst im Erwachsenenalter auftritt und in der Regel nicht
mit Allergien oder einer atopischen Familienanamnese vergesellschaftet ist, und
das allergische Asthma andererseits [4]. Wesentliche Merkmale des Letzteren sind
die allergische Atemwegsentziindung, die variable Atemwegsobstruktion und die
bronchiale Hyperreaktivitéit gegeniiber unspezifischen Stimuli (Kélte, Anstrengung),
welche sich auch durch die Inhalation von Reizsubstanzen (z.B. Methacholin oder
Histamin) provozieren laft. Beiden Formen gemein ist die chronische Entziindung
der Atemwege, die bis vor einigen Jahren als Hauptursache asthmatypischer

Symptome angesehen wurde. Man geht jedoch mehr und mehr dazu iiber, auch



strukturellen Verdnderungen in der Lunge einen wesentlichen Beitrag zur Symp-
tomatik des Asthma zuzuschreiben. So wurde in grofangelegten klinischen Studien
gezeigt, dass eine Reduktion der Atemwegsentziindung durch die spezifische
Hemmung von Immunglobulin E oder Interleukin-5 mittels monoklonaler Antikor-
per (Omalizumab beziehungsweise Mepolizumab) weder die allergen-induzierte
Bronchokonstriktion noch die bronchiale Hyperreagibilitdt in einer unselektiven
Population von Patienten mit Asthma beeinflussen konnte [5, 6]. In selektierten
Populationen mit schwerem allergischen oder eosinophil dominiertem Asthma
konnen diese spezifischen antiinflammatorischen Therapiestrategien jedoch wirksam
sein [7]. Dies untersteicht die Bedeutung einer genauen Charakterisierung von
Patienten mit Asthma bronchiale. Inhalative Steroide hingegen nehmen nicht
nur auf Entziindungszellen sondern ebenso auf Strukturzellen der Lunge (wie
Epithelien, Neuronen und Muskelzellen) Einfluss . Dies erklart, waum sie Mittel der
ersten Wahl in der Asthmatherapie sind, und zwar unabhingig vom spezifischen

Phénotyp beziehungsweise Subtyp des Asthma bronchiale.

Das aktuelle Ursachenkonzept beinhaltet somit neben genetischen und psychischen
Faktoren und Umwelteinfliissen ein Zusammenspiel aus neuromuskulidrer Hyper-
reagibilitit, Strukturverdnderungen der Lunge und chronischer Entziindung. Dieses
Zusammenspiel miindet in das Hauptcharakteristikum des Asthma bronchiale: die

bronchiale Hyperreagibilitét.

Als bronchiale Hyperreagibilitidt wird die fiir das Asthma bronchiale charak-
teristische Ubererregbarkeit der Atemwege bezeichnet. Sie ldft sich mittels
unspezifischem inhalativem Provokationstest objektivieren. Hierbei kommt es durch
Inhalation von niedrigen Dosen von Histamin oder Methacholin zu einer Atemweg-
sobstruktion, die bei Gesunden in diesem Dosisbereich noch nicht auftreten wiirde.
Diese Obstruktion 14ft sich durch einen Abfall der FEV; (exspiratorisches Volumen
in der ersten Sekunde) quantifizieren. Die Histaminkonzentration, die notwendig
ist, um die FEV; auf 20% zu senken, wird mit PCyy benannt [8]. Der Normalwert
betrigt > 8 mg/ml, beim Asthma bronchiale ist er definitionsgeméf < 8 mg/ml.



1.1.2 Pathophysiologie des allergischen Asthma

Patienten mit allergischem Asthma bronchiale leiden hiufig schon im Kleinkindalter
unter Hautsymptomen und uncharakteristischen respiratorischen Beschwerden. Als
Erwachsene entwickeln sie dann die charakteristischen, oft saisonal akzentuierten
Symptome. Zu den Allergenen, die einen Asthmaanfall provozieren konnen, gehéren
unter anderem Gréser-, Baum-, Getreidepollen, Tierhaare, Schimmelpilzsporen
sowie der Kot von Hausstaubmilben. Hauptcharakteristikum des Asthma bronchiale

ist jedoch die Hyperreagibilitdt auf unspezifische Reize wie kalte Luft [9].

Den Ausgangspunkt der allergischen Atemwegsentziindung stellen pulmonale
Dendritische Zellen (antigen presenting cells, APC) dar, welche in der Mucosa
der Atemwege ansiissig sind, die Allergene aufnehmen, verarbeiten und in den
drainierenden Lymphknoten allergenspezifischen T-Zellen mit Hilfe ihrer MHC-
ITI-Rezeptoren (MHC: major histocompatibility complex) prisentieren. Es kommt
typischerweise zur klonalen Selektion von spezifischen T-Helferzellen (CD4-positive
T-Lymphozyten), welche durch die Ausschiittung von Interleukin-4 (IL-4) und
Interleukin-13 (IL-13) zur Ausdifferenzierung aktivierter B-Zellen in Immunglobulin

E (IgE) produzierende Zellklone, dem sogenannten “Switch” fithren [10].

Die gebildeten antigenspezifischen IgE-Antikorper treffen auf hoch affine Rezeptoren
(FceRI) an der Oberfliche von Mastzellen und initiieren deren Sensibilisierung.
Alle nachfolgenden Antigenkontakte setzen durch direkte Interaktion des Allergen-
Antikorper-Komplexes mit dem FceRI-Rezeptor Mediatoren wie Histamin,
Prostaglandin und Leukotriene frei, welche Entziindung, Bronchokonstriktion und
Odembildung mit Dyskrinie (Hypersekretion eines zihen Schleims) hervorrufen.
Dieser Mechanismus gilt als wichtigster Ausloser der allergischen Sofortreaktion
[11]. Dariiber hinaus ist eine chemotaktische Wirkung auf weitere Entziindungs-
zellen und deren Aktivierung bekannt. Dies wurde als moglich Erklarung der mit
einer zeitlichen Latenz von mehreren Stunden auftretende Spétreaktion vorgeschla-
gen. Jiingste Studien zeigen jedoch, dass das Maximum der allergen-induzierten
Atemwegsentziindung bei Asthma keineswegs mit dem Zeitpunkt der Spéatreaktion
(4-12 Stunden nach Exposition) korreliert. Somit scheinen andere Mechanismen fiir

die Spétreaktion mafgeblich zu sein [12].



Die Infiltration der Atemwege mit allergenspezifischen T-Zellen hat weiterhin
die Anlockung eosinophiler Granulozyten mittels Interleukin-5 zur Folge [13, 14].
Ebenfalls steigt ihre Anzahl und die ihrer Mediatoren im peripheren Blut. Diese
Parameter korrelieren zwar mit dem Schweregrad der allergischen Entziindung,
eine Verwendung als klinischer Verlaufsparameter beim allergischen Asthma
ist moglich. Allerdings stehen sie nicht im Zusammenhang mit der Schwere
der Atemwegsobstruktion. Somit wird diskutiert, ob FEosinophile zur Atemweg-
sobstruktion beim Asthma beitragen oder aber im Gegenteil sogar positive
Auswirkungen auf die Verengung der Atemwege haben konnten [15]. Letztere
Hypothese wurde durch die Beobachtung unterstiitzt, dass das Maximum der
Eosinophileninfiltration nach Allergenexposition im Augenblick des Riickgangs der
Obstruktion auftritt [12]. Als eine weitere immunologisch bedeutsame Zellgruppe
sind die Alveolarmakrophagen zu nennen. Sie stellen sowohl bei Gesunden wie
Asthmatikern den Hauptanteil der durch eine BAL aus den unteren Atemwegen
gewonnenen Zellpopulationen. Bei Patienten mit allergischem Asthma zeigen sie
jedoch einen verinderten Aktivierungsgrad: Die Allergenstimulation bewirkt hier
eine Freisetzung von Peroxidradikalen und Mediatoren wie IL - 1, Leukotrien
B4 (LTB4), Prostaglandin F2a (PGF2a) und Platelet-activating Factor (PAF)
aus den Makrophagen. Sie spielen somit eine Rolle bei der Soforttypreaktion [16, 17].

Durch wiederholte Allergenkontakte kommt es durch die Chronifizierung der
Atemwegsentziindung beim allergischen Asthma bronchiale zum sogenannten
Airway remodeling [18]: das Epithel zeigt eine Hyperplasie Mucus-produzierender
Becherzellen, die Basalmembran ist verdickt, die Submukosa verédndert ihre Beschaf-
fenheit, die glatte Bronchialmuskulatur ist ebenfalls deutlich hypertrophiert. Zudem
kommt es in den Atemwegen von Patienten mit Asthma bronchiale zu funktionellen
Verdnderungen sensorischer und motorischer Nerven (Abbildung 1.1). Auf diese

Verdnderungen soll im néchsten Abschnitt eingegangen werden.

1.1.3 Innervation der Lunge und neuronale Veridnderungen

beim Asthma

Derzeit wird die bronchiale Hyperreagibilitdt auf postinflammatorische Verdnderun-

gen ortsansissiger Zellen der Lunge zuriickgefiihrt. Insbesondere die Verdnderung
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Abbildung 1.1: Pathophysiologie der bronchialen Schleimhaut beim Asthma bronchiale (entnom-
men aus [19]).

neuronaler Parameter scheint hierbei von Bedeutung zu sein.

Die Efferenzen

Die efferente Innervation der unteren Atemwege ist ein Zusammenspiel von Sympa-

thikus und Parasympathikus.

Im N. vagus ziehen pragangliondre parasympathische Fasern aus dem Nucle-
us dorsalis nervi vagi und dem Nucleus ambiguus in die Lunge, wo sie auf
postganglionire Neurone in den Wandungen der Atemwege umgeschaltet werden.
Muskarinerge Rezeptoren binden den parasympathischen Transmitter Acetylcholin

und vermitteln so Bronchokonstriktion, Vasodilatation und Driisenaktivierung
[20, 21].



Die priganglionédren efferenten sympathischen Nervenfasern ziehen aus thorakalen
und lumbalen Segmenten des Riickenmarks (vor allem Nucleus intermediolateralis)
iiber die Vorderwurzel zum Grenzstrang, um dort in paravertebralen Ganglien
umgeschaltet zu werden oder direkt zu den préavertebralen Ganglien weiter zu
ziehen. Trachea und Lunge werden iiber postganglionire Fasern vom Ganglion
cervicale superius, Ganglion stellatum und von oberen thorakalen Grenzstranggan-
glien versorgt. Haupttransmitter ist hier Noradrenalin. Jedoch erreichen nur sehr
wenige sympathische Fasern die Atemwegsmuskulatur [22|. In erster Linie entfaltet
der Sympathikus seine dilatierende Wirkung durch zirkulierende Katecholamine

und durch Modulation der cholinergen Signaltransmission [23] (Abbildung 1.2).
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Abbildung 1.2: Innervation der Atemwege (entnommen aus [24]).

Zusitzlich zu den klassischen Mediatoren Noradrenalin und Acetylcholin findet man
in der Lunge non-adrenerge und non-cholinerge (NANC) Neurone, die mit Hilfe
von Neuropeptiden ausgeprigte pharmakologische Effekte auf den Muskeltonus
der Blutgefife und der Bronchien, die Driisensekretion und auf Entziindungs-
und Immunzellen haben. Sie kdnnen in eine exzitatorische und eine inhibitorische
Gruppe unterteilt werden. Exzitatorische Neurone (e-NANC) bedienen sich der
Tachykinine (z.B. Substanz P, Neurokinin A) um Bronchokostriktion, Mucussekre-

tion und eine Steigerung der Gefdfspermeabilitit zu bewirken. Sie wirken somit



entziindungsfordernd. Inhibitorische Neurone (i-NANC) wirken bronchodilatierend
und vasokonstriktorisch. Beispielhaft fiir ihre Transmitter zu nennen sind hier
vor allem das Vasointestinale Peptid (VIP), welches oft in Cotransmission mit
Acetylcholin freigesetzt wird, und Stickstoffmonoxid (NO), das in cholinergen

Neuronen aus L-Arginin synthetisiert wird [25, 26].

