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| Einleitung

.1 ARDS

Das ACUTE RESPIRATORY DISTRESS SYNDROME (ARDS) ggkennzeichnet durch
einen plotzlichen Krankheitsbeginn mit Lungenveesggwelches bei chirurgischen wie
internistischen Patienten auftritt. Ausgelost widds ARDS durch eine unkontrollierte
systemische Immunantwort, die auch die Aktivierwmn alveolaren Makrophagen und
Granulozyten beinhaltet sowie lokal und systemisckende Mediatoren, die zur Regulation
der Makrophagen und Leukozyten benétigt werten.

ARDS wurde erstmals 1967, damals noch als ADULT RIBATORY DISTRESS
SYNDROM bezeichnet, von $dBAUGH und Kollegen bei Patienten mit akuter Atemnot,
therapierefraktarer Hypoxie, verminderter Lungenpbamce sowie diffusen pulmonalen
Infiltrationen beschriebeh. Das American-European Consensus Conference Coeeitt
verabschiedete schlie3lich 1992 die heute gangipsfenition des ARDS und &nderte die
Bezeichnung ,Adult” in ,Acute”, um der Tatsache Raang zu tragen, dass das ARDS in

allen Altersstufen auftritt. Demnach definiert sitdis ARDS folgendermal3en:

akuter Krankheitsbeginn

beidseits Infiltrationen auf Réntgenaufnahmen

pulmonalarterieller Wedgedruck 18 mmHg bzw. fehlende Zeichen einer linksatrialen
Hypertension

schwere Hypoxamie mit Pa®BiO, < 200 mmHg

Die Kklinisch pradisponierenden Faktoren zur Entling eines ARDS werden in zwei
Kategorien zusammengefasst: pulmonale (direkte) uextrapulmonale (indirekte)

Verletzungen oder Erkrankung@in Tabelle 1 sind die wichtigsten zusammengefasst.
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Pulmonale Extrapulmonale
Verletzung/Erkrankung Verletzung/Erkrankung
Pneumonie Sepsis, septischer Schock
Inhalationstrauma schwere Traumata
Aspiration grof3e chirurgische Eingriffe
Lungenkontusion Massentransfusion

akute Pankreatitis

Tabelle 1: ARDS-pradisponierenflkrankungen

In der Pathogenese unterscheidet man 3 verschideleagen (akut/exsudativ, proliferativ,
fibrotisch), die flieRend ineinander Gbergehen dedcen Schwere und Verlauf stark variieren
konnen.

In der akuten oder exsudativenPhase kommt es zu einer diffusen Schadigung, die
gekennzeichnet ist durch Granulozyten, Makrophageythrozyten, hyaline Membranen und
eiweiBhaltigem Exsudat im AlveolarraimAusgelést wird dieser Vorgang durch eine
Zunahme der Permeabilitat der kapilldren und abreol Membranefi.Die Endothelzellen
und Pneumozyten Typ | schwellen an, die Zell-Zetihdndungen zerreil3en und die alveolare
Membran wird zerstort. Das Ausmal3 des alveolarath&pchadens ist ein wichtiger Marker
fiir die Prognose und das Outcome.

Die proliferative Phase beginnt meist nach 2-3 Wochen. Das gesc¢bailigeolarepithel kann
keine suffiziente Clearance der Alveolarfliissigkeiehr sicherstellé und es wird nicht
mehr gentgend Surfactant gebildet (Proliferatiod derstérung der Pneumozyten Typ 1),
was zu Atelektasen und einem verschlechterten Gamach fihrt® Fibroblasten wandern
durch Lucken in der alveolaren Membran in den diwem Raum und kdnnen dort durch
Kollageneinlagerung fibrotisches Gewebe bilden.li8Bhch kann ein massiver Verlust der
Epithelbarriere auch zu einem septischen Schockefijhwenn eine bakterielle Pneumonie
vorliegt

Nach 3-4 Wochen kann dféorotische Phase erreicht werden, wobei Typ Ill Kollagen tiurc
starres Typ | Kollagen ersetzt wird, was eine vedarte Compliance und erhéhte Resistance
mit unflexiblem Lungengewebe bewirkt. Das AusmaR Bibrose korreliert dabei mit der
Mortalitét?
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Die Klinik zeichnet sich durch Dyspnoe, Hypoxie, Ipanale Infiltrationen und ggf.
Pleuraergiisse aus. Aus diesem akuten Stadium kaindann Uber proliferative Prozesse ein
chronisches Stadium entwickeln. Dabei kommt es udclembildung, Fibrosierung und
Zellproliferation zur zunehmenden Verdickung vondatmel, Epithel und Interstitium.
Resultat ist eine ausgepragte Hypoxie, vergroRafteolarer Totraum und eine verminderte
pulmonale Compliancé. Durch Erhéhung des LungengefaRwiderstandes und des

pulmonalarteriellen Druckes kann sich zudem einsiras Cor pulmonale ausbildéh.

.2 ARDS und Inflammation

1.2.1 Rolle neutrophiler Granulozyten im ARDS

Viele Studien konnten belegen, dass polymorphkermigutrophile Granulozyten (PMN) in
der Pathogenese des ARDS eine zentrale Rolle spfgie sind die dominierende Zelllinie der
Leukozyten im Alveolarraum und der Odemfliissigh&fe PMN haben wichtige Funktionen
im unspezifischen Immunsystem und dienen primar Bkkrobenabwehr. Sie kdnnen
glykolytisch Energie gewinnen und sind in der Lagach im sauerstoffarmem, entziindetem
und schlecht durchblutetem Gewebe zu Uberlebenbilen zum einen sauerstoffabhangig
reaktive Sauerstoffspezies, welche die Zellstr@auwerstoren und Enzyme inaktivieren. Zum
anderen werden sauerstoffunabhéngig Granulakompemesezerniert. Durch Phagozytose
und Phagosombildung werden tber diese kooperatitamden Mechanismen Bakterien und
Gewebetriimmer abgebditDas fragile Gleichgewicht zwischen Nutzen und Semadieser
granulozytdren Eigenschaften spielt bei inflammathen Prozessen eine entscheidende
Rolle. Ist zum einen eine effiziente Abwehr vonhoatenen Erregern essentiell, fuhrt eine
ungebremste und chronische Aktivierung von Grandér durch die oben beschriebenen
Mechanismen zu Gewebeschaden. Hierbei spielen diechon den Granulozyten gebildeten
inflammatorischen Mediatoren eine wichtige Rdlle.

Wahrend inflammatorischer Prozesse produzieren odwmakrophagen in der geschadigten
Lunge Zytokine wie Interleukin-1 (IL-1), -4, -6, 4#d -10 und Tumor Nekrose Faktor alpha
(TNF-a). Aktivierte PMN gelangen durch diese Zytokinerggert und ,versteift* in das
Kapillarbett der Lunge, wo sie adharent werden Ubdr die Endothelwand rollen. Dieser
erste Schritt zur lockeren Anhaftung (,Rolling“) ndidurch Selektine erreicht, eine zu den
Adhésionsmolekilen gehdrende Gruppe von Transmempiboieinen. Dabei korrespondiert
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L-Selektin auf den neutrophilen Granulozyten un8dtektin auf den Endothelzellen mit dem
jeweils entsprechenden Liganden auf der ZielZ&lEine feste Adhasion benétigt dann die
Aktivierung von Integrinen, ebenfalls den Adhéasioogekilen zugehérende Glykoproteine.
PMN prasentiererf,-Integrin (CD11/CD18), dessen Ligand ICAM (intrda&r adhesion
molecule) von vielen korpereigenen Zellen (u.a. dhel- und Bronchialepithelzellen)
gebildet wird***" Nach diesem festen Zell-Zell-Kontakt durchdringéem PMN schlieRlich die
Endothelwand und gelangen so entlang eines Koratemtsgradienten von Chemokinen zum
Ort der Entziindung (,Transmigratiorfy.In Abbildung 1 ist dieser Vorgang schematisch
zusammengefasst.

Rolling
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Transmigration
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ot
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Abbildung 1: Rolling, Adh&si und Transmigration des Granulozyten
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1.2.1.1 Granulozytare Mechanismen der Inflammation

[.2.1.1.1 Degranulierung

Neutrophile Granulozyten enthalten eine Vielzahh vantibakteriellen und zytotoxischen
Substanzen, welche der Phagozytose dienen odenifextrazellularraum abgegeben werden
kobnnen. Diese granulozytaren Enzyme sind zytodwolismnerhalb geschlossener
Kompartimente (Granula, sekretorische Vesikel) lisiext. Die Freisetzung dieser Granula
und sekretorischen Vesikeln im Rahmen der Phago-Exozytose spielt eine tragende Rolle
bei fast allen Aufgaben und Funktionen der PMN n w@r ersten Aktivierung bis hin zur
Zerstérung phagozytierter MikrobéhAber auch die bei tiberschieRenden inflammatorische
Prozessen zu beobachtende Zerstérung extrazetlitxieix sowie Nekrosen sind in diesem
Zusammenhang zu nenn&nZudem enthalten die Granula und Vesikel Membraefme,
welche wahrend der Exozytose in die Zellmembraagmnért werden und Interaktionen mit
der Umgebung sowie benachbarten Zellen erlagbafiahrend der Differenzierung zum
reifen neutrophilen Granulozyten bilden sich die fliese Zellen typischen Granula aus.
Basierend auf ihrem Auftreten im Rahmen der Zdilireg und dem Zeitpunkt ihrer
Mobilisierung bei inflammatorischen Prozessen stfeeidet man drei Klassen von Granula

und sekretorische Vesikel.

