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1 Einleitung

1.1 Aufbau des Atmungsapparates

Fur den Gasaustausch sowie die duere Atmung ist der Atmungsapparat unerlésslich.
Der Atmungsapparat besteht aus oberen (Nasenhdéhle und Rachen) und unteren
Atemwegen, welche mit dem Kehlkopf beginnen und in den Lungen (Pulmones) und
dem Bronchialsystem minden. Die zum Gasaustausch durch die Diffusion zwischen
Luft und Blut notwendigen Strukturen sind die Lungenbl&schen oder Alveolen, welche
sich in dem distalen Abschnitt des Bronchialsystems befinden (Duncker und Kummer,
2008).

Das Lungengewebe wird bei vielen S&ugetieren im Verlauf der Embryonalphase durch
die Einziehung der Pleura visceralis unterteilt. Beim Menschen wird der rechte
Lungenfliigel wie auch bei der Maus in drei Lungenlappen unterteilt, wéhrend der linke
Lungenfliigel beim Menschen aus zwei Lungenlappen besteht, bei der Maus aus einem,
welcher sich tber die gesamte linke Pleurahdhle erstreckt (Valerius, 1996).

Der Bronchialbaum des Menschen entsteht durch wiederholtes Verzweigen
(Dichotomie) wahrend der Embryonalgenese (Boyden et al., 1975; Weibel et al., 1991).
So besitzt die Luftrohre (Trachea) eine Hauptgabelung, Bifurcatio tracheae. Diese teilt
sich wiederum in zwei Hauptbronchien, Bronchi principales, welche sich nach dem
Eintritt in die Lunge wiederum zu Lappenbronchien, sogenannten Bronchi lobares,
verzweigen. Aus diesen gehen die Segmentbronchien, Bronchi segmentales, hervor. Die
Segmentbronchien zweigen sich beim Menschen in weitere funf bis zwolf Generationen
auf bis zu den Bronchioli, welche im Gegensatz zu den Generationen davor keine
Knorpelelemente besitzen und innerhalb der Lungenl&dppchen (Lobulus pulmonis) als
letzte Aste des luftleitenden Systems, sogenannte Bronchioli terminales, enden. Daran
schliel3t sich das respiratorische System mit seinen Bronchioli respiratorii an, welche
aus Alveolen bestehen. Schlieflich mundet das respiratorische System in die
Alveolengange (Ductuli alveolares; Duncker und Kummer, 2008).

Im Gegensatz dazu wird die murine Lunge in Haupt- und Nebenachsen gegliedert und
als monopedial gekennzeichnet (Koblinger und Hofmann, 1988). Das heil3t, das
Bronchialsystem besitzt einen Stammbronchus, von welchem Nebenbronchien ersten,

zweiten und dritten Ranges entspringen.



Auller in der Trachea, den beiden Stammbronchien und den Anfangen der
Nebenbronchien enthalten die luftleitenden Wege der Maus im Gegensatz zum

Menschen keine Knorpelspangen (Valerius, 1996).

1.2 Innervation des Atmungstraktes

Die Innervation der Atemwege besteht zum einen aus dem autonomen, efferenten
System, welches aus sympathischen, postgangliondr hauptséchlich durch das
Noradrenalin  gekennzeichneten, und parasympathischen Neuronen besteht.
Postgangliondr sind die parasympatischen Neurone einerseits durch den
Neurotransmitter Acetylcholin  (ACh) gekennzeichnet, andererseits durch die
kleinmolekularen Neurotransmitter Stickstoffmonoxid (NO) und dem vasoaktiven
intestinalen Peptid (VIP; Fischer et al., 1998). Weiterhin besteht die Innervation der
Atemwege aus dem sensiblen System. ACh als Transmitter parasympathischer Neurone
konnte durch das Vorhandensein der Acetylcholinesterase (AChE), des Abbauenzyms
des ACh (Mann et al, 1971), des ACh-synthetisierenden Enzyms
Cholinacetyltransferase (ChAT, Canning und Fischer, 1997) und des vesikularen ACh-
Transporters (VAChKT, Arvidsson et al., 1997) indirekt nachgewiesen werden.
Noaradrenalin als Transmitter der postgangliondren sympathischen Nervenfasern ist ein
Katecholamin, welches aus der Aminosaure Tyrosin synthetisiert wird.

Die préganglionéren parasympathischen Neurone, welche im Nucleus ambiguus und im
Nucleus dorsalis nervi vagi liegen, ziehen im N. vagus zu den Neuronen in den
Atemwegen (Nickel et al., 1987) und haben als Ziel postgangliondre Neurone mit unter
anderem glatten Muskelzellen und exokrinen Drisen als Haupteffektoren (Wessler et
al., 1998).

Besonders beim Menschen konnte gezeigt werden, dass AChE-positive Nervenfasern zu
der glatten Muskulatur der Bronchien bis zu den terminalen Bronchioli ziehen (Partanen
et al., 1982). Die pragangliondren Neurone des sympathischen Systems ziehen vom
Nucleus intermediolateralis und vom Nucleus intercalatus des thorakalen Riickenmarks
uber die Vorderwurzeln des Rickenmarks zu den paravertebralen Ganglien (Truncus
sympathicus; Nickel et al., 1987) und haben als Neurotransmitter einerseits ACh (Lindh
et al., 1986), andererseits NO (Blottner und Baumgarten, 1992).

ACh bindet an zwei Arten von Acetylcholinrezeptoren (AChR). Nikotinische

Rezeptoren (nAChR) sind ligandengesteuerte Kationenkanéle, welche Poren aus funf
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Protein-Untereinheiten bilden. Diese 6ffnen sich durch die Bindung an den Liganden
fur Millisekunden und fihren zum Einstrom von Natrium- und Kalziumionen sowie
zum Ausstrom von Kaliumionen (Starke et al., 1996).

Die Gruppe der muskarinischen Acetylcholinrezeptoren (MAChR) besteht aus finf
Subtypen (mAChR1 bis mAChRS5), wobei alle zu den aus sieben Transmembran-
Helices bestehenden G-Protein-gekoppelten Rezeptoren gehdren (Felder, 1995). In den
Atemwegen wurden die Subtypen mAChR1, mAChR2 und mAChR3 nachgewiesen
(Fryer und El-Fakahany, 1990; Mak et al., 1992; Garssen et al., 1993; Hislop et al.,
1998), wobei mAChR3 und mAChR2 eine Konstriktion der glatten
Bronchialmuskelzellen vermitteln (Matsui et al., 2002; Struckmann et al., 2003).
Aulerdem ist der mAChR2 auch an der Membran der prajunktionalen
Nervenendigungen lokalisiert und ist dort fir eine inhibitorische Autoregulation der
ACh-Freisetzung zustandig (Maclagan und Barnes, 1989). Diese scheint beim Asthma
bronchiale vermindert zu sein, was eine Vagus-vermittelte Hyperreaktivitat der
Bronchien nach sich ziehen kann (Fryer und Jacoby, 1998). Der mAChR1 ist
vorwiegend auf Epithelzellen der Atemwege lokalisiert und wird beschrieben als ein
Rezeptor, dessen Stimulation zur Freisetzung bronchorelaxierender Substanzen fuhrt
(Tilley et al., 2003).

Neben den kleinmolekularen Neurotransmittern benutzen beide autonomen Systeme
und auch sensorische Neurone eine Vielzahl von verschiedenen Mediatoren wie das
Neuropeptid Y (NPY) oder das VIP, welche die Antworten der Systeme modulieren und
veréndern und dadurch viele Effekte auf den Muskeltonus der Blutgefalie, aber auch auf
Entzindungsreaktionen und das Immunsystem haben (Joos et al., 2000). Diese werden
in sogenannte exzitatorische nicht-adrenerge, nicht-cholinerge Mediatoren (eNANC), zu
welchen Substanz P, NPY und Neurokinin A (NKA) gehoren, und in inhibitorische
nicht-adrenerge, nicht-cholinerge Mediatoren (iNANC) eingeteilt, zu welchen unter
anderem NO und VIP gehdren (Lundberg et al., 1983, 1984; Li und Rand, 1991, Fischer
et al., 1998). Die Nervenendigungen, welche NO und VIP freisetzen, haben ihren
Ursprung im Osophagus und gehdren zum parasympathischen System. Sie fiihren vor
allem in der Trachea und in den Hauptbronchi zu einer Dilation der glatten Muskulatur
(Canning et al., 1996; Fischer et al,. 1996; Fischer et al., 1998).

NO wird unter Umwandlung von L-Arginin zu L-Citrullin und NO von drei
unterschiedlichen Isoformen des Enzyms NO-Synthetase (NOS) bei Bedarf
synthetesiert (Moncada et al. 1989). Es aktiviert direkt die ldésliche Form der
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Guanylatzyklase (sGC) und flhrt zu einer NO-induzierten Relaxation der glatten
Muskulatur, so zum Beispiel auch der Trachealmuskulatur des Menschen (Tallet et al.,
2002).

1.3 G-Protein gekoppelte Rezeptoren

G-Protein gekoppelte Rezeptoren (G protein-coupled receptors, GPCR) sind an
verschiedene intrazellulare Enzymkaskaden gekoppelt.

Die a-Einheit sogenannter Gg-Proteine aktiviert die B-Isoform der Phospholipase C
(PLC), welche an der Spaltung von dem an der Membraninnenseite lokalisierten
Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat (PIP;) zu Inositol-1,4,5-Trisphosphat (IP3) und
Diacylglycerol (DAG) beteiligt ist. In manchen Fallen entstehen neben IP3 Inositol-
1,3,4,5-TetraPhosphat (IP4), Inositol-1,3,4,5,6-PentaPhosphat (IPs) und Inositol-
1,2,3,4,5,6-Hexaphosphat (IPs), deren Funktion noch nicht verstanden ist (Caulfield et
al., 1993).

Dieses IP3 aktiviert IP3-Rezeptoren des endoplasmatischen Retikulums (ER) und fihrt
so zur Erhdhung der Konzentration des intrazellularen Kalziums ([Ca*];), welcher
zusammen mit DAG zu einer Aktivierung der Proteinkinase C (PKC) und so eine
Konstriktion der glatten Muskulatur fuhrt. Dieses geschieht einerseits durch die
Hemmung der Phosphatase der leichten Kette des Myosins (MLCP) durch die PKC
(Peiper et al., 1996), andererseits durch die Aktivierung der Kinase der leichten Kette
des Myosins (MLCK) durch die Erhéhung der [Ca*']; und Calmodulin-Aktivierung der
Calmodulin-abhangigen Kinase (CaMKII). Calmodulin (CaM) ist ein zytoplasmatisches
Protein, welches vier Kalziumionen bindet und dadurch aktiviert wird.

Die a-Einheit sogenannter Gs-Proteine aktiviert die Adenylatzyklase (AC), welche aus
Adenosintriphosphat (ATP) zyklisches Adenosinmonophosphat (CAMP) herstellt.
Dieses wirkt als auf die Proteinkinase A (PKA), welche die Phosphorylierung der
leichten Ketten des Myosins inhibiert und so zu einer Relaxation der glatten Muskulatur
flhrt.

Dem gegenlber steht der Effekt der a-Einheit sogenannter G;-Proteine, welche die AC
inhibiert und so zu einer geringeren Aktivierung der PKA flhrt. Das fihrt zu einer
geringeren Phosphorylierung der MLCK, wodurch eine Konstriktion der glatten

Muskulatur hervorgerufen wird.



1.4 Intrazellulares Kalzium

Die Mobilisierung von zelluldaren Kalziumionen fihrt zur Konstriktion der glatten
Muskelzellen der Atemwege (airway smooth muscle, ASM). Diese lonen konnen
sowohl aus internen Speichern als auch von auRerhalb der Zelle stammen (Somlyo und
Himpens, 1989). In ruhenden Zellen ist die [Ca®*]; mit ungefahr 200 nM sehr niedrig
(Somlyo et al., 1989). Nach Zugabe von Konstriktoren, wie zum Beispiel ACh an ASM,
wurde eine biphasische Erhdhung der [Ca®']i beobachtet, welche einerseits durch
Freisetzung aus internen Speichern (schneller Anstieg der [Ca®*];) und andererseits
durch Einstrom von auBerhalb (langsamer Anstieg mit einem Plateau) zustande kommt
(Sims, 1996; Murray, 1989). Die Wiederauffiilllung der inneren Speicher, z.B. des ER
der ASM, erfolgt tber sogenannte Kalziumpumpen des sarkoplasmatischen Retikulums
(sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase, SERCA), welche durch
Thapsigargin, einem Pflanzenextrakt, gehemmt werden kodnnen. Dies fuhrt zum
Ausbleiben des schnellen Anstiegs [Ca*']i. Weiterhin spielen sogenannte Ryanodin-
Rezeptoren eine wichtige Rolle bei der kalziumabhédngigen Kalziumfreisetzung
(Prakash et al., 1997).

Eine weitere Moglichkeit der Freisetzung des Kalziums aus inneren Speichern stellen
die IP3-Rezeptoren dar, welche durch IP3 einerseits, andererseits durch zyklische ADP-
Ribose (CADPR) oder Nikotinsaureadenindinukleotidphosphat (NAADP) aktiviert
werden konnen (Mandi et al., 2006, Yusufi et al., 2001).

Der Einstrom von Kalzium kann tber verschiedene Kalziumkanéle erfolgen:
Spannungsabhéngige Kandle, sogenannte voltage-operated calcium channel (VOCC),
welche sich bei Depolarisation der Zellmembran 6ffnen, und spannungsunabhéngige
Kanéle, sogenannte voltage-insensitive calcium channel (VICC), welche in drei
Gruppen eingeteilt werden (Fasolato et al., 1994 und Felder et al., 1994):
Rezeptor-abhéngige Kalziumkanale (receptor-operated calcium channels, ROCCs),
speicherabhéngige Kalziumkanale (store-operated calcium channels, SOCCs) und
schliellich Second-messenger-abhdngige Kalziumkanéle (second-messenger-operated
calcium channels, SMOCCs). Die SMOCCs koénnen durch intrazelluléres Kalzium, IP3

und moglicherweise auch IP, gedffnet werden (Irvine et al., 1992; Felder et al., 1995).



1.5 Kalzium- und Membranpotenzialmessung mittels Indikatoren

Es gibt verschiedene Indikatoren, welche zur Messung des [Ca®']; oder des
Membranpotenzials eingesetzt werden konnen. In dieser Arbeit wurden die folgenden
eingesetzt:

Fura-2 Acetoxymethyl-(AM)-Ester wirkt als Kalziumchelator und ist ein
fluoreszierender Kalziumindikator, welcher zwei wichtige Eigenschaften besitzt: Er ist
in seiner Esterform lipophil und so membrangangig. Nach der Abspaltung des
Esterrestes durch Esterasen im Inneren der Zelle wird er kalziumsensitiv und aul3erdem
hydrophil, was die Ruckdiffusion aus der Zelle erschwert. Die Fluoreszenzintensitit von
Fura-2 steigt mit zunehmender Kalziumkonzentration bei einer Anregung mit einer
Wellenldnge von 340 nm und sinkt bei einer Wellenldange von 380 nm, sodass eine
Emmisionsratio der Fluoreszenzintensitat von 340/380 errechnet werden kann. Die
Emission des Indikators liegt zwischen 505 nm und 520 nm (Grynkiewicz et al., 1985;
Tsien et al., 1989).

Calcium Orange (AM) wirkt ahnlich wie Fura-2 (AM), besitzt jedoch keine zwei
Anregungswellenldngen, weswegen keine Emissionsratio errechnet werden kann. Der
Kalziumindikator wird bei 549 nm angeregt und hat bei 576 nm seine
Emissionswellenlange. Die Emissionsintensitat nimmt bei Bindung eines Kalziumions
um das Dreifache zu (Eberhard et al., 1991; Mutze et al., 2012).
Bis-(1,3-Dibutylbarbitursdure) Trimethine Oxonol (DIBAC4(3)) wird zur Messung des
Membranpotenzials der Zellmembran genutzt. Es dringt als ein potenzialsensitiver Stoff
in depolarisierte Zellen ein, wo es an intrazelluldare Proteine bindet und so erhdhte
Fluoreszenz ausstrahlt. Bei hyperpolarisierten Zellen kommt es zum erhdhten Ausstrom
aus der Zelle, wodurch die Fluoreszenzintensitdt sinkt. Der Indikator fir das
Membranpotenzial wird bei 490 nm angeregt und die Emission bei 516 nm gemessen
(Kwan Hy, 2009).

1.6 Messungen des intrazellularen cAMP-Spiegels mittels

Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer

Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (FRET) beschreibt ein Phdnomen, dass ein
Fluorophor (Donor) Energie auf ein anderes Fluorophor (Akzeptor) abgibt (Jares-

Erijman und Jovin, 2003). Dieses geschient am effizientesten, wenn Donor und



Akzeptor weniger als 10 nm von einander entfernt sind (Jares-Erijman und Jovin,
2003). So kann eine Uberlappung der Emissionsspektren der Fluorophore berechnet
werden und daraus geschlossen werden, wie nah Donor und Akzeptor von einander
entfernt sind. Fluorophore kénnen auch fluoreszierende Proteine sein, welche
gentechnisch erzeugt, durch Transfektion in Zellen eingebracht und so exprimiert
werden konnen Griffin et al., 1998). Beispiele fluoreszierender Proteine sind GFP
(grunfluoreszierendes Protein; Shimomura et al., 1962), CFP (cyan fluorescent protein;
blaufluoreszierendes Protein; Rizzo et al., 2004) und YFP (yellow fluorescent protein;
gelbfluoreszierendes Protein; Nagai et al., 2002). In dieser Arbeit wurden dynamische
FRET-Experimente durchgefuhrt, bei denen EPAC (exchange protein directly activated
by cAMP; direkt durch cAMP aktivierbares Austauscherprotein) eingesetzt wurde,
dessen Gensequenz gentechnologisch mit dem FRET-Donor CFP und dem FRET-
Akzeptor YFP versehen war (Nikolaev, 2004). Durch eine Konformationsédnderung des
Proteins nach Bindung von cAMP verringert sich die Distanz des Donor zum Akzeptor
und das FRET-Signal andert sich. So kénnen Riickschliisse auf Anderung der CAMP-
Konzentration gezogen werden. Eine genauere Beschreibung der Durchfihrung und
Auswertung der FRET-Experimente findet sich im Methodenteil (2.2.9 und 2.2.10).

1.7 Beta Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid

1.7.1 Allgemeines

Beta Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid (B-NAD) ist ein endogenes Coenzym und in
manchen Stoffwechselprozessen auch Cosubstrat, welches in allen lebenden Zellen
vorkommt. Es ist vor allem an Redoxreaktionen der Zellen beteiligt, bei welchen es als
oxidierendes Agenz gleichzeitig Elektronen und Protonen von anderen Molekiilen
aufnimmt und somit reduziert wird. So spielt es eine wichtige Rolle bei der Herstellung
des Energietragers ATP, insbesondere durch Bereitstellung von Elektronen in der
Atmungskette innerhalb der Mitochondrien. Auf3erdem ist es ein Elektronendonor fur
Glutathion, welches oxidativem Stress in der Zelle entgegenwirkt, und Cosubstrat fir -
NAD-abhéngige Enzyme wie Mono-ADP-Ribose-Transferasen (MARTS), Poly-ADP-
Ribose-Transferasen (PARPs), zyklische ADP-Ribose-Synthasen (CADPrS) und den
Sirtuinen. Sirtuine sind Schlisselenzyme bei der Regulation des Energiestoffwechsels,
besonders bei der Fettsaure-p-Oxidation. Ferner beeinflussen sie die Lebenszeit der
Zelle (Haigis et al., 2010; Imai et al., 2010; Nakamura et al., 2012).



Die Synthese von B-NAD erfolgt auf zwei Wegen: Einerseits wird es aus den
Aminoséuren Tryptophan oder Asparginsdure de novo synthetisiert (Preiss-Handler
Pathway). AuBerdem kann es aus dem in der Nahrung vorkommenden Vitamin B3
Niacin entstehen (salvage pathway; Belenky et al., 2007; Pollak et al., 2007; Magni et
al., 1999). Hier spielt unter anderem Nicotinamid Phosphoribosyltransferase (Nampt)
eine wichtige Rolle (Rivollo et al., 2004; Imai et al., 2011). Dieses Enzym ist der
limitierende Faktor im salvage pathway der Saugetiere und wird durch Stress und den
zirkadianen  Transkriptionsfaktor (Circardian Locomotor Output Cycles Kaput,
CLOCK) reguliert (Hsu et al., 2009).

1.7.2 Funktionen des [3-NAD

Sogenannte Silent-information-regulator 2 (Sir2) Proteine, auch Sirtuine, sind 3-NAD-
abhangige Proteindeacetylasen. Sie sind in allen Organismen, vom Bakterium bis hin
zum Menschen, sehr konserviert erhalten. In Saugetieren sind 7 Sirtuine bekannt
(SIRT1-7), wobei SIRT1 das am besten untersuchte ist (Blander et al.,, 2004). SIRTs
spielen bei vielen Prozessen eine wichtige Rolle (Brian et al., 2004), so zum Beispiel
bei dem programmierten Zelltod, der Apoptose (Caballero et al., 2012; Verdin, 2010),
oder bei der Alterung des Organismus (Braidy et al., 2012). AulRerdem sollen SIRTs
einen Schutz vor einigen Erkrankungen bieten. Einige Beispiele dafur sind die
Alzheimer Erkrankung, der Diabetes mellitus und die koronare Herzkrankheit
(Yamamoto et al., 2011; Turan et al., 2012).

Weitere Enzyme, die B-NAD umwandeln, sind die Glycohydrolasen Cluster of
Differentiation-(CD)-38 und CD157 (bone marrow stromal cell antigen 1, BST-1),
ADP-Ribosyltransferasen (ARTs) und PARPs. Wahrend PARPs und SIRTSs in der Zelle
lokalisiert sind, kommen ARTs und CD38 auf der duReren Zellmembran vor (Malavasi,
2009). CD38 ist ein 45-kDa Typ IlI-Transmembranprotein und mobilisiert als
Ectoenzym Kalzium durch die Hydrolyse von B-NAD zu cADPR oder NAADP.

CD157 ist ein GPI-Anker-Protein mit einer extrazellularen Doméne, welches &hnlich
wie das CD38 als B-NAD hydrolisierendes Enzym beschrieben wird (Ortolani et al.,
2002). Es reguliert wie CD38 auch die intrazelluldre Kalziumkonzentration, ist mit dem
CD11b/CD18-Komplex assoziiert (Lavagno et al., 2007) und ist beteiligt an der
Superoxidproduktion sowie an der Regulation der Chemotaxis (Funaro et al., 2004).
CD38 ist in seiner Enzymaktivitat 100fach effizienter als CD157 (Ortolani et al., 2002).
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Das vom CD38 generierte CADPR fihrt nicht nur zur Freisetzung von Kalziumionen
aus dem ER der glatten Muskelzellen der Atemwege, sondern aktiviert auch Transiente-
Rezeptorpotenzial-Kanale vom Subtyp M2 (TRPM2; Kolisek, 2005). Nach in vivo-
Versuchen mit CD38-defizienten Mausen wird angenommen, dass CD38 an der
Entstehung der bronchialen Hyperreaktivitat beteiligt ist (Guedes und Jude, 2008).
Aulerdem konnte gezeigt werden, dass CD38 durch Interleukin 13 (IL-13) und
Tumornekrosefaktor-o. (TNF-a) induziert wird (Deshpande et al, 2004) und einen
asthmatischen Phéanotyp hervorrufen kann (Jude et al., 2012). Neben der enzymatischen
Funktion ist CD38 involviert bei der Herstellung von Zell-Zell-Kontakten (Dianzani et
al., 1994) und der Initiierung von Transmembran-Kommunikation (Lund et al., 2006;
Zubiaur et al., 2002). In der jungsten Vergangenheit ist CD38 als ein Marker in der
Diagnose von Leukémie, HIV und Diabetes mellitus Typ Il in den Fokus der Forschung
geraten (Morabito et al., 2006; Czura et al., 2006; Savarino, 2000; Ikehata et al., 1998).
ARTS katalysieren Reaktionen, durch die eine Anderung an Zielproteinen hervorgerufen
wird. Sie sind in Zellen des Immunsystems vorhanden, so in T-Zellen (Koch et al.,
1990), B-Zellen (Terashima, 2009), Monozyten (Grahnert et al., 2002) und
Granulozyten (Donnell et al., 1996). Hier dient B-NAD als Substrat fur eine post-
translationale Proteinmodifikation, die ADP-Ribosylierung (Okazaki, 1996; Ueda et al.,
1985).