Fiir die bronchiale Hyperreagibilitit beim Asthma ist nach heutigem Erken-
ntnisstand unter anderem eine Fehlregulation im parasympathischen Schenkel
der efferenten Innervation auf intrapulmonaler Ebene anzuschuldigen [27]. Es
konnte gezeigt werden, dass eine Hemmung der Acetylcholinesterase und somit eine
tibersteigerte Wirkung des Acetylcholins zur Hyperreagibilitit fithrt [28]. Dies wird
durch Entziindungsmediatoren noch verstirkt, indem diese die Freisetzung des
Neurotransmitters aus den parasympathischen Ganglien oder aus postganglionéren
Nervenendigungen noch steigern [29]. Zusétzlich steht dies in Wechselbeziehung mit
der oben genannten entziindungsférdernden Wirkung, die wiederum die zusammen
mit Acetylcholin ausgeschiitteten e-NANC haben [30, 29|. Auch eine verminderte
Hemmung der ACh-Freisetzung, die physiologischerweise iiber M2-Rezeptoren
reguliert wird, ist bei chronischer Entziindung zu verzeichnen [31]. Eosinophile
Granulozyten setzen unter anderem den allosterischen M2-Rezeptorantagonisten
Mediator MBP frei, welcher dann die Fehlregulation bedingt [32, 33|. Jiingste
Studien, die eine Wirksamkeit von langwirksamen Parasympatholytika bei Asthma
zeigen, unterstreichen die Bedeutung des cholinergen Systems fiir die asthmatische

Atemwegsobstruktion [34].

Die Afferenzen

Grofstenteils verlaufen die afferenten Bahnen der Atemwege als pseudounipolare
Neuronen mit dem Nervus vagus von den vagalen sensiblen Ganglien (Ganglion
jugulare und Ganglion nodosum) bis in die Nuclei des Tractus solitarius. Zusétzlich
wurde eine zweite Versorgung aus den thorakalen Spinalganglien nachgewiesen
[35]. Pulmonale Afferenzen bedienen sich zur Informationsvermittlung ebenfalls der

Tachykinine.



Man unterscheidet:

e Langsam adaptierende Dehnungsrezeptoren, die in den Wanden der Bronchien
und subpleural zu finden sind und den Hering-Breuer-Reflex, der die Einat-

mung als Schutz vor Uberdehnung begrenzt, vermitteln,

e schnell adaptierende "Irritanzienrezeptoren”, die vor allem in der Schleimhaut
liegen, auf reizende Gase und mechanische Stimuli reagieren und z.B. den

Hustenreflex vermitteln,

e (C-Faser-Rezeptoren, die in Trachea, Bronchien und Lungenparenchym anzutr-
effen sind durch sperzifische Stimuli wie Capsaicin (exogen), Bradykinin oder

Histamin (endogen) und durch unspezifische Stimuli erregt werden [36, 37].
Erregungen sensorischer Neurone fiihren zu drei verschiedenen Wirkungen:
e zentrale Reflexe,

e cine Erregung sensorischer Kollateralen (die ihrerseits wiederum lokale Gan-

glienzellen aktivieren konnen),
e lokale Freisetzung von Neuropeptiden.

Da Neuropeptide auch die Aktivitdt und Chemotaxis von Immunzellen beinflussen,
kann eine Reizung von C-Fasern eine lokale Entziindung auslésen oder verstirken

[38]. Dieses Phéanomen wird als “neurogene Entziindung” bezeichnet.

Die Hyperreaktivitit sensorischer Neurone beim Asthma ist mit einer Dys-
regulation des pulmonalen Neuropeptidhaushaltes in Zusammenhang gebracht
worden [39]. In Tiermodellen wurde gezeigt, dass es einserseits zu einer Hoch-
regulation der Tachykininsynthese in sensorischen Neuronen kommt [40] und
andererseits zu einer Charakterveranderung sensorischer Neurone im Ganglion
nodosum. Das heifft im Rahmen der allergischen Entziindung werden Neuropep-
tide produziert, zu deren Expression die Nervenzellen zuvor nicht in der Lage
waren [30]. Es wurde daher postuliert, dass ein Mehrangebot an exzitatorischen
Neuropeptiden in den Atemwegen moglicherweise eine pathogenetische Rolle beim
allergischen Asthma bronchiale spielen konnte [41]. Andere Studien zeigen jedoch,

dass Tachykinin-Antagonisten keine signifikante klinische Wirkung bei Patienten



mit Asthma haben. Somit scheinen Neuropeptide nicht die fiihrende Rolle in der

Pathogenese der asthmatischen Atemwegsobstruktion zu spielen [42].

Jiingste Forschungen zeigen jedoch, dass moglicherweise die Blockade der Ak-
tivierung sensorischer Neurone einen therapeutischen Effekt beim Asthma haben
konnte. Die Aktivierung sensorischer Neurone geschieht unter anderem iiber
sogenannte “Transient receptor potential‘(TRP)-Kanile. Wichtigste Vertreter
dieser Rezeptorgattung sind der TRPVI-Rezeptor (der unter anderem durch
Hitze oder Pfefferbestandteile aktiviert wird) und der TRPA1-Rezeptor (der unter
anderem durch Kéilte oder Prostaglandine oder Sauerstoffradikale aktiviert wird)
[43]. In Tiermodellen des allergischen Asthma konnte gezeigt werden, dass die
Hemmung des TRPA1 (nicht jedoch des TRPV1) zu einer deutlichen Hemmung
der Atemwegsentziindung und -obstruktion fiihrt [44]|. Klinische Studien zur
Wirksamkeit von TRPA1-Antagonisten bei Patienten mit allergischem Asthma

stehen noch aus.

1.2 Neurotrophine und Asthma

1.2.1 Neurotrophine

Der Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) gehort zusammen mit dem NGF
(Nerve growth factor) und den Neurotrophinen (NT) 3 und 4 zur Familie der
Neurotrophine. Thr Name geht zuriick auf die urspriinglich beschriebene wesentliche
Funktion als Wachstums- und Uberlebensregulatoren von Neuronen (klassische Neu-
rotrophinhypothese) [45]. Nach heutigem Erkenntnisstand trifft dies vor allem fiir die
prinatale Periode zu. Wihrend der Embryogenese werden Neurone im Uberschuss
angelegt. Es iiberleben jedoch nur jene, welche ihr spezifisches Innervationsziel in
einem bestimmten Zeitrahmen erreichen und dort {iber Neurotrophin-Rezeptoren
an ihrer Oberfliche mit den im Zielgebiet bereitgestellten Neurotrophinen (Target-
derived neurotrophic factor) in Kontakt treten. Da diese dort nur in begrenzter
Menge zur Verfiigung stehen, kommt es zur Selektion: Bei Neuronen, denen
ihre Ankunft im Zielgebiet nicht auf diese Weise signalisiert wird, tritt die
Apoptose ein. Postnatal bestimmen Neurotrophine die funktionelle Differenzierung

und Aktivitédt erwachsener Neurone im zentralen und peripheren Nervensystem [46].
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Die Neurotrophinrezeptoren konnen in zwei Klassen unterteilt werden: Tyrosin-
Kinase-Rezeptoren (Trk-Familie) sind hochaffin - TrkA fiir NGF, TrkB fiir BDNF
und NT-4/5, sowie TrkC fiir NT-3. Der niedrigaffine Pan-Neurotrophinrezeptor
p75NTR ist fiir alle Neurotrophine niedrigaffin, fiir deren Vorlduferproteine jedoch
hochaffin [47, 48], und kann sehr verschiedene Wirkungen haben, die von bes-

timmten Begleitumstéinden abhéngen [49].

Neurotrophinrezeptoren werden nicht nur von Zellen des Nervensystems exprimiert:
p75NTR und die Trk-Rezeptoren finden sich ebenfalls auf der Oberfliche von
Mastzellen, Monozyten, Makrophagen, Granulozyten und Lymphozyten. Dariiber
hinaus produzieren die Zellen des Immunsystems auch selbst Neurotrophine und
regen Neuronen zur verstirkten Expression von NGF und BDNF an. Umgekehrt
beeinflusst beispielsweise NGF Mastzellen, Makrophagen, Eosinophile, B- und
T- Zellen. Fiir BDNF konnte eine Beeinflussung des Migrationsverhaltens von
Granulozyten und der Zytokinproduktion mononukleirer Zellen nachgewiesen
werden [45, 50]. Die weite Verbreitung der Neurotrophin-Rezeptoren auf Zellen des
Immunsystems macht jedoch auch fiir BDNF eine Vielzahl von Wirkungen auf das

Immunsystem wahrscheinlich.

1.2.2 BDNF

BDNF - ein basisches homodimeres Protein - besteht aus zwei 13,5 kDa schweren
Untereinheiten, die aus Monomeren mit 119 Aminosduren gebildet werden [51].
BDNF zeigt, neben NGF 3 als einziges weiteres Protein, eine 100%-Homologie
der Aminosduresequenz unter den Sdugetieren und ist selbst mit denen niederer
Wirbeltiere zu fast 90% {ibereinstimmend. Dies gibt einen Hinweis auf seine

Unverzichtbarkeit fiir den Organismus [52].

Im adulten Gehirn kann eine hohe Expression von BDNF im Cortex cerebri,
Cerebellum, Corpus amygdaloideum und in verschiedenen hypothalamischen
Kernen beobachtet werden, die hochsten Werte findet man im Hippocampus
[53, 54]. Die potentielle Rolle von BDNF in adultem viszeralem Gewebe sowie

seine moglichen zelluliren Quellen wurden in einer Mausstudie untersucht. Hier
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ergaben sich signifikante Mengenunterschiede fiir BDNF in den unterschiedlichen
Organen. So liegen in Harnblase, Lunge und Colon weit hohere BDNF-Level als in
Hirn und Haut vor. Desweiteren konnte gezeigt werden, dass BDNF-mRNA von
viszeralen Epithelzellen, Zellen der glatten Muskulatur und Neuronen des Plexus
myentericus synthetisiert wird. Epithelien, die BDNF exprimieren, verfiigen jedoch
nicht iiber p75NTR und die Trk-Rezeptoren, welche hingegen auf den Neuronen
des peripheren Nervensystems prasent sind. Die Daten erbringen den Nachweis,
dass viszerale Epithelien eine Hauptquelle, nicht jedoch ein Zielgewebe fiir BDNF
in den inneren Organen darstellen. Diese Studienergebnisse sind moglicherweise ein
Hinweis darauf, dass das Neurotrophin einen regulatorischen Einfluss auf viszerale

sensorische und motorische Neurone haben kénnte [55].

Eine Besonderheit der BDNF-Physiologie, die sich bei keinem anderen Neurotrophin
findet, ist die Speicherung von BDNF in Thrombozyten nach vorheriger Aufnahme
aus externen Quellen. Es werden ca. 100 pg BDNF in 1 Million Thrombozyten
gespeichert, dies entspricht einer Gesamtmenge von iiber 100 ug thrombozytirem
BDNF im zirkulierenden Blut des Menschen, welche mit der BDNF-Menge im
ZNS durchaus vergleichbar ist [56, 57, 58, 59, 60]. Es wird vermutet, dass dieser
riesige BDNF-Speicher die Freisetzung hoher Mengen an BDNF bei akutem Bedarf
gewahrleistet [61].

Aufgrund der Plédttchendegranulation bei der Serum-Gewinnung sind beim
Menschen hohe BDNF-Serumspiegel nachweisbar (1-50 ng BDNF/ml) . Hingegen
sind die BDNF-Plasmaspiegel &uferst gering (< 100 pg BDNF/ml) [59]. Die
BDNF-Serumspiegel kénnen mit der Menge an BDNF im Gehirn korrelieren. Die
Ursachen hierfiir sind bislang unklar [62].

In der Lunge wird BDNF im respiratorischen Epithel stark und in der glatten
Atemwegsmuskulatur und Geféafmuskulatur schwach exprimiert. Die Rezeptoren
(TrkB und p75NTR) finden sich nicht auf dem respiratorischen Epithel, sehr wohl
aber auf den glatten Muskelzellen der Atemwege und der pulmonalen Gefife [63].
BDNF wird eine wichtige Rolle bei der funktionellen Steuerung innervierender
Neurone im respiratorischen Epithel und in der glatten Muskulatur und somit bei

der Steuerung des cholinergen Atemwegstonus zugeschrieben [64|. Es wurden in den
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letzten Jahren eine Reihe an Studien publiziert, die einen Zusammenhang zwischen
BDNF und den funktionellen Verinderungen in den Atemwegen beim allergischen

Asthma zeigen. Diese sollen im nichsten Kapitel dargelegt werden.

