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Kapitel 1

Einleitung

1.1 Asthma bron
hiale

1.1.1 De�nition und Prävalenz

Das Asthma bron
hiale ist laut De�nition der �Global Initiative for Asthma (GI-

NA)� eine 
hronis
h entzündli
he Erkrankung der Atemwege, die mit anfallsweise

auftretenden, reversiblen Bron
hialobstruktionen vergesells
haftet ist [1℄.

In Deuts
hland sind fünf Prozent aller Erwa
hsenen und bis zu zehn Prozent

der Kinder betro�en [2℄, wobei die Prävalenz der Asthma-Erkrankungen über

Jahre kontinuierli
h zugenommen hat und na
h neuen Studien erst kürzli
h in den

westli
hen Ländern zum Stillstand gekommen zu sein s
heint [3℄.

Bislang am weitesten verbreitet ist eine Unterteilung in das intrinsis
he Asthma

einerseits, wel
hes häu�g erst im Erwa
hsenenalter auftritt und in der Regel ni
ht

mit Allergien oder einer atopis
hen Familienanamnese vergesells
haftet ist, und

das allergis
he Asthma andererseits [4℄. Wesentli
he Merkmale des Letzteren sind

die allergis
he Atemwegsentzündung, die variable Atemwegsobstruktion und die

bron
hiale Hyperreaktivität gegenüber unspezi�s
hen Stimuli (Kälte, Anstrengung),

wel
he si
h au
h dur
h die Inhalation von Reizsubstanzen (z.B. Metha
holin oder

Histamin) provozieren läÿt. Beiden Formen gemein ist die 
hronis
he Entzündung

der Atemwege, die bis vor einigen Jahren als Hauptursa
he asthmatypis
her

Symptome angesehen wurde. Man geht jedo
h mehr und mehr dazu über, au
h

1
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strukturellen Veränderungen in der Lunge einen wesentli
hen Beitrag zur Symp-

tomatik des Asthma zuzus
hreiben. So wurde in groÿangelegten klinis
hen Studien

gezeigt, dass eine Reduktion der Atemwegsentzündung dur
h die spezi�s
he

Hemmung von Immunglobulin E oder Interleukin-5 mittels monoklonaler Antikör-

per (Omalizumab beziehungsweise Mepolizumab) weder die allergen-induzierte

Bron
hokonstriktion no
h die bron
hiale Hyperreagibilität in einer unselektiven

Population von Patienten mit Asthma beein�ussen konnte [5, 6℄. In selektierten

Populationen mit s
hwerem allergis
hen oder eosinophil dominiertem Asthma

können diese spezi�s
hen antiin�ammatoris
hen Therapiestrategien jedo
h wirksam

sein [7℄. Dies unterstei
ht die Bedeutung einer genauen Charakterisierung von

Patienten mit Asthma bron
hiale. Inhalative Steroide hingegen nehmen ni
ht

nur auf Entzündungszellen sondern ebenso auf Strukturzellen der Lunge (wie

Epithelien, Neuronen und Muskelzellen) Ein�uss . Dies erklärt, waum sie Mittel der

ersten Wahl in der Asthmatherapie sind, und zwar unabhängig vom spezi�s
hen

Phänotyp beziehungsweise Subtyp des Asthma bron
hiale.

Das aktuelle Ursa
henkonzept beinhaltet somit neben genetis
hen und psy
his
hen

Faktoren und Umweltein�üssen ein Zusammenspiel aus neuromuskulärer Hyper-

reagibilität, Strukturveränderungen der Lunge und 
hronis
her Entzündung. Dieses

Zusammenspiel mündet in das Haupt
harakteristikum des Asthma bron
hiale: die

bron
hiale Hyperreagibilität.

Als bron
hiale Hyperreagibilität wird die für das Asthma bron
hiale 
harak-

teristis
he Übererregbarkeit der Atemwege bezei
hnet. Sie läÿt si
h mittels

unspezi�s
hem inhalativem Provokationstest objektivieren. Hierbei kommt es dur
h

Inhalation von niedrigen Dosen von Histamin oder Metha
holin zu einer Atemweg-

sobstruktion, die bei Gesunden in diesem Dosisberei
h no
h ni
ht auftreten würde.

Diese Obstruktion läÿt si
h dur
h einen Abfall der FEV1 (exspiratoris
hes Volumen

in der ersten Sekunde) quanti�zieren. Die Histaminkonzentration, die notwendig

ist, um die FEV1 auf 20% zu senken, wird mit PC20 benannt [8℄. Der Normalwert

beträgt > 8 mg/ml, beim Asthma bron
hiale ist er de�nitionsgemäÿ < 8 mg/ml.
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1.1.2 Pathophysiologie des allergis
hen Asthma

Patienten mit allergis
hem Asthma bron
hiale leiden häu�g s
hon im Kleinkindalter

unter Hautsymptomen und un
harakteristis
hen respiratoris
hen Bes
hwerden. Als

Erwa
hsene entwi
keln sie dann die 
harakteristis
hen, oft saisonal akzentuierten

Symptome. Zu den Allergenen, die einen Asthmaanfall provozieren können, gehören

unter anderem Gräser-, Baum-, Getreidepollen, Tierhaare, S
himmelpilzsporen

sowie der Kot von Hausstaubmilben. Haupt
harakteristikum des Asthma bron
hiale

ist jedo
h die Hyperreagibilität auf unspezi�s
he Reize wie kalte Luft [9℄.

Den Ausgangspunkt der allergis
hen Atemwegsentzündung stellen pulmonale

Dendritis
he Zellen (antigen presenting 
ells, APC) dar, wel
he in der Mu
osa

der Atemwege ansässig sind, die Allergene aufnehmen, verarbeiten und in den

drainierenden Lymphknoten allergenspezi�s
hen T-Zellen mit Hilfe ihrer MHC-

II-Rezeptoren (MHC: major histo
ompatibility 
omplex) präsentieren. Es kommt

typis
herweise zur klonalen Selektion von spezi�s
hen T-Helferzellen (CD4-positive

T-Lymphozyten), wel
he dur
h die Auss
hüttung von Interleukin-4 (IL-4) und

Interleukin-13 (IL-13) zur Ausdi�erenzierung aktivierter B-Zellen in Immunglobulin

E (IgE) produzierende Zellklone, dem sogenannten �Swit
h� führen [10℄.

Die gebildeten antigenspezi�s
hen IgE-Antikörper tre�en auf ho
h a�ne Rezeptoren

(F
ǫRI) an der Ober�ä
he von Mastzellen und initiieren deren Sensibilisierung.

Alle na
hfolgenden Antigenkontakte setzen dur
h direkte Interaktion des Allergen-

Antikörper-Komplexes mit dem F
ǫRI-Rezeptor Mediatoren wie Histamin,

Prostaglandin und Leukotriene frei, wel
he Entzündung, Bron
hokonstriktion und

Ödembildung mit Dyskrinie (Hypersekretion eines zähen S
hleims) hervorrufen.

Dieser Me
hanismus gilt als wi
htigster Auslöser der allergis
hen Sofortreaktion

[11℄. Darüber hinaus ist eine 
hemotaktis
he Wirkung auf weitere Entzündungs-

zellen und deren Aktivierung bekannt. Dies wurde als mögli
h Erklärung der mit

einer zeitli
hen Latenz von mehreren Stunden auftretende Spätreaktion vorges
hla-

gen. Jüngste Studien zeigen jedo
h, dass das Maximum der allergen-induzierten

Atemwegsentzündung bei Asthma keineswegs mit dem Zeitpunkt der Spätreaktion

(4-12 Stunden na
h Exposition) korreliert. Somit s
heinen andere Me
hanismen für

die Spätreaktion maÿgebli
h zu sein [12℄.
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Die In�ltration der Atemwege mit allergenspezi�s
hen T-Zellen hat weiterhin

die Anlo
kung 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 S
hweregrad der allergis
hen Entzündung,

eine Verwendung als klinis
her Verlaufsparameter beim allergis
hen Asthma

ist mögli
h. Allerdings stehen sie ni
ht im Zusammenhang mit der S
hwere

der Atemwegsobstruktion. Somit wird diskutiert, ob Eosinophile zur Atemweg-

sobstruktion beim Asthma beitragen oder aber im Gegenteil sogar positive

Auswirkungen auf die Verengung der Atemwege haben könnten [15℄. Letztere

Hypothese wurde dur
h die Beoba
htung unterstützt, dass das Maximum der

Eosinophilenin�ltration na
h Allergenexposition im Augenbli
k des Rü
kgangs der

Obstruktion auftritt [12℄. Als eine weitere immunologis
h bedeutsame Zellgruppe

sind die Alveolarmakrophagen zu nennen. Sie stellen sowohl bei Gesunden wie

Asthmatikern den Hauptanteil der dur
h eine BAL aus den unteren Atemwegen

gewonnenen Zellpopulationen. Bei Patienten mit allergis
hem Asthma zeigen sie

jedo
h einen veränderten Aktivierungsgrad: Die Allergenstimulation bewirkt hier

eine Freisetzung von Peroxidradikalen und Mediatoren wie IL - 1, Leukotrien

B4 (LTB4), Prostaglandin F2a (PGF2a) und Platelet-a
tivating Fa
tor (PAF)

aus den Makrophagen. Sie spielen somit eine Rolle bei der Soforttypreaktion [16, 17℄.

Dur
h wiederholte Allergenkontakte kommt es dur
h die Chroni�zierung der

Atemwegsentzündung beim allergis
hen Asthma bron
hiale zum sogenannten

Airway remodeling [18℄: das Epithel zeigt eine Hyperplasie Mu
us-produzierender

Be
herzellen, die Basalmembran ist verdi
kt, die Submukosa verändert ihre Bes
haf-

fenheit, die glatte Bron
hialmuskulatur ist ebenfalls deutli
h hypertrophiert. Zudem

kommt es in den Atemwegen von Patienten mit Asthma bron
hiale zu funktionellen

Veränderungen sensoris
her und motoris
her Nerven (Abbildung 1.1). Auf diese

Veränderungen soll im nä
hsten Abs
hnitt eingegangen werden.

1.1.3 Innervation der Lunge und neuronale Veränderungen

beim Asthma

Derzeit wird die bron
hiale Hyperreagibilität auf postin�ammatoris
he Veränderun-

gen ortsansässiger Zellen der Lunge zurü
kgeführt. Insbesondere die Veränderung
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Abbildung 1.1: Pathophysiologie der bron
hialen S
hleimhaut beim Asthma bron
hiale (entnom-

men aus [19℄).

neuronaler Parameter s
heint hierbei von Bedeutung zu sein.

Die E�erenzen

Die e�erente Innervation der unteren Atemwege ist ein Zusammenspiel von Sympa-

thikus und Parasympathikus.

Im N. vagus ziehen präganglionäre parasympathis
he Fasern aus dem Nu
le-

us dorsalis nervi vagi und dem Nu
leus ambiguus in die Lunge, wo sie auf

postganglionäre Neurone in den Wandungen der Atemwege umges
haltet werden.

Muskarinerge Rezeptoren binden den parasympathis
hen Transmitter A
etyl
holin

und vermitteln so Bron
hokonstriktion, Vasodilatation und Drüsenaktivierung

[20, 21℄.
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Die präganglionären e�erenten sympathis
hen Nervenfasern ziehen aus thorakalen

und lumbalen Segmenten des Rü
kenmarks (vor allem Nu
leus intermediolateralis)

über die Vorderwurzel zum Grenzstrang, um dort in paravertebralen Ganglien

umges
haltet zu werden oder direkt zu den prävertebralen Ganglien weiter zu

ziehen. Tra
hea und Lunge werden über postganglionäre Fasern vom Ganglion


ervi
ale superius, Ganglion stellatum und von oberen thorakalen Grenzstranggan-

glien versorgt. Haupttransmitter ist hier Noradrenalin. Jedo
h errei
hen nur sehr

wenige sympathis
he Fasern die Atemwegsmuskulatur [22℄. In erster Linie entfaltet

der Sympathikus seine dilatierende Wirkung dur
h zirkulierende Kate
holamine

und dur
h Modulation der 
holinergen Signaltransmission [23℄ (Abbildung 1.2).

