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l. Einleitung

1. Vorwort

Die vorliegende Arbeit entstand in dem Zeitraum von November 1996 bis Januar 1999 am
Zentrum fiir Innere Medizin im Laborbereich von Herrn Prof. Dr. Dr. Friedrich Grimminger
in der klinischen Forschungsgruppe ,,Respiratorische Insuffizienz® und im Rahmen des SFB
547 ,Kardiopulmonales GefaB3system* unter der Leitung von Herrn Prof. Dr. Werner Seeger
unter der Betreuung von Herrn Dr. Konstantin Mayer. Die experimentellen Untersuchungen
umfalten den EinfluB von Interleukin 13 auf Neutrophile Granulozyten unter

inflammatorischen Bedingungen.
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2, Sepsis und ARDS: Bedeutung von PMN und Mediatorsystemen

Eine Reihe von ernsthaften Erkrankungen oder Verletzungen wie Sepsis, Polytrauma,
Verbrennungen oder Pankreatitis 16sen ein generalisiertes Entziindungsgeschehen im Korper
aus, welches als “systemic inflammatory response syndrome (SIRS)“ bezeichnet wird. Dieses
Syndrom schlieft ein multiples Organversagen ein, welches die Bezeichnung “Multiple Organ
Failure (MOF)“ tragt (Bone et al., 1992). Ein weiteres Syndrom, das “Acute Respiratory
Distress Syndrome (ARDS)®, ist eine Hauptkomponente des MOF. Durch das verbesserte
Verstindnis fiir die Pathophysiologie des SIRS und MOF hat man die Schliisselrolle der
Neutrophilen Granulozyten (PMN) an den Gewebeverletzungen und den daraus
resultierenden Organdysfunktionen erkannt. Eine ganze Reihe von Mediatoren sind an der
von den PMN hervorgerufenen Zellschidigung beteiligt. Man wei3 inzwischen, da PMN
nicht einfach nur Effektorzellen des Immunsystems sind, sondern daf3 sie durch ihre Féhigkeit
der Zytokinproduktion in die Immunregulation eingreifen und dadurch direkt mit anderen

Entziindungszellen kommunizieren (Fujishima & Aikawa, 1995).

21. Sepsis

Pathophysiologische Grundlagen

Der septische Schock beginnt meist mit einer initialen Phase, die sich als hyperdyname Form
darstellt. In dieser Phase ist der Blutdruck des Patienten hiufig normal, das Herzzeitvolumen
sowie der zentrale Venendruck sind erhoht. Die Haut stellt sich trocken, warm und rosig dar.
Durch organ- und kreislaufunterstiitzende MaBBnahmen wird diese Phase hdufig liberstanden
und es entwickelt sich ein protrahiert verlaufendes Krankheitsbild mit schubweisem Verlauf
oder einer chronisch kontinuierlichen Verschlechterung, welche liber Tage oder Wochen bis
hin zum Multiorganversagen verlaufen kann. Diese Phase bezeichnet man als ,,chronisches
Sepsissyndrom®. In diesem Stadium ist ein definitiver Keimnachweis meist nicht mehr
moglich, und trotz massiver antimikrobieller Maflnahmen, Optimierung der Makro- und
Mikrozirkulation, Ausgleich des Sdure-Base- und Fliissigkeits-Haushaltes ist die Progredienz
oft nicht aufzuhalten. Vor diesem Hintergrund wurde eine Toxin- bzw. Zytokinhypothese der
Sepsispathogenese aufgestellt, bei der davon ausgegangen wird, dal langst nicht mehr die
Mikrobe sondern sekundire Faktoren den Verlauf bestimmen (Grimminger et al., 1997). Am

Anfang dieses Denkmodells steht die Einschwemmung von Bakterien oder von bakteriellen
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Toxinmolekiilen aus einem Infektionsherd in die systemische Zirkulation. Ein bakterielles
Toxin, das Endotoxin (LPS), welches eine Lipopolysaccharid-Komponente der Wénde
gramnegativer Bakterien ist, ist in seiner Wirkung sehr gut charakterisiert (Brigham &
Meyrick, 1986) und hat eine besondere Bedeutung erlangt u.a. in der Aktivierung
immunologischer Zielzellen wie z.B. den Granulozyten. Insbesondere durch die Freisetzung
entzlindungsfordernder Komponenten (Zytokine, Lipidmediatoren) wird sekundir eine diffuse
Schadigung der Mikrozirkulation ausgeldst. Aber auch Peptidoglykane (Syn. Mureinschicht)
aus der Zellwand grampositiver Bakterienspezies und Exotoxine verschiedener grampositiver
und gramnegativer Keime (Eschericha coli, Staphylokokkus aureus, B-hdmolysiernde
Streptokokken) (Bhakdi et al., 1996) konnen zur Aktivierung leukozytirer Zellpopulationen
fiihren. Ein weiterer Mechanismus, der kiirzlich beschrieben worden ist, ist das Sezernieren
von Superantigenen aus Staphylokokken, welche das Kontrollsystem der
Lymphozytenaktivierung kurzschlieBen, indem sie die HLA-Klasse II-Molekiile der
antigenprasentierenden Monozyten mit den Antigenrezeptoren der T-Lymphozyten
iiberbriicken. Dadurch werden bis zu 25% aller T-Lymphozyten gleichzeitig aktiviert, was zu
einer Uberschwemmung der Zirkulation mit immunregulatorischen Zytokinen fiihrt. Diese
Hyperaktivierung der immunologischen Effektorsysteme durch bakterielle Toxine flihrt zu
einer iibersteuerten Auslosung von Sekundirreaktionen, die wiederum zur iiberschieBenden
Aktivierung vasoregulatorischer Mediatorsysteme (Gerinnung, Komplement,
Lipidmediatoren, Kinin, Sauerstoffradikale) fithren. Dies hat eine inaddquate
Gewebeperfusion und diffuse inflammatorische Prozesse in zahlreichen Organen zur Folge.
Dieser Abschnitt der Sepsis wird als die Phase der Hyperinflammation beschrieben. Im
weiteren Verlauf kommt es dann zur Erschopfung der funktionellen immunologischen
Reserven mit Eintritt in die Phase der Immunparalyse, in welcher die immunologische
Resistenz fiir Sekundérinfektionen dramatisch abgenommen hat. Nachfolgend ist die
Sepsispathogenese noch einmal grob vereinfacht in ihren Ebenen (Keim- bzw.
Toxineinschwemmung — Aktivierung der Zielzellen — Zytokineinschwemmung — Aktivierung
sekunddrer Mediatorsysteme / Mikrozirkulationsstorung / Zellschddigung) schematisch

dargestellt. (Abb. 1)
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Abbildung 1

Schematische Darstellung der Ebenen in der Zytokinhypothese der Sepsispathogenese. Am Anfang dieses
Denkmodells steht die Einschwemmung von Bakterien oder von bakteriellen Toxinmolekiilen aus einem
Infektionsherd in die systemische Zirkulation. Dadurch kommt es zur Aktivierung immunologischer
Zielzellen und damit zur Freisetzung von entziindungsfordernden Mediatoren. Eine iiberschieffende
Aktivierung dieser Mediatorsysteme hat eine inadiquate Gewebeperfusion und diffuse inflammatorische
Prozesse in zahlreichen Organen zur Folge. Systemic Inflammatory Response Syndrome (SIRS), gram

positiv/negativ (gr+/-), Reactive Oxygen Species (ROS).
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Zytokine in der Sepsis

Zytokine werden von einer ganzen Reihe von Zellen wie z.B. den Leukozyten, Endothelzellen
und Fibroblasten synthetisiert und in ihre Umgebung sezerniert. Dort entfalten sie ihr sowohl
para- als auch autokrines Wirkspektrum, welches der Zelle zur Zell-Kommunikation bei
immunologischen und inflammatorischen Prozessen und zur der Steuerung der Proliferation
und Differenzierung von Leukozyten dient, um nur einige der Aufgaben zu nennen. Bei den
Zytokinen handelt es sich um eine Gruppe von Polypeptidhormonen, die in ihrer
Unterschiedlichkeit verschiedene und zum Teil auch gegensinnige Effekte in den Zielzellen
auslosen. Sie sind Teil eines Netzwerkes, auf dessen einen Seite die immunstimulierenden
Zytokine (Tumor-Nekrose-Faktor-o. (TNFa), Interleukin 1 (IL-1) etc.) stehen, und auf der
anderen Seite die immunsupprimierenden Zytokine (IL-10, IL-13 etc.), iiber die bisher aber
nur ein bruchstiickhaftes Wissen vorliegt. In der folgenden Grafik sind die verschiedenen

Zytokine und ihre Einordnung in Immun-Stimulation und -Suppression noch einmal bildlich

dargestellt.
TNFa IL-2 1IL-12 11.-8 TGFg IL-10
IL-1 INFy IL-6 1L-4 IL-13

Immunstimulation mmunssuppression

Abbildung 2

Zytokine sind Polypeptidhormone, die unterschiedliche Reaktionen in ihren Zielzellen auslésen konnen.
Sie sind Teil eines Netzwerkes, auf dessen einen Seite die immunstimmulierenden Zytokine und auf dessen
anderen Seite die immunsuppremierenden Zytokine stehen. (TNF, Tumor Nekrose Faktor, IL,

Interleukin, INF, Interferon, TGF, Transforming Growth Factor)
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Nach dem derzeitigen Wissensstand besteht die physiologische Reaktion auf ein
Infektionsereignis zunichst in der Ausschiittung von pro-inflammatorischen Zytokinen. Im
weiteren Verlauf der Abwehrreaktion sorgen Riickkopplungsmechanismen fiir die
Umschaltung des Zytokinprofils hin zu den anti-inflammatorischen Zytokinen, was zu einer
quantitativen, ortlichen und zeitlichen Begrenzung der Entziindungsreaktion fiihrt und somit
regenerative Prozesse zuldBt. Diese Verdnderung der Zytokinprofile 1483t sich anhand des
Plasmaspiegels verfolgen. Mit der Induktion zur Sepsis werden pro-inflammatorische
Zytokine durch die zuvor beschriebenen Mechanismen {iber das physiologische Mal} hinaus
ausgeschiittet, wodurch es zu einer hyper-inflammatorischen Frithphase kommt. Bei der sich
anschlieenden kompensatorischen Riickkopplungsreaktion kommt es ebenfalls zu einer
Ubersteuerung  der  Zytokinausschiittung, diesmal jedoch im Sinne einer hypo-
inflammatorischen Spétphase. Hypothetisch erlaubt diese Kenntnis der sich verdndernden
Plasmazytokinspiegel die Einteilung der Sepsis in 2 Phasen. In der ersten Phase liberwiegen
die pro-inflammatorischen Zytokine wie TNFo und IL-1, die in der zweiten Phase von
Zytokinen wie u.a. dem IL-10 und IL-13 abgeldst werden. Die Erkenntnisse, denen die 2-
Phasen-Hypothese der Sepsis zugrunde liegt, wurden grof3tenteils an Tiermodellen gewonnen.

Die folgende Grafik zeigt diesen hypothetischen Zeitverlauf der Immunreaktion in der Sepsis.

(Abb.3)
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Abbildung 3

Hypothetisch i3t sich der Zeitverlauf der Immunreaktion in der Sepsis in eine hyper-inflammatorische
Frithphase und in eine hypo-inflammatorische Spétphase gliedern. In der ersten Phase iiberwiegen die
pro-inflammatorischen Zytokine wie TNFa und IL-1, die in der zweiten Phase von Zytokinen wie u.a.

dem IL-10 und IL-13 abgelost werden.

Therapie

Aufgrund der oben beschriebenen Sepsispathogenese ist die Therapie der Sepsis auf 3 Ebenen
denkbar (Keim- u. Toxin-Einschwemmung - Aktivierung korpereigener Mediatorsysteme -
symptomatische MafBnahmen auf Kreislauf- und Organebene). Die konventionelle
Sepsistherapie konzentriert sich in erster Linie auf die Sanierung des Infektionsherdes und die
antibiotische Eradikation der toxinproduzierenden Mikroben. Der Anteil der konventionellen
Therapie, der sich auf die Symptome konzentriert, umfasst im wesentlichen die Optimierung
der Makro- und Mikrozirkulationsverhédltnisse, die Stabilisierung des Sdure-Basen- und
Fliissigkeit-Haushaltes sowie MaBnahmen zur Uberbriickung der ausgefallenen
Organfunktionen. Dariiber hinausfiihrende Ansidtze zielen auf Toxinneutralisation mittels
Immunglobulinen (z.B. selektiv gegen das Lipid A des Endotoxins) (Ziegler et al., 1982;

Ziegler et al., 1991), Toxin- und Mediator-Entfernung mittels Hamoperfusion oder
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Hamofiltration (Aoki et al., 1994; Schetz et al., 1995), Antikorpertherapie gegen Zytokine
TNFa (Fisher et al., 1993; Dhainhaut et al., 1995; Abraham et al., 1995), IL-1(Lefering &
Neugebauer, 1995) und die Suppression pro-inflammatorischer Zytokine mittels
Glukokortikoiden. Klinische Studien in diesen Bereichen haben bisher nur positive
Teilaspekte gezeigt. Insgesamt iiberzeugen die klinischen Therapieergebnisse bisher noch

nicht.

2.2. Akutes Respiratorisches Distress-Syndrom (ARDS)

Das ARDS ist ein pathophysiologisch komplexes Geschehen, das mit Verdnderungen der
pulmonalen Vasomotion, Verdnderung des alveoldren Surfactantsystems und Stérungen der
endothelialen Permeabilitdt einhergeht. Es gibt eine Vielzahl von Synonyme des ARDS, unter
anderem wird es als ,,Septische Lunge* oder als ,,Posttraumatische Pulmonale Insuffizienz*
bezeichnet. Dies macht deutlich, daB es aus unterschiedlichen Athiologien heraus entstehen
kann. Im Rahmen einer Sepsis oder eines Polytraumas kann es neben anderen Organversagen
(akutes Nierenversagen, akutes Leberversagen) als Teilkomponente zum Multiple Organ
Failure (MOF) gehoren (Petty, 1982). Liegt das ARDS als eine Teilkomponente des MOF
vor, so mull mit einer steigenden Letalitit gerechnet werden (Bone et al., 1989; Rinaldo &

Rogers, 1986).

Pathogenese

Ein ARDS kann primdr iiber den Intravasalraum oder primér iiber den Alveolarraum
ausgelost werden. Ein transbroncheal ausgeldstes ARDS wird liberwiegend durch inhalierte
Agenzien (z.B. Rauchgase), aspirierte Materialien und lokal liberierte mikrobielle Agenzien
im Rahmen einer Pneumonie verursacht. Durch die erwdhnten Stoffe kommt es zu einer
Storung der Gasaustauschstrecke, welche in ihrer Morphologie aus Epithelschranke,
Interstitium und Endothelschranke besteht. Die primér durch die Effektoren herbeigefiihrte
Gasaustauschstorung wird sekunddr durch eine fortdauernde Inflammation des
Lungenparenchyms selbst unterhalten. In grober Vereinfachung lassen sich die entziindlichen
Abldufe in eine exsudative Friihphase und eine proliferativ-fibrosierende Spiitphase
kategorisieren. Unter den Ausldsern eines systemischen Geschehens kommt der Sepsis eine
besondere Bedeutung zu. Hierbei spielt das Lipid A des Endotoxins im ,,klassischen Konzept*
zur Pathogenese des ARDS eine zentrale Rolle. Endotoxine aktivieren auf dem alternativen

Weg die Komplementkaskade, was zur Freisetzung des chemotaktischen Faktors C5a fiihrt.
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Der Faktor C5a wiederum aktiviert zirkuliernde Granulozyten und veranlaf3t sie zum Sticking
in der pulmonalen Mikrozirkulation mit anschlieBender lokaler Freisetzung ihrer Inhaltsstoffe
(Proteasen, Sauerstoffradikale, Leukotriene), welche eine Permeabilititserhdhung mit
resultierender pulmonaler Odembildung induzieren. Die genannten granulozytiren
Inhaltsstoffe sind allesamt potente Effektoren einer pulmonalen Mikrozirkulationsschidigung.
Ebenso fiihrt eine Komplementaktivierung zur Bildung des terminalen C5b-9-Komplexes.
Dieser membranattackierende Komplex dringt in die Zellmembran ein und bildet so
funktionelle Poren, durch die Natrium und Wasser in die Zelle bis zu ihrer Zerstorung
einflieBen (=Zytolyse).

Ein neueres ebenfalls an Endotoxin gekniipftes Konzept stellt die Induktion der Zytokin-
Generierung (insbesondere TNFa) durch ortstindige Makrophagen ins Zentrum des
pathologischen Geschehens. Durch die Einwirkung von Endotoxin auf die Makrophagen
kommt es nach einer kurzen Zeit zur Ausschiittung groferer Mengen an TNFa, welches
seinerseits ~ wiederum zur  Aktivierung der Granulozyten mit nachfolgender
Permeabilitidtserhohung und proteinreicher Odembildung in zahlreichen
Mikrozirkulationsgebieten fithrt. AuBlerdem besitzt TNFa vasokonstriktorische Eigenschaften
auf die pulmonalen Mikrozirkulationsgebiete, die zum groBten Teil jedoch sekundér iiber eine
lokale Eicosanoid-Bildung vermittelt werden.

Eine weitere Rolle spielen die schon oben erwidhnten bakteriellen Exotoxine, welche das
komplette Spektrum des ARDS in experimentellen Tiermodellen auslosen konnen. In hoheren
Dosen wirken sie iiber eine Porenbildung zelltoxisch, wohingegen sie schon bereits in
niedrigen Dosen zur Aktivierung von inflammatorischen Zellen (Granulozyten,
Makrophagen, Thrombozyten) fiihren (Walmrath et al., 1995).

Im Rahmen eines septischen Schocks kann es zur Aktivierung der plasmatischen
Gerinnungskaskade kommen, welche durch den Untergang der Kapillarendothelien der
terminalen Strombahn, und ihre dadurch entstandene Unfdhigkeit, das Thrombozyten
aggregationshemmende Prostazyklin zu bilden, verursacht wird. Es iiberwiegt die
Ausschiittung des Thrombozytenprostaglandins (Thromboxan), welches aus der gleichen
Prostaglandinvorstufe wie das Prostazyklin gebildet wird, so daB es zur Thrombozyten-
Aggregation und dadurch zur Thrombin Aktivierung kommt (Riede & Schaefer, 1995). Diese
disseminierte intravasale Gerinnung kann iiber eine Mikroembolisation der pulmonalen
Strombahnen mit partikuldrem Gerinnungsmaterial oder liber die Einwirkung von 16slichen
Fibrinmonomeren bzw. Fibrinoligomeren auf die pulmonalen Strombahnen die initiale

Veridnderung eines ARDS verursachen.
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Die fortdauernde Entziindung des Lungenparenchyms ruft die fiir das ARDS typischen
Symptome hervor. Diese duBern sich als interstitielle und alveolidre Odembildung bei endo-
epithelialer Permeabilititsstorung; Storung der alveoldren Surfactantfunktion mit
Konsequenzen  fiir die  Alveolenstabilitdit  (Atelektasen), den  Gasaustausch
(Ventilationsfehlverteilung / Shunt-FluB) und fiir die Lungenmechanik (Abnahme der
pulmonalen Compliance); pulmonalvaskuldre Widerstandserhéhung (durch Vasokonstriktion
/ Mikroembolisation / Mikrothrombosierung) mit konsekutiver akuter Rechtsherzbelastung.
Am Ende des sich selbst unterhaltenden Entziindungskreislaufes steht die Umwandlung der
exsudativen Alveolitis in die in der Regel therapieresistente sklerosierende Alveolitis, bei der
es durch die starke Alveolenwand-Verdickung und durch die Rarefizierung der Gefifie zu

einer Diffusions- und Perfusionsstérung kommt.