1.2.3 BDNF und Asthma

Studien zur Rolle von BDNF beim allergischen Asthma wurden zunéchst im Tier-
modell durchgefiihrt. Es konnte gezeigt werden, dass bei Mausen mit allergischer
Atemwegsentziindung die BDNF-Konzentration in der bronchoalveoliren Lavage
(BAL) erhoht ist, wobei interessanterweise die maximale BDNF-Konzentration
bei Abklingen der Entziindungsreaktion nachgewiesen wurde. BDNF wird in den
allergischen Atemwegen verstirkt durch entziindliche Infiltrate und Epithelien
exprimiert [65]. Eine erhohte BDNF-Konzentration in der BAL konnte auch beim
Menschen mit allergischem Asthma nach Allergenprovokation nachgewiesen werden
[16]. BDNF wird von verschiedenen Immunzellen, vor allem Makrophagen und
Monozyten, freigesetzt [66]. Diese BDNF-Sekretion kann durch Entziindungs-
mediatoren wie Interleukin-6 oder TNF-Alpha gesteigert werden [66]. Inhalative
Corticosteroide senken hingegen die BDNF-Produktion durch Immunzellen [67]
und die BDNF-Serumspiegel. [68] Bei Patienten mit allergischem Asthma finden
sich auch systemisch erhohte BDNF-Konzentrationen in Serum und Thrombozyten.
Interessanterweise korrelieren diese Spiegel mit der Atemwegsobstruktion und der
bronchialen Hyperreagibilitiat der Patienten (Abbildung 1.3) [67].

Die genaue Ursache des Zusammenhangs zwischen erhéhten systemischen BDNF-
Spiegeln und der bronchialen Hyperreagibilitdt beim allergischen Asthma ist bis-
lang nicht bekannt. Gegenwértige Hypothesen gehen davon aus, dass BDNF durch
funktionelle Verdnderungen der Atemwegsneurone die Reagibilitdt der Atemwege
beeinflukt. Ob die erhohten systemischen Spiegel ein Abbild der lokalen BDNF-
Erhohung in der Lunge sind, oder eine genuine pathophysiologische Rolle der

(BDNF-iiberladenen) Monozyten widerspiegeln, ist jedoch noch unbekannt.
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Abbildung 1.3: Korrelation zwischen BDNF-Thrombozytenbeladung und Lungenfunktion.
Gezeigt werden die Korrelationen zwischen BDNF in Thrombozyten und dem PEF (Peak exspirato-
ry flow) bzw. der PCq (Histaminkonzentration, die zu einem 20%-Abfall der FEV fiihrt, ein Mark-
er der bronchialen Hyperreagibilitdt) von 20 Patienten mit Asthma bronchiale. Schwarze Kreise
kennzeichnen steroidnaive Patienten, farblose Kreise Patienten mit inhalativer Steroidmedikation.
Die Korrelationen wurden mit Hilfe des Korrelationskoeffizienten nach Spearman (r) berechnet.
Signifikant negativ korreliert der BDNF-Gehalt der Thrombozyten sowohl mit dem Peak flow als
auch der PCy (jeweils mit einem Stern markiert). Die Geraden stellen die Regressionsgerade der

steroidnaiven Patienten dar (entnommen aus [67]).

1.3 Inhalative Beta2-Sympathomimetika in der
Asthmatherapie

In den sechziger Jahren des 20. Jahrhunderts kamen mit Orciprenalin und Iso-
prenalin die ersten inhalativen Sympathomimetika fiir die Therapie des Asthma
bronchiale auf den Markt (siehe Tabelle 1.1). Diese sind strukturell vom Nora-
drenalin abgeleitet, dessen Wirkung sie direkt, das heifst an den Adrenorezeptoren,
immitieren [69]. Inman et al. zeigten 1969 einen signifikanten Anstieg der Mortalitét
bei Asthma in Relation zur steigenden Verordnung dieser Aerosole (Abbildung
1.4). Dieses Phinomen wurde damals auf kardiale Nebenwirkungen der unspezifisch

sympathomimetischen Wirkung der Medikamente zuriickgefiihrt.



14

Beta-Mimetika | Kurzbezeichnung | Wirkdauer | Wirkstoffe | Beispiel Handelsnamen
nicht selektive N Orciprenalin | Alupent
6
Beta-Mimetika Isoprenalin nicht mehr im Handel
Salbutamol | Sultanol
kurz wirksame SABA 46 L Fenoterol Berotec
Beta2-Mimetika Terbutalin Aerodur
Reproterol Bronchospasmin
lang wirksame LABA . Salmeterol Serevent
Beta2-Mimetika Formoterol Foradil
Olodaterol in Entwicklung
Vilanterol in Entwicklung
ultralang
wirksame VLABA 24 h Indacaterol | Onbrez *
Beta2-Mimetika Carmoterol | in Entwicklung
Arfometerol | in Entwicklung

Tabelle 1.1: Beta-Mimetika in der Therapie obstruktiver Atemwegserkrankungen ( * nur zur Ther-
apie der COPD zugelassen). SABA: short acting beta-agonist, LABA: long acting beta-agonist,
VLABA: very long acting beta-agonist.

Es zeigte sich jedoch Ende der 1970er Jahre, dass es auch einen Zusammenhang
zwischen erhohter Mortalitdt und spezifischen (kurzwirksamen) Beta-Mimetika
(“short acting beta-agonist* SABA) gibt [70]. Dazu passend konnte gezeigt werden,
dass die Fenoterol-Dauertherapie riskanter war als die Fenoterol-Bedarfstherapie
[71]. Ahnliches wurde fiir das SABA Terbutalin gezeigt [72]. Als mégliche Ursache
der Mortalitidtssteigerung unter inhalativen Beta2-Mimetika wurde eine paradoxe

Steigerung der bronchialen Hyperreagibilitit diskutiert [73].

Mit der Einfithrung der neuen langwirksamen Beta2-Mimetika (LABA) Anfang der
1990er Jahre keimte Hoffnung auf, dass die bislang beobachteten Nebenwirkungen
bei Asthma nicht mehr auftreten wiirden. Diese Hoffnung erfiillte sich nicht. Castle
et al. veroffentlichten 1993 eine klinische Studie, die die Mortalitdt von Patienten
mit Asthma bronchiale unter regelméfiger Inhalation von Salmeterol (“long acting
beta-agonist“ LABA) und Salbutamol (SABA) verglich. Es zeigte sich eine erhohte
Mortalitdt unter Salmeterol-Therapie im Vergleich zur Salbutamol-Therapie |74].

In der darauthin durchgefiihrten Studie, bei der eine Salmeterol-Monotherapie mit
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Abbildung 1.4: Mortalitit und Verordnung von inhalativen Beta-Mimetika (entnommen aus

[69])

Placebo-Therapie verglichen wurde, bestétigte sich die erhohte Mortalitédtsrate
unter Salmeterol-Therapie [75]. Fiir Formoterol wurden kiirzlich &hnliche Daten

publiziert [76].

Fiir die aktuell neu entwickelten ultralang wirksamen Beta2-Mimetika (“very
long acting beta-agonist®, VLABA) liegen bislang keine Daten beziiglich Asthma
bronchiale vor. Es ist jedoch aufgrund der umfangreichen Daten zu SABA und
LABA davon auszugehen, dass es sich bei der Mortalitdtszunahme unter Beta2-

Mimetika um einen generellen Effekt dieser Medikamentenklasse handelt.

Man geht bislang davon aus, dass vor allem die Monotherapie mit Beta2-
Mimetika beim Asthma risikobehaftet ist. Aus der gegenwirtigen Datenlage ldsst
sich jedoch nicht mit hundertprozentiger Sicherheit beweisen, dass eine Kombination

mit inhalativen Corticosteroiden immer sicher ist. Daher dufert sich die FDA (
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“US Food and Drug Administration®, US-amerikanische Behorde fiir Lebensmittel-
und Arzneimittelsicherheit) auch zuriickhaltend gegeniiber der Kombination und

empfiehlt wenn moglich eine ICS-Monotherapie (Abbildung 1.5).

Specific Label Changes for Long-Acting Beta-Agonists (LABAs).

1. Contraindicate the use of LABAs for asthma in patients of all ages without con-
comitant use of an asthma-controller medication such as an inhaled cortico-
steroid.

2. Stop use of the LABA, if possible, once asthma control is achieved and maintain
the use of an asthma-controller medication, such as an inhaled corticosteroid.

3. Recommend against LABA use in patients whose asthma is adequately con-
trolled with a low- or medium-dose inhaled corticosteroid.

4. Recommend that a fixed-dose combination product containing a LABA and an
inhaled corticosteroid be used to ensure compliance with concomitant therapy
in pediatric and adolescent patients who require the addition of a LABA to an
inhaled corticosteroid.

Abbildung 1.5: Empfehlung der FDA 2010 zur Asthmatherapie mit LABAs [77]

Der Mechanismus der negativen Effekte der Beta2-Mimetika auf die Asthmakon-
trolle ist bislang unklar. Wie bereits erwidhnt, wurde eine paradoxe Erhéhung der
bronchialen Hyperreagibilitét fiir den Verlust an der Asthmakontrolle verantwortlich

gemacht. Die Ursache dieses Phinomens war bislang jedoch nicht bekannt.

Kiirzlich konnte in einer in vitro-Studie gezeigt werden, dass Salmeterol die
Sekretion von BDNF in Zellkulturen humaner mononukleédrer Zellen des peripheren
Blutes steigert [78] (Abbildung 1.6). Somit wurde BDNF erstmals als ein moglich-
es Bindeglied zwischen Beta2-Mimetika-Therapie und verdnderter bronchialer

Hyperreagibilitit beschrieben. In vivo-Daten lagen aber bislang nicht vor.
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Abbildung 1.6: In Vitro-Freisetzung von BDNF aus Leukozyten. Mononukleéire Zellen aus dem
peripheren Blut von 22 gesunden Probanden wurden fiir 24 h mit 50 ng/ml TNF-Alpha stimuliert.
Gezeigt werden hier die BDNF-Konzentrationen in Zellkulturiiberstdnden nach Stimulation mit
Fluticason Propionat (10~"M), Salmeterol Xinafoat(10~"M) und beiden Substanzen (Fluticason

Propionat 10~"M und Salmeterol Xinafoat 10~"M) im Vergleich zur Kontrolle (entnommen aus

[78]).

1.4 Fragestellung

Ziel der vorliegenden Dissertation war es daher, den Einfluss von Salmeterol auf die
BDNF-Spiegel und die bronchiale Hyperreagibilitit von Patienten mit allergischem
Asthma in vivo zu untersuchen. Zur Beantwortung dieser Fragestellung wurde ein
Studiendesign entworfen, welches zunéchst eine Therapie mit Salmeterol (iiber zwei
Wochen) und dann eine (ebenfalls zweiw6chige) Therapie mit Salmeterol / Flutica-
son beinhaltete. Durch sequentielle Messung der BDNF-Spiegel und der bronchialen
Hyperreagibilitit (gegeniiber Histamin) sollte der Einfluss der Monotherapie und

der Kombinationstherapie in vivo untersucht werden.



Kapitel 2

Methoden

2.1 FEin- und Ausschlusskriterien der Studie

Die Patienten wurden iiber eine Zeitungsannonce in der Ostseezeitung (Rostocker
Ausgabe) rekrutiert (Abbildung 2.1).

.

Lo el
e, A
Eriggen\*

U'NIV_F,RFHTAT ROSTOCK
AMNSTALT OFFENTLICHEN RECHTS

Die Abt. fiir Pneumologie der Universitdtsklinik Rostock
sucht fiir eine 4-wochige ambulante Studie Nichtraucher
im Alter von 18-50 Jahren mit leichtgradigem Asthma.
Gesucht werden Patienten, die keiner tdglichen Inhalations-
therapie bediirfen, sondern nur bedarfsweise Dosier-Aero-
sole nutzen. Im Rahmen der Studie sollen die Patienten
nacheinander mit zwei hdufig verordneten Asthma-Medi-
kamenten behandelt werden. Die Patienten erhalten fiir die
Teilnahme an der Studie eine Aufwandsentschadigung von
200 €.