Abbildung 1.2: Innervation der Atemwege (entnommen aus [24℄).

Zusätzli
h zu den klassis
hen Mediatoren Noradrenalin und A
etyl
holin �ndet man

in der Lunge non-adrenerge und non-
holinerge (NANC) Neurone, die mit Hilfe

von Neuropeptiden ausgeprägte pharmakologis
he E�ekte auf den Muskeltonus

der Blutgefäÿe und der Bron
hien, die Drüsensekretion und auf Entzündungs-

und Immunzellen haben. Sie können in eine exzitatoris
he und eine inhibitoris
he

Gruppe unterteilt werden. Exzitatoris
he Neurone (e-NANC) bedienen si
h der

Ta
hykinine (z.B. Substanz P, Neurokinin A) um Bron
hokostriktion, Mu
ussekre-

tion und eine Steigerung der Gefäÿpermeabilität zu bewirken. Sie wirken somit
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entzündungsfördernd. Inhibitoris
he Neurone (i-NANC) wirken bron
hodilatierend

und vasokonstriktoris
h. Beispielhaft für ihre Transmitter zu nennen sind hier

vor allem das Vasointestinale Peptid (VIP), wel
hes oft in Cotransmission mit

A
etyl
holin freigesetzt wird, und Sti
ksto�monoxid (NO), das in 
holinergen

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

Für die bron
hiale Hyperreagibilität beim Asthma ist na
h heutigem Erken-

ntnisstand unter anderem eine Fehlregulation im parasympathis
hen S
henkel

der e�erenten Innervation auf intrapulmonaler Ebene anzus
huldigen [27℄. Es

konnte gezeigt werden, dass eine Hemmung der A
etyl
holinesterase und somit eine

übersteigerte Wirkung des A
etyl
holins zur Hyperreagibilität führt [28℄. Dies wird

dur
h Entzündungsmediatoren no
h verstärkt, indem diese die Freisetzung des

Neurotransmitters aus den parasympathis
hen Ganglien oder aus postganglionären

Nervenendigungen no
h steigern [29℄. Zusätzli
h steht dies in We
hselbeziehung mit

der oben genannten entzündungsfördernden Wirkung, die wiederum die zusammen

mit A
etyl
holin ausges
hütteten e-NANC haben [30, 29℄. Au
h eine verminderte

Hemmung der ACh-Freisetzung, die physiologis
herweise über M2-Rezeptoren

reguliert wird, ist bei 
hronis
her Entzündung zu verzei
hnen [31℄. Eosinophile

Granulozyten setzen unter anderem den allosteris
hen M2-Rezeptorantagonisten

Mediator MBP frei, wel
her dann die Fehlregulation bedingt [32, 33℄. Jüngste

Studien, die eine Wirksamkeit von langwirksamen Parasympatholytika bei Asthma

zeigen, unterstrei
hen die Bedeutung des 
holinergen Systems für die asthmatis
he

Atemwegsobstruktion [34℄.

Die A�erenzen

Gröÿtenteils verlaufen die a�erenten Bahnen der Atemwege als pseudounipolare

Neuronen mit dem Nervus vagus von den vagalen sensiblen Ganglien (Ganglion

jugulare und Ganglion nodosum) bis in die Nu
lei des Tra
tus solitarius. Zusätzli
h

wurde eine zweite Versorgung aus den thorakalen Spinalganglien na
hgewiesen

[35℄. Pulmonale A�erenzen bedienen si
h zur Informationsvermittlung ebenfalls der

Ta
hykinine.
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Man unters
heidet:

• Langsam adaptierende Dehnungsrezeptoren, die in den Wänden der Bron
hien

und subpleural zu �nden sind und den Hering-Breuer-Re�ex, der die Einat-

mung als S
hutz vor Überdehnung begrenzt, vermitteln,

• s
hnell adaptierende �Irritanzienrezeptoren�, die vor allem in der S
hleimhaut

liegen, auf reizende Gase und me
hanis
he Stimuli reagieren und z.B. den

Hustenre�ex vermitteln,

• C-Faser-Rezeptoren, die in Tra
hea, Bron
hien und Lungenparen
hym anzutr-

e�en sind dur
h spezi�s
he Stimuli wie Capsai
in (exogen), Bradykinin oder

Histamin (endogen) und dur
h unspezi�s
he Stimuli erregt werden [36, 37℄.

Erregungen sensoris
her Neurone führen zu drei vers
hiedenen Wirkungen:

• zentrale Re�exe,

• eine Erregung sensoris
her Kollateralen (die ihrerseits wiederum lokale Gan-

glienzellen aktivieren können),

• lokale Freisetzung von Neuropeptiden.

Da Neuropeptide au
h die Aktivität und Chemotaxis von Immunzellen bein�ussen,

kann eine Reizung von C-Fasern eine lokale Entzündung auslösen oder verstärken

[38℄. Dieses Phänomen wird als �neurogene Entzündung� bezei
hnet.

Die Hyperreaktivität sensoris
her Neurone beim Asthma ist mit einer Dys-

regulation des pulmonalen Neuropeptidhaushaltes in Zusammenhang gebra
ht

worden [39℄. In Tiermodellen wurde gezeigt, dass es einserseits zu einer Ho
h-

regulation der Ta
hykininsynthese in sensoris
hen Neuronen kommt [40℄ und

andererseits zu einer Charakterveränderung sensoris
her Neurone im Ganglion

nodosum. Das heiÿt im Rahmen der allergis
hen Entzündung werden Neuropep-

tide produziert, zu deren Expression die Nervenzellen zuvor ni
ht in der Lage

waren [30℄. Es wurde daher postuliert, dass ein Mehrangebot an exzitatoris
hen

Neuropeptiden in den Atemwegen mögli
herweise eine pathogenetis
he Rolle beim

allergis
hen Asthma bron
hiale spielen könnte [41℄. Andere Studien zeigen jedo
h,

dass Ta
hykinin-Antagonisten keine signi�kante klinis
he Wirkung bei Patienten
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mit Asthma haben. Somit s
heinen Neuropeptide ni
ht die führende Rolle in der

Pathogenese der asthmatis
hen Atemwegsobstruktion zu spielen [42℄.

Jüngste Fors
hungen zeigen jedo
h, dass mögli
herweise die Blo
kade der Ak-

tivierung sensoris
her Neurone einen therapeutis
hen E�ekt beim Asthma haben

könnte. Die Aktivierung sensoris
her Neurone ges
hieht unter anderem über

sogenannte �Transient re
eptor potential�(TRP)-Kanäle. Wi
htigste Vertreter

dieser Rezeptorgattung sind der TRPV1-Rezeptor (der unter anderem dur
h

Hitze oder Pfe�erbestandteile aktiviert wird) und der TRPA1-Rezeptor (der unter

anderem dur
h Kälte oder Prostaglandine oder Sauersto�radikale aktiviert wird)

[43℄. In Tiermodellen des allergis
hen Asthma konnte gezeigt werden, dass die

Hemmung des TRPA1 (ni
ht jedo
h des TRPV1) zu einer deutli
hen Hemmung

der Atemwegsentzündung und -obstruktion führt [44℄. Klinis
he Studien zur

Wirksamkeit von TRPA1-Antagonisten bei Patienten mit allergis
hem Asthma

stehen no
h aus.

1.2 Neurotrophine und Asthma

1.2.1 Neurotrophine

Der Brain-derived neurotrophi
 fa
tor (BDNF) gehört zusammen mit dem NGF

(Nerve growth fa
tor) und den Neurotrophinen (NT) 3 und 4 zur Familie der

Neurotrophine. Ihr Name geht zurü
k auf die ursprüngli
h bes
hriebene wesentli
he

Funktion als Wa
hstums- und Überlebensregulatoren von Neuronen (klassis
he Neu-

rotrophinhypothese) [45℄. Na
h heutigem Erkenntnisstand tri�t dies vor allem für die

pränatale Periode zu. Während der Embryogenese werden Neurone im Übers
huss

angelegt. Es überleben jedo
h nur jene, wel
he ihr spezi�s
hes Innervationsziel in

einem bestimmten Zeitrahmen errei
hen und dort über Neurotrophin-Rezeptoren

an ihrer Ober�ä
he mit den im Zielgebiet bereitgestellten Neurotrophinen (Target-

derived neurotrophi
 fa
tor) in Kontakt treten. Da diese dort nur in begrenzter

Menge zur Verfügung stehen, kommt es zur Selektion: Bei Neuronen, denen

ihre Ankunft im Zielgebiet ni
ht auf diese Weise signalisiert wird, tritt die

Apoptose ein. Postnatal bestimmen Neurotrophine die funktionelle Di�erenzierung

und Aktivität erwa
hsener Neurone im zentralen und peripheren Nervensystem [46℄.
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Die Neurotrophinrezeptoren können in zwei Klassen unterteilt werden: Tyrosin-

Kinase-Rezeptoren (Trk-Familie) sind ho
ha�n - TrkA für NGF, TrkB für BDNF

und NT-4/5, sowie TrkC für NT-3. Der niedriga�ne Pan-Neurotrophinrezeptor

p75NTR ist für alle Neurotrophine niedriga�n, für deren Vorläuferproteine jedo
h

ho
ha�n [47, 48℄, und kann sehr vers
hiedene Wirkungen haben, die von bes-

timmten Begleitumständen abhängen [49℄.

Neurotrophinrezeptoren werden ni
ht nur von Zellen des Nervensystems exprimiert:

p75NTR und die Trk-Rezeptoren �nden si
h ebenfalls auf der Ober�ä
he von

Mastzellen, Monozyten, Makrophagen, Granulozyten und Lymphozyten. Darüber

hinaus produzieren die Zellen des Immunsystems au
h selbst Neurotrophine und

regen Neuronen zur verstärkten Expression von NGF und BDNF an. Umgekehrt

beein�usst beispielsweise NGF Mastzellen, Makrophagen, Eosinophile, B- und

T- Zellen. Für BDNF konnte eine Beein�ussung des Migrationsverhaltens von

Granulozyten und der Zytokinproduktion mononukleärer Zellen na
hgewiesen

werden [45, 50℄. Die weite Verbreitung der Neurotrophin-Rezeptoren auf Zellen des

Immunsystems ma
ht jedo
h au
h für BDNF eine Vielzahl von Wirkungen auf das

Immunsystem wahrs
heinli
h.

1.2.2 BDNF

BDNF - ein basis
hes homodimeres Protein - besteht aus zwei 13,5 kDa s
hweren

Untereinheiten, die aus Monomeren mit 119 Aminosäuren gebildet werden [51℄.

BDNF zeigt, neben NGF 3 als einziges weiteres Protein, eine 100%-Homologie

der Aminosäuresequenz unter den Säugetieren und ist selbst mit denen niederer

Wirbeltiere zu fast 90% übereinstimmend. Dies gibt einen Hinweis auf seine

Unverzi
htbarkeit für den Organismus [52℄.

Im adulten Gehirn kann eine hohe Expression von BDNF im Cortex 
erebri,

Cerebellum, Corpus amygdaloideum und in vers
hiedenen hypothalamis
hen

Kernen beoba
htet werden, die hö
hsten Werte �ndet man im Hippo
ampus

[53, 54℄. Die potentielle Rolle von BDNF in adultem viszeralem Gewebe sowie

seine mögli
hen zellulären Quellen wurden in einer Mausstudie untersu
ht. Hier
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ergaben si
h signi�kante Mengenunters
hiede für BDNF in den unters
hiedli
hen

Organen. So liegen in Harnblase, Lunge und Colon weit höhere 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

myenteri
us synthetisiert wird. Epithelien, die BDNF exprimieren, verfügen jedo
h

ni
ht über p75NTR und die Trk-Rezeptoren, wel
he hingegen auf den Neuronen

des peripheren Nervensystems präsent sind. Die Daten erbringen den Na
hweis,

dass viszerale Epithelien eine Hauptquelle, ni
ht jedo
h ein Zielgewebe für BDNF

in den inneren Organen darstellen. Diese Studienergebnisse sind mögli
herweise ein

Hinweis darauf, dass das Neurotrophin einen regulatoris
hen Ein�uss auf viszerale

sensoris
he und motoris
he Neurone haben könnte [55℄.