Primére oder azurophile Granula

Sie treten bereits im Promyelozytenstadium aufdemrals letzte der verschiedenen Granula
mobilisiert und enthalten in erster Linie Myelopedase, die unter anderem die toxische
Potenz des von der NADPH-Oxidase (Nikotinamid-Adeinucleotid-Phosphat-Oxidase)
gebildeteten KD, steiger?* Daneben finden sich weitere antimikrobielle undomyxische
Peptide wie saure Hydrolasen (saure Phosphatasdannosidase, N-acet{d-
Glucosaminidase), bactericidal/permeability-incnegproteine (BPI) und neutrale Proteasen
(Proteinase-3, Cathepsin G, Elastase), welche aaktivierend auf Lymphozyten,
Makrophagen und Thrombozyten wirk€f° Ein anderer Hauptbestandteil primarer Granula
sind Defensine. Diese kationischen Peptide besgrebreites antimikrobielles Wirkspektrum
sowie chemotaktische Eigenschaften und scheinendéeiPathogenese des ARDS eine

wichtige Rolle zu spielefY.
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Sekundare oder spezifische Granula

Sie entwickeln sich in einem spateren Stadium den@opoese, partizipieren an der Phago-
und Exozytose mit der Freisetzung antimikrobiefeibstanzen und werden schneller als die
primaren, jedoch nach den Gelatinase Granula iiekréft Enzymatische Inhaltsstoffe sind
unter anderem das Glykoprotein Lactoferrin, weldBakterienwachstum durch Bindung von

$2° und die anti-

Eisen limitiert und Membranschaden mit konsekutitgse verursach
mikrobiellen und chemotaktischen Peptide humanebelieidinprotein-18 (hCAP-18) und

Neutrophil Gelatinase-Associated Lipocalin (NGAE).

Gelatinase Granula

Sie erscheinen am Ende der Granulozytenreifung emtialten Uberwiegend Gelatinase.
Gelatinase ist ein in seiner Funktion der Kollagenahnelndes Matrix-degradierendes
Enzym, womit Kollagen aus Basalmembranen und Biedetpe zersetzt werden kann, um
dem Granulozyten die Diapedese zu ermdglichen. ID&xozytose dieser Granula werden
auch Adhasionsmolekile in die Zellwand eingebraslgiche Cytochrom b558, einen
essentiellen Bestandteil der NADPH Oxidase, erghdh

Sekretorische Vesikel

Sie werden durch eine breite Vielzahl inflammaihey Stimuli wie z.B. das bakterielle
Tripeptid n-formyl-L-Methionin-L-Leucin-L-Phenylafan (fMLP), den Lipidmediator
Leukotrien B (LTB,4), TNF-a oder den Komplementfaktor C5a als Erste mobilisagnn sie
sind besonders reich an Rezeptoren, versetzen damlBzyten in einen aktivierten Zustand
und erméglichen eine feste Adhasion mit aktivieriemskularem Endothéf:*' Eine Ubersicht

der Rezeptoren bietet Tabelle 2.
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Azurophile Granula Spezifische Gelatinase sekretorische
Granula Granula Vesikel
al-Antitrypsin hCAP-18 Acetyltransferase Plasmaproteine
Cathepsine Kollagenase Gelatinase
Defensine Lactoferrin Lysozyme
Elastase Lysozyme
Lysozyme NGAL
Matrix Myeloperoxidase
Saure Phosphatase
a-Mannosidase
N-acetyl3-
Glucosaminidase
BPI
CD63 CD11b/CD18 CD11b/CD18 Alkalische
CD68 Cytochrom Cytochrom b558  Phosphatase
fMLP-Rezeptor fMLP-Rezeptor CD10
TNF-Rezeptor CD11b/CD18
CD13
Membran CD14
CD16
CD45
Cytochrome
fMLP-Rezeptor
Leukolysin

Tabelle 2: Inhalt neutrophiler Granula und sekretescher Vesikel. Modifiziert nach 31.
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Metalloproteasen

Kollagenase (spezifische Granula), Gelatinase (Bake Granula) und Leukolysin

(spezifische sowie Gelatinase Granula und seksetoei Vesikel) spielen eine zentrale Rolle
bei der Auflosung extrazellularer Matrix wie Kolkg Fibronectin, Laminin und Gelatin. Sie
ermdglichen zudem Diapedese und Migration. Man wéein dass ein Ungleichgewicht

zwischen Metalloproteasen und deren Inhibitorenvaéohtiges Merkmal in der Pathogenese
von ARDS darstellf?

1.2.1.1.2 Respiratory Burst und reaktive Sauerstoffspezies

Schon 1932 wurde die Beobachtung gemacht, dass emdhder Phagozytose der
Sauerstoffverbrauch des Granulozyten auf das 50 16@fache ansteigf. Dieser als
Lrespiratory burst* bezeichnete Vorgang mindeten stufenweisen Entwicklung einer Reihe
von reaktiven Sauerstoffspezies. Katalysierendesyfandieses Prozesses ist die NADPH-
Oxidase, welche einen Multienzymkomplex darst8le besteht aus 2 membrangebundenen
(gp9T"°* und p22"°%) und 3 zytosolischen (p67°%, p47"°* und p46"°*) Komponenten
sowie einem niedermolekularen G-Protein. Den késallgen Kern stellen dabei die
membrangebundenen Proteine dar, welche lUberwieigesplezifischen Granula gespeichert
sind und als Flavocytochrolmsg bezeichnet werden. Erst bei Aktivierung des Grazyten
durch einen adaquaten Stimulus werden die zuvddtiirem Komponenten kombiniert. Unter
Einbeziehung kontraktiler Elemente des Zytoskelettsvie Proteinkinase C-abhangiger
Phosphorylierung werden die zytosolischen Protemelie Plasmamembran transloziert und
mit den membranstandigen Komponenten verschltet.

Die NADPH-Oxidase produziert grosse Mengen von Supdanionen aus NADPH und

Sauerstoff:

NADPH + 2Q - NADP' + H" + 20,

O, ist ein Substrat mit hoher Reduktionsfahigkeitrad®hr geringer Oxidationskapazitat und
dient als Vorstufe weiterer reaktiver Sauerstoftspe Durch spontane Reduktion oder durch

Superoxid-Dismutase katalysierte Dismutation wits @em freien Radikal Superoxid JO
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das sehr viel stabilere Hydrogenperoxid, welchdgrand seiner fehlenden Polaritat ahnlich

wie Wasser in Zellen eindringen kann.

20, + 2H" - Oy + H,0,

Aus Hydrogenperoxid wiederum entsteht durch Oxatation Metallsalzen (& oder CG")
das hoch reaktive HydroxylradikalOH. Einmal generiert werden Molekile jeder Art
attackiert.

Katalysiert durch Myeloperoxidase aus den primar@manula entsteht zudem aus

Chloridionen und Hydrogenperoxid das potente Oxsddypochlorsaure.

Ho0, + CI + H' - HOCI + H,O

Diese Reaktion ist nur durch gleichzeitige Anwesginhvon Sauerstoffradikalen und
freigesetzten Granulaenzymen madglich — ein Beispielches die synergistische Wirkung
beider Systeme verdeutlicft®’

Eine Ubersicht der reaktiven Sauerstoffspeziesbiktbelle 3.

freie Radikale Nichtradikale
O, Superoxide H,O, Hydrogenperoxid
"OH Hydroxyl HOCI Hypochlorsaure
RO, Peroxyl O3 Ozon
RO Alkoxyl ROOH Hydroperoxid

HO', Hydroperoxyl

Tabelle 3: Reaktive Sesteffspezies. Maodifiziert nach 35.

Die entstandenen reaktiven Verbindungen entfalténe idestruktive Wirkung Uber
unterschiedliche Mechanismen: Einerseits reagisrerdirekt mit Proteinen, Nucleinsauren
oder Membranlipiden, andererseits inaktivieren siedogene Proteaseinhibitoren (wie

al-Antitrypsin) und ermoglichen somit eine maxim@l@kung granulozytarer Proteasen.
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1.2.2 Rolle der Pulmonalepithelien im ARDS

Das respiratorische Epithel unterhalt eine effekti@ntimikrobielle Umgebung, um der
Besiedlung von Krankheitserregern entgegenzuwirkBie Epithelzellen reagieren in
Anwesenheit von Mikroben zum einen mit einer vekdghn Produktion von antimikrobiellen
Substanzen (Peptide und Proteine) und zum andergh ein Signalnetzwerk gestartet,
welches phagozytierende Zellen rekrutiert. Inflartoriache Mediatoren dieser rekrutierten
Zellen sowie von den Epithelzellen selber gebildetenunmodulatoren unterhalten diesen
Mechanismus. Zudem werden inhalierte Partikel undiis auch Mikroben durch den
koordinierten Zilienschlag und Hustenstof3e mit geoduzierten Bronchialschleim aus dem

Bronchialsystem befordef?

1.2.2.1 Antimikrobielle Peptide und Proteine

Im Bronchialsekret lasst sich eine ganze Reihe Rooteinen finden, die sowohl direkt
antimikrobielle Eigenschaften besitzen als auche difediatorfunktion austben und dem
angeborenen Immunsystem zugerechnet werden:

Secretory Leukocyte Proteinase Inhibitor (SLPI)sazym und Lactoferrin sind antibiotische
Peptide mit einem breiten Wirkspektrum, wobei SlaRch ein potenter Elastase-Inhibitor
ist.3

Die Defensine sind kleine kationische Peptide,ndan in 2 Klassen aufteilt-Defensine sind
Uberwiegend in den primaren Granula der PMN lolatiswahrend3-Defensine unter
anderem von Bronchialepithelzellen gebildet werdg&ie. weisen starke Aktivitdt gegenuber
gram-positiven wie -negativen Bakterien, Pilzen,kilyakterien sowie Viren adf. Bisher
konnten als Transkriptionsstimuli Mikroorganismdripopolysaccharide (LPS) und TNF
sowie IL-1a,B identifiziert werden und man konnte eine generalie Steigerung der

Produktion vonf-Defensin 2 bei Patienten mit bakterieller Pneurmonerzeichnef’**

AulR3erdem stellen dieg3-Defensine als Ligand fir den Chemokinrezeptor CC&®E
dendritischen und T-Zellen eine Verbindung zwischeatlirlichem und erworbenem
Immunsystem hef?