Interessenten melden sich bitte bei Frau Seidel
(Sekretariat Prof. Dr. Virchow)
unter der Tel.-Nr. 03 81/4 94 74 61

Abbildung 2.1: Studienanzeige in der Rostocker Ostseezeitung
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Rekrutierungskriterien waren:
1. Alter 18 - 50 Jahre
2. die durch einen Arzt gestellte Diagnose eines Asthma bronchiale
3. Nichtraucherstatus

4. die ausschlieBliche Bedarfsmedikation mit einem inhalativen kurzwirksamen

Beta2-Sympathomimetikum

Patienten, die die Rekrutierungskriterien erfiillten, wurden in der Pneumologischen
Abteilung der Inneren Medizin der Universitit Rostock einer Bodyplethysmogra-
phie sowie Bestimmung der PCy, gegeniiber Histamin unterzogen. Fiir die Studie

bestanden folgende Einschlusskriterien:
1. FEV; > 80% ohne vorherige Inhalation eines Bronchodilatators
2. bronchiale Hyperreagibilitit (PCyy < 8 mg/ml Histamin)

3. anamnestisch das Vorliegen einer Allergie (Pollen, Tierhaare, Hausstaubmil-
ben)

Ausschlusskriterien waren:
1. jede Art von chronischer Erkrankung (aufer Asthma)
2. Symptome einer akuten Infektion

3. Zigarettenrauchen in der Anamnese

2.2 Studiendesign

Bei Vorliegen aller Rekrutierungs- und FEinschlusskriterien und Nichtvorliegen
aller Ausschlusskriterien wurden die Patienten {iber Inhalt und Durchfiihrung der
Studie aufgekldrt sowie nach Unterzeichnung der Aufklirung sowie der Einver-
stdndniserkldrung in die Studie eingeschlossen. Die Studie wurde im Vorfeld der
Untersuchungen durch die Ethikkommission an der Medizinischen Fakultidt der
Universitdt Rostock begutachtet. Es wurden keine Bedenken beziiglich der Studie

gedulert.
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Die Teilnehmer fiillten einen Fragebogen zur Erfassung der Anamnese aus.
Daraufhin erfolgte die erste vendse Blutentnahme aus der Ellenbeuge und die
Patienten wurden in der Handhabung des Inhalationsgeréites (Discus) und des

Peakflowmeters instruiert.

In den folgenden zwei Wochen, sollte tiglich zweimal morgens und abends
Salmeterol Xinafoat 50 ug (Serevent Discus (©), GlaxoSmithKline, GSK, Brentford,
UK) inhaliert werden. Zusétzlich war aus Sicherheitsgriinden eine tégliche Kontrolle
und Dokumentierung des exspiratorischen Peak Flow durchzufiihren. Bei einem
Abfall unter 3 1/s und/oder deutlicher Verschlechterung der Atemnotsymptomatik
sollte der Studienleiter informiert werden. Auch waren die Patienten angehalten,
die Haufigkeit der Asthmaanfille in diesen 14 Tagen und die Menge der bendtigten

Hiibe ihrer gewohnten Bedarfsmedikation zu protokollieren.

Im Anschluss an diese erste Phase erfolgte an Tag 15 eine erneute Lungen-
funktionsmessung und Bodyplethysmographie auf der Pneumologischen Station,
sowie die zweite Blutprobenentnahme und eine eingehende Befragung zur verin-
derten Symptomatik und eine Sichtung des vom Patienten gefiihrten Protokolls.

Am Morgen dieses Tages durfte keine Inhalation mit Serevent erfolgen.

Die zweite Studienphase schloss sich an die Bodyplethysmographie an Tag 15
an. Die Patienten begannen direkt nach der Messung mit der Inhalation des
Kombinationspraparates aus Salmeterol Xinafoat 50 pug und Fluticason Proprionat
250 pg (Viani Discus (©), GSK), welche wiederum téglich zweimal morgens und
abends fiir 14 Tage durchzufiihren war. Ebenso wurde die Protokollierung zu

Symptomatik und Peak Flow durch die Patienten fortgefiihrt.

An Tag 29 wurden die Patienten ein letztes Mal zur Bodyplethysmographie
und Blutentnahme einbestellt. An diesem Morgen erfolgte wiederum keine Inhala-
tion von Viani mehr. Die Protokolle zur Anfallshdufigkeit und zum Peak Flow
wurden einbehalten. Nach Bestéitigung des Wohlbefindens durch die Patienten
konnten diese entlassen werden (Abbildung 2.2).
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Rekrutierung von 35 Patienten mit allergischem Asthma

EBodyplethysmographie
Messung der Atemwegsempfindlichkeit

11 Patienten: PC,, = 8 mag/m|

¥

L J

3 Patienten: FEV, < 80% pred.

Einschlulz wvon 21 Patienten in die Studie ‘

Blutentnabhme

Inhalation von Salmeterol 100 pg zweimal taglich fir 14 Tage |—b- 1 Patient zieht Einwilligung zuriick

Bodyplethysmographie 2 Patienten inhalierten
Messung der Atemwegsempfindlichkeit —» die Studienmedikation
Blutentnahme direkt vor der

‘ Lungenfunkticnstestung

Inhalation von Salmetersl 100 pg / Fluticasone 500 ug zweimal taglich fir 14 Tage

Bodyplethysmographie
Messung der Atemwegsempfindlichkeit
Blutentnahme

18 Patienten schlossen die Studie ab

Abbildung 2.2: Studienablauf

2.3 Gewinnung und Verarbeitung der Blutproben

Material

Stauschlauch

Hautdesinfektion mit Neokodan

Sterile Wattetupfer

Monovette-Kaniile 0,8 x 38mm [Sarstedt, Niimbrecht, D]
Monovette EDTA 2,7 ml [Sarstedt, Niimbrecht, D]
Monovette Li-Heparin 2,7 ml [Sarstedt, Niimbrecht, D|
Monovette Serum 2,7 ml [Sarstedt Niimbrecht, D]
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Zu Beginn der Studie wurden 6 Rohrchen, zu jedem weiteren Zeitpunkt 5
Rohrchen abgenommen:

1. ein kleines EDTA-R6hrchen (zur Blutbildbestimmung) beziehungsweise bei der
ersten Blutentnahme ein weiteres kleines EDTA-Rohrchen (zur Bestimmung des
Beta-Rezeptor-Polymorphismus),

2. zwei kleine Rohrchen ohne Additiva (zur Serumgewinnung),

3. zwei kleine heparinisierte Rohrchen (zur Plasmagewinnung).

Sofort nach der Abnahme wurden die Plasma-Rohrchen bis zur Weiterverar-
beitung fiir 60 Minuten auf Eis gelegt. Die Serum-R6hrchen wurden 60 Minuten bei
Raumtemperatur gelagert. Danach erfolgte die gemeinsame Zentrifugation fiir 10
Minuten bei 2000 G und 4°C (Megafuge 1,0 R; Kendro-Heraeus, Stuttgart, D). Die
jeweiligen Uberstiinde (Serum und Plasma) wurden aliquotiert und anschliefend in
Eppendorf-Rohrchen (Fa. Eppendorf, Hamburg, D) bei —80°C tiefgefroren.

Die EDTA-R6hrchen wurden zur Blutbildbestimmung in das Institut fiir Klinische

Chemie und Labormedizin der Universitit Rostock gegeben.

2.4 Bodyplethysmographie

Material

Ganzkorperbodyplethysmograph mit Auswertungssoftware [Fa. Jaeger, Wiirzburg,
D]

Mundstiick und Nasenklemme [Fa. Jaeger, Wiirzburg, D]

2 Histamin-Stammldésungen in 0,9% Natriumchlorid in den Konzentrationen 4
mg/ml und 32 mg/ml [Fa. Fagron]|

0,9% Natriumchlorid zur Verdiinnung [Mallincrodt-Baker, Deventer, NL|
Pari-Inhalierboy [Pari-Werk GmbH, Starnberg, D]

Lungenfunktionsprifung
Diese Methode erlaubt mit grofier Sensitivitit eine Bestimmung des Atemwegswider-
standes und statischer Lungenvolumina (inklusive der Residualkapazitit und der

totalen Lungenkapazitét) in einer mitarbeitsunabhingigen Weise und stellt
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gegenwirtig die umfassendste Methode zur Erfassung der Lungenfunktion dar.
Die Methode beruht auf der Gesetzmissigkeit, dass das Produkt aus Druck
und Volumen konstant ist, weshalb aus Druckdnderungen auf das intratho-
rakale Gasvolumen geschlossen werden kann. Dabei sitzt der Patient in einer
geschlossenen Kabine (Abbildung 2.3). Fiir die Messung der Atemstromstirke
ist der Patient an einen Pneumotachographen (iiber Mundstiick) angeschlossen.
Durch die Anderung seines Korpervolumens wihrend der Atmung kommt es zu
Druckverdanderungen in der Kammer, die aufgezeichnet werden. Man erhilt ein
Druck-Stromungsdiagramm, welches iiber das Verhalten des Stromungswiderstandes
wiahrend eines gesamten Atemzyklusses exaktere Aussagen erlaubt, als es mit den
sonstigen Methoden mdoglich ist. Teil der bodyplethysmographischen Messungen
ist auch eine einfache Spirometrie. Mit dieser Methode werden die mobilisierbaren
Lungenvolumina (z.B. die forcierte exspiratorisch Vitalkapazitit in der ersten
Sekunde, FEV;) und die Stromungsgeschwindigkeiten (z.B. der Peak Flow, die
maximale Atemstromgeschwindigkeit bei der Ausatmung) erfasst. Die Methode
der Bodyplethysmographie erlaubt somit eine umfassende Bestandsaufnahme der

statischen und mobilisierbaren Lungenvolumina des Menschen.

Abbildung 2.3: Ganzkorperplethysmograph der Fa. Jager
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Der Patient sitzt aufrecht in der ca. 1 m?® grofen Kabine des Ganzkdrperplethysmo-
graphen. Dann wird er mit dem Pneumotachographen verbunden und die Nase
wird mit Hilfe einer Nasenklemme verschlossen. Nach Schlieften der Tiir des
Ganzkorperplethysmographen sollte einige Minuten gewartet werden, um die sich
nun erwarmende Luft im Ganzkorperplethysmographen, welche zu einer Drift
des Signals fiihrt, zu kompensieren. Dank der Software moderner Ganzkorper-
plethysmographen ist eine schnelle Drift-Kompensation méglich, so dass nur eine
kurze Wartezeit bis zum Beginn der Messung notwendig ist. Der Patient wird
aufgefordert, ruhig ein- und auszuatmen. Es erfolgt zuerst die Bestimmung des
Atemwegswiderstandes bei Ruheatmung. Erreicht der Patient die endexspiratorische
Atemruhelage wird das Atemrohr verschlossen. Der Patient wird nun aufgefordert,
gegen den bestehenden Widerstand ruhig einzuatmen. Durch dieses Manover kann
das intrathorakale Gasvolumen berechnet werden. An dieses Mandver schliefst sich
dann die Bestimmung der Atemvolumina (Spirometrie) an. Hierbei wird der Patient
aufgefordert, zunéchst maximal auszuatmen, dann maximal einzuatmen und dann
so schnell wie moglich vollstindig auszuatmen. Mit der nachfolgenden Einatmung

ist die Messung beendet, und der Proband kann aus der Kabine entlassen werden.