.

Eine Besonderheit der BDNF-Physiologie, die si
h bei keinem anderen Neurotrophin

�ndet, ist die Spei
herung von BDNF in Thrombozyten na
h vorheriger Aufnahme

aus externen Quellen. Es werden 
a. 100 pg BDNF in 1 Million Thrombozyten

gespei
hert, dies entspri
ht einer Gesamtmenge von über 100 µg thrombozytärem

BDNF im zirkulierenden Blut des Mens
hen, wel
he mit der BDNF-Menge im

ZNS dur
haus verglei
hbar ist [56, 57, 58, 59, 60℄. Es wird vermutet, dass dieser

riesige BDNF-Spei
her die Freisetzung hoher Mengen an BDNF bei akutem Bedarf

gewährleistet [61℄.

Aufgrund der Plätt
hendegranulation bei der Serum-Gewinnung sind beim

Mens
hen hohe BDNF-Serumspiegel na
hweisbar (1-50 ng BDNF/ml) . Hingegen

sind die BDNF-Plasmaspiegel äuÿerst gering (< 100 pg BDNF/ml) [59℄. Die

BDNF-Serumspiegel können mit der Menge an BDNF im Gehirn korrelieren. Die

Ursa
hen hierfür sind bislang unklar [62℄.

In der Lunge wird BDNF im respiratoris
hen Epithel stark und in der glatten

Atemwegsmuskulatur und Gefäÿmuskulatur s
hwa
h exprimiert. Die Rezeptoren

(TrkB und p75NTR) �nden si
h ni
ht auf dem respiratoris
hen Epithel, sehr wohl

aber auf den glatten Muskelzellen der Atemwege und der pulmonalen Gefäÿe [63℄.

BDNF wird eine wi
htige Rolle bei der funktionellen Steuerung innervierender

Neurone im respiratoris
hen Epithel und in der glatten Muskulatur und somit bei

der Steuerung des 
holinergen Atemwegstonus zuges
hrieben [64℄. Es wurden in den
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letzten Jahren eine Reihe an Studien publiziert, die einen Zusammenhang zwis
hen

BDNF und den funktionellen Veränderungen in den Atemwegen beim allergis
hen

Asthma zeigen. Diese sollen im nä
hsten Kapitel dargelegt werden.

1.2.3 BDNF und Asthma

Studien zur Rolle von BDNF beim allergis
hen Asthma wurden zunä
hst im Tier-

modell dur
hgeführt. Es konnte gezeigt werden, dass bei Mäusen mit allergis
her

Atemwegsentzündung die BDNF-Konzentration in der bron
hoalveolären Lavage

(BAL) erhöht ist, wobei interessanterweise die maximale BDNF-Konzentration

bei Abklingen der Entzündungsreaktion na
hgewiesen wurde. BDNF wird in den

allergis
hen Atemwegen verstärkt dur
h entzündli
he In�ltrate und Epithelien

exprimiert [65℄. Eine erhöhte BDNF-Konzentration in der BAL konnte au
h beim

Mens
hen mit allergis
hem Asthma na
h Allergenprovokation na
hgewiesen werden

[16℄. BDNF wird von vers
hiedenen Immunzellen, vor allem Makrophagen und

Monozyten, freigesetzt [66℄. Diese BDNF-Sekretion kann dur
h Entzündungs-

mediatoren wie Interleukin-6 oder TNF-Alpha gesteigert werden [66℄. Inhalative

Corti
osteroide senken hingegen die BDNF-Produktion dur
h Immunzellen [67℄

und die BDNF-Serumspiegel. [68℄ Bei Patienten mit allergis
hem Asthma �nden

si
h au
h systemis
h erhöhte BDNF-Konzentrationen in Serum und Thrombozyten.

Interessanterweise korrelieren diese Spiegel mit der Atemwegsobstruktion und der

bron
hialen Hyperreagibilität der Patienten (Abbildung 1.3) [67℄.

Die genaue Ursa
he des Zusammenhangs zwis
hen erhöhten systemis
hen BDNF-

Spiegeln und der bron
hialen Hyperreagibilität beim allergis
hen Asthma ist bis-

lang ni
ht bekannt. Gegenwärtige Hypothesen gehen davon aus, dass BDNF dur
h

funktionelle Veränderungen der Atemwegsneurone die Reagibilität der Atemwege

beein�uÿt. Ob die erhöhten systemis
hen Spiegel ein Abbild der lokalen BDNF-

Erhöhung in der Lunge sind, oder eine genuine pathophysiologis
he Rolle der

(BDNF-überladenen) Monozyten widerspiegeln, ist jedo
h no
h unbekannt.
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Abbildung 1.3: Korrelation zwis
hen BDNF-Thrombozytenbeladung und Lungenfunktion.

Gezeigt werden die Korrelationen zwis
hen BDNF in Thrombozyten und dem PEF (Peak exspirato-

ry �ow) bzw. der PC20 (Histaminkonzentration, die zu einem 20%-Abfall der FEV1 führt, ein Mark-

er der bron
hialen Hyperreagibilität) von 20 Patienten mit Asthma bron
hiale. S
hwarze Kreise

kennzei
hnen steroidnaive Patienten, farblose Kreise Patienten mit inhalativer Steroidmedikation.

Die Korrelationen wurden mit Hilfe des Korrelationskoe�zienten na
h Spearman (r) bere
hnet.

Signi�kant negativ korreliert der BDNF-Gehalt der Thrombozyten sowohl mit dem Peak �ow als

au
h der PC20 (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 se
hziger Jahren des 20. Jahrhunderts kamen mit Or
iprenalin und Iso-

prenalin die ersten inhalativen Sympathomimetika für die Therapie des Asthma

bron
hiale auf den Markt (siehe Tabelle 1.1). Diese sind strukturell vom Nora-

drenalin abgeleitet, dessen Wirkung sie direkt, das heiÿt an den Adrenorezeptoren,

immitieren [69℄. Inman et al. zeigten 1969 einen signi�kanten Anstieg der Mortalität

bei Asthma in Relation zur steigenden Verordnung dieser Aerosole (Abbildung

1.4). Dieses Phänomen wurde damals auf kardiale Nebenwirkungen der unspezi�s
h

sympathomimetis
hen Wirkung der Medikamente zurü
kgeführt.
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Beta-Mimetika Kurzbezei
hnung Wirkdauer Wirksto�e Beispiel Handelsnamen

ni
ht selektive

Beta-Mimetika

6 h

Or
iprenalin Alupent

Isoprenalin ni
ht mehr im Handel

kurz wirksame

Beta2-Mimetika

SABA 4-6 h

Salbutamol Sultanol

Fenoterol Berote


Terbutalin Aerodur

Reproterol Bron
hospasmin

lang wirksame

Beta2-Mimetika

LABA 12 h

Salmeterol Serevent

Formoterol Foradil

ultralang

wirksame

Beta2-Mimetika

VLABA 24 h

Olodaterol in Entwi
klung

Vilanterol in Entwi
klung

Inda
aterol Onbrez *

Carmoterol in Entwi
klung

Arfometerol in Entwi
klung

Tabelle 1.1: Beta-Mimetika in der Therapie obstruktiver Atemwegserkrankungen (* nur zur Ther-

apie der COPD zugelassen). SABA: short a
ting beta-agonist, LABA: long a
ting beta-agonist,

VLABA: very long a
ting beta-agonist.

Es zeigte si
h jedo
h Ende der 1970er Jahre, dass es au
h einen Zusammenhang

zwis
hen erhöhter Mortalität und spezi�s
hen (kurzwirksamen) Beta-Mimetika

(�short a
ting beta-agonist� SABA) gibt [70℄. Dazu passend konnte gezeigt werden,

dass die Fenoterol-Dauertherapie riskanter war als die Fenoterol-Bedarfstherapie

[71℄. Ähnli
hes wurde für das SABA Terbutalin gezeigt [72℄. Als mögli
he Ursa
he

der Mortalitätssteigerung unter inhalativen Beta2-Mimetika wurde eine paradoxe

Steigerung der bron
hialen Hyperreagibilität diskutiert [73℄.

Mit der Einführung der neuen langwirksamen Beta2-Mimetika (LABA) Anfang der

1990er Jahre keimte Ho�nung auf, dass die bislang beoba
hteten Nebenwirkungen

bei Asthma ni
ht mehr auftreten würden. Diese Ho�nung erfüllte si
h ni
ht. Castle

et al. verö�entli
hten 1993 eine klinis
he Studie, die die Mortalität von Patienten

mit Asthma bron
hiale unter regelmäÿiger Inhalation von Salmeterol (�long a
ting

beta-agonist� LABA) und Salbutamol (SABA) vergli
h. Es zeigte si
h eine erhöhte

Mortalität unter Salmeterol-Therapie im Verglei
h zur Salbutamol-Therapie [74℄.

In der daraufhin dur
hgeführten Studie, bei der eine Salmeterol-Monotherapie mit
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Abbildung 1.4: Mortalität und Verordnung von inhalativen Beta-Mimetika (entnommen aus

[69℄)

Pla
ebo-Therapie vergli
hen wurde, bestätigte si
h die erhöhte Mortalitätsrate

unter Salmeterol-Therapie [75℄. Für Formoterol wurden kürzli
h ähnli
he Daten

publiziert [76℄.

Für die aktuell neu entwi
kelten ultralang wirksamen Beta2-Mimetika (�very

long a
ting beta-agonist�, VLABA) liegen bislang keine Daten bezügli
h Asthma

bron
hiale vor. Es ist jedo
h aufgrund der umfangrei
hen Daten zu SABA und

LABA davon auszugehen, dass es si
h bei der Mortalitätszunahme unter Beta2-

Mimetika um einen generellen E�ekt dieser Medikamentenklasse handelt.

Man geht bislang davon aus, dass vor allem die Monotherapie mit Beta2-

Mimetika beim Asthma risikobehaftet ist. Aus der gegenwärtigen Datenlage lässt

si
h jedo
h ni
ht mit hundertprozentiger Si
herheit beweisen, dass eine Kombination

mit inhalativen Corti
osteroiden immer si
her ist. Daher äuÿert si
h die FDA (



16

�US Food and Drug Administration�, US-amerikanis
he Behörde für Lebensmittel-

und Arzneimittelsi
herheit) au
h zurü
khaltend gegenüber der Kombination und

emp�ehlt wenn mögli
h eine ICS-Monotherapie (Abbildung 1.5).

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

Der Me
hanismus der negativen E�ekte der Beta2-Mimetika auf die Asthmakon-

trolle ist bislang unklar. Wie bereits erwähnt, wurde eine paradoxe Erhöhung der

bron
hialen Hyperreagibilität für den Verlust an der Asthmakontrolle verantwortli
h

gema
ht. Die Ursa
he dieses Phänomens war bislang jedo
h ni
ht bekannt.

Kürzli
h konnte in einer in vitro-Studie gezeigt werden, dass Salmeterol die

Sekretion von BDNF in Zellkulturen humaner mononukleärer Zellen des peripheren

Blutes steigert [78℄ (Abbildung 1.6). Somit wurde BDNF erstmals als ein mögli
h-

es Bindeglied zwis
hen Beta2-Mimetika-Therapie und veränderter bron
hialer

Hyperreagibilität bes
hrieben. In vivo-Daten lagen aber bislang ni
ht vor.
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Abbildung 1.6: In Vitro-Freisetzung von BDNF aus Leukozyten. Mononukleäre Zellen aus dem

peripheren Blut von 22 gesunden Probanden wurden für 24 h mit 50 ng/ml TNF-Alpha stimuliert.

Gezeigt werden hier die BDNF-Konzentrationen in Zellkulturüberständen na
h Stimulation mit

Fluti
ason Propionat (10
−7
M), Salmeterol Xinafoat(10

−7
M) und beiden Substanzen (Fluti
ason

Propionat 10
−7
M und Salmeterol Xinafoat 10

−7
M) im Verglei
h zur Kontrolle (entnommen aus

[78℄).