Das ebenfalls kationische Cathelicidin (LL37/hCAB-1besitzt eine Breitbandspektrum-
Wirkung und die Precursorform wird zum einen vowrBrhialepithelzellen und zum anderen

von einer Reihe weiterer Zellen wie PMN, Monozytén,und B-Zellen gebildet. Neben der
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antibiotischen Wirkung ist Cathelicidin (genauscewdie Defensine) in der Lage, LPS zu
binden und die biologischen Aktivitaten dieses Eogims zu inaktivierer
Weitere potente antibakterielle Agentien sind Sekieche Phospholipase A2, Peroxidase,

Aminopeptidase sowie Stickstoffmonoxid (N&).

1.2.2.2 Immunantwort der pulmonalen Epithelzellen

Im Rahmen einer inflammatorischen Immunantwort umdr Rekrutierung weiterer
Leukozyten spielen einerseits die antimikrobielfeptide selber aber auch die Freisetzung
von Zytokinen eine wichtige Rolle. AuRerdem experen auch Bronchialepithelzellen
intrazellulare Adhasionsmolekile (ICAM-1), die saaf entsprechende Aktivierung (TNF,
IL-4) présentieren, um eine adaquate Zellanhaftatey PMN zu erméglicheff. Die
B-Defensine locken neben dendritischen Zellen undellen auch Monozyten &hund
Cathelicidin Uber den spezifischen Rezeptor FPRavInyl peptide receptor-like 1) zusatzlich
PMN, welche ihrerseits mit Zytokinen (z.B. IL-8) dii-Defensinen die Immunreaktion
aufrechterhaltefi® Daneben konnten weitere Zytokine identifiziert dear, die von den
Bronchialepithelzellen gebildet werden: unter aederInterleukine (IL-1, -5, -6, -8),
granulocyte/macrophage colony stimulating factoM{GSF), transforming growth factor
beta (TGFB), Interferony, Fibronektin und Endothelif?*’ Neben diesen
proinflammatorischen  Substanzen kdnnen Defensineer alauch die Sekretion
antiinflammatorischer Agentien wie IL-10 oder SLiiduzieren’® Alveolarepithelzellen
produzieren im Rahmen inflammatorischer Reakticaginentsprechende Reize (TNRGY)
ebenfalls Thromboxan AProstaglandine (PGE2, PGI2), IL-8 und 11486

In der vorliegenden Arbeit wurden weitere Mediatomantersucht, die eine regulatorische
Funktion auf PMN austben. Im Folgenden werden diésdiatoren detaillierter betrachtet.
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1.2.2.3 Antiinflammatorische Mediatoren pulmonaler Epithelien

[.2.2.3.1 Adenosin

Adenosin ist ein endogenes Nukleosid aus der PasmlAdenin und Ribose und wird von
Zellen im Rahmen physiologischer Stoffwechselvoggagebildet. Wahrend Ischdmie oder
Hypoxie wird der Abbau von ATP gesteigert und eskd lokal zu Konzentrationen von
Adenosin, die im Mikromolarbereich liegéh.Von den Bronchialepithelzellen an der
Zellmembran gebildet, reguliert Adenosin unter aade Epithelfunktionen, die der
mukoziliaren Clearance zugeschrieben wertteAdenosin wirkt vasodilatierend, vagotrop
und findet als Antiarrhythmikum Anwendung. Des Wetin konnte nachgewiesen werden,
dass im Rahmen von Ischamien und Reperfusionen ostienprotektive Wirkung auf
Kardiomyozyten hat. Dies wird durch die reduzieAbgabe von Noradrenalin sowie
Endothelin, die Hemmung des Renin-Angiotensin-Systeund durch Induktion von
Kollateralkreislaufen erreichit. Die inhibitorische Wirkung an PMN entfaltet Adefosiber
Adenosin A2- und A3-Rezeptoren, die sowohl respigaburst® und Degranulierur§ als
auch Leukotriensynthese und Arachidonsaurefreisgt2ubeeinflussen. Hinzu kommt die
verminderte Endothelzelladh&sion und Expression yalhasionsmolekilen sowie eine
reduzierte TNF-Produktioff. Auch uber die Arachidonkaskade kann Adenosin als
antiinflammatorisches Agens wirken, denn eine ufigende Verfiigbarkeit von
Arachidonsaure (AA) limitiert die Fahigkeit der PMMr Eicosanoidsynthese, wozu Adenosin
durch Interaktion Uber A2-Rezeptoren (Phospholige®en der Lage ist.

Um die Wirkung von Adenosin zu blockieren, wurde edphyllin verwendet, ein
nichtselektiver Adenosinrezeptor-Antagonist.
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[.2.2.3.2 Stickstoffmonoxid

Stickstoffmonoxid (NO) ist ein l6slicher, endogen&as-Mediator mit fundamentaler
Bedeutung bei der Regulation von Gefafdtonus, derueBting von Immunantwort,
inflammatorischen Prozessen und Blutgerinnung sadde Neurotransmission. Auf3erdem
reguliert Stickstoffmonoxid die funktionale Aktigit, Wachstum und Tod von vielen am
Immungeschehen Dbeteiligten Zellen wie MakrophagefiLymphozyten, Antigen-
prasentierenden Zellen, Mastzellen, naturlichenekakellen und neutrophilen Granulozyten.
NO wird von einer Familie von Stickstoffoxidsyntleas (nitric oxide synthase (NOS))
gebildet, welche die Konversion von L-Arginin zudirullin und NO katalysieren. Man
unterscheidet die zwei konstitutiven Formen nNO&ufanale NOS) und eNOS (endotheliale
NOS) sowie die induzierbare Form INOS, deren pula®n Hauptquelle die
Bronchialepithelzellen bilden. Dabei ist die Akéwing der konstitutiven Enzyme
C&*/Calmodulin-abhangig und erfolgt tiber elektrisctmpuilse oder ist Rezeptor-gekoppélt.
Die induzierbare Form kann im Rahmen einer Entziigdwon einer Vielzahl von Zellen
Calcium-unabhangig exprimiert werden. Die Aktivieguerfolgt hierbei Uberwiegend durch
proinflammatorische Zytokine wie TNF, Interfergn-GM-CSF und IL-B.>"® Durch die
fehlende Abhangigkeit von intrazellularem Calciunrdasichergestellt, dass, wenn einmal
induziert, INOS gro3e Mengen von NO bereitstellanrk wahrend gleichzeitig NO von den
Zellen rasch abgebaut wird. Dadurch wird erreidlaiss bei Sistieren des inflammatorischen
Stimulus die NO-Produktion rasch terminiert wifdin der vorliegenden Arbeit wurde
NC-Monomethyl-L-Arginin (L-NMMA) als kompetitiver NQnhibitor verwendet. L-NMMA
fungiert als ,falsches Substrat* und ist ein anmiealen Guanidin-Stickstoff substituiertes

Derivat des L-Arginin ohne NO-Synthase Isoformstetét.

[.2.2.3.3 Eicosanoide

Zu den Eicosanoiden rechnet man die Gruppen derdieene, Prostaglandine, Thromboxane
und Lipoxine. Eicosanoide sind primar proinflammestche Lipidmediatoren (mit Ausnahme
der Lipoxine und teilweise der Prostaglandine), dmeben der Entstehung von
Entzindungsreaktionen mit den Kardinalzeichen Hi&étung, Schwellung, Schmerz und

Funktionsverlu$? auch eine wichtige Rolle bei der Regulation vonfiBeeite und
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-permeabilitdt, Schmerzentstehung und Blutstillspgelen. Gebildet werden die Eicosanoide
in der Arachidonsdure-Kaskade aus der AusgangssubsArachidonséure, eine 4-fach
ungesattigte C20-Fettsaure, die in Membranlipiden veresterter Form vorliegt. Die
Freisetzung dieses Eicosanoid-Precursors wird d@Qalcium-abhangige Aktivierung einer
oder mehrerer Phospholipase,-@ubtypen reguliert. Auch Uber Zell-Zell-Kontaktau z
Nachbarzellen kénnen Zwischenprodukte der AA wgégeben werden. In der Biosynthese
der Eicosanoide kann freie AA durch zwei unterstitbe Oxygenase-Systeme zu biologisch
aktiven Mediatoren verstoffwechselt werden. Durctktiierung des Lipoxygenase-
Metabolismus werden Leukotriene und Lipoxine sytsiext, wahrend der Cyclooxygenase-
Schenkel zur Bildung von Prostaglandinen, Thromheraund Prostazyclinen fiiift.Eine

vereinfachte Darstellung des Arachidonsduremetsitmois bietet Abbildung 2.

Agonist

Phosphatidyl . /T N\ COOH
Choline
— /\/\/

Arachidon Séaure

15-R-H(p)ETE
Interaktion
15-LO l transzellulare

Biosynthese
cox12 5-LO 15-S-H(p)ETE 5-L0
J 5-LO J
v
Thomboxane Leukotriene Lipoxine 15-epi-Lipoxine

Prostaglandine
Prostacycline

Abbildung 2: Schematische Darstellung des Arachid@uremetabolismus
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Lipoxine

Lipoxine sind Trihydroxytetraene enthaltende Eicmsde, die innerhalb des vaskularen

Lumens wahrend Thrombozyten-Leukozyten-Interaktionaed auf Schleimhautoberflachen

wahrend Leukozyten-Epithelzell-Interaktionen geestriverden. Der Zell-Zell-Kontakt, der

bei entziindlichen Prozessen zwischen Thrombozyteh Epithelzellen mit PMN entsteht,

spielt eine entscheidende Rolle, um die Biosynttdse Lipoxine zu steiger?f. Lipoxine

werden als Reaktion auf entsprechende Stimuli bfruaterschiedlichen Wegen sehr schnell

generiert, wobei initial zwei Lipoxygenasen betgikind.

15-Lipoxygenase initiierter Syntheseweg

Zunachst wird molekularer Sauerstoff durch die fiskygenase (15-LO) in C15-Position
der AA eingefugt und es entsteht 15-Hydroperoxysabetraenoidsaure (15-HPETE), die
von leukozytarer 5-Lipoxygenase (5-LO) zum 5,6-Bpettaen konvertiert wird. Dieses
instabile Zwischenprodukt wird schlie3lich von Emthydrolasen zu Lipoxin B(LXB,)
oder Lipoxin A (LXA ;) umgebauf?

