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Abkurzungsverzeichnis

ACTH: Adrenocorticotropes Hormon

AP-1: Aktivator Protein, Transkriptionsfaktor

BDNF: Brain Derived Neurotrophic Factor, Neurotrophin
cAMP: cyclisches Adenosinmonophosphat

CCK: Cholecystokinin, Neuropeptid

c¢DNA: copy-DNA, komplementidre Desoxyribonukleinsédure
c-fos: Proto-Oncogen

CGRP: Calcitonin gene-related Peptid, Neuropeptid

ChAT: Choline Acetyltransferase

c-jun: Proto-Oncogen

CNTF: Ciliary neurotrophic Faktor, Neurotrophin

CSF: cerebrospinale Fliissigkeit

ELISA: Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, Messverfahren
EZM: Extra Zelluldre Matrix

FGF: Fibroblast growth Faktor, Neurotrophin

FMS: Fibromyalgiesyndrom

Freund-Adjuvans: Emulsion, die abgetotetes Mycobacterium tuberculosis enthélt und bei
Applikation Entziindungen hervorruft

GDNF: Glial cell line-derived neurotrophic Faktor, Neurotrophin
Ig: Immunglobuline

IGF: Insulin-like growth Faktor, Neurotrophin

IL-1B: Interleukin-1 beta, Zytokin

IR: Immunoreaktivitit

LIF: Leukaemia Inhibitory Faktor, Zytokin

MMP: Matrixmetalloproteinasen

mRNA: messenger Ribonukleinsiure, spiegelbildliche Kopie der DNA
NF-kB: Nuclear Factor-kB, Transkriptionsfaktor

NGF: Nerve Growth Faktor

NKA: Neurokinin A, Tachykinin



NKB: Neurokinin B, Tachykinin

NK;.3: Neurokininrezeptoren 1 bis 3

NMDA: N-Methyl-D-Aspartat, neuraler Rezeptor

NPY: Neuropeptid Y

NSAR: Nichtsteroidale Antirheumatika

NT-3: Neurotrophin-3

NT-4/5: Neurotrophin-4/5

PC12 Zellen: Phaeochromocytomzellen, geklonte Zellreihe aus einem Medulla-Tumor bei Ratten
PCAP: Pituitary adenylate cyclase activating Polypeptid, Neuropeptid

PNS: peripheres Nervensystem

P75: low-affinity-Rezeptor fiir Neurotrophine

RA: Rheumatoide Arthritis

RNA: Ribonukleinsédure

RT-PCR: Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction, Messverfahren
SF: synoviale Fliissigkeit

SLE: Systemischer Lupus erythematodes

SOM: Somatostatin, Neuropeptid

SP: Substanz P, Neuropeptid

TNF-a: Tumor Necrose Factor, Zytokin

Trk: Tyrosinkinase, high-affinity-Rezeptor fiir Neurotrophine

VIP: Vasointestinales Peptid, Neuropeptid

ZNS: zentrales Nervensystem

48/80: Losung, die ein potenter Degranulator von Mastzellen ist

5-HT: 5-Hydroxytryptamin, Serotonin

6-OHDA: 6-Hydroxydopamin, zerstort selektiv die peripheren, sympathischen Nervenenden



1 Einleitung

Entziindlich rheumatische, aber auch degenerative Systemerkrankungen sind durch ein
komplexes Netzwerk von Mediatoren gekennzeichnet. Die zunehmende Kenntnis dieser
Zusammenhinge hat zu bedeutenden Fortschritten nicht nur in der Diagnose, sondern auch in der
Therapie vieler rheumatischer Erkrankungen gefiihrt. Die pharmakologische Blockade von
Tumornekrosefaktor alpha (TNF-a), der zu einem der wichtigsten proinflammatorischen
Zytokinen zihlt, ist aus der modernen Rheumatherapie nicht mehr wegzudenken. Andere
Antizytokintherapien schlieen das Interleukin-1p (IL-1B) oder Interleukin-6 (IL-6) ein.
Dennoch sprechen nicht alle Patienten auf diese Therapien an, was die Frage nach génzlich
anderen entziindlichen Mechanismen aufwirft.

Die symmetrische Anordnung des Gelenkbefalls bei vielen entziindlichen Erkrankungen ist ein
Hinweis dafiir, dass neurogene Mechanismen eine Rolle spielen (Kidd et al., 1989). Nach
neuralen Lisionen, wie eine Hemiplegie nach hirnischdmischen Insult (Kidd et al., 1989;
Thompson und Bywaters, 1966), oder nach Poliomyelitis (Glick, 1967), sistiert die Synovitis auf
der plegischen Seite. Auch Psychischer Stress wurde als ein Faktor fiir die Exazerbation einer
rheumatoiden Arthritis beobachtet (Baker, 1982). Diese klinischen Zusammenhinge zeigen, dass
das Nervensystem beim Unterhalt, vielleicht aber auch ursidchlich an autoimmunen
Gelenkerkrankungen beteiligt ist. Die pathologische Aktivierung afferenter und efferenter
Bahnen des peripheren Nervensystems fiihrt zu einer Freisetzung von bioaktiven Substanzen wie
den Neuropeptiden Substanz P (SP) und Calcitonin gene-related peptide (CGRP), deren Wirkung
auf Mastzellen, Immunzellen und Zellen der glatten Muskulatur der Gefil3e eine Entziindung
hervorruft. Diese resultierende Entziindung ist durch Erythem, Hyperimie, Odem und
Hypersensibilitdt/Schmerz gekennzeichnet. Dieses Phidnomen, dass Entziindungszeichen von

neuralen Strukturen ausgehen, wurde als neurogene Entziindung bezeichnet.

Ein wichtiger neuronotropher Mediator ist ,,Nerve Growth Factor* (NGF). Dieses Molekiil
reguliert die Entwicklung, Differenzierung und Aufrechterhaltung von sensorischen und
sympathischen Neuronen aus dem Neuralkamm. Erhohte NGF-Konzentrationen wurden bei
verschiedenen entziindlichen Erkrankungen und bei experimentellen Tiermodellen gefunden.
Auch bei der Schmerzentstehung und Entwicklung von iiberschieenden Schmerzen im Sinne der

Hyperalgesie spielt NGF eine wichtige Rolle. Zusitzlich ist NGF auch in die pathobiochemischen



Prozesse der neurogenen Entziindung involviert: zum einen indirekt iiber die Fahigkeit, die
Neuropeptid-Synthese zu stimulieren (Amann et al., 1996; Edwards et al., 1988b; Lindsay und
Harmer 1989) und zum anderen direkt tiber seine modulierende Wirkung auf Zellen des
Immunsystems (Aloe et al., 1997).

NGF hat viele Funktionen im peripheren Nervensystem, sowie im endokrinen- und
Immunsystem. Es wire deshalb denkbar, dass die pharmakologische Antagonisierung von NGF

eine neue therapeutische Strategie bei autoimmunen Erkrankungen darstellt.

Diese Arbeit untersucht als Metaanalyse die NGF-Beteiligung an entziindlichen und nicht
entziindlichen Prozessen, sowie an der Schmerzentstehung bei rheumatischen Erkrankungen. Die
Funktion von NGF, seine Interaktion mit dem Immunsystem, den Mediatoren der neurogenen

Entziindung und Zytokinen sollen erdrtert und potenzielle Therapieansétze diskutiert werden.



2 Material und Methoden

Fiir diese Metaanalyse wurden elektronische Datenbanken wie Medline und Medpilot sowie die
deutsche Zentralbibliothek fiir Medizin in K6ln und die Bibliotheken in Basel und Bern
herangezogen. Zur Recherche wurden folgende Suchbegriffe angewendet: NGF, arthritis,
neurogenic inflammation, rheumatoid arthritis, osteoarthritis, collagen arthritis, arteriitis,
psoriasis, Sjogren syndrome, systemic lupus erythematosus, gout, osteoporosis, lower back pain,
lumbar disc herniation, nerve root compression, spondarthritis, algoneurodystrophy,
fibromyalgia, pain, therapy, antagonist, Kawasaky syndrome, cytokine etc.. Uberpriift wurden ca.
800 Zusammenfassungen in englischer und deutscher Sprache, wovon 320 als Volltext
durchgearbeitet wurden.

Beziiglich der entziindlich-rheumatischen Erkrankungen wurden alle Artikel, die bis
einschlieBlich 2005 erschienen sind, beriicksichtigt. Die Vorgeschichte und allgemeinen
Erkenntnisse von NGF betreffend wurden die wichtigsten Zusammenhénge bis 2005

zusammengestellt.
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3 Nerve Growth Factor

3.1 Historisches zu NGF

Die Geschichte von NGF begann 1948, als Elmer Bueker, ein Student von Viktor Hamburger,
nach Implantation eines kleinen Fragmentes eines malignen Maus-Tumors ( Sarkoma 180 und
37) in Hilhnerembryonen beobachtete, dass eine erhebliche Invasion von sensorischen
Nervenfasern den Tumor und die peripheren Ganglien auf der implantierten Seite deutlich grofler
waren, als auf der Gegenseite (Bueker, 1948). 1951 wurden die Experimente von Viktor
Hamburger und Rita Levi-Montalcini fortgesetzt und sie stellten fest, dass das implantierte
Gewebe im Hiithnerembryo eine um das 6-fache gesteigerte Grof3e der paravertebralen Ganglien,
deutlich weniger der Spinalganglien, bewirkte. Die zuvor von Ramoén y Cajal durchgefiihrten
umfangreichen Untersuchungen des Nervensystems bei Hiihnerembryonen mit der von ihm
entwickelten Silber-spezifischen Firbetechnik war bei den Untersuchungen von Rita Levi-
Montalcini weiterverwendet und optimiert worden. Nach weiteren Versuchen demonstrierte Rita
Levi-Montalcini die Anwesenheit eines 16slichen Wachstumsfaktors, das in dem Sarkomgewebe
sezerniert und iiber Diffusion die sensorischen und sympathischen Nervenzellen des Embryos zu
erheblichem Wachstum anregte (Levi-Montalcini und Hamburger, 1951; Levi-Montalcini, 1952).
1952 gab sie diesem Faktor den Namen NGF. 1986 erhielt Rita Levi-Montalcini mit Stanley
Cohen zusammen den Nobelpreis fiir Physiologie/Medizin.

Die Isolierung von NGF gelang beiden zunidchst aus Kulturen sympathischer Ganglien (Cohen et
al., 1954; Cohen und Levi-Montalcini, 1956; Cohen, 1959; Cohen, 1960). Zusammen entdeckten
sie andere Quellen fiir NGF: vor allem aus der Giftdriise von Schlangengift und den
submaxilldren Speicheldriisen der ménnlichen Maus. Aus der zunehmenden Gewinnung von
NGF aus exokrinen Driisen wie die Giftdriise der Schlange (Angeletti, 1968; Bailey et al., 1975;
Cohen ,1959; Hogue-Angeletti et al., 1976), Prostata des Meerschweinchens (Chapman et al.,
1981; Rubin und Bradshaw, 1981), Samen und Samenblasen von Bullen (Harper et al., 1982;
Hofman und Unsicker, 1982) und submaxilldren Speicheldriise der siidafrikanische Ratte
(Mastomia natalensis) (Aloe et al., 1981; Darling und Fahnestock, 1988) fiihrte zu der
Moglichkeit, die Effekte von NGF weiter zu charakterisieren und iiber die Herstellung von NGF-
Antikorpern weitere Erkenntnisse zu gewinnen. Die Isolierung von cDNA Klonen fiir Maus-NGF

(Scott et al., 1983; Ullrich et al., 1983) fiihrte zum Klonen von NGF-Genen des Menschen, von
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Rindern, Affen, Ratten und des Meerschweinchens (Ebendal et al., 1986; Fahnestock und Bell,
1988; Meier et al., 1986; Schwarz et al., 1989; Ullrich et al., 1984; Whittemore et al., 1988; Wion
et al., 1986), wobei sich zeigte, dass eine erstaunliche Homologie von NGF-Sequenzen zwischen
den verschiedenen Spezies besteht. Allerdings steht diese Homogenitidt im Widerspruch zu der

geringen immunologischen Kreuzreaktivitit zwischen den NGF's der verschiedenen Arten.

3.2 Struktur von NGF

Die ersten Erkenntnisse iiber die Struktur, Synthese und biologische Aktivitit von NGF sind viele
Jahre lang durch die Gewinnung von NGF aus den Speicheldriisen der ménnlichen Maus
gesammelt worden. Dieses NGF hat einen Sedimentationskoeffizienten von 7S, von dem ein
Molekulargewicht von 140000 kalkuliert wurde (Varon et al., 1968). Der Komplex setzt sich aus
drei Untereinheiten zusammen (Server und Shooter, 1977): a, f und y. Die meist untersuchte
Untereinheit ist das B-NGF, welches durch zwei Forschungsgruppen Ullrich et al. (1983), sowie

Scott et al. (1983) isoliert wurde.

B-NGF ist in dem 7S-Komplex als nicht-konvalent gebundenes Dimer mit einem
Molekulargewicht von 26000 enthalten und ist ein 12.5-kDa Protein, das alle erhaltenden und
wachstumsfordernden Aktivititen des NGF besitzt. Es ldsst sich in zwei identische Ketten von
118 Aminosiduren spalten (Varon und Shooter). Sowohl die Monomere, als auch das Dimer sind
biologisch aktiv (Frazier et al., 1973a; Stach und Shooter, 1974). Jede Kette enthilt drei Disulfid-
Verbindungen (S-S), deren Reduktion den vollstindigen Verlust der biologischen Aktivitét
verursacht (Greene und Shooter, 1980; Thoenen und Barde, 1980). Wihrend die Tyrosin-Anteile
nicht fiir die Aktivitdt benotigt werden, sind die Tryptophan-Anteile wichtig fiir die biologische
Funktion, denn ihre Oxidierung verursacht den Verlust der Aktivitit und der Bindung an den
Rezeptor (Cohen et al., 1980; Frazier et al., 1973b). Es existiert eine glykolysierte Form in
geringen Mengen in der Speicheldriise der Maus, die sich in ihrer Aktivitét nicht von der nicht-

glykolysierten Form unterscheidet (Murphy et al., 1989).

Die zwei y-Untereinheiten des 7S NGF Komplexes sind fiir die proteolytische Wirkung
verantwortlich (Greene et al., 1969). Diese Untereinheit gehort zu der Kallikrein-Familie von

Trypsin-dhnlichen Proteasen (Evans und Richards, 1985; Thomas et al., 1981a; Ullrich et al.,
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1984). Die y-Untereinheit hat wie andere Kallikreine ein Molekulargewicht von 26000 und ist
glykolysiert. Sie hat in hohem Mal3e elektrophoretische Heterogenitit: bis zu 6 verschiedene
Formen sind nachgewiesen worden (Stach et al., 1976;Thomas et al., 1981b). Diese Formen
bestehen aus zwei bis drei Ketten, die durch Disulfid-Briicken verbunden sind. Die Esterase-
Aktivitét aller Formen ist dquivalent (Server und Shooter, 1977). Diese Heterogenitit hat nichts
mit verschiedenen Produktionsquellen in verschiedenen Geweben zu tun, denn alle 6 Formen
sind gleichzeitig in der submandibulédren Driise der Maus nachgewiesen worden (Stach et al.,
1976; Thomas et al., 1981b). Der 7S-Komplex des NGF ist mit der y3 -Form (eine Form mit drei
Ketten) die stabilste (Nichols und Shooter, 1983; Thomas et al., 1981b). Die y-Untereinheit ist an
der Entwicklung des B-NGF-Vorldufers beteiligt. Das C-Ende dieses Vorldufers besteht aus den
Aminosdure-Sequenzen Arg-Arg-Gly. Die y-Einheit spaltet zwischen den Arg-Arg-Residuen des
B-NGF-Vorldufers die Verbindung , setzt somit ein Dipeptid mit C-Ende frei und bleibt am C-
Ende Arg von B-NGF gebunden (Berger und Shooter, 1977; Bothwell und Shooter, 1978). Bei
Entfernung des Arg am C-Ende des B-NGF wird die Bindung der y-Untereinheit an das B-NGF
und somit die Bildung des 7S-Komplexes verhindert (Bothwell und Shooter, 1978; Greene et al.,
1968; Moore et al., 1974).

Die Nukleotid-Sequenz der a-Untereinheit hat eine groBe Ahnlichkeit mit der y-Untereinheit
und gehort somit auch zu den Kallikreinen (Evans und Richards, 1985; Isackson und Brandshaw,
1984). Wie die y-Untereinheit ist auch die a-Untereinheit glykolysiert und ist in 4 verschiedenen
2-kettigen Molekiilen nachgewiesen worden (Isackson, 1987). In jedem 7S-Komplex sind 2 a-
Einheiten vorhanden, sodass die Stochiometrie des 7S-NGF o,y betrdgt (Server und Shooter,
1977). Die a-Untereinheit besitzt keine enzymatische Aktivitit. Es wird angenommen, dass sie [3-

NGF vor der Proteolyse schiitzt und seine biologische Aktivitit reguliert.

Erst das Klonen von Miuse-, Rinder-, Hithner- und Menschen-NGF, sowie die Analyse der
Aminosdure-Sequenzen erlaubten einen Vergleich der Sequenzen verschiedener Spezies. Dabei
zeigte sich eine extrem hohe Erhaltung wihrend der Evolution. Von den 118 Aminosiuren des -
NGF bei der Maus sind nur 16 beim Rind und 19 beim Huhn verindert (Meier et al., 1986). Auch
beim Menschen sind die Nukleotid-Sequenzen denen der Maus sehr dhnlich (Ullrich et al., 1983).
Das menschliche NGF hat als C-Ende Arg-Arg-Ala, das der Maus Arg-Arg-Gly und kann somit

von der y-Untereinheit gespalten werden. Bei sehr dhnlichem Aufbau des NGF bei den



13

verschiedenen Spezies ist dennoch die immunologische Kreuzreaktivitit sehr gering. Dies ist
wahrscheinlich darauf zuriick zu fithren, dass die unterschiedlichen Aminosduren nicht vereinzelt,
sondern in Clustern auftreten. Diese Verdnderungen sind nahezu ausschlieflich in den
hydrophilen Doméinen lokalisiert (Meier et al., 1986). Nur eine der hydrophilen Doménen ist bei

allen bisher untersuchten Spezies streng identisch (Meier et al., 1986).

3.3 Biosynthese von NGF

Die Struktur, Biosynthese und biologische Aktivitdt von NGF wurde intensiv bei der Maus
untersucht, weil in der submandibuldren Driise der Maus auBBergewohnlich hohe Konzentrationen

von NGF vorhanden sind.

B-NGF

Das Gen fiir das ausgereifte NGF der Maus, als B-NGF bekannt, umfasst mehr als 43 kb und
besteht aus 5 Exons, die durch 4 Introns getrennt sind (Selby et al., 1987b). Das NGF-Gen
existiert sowohl bei der Maus, als auch beim Menschen als eine einzelne Kopie des Genoms und
ist bei der Maus auf dem Chromosom 3 und beim Menschen auf dem kurzen Arm des
Chromosoms 1 lokalisiert (Francke, 1983; Zabel et al., 1985).

Bei der Maus existieren zwei grofie und zwei kleine Transkripte von B-NGF (Selby et al., 1987b).
Eines der groflen Transkripte (Transkript A, welches den langen Precursor kodiert) wird
tiberwiegend in der submaxilldren Driise der Maus und in der Plazenta anderer Spezies
nachgewiesen, wihrend das andere gro3e Transkript (Transkript B, welches den kleinen
Precursor kodiert) in anderen Geweben dominiert. Beide Precursoren enthalten die gleiche NGF-
Code-Sequenz nahe ihrer 3’Enden und differieren am 5’Ende. Die zwei kleineren Transkripte
sind den zwei groeren dhnlich: Transkript C dhnelt A und Transkript D dhnelt B. In der
submaxilldren Driise der Maus iiberwiegt Transkript A, in den meisten anderen Geweben
tiberwiegt Transkript B. In dieser Driise der Maus betrédgt der Anteil der Transkripte C und D
weniger als 1% der NGF mRNA, aber im Kortex und Herzen immerhin 5%-10% der gesamten
NGF mRNA. In anderen Geweben sind beide kleinen Transkripte nur spérlich nachweisbar. Alle
Transkripte enthalten am 3’-Ende dieselbe Sequenz fiir das reife NGF. Die Funktion der
verschiedenen Precursoren und das Uberwiegen verschiedener Formen in verschiedenen

Geweben sind bisher noch unklar.
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Es war Jahre lang sehr schwierig, die Biosyntheseschritte von 3-NGF mittels
Immunoprizipitation zu untersuchen, denn die gegen das ausgereifte NGF gerichteten Antikorper
waren selten in der Lage, den NGF-Precursor oder seine Zwischenprodukte zu prézipitieren,
insbesondere in zellfreien Translations-Systemen (Dicou et al., 1986; Thoenen und Barde, 1980).
Das B-NGF-Protein wird als langer Precursor (prepro-NGF) synthetisiert, der am N- und C-Ende
zum ausgereiften NGF entwickelt wird. Ein relativ stabiler Precursor mit einem
Molekulargewicht von 22000 wurde nachgewiesen (Berger und Shooter, 1977). Durch
Anwendung verschiedener Antikorper haben Darling et al. (1983) eine Vielzahl von B-NGF
Vorldufern identifiziert mit Molekulargewichten von 35000, 29000, 22000, 19000 und 13000
MW. Das ausgereifte f-NGF-Molekiil entsteht durch Spaltung bei Lys-Arg (-2 zu -1) am N-Ende
und zwischen Arg-Arg bei 118-119 am C-Ende.

v-NGF

Die Biosynthese der y-Untereinheit stammt vom mGK-3 Gen (Evans und Richards, 1985) als
einkettiges Zymogen, welches die Spaltung am N-Ende eines Peptides zur Aktivierung bendtigt.
Es wird dann, wie schon erwihnt, in 2- und 3-kettige Formen gespalten.

Die y-Untereinheit scheint fiir die Entwicklung des B-NGF-Precursors durch Spaltung am N-Ende
des pro-NGF wichtig zu sein. Berger und Shooter (1977) wiesen die Spaltung des 22000
Molekulargewicht Precursors zum NGF-Molekiil durch die y-Einheit nach. Ebenso wurde in vitro
nachgewiesen, dass die y-Einheit Zwischenprodukte von 22000 und 18000 Molekulargewicht,
sowie ausgereiftes NGF aus den 34000 und 29000 MW Precursor produzieren kann (Jongstra-
Bilen et al., 1989). Edwards et al. (1988a; 1988b) zeigten, dass sowohl der lange, als auch der
kurze Precursor zum ausgereiften B-NGF durch stochiometrische Mengen an der y-Untereinheit

gespalten werden.

a-NGF

Die a-Untereinheit wird vom mGK-4 Gen synthetisiert (Evans und Richards, 1985). Die prepro-
a-Untereinheit ist ein einkettiges Molekiil von 30000 Molekulargewicht, wihrend die pro-o-
Untereinheit glykolysiert ist und ein Molekulargewicht von 32000 hat (Darling et al., 1983). Die
pro-a-Untereinheit wird an zwei Stellen gespalten und wird somit zum ausgereiften a-NGF,
welches als Ketten mit 16000 und 10000 Molekulargewicht existiert und durch Disulfidbriicken

verbunden ist. Im Gegensatz zu der y-Untereinheit, wird die a-Unterheit keiner Zymogen-
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Aktivierung unterzogen. Dies ist wahrscheinlich darauf zuriickzufiihren, dass an der Position -1
Arginin durch Glutamin substituiert wird und am N-terminalen Ende vier Aminoséduren fehlen
(Isackson und Brandshaw, 1984; Isackson et al., 1984). Diese Unterschiede haben wahrscheinlich

den Verlust der biologischen Funktion zur Folge.

3.4 Rezeptoren von NGF

Die Wirkungsentfaltung von NGF findet iiber die Bindung an Zelloberflachen-Rezeptoren statt,
von denen zwei Arten bekannt sind. Der Rezeptor p75 mit niedriger Affinitit (~75 kDa), der auch
alle anderen Neurotrophine binden kann. Dieser Rezeptor gehort zu der Familie der Zytokin-
Rezeptoren, zu der auch zwei TNF Rezeptoren, das Fas Antigen, die T-Zell Antigene OX40,
CD27 und 4-1BB, sowie die B-Zell Antigene CD40 und CD30 gehoren (Mallett und Barclay,
1991). Er hat eine niedrigere Affinitédt und eine schnelle Ablosung von NGF. Die zweite
Rezeptorklasse gehort zu der Familie der Tyrosin Kinase Rezeptoren und zeigt eine hohere
Spezifitit fiir seine Liganden (transmembrandse Tyrosinkinase ~140 kDa ) (Barbacid, 1993;
Green et al., 1986; Meakin und Shooter, 1992). Diese Klasse hat {iberlappende Spezifititen im
Hinblick auf die Bindung von Neurotrophinen. TrkA bindet selektiv NGF und scheint fiir das
Erreichen der vollen biologischen Wirkung notwendig zu sein (Hempstead et al., 1991; Kaplan,
1991b; Klein et al., 1991a; Loeb et al., 1991). TrkB bevorzugt die Bindung von BDNF und NT-
4/5 (Ip et al., 1993) und TrkC zeigt eine hohe Affinitit zu NT-3 und scheint seine biologische
Wirkung zu vermitteln (Ip et al., 1993; Lamballe et al., 1991).

Wie die beiden Rezeptoren miteinander agieren ist noch nicht vollstdndig verstanden. Die
Tyrosin Kinase Aktivitdt von TrkA erscheint auch ohne die Anwesenheit von p75, zumindest in
mit TrkA transfizierten Zellen, was die Vermutung nahe legt, dass die Signaltransduktion von
TrkA nicht den p75-Rezeptor bendtigt (Klein et al., 1991a; Kaplan et al., 1991a). Aber in einigen
Untersuchungsreihen wurde auch beobachtet, dass p75 als Co-Rezeptor fiir die Funktion der Trk-
Rezeptoren fungiert

(Barker und Shooter, 1994; Hantzopoulos et al., 1994; Mahadeo et al., 1994; Verdi et al., 1994).
Zum Beispiel konnte die Transfektion von p75-Rezeptor cDNA in PC12 Zellen, die zuvor
Rezeptor-negativ waren, die Bildung beider Rezeptortypen induzieren (Hempstead et al., 1989).
Auch bei Medulloblastomzellen, die nicht auf NGF ansprechen, bewirkte die p75 Transfektion
sowohl die Bildung beider Rezeptor-Typen, als auch die Ansprechbarkeit dieser Zellen auf NGF
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(messbar durch die gesteigerte Produktion von c-fos mRNA) (Pleasure et al., 1990). Zumindest in
einigen Zellen scheinen TrkA und p75 miteinander zu agieren, um die High-Affinity-Bindung
von NGF zu optimieren. In einigen Studien wurde gezeigt, dass der p75-Rezeptor mit dem TrkA-
Rezeptor interagiert und dabei die Aktivitit der intrazelluldren Signale des TrkA bremsen oder
steigern kann (Barker, 1998; Bibel et al., 1999; Ip et al., 1993; MacPhee und Barker, 1997). In
einigen Untersuchungsreihen wurde gezeigt, dass fiir NGF die Bindung an den TrkA-Rezeptor
durch p75 gesteigert wird (Barker et al., 1994; Hantzopoulos et al., 1994; Mahadeo et al., 1994;
Verdi et al., 1994). Andererseits wurde aber auch gezeigt, dass der p75-Rezeptor die
Internalisierung des NGF-TrkA-Komplexes reduzieren kann (Gargano et al., 1997).

Der Nachweis der Rezeptor-Expression verschiedener Zellen konnte mit Hilfe von
unterschiedlichen Methoden gelingen: Bindung durch markiertes '2I_NGF, durch monoklonale
Antikorper gegen den Rezeptor, in situ Hybridisierung mit Nachweis von mRNA, die die
verschiedenen Rezeptorarten kodiert, und durch den retrograden Transport entweder des '*I-

NGF oder des monoklonalen Antikorpers gegen p75 (als Review siehe Barker und Murphy,
1992).

Der p75-Rezeptor

(als Review siehe Barker und Murphy, 1992)

Uber die Entwicklung monoklonaler Antikorper konnte der p75-Rezeptor charakterisiert werden,
wovon vor allem der ME20.4 Antikorper zur Analyse der p75- Expression beim Menschen und
Primaten genutzt wird (Ross et al., 1984).

Der Rezeptor besteht aus einer extrazelluldren, transmembranen und intrazelluliren Domaine. Es
ist aber auch eine abgespaltene, 16sliche Form des Rezeptors beschrieben worden, die
anscheinend die extrazellulire Domaine enthilt (DiStefano und Johnson, 1988). Diese
abgespaltene Form wird in vitro von Schwannschen Zellen, PC12 Zellen, sympathischen
Neuronen vom Zervikalganglion und in vivo im Urin, Plasma und in Amnionfliissigkeit beim
Menschen und Ratten gefunden (DiStefano und Johnson, 1988; Zupan et al., 1989). Seine
physiologische Bedeutung ist nicht geklirt, aber NGF, BDNF und NT-3 gehen Bindungen auch
mit dieser Form ein (Rodriguez-Tébar et al., 1990; Squinto et al., 1991). AuB3er der Interaktion
mit dem Trk-Rezeptor hat der p75-Rezeptor auch eine eigene Signal-Wirkung. Seine
intrazelluldre Domaine, die als ,,death domain* bezeichnet wird, wirkt als apoptotischer Faktor

(Casaccia-Bonnefil et al., 1996; Frade et al., 1996; Majdan et al., 1997). Vom p75-Rezeptor



17

wurde nachgewiesen, dass er die Apoptose in kultivierten sympathischen Neuronen (Bamji et al.,
1998), Motoneuronen (Sedel et al., 1999), sensorischen Neuronen (Barrett und Bartlett, 1994)
und Oligodendrozyten (Casaccia-Bonnefil et al., 1996) induziert.

Der p75-Rezeptor wurde in vielen neuralen und nicht-neuralen Geweben nachgewiesen (Review
von Barker und Murphy, 1992). Er wird in Neuronen, die NGF-abhingig sind, in vitro und in
vivo exprimiert. Sensorische und sympathische Neurone des Neuralkammes, sowie cholinerge
Neurone im reifen ZNS. Wihrend der Embryonalentwicklung ist p75 in parasympathischen
Ganglien, im Pons und in der Medulla zu finden. Aber auch in nicht-neuralen Zellen ist p75
reichlich vertreten, in Zdhnen, Hoden, im Thymus, im Tractus opticus, in Schwannschen Zellen
und in epithelialen Zellen um Haarfollikel (Barker und Murphy, 1992). Welche Rolle dieser
Rezeptor in diesen vielen nicht-neuralen Geweben spielt ist unbekannt.

NGF Applikation fiihrt zur Uberexpression der p75 mRNA in vitro und steigert die Anzahl beider
Rezeptorenarten (p75 und TrkA) in PC12 Zellen (Bernd und Greene, 1984). In vivo steigert NGF
die Menge an p75 mRNA in cholinergen Neuronen des ZNS (Higgins et al., 1989), sowie in

sensorischen und sympathischen Zellen (Miller et al., 1991).

Der Trk-Rezeptor

Vom Trk Rezeptor ist bekannt, dass er notwendig ist, um die volle biologische Wirkung von
NGF zu vermitteln (bei NGF ist es der TrkA). Uber die Bindung des NGF an den Rezeptor wird
eine Signalkaskade in Gang gesetzt. Es kommt zur Rezeptor-vermittelten Endozytose, wobei der
Rezeptor-NGF-Komplex als Vesikel retrograd zu den Zellkorpern transportiert wird und dort
iber die Phosphorylierung anderer Proteine im Zellkern die Gentranskription verschiedener
Proteine und Enzyme induziert (Ehlers et al., 1995; Grimes et al., 1996; Hendry et al., 1974a;
Korsching und Thoenen, 1983; Stockel et al., 1975).

Verge et al. (1989; 1992) fanden, dass im adulten Organismus ca. 40% der Neurone der dorsalen
Waurzelganglien den TrkA-Rezeptor exprimieren. Mu et al. (1993) stellten fest, dass der TrkA
von kleinkalibrigen Neuronen exprimiert wird, die ca. 40% der dorsalen Wurzelganglien thorakal
und lumbal ausmachen. AuBlerdem fanden sie die Isoformen TrkB und TrkC auf Neuronen
groferen Durchmessers bei knapp 10% der Neuronenpopulationen.

McMahon et al. (1994) untersuchten ausgereifte sensorische Neurone bei adulten Ratten auf alle

drei Isoformen hin. Auch sie fanden, dass 3% der TrkA- positiven dorsalen Wurzelganglien einen

kleinen Durchmesser haben (<30um). Die meisten davon sind nicht myelinisiert und innervieren
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periphere Nociceptoren, was dann wiederum die Schmerzentstehung durch NGF {iber den TrkA-
Rezeptor erkldren wiirde. Der TrkC-Rezeptor wurde von McMahon fast ausschlielich bei
groflkalibrigen Neuronen gefunden (90% >30um). Die meisten von ihnen stellen AB-Fasern dar
und innervieren Rezeptoren mit niedriger Schwelle in Haut und Muskulatur. TrkC bindet speziell
NT-3, was reichlich in peripheren Geweben anzutreffen ist (Maisonpierre et al., 1990; Rosenthal
et al., 1990).

In viszeralen Afferenzen von Beckennerven sind TrkA und TrkB in fast allen Nervenzellen
anzutreffen, aber kein TrkC (McMahon et al., 1994). Dafiir war in den Muskelafferenzen
reichlich TrkB und TrkC anzutreffen und selten TrkA. Die Afferenzen der Haut zeigen
Nervenzellen mit allen drei Rezeptortypen.

Im ZNS werden sowohl der TrkA- als auch der p75-Rezeptor in den cholinergen Neuronen des
basalen Vorderhirns exprimiert (Holtzman et al., 1992; Holtzman et al., 1995; Koh und Higgins,
1991).

Der fiir NGF spezifische Rezeptor TrkA ist nicht nur bei Nervenzellen, sondern auch bei einer
Vielzahl nicht-neuronaler Zellen zu finden. Hieraus erklért sich die Wirkung von NGF auch auf
Zellen des Immunsystems und des endokrinen Systems.

CD4"T-Helfer Zell-Klone bei Miusen exprimieren den biologisch aktiven TrkA-Rezeptor, wenn
sie durch ein Antigen aktiviert werden (Ehrhard et al., 1993b; Ehrhard et al., 1994). Auf
menschlichen B- und T-Lymphozyten (Otten et al., 1989) sowie Monozyten (Ehrhard et al.,
1993a) im Blut ist der TrkA beim Menschen nachgewiesen worden. Der hochaffine Rezeptor fiir
NGF wird auch auf Mastzellen exprimiert (Horigome et al., 1993).

Die synovialen Fibroblasten beim Menschen exprimieren sowohl unter physiologischen, als auch
unter entziindlichen Bedingungen den TrkA-Rezeptor (Manni et al., 2003).

Basale Keratinozyten beim Menschen synthetisieren und exprimieren NGF (Pincelli et al., 1994)
und tragen sowohl den TrkA- als auch den p75-Rezeptor (Johnson et al., 1986; Kaplan et al.,
1991a).