Humorale Mediatoren in der Friihphase des ARDS

Eicosanoide, Zytokine, Sauerstoffradikale und Proteasen spielen eine besondere Rolle in der
Frithphase des ARDS. Thromboxan A; als auch die Cysteinyl-Leukotriene sind nennenswerte
Mediatoren aus der Gruppe der Eicosanoide, welche eine prd- und postkapillare
Vasokonstriktion in der Lungenstrombahn verursachen kdnnen. Weiter Mediatoren aus dieser
Gruppe, wie die Lipoxygenase-Produkte der Arachidonsdure, konnen zu einer
Permeabilitidtserhohung in der pulmonalen Mikrozirkulation fiihren. Leukotrien B4 gehort zu
den stdrksten pulmonal freigesetzten chemotaktischen Agenzien. Prostanoide (PGI,, PGE,),
welche ebenfalls beim ARDS vermehrt gebildet werden, wirken vasodilatativ und hemmen
teilweise die vasokonstriktorische Wirkung der Eicosanoide, antagonisieren aber auch die fiir
die Perfusionsverteilung wichtige hypoxisch bedingte Vasokonstriktion.

Die granulozytiren oder aus Makrophagen freigesetzten Sauerstoffradikale wirken
vasokonstriktorisch und sind in der Lage, in hoherer Konzentration ein Leakage in der
pulmonalen Mikrozirkulation zu verursachen. Erwidhnenswerte pulmonal liberierte Zytokine
sind der Tumor-Nekrose-Faktor sowie das Interleukin 8, welches ebenfalls sehr stark

chemotaktisch wirkt.

Therapie

Die Therapie des ARDS konzentriert sich auf die Stérungen der Vasoregulation und des
Gasaustausches, der endothelialen Permeabilitdt und der Surfactantgenese. Verdnderungen
der pulmonalen Vasomotion in der exsudativen Friihphase des ARDS konnen durch

vasodilatative Agenzien beeinfluBt werden. Zum Einsatz kommen hierbei Endothelium
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Derived Relaxant Factor (EDRF = Stickstoffmonoxid) sowie das Prostanoid PGI,, welche
transbronchial appliziert werden, was den Vorteil der Vermeidung einer systemischen
Vasodilatation beinhaltet (Puybasset et al., 1994; Rossaint et al., 1993; Zapol et al., 1994;
Walmrath et al., 1993; Walmrath et al., 1996[a]). Storungen der endothelialen Permeabilitét
konnen auf der Ebene der endothelialen Second Messenger (c-AMP, c-GMP) behandelt
werden, wobei Substanzen zum Einsatz kommen, welche die Adenylatzyklase (z.B.
Prostaglandin E;) und die Guanylatzyklase (NO und NO-Donatoren) aktivieren sowie
Hemmstoffe der entsprechenden Phosphodiesterasen (Suttorp et al., 1991; Suttorp et al. 1996;
Suttorp et al. 1993). Eine weitere therapeutische Moglichkeit stellt die transbronchiale
Surfactantapplikation dar (Joka & Obertacke, 1989; Walmrath et al., 1996[b]).

3. Inflammation und Immunantwort - Rolle polymorphkerniger

neutrophiler Leukozyten

3.1. Ubersicht: Funktion und Steuerung granulozytirer Mechanismen

Neutrophile Granulozyten gehoren zu den professionellen Phagozyten der Immunabwehr. Sie
sind in der Lage sowohl eingedrungene Bakterien als auch beschidigte und abgestorbene
Zellen des Organismus zu phagozytieren. Die Phagozytose erfolgt in intrazelluldren
Kompartimenten, welche als Phagosomen bezeichnet werden. Die intrazelluldre Abtétung
erfolgt simultan durch ein Arsenal oxidativer und nicht-oxidativer zytotoxischer Agenzien
(Smith, 1994). Die nicht-oxidative Abtotung wird vermittelt durch die Freisetzung
lysosomaler Enzyme (Degranulation), wohingegen die oxidative Zellzerstorung durch
Sauerstoff-Metabolite erfolgt, welche von der granulozytiren NADPH-Oxidase generiert
wurden (Oxidativer Burst) (McPhail & Harvath, 1994). Obwohl die Zellzerstérung
intrazelluldr erfolgt, kann die inaddquate Freisetzung zytotoxischer Molekiile in die
extrazellulire Matrix zur Beschddigung des Korpergewebes fithren (Weiss, 1989). Der
Granulozyt wird gesteuert durch inflammatorische Mediatoren, die sowohl von Prokaryonten
(Formylpeptide, z.B. fmlp (Formylmethionyl-leucyl-phenylalanin = chemotaktischer
Rezeptorligand)) abgegeben, aus Plasmabestandteilen (Komplementfaktoren) freigesetzt oder
von anderen Wirtszellen (Lipidmediatoren, Leukotriene) synthetisiert werden konnen
(Grimminger et al., 1994). Diese Mediatoren interagieren mit spezifischen Rezeptoren auf der

Plasmamembran des Granulozyten, wodurch es zur Aktivierung einer Reaktionskaskade
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kommt, die in ihrer Gesamtheit als Signaltransduktion bezeichnet wird. Diese biochemischen
Ereignisse schlieBen das Koppeln eines Guanin-Nukleotid-Proteins (G-Protein) an den
Rezeptor genauso ein wie die Aktivierung von Phospholipasen, die Bildung von ,,second

messengers* sowie die Aktivierung von Proteinkinasen (McPhail & Harvath, 1994).

3.2. Degranulation

Die abgeschlossenen zytosolischen Kompartimente (Granula) von Neutrophilen Granulozyten
werden wiahrend der Reifezeit des Granulozyten gebildet, die vom Myeoloblasten iiber
mehrere Stadien bis hin zum reifen segmentierten Granulozyten reicht (Bainton & Farquhar,
1966; Borregaard et al., 1995). Der Inhalt der zu unterscheidenden Granula besteht aus den
Granula-Proteinen, die zur entsprechenden Zeit des jeweiligen Reifestadiums gebildet
wurden. Nach dem AbschluB der Granula-Entstehung kommt es zur Bildung von
sekretorischen Vesikeln (Borregaard & Cowland, 1997). Granula sind Lagerungs-Organellen,
in welchen der Granulozyt seine proteolytischen und bakteriziden Proteine aufbewahrt, die er
entweder in seine Umgebung oder in die phagozytotische Vakuole freisetzen kann. Dariiber
hinaus stellen die Granula ein Reservoir fiir Membranproteine dar, welche in die
Plasmamembran integriert werden, wenn die Granula zum Zweck der Exozytose mit der
Plasmamembran verschmelzen (Borregaard et al., 1983; Todd et al., 1984). Kommt es zur
Fusion der Granula mit der Plasmamembran, so erfolgt die Freisetzung des enzymatischen
Inhaltes ins Gewebe. Findet dies in einem unkontrollierten Mal3e statt, wie man es in
iberschielenden inflammatorischen Prozessen beobachten kann, so hat dies eine
Degeneration von Strukturkomponenten der extrazelluldren Matrix und Nekrose zur Folge
(Weiss, 1989). Der Inhalt der zytosolischen Kompartimente dient als Klassifikationsmerkmal
der verschiedenen Granula. Die verschieden klassifizierten Granula enthalten Proteine,
welche sie mit anderen Klassen gemeinsam haben. Es gibt jedoch charakteristische Proteine,
die in den einzelnen zytosolischen Kompartimenten vorherrschen und so zu ihrer Einteilung
herangezogen werden kdnnen. Man unterscheidet auf diese Weise drei Klassen von Granula

sowie die sekretorischen Vesikel (Abb.4).
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Cytochrom b558 (Flavocytochrom b)

Charakteristische Lvsozvim
Proteine ysozy
Myeloperoxidase Lactoferrin CD45
Defensin Gelatinase
Peroxidase POS' . Sekretorische
Azurophil Peroxidase Neg. .
Primiére Vesikel
Klassifikation
Defensin| Defensin | Spezifische |Gelatinase
Neg. Pos. Sekundire | Tertidre
Abbildung 4

Klassifikation der Granula von Neutrophilen Granulozyten. Peroxidase-positive (Azurophile oder
Primire) Granula werden charakterisiert durch ihren Inhalt an Myeloperoxidase und kénnen noch
weiter unterteilt werden in Defensin-reiche und Defensin-arme Granula. Die Peroxidase-negativen
Granula werden getrennt in Spezifische (Sekundiire) und Gelatinase (Tertifire) Granula, aufgrund ihres
relativen Inhaltes an Lactoferrin und Gelatinase. Lysozym ist Bestandteil aller Granula. Die
Sekretorischen Vesikel teilen sich einige ihrer Membranproteine mit Peroxidase-negativen Granula,
wohingegen andere fiir die Vesikel spezifisch sind. Cytochrom b558 ist die zentrale Komponente der

NADPH-Oxidase (adaptiert nach Borregard et al., 1997).

Peroxidase-positive (primdre oder azurophile) Granula sind diejenigen, welche als erste in
der Reifungszeit des Granulozyten (Promyelozyt) auftreten. IThr Hauptbestandteil ist die
Myeloperoxidase, welche den groBten Teil des relativ harmlosen NADPH-Oxidase-Produktes
H,0; in das bakterizide HOCI transformiert (Bainton et al., 1971; Weiss et al. 1982). Weitere
Bestandteile sind neutrale Proteasen (Elastase, Cathepsin G, Proteinase 3), saure Hydrolasen
(a-Mannosidase, N-Acetyl-f-Glucosaminidase, Phospholipase A,;) und antimikrobielle
Bestandteile (Defensin, Lysozym, BPI (bactericidal / permeability increasing protein))
(Borregaard, 1996). Neben der physiologischen Bedeutung der Inhaltsstoffe der azurophilen
Granula bei der Abtdétung von Bakterien innerhalb der phagozytotischen Vakuole hat
besonders die Elastase eine Bedeutung fiir extrazelluldre Gewebedegradierung, bei der sogar

intakte Zellen beschéddigt werden (Janoff, 1985).
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Spezifische (sekundire) Granula treten in einem spiteren Reifestadium (Metamyelozyt) des
Neutrophilen auf und besitzen als Hauptbestandteil Lactoferrin, dessen Funktion bisher noch
nicht bekannt ist (Leffel & Spitznagel, 1972; Borregaard et al., 1993). Die Inhaltsstoffe
spezifischer Granula werden hauptsédchlich in den Extrazellularraum abgegeben und leisten
somit einen Beitrag zur extrazellularen Abtotung von Keimen sowie zur gerichteten
Bewegung der Granulozyten durchs Gewebe (Chemotaxis). Eine Metalloprotease, die
Kollagenase, ist ein weiterer Bestandteil der Granula und ist fiir die genannte gerichtete
Bewegung des Granulozyten von Bedeutung, da sie die Fahigkeit besitzt, das Kollagen der
extrazellularen Matrix zu degradieren (Hasty et al. 1986; Leffel & Spitznagel, 1974). Des
weiteren besitzen sie Urokinase-type Plasminogen Aktivator (uPA), sowie Vitamin Bi,-
bindendes Protein. Letztendlich enthédlt die Granula-Membran noch verschiedene
Rezeptorproteine (FMLP-Rezeptor, TNFa-Rezeptor, Fibronectin-Rezeptor), die bei der
Verschmelzung mit der Plasmamembran im Rahmen der Exozytose in diese iibergehen und so

fiir die Interaktion mit der Umgebung zur Verfiigung stehen (Borregaard & Cowland, 1997).

Gelatinase (tertidre) Granula werden am Ende der Granulozyten-Reifungszeit gebildet und
dhneln den spezifischen Granula (Burg & Pillinger, 2001). Sie enthalten jedoch im
Unterschied zu diesen in grolen Mengen die Metalloprotease Gelatinase, die wie Kollagenase
in einer latenten Form ausgeschiittet wird und erst durch HOCI, welches durch die
Myeloperoxidase gebildet wurde, oder durch nicht-oxidative Mechanismen aktiviert werden
mull (Weiss et al., 1983; Burg & Pillinger, 2001). Gelatinase hat ein breiteres
Substratspektrum als Kollagenase (Yager & Nwomeh, 1999).

Die Bildung der Sekretorischen Vesikel erfolgt erst nachdem die Granula-Entstehung
abgeschlossen ist. Sie besitzen eine besondere Bedeutung aufgrund ihrer umfangreich
rezeptorbestiickten Membran (Calafat et al. 1993), die im Verlaufe der Exozytose mit der
Plasmamembran verschmilzt und so den Granulozyten in eine z.B. 3,-integrin présentierenden
Zelle verwandelt, die von einem allgemein passiven Zustand (wéhrend der Zirkulation) in
einen Aktivierten (fertig zur Migration ins Gewebe) wechselt. Dariiber hinaus enthélt die
Membran der Sekretorischen Vesikel, wie die der Peroxidase-negativen Granula, das

Flavocytochrom bssg. Der einzig bekannte intravesikale Inhalt ist Plasma (Weiss, 1989).
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3.3. NADPH Oxidase System

Neutrophile Granulozyten sind die Zellen, welche sich als erste in einem inflammatorischen
Gebiet ansammeln und eingewanderte Keime phagozytieren und abtdten. Die Phagozytose ist
verbunden mit einem explosionsartigen Sauerstoffverbrauch des Granulozyten, der als
,respiratory burst bezeichnet wird und erstmals 1933 von Baldrige und Gerard beobachtet
wurde. Der Vorgang des ,respiratory burst® resultiert in der Bildung von reaktiven
Sauerstoffspezies, die durch den Multienzymkomplex NADPH Oxidase katalysiert werden.
Dieser Multienzymkomplex besteht aus sieben bis jetzt bekannten Proteinen, die sich in
membranstindige und zytosolische Proteine unterteilen lassen. Die zentrale Komponente ist
das transmembrandse Flavocytochrom bsss, das aus den Bausteinen gp91P"®, p22P"* und
RaplA besteht und moglicherweise als NADPH-bindendes Protein dient bzw. sehr
wahrscheinlich den gesamten Elektronen-Transportapparat enthédlt (Parkos et al., 1987; Quinn
et al., 1992; DeLeo & Quinn, 1996). Die zytosolischen Komponenten bestehen aus den
Proteinen p47 P, p67 P, p40 P und Rac2, wobei die Proteine p47 ", p67 P** und p40
PhoX - einen gemeinsamen Komplex bilden, der nach der Aktivierung als ein Ganzes zur
Plasmamembran transloziert und sich dort mit den membranstindigen Komponenten bindet
(Park et al., 1992; Park et al., 1994; Iyer et al., 1994). Rac2 ist im Zytosol an einen Guanin
Nukleotid Austauschfaktor (GDI) gebunden, welcher Rac2 mdglicherweise in Losung halt.
Wihrend der Aktivierung kommt es zur Separation der beiden Komponenten und Rac2
transloziert simultan und unabhingig von den anderen zytosolischen Komponenten zur
Plasmamembran (Abo et al., 1994; Pick et al., 1993). Die Aktivierung wird unter anderem
eingeleitet durch die Proteinkinase C (PKC) abhingige Phosphorylierung des Proteins p47°™*,
worauthin der zytosolische Komplex mit Hilfe des Zytoskeletts zur Plasmamembran
transloziert und sich dort mit dem membranstindigen Teil zum aktiven Enzym verbindet

(Abb.5) (Burg & Pillinger, 2001).
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Abbildung 5

Dieses Modell zeigt den Ubergang vom ruhenden in den aktivierten Multienzymkomplex NADPH
Oxidase. Die zentrale Komponente ist das transmembrandse Flavocytochrome bssg, das aus den
Bausteinen gp91°", p22”"* und RaplA besteht. Die zytosolischen Komponenten bestehen aus den
Proteinen p47 ", p67 *"**, p40 " und Rac2, wobei die Proteine p47 "', p67 *"** und p40 """ einen
gemeinsamen Komplex bilden, der nach der Aktivierung (Phosphorylierung mittels PKC) als ein Ganzes
zur Plasmamembran transloziert und sich dort mit den membranstindigen Komponenten bindet. Rac2 ist
im Zytosol an einen Guanine Nukleotid Austauschfaktor (GDI) gebunden. Wihrend der Aktivierung
kommt es zur Separation der beiden Komponenten, und Rac2 transloziert simultan und unabhiingig von
den anderen zytosolischen Komponenten zur Plasmamembran. Der Multienzymkomplex katalysiert die
Reduktion von molekularem Sauerstoff zu Superoxidanion Radikal (O;), wobei NADPH als

Reduktionsmittel dient (abgewandelt iibernommen von DeLeo et al., 1996).
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Der Multienzymkomplex katalysiert die Reduktion von molekularem Sauerstoff zu
Superoxidanion Radikal (O;) auf Kosten von NADPH, welches im Pentosephosphatweg
gebildet wurde, bei dieser Reaktion als Reduktionsmittel dient und dabei selbst oxidiert wird.

Dabei wird auf den molekularen Sauerstoff ein Elektron iibertragen (Babior, 1984).

NADPH + O, —» NADP" + H" + Oy’

Das entstandene Superoxidanion Radikal, welches selbst keine bakterizide Wirkung besitzt,
reagiert schnell mit sich selbst und es erfolgt die Dismutation zu Hydrogenperoxid (H,0,).
Dieses Produkt besitzt eine schwach bakterizide Wirkung und dient als Ausgangsprodukt fiir
stark mikrobizide Oxidantien (Babior, 1984; Casimir & Teahan, 1994).

20, +2H" — 0, + H,0,

Aus Hydrogenperoxid konnen zwei weitere Gruppen von mikrobiziden Oxidantien gebildet
werden. Das sind erstens oxidierte Halogene und zweitens oxidierende Radikale. Das in den
primdren Granula lokalisierte Enzym Myeloperoxidase katalysiert die Entstehung ersterer.
Dabei werden Chloridionen mit Hilfe von Hydrogenperoxid zu Hypochlorsédure (HOCI)

oxidiert.

H,0, + CI'+ H" — HOCI + H,0

Das einzige Mitglied der zweiten Gruppe ist das Hydroxylradikal (OH'), welches durch eine
metallkatalysierte Reaktion zwischen O,  und H,O, gebildet wird.

02_ + H202 — OH +OH + Oz

Die gebildeten Oxidantien entfalten ihre destruktive Wirkung auf unterschiedliche Art und
Weise. Sie oxidieren Nukleinsduren und Aminosduren, konnen a;-Antiproteinase inaktivieren
und aktivieren die inaktiven Vorstufen von Kollagenase und Gelatinase. Zusitzlich zum
bakteriziden Effekt haben die reaktiven Verbindungen die Fahigkeit, korpereigenes Gewebe
zu zerstoren (Weiss, 1989; Weiss et al., 1985). Die Systeme von Granula und NADPH-
Oxidase sind funktionell miteinander verkniipft. Dies zeigt sich zum einen an der

Unabdingbarkeit der Myeloperoxidase (Primire Granula) fiir die Radikalbildung und zum
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anderen an der Aktivierung der Kollagenase- und Gelatinase-Vorstufen durch die gebildeten

Radikale.