5-Lipoxygenase initiierter Syntheseweg

Thrombozyten sind bei Adh&sion mit PMN in der Labeukotrien A (LTA,), gebildet
von granulozytérer 5-LO, mit thrombozytarer 12-UOLIXA, oder LXB, zu konvertieren.
12-LO fungiert in Thrombozyten also wie eine ,Lipogynthase®* Epithelzellen und im
Besonderen die der Trachea wandeln mit Hilfe det@5das von PMN freigesetzte LTA

in Lipoxine um®°

Aspirin getriggerte Lipoxine (ATLS)

Cyclooxygenase 2, wenn von Aspirin in Epithel- uBddothelzellen acetyliert, ist
enzymatisch dahingehend noch aktiv, dass AA Z&-HETE (C15 Alkohol inR-Konfi-
guration) konvertiert wird. Bei Zell-Zell-Kontakt ivd das epithelial freigesetzte R5
HETE von neutrophiler 5-LO zu 15-epi-LX%Aoder 15-epi-LXB konvertiert, die beide
ahnliche antiinflammatorische Eigenschaften besitwee native Lipoxine allerdings eine

groRere Potenz und EffizieAZ.

Lipoxine wirken an den Leukozyten Uber besonder@oxinrezeptoren wahrend die

antiinflammatorische Potenz durch die spezielletraeme enthaltenden Bestandteile bewirkt

wird, die den Granulozyten als ,Stoppsignal” dieneipoxine schwéchen die chemotaktische
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Wirkung von LTB; ab und verringern die neutrophile Zelladh&asion isoMigration. LXA,

inhibiert zudem die Expression von 113,1-8 und TNFer und wirkt als Vasodilatatdr:°’

Cyclooxygenaseprodukte der Arachidonséure

Bei der Prostaglandinsynthese wird zunachst AA ldalie Cyclooxygenase (COX) zu P&G
konvertiert, welches seinerseits zum hoch instabR&H und rasch weiter zu anderen
Prostaglandinen, Prostacyclinen und Thromboxanealyisiert wird®® Die Cyclooxygenase
liegt in zwei Isoformen vor: COX 1 wird konstitutixon vielen Geweben gebildet und spielt
bei physiologischen Prozessen eine wichtige Rolléhrend die induzierbare COX 2 bei
Entzindungsvorgangen verstarkt exprimiert wird. Aloéecht nur bei der Initiation von
Entzindungsvorgangen sondern auch bei deren Awipsind Stoffwechselprodukte der
Cyclooxygenase beteiligt. So fuhrt Prostaglandia @GE) dazu, dass PMN die
Eicosanoidbiosynthese von proinflammatorisch agirdlammatorisch ,umprogrammieren®,
namlich von Uberwiegend Leukotrien B.TB,) und 5-LO-getriggert auf Lipoxin A(LXA 4)
und 15-LO-getriggert, was als Stoppmechanismus dié Infiltration der neutrophilen
Granulozyten wirkf® Direkt antiinflammatorische Funktionen scheinen itere
Prostaglandine zu haben, deren Inhibition zu einggnifikanten Exazerbation
von Entziindungsvorgangen fiihrt. Dazu zéhlen Prisstdin D und 15deoxi’®

Yprostaglandina)®

[.3 Regulation der granulozytaren Aktivitat durch Zell- Zell-Interaktionen

Beim Ablauf inflammatorischer Reaktionen ist eirdhrgelle Rekrutierung von Leukozyten
aus dem Blutstrom in den extravaskularen Raum @se®MN sind hierbei in vielen akut
und chronisch inflammatorischen Prozessen die deneinden und am frihesten
infiltrierenden Zellen. Granulozytére inflammatati® Reaktionen bestimmen dabei in hohem
Mafle die Regulation der Entziindungsreaktion. Demsond nahezu alle inflammatorischen
Ablaufe multizellulare und komplexe Vorgange, dipeafische Interaktionen zwischen
verschiedenen Zelltypen im vaskuldren und extravas&n Raum bendtigen. Neutrophile
Granulozyten kommunizieren im Rahmen entzindlichnozesse daher mit vielen

unterschiedlichen Zellpopulationen:
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[.3.1 Thrombozyten

Thrombozyten nehmen auf mehreren Ebenen Einflugdi@uFunktion und Motilitat von

PMN. Aktivierte Thrombozyten unterstiutzen das Rwgliund die feste Adhasion der
Granulozyten Uber P-Selektin- und CD11b/CD18-Akéivi(3,-Integrin) und potenzieren die
lgG-vermittelte Phagozytose und die damit verbuedeRroduktion von reaktiven
Sauerstoffspezies:’> Zudem potenzieren Thrombozyten sowohl die zuféllige auch die

chemotaktisch getriggerte Migration von PMN und &fizgeren dabei die Polymerisation
von Aktin-Filamenten und den &aSpiegel. Beides sind wichtige Faktoren beziiglien d

Lokomotion des Granulozytéef.

1.3.2 Lymphozyten

Ein direkter Zellkontakt mit stimulierten T-Zellebewirkt zum einen eine gesteigerte
Aktivierung neutrophiler Granulozyten mit fMLP urmlm anderen wird eine gesteigerte
Aktivitat des respiratory burst (reaktive Sauersioézies) induziert. Auch hier ist der
Mechanismus dieser Einflussnahme an CD18 auf del&sflache gekoppelt, sowie an einen
oder mehrere bisher noch nicht identifizierte HOgthdensity lipoprotein)-Ligandeff.

[.3.3 Endothelzellen

Die Aktivierung von PMN fihrt zur Formation von sifjkanten Mengen von Leukotrien,C
(LTC,). Dies geschieht tber den Transfer des instalitieoxid Leukotrien A (LTA4) von
PMN auf Zellen, die LTGSynthase-Aktivitdt besitzen, wie zum Beispiel Etmedeellen.
Diesen Vorgang beschreibt man auch als ,transzedul Synthese von Cysteinyl-
Leukotrienen“ und kann zu Vasokonstriktion und ypeskularen Odemen fiihrén.
Aktiviertes Endothel verfigt zudem Uber die Fahigkdie granulozytare Apoptose zu
hemmen und kann auf diese Weise PMN-mediierte Gewalnd Organdestruktion

verstarken®’’
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1.4 Fragestellung

Im Einzelnen wurden folgende Fragestellungen béatbe

1. Welchen Einfluss Gben Bronchial- und Alveolarepiteien auf die Aktivierung der

Sauerstoffradikalfreisetzung und die Degranulieruoig neutrophilen Granulozyten aus?

2. Ist der Einfluss von Bronchial- und Alveolarepithalen auf neutrophile Granulozyten

abhangig von einem direkten Zell-Zell-Kontakt?

3. Welche Rolle spielt eine feste Zelladhasion uberagellulare Adhéasionsmolekile
(ICAM)?

4. Kann der regulatorische Effekt der Bronchial- undvedlarepithelzellen durch

pharmakologische Inhibition epithelabhéangiger Meatien modifiziert werden?

5. Unterscheiden sich Bronchial- und Alveolarepithidére im Einfluss auf neutrophile

Granulozyten?
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I Material und Methodik

1.1 Materialien

[I.L1.1 Epithelzellen sowie Materialien und Lsungen fur de Inkubation und das

Passagieren

» Bronchialepithelzellen BEAS-2B von ATCC (Americagpke Culture Collection) CRL-
9609 (ATCC, Manassas, USA)

» Keratinocyte-SFM (serumfreies Keratinocytenmediugh)fe Technologies GmbH,
Eggenstein, Deutschland)

» Alveolarepithelzellen A549 von ATCC (American Ty@rilture Collection) CCL-185
(ATCC, Manassas, USA)

* Dulbeco’s MEM NUT mix F-12 (DMEM/F12) (Gibco, Eggeain, Deutschland)

* Trypsin-EDTA (Gibco, Eggenstein, Deutschland)

* Fetales Kalberserum (FCS) (Boehringer, Mannheinut§zhland)

[1.1.2 KulturgefalRe

e Multischalen 12 Vertiefungen (Nunc, Kamstrup, Daaekh
e T-25-Zellkulturflaschen (Nunc, Kamstrup, Danemark)

* Polypropylene-Réhrchen a 12,5 und 50 ml (Falcont8mhland)

[1.1.3 Materialien und Losungen fir die Zellisolation undinkubation der PMN

« Ficoll-Paque (Pharmacia, Uppsala, Schweden)
«  PBS -/- (sine C&/Mg*)
100 ml PBS 10x (sine €4Mg®") (Gibco, Karlsruhe, Deutschland)
+ 900 ml aqua destillata (aqua dest.)
+1n NaOH ad pH 7,4
« PBS +/+ (cum C&/Mg?"
100 ml PBS 10x (cum G&Mg*") (Gibco, Karlsruhe, Deutschland)
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+ 900 ml aqua dest.
+ 1n NaOH ad pH 7,4
» Polyvinylalkohol (PVA)
1000 ml 0,9% NaCl (Pharmacia und Upjohn, NurnbBeeytschland)
+ 10 g PVA (Merck, Darmstadt, Deutschland)
e agua ad iniectabilia (Pharmacia und Upjohn, NurgpBeutschland)
«  HH"" (Hanks/Hepes-Puffer mit aund Md*)

[1.1.4 Materialien und Losungen fur die Elastasemessung

*  Substratlésung:
Chromogenes Substrat (S-2484) (KabiVitrum, Erlanderutschland)
Ansatz: 25 mg Trockensubstanz + 7 ml DMSO (Merckirdstadt, Deutschland)
* Messpuffer: 100 mmol/l Tris-HCI, 960 mmol/l| NaCH8,3
60 ml aqua dest.
+ 1,21 g Tris
+ 5,62 g NaCl
+1 M HCl ad pH 8,3
mit aqua dest. auf 100 ml aufftllen
* Verdunnungspuffer: 0,1 M Na-Acetatpuffer pH 5,5 Bit% Tween 20
60 ml aqua dest.
+ 1,2 ml Essigsaure 98 %
+1 M NaOH ad pH 5,5
+1 g Tween 20
mit aqua dest. auf 100 ml aufftllen