3.5 Pro-NGF

Die Translation des NGF-Proteins findet durch alternative Spaltung der zwei gro8en Transkripte

statt. So entstehen 34kDa und 27kDa prepro-NGF-Produkte (Precursor).
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Auch andere Precursorformen von 31kDa, 24kDa und 53kDa sind in vitro und in vivo
nachgewiesen worden (Bresnahan et al., 1990; Dicou et al., 1986; Dicou et al., 1992; Edwards et
al., 1988b; Lakshmanan et al., 1988; Reinshagen et al., 2000; Yiangou et al., 2002).
Prepro-NGF wird im endoplasmatischen Retikulum zu pro-NGF-Formen von 32kDa und 25kDa
reduziert (Darling et al., 1983; Edwards et al., 1988b; Selby et al., 1987; Ullrich et al., 1983). Die
N-Glykolysierung von pro-NGF steuert zur effizienten Proteinexpression bei (Suter et al, 1991)
und ist wahrscheinlich fiir den Austritt des pro-NGF aus dem endoplasmatischen Retikulum
wichtig (Seidah et al., 1996). Posttranslational wird pro-NGF sowohl am Amino-, als auch am
Carboxyl-Ende verstoffwechselt und wird so zum reifen, biologisch aktiven NGF mit 13.2kDa
(Darling et al., 1983). Verschieden grofle Zwischenprodukte sind bei der Maus und der Ratte
nachgewiesen worden. Dazu gehoren Zwischenprodukte von 27-29kDa (Darling et al., 1983;
Dicou et al., 1986), ein stabiles Zwischenprodukt von 22-24kDa (Berger und Shooter, 1977;
Chen et al., 1997; Dicou, 1992) und von 18-19kDa (Darling et al., 1983; Dicou, 1989). In vielen
Geweben, in denen zum Teil kein reifes NGF vorhanden ist, konnte pro-NGF nachgewiesen
werden. Dicou et al. (1986) wiesen zwei verschiedene pro-NGF-Formen in der Schilddriise und
der Nebenschilddriise bei Ratten nach. Chakrabarti et al. (1990) fanden bei diabetischen und
gesunden ausgewachsenen Ratten sowohl NGF, als auch pro-NGF in der Retina. Dabei war die
Nachweishéufigkeit und die Verteilung von NGF und pro-NGF bei beiden Gruppen gleich.
Delsite und Djakiew (1999) wiesen in Stromazellen der menschlichen Prostata Precursoren mit
36kDa und 27kDa zusammen mit der teilweise weiter verstoffwechselten pro-NGF-Form von
22kDa nach. Im Gegensatz dazu war das reife B-NGF nicht vorhanden. Pro-NGF konnte bei
Ratten in den Hinterhornganglien, im Riickenmark selbst, im Kolon (Reinshagen et al., 2000),
sowie in Haarfollikeln (Yardley et al., 2000) nachgewiesen werden. Yiangou et al. (2002)
untersuchten Nervengewebe der Haut von Patienten und Ratten mit subklinischer diabetischer
Neuropathie und wiesen einen 53kDa groB3en Precursor nach, der wahrscheinlich dem prepro-
NGF entspricht. Dieser Precursor war bei den Patienten mit diabetischer Neuropathie erniedrigt.
Die Untersucher konnten zusitzlich zeigen, dass interessanterweise im entziindlich verdanderten
Kolongewebe von Patienten mit Morbus Crohn das 53kDa Molekiil vermehrt exprimiert wurde.
Nicht nur in peripheren Geweben, sondern auch im ZNS ist pro-NGF vorhanden. Im Gehirn bei
Mausen, Ratten und auch beim Menschen existiert ein 32kDa pro-NGF und nur geringe Mengen
an reifem NGF (Fahnestock et al., 2001). Bei Morbus Alzheimer wurden in den Neuronen des

basalen Vorderhirns deutlich hohere Mengen an pro-NGF als bei Gesunden gefunden
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(Fahnestock et al., 2001). Peng et al. (2004) konnten eine Korrelation zwischen der zunehmenden
Hohe von pro-NGF im parietalen Cortex bei Alzheimerpatienten und der Abnahme kognitiver
Fahigkeiten aufzeigen.

Die Funktion der Precursoren und ihrer Zwischenprodukte ist bisher noch nicht gut verstanden.
Zunéchst nahm man an, dass der Precursor lediglich eine Vorstufe in der Entstehung von NGF ist
und keinerlei biologische Aktivitit besitzt. Aber im Laufe vieler Untersuchungsreihen stellte sich
heraus, dass pro-NGF und seine Zwischenprodukte durchaus biologisch wirksam sein konnen.
Bei Morbus Alzheimer degenerieren cholinerge Neurone, die NGF internalisieren und
axoplasmatisch transportieren. Folglich miisste reifes B-NGF akkumulieren. Bei dieser
Erkrankung wurde aber in erhohten Konzentrationen pro-NGF nachgewiesen, wihrend B-NGF
nicht nachweisbar war (Fahnestock et al., 2001). Diese Beobachtung legt die Vermutung nahe,
dass pro-NGF im Gehirn die biologisch aktive Form ist.

Weitere Studien zeigten, dass pro-NGF biologische Aktivitit besitzt. In Bioassays mit PC12
Zellen und Neuronen forderten NGF-Precursoren unterschiedlicher Lange das Neuritenwachstum
(Lakshmanan et al., 1989; Saboori und Young, 1986; Suter et al., 1991). Chen et al. (1997)
gewannen aus runden Spermatiden der Ratte pro-NGF in der Molekiilgroe von 31kDa und
22kDa. Der groflere Precursor forderte das Neuritenwachstum bei PC12 Zellen und zusétzlich
auch das Uberleben von Sertolizellen. Der kleinere Precursor war biologisch weniger wirksam.
Rekombiniertes, spaltungsresistentes pro-NGF konnte das Wachstum von Neuriten sowohl an
PC12 Zellen, als auch an sympathischen zervikalen ganglioniren Neuronen und ihr Uberleben
bewirken (Fahnestock et al., 2004). Dabei war die biologische Aktivitidt im Vergleich zu B-NGF
um ca. das Fiinffache niedriger. Andere Untersucher fanden die neurotrophe Aktivitit von pro-
NGF &hnlich ausgeprigt wie beim ausgereiften f-NGF (Chen et al., 1997; Rattenholl et al.,
2001). Das synthetisierte pro-NGF bindet den TrkA-Rezeptor und 16st die Phosphorylierung in
nahezu derselben Aktivitit wie das reife NGF aus (Fahnestock et al., 2004). Die beschriebenen
Untersuchungsergebnisse lassen vermuten, dass pro-NGF neurotroph wirksam ist. Im Gegensatz
dazu, wiesen Lee et al. (2001) bei ihrem rekombinierten pro-NGF eine vermehrte Apoptose bei
primdren sympathischen zervikalen Ganglion-Neuronen und glatten Muskelzellen nach. Dieses
pro-NGF hatte eine deutlich hohere Affinitit zum p75-Rezeptor als B-NGF, konnte aber keine
Bindung mit dem TrkA eingehen.

Nach experimentellen Lédsionen von corticospinalen Neuronen bei Ratten wird die Expression

von p75 deutlich gesteigert und die Apoptose beschleunigt (Giehl et al., 2001). Harrington et al.
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(2004) induzierten durch Axotomie der Capsula interna den vermehrten Untergang
corticospinaler Neurone bei Ratten. Auch in dieser Studie war die Expression des p75-Rezeptors
erhoht. Bei Tieren, die homozygot fiir das Fehlen des p75-Gens sind, war der Zelltod dieser
Neurone vollstidndig unterbunden. Gleichzeitig viel eine deutliche Erh6hung von pro-NGF in der
cerebrospinalen Fliissigkeit auf. Bei Zugabe dieser cerebrospinalen Fliissigkeit zu
Oligodendrozyten in Kultur kam es zu vermehrtem Zelltod. Somit scheint das pro-NGF
biologisch aktiv zu sein. Bei Gabe von Antikorpern, die die Bindung von pro-NGF an den p75-
Rezeptor verhinderten, war der Zelluntergang nahezu vollstindig aufgehoben. Ahnliche
Ergebnisse bestanden nach Lisionen des Riickenmarks (Beattie et al., 2002). Demzufolge scheint
pro-NGF der physiologische Ligand fiir den p75-Rezeptor unter pathologischen Bedingungen zu
sein. Uber diese Bindung wird die Apoptose geschidigter Nervenzellen gesteigert. Sortilin (ein
Rezeptor vorrangig fiir Neurotensin) scheint als ein Co-Rezeptor bei der pro-apoptotischen
Wirkung von pro-NGF und p75 zu fungieren (Nykjaer et al., 2004).

Welche Unterschiede in der biologischen Aktivitit zwischen NGF und pro-NGF bestehen und
wie sich die Balance beider beziiglich Apoptose und Uberleben von Zellen verhilt, ist noch offen

und bedarf weiterer Untersuchungen.

3.6 NGF-induzierte Genaktivierung Uber Transkriptionsfaktoren

Die Bindung von NGF an den p75-Rezeptor aktiviert die zelluldre Sphingomyelinase, die dann
nach Hydrolisierung zu einer erhohten Ceramid-Produktion fiihrt (Dobrowsky et al., 1994;
Dobrowsky et al., 1995). Ceramid ist in verschiedene neuronale Mechanismen involviert, die
durch die Bindung von Neurotrophinen an den p75-Rezeptor ausgelost werden. Je nach Hohe der
Ceramidproduktion werden ,,second messenger aktiviert oder inhibiert, so dass ein
bidirektionaler Weg (gesteigertes Uberleben oder Apoptose) moglich ist (Satoh et al., 1988).

Die Bindung von NGF an seine Rezeptoren TrkA und p75 initiiert zum Teil vielfach verzweigte
Signaltransduktionskaskaden, an deren Ende meist die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren
wie NF-kB (Nuclear Factor-kB) stehen. Transkriptionsfaktoren sind Proteine die mit spezifischen
Bindungsstellen innerhalb der Genkontrollregionen (Promotor, Enhancer) interagieren und iiber
die Gentranskription das gesteigerte Uberleben/Zytoprotektion und Differenzierung sicherstellen.
Einige der NF-kB vermittelten Funktionen steuern zur angeborenen und erworbenen Immunitét

bei, andere zur embryonalen Entwicklung, andere wiederum zum Zelltod (Wallach et al., 2002).
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NGF vermittelt iiber die Bindung an seine Rezeptoren die NF-kB Aktivierung nicht nur in
neuralen Strukturen. Zum Beispiel bewirkt die Bindung von NGF an den p75-Rezeptor in
Fibroblasten eine NF-kB Aktivierung. NF-xB ist in fast allen kernhaltigen Zellen vorhanden. Er
ist meist im Zytoplasma an spezifische Inhibitorproteine, sogenannte IkB’s gebunden und inaktiv.
Unterschiedliche Stimuli verursachen eine Aktivierung des IkB-Kinase (IKK)-Komplexes, der
dann wiederum IkB phosphoryliert. Nach Bindung an Ubiquitin, Degradation und proteolytischer
Spaltung wird NF-«kB freigesetzt und in den Zellkern transportiert. Dort bewirkt er als
Transkriptionsfaktor die Expression zahlreicher proinflammatorischer Zytokine (wie TNF, IL-1,
IL-2, IL-6, IL-8, IL-12), die Expression von Adhisionsmolekiilen und auch von vielen Akute-
Phase-Proteinen. Matrix-abbauende Enzyme wie die Matrix-Metalloproteinase 1 (Kollagenase 1)
und Matrix-Metalloproteinase 3 (Stromelysin), die bei der arthritischen Gelenkzerstérung
beteiligt sind (Bondeson et al., 1999), besitzen in ihren Genkontrollregionen Bindungsstellen fiir
NF-«kB.

Zur Aktivierung von NF-kB fiithren -neben Wachstumsfaktoren wie NGF- virale und bakterielle
Infektionen, Zytokine (z.B. TNF und IL-1), chemische und physikalische Reize noxischer
Intensitit (z.B. UV- und ionisierende Strahlung) und Stimulierung des B- und T-

Zellrezeptorsystems.

Einige der Mechanismen der NGF-induzierten Genaktivierung laufen iiber Ras-Proteine, einige
nicht. Uber die Aktivierung der Ras-Proteine wird eine Proteinkinase-Kaskade in Gang gesetzt,
die zur raschen Transkription von Genen (early-response genes, ERGs) fiihrt. Diese wiederum
regulieren iiber ihre Transkriptionsfaktor-Produkte andere Gene (late-response genes, LRGs). Ein
Beispiel fiir die ERGs sind c-fos und c-jun, die nach ihrer Transkription wiederum einen weiteren
Transkriptionsfaktor AP-1 aktivieren. Die verschiedenen Mechanismen sind aber nicht linear zu
betrachten, sondern sind zum Teil miteinander verkniipft und in ein hochkompliziertes Netzwerk
eingebunden, das dann zu Immunantworten, Zellprotektion oder Zelltod, Differenzierung und
Mitogenese fiihrt.

Die verschiedenen Kaskaden sind zu komplex, um sie hier detaillierter zu beschreiben, deshalb
sei der Leser auf verschiedene Reviews verwiesen (Mamidipudi und Wooten, 2002; Szeberényi,
1996; Wallach et al., 2002). Die Erkenntnis iiber die verschiedenen Mechanismen der
Signalproteine und iiber die ,,Entscheidungsmoglichkeiten* des Systems, welcher Weg (Zelltod

oder Protektion) eingeschlagen wird, ist nicht nur von wissenschaftlichem Interesse. Es birgt ein
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enormes therapeutisches Potential bei neurodegenerativen, neuromuskuldren und autoimmunen

Erkrankungen.

3.7 Antagonisten

Antagonisten dienen zum einen dem besseren Verstindnis der verschiedenen Wirkungen von
NGF, zum anderen stellen sie potentielle therapeutische Strategien dar. AuB3erdem war die
Entwicklung von Antikorpern fiir viele NachweiB3verfahren fiir NGF notwendig. Dabei sind zwei
verschiedene Ansitze zu unterscheiden: Antagonisten gegen den TrkA-Rezeptor und

Antagonisten, die NGF neutralisieren. Es sei hier nur auf einige Vertreter verwiesen.

K-252a

Dieser Antagonist, von dem eine Wirkung auf den TrkA-Rezeptor angenommen wird, ist
bekannt, dass er in PC12 Zellen verschiedene Wirkungen von NGF inhibiert (Koizumi et al.,
1988). Dabei ist er so selektiv, dass zwischen den Wirkungen von NGF und denen anderer
Effektoren, wie zum Beispiel Epidermal Growth Factor (EGF) unterschieden werden kann
(Koizumi et al., 1988). Er inhibiert durch NGF induzierte Mechanismen, wie schnell auftretende
membranbasierte Wirkungen (Contreras und Guroff, 1987), sowie auf der Ebene der
Transkription die Produktion von Enzymen (Huff et al., 1981) und ebenso die durch NGF
induzierte Absenkung einiger spezifischer zelluldrer Phosphorylierungsmechanismen (End et al.,
1983). Die Wirkungsweise des K-252a ist nicht ganz klar, denn er hat weder Einfluss auf die
Bindung von NGF an die PC12 Zellen noch auf die Internalisierung von NGF in diese Zellen
(Koizumi et al., 1988). Die Wirkweise dieses Antagonisten zielt auf den Rezeptor, da die
schnellen membranbasierten und von der Transkription unabhingigen Wirkungen von NGF
inhibiert werden (Koizumi et al., 1988). Unter dem Einfluss von NGF differenzieren sich PC12
Zellen zu sympathischen Neuronen-dhnlichen Zellen mit Aussprossung von Neuriten. K-252a
konnte diese NGF-Wirkung komplett unterbinden, bzw. die schon durch NGF induzierte
Neuritenaussprossung wieder riickgéngig machen (Koizumi et al., 1988).

Bei Anwendung des Antagonisten K-252a bei Tiermodellen fiir Psoriasis konnten eindeutige
Besserungen der psoriatischen Hautveridnderungen gezeigt werden (Raychaudhuri et al., 2001;

Raychaudhuri et al., 2004).
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MNAC13

Bei diesem Antagonisten handelt es sich um einen monoklonalen Antikorper, der gegen
menschliches TrkA gerichtet ist, aber auch den Rezeptor bei Ratten erkennt. Er bindet an die
extrazelluldre Domiéne des TrkA und interagiert nicht mit TrkB und TrkC (Cattaneo et al., 1999).
Durch die Implantation von TrkA Antikorper sezernierenden Zellen in das Vorderhirn von Ratten
(Molnar et al., 1997; Molnar et al., 1998; Avignone et al., 1998) konnte die Wirkung von NGF
auf die cholinergen Neurone im Vorderhirn inhibiert werden. Hierbei kam es zu einer erheblichen
Reduktion der GroBe und Anzahl dieser Neurone. Dabei war das entstehende neuronale Defizit
grofer als bei Knock-out-Miusen, denen beide Allele des TrkA-Rezeptors fehlen (TrkA-/-).
Diese Knock-out-Miuse haben eine deutlich niedrigere Reduktion der cholinergen Neurone,
leben aber nur wenige Wochen, sodass der weitere Verlauf nicht beurteilt werden kann.

Der Einsatz dieses Antagonisten wird auch in Zukunft weitere Informationen iiber die Wirkung

der NGF-TrkA-Interaktion ermoglichen.

ALE-0540

Dieser Antagonist verhindert die Bindung von NGF an seinen TrkA-Rezeptor und den p75-
Rezeptor, ohne an NGF selbst zu binden (Owolabi et al., 1999). Er inhibiert nicht nur die
Bindung, sondern auch die Signaltransduktion und die biologische Antwort. Das durch NGF
induzierte Neuritenwachstum dorsaler Wurzelganglienneurone wurde durch ALE-0540
verhindert (Dostaler et al., 1996). AuBlerdem zeigte ALE-0540 iiber den Antangonismus zu dem
NGF-Rezeptor analgetische Wirkung bei Tiermodellen mit neuropathischen Schmerzen (durch
Nervenligatur der spinalen Nerven L5 und L6) und entziindlichen Schmerzen (thermisch-
induziert) (Owolabi et al., 1999). ALE-0540 konnte in Zukunft als analgetischer Wirkstoff bei

neuropathischen und entziindlichen Schmerzzustinden zum Einsatz kommen.

NGF-neutralisierende Antikorper und TrkA-IgG Fusionsproteine

In verschiedenen Tiermodellen mit induzierter Entziindung konnte gezeigt werden, dass diese
Antikorper durch die Neutralisierung von NGF oder aber durch Blockierung des Rezeptors die
Hyperalgesie reduzierten (Lewin et al., 1994; McMahon et al., 1995; Woolf et al., 1994). Im
zentralen Nervensystem konnten anti-NGF Antikorper die Differenzierung cholinerger Neurone
inhibieren (Vantini et al., 1989) und das Aussprossen Acetylcholinesterase-positiver Neurone im

Hippocampus blockieren (Van der Zee et al., 1992; Van der Zee et al., 1995).
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Die Gabe eines TrkA-Antagonisten C(92-96) oder eines monoklonalen anti-NGF Antikorpers
mAK NGF30 konnte bei adulten Ratten die vorbestehenden cholinergen prasynaptischen
Neurone erheblich reduzieren (Debeir et al., 1999). Dies zeigt den noch erheblichen Einfluss von

NGF auf das schon entwickelte, adulte Nervensystem.

3.8 MeBverfahren fiir NGF

Weil die Konzentrationen von NGF in Geweben und Korperfliissigkeiten im allgemeinen sehr
niedrig sind, bedarf es hoch sensitiver Nachweisverfahren. Dabei muss zwischen den
Nachweisverfahren unterschieden werden, die die NGF mRNA, das NGF Protein, oder nur die
Anwesenheit von NGF mittels Anfarbung nachweisen, ohne dass eine genaue Quantifizierung
moglich ist. Zusétzlich gibt es Verfahren, die NGF {iber seine biologische Wirksamkeit an
Neuronen nachweisen. In vielen verschiedenen Untersuchungsreihen wurden zum Teil sehr
unterschiedliche Konzentrationen von NGF nachgewiesen. Ein wichtiger Faktor war die
Entwicklung von spezifischen Antikorpern, die nicht mit anderen Wachstumsfaktoren
kreuzreagieren. Im Serum sind die Konzentrationen von NGF sehr niedrig. Dicou et al. (1993b)
haben nur bei 11 von 108 gesunden Kontrollprobanden NGF im Serum nachweisen konnen. Sie
vermuten, dass die Werte wegen der Bindung von NGF an das Serumprotein o,-Macroglobulin
zu niedrig gemessen werden. Dieses Protein bindet Zytokine und Wachstumsfaktoren wie TNF-q,
IL-1B, 1I-2, IL-6, bFGF, B-NGF, PDGF und TGF-f. Die Zugabe von 1 M Guanidin zum Serum
setzt das gebundene NGF frei (Murase et al., 1992), was die Messwerte um 1.8 fache Menge
ansteigen ldsst (Dicou et al. 1993b). Eine weitere mogliche Erkldrung sind die von Dicou et al.
beschriebenen natiirlich vorkommenden NGF-Autoantikorper, die NGF im Serum binden konnen

(Dicou et al., 1993b; Dicou et al., 1996).

Immunohistochemie

Mit diesem Verfahren wird NGF in Geweben mittels Antikorpern nachgewiesen und durch
Farbeverfahren kenntlich gemacht. Dabei bindet sich der polyklonale oder monoklonale primére
Antikorper an NGF und wird dann mit einem sekundéren, gefirbten Antikorper sichtbar gemacht
(Piga et al., 2000; Pozza et al., 2000; Raychaudhuri et al., 1998; Raychaudhuri et al., 2000b;
Tuveri et al., 1993). Man spricht dann von der Immunoreaktivitdt von NGF (NGF-IR) eines

Gewebes. Der Nachteil bei diesem Verfahren ist die nicht mogliche Quantifizierung: im
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Vergleich verschiedener Gewebe ist nur die Aussage eines vermehrten oder verringerten NGF-
Nachweises moglich. Aulerdem birgt die Bindung von polyklonalen Antikérpern auch die
Gefahr der Kreuzreaktionen zu anderen Proteinen des Gewebes. Vorteile sind der mogliche
Nachweis von Kolokalisationen bei Anwendung von Doppelfdarbungen und die mogliche

histologische Zuordnung, in welchen Zellen NGF vermehrt gefunden wird.

Bioassay

In diesem Nachweisverfahren wird der neurotrophe Effekt von NGF bestimmt. Hierfiir wird die
biologische Wirkung von NGF auf embryonale sensorische und ganglionire Neurone, sowie auf
PC12 Zellen gemessen (Aloe et al., 1992a; Ebendal, 1979; Green, 1977; Levi-Montalcini, 1987;
Stephani et al., 1987; Suda et al., 1978). Bei diesem Verfahren dienen verschiedene Testseren als
Kontroll- und Standard-Ldsungen. Stephani et al. (1987) konnten mit diesem Bioassay NGF-
Konzentrationen im Serum von 15> pg/ml messen und berichteten iiber Serumkonzentrationen
bei der Maus zwischen 200 und 1000 ng/ml. Die Untersucher verglichen in einer Studie
verschiedene Bioassay-Systeme mit embryonalen sensorischen Kiikenneuronen, mit PC12 Zellen
und mit embryonalen sensorischen Ganglienzellen von Kiiken miteinander (Stephani et al.,
1987). Dabei war fiir die Messung des NGF im Serum von Miusen, Ratten und Menschen der
Bioassay mit den embryonalen sensorischen Ganglien am zuverldssigsten. Ndher-Nog et al.
(1993) tiberpriiften die Spezifitit des Bioassays mit dem monoklonalen anti-Maus NGF
Antikdrper MAB 27/21 in parallelen Proben, um die NGF abhiéngige neurotrophe Wirkung von
anderen Faktoren zu unterscheiden. Sie erhielten in ihrem Bioassay eine Nachweisgrenze fiir
NGF von 10-20 ng/l Zellkulturmedium.

Allerdings bedarf der Bioassay zeitraubender Zellkulturprozeduren und ist fiir die Messung einer

groflen Anzahl an Proben nicht gut geeignet.

Two-site enzyme-linked immunoenzymatic assay (ELISA)

Dabei wird NGF von kommerziell erhéltlichen Anti-NGF-Antikorpern (zum Beispiel der
monoklonale Maus-Antikorper 27/21, oder rekombinierte menschliche Antikérper) gebunden.
Monoklonale Antikorper haben den Vorteil, dass sie spezifischer als polyklonale Antikorper sind.
Mit diesem Antikorper werden Platten inkubiert, die dann das NGF aus den zu untersuchenden
Proben binden. Mittels verschiedener Standardldsungen als Vergleich ist eine genaue

Quantifizierung des NGF-Proteins auch beim Menschen méglich (Korsching und Thoenen, 1987;
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Murase et al., 1991; Soderstrom et al., 1990; Weskamp und Otten, 1987). Fiir Untersuchungen
von menschlichem NGF sind kommerzielle two-site ELISA Kits (z. B. R&D Systems und
Roche) erhiiltlich.

Reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR)

Bei der RT-PCR wird die komplementire DNA (cDNA) vervielfiltigt und gemessen (Iannone et
al., 2002; Yamamoto et al., 2001). Diese Messmethode weist die mRNA und nicht das NGF
Protein nach. Dabei sind genaue Quantifizierungen moglich. Ob allerdings nach dem ersten
Schritt der mRNA Bildung tatsdchlich in vivo das NGF Protein gebildet worden wire, bleibt
offen und somit ein Unsicherheitsfaktor. Ein RT-PCR-System fiir Messungen bei menschlichen

Proben ist ebenfalls kommerziell (Promega) erhéltlich.

Western Blot

Bei diesem Messverfahren werden die Eiweil3e der zu untersuchenden Probe elektrophoretisch
aufgetrennt und auf mit Gel beschichtete Platten iibertragen (Kang et al., 1995; Melamed et al.,
1996). Die Zugabe von spezifischen NGF-Antikorper binden das NGF-Protein und weisen es
immunohistochemisch nach. Es ist lediglich eine Aussage iiber vermehrte oder verringerte NGF-

Konzentrationen und nicht eine genaue Quantifizierung moglich.

Northern blot

Mit dieser Methode kann die mRNA fiir NGF oder seine Rezeptoren nachgewiesen werden. Die
gesamte RNA der Probe wird elektrophoretisch aufgetrennt und auf Gelmembranen iibertragen.
Nach Hybridisierung wird die mRNA mit Hilfe einer radioaktiv markierten DNA-Sonde
nachgewiesen (Chirgwin et al., 1979; Melamed et al., 1996; Zhu et al., 1999). Auch diese

Methode weist nur den ersten Schritt der NGF-Transkription und nicht das Protein nach.

In situ Hybridisierung

Bei diesem Nachweisverfahren hybridisiert man markierte Anti-Sense-RNA-Sonden mit der
RNA einzelner Zellen oder Gewebeproben. Dieses Messverfahren ist besonders bei
Untersuchungsreihen wertvoll, bei denen das Vorkommen des NGFs in verschiedenen Geweben
untersucht wird (Freemont et al., 2002; Gigante et al., 2003; Zhu et al., 1999). Die in situ

Hybridisierung dient nicht der genauen Quantifizierung von NGF mRNA in Korperfliissigkeiten.
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3.9 Die Familie der Neurotrophine

NGF gehort zu einer Familie von Substanzen, die als Neurotrophine bezeichnet werden und in
ithrer Struktur verwandt sind. Dazu gehoren Brain Derived Neurotrophic Factor (BDNF)
(Leibrock et al., 1989), Neurotrophin-3 (NT-3) (Ernfors et al., 1990; Maisonpierre et al., 1990),
NT-4/5 (Berkemeier et al., 1991; Hallbook et al., 1991), NT-6 (Gotz et al., 1994; Jelsma und
Aguayo, 1994; Korsching, 1993; Lindsay et al., 1994) und NT 7 (Review siehe Sofroniew et al.,
2001).

Strukturell weniger verwandte Proteine mit trophischen Effekten auf neuronale Zellen sind
Ciliary Neurotrophic Factor (CNTF) (Adler et al., 1979; Finn und Nishi, 1996; Lin et al., 1989;
Stockli et al., 1989), Leukemia Inhibitory Factor/ Cholinergic Differentiation Factor (LIF/CDF)
(Yamamori et al., 1989), Fibroblast Growth Factors (FGFs) (Walicke, 1988), Glial Cell Line-
Derived Neurotrophic Factor (GDNF), Insulin-like Growth Factors (IGFs) (Aizenman et al.,
1986; Baskin et al., 1987), Epidermal Growth Factor (EGF), Platelet-Derived Growth Factor
(PDGF) (Fallon et al., 1984; Morrison et al., 1987) und Transforming Growth Factor-alpha sowie
-beta (TGF-0/B) (Derynck, 1988; Fallon et al., 1990).

Zu einigen der verschiedenen Neurotrophinen sollen nur kurze Informationen gegeben werden.
Eine ausfiihrliche Beschreibung aller Neurotrophine wire zu umfangreich. Der Leser sei auf die

Referenzen verwiesen.

Brain-derived neurotrophic factor (BDNF)

Dieses Neurotrophin hat seinen Namen dadurch, dass es zuerst im Schweinehirn isoliert wurde
(Barde et al., 1982; Leibrock et al., 1989). BDNF wirkt nicht auf sympathische Neurone, sondern
auf sensorische Neurone der Plakode-Ganglien (aus denen sich die Riechzellen entwickeln) und
sensorische Neurone des Neuralstammes. Er reguliert die Differenzierung von mittelgro3en,
sensorischen Nervenfasern fiir die Wahrnehmung von mechanischem Druck (Ernfors et al.,
1994b) sowie die Motoneurone (Sendtner et al., 1992). Im peripheren Nervensystem wird BDNF
in den dorsalen Wurzelganglien synthetisiert, zu den zentralen Enden dieser primér afferenten
Neurone transportiert, dort ausgeschiittet und interagiert dann mit dem TrkB-Rezeptor sekundérer
sensorischer Neurone (Michael et al., 1997; Zhou und Rush, 1996). Er scheint eine wichtige

Rolle als Neuromodulator in den spinalen Hinterhorn-Neuronen des Riickenmarks bei
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Entziindungen zu spielen (Kerr et al., 1999; Mannion et al., 1999; Thompson et al., 1999).
Exogen zugefiihrtes BDNF steigert die NMDA-induzierte Depolarisation im Riickenmark (Kerr
et al., 1999). Intrathekal appliziertes NGF steigert die Expression von BDNF speziell in den
TrkA-positiven Neuronen der dorsalen Wurzelganglien und in ihren zentralen Enden im
Riickenmark (Michael et al., 1997). BDNF bindet an den TrkB-Rezeptor (Klein et al., 1991b).
Mutationen im BDNF-Protein scheinen mit verantwortlich fiir psychiatrische (Egan et al., 2003)
und neurodegenerative Erkrankungen, wie M. Alzheimer (Ventriglia et al., 2002) zu sein.
Strukturanalysen zeigen zwischen NGF und BDNF mehr als 50% Homologie, was dafiir spricht,

dass beide zur selben Genfamilie gehoren (Leibrock et al., 1989).

Neurotrophin-3 (NT-3)

Seine wachstumsfordernde Wirkung besteht hauptsédchlich bei sympathischen Neuronen,
groBkalibrigen sensorischen Neuronen fiir Proprioception und Vibration sowie bei Motoneuronen
(Ernfors et al., 1994a; Hory-Lee et al., 1993). NT-3 bindet zwar bevorzugt an den TrkC-Rezeptor,
aber auch an TrkB und TrkA (Belliveau et al., 1997; Cordon-Cardo et al., 1991; Mischel et al.,
2001). Er kann einige TrkA-assoziierten Funktionen in den dorsalen Wurzelganglien
antagonisieren (Jongsma Wallin et al., 2001; Karchewski et al., 2002). NT-3 scheint an der
Pathogenese der diabetischen Neuropathie mitzuwirken (Tomlinson et al., 1997). Die Gabe von
NT-3 konnte in Tiermodellen fiir diabetische Polyneuropathie die experimentell induzierte,

herabgesetzte Nervenleitgeschwindigkeit lindern (Anand et al., 1996).

Neurotrophin-4/Neurotrophin-5 (NT-4/5)

NT-4 und NT-5 sind als Varianten desselben Proteins gewertet worden, sodass meist von NT-4/5
berichtet wird (Berkemeier et al., 1991; Hallbook et al., 1991). Dieses Neurotrophin hat ein
dhnliches Wirkspektrum wie BDNF (Friedman et al., 1995) und bindet ebenso an den TrkB
(Klein et al., 1992), was die Ahnlichkeit der Wirkung erklirt.

Ciliary neurotrophic factor (CNTF)
Dieser Faktor wurde aufgrund seiner Fihigkeit, ziliare Neurone im Kulturmedium am Leben zu
erhalten, benannt (Barbin et al., 1984). Aber er wirkt auch auf eine Reihe anderer Neurone: auf

einige sensorische Neurone der dorsalen Wurzelganglien (Lin et al., 1990), auf magnozellulédre
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cholinerge Neurone im basalen Vorderhirn (Hagg et al., 1992), wo er auch die Expression des

p75-Rezeptors fordert (Hagg et al., 1992), sowie auf Motoneurone (Arakawa et al., 1990).

Leukemia inhibitory factor (LIF)

LIF ( auch als cholinergic differentiation factor -CDF- bekannt ) ist ein pleiotropes Molekiil mit
einer Vielzahl von Effekten auf neuronale und nicht-neuronale Zellen, z. B. auch auf sensorische
Neurone der dorsalen Wurzelganglien (Murphy et al., 1991) und Motoneurone (Martinou et al.,
1992). Sein Rezeptor mit einer Ligand-bindenden- und einer Signal-Transduktions-Untereinheit
gehort zu der Familie der Zytokin-Rezeptoren (Gearing et al., 1991; Gearing et al., 1992). Die
Uberlappung der Aktivititen von LIF/CDF und CNTF fiihrte zu der gemeinsamen Bezeichnung
der Neurokine oder Neuropoetische Faktoren (Hall und Rao, 1992).

Fibroblast growth factors (FGF’s)

FGF’s sind charakterisiert worden durch ihre mitogene Wirkung auf eine Vielzahl von Zellen
mesodermalen und ektodermalen Ursprungs (Rifkin und Moscatelli, 1989; Vlodavsky et al.,
1991). Sie gehoren zu einer Familie von sieben Wachstumsfaktoren, unter anderem der basic
FGF (bFGF) und der acid FGF (aFGF). Der bFGF steigert das Uberleben und die Differenzierung
verschiedener neuronaler Zelltypen, wie zum Beispiel im ziliaren Ganglion (Eckenstein et al.,
1990), einige sensorische dorsale Wurzelganglionneurone (Eckenstein et al., 1990), einige
Neurone im Cerebellum (Hatten et al., 1988) und GABAerge Neurone im basalen Vorderhirn
(Kniisel et al., 1991). In PC12 Zellen steigert bFGF die Bildung von p75 mRNA (Doherty et al.,
1988). AuBlerdem steigert FGF die Ausschiittung von NGF in Astrozyten (Yoshida und Gage,
1991).

Glial cell line-derived neurotrophic factor (GDNF)

Dieser Faktor ist weit verbreitet in neuronalen und nicht-neuronalen Zellen. Er ist ein potenter
Wachstumsfaktor insbesondere fiir Motoneurone und dopaminerge Neurone des ZNS, sowie fiir
sensorische, sympathische sowie parasympathische Neurone im peripheren Nervensystem (Buj-
Bello et al., 1995). GDNF wird in allen Geweben exprimiert, die durch GDNF-positive Neurone
innerviert werden (Buj-Bello et al., 1995). Er ist ein Mitglied der Familie der transforming
growth factor- (TGF-B) (Jing et al., 1996). In vitro kann die prolongierte Gabe von GDNF die
Ausschiittung von Substanz P aus dorsalen Wurzelganglien deutlich erhohen (Skoff et al., 2003).
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Insulin-like growth factors (IGFs)

Die IGF s sind eine Familie strukturell und funktionell verwandter Proteine, einschlieflich
Insulin und der Isoformen IGF-I und IGF-II. Diese Wachstumsfaktoren und ihre Rezeptoren sind
im zentralen und peripheren Nervensystem weit verbreitet (Neely et al., 1991). Ihre Funktion im
peripheren Nervensystem ist noch nicht ganz verstanden, aber sie scheinen bei Nervenschadigung

die Regeneration von Motoneuronen und sensorischen Nervenfasern zu unterstiitzen (Edwall et

al., 1989; Glazner et al., 1993; Near et al., 1992; Recio-Pinto et al., 1986).

Die Interaktionen der Neurotrophine sind komplexer als zundchst angenommen. Sowohl die
Neurotrophine, als auch ihre Rezeptoren haben teils liberlappende, teils unterschiedliche
Aktivitdten und sind in ihrer Gesamtheit notwendig fiir eine normale Entwicklung. Neurotrophine
existieren in verschieden Formen und Untereinheiten, die verschiedene intra- und extrazellulire
Funktionen in neuronalen und nicht-neuronalen Geweben haben. Die verschiedenen Rezeptoren
haben zum Teil mehrere potentielle Liganden. Es existieren auch abgespaltene Rezeptorformen,
die teils agonistisch, teils antagonistisch wirken. Alle diese Variablen stellen ein

multidimensionales System dar.