1.4 Fragestellung

Ziel der vorliegenden Dissertation war es daher, den Ein�uss von Salmeterol auf die

BDNF-Spiegel und die bron
hiale Hyperreagibilität von Patienten mit allergis
hem

Asthma in vivo zu untersu
hen. Zur Beantwortung dieser Fragestellung wurde ein

Studiendesign entworfen, wel
hes zunä
hst eine Therapie mit Salmeterol (über zwei

Wo
hen) und dann eine (ebenfalls zweiwö
hige) Therapie mit Salmeterol / Fluti
a-

son beinhaltete. Dur
h sequentielle Messung der BDNF-Spiegel und der bron
hialen

Hyperreagibilität (gegenüber Histamin) sollte der Ein�uss der Monotherapie und

der Kombinationstherapie in vivo untersu
ht werden.



Kapitel 2

Methoden

2.1 Ein- und Auss
hlusskriterien der Studie

Die Patienten wurden über eine Zeitungsannon
e in der Ostseezeitung (Rosto
ker

Ausgabe) rekrutiert (Abbildung 2.1).

Abbildung 2.1: Studienanzeige in der Rosto
ker Ostseezeitung

18
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Rekrutierungskriterien waren:

1. Alter 18 - 50 Jahre

2. die dur
h einen Arzt gestellte Diagnose eines Asthma bron
hiale

3. Ni
htrau
herstatus

4. die auss
hlieÿli
he Bedarfsmedikation mit einem inhalativen kurzwirksamen

Beta2-Sympathomimetikum

Patienten, die die Rekrutierungskriterien erfüllten, wurden in der Pneumologis
hen

Abteilung der Inneren Medizin der Universität Rosto
k einer Bodyplethysmogra-

phie sowie Bestimmung der PC20 gegenüber Histamin unterzogen. Für die Studie

bestanden folgende Eins
hlusskriterien:

1. FEV1 > 80% ohne vorherige Inhalation eines Bron
hodilatators

2. bron
hiale Hyperreagibilität (PC20 < 8 mg/ml Histamin)

3. anamnestis
h das Vorliegen einer Allergie (Pollen, Tierhaare, Hausstaubmil-

ben)

Auss
hlusskriterien waren:

1. jede Art von 
hronis
her Erkrankung (auÿer Asthma)

2. Symptome einer akuten Infektion

3. Zigarettenrau
hen in der Anamnese

2.2 Studiendesign

Bei Vorliegen aller Rekrutierungs- und Eins
hlusskriterien und Ni
htvorliegen

aller Auss
hlusskriterien wurden die Patienten über Inhalt und Dur
hführung der

Studie aufgeklärt sowie na
h Unterzei
hnung der Aufklärung sowie der Einver-

ständniserklärung in die Studie einges
hlossen. Die Studie wurde im Vorfeld der

Untersu
hungen dur
h die Ethikkommission an der Medizinis
hen Fakultät der

Universität Rosto
k beguta
htet. Es wurden keine Bedenken bezügli
h der Studie

geäuÿert.
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Die Teilnehmer füllten einen Fragebogen zur Erfassung der Anamnese aus.

Daraufhin erfolgte die erste venöse Blutentnahme aus der Ellenbeuge und die

Patienten wurden in der Handhabung des Inhalationsgerätes (Dis
us) und des

Peak�owmeters instruiert.

In den folgenden zwei Wo
hen, sollte tägli
h zweimal morgens und abends

Salmeterol Xinafoat 50 µg (Serevent Dis
us 
©, GlaxoSmithKline, GSK, Brentford,

UK) inhaliert werden. Zusätzli
h war aus Si
herheitsgründen eine tägli
he Kontrolle

und Dokumentierung des exspiratoris
hen Peak Flow dur
hzuführen. Bei einem

Abfall unter 3 l/s und/oder deutli
her Vers
hle
hterung der Atemnotsymptomatik

sollte der Studienleiter informiert werden. Au
h waren die Patienten angehalten,

die Häu�gkeit der Asthmaanfälle in diesen 14 Tagen und die Menge der benötigten

Hübe ihrer gewohnten Bedarfsmedikation zu protokollieren.

Im Ans
hluss an diese erste Phase erfolgte an Tag 15 eine erneute Lungen-

funktionsmessung und Bodyplethysmographie auf der Pneumologis
hen Station,

sowie die zweite Blutprobenentnahme und eine eingehende Befragung zur verän-

derten Symptomatik und eine Si
htung des vom Patienten geführten Protokolls.

Am Morgen dieses Tages durfte keine Inhalation mit Serevent erfolgen.

Die zweite Studienphase s
hloss si
h an die Bodyplethysmographie an Tag 15

an. Die Patienten begannen direkt na
h der Messung mit der Inhalation des

Kombinationspräparates aus Salmeterol Xinafoat 50 µg und Fluti
ason Proprionat

250 µg (Viani Dis
us


©, GSK), wel
he wiederum tägli
h zweimal morgens und

abends für 14 Tage dur
hzuführen war. Ebenso wurde die Protokollierung zu

Symptomatik und Peak Flow dur
h die Patienten fortgeführt.

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 Anfallshäu�gkeit und zum Peak Flow

wurden einbehalten. Na
h Bestätigung des Wohlbe�ndens dur
h die Patienten

konnten diese entlassen werden (Abbildung 2.2).
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Abbildung 2.2: Studienablauf

2.3 Gewinnung und Verarbeitung der Blutproben

Material

Staus
hlau
h

Hautdesinfektion mit Neokodan

Sterile Wattetupfer

Monovette-Kanüle 0,8 x 38mm [Sarstedt, Nümbre
ht, D℄

Monovette EDTA 2,7 ml [Sarstedt, Nümbre
ht, D℄

Monovette Li-Heparin 2,7 ml [Sarstedt, Nümbre
ht, D℄

Monovette Serum 2,7 ml [Sarstedt Nümbre
ht, D℄
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Zu Beginn der Studie wurden 6 Röhr
hen, zu jedem weiteren Zeitpunkt 5

Röhr
hen abgenommen:

1. ein kleines EDTA-Röhr
hen (zur Blutbildbestimmung) beziehungsweise bei der

ersten Blutentnahme ein weiteres kleines EDTA-Röhr
hen (zur Bestimmung des

Beta-Rezeptor-Polymorphismus),

2. zwei kleine Röhr
hen ohne Additiva (zur Serumgewinnung),

3. zwei kleine heparinisierte Röhr
hen (zur Plasmagewinnung).

Sofort na
h der Abnahme wurden die Plasma-Röhr
hen bis zur Weiterverar-

beitung für 60 Minuten auf Eis gelegt. Die Serum-Röhr
hen wurden 60 Minuten bei

Raumtemperatur gelagert. Dana
h erfolgte die gemeinsame Zentrifugation für 10

Minuten bei 2000 G und 4
◦
C (Megafuge 1,0 R; Kendro-Heraeus, Stuttgart, D). Die

jeweiligen Überstände (Serum und Plasma) wurden aliquotiert und ans
hlieÿend in

Eppendorf-Röhr
hen (Fa. Eppendorf, Hamburg, D) bei −80
◦
C tiefgefroren.

Die EDTA-Röhr
hen wurden zur Blutbildbestimmung in das Institut für Klinis
he

Chemie und Labormedizin der Universität Rosto
k gegeben.

2.4 Bodyplethysmographie

Material

Ganzkörperbodyplethysmograph mit Auswertungssoftware [Fa. Jaeger, Würzburg,

D℄

Mundstü
k und Nasenklemme [Fa. Jaeger, Würzburg, D℄

2 Histamin-Stammlösungen in 0,9% Natrium
hlorid in den Konzentrationen 4

mg/ml und 32 mg/ml [Fa. Fagron℄

0,9% Natrium
hlorid zur Verdünnung [Mallin
rodt-Baker, Deventer, NL℄

Pari-Inhalierboy [Pari-Werk GmbH, Starnberg, D℄

Lungenfunktionsprüfung

Diese Methode erlaubt mit groÿer Sensitivität eine Bestimmung des Atemwegswider-

standes und statis
her Lungenvolumina (inklusive der Residualkapazität und der

totalen Lungenkapazität) in einer mitarbeitsunabhängigen Weise und stellt
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gegenwärtig die umfassendste Methode zur Erfassung der Lungenfunktion dar.

Die Methode beruht auf der Gesetzmässigkeit, dass das Produkt aus Dru
k

und Volumen konstant ist, weshalb aus Dru
känderungen auf das intratho-

rakale Gasvolumen ges
hlossen werden kann. Dabei sitzt der Patient in einer

ges
hlossenen Kabine (Abbildung 2.3). Für die Messung der Atemstromstärke

ist der Patient an einen Pneumota
hographen (über Mundstü
k) anges
hlossen.

Dur
h die Änderung seines Körpervolumens während der Atmung kommt es zu

Dru
kveränderungen in der Kammer, die aufgezei
hnet werden. Man erhält ein

Dru
k-Strömungsdiagramm, wel
hes über das Verhalten des Strömungswiderstandes

während eines gesamten Atemzyklusses exaktere Aussagen erlaubt, als es mit den

sonstigen Methoden mögli
h ist. Teil der bodyplethysmographis
hen Messungen

ist au
h eine einfa
he Spirometrie. Mit dieser Methode werden die mobilisierbaren

Lungenvolumina (z.B. die for
ierte exspiratoris
h Vitalkapazität in der ersten

Sekunde, FEV1) und die Strömungsges
hwindigkeiten (z.B. der Peak Flow, die

maximale Atemstromges
hwindigkeit bei der Ausatmung) erfasst. Die Methode

der Bodyplethysmographie erlaubt somit eine umfassende Bestandsaufnahme der

statis
hen und mobilisierbaren Lungenvolumina des Mens
hen.

Abbildung 2.3: Ganzkörperplethysmograph der Fa. Jäger
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Der Patient sitzt aufre
ht in der 
a. 1 m

3
groÿen Kabine des Ganzkörperplethysmo-

graphen. Dann wird er mit dem Pneumota
hographen verbunden und die Nase

wird mit Hilfe einer Nasenklemme vers
hlossen. Na
h S
hlieÿen der Tür des

Ganzkörperplethysmographen sollte einige Minuten gewartet werden, um die si
h

nun erwärmende Luft im Ganzkörperplethysmographen, wel
he zu einer Drift

des Signals führt, zu kompensieren. Dank der Software moderner Ganzkörper-

plethysmographen ist eine s
hnelle Drift-Kompensation mögli
h, 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. Errei
ht der Patient die endexspiratoris
he

Atemruhelage wird das Atemrohr vers
hlossen. Der Patient wird nun aufgefordert,

gegen den bestehenden Widerstand ruhig einzuatmen. Dur
h dieses Manöver kann

das intrathorakale Gasvolumen bere
hnet werden. An dieses Manöver s
hlieÿt si
h

dann die Bestimmung der Atemvolumina (Spirometrie) an. Hierbei wird der Patient

aufgefordert, zunä
hst maximal auszuatmen, dann maximal einzuatmen und dann

so s
hnell wie mögli
h vollständig auszuatmen. Mit der na
hfolgenden Einatmung

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

Messung der bron
hialen Reagibilität auf Histamin

Der unspezi�s
he bron
hiale Provokationstest dient der Bestimmung der Reaktiv-

ität der Atemwege auf unspezi�s
he, ni
htsensibilisierende Reize. Er dient in erster

Linie der Abklärung von Husten unklarer Ätiologie oder unklarer Dyspnoe sowie zur

Objektivierung des S
hweregrades eines Asthma bron
hiale. Es werden in der Klinik

unters
hiedli
he Reizsto�e verwendet. Wir haben uns in dieser Studie für Histamin

ents
hieden, da Histamin vor allem neuronale Strukturen der Atemwege stimuliert.