Messung der bronchialen Reagibilitit auf Histamin

Der unspezifische bronchiale Provokationstest dient der Bestimmung der Reaktiv-
itdt der Atemwege auf unspezifische, nichtsensibilisierende Reize. Er dient in erster
Linie der Abklirung von Husten unklarer Atiologie oder unklarer Dyspnoe sowie zur
Objektivierung des Schweregrades eines Asthma bronchiale. Es werden in der Klinik
unterschiedliche Reizstoffe verwendet. Wir haben uns in dieser Studie fiir Histamin
entschieden, da Histamin vor allem neuronale Strukturen der Atemwege stimuliert.
Vor der Provokation wurde bei allen Patienten die Ausgangs-Lungenfunktion nach
Inhalation einer 0,9%igen Natriumchloridlésung bestimmt, auch um zu gewéhrleis-
ten, dass diese nicht schon von vornherein eingeschrinkt war (Kontraindikation:
Tiffeneau-Index < 70%) bzw. um sicher zu stellen, dass eine Provokation der Bron-
chien aus &rztlicher Sicht iiberhaupt vertretbar war. Im Anschluss an die Lungen-
funktionspriifung wurden die Patienten gebeten, eine Minute lang eine 0,4 mg/ml-
Histamin-Natriumchlorid-Losung mittels PARI-BOY zu inhalieren. Danach wurde
erneut die Lungenfunktion gemessen und mit der ersten Messung verglichen. Kam

es nach der ersten Histaminprovokation zu keinem signifikantem Abfall der Lungen-
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funktion (Abfall der FEV; um weniger als 20%), so setzten die Patienten die ein-
miniitigen Inhalationen mit héher konzentrierten Histamin-Natriumchlorid-Losung
fort bis ein Abfall der FEV; um 20% erreicht wurde. Die Lungenfunktionsmes-
sung erfolgte nach jeder weiteren Inhalation (Abbildung 2.4). Es standen insgesamt
fiinf Histamin-Natriumchlorid-Losungen in den Konzentrationen 0,4, 2, 4, 8 und 32
mg/ml zur Verfiigung. Alle Losungen wurden am jeweiligen Untersuchungstag un-
mittelbar vor Eintreffen der Studienteilnehmer frisch aus den beiden Stammlosungen

hergestellt.
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Abbildung 2.4: Messung der Atemwegsreagibilitat mittels Histaminprovokation. Gezeigt werden
links die Reaktion eines Gesunden (Abfall der FEV; um >20% erst nach Inhalation von 32 mg/ml
Histamin) und rechts die Reaktion eines Patienten mit allergischem Asthma (Abfall der FEV; um

>20% nach Inhalation von 4 mg/ml Histamin)
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2.5 ELISA

Gerdite und Materialien

Multichannel-Pipette [Eppendorf, Hamburg, D]

Pipette Research 100 - 1000 pl [Eppendorf, Hamburg, D]

Pipette Research 20 - 200 pl [Eppendorf, Hamburg, D]

Waschautomat Amerlite Washer [Amersham Buchler, Braunschweig, D]
Photometer Anthos ht ITIT [Anthos Mikrosysteme, Krefeld, D]
Zentrifuge Heraeus Megafuge 1.0 R [Kendro Laboratory Products, Hanau, D]
Schiittler The Belly Dancer [Stovall Life Science, Greensboro, USA]
Rundbodenplatten, 96 Wells [Greiner microlon, Frickenhausen, D]
Pipettenspitzen blau 1000 pl [Greiner BioOne, Frickenhausen, D]
Pipettenspitzen gelb 200 pl [Greiner BioOne, Frickenhausen, D]

PP - Rohrchen 1,3 ml [Greiner BioOne, Frickenhausen, D]

Reagent Reservoir Costar 50 ml [Corning Life Sciences, Wiesbaden, D|
ELISA-Kit DuoSet [R&D Systems, Wiesbaden, D]

Bovines Serumalbumin [BSA]| [Sigma, Deisenhofen, D]

Tween 20 [Merck-Schuchardt, Hohenbrunn, D]

Entwickler [R&D Systems, Wiesbaden, D]

Color Reagent A: H202; Color Reagent B: Tetramethylbenzidin

Losungen

10 x PBS: 160,2 g NaCl + 28,8 g Na2HPO4 + 4,03 ¢ KCL + 4,08 g KH2PO4
aufgelost in 2000 ml Aqua dest.

pH-Wert eingestellt auf 7,3; zum Gebrauch 1:10 verdiinnt

Blockpuffer: PBS + 1 % BSA + 5 % Saccharose + 0,05 % NaN3

Reagent Diluent: PBS + 1 % BSA

Waschpuffer: PBS + 0,05 % Tween 20

Stopp-Losung: 2N H2504

Methode
Der so genannte “Enzyme-Linked Immunosorbent Assay‘ (ELISA) dient der

quantitativen Bestimmung von Protein-Stoffmengenkonzentrationen. Die Bildung
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eines Komplexes aus gesuchtem Eiweifs, Antikorpern und einem Enzym fiihrt zur
enzymatischen Umsetzung eines Substratgemisches. Hiermit ist ein Farbumschlag
verbunden, der sich photometrisch bestimmen und in die Konzentration des

interessierenden Proteins umrechnen lasst.

Der Ablauf wird im Folgenden beschrieben und in Abbildung 2.5 dargestellt:
Der auf die Mikrotiterplatte aufgetragene monoklonale Primérantikorper (Cap-
ture Antibody) wird an diese fest gebunden [1|. Wird nun die Probe mit dem
interessierenden Protein (Antigen) dazu gegeben, bindet der Primérantikorper
dieses ebenfalls [2]. Der im Folgenden hinzugefiigte polyklonale Sekundarantikorper
(Detection Antibody) bindet mit einer seiner zwei Bindungsstellen ebenfalls an
diesen Antigen-Antikorper-Komplex [3]. Die andere Bindungsregion fixiert die
nun dazukommende Streptavidin-Peroxidase [4], welche in der Lage ist, Tetram-
ethylbenzidin durch eine Redoxreaktion mit Wasserstoffperoxid in die oxidierte
Form zu iiberfiihren und somit einen blaulich sichtbaren Farbumschlag bewirkt
[5]. Die Zugabe von Schwefelsiure fiihrt zu einem Farbumschlag in den gelblichen
Bereich [6], welcher in seiner Intensitdt quantitativ bestimmt werden kann und
mit Hilfe der mitgefiihrten Standardreihen definierter Konzentrationen in die

Stoffmengenkonzentration des gesuchten Proteins umgerechnet werden kann.

EI + H,80, l
Capture Antibody ’ Protein 1 Detection Antibody ™9 Streptavidin - Peroxidase

Abbildung 2.5: Schematische Darstellung des ELISA-Prinzips. angepasst aus [79]
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Durchfiihrung

Die Primérantikorper wurden in PBS auf die gewiinschten Konzentrationen
verdiinnt und mit jeweils 50 pl pro Well auf die ELISA-Platte aufgetragen. Die
mit Parafilm abgedeckten Platten wurden in Dunkelheit bei Raumtemperatur iiber
Nacht inkubiert. Am nédchsten Morgen wurden die Platten mit Hilfe des Waschau-
tomaten fiinfmal mit Waschpuffer gewaschen. Der hierfiir verwendete Puffer wurde
vor jeder Benutzung frisch angesetzt. Im Anschluss daran erfolgte das Auftragen
von 100 ul Blockpuffer pro Well; die Platten wurden daraufhin bei Dunkelheit und
Raumtemperatur eine Stunde lang inkubiert und wiederum fiinfmal gewaschen.
Nach dem im Folgenden beschriebenen Schema wurde nun das Pipettieren der
Probenl6sungen vorgenommen: In die beiden oberen Reihen der Platte wurden in
die ersten zehn Wells 50 ul der Standardverdiinnungsreihen pipettiert; die beiden
letzten Vertiefungen enthielten lediglich 50 pl Verdiinnungslésung und dienten
als Negativkontrolle und Blankwert. Die iibrigen 72 Wells in den unteren sechs
Reihen der Platte wurden durch jeweils 50 ul der Probenldsungen belegt. Die
Proteinkonzentrationen aller Proben wurden in Doppelbestimmung erfasst. Die
Platten wurden mit Parafilm abgedeckt und fiir zwei Stunden bei Raumtemperatur
auf dem Belly Dancer inkubiert. Nach erneutem fiinfmaligem Waschen wurden
pro Well 50 ul des Sekundéirantikorpers aufgetragen und mit Parafilm abgedeckt,
um dann fiir weitere zwei Stunden bei Raumtemperatur auf dem Belly Dancer zu
inkubieren, wonach die Platten dann wiederum fiinfmal gewaschen wurden. Im
Folgenden wurde dann die Meerrettich-Peroxidase-Stammlosung 1:200 mit Reagent
Diluent verdiinnt und mit einem Volumen von 50 pl pro Well appliziert. Daran
schloss sich eine Inkubation bei Dunkelheit und Raumtemperatur von 20 Minuten
Dauer an. Die im Verhiltnis 1:1 gemischten Color Reagents A und B wurden
nun mit einem Volumen von 50 pl pro Well auf die Platten aufgetragen und bei
Dunkelheit und Raumtemperatur inkubiert. Nach ca. 20 Minuten wurden 50 pl
der 1 M Schwefelsdure zum Abstoppen der Reaktion hinzu gegeben. Es erfolgte
die sofortige Messung der optischen Dichten mit Hilfe des Anthos HT3 Readers
bei 450 nm Wellenlinge und einem Referenzfilter bei 595 nm. Unter Verwendung
der mitgefiihrten Standardreihen erfolgte die computergestiitzte Umrechnung der

optischen Dichten in die entsprechenden Konzentrationen.

Fiir die Messung von BDNF im Serum wurde Serum 1:50 in PBS verdiinnt.



30

Das Detektionslimit betrug 8 pg/ml.

2.6 Bestimmung des Beta2-Rezeptor-Poly-

morphismus

Zur Analyse des Polymorphismus des Beta2-Rezeptors wurden die bei der ersten Blu-
tentnahme gewonnenen EDTA-Ro6hrchen aller Patienten in das kommerzielle Labor
IMGM Laboratories ( www.imgm.com ) nach Martinsried (Deutschland) gesandt.
Bestimmt wurden zum einen der argl6gly-Polymorphismus (Homozygotie fiir Glycin
oder Homozygotie fiir Arginin oder Heterozygotie) und zum anderen der gln27glu-
Polymorphismus (Homozygotie fiir Glutamin oder Homozygotie fiir Glutaminsiure

oder Heterozygotie).

2.7 Statistik

Die Daten wurden mittels SPSS (Chicago, IL, USA) analysiert. Die meisten Param-
eter waren nicht normal verteilt. Deshalb wurden die Korrelationsanalysen mit dem
Spearman-Korrelations-Koeffizienten durchgefiihrt. Die Lungenfunktionsparameter
und die BDNF-Konzentrationen der verschiedenen Zeitpunkte wurden mittels Wil-
coxon-Vorzeichen-Rang-Test fiir verbundene Stichroben verglichen. Irrtumswahr-

scheinlichkeiten von p < 0.05 wurden als statistisch signifikant angesehen.



Kapitel 3

Ergebnisse

3.1 Patientencharakteristika

Von den 35 rekrutierten Patienten erfiillten 14 die Einschlusskriterien nicht (n=11
hatten eine PCyy von >8 mg/ml und n—=3 hatten eine FEV; < 80% vom Soll).
Daher wurden 21 Patienten in die Studie eingeschlossen (siehe Abbildung 2.2).
Von den 21 in die Studie eingeschlossenen Patienten brach ein Patient die Studie
wéhrend der Phase der Salmeterolinhalationen aufgrund einer subjektiven Zunahme
der Asthmasymptome ab. Zwei Weitere inhalierten irrtiimlicherweise die Studien-
medikation am Morgen vor der zweiten Lungenfunktionsmessung und wurden daher
aus der Studie ausgeschlossen. Somit beendeten insgesamt 18 Patienten die Studie.
Ihre Charakteristika sind in Tabelle 3.1 zusammengestellt. Geringgradige Neben-
wirkungen der Salmeterol-Monotherapie wie subjektives Unwohlsein oder eine Zu-
nahme der Dyspnoe wurden von drei der Patienten berichtet, diese fiithrten jedoch
nicht zum Abbruch der Studie. Keiner der Patienten beklagte diese Beschwerden
unter der Kombinationstherapie. Starkere Nebenwirkungen, welche die Inanspruch-
nahme &rztlicher Hilfe n6tig machten, traten im Verlauf der Studie bei keinem der

eingeschlossenen Patienten auf.
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Pat. Nr. | Alter | Geschlecht Jahre seit Allergien | PC,, | PEF | FEV, | argl6gly | gln27glu
Diagnosestellung
1 20 m 13 P,S, T 4 71,7 91,9 Gly/Gly GIn/Gln
2 19 m 5 S, T 3,8 70,8 81,8 Gly/Gly Glu/Glu
3 20 m 8 P, S 45 90,5 105,7 | Arg/Gly GIn/Gln
4 18 m 5 P 0,2 58,8 84,2 Arg/Gly GIn/Glu
5 36 w 5 P,S, T 5 95,2 103,6 | Gly/Gly GIn/Glu
6 19 w 11 P,S, T 3,3 74 102,2 Gly/Gly GIn/GlIn
7 39 W 6 P, T 42 | 645 | 868 | Arg/arg | GIwGin
8 20 w 10 P, S 3,8 97,5 109,1 | Arg/Gly GIn/Glu
9 42 w 10 P 5,5 106,8 | 115,3 | Arg/Gly GIn/Glu
10 44 m 8 S 0,4 81 82,5 Arg/Gly GIn/Glu
11 18 m 3 P 2,8 112,1 95,8 Gly/Gly Glu/Glu
12 29 m 3 P, T 5,5 57,9 88,7 Gly/Gly Glu/Glu
13 18 m 6 S, T 0,8 63,7 89,9 Arg/Gly GIn/Gln
14 38 m 28 P, S 0,8 62,1 92 Arg/Gly GIn/Glu
15 26 w 10 P, S 1,5 104,7 | 93,2 Arg/Gly GIn/Glu
16 19 m 10 P,S, T 1,4 68,7 97,3 Gly/Gly Glu/Glu
17 19 w 8 P,S, T 8 57,3 87 Arg/Gly GIn/Glu
18 20 w 15 P 2,7 110,3 106 Arg/Gly GIn/Glu