11.1.5 Experimentelle Agentien und Pharmaka

* A23187 (Calciumionophor) (Sigma-Aldrich Chemie Gml8teinheim, Deutschland)
* Adenosin (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Behland)
* Adenosin-Desaminase (Sigma-Aldrich Chemie GmbHn8&m, Deutschland)

* Acetylsalicylsaure (Bayer AG, Leverkusen, Deutsot)a
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e anti-ICAM (muriner monoklonaler Antikérper gegenAflI-1) (Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim, Deutschland)

e Cytochrom C (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinhedeutschland)

« Daltroban (Thromboxan-Rezeptorantagonist) (Sigmdréh Chemie GmbH, Stein-
heim, Deutschland)

* EDTA (Ethylendiamnitetraessigsaure-Dinatrium-DitgiifMerck, Darmstadt, Deutsch-
land)

o fMLP (Tripeptid) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stegim, Deutschland)

* Indometacin (COX-Inhibitor) (Sigma-Aldrich Chemiar®H, Steinheim, Deutschland)

* L-NMMA (NO-Synthase-Inhibitor) (Merck, DarmstadtebDtschland)

e MK886 (5-Lipoxygenase-Inhibitor) (Sigma-Aldrich Qhee GmbH, Steinheim,
Deutschland)

* Superoxiddismutase (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,rBigim, Deutschland)

* Theophyllin (Adenosin-Rezeptorantagonist) (Sigmdssh Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland)

« Trypan-Blau (Boehringer, Mannheim, Deutschland)

e Zaprinast (Inhibitor der cGMP-spezifischen Phospéstgrase 5) (Merck, Darmstadt,
Deutschland)

1.2 Methodik

[1.2.1 Isolierung humaner neutrophiler Granulozyten

Humane neutrophile Granulozyten wurden aus pergrherendsem Blut nach der Methode
von Boyum™ durch Zentrifugation tber einen Ficoll-Gradientgewonnen. Die Isolation
erfolgte standardmafig unter sterilen Bedingungen Raumtemperatur (20-25°C). Die

Isolationsdauer betrug je nach verwendeter Volib&rige 1,5 bis 2 Stunden.

Blutentnahme
Die Isolation humaner PMN erfolgte aus EDTA-antigoertem venésem Blut von gesunden
Spendern, deren Durchschnittsalter bei 25 JahgerDarch Punktion einer peripheren Vene

in der Armbeuge mit einer Kantile der Gro3e 19Glgiéodie Blutgewinnung. Das Blut wurde
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in eine zuvor mit EDTA gefillten Spritze aspirievtpbei die Endkonzentration des EDTA
hierin 0,125 % betrug.

Ficoll-Gradient

Das Spenderblut wurde dann 1:2 mit PBS -/- verdindt35 ml dieses Gemisches vorsichtig
mit einer sterilen 50 ml Polypropylene-Pipette &6fml Ficoll-L6ésung, die zuvor in 50 ml-
fassende sterile Polypropylene-Rohrchen vorgelegtian war, aufgeschichtet.

Danach erfolgte eine Zentrifugationsperiode von N3futen bei 400 x g. Durch diese
Zentrifugation Uber den Ficoll-Gradienten bewirkt aim eine  Auftrennung von
thrombozytenreichem Plasma, mononukleédren ZellerongM und Lymphozyten) und
Granulo- und Erythrozyten. Die beiden letzten Zgbiplationen befanden sich nach dem
Zentrifugieren in einer gemeinsamen Bande am Battn Rohrchens. Nach Absaugen des
Plasmas und der mononuklearen Zellen erfolgte digeAnung der Erythrozyten von den
PMN:

Zunachst wurde die Bande mit 10%igem Polyvinylatdah NaCl gemischt (Verhaltnis 1:3)
und 20 Minuten bei Raumtemperatur zur Sedimentatien Erythrozyten ruhen gelassen.
Danach wurde der PMN-reiche Uberstand mit eineetRipabgenommen, in frische R6hrchen
Uberpipettiert und bei 150 x g 10 Minuten zentriéwg Die Entfernung verbleibender
Erythrozyten erfolgte durch hypotone Lyse. Dazu deur die Zellen in 18 ml aqua dest.
resuspendiert und nach einer Einwirkzeit von 20u8dkn wurde die Lyse durch Zusatz von
2 ml 10-fachem PBS-Konzentrat beendet.

Zur vollstandigen Reinigung der PMN von Ficoll-R&tknden schlossen sich zwei
Waschschritte in PBS -/- (150 x g, 10 Minuten) an.

Zellzahlung, Identifizierung und Vitalitat

Zwischen den beiden Waschschritten erfolgte die nQiiderung der Zellen durch

lichtmikroskopische Zahlung mit Hilfe einer NeubaZéhlkammer bei 400-facher
VergréRerung. Durchschnittlich lieRen sich aus 5@t ca. 10 x 16 PMN isolieren.

Die Reinheit der isolierten Granulozyten wurde iagelmaRigen Abstdnden mittels
Differentialblutbildern kontrolliert, dabei ergalick ein PMN-Anteil von 97 %. Mono- und

Lymphozyten waren mit jeweils 1 % vertreten, distliehen Zellen wurden als eosinophile
und basophile Granulozyten identifiziert.

Die Zellvitalitat wurde mit Hilfe der Trypan-Blauusschluss-Methode und der LDH-

Freisetzung Uberpruft, wobei 98 % der PMN am Enetelsblation vital waren. Die spontane
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LDH-Freisetzung der PMN wurde auf die durch dasnBregift Mellitin hervorgerufene

absolute Enzymfreisetzung bezogen und lag immear inhto.

[I.2.2 Erfassung granulozytarer Funktionsparameter

11.2.2.1 Degranulierung

Prinzip

Das Auftreten von Inhaltsstoffen der verschiedersakretorischen Kompartimente des
Granulozyten im Zelliberstand gilt als Indikatonexi abgelaufenen Degranulationsreaktion.
Das Ausmald der Degranulierung wurde anhand desdtreing des proteolytischen Enzyms
Elastase in den Zelliberstand quantifiziert. DiezyEnaktivitat wurde kinetisch tber die
Entstehung eines photometrisch detektierbaren Reskiroduktes erfasst, dabei kam die

Methode von KRAMPS zum EinsatZ?

Durchfiihrung

Als Mal3 fur die Elastaseaktivitdt wurde die Gescldigkeit der Extinktionszunahme bei
405 nm herangezogen mit L-pyroglutamyl-L-propyl-&hiwne-p-nitro-anilide als Substrat. Zur
Durchfiihrung dieses Essays wurden zunachst 200gsspuffer und 100 pl Verdinnungs-
puffer in eine Kivette vorgelegt und dieser Ansdann mit 100 pl Zelliberstand versetzt.
Nach dem Starten der Reaktion mit 200 pl Substvarde die Extinktionszunahme bei
405 nm im Uvikon-Photometer kontinuierlich UberezinZeitraum von 3 Minuten registriert.
Der Substratumsatz wurde standardmé&nig bei 37°@gmen und ist in U/l angegeben.

11.2.2.2 Respiratorischer Burst

Prinzip

Die Aktivierung des respiratory burst wurde Ubersleng des primaren Reaktionsproduktes
der granulozytdren NADPH-Oxidase, dem Superoxidgnguantifiziert. Dazu wurde die
Methode von ©HEN®® herangezogen, wonach die Superoxid-induzierte Ridu von
Cytochrom C photometrisch erfasst wurde. Den Vdrsaosatzen wird vor der Stimulation

Cytochrom C zugesetzt und gleichzeitig den Korargdhtzen zusatzlich das Enzym
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Superoxiddismutase, welches selektiv dig-abhéngige Cytochrom-Reduktion hemmit.
Die Menge an Superoxidanion lasst sich so aus d&rénz der Cytochrom-C-Reduktion der

beiden Anséatze bestimmen.

Durchfihrung

Alle Proben wurden paarweise angesetzt und erghiélb uM Cytochrom C in je 100 pl,
wobei jeweils einem der Ansatze 10 pg/ml Superdsiddtase zugesetzt wurde. Die
Stimulation erfolgte bei 37°C fur 10 Minuten im Vgasbad und wurde anschlieend durch
Kihlung auf Eis und Zentrifugation bei 4°C (120@x4 min) beendet. Die Zelliberstéande
wurden photometrisch bei 546 nm (Absorptionsmaximdes reduzierten Cytochrom C)
analysiert, wobei jeweils die Extinktion gegen &@DD-enthaltenden Parallelansatz gemessen

wurde.

[1.2.2.3 Statistische Auswertung

Alle erhobenen Daten sind als Mittelwerte +/- Staxéehler des Mittelwertes (sem)
angegeben. Die Prufung auf statistische Signifikenfalgte mittels Varianzanalyse (oneway-
ANOVA) und anschlieendem Tukey’s honestly sigaificdifference Test. Ein p-Wert von
<0,05 wurde als statistisch signifikant angeselveas einer Irrtumswahrscheinlichkeit von

5 % entspricht.

[1.2.3 Kultivierung der Epithelzellen

Die Kultivierung erfolgte unter sterilen Bedingumgm einem C@-Inkubator bei 5 % C®
Begasung und 37°C. Ebenfalls unter sterilen Bediggn und unter laminarem Flow,
erfolgten der Wechsel der Nahrlosung, das Passmgieder Zellen sowie die
Versuchsvorbereitungen. Mikrobiologische Untersungjan, die regelmafdig durchgefthrt
wurden, erbrachten keine Hinweise auf eine bakterd@ntamination oder Pilzbefall.