Sowohl ARTSs als auch CD38 und CD157 sind extrazellulér lokalisiert und kénnen so
extrazellulares B-NAD umsetzen. Unter physiologischen Bedingungen liegt die
extrazelluldre Konzentration von B-NAD im submikromolaren Bereich, wahrend die
zellulare Konzentration 1 mM betrdgt (Adriouch et al., 2007). Zu hdheren
extrazellularen Konzentrationen von B-NAD kann es als Konsequenz einer Zelllyse im
Rahmen von Gewebsverletzungen oder durch Immunreaktionen kommen (Donnelly et
al., 1996). AuBerdem wird vermutet, dass aus Connexin 43 aufgebaute Hemikanéle
nach mechanischem Stress oder elektrischer Stimulation der Zellen B-NAD freisetzen
(Bruzzone et al., 2001; Romanello et al., 2002; Smyth et al., 2004).

B-NAD und seine durch die oben beschriebenen Enzyme entstandenen Metabolite
CcADPR und NAADP wirken auf verschiedene Rezeptoren. So aktivieren cCADPR und
NAADP Ryanodin-Rezeptoren des ER. Auflerdem werden intrazelluldre Anteile der
TRPM2-Kandle durch diese Metaboliten aktiviert. Dieser Kanal wird vor allem im

Gehirn, der Milz und der Lunge und auch auf Zellen des Immunsystems exprimiert



(Heiner et al., 2003 und Kraft et al., 2004). Die genaue Funktion dieses Rezeptors ist
noch nicht vollkommen geklart.

Ferner wird beschrieben, dass die durch ARTs vermittelte ADP-Ribosylierung
purinerge P2X7-Rezeptoren aktiviert (Seman et al., 2003; Adriouch et al., 2008). Auch
das B-NAD selber ist in der Lage, Kalzium durch Aktivierung verschiedener Rezeptoren
zu mobilisieren (Ishii et al., 2006; Klein et al., 2009; Mutafova-Yambolieva, 2007,
Moreschi et al., 2006). Folgende Rezeptoren wurden als Bindungsstelle des p-NAD
beschrieben:

P1-Adenosindiphosphat-(ADP)-Rezeptoren  (Bortell et al., 2001) wund P2-
Adenosintriphosphat-(ATP)-Rezeptoren (Mutafova-Yambolieva et al., 2007; Moreschi
et al., 2006). Als erste wurden ionotrope P2X-Rezeptoren, genauer P2X1, P2X2 und
P2X7, in diesem Zusammenhang ermittelt, da nach Behandlung mit B-NAD ein Anstieg
der [Ca*']; in humanen Monozyten hervorgerufen werden konnte (Gerth et al., 2004).
Spéater gerieten P2Y-Rezeptoren in den Fokus, welche zu den GPCRs gehoren.
Besondere Bedeutung wurde dem P2Y11-Rezeptor zugesprochen, da dieser sowohl an
ein Gy-Protein als auch an ein Gs-Protein gekoppelt ist. So konnte die Erhdhung des
[Ca?*]; durch die Aktivierung der PLC und nachfolgend der IPsR, also Gq-Protein-
abhangig einerseits (Ishii et al., 2006) und Gs-Protein-abhangig andererseits (Moreschi
et al., 2006) erklart werden. Besonders Mutafova-Yambolieva und ihre Arbeitsgruppe
hatte 2007 den Nachweis erbracht, dass B-NAD nach elektrischer Stimulation der
Nerven am glatten Muskel des menschlichen Gastrointestinaltraktes freigesetzt wird
und hemmende Potenziale bewirkt (Mutafova-Yambolieva et al., 2007). Diese fiihren zu
einer Relaxation oder einer Aufhebung der Kontraktion der Darmmuskulatur. Ferner
konnte gezeigt werden, dass B-NAD in der Lunge der Maus als antiinflammatorischer
Mediator agiert und die Wirkung des von Bakterien freigesetzten Lipopolysaccharids
(LPS) herabsenkt. Dadurch und durch die Erhéhung der Zellintegritat nach Zugabe von
B-NAD konnte insbesondere der akuten Lungenschédigung (acute lung injury, ALI)
entgegengewirkt werden (Umapathy et al., 2010; Umapathy et al., 2012). Durch die
dargestellten Zusammenhénge wird extrazellulares B-NAD als ein moglicher neuer

Neurotransmitter diskutiert (Mutafova-Yambolieva et al., 2007).
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1.8 Bronchokonstriktion

Die Bronchokonstriktion oder die generelle Obstruktion der Atemwege hat eine groRe
Bedeutung bei Erkrankungen des Menschen. Die wichtigsten Beispiele obstruktiver
Atemwegserkrankungen stellen das Asthma bronchiale und die chronisch obstruktive
Lungenerkrankung (Chronic obstructive lung disease; COPD) dar. Im Folgenden soll
die Bronchokonstriktion am Beispiel von Asthma bronchiale und der COPD naher

erlautert werden.

1.8.1 Entstehungsmodelle des Asthma bronchiale

Asthma bronchiale gehért zu den chronisch entziindlichen Atemwegserkrankungen und
ist unter anderem durch eine bronchiale Hyperreaktivitét (airway hyperreactivity, AHR)
und anfallartigen Husten mit teilweise vorkommendem Auswurf von z&hem Schleim
charakterisiert (Lemanske und Busse, 2010).

Die genaue Genese ist nicht vollstandig geklart, es wird jedoch von einigen Autoren
angenommen, dass Asthma bronchiale vorzugsweise im Kindesalter entsteht. Als
Auslosefaktor werden unter anderem nicht ausgeheilte Bronchitiden angenommen. Zu
den Kennzeichen des Asthma bronchiale werden Luftnot, Husten und Schwéche ohne
Vorliegen einer Erkéltung gezahlt, wobei besonders lang andauernde Hustenanfélle in
der Nacht oder bei nur geringer Belastung gehauft auftreten (Hofmann et al., 1983;
Hoffmann, 1997; Reinhardt et al., 1995; WHO, 2012).

Eine Entziindungsreaktion der Bronchialschleimhaut spielt eine wichtige Rolle bei der
Entstehung von Asthma. Hierbei spielen allergen-spezifische Typ 2-T-Helferzellen
(Tw2-Lymphozyten), welche sich in den Lungen der meisten Asthma-Patienten
befinden, besonders bei den Patienten mit allergischem Asthma eine wichtige Rolle
(Robinson et al., 1992). Diese produzieren verschiedene Zytokine, wobei IL-4 die
Synthese von Immunglobulin E (IgE), IL-5 das Rekrutieren von Eosinophilen, IL-9 das
Rekrutieren und das Wachstum von Mastzellen und IL-13 bronchiale Hyperreaktivitét
hervorruft (Holgate et al., 2008). Das Rekrutieren der Basophilen, Eosinophilen und
Mastzellen fiihrt wiederum zu einer erhohten Aktivierung der Ty2-Zellen. Ferner
exprimieren basophile Granulozyten hochaffine IgE-Rezeptoren, welche nach

Aktivierung zu einer Freisetzung von Histamin und IL-4 fuhren.
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Nach Aktivierung von Eosinophilen setzen diese verschiedene inflammatorische
Zytokine frei, darunter Interferon y sowie IL-2 (wichtige Ty1-Zell-Aktivatoren) und IL-
4, 1L-5, IL-10, IL-13 und TNF-a.

Mastzellen schlief3lich sind den Basophilen ahnlich und setzen nach Aktivierung durch
IgE Histamin, sowie IL-1, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-13, IL-16, TNF-a und
transforming growth factor-B (TGF- B) frei (Barrett et al., 2009).

Besonders Histamin, aber auch die anderen Mediatoren flihren zu einer bronchialen
Obstruktion durch Bronchospasmus und zu einer Schleimhautschwellung durch eine
entziindliche Infiltration. Die hinzukommende erhdhte Schleimbildung fuhrt zu einer
Verlegung der Atemwege und zu dem Gefuhl der akuten Atemnot.

Ursachen der erhdhten Produktion von IgE bei Asthmatikern kénnen eine erhdhte
Neigung zur Entwicklung multipler Allergien durch eine genetische Disposition sein
und héufiger Kontakt mit allergieauslosenden Stoffen wie Pollen, Tierhaaren,
Nahrungsmitteln, Hausstaubmilben oder Chemikalien in Mdobeln und Teppichen.
Andere Triggerfaktoren des Asthmaanfalls kdnnen unspezifische Ausldser wie
beispielsweise verschiedene Medikamente, Kalte, Anstrengung, Staub, starke Geriiche,
Reizstoffe oder auch Erschitterung, vor allem aber Zigarettenrauch sein. Das macht
diese Volkserkrankung, an welcher weltweit ungefdhr 300 Millionen Menschen
erkrankt sind, zu einem multifaktoriellen Geschehen, bei welchem mehrere
Risikofaktoren als Ursache gesehen werden (WHO, 2012). Asthma wird ferner in drei
Formen unterteilt: allergisch, nicht allergisch und intrinsisch. Bei manchen Patienten
konnen diese Formen auch alle gleichzeitig vorkommen.

Auch Hyperplasie und Hypertrophie der glatten Muskulatur wird als Kennzeichen von
Asthma gesehen (Ebina et al., 1993). Es kommt zu einem Remodelling des Muskels
durch Erhéhung der Masse und dadurch zu einem Verengen der Atemwege,
hervorgerufen vor allem durch TGF-B, epidermal growth factor (EGF) und platelet-
derived growth factor (PDGF, Walker et al., 1998; Stewart et al., 1994)

1.8.2 Therapie des Asthma bronchiale

Asthma hat eine sehr komplexe Atiologie und es gibt heute keine spezifische, kurative
Therapie. Es gibt jedoch préventive MalRnahmen auch in akuten Episoden des
Asthmaanfalls. So hat die Deutsche Atemwegsliga ein Behandlungskonzept in vier
Stufen entwickelt (Nationale Versorgungsleitlinie Asthma, 2011), bei welchem die
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Asthmatherapie abhangig von der Schwere der Erkrankung behandelt wird.
Hauptsachlich  beinhaltet sie eine anti-inflammatorische Komponente durch
Kortikosteroide und eine bronchorelaxierende Komponente durch kurz- oder
langwirksame B-Adrenozeptoragonisten (Fanta et al., 2009).

Ein Anteil an Asthmatikern (~10 %) reagiert nicht auf die Kortikosteroidtherapie
(Schwartz et al., 1968; Adcock et al., 2008), so wurden erfolgreich neuere Aspekte in
der Asthmatherapie betrachtet. Zum Beispiel wurden Anti-IgE-Antikdrper wie das
Omalizumab entwickelt, welche an die Doméne des IgE binden, welche den
hochaffinen IgE-Rezeptor der Mast- und basophilen Zellen aktivieren. Dadurch kann
die Degranulierung der Zellen verhindert werden (Milgrom et al., 1999).

Weiterhin wurden Leukotrien-Rezeptor-Antagonisten (LTRA), wie das Montelukast,
entwickelt, welches Leukotriene C4, D4 und E4 an der Aktivierung des Cystein-
Leukotrien-Rezeptors hemmt (Drazen et al., 1999; Lazarus et al., 2007).

Als weitere therapeutische Ansétze wurden erprobt ein I6slicher IL-4-Rezeptor (Borish,
1999), Suplatast-Tosilat als Inhibitor der Produktion von IL-4 und IL-5 der Ty2-Zellen
(Tamaoki, 2000)), Etanercept oder Infliximab, welche die Aktion des TNF-a inhibieren
und so die AHR im asthmatischen Phé&notyp herabsetzen (Erin, 2006; Howarth, 2005;
Berry, 2006) sowie Roflumilast als ein Phosphodiesterase (PDE4)-Inhibitor, welcher
das immunsupressive CAMP erhoht (Bousquet, 2006).

1.8.3 Entstehungsmodelle der COPD

COPD st eine chronisch obstruktive Lungenerkrankung, die sich im fortgeschrittenen
Stadium zu einer Systemerkrankung erweitern kann und im Gegensatz zu Asthma
bronchiale durch eine nicht komplett reversible Atemwegsobstruktion, vor allem durch
den Bronchialschleim und durch Krampfzustdnde der Bronchialmuskulatur,
gekennzeichnet wird. Die chronisch obstruktive Bronchitis und das Lungenemphysem
werden mit in die COPD eingeschlossen.

Weltweit sind ungefdhr 600 Mio Menschen an COPD erkrankt, dabei stellt diese
Erkrankung die vierthdufigste Todesursache dar (WHO, 2014). Leitsymptome bei dieser
Krankheit sind Husten, Auswurf und Atemnot, dieses insbesondere bei Belastung. Bei
anhaltender chronischer obstruktiver Bronchitis kann es zur Schadigung der Alveolen
und schlussendlich zu einem Lungenemphysem kommen (Clark et al., 2000). COPD

entsteht durch sowohl endogene als auch exogene Risikofaktoren (Wirtz et al., 2005).
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Die Hauptursache der COPD ist das Tabakrauchen. Auerdem sind Luftverschmutzung
oder eine berufliche Exposition durch Stdube, ein niedriger soziobkonomischer Status,
hyperreagible Atemwege und ein alphal-Antitrypsin-Mangel (Biedermann und
Kohnlein, 2006; American Thoracic Society, 1995) wichtige Risikofaktoren. Durch
diese Risikofaktoren kommt es zu gestorten Schutzmechanismen gegentber inhalativen
Noxen. Histologisch ist die Lunge geprédgt von Entziindungszellen. Sowohl die
Schleimdrisen als auch epitheliale Becherzellen und die Atemwegsmuskulatur sind
hypertrophiert und sowohl die Becherzellen als auch Fibroblasten weisen eine
Hyperplasie auf. Ferner sind zugrunde gegangenen Zilien zu erkennen und ein
verdicktes Plattenepithel. Der Entziindungsprozess entsteht durch ein Ungleichgewicht
der proinflammatorischen und antiinflammatorischen Zytokine (Dentener et al., 2001).
So kommt es bei COPD-Patienten zu einer Erhéhung von Entziindungsmarkern wie
dem C-reaktiven Protein (CRP), dem Fibronektin, TNF-a, IL-6 und IL-8 (DeGodoy et
al., 1996; Di Francia et al., 1994; Schols et al., 1996; Yende et al., 2006).

Diese Entzundungsreaktion flihrt zu systemischen Erkrankungen wie Kachexie,
Depression, Osteoporose und auch zu einer deutlich erhéhten kardiovaskularen
Morbiditdt mit Komplikationen wie Schlaganfall oder koronarer Herzerkrankung
(Danesh et al., 1998; Di Napoli et al., 2001; Pradhan et al., 2002; Sin et al., 2003).

1.8.4 Therapie der COPD

Das Therapiekonzept der COPD richtet sich nach dem Schweregrad der Erkrankung,
welcher sich wiederum durch die Lungenfunktion und Beschwerden (Husten, Auswurf,
Atemnot) in funf Schweregrade (0-V) einteilen lasst. Diese Einteilung wurde von der
Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease (GOLD) verdffentlicht und
entspricht den aktuellen Richtlinien der Deutschen Atemwegsliga aus dem Jahr 2007
(Rabe et al., 2007). Besonders sogenannte Exazerbationen stellen bei der COPD einen
wichtigen krankheitsverschlimmernden Faktor dar. Eine Exazerbation ist eine akute
Verschlechterung der Erkrankung, welche sich in einer Zunahme von Atemnot, Husten,
Auswurf, Obstruktion und einer thorakalen Beklemmung &uBert und eine Anderung der
Behandlung erforderlich macht. Sie tritt besonders in Stadien 11 und 11l der COPD auf
und wird meist von kalten Temperaturen getriggert (Seemungal et al., 1998). Die
Therapie besteht aus einem nicht-medikamentésen und einem medikamentdsen Teil. Es

sollen zuerst das Rauchen aufgeben und Risikofaktoren (s.0.) vermieden werden.
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Medikamentds bestent die Therapie aus kurzwirksamen und langwirksamen
Bronchodilatatoren, Antimuskarinika und inhalativen Steroiden. Weiterhin kann
systemischen Symptomen entgegengewirkt werden, zum Beispiel durch eine
Erndhrungstherapie zur Vermeidung der Kachexie und Lungensport (Hui et al., 2003;
Miyahara et al., 2000).

1.8.5 Schwdchen der Therapie von obstruktiven Lungenerkrankungen

Die Variation an unterschiedlichen Therapeutika zeigt, dass Asthma und COPD noch
immer nicht vollstandig behandelbar sind und dass auch heute noch nach verbesserten
Therapiemdglichkeiten gesucht wird. Weiterhin kommt es besonders bei f-
Adrenozeptoragonisten wie dem Salbutamol hdufig zur sogenannten Tachyphylaxie,
d.h. einer schnellen Toleranzentwicklung gegenuber dem Medikament nach l&angerer
Einnahme (Barnes, 1995). AuBerdem wird vermutet, dass ungefahr 20 % der Patienten
auf gangige Medikamente der Therapie nicht reagieren (Pearce, 2009). Diese
Schwachen der Therapie machen es dringend notwendig, neue Therapeutika zu

entwickeln.

1.9 Zielsetzung der Arbeit

In dieser Arbeit soll das B-NAD in seiner Wirkung auf die glatte Muskulatur der
Atemwege betrachtet werden. Es wurde in Organbadversuchen der Effekt des B-NAD
auf die Trachealmuskulatur der Maus sowie auf die Bronchioli des Menschen
betrachtet. Ferner wurde dieser Effekt in videomorphometrischen Experimenten an
vitalen Lungenschnitten der Maus untersucht. Zur Klarung der zugrunde liegenden
Mechanismen wurden Veranderungen der Konzentration des [Ca*];, des intrazellularen
CAMP-Spiegels und des Membranpotenzials in glatten Muskelzellen der Atemwege

sowohl der Maus als auch des Menschen gemessen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Tiere

Die Untersuchungen wurden an spezifiziert pathogenfreien Mausen der Zuchtlinie
C57BI6N unterschiedlichen Geschlechts im Alter von 8-20 Wochen mit einem Gewicht

zwischen 20 und 35 g durchgefiihrt, die im zentralen Tierlabor der Justus-Liebig-

Universitdt GielRen gehalten wurden. Die Tiere wurden in Makrolonkéfigen unter

Standardbedingungen (Wasser- und Futterversorgung ad libitum und 12 Stunden Hell-

Dunkel-Rhythmus) gehalten. Die Versuche wurden von den ortlichen Behorden
genehmigt (Regierungsprésidium Giessen, Deutschland; #A5/2010, #A61/2012).

2.1.2 Chemikalien/Pharmaka

Pharmakon Firma Funktion Ziel Gelbst in Endkonzentration
Beta-Nikotin-adenindinukleotid | Sigma A ® 100 uM -5 mM
mpuwa
(B-NAD) Aldrich
- - - — ° —
Muskarin Sigma Agonist muskarinische Ampuwa 1-10 uM
Aldrich Rezeptoren
— - - - .
Adenosintriphosphat (ATP) Sigma Agonist purinerge Ampuwa 100 uM
Aldrich Rezeptoren
. _ ®
Salbutamol Santa Agonist B2 Ampuwa 100 uM
Cruz Adrenozeptoren
o _ ®
Isoproterenol Santa Agonist B2 Ampuwa 10 uMm
Cruz Adrenozeptoren
U 73122 Tocris Inhibitor PLC DMSO 10 uM
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Pharmakon Firma Funktion Ziel Gelbst in Endkonzentration
- - - ®
Suramin Sigma Genereller purinerge Ampuwa 100 pM
Aldrich | Antagonist Rezeptoren
4-[(E)-{4-formyl-5-hydroxy-6 Santa Genereller purinerge Ampuwa 10 uMm
methyl-3- Cruz Antagonist Rezeptoren
[(phosphonooxy)methyl]pyridin
-2-yl}diazenyl]lbenzene-1,3-
disulfonic acid (PPADS)
MRS 2179 Santa Antagonist P2Y1-Rezeptoren A @ 10 pM
mpuwa
Cruz
Flufenaminsadure Santa Antagonist TRPM2-Kanale Ethanol 100 pM
Cruz
8-Bromo-cADP-Ribose (8-Br- Santa Antagonist cADPr A ® | 10uM
mpuwa
cADPr) Cruz
L-NG-Nitroarginine methylester Santa Inhibitor Neuronale, Ampuwa® 100 uM
(L-NAME) Cruz endotheliale und
induzierbare NO-
Synthase
Choleratoxin von Vibrio Santa Inhibitor Gs-Protein A ® | 2ng/ml
mpuwa
Cholerae (CTX) Cruz
Iberiotoxin Santa Inhibitor Kalzium A ® | 10nM
mpuwa
Cruz abhangige
Kaliumkanale (BK-
Kanale)
Pertussistoxin von Bordetella | Sigma Inhibitor Gi-Protein A ® | 5ng/ml
mpuwa
Pertussis (PTX) Aldrich
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Pharmakon Firma Funktion Ziel Gelbst in Endkonzentration
KH7 Sigma Inhibitor Losliche DMSO 30 uM
Aldrich Adenylatzyklase
Ethylendiamin-tetraessigsdure | Merck | Komplexbildner | Kalzium A ® | 100 mM
mpuwa
(EDTA)
- — — .
Apamin Santa Inhibitor Kalzium Ampuwa 10 uMm
Cruz abhangige
Kaliumkanale (SK-
Kanale)
1-(5-lodonaphthalen-1- Santa Inhibitor Myosin- Dimethyl- 10 uMm
sulfonyl)-1H-hexahydro-1,4- Cruz leichtketten- sulfoxid
diazepine hydrochlorid (ML-7) Kinase
(DMSO)
A-7 Hydrochlorid Santa Antagonist Calmodulin DMSO 10 uMm
Cruz
Rp-cAMPs Santa Inhibitor Proteinkinase A A ® 100 uM
mpuwa
Cruz
Rolipram Santa Inhibitor PDE-4 DMSO 100 uM
Cruz
y-27632 Dihydrochlorid Santa Inhibitor ROCK A ® [ 10uM
mpuwa
Cruz
8(p-Sulfophenyl)theophylline Santa Antagonist Adenosinrezeptor | DMSO 10 uM
(8-SP-T) Cruz
U-46619 Santa Analgon Thromboxan DMSO 1uM
Cruz
FPL 64176 Santa Agonist Non- A ® 10 um
mpuwa
Cruz dihydropyridin-

Ca2+-KanéIe
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Pharmakon Firma Funktion Ziel Gelost in Endkonzentration

- - - — ®
Mecamylamin Sigma Antagonist nicotinische Ampuwa 10 um
Aldrich Acethylcholin-
Rezeptoren

Tab. 2.1 Liste der verwendeten Pharmaka

2.1.3 Primdre Antikorper

Antigen Wirt Verdinnung Code/Klon Firma

CD38 (H-170) Kaninchen, 1:200 sc-15382  Santa Cruz
polyklonal

o—Smooth muscle actin ~ Maus, 1:1000 1A4 Sigma Aldrich
monoklonal,

FITC-konjugiert

TRPM-2 Ziege, 1:100 sc-19198  Santa Cruz
polyklonal

Tab. 2.2 Liste der verwendeten Primarantikorper

2.1.4 Sekunddare Antikorper

Antigen Wirt Konjugat Verdinnung Firma
Ratten-1gG Esel Cy3 1:1000 Dianova
Ziegen-1gG Esel Cy3 1:800 Chemicon

Tab. 2.3 Liste der verwendeten Sekundarantikorper
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2.1.5 Primer

Die qualitative Reverse Transkriptase-PCR (RT-PCR) wurde mittels intronspannender
Oligonukleotide durchgefiihrt, welche von Eurofins MWG Operon (Ebersberg)

synthetisiert wurden.