3.4. “Priming“ von Granulozyten und Signaltransduktion

3.4.1. Lipopolysaccharid priming

“Priming* ist ein ProzeB, bei dem es zu einer potenzierten Antwort von Neutrophilen
Granulozyten auf einen zweiten aktivierenden Stimulus (z.B. fmlp, Calcium Ionophore
A23187) kommt, nachdem die Zellen zuvor mit einer primenden Substanz (z.B. TNFa, LPS,
PAF [Plitchen-aktivierender Faktor], GM-CSF [Granulocyte/Macrophage Colony-
Stimulating Factor]) inkubiert wurden. Die primende Substanz ihrerseits 10st keine
Zellreaktionen (z.B. Oxidativer Burst, Degranulation) aus, es sei denn sie wird in sehr hohen
Konzentrationen verabreicht. Dariiber hinaus muB sie fiir eine bestimmte Zeit auf die Zellen
einwirken, bevor diese mit einem aktivierenden Agens stimuliert werden. Die optimale
priming-Zeit, die zum maximalen Effekt fiihrt, betrdgt fiir LPS 2 Stunden (Guthrie et al.,
1984). Die Konzentration, in welcher LPS in der Lage ist, die Zellen in eine erhdhte Aktivitét
zu versetzen, hdngt von einem weiteren Parameter ab und zwar vom akute Phase-Protein
“Lipopolysaccharid bindendes Protein* (LBP), welches im Serum in einer Konzentration von
1-24 ng/ml vorkommt. LPS formt mit LBP einen Komplex, wodurch die aktivierende LPS-
Wirkung um den Faktor 100-1000 potenziert wird und damit LPS Konzentrationen im ng/ml
Bereich ausreichend sind, um Zellen zu stimulieren (Martin et al., 1992; Mathison et al.,
1992; Hailman et al., 1994). In vivo weisen septische Geschehen eben solche Konzentrationen
auf (Deventer van et al., 1988). Die Bindungsstelle fiir den LPS-LBP Komplex ist der CD14
Rezeptor auf der Zellmembran (mCD14) von myeloischen Zellen, der mit einem
Glycerophosphatidylinositol-Fortsatz in der Zellmembran verankert ist. Dieser Fortsatz
durchdringt nicht die volle Stirke der Membran, so daB bis jetzt noch nicht endgiiltig bekannt
ist, wie das Signal durch die Plasmamembran transduziert wird (Tobias & Ulevitch, 1994;
Antal-Szalmas, 2000). Neben dem =zellgebundenen CD14 Rezeptor gibt es noch einen
l6slichen, im Serum vorhandenen CDI14 Rezeptor (sCD14), der fiir die Bindung und
Aktivierung von Endothel- und Epithelzellen verantwortlich ist. Der zuletzt gefundene und
vielversprechendste CD14-Korezeptor, der wahrscheinlich fiir die weitere Signaltransduktion
verantwortlich ist, ist ein Mitglied der IL-1 Rezeptor Gen-Familie und wird als “toll-like-

receptor” (TLR) bezeichnet (Medzhitov et al., 1997). mCD14 beziehungsweise sCD14 dienen
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wahrscheinlich zusammen mit LBP als ein sensitives Uberbringer-System, welches LPS
bindet und als Monomer zu dem Signal- transduzierenden Protein TLR transportiert (Gerard,
1998). Es wurde beschrieben, da3 eine ganze Reihe von intrazelluliren Kinasen durch die
Bindung von LPS an CDI14 aktiviert werden. Dazu gehoren die Thyrosin-Kinase, die
Mitogen-Aktivierte-Tyrosin-Kinase, sowie die Proteinkinasen A und C. Zuséitzlich wurden
die Aktivierung von G-Proteinen, verschiedener Phospholipasen (PLC, PLD), die Bildung
von Diacylglycerol (DAG) und Inositol-Triphosphat (IP3), der Anstieg von intrazellulirem
Kalzium, sowie die Translokation von NF-kB (Nuclear Factor kappa B) beschrieben (Sweet

& Hume, 1996; Delpedro et al., 1998).
3.4.2. Signaltransduktionsweg zur Aktivierung der NADPH Oxidase

Die Bildung von Superoxidanion Radikal durch den Multiproteinkomplex NADPH Oxidase
wird begleitet von einer intensiven Phosphorylierung der zytosolischen Proteinkomponente
p47°"*. Diese Phosphorylierung wird katalysiert durch ein Isoenzym der Proteinkinase C

h
PIo% selbst zur

(PKC) Familie, welches nach fmlp-Stimulation des Granulozyten genau wie p47
Plasmamembran transloziert (Dang et al., 2001; Condliffe et al., 1998) und dort aktiviert wird.
Dieser Schritt steht am Ende der Signaltransduktionskette, die mit der Bindung von fmlp an
seinen spezifischen Rezeptor beginnt. Dieser fmlp-Rezeptor ist gekoppelt an ein
Pertussistoxin-sensitives G-Protein, welches mit einer seiner Untereinheiten die
Phospholipase C (PLC) aktiviert. Die Aktivierung der PLC fiihrt zur Hydrolyse von
Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (PIP;). Diese Reaktion fithrt zur Entstehung der
aktiven “Second Messengers® Myoinositol 1,4,5-triphosphate (IP3) und 1,2-diacylglycerol
(DAG). IP; 16st die Freisetzung von intrazelluldr gespeichertem Kalzium aus, welches
zusammen mit dem gebildeten DAG die Proteinkinase C aktiviert (Casimir & Teahan, 1994).
Die Hemmung der PKC durch einen geeigneten Inhibitor verhindert die Translokation von

7P zur Plasmamembran und hemmt die Superoxidanion Radikal Produktion (Burg &

p4
Pillinger, 2001; DeLeo & Quinn, 1996). Bisindolylmaleimide GF 109 203X ist ein hoch
selektiver PKC-Inhibitor, der in der Lage ist, die Bildung von Superoxidanion Radikal zu
hemmen (Cabanis et al., 1996). Weitere Enzyme, die wahrscheinlich ebenfalls an der
Aktivierung der NADPH Oxidase auf anderen Wegen beteiligt sind, sind die Phospholipase D
(PLD), Phosphatidylinositol 3-Kinase (PI 3-K), Mitogen-aktivierte Protein Kinase (MAPK),

um nur einige zu nennen, sowie moglicherweise bisher noch unbekannte Mediatoren (Abb.6)

(Condliffe et al., 1998).
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Abbildung 6

Die Abbildung zeigt die Rezeptor-vermittelte Aktivierung der NADPH Oxidase. Die
Signaltransduktionskette beginnt mit der Bindung von fmlp an seinen spezifischen Rezeptor. Dieser fmlp-
Rezeptor ist gekoppelt an ein Pertussistoxin-sensitives G-Protein, welches mit einer seiner Untereinheiten
die Phospholipase C (PLC) aktiviert. Die Aktivierung der PLC fiihrt zur Hydrolyse von
Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (PIP,) und damit zur Entstehung der aktiven “Second Messengers*
Myoinositol 1,4,5-triphosphate (IP;) und 1,2-diacylglycerol (DAG). IP; lost die Freisetzung von
intrazellulir gespeichertem Kalzium aus, welches zusammen mit dem gebildeten DAG die Proteinkinase
C (PKC) aktiviert, die wiederum die NADPH Oxidase aktiviert. Weitere Enzyme, die wahrscheinlich
ebenfalls an der Aktivierung der NADPH Oxidase auf anderen Wegen beteiligt sind, sind die
Phospholipase D (PLD), Phosphatidylinositol 3-Kinase (PI 3-K), Mitogen-aktivierte Protein Kinase

(MAPK), sowie moglicherweise bisher noch unbekannte Mediatoren.
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4. Regulationsmechanismen granulozytarer Funktionen

Eine Entziindung ist normalerweise eine lokalisiert ablaufende protektive Immunantwort, die
durch eine mikrobielle Infektion oder durch Zell- und Gewebeverletzungen ausgeldst wird.
Der Korper besitzt eine umfangreiche Sammlung von pro-inflammatorischen Mediatoren, die
den entziindlichen Proze3 auslosen und steuern sowie ein Arsenal an anti-inflammatorischen
Mediatoren, die den Korper einerseits vor unndtigen Entziindungsgeschehen schiitzen und
andererseits den entziindlichen Prozefl steuern und beenden (Kubes, 1993). Zu diesen pro-
und anti-inflammatorischen Mediatoren gehoren die Gruppen der Zytokine und der

Lipidmediatoren.

41. Zytokine

Zytokine sind Polypeptidhormone, die als Botenstoffe mit sowohl auto- als auch parakriner
Funktion von immunologisch kompetenten Zellen synthetisiert und sezerniert werden. Sie
haben teilweise iiberlappende Funktionen, wie beispielsweise die pyrogene Wirkung von
TNFa, IL-1B und IL-6. Der von ihnen ausgeloste Effekt hangt von der Signaliibertragung und
der Enzymausstattung der Rezeptorzelle ab.

Bei der Entwicklung der Sepsis spielen Zytokine eine bedeutende Rolle. Sie sind Teil eines
komplexen Netztwerkes, das bisher jedoch nur bruchstiickhaft beschrieben werden kann.

Dies liegt zum einen daran, da3 die experimentell induzierte Sepsis meist nur durch einmalige
Applikation eines Toxins eingeleitet wird und die Untersuchungen nach Abklingen der hyper-
inflammatorischen Phase abgeschlossen werden. Auf diese Weise kann jedoch nicht das
gesamte Bild der Sepsis mit Ubergang zur Immunparalyse erfat werden. Zum anderen ist bei
der experimentell induzierten Sepsis der Infektionsstart genau definiert, wihrend bei Patienten
mit Sepsis oder Sepsisverdacht der Beginn der Erkrankung oft nicht erkennbar ist
(Grimminger et al., 1997).

Die Bedeutung der unterschiedlichen Zytokine und deren zeitliches Auftreten wurde bereits
im Abschnitt der Sepsis behandelt und soll hier nicht weiter erdrtert werden. Genauer

beschrieben werden soll jedoch das Interleukin-13 (IL-13).
4.1.1. Interleukin-13 (IL-13)

Charakteristisch fiir die immunparalytische Phase der Sepsis ist das Auftreten des Zytokins

IL-13 neben anderen anti-inflammatorischen Zytokinen wie dem IL-10 und IL-4.
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IL-13 wurde urspriinglich als ein Produkt von aktivierten TH2-Helferlymphozyten
identifiziert. IL-13 ist ein nicht-glykosyliertes Protein aus 132 Aminosduren, es besitzt eine
relative Molekularmasse von 10 kDa und hat eine Reihe immunmodulierender Eigenschaften
auf B-Lymphozyten, Makrophagen, Monozyten, PMN und Endothelzellen. In vitro
unterdriickt IL-13 die von Monozyten produzierten pro-inflammatorischen Zytokine wie
TNFa, IL-1, IL-6 sowie IL-8 (Woods et al., 2000). AuBBerdem verstérkt es die Produktion von
IL-1 Rezeptor Antagonist (IL-1ra) in Monozyten und PMN (Muzio et al., 1994).

Die anti-inflammatorischen Eigenschaften von IL-13 und IL-10 sind sehr dhnlich. Beide
reduzieren die Produktion von pro-inflammatorischen Zytokinen durch Monozyten und
Makrophagen. In vivo haben sowohl IL-13 als auch IL-10 in einem tierexperimentellen
Endotoxin-Schock-Modell eine Steigerung der Uberlebenszeit durch die Reduzierung von
systemischen TNFa Spiegeln erreicht (Lentsch et al., 1999).

IL-13 induziert die Differenzierung von Monozyten sowie die B-Lymphozyten Proliferation
und Differenzierung und ist neben IL-4 an dem B-lymphozytiren Immunglobulin ,,Isotype-
Switching* beteiligt. Sowohl IL-13 als auch IL-4 induzieren den Immunglobulin Isotyp-
Wechsel zugunsten der Immunglobuline IgG4 und IgE (Lentsch et al., 1999, Punnonen & de
Vries, 1994).

IL-13 u. IL-4 sind dafiir bekannt, daB3 sie die Bildung des Oberflichenmolekiils VCAM-1
(vascular cell adhesion molecule-1) auf Endothelzellen induzieren. Eosinophile, welche den
entsprechenden ,,counter-receptor fiir VCAM-1 besitzen, konnen im Gegensatz zu PMN

somit am Endothel adhédrent werden (Bochner et al., 1995).

4.2. Lipidmediatoren

Zu der Gruppe der bioaktiven Lipide die von den Granulozyten gebildet werden, gehdren in
erster Linie die Lipoxygenase-Metaboliten der Arachidonsdure (Leukotriene) sowie
acetylierte Derivate des Membranlipids Phosphatidylcholin, wie z.B. der Plittchen-
aktivierende Faktor (PAF). Beide Substanzgruppen konnen de novo synthetisiert oder im
Falle von PAF aus dem Deacylierungs-Reacylisierungs-Pathway gewonnen werden. Sie
konnen in grolen Mengen von aktivierten Granulozyten freigesetzt werden und zeichnen sich
durch eine extrem kurze biologische und chemische Halbwertszeit aus. Sie entfalten daher
ihre Aktivitdt in ihrer unmittelbaren Umgebung (Lokalmediatoren) (McColl & Showell,
1994).
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4.2.1. Eicosanoide

Einfiihrung

Unter dem Begriff der Eicosanoide ist eine Gruppe von biologisch aktiven,
proinflammatorischen oxygenierten Fettsduren zusammengefasst, deren Hauptbestandteile die
Leukotriene, Prostaglandine, Thromboxane, Cytochrom-P450 Derivate und Lipoxine
darstellen (Henderson, 1991). Unter Standarderndhrung ist das Ausgangssubstrat der
Eicosanoidsynthese die Arachidonsdure (AA), eine vierfach ungesittigte C20-Fettsdure, die
im Falle der Granulozyten aus dem Membranphospholipid Phosphatidylcholin durch eine
oder mehrere Phospholipase A,-Subtypen abgespalten wird. Den initialen Schritt stellt der
Rezeptor-vermittelte Ca** Tonen-Einstrom und die damit verbundene Translokation der
zytosolischen Phospholipase A, zur Zellmembran dar (McColl & Showell, 1994). Neben der
Féhigkeit endogene Arachidonsdure freizusetzen, konnen PMN auch exogen angebotene
Arachidonsédure in der Enzymkaskade metabolisieren, was zu einer starken Potenzierung der
Leukotriensynthese fiihrt. /n vivo sind wéhrend eines entziindlichen Geschehens Zelltypen
wie Mastzellen oder vaskuldre Endothelzellen an der Freisetzung von Arachidonsiure
beteiligt (Grimminger et al., 1991; Murakami et al., 1992).

Die aus dem Membranphospholipid freigesetzte Arachidonsidure wird enzymatisch in
biologisch aktive Mediatoren iiberfithrt. Je nach Art des Enzyms, das den ersten
Reaktionsschritt katalysiert, unterscheidet man den Zyklooxygenase-, Cytochrom P450- und
den Lipoxygenase-Weg. Die Aktivierung des Zyklooxygenaseweges filihrt zur Bildung der
Prostaglandine, wohingegen die Umsetzung im Lipoxygenase-Weg zur Bildung von
Leukotrienen und Lipoxinen fiihrt. Da Granulozyten nur eine fragliche Zyclooxygenase-
Aktivitdt besitzen, wird hier ausschlieflich der Lipoxygenase-Weg beschrieben (McColl &
Showell, 1994).

Lipoxygenaseprodukte der Arachidonsdure

(Hammarstrom, 1983, Samuelson et al., 1980; Henderson, 1994) (Abb.7)

Drei strukturelle Substanzklassen gehoren in erster Linie zu dieser Gruppe:
1. Hydroxyeicosatetraensduren (HETEs)
2. Leuktrien B4 (LTB4) und dessen Derivate
3. Cysteinyl-Leukotriene (LTC4, LTD4, LTE4)
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Aus der AA entstehen durch die enzymatische Umsetzung verschiedener (5-, 8-, 9-, 11-, 12-,
oder 15-) Lipoxygenasen die entsprechenden Hydroperoxyeicosatetraensduren (HPETE:s),
welche durch eine katalytische Reaktion des Glutathion-Peroxidase-Systems in die
resultierenden Monohydroxyeicosatetraensduren (HETESs) tiberfiihrt werden.

Da aus dem 5-Lipoxygenaseweg die biologisch aktiven Leukotriene hervorgehen, ist dieser
von besonderer Bedeutung. Die Kette der Leukotriensynthese beginnt, wenn ein
intrazelluldrer Ca**-Anstieg die ATP-stimulierte 5-Lipoxygenase aktiviert und diese vom
Zytosol zur Zellmembran transloziert. 5-HPETE wird durch Dehydratation in den
Epoxidintermediaten Leukotrien A4 (LTA4) tiberfiihrt. LT A4 zerfallt spontan durch Hydrolyse
zu den biologisch inaktiven Diastereomeren-Paaren des 6-trans-LTB4 und des 5, 6-DiHETE,
wenn kein enzymatischer Umbau zum LTB4 oder zu den Cysteinyl-Leukotrienen erfolgt.
Granulozyten sowie Monozyten und Makrophagen besitzen das Enzym LTAy-Hydrolase,
welches das kurzlebige LTA4 zum biologisch hochaktiven LTB, katalysiert, wohingegen in
Eosinophilen, Endothelzellen und Mastzellen die Bildung von Cysteinyl-Leukotrienen durch

die ihnen eigene Glutathion-S-Transferase eingeleitet wird.



EINLEITUNG Seite 25

AA
5-HPETE
LTC, LTBy4
spontan
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Abbildung 7

Schematische Ubersicht der AA-Kaskade — Lipoxygenase-Weg. Dargestellt ist die Synthese des LTB, und
seiner Abkommlinge aus dem instabilen Intermediaten LTA, sowie die Entstehung der Cysteinyl-
Leukotriene (LTCy, LTD, und LTE,). Der gleichfalls ablaufende spontane Zerfall des LTA, in seine
Diastereomeren-Paare 5,6-DIHETESs und 6-trans-LTB, ist im mittleren Kaskadenschenkel dargestellt.

Die Leukotriene haben ein weit gefichertes pro-inflammatorisches Wirkungsspektrum. Von
den oben aufgefiihrten Vertretern des Lipoxygenaseweges besitzt insbesondere Leukotrien By
und in geringerem MaBle auch 5-HETE eine starke chemotaktische Wirkung auf PMN.
Uberdies spielt LTB, eine zentrale Rolle bei der Induktion der Expression von endothelialen
und leukozytiren Oberflichenmolekiilen, die fiir die Adhédsion und Transmigration der
Neutrophilen ins perivaskuldre Gewebe von Noéten sind (Tonnesen, 1989). Ebenfalls flihrt die
Konfrontation von PMN mit LTB, zu einer Rezeptor-vermittelten Degranulationsreaktion und
der Freisetzung von lysosomalen Enzymen. In einigen Arbeiten konnte gezeigt werden, dal3
die prosekretorischen Effekte von Granulozyten-Aktivatoren wie dem Calcium-Ionophor

A23187 oder dem bakterielle Tripeptid fmlp indirekt iiber endogen gebildetes LTB, oder PAF
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vermittelt werden (McDonald et al., 1994; Hatzelmann et al., 1994; Zhou et al., 1993). Auch
immunmodulatorische Fdhigkeiten werden LTB4 zugeschrieben: Es stimuliert die
Myelopoese, verstirkt die Interleukin 6 Produktion in Monozyten und moduliert die
Produktion von anderen Zytokinen (TNFa, IL-1) in mononukleédren Zellen.

Die biologische Aktivitit der Cysteinyl-Leukotriene unterscheidet sich erheblich von der des
LTB4. Die Cysteinyl-Leukotriene wurden erstmalig als ,,the slow-reacting substance of
anaphylaxis* (SRS-A) beschrieben und werden hauptsichlich von eosinophilen Granulozyten
und Mastzellen synthetisiert (Murphy et al., 1992). Sie haben ein umfangreiches
inflammatorisches Wirkspektrum, welches von starker postkapillirer Vasokonstriktion und
Steigerung der GefdBpermeabilitidt, wodurch es zur Plasmaexsudation und Odembildung
kommt, bis hin zur Verstirkung der mukosen Sekretion und Modulation des Immunsystems
reicht (Samuelson et al., 1987).