Die Kultivierung der Zellen erfolgte in T25 Zellkulfaschen, in denen sich jeweils 15 ml
Nahrlosung befanden. Danach wurden die Zellendaghit dem Mikroskop begutachtet und
alle zwei Tage erfolgte ein Wechsel des NahrmediuBes Erreichen der Subkonfluenz

wurden die Zellen passagiert.
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Dafir wurde zunachst das Nahrmedium abgesaugt uedPthtten zweimal mit 8 ml
DMEM/F12 gewaschen. AnschlieRend wurden 8 ml Try@sim Ablésen der Zellen auf die
Oberflache aufgebracht und die Flasche fur 1 Mimetie37°C inkubiert. Nach der folgenden
mikroskopischen Kontrolle wurde die Trypsin-Zellduing mit einer sterilen Pipette
aufgenommen und der Plattenboden dabei nochmatspilg. Die Losung wurde dann in ein
50 ml Polypropylene-Réhrchen mit 1 ml fetalem Ké#sgum (FCS), welches als Trypsin-
Inhibitor fungierte, pipettiert und die Flasche howls mit 8 ml DMEM/F12 nachgespult. Die
Zellgewinnung erfolgte dann durch Zentrifugatiom ®&°C und 248 x g fur 5 Minuten.

Nach Beendigung der Zentrifugation wurde der Ulaat abgesaugt, die Zellen in
Nahrmedium resuspendiert und unter dem Mikrosk@galgie Fur die Versuchsreihen wurden
12-Well-Platten gewahlt und 5 x A@ellen/Well ausgesét. Die weitere Passage undastiss
der Stammkulturen erfolgte im Verhaltnis 1:3 odénér verdinnt.

Das Zellwachstum wurde taglich mikroskopisch beghiigt und jeden zweiten Tag erfolgte
ein Wechsel des Nahrmediums. Pro Well wurden 2 mdliMm verwendet, wobei die Zellen
nach 1-3 Tagen (im Durchschnitt am 2. Tag) Konfiuerreichten und in den Versuchen zum

Einsatz kamen.

[1.2.4 Versuchsdurchfiihrung

Die zur Stimulation verwendeten Mediatoren Calcimmoiphor A23187 und das bakterielle
Tripeptid fMLP wurden in Aliquots mit einer defimten Konzentration bei -20°C gelagert.
Zur Herstellung einer Stammlosung und daraus gewmem weiteren Verdinnungsstufen
wurde ein Nahrmedium verwendet, welches nur 1 % E@S8ielt, um die Proteinbindung der
Stimulationssubstanzen so gering wie moglich zuehalWahrend der Herstellung der
Stammlésung und der Verdinnungsstufen wurde migeldarhlten Medien und auf Eis

gelagerten Proben gearbeitet. Das ProbenvolumeddmeVersuchsreihen wurde jeweils mit
1000 pl/wWell festgelegt, wobei die gewilinschte Emdlemtration der Stimulatoren (jeweils

1 uM) durch 100 ul/Well erreicht wurde.

Vor Durchfiihrung des Versuches wurde das Nahrmediusrden Platten abgesaugt, die B2B-
oder A549-Zellen zweimal mit je 1 ml HH+/+ gewaschend mit der benétigten Menge

HH+/+ bei 37°C und 5 % CO2 beschichtet. Dies gdsghanach Versuchsprotokoll entweder
direkt vor Stimulation oder mit Vorinkubation. Nadem letzten Waschschritt bei der

Isolierung der PMN wurden auch diese in HH+/+ anofijamen, wonach die Konzentration
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der Zellen 5 x 19 PMN/100pl/Well betrug. Die Stimulation erfolgte damgemaR den
Versuchsprotokollen im Wasserbad bei 37°C fur 1aWen unter regelméafiigem Schiitteln,
um einer Aggregation der Zellen vorzubeugen. Nathaéf der Inkubationszeit wurde die
Reaktion durch Kihlung auf 4°C und durch Zentritimabei 1200 x g abgestoppt.

Fur die Messung des respiratory burst wurde dete@gé nach Ansatz Cytochrom- oder
Cytochrom/SOD-L6sung zugegeben, wahrend zur Ekis¢éasimmung kein Cytochrom
benétigt wurde. Das Volumen in den Wells wurde ki+/+ jeweils so aufgeflllt, dass
wahrend der Stimulationszeit ein Gesamtvolumen M@00 pl/Well bestand. Die Anséatze fir
Mess- und Leerwerte wurden jeweils gleichzeitignsiiert.

Die gesamte Vorbereitung verlief unter sterilen iBgdngen. Wéahrend der Inkubation im
Wasserbad waren die 12-Well-Platten mit Deckelardossen.
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[l Ergebnisse

1.1 Untersuchungen zum Effekt von Bronchialepithelzella auf destruktive

granulozytéare Zellreaktionen.

Koinkubation von neutrophilen Granulozyten und Btaalepithelzellen fuhrt zu reduzierter

Aktivierung von Respiratory Burst und Degranuliegun

Die ersten Experimente untersuchten unter der Bs@Emvon Zell-Zell-Interaktionen den
Einfluss von Bronchialepithelzellen (B2B) auf diktAierung von Sauerstoffradikalbildung
und Degranulierung neutrophiler Granulozyten. Hiertvurden isolierte PMN mit B2B-
Monolayern koinkubiert bzw. ,alleine* inkubiert unchit dem Calciumionophor A23187
(A23) oder dem bakteriellen Tripeptid formyl-Metda@n-Phenylalanin (fMLP) aktiviert und
die Sauerstoffradikal- und Elastasefreisetzungeim delltiberstand quantifiziert. Hier konnten
wir belegen, dass die B2B regulatorischen Einflasstiben und es zur Hemmung der
destruktiven granulozytdren Mechanismen respirabtamst und Degranulierung kommt. In
Granulozyten, die mit B2B-Zellen koinkubiert wurderpeigte sich eine Halbierung der
Superoxidanion-Freisetzung: Im Mittel wurde die iBktion vom respiratory burst bei
Aktivierung mit 1 uM A23 von 0,33 auf 0,18 U/l uri Aktivierung mit 1 uM fMLP von
0,47 auf 0,17 U/l reduziert. Parallel zum respinatourst zeigten sich ahnliche Daten fir die
Extinktion der Degranulierung mit einer Redukticer @&Elastasefreisetzung von 14,77 auf 9,60
U/l bei Stimulation mit A23 und 1,72 auf 1,00 UgibStimulation mit fMLP (Abbildungen
3atb) .

Im néchsten Schritt priften wir, ob es sich um rill-Zell-Kontakt-abhangigen oder
-unabhangigen Einfluss handelt. Hierbei wurdenGlianulozyten entweder direkt mit B2B-
Zellen inkubiert oder in konditioniertem Medium d&2B-Zellen, welches durch 60-minutige
Inkubation gewonnen wurde (,Uberstand), d.h. diNRAktivierung fand ohne direkten
Kontakt zu B2B-Zellen statt. Wie in den Abbildungéa und 3b dargestellt, zeigte sich hier
der pragnanteste Effekt auf den respiratory buist auch die Degranulierung, wenn ein
direkter Kontakt von PMN und B2B gegeben war. Wardee PMN im Uberstand der B2B-
Zellen stimuliert, entwickelte sich beim respirgtorburst keine Hemmung der
inflammatorischen Granulozytenfunktionen; fur dikadtase-Degranulierung war zwar ein

signifikanter, jedoch geringerer inhibitorischerfdkt als bei direktem Zell-Zell-Kontakt zu
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beobachten. Bei allen weiteren Versuchen wurdesedstimulationsbedingungen beibehalten,

d.h. die PMN-Aktivierung fand in direktem Kontakitrden Bronchialepithelzellen statt.

0,55
0,50+
0,45
0,40
0,35 I
<
9,
0,30+
0,25
* *
0,20+ ‘|'
0,15+
0,10 T T . .
A23 A23 + B2B A23 + Uberstand fMLP fMLP + B2B fMLP + Uberstand
B2B B2B

Abbildung 3a: Aktivierung des respiratory burst b&oinkubation von Bronchialepithelzellen mit
PMN oder Uberstand mit PMN:

5 x 10 PMN/ml wurden entweder direkt auf den B2B mit déseh aufgebrachten Versuchsmedium
(HH +/+) oder separat mit dem 60-minitigen Ubersiainkubiert und anschlieRend migdd A23
(weilBe Saulen) oder fMLP (graue Saulen) fir 10 Minei 37°C stimuliert.

Die Produktion von Superoxidanion im Zelliberstaist Uber die Extinktion [ext] bei 546 nm
angegeben.

Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte (+/- seen)s 5 unabhangigen Experimenten.

Die mit * gekennzeichneten S&ulen unterscheidem signifikant von korrespondierenden Werten
ohne B2B-Zellen (p<0,05).
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Abbildung 3b: Aktivierung der Degranulierung bei Kokubation von Bronchialepithelzellen mit
PMN oder Uberstand mit PMN:

5 x 10 PMN/ml wurden entweder direkt auf den B2B mit déseh aufgebrachten Versuchsmedium
(HH +/+) oder separat mit dem 60-miniitigen Ubersiainkubiert und anschlieRend migmM A23
(weil3e Saulen) oder fMLP (graue Séaulen) fir 10 Minei 37°C stimuliert.

Die Elastaseaktivitat im Zelliberstand wurde als rkéa fir eine abgelaufene Degranulierung
quantifiziert und ist als U/l angegeben.

Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte (+/- seen)s 5 unabhangigen Experimenten.

Die mit * gekennzeichneten Saulen unterscheidem signifikant von korrespondierenden Werten
ohne B2B-Zellen (p<0,05).

[11.1.1 Zelladhasion und inflammatorisches Granulozytenverhlten

Blockade dep-Integrin-ICAM vermittelten Zelladhasion hat keineimfluss auf das

Regulationsverhalten der Bronchialepithelzellen.