Gen Sequenz (5>3¢) Basenpaarlange | Gendaten-
(bp) banknummer

cd38 Fwd: 234 NM_007646
ctgggctacattgctgatga

rev

gacttccacacttccaaagg

trpm2 Fwd: 285 NM_138301

tgaccgtgccacacatcaag

rev

tgtgctcaaactegtctgec

B2—Mikroglobulin fwd: 192 NM_009735

attcacccccactgagactg

rev:

gctatttctttctgegtgeat

Tab. 2.4 Liste der verwendeten Oligonukleotide fir qualitative RT-PCR
Fwd = forward: Sequenzabfolge des VVorwartsstranges

Rev = reverse: Sequenzabfolge des Riickwaértsstranges
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2.1.6 Ldésungen

Aqgua ad injectabilia (Ampuwa® (B. Braun, Melsungen, Deutschland)).
Wasser zum Aliquotieren der Substanzen

HEPES-Ringer Puffer

KCI 5,6 mM, NaCl 136,4 mM, MgCl,*6H,0 1 mM, CaCl,*2H,0 2,2 mM, Glucose 11
mM, HEPES 10 mM; alle Reagenzien von Sigma-Aldrich; eingestellt auf pH 7,4 mit 1
M NaOH (Merck)

Physiological salt solution (PSS)-L6sung

NaCl 120 mM, KCI 5 mM, CaCl 2 mM, MgSO, 1mM, HEPES 10 mM, Glucose 10
mM; alle Reagenzien von Sigma-Aldrich; eingestellt auf pH 7,4 mit 1 M NaOH
(Merck)

Phosphate buffered saline (PBS)

NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, Gesamt-Phosphat 12 mM (NaCl 8 g, KCI 0,2 g, Na,HPO,
1,42 g, KH,PO,4 0,27 g auf einen Liter destilliertes H,0); alle Reagenzien von Sigma-
Aldrich; eingestellt auf pH 7,4 mit 1 M NaOH (Merck)

Paraformaldehyd (PFA) 4 % in 0,1 M Phosphatpuffer pH 7,2-7,4

40 g Paraformaldehyd auf 500 ml destilliertes H,O wurden langsam auf 70°C erhitzt.
Dann mit einigen Tropfen 2 M NaOH zu einer klaren Ldsung gebracht. Nach Erkalten
wurden 500 ml 0,2 M PP dazugegeben und der pH auf 7,4 eingestellt. Alle Reagenzien
von Merck.

Histoblockldsung

Schweineserum (10 %), Rinderserum (BSA) (0,1 %) und Tween 20 (0,5 %; alle von

Merck) wurden in PBS werden gelost.
Gepuffertes Glycerol

Glycerol und Puffer (50 ml 0,5 M Natriumhydrogencarbonatlésung, mit 0,5 M
Dinatriumcarbonat auf pH 8,6 eingestellt; alle Reagenzien von Sigma Aldrich) werden

im Verhéltnis 2:1 gemischt.
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2.2 Methoden

2.2.1 Totung der Maus und Gewebeentnahme

Fur die PCR-, Organbad- und immunohistochemischen Experimente sowie fir die
Messungen des intrazelluldren Kalziums in isolierten beziehungsweise kultivierten
Zellen erfolgte die Totung der Maus durch Inhalation einer Uberdosis des
Narkosemittels Isofluran (Baxter Deutschland GmbH, Miuinchen, Deutschland).
Daraufhin wurde das Fell der Maus langst aufgeschnitten, die Brust- und Bauchhohle
erdffnet und die Bauchaorta durchtrennt, um das Ausbluten der Maus zu gewéhrleisten.

Es wurden dann die Trachea, die Lunge, die Milz und der Thymus entnommen.

2.2.2 Immunhistochemische Untersuchungen zur Lokalisation von CD38 und
TRPM?Z in der glatten Muskulatur

Nach Entnahme der Milz, der Trachea und der Lunge wurden diese jeweils in Tissue-
Tek® O.C.T. ™ (Sakura, Zoeterwoude, Holland) eingebettet, mit Filterpapier bedeckt,
im schmelzenden Isopentan (Fluka, Sigma, Taufkirchen, Deutschland) auf Stickstoff
schockgefroren und bis zum Gebrauch bei -80° C gelagert.

Fur die immunhistochemischen Untersuchungen wurden von dem Gewebe 10 um dicke
Schnitte mit einem Kryostaten (Leica CM 1900, Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH,
Wetzlar, Deutschland) bei -20° C angefertigt, die auf speziell mit einer
Adhasionslésung beschichteten Objekttragern (SuperFrost Plus, Menzel-Glaser,
Braunschweig, Deutschland) aufgezogen wurden. Nach einstiindiger Trocknung bei
Raumtemperatur wurden die unspezifischen Proteinbindungsstellen fiir eine Stunde
durch die Histoblocklosung abgedeckt. Nun wurden die Schnitte mit den primaren
Antikorpern in entsprechender Verdinnung fur eine Nacht bei Raumtemperatur
inkubiert (siehe Tab. 2.2). Am nédchsten Tag wurden die Schnitte 3x10 min in PBS
gewaschen und mit den sekundaren Antikorpern fiir eine Stunde bei Raumtemperatur
inkubiert (siehe Tab. 2.3). Nach weiteren 3x10 min Waschen in PBS wurden die
Objekttrager fur zehn Minuten in 4 % PFA-LGOsung getaucht, um so die Bindungen
zwischen priméaren und sekundaren Antikérpern zu fixieren. Abschlielend wurden die

Objekttrager nochmals fur zehn Minuten gewaschen, mit karbonatgepuffertem Glycerol
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(pH 8,6) eingedeckelt und bei 4° C bis zur Ansicht unter dem Fluoreszenzmikroskop
mit passenden Filtern (Axioplan 2, Zeiss, Jena, Deutschland) gelagert.

2.2.3 RT-PCR

Nach Totung der Maus wurden der Thymus, die Trachea sowie die Lunge sorgféltig
heraus prapariert und in Lysispuffer (RLT-Puffer, Qiagen, Hilden, Deutschland) mit 1
% p-Mercaptoethanol (Invitrogen) tberfiihrt. AnschlieBend wurde das Gewebe durch
eine Kugelmiihle (MM 300, Retsch, Haan) 3 min lang bei 30 bps (Schittelschritte pro
Sekunde) zerkleinert. Die RNA der Zellen wurde mit Hilfe des RNeasy Mini Kits
(Qiagen) nach Anleitung des Herstellers isoliert und fotometrisch bestimmt, um sie auf

1 pg/ul mit Ampuwa® zu verdunnen.

Um genomische DNA zu zerstéren, wurde ein DNase-Verdau durchgefiihrt. Hierzu

wurde 1 pg/ul der isolierten RNA mit 1 pl DNase-I (1 U/ul, Invitrogen), 1 ul 10x

DNase | Reaction Buffer (Invitrogen) und 8 pl Ampuwa® fir 15 min bei 25° C
inkubiert und anschlieend 1 pl Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA; 25 mM, pH 8,0,
Invitrogen) zugegeben, um die DNAse fiir 10 min bei 65° C zu inaktivieren.

Die mRNA wurde nun in cDNA umgeschrieben. Dazu wurde der Ansatz mit 1 pl
Oligo-dTS (0,5 pg/ul, Eurofins MWG Operon) versetzt und fiir 10 min bei 65° C
inkubiert. Nach fiinfminiitigem Kiihlen auf Eis wurden 4 pl 5x First Strand Buffer
(Qiagen) hinzugegeben, sowie 1 ul ANTP-Mix (10 mM, Qiagen) und 2 pl Dithiolthreitol
(DTT, 0,1 M; Invitrogen). Dieses Gemisch wurde fir 2 min auf 42° C erhitzt,
anschlieBend 1 pl Superscript II Revese Transkriptase (200 U/ul, Qiagen) zugegeben
und fur 50 min bei 42° C inkubiert. Um die reverse Transkriptase zu inaktivieren, wurde
der Ansatz zum Schluss fiir 10 min bei 72° C erhitzt und bis zur weiteren Behandlung
bei -20°C gelagert.

Zum Herstellen der gesuchten DNA-Fragmente wurde jeweils 1 pul cDNA mit 0,5 pl
eines intronspannenden Forward- und Reverseprimerpaars gemischt (siehe Tab 2.4).
Weiterhin kamen noch 0,5 pl 10x PCR Buffer II, 2 ul MgCl,, 0,5 pl dNTPs (10 mM),
0.1 ul AmpliTaq (5 U/ul, alle verwendeten Reagenzien von Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA) und 17,9 wl H,O in einem 200 ul Reaktionsgefd hinzu. Die
Amplifikation erfolgte in einem Thermocycler (Eppendorf Mastercycler Personal,

Hamburg) mit folgendem Protokoll: Zuerst wurde die Doppelstrang-DNA durch Erhiten
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auf 95°C fiir 12 min geschmolzen und das Enzym AmpliTag Gold Polymerase aktiviert.
Dann wurden 40 Zyklen mit dem folgenden Ablauf und den folgenden Temperaturen
durchlaufen: 30 s bei 95°C zum Schmelzen der Doppelstrang-DNA, 30 s bei 58-61° C
(fiir jedes Primerpaar spezifische Anlagerungstemperatur), 30 s bei 72° C zur Synthese
neuer DNA-Fragmente. Nach Beenden der Zyklen wurde die Temperatur fir 7 min auf
72° C gehalten, um die noch nicht abgeschlossene Synthese von DNA-Fragmenten zu
vollenden. Die GrélRe der PCR-Produkte wurde durch Elektrophorese in einem 2 %
TRIS-Azetat-EDTA-Agarose-Gel (20 g/l Agarose (Genegarose L.E.; iINNO-TRAIN
Diagnostik GmbH, Kronberg, Deutschland), 482 g/l TRIS (USB, Cleveland, USA),
104,2 ml/l Eisessig (Merck, Darmstadt, Deutschland), 200 ml/l 0,5 M EDTA
(Invitrogen), ad 1 | H,0), pH 8,0 mit einem Zusatz von 8 ul/l Ethidiumbromid (1 %;
Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland) tberpriift. Funfundzwanzig ul der PCR-Produkte
wurden mit 5 ul Ladepuffer (0,1 g Orange G dye; (Sigma), 5,88 ml 87 %iges Glycerol
(Sigma), 250 pl TRIS-HCL-Puffer (pH 8,0), 1 ml EDTA-L6sung (pH 8,0; Sigma), ad
10 ml H,0) gemischt und in das Gel aufgetragen. Die PCR-Produkte wurden durch eine
horizontale Elektrophorese in einer Peglab Kammer, Modell 40-1410 (Peglab,
Erlangen) aufgetrennt. Als Marker wurde 10 pul 100 bp DNA Ladder (Invitrogen)
verwendet. Die Elektrophorese erfolgte mit einer Spannung von 150 V (ber 45 min.

Die PCR-Fragmente wurden im Gel unter UV-Licht (Renner, Darmstadt) detektiert. Zur
Kontrolle wurde einerseits Wasser statt cONA zugegeben, um Verunreinigung der o0.g.
AmpliTag-Ldsung auszuschlielen, andererseits wurde die Reaktion ohne Zugabe von
der reversen Transkriptase durchgefuhrt. Um den Erfolg der RNA-Isolierung und
cDNA-Synthese nachzuprifen, wurden Reaktionen mit einem Primerpaar fur p2-

Mikroglobulin durchgefunhrt.

2.2.4 Organbadversuche und elektrische Feldstimulation an der isolierten
Trachea der Maus

Nach To6tung und Ausbluten der Maus wurde die Trachea herausprépariert. Da sich die
Wandverhaltnisse durch den geringen Knorpelanteil fiir die Untersuchungen der
Kontraktilitdt der Atemwege hier am besten eignet, wurde der Tracheenabschnitt
zwischen der funften und zehnten Knorpelspange enthommen und in MEM (minimal
essential medium) mit 100 U/ml Penicillin und 100 g/ml Streptomycin berfiihrt. Das

Organbad (Radnoti LLC, Monrovia, USA) bestand aus einem 15 ml fassenden

24



doppelwandigem Glaszylinder, in dessen innerer Kammer die Trachea an Hakchen
aufgespannt wurde. Die Temperatur wurde konstant auf 37° C gehalten, indem die
aullere Kammer standig mit 37° warmem Wasser durchspult wurde. Die innere Kammer
wurde durch Durchsprudeln mit 21 % O,/79 % N, oxygeniert (Abb. 2.1). Die durch das
Innere der Luftrohre gezogenen Hakchen waren an Kraftaufnehmer (PowerLAb 8/30;
ADInstruments, Bella Vista, Australien) gekoppelt, wodurch die Kontraktionskraft
gemessen, aufgezeichnet und ausgewertet werden konnte (Labchart, ADInstruments,
Bella Vista, Australien). Optional konnten elektrische Platten an beiden Seiten der
Trachea angebracht werden. Diese wurden an eine Spannung (10 Hertz (Hz), 10 Volt
(V), 2 Millisekunden (ms)) angeschlossen wodurch gewahrleistet werden konnte, dass
Strom von einer zur anderen Platte floss und die dazwischen liegende Trachea durch
dieses elektrische Stromfeld stimuliert wurde (elektrische Feldstimulation = EFS). Dies
fuhrt zu einer Erregung der Nervenfasern mit nachfolgender Transmitterfreisetzung.
i aib

Q

I

Abb. 2.1 Schematischer Aufbau eines Glaszylinders fur die Organbadversuche

Die Trachea (h) ist an einem Kraftmesser (a) und einem Haken (b) befestigt und kann
durch das Medium gespilt werden (e und f), welches mit dem Gasgemisch (g)
durchsprudelt wird. Die auBere Kammer wird durch 37° C warmes Wasser durchsplilt (c

und d). Flr EFS-Versuche wurden zwei Platten neben der Trachea platziert (i).
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Nach dem Aufhéngen der Luftrohrenabschnitte wurde einige Minuten unter normalen
Bedingungen (nicht stimuliert) der Basiswert der Trachealwandspannung ermittelt.
Hierbei befindet sich die Luftréhrenmuskulatur in einem entspannten Zustand.

Zuerst wurde 5 mM B-NAD auf die unbehandelten Trachealspangen gegeben, um zu
ermitteln, ob B-NAD einen Einfluss auf eine nicht vorkontrahierte glatte Muskulatur
hat. Anschlieend wurde durch Zugabe von 10 pM Muskarin die Intaktheit und
Kontraktionsfahigkeit der Trachealspangen gezeigt (Abb. 2.2).

B-NAD 5 mM Muskarin 10 uM

l l X

Zeit

Abb. 2.2 Versuchsaufbau zur Prufung des Einflusses von A-NAD auf nicht

vorkontrahierte glatte Muskulatur der Trachealspangen der Maus

In allen weiteren Versuchen wurden die Trachealsegmente nach Versuchsstart durch 10
MM Muskarin zur Kontraktion gebracht und zundchst mit B-NAD in verschiedenen
Konzentrationen behandelt (Abb. 2.3).

Muskarin 10 uM B-NAD 500 pM B-NAD 1 mM B-NAD 5mM

A

Zeit

Abb. 2.3 Versuchsaufbau zur Feststellung der Dosis-Wirkungsbeziehung von f#-NAD

auf vorkontrahierte glatte Muskulatur der Trachealspangen der Maus

Daraufhin wurde versucht, die durch das B-NAD entstehende Dilatation mittels
verschiedener Substanzen zu verhindern, um herausfinden zu kdnnen, durch welchen

Signalweg die Dilatation vermittelt wird (Abb. 2.4).
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Inhibitor/Blocker/Antagonist  Muskarin 10 uM B-NAD1mM

>

Zeit

Inhibitor/Blocker/Antagonist ~ Muskarin 10 uM ~ B-NAD 500mM B-NAD1mM  B-NAD 5mM

>

Zeit

Inhibitor/Blocker/Antagonist ~ Muskarin10yM  B-NAD1mM  B-NAD1mM  B-NAD 1mM

|

Zeit

>

Abb. 2.4 Versuchsaufbau zur Feststellung des Signalweges der f-NAD-induzierten
Dilation der vorkontrahierten glatten Muskulatur der Trachealspangen der Maus

Zum Vergleich mit einem f,-Adrenozeptoragonisten wurde nach der Zugabe von 10
UM Muskarin Salbutamol in den Konzentrationen 1 uM, 10 uM und 100 puM (maximal
effektive Dosis) hinzugegeben (Abb. 2.5).

Muskarin 10 uM Salbutamol 10 uM Salbutamol 50 uM  Salbutamol 500 pM

l l

>

Zeit

Abb. 2.5 Versuchsaufbau zur Feststellung der Wirkung von Salbutamol auf die
vorkontrahierte glatte Muskulatur der Trachealspangen der Maus
2.2.5 Videomorphometrie an Lungenschnitten der Maus

Die Totung der Maus erfolgte durch Genickbruch mit Hilfe einer grofRen Pinzette.
Daraufhin wurde die Maus in Rickenlage auf einem Styroporbrett fixiert und
folgendermalien prapariert:
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Das Fell wurde in Lé&ngsrichtung vom Nabel bis zum Kinn aufgeschnitten, die
Bauchhohle wurde eroffnet und die Bauchaorta wurde durchtrennt, damit ein
vollstandiges Ausbluten der Maus gewahrleistet werden konnte. Nach einem Schnitt
durch das Zwerchfell und einem daraus resultierenden Kollabieren der Lunge wurde der
Thorax links vom Sternum erdffnet und auseinander gespreizt, sodass die Lunge gut
einsehbar wurde. Zum Schluss wurde die Trachea freiprapariert und locker mit einem
Ligaturfaden fixiert. Durch eine Inzisur zwischen den Knorpeln oberhalb des Fadens
wurde eine 1,5 %ige Agaroseldsung (certified low melt agarose, Bio-Rad, Minchen)
durch die Plastikmanschette einer Venenverweilkaniile mittels einer 2 ml Einwegspritze
bis zum vollstandigen Entfalten der Lungenlappen eingefillt. Dann wurde die Trachea
mit dem Faden geschlossen, die Kanile herausgezogen und die Lunge mit Herz mittels
einer Pinzette an der Trachea ziehend herausprapariert. Um die Agaroseldsung
auszuharten, wurde das Thoraxpaket in eine HEPES-LGsung eingetaucht.

Mit Hilfe eines Vibratoms (Vibratome VT1000S, Leica) wurden 200 um dicke
Lungenschnitte hergestellt. Dazu wurde ein Zylinder mit HEPES-L&sung gefullt,
welche konstant auf 4° C gehalten wurde. In der Mitte des Zylinders wurde ein
Objektteller platziert, auf dem ein kompletter Lungenlappen mit der facies
diaphragmatica an einen Korken geklebt wurde. Der Lungenlappen konnte so durch
eine Rasierklinge nach folgender Einstellung geschnitten werden: Schnittdicke 200 um,
Geschwindigkeit 8 m/s, Frequenz 10 Hz. Es wurden pro Lappen ungefahr 30 Schnitte
angefertigt, welche bis zum Ende des Schneidevorgangs in der kalten HEPES-L3sung
belassen wurden.

Nach dem Schneiden wurden die Lungenschnitte mit Hilfe einer Pinzette in ein
Becherglas mit MEM, 100 U/ml Penicillin und 100 g/ml Streptomycin tberfihrt. Dieses
wurde in einem 37° C warmen Inkubationsschrank erwéarmt und mit einem Normoxie-
Gasgemisch (73,7 % Stickstoff, 21 % Sauerstoff, 5,3 % Kohlendioxid) begast, sodass
die Agaroseldsung aus den Schnitten herausgewaschen werden konnte.

Nach zwei bis drei Stunden wurden die Lungenschnitte in die daflir vorgesehenen
Inkubationskammern (Hugo Sachs Elektronik, March, Deutschland), geflllt mit
HEPES-LG6sung, uberfihrt, welche auf 37°C aufgewarmt wurde. Hier wurden die
Schnitte mit einem Metallbigel fixiert und mit verschiedenen Substanzen behandelt.
Uber ein Pumpsystem wurden diese auBerdem Kontinuierlich mit einer
Flissigkeitsmenge von 0,5 ml/min gewaschen, sodass das Volumen in den Kammern

konstant bei 1,5 ml blieb (Abb. 2.6). Bei jeder Zugabe von Substanzen (ber eine Pipette
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wurde die Pumpe abgestellt, um eine gleichbleibende Substanzkonzentration zu
gewadhrleisten.

Abb. 2.6 Schematische Darstellung der Inkubationskammer

Die Lungenschnitte wurden durch einen Metallbiigel in der oberen der beiden
Kammern (f) platziert, welche durch auf 37° C erwarmtes Hepes gespult werden
konnte (a und b). Ferner konnte die Kammer manuell durch eine Spritze geleert
werden (c). Die Plexiglaskammern waren im Wasserbad (2) positioniert, welches

auf 37° C erwarmt wurde (d und e)

Die Bildaufzeichnung der Bronchi erfolgte durch eine an das inverse Mikroskop (Leica)
angeschlossene Kamera (Stemmer Imaging, Puchheim, Deutschland) bei 10-facher
ObjektivvergroRerung. Jede Minute wurde dabei ein Foto gemacht (Abb. 2.7). Zu den
Auswahlkriterien der zu untersuchenden Bronchi gehorten die Intaktheit des
umliegenden Gewebes sowie das Fehlen von Agaroseresten. AulRerdem musste der
Bronchus eine Grofe von 150-250 um aufweisen sowie mit mindestens 20 %iger
Reduktion der Flache auf 10 uM Muskarin reagieren. Zwischen den Applikationen der
unterschiedlichen Substanzen wurde die Spullgeschwindigkeit erhoht, so dass die

Pharmaka innerhalb von 15 min ausgewaschen waren.
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Abb. 2.7 Aufnahme eines 200 um dicken Lungenschnittes.

Zu sehen sind ein quer geschnittener peripherer Bronchus (B) und eine benachbarte

Pulmonalarterie (A). In der Umgebung befinden sich angeschnittene Alveolen

Die Bildauswertung erfolgte mithilfe des Optimas-Programms (Version 6.5, Stemmer,
Puchheim, Deutschland). Dabei diente das erste Bild ohne jegliche Behandlung als
Referenzbild, bei welchem die Flache des Bronchus 100 % gleichgesetzt wurde und mit
den darauffolgenden Bildern zum Verhéltnis gesetzt wurde.

Zur Prifung des Einflusses von B-NAD auf unbehandelte Bronchi wurde B-NAD in
verschiedenen Konzentrationen zu den Lungenschnitten gegeben. Um zu priifen, ob die
Lungenschnitte intakt waren, wurde vor und nach dieser Behandlung 60 mM KCI
hinzugefugt mit darauf folgenden Waschvorgangen (Abb. 2.8).

B-NAD
KCL60 mM Waschen 1uM 5uM  10pM  100pM  500puM 1mM  5mM KCL60 mM

A A A

Zeit

Abb. 2.8 Versuchsaufbau zur Prufung des Einflusses von g-NAD auf unbehandelte
Bronchi der Maus
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Daraufhin wurden nach Zugabe von 10 uM Muskarin verschiedene Konzentrationen -
NAD hinzugegeben, wodurch eine von der Dosis abhangige Wirkungsbeziehung
gepruft werden sollte (Abb. 2.9).

Muskarin 10 pM B-NAD 500 pM B-NAD 1 mM B-NAD 5mM

l l

>

Zeit

Abb. 2.9 Versuchsaufbau zur Feststellung der Dosis-Wirkungsbeziehung von -

NAD auf vorkontrahierte glatte Muskulatur der Bronchi der Maus

Ferner wurden auch hier verschiedene Inhibitoren eingesetzt, um den Signalweg zu
untersuchen, welcher zur B-NAD-induzierten Dilation fihrt (Abb. 2.10).