Eine bemerkenswerte Eigenschaft ist die kooperative Leukotriensynthese, bei der nicht alle
Komponenten des 5-Lipoxygenaseweges in ein und derselben Zelle lokalisiert sein miissen,
damit die Leukotrienbiosynthese stattfinden kann. PMN und Mastzellen sind in der Lage,
gebildetes LTA4 aktiv zu sezernieren. Thrombozyten und Kapillarendothelien hingegen
besitzen die Fahigkeit, das von PMN gebildete LTA4 aufzunehmen und es durch das ihnen
eigene Enzym LTC,-Synthase in LTC4 umzuwandeln (Feinmark & Cannon, 1986; Claesson
& Haeggstrom, 1988). Somit {ibernimmt LTA4 eine sog. ,,Antennen*“-Funktion. Wenn kein
direkter Kontakt (,,Rolling* oder Adhédrenz) zum Endothel besteht, zerfdllt das sezernierte
LTA4. Im umgekehrten Fall wird es von den Endothelzellen zum LTC,4 konvertiert und kann

somit inflammatorisch wirksam werden (Grimminger et al., 1988).
4.2.2. Plattchen-aktivierender Faktor (PAF)

Anfang der 70er Jahre wurde PAF als eine Substanz identifiziert, die von IgE stimulierten
basophilen Granulozyten freigesetzt wird und die Féhigkeit besitzt, Thrombozyten zu
aktivieren (Henson, 1969). Im Jahre 1979 wurde die chemische Struktur von PAF als 1-alkyl-
2-acetyl-sn-glycero-3-phosphocholine entschliisselt (Demopolis et al., 1979; Blank et al.,
1979).

Nachdem die biochemischen Struktur bekannt war, konnten innerhalb kurzer Zeit noch einige
andere Zellen wie eosinophile Granulozyten, Monozyten, Makrophagen und ganz besonders
PMN nicht nur als Zielzelle, sondern auch als Syntheseort fiir den Lipidmediatoren gefunden

werden (Camussi et al., 1981).
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PAF wird in neutrophilen Granulozyten iiber einen Deacylierungs-Reacylisierungs-Zyklus
synthetisiert. Ein  Membranphospholipid der Klasse 1-O-alkyl-2-acyl-glycero-3-
phosphocholin ist das Ausgangssubstrat der PAF Synthese. Der initiale Schritt erfolgt durch
die Ca” Tonen abhingige Translokation der zytosolischen Phospholipase A, zur Zellmembran
und die nachfolgende Abspaltung der Acylgruppe von der C,-Position. Bei der auf diesem
Weg freiwerdenden Fettsdure handelt es sich meist um Arachidonséure, die als Vorldufer der
Eicosanoide in den Lipoxygenasestoffwechsel eingeschleust werden kann. So konnen zwei
potente Lipidmediatoren — LTBs und PAF — aus ein und dem selben Vorldufermolekiil
synthetisiert werden. Das nach dem ersten enzymatischen Schritt anfallende instabile
Zwischenprodukt Lyso-PAF wird ebenfalls enzymatisch unter dem EinfluB einer
Acetyltransferase an der C,-Position acetyliert. Bei diesem Schritt dient Acetyl-CoA als
Essigsdure-Donator. Die Inaktivierung des so entstandenen PAF erfolgt in einer Rekonversion
des PAF zu seinem Prékursor. Da sich die Enzyme des PAF-Anabolismus und die des PAF-
Katabolismus (Acetylhydrolase und Acyltransferase) umgekehrt proportional zum
zytosolischen Ca”"-Spiegel verhalten, lduft der Metabolismus im Zustand der Zellaktivierung
in Richtung der PAF-Synthese (Blank et al., 1979; Mueller et al., 1984).

Das ineinandergreifende System des Aktivations- und Inaktivations- Metabolismus ist in

Abb.8 dargestellt.
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Aktivierung Inaktivierung

Alkyl-Acyl-GPC
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Acetyltransferase < QQaff /— Acetylhydrolase
PAF
Leukozyten Aktivation / \ Vaskulédre Permeabilitit
Vasomotorik Thrombozyten Aggregation

Chemotaxis

Abbildung 8

Synthese und Abbau des Plittchen-aktivierenden Faktors (PAF). Die linke Bildhilfte zeigt die Ca**-Ionen
induzierte Aktivierung der Phospholipase A, (PLA,), die zur Freisetzung von Arachidonsiure aus dem
Membranphospholipid 1-alkyl-2-acyl-GPC fiihrt. Durch den enzymatischen Einbau einer Acetylgruppe in
den entstandenen Intermediaten Lyso-PAF entsteht der PAF-Acether. Die rechte Bildhélfte zeigt den
PAF-Katabolismus bei sinkendem Calciumspiegel. (AA = Arachidonsiure; CoA = Coenzym A; GPC =
Glycerophosphorylcholin; PAF = PlLittchen-aktivierender Faktor; PC = Phosphatidylcholin), (Abb. nach
Grimminger & Seeger, 1990).

Die in vitro Konfrontation von exogenem PAF mit Granulozyten fiihrt zur Aktivierung
zahlreicher pro-inflammatorischer zelluldirer Reaktionen wie Degranulation, Pléttchen-
Aggregation, Sauerstoffradikalbildung und das Induzieren der Eicosanoidsynthese (Shaw et
al., 1981; Smith et al., 1984). Dariiber hinaus ist der Lipidmediator wie LTB4 ein
chemotaktischer Faktor, der Granulozyten zur Endotheladhdsion veranlasst und die
nachfolgende Diapedese einleitet (Zimmermann et al., 1996). In niedrigen Dosen fiihrt PAF

zu einer wesentlichen Steigerung der mikrovaskulidren Permeabilitit (Bjork et al., 1983).



EINLEITUNG Seite 29

5.

Fragestellung

Mit der vorliegenden Arbeit untersuchten wir unter inflammatorischen Bedingungen den

EinfluB des Zytokins Interleukin 13 auf den aktivierten granulozytiren Stoffwechsel. Der

Zustand der Inflammation wurde in unseren Versuchsmodellen durch die Zugabe von

Endotoxin gram-negativer Bakterienstimme zum Versuchspuffer herbeigefiihrt.

Im einzelnen wurden folgende Fragestellungen bearbeitet:

1.

Unter welchen experimentellen Bedingungen kommt es zu einer optimalen Aktivierung

der Sauerstoffradikalfreisetzung durch isolierte neutrophile Granulozyten?

Fiihrt die Interaktion von IL-13 mit LPS-geprimten PMN zu einer Verdnderung des

,,Oxidativen Bursts“?

Kann die pharmakologische Inhibition der Proteinkinase C die IL-13 bedingte

Modulation der Sauerstoffradikalfreisetzung beeinflussen?
Welchen EinfluB3 {ibt IL-13 auf die Degranulationsreaktion aus?
Hat IL-13 einen Einfluf3 auf die LPS getriggerte Lipidmediatorsynthese?

Verindert die Inkubation von Granulozyten mit IL-13 deren inflammatorisch (LPS)

induzierten PAF-Metabolismus?
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1.

1.1.

O O O 0O

O

o O

O O O O O O

Material und Methodik

Material

Pharmaka und Agenzien

A 23 187 (Calciumionophor), Sigma (Deisenhofen, Deutschland)
Bisindolylmaleimide, PKC-Inhibitor, Calbiochem

Borax (Phosphoglyceroinositol), Sigma (Deisenhofen, Deutschland)

Calciumchlorid Dihydrat, CaCl, x 2H,0, Merck (Darmstadt, Deutschland)
Chromogenix, Substrat fiir Granulocyten Elastase, L-Pyroglutamyl-L-valine-p-
nitroanilidin, MW 4455, Chromogenix AB (M6hndal, Schweden)

Cytochrome C from Horse Heart, Purity > 99%, Sigma Aldrich GmbH (Steinheim,
Deutschland)

D-[+]-Glucose, Sigma (Deisenhofen, Deutschland)

di-Natriumhydrogenphosphat Heptahydrat, Na,HPO4 x 7H,0O, Merck (Darmstadt,
Deutschland)

EGTA Ethylenglykol tris (2-aminoethylether)-N,N-N",N"-tetraacetic acid, MW 380,4
analytic grade, Serva Feinbiochemika GmbH (Heidelberg, Deutschland)

Endotoxin Lipopolysaccharide (LPS), from Salmonella typhimurium, Sigma
(Deisenhofen, Darmstadt)

FMLP Formylmethionyl-leucyl-phenylalanin (chemotaktischer Rezeptorligand) Sigma
(Deisenhofen, Deutschland)

Hydroxytryptamine Binoxalates-1, 2-°’H, NEN Life Science Products (Briissel, Belgien)
Interleukin 13, Recombinant Human, produced in E.coli, Biosource International (Fleurus,
Belgien)

Isotone Kochsalzldsung, Pharmacia u. Upjohn GmbH (Erlangen, Deutschland)
Kaliumdihydrogenphosphat, KH,PO., Merck (Darmstadt, Deutschland)
Kaliumchlorid, KCI, Merck (Darmstadt, Deutschland)

Magnesiumchlorid, MgCl, x 6H,0, Merck (Darmstadt, Deutschland)

Natriumchlorid, NaCl, Carl Roth GmbH + Co (Karlsruhe, Deutschland)
Natriumhydrogencarbonat NaHCO3;, Merck (Darmstadt, Deutschland)
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O

1.2.

O

PAF platelet activating factor (1-O-Hexadecyl-2-acetyl-sn-glycero-3-phosphorylcholin),
Sigma (Deisenhofen, Deutschland)

Stickstoffmonoxid-Gas (1600 ppm), Messer-Griesheim (Siegen, Deutschland)
Superoxide Dismutase from bovine Erythrocytes, Sigma Aldrich GmbH (Steinheim,
Deutschland)

Szintillationscocktail rotiszint 2211, FLP. 49°C, Carl Roth GmbH (Karlsruhe,
Deutschland)

TWEEN 20 Polyoxyethylene Sorbiton Mono-Oleate, Sigma (Deisenhofen, Deutschland)

Inkubationsmedien und Zellkulturmaterial

Agarose Low EEO (HSA), Paesel-Lorei GmbH u. Co (Hanau, Deutschland)

Bottle Top Filter (0,22um) Presterilized, Millipore Corporation (Bedford, MA, USA)
BSA (Bovines Serum Albumin, fettsdurefrei, lyophilisiert), Paesel und Lorei (Frankfurt,
Deutschland)

Dulbecco’s MEM (10x) + D-Glucose, Life Technologies GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
Dulbecco’s Phosphatgepufferte Kochsalzlosung (PBS) cum Ca®"/Mg®", Life Technologies
GmbH (Karlsruhe, Deutschland)

CaCl, x 2H,O 0,132¢g/1
KCl 0,2 gl
KH,PO4 0,2 gl
MgCl, x 6H,0O 0,1 gl
NaCl 8 g/l

NazHPO4 X 7H20 1,15 g/l
Dulbecco’s Phosphatgepufferte Kochsalzlosung (PBS) ohne Ca**/Mg®’, Life
Technologies GmbH (Karlsruhe, Deutschland)

KCl 0,2 gl
KH,PO4 0,2 gl
Na,HPO4 x 7TH,O 1,15 g/l
NaCl 8 g/l

EDTA-Losung 12,5%, Ethylendinitrilotetraessigsdure-dinatriumsalz-Dihydrat; MW
372,24, Merck (Darmstadt, Deutschland)

Falcon Polypropylene Conical Tubes, 50 ml, 15 ml, Becton Dickinson Lab ware (Franklin
Lakes, NY, USA)
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O Ficoll-Paque, Research Grade, Pharmacia Biotech (Uppsala, Schweden)

@)

Gelatine gepulvert, Merck (Darmstadt, Deutschland)

O HEPES-Puffer, CsHsN,04S, MW 238,31, Carl Roth GmbH u. Co (Karlsruhe,
Deutschland)

O L-Glutamine (100x) 200mM, PAA Laboratories GmbH (Linz, Osterreich)

O Pasteur Capillary Pipettes, WU, (Mainz, Deutschland)

Penicillin/Streptomycin (100x), 10000 Units/10mg/ml, PAA Laboratories GmbH (Linz,

O

Osterreich)

O

Petrischalen Easy Grip, 35 x 10mm, steril, Falcon, Becton Dickinson and Company
(Plymouth, England)

Pipetten 2ml, Falcon, Becton Dickinson Labware (Franklin Lakes, NY, USA)

Pipetten 5 ml, 10 ml, 25 ml, Greiner (Frickenhausen, Deutschland)

Pipettenspitzen Eppendorf, Fischer (Frankfurt, Deutschland)

Polyethylene Einmalspritzen 50ml, Becton Dickinson and Company (Plymouth, England)
PVA, Polyvinylalkohol, (-C,H40), Merck-Schuchard (Hohenbrunn, Deutschland)
Research Pipetten Eppendorf, 1000ul, 100ul, 10pl (Hamburg, Deutschland)

RPMI Medium ohne L-Glutamin, Gibco (Karlsruhe, Deutschland)

Tris (hydroxymethyl) aminomethan, Merck (Darmstadt, Deutschland)

O 0O 000000 0O

WRIGHTS Losung, stabilisiert, Eosin-Methylenblaulosung fiir Mikroskopie, Merck
(Darmstadt, Deutschland)

1.3. HPLC-Materialien und andere Losungsmittel

Ameisensdure 98-100% HCOOH, Merck (Darmstadt, Deutschland)

Ammoniaklosung 25% NH3;, MW 17,3g/mol; Riedel-de Haen (Seelze, Deutschland)
Bond Elut, Size 1CC, 100 MG, Varion International AG (Zug, Schweiz)

Chloroform 95% CHCl3,Merck (Darmstadt, Deutschland)

Diethylether (C,Hs),O0, MW 74,12¢g/mol, Merck (Darmstadt, Deutschland)

DMSO Dimethylsulfoxid, Merck (Darmstadt, Deutschland)

Essigsdure 100% CH3;COOH, Merck (Darmstadt, Deutschland)

Formaldehydldsung 37% HCHO, Merck (Darmstadt, Deutschland)

Glutardialdehyd, Merck (Darmstadt, Deutschland)

Methanol fiir HPLC, UV Cutoff 204nm,Burdick & Jackson, Fluka Chemie AG (Buchs,

OO0 00000000

Schweiz)
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O Natronlauge 0,1 mol/l, 0,1 N Losung, Merck (Darmstadt, Deutschland)
O Salzsdure rauchend 37%, Merck (Darmstadt, Deutschland)

1.4. Authentische Standards

®-OH-LTB4, Paesel und Lorei GmbH (Frankfurt/Main, Deutschland)

LTB4, MW 336,5, Paesel und Lorei GmbH (Frankfurt/Main, Deutschland)
6-trans-LTB4, MW 336,5, Biomol Feinchemikalien GmbH (Hamburg, Deutschland)
6-trans-epi-LTB4, MW 336,5, Biomol Feinchemikalien GmbH (Hamburg, Deutschland)
5(S), 6(R)-DiHETE, MW 336,5, Cayman Chemical Company (Ann Arbor, MI, USA)
5(S), 6(S)-DiHETE, MW 336,5, Cayman Chemical Company (Ann Arbor, MI, USA)
5-HETE, MW 320,5, Paesel und Lorei GmbH (Frankfurt/Main, Deutschland)

O O 00O OO 0 0

1.5. Losungen fiir die Elastasemessung

O Substratlosung: S-2484-(Chromogenix Substrate), 1,6 mmol/l in 20% DMSO
Ansatz: 25 mg Trockensubstanz + 7 ml DMSO
zur Messung 1:4 mit aqua dest. verdiinnen.
O MebBpuffer:
60 ml aqua dest.
+ 1,21g Tris = 100 mmol/l
+5,62g NaCl = 960 mmol/l
+ ca. 25ml 1M HCl ad pH 8,3
mit aqua dest. auf 100ml auffiillen.
O Verdiinnungspuffer: 0,1M Na-Acetatpuffer, pH 5,5 mit 0,1% Tween 20:
60 ml aqua dest.
+ 1,2 ml Essigsdure 98%
+ 1M NaOH ad pH 5,5
+ 1g Tween 20

mit aqua dest. auf 100 ml auffiillen.
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1.6. Agenzien und Losungen fiir den PAF-Bioassay

O Tyrode Gelatine ohne Ca®", pH 6,5
1000 ml aqua dest.
+0,195g KC1
+0,211g MgCl, x 6H,0O
+ 8,0g NaCl
+1,012g NaHCO3
+ 1,0g D-[+]-Glukose
+0,076g EGTA
+ 2,5g Gelatine
+ 1M HCL ad pH 6,5
O Tyrode Gelatine mit Ca2+, pH 6,5
wie oben, ohne Zusatz von EGTA
+0,192g CaCl, x 2H,0
O Tyrode Gelatine ohne Ca®", pH 7,2
wie oben
+ 1M HCl ad pH 7,2
O Tris Tyrode mit BSA, pH 7,4
1000 ml aqua dest.
+0,195g KC1
+0,213g MgCl, x 6H,0
+ 8,0g NaCl
+0,191g CaCl, x 2H,0
+ 1,21g Tris ultra pure
+ 1,0g D-[+]-Glukose
+ 2,5g Bovines Serum Albumin (BSA)
+ 1M HCL ad pH 7,4
O [*H]-Serotonin (Dupont NEN, Boston, MA., USA)
O Triton-X-100 (Fluka, Bern, Schweiz)

1.7. Gerate

O Biofuge A, Heraeus (Hanau, Deutschland)
O Chromatographie-Saule (25 x 0,46 cm)
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O O 00O O 0

O 0O 000000 O0

O

O O O O O

CO2-Inkubator IR 1500, Flow Laboratories (Meckenheim, Deutschland)

Delta Range PB 303 Waage, Muttler Toledo GmbH (Steinbach, Deutschland)
Hamilton Prizisionsspritze 50ul, Hamilton (Darmstadt, Deutschland)

High precision Pump 300 b, Gynkotek (Miinchen, Deutschland)

Integrator Chromatopac C-R3A, Schimadzu (Europa) GmbH (Diisseldorf, Deutschland)
Liquid Szintillation Analyser Typ 1900 TR, Canberra Company (Frankfurt/Main,
Deutschland)

Mikroskop, Helmut Hund GmbH (Wetzlar, Deutschland)

Milli Q Wasseraufbereitungsanlage, Millipore (Eschborn, Deutschland)
pH-Meter Mettler Delta 320, Mettler Toledo GmbH (Halstead, England)
Photometer (Modell Uvicon 860), Kantron Instruments (Schweiz)

Pipetus-akku, Hirschmann Laborgerdte GmbH (Eberstadt, Deutschland)
Rheodyne-Probenaufgabeventil (Modell 7125 Syringe loading Sample Injektor)
Rotator CMV, Frobel Labortechnik GmbH (Lindau, Deutschland)

Spektroflow 773, Absorbance Detector, BAI GmbH Bioanalytische Instrumente
(Bensheim, Deutschland)

Sterilbank (laminar air flow) Typ BSB, 4a, Flow Laboratories (Meckenheim,
Deutschland)

Vortex Typ Reax 2000, Heidolph (Deutschland)

Wigezelle, Hottinger Baldwin MeBtechnik (Langen, Deutschland)
Wiérmeschrank, Inforas AG (Bottingen, Schweiz)

Zihlkammer nach Neubauer, Blaubrand®, Fischer Scientific (Diisseldorf, Deutschland)

Zentrifuge RPC Rotanta, Hettich (Tuttlingen, Deutschland)



MATERIAL UND METHODIK Seite 36

2. Methodik

2.1. Isolierung humaner neutrophiler Granulozyten

Humane neutrophile Granulozyten wurden aus peripherem Blut nach der Methode von
Boyum (Boyum, 1976) durch eine einstufige Dichtegradientenzentrifugation und sich
anschlieBender Sedimentation gewonnen. Die Zellisolation wurde standardisiert unter sterilen
Bedingungen und bei Raumtemperatur (20-25°C) durchgefiihrt; die Zellisolation dauerte
durchschnittlich 2 Stunden.