Im Rahmen der Rekrutierung von neutrophilen Granyikn spielt ein erstes Rollen der
Granulozyten Uber Endothel oder Epithel und diechins3ende feste Adhasion eine
entscheidende Rolle. Um einen eventuellen Zusamamgnimit dem Regulationsverhalten der
Bronchialepithelzellen auf die PMN zu untersuche&arden die B2B 20 Minuten mit einem
funktionsblockierendem Antikérper (anti-ICAM) gegerdas epitheliale, mit dem

granulozytdren Integrin interagierende Adhasionskidl ICAM vorinkubiert und
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anschlieBend mit Granulozyten koinkubiert. Wie ibbAdung 4 dargestellt, hatte die
Blockade def,-Integrin/ICAM-1-abhangigen Adhasion durch anti-IAallerdings keinen

Einfluss auf die regulatorische Funktion der B2Bletebeim respiratory burst.
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ICAM ICAM

% PMN-Burst

Abbildung 4: Aktivierung des respiratory burst unt@lockade der ICAM-1-abhangigen Adhéasion
bei PMN-B2B-Koinkubation

Die konfluenten B2B wurden zundchst fir 20 Minuteneinem funktionsblockierendem Antikdrper
gegen ICAM (anti-ICAM, Konzentration 5@/ml) vorinkubiert. Danach wurden sie mit 5 x°10
PMN/mI koinkubiert, welche dann mit/M A23 (weif3e S&ulen) oder fMLP (graue Saulen) fuir 1
Minuten bei 37°C stimuliert wurden.

Die Produktion von Superoxidanion im ZellUberstastdprozentual, bezogen auf die Kontrolle ohne
Inhibitor, angegeben.

Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte (+/- seen)s 5 unabhangigen Experimenten.

Der Antikorper an sich hatte keinen Einfluss aw@f gianulozytare Sauerstoffradikal-Freisetzung.
Signifikante Veranderungen (Signifikanzniveau pspgnd mit * gekennzeichnet.
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[11.1.2 Einfluss pharmakologischer Inhibition des Lipidmediatormetabolismus

Indometacin, Aspisol und MK886 kénnen den reguistben Effekt der Bronchialepithel-

zellennicht antagonisieren.

Da viele Lipidmediatoren tber auto- und parakrinechbnismen einen wesentlichen Beitrag
zur Steuerung des granulozytdren Reiz-Antwort-Viégha leisten, untersuchten wir deren
Beteiligung an der Hemmung des inflammatorischeran@lozytenverhaltens durch die
Interaktion mit Bronchialepithelzellen. Bekanntetimflammatorische Mediatoren wurden
pharmakologisch inhibiert, um zu untersuchen, welRolle sie moéglicherweise im Rahmen
der regulatorischen Effekte der B2B spielen und wlie sekundaren Zellreaktionen
respiratory burst und Degranulierung beeinflusstrdee. Hierbei fanden Indometacin,
Aspisol, Theophyllin und MK886 Anwendung. Die Konz@ationen der Inhibitoren sind den
Tabellen 4a+b zu entnehmen.

Die unspezifischen Cyclooxygenaseinhibitoren Indiamie und Aspisol (Acetylsalicylsaure)
wurden verwendet, um die Prostaglandinsynthesesginfussen. Die Produktion von PGD2,
15deoxy\"**prostaglandin ) und PGE, denen ein antinflammatorischer Effekt
nachgewiesen werden konrfelieR sich so unterbinden. Die Inkubationszeit wgtfiir
Indometacin und Aspisol je 60 Minuten im Uberstalet B2B. Es lieRR sich aber weder der
inhibitorische Effekt der B2B auf den granulozytéreespiratory burst noch auf die
Degranulierung durch Inhibition der Cyclooxygenaséheben (Tabellen 4a+b).

Den Syntheseweg der antiinflammatorischen Lipoxitéockierten wir mit dem
5-Lipoxygenase-Inhibitor MK886. Dabei wurde auf WSeachsreihen bezlglich der
Sauerstoffradikalbildung verzichtet, da MK886 ména Cytochrom-Essay interferiert. Aber
auch nach Applikation von MK886, bei einer Inkubaszeit von 10 Minuten, liel3 sich keine
signifikante Anderung in der Hemmung der Granulemgktivitat durch die B2B feststellen
(Tabelle 4b).

Die konfluenten B2B wurden in je 5 unabhangigen dtkpenten mit den Inhibitoren
vorinkubiert und im Anschluss mit 5 x A@MN/ml koinkubiert. Die Aktivierung der PMN
erfolgte mit 1uM A23 oder 1 uM fMLP fur 10 Minuten bei 37°C im W&esbad.
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Tabelle 4a: Effekt von Lipidmedatnhibitoren bei A23- und fMLP-
induziertem pastory burst von PMN in Koinkubation mit
Bronchialepitlzellen

Indometacin (50 uM) Aspisol (250 uM)

Induktor Inhibitor
%-MW sem %-MW sem
48 16 77 6 Nein
A23
46 21 72 9 Ja
56 4 75 4 Nein
fMLP
37 4 71 6 Ja

%-MW, prozentualer Mittelwert bgen auf Kontrolle (= PMN in Abwesen-
heit von B2B); sem, Standardfeties Mittelwertes

Tabelle 4b Effekt von Lipidmediatorinhibitoren bé&i23- und fMLP-induzierter Degranulierung von
PMN in Koinkubation mit Bronchiapithelzellen

Indometacin (50 uM) Aspisol (250 uM) MK886 (10 uM)

Induktor Inhibitor
%-MW Sem %-MW sem %-MW sem
77 8 65 7 55 5 Nein
A23
61 6 56 6 45 15 Ja
60 7 67 18 60 4 Nein
fMLP
69 4 70 7 62 11 Ja

%-MW, prozentualer Mittelwert bezogen auf Kontrghe®MN in Abwesenheit von B2B)
sem, Standardfehler des Mittelwertes
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[11.1.3 Einfluss von Adenosin auf das inflammatorische Granlozytenverhalten

Exogenes Adenosin hemmt die Aktivierung destrulgnamulozytarer Zellreaktionen von

fMLP-stimulierten neutrophilen Granulozyten, jedagbht bei Stimulation mit A23.

Um den bekannten antiinflammatorischen Effekt vateosin unter Bedingungen wie sie bei
unseren Versuchsreihen vorlagen, genauer zu begrgdiihrten wir Messreihen mit exogen
zugefuhrtem Adenosin durch. Dabei wurden steigekaEnosinkonzentrationen von 0,01 bis
5 bzw. 10 uM appliziert. Auffallig am Ergebnis deéedMessreihen war, dass A23 stimulierte
Granulozyten ihr Reaktionsverhalten nicht signifiké@nderten (nicht dargestellt), wahrend
fMLP stimulierte Granulozyten eine dosisabhéngigp@imierung von respiratory burst und
Degranulierung zeigten (Abbildungen 5a+b). Den epségtesten Effekt erzielten wir mit

einer Konzentration von 5 uM Adenosin sowohl beiespiratory burst als auch bei der
Degranulierung mit einer Reduktion der Granulozgieivitat auf 22 % (respiratory burst)

bzw. 32 % (Degranulierung). Eine weitere Erhohueg Aldenosinkonzentration auf 10 uM

bewirkte keine signifikante Anderung (respiratoryst 21 %, Degranulierung 33 %) mehr.
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Abbildung 5a: fMLP-induzierte Aktivierung des resgitory burst von PMN unter Einfluss von
exogenem Adenosin

5 x 16 PMN/ml wurden in nativem Zustand belassen oder stgigenden Konzentrationen von
exogenem Adenosin fur 5 Minuten koinkubiert undlaie3end mit 1 uM fMLP fir 10 Minuten bei
37°C aktiviert.

Die Produktion von Superoxidanion im Zelluberstastdprozentual, bezogen auf die Kontrollgruppe
ohne Adenosin, angegeben.

Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte (+/- see)s 4 unabhéngigen Experimenten.

Mit * markierte Werte unterscheiden sich signifikgm<0,05) von der Kontrolle.
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Abbildung 5b: fMLP-induzierte Aktivierung der Degraulierung von PMN unter Einfluss von
exogenem Adenosin:

5 x 16 PMN/ml wurden in nativem Zustand belassen oder steigenden Konzentrationen von

exogenem Adenosin fur 5 Minuten koinkubiert unctldief3end mit 1 uM fMLP fur 10 Minuten bei

37°C aktiviert. Die Elastaseaktivitat im ZelllUbenstl ist prozentual, bezogen auf die Kontrollgruppe
ohne Adenosin, wiedergegeben.

Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte (+/- seen)s 4 unabhangigen Experimenten.

Mit * markierte Werte unterscheiden sich signifikgm<0,05) von der Kontrolle.
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Adenosin-Desaminase und Theophyllin heben denatgidchen Einfluss der Bronchial-
epithelzellerbei Stimulation mit fMLP auf, jedoch nicht bei iiktion mit A23

Um die Versuchsergebnisse mit exogenem AdenosiiBBBiGranulozyten-Koinkubationen
zu verifizieren, applizierten wir Adenosin-DesanseaDas Enzym desaminiert Adenosin zu
Inosin und schafft so ein Adenosin-freies Miliaudem die isolierten PMN stimuliert werden,
was uns ermdglichte, den Einfluss von exogenem ésianauf die Granulozyten weiter zu
differenzieren. Wir setzten je 25 U Adenosin-Degase fur 10 Minuten den B2B-Zellen zu
und erhielten Messwerte, die belegten, dass fMLiR4dakie Granulozyten jetzt keine
Supprimierung von respiratory burst oder Degramutig in Koinkubation mit B2B mehr
erfuhren (Abbildungen 6a+b). Die verminderte AWt im Rahmen der Degranulierung
steigerte sich nach Adenosin-Desaminase-Gabe véa 26f 76 % wahrend bei Messung des
respiratory burst eine tUberschieRende Antagonisienon 58 % auf 249 % stattfand. Im
Gegensatz dazu konnten wir keinen antagonistisdB#ekt bei Stimulation mit A23
beobachten (nicht dargestellt).