Inhibitor/Blocker/Antagonist Muskarin 10 uM B-NAD1mM

>

Zeit

Abb. 2.10 Versuchsaufbau zur Feststellung des Signalweges der f-NAD-induzierten

Dilation auf die vorkontrahierte glatte Muskulatur der Bronchi der Maus

Zum Schluss wurde die Wirkung eines vergleichbaren Bronchodilators, dem .-
Adrenozeptoragonisten Salbutamol, nach der Zugabe von 10 uM Muskarin untersucht
(Abb. 2.11).

Muskarin 10 uM Salbutamol 10 uM Salbutamol 50 uM  Salbutamol 500 uM

l l l l

>

Zeit

Abb. 2.11 Versuchsaufbau zum Vergleich der Wirkungen von Salbutamol und g-

NAD auf die vorkontrahierte glatte Muskulatur der Bronchi der Maus
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2.2.6 Kalziummessungen an isolierten glatten Muskelzellen der Atemwege der

Maus

Alle im Folgenden benutzten Reagenzien wurden von Sigma Aldrich bezogen. Die
Trachea mit den Hauptbronchi wurde wie oben beschrieben freiprapariert. Hiernach
wurde die Trachea mittig langst aufgeschnitten, um so den Blick auf den hinten
liegenden Trachealmuskel zu bekommen. Um mdglichst die reine glatte Muskulatur des
hinteren Anteils der Trachea im Folgenden ausschneiden zu kdnnen, wurden mit einem
Wattestdbchen vorsichtig die Epithelzellen abgestrichen. Jetzt wurde der Muskel
herausgeschnitten und in die folgende erste Verdauungslosung Uberflhrt: Papain 7
mg/ml, BSA 2 mg/ml, DTT; 0,5 mg/ml, 10 pl L-Cystein in 1 ml PSS.

Das Gewebe wurde fir 30 min bei 37°C inkubiert und dann mit 1 ml PSS und 2 pl
Leupeptin  versetzt, um das Papain zu inaktivieren. Nach weiteren drei
Waschvorgdngen, bei  welchen jeweils der Uberstand entnommen und nach
Zentrifugieren bei 600 Runden pro min (rounds per minute; rpm) fur eine min 1 ml PSS
hinzugegeben wurde, wurde die Probe erneut flr 2 min bei 600 rpm zentrifugiert und in
eine zweite Verdauungsldsung tberfuhrt: Kollagenase 11 2 mg/ml, BSA 2 mg/ml, DTT
1 mg/ml in 1 ml PSS. Dieses Gemisch wurde mit dem Gewebe fir 1 h bei 37° C
inkubiert und dann nochmals 3x mit eiskaltem PSS nach dem oben beschriebenem
Procedere gewaschen. Abschlielend wurde das Gewebe mit einer Glaspipette trituiert,
bis das Gemisch triib war, und der Uberstand nach letztmaligem Zentrifugieren fiir 5
min bei 600 rpm abgenommen, um es mit einer Nahrlosung (300 pl RPMI + 10 %
fetales Kélberserum (fetal calf serum; FCS) + 1 % Penicillin/Streptomycin) zu mischen.
Je 50 pl der Losung mit den Zellen wurde auf Deckgléschen, beschichtet mit 1 mg/ml
Fibronektin, ausgesat und in einer 24-Well-Platte fur 24 h im Inkubator bei 37° C und 5
% CO; belassen. So konnten sich die Zellen auf den Deckglaschen absetzen. Am
Folgetag wurden die Zellen mit PSS gewaschen und mit 10 uM Fura-2-AM-Ester
(Invitrogen) und 100 pM Sulfobrompthalein (Merck) in 200 pl PSS beladen.
Sulfobrompthalein wurde zur Verhinderung des Efflux des Farbstoffes aus den Zellen
eingesetzt. Zuvor wurde Fura-2-AM-Ester mit DMSO auf 1 mM verdinnt. Nach 20
mindtiger Inkubation der Zellen in dem Gemisch wurden diese in einem mit 1,5 ml PSS
gefiillten Delta-T-Dish Uberfliihrt und mit einem hufeisenférmigen Gewicht fixiert.
Wahrend des ganzen Experiments wurden die Zellen mit vorgewarmter PSS-L6sung

durch eine Pumpe (Gilson minipuls 2; Gilson, Limburg-Offheim) gewaschen. Die
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Messungen wurden bei einer Temperatur von etwa 30°C durchgefiihrt, welche durch
einen Thermostaten (Bioptechs Inc., Butler, USA) gewahrleistet wurde. Nach jeder
Zugabe einer Substanz wurde ein funfminatiger Waschschritt durchgefiihrt. Die
Substanzen wurden vor den Versuchen mit PSS auf eine endgultige Gebrauchslésung
gebracht.

Aufgenommen  wurde mit einem 20x  Wasserimmersionsobjektivs  eines
Lichtmikroskops (Olympus BX50WI, Olympus, Hamburg, Deutschland) durchgefuhrt,
an welchem sich oberhalb des Okulars ein slow-scan charged-coupled device
Kamerasystem mit einem schnellen Monochromator (Kamera IMAGO, TiLL
Photonics, Grafelfing, Deutschland) befand. Dieses nahm Bilder vom optischen System
in bestimmten Frequenzen auf und Ubertrug diese an den angeschlossenen Computer.
Die Auswertung erfolgte mit der Imaginganalysesoftware , TiLLVision“ (TiLL
Photonics) sowie mit Microsoft Office 2003 Excel.

Da versucht wurde, die Zunahme der intrazelluldren Kalziumkonzentration vor allem in
glatten  Muskelzellen zu messen, wurde nach den Versuchen eine
immunohistochemische Markierung mit dem monoklonalen Antikdrper gegen a-
Smooth-muscle-actin, gekoppelt an Fluoresceinisothiocyanat (FITC), durchgefihrt, um
die Zellen zu charakterisieren.

Die Messungen wurden nach folgendem Protokoll durchgefuihrt (Abb. 2.12):

MEM B-NAD 1 mM ATP 100 uM

l l

Zeit

Abb. 2.12 Versuchsaufbau zu Versuchen der Kalziummessung an isolierten glatten

Muskelzellen der Atemwege der Maus

2.2.7 Kalziummessungen an kultivierten glatten Muskelzellen der Atemwege
der Maus

Nach Totung und Ausbluten der Maus wurde die Trachea freiprapariert, enthommen
und in MEM mit 100 U/ml Penicillin and 100 g/ml Streptomycin Gberfiihrt. Um zu

gewahrleisten, dass moglichst viele glatte Muskelzellen kultiviert werden, wurden das
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Epithel und das Bindegewebe entfernt. Ferner wurde der Trachealmuskel
herausgeschnitten, auf ein Well einer 6-Well-Platte Gberfuhrt und durch einen Tropfen
RPMI + 10 % FCS + 1 % Penicillin/Streptomycin an den Boden des Wells gedriickt.
Nach einer Stunde wurden 2 ml RPMI + 10 % FCS + 1 % Penicillin/Streptomycin
hinzugegeben und die Kulturplatte in einen 37° C warmen Inkubator gelegt. Nach einer
Woche, in der zweitégig das Medium gewechselt wurde, wurden die Zellen durch 0,1 %
Trypsin  dissoziiert und auf Deckglaschen Uberfihrt. Ferner wurde eine
immunohistochemische Untersuchung mit einem monoklonalen Antikdrper gegen a-
Smooth-muscle-actin durchgefiihrt, um die Ausbeute an glatten Muskelzellen zu
bestimmen. Die Kalziummessungen wurden mit dem gleichen Protokoll durchgefuhrt
wie mit den isolierten Zellen (Abb. 2.12).

2.2.8 Kalziummessungen an kultivierten glatten Bronchialmuskelzellen des

Menschen

Glatte Muskelzellen des menschlichen Bronchialsystems (PromoCell) wurden nach
folgendem Protokoll kultiviert: Die Zellen wurden im Zellkultur-Behalter mit 9 ml des
dafir vorgesehenen Nahrmediums (Smooth Muscle Cell Growth Medium 2;
PromoCell) in einem Inkubator platziert und bei 37°C und 5 % CO, flr einen Tag
belassen. Nach mindestens 24 h wurde das Medium gewechselt. Vor den Versuchen
wurde das Medium durch 1 % Trypsin ersetzt, um die Zellen vom Untergrund des
Zellkulturbehélters zu I6sen. Nach 10 min wurden die Zellen in ein 10 ml Falcon-
Roéhrchen (Omnilab) wberfiihrt und fiir 5 min zentrifugiert (600 rpm). Der Uberstand
wurde daraufhin abgenommen und das Pellet wurde im MEM gelGst. Im Weiteren
wurde so vorgegangen, wie im Kapitel ,,2.2.6 Kalziummessungen an isolierten glatten
Muskelzellen des Atemweges der Maus®“ beschrieben wurde. Das Protokoll der

Experimente mit den Bronchialzellen ist in Abb. 2.12 dargestellt.
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2.2.9 Transfektion von glatten Muskelzellen des menschlichen
Bronchialsystems mit einem direkt durch cAMP aktivierbaren

Austauscherprotein

Die Transfektion der primaren glatten Muskelzellen des menschlichen Bronchialsystem
erfolgte durch Elektrophorese mit einer DNA in Form eines Plasmids, welches das
Protein EPAC kodiert (2 pg pro 1x10° Zellen). Dieses DNA-Konstrukt wurde mittels
PCR synthetisiert und beinhaltete ein Fusionsprotein basierend auf dem EPAC1-Gen
des Menschen (GenBank™-Nummer AF103905) mit YFP sowie CFP (Clontech)
jeweils an den beiden Enden. Die Transfektion wurde mit einem Nukleofektionskit fir
primdre Sdugetierzellen (Lonza) und der dazugehdrigen Apparatur, Nucleofector device
Il (Lonza), nach dem Protokoll des Herstellers durchgefuhrt. Nach der Transfektion
wurden die Zellen fur 48 h in Kultur gebracht, um die Effizienz der Transfektion

sicherzustellen.

2.2.10 Messung der intrazelluldren cAMP-Konzentration mittels FRET

Die FRET-Messungen wurden bei Raumtemperatur (20-24°C) mit einem inversen
Mikroskop (Eclipse Ti, Nikon, Disseldorf), ausgestattet mit einem 100x Objektiv (Plan
Apo VC 100%/1,40 Ol /0,17 Dic N2, Nikon, Diisseldorf), durchgefiihrt. Als
Lichtquelle wurde ein schnellschaltendes, auf Lichtbogen basiertes Xenon-Lichtsystem
genutzt, das mit den folgenden Filtern ausgestattet war (alle von Chroma, Olching): ET
430/24x (CFP-Anregung) oder 500/“0x (YFP-Anregung), T455LP (zur Sammlung der
kombinierten Fluoreszenz von CFP und YFP) und CFP/YFP-Lichtspaltsystem, sowie
CFP/YFP Emissions-Filter (Croma, 59017bs und 59017m), z488/800-1064rpc (zur
Teilung der CFP- bzw. YFP-Emission), ET 480/40 (CFP-Emission) und HC 534/20
(YFP-Emission). Die drei letztgenannten Filter wurden an ein Optosplit 1l (Cairn
Research, Faversham, UK) angeschlossen, um mit einer schnellaufnehmenden Kamera
(Evolve512, Roper Scientific, Martinsried) simultan CFP- und YFP-Fluoreszenz
messen zu konnen. Mikroskop, Kamera und DG-4 wurden mit NIS-ElementsAR
(Laboratory Imaging, Prag, Tschechien) kontrolliert.

Die Zellen wurden kontinuierlich mit einem Puffer gespilt (137 mM NaCl, 5,4 mM
KCI, 2 mM CaCl,, ImM MgCl, und 10 mM Hepes, pH 7,3) oder mit Agonisten, welche
im Puffer enthalten waren. Wahrend der FRET-Messungen wurden CFP-(488 + 20 nm)-
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und YFP-(534 + 10 nm)-Fluoreszenzen simultan aufgenommen, wahrend die Zellen mit
430 nm angeregt wurden. Abhéngig von der Lichtintensitdt wurde die Belichtungszeit
auf 20-40 ms gesetzt und die Bilder in einem Intervall von 500 ms oder 2 s
aufgenommen. Die berechnete Fluoreszenz aus CFP und YFP resultierte in der ,,FRET
ratio®“. Agonisten flir die Messungen waren 1 mM -NAD und 10 uM Isoproterenol, das
Versuchsprotokoll ist in Abb 2.13 dargestellt.

B-NAD 1 mM Isoproterenol 10 uM

! !

Abb. 2.13 Versuchsaufbau zu Versuchen der cAMP-Messung an glatten Muskelzellen

>

des menschlichen Bronchialsystems

Um herauszufinden aus welche Quelle das gebildete cCAMP stammt, wurde KH7 als
Inhibitor der 16slichen AC genutzt, welcher 5 Minuten vor der Zugabe des B-NAD
zugegeben wurden (Abb 2.14).

Inhibitor B-NAD 1 mM Isoproterenol 10 uM

! ! !

Abb. 2.14 Versuchsaufbau zu Versuchen der cAMP-Messung mit KH7 zur

>

Evaluation der Entstehung des intrazelluldaren cAMP in glatten Muskelzellen des

menschlichen Bronchialsystems

2.2.11 Simultane Kalziummessungen und Messungen des Membranpotenzials an

Lungenschnitten der Maus

Die Lungenschnitte wurden wie im Abschnitt ,,Videomorphometrie® beschrieben
angefertigt. Daraufhin wurde jeweils der zu untersuchende Schnitt in ein Well einer 24-
Well-Platte tberfihrt und mit 10 uM Kalziumindikator Calcium Orange (AM) Ester
(Invitrogen) und 100 puM Sulfobromampthalein (Invitrogen) in 300 ml MEM sowie

36



[Bis-(1,3-dibutylbarbituric acid)trimethine oxonol] (DiBAC(4)3) fir 40 min im
Inkubator versetzt. Fir die Versuche wurde jeweils ein Schnitt auf ein Deckgldschen
gelegt und mit einem beschwerten Netzchen bestlickt, um durch die Zugabe
verschiedener Substanzen induzierte Bewegungen der Schnitte zu verhindern. Die
Deckglaschen wurden dann auf einen Metallhalter gelegt und auf dem Objekttisch unter
dem Konfokalen Laser Scan Mikroskop (CLSM; Leica-TCS SP2 AOBS; Leica,
Mannheim) platziert. Der Objekttisch wurde auf 37° C erwérmt, Ferner konnten die
Schnitte zwischen den Zugaben von Substanzen mittels einer Pumpe mit einer
Geschwindigkeit von 0,5 ml/min gespult werden. Die Aufnahmen sowie die
Auswertung wurden mit Hilfe der Software ZEN 11 (Carl Zeiss) durchgefihrt. Die
Versuche zu Messungen der Kalziumkonzentration simultan mit Messungen des
Membranpotenzials und der Flache wurden nach folgendem Protokoll durchgefiihrt
(Abb. 2.15):

Muskarin 10 uM B-NAD 5mM

l .

Zeit

Abb. 2.15 Versuchsaufbau zur simultanen Messung der Kalziumkonzentration, des

Membranpotenzials und der Flache des Bronchiallumens

2.2.12 Organbadexperimente an Bronchioli von Patientenlungen

Lungensegmente von an COPD oder pulmonaler Hypertonie erkrankten Patienten
wurden im Rahmen der Behandlung von Prof. Dr. Walter Klepetko (Confraternitat-
Privatklinik Josefstadt, Wien, Osterreich) oder von Prof. Dr. Winfried Padberg bzw.
Prof. Dr. Johannes Bodner (Klinik fur Allgemein-, Viszeral-, Thorax-, Transplantations-
und Kinderchirurgie, Universitatsklinikum Giellen und Marburg Standort Gielien,
Deutschland) entnommen. Die Versuche wurden von den drtlichen Behdrden genehmigt
(111/08 des Européischen IPF Registers (eurlPFreg)). Es wurde versucht, in den
gesunden Bereichen der Segmente moglichst distale Anteile des Bronchialsystems,

Bronchioli mit einem Durchmesser von 1-2 mm und einer L&nge von ungeféhr 5 mm,
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heraus zu préparieren. Diese wurden fiir Organbadexperimente zwischen Hakchen
platziert und, wie im Kapitel ,,2.2.4 Organbadexperimente an der isolierten Trachea der
Maus“ beschrieben, behandelt. Das Protokoll dieser Experimente ist in Abb. 2.16 fur
die Uberpriifung der Wirkung des B-NAD an der glatten Muskulatur des menschlichen
Bronchialsystems bzw. in Abb. 2.17 fiir die Uberpriifung der Wirkung des Salbutamols
an der glatten Muskulatur des menschlichen Bronchialsystems dargestellt.

Muskarin 10 uM B -NAD 500 uM B-NAD 1 mM B-NAD 5mM

>

Zeit

Abb. 2.16 Versuchsaufbau zur Feststellung der Dosis-Wirkungsbeziehung von g-
NAD auf die vorkontrahierte glatte Muskulatur der Bronchioli des Menschen

Muskarin 10 uM  Salbutamol 10 uM Salbutamol 50 uM  Salbutamol 500 uM

l l

>
Zeit

Abb. 2.17 Versuchsaufbau zur Feststellung der Dosis-Wirkungsbeziehung von

Salbutamol auf die vorkontrahierte glatte Muskulatur der Bronchioli des Menschen

2.2.13 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mittels t-Test bei gepaarten und ungepaarten
Stichproben, wobei folgende Signifikanzniveaus gewahlt wurden: * 2 p=0,05, ** 2
p=0,01, *** 2 p=0,001. Die Diagramme werden als Mittelwerte (x) der einzelnen
Versuche (Stichproben=n) dargestellt mit den dazugehérigen Standardabweichungen
(standard deviation=S.D.). Die Programme zur Auswertung waren SPSS (IBM

Corporation, New york, USA) oder Excel (Microsoft).
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3 Ergebnisse

3.1 B-NAD dilatiert die glatte Muskulatur der Trachea der Maus

B-NAD hatte in nicht vorkontrahierten Trachealsegmenten keinen dilativen Effekt
(Abb. 3.1).

F*kKk

10 n.s.

F [mN]
%

6

2 -
B-NAD (5 mM) Muskarin (10 pM)

0 2 4 6 8 10 12 14 16
t [min]

Abb. 3.1 Organbadversuche an Trachealsegmenten der Maus

Nach Hinzugabe von 5 mM g-NAD auf nicht vorkontrahierte Trachealsegmente der
Maus gab es keinen Effekt. Die Zugabe von 10 puM Muskarin fiihrte zu einer
Kontraktion der Muskulatur (Erhéhung der Kraft im Organbadversuch). Die
Stichprobenanzahl (n) gibt die Anzahl der benutzten Tracheen an. N.s. bedeutet nicht

signifikant; *** entspricht einem p-Wert von < 0,001 (ungepaarter t-Test).

In vorkontrahierten Trachealsegmenten kam es nach Zugabe von B-NAD in steigender
Konzentration zu steigernder Dilation mit einem Maximum von 100 % bei einer
Konzentration von 7 mM (Abb. 3.2).
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Abb. 3.2 Organbadversuche an Trachealsegmenten der Maus

Nach der Zugabe von 10 pM Muskarin kam es zu einer Kontraktion der
Trachealsegmente. Die Hinzugabe von p-NAD flhrte zu einer dosisabhangigen
Dilation, welche bei der Konzentration von 7 mM 100 % der Muskarin-induzierten
Kontraktion aufhob. Die Stichprobenanzahl (n) gibt die Anzahl der benutzten Tracheen
an. N.s. bedeutet nicht signifikant; ** entspricht einem p-Wert von <0,01; ***
entspricht einem p-Wert von < 0,001 (ungepaarter t-Test).

Die B-NAD-induzierte Dilation der Trachealmuskulatur wurde gefolgt von einer
Kontraktion. Diese Kontraktion wurde durch Vorbehandlung mit 8-Bromo-cADPR
vermindert (Abb. 3.3). AuRerdem wurde diese Kontraktion auch durch die Zugabe von
Flufenaminsdure vermindert (Abb. 3.4). SchlieBlich verringerte auch die Durchfiihrung

der Experimente in einem mit EDTA versetzten Medium die Kontraktion (Abb. 3.5).
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Abb. 3.3 Organbadversuche an Trachealsegmenten der Maus

Nach der Zugabe von 10 pM Muskarin kam es zu einer Kontraktion der
Durch die
Vorbehandlung mit dem cADPR-Antagonisten 8-Bromo-cADPR (10 pM) 15 min vor der

Trachealmuskulatur, welcher p-NAD dosisabhdngig entgegenwirkte.

Zugabe von Muskarin war die p-NAD-induzierte Kontraktion vermindert. Die

Stichprobenanzahl (n) gibt die Anzahl der benutzten Tracheen an. N.s. bedeutet nicht

signifikant; *** entspricht einem p-Wert von < 0,001 (ungepaarter t-Test).

41




***

20 -
18 -
n.s.
16 - -
14 - —-"m
12 _ | “'“ﬂ(-
zZ .
L 8 1mM 1mM 1mM
61 B-NAD
4 Vorbehandelt mit Flufenaminsiure 40 uM n=3
2 Kontrolle n=3
Muskarin (10 uM)
0 T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

t [min]

Abb. 3.4 Organbadversuche an Trachealsegmenten der Maus

Nach der Zugabe von 10 pM Muskarin kam es zu einer Kontraktion der
Trachealmuskulatur, welcher pA-NAD mit einer repetitiven Dosis von 1 mM
entgegenwirkte. Durch die Vorbehandlung mit dem TRPM2-Blocker Flufenaminséaure
(40 pM) 15 min vor der Zugabe von Muskarin war die S-NAD-induzierte Kontraktion
vermindert. Die Stichprobenanzahl (n) gibt die Anzahl der benutzten Tracheen an. N.s.
bedeutet nicht signifikant; *** entspricht einem p-Wert von < 0,001 (ungepaarter t-
Test).
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Abb. 3.5 Organbadversuche an Trachealsegmenten der Maus

Das Medium wurde vor den Versuchen mit 4 mM EDTA versetzt. Nach der Zugabe von
10 uM Muskarin kam es zu einer Kontraktion der Trachealmuskulatur, welcher 1 mM
B-NAD entgegenwirkte. Die Muskarin-induzierte Kontraktion fiel geringer aus als in
Versuchen in einem EDTA-freiem Medium. Die Stichprobenanzahl (n) gibt die Anzahl
der benutzten Tracheen an. * entspricht einem p-Wert von < 0,05 (ungepaarter t-Test).

3.2 Vorkommen von CD38 und TRPM2 in der Maustrachea

Die Maustrachea wurde immunhistochemisch auf das Vorkommen von CD38 und
TRPM2 untersucht. CD38-Immunreaktivitat wurde im Epithel und in der glatten
Muskulatur, die durch Doppelmarkierung mit einem Antikorper fur a-Smooth muscle
actin identifiziert wurde, beobachtet. Dabei war die Markierungsstarke der glatten
Muskulatur hoher als die des Epithels (Abb. 3.6). Eine Spezifitatskontrolle durch
Préabsorption war nicht moéglich, da das korrespondierende Peptid nicht zur Verfiigung
stand.
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TRPM2-Immunreaktivitat wurde ebenfalls im Epithel und in der glatten Muskulatur, die
durch Doppelmarkierung mit einem Antikorper fur a-Smooth muscle actin identifiziert
wurde, beobachtet. Dabei war die Markierungsstérke im Epithel héher als in der glatten

Muskulatur (Abb. 3.7). Auch hier war eine Spezifitatskontrolle durch Praabsorption

nicht moéglich, da das korrespondierende Peptid nicht zur Verfligung stand.