3.10 NGF und das Nervensystem

Zunichst wurde ein wachstumsfordernder Effekt von NGF auf sich entwickelnde Neurone beim
Embryo entdeckt. Es zeigte sich, dass wihrend der embryonalen Entwicklung ein groBer Anteil
der Nervenzellen untergeht und ein anderer wiederum iiberlebt und sich weiter differenziert. Bei
einigen peripheren Nervenfasertypen (sympathische Ganglien und sensorische Neurone) besteht
eine Abhédngigkeit von NGF und bei anderen nicht (Bennett et al., 2002). Das Prinzip der
Embryonalentwicklung ist, dass Zellen des Neuralkammes einem Konzentrationsgradienten
entgegenwachsen und nur solche Nervenvorliduferzellen sich differenzieren, die NGF iiber einen
membranstidndigen Rezeptor internalisieren konnen. Der NGF-Rezeptor-Komplex bewirkt bei
diesen Zellen im Zellkern eine komplexe Anderung der Transkription. Diejenigen
Zellpopulationen, denen es nicht gelingt, NGF zu internalisieren, sterben ab. Dieser Vorgang

wurde als programmierter Zelltod bzw. als Apoptose bezeichnet.
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In vielen in vivo und in vitro Experimenten (als Review siehe Levi-Montalcini 1987) wurden
weitere Erkenntnisse iiber NGF gewonnen. Zum Beispiel verursachten tdgliche Injektionen von
NGF (damals aus Schlangendriisengift isoliert) in Hithnerembryonen ein iiberschie3endes
Wachstum der sensorischen und sympathischen Ganglien und eine exzessive Produktion ihrer
Fasern (Cohen und Levi-Montalcini, 1956). Die Applikation eines NGF-Antiserums in
Neugeborene Nagetiere fiihrte zu einem dramatischen Verlust der meisten sympathischen
paravertebralen Ganglien (als Review siehe Levi-Montalcini 1987). Dieser Effekt unter Gabe von
anti-NGF wurde als Immunosympathektomie bekannt bzw. definiert (Angeletti und Levi-
Montalcini, 1971). Die Erkenntnis, dass die Immunosympathektomie durch die Beseitigung
zirkulierender endogener NGF-Konzentrationen durch anti-NGF-Seren resultierte (Goedert et al.,
1980), erdffnete die Frage, wie NGF seinen Wirkungsort erreicht. Nachfolgende Untersuchungen
zeigten, dass NGF in sensorischen und sympathischen Fasern retrograd mittels axoplasmatischem
Transport zu den Zellkernen gelangt (Hendry et al., 1974a; Hendry et al., 1974b; Stockel et al.,
1975).

NGF besitzt die Fihigkeit, das Wachstum dieser Nervenzelltypen entlang seines
Konzentrationsgradienten zu lenken, was als Neurotropismus bezeichnet wird (Campenot, 1982;
Gundersen und Barrett, 1979).

Chromaffine Zellen und Phaochromozytomzellen (PC12 Zellen, eine geklonte Zellreihe aus
einem Medullatumor bei Ratten) eigneten sich hervorragend zu Untersuchungen der biologischen
Aktivitdt von NGF, unter anderem fiir die Modulierung phenotypischer Veridnderungen dieser
Zellen (Aloe und Levi-Montalcini, 1979; Greene und Tischler, 1976; Greene et al., 1983;
Unsicker et al., 1978). Die Zugabe von NGF zu PC12 Zellen induzierte nimlich die
Differenzierung dieser Zellen zu den sympathischen Neuronen dhnlichen Zellen: sie entwickelten
Neuriten, wurden elektrisch erregbar (Greene und Tischler, 1976) und formten Synapsen mit
Muskelzellen in Kultur (Schubert et al., 1977).

Zusammenfassend sind im Nervensystem 3 Hauptwirkungen von NGF zu unterscheiden:

1. vital notwendige Wachstumsforderung in der embryonalen Entwicklung

2. Induktion der Zelldifferenzierung

und 3. die Ausrichtung der wachsenden und/oder regenerierenden Neuriten entlang seines
Konzentrationsgradienten.

NGF wirkt nicht nur auf das periphere Nervensystem, sondern wird auch im ZNS exprimiert. Die

grofften Mengen sind im Hippokampus und Cortex nachweisbar, wo die Hauptgebiete fiir
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cholinerge Neurone im Bereich des Nucleus basalis magnocellularis und im medialen Septum
liegen (Cimino et al., 1996; Korsching, 1986; Thoenen et al., 1987; Whittemore und Seiger,
1987). NGF und andere Neurotrophine wie BDNF, NT-3 und NT-4 regulieren das Uberleben, die
Differenzierung und die Erhaltung spezifischer neuronaler Populationen. Untersuchungen an
neugeborenen und adulten Ratten zeigten, dass cholinerge Neurone im Corpus striatum und
diejenigen, die im basalen Vorderhirn zum Hippocampus und Cortex projizieren, auf die exogene
Gabe von NGF mit einer deutlichen und selektiven Steigerung der Cholinacetyltransferase
(ChAT) reagieren (Fusco et al., 1989; Gnahn et al., 1983; Johnston et al., 1987; Mobley et al.,
1985; Mobley et al., 1986). Diese cholinergen Neurone nehmen selektiv NGF auf und
transportieren es retrograd zu den Zellkorpern (DiStefano et al., 1992; Domenici et al., 1994a;
Seiler und Schwab, 1984), wo dann durch Induktion verschiedener Enzymtranskriptionen (zum
Beispiel ChAT) weitere Mechanismen gefordert werden. NGF und andere Neurotrophine
induzieren wihrend der embryonalen Entwicklungsphase die Entstehung von Synapsen (Lewin
und Barde, 1996). Aber auch beim voll entwickelten ZNS bewirkt die exogene Applikation von
Neurotrophinen die Entstehung neuer Synapsen im zerebralen Cortex adulter Tiere (Cuello et al.,
1994; Garofalo et al., 1992). Die Gabe von NGF in das Gehirn von Ratten schiitzt vor der
Degeneration von geschéddigten cholinergen Neuronen, vergrof3ert die Aktivitidt von
unbeschédigten cholinergen Neuronen und verlangsamt die neuronale Degeneration bei alternden
Ratten (Chen und Gage, 1995; Fisher et al., 1987). Die Atrophie cholinerger Neurone nach
Fimbria-fornix-Lésion bei Nagetieren und Primaten konnte mit der intraventrikuldren Gabe von
NGF verringert werden (Hefti, 1986; Koliatsos et al., 1990; Kromer, 1987; Tuszynski et al.,
1990; Williams et al., 1986). Und umgekehrt konnte die Implantation von Zellen, die einen
neutralisierenden anti-NGF-Antikorper sezernierten, in das basale Vorderhirn von Ratten die
cholinergen Neurone des Vorderhirns in Zellzahl und —gr6Be reduzieren (Cattaneo et al., 1999;
Molnar et al., 1998). Dieser Effekt war transient und reversibel. Bei Implantation am 2.
Lebenstag waren die neuronalen Defizite erheblicher als bei Implantation am 8. Lebenstag, oder
spater. Dies war ein Hinweis darauf, dass diese cholinergen Neurone nur in einer bestimmten
Entwicklungsphase NGF benétigen und in weiteren Stadien diese NGF-Abhingigkeit abnimmt,
vielleicht auch weil andere Neurotrophine an der Erhaltung dieses differenzierten Stadiums
mitwirken.

Klinische Studien unterstiitzen die Hypothese, dass auch beim Menschen bei neurodegenerativen

Erkrankungen wie der M. Parkinson und der M. Alzheimer NGF eine zentrale Rolle spielt (Coyle
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et al., 1983; Eide et al., 1993; Holtzman et al., 1993; Liberini und Cuello, 1994; Scott und
Crutcher, 1994), da bei diesen Erkrankungen die Degeneration cholinerger Neurone des basalen
Vorderhirnes und des Hippocampus (involviert beim M. Alzheimer) oder dopaminerger Neurone

des Globus pallidus und der Substantia nigra (involviert beim M. Parkinson) stattfindet.

3.11 NGF und Zellen des Immunsystems

Im Laufe weiterer Untersuchungen — insbesondere durch Verabreichung von exogenem NGF und
NGF-Antikorpern — stellte sich heraus, dass NGF auch Wirkungen auf Zellen des endokrinen und

immunologischen Systems hat und immunmodulierende Funktionen besitzt.

Menschliche Monozyten werden von NGF beeinflusst. Sie tragen den funktional aktiven TrkA-
Rezeptor (Ehrhard et al., 1993a). Wihrend der Differenzierung in vitro von menschlichen
Monozyten zu Makrophagen nimmt die Expression von TrkA ab, was darauf hinweist, dass die
Reifung von der Trk-Regulierung abhingig ist. Die Behandlung von Monozyten mit
Staphylococcus aureus Cowan I (ein potenter Stimulator der Aktivierung von Monozyten)
verursacht eine Dosis- und Zeit-abhédngige Induktion der vermehrten Produktion von Trk mRNA
und des funktionalen Rezeptor-Proteins (Otten et al., 1994). Dies spricht fiir eine Beteiligung des
NGF-Trk-Systems an Immunprozessen, in die das Monozyten/Makrophagensystem involviert ist.
Zudem induziert NGF die Interleukin-2-Rezeptoren auf menschlichen Monozyten (Brodie und

Gelfand, 1992).

NGF fordert das Wachstum und die Differenzierung der B-Lymphozyten zu Immunglobulin-
produzierenden Plasmazellen und stimuliert deren Produktion von IgM, IgA und IgG4 (Kimata et
al., 1991; Otten et al., 1989). Sowohl die TrkA mRNA, als auch das Rezeptorprotein konnte in
menschlichen B-Lymphozyten nachgewiesen werden (Melamed et al., 1996). Die Bindung von
NGF an den Trk-Rezeptor auf den B-Lymphozyten 16st eine rasche Phosphorylierung anderer
zelluldrer Proteine aus (Melamed et al., 1996), was zur Zellproliferation fiihrt. NGF mRNA
wurde auch in B-Lymphozyten von Miusen gefunden, wo sowohl eine Proteintranslation von
NGF, als auch seine Sezernierung nachgewiesen werden konnte (Santambrogio et al., 1994).

Nach Aktivierung der B-Lymphozyten ist die NGF-Synthese gesteigert (Torcia et al., 1996).
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Ebenso wird durch NGF die Proliferation von T-Lymphozyten gesteigert, sowie die T-Zell
abhéngige Antikorpersynthese, die bei einigen Autoimmunerkrankungen eine entscheidende
Rolle spielt (Manning et al., 1985; Otten et al., 1989; Thorpe und Perez-Polo, 1987). Die
Phinotypisierung der Lymphozyten wird aufgrund der zugehdrigen CD-Oberfldchenantigene
vorgenommen. Die T-Helferzellen (TH) haben das Oberflachenantigen CD4. Sie haben bei
Immunantworten eine wichtige Schliisselrolle, weil sie mit verschiedenen Immunzellen
interagieren und entziindliche Prozesse modulieren. Sowohl bei Méusen, als auch beim
Menschen werden diese T-Helferzellen unter funktionellen Aspekten basierend auf der Zytokin-
Produktion in mindestens drei Gruppen differenziert (Fitch et al., 1993). TH1-Zellen produzieren
IL-2, INF-y, TNF-B und stimulieren vorzugsweise die zellvermittelte Inmunabwehr. TH2-Zellen
produzieren IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13 und regulieren vorzugsweise die humorale
(Antikorper-vermittelte) Immunabwehr. Unter nicht stimulierten Bedingungen sezernieren THO-
Zellen beide, TH1- und TH2-Typ-Zytokine (Fitch et al., 1993) . Unter nicht stimulierten
Bedingungen produzieren menschliche CD4+-Zell-Klone NGF und den TrkA-Rezeptor
(Lambiase et al., 1997). Zudem wird NGF von nicht stimulierten TH1-und TH2-Klonen, aber
nicht von THO-Klonen, nicht nur produziert, sondern auch sezerniert (Lambiase et al., 1997). Die
Stimulierung der TH-Zellklone durch Mitogene induziert eine Steigerung der NGF-Sezernierung
bei den THO-Klonen und noch deutlicher bei den TH2-Klonen, wihrend dieser Effekt bei den
TH1-Klonen nicht zu verzeichnen ist (Lambiase et al., 1997). Wihrend der T-Zell-Rezeptor-
vermittelten Aktivierung durch ein Antigen exprimieren TH1-Zellen den TrkA-Rezeptor

(Ehrhard et al., 1994).

NGF und Mastzellen

Den Mastzellen (polymorphkernige basophile Leukozyten) kommen bei der neurogenen
Entziindung eine besondere Rolle zu, da sie in unmittelbarer Nihe von afferenten
Nervenendigungen und diinnen Blutgefdfen in mukosen und serdsen Geweben liegen (Galli et
al., 1984; Stead et al., 1987). Aus ihnen freigesetzte Mediatoren, die bei Entziindungen eine
wichtige Rolle spielen, legen nur eine kurze Strecke zwischen neuralen Strukturen, Mastzellen
und BlutgefidBen zuriick.

Sie tragen den TrkA-Rezeptor fiir NGF (Horigome et al., 1993) und werden folglich durch NGF
stimuliert (Aloe, 1988; Horigome et al., 1993; Lewin et al., 1994). Die Mastzellen exprimieren

und speichern NGF (Leon et al., 1994). Sowohl im Tiermodell als auch in vitro konnte
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nachgewiesen werden, dass NGF {iiber die TrkA-Rezeptoren der Mastzellen (Mazurek et al.,
1986; Tal und Liberman, 1997) die Degranulierung und nachfolgend die Freisetzung von
Serotonin (Horigome et al., 1993) und Prostaglandin E2 (Schmauder-Chock und Chock, 1989),
sowie Histamin (Bruni et al., 1982; Horigome et al., 1993) bewirkt. Sowohl Serotonin (in
menschlichen Mastzellen allerdings nicht vorhanden!), als auch Prostaglandin E2 kénnen die
Nociceptoren sensibilisieren und Schmerz, aber auch Entziindung verursachen (Rueff und Dray,
1993; Schepelmann et al., 1992; Taiwo und Levine, 1990; Taiwo und Levine, 1992). NGF
steigert in vitro bei peritonealen Mastzellen der Ratte das Uberleben (Horigome et al., 1994).
NGF-Applikation bei neugeborenen Ratten steigert sowohl die Grof3e, als auch die Anzahl von
Mastzellen (Aloe und Levi-Montalcini, 1977). Die intrasynoviale Injektion von NGF induziert
die erhohte lokale Verteilung von Mastzellen (Aloe et al., 1992c).

Mastzellen akkumulieren zum Beispiel in der Synovialfliissigkeit bei der Rheumatoiden Arthritis
(Aloe et al., 1992c; Malone und Metcalfe, 1988; Mican und Metcalfe, 1990) und in der Haut von
Sklerodermie-Patienten (Tuveri et al., 1993). Auch bei der Multiplen Sklerose (ebenso eine
autoimmune Erkrankung) sind die Mastzellen vermehrt vorhanden und in Plaques nachgewiesen
worden (Olsson, 1974; Toms et al., 1990). In allen diesen Erkrankungen sind auch erhohte NGF-
Konzentrationen gemessen worden. Die wihrend eines entziindlichen Prozesses infiltrierenden
Lymphozyten konnten durch ihre NGF-Produktion die erhohte Menge und Verteilung der
Mastzellen bewirken, die wiederum vermehrt Entziindungsmediatoren, aber auch NGF,
produzieren. NGF wiederum wirkt auf die B- und T- Lymphozyten mit vermehrter Proliferation
und Antikorpersynthese. NGF scheint an dieser Kaskade einen groflen Anteil zu haben, so dass
eine anti-NGF-Therapie zur Unterbrechung entgleister immunpathologischer Mechanismen

sinnvoll erscheint.

Von NGF ist ein chemotaktischer Effekt auf polymorphkernige Leukozyten in vitro (Gee et al.,
1983) und in vivo (Boyle et al., 1985) nachgewiesen worden. Dieser Effekt kann direkt sein
(Molnar et al., 1997; Molnar et al., 1998), oder auch indirekt iiber die Mastzellen-Aktivierung
und der nachfolgend vermehrten Adhirenz an BlutgefdBwinde, vermehrten Emigration und

Akkumulation von Leukozyten (Kubes und Granger, 1996).

NGF hat einen dosisabhiingigen Einfluss auf das Uberleben von eosinophilen (Hamada et al.,

1996) und neutrophilen (Kannan et al., 1991) Granulozyten, was bei den letzteren auf die
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Supprimierung der Apoptose zuriickgefiihrt wurde (Kannan et al., 1992). NGF wirkt als Kolonie-
stimulierender Faktor auf Vorlduferzellen des Knochenmarks beim Menschen (Matsuda et al.,
1988) und bei der Maus (Kannan et al., 1993). NGF induziert die Ausschiittung von Mediatoren
von basophilen (Bischoff und Dahinden, 1992), eosinophilen (Takafuji et al., 1992) und
neutrophilen (Kannan et al., 1991) Granulozyten und fordert zusétzlich die Differenzierung von

basophilen Granulozyten (Tsuda et al., 1991).

Die Coexpression von NGF und seinem Rezeptor in denselben Zellpopulationen wie bei
Mastzellen, Lymphozyten, T-Helferzellen, ldsst einen autokrinen Mechanismus vermuten. Vom
anatomischen Gesichtspunkt her, innervieren die adrenergen sympathischen Ganglien, die NGF-
sensitiv sind, lymphoide Organe wie Thymus, Milz, Lymphknoten und Knochenmark. Die
Pridsenz von sympathischen Nervenfasern in hoher Dichte in lymphoiden Geweben lésst die
Ubersetzung neuraler Informationen in immunchemische Prozesse vermuten. Dabei scheint NGF
ein wichtiges Verbindungsglied zwischen dem Nerven- und Immunsystem zu sein.
Zirkulierendes NGF reprisentiert ein Molekiil, das nicht auf ein Organ oder System limitiert ist.

Dies ldsst auf eine Schliisselrolle bei der globalen Homdéostase des Organismus schlie3en.

3.12 NGF und das neuroendokrine System

Stressreiche Situationen, die durch die Ausschiittung von Substanzen wie ACTH und
Corticosteroiden aus endokrinen Driisen gekennzeichnet sind, fithren zur Uberexpression von
NGF-mRNA und NGF-Protein (Alleva et al., 1993; Aloe et al., 1986). Zum Beispiel geht
aggressives Kampfverhalten erwachsener méinnlicher Méduse mit einer erheblichen Ausschiittung
von NGF in die Blutbahn einher (Aloe et al., 1986). Dabei ist auch im Hypothalamus vermehrt
NGF-mRNA und NGF-Protein nachweisbar (Spillantini et al., 1989). Interessanterweise sind die
NGF-Werte bei der sich unterordnenden Maus hoher als bei der dominierenden Maus
(Maestripieri et al., 1990). Dies ist ein Hinweis darauf, dass nicht nur Aggression, sondern auch
Angstzustdnde, eine massive Ausschiittung von NGF verursachen. Auch beim Menschen sind die
NGF-Konzentrationen im Blut durch stressreiche und @ngstliche Situationen erhoht (Aloe et al.,
1994b): bei Soldaten wurden die NGF-Plasmaspiegel vor und kurz nach ihrem ersten
Fallschirmsprung bestimmt und mit einer Kontrollgruppe verglichen, die nicht springen sollte.

Die NGF-Werte waren am Abend vor dem Sprung um 84% und 20 Minuten nach dem Sprung
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um 107% im Vergleich zur Kontrollgruppe erhoht, wihrend die Konzentrationen von IL-1 und
TNF-alpha unverdandert waren. Auch der p75- und TrkA-Rezeptor auf peripheren, zirkulierenden
Lymphozyten waren vermehrt nachweisbar. Interessanterweise waren die Plasmaspiegel von
Cortisol und vom Adrenocorticotropem Hormon (ACTH) vor dem Sprung unverindert und nach
dem Sprung deutlich erhoht, was vermuten ldsst, dass die ansteigenden NGF-Konzentrationen im
Verlauf das Ansteigen der Stresshormone bewirkt.

Bei Menschen, die vermehrte Angstzustidnde durch den Alkohol- und Heroin-Entzug hatten,
waren ebenso erhohte Plasma- NGF-Spiegel nachgewiesen worden (Aloe et al., 1996).

Hohe zirkulierende Mengen von NGF beeinflussen das Hypothalamus-Hypophysen-
Nebennieren-System iiber die Ausschiittung von ACTH und Plasma-Glukocorticoide (Otten et
al., 1979). NGF ist in der Hypophyse und dem Hypothalamus nachgewiesen worden (Lahtinen et
al., 1989; Ojeda et al., 1991) und Hormone der Schilddriise, sowie der Nebennieren steigern die
NGF-Synthese (Aloe, 1989; Dicou et al., 1986). NGF-Plasma-Spiegel sind bei Frauen wihrend
der Schwangerschaft und der Stillperiode (eine Phase mit stark erhohten Oxytocin-Spiegeln) im
Vergleich zu Kontrollpersonen erhoht (Luppi et al., 1993). Intravendse Injektionen von Oxytocin

bei weiblichen Ratten erhohen den Gehalt von NGF im Hypothalamus (Luppi et al., 1993).

3.13 NGF und Zytokine

NGF ist in ein komplexes Netzwerk von Zytokinen eingebunden.

Sowohl Zytokine, als auch NGF sind wichtige regulierende Faktoren bei Immunprozessen. Unter
den potenten proinflammatorischen Zytokinen sind unter anderem Interleukin-1-beta (IL-1p),
Interleukin-6 (IL-6) und Tumor Nekrose Faktor-alpha (TNF-a) (Arai et al., 1990). Das Zytokin-
Netzwerk stellt ein bidirektionales Verbindungsglied zwischen dem Nervensystem und dem
Immunsystem dar. Eine Dysbalance in diesem System konnte die Exazerbation pathologischer
autoimmuner Prozesse verursachen.

IL-1B wird u. a. von Makrophagen, Mikroglia und Astrozyten synthetisiert. Es steigert die
Chemotaxis, vergrofert die vaskuldre Permeabilitit und die Ausschiittung von Prostaglandinen
und Thromboxanen durch Neutrophile, Makrophagen, Mikroglia und Astrozyten (Hartung et al.,
1989).



39

TNF-a wird iiberwiegend von Makrophagen, aber auch von T-Lymphozyten, Mikroglia,
Astrozyten und Mastzellen synthetisiert (Gordon und Galli, 1990; Hartung et al., 1992;
Lieberman et al., 1989; Sawada et al., 1989).

In den Untersuchungen von Gadient et al. (Gadient et al., 1990) zeigte sich, dass in vitro die
Zytokine IL-1B und TNF-a synergistisch die Ausschiittung von NGF aus Ratten-Astrozyten
stimulieren. In anderen Untersuchungen (Hattori et al., 1993) wurde nachgewiesen, dass die
NGF-Synthese in nicht neuralen Zellen durch TNF-a stimuliert wurde (Hattori et al., 1993). 1987
wurde auch schon beschrieben, dass IL-1p in nicht-neuralen Zellen des Nervus ischiadicus die
Produktion von NGF erhohte. Bei Patienten mit rheumatoider Arthritis waren in der synovialen
Fliissigkeit beide Zytokine und NGF erhoht (Aloe et al., 1999).

Die Korrelation zwischen erhohten NGF-Werten und den Zytokinen IL-1p, sowie TNF-a bei
Maiusen mit Arthritis wurde von Manni und Aloe (1998) untersucht. Dabei wurde die Arthritis
durch intraartikuldre Injektionen ins Kniegelenk mit Carrageenan, I1-1p und TNF-a erzeugt. Bei
der Carrageenan-induzierten Arthritis waren die NGF-Werte im Kniegelenk nach 48h erheblich
gesteigert, wihrend die TNF-a Werte schon nach 24h deutlich erhoht waren. Hingegen fiihrte die
intraartikuldre Injektion mit IL-1p zu einem deutlichen Anstieg von NGF schon nach 24h und
von TNF-a nach 48h. Bei der Injektion von TNF-q, von dem in vitro die Stimulierung der NGF-
Synthese (Hattori et al., 1993) und die Beteiligung an arthritischen Prozessen (Brennan et al.,
1992) beschrieben worden war, waren nach 24h keine Verdnderungen der NGF-Werte und nach
48h sogar erniedrigte Werte gemessen worden. Um weitere Informationen iiber die
Zusammenhinge zwischen TNF-a und NGF bei Arthritis zu erhalten, wurden TNF-Antikorper in
die Carrageenan- induzierten arthritischen Kniegelenke injiziert. Die dabei gemachte
Beobachtung, dass die TNF-Antikorper die NGF-Konzentrationen erhoht, ldsst den Schluss zu,
das TNF-a nicht direkt NGF erhoht. Erst die kombinierte Injektion von IL-1 und TNF-a lief3 die
NGF-Werte hochschnellen und zwar deutlich hoher als mit der Injektion von IL-1p alleine. Dies
fiihrt zu der Hypothese, dass TNF-a die Wirkung von IL-1 auf die Erhohung von NGF verstirkt,
sie aber alleine nicht bewirken kann. Eine mogliche Erkldrung fiir die abweichenden Ergebnisse
konnte auch in unterschiedlichen Mechanismen bei Nagetieren und Menschen liegen. Es konnte
aber auch die Regulierung der NGF-Konzentration von der Dosierung des exogen applizierten

TNF-o abhingig sein.
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Steiner et al. untersuchten die Zytokin-induzierte Expression von NGF bei mesangialen Zellen
der Ratte (Steiner et al., 1991). Von diesen Zellen wird eine pathogenetische Rolle bei der
immun-induzierten Glomerulonephritis angenommen (Radeke und Resch, 1992). Die simultane
Gabe von IL-1f und TNF-a verursachte einen erheblichen Anstieg der NGF-Expression bei den
kultivierten glomeruldren Mesangialzellen, wahrend IL-1a in Kombination mit TNF-a, sowie
jedes einzelne Zytokin alleine, die NGF-Synthese nicht zu steigern vermochte. Der synergistische
Effekt von IL-1B/TNF-a konnte durch Dexamethason verhindert werden, aber nicht durch den
Cyclo-oxigenase-Inhibitor Indometacin. Die Ergebnisse dieser Untersuchungsreihe lassen darauf
schlieBen, dass die Zytokinkaskade einschlieBlich NGF einen gro3en Anteil an der

Pathophysiologie von entziindlichen renalen Erkrankungen hat.

In einer anderen Untersuchungsreihe (Manni et al., 2003) wurden menschliche synoviale
Fibroblasten isoliert und in vitro mit den Zytokinen IL-1fB und TNF-a behandelt. Nach Gabe von
IL-1p in das Kulturmedium wurde sowohl in normalen, als auch in arthrotisch veridnderten
synovialen Fibroblasten, ein erheblicher Anstieg an NGF gemessen. NGF wurde unter diesem
Zytokineinfluss vermehrt von den Fibroblasten ins Kulturmedium abgegeben, aber auch vermehrt
produziert, denn die NGF-mRNA stieg erheblich intrazellulédr an. Diese Ergebnisse zeigen, dass
NGF lokal produziert wird. TNF-a-Gabe ins Medium bewirkte nur in hohen Dosen die vermehrte
NGF-Ausschiittung und hatte keinen Einfluss auf die NGF-mRNA-Produktion. Unter
pathologischen Bedingungen scheint die erhohte Zytokinproduktion, die in vielen entziindlichen
Gelenkserkrankungen vorzufinden ist (Brennan et al., 1998), dann die vermehrte Expression von

NGF zu bewirken.

IL-6 ist ein pleiotropes, immunmodulatorisches Zytokin, dass von einer Vielzahl von Zellen wie
Fibroblasten, endotheliale Zellen, Monozyten und Lymphozyten produziert wird (Akira et al.,
1993). Es spielt eine Schliisselrolle bei der Differenzierung und Wachstum hdamopoetischer
Zellen, B- und T-Zellen, Keratinozyten, neuronalen Zellen, Osteoklasten und endothelialen
Zellen (Bauer und Herrmann, 1991). Bei Entziindungen induziert IL-6 die Synthese von Akute-
Phase-Proteinen in Hepatozyten (Le und Vilcek, 1989). Es ist in vielen Regionen des Gehirns
nachweisbar (Gadient und Otten, 1993; Gadient und Otten, 1994) und scheint die Differenzierung
und Erhaltung verschiedener neuraler Subpopulationen zu unterstiitzen (Hama et al., 1989; Hama

et al., 1991; Satoh et al., 1988). IL-6 moduliert die NGF-Synthese in Astrozyten (Frei et al.,
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1989). Erhohte IL-6-Konzentrationen wurden im Serum von Patienten mit rheumatoider Arthritis
(Robak et al., 1998) und in der cerebrospinalen Fliissigkeit von Patienten mit Systemischem
Lupus erythematodes (Hirohata und Miyamoto, 1990) nachgewiesen; beides Erkrankungen, bei

denen auch NGF in erhohten Konzentrationen gefunden wird.

NGF fiihrt zur Uberexpression des IL-2-Rezeptors auf der Oberfliche von menschlichen T- und
B-Lymphozyten (Brodie und Gelfand, 1992; Thorpe et al., 1987b).

Viele Untersuchungen lassen vermuten, dass NGF in Entziindungen involviert ist. Andere
Entziindungsmediatoren wie IL-1, IL-6, und TNF-a werden bei entziindlichen
Gewebsverletzungen vermehrt gefunden. Sie konnen die NGF-Synthese sowohl im peripheren
(Lindholm et al., 1987; Steiner et al., 1991), als auch zentralen Nervensystem (Frei et al., 1989;
Gadient et al., 1990; Otten et al., 1990; Spranger et al., 1990) induzieren. Im ZNS produzieren
Astrozyten in groBen Mengen IL-1. Sowohl NGF, als auch IL-1 akkumulieren bei
Gehirnverletzungen. Die vermehrte Induktion der NGF-Produktion konnte in diesem Fall der
Regeneration des Nervengewebes dienen. Intrastriatiale und intraventrikuldre Applikationen von
IL-1P bei Ratten erhoht die NGF-Synthese (Otten et al., 1990; Spranger et al., 1990), was IL-1 als

einen wichtigen Regulator der NGF-Synthese im Gehirn, zumindest bei Ratten, vermuten l4sst.

3.14 NGF und Neuropeptide

Im Spinalganglion afferenter Nervenfasern werden viele Neuropeptide synthetisiert. Sie werden
iber den axonalen Transport orthodrom zu den Synapsen im Hinterhorn transportiert. Unter
pathologischen Umsténden, z.B. nach mechanischen, thermischen und chemischen Reizen,
werden diese Peptide auch durch Transport zu den Nervenendigungen in der Peripherie
transloziert. Andere Substanzen konnen als Mediatoren von Entziindungen diese
Neuropeptidhaltigen Nervenenden stimulieren. Dazu gehoren Substanzen wie Histamin,
Serotonin, Bradykinin und NO (Maggi, 1991). Die Neuropeptide sind nicht nur in die
Neurotransmission und Neuromodulation involviert, sondern beeinflussen in der unmittelbaren
Umgebung der sensorischen Nerven die Immunfunktion, den Gefatonus und zellulire

Mechanismen. Sie interagieren miteinander in einem komplexen Netzwerk und modulieren das
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periphere Nervensystem. Die Koexistenz verschiedener Neuropeptide im selben Nerven und die
Vielfalt der méglichen Kombinationen zeigt die Komplexitit dieses Netzwerkes.

In den Spinalganglienzellen wurden bisher eine Vielzahl von Neuropeptiden nachgewiesen:
Tachykinine, zu denen die Substanz P (SP), Neurokinin A (NKA) und Neurokinin B (NKB)
gehoren, Calcitonin Gene-related Peptide (CGRP), Bombesin, Somatostatin (SOM),
Cholezystokinin (CCK), Vasoactive Intestinal Polypeptide (VIP), Galanin, Pituitary Adenylate
Cyclase-activating Peptide (PACAP) und Neuropeptide Y (NPY) (Gibson et al., 1984; Holzer,
1992; Moller et al., 1993).

NGF iibt einen direkten Einfluss auf eine Vielzahl anderer Neuropeptide aus, da NGF, dhnlich
wie in der Embryonalentwicklung, im terminalen Neuron aufgenommen und mittels
axoplasmatischen Transport zum Ganglion transportiert wird. Hier kommt es dann zur
Uberexpression von SP und CGRP (Lindsay RM and Harmer, 1989; Lindsay et al., 1989).
Umgekehrt fiihrt die Antagonisierung von NGF zu einer Reduktion dieser Neuropeptide (Goedert
et al., 1984; Otten, 1984).

Aus diesem Grund werden wichtige Vertreter der Neuropeptide im Folgenden kurz dargestellt.

Substanz P (SP)

Substanz P (SP) ist ein Neuropeptid, bestehend aus 11 Aminosduren und wurde 1931 von v.
Euler und Gaddum erstmalig beschrieben. Seit Lembeck (1953) gilt SP als Mediator fiir die
neurogene Entziindung mit Vasodilatation und Plasmaextravasation. Dieses Neuropeptid wird im
zentralen und peripheren Nervensystem exprimiert und spielt als Neurotransmitter in der
Ubertragung von primir afferenten nociceptiven Informationen der nicht-myelinisierten C-Fasern
(McNeill et al., 1989) und diinn myelinisierten Ad-Fasern (Lembeck et al., 1981; Lembeck, 1988)
eine wichtige Rolle. Es gehort zu der Familie der Tachykinine, zu denen auch Neurokinin A
(NKA) und Neurokinin B (NKB) gehoren. Fiir die Tachykininsynthese sind zwei Gene
verantwortlich: Preprotachykinin I (kodiert die Synthese von SP und NKA) und Preprotachykinin
IT (kodiert die Synthese von NKB) (Maggio, 1988). SP, NKA und NKB binden mit
verschiedenen Affinitdten an drei verschiedene Neurokinin-Rezeptoren (NK;, NK, und NK3). SP
kann mit allen drei Rezeptoren interagieren, bevorzugt aber den NK;-Rezeptor (Regoli et al.,
1994).

NKA und SP rufen an den postkapilldren Venolen die Plasmaextravasation hervor (Holzer,

1992).
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SP wirkt proinflammatorisch, unter anderem durch die Stimulation von Synoviozyten,
Prostaglandine und Kollagenase zu produzieren (Lotz et al., 1987) und von Lymphozyten,
Entziindungsmediatoren wie die Interleukine zu exprimieren (Kimball et al., 1988). In
Keratinozyten stimulieren SP und NKA die Produktion von proinflammatorischen Zytokinen IL-
la, IL-1B und IL-8 (McGovern et al., 1995; Song et al., 2000) und in Fibroblasten induziert SP
iber den NK-Rezeptor die Chemotaxis (Kéhler et al., 1993). Auch bei der neurogenen
Entziindung scheint den Mastzellen eine grofle Bedeutung zuzukommen, denn SP ist ein potenter
Mastzellendegranulator (Matsuda et al., 1989) und induziert die Expression von TNF-a,
Histamin, Prostaglandin D, und Leukotrien B4 aus den Mastzellen in der Haut (Furutani et al.,
1999). SP aktiviert Makrophagen (Hartung und Toyka, 1983), Monozyten (Lotz et al., 1988),
Thrombozyten und Leukozyten (Ohlen et al., 1989) und induziert die vermehrte Bildung von
Adhisionsmolekiilen (Quinlan et al., 1999). Die T-Zell-Proliferation und Immunglobulin-
Synthese wird in vitro (Payan und Goetzl, 1985; Stanisz et al., 1986) und in vivo (Scicchitano et
al., 1988) durch SP stimuliert, sowie auch die IL-2-Expression von aktivierten, menschlichen T-
Zellen (Calvo et al., 1992). Auch die Differenzierung von B-Lymphozyten wird durch SP
gefordert (Bost und Pascual, 1992).

Alle diese Wirkungen von SP auf Zellen des Immunsystems und des Gefil3- und Bindegewebes
tragen zu pathophysiologischen Mechanismen verschiedener Gelenk- und

Bindegewebserkrankungen bei.