Tabelle 3.1: Patientencharakteristika und Lungenfunktionscharakteristika vor Beginn der
Salmeterol-Inhalationen: m=ménnlich; w=weiblich; P=Pollen; S=Hausstaubmilben; T=Tierhaare;
FEV; in % vom Soll; PEF=Peak Flow in % vom Soll; PCy in mg/ml; Arg=Arginin; Gly=Glycin;

Glu=Glutaminsiure; Gln=Glutamin

3.2 Lungenfunktion und Atemwegshyperreagibili-
tat

Wie in Grafik 3.1 dargestellt, verdnderten sich die FEV; (in % vom Soll) sowie der
Peak Flow (PEF in % vom Soll) im Zuge der 14-tigigen Salmeterol-Monotherapie
nicht signifikant. Die Kombinationstherapie mit Salmeterol und Fluticason fiihrte
zu einem Anstieg der FEV;- und PEF-Median-Werte im Vergleich zur Baseline
sowie zur Lungenfunktion nach Monotherapie mit Salmeterol. Statistisch signifikant
waren die Abweichungen jedoch nicht (Grafik 3.1). Nach 14-tégiger Salmeterol-
Monotherapie kam es zu keiner signifikanten Anderung der PCy (Grafik 3.2). Es war
jedoch bei 12 von 18 Patienten ein Abfall der PCyy unter Salmeterol-Monotherapie
zu verzeichnen. Im Gegensatz dazu waren die PCyp-Werte im Anschluss an die
Kombinationstherapie im Vergleich zur Baseline bei 15 Patienten und im Vergle-
ich zur Messung nach Monotherapie bei 16 Patienten erh6ht. Daraus ergibt sich fiir

die Atemwegshyperreagibilitit insgesamt eine statistisch signifikante Verbesserung
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durch den Zusatz von Fluticason zur Salmeteroltherapie (Grafik 3.2).

3.3 BDNF-Konzentrationen in Serum, Throm-

bozyten und Plasma

Es fand sich kein statistisch signifikanter Unterschied beim Vergleich der BDNF-
Konzentrationen im Plasma zum Studienbeginn (Median 0,09 ng/ml), nach der
Salmeterol-Monotherapie (Median 0,08 ng/ml) und nach der Kombinationstherapie
(Median 0,08 ng/ml). Im Gegensatz dazu ergaben sich statistisch signifikante Verén-
derungen der BDNF-Konzentrationen im Serum sowie in den Thrombozyten: Ver-
glichen mit der Baseline stiegen die Werte nach 14-tégiger Salmeterol-Monotherapie
signifikant an und sanken nach anschliefender Kombinationstherapie wieder sig-
nifikant ab (Abbildung 3.3). Eine statistisch signifikante Verdnderung der Throm-
bozytenanzahl wurde nicht festgestellt, Median vor Therapie: 247 x 10°/ml, Medi-
an nach Monotherapie: 247 x 10%/ml, Median nach Kombinationstherapie: 255 x
10°%/ml.

3.4 Zusammenhang zwischen den Verianderungen

der BDNF-Konzentrationen und der PCy

Grafik 3.4 zeigt, dass die Verdnderungen der PCyy-Werte mit den Verdnderungen der
BDNF-Konzentrationen in Serum und Thrombozyten nach Ende der Salmeterol-
Monotherapie korrelieren. Diese Korrelation ergab sich nach Kombinationsthera-
pie mit Salmeterol und Fluticason nicht, obwohl zu diesem Zeitpunkt die BDNF-
Konzentrationen signifikant gesunken und die PCyy-Werte signifikant gestiegen

waren (Daten nicht gezeigt).

3.5 Bedeutung des Beta2-Rezeptor-Polymorphis-

mus

In Tabelle 3.1 sind die Ergebnisse der Analyse der Beta2-Rezeptor-Polymorphismen
argl6gly und gln27gly aufgezeigt. Hiermit sollte gepriift werden, ob der Effekt von
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Salmeterol auf die Atemwegshyperreagibilitit moglicherweise mit dem Beta2-Poly-
morphismus zusammenhéngt. Beziiglich des argl6gly-Polymorphismus waren 7 Pa-
tienten homozygot fiir Glycin, 1 Patient homozygot fiir Arginin und 10 Patienten
heterozygot. Beziiglich des gln27glu-Polymorphismus waren 4 Patienten homozygot
fiir Glutaminsiure, 5 Patienten homozygot fiir Glutamin und 9 Patienten heter-
ozygot. Ein statistisch signifikanter Zusammenhang zu den Verédnderungen der PCq-
Werte nach Salmeterol-Therapie ergab sich weder fiir den argl6gly-Polymorphismus
(r=0,11, p=0,65) noch fiir den gln27glu-Polymorphismus (r=0,34, p—=0,17) (siehe
Grafik 3.5).
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Abbildung 3.1: Lungenfunktion: Gezeigt werden in der oberen Grafik die FEV; in % vom Soll
sowie in der unteren Grafik der Peak Flow (PEF) in % vom Soll der 18 Studienpatienten zu
Studienbeginn (hellblau), nach 14 Tagen Monotherapie mit Salmeterol (mittelblau) sowie nach
14 Tagen Kombinationstherapie mit Salmeterol/Fluticason (dunkelblau). Die Ergebnisse sind als
Boxplot mit dem Median (Linie in der Box), dem Interquartilenabstand (Abstand zwischen oberer
und unterer Boxkante) und dem Bereich der Werte, die weniger als 1,5 Interquartilenabstinde
vom oberen oder unteren Rand der Box entfernt sind (vertikale Linie), dargestellt. Extremwerte
und Ausreifer (>1,5 Interquartilenabstéinde von der oberen oder unteren Boxkante) wurden nicht

dargestellt.



36

p<0.01
| 1

p<001

_p=070 0.70
g -
6 -
4
2 -

Baseline 14Tage 14 Tage
S S/F

=
N
|

=
o
|

PC 2 (mg Histamin / ml)

Abbildung 3.2: Bronchiale Hyperreagibilitéit: Gezeigt wird die PCyy der 18 Studienpatienten zu
Studienbeginn (hellblau), nach 14 Tagen Monotherapie mit Salmeterol (mittelblau) sowie nach 14
Tagen Kombinationstherapie mit Salmeterol / Fluticason (dunkelblau). Die Ergebnisse sind als
Boxplot mit dem Median (Linie in der Box), dem Interquartilenabstand (Abstand zwischen oberer
und unterer Boxkante) und dem Bereich der Werte, die weniger als 1,5 Interquartilenabstinde
vom oberen oder unteren Rand der Box entfernt sind (vertikale Linie), dargestellt. Extremwerte
und Ausreifer (>1,5 Interquartilenabstinde von der oberen oder unteren Boxkante) wurden nicht

dargestellt.
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Abbildung 3.3: Verdnderungen von BDNF in Serum und Thrombozyten: Gezeigt werden die
BDNF-Konzentrationen im Serum (in ng/ml Serum, obere Grafik) sowie in den Thrombozyten (in
pg/10° Thrombozyten, untere Grafik) der 18 Studienpatienten jeweils zu Studienbeginn (hellblau),
nach 14 Tagen Monotherapie mit Salmeterol (mittelblau) sowie nach 14 Tagen Kombinationsther-
apie mit Salmeterol / Fluticason (dunkelblau). Die Ergebnisse sind als Boxplot mit dem Median
(Linie in der Box), dem Interquartilenabstand (Abstand zwischen oberer und unterer Boxkante)
und dem Bereich der Werte, die weniger als 1,5 Interquartilenabstinde vom oberen oder unteren
Rand der Box entfernt sind (vertikale Linie), dargestellt. Extremwerte und Ausreifier (>1,5 In-

terquartilenabsténde von der oberen oder unteren Boxkante) wurden nicht dargestellt.
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Abbildung 3.4: Zusammenhang zwischen BDNF und PCyg: Gezeigt werden die Korrelationen der
BDNF-Verinderungen im Serum (obere Grafik) sowie in den Thrombozyten (untere Grafik) mit
der Veranderung der PCso-Werte der 18 Studienpatienten nach 14 Tagen Salmeterol-Monotherapie.
Jeder Punkt reprisentiert einen Patienten. Die Linie stellt die Regressionslinie berechnet mittels
SPSS dar. Der Spearman-Korrelations-Koeffizient (r) sowie die Signifikanz (p) sind jeweils oberhalb
der Grafik angegeben.
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Abbildung 3.5: Zusammenhang zwischen der Anderung der bronchialer Hyperreagibilitit und
zwei Beta-Rezeptor-Polymorphismen. Gezeigt werden die Verdnderungen der PCqg-Werte nach
der Salmeterol-Monotherapie in % vom Ausgangswert in Abhéngigkeit von der Glycin/Arginin-

Mutation (oben) beziehungsweise der Glutamin/Glutamat-Mutation (unten) des Beta-Rezeptors.



Kapitel 4
Diskussion

Inhalative Beta2-Mimetika werden aus zwei Griinden in der Therapie des Asthma
bronchiale eingesetzt. In der Akuttherapie bewirken sie als Bedarfsmedikation
eine rasche Bronchodilatation. In der Dauertherapie konnen sie die Asthmakon-
trolle verbessern, wenn sie in Kombination mit einem inhalativen Glucocorticoid
eingesetzt werden [80, 81|. Beziiglich der Monotherapie mit Beta-Mimetika zeigen
zahlreiche Studien jedoch einen paradoxen Verlust der Asthmakontrolle und
einen konsekutiven Anstieg der Mortalitét [82, 74, 75]. Daher sind Betamimetika
als Dauertherapie des Asthma bronchiale kontraindiziert. Die Griinde fiir den
Verlust an Asthmakontrolle unter Betamimetika-Monotherapie sind bislang unklar.
Erklarungsansitze bieten Studien, in denen ein Anstieg der bronchialen Hyperreag-
ibilitdt mit einer regelméfbigen Beta-Mimetika-Monotherapie in Zusammenhang
gebracht wird [83, 84, 85]. Dies kann zumindest teilweise mit einer verinderten
Aktivitdt bronchialer Neuronen durch Beta-Mimetika erklért werden [86]. Ein
mechanistisches Bindeglied zwischen Betamimetika-Therapie und verdnderter

neuronaler Aktivitdt war bislang jedoch nicht bekannt.

Ein potentieller Mediator fiir die Verinderung der neuronalen Aktivitdt in
den Atemwegen ist das Neurotrophin BDNF (87, 88]. Eine verstéirkte Sekretion
von BDNF durch Leukozyten und Epithelien in allergisch-entziindlich verdnderten
Atemwegen konnte in Tiermodellen nachgewiesen werden [65, 89]. Hier konnte
einerseits bei Allergen-sensibilisierten Mausen eine Reduktion der Atemwegshyper-
reagibilitdt durch Inhibition von BDNF in den Atemwegen erreicht werden und

andererseits bei gesunden Méusen eine Atemwegshyperreagibilitit durch Verabre-
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ichung von BDNF provoziert werden. Die gleiche Studie belegt den Zusammenhang
zwischen diesen Effekten und den Verdnderungen neuronaler Aktivitdt in den
Atemwegen [64]. Eine weitere Studie mit Meerschweinchen konnte diese Ergebnisse
bestétigen [90]. Folglich konnte anhand von Tiermodellen nachgewiesen werden,
dass BDNF die neuronale Aktivitit in den Atemwegen steigert und damit zu
neuronaler Dysfunktion und bronchialer Hypereagibilitit in allergisch-entziindlich

verinderten Atemwegen beitriagt [91].