Abb. 3.6 Doppel-Immunfluoreszenz, Maustrachea

CD38-Immunreaktivitat im Epithel (Pfeile) und der durch a-SMA-Antikorper
dargestellten glatten Muskulatur (Pfeilkopfe)

Abb. 3.7 Doppel-Immunfluoreszenz, Maustrachea

TRPM2-Immunreaktivitat im Epithel (Pfeile) und der durch a-SMA-Antikorper
dargestellten glatten Muskulatur (Pfeilkdpfe)

Abbildung 3.8 zeigt die Agarosegele der RT-PCR. Sowohl in dem einzeln
ausgeschnittenen Trachealmuskel als auch in der Milz und dem Thymus konnte mit
Primern gegen CD38, TRPM2 und B-MG jeweils ein Produkt nachgewiesen werden. Im
Trachealmuskel wurde fur TRPM2nur eine schwache Bande detektiert. In Ansétzen
ohne Zugabe von Reverser Transkriptase konnte kein Produkt amplifiziert werden. In

den Proben mit Zugabe von Wasser anstatt von cDNA, die zur Kontrolle auf eine
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Verunreinigung mit genomischer DNA durchgefihrt wurden, wurden keine Produkte
amolifiziert.

CD38 TRPM2 B -Mikroglobulin

M Tm Mi Th @RT HO M

Tm Mi Th @GRTHO M

500 bp
400 bp
300 bp

200 bp

U =

LA

Abb. 3.8 RT-PCR, Agarose-Gelelektrophorese.
100 Basenpaar-(bp)-Marker (M), Trachealmuskel (Tm), Milz (Mi), Thymus (Th),
Reverse Transkriptase Kontrolle (Durchfihrung der RT-PCR ohne Reverse

Transkriptase; @ RT), Wasserkontrolle (Durchfiihrung der RT-PCR mit destiliertem
Wasser statt der cDNA; H,0).

3.3 B-NAD dilatiert Bronchi der Maus in PCLS

In videomorphometrischen Versuchen blieb der Tonus nicht vorkontrahierter Bronchi
durch Zugabe von B-NAD unbeeinflusst (Abb. 3.9), wahrend B-NAD durch 10 puM
Muskarin vorkontrahierte kleine Atemwege dosisabhédngig dilatierte (Abb. 3.10).
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Abb. 3.9 Videomorphometrische Versuche an Bronchi der Maus in PCLS

Die Zugabe von 60 mM KCI zeigte die Kontraktionsfahigkeit der Bronchi vor und nach
der Zugabe von p-NAD. Die Zugabe von B-NAD in verschiedenen Konzentrationen
hatte keinen Einfluss auf den Tonus der glatten Muskulatur, welcher indirekt durch die
Flache der Bronchi gemessen wird. Stichprobenanzahl (n): Anzahl der verwendeten
Schnitte/Anzahl der verwendeten Mause. *** entspricht einem p-Wert von < 0,001

(ungepaarter t-Test).
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Abb. 3.10 Videomorphometrische Versuche an Bronchi der Maus in PCLS

Die Zugabe von 10 uM Muskarin fuhrte zu einer Kontraktion der Bronchi, welche sich
in einer Verringerung der Flache &uBerte. Die Zugabe von S-NAD fiihrte zu einer
Dilation der Bronchi, welche bei einer Dosis von 5 mM die Muskarin-induzierte
Kontraktion fast vollstdndig aufhebte. Stichprobenanzahl (n): Anzahl der
Schnitte/Anzahl der Tiere. N.s. bedeutet nicht signifikant; ** entspricht einem p-Wert

von <0,01; *** entspricht einem p-Wert von < 0,001 (ungeparter t-Test).

3.4 Der Effekt von B-NAD ist unabhangig von purinergen Rezeptoren

In Organbad- und in videomorphometrischen Experimenten verminderten die hier
benutzten Antagonisten der purinergen Rezeptoren die Wirkung von B-NAD sowohl in
der Trachea als auch in den kleinen Atemwegen der Maus nicht. Es wurden sowohl der
selektive Inhibitor MRS2179 als auch die nicht selektiven Inhibitoren PPADS und
Suramin eingesetzt. Zum Nachweis der Wirkung dieser Blocker wurden 100 uM ATP
eingesetzt. Die eingesetzten Blocker inhibierten die Wirkung von ATP, wahrend die
Wirkung von B-NAD unbeeinflusst blieb (Abb. 3.11 und Abb. 3.12).

47



F [mN]

n.s. Fkk
14
*kk
*kk ’_‘ *kk

ATP (100 pM) B-NAD (1 mM)

vorbehandelt mit 100 uM Suramin, 30 uM n=3
PPADS und 10 uM MRS2179
== Kontrolle n=3

2 - Muskarin (10 pM)

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
t [min]

Abb. 3.11 Organbadversuche an Trachealsegmenten der Maus

Nach der Zugabe von 10 pM Muskarin kam es zu einer Kontraktion der
Trachealmuskulatur, welcher sowohl 1 mM p-NAD als auch 100 pM ATP
entgegenwirkten. Durch die Vorbehandlung mit den Inhibitoren von purinergen
Rezeptoren 100 puM Suramin, 30 uM PPADS und 10 uM MRS2179 15 min vor der
Zugabe von Muskarin konnte die ATP-induzierte Dilation gehemmt werden, wéahrend
der Effekt von A-NAD konstant blieb. Stichprobenanzahl (n) gibt die Anzahl der
benutzten Tracheen an. N.s. bedeutet nicht signifikant; *** entspricht einem p-Wert von

< 0,001 (ungeparter t-Test).
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Abb. 3.12 Videomorphometrische Versuche an Bronchi der Maus in PCLS

Nach Zugabe von 10 uM Muskarin kam es zu einer Kontraktion, welcher 100 uM ATP
entgegenwirkte. Die Vorbehandlung mit selektiven und nicht selektiven Inhibitoren von
purinergen Rezeptoren 15 min vor dem Versuchsstart fihrte zu einer signifikanten
Herabsetzung der ATP-Wirkung (unteres Diagramm), wéahrend die Wirkung von S-NAD
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nicht vermindert wurde (oberes Diagramm). Die Balkendiagramme zeigen die
statistische Auswertung, bei der die maximale Dilation der vorkontrahierten Bronchi
bei dem jeweiligen Relaxans mit und ohne der Inhibitoren gegeneinander getestet
wurde (ungepaarter t-Test; N.s. bedeutet nicht signifikant; *** entspricht einem p-Wert
von < 0,001. Die Stichprobenanzahl (n): Anzahl der Schnitte/Anzahl der Tiere; ATP-
Block war 100 uM Suramin, 30 uM PPADS und 10 uM MRS2179).

3.5 Der Effekt von B-NAD ist unabhéangig von G;- und Gs-Protein
gekoppelten Rezeptoren sowie der PLC

In Organbadversuchen wurde der Effekt von B-NAD von CTX, einem Blocker der
Alpha-Einheit von Gs-Protein gekoppelten Rezeptoren, und PTX, einem Blocker der
Alpha-Einheit von G;-Protein gekoppelten Rezeptoren, nicht beeinflusst (Abb. 3.13).
Die Effektivitat des CTX wurde anhand der Hemmung der Wirkung von Salbutamol,
einem B,-Adrenozeptor-Agonisten, welcher bevorzugt Gs-Proteine aktiviert, kontrolliert
(Abb. 3.14). Der Effekt von B-NAD wurde auch von 5 pM U-73122, einem PLC-
Inhibitor, nicht beeinflusst (Abb. 3.15). Die PLC ist ein wichtiger Bestandteil des
Signalweges von Gg-Protein gekoppelten Rezeptoren. So konnte die Wirksamkeit des
Blockers durch eine geringere Muskarin-induzierte Kontraktion der Trachealsegmente
nach Inkubation mit U-73122 geprift werden, da angenommen werden kann, dass die
geringere Kontraktion auf die Inhibition der mAchR3 zurlickzufiihren ist, welche
hauptsachlich fur die cholinerge Kontraktion der glatten Muskulatur der Atemwege
verantwortlich ist. Fur die Kontraktion der Trachealsegmente in diesen Versuchen
blieben unter anderem vorrangig mAchR,, welche zu den G;-Protein-gekoppelten
Rezeptoren gehdren. Dieses wurde in Versuchen zum Nachweis der Wirkung von PTX
ausgenutzt, da PTX G;i-Protein gekoppelte Rezeptoren inhibiert. Der gleichzeitige
Einsatz von PTX und CTX fuhrte zu einer noch geringeren Muskarin-induzierten
Kontraktion der Trachealsegmente (Abb. 3.16).
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Abb. 3.13 Organbadversuche an Trachealsegmenten der Maus

Die Zugabe von 10 uM Muskarin fiihrte zu einer Kontraktion der Trachealsegmente,
welcher f-NAD abhangig von der Dosis entgegenwirkte. Die Behandlung sowohl mit 2
pg/ml CTX (blaue Kurve) als auch mit 5 pg/ml PTX (rote Kurve) beeinflusste die f-
NAD-induzierte Dilation nicht. Stichprobenanzahl (n) gibt die Anzahl der benutzten
Tracheen an. Statistische Auswertung gilt fir beide Gruppen. N.s. bedeutet nicht
signifikant; * entspricht einem p-Wert von < 0,05; *** entspricht einem p-Wert von <

0,001 (ungepaarter t-Test).
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Abb. 3.14 Organbadversuche an Trachealsegmenten der Maus

Um die Wirksamkeit von CTX zu zeigen, wurde die Salbutamol-induzierte Dilation
geblockt. Das Balkendiagram zeigt die statistische Auswertung, bei der jeweils die
maximale Salbutamol-induzierte Dilation mit (roter Balken) und ohne CTX-
Vorbehandlung (blauer Balken) gegeneinander getestet wurde. Die Salbutamol-
induzierte Dilation der vorkontrahierten Trachealsegmente war nach Zugabe von CTX
signifikant vermindert. Stichprobenanzahl (n) gibt die Anzahl der benutzten Tracheen
an. N.s. bedeutet nicht signifikant; ** entspricht einem p-Wert von < 0,01; ***

entspricht einem p-Wert von < 0,001 (ungepaarter t-Test).
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Abb. 3.15 Organbadversuche an Trachealsegmenten der Maus

Dargestellt sind Versuche mit Trachealsegmenten, welche 20 min vor der Zugabe von
10 uM Muskarin mit 5 uM U-73122 inkubiert wurden. Der Kraftanstieg nach Zugabe
von 10 uM Muskarin betrug in Kontrollen ohne Inkubation mit U-73122 ~8-10 mN
(Inset). Die nur sehr geringe Kontraktion durch Muskarin zeigte die Wirkung dieses
Blockers. Der Effekt von 1 mM pA-NAD war nach Zugabe von U-73122 stabil.
Stichprobenanzahl (n) gibt die Anzahl der benutzten Tracheen an. ** entspricht einem
p-Wert von < 0,01; *** entspricht einem p-Wert von < 0,001 (ungepaarter t-Test).
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Abb. 3.16 Organbadversuche an Trachealsegmenten der Maus

Zum Nachweis der Wirksamkeit von PTX wurden 5 pg/ml PTX 1 h und U-73122 (5
pMM) 15 min vor der Zugabe des Muskarins hinzugegeben. Die Muskarin-induzierte
Kontraktion konnte dadurch stark gemindert werden im Vergleich zu nicht behandelten
Trachealsegmenten (vergl. Inset in Abb. 3.15). Stichprobenanzahl (n) gibt die Anzahl

der benutzten Tracheen an. * entspricht einem p-Wert von < 0,05 (ungepaarter t-Test).

Des Weiteren wurden in Organbadversuchen der generelle Adenosin-Rezeptor-
Antagonist (A1 und Aza) 8-sPT, der Inhibitor der PKA, (RP)-cAMPS, und der Inhibitor
der kalziumabhédngigen Kaliumkanéle von geringer Leitfahigkeit, sogenannter SK-
Kanéle, Apamin, eingesetzt. Auch in diesen Versuchen dilatierte B-NAD die Atemwege

unveréndert (Abb. 3.19).
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3.6 G-Protein-unabhangige Signalwege der B-NAD-induzierten

Relaxation

In Organbadversuchen beeinflusste der NO-Synthase-Inhibitor L-NAME die p-NAD-
induzierte Dilation nicht (Abb. 3.17).
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Abb. 3.17 Organbadversuche an Trachealsegmenten der Maus

Die Wirkung von p-NAD war nach Zugabe von L-NAME stabil. Stichprobenanzahl (n)
gibt die Anzahl der benutzten Tracheen an. N.s. bedeutet nicht signifikant; * entspricht
einem p-Wert von < 0,05; *** entspricht einem p-Wert von < 0,001 (ungepaarter t-
Test).

In weiteren Experimenten fiel auf, dass die B-NAD-induzierte Dilation nach der Zugabe
des PDE-4-Blockers Rolipram (100 uM; Abb. 3.18) signifikant starker ausfiel.
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Abb. 3.18 Organbadversuche an Trachealsegmenten der Maus

Die Zugabe von Rolipram (100 pM) fiihrte zu einer Dilation der durch Muskarin
vorkontrahierten Trachealsegmente. Die Wirkung von 5 mM p-NAD wurde in
Anwesenheit des Roliprams nicht inhibiert. Das Balkendiagramm zeigt, dass 5 mM p-
NAD in Anwesenheit des Roliprams (schwarzer Balken) die Tracheen signifikant
starker dilatierte als in Abwesenheit des Roliprams im System (grauer Balken).
Stichprobenanzahl (n im Kurvendiagram, bzw. weil3e Zahlen innerhalb der Balken) gibt
die Anzahl der benutzten Tracheen an. * entspricht einem p-Wert von < 0,05; **
entspricht einem p-Wert von < 0,01; *** entspricht einem p-Wert von < 0,001

(ungepaarter t-Test).
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Abb. 3.19 Organbadversuche an Trachealsegmenten der Maus

Die Inkubation der Trachealsegmente mit 50 uM 8-Phenyltheophyllin, 100 uM Apamin
und 100 uM Rp-cAMPs 15 min vor der Zugabe von 10 pM Muskarin flihrte zu keinem
Unterschied der Wirkung von p-NAD im Vergleich zu unbehandelten
Trachealsegmenten (blaue Kurve). Stichprobenanzahl (n) gibt die Anzahl der benutzten
Tracheen an. * entspricht einem p-Wert von < 0,05; *** entspricht einem p-Wert von <

0,001 (ungepaarter t-Test), gilt fir alle Gruppen.

Weiterhin konnte ein potenter Calmodulininhibitor, A-7-Hydrochlorid, der Dilation
durch B-NAD nicht entgegenwirken. Da CaM einen wichtigen Bestandteil des
Signalwegs der Kontraktion in glatten Muskelzellen darstellt, war die Muskarin-
induzierte Kontraktion durch A-7-Hydrochlorid stark gehemmt (Abb. 3.20).
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Abb. 3.20 Organbadversuche an Trachealsegmenten der Maus

Im Vergleich zu den unbehandelten Trachealsegmenten fiihrte die Inkubation der
Trachealsegmente mit 50 uM A-7-Hydrochlorid 15 min vor der Zugabe von 10 pM
Muskarin zu einer Hemmung der Muskarin-induzierten Kontraktion, jedoch nicht der
Dilation, welche durch 5 mM p-NAD zustande kam. Stichprobenanzahl (n) gibt die
Anzahl der benutzten Tracheen an. Statistische Auswertung gilt fir beide Gruppen. ***

entspricht einem p-Wert von < 0,001 (ungepaarter t-Test).

Zum Einsatz kamen auch ML-7, ein potenter, ATP-kompetitiver und selektiver
Inhibitor der Myosin-Leichtketten-Kinase (MLCK), und y-27632, ein Inhibitor der Rho-
assoziierten Proteinkinase. Beide Blocker inhibierten wichtige Glieder im Signalweg
der Muskarin-induzierten Kontraktion, wodurch diese geringer ausfiel. Die Dilation
durch B-NAD blieb jedoch stets stabil (Abb. 3.21).
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Abb. 3.21 Organbadversuche an Trachealsegmenten der Maus

Nach Inkubation der Trachealsegmente mit 10 uM ML-7 und y-27632 war die durch 10
MM Muskarin induzierte Kontraktion vermindert (der Kraftanstieg nach Zugabe von 10
UM Muskarin betragt in Kontrollen ~8-10 mN; vgl. Inset in Abb. 3.15), die Dilation
nach Zugabe von A-NAD blieb erhalten. Stichprobenanzahl (n) gibt die Anzahl der
benutzten Tracheen an. Statistische Auswertung gilt fir beide Gruppen. *** entspricht
einem p-Wert von < 0,001 (ungepaarter t-Test).

Der Effekt der benutzten Inhibitoren sowohl auf die mittels Muskarin induzierte
Kontraktion der Tracheen als auch auf die pB-NAD-induzierte Relaxation
vorkontrahierter Tracheen wurde schlieRlich zusammenfassend betrachtet. Dazu wurde
ein Algorithmus erstellt (Abb. 3.22), bei dem die Muskarin-induzierte Kontraktion in
Anwesenheit von dem jeweiligen Inhibitor mit der Kontraktion ohne Inhibitoren in
Relation gesetzt wurde (Abb. 3.23). Auch die B-NAD-induzierte Relaxation

vorkontrahierter Tracheen wurde mit und ohne Inhibitoren verglichen (Abb. 3.24).
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Abb. 3.23 Effekt der benutzten Substanzen auf die Muskarin-induzierte Kontraktion

der Tracheen in Organbadversuchen.

Die relative Kontraktion nach Zugabe von 10 uM Muskarin wurde als 100 % gesetzt
(unbehandelt; siehe auch Abb. 3.22) Inhibition der MLCK durch ML-7, des
Calmodullins durch A-7-Hydrochlorid, der Rho-Kinase durch y-27632 und der PKA
durch rp-cAMPs reduzierte die Muskarin-induzierte Kontraktion signifikant. Die

eingesetzten Konzentrationen der Substanzen sind in Tab 2.1 beschrieben, ,, ATPblock “

60



steht fur die Substanzen PPADS, Suramin und MRS2179. Die P-Werte < 0,05 sind tber
den jeweiligen S&ulen, die Stichprobenzahl in Weil3 innerhalb der Saulen dargestellt.
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Abb. 3.24 Effekt der benutzten Substanzen auf die #-NAD-induzierte Relaxation auf
vorkontrahierte Tracheen in Organbadversuchen.

Die relative Relaxation nach der Zugabe von 5 mM [-NAD wurde als 100 % gesetzt
(unbehandelt; siehe auch Abb. 3.22). Rolipram und U73122 verstéarkten die f-NAD-
induzierte Relaxation signifikant. Die Konzentrationen der Substanzen sind in Tab 2.1
beschrieben,; ,,ATPblock* steht fiir die Substanzen PPADS, Suramin und MRS2179.
Die P-Werte sind Uber den jeweiligen Blocken, die Stichprobenzahl ist in Weil3

innerhalb der Blocke dargestellt.

3.7 Der Effekt von B-NAD ist unabhangig von dem Konstriktor der

glatten Muskulatur

Um zu uberprifen, ob die relaxierende Wirkung von B-NAD abhéngig von dem
Konstriktor der glatten Muskulatur ist, wurden die Trachealsegmente in
Organbadversuchen statt durch Zugabe von Muskarin durch Stimulation der ACh-
Freisetzung aus den Nervenfasern mittels EFS zur Kontraktion gebracht (Abb. 3.25). In
weiteren Versuchen wurde 60 mM KCI als Konstriktor genutzt, der Uber eine direkte
Depolarisation der Muskulatur wirkt (Abb. 3.26). Es wurde jeweils B-NAD
hinzugegeben, um die Segmente wieder zu dilatieren. AulRerdem wurden Bronchien von

Lungenschnitten in videomorphometrischen Experimenten mit 1 pM U46619, einem
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Agonisten des Thromboxan A,-Rezeptors, zur Kontraktion gebracht. Auch die dadurch
kontrahierten Bronchi konnten mittels B-NAD dilatiert werden (Abb. 3.27).
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Abb. 3.25 Organbadversuche an Trachealsegmenten der Maus

Zum Sicherstellen der Muskelkontraktilitat der Trachealsegmente wurden diese fir eine
Minute mittels EFS (10 Hz, 10 V, 2 ms) vorstimuliert. Nachfolgend wurden die
Segmente fiir eine Dauer von 6 min stimuliert. Wahrend der Stimulation wurde 1 mM p-
NAD hinzugegeben, welches eine Dilation bewirkte. Stichprobenanzahl (n) gibt die
Anzahl der benutzten Tracheen an. *** entspricht einem p-Wert von < 0,001

(ungepaarter t-Test).
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Abb. 3.26 Organbadversuche an Trachealsegmenten der Maus

Nach der Zugabe von 60 mM KCI kam es zu einer Kontraktion der Trachealsegmente. 5
mM p-NAD dilatierte diese. Stichprobenanzahl (n) gibt die Anzahl der benutzten
Tracheen an. *** entspricht einem p-Wert von < 0,001 (ungepaarter t-Test).
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Abb. 3.27 Videomorphometrische Versuche an Bronchi der Maus

Nach der Zugabe von 1 uM U46619 kam es zu einer Kontraktion der Bronchi. 1 mM f-
NAD dilatierte diese. Die Stichprobenanzahl (n) gibt die Anzahl der benutzten Tracheen

an. * entspricht einem p-Wert von < 0,05 (ungepaarter t-Test).

3.8 Die durch B-NAD hervorgerufene Dilation ist vergleichbar mit

dem Effekt von Salbutamol in Atemwegen der Maus

Salbutamol ist ein kurzwirksamer [,-Adrenozeptoragonist und wird als Spasmolytikum
der glatten Muskulatur bei Asthma bronchiale und COPD eingesetzt (Cullum et al.,
1969). Die Wirkung dieses auf Bp-Adrenorezeptoren einwirkenden Therapeutikums
wurde mit dem dilatierenden Effekt von B-NAD sowohl in Organbadversuchen an
Trachealsegmenten (Abb. 3.28) als auch in videomorphometrischen Versuchen an
Bronchi von Lungenschnitten jeweils in der maximal effektiven Dosis verglichen (Abb.
3.29). Hier zeigte sich, dass 7 mM B-NAD die durch 10 uM Muskarin vorkontrahierte
Trachealmuskulatur vergleichbar stark dilatiert wie 500 uM Salbutamol. In Bronchi von
Lungenschnitten ist der Effekt von 1 mM B-NAD potenter als der Effekt von 100 uM
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Salbutamol. Zusatzlich trat die Dilation nach 100 pM Salbutamol langsamer ein als
nach 1 mM B-NAD.
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Abb. 3.28 Organbadversuche an Trachealsegmenten der Maus
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Nach der Zugabe von 10 uM Muskarin kam es zu einer Kontraktion der Trachealsegmente.
Die Zugabe p-NAD (oberes Diagramm), beziehungsweise Salbutamol (unteres Diagramm) in
verschiedenen Konzentrationen fiihrte zur Dilation. Die S-NAD-induzierte Relaxation
erreichte den Zustand vor der Kontraktion durch Muskarin, relaxierte die Tracheen also
komplett, wahrend die Salbutamol induzierte Relaxation 87 % der Muskarin-induzierten
Kontraktion betrug. Die Stichprobenanzahl (n) gibt die Anzahl der benutzten Tracheen an.
N.s. bedeutet nicht signifikant; * entspricht einem p-Wert von < 0,05; ** entspricht einem p-

Wert von <0,01; *** entspricht einem p-Wert von < 0,001 (ungepaarter t-Test).
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Abb. 3.29 Videomorphometrische Versuche an Bronchi der Maus in PCLS

| zeigt die Dilation der durch 10 uM Muskarin vorkontrahierten Bronchi nach der

Zugabe von 1 mM S-NAD. Die Aufnahmen A-C zeigen einen dilatierten Bronchus vor
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der Zugabe von 10 uM Muskarin (A), welcher nach der Zugabe von 10 puM Muskarin
kontrahierte (B) und nach der Zugabe von 1 mM S-NAD komplett dilatiert wurde (C).