Calcitonin gene-related peptide (CGRP)

Das erstmals 1983 von Rosenfeld und Mitarbeitern (Rosenfeld et al., 1983) beschriebene CGRP
ist ein Peptid aus 37 Aminosiuren, das im neuronalen Gewebe durch eine alternative
Transkription der mRNA des Calcitoningens synthetisiert wird (Rosenfeld et al., 1983). CGRP-
haltige Nervenfasern sind bei verschiedenen Tierspezies und beim Menschen iiberwiegend
diinnmyelinisierte Afferenzen (Alvarez et al., 1988; Gibson et al., 1984; McNeill et al., 1988). Es
ist hdufig in den primér sensorischen Nervenfasern mit SP kolokalisiert (Wiesenfeld-Hallin et al.,
1984) und ist in hohen Konzentrationen in den sensorischen Nervenenden in Haut(Bjorklund et
al., 1986; Ishida-Yamamoto et al., 1989), Gelenken, Periost (Bjurholm et al., 1988), Meningen
(Messlinger et al., 1995) und Blutgefden (Jansen et al., 1986; Uddman et al., 1986a) vorhanden.
CGREP ist aber auch in den Motorneuronen des Vorderhorns im Riickenmark nachgewiesen

worden, wo es nicht mit SP kolokalisiert ist (Arvidsson et al., 1993). Die Rezeptoren von CGRP
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werden anhand ihres pharmakologischen Wirkspektrums in zwei Klassen unterteilt: CGRP-1 und
CGRP-2 Rezeptor.

Die intrakutane Injektion von CGRP verursacht ein ausgeprigtes Erythem, unabhéngig von
Histamin und neurogenen Mechanismen (Brain et al., 1986; Piotrowski und Foreman, 1986;
Wallengren und Hékanson, 1987). Es beruht auf der direkten vasodilatatorischen Wirkung des
Peptides iiber die Dilatation der Arteriolen (Holzer, 1992). CGRP wirkt im neuronalen Gewebe
als direkter Neurotransmitter und auf3erhalb des Nervensystems als wichtiger Faktor fiir den
lokalen Blutfluss (Mione et al., 1990). Dieses Neuropeptid potenziert den Odem-bildenden Effekt
von IL-1 (Buckley et al., 1991) und fordert die Leukozyten-Adhésion des GefidBBendothels (Sung
et al., 1992). AuBBerdem stimuliert CGRP die Proliferation von menschlichen Endothelzellen
(Hagerstrand et al., 1990) und ist chemotaktisch fiir menschliche T-Zellen (Foster et al., 1992).
Die funktionelle Bedeutung der Kolokalisation von SP und CGRP ist noch offen. Teilweise sind
synergistische Wirkungen beider Neuropeptide beschrieben (Brain und Williams, 1988), zum
Teil scheint aber auch das Gegenteil einzutreten. Die Injektion beider Substanzen in die Haut
beim Kaninchen und beim Menschen zeigte, dass SP das CGRP-induzierte Erythem deutlich
verminderte (Wiesenfeld-Hallin et al., 1984). CGRP besitzt auch potente antiinflammatorische
Eigenschaften wie die Minderung der entziindungsfordernden Aktivitdt von Serotonin, Histamin
und Leukotrien B4 (Raud et al., 1991). Zum Teil wirkt CGRP antagonistisch fiir einige
Wirkungen von SP. Es reduziert die Proliferation der T-Zellen auf mitogene Stimuli (Teresi et al.,
1996) und die Produktion von IL-2 (Wang et al., 1992). CGRP wird auch in menschlichen B-
Lymphozyten synthetisiert (Bracci-Laudiero et al., 2002). Dabei ist die Produktion in ruhenden
B-Zellen niedriger und steigt mit der Aktivierung der Zellen (Bracci-Laudiero et al., 2002).

Vasoactive intestinal Peptide (VIP) und
Pituitary Adenylate Cyclase Activating Polypeptide (PACAP)

VIP ist ein Peptid mit 28 Aminoséduren und wurde in Nervenfasern von HautgefidB8en, in
Schweil3-, apokrinen und Meibomschen Driisen, sowie in Haarfollikeln und Merkelschen Zellen
nachgewiesen. VIP enthaltende Nervenfasern sind auch in der Ndhe von Mastzellen nachweisbar
(Harvima et al., 1993) und wird auch in cholinergen parasympathischen Nervenfasern gefunden
(Levine et al., 1985). Es vermittelt die Vasodilatation iiber die Synthese des NO (Williams, 1982)
und fordert die Keratinozytenproliferation und Migration (Wollina et al., 1997). VIP induziert die

Schweillsekretion (Sato und Sato, 1987) und ist wahrscheinlich ein wichtiger Transmitter bei der
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neurogenen Entziindung, weil es die Histaminfreisetzung aus Mastzellen induzieren kann
(Warren et al., 1993).

PACAP ist ein Polypeptid, das zu der VIP-Familie gehort. Es sind bisher zwei Formen gefunden
worden: PACAP-38 und eine ein abgespaltenes Produkt, PACAP-27 (Hosoya et al., 1993).
PACAP wurde in Nervenfasern der Haut bei Nagetieren und beim Menschen nachgewiesen, wo
es in sensorische, nociceptive und wahrscheinlich autonome Bahnen involviert ist (Dun et al.,
1996). Die hochste Immunoreaktivitit wurde um Blutgefi3e, Haarfollikel und Schweif3driisen
gefunden. PACAP verstirkt bei kutanen Entziindungen die Vasodilatation und das Odem und
fordert auch die Plasmaextravasation in der Haut (Cardell et al., 1997; Warren et al., 1992).
Vermehrte Konzentrationen wurden bei psoriatisch verdnderter Haut nachgewiesen (Eedy et al.,
1991). PACAP verringert in T-Lymphozyten und Makrophagen die Produktion von IL-2 und IL-
6 und inhibiert die Expression von IL-10 (Martinez et al., 1998).

Drei verschiedene VIP/PACAP-Rezeptoren (Arimura und Shioda, 1995) konnten geklont
werden, zu denen beide Neuropeptide in unterschiedliche Affinititen haben. Alle drei Rezeptor-
Typen konnten beim Menschen in verschiedenen peripheren Organen nachgewiesen werden,
ebenso wie in endothelialen Zellen, glatten Muskelzellen und in Keratinozyten (Granoth et al.,
2000; Sung et al., 1999). Von PACAP und VIP wurden kiirzlich antiinflammatorische
Eigenschaften bei der rheumatoiden Arthritis nachgewiesen. Beide Neuropeptide konnen die
Lipopolysaccharid-induzierte Produktion von TNF-a verhindern (Delgado et al., 1999a; Delgado
et al., 1999b).

Somatostatin (SOM)

Das Neuropeptid SOM, zuerst aus dem Rinder-Hypothalamus extrahiert, wurde spiter im
Pankreas und Darm nachgewiesen (Polak und Bloom, 1986). Es ist im ZNS und in sensorischen
Fasern des Herzen, des Urogenitaltraktes, Auges, Thymus, Schilddriise, Haut und Gelenken
nachweisbar (Polak und Bloom, 1986). SOM fungiert als Neurotransmitter, wirkt auf die
Kontraktilitit von glatten Muskelzellen, auf die Driisensekretion und auf die Zellproliferation. Im
Immunsystem hemmt es die Proliferation von menschlichen T-Lymphozyten (Payan et al., 1984).
SOM wirkt antagonistisch auf die Substanz P: neben der SP-Freisetzung (Gazelius et al., 1981)
hemmt es die Vasodilatation und Extravasation von Monozyten (Szolcsanyi et al., 1998). Zudem
wird die Expression von Histamin und Leukotrien D, aus stimulierten, menschlichen Basophilen

gehemmt (Goetzl und Payan, 1984). Allerdings kann SOM die Histaminfreisetzung aus
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Mastzellen nicht unterdriicken (Theoharides und Douglas, 1981). Die Ausschiittung von SOM
aus dem Hypothalamus wird durch Zytokine reguliert (Scarborough, 1990). SOM hat einen
analgetischen Effekt und reduziert zum Beispiel bei Entziindungen durch Uratkristalle (Denko
und Gabriel, 1985) und bei experimentell induzierter Arthritis beim Kaninchen die entziindliche
Aktivitat (Matucci-Cerinic et al., 1988). In vitro wird die Proliferation von Chondrozyten durch
SOM stimuliert (Johansson und Madsen, 1987). In vitro konnen physiologische Konzentrationen
von SOM die Proliferation von synovialen Zellen, die Synthese von proinflammatorischen
Zytokinen, sowie die Produktion von Matrix Metalloproteinasen (MMP-1, MMP-2 und MMP-9)
reduzieren (Tabeka et al., 1997). Bei Patienten mit Psoriasisarthritis (Matucci-Cerinic et al.,
1992) und der rheumatoiden Arthritis (Fioravanti et al., 1995; Paran et al., 2001) zeigte die
intraartikulére, intramuskulédre und intravendse SOM-Applikation sowohl analgetische, als auch

antiinflammatorische Wirkung.

Neuropeptid Y (NPY)

NPY ist in sympathischen efferenten Nervenfasern nachweisbar, unter anderem auch in der
Synovialismembran (Levine et al., 1985). In noradrenergen Fasern ist NPY mit Norepinephrin
kolokalisiert (Madden und Felten, 1995). Die Expression von NPY mRNA wurde in aktivierten
B- und T-Lymphozyten nachgewiesen (Schwarz et al., 1994). NPY verursacht eine
Vasokonstriktion, reduziert den lokalen Blutfluss im peripheren Gewebe (Niissalo et al., 2002)
und wirkt als Inhibitor der Bradykinin-induzierten Plasmaextravasation (Niissalo et al., 2002). Im
SLE-Tiermodell wurden sowohl in den Nieren, Thymus und Milz erhohte Werte fiir NPY
gemessen (Bracci-Laudiero et al., 1998).

NPY scheint in kognitive Funktionen und in Angstzustinde involviert zu sein (Cleary et al.,
1994) und seine Anwendung hat bei Méusen zu vermehrtem Gedéchtnisvermogen gefiihrt (Flood
et al., 1987). Von NPY und CGRP wurde gezeigt, dass sie die experimentell induzierte
Beeintrichtigung des Lernverhaltens durch Mk-801 (Dizocilpin, ein nicht-kompetitiver

Antagonist am NMDA Rezeptor Kanal) abschwiichen konnten (Bouchard et al., 1997).

Im Rahmen von verschiedenen entziindlichen Erkrankungen sind zum Beispiel im menschlichen
Kniegelenk signifikant erhohte Konzentrationen von SP (Arnalich et al., 1994; Marshall et al.,
1990), NKA , CGRP (Arnalich et al., 1994), NPY (Larsson et al., 1989; Larsson et al., 1991) und
VIP(Arnalich et al., 1994; Lygren et al., 1986) gefunden worden.
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Auch NGF ist bei diesen Erkrankungen erhoht gefunden worden (siehe unten). Einer der Effekte
der erhohten Menge von NGF ist iiber den retrograden Transport in sensorischen Neuronen die
Uberexpression von Neuropeptiden wie SP und CGRP auf der Ebene der Gen-Expression
(Lindsay und Harmer, 1989; Lindsay et al., 1989). Umgekehrt wurde gezeigt, dass die
Entziehung von NGF zu einer Reduktion dieser Neurotransmitter fiihrt (Goedert et al., 1984;
Otten, 1984).

In einer Untersuchungsreihe von Aloe et al. (1995) wurden bei fiir TNF-a transgenen Miusen,
die eine entziindliche Polyarthritis entwickeln, in der Synovia NGF-, Substanz P (SP)- und
Histamin (HI) —Konzentrationen sowie auch die Mastzellendichte gemessen. Zusitzlich wurden
diese Substanzen hinsichtlich ihrer veridnderten Konzentrationen untersucht nach der Gabe von
NGF-Antikorpern und von 6-Hydroxydopamin (6-OHDA), welches selektiv die sympathischen
peripheren Nervenenden zerstort (Tranzer und Thoenen, 1968). In der arthritischen Synovia
waren die Konzentrationen von NGF, HI, SP und die Mastzellendichte erheblich hoher als bei
»gesunden‘ Kontroll-Mausen. Nach 12 s.c. Injektionen von NGF-Antikorpern iiber 4 Wochen
hinweg, fielen sowohl die Histamin- als auch die Substanz P-Werte auf normale Konzentrationen
bezogen auf gesunde Kontrolltiere zuriick. Um zu untersuchen, ob dieser Effekt der NGF-
Antikorper iiber die periphere sympathische Innervation erreicht wird, wurde einigen
arthritischen Tieren ausschlieBlich 6-OHDA injiziert, um selektiv diese sympathische Innervation
zu zerstoren. Dabei wurden die SP-Konzentrationen nur um 30% reduziert, wihrend die
Mastzellen und die Histaminkonzentrationen unbeeinflusst blieben. Diese Ergebnisse lassen
vermuten, dass die Gabe von NGF-Antikorpern die Reduktion der Mastzellen und der HI/SP-
Konzentrationen vor Ort ohne die periphere sympathische Innervation beeinflusst hat. Die
Substanz P war durch die anti-NGF-Applikation bei den polyarthritischen Tieren auf
Normalwerte gesunken, wihrend die pharmakologische Zerstérung der peripheren Nervenenden
eine vergleichsweise kleine Reduktion (30%) bewirkte.

Donnerer et al. (1992) haben bei experimentell induzierter Arthritis bei Ratten eine parallele
Steigerung der Werte fiir NGF und SP/CGRP im Ischiasnerv nachgewiesen. Sie induzierten die
Arthritis mit Hilfe von Freund's Adjuvans. Eine intraplantare Injektion dieser Emulsion
verursachte eine milde lokalisierte unilaterale Arthritis. Wihrend der ersten beiden Wochen blieb
die kontralaterale Seite unbeeinflusst und diente zur Kontrolle. Die entziindungsbedingte

Neuropeptiderhohung konnte durch anti-NGF Gabe verhindert werden.
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Amann et al. (1996) zeigten, dass unilaterale Injektionen von NGF in die Hinterpfote von Ratten
eine erhohte bilaterale Expression von Prepro-Tachykinin mRNA (eine Vorstufe von SP und
Neurokinin A) und Prepro-CGRP mRNA in den dorsalen Wurzelganglien von L5 bewirkte.
Bracci-Laudiero et al. (2002) wiesen nach, dass NGF in menschlichen B-Lymphozyten die CGRP
Synthese induziert und dass anti-NGF in ruhenden B-Zellen die CGRP Expression reduzierte. Da
CGRP auch potente antiinflammatorische Wirkungen hat, konnte eine partielle Wirkung von
NGEF iiber die Regulierung der CGRP-Produktion auch in der Herabsetzung immuner Reaktionen
liegen.

Verge et al. (1995) haben bei ausgewachsenen Ratten Zusammenhinge zwischen verschiedenen
Neuropeptiden und NGF nach Ischiasnervdurchtrennung untersucht. Zwei Wochen nach dem
Eingriff waren die Konzentrationen von CGRP, SP, und SOM deutlich gesunken, wihrend die
von VIP, CCK, NPY und GAL nun in vielen Neuronen deutlich erhoht waren. Intrathekale
Infusionen mit NGF 2 Wochen nach der Ischiasverletzung wirkten der verminderten
Konzentration von CGRP und SP entgegen. Die Werte von SOM blieben unbeeinflusst, was
daran liegen wird, dass SOM-positive Neurone keinen TrkA-Rezeptor haben. Die NGF-
Infusionen reduzierten die Anzahl der geschéddigten Neurone, die VIP, CCK, NPY und GAL
exprimierten. Demzufolge wird NGF wahrscheinlich unter physiologischen Bedingungen diese
letzt genannten Peptide supprimieren. Diese Ergebnisse zeigen, dass NGF die Expression der
Neuropeptide sehr unterschiedlich beeinflussen kann.

Interessanter Weise konnte aber auch umgekehrt die intraplantare Injektion von SP die
Expression von NGF-mRNA in der Haut von Ratten deutlich erhthen, was mit dem NK;-
Rezeptor Antagonisten SR140333 vollstindig verhindert werden konnte (Amann et al., 2000).
Welche Zellpopulation aber die Quelle fiir die durch den NK;-Rezeptor vermittelte NGF-
Erhohung ist, blieb unklar.

NGF kann auch die Synthese von NPY in menschlichen T-Lymphozyten induzieren (Bracci-
Laudiero et al., 1996b).

Jongsma Wallin et al. (Jongsma Wallin et al., 2001) zeigten, dass in dorsalen Wurzelganglien
PACAP fast ausschlieBlich mit dem TrkA-Rezeptor koexprimiert wird und dass exogen
intrathekal zugefiihrtes NGF die PACAP-Expression in kleinen bis mittelgroen Neuronen
erheblich erhoht (Jongsma Wallin et al., 2001). Auch in vitro war bei PC12 Zellen die PACAP-
Produktion durch NGF erhoht (Hashimoto et al., 2000; Sakai et al., 2001). In spiteren Studien
untersuchten Jongsma Wallin et al. (2003) die Zusammenhénge zwischen NGF und PACAP bei
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durch Freund's Adjuvans induzierter Arthritis. PACAP ist eines der Neuropeptide, welches bei
dieser experimentellen Arthritis vermehrt nachgewiesen werden kann (Zhang et al., 1998). In
dieser Studie wurde gezeigt, dass die durch die Entziindung hervorgerufene PACAP-Erh6hung in
TrkA-positiven Neuronen durch anti-NGF-Gabe verhindert werden konnte (Jongsma Wallin et
al., 2003).

Zusammenfassend beeinflusst NGF iiber TrkA-positive Neurone die Neuropeptid-Expression

sowohl unter physiologischen, als auch pathologischen Bedingungen.

3.15 Neurogene Entziindung und Schmerzentstehung

3.15.1 Einfuhrung

Bereits 1876 beschrieb Stricker, dass bei durchtrennten Hinterhornwurzeln die Stimulation des
distalen Nervenendes eine Erwdrmung der Haut bewirkte. Er vermutete, dass die Vasodilatation
durch die Stimulation der Efferenzen, die das Riickenmark iiber die Hinterwurzeln verlassen,
verursacht wurde (Stricker, 1876). 1901 bestitigte Bayliss die Beobachtungen von Stricker. Aber
er vermutete, dass afferente Neurone und nicht efferente sympathische Nervenfasern diese
beobachtete Vasodilatation hervorrufen (Bayliss, 1901). Bayliss fiihrte den Begriff der
antidromen Leitung ein, da er mutmalte, dass die Vasodilatation iiber afferente Fasern in die
entgegengesetzte, also efferente Richtung geleitet werden. Bruce (1910; 1913) und Breslauer
(1919) benutzten Senfdl als Lokalirritanz und zeigten, dass die Vasodilatation von der intakten
Funktion peripherer Nervenafferenzen abhiingig ist. Nach Nervendegeneration oder Blockade der
Nervenendigungen durch Lokalanisthesie konnte die durch Senfol verursachte Vasodilatation
verhindert werden. Bruce (1910; 1913) bezeichnete seine Beobachtungen als Axonreflex, bei
dem die Noxe (Senfol) Aktionspotentiale auslost, die zunéchst entlang der Nervenfaser
orthodrom geleitet werden, sich an den Verzweigungsstellen von Axonkollateralen aber wieder
antidrom ausbreiten. So kann die Erregung eine flichenhafte Ausbreitung annehmen, die dem
Innervationsareal des gereizten, peripheren Nerven entspricht. 1927 fiihrte Lewis den Begriff der
triple response ein : nach noxischer mechanischer Reizung der Haut durch einen stumpfen
Gegenstand war diese triple response (Dreifachantwort) zu beobachten und bestand aus erstens
der Rotung an der Reizstelle, zweitens einem Erythem bis weit in die Umgebung ausstrahlend

(die so genannte flare response) und drittens einem Odem, was durch die erhhte
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GefidBBpermeabilitidt bedingt war. In spiteren Studien beschrieb Lewis, dass die flare response mit
einer Hyperalgesie des dazu gehorigen Hautareals einhergeht (Lewis, 1936). In neueren
Untersuchungen wurde gezeigt, dass durch die Reizung peripherer Nociceptoren Rétungen auch
auBlerhalb des Innervationsareals der gereizten peripheren Nervenfaser auftreten. Dieser
Mechanismus erfolgt iiber die Umschaltung der aus der Peripherie ankommenden
Aktionspotentiale auf spinaler Ebene iiber die Hinterwurzel (deshalb auch als dorsal root reflex
bezeichnet). Die Reizweiterleitung erfolgt dann nach der Umschaltung iiber die eigentlich
afferenten Nervenfasern wieder in die Peripherie (Lin et al., 1999; Willis Jr., 1999). Wihrend es
sich beim Axonreflex (flare response) um die Ausbreitung innerhalb des Innervationsareals des
gereizten peripheren Nerven handelt, iiberschreitet der dorsal root reflex dieses Innervationsareal.
Kardinalsymptome einer Entziindung sind rubor (Erythem bzw. flare response), calor (aus der
Vasodilatation resultierende Uberw'airmung), tumor (die Schwellung durch die erhohte
GefidBBpermeabilitidt bedingt) und dolor (die Hyperalgesie). Da die triple response infolge
noxischer Stimulation nur in Geweben mit intakter Innervation auftritt (Bruce, 1910; Jancso et
al., 1967) und die Entziindungszeichen von neuralen Strukturen ausgehen, wurde diese Reaktion

als neurogene Entziindung bezeichnet (Jancso et al., 1967).

Im Hinblick auf entziindlich verinderte Gewebe (z.B. Haut oder Gelenke) scheint das
Nervensystem und die neurogene Entziindung eine entscheidende Rolle zu spielen. Dies zeigt
sich an der Beobachtung, dass neuronale Lisionen wie eine Hemiplegie nach hirnischdmischen
Insult (Kidd et al., 1989; Thompson und Bywaters, 1966), oder nach Poliomyelitis (Glick, 1967)
das Verschwinden der Synovitis auf der plegischen Seite verursachte. Auch die symmetrische
Anordnung des Gelenkbefalls bei vielen entziindlichen Erkrankungen scheint ein Hinweis dafiir
zu sein, dass neurogene Mechanismen eine Rolle spielen (Kidd et al., 1989). Psychischer Stress
und das ZNS wurden als ein Faktor fiir die Exazerbation einer rheumatoiden Arthritis beobachtet

(Baker, 1982).

3.15.2 Synovialer Reiz und Schmerzentstehung

Am Beispiel eines synovialen Reizzustandes sollen nun die Mechanismen der Schmerzentstehung

und der neurogenen Entziindung erortert werden.
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Aloe et al. (1992a) haben die durch RA entziindlich veridnderte Synovia des Kniegelenkes eines
Patienten histologisch untersucht. Es fand sich eine erhebliche neurale Vernetzung im Laufe der
synovialen Verdnderungen. In der synovialen Membran bestand eine diffuse Infiltration durch
Lymphozyten und Plasmazellen, sowie eine Proliferation der Kapillaren. Immunohistochemisch
war NGF vermehrt in lymphozytidren Zellen, vor allem perivaskuldr darstellbar.

Die synoviale Membran ist reichlich innerviert. Die Konduktion der nociceptiven Informationen
hat ihren Ursprung am stimulierten Nociceptor der peripheren afferenten sensorischen Nerven.
Darunter sind die Nervtypen Aa, AB, Ay, Ad und B-Nerven, die alle myelinisiert und schnell
leitend sind und die Nervenfasern Typ C, die nicht myelinisiert sind, einen kleinen Durchmesser
haben und langsamer leiten (Review bei Niissalo et al., 2002). Die Typ C/IV Fasern vermitteln
Schmerz-, Juck- und Temperatur-Reize, die Ad/III Fasern vermitteln Schmerz und Temperatur
und reagieren am empfindlichsten auf Beriihrungsdruck (Niissalo et al., 2002). Sie konnen durch
verschiedene Entziindungsmediatoren zum Teil direkt depolarisiert werden. Andere
Entziindungsmediatoren wie Bradykinin, IL-1p, IL-6, IL-8, Adenosin, Serotonin, Prostaglandine,
TNF-o und NGF konnen diese Fasern aber auch indirekt, z.B. iiber postganglionidre sympathische
Nerven fiir nachfolgende Stimuli sensibilisieren. Normalerweise kommunizieren postganglionire
Neurone nicht mit den peripheren afferenten Neuronen. Aber unter den pathologischen
Bedingungen bei einer Entziindung konnen diese postgangliondren Neurone die afferenten
Rezeptoren sensibilisieren (Luppi et al., 1993). Ein bedeutsames Verbindungsglied zwischen
diesen beiden Nervenfasern ist NGF. Alle direkten und indirekten sensibilisierenden Wirkstoffe
erhohen die intraneuronale cAMP-Konzentration, die eine Rolle bei der Herabsetzung
entziindlicher Prozesse spielt (Niissalo et al., 2002). NSARs erhohen die cAMP, wihrend Gold
und Capsaicin selektiv neurotoxisch fiir die Typ C/IV Fasern sind.

Mit Hilfe von Antikoérpern gegen Neurofilament (ein neuronaler Marker) konnten freie
Nervenenden dieser nociceptiven Fasern in der Synovia, in der Gelenkkapsel, den Sehen und
Ligamenta (Biedert et al., 1992; Kennedy et al., 1982; Ralston et al., 1960) zur Darstellung
gebracht werden.

Unter physiologischen Bedingungen wird die Transduktion der Information von den priméren
Afferenzen zu den zentralen Ebenen der sekundiren Neurone in den Ganglien des Riickenmark-
Hinterhorns mittels Neurotransmittern iibermittelt. In den Nervenenden der peripheren Fasern
sind diese Neuropeptide in Vesikeln gelagert, die bei Depolarisation ins Zielgewebe abgegeben

werden (Niissalo et al., 2002). Einer der wichtigsten Neurotransmitter dieser afferenten Typ C-
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Fasern ist das Neuropeptid Substanz P (SP) (Pernow, 1983). Ein in diesem Zusammenhang
ebenso bedeutsames Neuropeptid ist das CGRP, was in vielen dieser afferenten Fasern mit SP

kolokalisiert ist (Gibson et al., 1984; Wiesenfeld-Hallin et al., 1984).

Unter pathologischen Bedingungen werden SP und CGRP sowohl orthodrom in den
Hinterhornganglien, als auch antidrom an den peripheren Nervenenden ausgeschiittet (Lembeck
und Hozer, 1979). Dieser antidrome Mechanismus ist fiir die Entstehung der neurogenen
Entziindung verantwortlich. Im Tierversuch ist es moglich, durch antidrome Stimulation SP aus
den afferenten Nervenendigungen in die synoviale Fliissigkeit freizusetzen und dort in den
Gelenken eine neurogene Entziindung hervorzurufen (Ferrell und Russell, 1986; Holzer, 1992).
Beim Menschen kann man solche Experimente nicht durchfiihren, aber es wurden in der
synovialen Fliissigkeit arthritischer Gelenke erhohte Werte fiir SP, CGRP und Histamin
nachgewiesen (Anichini et al., 1997; Appelgren et al., 1991; Arnalich et al., 1994; Joyce et al.,
1993; Malone et al., 1986; Marabini et al., 1991; Marshall et al., 1990).

Die periphere Freisetzung der Neuropeptide und Induktion der neurogenen Entziindung mit der
triple response erfolgt unter pathologischen Bedingungen nur bei noxischer Intensitét der Stimuli
(Lewis, 1927). In ausreichender Intensitidt konnen verschiedene Stimuli diese Neuropeptide
freisetzen: physikalische Reize (thermisch, mechanisch und elektrisch), UV-Strahlung und
chemische Substanzen. Nicht nur exogene Stimuli und Noxen, sondern auch endogene
Mediatoren kdnnen diese neuronalen Mechanismen triggern. Zum einen induzieren die aus den
Afferenzen freigesetzten Neuropeptide eine Entziindung, zum anderen hat aber die Entziindung
wiederum einen Einfluss auf den Peptidgehalt der afferenten Faser. Zum Beispiel wurden erhohte
Mengen an SP und CGRP im Hinterhorn des Riickenmarks, im Spinalganglion und im Nervus
ischiadicus arthritischer Ratten gefunden (Kuraishi et al., 1989; Marlier et al., 1991). Dies
bedeutet, dass die endogenen Noxen bei entziindlichen Prozessen eine vermehrte Synthese und
Ausschiittung der Neuropeptide bewirken, die dann wiederum durch proinflammatorische
Wirkungen die Entziindung weiter verstiarken und unterhalten.

Zu diesen erheblichen proinflammatorischen Mechanismen von SP gehort die Wirkung auf
Mastzellen, Aktivierung von Makrophagen (Koff und Dunegan, 1985) und B-Lymphozyten
(Laurenzi et al., 1989), sowie die Forderung der Infiltration von polymorphkernigen Leukozyten
(Granulozyten) durch die Degranulierung von Mastzellen (Matsuda et al., 1989). SP wirkt auf
Chondrozyten, Osteoklasten, Osteoblasten, Thrombozyten (Ohlen et al., 1989), Mastzellen
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(Devillier et al., 1985) und Synoviozyten (Lotz et al., 1987). In den kultivierten Synoviozyten
von RA-Patienten konnte in vitro nachgewiesen werden, dass ihre Proliferation unter Zugabe von
SP stieg und dass SP sie zur vermehrten Ausschiittung von Prostaglandin E2 und Kollagenase
stimulierte (Lotz et al., 1987). Uber die Stimulierung der Synoviozytenproliferation kann SP zur
Pannusbildung beisteuern, sowie iiber die vermehrte Kollagenase- und Prostaglandinbildung zur
zunehmenden Zerstorung des intraartikuldren Gewebes und zur Unterhaltung der Entziindungs-
Kaskade beitragen. Als Antwort auf die Rezeptor-vermittelte Aktivierung durch Neuropeptide
werden verschiedene Zellen stimuliert, andere bioaktive Substanzen wie Zytokine,
Prostaglandine, zu exprimieren, NO und CO freizusetzen, die ihrerseits wieder auf die
Nervenenden wirken konnen (Niissalo et al., 2002). Substanz P fiihrt zur Vasodilatation, Plasma-
Extravasation und zur Leukozytenevasion (Niissalo et al., 2002). Die Hyperidmie bei der
neurogenen Entziindung wird durch CGRP iiber die Dilatation von Arteriolen vermittelt. Die
Extravasation von Proteinen tritt an den postkapilldren Venolen auf und wird tiberwiegend durch
SP und Neurokinin A verursacht (Holzer, 1992). Diese lokalen Mechanismen der neurogenen
Entziindung verursachen einen Circulus vitiosus an neuronaler Aktivierung und daraus
resultierender Selbsterhaltung bzw. Steigerung der Entziindung. In diesen Mechanismus greift
auch NGF ein. Viele der Neuropeptidhaltigen Nervenfasern vom Typ C/IV tragen den NGF-
Rezeptor TrkA (Goedert et al., 1981; Verge et al., 1989).

In vielen in vitro und vivo Studien mit Nervenverletzung, induzierter Entziindung oder auch unter
physiologischen Bedingungen konnte gezeigt werden, dass NGF in der Lage ist, iiber diese
Rezeptoren die Expression der Neuropeptide SP und CGRP zu erhthen (Amann et al., 1996;
Fitzgerald et al., 1985; Goedert et al., 1981; Lindsay et al., 1989; Lindsay und Harmer, 1989;
Wong und Oblinger, 1991). Dariiber hinaus kann die Gabe von anti-NGF den Neuropeptidgehalt
von SP und CGRP aber auch reduzieren (Aloe et al., 1995; Goedert et al., 1984; Otten, 1984). Bei
der Arthritis im Tiermodell und beim Menschen sind in vielen Untersuchungen erhohte
Konzentrationen von NGF und SP, sowie CGRP nachgewiesen worden. Die schon erwéhnte
Wirkung der Neuropeptide — insbesondere SP — auf die immunkompetenten Zellen in der
Peripherie mit Infiltration von Lymphozyten, Plasmazellen und Makrophagen etc. erhoht
wiederum die Konzentrationen von NGF, denn diese Zellen kdnnen zusammen mit Mastzellen
NGF exprimieren. So scheint sich die neurogene Entziindung selbst zu erhalten. Es ist aber noch
nicht klar, ob NGF Grund oder Folge dieser Ereignisse ist. Auf jeden Fall ist NGF ein Teil dieses

neurogenen entziindlichen Netzwerkes (Abb.1).
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Abb. 1 Mechanismen von NGF und Neuropeptiden bei der neurogenen Entziindung am Beispiel des

synovialen Reizzustandes

Uber die Bindung an den TrkA-Rezeptor entfaltet NGF seine Wirkung (Ibdfiez et al., 1992; Loeb
et al., 1991; Loeb und Greene, 1993). Nach der Bindung an den Rezeptor wird rasch eine
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Tyrosin-Autophosphorylierung von Trk und nachfolgend anderer Messenger-Proteine induziert
(Jing et al., 1992; Kaplan et al., 1991b; Klein et al., 1991a). Die Signalweiterleitung unterliegt
wahrscheinlich zwei Mechanismen:

1. Zum einen aktiviert NGF an den terminalen Nervenenden den TrkA-Rezeptor, wird durch eine
Rezeptor-vermittelte Endozytose internalisiert und wird dann als Vesikel mit dem Rezeptor in
seiner Membran und NGF in seinem Lumen retrograd zu den Zellkorpern transportiert, wo die
Trk-Phosphorylierung weiterer Proteine im Zellkern die Gen-Expression verdndert. Sowohl der
retrograde Transport von NGF (Hendry et al., 1974a; Korsching und Thoenen, 1983; Stockel et
al., 1975), als auch der von Trk (Ehlers et al., 1995; Grimes et al., 1996) ist nachgewiesen
worden.

2. Senger und Campenot (1997) haben in unterteilten Kulturen bei sympathischen Ratten-
Neuronen gezeigt, dass ein Teil der Signalweiterleitung im Nerven auch ohne retrograden
Transport des NGF selbst stattfinden muss. Denn die Applikation von NGF nur am distalen Ende
der Axone induzierte das Erscheinen von phosphoryliertem Trk in den Zellkorpern/ proximalen
Axon (zentrale Abteilung der Kultur) innerhalb von 1 Minute. Die retrograde Phosphorylierung
anderer Proteine war innerhalb von 5-15 Minuten nachweisbar, wohingegen der retrograde

1251_NGF nicht vor 30-60 Minuten nachweisbar war. AuBerdem wurden auch

Transport von
retrograde Tyrosin-Phosporylisierungen beobachtet, wenn in der zentralen Abteilung mit dem
Zellkorper und proximalen Neuriten NGF-Antikorper appliziert wurden, um jede direkte Aktion

von NGF zu blocken.

NGF entfaltet iiber diese beschriebenen Mechanismen seine Wirkung auf die sympathischen und
sensorischen Nerven, von denen letztere auch durch NGF vermehrt die Neuropeptide
ausschiitten.

Die bisher beschriebenen Vorginge finden auf der Ebene der priméren Afferenzen (PNS) und im
peripheren Gewebe statt. Die zweite Ebene ist die sekundire Nociception auf der Ebene des
Riickenmarks mit Weiterleitung von Impulsen zu hoheren Bereichen des ZNS mit der Folge der
so genannten zentralen Sensibilisierung mit Chronifizierung der Schmerzen, Hyperalgesie und
Allodynie.