4.1 Wirkungen von Salmeterol

Bei Patienten mit Asthma konnte die gesteigerte Konzentration von BDNF in
den Thrombozyten Ausdruck der gesteigerten BDNF-Produktion in den Lungen
sein [16]. Es ist jedoch auch denkbar, dass bei Patienten mit Asthma eine genuine
Erhohung der BDNF-Thrombozytenkonzentration beziehungsweise der BDNEF-
Freisetzung aus Thrombozyten vorliegt. BDNF wird nicht von den Thrombozyten
oder deren Vorstufen produziert, sondern vielmehr aktiv von ihnen aufgenommen
[56]. Die BDNF-Konzentration kann somit als Makfiir die BDNF-Sekretion der
Organe des menschlichen Korpers fiir einen Zeitraum von einigen Tagen gelten [59].
Der Zusammenhang zwischen Thrombozyten-BDNF und dem Schweregrad der
Atemwegshyperreagibilitit bei Patienten mit Asthma konnte verschiedene Ursachen
haben. Einerseits konnte eine gesteigerte BDNF-Konzentration in den Atemwegen
sowohl zu einer Verstirkung der bronchialen Hyperreagibilitit als auch zu einer
vermehrten Aufnahme von BDNF in Thrombozyten fiihrt. Andererseits ist es
vorstellbar, dass Thrombozyten-BDNF eine kausale Rolle beim Asthma spielt, denn
es wurde gezeigt, dass Thrombozyten aktiv in die Lunge wandern und an funk-
tionellen Veranderungen im allergisch entziindlichen Gewebe beteiligt sind [92, 93].
Es kann folglich spekuliert werden, dass nicht nur die pathologisch gesteigerte
Produktion von BDNF durch Leukozyten und Epithelien in den Atemwegen,
sondern auch die Freisetzung von BDNF aus Thrombozyten (und moglicherweise
cine genuine BDNF-Uberladung der Thrombozyten von Patienten mit Asthma)
eine entscheidende Rolle bei der Entwicklung der bronchialen Hyperreagibilitit

beim Ashtma spielt.

In der vorliegenden Studie fiihrte die 14-tdgige Salmeteroltherapie bei Patienten
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mit allergischem Asthma zu einem signifikanten Anstieg der Thrombozyten-BDNF-
Konzentrationen in vivo. Diese in vivo Beobachtung stimmt mit publizierten in vitro
Daten iiberein. Der Zusammenhang zwischen den Verdnderungen der Atemwegshy-
perreagibilitit und den Verdnderungen der BDNF-Konzentrationen lafst vermuten,
dass BDNF tatsdchlich zur Entwicklung der bronchialen Hyperreagibilitdt beim
Asthma und zu den bekannten vegetativen Effekten der Salmeterol-Monotherapie
beitrigt. Der zugrunde liegende Mechanismus der BDNF-Steigerung durch Sal-
meterol bleibt bislang ungeklirt. Es wurde jedoch postuliert, dass Salmeterol
die Transkription von Genen mit sogenannten “cAMP response elementen“ im
Bereich ihres Promotors steigert [94]. Da BDNF iiber diese “cAMP response
elemente* verfiigt [95], konnte vermutet werden, dass Salmeterol iiber diesen Weg
die Produktion von BDNF fordert. Dies wurde jedoch bei Patienten mit Asthma

oder im Tiermodell des Asthma noch nicht explizit gezeigt.

4.2 Wirkungen von Fluticason

Die Begleittherapie mit Fluticason fiihrte zu einem signifikanten Abfall der Throm-
bozyten-BDNF-Konzentration. Es wurde schon gezeigt, dass inhalative Corticos-
teroide wie beispielsweise Fluticason die Sekretion von BDNF durch Leukozyten
[67] und auch die BDNF-Spiegel im Serum von Patienten mit allergischem Asth-
ma senken [68]. Inhalative Corticosteroide konnen die Atemwegshyperreagibilitét
bei Patienten senken. Folglich konnte die Senkung der BDNF-Spiegel durch inhala-
tive Corticosteroide , welche in dieser und in vorangegangenen Studien beobachtet
wurde [96, 67|, ein weiterer Hinweis auf eine Rolle von BDNF in der Pathogenese der
bronchialen Hyperreagibilitidt bei Asthma bronchiale sein. Der Benefit fiir die Asth-
matherapie, der sich aus der Kombination eines lang wirksamen Betamimetikums
(LABA) mit einem inhalativen Corticosteroid ergibt, kénnte demzufolge mit einer
Suppression der LABA-induzierten Uberexpression von BDNF zusammenhiingen.
Interessanterweise korrelierte der Abfall der BDNF-Spiegel nach Kombinationsthera-
pie in unserer Studie nicht mit dem Abfall der PCyp-Werte. Dies liegt moglicherweise
an den vielfiltigen Effekten von Fluticason auf andere Zelltypen in den Atemwegen,

die ebenfalls einen Einfluss auf die Atemwegsreagibilitit haben.



43

4.3 Einfluss von Beta-Rezeptor-Polymorphismen

In der vorliegenden Studie wurde bei der Mehrheit der Patienten eine Ver-
schlechterung der Atemwegshyperreagibilitit infolge der Salmeterol-Monotherapie
beobachtet. Diese Daten werden durch viele andere Studien unterstiitzt, die
nachteilige Effekte lang-wirksamer [97, 98] und kurz-wirksamer [83, 84, 85| Beta2-
Mimetika auf die Atemwegsreagibilitit beim Asthma bronchiale belegen. Es fand
sich jedoch kein Zusammenhang zwischen Beta-Rezeptor-Polymorphismen und den
Verdanderungen der PCyp-Werte nach der Salmeterol-Monotherapie (Abbildung 3.5).
Diese Beobachtung wird durch jiingere Analysen gestiitzt, welche zeigen, dass diese
Polymorphismen das therapeutische Ansprechen von Patienten mit allergischem
Asthma auf LABA nicht beeinflussen [99]. Somit vermuten wir, dass auch die Ef-
fekte der LABA auf die Atemwegshyperreagibilitdt von Patienten mit Asthma nicht

durch Beta-Rezeptor-Polymorphismen erkldart werden konnen.

4.4 Andere mogliche Wirkungen einer Salmeterol-

induzierten BDNF-Steigerung

In der vorliegenden Arbeit wird vor allem der mogliche negative Effekt einer
BDNF-Steigerung auf die bronchiale Hyperreagibilitdt und das Asthma diskutiert.
Es muss jedoch erwidhnt werden, dass bei einer Reihe von neurologischen und
psychiatrischen Erkrankungen positive Effekte einer BDNF-Steigerung beschrieben

werden. Es sollen hier exemplarisch einige dieser Erkrankungen diskutiert werden.

Morbus Alzheimer

Der fortschreitende Verlust von Neuronen im Hippocampus und dem entorhi-
nalen Cortex ist der Grund fiir den Funktionsverlust des Kurzzeitgedichtnisses
[100, 101, 102|, das Leitsymptom des Morbus Alzheimer. In Tiermodellen zum
Morbus Alzheimer mit Mausen, Ratten und Affen hat die Applikation von BDNF
in den entorhinalen Cortex zu einer Verbesserung der Gedéchtnisleistung der
Tiere gefithrt [103|. Beispielsweise zeigte sich nach Infusion von BDNF in den
entorhinalen Cortex von Ratten ein Riickgang altersbedingter Verdnderungen
der Genexpression im entorhinalen Cortex und Hippocampus mit konsekutiver

Verbesserung von Lernen und Gedéchtnis [103], und bei Primaten eine Milderung
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des neuronalen Zelltodes nach Lésionen im entorhinal-hippocampalen System [103].
Diese Ergebnisse weisen auf einen moglichen therapeutischen Nutzen von BDNF

beim Morbus Alzheimer hin. Klinische Studien stehen derzeit allerdings noch aus.

Morbus Parkinson

Die neurodegenerative Erkrankung Morbus Parkinson ist vor allem durch die Symp-
tomtrias Rigor, Tremor und Akinesie als Ausdruck der Degeneration dopaminerger
Neuronen der Substantia nigra gekennzeichnet [104]. Eine reduzierte Expression
von BDNF in diesem Gebiet bei Patienten mit Morbus Parkinson konnte schon
nachgewiesen werden [105, 106]. In Tiermodellen mit Ratten [107, 108] als auch
Primaten [109] ist eine unterstiitzende Wirkung von BDNF auf das Uberleben
dopaminerger Neuronen und die Verminderung des Zelltodes nachgewiesen worden.
Auch beim Morbus Parkinson gibt es dazu derzeit noch keine klinischen Studien

am Menschen.

Amyotrophe Lateralsklerose

Die Amyotrophe Lateralsklerose ist durch eine schnell fortschreitende Atrophie der
Motoneuronen gekennzeichnet, die innerhalb von zwei Jahren zu einer general-
isierten Muskelschwéche und schliefslich zum Atemstillstand fithrt. Eine Prévention
der Degeneration von spinalen und corticospinalen Motoneuronen durch BDNF ist
in Tiermodellen bereits nachgewiesen worden [110, 111, 112]. Mehrere klinische
Studien mit BDNF konnten bislang jedoch keinen Benefit fiir das Uberleben
der ALS-Patienten zeigen [113, 114, 115]. Die Daten belegen, dass BDNF weder
systemisch noch in den Liquor infundiert die degenerierten Motoneuronen adiaquat
erreicht [116, 117].

Depression

Auch bipolare Storungen und Depressionen scheinen eine Verbindung zum Ner-
venwachstumsfaktor BDNF aufzuweisen. BDNF wird in der aktuellen Literatur
eine besondere Bedeutung in der Pathogenese der Depression zugeschrieben
[118]. Bei betroffenen Patienten ist eine spezifische Reduktion des hippocampalen
Hirnvolumens [119] und ebenso der hippocampalen BDNF-Spiegel [120] und Serum-
BDNF-Spiegel [121] gezeigt worden. Bei Ma&usen konnte depressives Verhalten
durch einen isolierten BDNF-Abfall im Hippocampus induziert werden [122].
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Antidepressive Pharmaka normalisieren sowohl die Hirnvolumenminderung [123]
als auch die BDNF-Spiegel in Serum [124, 125] und Hippocampus [126]. Allerdings
sprechen depressive Patienten iiber die ersten Wochen der Anwendung verzogert
auf die Medikation an. In dieser Zeit kommt es zum Wachstum neuer neuronaler
Verbindungen und zu einer Reorganisation im Gehirn [127]. BDNF wird eine reg-
ulierende Rolle bei dieser “neuronalen Plastizitit® zugeschrieben [128]. Jedoch hat
ein Anstieg der BDNF-Spiegel wohl keine direkte stimmungsaufhellende Wirkung,
sondern stoft innerhalb stimmungsregulierender Netzwerke eine Signalkaskade mit

antidepressiver Wirkung an [127, 129].