Il zeigt die Dilation der durch 10 uM Muskarin kontrahierten Bronchi nach Zugabe von
100 uM Salbutamol. Dieser Effekt trat langsamer ein als der durch 1 mM S-NAD
induzierte. Die Aufnahmen D-F zeigen einen dilatierten Bronchus vor der Zugabe von
10 puM Muskarin (A), welcher nach der Zugabe von 10 pM Muskarin kontrahiert (B)
und nach der Zugabe von 100 uM Salbutamol komplett dilatiert wurde (F).

3.9 B-NAD fiihrt zu einer Erh6hung der intrazellularen cAMP-
Konzentration in der glatten Bronchialmuskulatur des Menschen
durch die losliche AC

Zur Klarung des Signalweges von B-NAD wurden FRET-Messungen an mit einem
cAMP-Sensor transfizierten glatten Muskelzellen des menschlichen Atemtraktes
durchgefihrt. In diesen Versuchen kam es nach der Zugabe von B-NAD zu einem
Anstieg des intrazellularen cAMP-Spiegels (Abb. 3.30). Nach Zugabe des f,-
Adrenozeptoragonisten Isoproterenol, welche als Positivkontrolle eingesetzt wurde,

kam es zu einer additiven Erhéhung des intrazellularen cCAMP-Spiegels.

Der Einsatz von KH7 (30 pM), eines Inhibitors der léslichen AC, konnte den -NAD-
induzierten Anstieg des intrazellularen cAMP-Spiegels aufheben, wéhrend
Isoproterenol weiterhin einen Anstieg des intrazelluldaren cAMP-Spiegels bewirkte
(Abb. 3.31).
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Abb. 3.30 cAMP-Messungen in glatten Muskelzellen des menschlichen
Bronchialsystems

Die Zugabe von p-NAD flhrte zu einer Erhdhung der intrazellularen cAMP-
Konzentration. Als Negativkontrolle diente das Medium, in welchem das S-NAD gel6st
wurde, als Positivkontrolle diente Isoproterenol. Stichprobenanzahl (n): Anzahl der
gemessenen Zellen. N.s. bedeutet nicht signisfikant; ** entspricht einem p-Wert von <

0,01; *** entspricht einem p-Wert von < 0,001 (ungepaarter t-Test).
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Abb. 3.31 cAMP-Messungen in glatten Muskelzellen des menschlichen
Bronchialsystems nach Zugabe von KH7 (30 uM)

Die Zugabe von p-NAD flhrte zu keiner Erhohung der intrazelluldaren cAMP-
Konzentration, wahrend die Konzentrationserhthung des intrazellularen cAMP nach
Zugabe des Isoproterenols noch bestand. Als Negativkontrolle diente das Medium, in
welchem das f-NAD geldst wurde. Die Stichprobenanzahl (n): Anzahl der gemessenen
Zellen. N.s. bedeutet nicht signifikant; ** entspricht einem p-Wert von <0,01

(ungepaarter t-Test).

3.10 Die B-NAD-induzierte Relaxation ist abhdngig von der l6slichen
AC

Um zu (berprifen, ob die 16sliche AC an der Relaxation der glatten Muskelzellen in
Maustracheen beteiligt ist, wurden Organbadversuche in Anwesenheit von KH7, einem
Inhibitor der l6slichen AC, durchgefiihrt. In diesen Versuchen zeigte sich tatsachlich
eine signifikant reduzierte B-NAD-induzierte Relaxation der Maustracheen. Die
Salbutamol-induzierte Relaxation wurde hingegen von KH7 nicht beeinflusst (Abb.
3.32).

69



18 1 90

16 A U s 80 -
[t ... g
u{ = 7
= —
85
i o 60
5%, P<0,001
g“’ T g
= 8 =
w g &) g 40
o 2
N
. 5330
. §e
Salbutamol (500 pM) .-g 20 -
4 4 [=]
E
5 B-NAD (S mM) _ Kontrolle n=4 & 10
- Vorbehandelt
Muskarin (10 pM) === mit 50 yM KH7 n=5 0 &
& 9
0 5 10 15 20 25 30 35 &@\ 0(\6“\
t [min] +° S
W
&

Abb. 3.32 Organbadversuche an Trachealsegmenten der Maus

In Anwesenheit von 50 uM KH7 ist die pS-NAD-induzierte Relaxation signifikant
reduziert im Vergleich zu der Kontrollgruppe, wahrend die Salbutamol-induzierte
Relaxation unbeeinflusst bleibt. Das Balkendiagramm zeigt, dass 5 mM f-NAD in
Anwesenheit von KH7 (grauer Balken) die Tracheen signifikant schwéacher relaxierte
als in Abwesenheit des Inhibitors (schwarzer Balken). Stichprobenanzahl (n im
Kurvendiagram, bzw. weiRe Zahlen innerhalb der Balken) gibt die Anzahl der benutzten

Tracheen an.

3.11 B-NAD fiihrt zu einer Erhéhung der [Ca**]; und einer
Depolarisation in glatten Atemwegmuskelzellen der Maus

Zur weiteren Abklarung des Signalweges der B-NAD-induzierten Dilation wurden
Messungen des intrazelluldren Kalziums in glatten Muskelzellen der Atemwege
durchgefuhrt. AuRerdem wurden simultane Messungen des intrazelluldren Kalziums,
des Membranpotenzials und der luminalen Fl&che an der glatten Muskulatur der
Bronchi in Lungenschnitten durchgefuhrt. In diesen Versuchen zeigte sich, dass eine
Zugabe von B-NAD zu einem Anstieg des intrazelluldaren Kalziums in isolierten und
kultivierten glatten Muskelzellen der Maustrachea fuhrte (Abb. 3.33 und Abb. 3.34).
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Abb. 3.33 Kalziummessungen in isolierten glatten Muskelzellen der Maustrachea

Die Zugabe von -NAD filhrte zu einer Erhéhung der [Ca®']i. Als Negativkontrolle
diente das Medium, in welchem das S-NAD gel6st wurde, als Positivkontrolle dienten
100 uM ATP. Stichprobenanzahl (n): Anzahl der reagierenden Zellen. N.s. bedeutet
nicht signisfikant; *** entspricht einem p-Wert von < 0,001 (ungepaarter t-Test).

Die Erhohung der [Ca®*]i erfolgte in drei unterschiedlichen Mustern: Von 26 Zellen
reagierten acht auf die Zugabe von 1 mM B-NAD mit einer raschen Erhéhung, welche
schnell nachlieB, 12 Zellen zeigten eine langsame Zunahme des [Ca*'];, welche nach
einem Plateau wieder nachliel?, und wiederum 6 hatten eine zweigeteilte Erhohung,

zuerst eine schnelle, dann eine langsame (Abb. 3.34).
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Abb. 3.34 Kalziummessungen an Kkultivierten glatten Muskelzellen der murinen
Trachea

Dargestellt sind unterschiedliche Profile der Erhéhung der [Ca®*]i nach der Zugabe
von 1 mM S-NAD in verschiedenen Fraktionen der Zellen. In den Mikroskopie-Bildern
sind beispielhaft Zellen gezeigt, welche trotz Nahe und keines sichtbaren Unterschieds
im Phanotyp unterschiedliche Profile der [Ca®*']i-Veranderungen aufweisen (I
Einzelkurven fur die einzelnen Zellen a-d; Il zusammenfassende Kurven mehrerer
Zellen). Eine immunhistochemische Untersuchung der Zellen mit einem Antikorper
gegen a-Smooth muscle actin wurde nach dem Versuch durchgefiihrt, um zu
uberprifen, ob es sich um glatte Muskelzellen handelt (Mikroskopie-Bilder in I).
Stichprobenanzahl (n): Anzahl der reagierenden Zellen/Gesamtanzahl der Zellen
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Ferner konnte gezeigt werden, dass die [B-NAD-induzierte Dilation der
Bronchialmuskulatur gleichzeitig mit einer Erhdhung des Membranpotenzials und des
intrazellularen Kalziums geschieht (Abb. 3.35): Nach Zugabe von Muskarin kam es zu
einer Verringerung der Flache der Bronchi in PCLS. Diese Konstriktion ging mit einem
schnellen Anstieg der [Ca®"; einher, die nach kurzer Zeit wieder sank, jedoch nicht
ihren Ausgangspunkt erreichte. AuRerdem induzierte die Muskaringabe eine
Depolarisation der Zellmembran glatter Muskelzellen derselben PCLS, welche kurz
anhielt und sich wieder zurlckbildete.

Die Zugabe von B-NAD induzierte eine langsame Erhdhung der [Ca?*];, welche langer
anhielt und sich zu dem Ausgangspunkt vor der B-NAD-Gabe zuriick bildete.
Gleichzeitig mit der Erhéhung des Kalziums kam es zu einer Depolarisation der
Zellmembran, welche einen Héhepunkt erreichte und diesen im Messzeitraum nicht
wieder verlieR. Wahrend der B-NAD-induzierten Erhdhung der [Ca®']; und der
gleichzeitigen Depolarisation der Zellen kam es im Gegensatz zu dem Effekt nach

Zugabe von Muskarin zu einer Dilation der Bronchi in PCLS.
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Abb. 3.35 Gleichzeitige Messungen von Kalzium, Membranpotenzial und der Flache
der Bronchi der Maus in PCLS, CLSM-Analyse

Die rosa Kurve zeigt den Verlauf der Flachenanderung, ahnlich dem in
videomorphometrischen Versuchen. Die orange Kurve zeigt die Anderung der [Ca?'];
und die griine Kurve stellt die Anderung des Membranpotenzials in der glatten
Muskulatur des Atemweges der Maus dar. Sowohl die Zugabe von Muskarin als auch
die Zugabe von p-NAD fiihrt zu einer Depolarisation der Zellmembran und einer
Erhohung der [Ca?'];, obwohl die Zugabe von A-NAD, im Gegensatz zu dem Muskarin,
zu einer Dilation der Bronchi fuhrt. N.s. bedeutet nicht signifikant; * entspricht einem
p-Wert von < 0,05; ** entspricht einem p-Wert von <0,01; *** entspricht einem p-Wert

von < 0,001 (ungepaarter t-Test).

3.12 Die durch B-NAD hervorgerufene Dilation ist vergleichbar mit

dem Effekt von Salbutamol in Atemwegen des Menschen

B-NAD relaxiert Bronchioli aus menschlichen Lungensegmenten (Abb. 3.36). Dieser

relaxierende Effekt ist vergleichbar mit dem des Salbutamols und bleibt im Gegensatz
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zu dem Effekt in Tracheen der Maus stabil, ohne eine darauf folgende Konstriktion nach

sich zu ziehen.

30

(il \HH i
Wiy,

20 -
15 A1 H““
= (T
£
=10 I
500 pM 1mM 5mM 7mM T~
5 - I B-NAD
Muskarin (10 uM) n=6/3
0 T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80
n.s. t [min]
25 - _ Kkk *
]
**k*
*k*x
20 A S—
15 - N

=210 -
£ 10
= 1M 10 uM 100 uM 500 pM
5 7 Salbutamol
Muskarin (10 uM) n=4(2)
0 1 T 1 1 T 1 T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80

t [min]

Abb. 3.36 Organbadversuche an Bronchi aus Lungensegmenten des Menschen

Nach der Zugabe von 10 uM Muskarin kommt es zu einer Kontraktion der Bronchioli.
Die Zugabe von S-NAD (obere Kurve), beziehungsweise Salbutamol (untere Kurve) in

verschiedenen Konzentrationen fiihrt zur Dilation, welche in beiden Fallen beinahe 100
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% der Kontraktion betragt. Die Stichprobenanzahl (n): Anzahl der Bronchi/Anzahl der
Patientenlungen. N.s. bedeutet nicht signifikant; * entspricht einem p-Wert von <0,05;
** entspricht einem p-Wert von <0,01; *** entspricht einem p-Wert von <0,001

(ungepaarter t-Test).

3.13 B-NAD fiihrt zu einer Erh6hung der [Ca®*]; in glatten

Bronchialmuskelzellen des Menschen

Wie in den glatten Muskelzellen der Atemwege der Maus, wurden auch in kultivierten
menschlichen Bronchialmuskelzellen Messungen der [Ca®*]i durchgefuhrt. Auch in
diesen Zellen filhrte B-NAD zu einem Anstieg der [Ca*']; (Abb. 3.37).
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Abb. 3.37 Kalziummessungen in glatten Bronchialmuskelzellen des Menschen

Die Zugabe von S-NAD fiihrte zu einer Erhéhung der [Ca®*]i. Als Negativkontrolle
diente das Medium, in welchem das f-NAD gel6st wurde, als Positivkontrolle diente
ATP. Stichprobenanzahl (n): Anzahl der Zellen.
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4 Diskussion

Diese Arbeit zeigt erstmals eine relaxierende Wirkung des B-NAD in den Atemwegen
sowohl der Maus als auch des Menschen, die gleichzeitig mit der Erhéhung des
intrazellularen Kalziums und des intrazellularen cAMP-Spiegels einhergeht und zu
einer Depolarisation der Zellmembran fihrt. Kausal fur diese Dilation scheint die

I16sliche AC verantwortlich zu sein.

4.1 Extrazelluldres B-NAD als Botenstoff

Von den zwei moglichen Diastomeren, welche durch eine unterschiedliche Position des
Nikotinamids am Kohlenstoffatom entstehen konnen, ist es das p-NAD, welches im
Organismus vorkommt (Pollak et al., 2007). Es kann aus Aminosduren de novo oder
durch das Wiederverwerten vorgeformter Komponenten, wie dem Nikotinamid,
synthetisiert werden (Belenky et al., 2007; Katoh et al., 2006; Foster und Moat 1980)
und spielt eine wichtige Rolle im Stoffwechsel des Menschen. Insbesondere wirkt es als
ein Koenzym in Redoxreaktionen, bei denen es Elektronen von einem Molekiil zum
anderen Ubertragt (Billington et al., 2006; Smyth et al., 2004). Bedeutende Beispiele
sind die Glukoneogenese (Sistare und Haynes, 1985), die Fettsauresynthese (Nicholis
und Ferguson, 2002), die ATP-Synthese im Zitratzyklus (Rich, 2003) und die
Herstellung verschiedener Aminosduren, zum Beispiel im Malat-Aspartat-Shuttle der
Mitochondrien (Bakker et al., 2001).

Eine weitere Funktion des B-NAD ist die ADP-Ribosylierung (Diefenbach und Birkle,
2005). Dadurch werden viele Prozesse in der Zelle gesteuert (Berger et al., 2004; Corda
und Di Girolamo, 2003). Hervorzuheben dabei ist die Reparatur der DNA (Burkle,
2005).

Ferner wird das B-NAD durch CD38 und CD157 zum cADPr umgewandelt und flhrt so
als ein second messenger zu einer Mobilisierung von Kalzium (Guse, 2004). Dieses
geschieht durch das Aktivieren von Ryanodin-Rezeptoren des ER (Guse, 2005).
Schlie3lich fihrt es durch SIRTs (North und Verdin, 2004) unter anderem zu einer
Regulierung der Transkription (Blander und Guarente, 2004) und spielt so eine wichtige
Rolle im Prozess der Alterung (Trapp und Jung, 2006).

Erst spater konnte das B-NAD auch extrazellular nachgewiesen und wurde als ein

Bestandteil der Zell-Zell-Kommunikation erkannt (Billington et al., 2006; Ziegler und
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Niere, 2004; Koch et al., 2011). AuRerdem wird es aus Nervenfasern in Blutgefalien
(Smyth et al., 2004), der Blase (Breen et al., 2006) und dem Intestinaltrakt (Mutafova-
Yambolieva et al., 2007) freigesetzt und fihrt hier zu einer Relaxation der glatten
Muskulatur, weshalb es einem Neurotransmitter gleichgesetzt wird (Hwang et al., 2011,
Yamboliev et al., 2009).

Diese Arbeit zeigt eine dosisabhéngige p-NAD-induzierte Relaxation auch in den ASM
sowohl der Maus als auch des Menschen. Die durch Muskarin vorkontrahierten
Tracheen der Maus konnten durch die Zugabe von 5 mM B-NAD vollstandig dilatiert
werden. In einer Konzentration von 1 mM konnte B-NAD ferner der kompletten
Konstriktion der kleinen Atemwege der Maus entgegenwirken. B-NAD dilatiert auch
menschliche Bronchioli. So wurde nach Zugabe von 7 mM B-NAD die vorkontrahierte
Muskulatur komplett dilatiert, wobei diese Dilation Uber die Zeit stabil blieb. Um zu
uberprifen, welcher Signalweg fir die B-NAD-induzierte Relaxation verantwortlich ist,
wurden verschiedene Komponenten der Signaltransduktion einer Relaxation
beziehungsweise einer Konstriktion glatter Muskelzellen geblockt oder angeregt. Diese

werden im Folgenden dargestellt.

4.2 Relaxation der glatten Muskelzellen

4.2.1 Purinerge Rezeptoren

Die B-NAD-induzierte Relaxation der glatten Muskulatur im Intestinaltrakt (Mutafova-
Yambolieva et al., 2007) wird durch purinerge Rezeptoren, namentlich dem P2Y11
vermittelt. Die Gruppe der purinergen Rezeptoren wurde erstmals durch Burnstock
(1978) in P1- (Adenosinrezeptoren; zugehdrig den GPCR) und P2-Rezeptoren
unterteilt. Gleichzeitig wurden zwei P2-Rezeptor-Subtypen beschrieben (van Calker et
al.,, 1979; Londos et al., 1980), zum einen die P2X-Rezeptoren (durch Liganden
gesteuerte lonenkandle), zum anderen die P2Y-Rezeptoren (GPCR; Burnstock, 1995).
Sowohl die P1-Rezeptoren (Olah und Stiles 2000; Fredholm et al. 2001; Yaar et al.
2005) als auch beide Untergruppen der P2-Rezeptoren (Valera et al., 1994, Buell et al.,
1996, Abbracchio et al., 2003, 2006) werden in weitere Subklassen unterteilt.
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4.2.1.1 P1l-Rezeptoren

Die Adenosinrezeptoren werden in vier Subtypen unterteilt: A1, A2A, A2B und A3
(Olah und Stiles 2000; Fredholm et al. 2001; Yaar et al. 2005), welche alle zur
Proteingruppe der GPCR gehoren. Sie unterscheiden sich in der Signaltransduktion
durch die Kopplung an entweder ein G;j- oder ein Gs-Protein (Ralevic und Burnstock,
1998) und kommen in vielen Geweben des Korpers vor (siehe Tab. 4.1).

Rezeptor Al A2A A2B A3
G-Protein G; G, G, G;
Verteilung im Gehirn, Gehirn, Leber, Caecum, Leber, Lunge,
Kéroer Adipozyten, Lunge, Herz, Dickdarm, Gehirn, Herz,
P Herz, Niere, Niere Harnblase, Hoden, Niere
Lungen, Hoden Gehirn,
Fibroblasten,
Herz, Lunge

Tab. 4.1 Verteilung der Adenosinrezeptorsubtypen im Korper. (modifiziert nach
Dunwiddie und Masino, 2001; Fredholm et al., 2003; Fuxe et al., 2001; Ralevic und
Burnstock, 1998)

Insbesondere die Aktivierung des Adenosin-Al-Rezeptors fiihrt zu einer Kontraktion
der glatten Muskulatur des Respirationstraktes (Fredholm und Hedgvist, 1980). So ist er
Ziel von Theophyllin bei der Therapie von Erkrankungen des Respirationstraktes, die
mit einer Bronchokonstriktion einhergehen, wie es bei Asthma oder der COPD der Fall
ist (Polosa, 2002). Insbesondere im Status asthmaticus, welcher sich dadurch
auszeichnet, dass der Patient eine anhaltende schwere Asthmasymptomatik Uber einen
Zeitraum von 24 Stunden zeigt (Ali et al., 1992; Donnelly und Rogers, 2003), ist
Theophyllin ein wichtiges Therapeutikum. Da Theophyllin zusatzlich zu seiner
inhibitorischen Wirkung auf Al- und A2-Adenosinrezeptoren auch als nichtselektiver
Antagonist der PDE wirkt (Barnes 2003), wurde in dieser Arbeit das 8-SP-T eingesetzt,
um zu Uberprifen, ob die B-NAD-induzierte Relaxation durch Adenosinrezeptoren
gesteuert wird. Hier konnte gezeigt werden, dass die Relaxation nach Zugabe von (-
NAD stabil bleibt. Also ist die Klasse der Adenosinrezeptoren als Vermittler der -

NAD-induzierten Relaxation nicht wahrscheinlich.
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4.2.1.2 P2-Rezeptoren

Die Gruppe der P2-Rezeptoren wird unterteilt in ionotrope P2X-Rezeptoren und
metabotrope P2Y-Rezeptoren (van Calker et al., 1979; Londos et al., 1980). P2X-
Rezeptoren sind Liganden-gesteuerte lonenkanale, welche vor allem nach Aktivierung
durch ATP flr Kalzium-, Kalium- und Natriumionen durchldssig sind (Valera et al.,
1994). Sie lassen sich wiederum in homomere und heteromere P2X-Rezeptoren
gruppieren, die entweder ein homomeres Trimer bilden, oder aus zwei verbundenen
Trimeren ein heteromeres Hexamer bilden (Nicke et al., 1998; North 2002). So sind
sechs homomere (P2X1, P2X2, P2X3, P2X4, P2X5 und P2X7) und sechs heteromere
(P2X1/2, P2X1/4, P2X1/5, P2X2/3, P2X2/6 und P2X4/6) P2X-Rezeptoren bekannt
(Burnstock 2007). Auch diese Rezeptorgruppe kommt in vielen Geweben des Kdrpers
vor und ist fur eine Reihe von Prozessen verantwortlich: synaptische Ubertragung
(North, 2002; Burnstock, 2000), Kontraktion der Herz- und Skelettmuskulatur sowie der
glatten Muskulatur im Intestinaltrakt, in der Harnblase und im Samenleiter (Hoyle et al.,
1989; Mulryan et al., 2000; Valera et al., 1994; Burnstock und Knight 2004). AulRerdem
wird besonders der P2X7-Rezeptor von immunkompetenten Zellen exprimiert und ist
beteiligt an der Freisetzung von Cytokinen (Ferrari et al., 1997; Mehta et al., 2001).
Hier wird ein Zusammenhang mit entziindlichen Prozessen vermutet (Chakfe et al.,
2002; Le Feuvre et al., 2002; Parvathenani et al., 2003).

Die Gruppe der P2Y-Rezeptoren gehort zu den GPCRs. Momentan sind acht humane
P2Y-Subtypen bekannt (Abbracchio et al., 2003, 2006), welche an unterschiedliche G-
Proteine gekoppelt sind und dadurch unterschiedliche Signalwege anregen: P2Y1-,
P2Y2-, P2Y4- und P2Y6-Rezeptoren fihren zu einer Mobilisierung des Kalziums aus
internen Speichern durch eine Aktivierung der PLC via Gg-Proteine (Ralevic und
Burnstock, 1998). P2Y12, P2Y13 und P2Y14 senken die intrazelluldre cAMP-
Konzentration durch eine Hemmung der AC via Gi-Proteine (Jin et al., 2001). Der
P2Y11-Rezeptor kann sowohl an ein Gg- als auch an ein Gs-Protein gekoppelt sein
(Communi et al., 1999; van der Weyden et al., 2000). Dieser Rezeptor ist im
menschlichen Intestinaltrakt flr die Relaxation der glatten Muskelzellen verantwortlich
(Mutafova-Yambolieva et al., 2007). In der vorliegenden Arbeit konnte nachgewiesen
werden, dass die B-NAD-induzierte Relaxation der Atemwege der Maus nicht durch
purinerge Rezeptoren vermittelt wird. Es wurden géngige selektive und unselektive
Antagonisten der P2X- und P2Y-Rezeptoren eingesetzt: MRS2179 (Baurand und
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Gachet, 2003), PPADS (Shehnaz et al., 2000) und Suramin (Charlton et al., 1996). Da
das ATP zu einer Relaxation der glatten Muskelzellen fuhrt (Farah et al., 2009), konnte
die Wirkung der Antagonisten durch die Hemmung dieser Reaktion gezeigt werden. Da
die B-NAD-induzierte Relaxation der Trachealsegmente trotz der Blocker stabil war,
konnten purinerge Rezeptoren als Vermittler des Signalweges ausgeschlossen werden.
Anzumerken ist, dass das Gewebe, in welchem die B-NAD-induzierte Relaxation bisher
auf purinerge Rezeptoren zurlickgefuhrt wird, menschliches Gewebe ist (Smyth et al.,
2004; Breen et al., 2006; Mutafova-Yambolieva et al., 2007; Hwang et al., 2011). Hier
ist es der P2Y11-Rezeptor, welcher die Signalibertragung vermittelt Mutafova-
Yambolieva et al., 2007). Interessanterweise ist dieser Rezeptor nicht im Genom der
Maus oder der Ratte kodiert (Brautigam et al., 2005), auch wenn einige Firmen
Antikorper zur Verflgung stellen (Abcam: ab180739; Merck: AB9590; OriGene:
TA322990), bei denen eine Kreuzreaktivitdt mit dem P2Y11-Rezeptor der Maus
behauptet wird.