Blutentnahme

Fiir die Isolierung humaner PMN wurde EDTA-antikoaguliertes venoses Blut verwendet.

Die Blutentnahme erfolgte aus der Cubitalvene gesunder Spender mittels einer Kaniile der
GroBle 19G. Das Blut wurde in eine 50ml Polyethylen-Einmalspritze aspiriert, welche zuvor

mit EDTA gefiillt wurde, wobei die EDTA-Endkonzentration 0,125% betrug.

Dichtegradientenzentrifugation (Ficoll-Gradient)

Das auf diesem Wege gewonnene Blut wurde zundchst 1:2 mit einem PBS-Puffer ohne Ca**
und Mg®" (PBS-/-; Phosphate buffered Saline) verdiinnt. 35 ml dieses Gemisches wurden
anschlieend vorsichtig mit Hilfe einer 50 ml Polypropylene-Pipette auf 15 ml vorgelegte
Ficoll-Lésung in einem 50 ml fassenden Polypropylene-Réhrchen aufgeschichtet. Daran
schloB sich der Dichtegradienten-Zentrifugationsschritt bei 350 x g fiir 35 Minuten an, in
dessen Folge einzelne Banden in absteigender Reihenfolge aus thrombozytenreichem Plasma,
mononukledren Zellen (Mono- und Lymphozyten), Ficoll-Losung und einer gemeinsamen
Bande aus Erythro- und Granulozyten entstanden. Durch das Absaugen der oberen drei
Banden konnte die Erythro- und Granulozyten Suspension, die ein Volumen von ca. 7,5 ml
umfafite, gewonnen werden. Im weiteren Procedere fiihrte die Aufschwemmung der
Suspension mit 10%-igem Polyvinylalkohol (PVA) in NaCl (Verhiltnis 1:3) und der sich
daran anschlieBenden zehnminiitigen Sedimentation der Erythrozyten zur weitgehenden
Isolation der Granulozyten. Ein weiterer Zentrifugationsschritt bei 500 x g fiir 10 Minuten des
in neue Polypropylene-Rohrchen pipettierten Sedimentationsiiberstandes erlaubte eine

Reinigung vom PVA. Es folgte eine hypotone Lyse der restlichen Erythrozyten: Dazu wurde



MATERIAL UND METHODIK Seite 37

das Zellpellet in 18 ml Aqua dest. resuspendiert und nach einer Einwirkzeit von 30 Sekunden
die Lyse durch Zugabe von 2 ml 10-fachem PBS-/- Konzentrat beendet. Zur vollstindigen
Reinigung der PMN von Ficoll- und Erythrozyten-Riickstinden folgten zwei weitere
Waschschritte in PBS-/- (500 x g; 10 Minuten).

Fiir die Schritte der Isolation enthielt der verwendete Puffer kein Kalzium, um eine spontane

Aggregation der Zellen zu vermeiden.

Zellzdhlung, Identifizierung und Vitalitdt

Zwischen den beiden Waschschritten erfolgte die Quantifizierung der PMN durch
lichtmikroskopische Zédhlung mittels einer Neubauer-Zihlkammer bei 400-facher
VergroBerung. Im Durchschnitt konnten aus 50 ml Blut ca. 15 x 10" PMN isoliert werden.

Zur Kontrolle der Reinheit der isolierten Granulozyten wurde in regelmédfigen Abstdnden ein
Differentialblutbild bestimmt; der PMN-Anteil betrug hierbei 97%. Der Anteil von Mono-
und Lymphozyten belief sich auf 1%, die restlichen Zellen wurden als eosinophile und
basophile Granulozyten bestimmit.

Die Tryptan-Blau-Ausschlu3-Methode und die LDH-Freisetzung wurden zur Bestimmung der
Zellvitalitdt herangezogen. Am Ende des Trennverfahrens ergab sich hiermit eine Vitalitit der
Zellen von 98%. Die spontane LDH-Freisetzung der PMN wurde auf die durch das Bienengift

Mellitin hervorgerufene absolute Enzymfreisetzung bezogen und lag immer unter 3%.

2.2. Standardprotokoll der Granulozytenversuche

Das aufnehmende Medium fiir die Granulozyten wéhrend der Stimulation und Inkubation war
PBS +/+ , wobei die Zelldichte fiir die Bestimmung der verschiedenen Parameter auf
unterschiedliche Werte eingestellt wurde. Fiir die Versuche des ,,respiratory burst* sowie der
Hemmung der Signaltransduktion wurde die Konzentration der Zellen auf 5 x 10° PMN/ml
eingestellt. Bei der jeweiligen Bestimmung der Degranulation, der Leukotrien- und PAF-
Versuche lag die Zelldichte bei 10 x 10° PMN/ml. Das Probenendvolumen pro Ansatz betrug
fiir alle Versuche jeweils 1 ml. Fiir die Ermittlung des Plittchen-aktivierenden Faktors (PAF)
wurde dem Versuchsmedium 0,25% bovines Serumalbumin (BSA) zur extrazelluldren
Stabilisierung des Mediators zugesetzt. Fiir einen Grofteil der Versuche lieferte der 1%-ige
Zusatz von autologem hitzeinaktivierten Serum zum PBS +/4 Medium das
Lipopolysaccharid-binding protein (LBP). Vor der letztendlichen 10-miniitigen Stimulation

der Granulozyten mit Formylmethionyl-leucyl-phenylalanin (fmlp), bzw. Calciumionophor
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A23187 im Schiittelwasserbad bei 37° C wurde die Zellreaktion durch Zugabe
unterschiedlicher Konzentrationen von LPS und Interleukin 13 gestartet. Die Zellen
inkubierten mit den erwdhnten Substanzen unabhingig vom folgenden Analyseverfahren in
einem Rotationsinkubator bei 37° C fiir 2 Stunden. Die Zellen wurden in der Versuchsreihe
zur Hemmung der Signaltransduktion vor der finalen fmlp-Stimulation mit
Bisindolylmaleimid fiir 10 Minuten vorinkubiert. Die Beendung der Stimulationsperiode
erfolgte entsprechend des weiteren Analyseverfahrens mittels Kiihlung auf 4° C und
Zentrifugation (Leukotriene, Degranulation, respiratory burst) oder durch Zugabe von 2,5ml

10mM Essigsédure in Methanol und Abkiihlung auf 4° C (PAF-Analytik).

2.3. Analytik granulozytarer Funktionseinheiten

2.3.1. Degranulation

Prinzip

Im Zelliiberstand erscheinende Inhaltsstoffe der verschiedenen sekretorischen Granula des
Neutrophilen Granulozyten werden als Indikator einer abgelaufenen Degranulationsreaktion
angesehen. Als Parameter fiir das Ausmall der Degranulation wurde die Ausschiittung des
proteolytischen Enzyms FElastase in den Zelliiberstand herangezogen. Die enzymatische
Aktivitdt dieses Parameters wurde kinetisch iiber die Umsetzung eines chromogenen
Substrates photometrisch aufgezeichnet, wobei nach der publizierten Methode nach Kramps

vorgegangen wurde (Kramps, 1983).

Durchfiihrung

Entsprechend der Beschreibung wurden fiir die Ausfithrung des Assays zundchst 200ul
MefBpuffer und 100ul Verdiinnungspuffer in eine Kiivette vorgelegt und anschlieBend 100ul
Zelliiberstand hinzugefiigt. Das Einpipettieren von 200ul des Substrates L-Pyroglutamyl-L-
valine-p-nitroanilidin startete dann die Extinktionszunahme, deren Geschwindigkeit mit
einem Uvikon-Photometer bei 405 nm kontinuierlich iiber eine Zeitspanne von 4 Minuten
bestimmt wurde und die Aktivitdt der Elastase widerspiegelte. Die Software des Photometers
berechnete aus der Extinktionszunahme die Menge an Substrat, die in einer Minute in einem
Volumen von einem Liter umgesetzt wurde. Die gemessene Elastase-Aktivitit wird also in
Unit/l angegeben. Der Substratumsatz dieses Assays wurde standardisiert bei 37°C

durchgefiihrt.
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2.3.2. Respiratorischer Burst

Prinzip

Zur Quantifizierung des respiratorischen Burstes wurde eine von Cohen (Cohen & Chovaniec,
1978) beschriebenen Methode benutzt. Sie dient der indirekten photometrischen Bestimmung
des Superoxidanion Radikals als priméres Reaktionsprodukt der NADPH-Oxidase-Reaktion,
wodurch die Aktivierung des respiratorischen Burstes in den Granulozyten erfaflt wird.
Ausgenutzt wird die photometrisch mefBbare Reduktion von Cytochrom C durch das von den
stimulierten Zellen ausgeschiittete Superoxidanion Radikal. Die Kurzlebigkeit der Sauerstoft-
Radikale machte es notwendig, das Cytochrom C schon vor Stimulation den
Versuchsansitzen zu zusetzen, damit das entstandene O® sofort mit dem Substrat reagieren
konnte. Den fiir jede einzelne Bestimmung angefertigten Parallelansidtzen wurde zusitzlich
das Enzym Superoxiddismutase (SOD) hinzugegeben, welches das entstandene
Superoxidanion Radikal rasch in weniger reaktive Produkte disproportionierte und somit die
O” abhingige Cytochrom C Reduktion verhinderte. Nur die Differenz in der Extinktion
beider Ansitze, welche den SOD hemmbaren Anteil der Cytochrom C-Reduktion anzeigt,

wurde dem ausgeschiitteten O> zugeschrieben.

Durchfiihrung

Die paarig angelegten Versuchsansitze wurden kurz vor der Stimulation mit 75 uM
Cytochrom C versetzt, wobei einer Probe des Paares 10pg/ml SOD hinzugegeben wurde.
Nach Stimulusapplikation erfolgte eine 10-miniitige Inkubation im 37°C warmen Wasserbad,
bis die Zellreaktion durch Abkiihlung der Ansétze auf Eis und anschlieBender Zentrifugation
bei 4°C (13000 U/min, 2 min) beendet wurde. Nach dem Uberpipettieren der Zelliiberstinde
in Kiivetten erfolgte die photometrische Bestimmung der Cytochrom C-Reduktion bei 546nm,
wobei jeweils die Extinktionsdifferenz der Paaransédtze bestimmt wurde. Die granulozytére
O” Produktion konnte aufgrund der 1:1 Stdchiometrie der Reaktion unter Annahme eines

Extinktions-Koeffizienten von 21 mM™' ¢m™ berechnet werden.
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2.4. Analytik der Arachidonsaure-Metabolite

Der Nachweis der Arachidonsdure-Metabolite erfolgte durch Reinigung, Auftrennung,
Identifizierung und Quantifizierung mittels einer Sequenz von Festphasenextraktion und

Reversed-Phase-HPLC-Analytik.
2.4.1. Festphasenextraktion

Aus Granulozyten-Versuchen gewonnene Zelliiberstdnde von 0,9 ml Volumen wurden fiir 24
Stunden nach deren Abnahme bei —20°C tiefgefroren und nach dem Auftauen der
Vorsédulenextraktion zugefiihrt. Dieser erste Schritt in der Nachweiskette der Arachidonsdure-
Metabolite diente der Anreicherung und Reinigung der zu chromatographierenden
Arachidonsdurederivate. Das hierzu verwendete Material waren 1 cm® Vorsdulen (Bond Elut)
aus einer Silica-Gel Matrix mit einer Partikelgroe von 40um, die kovalent mit gesittigten
Cig-Alkylresten verbunden war. Durch die hohe Affinitdt der unpolaren Lipoxygenase-
Metaboliten zur stationdren apolaren Silica-Gel Matrix gelang die Bindung der Leukotriene
und HETEs aus dem Zelliiberstand an die C;g-Alkylresten. Durch die Zugabe des unpolaren
Losungsmittels Methanol konnten die gebundenen Substanzen eluiert und aufgefangen
werden. Fiir die Schritte der Extraktion und Elution wurden ausschlielich, wegen der
Temperaturempfindlichkeit der Molekiilstrukturen, eisgekiihlte Losungen und zusétzlich zur
Beschleunigung des Verfahrens eine an eine Wasserstrahlpumpe angeschlossene
Vakuumkammer verwendet. Dieses Verfahren wurde in seinen einzelnen Schritten wie folgt
ausgefiihrt: Im ersten Schritt erfolgte die Konditionierung der Sédulen durch das zweimalige
Spiilen mit jeweils 1 ml Methanol und Aqua dest.. Darauf folgend wurden die gewonnenen
und eisgekiihlten Zelliiberstinde auf die Sdulen gegeben und liefen ohne Unterdruck iiber
einen ungefdhren Zeitraum von 3 Minuten durch. Zur weiteren Abtrennung von polaren
Verunreinigungen der Zelliiberstdnde erfolgte eine zweimalige Waschung der Sédulen mit
Aqua dest. im Unterdruck. Durch das Aufpipettieren von 100ul Chloroform und dessen
rasches Absaugen wurde die Matrix von der wiésserigen Phase vollstindig befreit. SchlieBlich
erfolgte die Elution der Arachidonsidure-Metabolite durch die Zugabe von 250 pl Methanol.
Diese Menge wurde nach einer einminiitigen Einwirkzeit zundchst nur unvollstindig und nach
einer weiteren Minute Wartezeit vollstindig in Eppendorfgefile abgesaugt. Die so
gewonnenen Proben wurden unter stindigem Stickstoffstrom eingedampft und bis zu deren

Chromatographie bei -20° C aufbewahrt. Die Recoverydaten, welche mit der folgenden
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Methode erreicht wurden, ergeben sich fiir die Anreicherung der Arachidonsidure-Metabolite
wie folgt ( Mittelwert +/- Standardabweichung in Prozent aus 5 unabhéngigen

Recoveryexperimenten):

Arachidonsdure-Derivate:

O LTB4 34,5 +/- 3,0
O Omega-OH-LTB4 43 +/- 5,4
O 6-trans-LTB4 44 +/- 0,6
O 6-trans-epi-LTB4 45 +/- 0,5
O 5,6-DIHETE 40 +/- 0,6
O 5,6-epi-DIHETE 35 +/- 0,5
O S5-HETE 28,5 +/- 2,9

2.4.2. HPLC-Analyseverfahren

Fabrikation und Konditionierung der HPLC-Sdule

Bausteine der stationdren Phase waren zum einen eine 25 cm lange Edelstahl-Leersdule mit
einem Innendurchmesser von 0,46 cm und zum anderen das Packungsmaterial aus
Octadecysilyl-Hypersil-Su-Partikeln. Zur Fiillung der zuvor mit Methanol und Aceton
gereinigten Sdule wurden zunichst 3,8g der Trockensubstanz in 35 ml Isopropanol in einem
Glasbehélter gelost. Es folgte die S5-miniitige Behandlung der Suspension in einem
Ultraschallbad, bevor sie in den Vorratsbehdlter eines Sadulenpackgerites (Knaur) gefiillt
wurde, um mit diesem unter einem Druck von 440 bar maschinell mit einem Methanolstrom
in die einseitig verschlossene Sdule eingeflutet zu werden. Es schloB sich eine Ergéinzung der
so hergestellten und nun verschlossenen Hauptsdule mit einer 3,3 cm langen Vorsdule an.
Diese diente dem Schutz der Hauptsdule vor Verunreinigungen. Die fertiggestellte Séule
wurde dann vor Inbetriebnahme mit einem Gemisch aus Methanol und Aqua dest. im

Verhiltnis 1:9 sowie einem 0,5%-igem Na,-EDTA-Zusatz konditioniert.

Ansetzen der mobilen Phase

Die Bestandteile der mobilen Phase waren Methanol / Aqua dest. / Essigsdure im
Volumenverhéltnis 72 / 28 / 0,16 und wurden mit 10% NH4OH auf einen pH-Wert von 4,9
eingestellt. Vor Gebrauch wurde dieses Gemisch zur Entfernung von partikuléren
Verunreinigungen mit Hilfe eines Ganzglas-HPLC-Filtersystems (Schott) mit einem

Unterdruck von 700 mbar durch eine Teflonmembran gesogen.
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Reversed-Phase-HPLC (isokratisch)

Es wurde ein Trennverfahren angewandt, welches erstmals von Mathews (Mathews et al.,
1981) beschrieben wurde und fiir diese Arbeit in leicht abgewandelter Form zum Einsatz kam.
Die fiir dieses Verfahrensweise zusammengestellte Anlage setzte sich aus den folgenden

technischen Bauteilen zusammen:

1. Gynkotek M 600 Pumpe

2. Rheodyne-Probenaufgabeventil
3. Spektroflow 773 UV-Detektor
4. Shimadzu-Integrator

Der Ablauf der Auftrennung und Quantifizierung sah wie folgt aus:

Die aus der Vorsdulen-Analytik gewonnenen Proben wurden mit einem definierten Methanol
Volumen von 50 pl aufgenommen und mit einem Riittler gemischt, damit sich an den
Winden des Gefdlles haftende Probebestandteile vollstandig 16sen konnten. Zur Aufgabe auf
die Chromatographie-Sédule diente eine Hamilton-Spritze, die vor Gebrauch mehrfach mit
Methanol gespiilt wurde. Nach dem Aufziehen eines Methanolkissens (5ul) wurden 20 ul der
zuvor kurz zentrifugierten Probe ebenfalls aufgenommen und iiber das Probenaufgabeventil
auf die Sdule gebracht. Die Auftrennung der Leukotriene erfolgte nun unter einem konstanten
FluB3 der mobilen Phase von 1,3 ml pro Minute bei einem Druck von ungefahr 180 bar. Mit
dieser Technik konnten sehr gut das durch die LTA4-Hydrolase synthetisierte LTB4, die
spontanen LTAy-Zerfallsprodukte 6-trans-LTB,4, 6-trans-epi-LTB4, 5,6-di-HETE, 5,6-epi-di
HETE, sowie das 5-HETE dargestellt werden, wohingegen die LTB4-Abbauprodukte m—OH-
LTB; und ®-COOH-LTB4 in dem breiten Losungsmittelpeak der Chromatogrammfront
koeluierten. Die UV-spektrometrische Detektion der Leukotriene erfolgte in einem 20-
miniitigen Zeitraum bei einer Wellenldnge von 270 nm, wahrend fiir die Analyse des 5-
HETESs nach diesem Intervall die Wellenldnge auf 237 nm umgestellt werden mufte. Da die
Arachidonsédure-Derivate unterschiedliche innermolekulare Ladungsverteilungen aufweisen,
unterscheiden sie sich hinsichtlich ihres Affinitdtsverhaltens gegeniiber der stationidren Phase
und somit auch in ihren Retentionszeiten. Der Vergleich der Retentionszeiten mit den
Retentionszeiten isolierter Standards liel somit eine Identifizierung der erhaltenen Peaks und
damit der Derivate zu. Die Retentionszeiten der isolierten Standards wurden vor
Analysebeginn und dann immer wieder regelméfig bestimmt. Der zur technischen Einheit
gehorende Shimadzu-Integrator bestimmte die Hohe der eluierten Derivate, die dann mit Hilfe

von ermittelten Response- und Recoverydaten in ng/ml umgerechnet werden konnte.
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2.5. Analytik des Plattchen-aktivierenden Faktors