Die Forschungen beziiglich des therapeutischen Einsatzes von BDNF bei den
genannten Krankheitsbildern stofen an eine gemeinsame Grenze: eine effektive und
sichere Methode, BDNF an seinen Wirkort (die Neuronen im Zentralnervensystem)
zu bringen, ist bislang nicht gefunden worden [130]. Wird BDNF systemisch
appliziert, passiert nur eine minimale Menge des Nervenwachstumsfaktors die
Blut-Hirnschranke [130]. Bei der intrathekalen oder intraventrikuléren Infusion von
BDNF werden die oberflichlichen Hirnschichten nicht in dem Malfe penetriert,
dass eine ausreichende Dosierung im tieferen Parenchym erreicht wird [131].
Eine Dosissteigerung birgt jedoch die Gefahr unerwiinschter Nebenwirkungen wie
beispielsweise Gewichtsverlust, Diarrhoe oder Dysésthesien [113, 132, 133, 134].
Fiir dieses Problem gibt es aktuell drei verschiedene Losungsansidtze. Zum einen
konnten in das Zielgebiet implantierte Pumpen eine direkte, kontinuierliche und
steuerbare Infusion des Nervenwachstumsfaktors gewiihrleisten [130]. Bei dieser Ap-
plikationsform treten bislang jedoch Probleme wie Reflux des Pharmakons entlang
der Infusionsnadel mit Streuung in den Liquor [135] und direkte Gewebsschidigung
durch hohe Flussraten auf, wihrend geringere Flussraten zu keiner effizienten
Dosierung in der Zielregion fiihren [136]. Zum anderen gibt es die Moglichkeit
des Gentransfers mit viralen Vektoren, wodurch beispielsweise gezielt Zellen des
angestrebten Hirngebietes zur Produktion des Nevenwachstumsfaktors angeregt
und andere Gebiete weitestgehend unbeeinflusst belassen werden kénnten [130].
Klinische Studien mit Parkinson-Patienten haben bislang keine nachteiligen Effekte
gezeigt (137, 138, 139], jedoch ist auch die therapeutische Effizienz bislang nicht
belegt worden [130]. Ergebnisse einer klinischen Studie zur Gentransfer-vermittelten

Uberexpression von NGF im Nucleus basalis beim Morbus Alzheimer werden 2012
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erwartet [130]. Der dritte Ansatz besteht darin, dass man durch verschiedene
Pharmaka, wie zum Beispiel Antidepressiva [124, 125, 126], die BDNF-Produktion
im Zentralnervensystem indirekt steigert. Der in unserer Studie gezeigte Anstieg
der systemischen BDNF-Spiegel unter Salmeterol-Therapie konnte daher in
diesem Zusammenhang einen neuen therapeutischen Ansatz zur Steigerung von
BDNF-Konzentrationen im Korper bei neurodegenerativen oder psychiatrischen
Erkrankungen aufzeigen. Es bleibt jedoch noch ungeklirt, inwieweit inhalierte
oder systemisch applizierte Betamimetika zu einer ausreichenden Steigerung der

BDNF-Spiegel im Zentralnervensystem fiithren konnen.

4.5 Methodenkritik

Aus wissenschaftlicher Sicht wére ein Crossover-Studiendesign sinnvoll gewesen, um
einen Einfluss der Abfolge der Therapie auszuschliessen. Dies wurde aufgrund von
ethischen und Sicherheitsaspekten unterlassen. Ein Studienarm, aus dem die Pa-
tienten nach ausschlieblicher Monotherapie mit dem Beta2-Mimetikum (mit den
moglichen nachteiligen Effekten auf Asthmakontrolle und Mortalitét) entlassen wor-
den wiren, hétte den internationalen Richtlinien widersprochen, welche besagen,
dass LABAs nicht zur Monotherapie des Asthma eingesetzt werden diirfen. Aus
diesem Grunde wurde, auch wenn dies bei Patienten mit leichtgradigem Asth-
ma iibervorsichtig erscheinen mag, eine Crossover-Studie nicht durchgefiihrt. Diese
Entscheidung wird durch die Resultate der Studie bekraftigt, welche eine Ver-
schlechterung der Atemwegshyperreagibilitit bei einem betrachtlichen Teil der Teil-
nehmer nach Salmeteroltherapie zeigen. Ein weiterer potentieller Kritikpunkt ist das
Fehlen eines Placeboarmes. Dieser Placeboarm hétte mogliche Einfliisse des Wissens
auf die aktuelle Mediaktion auf die erhobenen Ergebnisse ausgeschlossen. Allerdings
bleibt zu bemerken, dass ein direkter Einfluss des Wissens um die Medikation auf den
BDNF-Spiegel im Blut sehr unwahrscheinlich erscheint. Desweiteren decken sich die
erhobenen in vivo Daten sehr gut mit den publizierten in vitro Daten zum Einfluss
von Salmeterol /Fluticason auf BDNF. Somit sehen wir einen moglichen Placebo-

Effekt in dieser Studie als marginal an.
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4.6 Hypothese

Die vorliegenden Studienergebnisse zeigen, dass eine Monotherapie mit Salmeterol
bei Patienten mit leichtgradigem Asthma eine Steigerung der BDNF-Thrombo-
zytenkonzentration zufolge hat und eine Verinderung der Atemwegshyperreagibil-
itdt mit diesem Effekt assoziiert ist. Daraus ergibt sich die Hypothese, dass in-
halative Beta2-Mimetika iiber eine Steigerung der BDNF-Thrombozytenbeladung
beziehungsweise direkt iiber eine lokale Steigerung der BDNF-Produktion und die
nachfolgende Steigerung der neuronalen Aktivitit in den Atemwegen negative Effek-
te auf die Asthmakontrolle haben. Mit einer begleitenden inhalativen Corticosteroid-

Medikation kénnen diese Effekte aufgehoben werden.
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BDNF-Synthese! ~ Thrombozyten-BDNFt

LABA + ICS

BDNF-Synthese«| Thrombozyten-BDNF |

Abbildung 4.1: Hypothese: Inhalative Beta2-Mimetika steigern die BDNF-Synthese und die
BDNF-Thrombozytenbeladung und somit die Atemwegshyperreagibilitit (oben). Die Kombina-

tion mit einem inhalativen Corticosteroid hebt diese Effekte auf (unten).



Kapitel 5
Zusammenfassung

Asthma bronchiale ist eine Volkskrankheit, die durch rezidivierende Atemwegsob-
struktionen charakterisiert ist und die pathophysiologisch auf einer bronchialen
Hyperreagibilitat beruht. Inhalative Beta2-Mimetika, die eine potente antiobstruk-
tive Wirkung bei Asthma haben, sind als Monotherapie des Asthma kontraindiziert,
da sie paradoxerweise zu einem Verlust an Asthmakontrolle und zu einer Mortal-
itdtssteigerung fiihren. Es wurde postuliert, dass die Ursache dieses Phinomens in
einer Steigerung der bronchialen Hyperreagibilitdt durch inhalative Beta2-Mimetika
begriindet liegt, der zugrunde liegende Mechanismus war bislang jedoch unklar.
Der Nervenwachstumsfaktor Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) wurde
vor kurzem als Mediator der bronchialen Hyperreagibilitit beim allergischen
Asthma identifiziert, der Einfluss inhalativer Beta2-Mimetika auf die BDNF-Spiegel
von Patienten mit allergischem Asthma war jedoch bislang unbekannt. In der
vorliegenden klinischen Studie wurden Patienten mit allergischem Asthma iiber 2
Wochen lang mit dem langwirksamen inhalativen Beta2-Mimetikum Salmeterol
und danach 2 Wochen lang mit Salmeterol und dem inhalativen Corticosteroid Flu-
ticason (als Kombinationstherapie) behandelt. Die BDNF-Spiegel im Serum stiegen
unter der Salmeterol-Monotherapie signifikant an, und sanken unter der Kom-
binationstherapie Salmeterol/Fluticason wieder auf das Ausgangsniveau ab. Die
Verschlechterung der bronchialen Hyperreagibiltit nach Salmeterol-Monotherapie
korrelierte mit dem Anstieg der BDNF-Konzentrationen, nicht jedoch mit Beta2-
Rezeptor-Polymorphismen, die in der Vergangenheit als mogliche Ursachen einer

paradoxen Beta2-Mimetika-Wirkung bei Asthma bronchiale postuliert wurden.
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Die vorliegenden Studienergebnisse zeigen, dass eine Monotherapie mit Salmeterol
bei Patienten mit leichtgradigem Asthma eine Steigerung der BDNF-Thrombozyten-
konzentration zufolge hat und eine Verdnderung der Atemwegshyperreagibilitit
mit diesem Effekt assoziiert ist. Daraus ergibt sich die Hypothese, dass inhala-
tive Beta2-Mimetika iiber eine Steigerung der BDNF-Thrombozytenbeladung
beziehungsweise direkt iiber eine lokale Steigerung der BDNF-Produktion und
die nachfolgende Steigerung der neuronalen Aktivitdt in den Atemwegen nega-
tive Effekte auf die Asthmakontrolle haben. Mit einer begleitenden inhalativen

Corticosteroid-Medikation konnen diese Effekte aufgehoben werden.
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Thesen

1. Inhalative Beta2-Mimetika sind potente antiobstruktive Medikamente in der
Therapie des Asthma bronchiale, die entweder als Notfallspray oder in Kombi-
nation mit inhalativen Corticosteroiden in der Dauertherapie eingesetzt wer-

den.

2. Als Monotherapie sind inhalative Beta2-Mimetika in der Therapie des Asthma
bronchiale nicht zugelassen, da epidemiologische Studien wiederholt zeigten,
dass sowohl kurzwirksame als auch langwirksame Beta-2-Mimetika zur Mortal-
itdtssteigerung und zu einem Verlust an Asthmakontrolle fiihren. Die Ursachen

dieses Paradoxons sind bis heute unklar.

3. Es wurde jedoch gezeigt, dass inhalative Beta2-Mimetika bei Patienten mit
Asthma zu einer Steigerung der bronchialen Hyperreagibilitéit fiithren konnen.
Diese Steigerung der bronchialen Hyperreagibilitit kdnnte fiir die beobachtete
Mortalitatssteigerung verantwortlich zeichnen. Der zugrunde liegende Mech-
anismus, der die Zunahme der bronchialen Hyperreagibiltit durch inhalative
Beta2-Mimetika erklart, ist bislang nicht bekannt.

4. Das Neurotrophin Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) ist ein essen-
tieller und nachhaltiger Regulator neuronaler Aktivitdt im erwachsenen Ner-
vensystem. Es wurde in verschiedenen tierexperimentellen und humanen Studi-
en gezeigt, dass BDNF in der allergischen Atemwegsentziindung hochreguliert
ist, und eine bronchiale Hyperreagibilitdt auslost. BDNF gilt daher heute als
ein wesentliches pathogenetisches Bindeglied zwischen Atemwegs-Entziindung

und Atemwegs-Hyperreagibilitdt beim allergischen Asthma.

5. Bei Patienten mit allergischem Asthma korrelieren die systemischen BDNF-
Spiegel mit der bronchialen Hyperreagibilitit. Es wurde bereits in fritheren
Arbeiten gezeigt, dass diese systemischen BDNF-Spiegel durch inhalative
Corticosteroide gesenkt werden konnen. Der Einfluss von inhalativen Beta2-

Mimetika auf die BDNF-Spiegel war jedoch bislang unbekannt.



10.

. In der vorliegenden klinischen Studie, die insgesamt 18 Patienten mit mildem

allergischem Asthma vollendet haben, wurde erstmals gezeigt, dass eine zwei-
wochige Therapie mit dem inhalativen Beta2-Mimetikum Salmeterol zu einer

signifikanten Steigerung der systemischen BDNF-Spiegel fiihrt.

Dieser Anstieg korrelierte signifikant mit der Verschlechterung der bronchialen
Hyperreagibilitdt unter der Salmeterol-Monotherapie. Es wurde daher die
Hypothese aufgestellt, dass der BDNF-Anstieg unter der Salmeterol-
Monotherapie zur Verschlechterung der bronchialen Hyperreagibilitit patho-
genetisch beitrigt.

Eine anschliefsende zweiwtchige Kombinationstherapie mit Salmeterol und
dem inhalativen Corticosteroid Fluticason fiihrte zu einer signifikanten
Senkung der erhohten BDNF-Spiegel. Es wurde daher die Hypothese
aufgestellt, dass die Sicherheit einer Kombinationstherapie bei Asthma
bronchiale auf einer Aufhebung der neuronal schidlichen Salmeterol-Wirkung

durch inhalative Corticosteroide beruht.

. Es fand sich kein Zusammenhang zwischen der Verdnderung der bronchialen

Hyperreagibilitdt unter Salmeterol-Monotherapie und verschiedenen Beta2-
Rezeptor-Polymorphismen. Dies bestitigte die FErgebnisse aktueller epidemi-
ologischer Studien, die keinen Zusammenhang zwischen Beta2-Rezeptor-
Polymorphismen und der Wirksamkeit und Sicherheit der Salmeterol-Therapie

bei Asthma bronchiale fanden.

Die vorliegende Arbeit hat somit erstmals eine mogliche pathogenetische
Erkldarung fiir die Zunahme der bronchialen Hyperreagibilitit unter einer
Monotherapie mit inhalativen Beta2-Mimetika wie Salmeterol bei Patienten
mit allergischem Asthma aufgezeigt. Sie hat daher einen wichtigen Beitrag
zum besseren Verstindnis der Wirkung inhalativer Medikamente beim aller-

gischen Asthma geleistet.