Es wurden im Rahmen dieser Arbeit zwar auch Versuche mit den 0.g. Inhibitoren der
purinergen  Signaltransduktion an menschlichen Bronchioli durchgefiihrt, die
Stichprobenzahl ist jedoch noch sehr gering, sodass keine abschlieRende Aussage Uber
das Ergebnis getroffen werden kann. Dieses sollte demnach in néherer Zukunft

vervollstandigt werden.

4.2.2 GPCR

Purinerge Rezeptoren vom P2Y- und auch vom P1-Subtyp gehdren zur Gruppe der
GPCR, deren Sequenzen ungefahr 2 % des humanen Genoms einnehmen (Fredriksson
et al., 2003; Vassilatis et al., 2003). Gemeinsames Strukturelement aller GPCRs ist eine
die Plasmamembran durchspannende Faltung in sieben a-helikale transmembranére
Domanen (TM-1 bis TM-VII; Unger et al., 1997; Palczewski et al., 2000), welche nach
Aktivierung durch verschiedene Liganden ihre Konformation dndern (Bourne, 1997;
Farrens et al., 1996). Abhéngig von der intrazellular gelegenen C-terminalen Domane
und dem Liganden wird ein spezifischer nachgeschalteter Signaltransduktionsweg
angeregt. Die GPCR-Superfamilie wird in flinf Hauptfamilien unterteilt (Bockaert und
Pin, 1999): Zu der Familie 1 gehoren die Duft- und Geschmackstoff-Rezeptoren sowie
Rhodopsin. Familie 2 beinhaltet die Sekretin/Glukagon-Rezeptorfamilie. Die Familie 3
setzt sich zusammen aus den metabotropen Glutamat-Rezeptoren, GABA-Rezeptoren
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und einer Gruppe von ca. 100 Pheromon-Rezeptoren. Zu der Familie 4 werden weitere
Pheromon-Rezeptoren gezéhlt und Familie 5 beinhaltet Rezeptoren der
Embryonalentwicklung. Abhangig von der a-Untereinheiten haben G-Proteine
unterschiedliche Signaltransduktionswege (Hildebrandt, 1997; Hamm und Gilchrist,
1996). So kommt es nach Aktivierung eines G-Proteins zu einer Freisetzung von GDP
und zu einem Austausch zu GTP an der a-Untereinheit des G-Proteins (Sprang, 1997).
Dadurch dissoziieren sowohl das a-GTP als auch die By-Einheit des G-Proteins und
fihren zu verschiedener Modulierung unterschiedlicher zelluldrer Effektorsysteme wie
z.B. der AC oder der PLC (Sprang, 1997; Sternweis, 1994; Hamm und Gilchrist, 1996).
Fur die Vermittlung der Relaxation oder Konstriktion der glatten Muskulatur gibt es
eine sehr grol3e Zahl von GPCRs.

Die durch einen GPCR-vermittelte Konstriktion sei hier kurz am Beispiel des mMAChR3
erlautert (Zaagsma et al., 1997; Fryer und Jacoby, 1998): Dieser ist ein an Gq-Protein
gekoppelter Rezeptor (Lambert et al., 1992; Felder, 1995) und schaltet nach Aktivierung
durch ACh die PLC an (Berridge, 1993). Dadurch kommt es nach Bildung von IP3 und
DAG aus PIP, zu einer Erhdhung der [Ca®*];, was durch eine Aktivierung des CaM eine
Kontraktion der glatten Muskelzelle nach sich zieht (Roffel et al., 1990; Halayko et al.,
1999; Stengel et al., 2000).

Ferner kann eine Kontraktion der glatten Muskelzellen auch durch die Aktivierung
sogenannter heterotrimerer G-Proteine vermittelt werden (Giz3). Diese werden von
beispielsweise Thrombin, Sphingolysin, Serotonin oder Endothelin (Riobo und
Manning, 2005; Greenberg et al., 2003; Katoh et al., 1996; Hains et al., 2006) angeregt
und stimulieren sogenannte RhoGEF-Proteine (Guanine nucleotide exchange factor;
Guanin-Austauschfaktor; Fukuhara et al., 2001; Dutt et al., 2004). Diese wiederum
haben Rho-Kinasen (ROCK) als Ziel (Narumiya et al., 1997; Treisman et al., 1998),
welche ihrerseits durch Hemmung der MLCP eine Kontraktion hervorrufen (Riento und
Ridley, 2003).

Die Vermittlung der Relaxation der glatten Muskelzellen durch einen GPCR sei am
Beispiel des B,-adrenergen Rezeptors erlautert (Nagatsu und Stjaerne, 1998): Dieser ist
an ein Gs-Protein gekoppelt und schaltet nach Aktivierung durch Katecholamine die AC
an, was einen Anstieg des intrazellularen cCAMP zur Folge hat (Fraser und Venter,
1990). Das cAMP aktiviert seinerseits die PKA, welche die MLCK inhibiert. Dadurch
kommt es zu einer Relaxation der glatten Muskelzellen (Torphy, 1994).
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Um die Beteiligung der GPCRs bei der B-NAD-induzierten Relaxation zu tberprifen,
wurden PTX, CTX und das U73122 eingesetzt. Das PTX ist ein hexameres Protein, das
vom Keuchhustenerreger Bordetella pertussis synthetisiert wird (Colmes und Pittman,
1989). Es katalysiert die ADP-Ribosylierung der a-Einheit des Gj-Proteins (Burns,
1988) und entkoppelt es so von seinem Rezeptor, wodurch es zu einer Hemmung des
Rezeptors kommt (Kopf und Woolkalis, 1991). Der Einsatz dieses Toxins konnte
jedoch die B-NAD-induzierte Relaxation nicht hemmen.

Das U73122 wurde als ein Inhibitor der PLC entwickelt (Jin et al., 1994). Die PLC ist
wie oben dargestellt in den Signaltransduktionsweg der Gg-Protein gekoppelten
Rezeptoren integriert (Hamm und Gilchrist, 1996). So konnte durch den Einsatz von
U73122 indirekt die Gruppe der G4PCRs und direkt die PLC als Mitglied des
Signalweges der B-NAD-induzierten Relaxation ausgeschlossen werden. Da die glatte
Muskulatur in den Organbadversuchen mittels Muskarin zur Konstriktion gebracht
wurde, also hauptséchlich durch die Aktivierung von PLC iber den mAChR3 (Fryer
und Jacoby, 1998), ist die geringere Konstriktion gleichzeitig ein guter Hinweis auf die
Wirksamkeit des U73122. Die Muskarin-induzierte Konstriktion konnte durch das
U73122 aber nicht volistandig geblockt werden, da die Konstriktion der
Bronchialmuskelzellen unter anderem auch auf eine Aktivierung der mAChR2
zurlickzufuhren ist (Matsui et al., 2002; Struckmann et al., 2003). Dieser ist ein G;PCR und
inhibiert die AC (Reinheimer et al., 2000). Durch die geringere Synthese von cCAMP wird
die PKA, welche die MLCP inhibiert, nicht aktiviert. Es kommt zu einer Kontraktion
(Buckley et al., 2001). Um die Wirksamkeit des oben genannten PTX nachzuweisen, wurde
dieser Umstand ausgenutzt. So wurden sowohl das U73122 als auch das PTX im Organbad
eingesetzt, um die Muskarin-induzierte Konstriktion zu inhibieren. Hier fiel die
Konstriktion zwar noch geringer aus, war aber noch immer vorhanden. Vermutlich liegt das
an der oben erwahnten Konstriktion durch heterotrimere G-Proteine, welche unter anderem
auch durch Muskarin aktiviert werden kdnnen (Lee et al., 2013). Dieses konnte in dieser
Arbeit auch gezeigt werden. Hier wurde untersucht, ob die B-NAD-induzierte Relaxation
durch heterotrimere G-Proteine vermittelt wird. Dieses konnte durch den Einsatz von Y-
27632, einem Blocker der ROCK (Duess et al.,, 2013, Yoshii et al., 1999),
ausgeschlossen werden. Y-27632 verringerte aber die Muskarin-abhéngige
Konstriktion, was auf eine Beteiligung heterotrimerer G-Proteine hinweist.

Als letzte Gruppe der GPCR wurden die Gs-Protein gekoppelten Rezeptoren blockiert,

um zu Oberprifen, ob sie an der B-NAD-induzierte Relaxation mitwirken. Dazu wurde
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das CTX genutzt (Andreopoulos et al., 2003). Dieses von dem Bakterium Vibrio
cholerae produzierte Exotoxin (Sanches und Holmgren, 2011) ist ein hexameres
Protein, welches die GTPase-Aktivitat von AC-stimulierenden GPCRs hemmt. So bleibt
der GPCR permanent im aktiven Zustand, wodurch er erschopft und durch Agonisten
nicht mehr erneut aktiviert werden kann (Andreopoulos et al., 2003). Wahrend dieses
Toxin die dilatierende Wirkung des Salbutamols, eines Agonisten an B,-Adrenozeptoren
(Evans et al., 1971), effektiv inhibierte, blieb die B-NAD-induzierte Relaxation in
Anwesenheit des CTX stabil.

Zusammengefasst konnte in dieser Arbeit die Beteiligung der GPCRs an der B-NAD-
induzierten Relaxation des Atemtraktes der Maus ausgeschlossen werden.

4.2.3 NOS

Die Stickstoffmonoxid/zyklisches Guanosinmonophosphat (NO/cGMP)-vermittelte
Signaltransduktionskaskade ist bei S&ugetieren an verschiedenen physiologischen
Regulationsprozessen beteiligt, insbesondere bei der Relaxation glatter Muskelzellen
(Diamond, 1978). Stickstoffmonoxid wird von verschiedenen NOS-Isoformen
synthetisiert (lyengar et al., 1987; Marletta et al., 1988) und stimuliert nach Diffusion in
die Zelle die GC (Mergia et al., 2006). Es sind drei Isoformen der NOS bekannt: die
endotheliale (eNOS), die neuronale (nNOS) und die induzierbare (iNOS; Forstermann
et al., 1991; Nathan, 1992).

Die GC wiederum bildet cGMP, welches unter anderem nach Stimulation der PKG in
glatter Muskulatur zur Relaxation fihrt (Mergia et al., 2006). Insbesondere im
peripheren Nervensystem fungiert NO als Neurotransmitter in der glatten Muskulatur
des Respirations-, Gastrointestinal- und Urogenitaltraktes (Bult et al., 1990; Sanders
und Ward, 1992). Um zu Uberprufen, ob die B-NAD-induzierte Relaxation uber NO
vermittelt wird, wurde der in der Literatur oft benutzte Inhibitor L-NAME eingesetzt
(Bunbupha et al., 2014; Bernatova et al., 1999). Dieser Inhibitor konnte die B-NAD-
induzierte Relaxation nicht hemmen. Die B-NAD-induzierte Relaxation der ASM der
Maus wird daher nicht Uber eine Aktivierung der NOS vermittelt.
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4.2.4 PDE

Die PDEs spielen bei der Relaxation glatter Muskelzellen eine wichtige Rolle. So
verkurzen sie die Relaxationszeit glatter Muskelzellen, indem sie das cCAMP bzw. das
cGMP aufspalten, so dass diese ihre Zielenzyme, die PKA bzw. die PKG, nicht mehr
aktivieren konnen. Die PKA und die PKG stellen ihrerseits wiederum wichtige
Bausteine der Endstrecke dar, welche zur Relaxation der glatten Muskulatur fiihrt
(Fredholm et al., 1979; Omori und Kotera, 2007). Es wurden mittlerweile mindestens
elf PDE-Isoenzyme entdeckt, welche teilweise wiederum in mehrere unterschiedliche
Isoformen unterteilt vorkommen. So ist wohl eine der bekanntesten die PDE vom Typ
5, welche cGMP-spezifisch ist und hauptséchlich in der glatten Muskulatur der
BlutgefaRe des Penisschwellkdrpers, aber auch in der Lunge lokalisiert ist. Sildenafil ist
der Inhibitor dieser PDE-5 und wird erfolgreich gegen die erektile Dysfunktion
eingesetzt (Maggi et al., 2000; Nehra et al., 2001). Spezifischer fir die Lunge ist die
PDE-4, welche cAMP-spezifisch ist und als Angriffspunkt bei obstruktiven
Lungenerkrankungen durch die Medikamente Roflumilast oder Rolipram inhibiert wird
(Fan Chung, 2006). In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass nach
Zugabe von Rolipram zu vorkontrahierten Tracheen die darauf folgende B-NAD-
induzierte Relaxation immer noch stabil bleibt und sogar signifikant starker ausféllt.
Das fuhrte zu der Hypothese, dass cAMP, welches von der PDE-4 abgebaut wird, zu der
B-NAD-induzierten Relaxation der Atemwege beitréagt.

Nach Hemmung der oben dargestellten Komponenten der Relaxation in glatten
Muskelzellen, konnte bisher der genaue Signalweg der B-NAD-induzierten Relaxation
nicht geklart werden, jedoch konnten einige Bausteine des Signalweges ausgeschlossen
werden (Abb. 4.1).
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Abb. 4.1 Signalweg der Kontraktion bzw. der Dilation einer glatten Muskelzelle
mit Beispielen von Enzymen, Rezeptoren und Kanalen, die in dieser Arbeit

geblockt wurden.

4.2.5 Kalziumkandéle

Wie in der Einleitung schon dargestellt, fiihrt der Anstieg der [Ca®*]; zur Konstriktion
der ASM. Kalzium kann sowohl aus internen Speichern als auch von auflerhalb der
Zelle stammen (Somlyo und Himpens, 1989). Je nach Ursprung wurden
unterschiedliche Profile der Erhohung der [Ca*']i beobachtet, einerseits ein schneller
Anstieg der [Ca*]i durch Freisetzung aus internen Speichern, andererseits ein
langsamer Anstieg mit einem Plateau durch Einstrom von auf3erhalb (Sims, 1996 und
Murray, 1989). Die internen Speicher stellen das ER, die Mitochondrien und die
Lysosomen dar (Prakash, 1997). Insbesondere das ER verfligt Gber mehrere Kandle, die
den Kalziumstrom vermitteln, so z.B. die SERCA, die RyR und die IPs-Rezeptoren
(Mandi, 2006; Yusufi, 2001).

Um zu prifen, ob die [Ca*]; bei der Signaltransduktion der B-NAD-induzierten
Relaxation eine Rolle spielt, wurden in dieser Arbeit zwei Methoden der

Kalziummessung angewandt: Zur Messung der [Ca?']; in isolierten und kultivierten

86



ASM der Maus und des Menschen wurde eine im Labor etablierte Kalziummessung mit
dem Kalziumindikator Fura 2 (AM) genutzt (Mikulski et al., 2010). Zur Messung der
[Ca®*]; in PCLS wurde im Rahmen dieser Arbeit eine Methode etabliert, welche am
CLSM mit Hilfe von Calcium Orange (AM) durchgefiihrt wurde (Desireddi et al.,
2010). Es wurde auf diese Methode zugegriffen, da es mit dem CLSM, im Gegensatz zu
einem normalen Mikroskop, moglich war Muskelzellen in PCLS im Gewebeverbund
einer Ebene zu betrachten. AuRerdem konnten dadurch gleichzeitige Messungen der
[Ca?"];, der Flache des Bronchiallumens und des Membranpotenzials (s.u.) durchgefiihrt
werden.

Diese Messungen zeigten, dass die Zugabe von B-NAD eine Erhéhung der [Ca®];
induziert. Diese Erhéhung konnte sowohl in isolierten und kultivierten Muskelzellen
des Respirationstrakts der Maus als auch in kultivierten humanen glatten
Bronchialmuskelzellen gezeigt werden, wobei sie unterschiedliche Profile aufwies: Die
meisten Zellen reagierten mit einem langsamen Anstieg des Kalziums. Es gab aber auch
einige, die einen schnellen Anstieg oder eine Mischform aus diesen beiden Profilen
zeigten.

Ein durch B-NAD-induzierter Kalziumanstieg in der Zelle wurde schon mehrfach
beschrieben (de Flora et al., 2004; Wang et al., 2012; Lee und Aarthus, 1991, Bruzzone
et al., 2006). Hier metabolisieren die Enzyme CD38 und CD157 das B-NAD zu cADPR,
welches 1P3-Rezeptoren des ER anregt und so zu einer Freisetzung des Kalziums aus
dem ER fuhrt (Franco et al., 2001). Dieser Mechanismus wirde den schnellen Anstieg
der [Ca®']; in der Messung erklaren. Ferner filhrt das cADPR zu einer héheren
Expression des TRPM2 (Kolisek, 2005), welcher seinerseits Kalzium von auflen in die
Zelle transportiert (Kolisek, 2005). Dieser Kanal kdnnte den langsamen Anstieg des
Kalziums bei den Messungen erklaren (Sims, 1996; Murray, 1989).

Da ein Anstieg der Kalziumkonzentration normalerweise eine Konstriktion der glatten
Muskulatur bewirkt (David et al., 2011; Jiang und Stephens, 1994; Adelstein und
Sellers, 1987), entsteht ein Widerspruch: Zum einen konnte in dieser Arbeit gezeigt
werden, dass B-NAD auf nicht vorkontrahierte ASM der Maus keinen kontraktilen
Einfluss hat. AulRerdem konnte beobachtet werden, dass gleichzeitig mit dem B-NAD-
induzierten Anstieg der [Ca®*]; eine Dilation der Bronchi der Maus in PCLS stattfindet.
Der Anstieg des [Ca*]; wiirde jedoch erklaren, dass es zeitversetzt zu einer Kontraktion
der glatten Muskulatur kommt, welche nach der B-NAD-induzierten Relaxation der

vorkontrahierten Maustracheen beobachtet werden konnte. Zudem konnte die Existenz
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sowohl des Enzyms CD38 als auch von TRPM2-Kandlen in der ASM der Maus in
dieser Arbeit gezeigt werden. Die immunhistochemischen Daten alleine sind hierbei
nicht beweisend, da fiir beide Antikorper das entsprechende Peptid fir eine
Préabsorptionskontrolle nicht zur Verfligung stand. Insofern kommt den stiitzenden
Ergebnissen der RT-PCR besondere Bedeutung zu. Ferner konnte funktionell in
Organbadversuchen die Kontraktion nach der B-NAD-abh&ngigen Relaxation durch den
Einsatz des Kalziumchelators EDTA, des Inhibitors der TRPM2-Kandle,
Flufenaminsaure (Naziroglu et al., 2007), oder durch den Antagonisten der CADPR, Br-
CADPR (Xie et al., 2005), verhindert werden. Wahrenddessen blieb die Kontraktion
nach der B-NAD-abhangigen Relaxation in vorkontrahierten menschlichen Bronchioli
jedoch komplett aus.

Es bestehen einige Ansatze, um diese widersprichlichen Ergebnisse zu erklaren:

1. Eine kalziumabhangige Relaxation ist schon in der Literatur beschrieben (Nelson et
al., 1995; Baker und Weiner, 1997; Climent et al., 2014). In diesem Fall geht man von
einem lokalen Anstieg der Kalziumkonzentration aus, welcher auf noch ungeklartem
Weg relaxierende Signalwege aktiviert. Verantwortlich dafur sind kalziumabhéangige
Kaliumkandle vom BK-, IK- und SK-Kandlen (big, small, intermediate; Vergara, 1997,
Robitaille et al., 1993). Diese werden durch eine intrazellulare Kalziumerhéhung
aktiviert und filhren zu einer Anderung des Membranpotenzials, was unter anderem eine
Relaxation der glatten Muskulatur induziert (Mori et al., 2000). Tatsdchlich konnte eine
Anderung des Membranpotenzials glatter Muskelzellen des murinen Respirationstraktes
nach Zugabe des B-NAD im Rahmen dieser Arbeit beobachtet werden. In
Organbadversuchen wurden jedoch sowohl BK-Kanéle durch Iberiotoxin (Reinhart und
Levitan, 1995) als auch SK-Kanéle durch Apamin (Kohler et al., 1996) geblockt. Auch
in diesen Experimenten konnte die B-NAD-induzierte Relaxation nicht gehemmt
werden.

2. Weiterhin besteht die Theorie, dass es nur in bestimmten Zellarealen zu einem
Anstieg der [Ca**]; kommt. In diesen Kompartimenten der Zelle fiihrt dieser Anstieg
durch einen noch ungeklarten Signalweg zu einer Relaxation (Flemming et al., 2002).
Insbesondere Bitterstoffe wurden in diesem Zusammenhang als Dilatatoren
beschrieben. Diese fiihren zu einer Relaxation der glatten Muskelzellen, trotz einer
Zunahme der [Ca®*]; (Desphande et al., 2010). Der Signalweg dieser Relaxation geht
uber sogenannte Taste-(Geschmacks)-Rezeptoren, welche an G-Proteine gekoppelt sind
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und durch Stimulation einen intrazelluldren Kalziumanstieg durch die PLC zur Folge
haben (Desphande et al., 2010; Prakash, 2013).

Dieser Signalweg konnte fiir das B-NAD ausgeschlossen werden, da nach Hemmung
der GPCR die B-NAD-induzierte Relaxation stabil blieb. Ferner wurden auch weitere
Bestandteile des Signalweges der Bitterstoff-induzierten Relaxation inhibiert, so die
BK-Kanéle durch Apamin und Kalziumkanéle des L-Typs durch FPL-64176 (Liu et al.,
2003). Auch bei diesen Versuchen blieb der B-NAD-induzierte Effekt unbeeinflusst.

3. Die gleichzeitige Erhéhung der [Ca®*]i mit der Relaxation kénnte bedeuten, dass
diese zwei Prozesse gleichzeitig ablaufen, jedoch nicht voneinander abhéngig sind. So
konnte die Erhohung des Kalziums einen kontraktionsfordernden Weg aktivieren,
gleichzeitig aber B-NAD einen quantitativ Uberwiegenden relaxierenden Weg. So kdme
es netto zu einer Relaxation.

In dieser Arbeit konnte der genaue Zusammenhang zwischen dem Anstieg der [Ca®*];
und der B-NAD-induzierten Relaxation nicht geklart werden.