Fiir die Analyse des Plittchen-aktivierenden-Faktors (PAF) wurde ein zweistufiges Verfahren
angewandt, bei dem zum einen die Lipide extrahiert wurden und zum anderen die biologische
Aktivitdit von PAF gegeniiber isolierten Kaninchenthrombozyten ausgenutzt wurde
(Bioassay). Detektiert wurde hierbei die PAF-induzierte [*H]-Serotonin-Freisetzung aus zuvor
mit eben dieser Substanz vorinkubierten Kaninchenplidttchen. Die Granulozyten selbst
durchliefen vor Ausfilhrung des Assays eine Lipidextraktion, bei der sowohl der
zellgebundene als auch der freie PAF gewonnen werden konnte. Die Vorgehensweise ist im

einzelnen wie folgt beschrieben:
2.5.1. Lipidextraktion

Bligh und Dyer beschrieben ein Extraktionsverfahren (Bligh & Dyer, 1953), bei dem Lipide
gleichzeitig aus Zellen und deren Uberstéinde herausgearbeitet werden konnten, womit die
Erfassung der PAF-Gesamtproduktion, also des freien und zellgebundenen Lipidmediators
gelang. Die Anwendung dieses Verfahrens geschah in leicht modifizierter Form. Nach
Stimulation der Granulozyten fiir 10 Minuten mit Formylmethionyl-leucyl-phenylalanin
(fmlp) wurde die Zellreaktion durch das Zupipettieren von 2 ml eisgekiihltem Methanol und
500ul 50mM Essigsdure in Methanol sowie der Lagerung auf Eis abgestoppt. Im néchsten
Schritt erfolgte die zweimalige Zugabe von 750 pl Chloroform, auf die jedes Mal ein
kraftiges Riitteln der Proben und ein 15miniitiges Lagern auf Eis folgte. Das Trennen in eine
wiassrige und lipophile Phase erfolgte dann durch die Zugabe von 750 pl 0,1mM Natrium-
Acetat. Es folgte eine kurze Zentrifugation (400 x g, 2 min), nach welcher der wéssrige
Uberstand abgenommen und verworfen wurde. Von einer Waschlésung aus Methanol und 0,1
M Natriumacetat im Verhéltnis 10:9 wurden anschlielend jeweils 3 mal 1 ml zu den Proben
hinzugegeben und nach intensivem Auftiitteln immer wieder abpipettiert. Dies fiihrte zu einer
weiteren Reinigung der Chloroformphase, welche die extrahierten Lipide enthielt und im
Anschluss daran abgesaugt und in Eppendorf-Cups iibertragen werden konnte. Die Lagerung
der so extrahierten Lipide erfolgte bei -20°C. Fiir den Einsatz im Bioassay muBten sie kurz
zuvor unter stindigem Stickstoffstrom eingedampft und danach in 60 pl BSA-Tyrode

aufgenommen werden.
2.5.2. PAF-Bioassay

Das Verfahren des PAF-Bioassays wurde erstmals 1979 von Pinckard beschrieben (Pinckard
et al., 1979). Aufgrund der dosisabhingigen biologischen Aktivitit des PAF gegeniiber
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Kaninchenthrombozyten erlaubte dieses Verfahren sowohl eine indirekte Identifizierung als
auch eine Quantifizierung des Mediators im Zellextrakt. Gemessen wurde die PAF-ausgeloste

Freisetzung von [*H]-Serotonin aus entsprechend vorinkubierten Kaninchenthrombozyten.

Gewinnung und Markierung der Kaninchenthrombozyten

Kaninchen der Firma Behring wurde nach Einleitung einer Rompun-Kurznarkose die zentrale
Ohrarterie mittels einer Kaniile der Grofle 25 g punktiert und 25-30 ml Blut entnommen,
welches mit EDTA in einer Endkonzentration von 0,125% versetzt wurde. Eine 20mintitige
Zentrifugation des Blutes bei 375 x g flihrte zur Trennung dessen Bestandteile und es konnte
das thrombozytenreiche Plasma abgenommen werden. Dieses Plasma wurde dann mit [*H]J-
Serotonin (2,5 pCi/ml Plasma) zur Markierung der Thrombozyten fiir eine Stunde unter
wiederholtem Schwenken des Ansatzes bei 37°C und 5% CO,-Begasung im Warmeschrank
inkubiert. Nach dem Verlauf der Stunde konnte durch Zentrifugation (1400 x g, 10 min) ein
thrombozytenreiches Pellet gewonnen werden, welches noch dreimal mit calciumfreier

Tyrode (pH 6,5) resuspendiert und zentrifugiert wurde.

Durchfiihrung des Analyseverfahrens

Nach dreimaligem Waschen der Thrombozyten konnten diese in calciumhaltiger Tyrode (pH
6,5) aufgenommen und auf eine Zelldichte von 1 x 10° Zellen/ul eingestellt werden. Fiir den
Versuchsablauf gab es pro Stimulation mit dem aus den Granulozytenversuchen extrahierten
PAF zwei Ansdtze. Im Ersten wurden 400 pl Tyrode (pH 7,2) vorgelegt, 100 pl der
Thrombozytensuspension hinzupipettiert und anschlieBend die Serotoninfreisetzung durch die
Zugabe von 50 ul in BSA-Tyrode aufgenommenem Granulozytenextrakt gestartet. Nach 60
Sekunden wurden hieraus 200 pl abgenommen und in den zweiten mit 20 pl 1,5 mM
Formaldehyd-Losung versehenen Ansatz gegeben, was zur Stabilisierung der Thrombozyten
fiihrte und somit die [*HJ-Serotonin-Ausschiittung beendete. Der Zelliiberstand mit dem in
ithm enthaltenen radioaktiv markierten Serotonin konnte nach Abzentrifugation der
Thrombozyten mit 10 ml Scintilator versetzt und die B-Strahlung des [*H]-Serotonins im B-
Counter detektiert werden. Zur Umrechnung der counts in absolute Mengenangaben wurde
eine Standardreihe angelegt, bei der in einer Zweifachbestimmung Thrombozyten mit
exogenem PAF in Konzentrationen von 10> M bis 10™"° M stimuliert wurden. Nach dem
Auftragen der Standardkurve in einem Koordinatensystem konnte die PAF-Konzentration der

Proben graphisch ermittelt werden.
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2.5.3. Statistik

Zum statistischen Vergleich wurde eine Anova (Analysis of Variance) durchgefiihrt. Ein
Niveau von p < 0,05 wurde als signifikant bezeichnet. Die Analysen wurden mit SPSS fiir

Windows" durchgefiihrt.
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lll. Ergebnisse

1. Interleukin 13 steigert tendenziell die LPS-ausgeloste Bildung

reaktiver Sauerstoffspezies in Neutrophilen Granulozyten

Interleukin 13 fiihrt zu einer tendenzielle Steigerung der von LPS ausgelosten Bildung
reaktiver Sauerstoffspezies. Dariiber hinaus hdngt das Ausmaf3 der Reaktion sehr stark von
dem Zusatz autologen Serums im Inkubationspuffer ab.

Zunidchst wurde in Vorversuchen die optimale LPS-Inkubationszeit und Dosis sowie der
optimale Stimulus fiir die Ausschiittung der reaktiven Sauerstoffspezies bestimmt. Dazu
wurden die Zellen mit ansteigenden Konzentrationen an LPS fiir ein bis drei Stunden
vorinkubiert und anschlieBend mit 1uM A23187 oder 0,1uM fmlp stimuliert. Die gewédhlten
Konzentrationen von A23187 und fmlp entsprachen den iiblichen fiir die Stimulation von
Granulozyten in der Literatur angegebenen Konzentrationen (Casimir & Teahan, 1994).
Wahlweise wurde dem Puffer wihrend der Vorinkubation 1% autologes hitzeinaktiviertes
Serum zugesetzt. Im Anschluss an die Stimulation erfolgte eine photometrische Bestimmung
der Superoxidanion Radikal Freisetzung. Die Auslosung der Zellreaktion mit A23187 stellte
sich als ungeeignet dar und konnte weder durch hoéhere LPS-Dosen noch durch die Zugabe
von Serum zum Inkubationspuffer in ihrem Umfang wesentlich beeinflufit werden. Die mit
diesem Stimulus erreichten Maximalwerte lagen weit unter denen, die mit fmlp-Stimulation
erreicht werden konnten. Die fmlp getriggerte Sauerstoffradikal-Freisetzung hingegen zeigte
einen deutlichen LPS-Priming-Erfolg, d.h. der Umfang der Ausschiittung stieg mit Zunahme
der LPS-Konzentration (10ng - 1000ng/ml). Die fiir die Versuche ausgewihlte mittlere
Inkubationszeit von 2 Stunden schien am geeignetsten und wurde fiir alle anderen Versuche
beibehalten. Der Zusatz von Serum zum Inkubationsmedium fiihrte zu einer deutlichen
Verstiarkung des LPS-Priming-Erfolges (Abb.9) und konnte diesen maximal um den Faktor
5,1 steigern, wobei nur LPS-Konzentrationen bis 100ng/ml benutzt wurden. Nachdem das
LPS-Priming und dessen Steigerung durch die Zugabe von Serum gelungen war, sollte der
Einflu8 von IL-13 auf das LPS-Priming untersucht werden. Dazu wurden die Zellen zunéchst
ohne den Zusatz von Serum zum Puffer gleichzeitig mit IL-13 (0,1ng — 10ng/ml) und LPS
(10ng - 1000ng/ml) fiir 2h inkubiert. Es zeigte sich, da3 IL-13 in steigender Konzentration die
LPS-Priming-Antwort verstdrkt (Abb.10), jedoch nicht das Signifikanzniveau erreichte. Dies
wiederholte sich regelmiBig in allen Versuchen. Im néichsten Schritt erfolgte der 1%-ige

Zusatz von Serum zum Puffer und dann die erneute gleichzeitige Inkubation fiir 2 Stunden
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mit IL-13 (0,Ing — 10ng/ml) und LPS (10ng, 100ng/ml). Der gemessene Umfang der
Superoxidanion Radikal Produktion lag in der Hohe, die auch schon zuvor nach dem Zusatz
von Serum bestimmt wurde. Zusdtzlich zeigte sich wieder die Tendenz der LPS-Priming
verstirkenden Wirkung von IL-13 (Abb.11) ohne das Signifikanzniveau zu erreichen. Die in
Vorversuchen ermittelte Inkubationszeit von 2 Stunden sowie die Konzentrationen von IL-13,
LPS und der Zusatz von autologem hitzeinaktivierten Serum zum Versuchspuffer wurden,

wenn nicht anderweitig beschrieben, fiir alle weiteren experimentellen Ansdtze beibehalten.
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Abbildung 9

5 x 10° PMN / ml wurden fiir 2 Stunden mit steigenden LPS-Konzentrationen und 1% -igem Zusatz von
autologem hitzeinaktivierten Serum zum Versuchspuffer (schwarze Sédulen), bzw. ohne Serumzusatz
(graue Sdulen) inkubiert und anschlieBend mit 0,1 pM fmlp stimuliert. Die Produktion von
Superoxidanion Radikal ist in nmol O, / 5 x 10° PMN / ml angegeben. Dargestellt sind jeweils die
Mittelwerte (+/- SEM) aus 4 unabhéngigen Experimenten. [ * = p <0,05 vs. 0 ng/ml LPS].
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Abbildung 10

5 x 10° PMN / ml wurden gleichzeitig fiir 2 Stunden mit IL-13 (0,Ing — 10ng/ml) und LPS (10ng -
1000ng/ml) inkubiert und anschlieSend mit 0,1 pM fmlp stimuliert. Dargestellt sind nur die Ergebnisse
der IL-13 Konzentrationen (0ng, 1ng, 10ng/ml). Die Produktion von Superoxidanion Radikal ist in nmol
0, /5 x 10° PMN / ml angegeben. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte (+/- SEM) aus 4 unabhingigen

Experimenten.
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Abbildung 11

5 x 10° PMN / ml wurden gleichzeitig fiir 2 Stunden mit IL-13 (0,Ing — 10ng/ml), LPS (10ng, 100ng/ml)
und einem 1% -igen Zusatz von autologem hitzeinaktivierten Serum zum Versuchspuffer inkubiert und
anschlieBend mit 0,1 pM fmlp stimuliert. Hier aufgezeigt sind nur die Ergebnisse der IL-13
Konzentrationen (Ong, 1ng, 10ng/ml). Die Produktion von Superoxidanion Radikal ist in nmol O, / 5 x 10°
PMN / ml angegeben. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte (+/- SEM) aus 4 unabhingigen

Experimenten.
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2. Interleukin 13 fuhrt zur vermehrten Aktivierung von Proteinkinase
C (PKC)

Die Inkubation von PMN mit IL-13 fiihrt zu einer Steigerung der von LPS ausgeldsten
Bildung reaktiver Sauerstoffspezies. Der Einsatz des PKC-Inhibitors Bisindolylmaleimide
zeigt eine generelle Hemmung des Oxidativen Burstes, die ohne zusdtzliche IL-13 Inkubation
stdarker verlduft.

Fiir dieses Experiment wurden drei Versuchsreihen angelegt, von denen die eine mit LPS
(10ng/ml), die andere zusitzlich mit IL-13 (Ing/ml) fiir 2 Stunden vorinkubiert wurde und
eine dritte ohne die Zugabe von Stimuli als Kontrolle diente. Nach der abgelaufenen
Inkubationszeit erfolgte die Konfrontation der Zellen mit Bisindolylmaleimide (0,5uM-
10uM/ml) fiir 10 Minuten und die anschlieBende Stimulation der Zellen mit 0,1uM fmlp. Die
photometrische Bestimmung zeigte wieder die schon vorher beobachtete Steigerung der von
LPS ausgelosten Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies durch IL-13. Des weiteren war eine
deutliche Hemmung bis zur Authebung des Oxidativen Burstes in allen drei Versuchsreihen
durch die Zugabe von Bisindolylmaleimide zu beobachten (Abb.12). In einer weiteren
Graphik erfolgt die ausschnittsweise Darstellung der gewonnen Kurven, an denen die jeweilig
bendtigte inhibitorische Konzentration des PKC-Inhibitors von 50% (ICso) aufgetragen
wurde, welche zuvor graphisch ermittelt wurde (Abb.13). In der Versuchsreihe der simultanen
Inkubation mit LPS und IL-13 wird eine inhibitorische Konzentration von 1,46uM
Bisindolylmaleimide benétigt, wohingegen in der Versuchsreihe mit alleiniger LPS
Inkubation eine hemmende Konzentration von 1,22 uM Bisindolylmaleimide ausreichend ist,
um die Sauerstoffradikal-Ausschiittung auf 50% ihres Maximums zu reduzieren. Weit

weniger wurde in der Kontrollreihe benotigt.
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Abbildung 12

5 x 10° PMN / ml wurden in drei unterschiedlichen Versuchsreihen einmal gleichzeitig mit IL-13 (1ng/ml)
und LPS (10ng/ml), einmal nur mit LPS (10ng/ml) und als Kontrollgruppe ohne Stimuli fiir 2 Stunden in
ecinem Puffer mit 1% -igem Zusatz von autologem hitzeinaktivierten Serum inkubiert. Anschlieflend
erfolgte eine 10-miniitige Konfrontation der Zellen mit Bisindolylmaleimide (0,5nM-10pM/ml) und eine
folgende Stimulation mit 0,1 pM fmlp. Es zeigt sich eine deutliche Hemmung der Sauerstoffradikal-
Produktion in allen drei Versuchsreihen bei zunehmender Konzentration des Inhibitors. Die Produktion
von Superoxidanion Radikal ist prozentual in Bezug auf den Nullwert der Kontrollreihe angegeben.
Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte (+/- SEM) aus 7 unabhiingigen Experimenten. Wo kein SEM

angegeben ist, fillt sie mit dem Symbol der jeweiligen Reihe zusammen.
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Abbildung 13

Zeigt einen Ausschnitt aus den Kurvenverliufen von Abb.12, in den die ICsy Konzentrationen des
Proteinkinase C (PKC) Inhibitors Bisindolylmaleimide eingetragen wurden. Zur Ermittelung der ICs,
Konzentrationen wurde der photometrisch gemessene Wert der Kontrollreihe bei Einsatz des Inhibitors
in einer Konzentration von 10nM/ml als tiefster zu inhibierender Wert bestimmt. Dieser Wert wurde
dann von den Maxima der anderen Versuchsreihen subtrahiert, was somit zur Darstellung des
Inhibitionsumfanges der jeweiligen Reihe fiihrte. Nach der Errechnung des 50 Prozent Hemmungswertes
wurde dieser graphisch auf die X-Achse projiziert und so die zugehorige Hemmkonzentration von
Bisindolylmaleimide bestimmt. Es zeigt sich deutlich, dafl Bisindolylmaleimide in einer hdheren
Konzentration in der IL-13-LPS-Reihe als in der reinen LPS-Reihe eingesetzt werden muf}, um eine 50%-

ige Inhibition zu erreichen.
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3. Hemmung der LPS getriggerten Degranulationsreaktion von

Neutrophilen Granulozyten durch Interleukin 13

Interleukin 13 fiihrt in Abhdngigkeit seiner Konzentration im Versuchspuffer zu einer
Hemmung der LPS-geprimten Elastaseausschiittung.

Vorversuche, in denen Neutrophile Granulozyten fiir 2 Stunden mit LPS in ansteigenden
Konzentrationen inkubiert wurden, um anschlieBend mit 0,1uM fmlp oder 1uM A23187
stimuliert zu werden, haben gezeigt, daB sich die Degranulationsreaktion der Granulozyten
mit fmlp nur unzureichend, bzw. gar nicht auslosen 146t. Hingegen zeigte sich nach A23187
Stimulation eine gute photometrisch bestimmbare Substratumsetzung, welche indirekt eine
Elastase-Ausschiittung beweist und einen deutlichen LPS-Priming-Erfolg zeigte. Die PMN
der folgenden Versuche wurden gleichzeitig mit IL-13 (0,Ing — 10ng/ml) und LPS (10ng,
100ng/ml) inkubiert. Nach der Stimulation der PMN mit A23187 konnte besonders in der
100ng LPS-Reihe fiir die mittlere IL-13 Konzentration (Ing/ml) eine Hemmung des “LPS-
Primings* beobachtet werden, welche bei hoheren IL-13 Konzentrationen wieder verschwand
(Abb.14). Zusitzlich ist in Abb.14 die Kontrollreihe ohne LPS-Zusatz dargestellt sowie die
Reihe mit 10ng/ml LPS-Zusatz.

In der Reihe ohne LPS-Zusatz sowie in der 10ng LPS-Reihe konnte durch die Inkubation der

PMN mit IL-13 keine signifikante Verdnderung der Elastase-Ausschiittung erreicht werden.