Vor der Provokation wurde bei allen Patienten die Ausgangs-Lungenfunktion na
h

Inhalation einer 0,9%igen Natrium
hloridlösung bestimmt, au
h um zu gewährleis-

ten, dass diese ni
ht s
hon von vornherein einges
hränkt war (Kontraindikation:

Ti�eneau-Index < 70%) bzw. um si
her zu stellen, dass eine Provokation der Bron-


hien aus ärztli
her Si
ht überhaupt vertretbar war. Im Ans
hluss an die Lungen-

funktionsprüfung wurden die Patienten gebeten, eine Minute lang eine 0,4 mg/ml-

Histamin-Natrium
hlorid-Lösung mittels PARI-BOY zu inhalieren. Dana
h wurde

erneut die Lungenfunktion gemessen und mit der ersten Messung vergli
hen. Kam

es na
h der ersten Histaminprovokation zu keinem signi�kantem Abfall der Lungen-
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funktion (Abfall der FEV1 um weniger als 20%), so setzten die Patienten die ein-

minütigen Inhalationen mit höher konzentrierten Histamin-Natrium
hlorid-Lösung

fort bis ein Abfall der FEV1 um 20% errei
ht wurde. Die Lungenfunktionsmes-

sung erfolgte na
h jeder weiteren Inhalation (Abbildung 2.4). Es standen insgesamt

fünf Histamin-Natrium
hlorid-Lösungen in den Konzentrationen 0,4, 2, 4, 8 und 32

mg/ml zur Verfügung. Alle Lösungen wurden am jeweiligen Untersu
hungstag un-

mittelbar vor Eintre�en der Studienteilnehmer fris
h aus den beiden Stammlösungen

hergestellt.
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Abbildung 2.4: Messung der Atemwegsreagibilität mittels Histaminprovokation. Gezeigt werden

links die Reaktion eines Gesunden (Abfall der FEV1 um >20% erst na
h Inhalation von 32 mg/ml

Histamin) und re
hts die Reaktion eines Patienten mit allergis
hem Asthma (Abfall der FEV1 um

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

Geräte und Materialien

Multi
hannel-Pipette [Eppendorf, Hamburg, D℄

Pipette Resear
h 100 - 1000 µl [Eppendorf, Hamburg, D℄

Pipette Resear
h 20 - 200 µl [Eppendorf, Hamburg, D℄

Was
hautomat Amerlite Washer [Amersham Bu
hler, Brauns
hweig, D℄

Photometer Anthos ht III [Anthos Mikrosysteme, Krefeld, D℄

Zentrifuge Heraeus Megafuge 1.0 R [Kendro Laboratory Produ
ts, Hanau, D℄

S
hüttler The Belly Dan
er [Stovall Life S
ien
e, Greensboro, USA℄

Rundbodenplatten, 96 Wells [Greiner mi
rolon, Fri
kenhausen, D℄

Pipettenspitzen blau 1000 µl [Greiner BioOne, Fri
kenhausen, D℄

Pipettenspitzen gelb 200 µl [Greiner BioOne, Fri
kenhausen, D℄

PP - Röhr
hen 1,3 ml [Greiner BioOne, Fri
kenhausen, D℄

Reagent Reservoir Costar 50 ml [Corning Life S
ien
es, Wiesbaden, D℄

ELISA-Kit DuoSet [R&D Systems, Wiesbaden, D℄

Bovines Serumalbumin [BSA℄ [Sigma, Deisenhofen, D℄

Tween 20 [Mer
k-S
hu
hardt, Hohenbrunn, D℄

Entwi
kler [R&D Systems, Wiesbaden, D℄

Color Reagent A: H2O2; Color Reagent B: Tetramethylbenzidin

Lösungen

10 x PBS: 160,2 g NaCl + 28,8 g Na2HPO4 + 4,03 g KCL + 4,08 g KH2PO4

aufgelöst in 2000 ml Aqua dest.

pH-Wert eingestellt auf 7,3; zum Gebrau
h 1:10 verdünnt

Blo
kpu�er: PBS + 1 % BSA + 5 % Sa

harose + 0,05 % NaN3

Reagent Diluent: PBS + 1 % BSA

Was
hpu�er: PBS + 0,05 % Tween 20

Stopp-Lösung: 2N H2SO4

Methode

Der so genannte �Enzyme-Linked Immunosorbent Assay� (ELISA) dient der

quantitativen Bestimmung von Protein-Sto�mengenkonzentrationen. Die Bildung
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eines Komplexes aus gesu
htem Eiweiÿ, Antikörpern und einem Enzym führt zur

enzymatis
hen Umsetzung eines Substratgemis
hes. Hiermit ist ein Farbums
hlag

verbunden, der si
h photometris
h bestimmen und in die Konzentration des

interessierenden Proteins umre
hnen lässt.

Der Ablauf wird im Folgenden bes
hrieben und in Abbildung 2.5 dargestellt:

Der auf die Mikrotiterplatte aufgetragene monoklonale Primärantikörper (Cap-

ture Antibody) wird an diese fest gebunden [1℄. Wird nun die Probe mit dem

interessierenden Protein (Antigen) dazu gegeben, bindet der Primärantikörper

dieses ebenfalls [2℄. Der im Folgenden hinzugefügte polyklonale Sekundärantikörper

(Dete
tion Antibody) bindet mit einer seiner zwei Bindungsstellen ebenfalls an

diesen Antigen-Antikörper-Komplex [3℄. Die andere Bindungsregion �xiert die

nun dazukommende Streptavidin-Peroxidase [4℄, wel
he in der Lage ist, Tetram-

ethylbenzidin dur
h eine Redoxreaktion mit Wassersto�peroxid in die oxidierte

Form zu überführen und somit einen bläuli
h si
htbaren Farbums
hlag bewirkt

[5℄. Die Zugabe von S
hwefelsäure führt zu einem Farbums
hlag in den gelbli
hen

Berei
h [6℄, wel
her in seiner Intensität quantitativ bestimmt werden kann und

mit Hilfe der mitgeführten Standardreihen de�nierter Konzentrationen in die

Sto�mengenkonzentration des gesu
hten Proteins umgere
hnet werden kann.

Abbildung 2.5: S
hematis
he Darstellung des ELISA-Prinzips. angepasst aus [79℄
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Dur
hführung

Die Primärantikörper wurden in PBS auf die gewüns
hten Konzentrationen

verdünnt und mit jeweils 50 µl pro Well auf die ELISA-Platte aufgetragen. Die

mit Para�lm abgede
kten Platten wurden in Dunkelheit bei Raumtemperatur über

Na
ht inkubiert. Am nä
hsten Morgen wurden die Platten mit Hilfe des Was
hau-

tomaten fünfmal mit Was
hpu�er gewas
hen. Der hierfür verwendete Pu�er wurde

vor jeder Benutzung fris
h angesetzt. Im Ans
hluss daran erfolgte das Auftragen

von 100 µl Blo
kpu�er pro Well; die Platten wurden daraufhin bei Dunkelheit und

Raumtemperatur eine Stunde lang inkubiert und wiederum fünfmal gewas
hen.

Na
h dem im Folgenden bes
hriebenen S
hema wurde nun das Pipettieren der

Probenlösungen vorgenommen: In die beiden oberen Reihen der Platte wurden in

die ersten zehn Wells 50 µl der Standardverdünnungsreihen pipettiert; die beiden

letzten Vertiefungen enthielten ledigli
h 50 µl Verdünnungslösung und dienten

als Negativkontrolle und Blankwert. Die übrigen 72 Wells in den unteren se
hs

Reihen der Platte wurden dur
h jeweils 50 µl der Probenlösungen belegt. Die

Proteinkonzentrationen aller Proben wurden in Doppelbestimmung erfasst. Die

Platten wurden mit Para�lm abgede
kt und für zwei Stunden bei Raumtemperatur

auf dem Belly Dan
er inkubiert. Na
h erneutem fünfmaligem Was
hen wurden

pro Well 50 µl des Sekundärantikörpers aufgetragen und mit Para�lm abgede
kt,

um dann für weitere zwei Stunden bei Raumtemperatur auf dem Belly Dan
er zu

inkubieren, wona
h die Platten dann wiederum fünfmal gewas
hen wurden. Im

Folgenden wurde dann die Meerretti
h-Peroxidase-Stammlösung 1:200 mit Reagent

Diluent verdünnt und mit einem Volumen von 50 µl pro Well appliziert. Daran

s
hloss si
h eine Inkubation bei Dunkelheit und Raumtemperatur von 20 Minuten

Dauer an. Die im Verhältnis 1:1 gemis
hten Color Reagents A und B wurden

nun mit einem Volumen von 50 µl pro Well auf die Platten aufgetragen und bei

Dunkelheit und Raumtemperatur inkubiert. Na
h 
a. 20 Minuten wurden 50 µl

der 1 M S
hwefelsäure zum Abstoppen der Reaktion hinzu gegeben. Es erfolgte

die sofortige Messung der optis
hen Di
hten mit Hilfe des Anthos HT3 Readers

bei 450 nm Wellenlänge und einem Referenz�lter bei 595 nm. Unter Verwendung

der mitgeführten Standardreihen erfolgte die 
omputergestützte Umre
hnung der

optis
hen Di
hten in die entspre
henden Konzentrationen.

Für die Messung von BDNF im Serum wurde Serum 1:50 in PBS verdünnt.
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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-Röhr
hen aller Patienten in das kommerzielle Labor

IMGM Laboratories ( www.imgm.
om ) na
h Martinsried (Deuts
hland) gesandt.

Bestimmt wurden zum einen der arg16gly-Polymorphismus (Homozygotie für Gly
in

oder Homozygotie für Arginin oder Heterozygotie) und zum anderen der gln27glu-

Polymorphismus (Homozygotie für Glutamin oder Homozygotie für Glutaminsäure

oder Heterozygotie).

2.7 Statistik

Die Daten wurden mittels SPSS (Chi
ago, IL, USA) analysiert. Die meisten Param-

eter waren ni
ht normal verteilt. Deshalb wurden die Korrelationsanalysen mit dem

Spearman-Korrelations-Koe�zienten dur
hgeführt. Die Lungenfunktionsparameter

und die BDNF-Konzentrationen der vers
hiedenen Zeitpunkte wurden mittels Wil-


oxon-Vorzei
hen-Rang-Test für verbundene Sti
hroben vergli
hen. Irrtumswahr-

s
heinli
hkeiten von p < 0.05 wurden als statistis
h signi�kant angesehen.



Kapitel 3

Ergebnisse

3.1 Patienten
harakteristika

Von den 35 rekrutierten Patienten erfüllten 14 die Eins
hlusskriterien ni
ht (n=11

hatten eine PC20 von >8 mg/ml und n=3 hatten eine FEV1 < 80% vom Soll).

Daher wurden 21 Patienten in die Studie einges
hlossen (siehe Abbildung 2.2).

Von den 21 in die Studie einges
hlossenen Patienten bra
h ein Patient die Studie

während der Phase der Salmeterolinhalationen aufgrund einer subjektiven Zunahme

der Asthmasymptome ab. Zwei Weitere inhalierten irrtümli
herweise die Studien-

medikation am Morgen vor der zweiten Lungenfunktionsmessung und wurden daher

aus der Studie ausges
hlossen. 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 beri
htet, diese führten jedo
h

ni
ht zum Abbru
h der Studie. Keiner der Patienten beklagte diese Bes
hwerden

unter der Kombinationstherapie. Stärkere Nebenwirkungen, wel
he die Inanspru
h-

nahme ärztli
her Hilfe nötig ma
hten, traten im Verlauf der Studie bei keinem der

einges
hlossenen Patienten auf.