4.2.6 Membranpotenzial

Da auch das Membranpotenzial eine wichtige Rolle bei den Funktionen glatter
Muskelzellen spielt (Allen et al., 2002; Liu et al., 2005; Palant et al., 1989), wurde
untersucht, ob auch B-NAD Anderungen dieses Parameters hervorruft. Dazu wurde im
Rahmen dieser Arbeit eine Methode etabliert, mit welcher die gleichzeitige Messung
der [Ca®"];, der Flache des Bronchiallumens und des Membranpotenzials moglich ist.
Diese Methode beruht auf der Messung der drei Variablen innerhalb einer bestimmten
Ebene (Z-Achse) von PCLS mittels CLSM und ist durch den gleichzeitigen Einsatz des
Kalziumindikators Calcium Orange (Takeda et al., 2009) und des DIBAC4(3), eines
Indikators fur das Membranpotenzial (Debets et al.,, 2014), moglich. In diesen
Experimenten konnte beobachtet werden, dass es gleichzeitig mit einer B-NAD-
induzierten Relaxation zu einer Erhohung der [Ca®]; und des Membranpotenzials
kommt. Der Zusammenhang der Erh6hung des B-NAD-induzierten Membranpotenzials
der glatten Muskulatur konnte in dieser Arbeit nicht erklart werden, aber auch dieser
Prozess kann entweder gleichzeitig mit der Relaxation einhergehen, oder die Relaxation

beeinflussen.
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4.2.7 cAMP

Weil im Rahmen dieser Arbeit beobachtet wurde, dass es in Anwesenheit des
Roliprams, eines PDE-4-Inhibitors, zu einer signifikant verstarkten B-NAD-induzierten
Relaxation der Atemwege der Maus kam, wurde untersucht, ob B-NAD eine Erhéhung
des intrazellularen cAMP-Spiegels induziert. Intrazelluldres cAMP ist einer der
wichtigsten Mediatoren der Relaxation glatter Muskelzellen (Torella et al., 2009;
Billington et al., 2013; Stone et al., 2012). Es aktiviert unter anderem die PKA, welche
durch Hemmung der MLCK zur Relaxation fiihrt (Omori und Kotera, 2007). AuRerdem
ist auch beschrieben, dass cCAMP EPAC aktiviert, welches ebenfalls die Relaxation
glatter Muskulatur vermittelt (Hayashi et al., 2015; Roberts und Dart, 2014). Es wird
angenommen, dass die PKA und EPAC durch cAMP unterschiedlichen Ursprungs
aktiviert werden. So soll die PKA hauptsachlich durch cAMP aktiviert werden, welches
durch eine membranstdndige AC, aktiviert durch GPCRs, gebildet wird (Gupta et al.,
2015; Billington et al., 2013), wahrend EPAC hauptséachlich durch cAMP der 16slichen
AC aktiviert werden soll (Ivonnet et al., 2015; Sands et al., 2006). Insbesondere die
relaxierende Funktion der p,-Adrenozeptoragonisten wird hauptséchlich durch cAMP
vermittelt, welches durch die membranstdndige AC hergestellt wird und die PKA
aktiviert (Goncharova et al., 2012; Wang et al., 2009).

FRET-Versuche an humanen glatten Muskelzellen des Bronchialsystems zeigten in
dieser Arbeit nach Zugabe von B-NAD eine signifikante Zunahme der intrazelluldren
cAMP-Konzentration. In Organbadversuchen konnte durch das Ausschalten der PKA
mittels rp-cAMPs, eines Inhibitors der PKA (Komai et al., 2014), keine Hemmung der
B-NAD-induzierten Relaxation erzielt werden. Aulerdem hatte die Zugabe von
Isoproterenol in FRET-Versuchen eine weitere - auf die B-NAD-induzierte-cCAMP-
Erhohung additive — CcAMP-Erhéhung zur Folge. SchlieBlich  war in
videomorphometrischen Experimenten die Salbutamol-induzierte Relaxation auch
additiv zur B-NAD-induzierten Relaxation. Dies lasst schlieBen, dass die B-NAD-
induzierte cCAMP-Erhéhung in der Zelle - anders als die Isoproterenol-induzierte
Erh6hung des cAMPs - durch die Aktivierung der l6slichen AC entsteht. Das durch die
Zugabe von B-NAD gebildete cAMP wirde dann die EPAC aktivieren und so zur
Relaxation fuhren. Um diese Hypothese zu testen, wurde in weiteren Versuchen KH7
eingesetzt, welches die l6sliche AC effektiv hemmt (Kumar et al., 2014). KH7

verhinderte tatsachlich die B-NAD-induzierte Zunahme der intrazellularen cAMP-
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Konzentration in glatten Muskelzellen, reduzierte in geringem MaRe jedoch auch die
Erh6hung des Isoproterenol-induzierten cAMP-Spiegels. Dieses lasst sich dadurch
erklaren, dass das KH7 unspezifisch auch die membranstandige AC hemmt, jedoch
nicht in dem MaRe wie die losliche AC (Dey et al., 2014). Ferner konnte in
Organbadversuchen in Anwesenheit des KH7 eine signifikant reduzierte B-NAD-
induzierte Relaxation der Muskulatur in Maustracheen gezeigt werden. Da die
Salbutamol-induzierte Relaxation vorwiegend tber die membranstandige AC und die
PKA vermittelt wird (Goncharova et al., 2012), konnte diese in den Organbadversuchen
an Maustracheen nicht durch KH7 beeinflusst werden.

Zusammenfassend induziert B-NAD durch Aktivierung der l6slichen AC die Erhéhung
des cAMP-Spiegels in glatten Muskelzellen des Menschen. Als Aktivatoren der
I6slichen AC sind bisher das Bikarbonat und das CO, sowie das ATP bekannt
(Kleinboelting et al., 2014). Da p-NAD und ATP Liganden an gleichen Rezeptoren,
darunter auch den purinergen Rezeptoren, sind (Mutafova-Yambolieva und Durnin,
2014; Friebe et al., 2014; Durnin et al., 2013), liegt die Annahme nahe, dass auch f-
NAD direkt die l6sliche AC aktivieren kann.

4.3 Konstriktion der glatten Muskelzellen

4.3.1 Muskarin

Wie in der Einleitung schon beschrieben, ziehen AChE-positive Nervenfasern bis zu der
glatten Muskulatur der terminalen Bronchioli, insbesondere beim Menschen (Partanen
et al., 1982). Diese Nervenfasern setzen ACh frei, wodurch verschiedene Signalwege
aktiviert werden (Starke, 1996). An der glatten Muskulatur sind vorwiegend
muskarinische  AChR vom Subtyp mAChR2 und mAChR3 fiir die Konstriktion
verantwortlich (Matsui et al., 2002; Struckmann et al., 2003). Im Rahmen dieser Arbeit
wurde zur Konstriktion der glatten Muskelzellen sowohl an Maustracheen als auch bei
Lungenschnitten der Maus und auch bei Bronchioli des Menschen hauptsachlich
Muskarin genutzt, welches als ein potenter Agonist der mAChR bekannt ist (Hahn,
1986; Wills und Douglas, 1988). So wurde die B-NAD-induzierte Relaxation anfangs an
durch Muskarin kontrahierten ASM beobachtet. Da das B-NAD ferner an nicht
vorkontrahierten ASM keinen Effekt vermittelte, wurde untersucht, ob das B-NAD
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moglicherweise als Antagonist an mAChR oder auf Komponenten des mAChR-
abhangigen Signalwegs wirkt. Ein prototypischer mAChR-Antagonist ist das Atropin
(Nadel, 1974). Um zu Uberpriifen, ob das B-NAD auch durch andere Konstriktoren
vorkontrahierte ASM dilatiert, wurden das KCI, das Thromboxan und die EFS genutzt.

4.3.2 Kd

Kaliumchlorid fiihrt zu einer Konstriktion der glatten Muskulatur (Webb-Peploe und
Shemherd, 1969; Cooke und Chase, 1971). Diese Konstriktion ist unabhangig von
GPCRs und beruht auf einer Anderung des Membranpotenzials und der daraus
resultierenden Mobilisierung des intrazellularen Kalziums (Toma et al., 1996; Di Fulvio
et al., 2001). Dieses Kalzium fiihrt zu einer Aktivierung des CaM, welches durch
Aktivierung der MLCK eine Kontraktion glatter Muskelzellen vermittelt (Diamond und
Holmes, 1975). Nach Zugabe von KCI zu ASM der Maus in Organbadversuchen konnte
eine Kontraktion induziert werden, welche durch 5 mM B-NAD komplett aufgehoben

werden konnte.

4.3.3 Thromboxan

Thromboxan (Thromboxan-A;; TXA;) ist ein mit Prostaglandinen verwandtes
Biomolekul, welches hauptsachlich in Thrombozyten vorkommt und durch
Cyclooxygenasen aus dem Vorprodukt Arachidonsdure entsteht (Hanasaki et al., 1990).
Neben seiner Mitwirkung an der Thrombozytenaggregation (Ajayi et al., 1995; Tohgi et
al., 1992) vermittelt TXA, tber Thromboxan-Rezeptoren, welche zur Gruppe der PLC-
aktivierbaren GPCR gehoren, durch Mobilisierung von Kalzium eine Konstriktion
glatter Muskeln an Gefélien und Atemwegen (Wilson et al., 2005; Dorn und Becker,
1993). Um diese Konstriktion zu imitieren, wurde das Analogon des TXA,, das U46619
(Zhao und Foegh, 1997; Dorn et al., 1987), an PCLS in Videomorphometrie-
Experimenten eingesetzt. Hier konnte gezeigt werden, dass B-NAD auch die durch
U46619-vorkontrahierten Bronchi relaxieren konnte.
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4.3.4 EFS

Durch die EFS an Trachealsegmenten der Maus werden Nervenendigungen stimuliert
und zum Freisetzen verschiedener Mediatoren gebracht (Fedan et al., 2001; Lu et al.,
2005; Fischer et al., 1993). Darunter befindet sich vor allem das ACh, welches an der
Bronchialmuskulatur einen konstriktorischen Effekt hat (Fedan et al., 2001). Auch

dieser Konstriktion konnte B-NAD entgegenwirken.

Zusétzlich zu der Induktion der Konstriktion glatter Muskelzellen durch verschiedene
Effektoren wurden einzelne Komponenten des Signalweges, welcher die Konstriktion
vermittelt, gehemmt. Darunter war die MLCK, welche durch das ML-7 (Kelley et al.,
2000), und das CaM, welches durch A-7 Hydrochlorid (Tao-Cheng et al., 2014)
gehemmt wurde. Beide Blocker konnten die Muskarin-induzierte Konstriktion
erwartungsgeméal hemmen, jedoch nicht die B-NAD-induzierte Relaxation.

Zusammenfassend fand die B-NAD-induzierte Relaxation unabhangig vom Konstriktor
statt. Es induziert deshalb sehr  wahrscheinlich  einen  eigenstandigen

Signaltransduktionsweg.

4.4 Vergleich des B-NAD mit Salbutamol

B2-Adrenozeptoragonisten sind wichtige Bausteine in der Therapie von Asthma und
COPD. Diese sind zur Zeit die starksten Bronchodilatatoren (Davis et al., 1980) und
haben sich bei bronchokonstriktiven Erkrankungen als Mittel der ersten Wahl etabliert
(Ziment, 1995). Ihre Wirkung beruht auf der reversiblen Bindung an [B,-Rezeptoren,
welche zur Klasse der GsPCR gehoren. Durch Aktivierung dieser Rezeptoren kommt es
zu einer Bildung von cAMP, hauptséchlich durch die membranstdndige AC
(Goncharova et al., 2012). Das cAMP aktiviert die PKA und fihrt so zu einer
Hemmung der konstriktiv wirkenden MLCK (Wang et al., 2009). Nachteil dieser
Therapeutika ist die Tachyphylaxie (Barnes, 1995; Davis und Conolly, 1980), d.h. eine
schnelle Toleranzentwicklung gegeniiber dem Medikament nach langerer Einnahme.

Die B-NAD-induzierte Relaxation wurde in dieser Arbeit mit der Salbutamol-
induzierten Relaxation verglichen, da Salbutamol zur Gruppe der schnell wirksamen f,-
Adrenozeptoragonisten (Tukiainen et al., 1988; Coupe et al., 1987) gezahlt wird. Die

komplette Relaxation der vorkontrahierten groRen Atemwege der Maus sowie auch der
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vorkontrahierten Bronchioli des Menschen wurde jeweils durch 500 uM Salbutamol
und 7 mM B-NAD erreicht. AuBerdem konnte beobachtet werden, dass die Wirkung des
Salbutamols in den kleinen Atemwegen der Maus erst spater maximal ausgepragt war
als die B-NAD-induzierte Relaxation. Die Wirkung des B-NAD bedarf daher zwar
hoherer Wirkstoffkonzentration, tritt aber schneller ein..

4.5 B-NAD als mogliches neues Therapeutikum gegen

bronchokonstriktive Lungenerkrankungen

B-NAD dilatierte in dieser Arbeit vorkontrahierte Atemwege der Maus und auch des
Menschen effektiv. Der Signalweg ist noch nicht in Ganze geklart, beruht aber mitunter
auf einer Aktivierung der loslichen AC. Extrazelluldares B-NAD spielt auch
physiologisch eine wichtige Rolle bei der Genese des Asthma bronchiale, da eine hohe
Expression des CD38 durch Degradierung des B-NAD nachweislich einen
asthmatischen Phéanotyp induziert (Jude et al.,, 2012; 2011). Wenn es bei dieser
Erkrankung zu einer Verminderung des endogenen B-NAD kommt, kénnte es zum
Beispiel inhaliert werden, um so dem asthmatischen Phanotyp endgegenzuwirken.

Im Vergleich mit Salbutamol, welches das Mittel der 1. Wahl bei bronchokonstriktiven
Erkrankungen ist, war die dilatierende Wirkung des B-NAD vergleichbar. Es gibt jedoch
Anzeichen fir einen weiteren Vorteil des B-NAD. So wurde gezeigt, dass es eine
antiinflammatorische Komponente aufweist (Umapathy et al., 2012). Insbesondere bei
der akuten Lungeninsuffizienz konnte im Tiermodell eine protektive Wirkung des B-
NAD nachgewiesen werden. Es dampft den Anstieg entziindlicher Mediatoren wie dem
TNF-a und dem IL-1 sowie dem IL-4 und IL-13, welche insbesondere beim
allergischen Asthma eine wichtige Rolle spielen (Grunewald et al., 1998), und fiihrt zu
einem besseren Erhalt der Zellintegritat in der Lunge (Umapathy et al., 2012).

So konnte dieses Molekul gleichzeitig ein Mittel gegen die Konstriktion und die
Entzindungsreaktion darstellen, beides wichtige Faktoren bei der Entstehung
insbesondere von Asthma bronchiale (Holgate, 2008; Hofmann, 1997), aber auch der
COPD (DeGodoy et al., 1996; Di Francia et al., 1994).
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5 Zusammenfassung

B-NAD wurde als moglicher Neurotransmitter beschrieben, welcher die glatte Muskulatur
im menschlichen Intestinaltrakt relaxiert. In dieser Arbeit wurde untersucht, ob es auch in
Atemwegen der Maus und des Menschen relaxierend wirkt und, falls ja, tber welchen
Signalweg diese Relaxation vermittelt wird. Atemwegskontraktion wurde in
Organbadexperimenten (Maus, Mensch) und videomorphometrisch in lebenden
Lungenschnittpraparationen (precision-cut lung slices = PCLS) der Maus gemessen.
Mittels einer in dieser Arbeit neu etablierten Methode konnte in Lungenschnitten parallel
zur Bronchusflache gleichzeitig Veranderungen der [Ca®*]i und der Membranpotenziale
bestimmt werden. An kultivierten glatten Muskelzellen wurden Anderungen der [Ca®'];
und, durch FRET-Experimente, der [CAMP]; nach Gabe von B-NAD untersucht.

B-NAD relaxiert vorkontrahierte Atemwege sowohl der Maus als auch des Menschen.
Dieser Effekt war vergleichbar mit der Relaxation nach Gabe von Salbutamol, einem f,-
Adrenozeptoragonisten. Im Gegensatz zu der Relaxation im Intestinaltrakt, welche durch
purinerge Rezeptoren vermittelt wurde, war der relaxierende Effekt durch Antagonisten
purinerger Rezeptoren nicht hemmbar. AulRerdem war diese Relaxation unabhangig von
der Hemmung G-Protein-gekoppelter Rezeptoren und vieler anderer Blocker der Dilation
glatter Muskelzellen. In kultivierten Zellen und in glatten Muskelzellen der Bronchi in
PCLS konnte eine Erhéhung der [Ca®]; beobachtet werden, welche simultan mit einer
Depolarisation und einer Relaxation einherging. Da von den eingesetzten Blockern einzig
bei Rolipram, einem Blocker der PDE-4, eine Veranderung in der Relaxationskinetik,
namlich eine Verstarkung, beobachtet wurde, wurde cAMP mittels FRET gemessen. Hier
zeigte sich eine B-NAD-induzierte Erhdhung der [CAMP];, welche durch einen Blocker der
l16slichen AC gehemmt werden konnte, der auch in Organbadversuchen die B-NAD-
induzierte Relaxation signifikant hemmte.

Diese Ergebnisse zeigen B-NAD als einen neuen Bronchodilator, welcher durch
Aktivierung der l6slichen AC und durch die Erhéhung der [CAMP]; zu einer Relaxation
glatter Muskelzellen fuhrt. Durch die hier gezeigte relaxierende Wirkung an glatten
Muskelzellen der Atemwege und die in anderen Arbeiten gezeigte antiinflammatorische
Komponente stellt B-NAD mdoglicherweise ein  neues  Therapeutikum  bei

bronchokonstriktiven Erkrankungen dar.
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6 Summary

B-NAD has been reported as a sympathetic neurotransmitter relaxing intestinal smooth
muscle. We here address its ability to relax airway smooth muscle and the underlying
mechanisms. Force development of murine trachea and human bronchioli was
investigated in organ bath experiments, bronchoconstriction of murine intrapulmonary
airways by videomicroscopic analysis of precision-cut lung slices. Further calcium
measurements were made in isolated and cultivated smooth muscle cells from mouse
trachea and human airways. Changes in [Ca®']; were recorded simultaneously with
changes in membrane potential and luminal area in intact bronchial smooth muscle in
precision cut lung slices via a newly established method. Finally, p-NAD-induced
changes in intracellular cAMP were measured via FRET experiments.

B-NAD dose-dependently relaxed murine and human airways precontracted with
muscarine by up to 100 %, being as potent as salbutamol, a (3,-adrenoceptor agonist. In
contrast to its reported action via purinergic receptors in intestinal smooth muscle, the
airway relaxing effect of B-NAD was resistant to purinergic inhibitors. B-NAD-induced
relaxation was unaffected by inhibition of G-protein coupled receptors and several other
blockers of smooth muscle relaxation which were used in our experiments. Isolated
airway smooth muscle cells and bronchial smooth muscle in precision-cut lung slices
responded to B-NAD with increase in [Ca*']; and depolarization of the cell membrane
while relaxing. In FRET-experiments, B-NAD induced an increase in intracellular
CAMP, which could be blocked by an inhibitor of the soluble adenylyl cyclase. This
blocker could further significantly reduce the B-NAD-induced relaxation.

These results identify B-NAD as a novel bronchodilator acting via the soluble adenylyl
cyclase and increase in intracellular cAMP. Because of this relaxant effect and the anti-
inflammatory effect of B-NAD, which could be shown by other groups, it potentially

represents a new therapeutic tool against bronchoconstrictory lung diseases.
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7 Abkiurzungsverzeichnis

[Ca®"]; (intrazellulare Kalziumkonzentron)

[cAMP]; (intrazellulare cAMP-Konzentration)

AC (Adenylatzyklase)

ACh (Acetylcholin)

AchE (Acetylcholinesterase)

AChR (Acetylcholinrezeptoren)

ADP (Adenosindiphosphat)

Airway hyperreactivity, AHR (Bronchiale Hyperreaktivitat)
ART (ADP-Ribosyltransferasen)

ASM (airway smooth muscle; glatte Muskelzellen der Atemwege)
ATP (Adenosintriphpsphat)

bpm (beats per minute; Schldge pro Minute)

BSA (bovine serum albumin; Rinderalbumin)

BST (Bone marrow stromal cell antigen)

CADPR (zyklische ADP-Ribose)

CADPrS (zyklische ADP-Ribose Synthasen)

CaM (Calmodulin)

CaMKII (Calmodulin-abhdngige Kinase)

CAMP (zyklisches Adenosinmonophosphat)

CD (Cluster of differentiation)

CFP (Cyan fluorescent protein; blaufluoreszierendes Protein)
cGMP (zyklisches Guaninmonophosphat)

ChAT (Cholinacetyltransferase)

DAG (Diacylglycerol)

d.h. (das heift)

DTT (Dithiotreitol)

EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure)

EFS (Elektrische Feldstimulation)

EGF (epidermal growth factor)

eNANC (exzitatorisches nicht-adrenerges, nicht-cholinerges System)
eNOS (endotheliale NO-Synthase)

ER (endoplasmatisches Retikulum)

FCS (Fetales Kalbserum)

FITC (Fluoresceinisothiocyanat)

FRET (Fluoreszenz-Resonanzenergietransfer)

GC (Guanylatcyclase; Guanylatzyklase)

GFP (grunfluoreszierendes Protein)

GPCR (G protein-coupled receptors; G-Protein gekoppelte Rezeptoren)
Grad Celsius (C°)
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GTP (Guanintriphosphat)

Hz (Hertz)

Ig (Immunglobulin)

IL (Interleukin)

iNANC (inhibitorisches nicht-adrenerges, nicht-cholinerges System)

iNOS (induzierbare NO-Synthase)

IP; (Inositol-1,4,5-Trisphosphat)

IP, (Inositol-1,3,4,5-Tetraphosphat)

IP5 (Inositol-1,3,4,5,6-Pentaphosphat)

IP¢ (Inositol-1,2,3,4,5,6-Hexaphosphat)

LPS (Lipopolysaccharid)

mMAChR (Muskarinischer Acetylcholinrezeptor)

MARTSs (Mono-ADP-Ribose Transferasen)

ms (Millisekunde)

min (Minuten)

MLCK (myosine light chain kinase; Kinase der leichten Kette des Myosins)
MLCP (myosine light chain kinase; Phosphatase der leichten Kette des Myosins)
NAADP (Nikotinsaureadenindinukleotidphosphat)

NAChR (Nikotinischer Rezeptor)

NKA (Neurokinin A)

nm (Nanometer)

NO (Stickstoffmonoxyd)

NOS (NO-Synthetase)

nNOS (neuronale NO-Synthase)

NPY (Neuropeptid Y)

PARPs (Poly-ADP-Ribose Transferasen)

PDGF (platteled derived groth factor)

Phosphodiesterase (PDE)

PIP, (Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat)

PKA (Proteinkinase A)

PKC (Proteinkinase C)

PLC (Phospholipase C)

PPAR (Peroxisom-Proliferator-aktivierter Rezeptor)

RhoGEF (Rho Guanine nucleotide exchange factor; Guanin Austauschfaktor)
ROCC (receptor-operated calcium channels; Rezeptor-abhéngige Kalziumkanéle)
ROCK (Rho Kinase)

rpm (rounds per minute; Umdrehungen in der Minute)

RPMI (Zellmedium; Benannt nach dem Entstehungsort (Roswell Park Memorial Institute)

s (Sekunde)
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Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase, SERCA (Calciumpumpen des sarcoplasmatischen
Retikulums)

SIRT (Sirtuine)

SMOCC (second-messenger-operated calcium channels; Second-messenger-abhéngige Kalziumkanéle)
SOCC (store-operated calcium channels; speicherabhéngige Kalziumkanéle)

TGF- B (Transforming growth factor-p)

Ty2-Lymphozyten (Typ2-T-Helferzellen)

TNF- a (Tumornekrosefaktor- o)

TRP-Kanéle (Transiente Rezeptor Potential Kanéle)

TXA, (Thromboxan A,)

V (Volt)

VACHT (Vesikuldarer ACh-Transporter)

VICC (voltage-insensitive calcium channel; Spannungsunabhéngige Kalziumkanale)

VIP (Vasoaktives Intestinales Peptid)

VOCC (voltage-operated calcium channel; Spannungsabhéngige Kalziumkanéle)

YFP (Yellow fluorescent protein; gelbfluoreszierendes Protein)

z.B. (zum Beispiel)

B-NAD (Beta Nikotinamid adenin dinukleotid)
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Abb. 3.27 Videomorphometrische Versuche an Bronchi der Maus
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