Bei der Hyperalgesie handelt es sich per definitionem um eine gesteigerte
Schmerzempfindlichkeit auf einen schmerzhaften Reiz, wihrend bei der Allodynie bei

normalerweise nicht schmerzhaften Stimuli Schmerz empfunden wird.
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Ein Hauptcharakteristikum von Entziindung ist Schmerz und Hypersensibilitit.
Entziindungsschmerz ist ein multifaktorielles Syndrom, das drei groe Sdulen umfasst:
1. Spontanschmerz, lokal durch die Entziindungsmediatoren, die die Schwelle der
Nociceptoren herabsetzen und zur peripheren Sensibilisierung fiihren (Treede et al., 1992)
2. VergroBerung der neuralen Antwort auf die anhaltende Stimulierung durch Entziindungs-
Noxen durch Forderung von Synapsenbildung im Riickenmark
3. zentrale Sensibilisierung, bei der dann normalerweise harmlose Stimuli schon Schmerz
verursachen, was zur Hyperalgesie/ Allodynie fiihrt (Woolf, 1983).
Ein wichtiger Faktor fiir die Entstehung der Hyperalgesie wihrend einer Entziindung, aber auch
fiir die Entziindung selbst ist NGF. So kann eine einmalige systemische Gabe von NGF eine
mechanische und thermische Hyperalgesie bei Labortieren (Lewin et al., 1993; Lewin et al.,
1994) und beim Menschen (Petty et al., 1994) auslésen. Eine Hyperalgesie ist aber nicht nur bei
exogener Zufuhr von NGF zu beobachten. NGF scheint auch als endogener Mediator von
Hyperalgesien bei entziindlich verdnderten Geweben eine wichtige Rolle zu spielen. Wird bei
Ratten durch die Injektion von kompletten Freund's Adjuvans eine Entziindung der
Hinterextremitit erzeugt, entsteht eine thermische und mechanische Hyperalgesie. In diesem
betroffenen, entziindlich verianderten Gewebe ist ein signifikanter Anstieg von NGF-
Konzentrationen nachweisbar (Donnerer et al., 1992; Woolf et al., 1994). Wenn durch Gabe von
anti-NGF dieser Anstieg verhindert wird, entsteht wihrend der Entziindung keine Hyperalgesie
(Lewin et al., 1994; Woolf et al., 1994). Daraus lasst sich folgern, dass der Anstieg von NGF im
entziindlich verianderten Gewebe fiir die Entziindungshyperalgesie verantwortlich ist.
Auch bei der durch Trauma entstehenden Hyperalgesie scheint NGF eine Schliisselrolle zu
spielen.
Bei einer Studie an Ratten wurde durch Ligatur des Nervus ischiadicus am Hinterbein
Hyperalgesie erzeugt (Theodosiou et al., 1999). Die subcutane Injektion von anti-NGF konnte bei
diesen Tieren eine Linderung der Hyperalgesie auf mechanische und thermische Reize erzielen.
Und umgekehrt konnte eine subcutane Injektion von NGF eine Hyperalgesie auf mechanische
und thermische Reize auslosen (Theodosiou et al., 1999).
Ein weiterer Hinweis auf einen Zusammenhang von NGF und der Entstehung von Hyperalgesien
konnte durch Experimente mit transgenen Miausen gewonnen werden. Transgene Miuse mit einer

Uberexpression von NGF in der Haut zeigen eine erhebliche mechanische Hyperalgesie und
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umgekehrt sind transgene Méuse mit einer reduzierten kutanen NGF-Expression hypoalgetisch
(Davis et al., 1993). Interessant war auch die Feststellung, dass bei den transgenen Miusen mit
einer Uberexpression von NGF eine vermehrte Aussprossung von sympathischen
postganglioniren Fasern zu den Zellkdrpern der sensorischen Neurone stattfand (Davis et al.,
1994).

Nach einer Injektion von NGF folgt die thermische Hyperalgesie sehr rasch (nach ca. 10 Min).
Diese kurze Zeitspanne ldsst vermuten, dass dabei keine zentralen, sondern periphere
Mechanismen eine Rolle spielen (Lewin und Mendell, 1993). Allerdings hélt dann die
Hyperalgesie auf thermische Reize bis zu 4 Tage lang an. Da aber das injizierte NGF in einigen
Stunden eliminiert sein diirfte ( die Halbwertszeit von s.c. injiziertem NGF betrégt 4.5h (Tria et
al., 1994)) und die Injektion zu keinen lokalen Gewebsverinderungen wie Erythem oder Odem
fiihrt, ist die spitere Phase der lang anhaltenden Hyperalgesie auf zentrale Mechanismen
zuriickzufiihren (Lewin et al., 1994). In verschiedenen Versuchen an Ratten haben Lewin et al.
(1994) weitere Erkenntnisse iiber die peripheren und zentralen Mechanismen der NGF-
induzierten Hyperalgesie gewonnen. Die Autoren vermuten, dass die frithe Phase der thermischen
Hyperalgesie (<7 h nach NGF-Injektion) mit peripheren Mechanismen und der Involvierung von
Mastzellen zusammenhingt. Mastzellen tragen den TrkA-Rezeptor (Horigome et al., 1993) und
NGF bewirkt ihre Degranulierung (Bruni et al., 1982; Mazurek et al., 1986). Wenn diese
Mastzellen vor der Gabe von NGF mit der Losung 48/80 (einem potenten Mastzelldegranulator)
chronisch entleert wurden, war in den ersten 3 h nach NGF-Gabe keine Hyperalgesie erkennbar.
Erst spiter entwickelten diese Tiere eine thermische Hyperalgesie. Die Mastzellen der Ratte
setzen bei Degranulierung Histamin und Serotonin (5-HT) frei. Von 5-HT ist bekannt, dass es die
primiren Afferenzen direkt aktivieren und sensibilisieren kann (Beck und Handwerker, 1974;
Lang et al., 1990; Rueff und Dray, 1992) und Hyperalgesien bei Nagetieren (Taiwo und Levine,
1992) und beim Menschen (Richardson et al., 1985) auslosen kann. Fiir die Hypothese, dass NGF
peripher via Mastzellen und ihre Mediatoren wirkt, sprechen die Versuchsreihen mit s.c.
Injektionen der Serotoninantagonisten Methiothepin (ein selektiver 5-HT,- und 5-HT,-Rezeptor
Antagonist) und ICS-205-930 (ein selektiver 5-HT3- und 5-HT,4- Rezeptor Antagonist) (Lewin et
al., 1994). Bei der Verabreichung der Antagonisten alleine waren keine Verhaltensinderungen
der Tiere auf thermische Reize erkennbar. Erst nach der Injektion von NGF war bei den Tieren
mit den 5-HT-Antagonisten nicht nur das Fehlen der Hyperalgesie, sondern sogar eine

Hypoalgesie vorhanden.
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Die NGF-induzierte thermische Hyperalgesie ist zunidchst abhéngig von den beschriebenen
peripheren Ereignissen am Nociceptor. In spéteren Phasen scheinen die zentralen NMDA -
Rezeptoren (N-Methyl-D-Aspartat) involviert zu sein (Lewin et al., 1994). Es ist gezeigt worden,
dass die thermische Hyperalgesie bei Entziindungen und Nervenschidigungen durch die
Blockade dieser NMDA-Rezeptoren verhindert werden konnte (McMahon et al., 1993). Bei der
intrathekalen Gabe eines systemisch wirkenden NMDA-Rezeptorantagonisten (MK-801) vor der
Applikation von NGF (Lewin et al., 1994) war die thermische Hyperalgesie nur 3 h lang
vorhanden und danach vollstindig aufgehoben. Die ersten 3 h sprechen fiir den oben
beschriebenen peripheren Mechanismus und die Blockade in der spiteren Phase fiir den zentralen
Anteil via NMDA-Rezeptoren.

NGF steigert die NMDA-Rezeptoren-Aktivitidt in Ganglion-Neuronen, was vermutlich mit der
Phosphorylierung der NMDA-Rezeptoren zusammenhingt (Di Luca et al., 2001; Jarvis et al.,
1997). Dies konnte dann eine hohere Amplitude und prolongierte synaptische Antwort im
Riickenmark fordern und iiber die Fahigkeit von NGF, die vermehrte Ausschiittung und
Transport der Neuropeptide zu bewirken (Donnerer et al., 1992; Goedert et al., 1984), somit den
Prozess der neurogenen Entziindung weiter unterhalten (Coderre et al., 1991; Green et al., 1993;
Levine et al., 1985).

NGF ist zudem ein wichtiges Verbindungsglied zwischen den priméren sensorischen Neuronen
und den postgangliondren sympathischen Neuronen, die ebenfalls den TrkA-Rezeptor
exprimieren (Smeyne et al., 1994). Normalerweise sind das sympathische und das
somatosensorische Nervensystem unter physiologischen Bedingungen voneinander getrennt. Erst
pathophysiologische Verhiltnisse wie Entziindung oder Nervenldsion bewirken eine Kopplung
beider Systeme. Woolf et al. (1996) zeigten, dass die intraplantare Injektion von NGF bei Ratten
sowohl eine thermische, als auch mechanische Hyperalgesie verursachte, die durch chemische
Sympathektomie erheblich reduziert werden konnte. Diese Beobachtung wurde als Indiz dafiir
betrachtet, dass NGF indirekt iiber eine Wirkung auf postganglionidre sympathische Neurone eine
Sensibilisierung peripherer Nociceptoren auslost.

Die Sensibilitédtsverdnderungen werden von NGF am Ort des Entziindungsgeschehens (also
peripher) und iiber die Bindung von NGF an die TrkA—Rezeptoren der peripheren Enden der
primiren, afferenten sensorischen Neuronen (Typ C/IV) (Averill et al., 1995; McMahon et al.,
1994; Smeyne et al., 1994) und den retrogarden Transport zum Hinterhornganglion des

Riickenmarks bewirkt. Dort kommt es zur vermehrten Ausschiittung der Neuropeptide,
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Wachstumsfaktoren und Beeinflussung der Ionenkanéle (Donnerer et al., 1992; Leslie et al.,
1995; Lindsay und Harmer, 1989). Die Exzessive Erregungsweiterleitung der priméren
Afferenzen zu sekundiren Hinterhorn-Neuronen erzeugt lang anhaltende molekulare
Modifikationen, die auch anhaltende Expression von Proto-Oncogenen wie c-fos und c-jun
(Abbadie und Besson, 1992; Coderre et al., 1993) beinhalten. Die Protein-Produkte dieser Proto-
Oncogene agieren dann wiederum als dritte Messenger, die die Schmerzweiterleitung in hohere
Ebenen des ZNS wie Thalamus und somatosensorische Bereiche des Cortex (Coderre et al.,
1993) sicherstellen. Die gesamte Dynamik wird als neuronale Plastizitit verstanden. Chronischer
Schmerz fiihrt demnach zu einer dauerhaften Alteration der neuronalen Expression im
zentralnervosen Zielorgan.

Das Tiermodell lisst sich allerdings nicht uneingeschrinkt auf den Menschen iibertragen, denn

beim Menschen enthalten die Mastzellen kein Serotonin (Theodosiou et al., 1999)!

Auch beim Menschen kann die Applikation von NGF eine Hyperalgesie auslosen.

Petty et al. (1994) haben in einer doppel-blind und Placebo-kontrollierten Studie gesunden
Probanden s.c. und intravends rhNGF in einer Dosierung von 0.03 bis 1 microgramm/kg
verabreicht. Dabei traten Dosis-abhdngige Myalgien auf, die meist in der Nacken-,Bulbar- und
Kiefermuskulatur begann und spiter auch in Rumpf-, sowie Extremitdten-Muskulatur auftraten.
Die Myalgien waren nicht von einer CK-Erhthung im Serum begleitet. Die Probanden mit s.c.
Injektionen entwickelten @hnlich den Tierversuchen Hyperalgesien auf thermische und
mechanische Reize auf der Seite des Einstiches, die bis zu 7 Wochen anhielten.
Interessanterweise waren die weiblichen Probanden fiir die Entstehung der Myalgien
empfinglicher. In verschiedenen Studien sind Zusammenhénge zwischen NGF, weiblichen
Hormonen und Nociception gefunden worden (Bjorling und Wang, 2001; Liuzzi et al., 1999;
Tsen et al., 2001). Der NGF-Gehalt in den Ganglion-Neuronen scheint auch durch Ostrogene
reguliert zu werden (Sohrabji et al., 1994).

Dyck et al. (1997) haben bei Probanden 1 oder 3 microgramm NGF intradermal in den Unterarm
injiziert. Die Untersuchten gaben eine Schmerzempfindlichkeit auf Druck teilweise schon nach 3
Stunden an, die bis zu 3 Wochen anhielt. Die Schmerzschwelle fiir thermische Reize war
signifikant reduziert. In einigen Féllen war dies schon nach 3 Stunden zu beobachten und hielt
ebenso bis zu 3 Wochen an. Diese kurze Zeitspanne von 3 Stunden reicht nicht fiir die Aufnahme

des NGF durch die Nervenenden, seinen retrograden Transport und Regulierung der
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Schmerzmodulatoren. Es miissen also auch beim Menschen zunichst periphere, im Gewebe
lokalisierte Mechanismen fiir die Schmerzentstehung verantwortlich sein und erst im weiteren
Verlauf die zentralen Prozesse aktivieren.

Svensson et al. haben 2003 bei Probanden 5 Mikrogramm NGF in den Masseter-Muskel injiziert
und dabei eine mechanische Hyperalgesie, die sich in einer reduzierten Schmerzschwelle fiir
Druck-Stimuli duBerte, fiir die Dauer von 7 Tagen und in 75% der Fille fiir 2 Wochen gefunden

(Svensson et al., 2003).

Bei dem Therapieversuch mit intraventrikuliren NGF-Infusionen bei 3 Alzheimer-Patienten
(Eriksdotter Jonhagen et al., 1998) traten Nebenwirkungen mit Schmerzen vor allem des Riickens
auf. Die Schmerzen waren einige Tage nach Beginn der Infusion vorhanden, verschwanden
innerhalb weniger Tage nach Abbruch der Infusion und traten erneut rasch bei Wiederbeginn der
Infusion auf. Bei allen drei Patienten waren die Schmerzen in den Muskeln und dem
Bindegewebe lokalisiert, aber eine erhohte Empfindlichkeit auf Druck wurde nicht berichtet. Die
Schmerzentstehung dieser Patienten wurde wahrscheinlich durch zentrale und periphere
Mechanismen verursacht. Die Gabe von Dextropropoxyphen (ein zentral wirksames Analgetikum
und chemisch nahe verwandt zu Levomethadon) konnte die Schmerzzustinde bessern, wiahrend
die peripher wirksamen Cyclooxigenase-Inhibitoren ASS, Diclofenac und Paracetamol weniger
wirksam waren. Die myalgischen Schmerzen waren denen bei der i.v. Injektion bei Petty et al.
dhnlich. Allerdings traten sie mit deutlich ldngerer Latenz auf, wahrscheinlich deshalb, weil der
Transport in der cerebrospinalen Fliissigkeit vom Ventrikel bis zum subarachnoidalen Raum im
Riickenmark 3-6 h benétigt (Greitz und Hannerz, 1996). Da es keinen direkten Zugang von
subarachnoidalen Raum zu den dorsalen Wurzelganglien gibt, wird der Transport von NGF bis
zum epineuralen Gewebe bis zum Erreichen der Ganglien der dorsalen Wurzeln entsprechend
viel Zeit benotigen. Dies wird wahrscheinlich die Erklarung fiir die deutlich lingere Latenz im
Vergleich zu der intravendsen Gabe ( Latenz 60-90 Min ) von NGF sein.

An der Beteiligung von NGF an peripherer und zentraler Schmerzentstehung, sowie an der

Hyperalgesie besteht kein Zweifel.
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4 NGF bei entzuindlich-rheumatischen und degenerativen
Erkrankungen

Im Folgenden werden verschiedene rheumatische und degenerative Erkrankungen im Hinblick
auf NGF-Konzentrationen sowohl beim Menschen, als auch beim Tier, zusammengestellt.

Die Ergebnisse der Untersuchungen von rheumatischen Erkrankungen sind in Tabelle 2
zusammengefalit. Dort finden sich die NGF-Konzentrationen, die in verschiedenen

Korperfliissigkeiten gefunden wurden.

4.1 Rheumatoide Arthritis (RA)

Die rheumatoide Arthritis ist eine chronisch-entziindliche Erkrankung, deren Ursprung nicht
bekannt ist. Mogliche Ausloser konnen antigen-spezifische und nicht-antigen spezifische
Mechanismen sein. Aktivierte T-Zellen, die HLA-DR4 exprimieren sind als Initiatoren des
pathophysiologischen Prozesses diskutiert worden (Fox, 1997). Aber auch B-Zellen sind durch
die herausragenden Erfolge von anti-B-Zell-Therapien (Rituximab) erneut zur Diskussion gestellt
worden. Eine Vielzahl immunpathologischer Prozesse sind in die Entziindungskaskade involviert.
Die RA ist gekennzeichnet durch synoviale Hyperplasie und Hypertrophie sowie
Zellinfiltrationen einschlieBlich Mastzellen (Fitzgerald, 1989; Malone et al., 1987; Zvaifler,
1996). Monozyten und Makrophagen spielen in allen Stadien der Entziindung der
Synovialmembran eine wichtige Rolle (Burmester et al., 1997). Die Makrophagen und
Fibroblasten im Gelenk sind eine wichtige Quelle fiir Zytokine wie TNF-a und IL-1. Aber auch
die von T-Zellen produzierten Zytokine sind vorhanden (Klimiuk et al., 1997). Unter diesen
Zytokinen spielen TNF-a und IL-1 bei der Gewebsdestruktion im Gelenk eine Schliisselrolle. Sie
induzieren die Synthese von gewebszerstorenden Metalloproteinasen wie Kollagenase und
Stromelysin in aktivierten Fibroblasten der Synovialmembran und in Chondrozyten des
angrenzenden Knorpels. Auch die Makrophagen sind eine wichtige Quelle dieser zerstorenden
Enzyme. Die Fibroblasten-dhnlichen Synoviozyten sind auch an der Synovitis bei der RA
beteiligt (Firestein, 1996). Makrophagenprodukte wie die Zytokine aktivieren die
Fibroblastenproliferation, die wiederum Zytokine und ebenso Metalloproteinasen produzieren. So

entsteht ein komplexes Netzwerk, was zur Bildung des enzymproduzierenden, adhédsiven und
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erosiven Pannus fiihrt. Diese chronische Entziindung ist gekennzeichnet durch eine erhebliche
Neovaskularisation. Angiogenese-Faktoren (z.B. FGF, EGF, IGF und TGF-) werden vor allem
von Makrophagen sezerniert und induzieren die Bildung neuer Blutgefidfe (Koch, 1998).

In verschiedenen Untersuchungsreihen konnte zusitzlich gezeigt werden, dass auch SP und
Mastzellen (mit ihren exprimierten Substanzen wie zum Beispiel Histamin) in die Initiierung und
Progression der Arthritis beim Menschen und bei experimentell induzierter Arthritis im
Tiermodell involviert sind (Levine et al., 1984; Mican und Metcalfe, 1990).

Die kurz skizzierten Mechanismen fithren bei der rheumatoiden Arthritis vom gesunden
Gleichgewicht im Gelenk zur reaktiven Synovitis mit einem aggressiven, gewebezerstorenden,
chronisch unterhaltenem Prozess.

In diesen Prozess ist auch NGF involviert.

Das NGF/TrkA System fordert die Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen (Ehrhard et
al., 1993a) und steigert die Proliferation der T-Zellen, sowie die Antikdrpersynthese durch
Plasmazellen (Manning et al., 1985; Otten et al., 1989; Thorpe und Perez-Polo, 1987). In vitro
wurde nachgewiesen, dass stimulierte TH-Zellklone eine Steigerung der NGF-Sezernierung bei
THO- und TH2-Zellen induzierten (Lambiase et al., 1997). Zudem wirkt NGF chemotaktisch auf
polymorphkernige Leukozyten (Gee et al., 1983) und erhoht die GefdBpermeabilitidt im
Tiermodell (Otten et al., 1984). Intrasynoviale Injektionen von NGF bei Ratten erhohen die
Mastzellendichte und Verteilung in der Synovia (Aloe et al., 1992c), wihrend die Gabe von anti-
NGF bei Mastzellen zytologische Verdnderungen hervorruft und ihre Anzahl vermindert (Aloe et
al., 1994a). Sowohl im hyalinen Kniegelenkknorpel, als auch im fibrosen Meniskusknorpel
wurden NGF mRNA, NGF-Protein und beide Rezeptoren (p75 und TrkA) nachgewiesen
(Gigante et al., 2003). Im arthrotisch verdnderten Gelenk sezernieren menschliche Chondrozyten
NGF und seinen TrkA-Rezeptor (Iannone et al., 2002). Auch bei der Angiogenese spielt NGF
eine wichtige Rolle (Cantarella et al., 2002; Emanueli et al., 2002; Turrini et al., 2002).

Erhohte NGF-Konzentrationen werden bei vielen entziindlich-rheumatischen/autoimmunen
Erkrankungen gefunden (siehe unten). Da NGF die Proliferation und Degranulierung von
Mastzellen fordert (Aloe und Levi-Montalcini, 1977; Bruni et al., 1982), die Synthese und
Ausschiittung von SP erhoht (Donnerer et al., 1992) und zudem auch auf eine Vielzahl anderer

Zellen des Immunsystems Einfluss hat, ist es denkbar, dass NGF -dhnlich den
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proinflammatorischen Zytokinen- einen proinflammatorischen Anteil an der entgleisten

Entziindungskaskade hat.

In der Untersuchungsreihe von Aloe et al. (1992a) wurde die synoviale Fliissigkeit von 8
Patienten mit rheumatoider Arthritis untersucht mit dem Ergebnis deutlich erhohter NGF-Spiegel,
wihrend bei gesunden Kontrollpatienten NGF nicht nachweisbar war. Bei der Gonarthrose war
der NGF-Gehalt deutlich niedriger als bei den RA-Patienten. Auch wurde in derselben Studie
histochemisch die Synovia bei einem dieser Patienten mit polyklonalen oder auch monoklonalen
NGF- Antikorpern inkubiert und mit Immunoperoxidase angeférbt: histopathologisch zeigten
sich entziindliche Verdanderungen wie diffuse Infiltrationen mit Lymphozyten, Plasmazellen und
Proliferation der Kapillaren. Immunohistochemisch konnte NGF vermehrt in Lymphozyten-
dhnlichen Zellen vereinzelt und in kleinen Gruppen iiberwiegend perivaskuldr nachgewiesen
werden. Mit der gleichen Methodik wurde auch die Synovia einer asymptomatischen Gonarthrose
untersucht, bei der aber weder entziindliche Infiltrate, noch NGF-positive Zellen nachweisbar
waren. Bei beiden Erkrankungen kommt es zur Zerstérung im Gelenk. Aber bei der RA
iberwiegen entziindliche Prozesse, bei der Arthrose degenerative Prozesse. Die Tatsache, dass
NGF in der entziindlichen Synovia der RA nachweisbar war und in der Synovia bei der
degenerativen Gonarthrose nicht, impliziert einen direkten Zusammenhang zwischen NGF-

Konzentrationen und der Entziindung des Gewebes.

Aloe et al. (1999) haben in einer erweiterten Studie bei 22 Patienten mit Rheumatoider Arthritis
die synoviale Fliissigkeit mit der von 8 Patienten mit Arthrose verglichen. Untersucht wurden die
NGF-, die TNF-a- und die IL-1B-Konzentrationen. Dabei waren sowohl NGF, als auch TNF-o
und IL-1f bei den RA-Patienten im Vergleich zu den Arthrose-Patienten deutlich erhéht. Diese
Ergebnisse stimmen mit der Erkenntnis iiberein, dass die Zytokine TNF-o und IL-1p in vitro die

NGF-Synthese fordern (Gadient et al., 1990).

Dicou et al. (1993b) untersuchten bei Patienten mit RA, Systemischem Lupus erythematodes und
Thyroiditis die NGF-Konzentrationen im Serum. An der Studie nahmen 24 Patienten mit RA teil.
Zur Messung der NGF-Konzentrationen kam der two-site ELISA zum Einsatz. Die Werte in allen
Patientengruppen hatten eine enorme Spannweite. Zwischen den Mittelwerten der drei

Krankheitsgruppen und der Kontrollgruppe (n=108) war weder mit dem Student’s test, noch mit



64

der ANOVA Analyse ein signifikanter Unterschied unter den Gruppen zu verzeichnen. Aber mit
dem y* Test war eine deutlich hohere Frequenz des nachweisbaren NGF in den Gruppen mit RA
und mit SLE zu erkennen. Die Frequenz des NGF-Nachweises betrug bei der RA 51.16%, bei
dem SLE 37.03%, wihrend bei der Thyreoiditis deutlich niedrigere Werte (17.39%) bestanden.
Bei der Kontrollgruppe von 108 Probanden war nur in 11 Féllen NGF im Serum nachweisbar.
Die Autoren vermuten, dass andere Proteine, wie z. B. das o, Makroglobulin oder NGF-
Autoantikérper, NGF im Serum binden und dadurch zu niedrige NGF-Konzentrationen gemessen

werden.

In einer weiteren Studie (Halliday et al., 1998) waren ebenso in der synovialen Fliissigkeit
(Kniegelenkspunktat) von 13 Patienten mit nachgewiesener Rheumafaktor-positiven
Rheumatoiden Arthritis erheblich hohere NGF-Werte mittels two-site ELISA nachgewiesen
worden. Dabei wurden die NGF-Konzentrationen mit einer Grupppe von Gesunden (n=5) und
einer Gruppe mit anderen entziindlichen Gelenkerkrankungen (n=12) verglichen. Bei den
Gesunden betrug der Mittelwert fiir NGF 95+33.2 pg/ml, bei der RA-Gruppe 523.5+123.8 pg/ml
und bei der Gruppe mit anderen entziindlichen Gelenkerkrankungen 430.0+90 pg/ml. Zu der
letzten Gruppe gehorten drei Patienten mit Chondrokalzinose, zwei mit Morbus Reiter, ein
Patient mit Sklerodermie, einer mit Spondylitis ankylosans, drei mit HLA B27 assoziierter
Arthritis und zwei mit infektioser Arthritis. Diese Gruppe unterschied sich beziiglich der NGF-
Konzentrationen in der synovialen Fliissigkeit nicht wesentlich von der RA-Gruppe. Leider ist in
der Studie keine Subgruppenanalyse aufgefiihrt. Es wire interessant, die Hohe der NGF-Werte

fiir jede dieser unterschiedlichen Erkrankungen einzeln zu erfahren.

Pozza et al. (2000) haben in einer groen Studie bei 15 Patienten mit RA die Synovia
histochemisch und immunohistochemisch auf den NGF-Rezeptor TrkA und auf Isoformen der
Stickstoffoxyd (NO) produzierenden NO-Synthase untersucht und mit der Synovia von
Probanden mit posttraumatischen, aber nicht entziindeten Gelenken verglichen. NO wird von der
NO-Synthase (NOS) vom Precursor L-Arginine synthetisiert. Es gibt drei Isoformen, von denen
die induzierbare Form (iNOS) nur nach ausreichend starker Stimulierung, wie zum Beispiel
durch Zytokine exprimiert wird (Michel und Feron, 1997). iNOS wird unter anderem in
Makrophagen exprimiert und verursacht eine lang anhaltende Produktion von NO. NO wirkt auf

eisenhaltige Proteine, einige Aminosiuren, Peptide und auf Proteine, die in Himoglobulin-
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Mechanismen, Mutagenese und zytotoxische Mechanismen involviert sind (Stichtenoth und
Frolich, 1998). Verschiedene Untersuchungsergebnisse lassen auf eine enge Beziehung zwischen
NO, NGF, Entziindung und Immunprozesse, insbesondere bei Gelenkentziindungen und
Rheumatoider Arthritis schlieBen (Aloe und Tuveri, 1997; Moilanen und Vapaatalo, 1995). Es
wird vermutet, dass die erhohte NO-Produktion im Serum und in der Synovialfliissigkeit bei RA-
Patienten eine wichtige Rolle bei der Schwere der Gelenkdestruktion spielt (Grabowski et al.,
1996; Ueki et al., 1996). In vitro Studien zeigten, dass NO von Synoviozyten, Chondrozyten und
Osteoblasten aus menschlichen Gelenken synthetisiert wird, nachdem sie mit
proinflammatorischen Zytokinen stimmuliert wurden (Laskin et al., 1994; Miyasaka und Hirata,
1997, Stefanovic-Racic et al., 1994). In verschiedenen in vitro Untersuchungen wurde gezeigt,
dass NGF die NOS-Expression reguliert. Zum Beispiel steigert NGF in PC12 Zellen (Peunova
und Enikolopov, 1995; Poluha et al., 1997) und in Beta-Zellen des Pankreas (Fayad et al., 1997)
die NOS-Expression. In der Studie von Pozza et al. wurde in der rheumatoiden Synovia eine
deutlich hohere Menge an NO im gesamten Pannus, einschlieBlich der hypertrophierten Mukosa,
im Bindegewebe und in den BlutgefiBen nachgewiesen. Der immunohistochemische Nachweis
fiir iNOS war deutlich positiv in Fibroblast-dhnlichen Zellen, Fibroblasten und in endothelialen
Zellen bei den Patienten mit RA. Ebenso konnte der TrkA-Rezeptor in vielen Zellen bei der RA
im Vergleich zu den Kontrollprobanden vermehrt nachgewiesen werden. Dabei handelte es sich
um Fibroblast-dhnliche Synoviozyten und Fibroblasten. Von menschlichen synovialen
Fibroblasten ist bekannt, dass sie NGF unter physiologischen Bedingungen exprimieren und dass
unter pathologischen Verhiltnissen (entziindlich) die NGF-Produktion und -Ausschiittung
vermehrt stattfindet (Manni et al., 2003). Pozza et al. (2000) wiesen in Bereichen mit verstirkter

Neoangiogenese auch vermehrte TrkA-Reaktivitét nach.

Auch bei experimentell induzierter Arthritis bei Ratten und Mausen konnten in den entziindlich
verdnderten Gelenken auch hohe NGF-Titer nachgewiesen werden (Aloe et al., 1992b; Aloe et
al., 1993).

4.2 Juvenile chronische Arthritis

In einer groBen Studie (Falcini et al., 1996b) wurde bei 80 Kindern mit juveniler chronischer

Arthritis im Serum die NGF-Konzentration gemessen. Dabei wurden die Erkrankungen unterteilt
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in 17 mit systemischen Verlauf (Temperatur > 38.5°C, Gelenkschwellung von 1 und mehr
Gelenken, Hb < 10 g/dl und BSG > 25 mm/ h), 39 mit polyartikulidrer Verlaufsform (mit
Gelenkschwellungen von > 5, BSG > 25 mm/h) und 24 Kinder mit oligoartikuldrem Befall
(Gelenkschwellung von 1 bis 4 Gelenken). Zusétzlich wurden unterschieden zwischen zum
Zeitpunkt der Untersuchungen sich in aktiver Phase befindenden Kindern (53 Kinder) und in
inaktiver Phase befindenden Kindern (27 Kinder). Benutzt wurde die two site ELISA Methode
mit Anwendung von anti-NGF-Antikorpern. Als Kontrollgruppe wurden 40 gesunde Kinder
herangezogen.

In allen drei Gruppen waren die gemessenen NGF-Level in der aktiven Phase der Erkrankung
deutlich erhoht, wobei der systemische und polyartikulidre Befall hohere Werte als die
oligoartikulidre Verlaufsform. Interessanterweise waren aber auch in der inaktiven Phase aller drei
Gruppen die NGF-Werte im Vergleich zu den gesunden Kindern erhoht, wobei bei dem
systemischen Befall die hochsten Werte zu finden waren. Zusitzlich wurde eine statistische
Korrelation iiberpriift zwischen der NGF-Konzentration im Serum auf der einen Seite und der
BSG, dem CRP und der Aktivitit (score nach EULAR-Kriterien) auf der anderen Seite. Dabei
fand sich eine sehr deutliche Korrelation zwischen NGF und BSG / CRP bei der systemischen
Form; bei der polyartikuldren Form eine deutliche Korrelation zwischen NGF und BSG (aber
nicht CRP) und gar keine Korrelation bei der oligoartikuldren Verlaufsform. Diese Ergebnisse
zeigen einen deutlichen Zusammenhang zwischen NGF-Hohe und Erkrankungsaktivitdt. NGF ist
also bei der juvenilen c.P. eindeutig in das Entziindungsgeschehen — ob primir oder sekundér —

involviert.

In der Studie von Aloe et al. (1992a) war die NGF-Konzentration in der synovialen Fliissigkeit
des Kniegelenkpunktates unter anderem auch bei 1 Patienten mit juveniler chronischer

Polyarthritis im Vergleich zu Gesunden, aber auch zur Gonarthrose deutlich erhoht.

4.3 Psoriasis

Bei den meisten Patienten sind die Psoriasisplaques iiber die Streckseiten der Ellbogen, der
Kniegelenke und die Kopfhaut verteilt. Die Lisionen sind charakterisiert durch Erythem,
Schuppen und Infiltrationen. Die Erkrankung kann auch generalisiert (Erythrodermie), mit

erheblichen Pusteln und mit Psoriasisarthritis vorkommen. Zunédchst wurde angenommen, dass
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die Psoriasis eine Autoimmunerkrankung sei, wobei aber ein auslosendes Antigen bisher nicht
gefunden wurde. Eine Antigen-induzierte T-Zell-Aktivierung allein erklért aber nicht die
symmetrische Verteilung, die Proliferation der Hautnerven, die vermehrte Ausschiittung von
Neuropeptiden und das Koébner Phinomen (Bischoff und Dahinden, 1992; Bos et al., 1983; Calvo
et al., 1992; Chang et al., 1997; Farber und Peterson, 1961). Das K&bner Phanomen beschreibt,
dass duBlere Reize/Traumen, wie Kratzen oder Scheuern von Kleidungsstiicken, neue
Psoriasiseffloreszenzen hervorrufen. Die symmetrische Anordnung der Plaques, die Abwesenheit
des Befalles auf der Seite mit fehlender sensorischer Innervation (Raychaudhuri und Farber,
1993) und die Beobachtung, dass Stress die Psoriasis exazerbieren kann, ldsst den Schluss zu,
dass das Nervensystem ebenso eine wichtige Rolle bei dieser Erkrankung spielt. Bei einem
Psoriasis-Patienten mit Plaquesbildung an beiden Kniegelenken verschwand nach einer
Kniegelenksoperation mit der Folge einer kutanen Nervenschddigung der Plaque auf der
operierten Seite.

Zunehmend entstand die Erkenntnis, dass das Prinzip der neurogenen Entziindung, in die auch
NGF involviert ist, auch bei der Psoriasis eine wichtige Rolle spielt. In vielen Untersuchungen
bestitigte sich die vermehrte Expression von Neuropeptiden wie Substanz P (SP), Vasoactive
Intestinal Peptide (VIP) und Calcitonin Gene-related Protein (CGRP) mit einhergehender
Proliferation von Hautnerven in psoriatisch verdnderter Haut. Die Beteiligung dieser
Neuropeptide an dem Entziindungsgeschehen der Psoriasis zeigt sich unter anderem an folgenden
Zusammenhiédngen: 1. SP ist chemotaktisch fiir Neutrophile (Smith et al., 1993) und aktiviert T-
Zellen (Calvo et al., 1992); 2. VIP wirkt mitogen auf Keratinozyten (Hagerstrand et al., 1989); 3.
CGRP stimuliert synergistisch mit SP die Proliferation der Keratinozyten (Wilkinson, 1989) und
4. sind sowohl VIP, als auch CGRP potente mitogene Faktoren fiir endotheliale Zellen
(Haegerstrand et al., 1990).

Da NGF bei der Regulierung der Innervation wichtig ist (Levi-Montalcini, 1987) und die
vermehrte Ausschiittung von Neuropeptiden bewirkt (Aloe et al., 1997; Lindsay und Harmer,
1989), einschlieBlich in der Haut (Johansson und Liang, 1999; Wyatt et al., 1990), wurden
verschiedene Untersuchungen betreffend NGF und Psoriasis Patienten durchgefiihrt. Die
Ergebnisse sind unten aufgefiihrt.

Zusammenfassend sind verschiedene Funktionen von NGF bei dem entziindlichen und
proliferativen Prozess der Psoriasis relevant: NGF fordert die Proliferation von Keratinozyten

(Wilkinson et al., 1994) und schiitzt sie vor der Apoptose (Pincelli et al., 1997); NGF degranuliert
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Mastzellen und induziert ihre Migration (Aloe und Levi-Montalcini, 1977; Aloe et al., 1997,
Pearce und Thompson, 1986), was beides frithe Ereignisse in psoriatischen Lésionen ist.
Zusitzlich aktiviert NGF T-Lymphozyten und rekrutiert entziindliche Zellinfiltrate (Bischoff und
Dahinden, 1992; Lambiase et al., 1997; Thorpe et al., 1987b). AuBlerdem induziert NGF die
Bildung von C-C-Chemokinen wie RANTES (regulated upon activation normal T cell expressed
and secreted) in Keratinozyten (Raychaudhuri et al., 2000a). Chemokine sind eine Untergruppe
der Zytokine, die im Sinne der Chemotaxis auf Zellen wirken; z. B. das Interleukin-8 (ein ,,C-X-
C“-Chemokin), das neutrophile Granulozyten zum Entziindungsort lockt, oder das Mip-1 (ein ,,C-
C“-Chemokin wie RANTES), das auf Monozyten wirkt. RANTES ist bei Psoriasis-Patienten mit
Arthritis deutlich erhoht (Macchioni et al., 1998), vermag Memory-T-Zellen zu aktivieren und
wirkt als chemotaktisches Signal fiir CD4+ Zellen.