31
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Tabelle 3.1: Patienten
harakteristika und Lungenfunktions
harakteristika vor Beginn der

Salmeterol-Inhalationen: m=männli
h; w=weibli
h; P=Pollen; S=Hausstaubmilben; T=Tierhaare;

FEV1 in % vom Soll; PEF=Peak Flow in % vom Soll; PC20 in mg/ml; Arg=Arginin; Gly=Gly
in;

Glu=Glutaminsäure; Gln=Glutamin

3.2 Lungenfunktion und Atemwegshyperreagibili-

tät

Wie in Gra�k 3.1 dargestellt, veränderten si
h die FEV1 (in % vom Soll) sowie der

Peak Flow (PEF in % vom Soll) im Zuge der 14-tägigen Salmeterol-Monotherapie

ni
ht signi�kant. Die Kombinationstherapie mit Salmeterol und Fluti
ason führte

zu einem Anstieg der FEV1- und PEF-Median-Werte im Verglei
h zur Baseline

sowie zur Lungenfunktion na
h Monotherapie mit Salmeterol. Statistis
h signi�kant

waren die Abwei
hungen jedo
h ni
ht (Gra�k 3.1). Na
h 14-tägiger Salmeterol-

Monotherapie kam es zu keiner signi�kanten Änderung der PC20 (Gra�k 3.2). Es war

jedo
h bei 12 von 18 Patienten ein Abfall der PC20 unter Salmeterol-Monotherapie

zu verzei
hnen. Im Gegensatz dazu waren die PC20-Werte im Ans
hluss an die

Kombinationstherapie im Verglei
h zur Baseline bei 15 Patienten und im Vergle-

i
h zur Messung na
h Monotherapie bei 16 Patienten erhöht. Daraus ergibt si
h für

die Atemwegshyperreagibilität insgesamt eine statistis
h signi�kante Verbesserung
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dur
h den Zusatz von Fluti
ason zur Salmeteroltherapie (Gra�k 3.2).

3.3 BDNF-Konzentrationen in Serum, Throm-

bozyten und Plasma

Es fand si
h kein statistis
h signi�kanter Unters
hied beim Verglei
h der BDNF-

Konzentrationen im Plasma zum Studienbeginn (Median 0,09 ng/ml), na
h der

Salmeterol-Monotherapie (Median 0,08 ng/ml) und na
h der Kombinationstherapie

(Median 0,08 ng/ml). Im Gegensatz dazu ergaben si
h statistis
h signi�kante Verän-

derungen der BDNF-Konzentrationen im Serum sowie in den Thrombozyten: Ver-

gli
hen mit der Baseline stiegen die Werte na
h 14-tägiger Salmeterol-Monotherapie

signi�kant an und sanken na
h ans
hlieÿender Kombinationstherapie wieder sig-

ni�kant ab (Abbildung 3.3). Eine statistis
h signi�kante Veränderung der Throm-

bozytenanzahl wurde ni
ht festgestellt, Median vor Therapie: 247 x 10
6
/ml, Medi-

an na
h Monotherapie: 247 x 10
6
/ml, Median na
h Kombinationstherapie: 255 x

10
6
/ml.

3.4 Zusammenhang zwis
hen den Veränderungen

der BDNF-Konzentrationen und der PC20

Gra�k 3.4 zeigt, dass die Veränderungen der PC20-Werte mit den Veränderungen der

BDNF-Konzentrationen in Serum und Thrombozyten na
h Ende der Salmeterol-

Monotherapie korrelieren. Diese Korrelation ergab si
h na
h Kombinationsthera-

pie mit Salmeterol und Fluti
ason ni
ht, obwohl zu diesem Zeitpunkt die BDNF-

Konzentrationen signi�kant gesunken und die PC20-Werte signi�kant gestiegen

waren (Daten ni
ht gezeigt).

3.5 Bedeutung des Beta2-Rezeptor-Polymorphis-

mus

In Tabelle 3.1 sind die Ergebnisse der Analyse der Beta2-Rezeptor-Polymorphismen

arg16gly und gln27gly aufgezeigt. Hiermit sollte geprüft werden, ob der E�ekt von
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Salmeterol auf die Atemwegshyperreagibilität mögli
herweise mit dem Beta2-Poly-

morphismus zusammenhängt. Bezügli
h des arg16gly-Polymorphismus waren 7 Pa-

tienten homozygot für Gly
in, 1 Patient homozygot für Arginin und 10 Patienten

heterozygot. Bezügli
h des gln27glu-Polymorphismus waren 4 Patienten homozygot

für Glutaminsäure, 5 Patienten homozygot für Glutamin und 9 Patienten heter-

ozygot. Ein statistis
h signi�kanter Zusammenhang zu den Veränderungen der PC20-

Werte na
h Salmeterol-Therapie ergab si
h weder für den arg16gly-Polymorphismus

(r=0,11, p=0,65) no
h für den gln27glu-Polymorphismus (r=0,34, p=0,17) (siehe

Gra�k 3.5).
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Abbildung 3.1: Lungenfunktion: Gezeigt werden in der oberen Gra�k die FEV1 in % vom Soll

sowie in der unteren Gra�k der Peak Flow (PEF) in % vom Soll der 18 Studienpatienten zu

Studienbeginn (hellblau), na
h 14 Tagen Monotherapie mit Salmeterol (mittelblau) sowie na
h

14 Tagen Kombinationstherapie mit Salmeterol/Fluti
ason (dunkelblau). Die Ergebnisse sind als

Boxplot mit dem Median (Linie in der Box), dem Interquartilenabstand (Abstand zwis
hen oberer

und unterer Boxkante) und dem Berei
h der Werte, die weniger als 1,5 Interquartilenabstände

vom oberen oder unteren Rand der Box entfernt sind (vertikale Linie), dargestellt. Extremwerte

und Ausreiÿer (>1,5 Interquartilenabstände von der oberen oder unteren Boxkante) wurden ni
ht

dargestellt.
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Abbildung 3.2: Bron
hiale Hyperreagibilität: Gezeigt wird die PC20 der 18 Studienpatienten zu

Studienbeginn (hellblau), na
h 14 Tagen Monotherapie mit Salmeterol (mittelblau) sowie na
h 14

Tagen Kombinationstherapie mit Salmeterol / Fluti
ason (dunkelblau). Die Ergebnisse sind als

Boxplot mit dem Median (Linie in der Box), dem Interquartilenabstand (Abstand zwis
hen oberer

und unterer Boxkante) und dem Berei
h der Werte, die weniger als 1,5 Interquartilenabstände

vom oberen oder unteren Rand der Box entfernt sind (vertikale Linie), dargestellt. Extremwerte

und Ausreiÿer (>1,5 Interquartilenabstände von der oberen oder unteren Boxkante) wurden ni
ht

dargestellt.
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Abbildung 3.3: Veränderungen von BDNF in Serum und Thrombozyten: Gezeigt werden die

BDNF-Konzentrationen im Serum (in ng/ml Serum, obere Gra�k) sowie in den Thrombozyten (in

pg/106 Thrombozyten, untere Gra�k) der 18 Studienpatienten jeweils zu Studienbeginn (hellblau),

na
h 14 Tagen Monotherapie mit Salmeterol (mittelblau) sowie na
h 14 Tagen Kombinationsther-

apie mit Salmeterol / Fluti
ason (dunkelblau). Die Ergebnisse sind als Boxplot mit dem Median

(Linie in der Box), dem Interquartilenabstand (Abstand zwis
hen oberer und unterer Boxkante)

und dem Berei
h der Werte, die weniger als 1,5 Interquartilenabstände vom oberen oder unteren

Rand der Box entfernt sind (vertikale Linie), dargestellt. Extremwerte und Ausreiÿer (>1,5 In-

terquartilenabstände von der oberen oder unteren Boxkante) wurden ni
ht dargestellt.
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Abbildung 3.4: Zusammenhang zwis
hen BDNF und PC20: Gezeigt werden die Korrelationen der

BDNF-Veränderungen im Serum (obere Gra�k) sowie in den Thrombozyten (untere Gra�k) mit

der Veränderung der PC20-Werte der 18 Studienpatienten na
h 14 Tagen Salmeterol-Monotherapie.

Jeder Punkt repräsentiert einen Patienten. Die Linie stellt die Regressionslinie bere
hnet mittels

SPSS dar. Der Spearman-Korrelations-Koe�zient (r) sowie die Signi�kanz (p) sind jeweils oberhalb

der Gra�k angegeben.
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Abbildung 3.5: Zusammenhang zwis
hen der Änderung der bron
hialer Hyperreagibilität und

zwei Beta-Rezeptor-Polymorphismen. Gezeigt werden die Veränderungen der PC20-Werte na
h

der Salmeterol-Monotherapie in % vom Ausgangswert in Abhängigkeit von der Gly
in/Arginin-

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



Kapitel 4

Diskussion

Inhalative Beta2-Mimetika werden aus zwei Gründen in der Therapie des Asthma

bron
hiale eingesetzt. In der Akuttherapie bewirken sie als Bedarfsmedikation

eine ras
he Bron
hodilatation. In der Dauertherapie können sie die Asthmakon-

trolle verbessern, wenn sie in Kombination mit einem inhalativen Glu
o
orti
oid

eingesetzt werden [80, 81℄. Bezügli
h der Monotherapie mit Beta-Mimetika zeigen

zahlrei
he Studien jedo
h einen paradoxen Verlust der Asthmakontrolle und

einen konsekutiven Anstieg der Mortalität [82, 74, 75℄. Daher sind Betamimetika

als Dauertherapie des Asthma bron
hiale kontraindiziert. Die Gründe für den

Verlust an Asthmakontrolle unter Betamimetika-Monotherapie sind bislang unklar.

Erklärungsansätze bieten Studien, in denen ein Anstieg der bron
hialen Hyperreag-

ibilität mit einer regelmäÿigen Beta-Mimetika-Monotherapie in Zusammenhang

gebra
ht wird [83, 84, 85℄. Dies kann zumindest teilweise mit einer veränderten

Aktivität bron
hialer Neuronen dur
h Beta-Mimetika erklärt werden [86℄. Ein

me
hanistis
hes Bindeglied zwis
hen Betamimetika-Therapie und veränderter

neuronaler Aktivität war bislang jedo
h ni
ht bekannt.

Ein potentieller Mediator für die Veränderung der neuronalen Aktivität in

den Atemwegen ist das Neurotrophin BDNF [87, 88℄. Eine verstärkte Sekretion

von BDNF dur
h Leukozyten und Epithelien in allergis
h-entzündli
h veränderten

Atemwegen konnte in Tiermodellen na
hgewiesen werden [65, 89℄. Hier konnte

einerseits bei Allergen-sensibilisierten Mäusen eine Reduktion der Atemwegshyper-

reagibilität dur
h Inhibition von BDNF in den Atemwegen errei
ht werden und

andererseits bei gesunden Mäusen eine Atemwegshyperreagibilität dur
h Verabre-

40
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i
hung von BDNF provoziert werden. Die glei
he Studie belegt den Zusammenhang

zwis
hen diesen E�ekten und den Veränderungen neuronaler Aktivität in den

Atemwegen [64℄. Eine weitere Studie mit Meers
hwein
hen konnte diese Ergebnisse

bestätigen [90℄. Folgli
h konnte anhand von Tiermodellen na
hgewiesen werden,

dass BDNF die neuronale Aktivität in den Atemwegen steigert und damit zu

neuronaler Dysfunktion und bron
hialer Hypereagibilität in allergis
h-entzündli
h

veränderten Atemwegen beiträgt [91℄.

4.1 Wirkungen von Salmeterol

Bei Patienten mit Asthma könnte die gesteigerte Konzentration von BDNF in

den Thrombozyten Ausdru
k der gesteigerten BDNF-Produktion in den Lungen

sein [16℄. Es ist jedo
h au
h denkbar, dass bei Patienten mit Asthma eine genuine

Erhöhung der BDNF-Thrombozytenkonzentration beziehungsweise der BDNF-

Freisetzung aus Thrombozyten vorliegt. BDNF wird ni
ht von den Thrombozyten

oder deren Vorstufen produziert, sondern vielmehr aktiv von ihnen aufgenommen

[56℄. Die BDNF-Konzentration kann somit als Maÿfür die BDNF-Sekretion der

Organe des mens
hli
hen Körpers für einen Zeitraum von einigen Tagen gelten [59℄.