Da unter anderem die 5-Lipoxygenase-Metabolite wie LTB4 und 5-HETE iiber auto- und
parakrine Mechanismen einen umfangreichen EinfluB3 auf das Reiz-Antwort-Verhalten der
Granulozyten ausiiben, sollte in einer folgenden Versuchsreihe deren Auswirkung auf die
durch LPS und IL-13 geprimte Degranulationsreaktion untersucht werden. Dazu wurden die
Zellen unter den gleichen Bedingungen wie oben beschrieben gleichzeitig mit LPS und IL-13
inkubiert. Bei der anschlieBenden Stimulation mit A23187 wurden simultan zur Stimulusgabe
10uM AA/ml der Suspension zugesetzt. In weiter unten beschriebenen Versuchen fiihrte die
Zugabe von 10uM AA zu einer Steigerung der Leukotriensynthese. Die nach Stimulation
gemessenen Elastase-Werte waren in ihrem Umfang zwar gesteigert, es konnten jedoch im
Hinblick auf die gleichzeitige Inkubation mit IL-13 keine weiteren Informationen gewonnen

werden.
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Abbildung 14

10 x 10° PMN / ml wurden gleichzeitig fiir 2 Stunden mit IL-13 (0,1 - 10ng/ml), LPS (10ng, 100ng/ml) und
einem 1% -igen Zusatz von autologem hitzeinaktivierten Serum zum Versuchspuffer inkubiert und
anschliefend mit 1 pM A23 stimuliert. Die mitgefiihrten Kontrollansiitze (Ong/ml IL-13) der jeweiligen
Reihen wurden ohne IL-13 inkubiert. Hier aufgezeigt sind die Ergebnisse der IL-13 Konzentrationen
(I1ng, 10ng/ml). Die Elastase-Aktivitiit im Zelliiberstand wurde als Degranulationsmarker gewertet und in
numol Substratumsatz x Minute” x Liter” = (U/l) angegeben. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte (+/-

SEM) aus 4 unabhiingigen Experimenten. [* =p < 0,05 vs. 0 ng/ml IL-13].
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4. EinfluB von Interleukin 13 auf den 5-Lipoxygenase-Metabolismus

Durch LPS-priming kommt es zu einer Aktivierung der Leukotriensynthese, gleichzeitig
entfaltet Interleukin 13 einen hemmenden Einfluf3 auf den 5-Lipoxygenase-Metabolismus.

In einer weiteren Versuchsreihe wurden die Auswirkungen der Koinkubation von Interleukin
13 und LPS auf die Leukotriensynthese untersucht. Dazu wurden Granulozyten unter den
gleichen Versuchsbedingungen, die zuvor zur Verdnderung der Degranulationsreaktion
gefiihrt haben, inkubiert und mit 1uM A23187 und freier Arachidonsédure stimuliert. Die nach
Stimulation in den Zelliiberstand freigesetzten 5-Lipoxygenase-Metaboliten wurden nach
Festphasenextraktion mittels HPLC quantifiziert. Es konnten das LTB4 und seine Omega-
Oxidationsprodukte, die nicht enzymatisch entstandenen Zerfallsprodukte des LTA4, sowie
das 5-HETE chromatographisch aufgetrennt werden.

Die Zugabe von freier Arachidonsdure (10uM) zum Stimulationspuffer fithrt zur
Unabhéngigkeit der granulozytidren Leukotriensynthese von der Mobilisation endogener
Arachidonsédurepools, so da3 die Arachidonsdure-Freisetzung nicht mehr den limitierenden
Faktor der Leukotriensynthese darstellt. Fiir diese Versuchsanordnung wurden die Zellen der
Kontrollgruppe wieder ausschlieBlich mit LPS (10ng, 100ng/ml) und die {ibrigen Zellansétze
mit LPS (10ng, 100ng/ml) und IL-13 (1ng, 10ng/ml) fiir 2 Stunden koinkubiert. Simultan zur
Stimulusgabe (IuM A23) erfolgte die Applikation von Arachidonsdure (10uM). Die
nachfolgend im Zelliiberstand quantifizierten Konzentrationen der 5-Lipoxygenase-
Metaboliten lagen deutlich hoher als man sie im Vergleich zu Versuchsansidtzen ohne
Arachidonsédure finden kann. Es zeigt sich ein LPS-Priming-Erfolg in den Kontrollgruppen,
der fiir die im LTA4-Decay zusammengefassten LTA4-Hydrolyseprodukte deutlicher
ausgefallen ist. Uberdies zeigt IL-13 in der Gruppe der Zellen, welche mit 100ng/ml LPS
inkubiert wurden, eine auffillige Hemmung der Leukotriensynthese. Diese wurde fiir die
Leukotriene LTB4 und 5-HETE signifikant. Dargestellt sind die Ergebnisse der einzelnen
Metabolite in den Abb.15a-c.
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Abbildung 15a

10 x 10° PMN/ml wurden fiir 2 Stunden mit LPS (10ng, 100ng/ml) und IL-13 (Ing, 10ng/ml) in einem
Puffer mit 1%-igem Zusatz von autologem hitzeinaktivierten Serum inkubiert. Eine mitangelegte
Kontrollgruppe (Ong/ml IL-13) wurde nur mit LPS und Serum inkubiert. Danach erfolgte simultan zur
Stimulusgabe (1nM A23) die Applikation von freier Arachidonsiure (10uM). In der Kontrollgruppe zeigt
sich die Aktivierung der Leukotriensynthese durch das LPS-priming. In den Zellansitzen, welche mit
100ng/ml LPS inkubiert wurden (graue Siulen), entfaltet sich eine signifikante Hemmung der
Leukotriensynthese durch die Koinkubation mit IL-13. Hier dargestellt ist die LTB,-Freisetzung
(Mittelwerte +/- SEM aus 4 Versuchen). [* =p < 0,05 vs. 0 ng/ml IL-13].
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Abbildung 15b

10 x 10° PMN/ml wurden fiir 2 Stunden mit LPS (10ng, 100ng/ml) und IL-13 (Ing, 10ng/ml) in einem
Puffer mit 1%-igem Zusatz von autologem hitzeinaktivierten Serum inkubiert. Eine mitangelegte
Kontrollgruppe (Ong/ml IL-13) wurde nur mit LPS und Serum inkubiert. Danach erfolgte simultan zur
Stimulusgabe (1nM A23) die Applikation von freier Arachidonsiure (10uM). In der Kontrollgruppe zeigt
sich signifikant die steigernde Tendenz des LPS-Primings. In den Zellansétzen, welche mit 100ng/ml LPS
inkubiert wurden (graue Séulen), prisentiert sich eine Hemmung der Leukotriensynthese durch die
Koinkubation mit IL-13. Hier dargestellt ist die LTA,-Synthese anhand der nicht enzymatischen
Spaltprodukte des LTA, (Diastereomere des 6-trans-LTB, und des 5,6-di-HETEs, zusammengefasst als
LTA,-decay). Angegeben sind die Mittelwerte +/- SEM aus 4 Versuchen.
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10 x 10° PMN/ml wurden fiir 2 Stunden mit LPS (10ng, 100ng/ml) und IL-13 (Ing, 10ng/ml) in einem

Puffer mit 1%-igem Zusatz von autologem hitzeinaktivierten Serum inkubiert. Eine mitangelegte

Kontrollgruppe (Ong/ml IL-13) wurde nur mit LPS und Serum inkubiert. Danach erfolgte simultan zur

Stimulusgabe (1nM A23) die Applikation von freier Arachidonsiure (10uM). In der Kontrollgruppe zeigt

sich tendenziell die aktivierende Wirkung des LPS-Primings, wenn auch der Zellansatz mit 10ng/ml LPS

(weile Siule) aus dem Verlauf herausfillt. In den Zellanséitzen, welche mit 100ng/ml LPS inkubiert

wurden (graue Séulen), prisentiert sich eine signifikante Hemmung der Leukotriensynthese durch die

Koinkubation mit IL-13. Hier dargestellt ist die Freisetzung des S-HETEs (Mittelwerte +/- SEM aus 4

Versuchen). [* =p < 0,05 vs. 0 ng/ml IL-13].
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5. EinfluB von Interleukin 13 auf den PAF Metabolismus

Der durch LPS-priming gesteigerte PAF-Metabolismus kann durch die zusdtzliche Inkubation
mit Interleukin 13 nicht beeinflufit werden.

Eine weitere wichtige ReaktionsgroBe der Neutrophilen Granulozyten stellt die Synthese des
Pléattchen-Aktivierenden-Faktors (PAF) dar. In einer Versuchsreihe haben wir den singulidren
Effekt einer LPS Inkubation und die mogliche Auswirkung einer gleichzeitigen Inkubation
mit Interleukin 13 auf den Granulozyten untersucht. Dazu wurden 10 x 10° PMN/ml fiir 2
Stunden mit [L-13 (Ing , 10ng/ml) und LPS (10ng, 100ng/ml) inkubiert und anschlieend mit
0,1uM fmlp stimuliert, bevor die Zellen einem Lipidextraktionsverfahren unterzogen werden
konnten, welches den PAF fiir einen Bioassay extrahierte. Die gewonnenen Ergebnisse
(Abb.16) zeigen die steigernde Wirkung des LPS-Primings, sowie die Unverdnderbarkeit des
Priming-Erfolges durch die gleichzeitige Inkubation mit IL-13.
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Abbildung 16

Nachdem 10 x 10° PMN / ml gleichzeitig fiir 2 Stunden mit IL-13 (I1ng, 10ng/ml), LPS (10ng, 100ng/ml)
und einem 1% -igen Zusatz von autologem hitzeinaktivierten Serum zum Versuchspuffer inkubiert und
anschliefend mit 0,1 pM fmlp stimuliert wurden, erfolgte die Extraktion von freiem und zellgebundenem
PAF. Das gewonnene PAF wurde in einem Bioassay durch seine Wirkung auf Kaninchenthrombozyten
([3H]-Serotonin-Freisetzung) quantifiziert. Die PAF-Synthese ist nach dem Auftragen -einer
Standardreihe graphisch ermittelt worden und prozentual zur maximalen Freisetzung dargestellt (jeweils

Mittelwerte +/- SEM aus 4 unabhiingigen Experimenten).
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IV. Diskussion

1. Interleukin 13 verstarkt den LPS geprimten Respiratorischen Burst

LPS besitzt die Fahigkeit Zellen zu aktivieren und ihre Antwort auf einen zweiten Stimulus zu
verstirken. So reagieren PMN auf das ,,priming* mit LPS z.B. durch eine Steigerung des
Oxidativen Bursts, der Degranulationsreaktion und der LTB4-Synthese. Wie stark die
Zellreaktion auf das exogen angebotene LPS ausfillt, hingt von verschiedenen Faktoren ab.
So gibt es verschiedene Makrophagen-Populationen, die aufgrund ihre Lokalisation chronisch
(Lamina propria des Darmes, Leber oder Entziindungsgebieten) sehr hohen LPS
Konzentrationen ausgesetzt sind. Es wire fir den Wirt fatal, wiirden diese Zellpopulationen
im gleichen Mafle auf ein LPS-priming reagieren wie periphere Makrophagen (Matthew &
Hume, 1996). Ein weiterer wichtiger Faktor fiir das AusmaR der Zellreaktion auf LPS ist das
vorliegen von LBP im Serum, was zur Komplexbildung mit LPS und Bindung an den
spezifischen CD14 Rezeptor fiihrt. Insgesamt hat die Komplex-Bildung eine
Reaktionsverstiarkung zur Folge.

Wir konnten zeigen, da3 die 1%-ige Zugabe von Serum und damit die Zugabe von LBP zum
Inkubationsmedium den LPS-Priming-Erfolg des Respiratorischen Burst maximal um den
Faktor 5,1 steigern konnte, wobei im Vergleich geringere LPS Konzentrationen (max.
100ng/ml) notig waren. Der optimale sekunddre Stimulus fiir diese Reaktion waren 0,1 pM
fmlp, die optimale Inkubationszeit waren 2 Stunden. Diese von uns in Vorversuchen
gefundenen optimalen Inkubationszeiten und Stimulus Konzentrationen entsprechen den
bisherigen Verdffentlichungen {iber Inkubation und Stimulation von PMN (Guthrie et al.,
1984).

Nachdem durch die entsprechende Vorgehensweise die Reproduktion des Primings des
Oxidativen Burstes gelungen war, sollte die eigentliche Fragestellung, ob der Respiratorische
Burst durch die Inkubation der Zellen mit Interleukin 13 zu beeinflussen ist, bearbeitet
werden. Dazu wurde ein Versuchsansatz gewihlt, bei dem die Zellen mit LPS und IL-13
koinkubiert wurden. Dieser Ansatz hat den Vorteil einer gréBeren Realitdtsnihe zum
entziindlichen Geschehen gegeniiber einer alleinigen Inkubation mit IL-13, obwohl auch
dieser Inkubationsansatz im Vergleich zu den komplexen Reaktionen in vivo nur ein
reduziertes Modell darstellt.

Die Konfrontation der Zellen mit IL-13 zeigte tendenziell eine zusétzliche Steigerung der

fmlp-induzierten Sauerstoffradikalgenerierung. Besonders bei hoheren IL-13 Konzentrationen
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(10ng/ml) 148t sich dieser Effekt beobachten. In einem néchsten Schritt erfolgte der 1%-ige
Serumzusatz zum Inkubationspuffer. Auch bei diesem Versuchsansatz zeigte I1L.-13 die schon
zuvor beobachtete tendenzielle Burststeigerung, wobei der Serumzusatz zu der bereits
beschriebenen Sauerstoffradikal-Produktion auf hoherem Niveau fiihrte.

Bussolati und Mitarbeiter haben den gleichen Effekt der Steigerung der O, Synthese durch
ein dem IL-13 vergleichbaren Zytokin, dem IL-10, beobachtet. In ihrer Versuchsdurchfithrung
wirkten LPS und IL-10 auf PMN und Monozyten ein und fiihrten zu einer zeitabhidngigen
Steigerung der O, Synthese (Bussolati et al., 1997).

Andere Arbeitsgruppen fanden widerspriichliche Ergebnisse bzgl. des direkten und des
priming Effektes von anti-inflammatorischen Zytokinen auf den Oxidativen Burst von PMN.
So haben Réglier-Poupet und Mitarbeiter die Auswirkung der anti-inflammatorischen
Zytokine IL-10, IL-4 und IL-13 auf die H>O, Produktion von PMN in Vollblut, die mit TNFa
geprimt und mit fmlp stimuliert wurden, untersucht. Sie kamen zu dem Ergebnis, dal die
Interleukine keinen EinfluB3 auf den TNFa geprimten Burst zeigen und halten es fiir moglich,
dal} insbesondere die Isolationsverfahren anderer Autoren, die bereits Effekte beobachtet
haben, fiir diese ,,Artefakte verantwortlich sind (Réglier-Poupet et al., 1998).

Sozzani und Mitarbeiter berichten, dal IL-13 den Protein Kinase C-getriggerten Oxidativen
Burst in humanen Monozyten supprimiert. Diese Beobachtung erhielten sie durch die
Stimulation von Monozyten mit dem PKC Aktivator 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate
(TPA), nachdem sie 5 Minuten vorher IL-13 zugesetzt hatten (Sozzani et al., 1995).

Dariiber hinaus fanden Laichalk und Mitarbeiter ebenfalls einen inhibitorischen Effekt von
IL-10 auf die Superoxid Produktion von PMA (phorbol 12-myristate 13-acetate, PKC-
Aktivator) stimulierten Zellen (Laichalk et al., 1996).

Zusammenfassend 148t sich sagen, dal Wirkungen von Interleukin 13, oder auch von
Interleukin 10 maBgeblich von dem Versuchsautbau, den benutzten Stimuli, den untersuchten
Priming-Agenzien und vom Zelltyp abhidngen. Eine endgiiltige SchluBfolgerung ist derzeit

nicht méglich.



DISKUSSION Seite 64

2, Interleukin 13 fuhrt uUber eine vermehrte Aktivierung der
Proteinkinase C zu einer Steigerung der Superoxidanion Radikal

Produktion

Wie schon zuvor beschrieben flihrt die zusétzliche Inkubation mit IL-13 zu einer Steigerung
der LPS aktivierten Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies. In der untersuchten
Versuchsreihe kam der Proteinkinase C Inhibitor Bisindolylmaleimide, ein potenter und
hochselektiver PKC Inhibitor, der fiir die Authebung der NADPH-Oxidase vermittelten O,
Produktion bekannt ist, zum Einsatz (Cabanis et al., 1996). In allen drei angelegten
Versuchsreihen fiihrte der Zusatz des Inhibitors zu einer deutlichen Hemmung des fmlp-
ausgelosten oxidativen Burstes. Die Bestimmung der inhibitorischen Konzentrationen von
50% (ICsp) ergab fiir die Reihe der LPS-geprimten Superoxidanion Radikal Produktion einen
Wert von 1,22 uM und fiir die mit LPS und IL-13 inkubierte Reihe einen Wert von 1,46 uM.
Dieses Ergebnis zeigt, daB3 eine erhohte Konzentration an Bisindolylmaleimide bendtigt wird,
um den durch IL-13 gesteigerten Effekt zu unterdriicken. Diese Beobachtung kann nun aber
auch im umgekehrten Sinne interpretiert werden und 148t die Schlulfolgerung zu, daf3 IL-13
seine steigernde Wirkung auf den oxidativen Burst durch eine vermehrte Aktivierung von
Proteinkinase C vermittelt. Die Aktivierung der Proteinkinase C erfolgt iiber die fmlp-
Rezeptor- und G-Protein-vermittelte Aktivierung der Phospholipase C, wodurch es zur
Bildung der aktiven “Second Messengers® Ins(1,4,5)P; und Diacylglycerol (DAG) kommt.
Ins(1,4,5)P; 16st die Freisetzung von intrazelluldr gespeichertem Kalzium aus, welches
zusammen mit dem gebildeten DAG die Proteinkinase C aktiviert. Interleukin 13 konnte auf
einer Stufe der Signaltransduktionskette bis hin zur Proteinkinase C EinfluB auf deren
Aktivierung nehmen. Eine genauere Untersuchung der mdglichen Verdnderungen an der
Signaltransduktionskette durch IL-13 steht noch aus.

Studien wie die von Sozzani und Mitarbeiter, die TPA als direkten Aktivator der PKC
benutzen, um den oxidativen Burst auszulosen, lassen Stufen in der Kette der
Signaltransduktion aus. Dies mag eine Erkldrung fiir die anscheinend widerspriichlichen IL-

13 Effekte sein.
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3. Interleukin 13 fuhrt zur Hemmung der LPS getriggerten

Degranulationsreaktion

In einer weiteren Versuchsreihe zum granulozytiren Verhalten konzentrierten wir uns auf die
Degranulationsreaktion. Zundchst konnten wir zeigen, dafl die Inkubation der Zellen mit LPS
und der nachfolgenden unspezifischen Stimulation mit dem Calciumionophor A23187 zu
einer LPS-konzentrationsabhéngigen Steigerung der Granula Ausschiittung fiihrte. In einem
néchsten Schritt inkubierten wir die Zellen gleichzeitig mit LPS und Interleukin 13. Mit dieser
Versuchsanordnung konnten wir zeigen, da IL-13 zu einer konzentrationsabhidngigen
Hemmung der Degranulationsreaktion fahig ist. Es war zu beobachten, dafl IL-13
Konzentrationen bis einschlieBlich 1ng/ml zu einer sukzessiven Hemmung der FElastase-
Ausschiittung fiihrte, die bei ansteigenden IL-13 Konzentrationen wieder auf das Niveau des
Referenzwertes zuriickkehrte.

Wie die von uns bis hierher gewonnenen Ergebnisse zeigen, hat IL-13 nicht ausschlieBlich
anti-inflammatorische Eigenschaften sondern moduliert auf unterschiedliche Weise
granulozytire Reaktionen. Bei komplexen Versuchsanordnungen ist es oft schwierig, die
verdndernde GroBe genau zu erfassen. So konnte der steigernde Effekt auf den Oxidativen
Burst durch eine Verunreinigung des IL-13 mit LPS erklédrt werden. Der jedoch gegensinnige
(hemmende) IL-13 Effekt in der Degranulations-Versuchsreihe wiederlegt eine solche
Vermutung.