Folglich ist denkbar, dass NGF iiber Chemokine den Einstrom von Mastzellen und Lymphozyten
bewirkt und somit eine entziindliche Reaktion initiiert, die dann wiederum zur Pathogenese der
Psoriasis beisteuert. Eine aktive Rolle der T-Zellen bei der Psoriasis zeigt sich daran, dass die
speziell gegen CD4+-Zellen gerichtete Immuntherapie die Psoriasisplaques bessert (Gottlieb et
al., 2000) und dass bei SCID-Miusen ( severe combined immunodeficient) transplantierte,
normale Haut zu Psoriasishaut wird, wenn man Antigen-aktivierte T-Zellen intradermal appliziert
(Wilkinson et al., 1994). In einem Psoriasis-Modell mit SCID-Méusen konnten autologe
Immunozyten, die mit NGF aktiviert wurden, transplantierte normale Haut zu Psoriasis-Haut
umwandeln (Raychaudhuri et al., 2001). Auch wurde bei psoriatischen SCID-Miusen der TrkA-
Rezeptor fiir NGF mittels eines Rezeptorblockers (K252a) behandelt, was zu einer deutlichen
Besserung der Psoriasis fiihrte (Raychaudhuri et al., 2001).

Zusammenfassend spielt bei den pathobiochemischen Mechanismen NGF, die vermehrte
Produktion von Neuropeptiden, Chemokinen und die Proliferation der kutanen Nerven eine
wichtige Rolle. Warum und durch was NGF vermehrt produziert wird, bleibt immer noch offen

(Review siehe Raychaudhuri und Raychauduri, 2004).

Betreffend der Zusammenhénge zwischen NGF und Psoriasis sind in der Vergangenheit vor
allem NGF-Konzentrationen in den intraepidermalen Nerven und in betroffenen Hautgewebe

untersucht worden.
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In einer Untersuchungsreihe von Farber et al. (1996) wurde bei 28 Patienten mit Psoriasis die
NGF-Rezeptor-Expression der Hautnerven untersucht und mit normaler Haut, sowie mit anderen
entziindlichen Hauterkrankungen (Lichen Planus, Lichen simplex chronicus, allergische
Kontaktdermatitis) verglichen. Hierbei kamen Antikorper, die gegen NGF-Rezeptoren gerichtet
sind, und die Immunofluoreszenz-Methode zum Einsatz. Im Vergleich zur normalen Haut und
allen anderen Erkrankungen wurde in den Psoriasiseffloreszenzen eine signifikante Erhohung der
epidermalen Nervenfasern nachgewiesen, die NGF-Rezeptoren produzieren. Dabei war die NGF-
Rezeptoren-Dichte der kutanen Nerven auch in frithen Stadien der Psoriasis, sowie in
ausgepragten Plaques erhoht. Auffallend war, dass die Nerven in der Psoriasishaut deutlich ldnger
waren als in allen anderen Gruppen. Das kann mit der Fahigkeit von NGF zusammenhingen, das
Wachstum der Nervenfasern zu fordern. Da bei der Psoriasis die Keratinozyten proliferieren und
vermehrt NGF ausschiitten (siehe oben), konnte dies auch eine vermehrte Rezeptorbildung zur

Folge haben.

In einer anderen Studie (Fantini et al., 1995) wurde mit der Two-site Elisa-Methode ebenso NGF
in der Haut von 19 Psoriasis-Patienten aus erkrankten Arealen, nicht erkrankten Arealen von 20
Psoriasis-Patienten und Haut von 11 Gesunden untersucht. Es waren deutlich hohere Mengen an
NGF in den Psoriasisplaques als in den beiden anderen Gruppen nachweisbar. Interessanterweise
war die NGF-Konzentration in der nicht erkrankten Haut von Psoriasis-Patienten zwar niedriger
als in den Plaques, aber dennoch deutlich hoher als in vollig gesunder Haut. Diese Tatsache legt
den direkten Zusammenhang zwischen NGF-Konzentrationen und dem Ausmal an entziindlicher

Hautverdnderung nahe.

Raychaudhuri et al. (1998) untersuchten immunohistochemisch Gewebeproben von
Psoriasisplaques (n=8), von nicht erkrankten Arealen bei Psoriasis (n=8), gesunder Haut (n=5)
und von Lichen planus (n=5). Sie wiesen NGF ausschlieBlich in den Keratinozyten nach. Dabei
betrug die Anzahl an NGF-positiven Keratinozyten pro mm” Epidermis bei der Psoriasis
84.7+46.3, bei nicht erkrankter Psoriasishaut 44.8+29.9, bei gesunder Haut 18.9+11.8 und bei
Lichen Planus 7.5£16.9. Also war bei der psoriatischen Haut der hchste NGF-Nachweis in den

Keratinozyten moglich, was mit vielen anderen Studien iibereinstimmt.
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Im Gegensatz zu den bisher beschriebenen Untersuchungsergebnissen haben Bull et al. (1998) in
der nicht erkrankten Haut von Psoriasis-Patienten eine deutlich reduzierte TrkA-
Immunoreaktivitit (IR) und in von Psoriasis befallenen Arealen eine nahezu abwesende TrkA-IR
gefunden. Zusitzlich wiesen sie eine deutlich reduzierte p75-IR von Nervenfasern in der Dermis
und Epidermis sowohl bei Psoriasis befallener Haut, als auch bei nicht erkrankter Psoriasishaut
nach. Bei gesunder Haut, bei der durch UVB-Bestrahlung eine Reizung hervorgerufen wurde,
war ebenso die Immunoreaktivitit fiir TrkA und p75 deutlich reduziert. Die Autoren folgern
daraus, dass bei akuten entziindlichen Stimuli und bei chronisch entziindlichen Dermatosen die
Expression beider Rezeptoren abnimmt. Zu dieser Untersuchungsreihe nahmen Raychaudhuri et
al. Stellung (2000b). Sie haben in psoriatischer Haut und in nicht erkrankter Haut bei Psoriasis
eine deutlich hohere Rezeptor-IR gefunden. Sie mutmalBen, dass die abweichenden
Untersuchungsergebnisse von Bull et al. an den diinneren Kryoschichten, an der zu hohen
Verdiinnung der anti-NGF-Rezeptor-Losung und an méglichen anderen in vitro Faktoren liegen

konnte.

Weitere Untersuchungen (Aloe et al., 1992a) konzentrierten sich auf NGF bei entziindlichen
Gelenkerkrankungen rheumatischer und anderer Genese. Dabei wurde die Synovialfliissigkeit
entziindeter Gelenke auf NGF hin untersucht. Die Melmethode zur Bestimmung der NGF-
Konzentrationen wurde mittels ,, in vitro bioassay*‘, ELISA und immunhistochemisch mit NGF-
Antikorpern durchgefiihrt.

Dabei zeigten sich erhohte NGF-Spiegel auch in der synovialen Fliissigkeit von 4

Psoriasispatienten mit peripherer Gelenkbeteiligung.

Nakamura et al. (2003) untersuchten bei 38 Patienten mit Psoriasis mogliche Mediatoren fiir die
Entwicklung von Pruritus bei Psoriasis vulgaris. Dabei wurden die 38 Patienten in zwei Gruppen
unterteilt: eine mit Pruritus (n=23) und eine ohne (n=15). In der Gruppe mit Pruritus wurde eine
erhohte Menge an sensorischen Hautnerven (C-Nerven) in der Epidermis und oberen Schichten
der Dermis nachgewiesen, was zu einer niedrigeren Juckreizschwelle dieser Patienten fithren
konnte. Die Hyperinnervation konnte die Folge von erhohten NGF-Konzentrationen sein. NGF
wurde immunohistochemisch und das Haut-Homogenisat mittels ELISA gemessen. Die Anzahl
NGF-positiver Keratinozyten und die NGF-Konzentrationen im Homogenisat waren im

Vergleich zu der Patientengruppe ohne Pruritus deutlich hoher als in der Gruppe mit Pruritus.



71

NGF wird von Keratinozyten exprimiert (Pincelli et al., 1994) und die massive Proliferation der
Keratinozyten bei der Psoriasis konnte die erhohten NGF-Werte erkldaren und somit wiederum die
vermehrte Anzahl der sensorischen Nerven. Die TrkA-Rezeptor-Immunreaktivitit war bei der
Gruppe mit Pruritus in den basalen Keratinozyten und in den Nervenenden ebenfalls deutlich
erhoht. Dies konnte zu der vermehrten Zahl der Nerven und ihrer Aktivitdt und somit zum
Pruritus fiihren. Ausserdem war eine erhohte Immunreaktivitit fiir SP- enthaltende Nerven
perivaskulér zu finden. Da NGF die Expression von Neuropetiden in priméren, sensorischen
Nerven reguliert (Amann et al., 1996), konnte auch die vermehrte Immunreaktivitit auf NGF
zuriickzufiihren sein. SP selber kann, wenn es beim Menschen in die Haut appliziert wird,
Pruritus verursachen (Barnes et al., 1986). In dieser Studie wurde auch eine deutlich hohere
Anzahl an degranulierten Mastzellen in der Gruppe mit Pruritus gefunden. Auch dort spielt
wahrscheinlich NGF eine Rolle, da es die Degranulierung der Mastzellen fordert (Lewin et al.,
1994).

Zusitzlich wurde eine Korrelation zwischen Pruritus und vermehrten Mengen an E-Selectin in
vaskuldren endothelialen Zellen, vermehrte ELAM (endothelial-leucocyte adhesion molecules)
und herabgesetzte NEP (neutrale Endopeptidase, ein Neuropetid-verringerndes Enzym) in den
basalen, epidermalen Schichten, sowie im Endothel der Blutgefidsse gefunden. Selectine sind
Glykoproteine an der Zelloberflache von Endothelzellen (Adhdsionsmolekiile), die das Anheften
von Leukozyten an der GefiBBwand vermitteln und die Zellmigration bei der Entziindungsreaktion
einleiten (Lasky, 1995). Unterschieden werden E-Selectin (aus dem Gefédendothel), L-Selectin
(aus Leukozyten) und P-Selectin (aus Thrombozyten=Plittchen). NEP kann SP inaktivieren und
wird als wichtiger Regulator der neurogenen Entziindung betrachtet (Scholzen et al., 1998).

In der Gruppe mit Pruritus wurden auch hohere Mengen an IL-2 positiven Lymphozyten
gefunden.

Zusammenfassend scheint der Pruritus durch verschiedene Mediatoren in der Haut beeinflusst zu
sein: neurogene Faktoren (vermehrte Innervation, SP, NEP, NGF und TrkA), durch aktivierte

Mastzellen, IL-2 und E-Selectin.

4.4 Morbus Reiter

In der bei der rheumatoiden Arthritis aufgefiihrten Studie (Halliday et al., 1998) wurden auch

andere Erkrankungen aus dem rheumatischen Formenkreis untersucht worden, unter anderem
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auch 2 Patienten mit Kniegelenksarthritis im Rahmen eines Morbus Reiter. Im
Kniegelenkspunktat waren hohere NGF-Werte als bei gesunden Kontrollpatienten vorhanden. Ein
signifikanter Unterschied zu den Kniegelenkspunktaten der chronischen Polyarthritis bestand

nicht.

4.5 Chondrokalzinose

Bei 3 Patienten mit Arthritis des Kniegelenkes bei Chondrokalzinose wurden bei der schon unter
Halliday et al. (1998) aufgefiihrten Studie die Synovialfliissigkeit auf NGF hin untersucht, wobei

sich auch hier erhohte Werte im Vergleich zu den gesunden Kontrollpunktaten fanden.

4.6 Spondarthritis ankylosans

Bei einem Patienten mit Spondylitis ankylosans mit peripherer Kniegelenksbeteiligung waren bei
der Untersuchung der synovialen Fliissigkeit auf NGF hin deutlich erhohte Werte im Vergleich

zur synovialen Fliissigkeit von Gesunden gefunden worden (Halliday et al., 1998).

In einer weiteren Untersuchungsreihe (Aloe et al., 1992a) waren 3 Patienten mit Spondylitis
ankylosans synoviale Fliissigkeit vom Kniegelenk entnommen worden. Dabei wurde die NGF-
Konzentration mittels in vitro enzym immuno assay und ELISA bestimmt. Wie bei der c.P. waren
auch hier erhohte Werte gefunden worden, wéhrend bei den gesunden Kontrollpatienten NGF
nicht nachweisbar war. Auch war im Vergleich zu den entziindlichen Erkrankungen, zu denen die
Spondarthritis mit peripherer Gelenkbeteiligung gehort, bei der Gonarthrose in derselben

Untersuchungsreihe die NGF-Konzentration niedriger.

4.7 HLA B27 positive Athritiden

Halliday et al. (1998) haben in einer groBBen Studie die synoviale Fliissigkeit aus dem Kniegelenk
von RA-Patienten mit anderen entziindlichen Kniegelenksbefall und mit gesunden
Kontrollprobanden verglichen. In dieser Studie waren auch 3 Patienten mit HLA B27 assoziierten
Arthritiden. Die NGF-Konzentrationen waren im Vergleich zu Gesunden deutlich erhoht und

waren dhnlich hoch wie bei den RA-Patienten.
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4.8 Infektiose Arthritis des Kniegelenkes

In der oben aufgefiihrten Studie (Halliday et al., 1998) gehorten zu der Gruppe der entziindlichen
Kniegelenkserkrankungen auch 2 Patienten mit einer infektiosen Arthritis. Auch hier waren die
NGF-Konzentrationen in der synovialen Fliissigkeit deutlich erhoht. NGF scheint zweifellos eine

Rolle bei entziindlichen Gelenkserkrankungen zu spielen.

4.9 Systemische Sklerodermie

Die progressive systemische Sklerose wird als entziindliche Systemerkrankung des
Bindegewebes angesehen mit typischer Fibrose, Atrophie und Induration der Haut, aber auch
verschiedenen Gelenkaffektionen, sowie einem progressiven Befall innerer Organe infolge
diffuser Vaskulitiden. Die Erkrankung befillt sowohl das Bindegewebe (Strehlow und Korn,
1998) als auch kleine Gefdle (Matucci-Cerinic et al., 1995). Charakteristika sind ein pathologisch
aktiviertes Immunsystem (White, 1994), endotheliale Schadigungen (Matucci-Cerinic et al.,
1995), Aktivierung von Fibroblasten mit der Folge von Kollagen-Akkumulation (Strehlow und
Korn, 1998), was dann zur Fibrose der Haut und verschiedener innerer Organe fiihrt. Das
periphere Nervensystem ist hdufig involviert, ob primér oder sekundir ist unklar. Es spielt iiber
die Dysregulation des Gefifitonus (Kahaleh und Matucci-Cerinic, 1995), der in den frithen

Phasen der Sklerodermie verdndert ist (Matucci-Cerinic et al., 1995), eine wichtige Rolle.

In einer von Piga et al. (2000) durchgefiihrten Untersuchungsreihe wurden bei 7 Patienten, die an
systemischer Sklerdermie erkrankt waren, die NGF-Konzentrationen der Haut am Unterarm mit
der pulmonalen epithelialen Permeabilitit (PEP: Bestimmung der Lungenventilation
szintigraphisch mit 99mTechnetium-DTPA-Clearence) verglichen. Dabei fand sich bei allen
Patienten eine enge Korrelationen zwischen den immunohistochemisch nachgewiesenen erhthten
NGF-Werten und der erhohten PEP. Unter der Annahme, dass die pathogenetischen
Mechanismen in allen befallenen Organen dhnlich ist und die Wirkung von NGF nicht nur auf die
Haut beschrinkt bleibt, scheint NGF bei der Systemischen Sklerodermie nicht nur in der Haut,

sondern auch bei der erhohten PEP der Lunge eine Rolle zu spielen.
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Tuveri et al. (1993) untersuchten bei 8 Patienten mit Systemischer Sklerose
immunohistochemisch die Haut am Unterarm auf den Gehalt von NGF und Mastzellen hin. 4 der
Patienten hatten einen diffusen, 4 einen lokalisierten Befall. 6 von den 8 Patienten hatten eine
Beteiligung innerer Organe. Drei der Patienten wurden mit D-Penicillamin behandelt, die anderen
nicht.

Sowohl bei den Sklerodermie-Patienten, als auch bei den gesunden Kontrollprobanden lief3 sich
NGF in der Ndhe von Schweilldriisen und Haarfollikeln nachweisen. Bei den Sklerodermie-
Patienten war die Dichte sowohl von NGF-positiven Zellen, als auch von Mastzellen deutlich
hoher. Diese vermehrte Dichte war bei den Patienten in frithen Phasen der Erkrankung viel
deutlicher, als bei denen in spiteren Phasen. Die Einnahme von D-Penicillamin schien keinen
Einfluss auf die Dichte NGF-positiver Zellen zu haben.

In einer vorangegangen Studie wurde schon beobachtet, dass in frithen Stadien der Sklerodermie
Mastzellen vermehrt sind und in spéteren Phasen wieder abnehmen (Hawkins et al., 1985). Es
wird vermutet, dass Mastzellen mit den Substanzen, die sie ausschiitten die Proliferation von
Fibroblasten und die Gefid3abnormalititen fordern (Mican und Metcalfe, 1990) und somit zur
Pathophysiologie der Sklerodermie beitragen. Zum einen bewirkt NGF {iiber seinen Rezeptor die
Proliferation, Hypertrophie und Degranulierung der Mastzellen (Aloe und Levi-Montalcini, 1977;
Pearce und Thompson, 1986), zum anderen speichern Mastzellen NGF und schiitten es aus (Leon
et al., 1994). Die Sklerodermie geht mit einer exzessiven Kollagenproduktion von Fibroblasten
einher. Fibroblasten konnen NGF produzieren und exprimieren (Davies et al., 1987). Das
produzierte NGF kann dann weitere Mastzellen aktivieren. So konnte eine entziindliche Kaskade
exazerbieren, die in einer Endlos-Schleife sich selbst unterhélt und an der NGF einen grof3en

Anteil hat.

In der Studie (Halliday et al., 1998) wird ein Patient beschrieben, bei dem das befallene
Kniegelenk punktiert wurde und der NGF-Spiegel bestimmt wurde mit dem Ergebnis erhohter

Werte im Vergleich zur Synovialfliissigkeit gesunder Probanden.

In einer groBBen Studie (Matucci-Cerinic et al., 2001) wurden bei 44 Patienten mit Sklerodermie
die NGF-Werte im Serum mittels two site ELISA und die Konzentrationen fiir die Neuropeptide
VIP (vasointestinal peptide) und NPY (Neuropeptid Y) gemessen. Als Kontrollgruppe dienten 40

gesunde Probanden. Die Werte wurden auch im Hinblick auf den lokalen und systemischen
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Befall, sowie artikuldre Affektionen, Grad des Lungenbefalls, Beteiligung des peripheren
Nervensystems, BSG, Rheumafaktoren, ACE, Herzbefall etc. untersucht. Die haufigste
gemeinsame viszerale Veridnderung waren der Lungenbefall und die Beteiligung des peripheren
Nervensystems (elektromyographisch untersucht). 13 der Patienten hatten auch
Gelenkbeteiligungen.

In allen Sklerodermie-Seren waren deutlich erhohte NGF-Konzentrationen nachweisbar (61.3
ng/ml versus Kontrollgruppe 8.3 ng/ml), wobei die Werte bei dem diffusen, systemischen Befall
hoher waren (95 ng/ml), als bei lokalem Befall (28 ng/ml). Erstaunlicherweise war im ermittelten
Durchschnitt kein Unterschied der NGF-Werte zwischen den Patienten mit (46 ng/ml) und ohne
peripheren Nervensystembefall (40.1 ng/ml) zu eruieren. Allerdings waren die absolut gesehenen
Werte bei Nervenbefall vereinzelt am hochsten. In der Gruppe mit Gelenkbefall waren statistisch
hohere Werte zu finden (117 ng/ml) als in der Gruppe ohne Gelenkbefall (20.25 ng/ml).
Zusitzlich wurde eine signifikante Korrelation zwischen der Hohe von NGF und dem
pulmonalen Funktionstest (CO-Transfer Test) gefunden. Zwischen den Neuropeptiden,
Hautscore, BSG, Nervenbeteiligung, ACE, von Willebrandfaktor, Antitopoisomerase, Zentromer-
Antikorper sowie weiteren Lungenfunktionstests wurde keine statistisch signifikante Korrelation
gefunden. Eine deutliche Erh6hung der Spiegel vom von Willebrandfaktor und Erniedrigung der
Werte fiir ACE wurde bei den Sklerodermiepatienten gemessen.

Unter den anderen Neuropetiden waren nur die VIP-Konzentrationen bei den Sklerodermie-
Patienten im Vergleich zu den gesunden Probanden erhdht und waren am hochsten bei
ausgepragter diffuser Hautbeteiligung. Die Werte fiir NPY erreichten keine statistische
Signifikanz.

Inwieweit NGF von den proliferierenden Fibroblasten oder von dem peripheren Nervensystem
zum Zwecke reparativer Prozesse vermehrt produziert wird, oder primér das erhohte NGF
vorhanden ist und sekundir die entziindliche Kaskade in Gang setzt, ist noch unklar. Es ist
bekannt, dass NGF bei Ischimie Zellschiaden reduziert, z.B. iiber die Produktion von freien
Sauerstoffradikalen (Smeyne et al., 1994), Stimulierung des Glutathionmetabolismus (McMahon
et al., 1994), gesteigertes Uptake fiir Cystein und Cystin (Averill et al., 1995) und Verlidngerung
der Halbzeit von y-Glutamylcystein Synthetase mRNA (Kaplan et al., 1991b). Auch bei anderen
GefiBerkrankungen wie zum Beispiel der koronaren Herzerkrankung wurden nach kurzen
myokardialen Ischdmien rasch erhohte Werte fiir NGF im Myokard gefunden, was als

Reparaturvorgang an der postischdmischen Dysfunktion der sympathischen coronaren Nerven
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interpretiert wurde (Levine et al., 1985). Da bei der Sklerodermie auch ischdmische
Reperfusionsvorginge typisch sind, konnten die erhohten NGF-Werte bei den Sklerodermie-
Patienten unter anderem auch damit zusammenhingen. Schwer zu interpretieren ist das Fehlen
einer Korrelation in dieser Studie zwischen NGF und Befall des peripheren Nervensystems. Die
Ereignisse im perineuralen Gewebe werden wahrscheinlich im Serum nicht reflektiert. Somit ist
auf jeden Fall deutlich, dass die Quelle der vermehrten Menge an NGF nicht durch das
Nervensystem allein erklédrbar ist. Die erhohte NGF-Produktion bei dieser autoimmunen
Erkrankung ist durch die infiltrierenden und pathologisch aktivierten Zellen des Immunsystems

denkbar.

4.10 Systemischer Lupus erythematodes (SLE)

Der SLE ist eine entziindliche Bindegewebserkrankung charakterisiert durch eine Hyperaktivitit
der B-Zellen und erheblich gestorter Inmunregulation mit exzessiver Produktion von

Immunglobulinen und Autoantikorpern.

In einer Untersuchungsreihe (Bracci-Laudiero et al., 1993) wurde NGF im Serum bei 16 SLE-
Patienten im Vergleich zu 15 gesunden Kontrollpatienten untersucht. Zum Nachweis des NGF
wurde die two site enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) angewendet.

Zusitzlich wurden die Patienten in zwei Gruppen unterteilt abhingig von der Aktivitiat der
Erkrankung: nach den ARA-Kriterien hatte die erste Gruppe einen Score von 1-4 und die zweite
Gruppe einen Score von >4.

Alle SLE-Patienten hatten im Serum deutlich hohere NGF-Konzentrationen als die gesunde
Kontrollgruppe. Interessanterweise waren die NGF-Level im Serum der Patienten mit einem
Score >4 nochmals deutlich hoher als die Patienten mit einem Score von 1-4.

Zusitzlich wurde in derselben Studie eine Familie mit einem erkrankten Vater (score <4), einer
erkrankten 12-jahrigen Tochter (Score >4) und zwei gesunden Tochtern untersucht. Vater und
erkrankte Tochter hatten deutlich erhohte Werte im Vergleich zu den nicht erkrankten Tochtern.
Auch hier war bei dem Vater, der ja einen niedrigeren Score hatte, die Werte niedriger als bei
seiner Tochter (Vater: 12.5+2 pg/ml, erkrankte Tochter: 21+2.5 pg/ml, gesunde Tochter: 5.7+1.3
pg/ml).

Somit liegt eine Korrelation zwischen der NGF-Hohe und der Aktivitit dieser Erkrankung nahe.
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Aalto et al. (2002) untersuchten bei 10 Kindern mit SLE die NGF-Konzentrationen im Serum
mittels two-site ELISA. Als Kontrollpersonen dienten 25 Kinder mit zum Teil orthopéddischen
Problemen nicht entziindlicher Natur, aber auch mit entziindlichen Gelenkerkrankungen. Die
NGF-Werte bei den SLE-Kindern waren signifikant hoher (zwischen 470 und 17800 pg/ml), als
bei den Kontrollkindern (zwischen 23-1942 pg/ml). Bei den SLE-Kindern korrelierte die NGF-
Konzentration mit der Schwere der Erkrankung, gemessen am SLE Disease Activity Index
(SLEDAI). Interessanterweise waren in der Kontrollgruppe die NGF-Werte bei einem Kind mit
juveniler Arthritis (1408 pg/ml) und bei einem Kind mit Oligoarthritis (1942 pg/ml) die hochsten
und erreichten Werte im Bereich einiger SLE-Patienten. Auch diese Untersuchungsreihe bestitigt
einen Zusammenhang zwischen erhohten NGF-Konzentrationen und entziindlichen/autoimmunen
Erkrankungen.

Allerdings ist in dieser Untersuchungsreihe die Wahl der Kontrollgruppe mit zum Teil
entziindlich-rheumatischen Erkrankungen nicht so geschickt. Als Vergleichsgruppe sollten eher
gesunde Kinder dienen. Denn andere Studien haben gezeigt, dass unterschiedliche rheumatisch-
entziindliche Erkrankungen und auch arthrotisch-degenerative Veridnderungen mit erhohten NGF-

Werten einhergehen.

Auch bei Miéusen mit Lupus (NZB/W Hybriden) zeigten sich zwei bis dreifache Erhéhung der

NGF-Konzentrationen im Serum, in den Nieren und Milz (Bracci-Laudiero et al., 1996a).

4.11 Vaskulitiden

4.11.1 Kawasaki-Syndrom

Erstmals als mukocutanes Lymphknotensyndrom von Kawasaki 1967 beschriebene fieberhafte
Erkrankung, die fast ausschlielich Kinder im Alter von 1 bis 8 Jahren betrifft. Der Beginn ist
akut mit Fieber, Konjunktivitis, Odemen an Hinden und FiiBen, Exanthem stammbetont. Die
Hilfte der Patienten hat Arthralgien und Synovitiden. Komplizierend kommt recht hiufig eine
Arteriitis hinzu, die besonders bedrohlich ist, wenn die Koronargefidfe betroffen sind. Fiir die

Arteriitis sind Endothel-Schiadigungen verantwortlich.



78

In einer Studie von Falcini et al. (1996a) wurden die NGF-Level im Serum bei 12 Kindern mit
Kawasaki-Syndrom mittels der Two-site-ELISA-Methode gemessen. Im Anbetracht dessen, dass
der akute Beginn beim Kawasaki-Syndrom mit hohem Fieber einhergeht, wurden im Vergleich
dazu auch 12 Kinder mit hochfieberhaftem viralen Infekt des oberen Respirationstraktes
untersucht. Mit dieser Vergleichsgruppe sollten evtl. Unterschiede der NGF-Konzentrationen
herausgearbeitet werden, die iiber das gemeinsame Symptom des hohen Fiebers hinausgehen.
SchlieBlich wurden beide Gruppen noch mit einer gesunden, fieberfreien Kontrollgruppe von 12
Kindern verglichen. Bei allen Kindern wurden die 1. Blutentnahme in der akuten Fieberphase vor
Beginn einer Medikation durchgefiihrt und beim Kawasaki-Syndrom einen Monat spiter in der
Genesungsphase nach Therapie mit Aspirin und intravendser Gabe von Gammaglobulinen. In die
Untersuchung wurden Entziindungsparameter wie BSG, CRP, Hb etc. (sieche Tabelle)
einbezogen.

Das zirkulierende NGF im Serum war bei den Kindern mit Kawasaki-Syndrom deutlich erhoht.
Die hochsten Werte waren in der akuten Phase, die durch hohes Fieber charakterisiert ist, und
waren nach intravendser Gabe von Gammaglobulinen deutlich niedriger, blieben aber immer
noch hoher als bei den Kindern mit dem Infekt des oberen Respirationstraktes in der fieberhaften
Phase. Die Kinder mit dem Infekt hatten genauso hohes und lang andauerndes Fieber wie die
Kinder mit dem Kawasaki-Syndrom. Dennoch waren die NGF-Werte deutlich unterschiedlich.
Die BSG der Patienten mit dem Respirationstrakt-Infekt war hoher als bei der gesunden
Kontrollgruppe und niedriger als beim Kawasaki-Syndrom. Selbst in den Fillen, bei denen die
BSG idhnlich der Werte beim Kawasaki-Syndrom waren, sind die NGF-Werte niedriger gemessen
worden. Die deutlich niedrigeren Werte von NGF beim Infekt verglichen zum Kawasaki-
Syndrom zeigen, dass NGF nicht mit Fieber, welches bei beiden Erkrankungen ein klinisches
Symptom ist, korreliert. Die Korrelation von NGF mit den anderen Entziindungsparametern weist
darauf hin, dass NGF beim Kawasaki-Syndrom ein Bindeglied fiir den Entziindungsprozess und
Erkrankungsaktivitit ist.

Da das Angiotensin Converting Enzyme (ACE) ein zuverldssiger Parameter fiir die
Zellschiadigung des Endothels ist, wurden zusitzlich die Plasma-Konzentrationen von ACE
gemessen. In der aktiven Phase des Kawasaki-Syndroms waren die ACE-Werte deutlich
erniedrigt im Vergleich zu gesunden Kontrollkindern, stiegen nach Therapie mit
Immunglobulinen an, erreichten aber nicht die Werte der Normalgruppe. Die ACE —Werte

verhielten sich umgekehrt zu den NGF-Werten.
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Tab. 1. Himatologische Parameter der Erkrankungsaktivitit, NGF im Serum, ACE im Plasma beim

Kawasaki-Syndrom und in der Kontrollgruppe (Falcini et al., 1996a)

Kawasaki-Syndrom Viraler Infekt des
Kawasaki-Syndrom

Kontrollgruppe in der Akutphase nach iv oberen
Immunglobulingabe Respirationstraktes
BSG (mm/h) T7+6 80 £ 23 12+2 42 +8
Hb (g/dl) 11.5+1.7 85+1.1 11.3+1.2 11.1+1.3
Leukozyten/mm® 6950 £ 1900 32.000 £ 16.000  10.200 + 2300 7150 £ 2200
Thrombozyten 10*/mm’® 380 + 90 620 + 324 982 + 187 365 £ 145
CRP (mg/dl) <0.25 23 +£5 <0.25 0.35+0.5
NGF (pg/ml) 6.5+2.03 1219.54 + 1600 277.08 +£245.64 30.18 +£44.70
ACE (pmol/mol/min) 10.1 £4.2 2.8+1.7 4.8 £2.7 9.1 £0.99
peripheres

Endothel-

Nervensystems?

Involvierung des peripheren I

Abb. 2 Mogliche Beteiligung von NGF an entziindlichen GefiBprozessen ( nach Falcini et al., 1996a)

Die niedrigen ACE-Werte reflektieren die Endothelschiadigung und somit indirekt die
Entziindung, wihrend die hohen NGF-Werte der direkte Ausdruck der Entziindung sein konnten.
Da die Endothelzellen selbst kein NGF produzieren, sind die erhohten Werte nur durch andere

Mechanismen erkldrbar. Beim Kawasaki-Syndrom und anderen entziindlichen
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GefiBerkrankungen spielen Zytokine wie IL-1, IL-6, TNF-a eine wichtige Rolle (Lin et al., 1993)
und ihre mogliche Stimulierung der NGF-Ausschiittung aus peripheren Nervenenden ist auch von
Falcini et al. (1996b) in der Studie iiber die juvenile RA vermutet worden. Die Autoren stellen die
Hypothese auf, dass diese Zytokine nicht nur die GefdBwand, sondern auch die perivaskuldren
Nervenenden involvieren konnten und einen Anstieg des NGF bewirken konnten. Es ist aber auch
bekannt, dass NGF von Lymphozyten produziert wird (Santambrogio et al., 1994). Das
Kawasaki-Syndrom ist sowohl durch erhthte Lymphozytenaktivierung, als auch durch abnorme
Produktion der Zytokine IL-1p, IL-6 und TNF-a (Lin et al., 1993) gekennzeichnet, von denen
wiederum gezeigt wurde, dass sie die NGF-Produktion erhohen kénnen (Frei et al., 1989; Gadient
et al., 1990; Lindholm et al., 1987; Otten et al., 1990; Spranger et al., 1990; Steiner et al., 1991).
Diese abnorme Zytokin-Produktion konnte dann wiederum die NGF-Produktion der
Lymphozyten induzieren, sodass NGF in der Immunpathologie dieser Erkrankung als ein
parakriner/autokriner Faktor an der Regulierung der Lymphozyten- und Nerven-Funktion
mitbeteiligt sein konnte.

Nach der Therapie des Kawasaki-Syndroms waren die himatologischen Entziindungsparameter
(BSG, CRP, etc.) wieder im Normbereich, wihrend die ACE-Werte noch erniedrigt und die
NGF-Werte erhoht blieben. Folglich konnten diese beiden Parameter als Marker fiir die
Erkrankungsaktivitit auch in der scheinbar inaktiven Phase, wenn die Entziindungsparameter im

Blut (BSG etc.) schon ldngst wieder normal sind, herangezogen werden.

4.11.2 Churg-Strauss-Syndrom und Panarteriitis nodosa

Yamamoto et al. (2001) haben Biopsien des Nervus suralis bei 12 Patienten mit Churg-Strauss-
Syndrom und bei 10 Patienten mit Panarteriitis nodosa auf die mRNA-Level von NGF, CNTF
(ciliary neurotrophic factor), GDNF (glia cell line-derived neurotrophic factor) und Interleukin-6
(IL-6). Ein gemeinsames Symptom bei allen Patienten war die durch die Vaskulitis (Vasa
nervorum) bedingte Neuropathie. Die mRNAs wurden mit radioisotoper RT-PCR gemessen. Als
Kontrolle dienten 7 Biopsien post mortem ohne morphologische Verdnderungen des Nervus
suralis. Die Verdnderungen der einzelnen neurotrophen Substanzen korrelierten nicht
miteinander. Dies spricht dafiir, dass diese Substanzen unabhéngig von einander bei
Nervenlédsionen exprimiert werden. NGF war im Vergleich zu der Kontrollgruppe 2,3-fach,

GDNF 4,8-fach und IL-6 5,2-fach erhoht. Die CNTF mRNA war jedoch erniedrigt. Die NGF
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mRNA zeigte eine enge Korrelation zu dem Grad der Invasion von T-Zellen und Makrophagen
ins Endoneurium, was eine wichtige Rolle bei der Progression der Vaskulitis-Neuropathie spielt.
Zudem zeigte NGF auch eine Tendenz, mit der Dichte der nichtmyelinisierten Fasern zu
korrelieren. Die Expression der CNTF mRNA korrelierte in hohem Masse mit der Dichte dieser
Fasern. Zwischen den histologischen Parametern und GDNF, sowie IL-6 waren keine
Zusammenhidnge erkennbar.

Ob die erhohten NGF-Werte aus der Produktion der erhohten Zellzahl an Makrophagen und T-
Zellen stammt, und ob dies Ausdruck beginnender Reparaturvorgénge ist, bleibt unklar. Es
konnte sich aber hier auch um eine ,,negative Seite* des NGF mit Unterhaltung des entziindlichen

Prozesses handeln.