Der Zusammenhang zwis
hen Thrombozyten-BDNF und dem S
hweregrad der

Atemwegshyperreagibilität bei Patienten mit Asthma könnte vers
hiedene Ursa
hen

haben. Einerseits könnte eine gesteigerte BDNF-Konzentration in den Atemwegen

sowohl zu einer Verstärkung der bron
hialen Hyperreagibilität als au
h zu einer

vermehrten Aufnahme von BDNF in Thrombozyten führt. 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 Veränderungen im allergis
h entzündli
hen Gewebe beteiligt sind [92, 93℄.

Es kann folgli
h spekuliert werden, dass ni
ht nur die pathologis
h gesteigerte

Produktion von BDNF dur
h Leukozyten und Epithelien in den Atemwegen,

sondern au
h die Freisetzung von BDNF aus Thrombozyten (und mögli
herweise

eine genuine BDNF-Überladung der Thrombozyten von Patienten mit Asthma)

eine ents
heidende Rolle bei der Entwi
klung der bron
hialen Hyperreagibilität

beim Ashtma spielt.

In der vorliegenden Studie führte die 14-tägige Salmeteroltherapie bei Patienten
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mit allergis
hem Asthma zu einem signi�kanten Anstieg der Thrombozyten-BDNF-

Konzentrationen in vivo. Diese in vivo Beoba
htung stimmt mit publizierten in vitro

Daten überein. Der Zusammenhang zwis
hen den Veränderungen der Atemwegshy-

perreagibilität und den Veränderungen der BDNF-Konzentrationen läÿt vermuten,

dass BDNF tatsä
hli
h zur Entwi
klung der bron
hialen Hyperreagibilität beim

Asthma und zu den bekannten vegetativen E�ekten der Salmeterol-Monotherapie

beiträgt. Der zugrunde liegende Me
hanismus der BDNF-Steigerung dur
h Sal-

meterol bleibt bislang ungeklärt. Es wurde jedo
h postuliert, dass Salmeterol

die Transkription von Genen mit sogenannten �
AMP response elementen� im

Berei
h ihres Promotors steigert [94℄. Da BDNF über diese �
AMP response

elemente� verfügt [95℄, könnte vermutet werden, dass Salmeterol über diesen Weg

die Produktion von BDNF fördert. Dies wurde jedo
h bei Patienten mit Asthma

oder im Tiermodell des Asthma no
h ni
ht explizit gezeigt.

4.2 Wirkungen von Fluti
ason

Die Begleittherapie mit Fluti
ason führte zu einem signi�kanten Abfall der Throm-

bozyten-BDNF-Konzentration. Es wurde s
hon gezeigt, dass inhalative Corti
os-

teroide wie beispielsweise Fluti
ason die Sekretion von BDNF dur
h Leukozyten

[67℄ und au
h die BDNF-Spiegel im Serum von Patienten mit allergis
hem Asth-

ma senken [68℄. Inhalative Corti
osteroide können die Atemwegshyperreagibilität

bei Patienten senken. Folgli
h könnte die Senkung der BDNF-Spiegel dur
h inhala-

tive Corti
osteroide , wel
he in dieser und in vorangegangenen Studien beoba
htet

wurde [96, 67℄, ein weiterer Hinweis auf eine Rolle von BDNF in der Pathogenese der

bron
hialen Hyperreagibilität bei Asthma bron
hiale sein. Der Bene�t für die Asth-

matherapie, der si
h aus der Kombination eines lang wirksamen Betamimetikums

(LABA) mit einem inhalativen Corti
osteroid ergibt, könnte demzufolge mit einer

Suppression der LABA-induzierten Überexpression von BDNF zusammenhängen.

Interessanterweise korrelierte der Abfall der BDNF-Spiegel na
h Kombinationsthera-

pie in unserer Studie ni
ht mit dem Abfall der PC20-Werte. Dies liegt mögli
herweise

an den vielfältigen E�ekten von Fluti
ason auf andere Zelltypen in den Atemwegen,

die ebenfalls einen Ein�uss auf die Atemwegsreagibilität haben.
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4.3 Ein�uss von Beta-Rezeptor-Polymorphismen

In der vorliegenden Studie wurde bei der Mehrheit der Patienten eine Ver-

s
hle
hterung der Atemwegshyperreagibilität infolge der Salmeterol-Monotherapie

beoba
htet. Diese Daten werden dur
h viele andere Studien unterstützt, die

na
hteilige E�ekte lang-wirksamer [97, 98℄ und kurz-wirksamer [83, 84, 85℄ Beta2-

Mimetika auf die Atemwegsreagibilität beim Asthma bron
hiale belegen. Es fand

si
h jedo
h kein Zusammenhang zwis
hen Beta-Rezeptor-Polymorphismen und den

Veränderungen der PC20-Werte na
h der Salmeterol-Monotherapie (Abbildung 3.5).

Diese Beoba
htung wird dur
h jüngere Analysen gestützt, wel
he zeigen, dass diese

Polymorphismen das therapeutis
he Anspre
hen von Patienten mit allergis
hem

Asthma auf LABA ni
ht beein�ussen [99℄. Somit vermuten wir, dass au
h die Ef-

fekte der LABA auf die Atemwegshyperreagibilität von Patienten mit Asthma ni
ht

dur
h Beta-Rezeptor-Polymorphismen erklärt werden können.

4.4 Andere mögli
he Wirkungen einer Salmeterol-

induzierten BDNF-Steigerung

In der vorliegenden Arbeit wird vor allem der mögli
he negative E�ekt einer

BDNF-Steigerung auf die bron
hiale Hyperreagibilität und das Asthma diskutiert.

Es muss jedo
h erwähnt werden, dass bei einer Reihe von neurologis
hen und

psy
hiatris
hen Erkrankungen positive E�ekte einer BDNF-Steigerung bes
hrieben

werden. Es sollen hier exemplaris
h einige dieser Erkrankungen diskutiert werden.

Morbus Alzheimer

Der forts
hreitende Verlust von Neuronen im Hippo
ampus und dem entorhi-

nalen Cortex ist der Grund für den Funktionsverlust des Kurzzeitgedä
htnisses

[100, 101, 102℄, das Leitsymptom des Morbus Alzheimer. In Tiermodellen zum

Morbus Alzheimer mit Mäusen, Ratten und A�en hat die Applikation von BDNF

in den entorhinalen Cortex zu einer Verbesserung der Gedä
htnisleistung der

Tiere geführt [103℄. Beispielsweise zeigte si
h na
h Infusion von BDNF in den

entorhinalen Cortex von Ratten ein Rü
kgang altersbedingter Veränderungen

der Genexpression im entorhinalen Cortex und Hippo
ampus mit konsekutiver

Verbesserung von Lernen und Gedä
htnis [103℄, und bei Primaten eine Milderung
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des neuronalen Zelltodes na
h Läsionen im entorhinal-hippo
ampalen System [103℄.

Diese Ergebnisse weisen auf einen mögli
hen therapeutis
hen Nutzen von BDNF

beim Morbus Alzheimer hin. Klinis
he Studien stehen derzeit allerdings no
h aus.

Morbus Parkinson

Die neurodegenerative Erkrankung Morbus Parkinson ist vor allem dur
h die Symp-

tomtrias Rigor, Tremor und Akinesie als Ausdru
k der Degeneration dopaminerger

Neuronen der Substantia nigra gekennzei
hnet [104℄. Eine reduzierte Expression

von BDNF in diesem Gebiet bei Patienten mit Morbus Parkinson konnte s
hon

na
hgewiesen werden [105, 106℄. In Tiermodellen mit Ratten [107, 108℄ als au
h

Primaten [109℄ ist eine unterstützende Wirkung von BDNF auf das Überleben

dopaminerger Neuronen und die Verminderung des Zelltodes na
hgewiesen worden.

Au
h beim Morbus Parkinson gibt es dazu derzeit no
h keine klinis
hen Studien

am Mens
hen.

Amyotrophe Lateralsklerose

Die Amyotrophe Lateralsklerose ist dur
h eine s
hnell forts
hreitende Atrophie der

Motoneuronen gekennzei
hnet, die innerhalb von zwei Jahren zu einer general-

isierten Muskels
hwä
he und s
hlieÿli
h zum Atemstillstand führt. Eine Prävention

der Degeneration von spinalen und 
orti
ospinalen Motoneuronen dur
h BDNF ist

in Tiermodellen bereits na
hgewiesen worden [110, 111, 112℄. Mehrere klinis
he

Studien mit BDNF konnten bislang jedo
h keinen Bene�t für das Überleben

der ALS-Patienten zeigen [113, 114, 115℄. Die Daten belegen, dass BDNF weder

systemis
h no
h in den Liquor infundiert die degenerierten Motoneuronen adäquat

errei
ht [116, 117℄.

Depression

Au
h bipolare Störungen und Depressionen s
heinen eine Verbindung zum Ner-

venwa
hstumsfaktor BDNF aufzuweisen. BDNF wird in der aktuellen Literatur

eine besondere Bedeutung in der Pathogenese der Depression zuges
hrieben

[118℄. Bei betro�enen Patienten ist eine spezi�s
he Reduktion des hippo
ampalen

Hirnvolumens [119℄ und ebenso der hippo
ampalen BDNF-Spiegel [120℄ und Serum-

BDNF-Spiegel [121℄ gezeigt worden. Bei Mäusen konnte depressives Verhalten

dur
h einen isolierten BDNF-Abfall im Hippo
ampus induziert werden [122℄.
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Antidepressive Pharmaka normalisieren sowohl die Hirnvolumenminderung [123℄

als au
h die BDNF-Spiegel in Serum [124, 125℄ und Hippo
ampus [126℄. Allerdings

spre
hen depressive Patienten über die ersten Wo
hen der Anwendung verzögert

auf die Medikation an. In dieser Zeit kommt es zum Wa
hstum neuer neuronaler

Verbindungen und zu einer Reorganisation im Gehirn [127℄. BDNF wird eine reg-

ulierende Rolle bei dieser �neuronalen Plastizität� zuges
hrieben [128℄. Jedo
h hat

ein Anstieg der BDNF-Spiegel wohl keine direkte stimmungsaufhellende Wirkung,

sondern stöÿt innerhalb stimmungsregulierender Netzwerke eine Signalkaskade mit

antidepressiver Wirkung an [127, 129℄.

Die Fors
hungen bezügli
h des therapeutis
hen Einsatzes von BDNF bei den

genannten Krankheitsbildern stoÿen an eine gemeinsame Grenze: eine e�ektive und

si
here Methode, BDNF an seinen Wirkort (die Neuronen im Zentralnervensystem)

zu bringen, ist bislang ni
ht gefunden worden [130℄. Wird BDNF systemis
h

appliziert, passiert nur eine minimale Menge des Nervenwa
hstumsfaktors die

Blut-Hirns
hranke [130℄. Bei der intrathekalen oder intraventrikulären Infusion von

BDNF werden die ober�ä
hli
hen Hirns
hi
hten ni
ht in dem Maÿe penetriert,

dass eine ausrei
hende Dosierung im tieferen Paren
hym errei
ht wird [131℄.

Eine Dosissteigerung birgt jedo
h die Gefahr unerwüns
hter Nebenwirkungen wie

beispielsweise Gewi
htsverlust, Diarrhoe oder Dysästhesien [113, 132, 133, 134℄.

Für dieses Problem gibt es aktuell drei vers
hiedene Lösungsansätze. Zum einen

könnten in das Zielgebiet implantierte Pumpen eine direkte, kontinuierli
he und

steuerbare Infusion des Nervenwa
hstumsfaktors gewährleisten [130℄. Bei dieser Ap-

plikationsform treten bislang jedo
h Probleme wie Re�ux des Pharmakons entlang

der Infusionsnadel mit Streuung in den Liquor [135℄ und direkte Gewebss
hädigung

dur
h hohe Flussraten auf, während geringere Flussraten zu keiner e�zienten

Dosierung in der Zielregion führen [136℄. Zum anderen gibt es die Mögli
hkeit

des Gentransfers mit viralen Vektoren, wodur
h beispielsweise gezielt Zellen des

angestrebten Hirngebietes zur Produktion des Nevenwa
hstumsfaktors angeregt

und andere Gebiete weitestgehend unbeein�usst belassen werden könnten [130℄.