Bisher gibt es keine Untersuchungen von anderen Autoren, die den EinfluB3 von Interleukin 13
auf die Degranulationsreaktion untersucht haben. Eine Studie von Kusner und King
beschreibt einen hoch-regulierenden EinfluB im Sinne von autocrinen und paracrinen
Funktionen von extrazelluldrer Protease (Elastase) in Entziindungsgebieten auf den
Oxidativen Burst (Kusner & King, 1989). Ob auch im umgekehrten Falle Sauerstoffradikale
innerhalb eines inflammatorischen Bezirkes einen verstdrkenden Einflu3 auf die Freisetzung
von Granula haben, ist bisher noch nicht beschrieben worden. Diese Theorie wiirde jedoch
einen Erkldrungsansatz fiir die von uns gewonnene Beobachtung bieten die zeigte, da3 IL-13
bis zu einer bestimmten Konzentration einen hemmenden Einflu} auf die Granula Exozytose
entfaltet und bei weiterer Konzentrationssteigerung diese Wirkung wieder verschwindet. Es
wire denkbar, dafl IL-13 an sich die Elastase-Ausschiittung hemmt und iiber eine weitere
Zellreaktion im Sinne von Kusner et al. diese Hemmung wieder aufgehoben wird. In unserer

Versuchsanordnung konnte eine erhohte Ausschiittung von Sauerstoffradikalen, wie wir sie
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bei steigenden IL-13 Konzentrationen beobachtet haben, in den Versuchspuffer iiber para-
und autokrine Mechanismen zu einer Steigerung der Granula Exozytose gefiihrt haben. Dieser
para- bzw. autocrine Einflufl hitte dann eine stirkere Zellwirkung als der hemmende IL-13
Stimulus. Zu diesem Zeitpunkt ist jedoch dieser Erkldrungsansatz nach meiner Einschiatzung

eine erneute Arbeitshypothese, die durch Versuche iiberpriift werden miif3te.

4. Unter inflammatorischen Bedingungen hemmt Interleukin 13 den 5-

Lipoxygenase-Metabolismus

Um einen in vivo ablaufenden inflammatorischen Proze so umfassend wie mdglich
nachzustellen, wurde in der Versuchsreihe der Lipidmediatorsynthese dem Stimulationspuffer
freie Arachidonsdure hinzugegeben. Dies potenziert die Leukotriensynthese und macht sie
unabhingig von dem limitierenden Faktor der Arachidonsdure-Freisetzung durch die
Phospholipase A;. In vivo sind wéhrend eines inflammatorischen Geschehens Zelltypen wie
Mastzellen oder vaskuldre Endothelzellen an der Freisetzung von Arachidonsdure beteiligt,
die dann fiir die Leukotriensynthese in Neutrophilen Granulozyten bereitsteht (Grimminger et
al., 1991; Murakami et al., 1992). Wir konnten mit unserem Versuchsaufbau zeigen, daf3
Granulozyten unter inflammatorischen Bedingungen mit einer Steigerung der
Lipidmediatorsynthese reagieren. Dazu wurden die Zellen zundchst mit LPS inkubiert und
anschlieBend mit AA und A23187 stimuliert. In einer weiterfiihrenden Versuchsanordnung
war es uns dann moglich, diesen durch LPS gesteigerten Leukotrien-Metabolismus mittels
Interleukin 13 zu unterdriicken. Es kam dabei zur quantitativen Abnahme von 5-HETE, LTB4
und den LTA4 Hydrolyse Produkten, die alle 5S-HPETE als gemeinsame Ausgangssubstanz
haben.

Der initiale Schritt in der Leukotrienbiosynthese ist die Aktivierung von Phospholipase A,
(PLA;,), die Membranphospholipide hydrolysiert, um Arachidonsidure (AA) frei zu setzen.
Dieser erste Schritt konnte durch die Zugabe von freier AA in unsere Versuchsanordnung
umgangen werden. In einer Calcium- und ATP-abhingigen Reaktion kommt es in Folge zur
Aktivierung der zytosolischen 5-Lipoxygenase (5-LO), welche zur Zellkernmembran
transloziert und dort mit einem Membranprotein, dem 5-Lipoxygenase-Aktivierenden-Protein
(FLAP) interagiert. Nach neuesten Kenntnissen iibernimmt FLAP in diesem biosynthetischen
Prozel} eine AA-weiterreichende Rolle, bei dem AA an FLAP bindet und der 5-LO zur
Verstoffwechselung prisentiert wird (Peters-Golden, 1998). Das zunidchst entstehende
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Zwischenprodukt ist 5-HPETE, welches eine sofortige weitere enzymatische Umsetzung
erfahrt.

Unsere Theorie tiber den Mechanismus der Interleukin 13 hemmenden Wirkung begriindet
sich auf der Tatsache, dal} es zur gleichzeitigen Hemmung von 5-HETE, LTB4 und den LTA4
Hydrolyse Produkten kommt, die alle ein und dieselbe Ausgangssubstanz haben, und daf3 der
Stoffwechselprozell Phospholipase A, unabhingig ist. Ein moglicher Angriffspunkt des IL-13
wire entweder eine Hemmung der 5-LO selbst oder des FLAP’s. Die beschriebene Theorie ist

noch einmal in Abb.17 dargestellt.

cPLA
Zytosol

AA

l’)

\/

Abbildung 17

Der initiale enzymatische Schritt in der Leukotrien Biosynthese lduft an der Membran des Zellkerns ab.
Zytosolische Phospholipase A, (cPLA;) transloziert zur Kernmembran, um dort Phospholipide zu
hydrolysieren und Arachidonsiure (AA) frei zu setzen. Die freigewordene AA bindet an das ebenfalls an
der Kernmembran lokalisierte 5-Lipoxygenase-Aktivierenden-Protein (FLAP) und wird durch dieses der
5-Lipoxygenase (5-LO) prisentiert, welche selbst zum Zeitpunkt der Aktivierung zur Kernmembran
gewandert ist. Im Verlauf der Synthese entstehen aus der enzymatischen AA Umsetzung die Leukotriene
(LT). Ein moglicher Angriffspunkt des Interleukin-13 (IL-13) wire entweder das FLAP oder die 5-LO
(siehe Text); (Abb. frei nach Peters-Golden, 1998).
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Eine weitere Veroffentlichung, die sich mit den Auswirkungen von IL-13 auf die
granulozytire Leukotrien-Biosynthese beschéftigt, stammt von Zaitsu und Mitarbeiter (Zaitsu
et al., 2000). In den Versuchsansitzen dieser Arbeit wurden PMN’s von gesunden Spendern
allein mit IL-13 fiir bis zu 9 Stunden inkubiert, um dann mit A23187 stimuliert zu werden.
Die Ergebnisse zeigten eine gesteigerte LTB4-Synthese, die mit der dritten Stunde begann und
thr Maximum nach der sechsten Stunde hatte. Weiterfithrende Untersuchungen zeigten eine
gesteigerte Protein-Synthese der LTA4 Hydrolase als die wahrscheinliche Ursache. Ebenfalls
untersucht wurde die Protein-Synthese von cPLA; und 5-LO, die sich unveréndert darstellten.
Diese Ergebnisse legen nahe, da3 IL-13 transcriptional oder post-transcriptional die LTB4
Synthese auf der Ebene der LTA4 Hydrolase hochreguliert.

Dieses sehr interessante und zu unseren Versuchen zundchst widerspriichliche Ergebnis
wurde unter ginzlich anderen Versuchsbedingungen durchgefiihrt. So fanden unsere
Versuche unter inflammatorischen Bedingungen statt, bei denen die Zellen wéhrend der
Inkubation mit IL-13 gleichzeitig einem LPS Stimulus ausgesetzt waren und kurz vor der
reaktionsauslosenden A23187 Stimulation zusétzlich mit AA konfrontiert wurden. Dartiber
hinaus beendeten wir bereits nach 2 Stunden die Inkubationszeit, noch bevor die gesteigerte
LTA4 Hydrolase Proteinbiosynthese in den oben genannten Versuchen ihre Auswirkungen
zeigte.

Es bleibt also festzuhalten, dal3 sowohl der untersuchte Zeitraum als auch das Milieu
(inflammatorisch), in welchem sich die Zellen befinden, einen Einflu3 auf die Wirkungsweise

des IL-13 zu haben scheinen.

5. Unter inflammatorischen Bedingungen kommt es zur Steigerung

der PAF Biosynthese, die sich durch IL-13 nicht beeinflussen laRt

Ein weiterer Vertreter aus der Gruppe der bioaktiven Lipiden neben den Leukotrienen ist der
Plattchen-aktivierende Faktor (PAF), der unter anderem von polymorphkernigen
Granulozyten gebildet wird. Fiir uns war die Fragestellung interessant, in wie weit sich der
PAF Metabolismus durch IL-13 unter inflammatorischen Bedingungen beeinflussen 148t. Wir
haben beobachtet, da3 PMN, welche mit LPS inkubiert wurden, nach Stimulation mit fmlp
eine Steigerung der PAF-Synthese in Abhédngigkeit von der LPS Konzentration zeigten. Eine
zusitzliche Inkubation der PMN mit IL-13 vermochte es nicht die durch LPS ausgeloste

Synthesesteigerung zu verdndern.
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Bussolati und Mitarbeiter beschreiben in einer ihrer Arbeiten, dafl LPS einen stimulierenden
Effekt auf die PAF Synthese hat. Sie konnten zeigen, dal3 sich dieser Effekt mit einem anti-
CD14 monoclonalen Antikdrper unterdriicken lie8 und konnten ebenso nachweisen, daf3 IL-
10 in der Lage war, die durch LPS gesteigerte PAF-Syntheseleistung weiter zu verstdrken.
(Bussolati et al., 1997).

In einer weiteren Studie erwdhnen sie, dal} die alleinige Stimulation der Monozyten oder auch
PMN mit IL-10 nicht ausreicht, um eine gesteigerte PAF-Synthese auszulosen. Dies gelang
erst, als die Zellen mit LPS stimuliert wurden. Ebenfalls wurden Monozyten von Patienten
mit aktivem und inaktivem systemischen Lupus Erythematodes untersucht. Wéhrend die
Monozyten von den Patienten im inaktiven Stadium nicht durch Stimulation mit IL-10 zu
einer gesteigerten PAF-Synthese veranlaflit werden konnten, war dies bei den Monozyten von
Patienten im aktiven Stadium mdoglich. Diese zuletzt genannten Zellen waren also fiir eine IL-
10 Antwort aktiviert und geprimt (Bussolati et al., 2000).

Ob ein Zytokin eine Wirkung an den Zielzellen entfalten kann, hingt also immer von dem
Milieu, in welchem sich die Zellen befinden sowie von der Vorstimulation ab. In unseren
Versuchsanordnungen war IL-13 weder alleine noch unter inflammatorischen Bedingungen

(LPS-Priming) in der Lage, einen Einflufl auf den PAF-Metabolismus zu entfalten.
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V. Zusammenfassung

IL-13 ist ein Polypeptidhormon, welches von aktivierten TH2-Helferlymphozyten gebildet
wird. Es besitzt eine Reihe immunmodulierender Eigenschaften auf B-Lymphozyten,
Makrophagen, Monozyten, PMN und Endothelzellen. Es tritt neben anderen anti-
inflammatorischen Zytokinen wie dem IL-10 und IL-4 wéhrend der immunparalytischen
Phase der Sepsis auf. IL-13 wird in die Gruppe der anti-inflammatorischen Zytokine
eingeordnet, weil es in vitro die FEigenschaft besitzt, die Produktion von pro-
inflammatorischen Zytokinen wie TNFa, IL-1, IL-6 sowie IL-8 zu unterdriicken. Wenige und
teilweise widerspriichlich erscheinende Informationen sind bisher {iber die direkte und die
primende Wirkung von IL-13 auf PMN bekannt.

In dieser Arbeit wurde experimentell unter inflammatorischen Bedingungen die Wirkung von
IL-13 auf den granulozytiren Oxidativen Burst, die Degranulationsreaktion sowie den
Lipidmediatorstoffwechsel untersucht.

Durch LPS lieB sich der fmlp-induzierte Oxidative Burst steigern. Eine weitere Steigerung
war durch die Zugabe von Serum zum Inkubationspuffer moglich. Die zusitzliche Inkubation
der PMN mit IL-13 fiihrte tendenziell zu einer weiteren Verstiarkung des Oxidativen Burstes.
Der Einsatz des PKC Inhibitors Bisindolylmaleimide fiihrte sowohl in der Versuchsreihe mit
IL-13 als auch ohne IL-13 zu einer Hemmung des Oxidativen Burstes. Nach der Inkubation
mit [L-13 zeigte sich, daB3 im Vergleich eine hohere 1Csy nétig war. Diese Beobachtung 1403t
die SchluBlfolgerung zu, dafl IL-13 auf einer Stufe der Signaltransduktionskette bis hin zur
PKC EinfluB auf deren Aktivierung nimmt.

Weiterhin konnten wir zeigen, daf3 IL-13 zu einer Hemmung der Degranulationsreaktion fahig
ist. IL-13 Konzentrationen bis einschlieBlich Ing/ml fiihrten zu einer dosisabhidngigen
Hemmung der Elastase-Ausschiittung, die bei ansteigenden IL-13 Konzentrationen wieder auf
das Niveau des Referenzwertes zuriickkehrte. Eine Erklarung fiir diesen Sachverhalt konnte
die vermehrte Bildung von Sauerstoffradikalen bei hoheren IL-13 Konzentrationen sein, die
im Sinne von autocrinen und paracrinen Funktionen Einflul auf die Degranulationsreaktion
nehmen.

Die untersuchten Auswirkungen von IL-13 auf die Lipidmediatorsynthese umfaflten die
Leukotriensynthese und den PAF-Metabolismus.

Die Leukotriensynthese konnte unter inflammatorischen Bedingungen, d.h. unter Zugabe von
LPS und AA zum Inkubationspufter, gesteigert werden. Relevant fiir unsere Untersuchungen

waren die Zerfallsprodukte des LTA4, das LTB4 und das 5-HETE. Durch die zusétzliche Gabe
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von IL-13 kam es zur Hemmung der zuvor genannten Syntheseprodukte. Da die untersuchten
Lipoxygenase-Produkte sich von 5-HPETE ableiten und die Synthese durch die Gabe von AA
unabhingig von der PLA2 war, muf3 der Einfluf3 von IL-13 vor diesem Syntheseschritt liegen.
Die von uns gewonnenen Ergebnisse im Rahmen der PAF-Synthese Untersuchungen zeigen
eine steigernde Wirkung des LPS-Priming sowie die Unverdnderbarkeit des Priming-Erfolges
durch die gleichzeitige Inkubation mit IL-13.

IL-13 wird bisher in die Gruppe der anti-inflammatorischen Interleukine eingeordnet. Die von
uns gewonnenen Ergebnisse in Bezug auf die granulozytire Leukotriensynthese und die
Degranulationsreaktion bestitigen diese Einordnung. Der steigernde EinfluB3 von IL-13 auf
das NADPH Oxidase System widerspricht jedoch dieser Kategorisierung. IL-13 ist ein
Zytokin mit groBtenteils anti-inflammatorischer Wirkung, das unter inflammatorischen

Bedingungen auf Teile des PMN Stoffwechsels pro-inflammatorisch wirken kann.
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VI. Summary

IL-13 is a polypeptide hormone which derives from activated TH2-lymphocytes.
B-lymphocytes, macrophages, monocytes, PMN and endothelial cells respond to its range of
immunomodulating properties. IL-13 appears during the immunoparalytic phase of sepsis,
along with other anti-inflammatory cytokines such as IL-10 and IL-4. It is placed in the group
of anti-inflammatory cytokines as it has the in vitro property of suppressing the production of
pro-inflammatory cytokines such as TNFa, IL-1, IL-6 and IL-8. At present, little and
seemingly partially contradictory information is known about the direct and the priming effect
of IL-13 on PMN.

In this experimental research, the effect of IL-13 under inflammatory conditions on the PMN

oxidative burst, degranulation, as well as the lipid mediator metabolism were examined.

The fmlp-triggered oxidative burst was enhanced by LPS. It was possible to further enhance
the LPS response through the addition of serum to the incubation buffer. Additional
incubation of PMN with IL-13 tended to further amplify the oxidative burst. The use of PKC
inhibitor bisindolymaleimide in a series of experiments, both with and without IL-13, led to
the inhibition of the oxidative burst. In the series with IL-13, a higher ICsy was necessary to
inhibit the oxidative burst in comparison to the series without. This observation led to the
conclusion that IL-13 influences the activation of PKC during stages in the signal transduction
chain.

Furthermore we were able to show that IL-13 is capable of inhibiting degranulation. IL-13
concentrations up to and including Ing/ml led to a dose-dependent inhibition of the elatase
release which, with increasing IL-13 concentrations, returned once again to the level of
reference. An explanation for this fact could be the increased formation of oxygen radicals
with higher IL-13 concentrations which influences degranulation through autocrine and
paracrine mechanisms.

The examined effects of IL-13 on the lipid mediator synthesis included leukotrien synthesis
and PAF metabolism.

The leukotrien synthesis could be increased under inflammatory conditions, i.e. through the
addition of LPS and AA to the incubation buffer.

The LTA4 decay, LTB4 and 5-HETE were relevant for our examination, the inhibition of
these synthesis products being possible with IL-13.
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Since the examined lipoxygenase products derive from 5-HPETE and the synthesis did not
depend on PLA2 through the addition of AA to the incubation buffer, IL-13 must have an
influence prior to this synthesis step.

Our results in relation to the PAF synthesis examination show an increasing effect of the LPS-
priming as well as the unchangeability of the priming success through the concurrent
incubation with IL-13.

At present IL-13 is placed in the anti-inflammatory interleukine group. The results of our
research in relation to the leukotrien synthesis and degranulation of neutrophils confirm this
categorisation. However the increasing influence of IL-13 on the NADPH Oxidase system
contradicts this categorisation.

IL-13 is a cytokine which, for the most part, has an anti-inflammatory effect. It can however
have a pro-inflammatory effect under inflammatory conditions on parts of the PMN

metabolism.
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Vill. Anhang

1. Abkurzungsverzeichnis

AA Arachidonséure

ARDS Adult/Acute Respiratory Distress Syndrome

BSA Bovines Serum Albumin

C Komplementfaktor, z.B. C5a

c-AMP zyklisches Adenosinmonophosphat

CD Oberflichenmolekiil, z.B. CD14 (Cluster of
Differentiation)

c-GMP zyklisches Guanosinmonophosphat

COA Coenzym A

DAG Diacylglycerol

et al. und andere

GDI Guanin Nukleotid Austauschfaktor

GM-CSF Granulocyte/Macrophage Colony-Stimulating
Factor

GPC Glycerophosphorylcholin

GTP Guanosintriphosphat

HETE Hydroxyeicosatetraensidure

HPETE Hydroperoxyeicosatetraensaure

HPLC Hochleistungs-Fliissigkeits-Chromatographie

(High Performance Liquid Chromatography)

Ig Immunglobulin, z.B. IgG, IgE
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INFy
IL
IP

LBP
LPS

MOF

NO
NF-xB

PAF
PBS
PC
phox
PKC
PLA,
PLC
PMN
PVA

Rac2

RaplA
ROS

SIRS

TGFj

TLR
TNFo

Interferon gamma
Interleukin

Inositol-Phosphat

Lipopolysaccharid-bindendes Protein

Lipopolysaccharid

mol/l, z.B. uM, nM
Multiple Organ Failure

Stickstoffmonoxid

Nuclear Factor kappa B

Wahrscheinlichkeit (Possibility)
Plattchen-aktivierender Faktor

Phosphate buffered Saline, Standardpuffer
Phosphatidyl-Cholin

Phagocyte Oxidase

Proteinkinase C

Phospholipase A,

Phospholipase C

Neutrophile Granulozyten

Polyvinylalkohol

low-molecular-mass GTP-binding protein;
gefunden in PMN
low-molecular-weight GTP-binding protein

Reactive Oxygen Species

Systemic Inflammatory Response Syndrome

Transforming Growth Factor beta

Toll-Like-Receptor
Tumor Nekrose Faktor alpha
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VCAM Vascular Cell Adhesion Molecule
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