4.11.3 Arteriitis temporalis superficialis

Saldanha et al. untersuchten (1999) bei 17 Patienten die Biopsien von der Arteria temporalis
superficialis. Dabei hatten 7 Patienten eine histologisch gesicherte Riesenzell- Arteriitis mit
zelluldren Infiltraten, Riesenzellen und fast kompletten Verschluss des Arterienlumens. Die
anderen 10 Patienten hatten keine entziindlichen Verdnderungen. Alle hatten das Symptom des
Kopfschmerzes. Die cranialen Gefédlle enthalten eine reichliche Versorgung mit nociceptiven
Fasern aus dem Trigeminus-Systems, die die Neuropeptide Substanz P und Calcitonin gene
related peptide (CGRP) enthalten (Edvinsson et al., 1987; Jansen et al., 1986; Jansen et al., 1992;
Uddman et al., 1986b). Die Autoren vermuten, dass die Ausschiittung dieser Peptide zur
neurogenen Entziindung fithren und somit den vaskulidren Kopfschmerz potenzieren kénnten
(Edvinsson und Goadsby, 1995; Goadsby und Edvinsson, 1993; Moskowitz, 1984). Die
Sensitivitit der Nociceptoren und die Ausschiittung ihrer Neuropeptide sind wiederum von NGF
abhéngig (Donnerer et al., 1992; Lewin und Mendell, 1993). NGF wird von den glatten
Muskelzellen der Gefidlle produziert (Anand et al., 1997; Tuttle et al., 1993) und agiert iiber den
TrkA-Rezeptor der Nociceptoren (DiStefano et al., 1992; Woolf et al., 1994).

Die CGRP-Immunreaktivitdt (IR) war im Vergleich zu normalen Gewebe der Arterien-Biopsien
in den Arteriits-Proben deutlich reduziert. Der Nachweis von TrkA gelang in zahlreichen kleinen
Nervenfasern an der Grenze zwischen der Adventitia und Media, sowie in kleinen Nervenfasern
in der direkten Umgebung des GefidBes. Allerdings gab es keinen Unterschied zwischen der durch

die Arteriitis verdnderten Gewebeproben und den normalen Proben. Das konnte daran liegen,
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dass bei allen 17 Patienten mehrere Tage zuvor mit einer hohen Steroid-Dosis begonnen wurde
(30-60 mg). Von den Corticosteroiden ist nachgewiesen worden, dass sie in kultivierten
Fibroblasten die NGF-Synthese reduzieren konnen (Siminoski et al., 1987). Wahrscheinlich ist

wegen der Steroidtherapie keine eindeutige Aussage moglich.

4.12 Morbus Behcet

Der Morbus Behget ist eine moglicherweise virusbedingte, familidr gehaufte
Autoimmunerkrankung mit einer hohen Assoziation zu dem Antigen B5 des HLA-Systems mit
der charakteristischen Trias von rezidivierenden Aphthen der Mundschleimhaut, genitale
Ulzerationen und okuldren Manifestationen wie Uveitis anterior. Ebenfalls zu den
Hauptsymptomen gehoéren Hauterscheinungen wie Erythema nodosum, Follikulitis, Pyoderma
etc. Von den Nebensymptomen ist der Gelenkbefall mit Oligoarthritiden der hdufigste, es findet
sich aber auch héufig eine ISG-Arthritis. Seltenere Nebensymptome sind Geféf3befall
(Arteriitiden, Aneurysmen etc.), gastrointestinale Veranderungen und ZNS-Befall wie

Meningoenzephalitis und Hirnstammsyndrom.

In einer Untersuchungsreihe von Jockers-Scheriibl et al. (1996) wurden die NGF-
Konzentrationen im Serum bei 27 Patienten mit Morbus Behcet im Vergleich zu 27 Gesunden
mittels two-site ELISA gemessen. Von den Erkrankten hatten 8 eine neurologische Beteiligung
(rezidivierende aseptische Meningitis (3), Meningoenzephalitis mit Epilepsie (2), Enzephalitis
(2), Pyramidenbahnzeichen (1)). S Patienten hatten psychiatrische Symptome (Depression (3),
organische Psychose (1) und Demenz (1)). 3 Patienten litten unter Arthralgien und
Weichteilschwellungen und 1 Patient hatte ein Erythema nodosum entwickelt.

Die NGF-Werte im Serum zeigten eine erhebliche Erh6hung bei den Patienten mit Morbus
Behget (um 289 % ) im Vergleich zur Kontrollgruppe (Durchschnittswert in der Kontrollgruppe
von 18.3 pg/ml=100%). Teilte man aber die Erkrankten in zwei Untergruppen auf, so waren die
Unterschiede noch signifikanter: bei der Gruppe mit geringeren Komplikationen waren die Werte
um 123% erhoht. Bei den 6 Patienten mit systemischen Komplikationen (Enzephalitis,
Meningoenzephalitis und Gelenkbefall mit Weichteilschwellungen) waren die Werte sogar um
917% erhoht.

NGF scheint nicht ein Marker fiir den ZNS-Befall an sich zu sein, sondern die
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Auspriagung der systemischen Verlaufsform unabhéngig der Organart/Manifestation scheint mit

einer starken NGF-Erhohung einherzugehen.

Im Gegensatz zu der o.g. Studie fanden Accorinti et al. (2003) bei 10 Patienten mit diffuser
Uveitis und retinaler Vaskulitis bei Morbus Behget keine erhohten NGF-Konzentrationen im
Serum. Sie untersuchten die Konzentrationen von NGF, IL-2, IL-10, IFN-y und TGF-f im
Serum. Es wurden Blutproben zu einer Phase der Erkrankung entnommen, bei der alle Patienten
keine okkulédren oder andere Symptome hatten. Zum Vergleich wurden 10 gesunde Probanden
hinzugezogen. Erstaunlicher Weise waren die NGF-Werte bei den Behget-Patienten niedriger als
bei den Gesunden. IL-2 und IFN-y waren deutlich erh6ht und IL-10, sowie TGF-3 waren dhnlich
wie bei den Gesunden. Es gab keine signifikante Korrelation zwischen den NGF-Werten und den
Zytokinen. Auch bei den vier Patienten, die im Verlauf der Erkrankung auch neurologische
Symptome hatten, ergaben sich keine erhohten NGF-Werte. Diese Ergebnisse konnten an dem
Fehlen von Krankheitssymptomen zum Zeitpunkt der Blutentnahme oder an der medikamentdsen
Behandlung liegen. Drei Patienten wurden mit Cyclosporin A und Steroiden, zwei mit
Cyclosporin A in Kombination mit Azathioprin und Steroiden, ein Patient mit Cyclosporin A und
ein Patient mit Steroiden als Monotherapie behandelt. Drei Patienten waren ohne medikamentdse

Therapie, aber auch ohne Symptome.

4.13 Fibromyalgiesyndrom

Die cerebrospinale Fliissigkeit von Patienten mit primdrem und sekunddrem Fibromyalgie-
Syndrom (FMS) wurde auf den Gehalt von NGF untersucht (Giovengo et al., 1999) und mit 35
Gesunden und 10 Patienten mit chronischen Schmerzen ohne die typischen diagnostischen
Kriterien des FMS (chron. Dorsalgie, myofasziale Schmerzen, RA und Arthrose) verglichen. Die
Gruppe von FMS-Patienten, die keine anderen entziindlichen oder chron. Schmerzzustinde
aufwiesen (primires FMS), schloss 34 Patienten ein. Zusitzlich wurden noch 15 Patienten
untersucht, bei denen eine sekundére Form des FMS vorlag mit den klassischen Symptomen, aber
als sekunddr zu betrachten bei Erkrankungen wie SLE, RA, Sarkoidose, Psoriasisarthritis,
juvenile PcP. Allerdings waren diese Erkrankungen Jahre zuvor aktiv und zum Zeitpunkt der

Untersuchung in Remission.
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Angewandt wurde die two-site EIA-Methode. In den Ergebnissen zeigten sich erhebliche
individuelle Variationen in der NGF-Konzentration. Eindeutig erhohte Werte im Vergleich zu
den gesunden Probanden waren nur in der Gruppe der Patienten mit primidrem FMS zu finden,
wihrend die Gruppen mit chronischen Schmerzen und sekundidrem FMS keine signifikanten
Unterschiede im Vergleich zu Gesunden aufwies. Bei den Probanden mit FMS wurde der
Versuch unternommen, den Schmerzzustand mittels des Tenderpoint-Index (Schmerz-
schwellenintensitit gemessen durch Fingerdruck und Dolorimetrie) zu messen. Es gab keine
Korrelation der individuellen NGF-Level der FMS-Gruppe zu den klinisch gemessenen
Schmerzzustinden, aber auch nicht zu den in fritheren Studien gemessenen SP-Konzentrationen
bei diesen Patienten (Russell et al., 1994).

Leider ist in dieser Publikation bei den Gruppen mit dem sekundédren FMS und den chronischen
Schmerzzustinden keine detaillierte Aufschliisselung der NGF-Konzentrationen bei den
einzelnen Krankheitsbildern veroéffentlicht worden. Interessant wire zu wissen, ob zum Beispiel
bei chronischem Riickenschmerz der NGF-Wert niedriger als bei entziindlichen Erkrankungen
wie der RA oder Psoriasisarthritis war.

Ob die niedrigen NGF-Level in der Gruppe mit der Sekundidren FMS im Zusammenhang mit der
Remission der zugrunde liegenden Erkrankungen (siehe oben) steht und in der aktiven Phase
hohere Werte auffindbar wiren, bleibt offen. Ob erhohte Werte fiir NGF ein Faktor fiir die
Pathogenese der FMS ist, oder ein Teil der ablaufenden Kaskaden und biochemischen

Mechanismen bei chronischen muskuloskelettalen Schmerzen ist, bleibt weiterhin offen.

4.14 Spinale Nervenkompressionssyndrome

Untersuchungsreihen zeigen die Beteiligung von NGF an der embryonalen Entwicklung auch des
Skelettsystems. Frenkel et al. (1990) wiesen NGF bei Hithnerembryonen im Knochen und
Knorpel nach. Grills und Schuijers (1998) wiesen NGF immunohistochemisch bei Ratten in
periostalen Knochen-Progenitorzellen, in Stromazellen des Knochenmarks, Osteoblasten, jungen
Osteozyten, in endothelialen Zellen von Kapillaren und einigen Chondrozyten im Frakturkallus
nach. Die Untersucher vermuteten eine Beteiligung von NGF an dem Heilungsprozess bei
Frakturen. Der TrkA-Rezeptor wurde im Frakturkallus (Asaumi et al., 2000), sowie im Knorpel
bei Méuseembryonen (Mitsiadis et al., 1996) gefunden. Auch beim Menschen ist NGF im

Knorpel vorhanden. Gigante et al. (2003) untersuchten normalen (nicht degenerativ verdnderten)
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fibrosen, hyalinen und elastischen Knorpel vom Kniegelenk, Kniemeniskus, Epiglottis und
Bandscheibe bei Menschen postmortem auf NGF, NGF mRNA, TrkA und p75 hin. Im
Kniegelenksknorpel waren NGF und beide Rezeptoren in allen Chondrozyten unabhéingig vom
Alter des Menschen und von der Gewebeschicht nachweisbar. Bei den Menisci waren NGF und
seine Rezeptoren in Chondrozyt-dhnlichen Zellen, aber nicht in fusiformen Fibroblast-dhnlichen
Zellen nachweisbar. Ebenso waren NGF und beide Rezeptoren in Chondrozyten-dhnlichen Zellen
des Annulus fibrosus des Bandscheibengewebes und in Chondrozyten des elastischen Knorpels

der Epiglottis vorhanden.

Bei der normalen lumbalen Bandscheibe von erwachsenen Menschen ist normalerweise nur das
duBlere Drittel des Annulus fibrosus innerviert (Jackson et al., 1966; Malinsky, 1959; Yoshizawa
et al., 1980). Der restliche Teil des Annulus fibrosus und der Nucleus pulposus sind ohne
Innervation und GefidB3versorgung. Freemont et al. stellten eine Verbindung zwischen dem
Einsprossen von Nerven in degenerativ veranderte Bandscheiben und der Schmerzhaftigkeit bei
den Patienten her (Freemont et al., 1997). Dabei handelte es sich um nicht-myelinisierte
Schmerzfasern mit Substanz P als Neurotransmitter. Diese Fasern waren iiberwiegend von

Blutgefifien begleitet.

In einer weiteren Studie untersuchten Freemont et al. (2002) 41 lumbale Bandscheiben (22
L4/L5, 11 L5/S1 und 8 L3/L4) von 36 Patienten auf B-NGF und beide Rezeptoren hin. Das
Bandscheibenmaterial wurde wihrend der operativen anterioren Spondylodese erhalten.

Dabei wurden die Patienten in zwei Gruppen unterteilt: Gruppe A mit ,,schmerzhafter*
Bandscheibe und Gruppe B mit ,,nicht schmerzhafter* Bandscheibe (je nachdem, ob bei der pri-
operativen Diskographie der Riickenschmerz/radikuldre Schmerz der Patienten auslosbar war,
oder nicht). 21 Bandscheiben waren ,,schmerzhaft* und Gruppe A, 20 waren Gruppe B und nicht
»schmerzhaft”. 12 normale Bandscheiben von Verstorbenen dienten als Kontrollgruppe. B-NGF
wurde in 18 der 21 ,,schmerzhaften* Bandscheiben in microvaskuldren Blutgefidf3en im inneren
Teil des Annulus fibrosus und im Nucleus pulposus nachgewiesen. Nur in den Fillen, in denen
diese Gefédlle auch von nicht-myelinisierten Nerven begleitet wurden, war NGF vaskulir
nachweisbar und die Nervenfasern TrkA-positiv. Die Gruppe B und die Kontrollgruppe waren
NGF-negativ. Der TrkA war in Chondrozyten von 9 Bandscheiben der Gruppe A, 5 der Gruppe

B, aber nicht in der Kontrollgruppe nachgewiesen worden. Dabei handelte es sich um
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Chondrozyten, die in Haufen (cluster) im Nucleus pulposus anzutreffen waren, was ein Zeichen
des degenerativen Prozesses ist. Der p75-Rezeptor wurde nur im dulleren Drittel des Annulus
fibrosus der beiden Gruppen, aber nicht in der Kontrollgruppe nachgewiesen.

Die Untersucher vermuten, dass NGF von den Blutgefifen, die vom benachbarten
Knochengewebe einsprossen, produziert wird. Dies wiederum ermoglicht das Einsprossen der

Nervenfasern, was dann zur Schmerzhaftigkeit fiihrt.

In einer Studie von Seidel et al. (2003) wurde die cerebrospinale Fliissigkeit von 18 Patienten mit
Spinalnerven-Kompressionssyndromen wie Diskushernie, Spinalkanalstenose, Spondylolisthesis
und Cauda-equina-Kompression auf die Konzentration von NGF hin untersucht. Im Vergleich
dazu dienten 24 Patienten mit neurologischen Erkrankungen ohne mechanische Kompression des
Spinalkanals (wie periphere Neuropathie und Multiple Sklerose). Die Ergebnisse zeigen, dass die
axonale Schidigung bei Spinalnerven-Kompression mit erhohten Spiegeln von NGF einhergeht.

Diese vermehrte NGF-Produktion konnte somit zum Schmerz und zur Allodynie beitragen.

In einem Tiermodell zur Untersuchung der Ausschiittung von NGF und brain- derived
neurotrophic factor (BDNF) bei lumbaler Diskushernie wurde von Obata et al. (2002) operativ
bei Ratten eine Neuritis der Nervenwurzeln L4 und LS5 links durch autologe Implantation eines
coccygealen intervertebralen Diskus nach Hemilaminektomie der Etagen L4 und L5 erzeugt. Die
Disci wurden auf die Nervenwurzeln implantiert ohne nennenswerte Kompression. Als
Kontrollgruppe dienten Tiere, bei denen ebenso eine Hemilaminektomie der gleichen Etagen und
zusitzlich eine Entnahme der coccygealen Intervertebraldisci durchgefiihrt wurde, allerdings
ohne Reimplantation. Die Tiere mit der autologen Transplantation entwickelten eine mechanische
aber nicht thermische Hyperalgesie an der ipsilateralen Hinterpfote einen Tag nach OP, die 5
Tage danach erloschen war. Im Vergleich zur Kontrollgruppe zeigte sich eine deutlich hohere
NGF-Immunreaktivitit (NGF-IR) in der Nervenwurzel und im dorsalen Spinalganglion.
Zusitzlich wurde zur genauen Kennzeichnung der NGF-positiven Zellen eine
immunhistochemische Untersuchung mit ED-1 (erkennt Makrophagen und Monozyten) und Glial
fibrillary acid protein (GFAP, Marker fiir Schwannsche Zellen) durchgefiihrt. Dabei war eine
erhohte NGF-IR bei den Tieren mit lumbaler Diskushernie in einer Vielzahl von nicht neuralen
Zellen festzustellen. Durch die Kolokalistion mit ED-1 und GFAP konnten diese als

Makrophagen und Schwannsche Zellen nachgewiesen werden. Allerdings gab es auch andere
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Zellen mit NGF-IR ohne Kolokalisation. Dies konnten Fibroblasten und glatte Muskelzellen sein.
Es ist in vorhergehenden Studien gezeigt worden, dass Diskushernien-Gewebe in vitro und in
vivo eine gesteigerte Produktion von Zytokinen wie IL-1p, IL-6 und TNF-a verursachten (Kang
et al., 1995; Takahashi et al., 1996). Da bekannt ist, dass IL-1p und TNF-a die Produktion von
NGF-mRNA in nicht neuralen Zellen stimuliert (Hattori et al., 1993; Lindholm et al., 1987),
konnten in diesem Modell diese Zytokine die Erhohung des NGF in nicht neuralen Zellen in der
Nervenwurzel und dem Spinalganglion verursachen.

Zusitzlich war in diesem Tiermodell auch eine erhohte Anzahl an BDNF-IR in den kleinen
Neuronen des Spinalganglions 3 Tage nach Diskushernien Implantation nachweisbar. Mittels
histochemischer in situ Hybridisation und reverse transcription — polymerase chain reaction (RT-
PCR) wurde auch die BDNF mRNA untersucht, die bei den Diskus-implantierten Tieren deutlich
erhoht war. Es lag eine Zeitspanne zwischen der mRNA- und der BDNF-Protein-Produktion. Das
impliziert, dass die erzeugte Neuritis erst zu der Erhohung der BDNF-Synthese fiihrte. Diese
Synthese schien der vermehrten NGF-IR zu folgen. Das wiederum bedeutet, dass NGF - in den
nicht neuralen Zellen der Nervenwurzel und des Spinalganglions produziert — zu den Zellkérpern
der Spinalganglien transportiert werden konnte und dort eine BDNF-Synthese forcieren konnte.
In dieser Untersuchungsreihe wurde auch eine endoneurale Injektion von NGF in normale spinale
Nervenwurzeln von Ratten durchgefiihrt, was Dosis-abhédngig zur mechanischen Allodynie der
ipsilateralen Hinterpfote und zu gesteigerter BDNF-IR im Spinalganglion fiihrte.

Diese Untersuchungsergebnisse bestidrken den Verdacht, dass die Veridnderungen beider
Neutrophine in den primiren Afferenzen bei der Pathophysiologie neuropathischer Schmerzen
verursacht durch eine lumbale Diskushernie involviert sind. Zusétzlich lasst sich vermuten, dass

hierbei NGF der treibende Faktor sein koOnnte.

4.15 Arthrose

Die Arthrose ist eine komplexe Verdanderung, bei der biomechanische und metabolische Faktoren
die Homoostase des artikuldren Knorpels verdandern. Eine Schliisselrolle in der Pathophysiologie
spielt die zellulidre/extrazellulidre Matrix, die durch Substanzen an der Zelloberflidche der
Chondrozyten beeinflusst werden. Diese Substanzen modulieren die Zell/extrazelluldre Matrix
(Zell/EZM) die wichtig fiir Wachstum, Differenzierung und Erhaltung der Knorpelhomoostase ist

(Review siehe Iannone und Lapadula, 2003).
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Zunichst wurde angenommen, dass Chondrozyten stoffwechselarm sind und nur passiv auf
biochmechanische Reize hin zerstort werden, d.h. sich arthrotisch veriandern. Im Laufe vieler
Untersuchungen zeigte sich aber, dass die Chondrozyten einem reichhaltigen Metabolismus
unterliegen. Wihrend der Entstehung der Arthrose exprimieren sie vermehrt Substanzen, wie
katabole Zytokine, Proteasen und Wachstumsfaktoren, die wiederum die Zell/EZM veridndern mit
der Konsequenz, dass ein Ungleichgewicht zwischen destruktiven und regulierenden Faktoren
entsteht. Der Zusammenbruch des Gleichgewichtes der EZM ist vorwiegend einer Vielzahl von
Metalloproteinasen und deren Inhibitoren zuzuschreiben. Beide sind kontrolliert von einer
Vielzahl von Zytokinen und Wachstumsfaktoren. Die Chondrozyten produzieren Proteine (z. B.
Kollagen) und Proteoglykane der EZM, die dann wiederum den Metabolismus der Chondrozyten
reguliert. Welches auch immer die auslosende Noxe fiir die arthrotischen Vorgéinge sein mag, das
komplexe System der Matrix Metalloproteinasen (MMP) ist entscheidend an der Zerstorung des
Knorpels beteiligt. Zu ihnen gehoren die Kollagenase, Stromelysin, Gelatinasen und Matrilysin.
Zum Beispiel haben intrartikulédre Injektionen von Kollagenase bei Hasen arthrose-dhnliche
Veridnderungen des Knorpels bewirkt (Kikuchi et al., 1998). Die biologische Aktivitit dieser
Matrix Metalloproteinasen (MMP) wird durch spezifische Gewebsinhibitoren kontrolliert und
durch physiologische Aktivatoren, den Prometalloproteinasen in Gang gesetzt. Frither nahm man
an, dass die MMPs nur von entziindeten synovialen Strukturen produziert wird und per
diffusionem im Knorpel Schidigungen verursacht. Spéter zeigte sich, dass sogar in
physiologischen Zustinden Chondrozyten MMPs und Gewebsinhibitoren produzieren und dass
diese Balance wichtig fiir die EZM ist. Wenn nun die Homoostase durch proinflammatorische
Zytokine etc. gestort wird, werden vermehrt MMPs gebildet, was in einer Schidigung des
Knorpels resultiert.

Chondrozyten sind in ein komplexes System von prokatabolen, inhibierenden und reparierenden
Mechanismen eingebunden.

Prokatabole Zytokine sind vor allem IL-1 und TNF-a (van de Loo et al., 1995). Sie werden in
entziindeter Synovia, in Chondrozyten und Osteoblasten gebildet und steigern die Synthese der
MMPs sowie des Plasminogen-Aktivators. Sie steigern die Produktion von minderwertigem
Kollagen und reduzieren die Synthese von Proteoglykanen, sowie des Kollagens, die beide das
Stiitzgeriist des Knorpels sind. Weitere katabole Zytokine sind IL-6, LIF (leukaemia inhibitor
factor) und IL-17. Folglich ist die Synovialmembran eine treibende Kraft fiir die Pathogenese der

Arthrose.
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Auf der anderen Seite stehen die Inhibitoren dieser Zytokine, von denen es drei Kategorien gibt:
Antagonisten der Rezeptoren, 16sliche Rezeptoren und antiinflammatorische Zytokine. Ein
Vertreter der erstgenannten Kategorie ist der an der Zelloberfldche gebundene Rezeptor IL-1Ra.
Der 16sliche Rezeptor fiir TNF-a (TNF-sR) bindet extrazelluldres TNF-o und blockiert so seine
biologische Aktivitit. Die antiinflammatorischen Zytokine sind 1L-4 und IL-10, die die Synthese
der proinflammatorischen Zytokine herabsetzen und die Bildung des Antagonisten IL-1Ra
steigern.

Wachstumsfaktoren regulieren die Differenzierung und das Wachstum des Gelenkknorpels. Thre
Wirkung scheint aber nicht nur auf Reparaturvorgiinge in dem geschidigten Gewebe, durch
katabole Faktoren induziert, zu sein. Bei der experimentell induzierten Arthrose nach vorderer
Kreuzband-Durchtrennung bei Hunden (Adams und Brandt, 1991) war die Synthese von
Komponenten der EZM schon in sehr frithen Stadien -wahrscheinlich durch die exzessive
Produktion an Wachstumsfaktoren- gesteigert. Zu diesen Wachstumsfaktoren gehéren IGF
(insulin-like growth factor), TGFp (transforming growth factor 3), BMP (bone morphogenetic
protein) und CDMP (cartilage-derived morphogenetic protein).

NGF wirkt dabei als Verbindung zwischen den Mediatoren der Entziindung, dem Immunsystem
und den Neuropeptiden, wie zum Beispiel Substanz P, die bei der Arthrose auch vermehrt
sezerniert wird. Die menschlichen Chondrozyten sezernieren NGF und seinen TrkA-Rezeptor
(Iannone et al., 2002) bei der Arthrose in vermehrter Menge und zwar proportional zu dem Grad
der Schadigung des Knorpels. Ob die gesteigerte Sekretion nur den Reparaturvorgéngen dient,

oder auch andere Funktionen ausiibt, ist noch unklar.

Aloe et al. (1992a) untersuchten bei 6 Patienten mit Gonarthrose NGF in der Synovialfliissigkeit.
Die NGF-Spiegel der Arthrose-Patienten waren im Vergleich zu Gewebeproben Gesunder erhoht,
aber im Vergleich zu diversen entziindlich-rheumatischen Erkrankungen mit hoher entziindlicher
Aktivitét deutlich niedriger. Auch waren in der Synovia histopathologisch keine
Entziindungszeichen und immunohistochemisch keine NGF-positiven Zellen nachgewiesen
worden (was in der Synovia eines c.P.-Patienten der Fall war). Dies ist ein weiterer Hinweis

dafiir, dass die Hohe des NGF-Spiegels mit der entziindlichen Aktivitidt im Gewebe korreliert.

Manni et al. (2003) untersuchten bei 3 Coxarthrose-Patienten die NGF-Konzentrationen in den

isolierten synovialen Fibroblasten. Zum Vergleich dienten 5 gesunde Probanden. Die Untersucher
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isolierten in beiden Gruppen die synovialen Fibroblasten und kultivierten sie. NGF-Protein wurde
mittels two-site ELISA im Kulturmedium und die NGF-mRNA mittels RT-PCR-ELISA in den
synovialen Fibroblasten gemessen. Dabei fanden sich im Kulturmedium der Arthrosegruppe drei
Mal hohere NGF-Werte als bei der Kontrollgruppe. Nach Zugabe von IL-1f ins Kulturmedium
stieg bei den arthrotischen Zellen sowohl die NGF Expression ins Kulturmedium, als auch die
NGF-mRNA in den Zellen erheblich an. Die Zugabe von TNF-a steigerte ebenso die NGF-
Proteinexpression ins Medium, aber in geringerem Mafle als IL-1f, und hatte keinen Einfluf} auf
die NGF-mRNA. Der TrkA-Rezeptor wurde in den synovialen Zellen sowohl in der Arthrose-,
als auch in der Kontrollgruppe nachgewiesen, wobei die Zellen der Arthrosegruppe vermehrt den
Rezeptor aufwiesen. Die Zugabe der proinflammatorischen Zytokine erhohte nicht die
Rezeptorexpression.

Zusammenfassend produzieren und exprimieren synoviale Fibroblasten aus arthrotisch
verdnderten Gelenken vermehrt NGF sowohl unter basalen Bedingungen, als auch nach der

Stimulierung durch die proinflammatorischen Zytokine IL-1p und TNF-a.

In einer Untersuchungsreihe von lannone et al. (2002) wurde die NGF-Konzentration und die
Haufigkeit des TrkA-Rezeptors in Chondrozyten von Gesunden und Patienten mit Gonarthrose
bei Genu varum untersucht. Dabei wurde der Knorpel bei den Arthrose-Patienten in zwei Zonen
unterteilt: in eine mit makroskopisch und histologisch gering verinderte und in eine maximal
verdnderte Zone (MIN und MAX). 12 Patienten hatten eine Gonarthrose, 3 Patienten dienten als
Kontrollgruppe. NGF- mRNA wurde mittel PT-PCR (reverse transcriptase-Polymerse chain
reaction) ermittelt. Zusitzlich wurden NGF-f3 und TrkA mit der Immunofluoreszenzmethode und
Durchflusszytometrie untersucht. Die normalen Chondrozyten hatten nachweisbare NGF-f3
mRNA-Konzentrationen und eine geringe Anzahl an TrkA-Rezeptoren an der Zelloberfldche. Die
Menge an Rezeptoren, an intrazellulirem NGF und die NGF-3 mRNA waren in der MIN-Zone
der Arthrose-Patienten deutlich erhoht und nochmals hoher in der MAX-Zone. Folglich
korrelierte der Grad der Knorpelschdadigung mit der Menge an NGF und seinem Rezeptor, sodass
fiir NGF eine entscheidende Rolle bei der Entwicklung einer Arthrose angenommen werden

muss.
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4.16 Natiirliche anti-NGF Autoantikérper bei autoimmunen
Erkrankungen

Dicou et al. (1991) wiesen im Serum beim Menschen und beim Hasen natiirliche anti-NGF
Autoantikorper nach. IThre Funktion ist nicht ganz verstanden. Wahrscheinlich fungieren sie als
Transportproteine fiir NGF. Die Untersucher zeigten mit ELISA-Technik unter Benutzung von
immobilisiertem NGF, durch Immunoprizipitation mit gereinigtem Maus-NGF (Dicou et al.,
1991; Dicou et al., 1996) und durch die Inhibition der biologischen NGF-Wirksamkeit an
sensorischen Ganglien bei Hiihnerembryonen (Dicou et al., 1993a; Dicou et al., 1996), dass diese
Antikorper spezifisch fiir NGF sind. Die NGF-Autoantikorper enthielten allen Ig-Klassen, wobei
IgG iiberwog (Dicou et al., 1993a). Signifikant hohere Titer der NGF-Autoantikdrper konnten bei
Patienten mit SLE, RA und Autoimmunthyreoiditis nachgewiesen werden (Dicou et al., 1993b).
In der Studie von Dicou et al. (1996) wurden deutlich erhohte NGF-Autoantikorper bei mehreren
autoimmunen Erkrankungen sowohl im Serum, als auch in der synovialen Fliissigkeit
nachgewiesen. An dieser Studie nahmen Patienten mit RA, Spondarthritiden, Kristallarthropathie
(Chondrokalzinose) und Arthrose teil. Die hochsten Autoantikorpertiter in der synovialen
Fliissigkeit bestanden bei der Spondarthritis, gefolgt von der RA-Gruppe und waren in der
synovialen Fliissigkeit bei der Chondrokalzinose und Arthrose am niedrigsten. Im Serum
gemessene Autoantikdrper waren bei der RA-Gruppe am hochsten, gefolgt von der
Spondarthritis-Gruppe und wieder am niedrigsten bei der Chondrokalzinose und Arthrose, aber
dennoch hoher, als in der Kontrollgruppe. Dies spricht dafiir, dass auch bei den letzt genannten
Erkrankungsformen entziindliche Prozesse durch den Anstieg der Autoantikorper als sensitiven
Marker nachgewiesen werden konnten. In derselben Studie wurden auch die NGF-
Konzentrationen im Serum und in der synovialen Fliissigkeit bei allen Erkrankungsgruppen
gemessen. Dabei war die Frequenz des nachweisbaren NGF bei der RA sowohl im Serum, als
auch in der synovialen Fliissigkeit signifikant erhoht, bei der Spondarthritis nur in der synovialen
Fliissigkeit, wihrend bei der Chondrokalzinose weder im Serum, noch in der synovialen
Fliissigkeit eine erhohte Frequenz nachweisbar war. Die Analyse der Ergebnisse konnte kein
reziprokes Verhiltnis zwischen Autoantikorper- und NGF-Titer aufzeigen. Die Antikorper
konnten zum Transport des zirkulierenden NGF oder aber auch zur Inhibition der NGF-Wirkung
dienen (Dicou et al., 1993a). Von den NGF-Autoantikorpern in autoimmunen Erkrankungen
wurde gezeigt, dass sie im Vergleich zur normalen Kontrollgruppe eine hohere Affinitit zu NGF

haben und eine hohere Polyreaktivitit mit zytoskeletalen Proteinen und DNA aufweisen (Dicou
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et al., 1993a). Die Bedeutung des simultanen Auftretens von NGF und NGF-Autoantikorpern in
Korperfliissigkeiten ist unklar und bedarf weiterer Untersuchungen. Dieses Phanomen erinnert an

die Rheumafaktoren, die ebenfalls Autoantikorper gegen IgG darstellen.
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Tab. 2. Ubersicht der Untersuchungsreihen zu NGF und seinen Rezeptoren bei entziindlich-rheumatischen und degenerativen Erkrankungen

untersuchtes Anzahl der Anzahl der NGF/Rezeptor bei NGF/Rezeptor bei
Erkrankung Messverfahren Gewebe Patienten Kontrollprobanden Erkrankten Kontrollgruppe Quelle
. . NGF . . Aloe et al.
Bioassay SF Knie 8 2 0-9 ng/ml nicht nachweisbar (1992a)
NGF NGF Dicou et al.
Serum 24 108 74.8+39.6 pg/ml 26.50+15.4 pg/ml (1993b)
; . NGF NGF Aloe et al.
Rheumatoide
m ELISA 22 8 mit Arthrose 78.8+25.3 pg/ml 5.0+4.0 pg/m (1999)
Arthritis .
SF Knie
13 5 NGF NGF Halliday et al.
523.5+123.8 pg/ml 95+33.2 pg/ml (1998)
Immuno- Hs?rilcrll?xlr?dvon Knie-, 15 14 posttraumatisch, TrkA vermehrt Pozza et al.
histochemisch N nicht entziindlich nachgewiesen (2000)
Hiftgelenk
. . NGF . . Aloe et al.
Bioassay SF Knie 1 2 nicht nachweisbar
Juvenile 12 ng/ml (1992a)
chronische Arthritis -
NGF NGF Falcini et al.
ELISA Serum 80 40 254 pg/ml 6 pg/ml (1996b)
. NGF NGF
19 Psoriasisplaques 1 77.116.7 pg/g Gewebe 4714.6 pg/g Gewebe Fantini et al.
ELISA Haut 20 nicht erkrankte 11 NGF NGF (1995)
Psoriasishaut 59.6+4.7 pg/g Gewebe 47+4.6 pg/g Gewebe
. . . NGF NGF Nakamura et al.
23 mit Pruritus 15 ohne Pruritus 154.33+34.1 pg/g Gewebe | 96.84+25.7 pglg Gewebe | (2003)
NGF-positive NGF-positive
8 Psoriasisplaques 5 Gesunde Keratinozyten/mm2 Keratinozyten/mm2
Psoriasis 84.7446.3 18.9+11.8 Raychaudhuri et al.
8 nicht erkrankte NGF-positive NGF-positive (1998)
L 5 Lichen Planus Keratinozyten/mm2 Keratinozyten/mm2
Psoriasishaut
Immuno- 44.8+29.9 7.5+16.9
. . Haut
histochemisch p75-positives p75-positives
26 Psoriasisplaques 8 Gesunde Nervengewebe/3mm Nervengewebe/3mm
Biopsie 34.0+23.0 Biopsie 18.88+11.76

8 nicht erkrankte
Psoriasishaut

12 entziindliche
Dermatosen

p75-positives
Nervengewebe/3mm
Biopsie 28.10+4.5

p75-positives
Nervengewebe/3mm
Biopsie 12.75+22.0

Raychaudhuri et al.
(2000b)
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untersuchtes Anzahl der Anzahl der NGF/Rezeptor bei NGF/Rezeptor bei
Erkrankung Messverfahren Gewebe Patienten Kontrollprobanden Erkrankten Kontrollgruppe Quelle
I - . . NGF . . Aloe et al.
Psoriasisarthritis Bioassay SF Knie 4 2 2-12 ng/ml nicht nachweisbar (1992a)
. . NGF NGF Halliday et al.
Morbus Reiter ELISA SF Knie 2 5 430.0+90 pg/ml 95+33.2 pg/ml (1998)
. . NGF NGF Halliday et al.
Chondrokalzinose ELISA SF Knie 3 5 430.0+90 pg/ml 95433.2 pg/ml (1998)
. . NGF . . Aloe et al.
Bioassay SF Knie 3 2 nicht nachweisbar
Spondylitis 4-6 ng/ml (1992a)
ankylosans ELISA SF Knie ] s NGF NGF Halliday et al.
430.0+90 pg/ml 95+33.2 pg/ml (1998)
HLA B27 assoziierte . NGF NGF Halliday et al.
Arthritis ELISA SF Knie s 5 430.0+90 pg/ml 95+33.2 pg/ml (1998)
- . NGF NGF Halliday et al.
Infektiose Arthritis ELISA SF Knie 2 5 430.0+90 pg/ml 95+33.2 pg/ml (1998)
. NGF NGF Halliday et al.
SF Knie 1 5 430.0+90 pg/ml 95+33.2 pg/ml (1998)
NGF NGF
ELISA 44 40
Serum 613 ng/mi 8.3 ng/ml Matucci-Cerinic et al.
- 2001)
: davon 13 Patienten NGF NGF (
Sklerodermie mit Gelenkbefall 40 117 ng/ml 8.3 ng/ml
7 2 vermehrter NGF Nachweis Piga et al.
Immuno- in der Dermis (2000)
. . Haut
histochemisch 8 5 vermehrter NGF Nachweis Tuveri et al.
in der Dermis [43]
27 108 NGF NGF Dicou et al.
69.25+36.4 pg/ml 26.50+15.4 pg/ml (1993b)
; 25 mit Oligo/Polyarthritis,
Systemischer Lupus Py NGF NGF Aalto et al.
ELISA Serum 10 orthopé&dische Probleme,
Erythematodes Juvenile Polyarthritis 334612628 pg/ml 471352 pg/ml (2002)
16 15 NGF NGF Bracci-Laudiero et al.
17.1£1.7 pg/ml 5.5%1.15 pg/ml (1993)
. NGF NGF Falcini et al.
Kawasaki Syndrom | ELISA Serum 12 12 1219+1660.29 pg/ml 6.5+2.03 pg/ml (19963)
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untersuchtes Anzahl der Anzahl der NGF/Rezeptor bei NGF/Rezeptor bei
Erkrankung Messverfahren Gewebe Patienten Kontrollprobanden Erkrankten Kontrollgruppe Quelle
. : Biopsie des 12 Churg-Strauss-Syndrom NGF mRNA NGF mRNA Yamamoto et al.
Vaskulitiden RT-PCR N. suralis 10 Panarteriitis nodosa 7 0.29+0.07 0.1340.03 (2001)
N P~ 10 nicht entztndlich . .
- . Immuno- Biopsie der A. 7 entzindlich s S TrkA in beiden Gruppen
Arteriitis temporalis . . . .. L veranderte Biopsien von - - Saldanha et al. (1999)
histochemisch temporalis veranderte Biopsien Kopfschmerzpatienten unverandert nachweisbar
10 10 NGF NGF Accorinti et al.
37.0£34.75 pg/ml 98.4+83.4 pg/ml (2003)
Morbus Behcet ELISA Serum NGF NGF Jockers-Scherdbl et
27 27 289% der Kontroll 18.3+2.8 pg/ml al
o der Kontrolle .312.8 pg/m (1996)
34 mit primérer 35 NGF NGF
Fibromyalgie 41.8+£12.7 pg/ml 9.1+4.1 pg/mi
; ; 15 mit sekundarer NGF NGF Giovengo et al.
Fibromyalgie ELISA CSF Fibromyalgie 35 8.9+4.4 pg/m| 9.144.1 pg/ml (1999)
10 mit anderen 35 NGF NGF
Schmerzzustanden 16.3+8.4 pg/ml 9.1+4.1 pg/mi
Spinale Nerven- .
: NGF NGF Seidel et al.
:fempress'mssyndm ELISA CSF 18 24 332.68+159.8 pg/ml 209.6+72.12 pg/ml (2003)
. . NGF . . Aloe et al.
Bioassay SF Knie 6 2 0-6 ng/ml nicht nachweisbar (1992a)
NGF mRNA in erkrankter
Kniegelenks- und nicht erkrankter lannone et al.
RT-PCR knorpel 2 2 Gruppe &hnlich (2002)
nachweisbar
12 unterteilt in 2 Gruppen:
Gonarthrose gSoFr;gSoszlgreen NGF-positive Chondrozyten
o,
MIN (geringe arthtrot. 3 21.3x12 % 3.8124%
Veranderun -positi .
Immuno- Kniegelenks- 9 gﬁ;g%szlwgn TrkA-positive Chondrozyten | lannone et al.
histochemisch knorpel o 3.4+1 % (2002)
31+11 %
NGF-positive NGF-positive Chondrozyten
Chondrozyten 384249,
MAX (starke arthrot. 3 41.3+25 % e
Veranderung) TrkA-positive s
Chondrozyten TrkA-positive Chondrozyten

41.4+19 %

3.411 %
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5 Diskussion

NGF hat eine zentrale Bedeutung in der Neurobiologie. Er reguliert das Uberleben und die
Differenzierung von NGF-sensitiven Neuronen wihrend der Embryonalzeit und in der frithen
postnatalen Phase. Wihrend derselben Phase, aber auch in spéteren Stadien, wird eine Vielzahl
anderer Entwicklungsprozesse wie das Wachstum von Neuriten (Axone und Dendriten) und die
Expression von Enzymen zur Produktion von Neurotransmittern reguliert. NGF fordert und
kontrolliert die Funktion differenzierter Neurone. Dieses Neurotrophin wird in Entfernung der
Zellkorper durch periphere Gewebe oder andere Neurone synthetisiert, die mit den Axonen von
NGF-sensitiven Neuronen in Kontakt stehen. Nach retrogradem Transport erreicht NGF die
Zellkerne, wo eine Vielzahl von Genen aktiviert werden. Die meisten Untersucher sehen die
Funktion von NGF als Anpassung innervierender Neurone auf die Bediirfnisse der Zielgewebe
durch Zunahme der Anzahl, der Aussprossung und gesteigerte Funktion (Oppenheim, 1991).
NGF ist nicht nur fiir die Entwicklung und Erhaltung der sensitiven Neurone wichtig, sondern
auch in neurobiochemische Prozesse bei entziindlich und degenerativ verdnderten Geweben
involviert.