Klinis
he Studien mit Parkinson-Patienten haben bislang keine na
hteiligen E�ekte

gezeigt [137, 138, 139℄, jedo
h ist au
h die therapeutis
he E�zienz bislang ni
ht

belegt worden [130℄. Ergebnisse einer klinis
hen Studie zur Gentransfer-vermittelten

Überexpression von NGF im Nu
leus basalis beim Morbus Alzheimer werden 2012
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erwartet [130℄. Der dritte Ansatz besteht darin, dass man dur
h vers
hiedene

Pharmaka, wie zum Beispiel Antidepressiva [124, 125, 126℄, die BDNF-Produktion

im Zentralnervensystem indirekt steigert. Der in unserer Studie gezeigte Anstieg

der systemis
hen BDNF-Spiegel unter Salmeterol-Therapie könnte daher in

diesem Zusammenhang einen neuen therapeutis
hen Ansatz zur Steigerung von

BDNF-Konzentrationen im Körper bei neurodegenerativen oder psy
hiatris
hen

Erkrankungen aufzeigen. Es bleibt jedo
h no
h ungeklärt, inwieweit inhalierte

oder systemis
h applizierte Betamimetika zu einer ausrei
henden Steigerung der

BDNF-Spiegel im Zentralnervensystem führen können.

4.5 Methodenkritik

Aus wissens
haftli
her Si
ht wäre ein Crossover-Studiendesign sinnvoll gewesen, um

einen Ein�uss der Abfolge der Therapie auszus
hliessen. Dies wurde aufgrund von

ethis
hen und Si
herheitsaspekten unterlassen. Ein Studienarm, aus dem die Pa-

tienten na
h auss
hlieÿli
her Monotherapie mit dem Beta2-Mimetikum (mit den

mögli
hen na
hteiligen E�ekten auf Asthmakontrolle und Mortalität) entlassen wor-

den wären, hätte den internationalen Ri
htlinien widerspro
hen, wel
he besagen,

dass LABAs ni
ht zur Monotherapie des Asthma eingesetzt werden dürfen. Aus

diesem Grunde wurde, au
h wenn dies bei Patienten mit lei
htgradigem Asth-

ma übervorsi
htig ers
heinen mag, eine Crossover-Studie ni
ht dur
hgeführt. Diese

Ents
heidung wird dur
h die Resultate der Studie bekräftigt, wel
he eine Ver-

s
hle
hterung der Atemwegshyperreagibilität bei einem beträ
htli
hen Teil der Teil-

nehmer na
h Salmeteroltherapie zeigen. Ein weiterer potentieller Kritikpunkt ist das

Fehlen eines Pla
eboarmes. Dieser Pla
eboarm hätte mögli
he Ein�üsse des Wissens

auf die aktuelle Mediaktion auf die erhobenen Ergebnisse ausges
hlossen. Allerdings

bleibt zu bemerken, dass ein direkter Ein�uss des Wissens um die Medikation auf den

BDNF-Spiegel im Blut sehr unwahrs
heinli
h ers
heint. Desweiteren de
ken si
h die

erhobenen in vivo Daten sehr gut mit den publizierten in vitro Daten zum Ein�uss

von Salmeterol/Fluti
ason auf BDNF. Somit sehen wir einen mögli
hen Pla
ebo-

E�ekt 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 lei
htgradigem Asthma eine Steigerung der BDNF-Thrombo-

zytenkonzentration zufolge hat und eine Veränderung der Atemwegshyperreagibil-

ität mit diesem E�ekt assoziiert ist. Daraus ergibt si
h die Hypothese, dass in-

halative Beta2-Mimetika über eine Steigerung der BDNF-Thrombozytenbeladung

beziehungsweise direkt über eine lokale Steigerung der BDNF-Produktion und die

na
hfolgende Steigerung der neuronalen Aktivität in den Atemwegen negative E�ek-

te auf die Asthmakontrolle haben. Mit einer begleitenden inhalativen Corti
osteroid-

Medikation können diese E�ekte aufgehoben werden.
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LABA

Bronchodilatation AHR

BDNF-Synthese Thrombozyten-BDNF

LABA + ICS

Bronchodilatation AHR

BDNF-Synthese Thrombozyten-BDNF

Abbildung 4.1: Hypothese: Inhalative Beta2-Mimetika steigern die BDNF-Synthese und die

BDNF-Thrombozytenbeladung und somit die Atemwegshyperreagibilität (oben). Die Kombina-

tion mit einem inhalativen Corti
osteroid hebt diese E�ekte auf (unten).



Kapitel 5

Zusammenfassung

Asthma bron
hiale ist eine Volkskrankheit, die dur
h rezidivierende Atemwegsob-

struktionen 
harakterisiert ist und die pathophysiologis
h auf einer bron
hialen

Hyperreagibilität 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-

itätssteigerung führen. Es wurde postuliert, dass die Ursa
he dieses Phänomens in

einer Steigerung der bron
hialen Hyperreagibilität dur
h inhalative Beta2-Mimetika

begründet liegt, der zugrunde liegende Me
hanismus war bislang jedo
h unklar.

Der Nervenwa
hstumsfaktor Brain-derived neurotrophi
 fa
tor (BDNF) wurde

vor kurzem als Mediator der bron
hialen Hyperreagibilität beim allergis
hen

Asthma identi�ziert, der Ein�uss inhalativer Beta2-Mimetika auf die BDNF-Spiegel

von Patienten mit allergis
hem Asthma war jedo
h bislang unbekannt. In der

vorliegenden klinis
hen Studie wurden Patienten mit allergis
hem Asthma über 2

Wo
hen lang mit dem langwirksamen inhalativen Beta2-Mimetikum Salmeterol

und dana
h 2 Wo
hen lang mit Salmeterol und dem inhalativen Corti
osteroid Flu-

ti
ason (als Kombinationstherapie) behandelt. Die BDNF-Spiegel im Serum stiegen

unter der Salmeterol-Monotherapie signi�kant an, und sanken unter der Kom-

binationstherapie Salmeterol/Fluti
ason wieder auf das Ausgangsniveau ab. Die

Vers
hle
hterung der bron
hialen Hyperreagibiltät na
h Salmeterol-Monotherapie

korrelierte mit dem Anstieg der BDNF-Konzentrationen, ni
ht jedo
h mit Beta2-

Rezeptor-Polymorphismen, die in der Vergangenheit als mögli
he Ursa
hen einer

paradoxen Beta2-Mimetika-Wirkung bei Asthma bron
hiale postuliert wurden.

49
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Die vorliegenden Studienergebnisse zeigen, dass eine Monotherapie mit Salmeterol

bei Patienten mit lei
htgradigem Asthma eine Steigerung der BDNF-Thrombozyten-

konzentration zufolge hat und eine Veränderung der Atemwegshyperreagibilität

mit diesem E�ekt assoziiert ist. Daraus ergibt si
h die Hypothese, dass inhala-

tive Beta2-Mimetika über eine Steigerung der BDNF-Thrombozytenbeladung

beziehungsweise direkt über eine lokale Steigerung der BDNF-Produktion und

die na
hfolgende Steigerung der neuronalen Aktivität in den Atemwegen nega-

tive E�ekte auf die Asthmakontrolle haben. Mit einer begleitenden inhalativen

Corti
osteroid-Medikation können diese E�ekte aufgehoben werden.
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Thesen

1. Inhalative Beta2-Mimetika sind potente antiobstruktive Medikamente in der

Therapie des Asthma bron
hiale, die entweder als Notfallspray oder in Kombi-

nation mit inhalativen Corti
osteroiden in der Dauertherapie eingesetzt wer-

den.

2. Als Monotherapie sind inhalative Beta2-Mimetika in der Therapie des Asthma

bron
hiale ni
ht zugelassen, da epidemiologis
he Studien wiederholt zeigten,

dass sowohl kurzwirksame als au
h langwirksame Beta-2-Mimetika zur Mortal-

itätssteigerung und zu einem Verlust an Asthmakontrolle führen. Die Ursa
hen

dieses Paradoxons sind bis heute unklar.

3. Es wurde jedo
h gezeigt, dass inhalative Beta2-Mimetika bei Patienten mit

Asthma zu einer Steigerung der bron
hialen Hyperreagibilität führen können.

Diese Steigerung der bron
hialen Hyperreagibilität könnte für die beoba
htete

Mortalitätssteigerung verantwortli
h zei
hnen. Der zugrunde liegende Me
h-

anismus, der die Zunahme der bron
hialen Hyperreagibiltät dur
h inhalative

Beta2-Mimetika erklärt, ist bislang ni
ht bekannt.

4. Das Neurotrophin Brain-derived neurotrophi
 fa
tor (BDNF) ist ein essen-

tieller und na
hhaltiger Regulator neuronaler Aktivität im erwa
hsenen Ner-

vensystem. Es wurde in vers
hiedenen tierexperimentellen und humanen Studi-

en gezeigt, dass BDNF in der allergis
hen Atemwegsentzündung ho
hreguliert

ist, und eine bron
hiale Hyperreagibilität auslöst. BDNF gilt daher heute als

ein wesentli
hes pathogenetis
hes Bindeglied zwis
hen Atemwegs-Entzündung

und Atemwegs-Hyperreagibilität beim allergis
hen Asthma.

5. Bei Patienten mit allergis
hem Asthma korrelieren die systemis
hen BDNF-

Spiegel mit der bron
hialen Hyperreagibilität. Es wurde bereits in früheren

Arbeiten gezeigt, dass diese systemis
hen BDNF-Spiegel dur
h inhalative

Corti
osteroide gesenkt werden können. Der Ein�uss von inhalativen Beta2-

Mimetika auf die BDNF-Spiegel war jedo
h bislang unbekannt.
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6. In der vorliegenden klinis
hen Studie, die insgesamt 18 Patienten mit mildem

allergis
hem Asthma vollendet haben, wurde erstmals gezeigt, dass eine zwei-

wö
hige Therapie mit dem inhalativen Beta2-Mimetikum Salmeterol zu einer

signi�kanten Steigerung der systemis
hen BDNF-Spiegel führt.

7. Dieser Anstieg korrelierte signi�kant mit der Vers
hle
hterung der bron
hialen

Hyperreagibilität unter der Salmeterol-Monotherapie. Es wurde daher die

Hypothese aufgestellt, dass der BDNF-Anstieg unter der Salmeterol-

Monotherapie zur Vers
hle
hterung der bron
hialen Hyperreagibilität patho-

genetis
h beiträgt.

8. Eine ans
hlieÿende zweiwö
hige Kombinationstherapie mit Salmeterol und

dem inhalativen Corti
osteroid Fluti
ason führte zu einer signi�kanten

Senkung der erhöhten BDNF-Spiegel. Es wurde daher die Hypothese

aufgestellt, dass die Si
herheit einer Kombinationstherapie bei Asthma

bron
hiale auf einer Aufhebung der neuronal s
hädli
hen Salmeterol-Wirkung

dur
h inhalative Corti
osteroide beruht.

9. Es fand si
h kein Zusammenhang zwis
hen der Veränderung der bron
hialen

Hyperreagibilität unter Salmeterol-Monotherapie und vers
hiedenen Beta2-

Rezeptor-Polymorphismen. Dies bestätigte die Ergebnisse aktueller epidemi-

ologis
her Studien, die keinen Zusammenhang zwis
hen Beta2-Rezeptor-

Polymorphismen und der Wirksamkeit und Si
herheit der Salmeterol-Therapie

bei Asthma bron
hiale fanden.

10. Die vorliegende Arbeit hat somit erstmals eine mögli
he pathogenetis
he

Erklärung für die Zunahme der bron
hialen Hyperreagibilität unter einer

Monotherapie mit inhalativen Beta2-Mimetika wie Salmeterol bei Patienten

mit allergis
hem Asthma aufgezeigt. Sie hat daher einen wi
htigen Beitrag

zum besseren Verständnis der Wirkung inhalativer Medikamente beim aller-

gis
hen Asthma geleistet.