Signifikant erhohte NGF-Konzentrationen wurden in vielen entziindlichen Geweben (wie in
dieser Metaanalyse zusammengestellt) gefunden: unter anderem in der Haut von Psoriasis- und
Sklerodermie-Patienten, in entziindlichen Exsudaten (Synovialfliissigkeit von Kniegelenken) bei
Rheumatoider Arthritis, Spondarthritiden mit peripherer Gelenkbeteiligung, Morbus Reiter und
Chondrokalzinose, im Serum bei juveniler chron. Polyarthritis, systemischem Lupus
erythematodes und in der cerebrospinalen Fliissigkeit bei Fibromyalgie und spinaler Kompression
verschiedener Ursachen (siehe Tabelle). NGF scheint an der Entziindungskaskade direkt iiber die
modulierende Wirkung auf Zellen des Immunsystems (Aloe et al., 1997) und indirekt {iber die
steigernde Wirkung auf die Neuropeptid-Synthese (Amann et al., 1996; Edwards et al., 1988b;
Lindsay und Harmer, 1989), einschlieBlich SP und CGRP, mitzuwirken. Die Neuropeptide
wirken dann wiederum auch auf Zellen des Immunsystems. Eine Vielzahl an
Untersuchungsreihen zeigt, dass diese Neuropeptide in die Pathophysiologie entziindlicher
Erkrankungen involviert sind (Levine et al., 1984). Zum Beispiel sind SP- und CGRP-
Konzentrationen in der synovialen Fliissigkeit von Patienten mit rheumatoider Arthritis und
anderen entziindlichen Erkrankungen deutlich gesteigert (Larsson et al., 1989; Larsson et al.,

1991; Marshall et al., 1990). Auch in Tiermodellen mit experimentell induzierter Arthritis
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wurden erhohte Neuropeptid-Konzentrationen nachgewiesen (Bileviciute et al., 1993; Garry und
Hargreaves, 1992; Kuraishi et al., 1989). Die Involvierung des peripheren Nervensystems in
lokale, entziindliche Prozesse wird durch Untersuchungen mit chemischer Denervierung
(chemische Sympathektomie) bestitigt. Die Entziindungsprozesse und die Neuropeptid-
Konzentrationen werden durch diese Denervierung deutlich reduziert (Cruwys et al., 1995;
Levine et al., 1986).

Diese Beobachtungen legen eine potentielle therapeutische Strategie in der Behandlung von
entziindlichen Gelenkserkrankungen mit Abschwéchung oder gar Unterbrechung der durch NGF
verursachten Entziindungskaskade am Ort des Entziindungsgeschehens nahe.

Dabei eroffnen sich mehrere Ansitze: die Entwicklung von Antikorpern, die das endogene NGF
abfangen, oder Substanzen, die sogar die Produktion von NGF unterbinden, oder Antagonisten,
die den Rezeptor von NGF blockieren. Dieses wiirde ein neue Klasse von antiinflammatorischen
und analgetischen Medikamenten hervorbringen.

Verschiedene Versuchsreihen mit unterschiedlichen Antagonisten (siehe Kapitel 2.6) dienen zum
einen dem besseren Verstdndnis der Wirkmechanismen von NGF, zum anderen zur Entwicklung
potentieller therapeutischer Strategien. Dabei wurde sowohl die Wirkung verschiedener
Antagonisten auf das periphere und zentrale Nervensystem, als auch auf ihre Wirkung in
entziindlich verdanderten peripheren Geweben untersucht. Zum Beispiel verminderten
neutralisierende anti-NGF-Antikorper die Hyperalgesie, die entziindlich bedingt vermehrte SP-
und CGRP-Synthese und die durch Entziindung induzierte c-fos Gen-Expression in den
Dorsalganglien (Lewin et al., 1994; Woolf et al., 1994; Woolf und Doubell, 1994). Ein
entwickeltes TrkA-IgG-Fusionsmolekiil, das endogenes NGF sequestriert, konnte bei der durch
Carrageenan induzierten Entziindung die thermische und chemische Hyperalgesie erheblich
reduzieren (McMahon et al., 1995). Auch zeigte der NGF-Rezeptor Antagonist ALE-0540 in
Modellen mit neuropathischen Schmerzen ( durch die Ligatur von Nerven ) und in Modellen mit
entziindungsbedingten Schmerzen (durch Hitze induziert) einen signifikanten analgetischen
Effekt (Owolabi et al., 1999). Dabei schien die Wirkung des ALE-0540 iiber spinale und nicht
zentrale Mechanismen zu laufen, denn eine intracerebroventrikulidre Applikation milderte die
Allodynie nicht. Dies wiirde bedeuten, dass beim therapeutischen Einsatz dieses Antagonisten
keine zentralen Nebenwirkungen, wie zum Beispiel bei Morphinen, auftreten wiirden.

Ob eine lang anhaltende Therapie mit Antagonisten gegen NGF oder seinen Rezeptor, was bei

chronisch-entziindlichen Erkrankungen wahrscheinlich notwendig wire, auch so weit reichende
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Folgen hitte wie bei den genetisch verdanderten Knock-out-Méusen, ist offen. Bei den
homozygoten Formen mit NGF (-/-) oder TrkA (-/-) knockout sind dramatische Phenotypen
entstanden (Crowley et al., 1994; Smeyne et al., 1994), die postnatal nicht an Gewicht zunahmen
und meist in den ersten Lebenswochen verstarben, sodass eine intensivere Forschung nicht
moglich ist. Beide homozygoten Formen haben einen dramatischen Verlust der Anzahl dorsaler
Ganglien (70%-80%), der superioren Zervikalganglien (99%) und der Trigeminalganglien (70%).
Schon bei der Geburt schienen nahezu alle Neurone der Dorsalganglien untergegangen zu sein
(Crowley et al., 1994; Smeyne et al., 1994), wihrend viele sympathische Ganglienneurone bis zur
postnatalen Phase iiberleben, aber dann rasch einem massiven neuronalen Zelltod unterlagen.
Zehn Tage spiter waren die sympathischen Ganglien nahezu vollstindig degeneriert. Es gibt also
unterschiedliche Zeitperioden in denen die verschiedenen neuralen Populationen eine NGF-
Abhingigkeit aufweisen. Eine anti-NGF-Therapie in der ausgereiften, adulten Phase hitte
wahrscheinlich keine so schwerwiegenden Folgen, wie bei den schon in der embryonalen Phase
gestorten Tieren. Bei den homozygoten Tieren war der Verlust der Neurone im Dorsalganglion
selektiv und betraf vorwiegend kleine, peptidhaltige primir nociceptive Neurone. Dagegen waren
grofkalibrige Neurone im Dorsalganglion, die Rezeptoren fiir andere Neurotrophine tragen (TrkB
und TrkC), bis zum Tod der Tiere erhalten und funktionstiichtig. Die untergehenden
sensorischen, nociceptiven Neurone in den Knock-out Tieren bestitigt die Meinung, dass diese
Neurone NGF wihrend der Entwicklung bendtigen. Die heterozygoten Tiere (NGF +/- und TrkA
+/-) leben lidnger und zeigen erhohte Latenzzeiten auf schmerzhafte Stimuli (Crowley et al.,
1994). Und umgekehrt entwickeln transgene Tiere mit einer Uberexpression von NGF auf
noxische mechanische Stimuli eine gesteigerte Hyperalgesie (Davis et al., 1993). NGF reguliert
anscheinend das Uberleben der nociceptiven, peptidhaltigen Neurone wihrend der
Entwicklungsphase und in spiteren, ausgereiften Phasen ihre Funktion. Somit konnte das
Vermogen iiber erniedrigte NGF-Spiegel, oder erniedrigte Signaltransduktion des Rezeptors eine
viel versprechende therapeutische Anwendung finden, zum Beispiel durch die schon erwihnten
Antagonisten. Wenn diese Antagonisten als gro3e Molekiile konzipiert werden wiirden, sodass
sie die Blut-Hirn-Schranke nicht iiberwinden konnten, wiren unerwiinschte zentrale
Nebenwirkungen damit eher ausgeschlossen. Ob die Therapie mit Antagonisten nicht nur
analgetische, sondern auch antiinflammatorische Wirkung zeigt, ist noch nicht eindeutig zu

beantworten.
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Trotz der vielen Untersuchungsergebnisse, die bei rheumatischen /autoimmunen Erkrankungen
eine deutliche Erhohung der NGF-Konzentrationen zeigen, ist aber dennoch unklar, inwieweit
NGEF ein Ergebnis oder ein Forderer — direkt oder indirekt — fiir die pathophysiologischen
Zusammenhinge ist. Die erhohte Ausschiittung von NGF ist nicht nur mit Entziindung und
Hyperalgesie verbunden (Woolf et al., 1994). NGF ist auch wichtig fiir Nervenwachstum und
Reparationsvorginge von Schidigungen (Aloe et al., 1992b; Aloe et al., 1994a), auch solchen wie
sie z.B. bei Nervenverletzungen, oder auch bei Arthritis entstehen. Die Autoren Manni und Aloe
(Manni und Aloe, 1998) mutmafBlen zwei Seiten von NGF: eine hilfreiche und eine schidliche, die
beide bei der Entstehung der Arthritis eine Rolle spielen. Die erhohten NGF-Konzentrationen
konnten in der akuten Phase der Arthritis der Pravention oder Reduktion von Schidigungen, die
durch zytotoxische Molekiile (zum Beispiel Zytokine) im Gelenk verursacht werden, dienen. Die
arthritischen Prozesse verursachen z.B. einen partiellen Verlust an sympathischen und
sensorischen Nervenfasern im geschidigten Gelenk (Woolf et al., 1994). Also kénnten die
erhohten NGF-Spiegel Ausdruck von reparativen Vorgédngen sein. Die lokale Schidigung der
peripheren Nervenendigungen durch arthritische Prozesse und die Reinnervationsmechanismen
nach Arthritis wurde bei Ratten beobachtet (da Silva et al., 1996). Auch die Regulierung der
Proliferation und Aktivierung von immunkompetenten Zellen konnte in diesem Kontext gesehen
werden. Die Tatsache, dass die Injektion von NGF in Kniegelenke ausgewachsener Miuse keine
lokale Entziindung hervorrief (Aloe et al., 1992b), bestérkt die Hypothese, dass NGF eher
antiinflammatorisch wirksam ist.

Allerdings ist auch eine ,,schéadliche* Seite des NGF anzunehmen, bei der die erhohten NGF-
Konzentrationen durch Bindung an den TrkA-Rezeptor der sensorischen peripheren Nociceptoren
Hyperalgesie auslosen und durch erhohte Ausschiittung von Neuropeptiden die
Entziindungskaskade mit der Folge der neurogenen Entziindung (Donnerer et al., 1992) weiter
unterhalten kénnen.

Viele in vitro und in vivo Studien haben gezeigt, dass NGF in die Prozesse entziindlicher
Veridnderungen involviert ist. Basale NGF-Spiegel sind signifikant erhoht in Zellen, die mit IL-13
und TNF-q, zwei proinflammatorische Zytokine, behandelt werden (Hattori et al., 1993;
Lindholm et al., 1987). Synoviale Zellen und Fliissigkeiten bei arthritischen Prozessen beim
Menschen und in Tiermodellen zeigen erhohte NGF-Werte (Aloe et al., 1992a; Aloe et al.,
1992b). Sie zeigen aber auch immer einen lokalen Anstieg an proinflammatorischen Zytokinen,

insbesondere IL-1p und TNF-a (Brennan et al., 1998). Von diesen Zytokinen ist bekannt, dass sie
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die Expression von NGF regulieren, unter anderem auch in synovialen Zellen, wo sowohl das
NGF-Protein vermehrt ausgeschiittet wird, als auch die NGF-mRNA in den synovialen Zellen
unter Zytokineinfluss vermehrt gebildet wird (Manni et al., 2003). Ob die vermehrte lokale NGF-
Synthese und -Ausschiittung durch die entziindlich erhohten Zytokine einen regenerativen
Mechanismus darstellt, ist denkbar. Aber die erhohte Synthese von NGF bewirkt eine vermehrte
Expression von Neurotransmittern (siehe Kapitel Neuropeptide und neurogene Entziindung), die
dann wiederum zur neurogenen Entziindung fiihrt. Die neurogene Entziindung und NGF haben
zum Beispiel bei der Psoriasis grole Bedeutung (Raychaudhuri und Raychauduri, 2004). Die
Anwendung sowohl des TrkA-Rezeptor-Blockers K-252a, als auch NGF-neutralisiernder
Antikorper bei SCID-Maiusen (ein Tiermodell fiir Psoriasis) zeigte eine deutliche Besserung der
Psoriasis nach nur 2 Wochen Therapie (Raychaudhuri et al., 2004). Dies spricht fiir eine
proinflammatorische Wirkung von NGF.

AuBerdem spricht auch die Wirkung von NGF auf immunkompetente Zellen fiir den
proinflammatorischen Einfluss. NGF bewirkt zum Beispiel bei Mastzellen die Degranulierung
und damit die Histaminfreisetzung (Horigome et al., 1993; Mazurek et al., 1986). Histamin
wiederum steigert z.B. in menschlichen Keratinozyten, wahrscheinlich iiber die c-Fos-
Aktivierung, die vermehrte Aktivitdt des NGF-Promotors mit erhohter Produktion und Sekretion
von NGF in Keratinozyten (Kanda und Watanabe, 2003). Die dadurch erhohte NGF-Menge
wiederum wirkt auf weitere Mastzellen mit weiterer Degranulierung und Histaminfreisetzung. So
entsteht eine positive Feed-back-Schleife, die dann in sensorischen Neuronen die vermehrte
Synthese immunmodulatorischer Neuropeptide wie SP und CGRP (Lindsay und Harmer, 1989)
bewirkt. Zu dem kann NGF auch die vermehrte Produktion von proinflammatorischen Zytokinen
und Chemokinen (Raychaudhuri et al., 2000a) in Keratinozyten und eine gesteigerte
Differenzierung von Neutrophilen und T-Zellen (Toyoda et al., 2002) bewirken. So wiirde der
entziindliche Prozess bei Hauterkrankungen wie die Psoriasis sich manifestieren und
exazerbieren.

Ahnliche entziindliche Prozesse sind bei anderen rheumatischen Erkrankungen denkbar, so dass
eher eine anti-NGF-Therapie bei diesen Erkrankungen notwendig erscheint. In diesem Falle wire
die Entwicklung von antagonistisch wirkenden Stoffen notwendig, um die Entziindungskaskade
zu unterbrechen. Neben synthetisch hergestellten Antagonisten, wéren auch korpereigene
Substanzen wie das Neurotrophin NT-3 denkbar. NT-3 bindet zwar bevorzugt an den TrkC-
Rezeptor, aber auch an TrkB und TrkA (Belliveau et al., 1997; Cordon-Cardo et al., 1991;
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Mischel et al., 2001). In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass NT-3 einige TrkA-
Mechanismen in nociceptiven Neuronen der dorsalen Wurzelganglien antagonisieren kann
(Jongsma Wallin et al., 2001; Karchewski et al., 2002). Gratto und Verge (2003) wiesen nach,
dass NT-3-Infusionen bei adulten Ratten in den TrkA-positiven/ TrkC-negativen nociceptiven
Neuronen die Expression der TrkA mRNA, die Bindung von NGF an den Rezeptor und die
Menge an SP mRNA, sowie SP-Protein deutlich reduzierten. Diese Ergebnisse lassen auf eine

potentielle therapeutische Anwendung von NT-3 als NGF-Antagonist schlieen.

Bei Erkrankungen neuraler Strukturen wie z.B. neurodegenerative Erkrankungen und
Polyneuropathien sind Versuche unternommen worden, die regenerierende Wirkung von NGF
therapeutisch zu nutzen.

Bei der diabetischen peripheren Polyneuropathie (PNP) gibt es Hinweise darauf, dass die
Konzentration von NGF vermindert ist und dass dieser Mangel zur Entstehung der Neuropathie
beitrdagt (Hellweg und Hartung, 1990; Hellweg et al., 1994; Jakobsen et al., 1981). Durch die
Substitution von thNGF (rekombiniertes humanes NGF) erhofft man sich, die PNP zu bessern
oder gar zu verhindern. In vitro und im Tierversuch in vivo angewendetes NGF hatte giinstige
Effekte gezeigt (Apfel et al., 1994). In einer groen randomisierten Doppelblind-Studie (Apfel et
al., 2000) wurden bei Diabetes-Patienten 48 Wochen lang rhNGF mittels s.c. Injektionen
angewendet. Dabei erbrachte die NGF-Applikation leider keinen statistisch signifikanten Effekt.
Dies kann mit der Dosierung von NGF zusammenhéngen, denn bei den vorausgegangen
Tierversuchen wurden deutlich hohere Konzentrationen angewendet. Aullerdem war einer der
Verlaufsparameter die distale Nervenleitgeschwindigkeit, die eher eine Aussage iiber
groBkalibrige Nervenfasern macht. NGF aber wirkt auf die kleinkalibrigen, sensorischen
Neuropeptid-haltigen Fasern. Zudem zeigt sich Nervenregeneration zuerst in proximalen
Nervenabschnitten, sodass die gemessenen peripheren Latenzzeiten keine genaue Aussage in
frithen Therapiestadien machen kann (Quasthoff und Hartung, 2001). Diese Ergebnisse schlie3en
NGF als Therapiemoglichkeit noch nicht aus.

Bei der neurodegenerativen Erkrankung Morbus Alzheimer unterliegen die cholinergen
Projektionen vom basalen Vorderhirn zu Hippocampus und Cortex ceribri degenerativen
Veridnderungen. Von diesen Projektionen wird angenommen, dass sie fiir kognitives Vermogen
und Gedichtnis wichtig sind. Bei Alzheimer-Patienten exprimieren die cholinergen Neurone

noch NGF-Rezeptoren (Kordower et al., 1989). In Tierversuchen zeigte sich, dass Schidigungen



102

der cholinergen Neurone mit einer Storung kognitiver Fahigkeiten einhergeht und durch die
Behandlung mit NGF gemildert werden kann (Fisher et al., 1987; Hefti et al., 1989). Bei einer
klinischen Studie mit drei Alzheimer-Patienten war aber nach intracerebroventrikuldrer Gabe von
NGF iiber drei Monate hinweg keine signifikante Besserung des kognitiven Vermdgens zu
beobachten (Eriksdotter Jonhagen et al., 1998). Die Erkldarung dafiir bleibt weiteren
Untersuchungen vorbehalten.

In klinischen Studien wurde als erster Wachstumsfaktor NGF mittels intraputaminale Infusionen
bei Morbus Parkinson angewendet, was einen positiven Langzeit-Effekt zu haben scheint (Olson
et al., 1991; Sydow et al., 1995).

Bei Tiermodellen mit experimenteller Demenz (erzeugt durch intraseptale Infusionen von
monoklonalen anti-NGF Antikorpern) konnte nach einer vermehrten Expression von NGF eine
deutliche Besserung des Lernverhaltens und der ChAT-Aktivitét erzielen (Nitta et al., 1997).
Dabei wurde die gesteigerte endogene NGF-Produktion mit Hilfe des oral applizierten
Wirkstoffes Propentofyllin erreicht. Propentofyllin ist ein Xanthinderivat, von dem eine starke
Stimulierung der NGF-Synthese und -Sekretion in Astrozyten bei der Maus in vitro
nachgewiesen wurde. Der Einsatz von NGF Stimulatoren konnte einen neuen Ansatzpunkt bei

der medikamentosen Therapie von neurodegenerativen Erkrankungen bieten.

Der regenerative Effekt von NGF wurde auch schon durch topische Anwendung beim Menschen
zur Behandlung von Korneal- und Hautulcera verschiedener Ursachen erfolgreich ausgenutzt
(Aloe, 2004). Da NGF, wie schon dargestellt, von Fibroblasten/Myofibroblasten, Epithelzellen,
Keratinozyten und Zellen des Immunsystems exprimiert wird und peripher sensorische und
sympathische Nerven die Fihigkeit haben, auf NGF-Stimuli zu reagieren, wirkt NGF iiber
autokrine/parakrine Mechanismen an der Reepithelisierung der Haut mit, wahrscheinlich am
meisten iiber die Formation von kleinen Blutgefdssen sowie Reinnervation und trégt so zur
Wundheilung bei.

Bei Patienten mit Kornealulcera und Skleritis heilten die Ulcera nach topischer Anwendung von
NGF nach 2 Wochen und die Entziindung nach 3 Wochen ab (Lambiase et al., 1998a; Lambiase
et al., 1998b). Auch Aloe et al. (2004) haben 65 Kornealulcera mit Hilfe von NGF innerhalb von
10 Tagen bis 6 Wochen zur Abheilung gebracht. Tuveri et al. (2000) berichteten iiber die
topische Anwendung von NGF bei 8 Patienten mit Hautulcera im Rahmen einer komplizierenden

Immunkomplexvasculitis bei 4 Patienten mit rheumatoider Arthritis und bei 4 Patienten mit
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Sklerodermie. Bei den RA-Patienten waren die Ulcera innerhalb von 6-8 Wochen geheilt. Schon
nach 2 Wochen bestand eine Abnahme der Entziindungszeichen und Schmerzhaftigkeit, sowie
eine Zunahme des Granulationsgewebes. Bei den Sklerodermie-Patienten zeigte sich zunéchst
eine rasche Abnahme der Entziindungszeichen in den ersten 2 Wochen. Dann aber stagnierte der
Heilungsprozess, was nicht vollstindig erklarbar war. Ursache hierfiir konnte die erhebliche
progressive microvasculdre Fibrosierung sein, die fiir diese Erkrankung typisch ist.

Bei einer Patientin mit Diabetes-induziertem Ulcus der Haut (seit 6 Jahren bestehend) fand die
Heilung langsamer, aber dennoch innerhalb von 24 Wochen statt (Aloe, 2004). Zu Beginn war
das Ulcus-Areal nicht blutend und nicht schmerzhaft. Unter der NGF-Behandlung und dem
Heilungsprozess kam es zu Blutungen und zur Zunahme der Schmerzhaftigkeit. Dies spricht fiir
die Fihigkeit von NGF, die Reinnervation und Revascularisierung zu férdern. Auch Druckulcera
(bettlidgerige Patienten mit Dekubitus), sowie ein Fall einer ischimischen Lésion der Ferse und
Zehen wurden erfolgreich behandelt (Aloe, 2004).

Die therapeutische Anwendung von NGF ist wegen der metabolischen Instabilitit und wegen der
geringen Penetration ins ZNS (wegen der Molekiilgroe von NGF wird die Blut-Hirn-Schranke
kaum iiberwunden) limitiert. Dieses Problem konnte durch Wirkstoffe iiberwunden werden, die
die Promoter-Regionen des NGF-Gens induzieren, vermehrt endogenes NGF zu bilden. Zum
Beispiel konnten die Behandlung einer Maus-Zell-Linie (L929) mit Substanzen wie PMA
(Phorbol-12-Myristat-13-Acetat ) und Calcitrol (1,25-Dihydroxy-Vitamin D3) eine vermehrte
Transkription am Promotor des Exon 1 und Exon 3 induzieren (Racke et al., 1996). Vom
Calcitrol wurde gezeigt, dass es in Osteoblasten die NGF-Expression iiber Aktivierung eines

NGF-Promotors erhoht (Veenstra et al., 1998).

Im Hinblick auf eine therapeutische, systemische Anwendung von NGF haben Nguyen et al.
(2000) bei Affen die Verteilung von radioaktiv markiertem NGF nach einmaliger und mehreren
s.c. Injektionen untersucht. Dabei wurde den Affen 0.8ug/kg rekombiniertes menschliches NGF
s.c. zwischen die Scapulae injiziert. Histologische Gewebeuntersuchungen zeigten zunéchst eine
Anflutung in den axilldren Lymphknoten, entsprechend der Drainierung der injizierten Stelle. Die
daraufhin ansteigende radioaktive Markierung im peripheren Nervensystem entspricht der
spezifischen Aufnahme von NGF durch sensorische und sympathische Neurone mit einer hohen
Dichte an TrkA-Rezeptoren. Die niedrigste Radioaktivitidt wurde im Gehirn gemessen, was mit

der limitierten Aufnahme ins ZNS aufgrund der Blut-Hirn-Schranke zu erkliren ist. Erst nach
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mehrfachen und hoheren s.c. Applikationen von NGF (2mg/kg) waren die Plasmakonzentrationen
von NGF erhoht, evtl. wegen der Sattigung der neuronalen Rezeptoren. Die histologischen
Untersuchungen zeigten auch eine Anreicherung von radioaktiv markiertem NGF in Nerven in
unmittelbarer Ndhe von groen Blutgefien in Nieren, Milz, Leber und Speicheldriisen. Grof3e
Neurone in sympathischen Ganglien, sowie in den dorsalen Wurzelganglien waren ebenso
angereichert. Die pradominierende Form des NGF war das 13kDa Monomer, was fiir einen
aktiven Metabolismus von '*I-rh-NGF in Niere, Leber und vor allem im peripheren

Nervensystem spricht. Der 11

rh-NGF-Komplex war im Plasma am ldngsten stabil (bis zu 24h).
Die Elimination erfolgte iiberwiegend renal. Die Ergebnisse zeigten, dass nach s.c. Applikation
von NGF die Aufnahme in sensorische und sympathische Neurone stattfindet. Die Accumulation
von NGF in diesen Neuronen konnte fiir eine Behandlung von peripheren Neuropathien

ausreichen.

Die zunehmende Kenntnis immunpathologischer Zusammenhénge unter anderem bei system-
entziindlichen rheumatischen Erkrankungen, in die auch NGF involviert ist, konnte zu
verbesserten therapeutischen Strategien beitragen, wie dies bei dem Zytokinantagonisten fiir
TNF-o gelungen ist, der bei therapierefraktiren Fillen der rheumatoiden Arthritis und
Spondylitis ankylosans zum Einsatz kommt. Interessant wiren in diesem Zusammenhang die
NGF- und Neuropeptid-Spiegel bei den mit Zytokinantagonisten behandelten Patienten.

Vor dem therapeutischen Einsatz von NGF-Antikorpern/Antagonisten bei arthritischen
Prozessen, oder NGF-Applikationen zur Unterstiitzung von Reparaturvorgingen bei
Nervenverletzungen oder neurodegenerativen Erkrankungen, bedarf es noch ausgiebiger, weiterer
Untersuchungen. Die entscheidende Frage, ob NGF, neben seinen protektiven Einfliissen im
Nervensystem, bei entziindlich-rheumatischen/autoimmunen Erkrankungen iiberwiegend
proinflammatorisch oder antiinflammatorisch wirkt, ist noch nicht eindeutig beantwortet. In
dieser Metaanalyse wurde erortert, dass NGF neben seiner neurotrophen Wirkung in die Funktion
des Immunsystems eingreift und bei autoimmunen Erkrankungen eine pathophysiologische Rolle
spielt. Bei den rheumatisch/autoimmunen Erkrankungen kommt dem pathologisch aktivierten
Immunsystem eine Schliisselrolle zu. Zum Beispiel wird den von den T-Helferzellen produzierten
TH2-Typ-Zytokinen und den Mastzellen bei diesen Erkrankungen eine pathogenetische Rolle
zugeschrieben (Maggi et al., 1991; Sher und Coffman, 1992; Via et al., 1993). Beide produzieren

unter entziindlichen Bedingungen vermehrt NGF und seinen Rezeptor (Lambiase et al., 1997),
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was wiederum weitere Mastzellen degranuliert und zu einer Freisetzung von
Entziindungsmediatoren fiihrt. Das vermehrt gebildete NGF wirkt wiederum auf andere Zellen
des Immunsystems wie z.B. auf basophile Granulozyten, die dann unter dem Einfluss von NGF
vermehrt Entziindungsmediatoren ausschiitten (Bischoff und Dahinden, 1992). Auch die
Differenzierung von B-Lymphozyten zu Antikorper-sezernierenden Plasmazellen wird von NGF
gefordert (Otten et al., 1989; Kimata et al., 1991). Der chemotaktische Effekt von NGF auf
Leukozyten kann direkt sein (Boyle et al., 1985; Gee et al., 1983), oder auch indirekt iiber die
Mastzellen-Aktivierung und der nachfolgend vermehrten Adhérenz an BlutgefidBwénde,
vermehrten Emigration und Akkumulation von Leukozyten (Kubes und Granger, 1996). Dass
diese unterschiedlichen Mechanismen nur reparierende Wirkungen von NGF sind, ist
unwahrscheinlich. Von einer anti-NGF-Therapie wire vorstellbar, dass sie iiber verschiedene
Mechanismen antiinflammatorisch wirken wiirde: Reduktion der Proliferation von Mastzellen
(somit reduzierte Expression von inflammatorischen Substanzen und NGF), verminderte
Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen (dadurch Reduktion der Freisetzung von
Zytokinen wie TNF-a und IL-1), Herabsetzung der Leukozytenevasion und der
GefidBpermeabilitit, Herunterfahren der bei autoimmunen Prozessen exazerbierten
Immunantworten, verminderte Produktion von Neuropeptiden wie SP und CGRP (somit
Reduktion der neurogenen Entziindung) und nicht zuletzt antiinflammatorische Wirkung iiber die
reduzierte NF-kB Aktivierung. Zusitzlich ist der analgetische Effekt von einer anti-NGF
Therapie ein weiterer therapeutischer Ansatzpunkt.

In der Zusammenschau aller in dieser Metaanalyse erlduterten Zusammenhénge scheint NGF
neben seinem neurotophen Wirkspektrum doch eher proinflammatorisch zu wirken, womit sich
dadurch neue Therapiemdglichkeiten bei entziindlich-rheumatischen Erkrankungen ergeben

wiirden.
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6 Zusammenfassung

NGF ist ein neurotropher Mediator, der die Entwicklung, Differenzierung und Aufrechterhaltung
von sensorischen und sympathischen Neuronen reguliert. Erst in den letzten Jahren wurden
zusitzliche Funktionen auflerhalb des Nervensystems bekannt. In dieser Metaanalyse wurden die
Rolle von NGF im Nerven-, Immun-, und endokrinen System dargestellt. Das Anliegen dieser
Arbeit war die Bewertung der NGF-Beteiligung an entziindlich-rheumatischen und degenerativen
Systemerkrankungen. Dabei wurde kritisch tiberpriift, ob NGF bei diesen Erkrankungen pro- oder
antiinflammatorisch wirkt, und ob sich daraus therapeutische Aspekte ergeben.

Aus der Tabelle 2 ist zu erkennen, dass sowohl bei entziindlichen, als auch degenerativen
Erkrankungen die Konzentrationen von NGF im Vergleich zu gesunden Kontrollgruppen deutlich
erhoht sind. Die Beteiligung von NGF an der neurogenen Entziindung, der Hyperalgesie bei
inflammatorischen Gewebsveridnderungen, sowie seine Wechselwirkungen mit
proinflammatorischen Zytokinen wie TNF-a, IL-1 und anderen Entziindungsmediatoren des
Immunsystems lassen eine proinflammatorische Wirkung von NGF vermuten. Hieraus sind neue
Therapieansitze denkbar. Weitere Untersuchungen sind erforderlich, um diese Uberlegungen zu

bestitigen.
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