Einen teilweise antagonistischen Effekt auf die Ddwegulation der Granulozytenfunktion
fanden wir auch beim Einsatz des Adenosinantagemi$heophyllin. Theophyllin wirkt als
unspezifischer Antagonist auf die Adenosinrezeptofd und A2 und nach 10 Minuten
Inkubationszeit und einer Dosierung von 5 uM Thedlph beobachteten wir eine partielle
Restitution des regulatorischen Einflusses beimiraory burst von 32 % auf 57 % bezogen
auf die Kontrolle und bei der Degranulierung einahezu komplette Aufhebung der

Hemmung mit einer Steigerung von 76 % auf 98 % geaauf die Kontrolle.
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Abbildung 6a: fMLP-induzierte Aktivierung des resgitory burst von PMN unter Einfluss von
Adenosin-Desaminase bzw. Theophyllin:

Die konfluenten B2B wurden mit 25 U Adenosin-Desagsg (weiRe Saulen) bzw. 5 puM Theophyllin
(graue Séaulen) fir 10 Minuten vorinkubiert. Im Amsss wurden zur Koinkubation 5 x*1BMN/ml
zupipettiert, welche wiederum mit @M fMLP fir 10 Minuten bei 37°C stimuliert wurdebDie
Produktion von Superoxidanion im Zelliberstand psbzentual, bezogen auf die Kontrolle ohne
Inhibitor, angegeben.

Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte (+/- seen)s 5 unabhéangigen Experimenten.

Signifikante Veranderungen (Signifikanzniveau pspgnd mit * gekennzeichnet.
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Abbildung 6b: fMLP-induzierte Aktivierung der Degraulierung von PMN unter Einfluss von
Adenosin-Desaminase bzw. Theophyllin:

Die konfluenten B2B wurden mit 25 U Adenosin-Desase (weif3e Saulen) bzw. 5 uM Theophyllin
(graue Séaulen) fir 10 Minuten vorinkubiert. Im Amsss wurden zur Koinkubation 5 x*1BMN/ml
zupipettiert, welche wiederum mit AM fMLP fir 10 Minuten bei 37°C stimuliert wurdenieD
Elastaseaktivitat im Zelllberstand ist prozentudlezogen auf die Kontrolle ohne Inhibitor,
wiedergegeben.

Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte (+/- seen)s 5 unabhangigen Experimenten.

Signifikante Veranderungen (Signifikanzniveau pspgnd mit * gekennzeichnet.
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l11.1.4 Einfluss pharmakologischer Inhibition der NO-Synthase

L-NMMA antagonisiert den regulatorischen Einflugs 8ronchialepithelzelleauf neutro-

phile Granulozyten.

Neben Lipidmediatoren hat auch Stickstoffmonoxidflass auf granulozytare Funktionen
und spielt im Regelwerk des Immunsystems und beledlichen Vorgangen eine wichtige
Rolle. Zum einen stellt NO auch selbst ein toxischéerteidigungsmolekil gegen
Krankheitserreger dar und zum anderen reguliert vsle Funktionen von am
Immungeschehen beteiligten Zellen.

Die NO-Synthese wurde von uns durch Gabe des nietteyl Substrates NMonomethyl-L-
Arginin (L-NMMA), einem kompetitiven Inhibitor deNO-Synthase und am terminalen
Guanidin-Stickstoff substituiertes Derivat des Lghuin, blockiert. Interessanterweise zeigte
sich, dass durch diese Interaktion mit der epidthei NO-Synthase der inhibitorische Effekt
der Bronchialepithelien auf die inflammatorische tigikat von fMLP-stimulierten PMN
aufgehoben werden konnte. Die Abbildungen 7a+Hestalliesen Befund grafisch dar. In
Gegenwart von L-NMMA zeigte sich eine nahezu kortipl&®ekonstitution des respiratory
burst in PMN-B2B-Kokulturen: Es fand eine Steigeguter supprimierten Aktivitat von 38 %
auf 89 % statt. Parallel dazu konnten wir auch &hederherstellung der Elastasefreisetzung
in Gegenwart von L-NMMA zeigen: es fand eine Erhddnwon 77 % auf 108 % statt. Im
Gegensatz dazu lie3 sich wiederum die Hemmung derufpzytdren Funktionen in A23-
aktivierten PMN nicht beeinflussen (nicht dargdstel

Um diese Ergebnisse zu uberprifen, wurde im nactsthritt den Granulozyten ein PDES-
Inhibitor zugefuhrt, um eine intrazellulare Erhéguwmon zyklischem Guanylmonophosphat
hervorzurufen. Dieser second messenger mediierintiiazellulare Signaltransduktion von
NO. Wie wir vermuteten, kam es auch hier durch B&E5-Inhibitor Zaprinast zu einer
dosisabhangigen Supprimierung des respiratory Jbdiestin Abbildung 8 dargestellt ist. Auf
diesem Weg war es uns mdoglich, auch indirekt zede, dass der Einfluss von NO zu einer

Reduktion im inflammatorischen granulozytaren Realdverhalten fihrt.
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Abbildung 7a: fMLP-induzierte Aktivierung des reggitory burst unter NO-Blockade durch
L-NMMA bei PMN-B2B-Koinkubation:

Die konfluente Schicht der B2B wurde mit 1081 L-NMMA fir 10 Minuten vorinkubiert. Im
Anschluss wurden sie mit 5 x®1BMN/ml koinkubiert, welche wiederum mit(M fMLP far 10
Minuten bei 37°C stimuliert wurden.

Die Produktion von Superoxidanion im Zelliberstastdprozentual, bezogen auf die Kontrolle ohne
Inhibitor, angegeben.

Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte (+/- see)s 5 unabhéngigen Experimenten.

Signifikante Veranderungen (Signifikanzniveau p8Pgnd mit * gekennzeichnet.
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Abbildung 7b: fMLP-induzierte Aktivierung der Degraulierung unter NO-Blockade durch
L-NMMA bei PMN-B2B-Koinkubation:

Die konfluente Schicht der B2B wurde mit 1001 L-NMMA fur 10 Minuten vorinkubiert. Im
Anschluss wurden sie mit 5 x®1BMN/ml koinkubiert, welche wiederum mit(M fMLP far 10
Minuten bei 37°C stimuliert wurden.

Die Elastaseaktivitat im Zelliberstand wurde als rkéa fiir eine abgelaufene Degranulierung
guantifiziert und ist prozentual, bezogen auf domtfolle ohne Inhibitor, angegeben.

Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte (+/- seen)s 5 unabhéangigen Experimenten.

Signifikante Veranderungen (Signifikanzniveau pSPgnd mit * gekennzeichnet.
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Abbildung 8: fMLP-induzierte Aktivierung des resgtory burst unter Zaprinast (PDE5-Inhibitor)

5 x 16 PMN/ml wurden fiir 10 Minuten mit steigenden Kotrzgionen von Zaprinast koinkubiert und
anschlieBend mit 1 pM fMLP bei 37°C fur 10 Minuséimuliert. Die Produktion von Superoxidanion
im Zelliberstand ist prozentual, bezogen auf dietkdle ohne Inhibitor, angegeben.

Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte (+/- see)s 4 unabhéngigen Experimenten.

Signifikante Veranderungen (Signifikanzniveau p8Pgnd mit * gekennzeichnet.
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1.2 Untersuchungen zum Effekt von Alveolarepithelzellerauf destruktive

granulozytéare Zellreaktionen.

Koinkubation von neutrophilen Granulozyten und Alaeespithelzellen fuhrt zu gesteigerter

Aktivierung der Degranulierung bei Induktion mitlf®l.

Zum Vergleich des Einflusses von Bronchialepithégreauf neutrophile Granulozyten mit
anderen Zelllinien koinkubierten wir Alveolarepitbellen (A549) mit PMN. Diese
transformierte humane Zelllinie wird aus explanéar Lungenkarzinomen gewonnen und
zeigt die typischen Charakteristika von alveoldFgp Il Zellen®

Auch die ersten Experimente mit Alveolarepithelzeluntersuchten unter der Pramisse von
Zell-Zell-Interaktionen den Einfluss auf die Ak#rung von Sauerstoffradikalbildung und
Degranulierung neutrophiler Granulozyten. Bei ueseYersuchsreihen mit dieser Zelllinie
stellten wir fest, dass die A549 ahnlich den B2Rrehlls regulatorischen Einfluss ausiben
und es zu einer weniger starken Aktivierung dertrd&iven granulozytdren Mechanismen
respiratory burst und Degranulierung kommt, wennt ®R3 stimuliert wurde (nicht
dargestellt). Bei Messung des respiratory bursthnbcuktion mit fMLP liel3 sich kein
signifikanter Einfluss auf das Reaktionsverhalteasdhreiben; die in Gegenwart der
Bronchialepithelien induzierte Hemmung der Supetariongenese blieb aus. Inter-
essanterweise zeigte sich nach Induktion der Degeanng mit fMLP eine deutliche
Aktivitdtszunahme von 1,01 U/l auf 2,01 U/l (Abhildgen 9a+b).

Wiederum war im nadchsten Schritt zu prifen, ob ek sim einen Zell-Zell-Kontakt-
abhangigen oder -unabhangigen Einfluss handelt.eDalurde der bis zu 60 Minuten
vorinkubierte Uberstand (HH+/+) abgenommen und Aldivierung fand ohne direkten
Kontakt zu A549-Zellen statt. Wie in den Abbildung®a+b dargestellt, zeigte sich hier
analog den Ergebnissen mit B2B der pragnantestekiEHuf respiratory burst wie auch
Degranulierung wenn direkter Kontakt von PMN und485madglich war. Bei allen weiteren
Versuchen wurden diese Stimulationsbedingungerehaiten und die PMN ohne vorheriges
Abnehmen des Uberstandes in die Versuchswells tigigetso dass die Aktivierung im
Medium direkt Giber den A549 stattfand.

Aufgrund dieser Ergebnisse wurde in den folgendersichen zur Inhibierung verschiedener
Lipidmediatoren nur die Elastasefreisetzung in defliberstand quantifiziert, da wir hier
eine unterschiedliche Einflussnahme von B2B und AZuf das Reaktionsverhalten

neutrophiler Granulozyten gefunden hatten.
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Abbildung 9a: Aktivierung des respiratory burst mitMLP bei Koinkubation von Alveolar-
epithelzellen mit PMN oder Uberstand mit PMN:

5 x 16 PMN/ml wurden entweder direkt auf den A549 mit fiésuh aufgebrachten Versuchsmedium
(HH +/+) oder separat mit dem 60-minitigen Ubersiakoinkubiert und anschlieRend mitzm
fMLP fir 10 Minuten bei 37°C stimuliert.

Die Produktion von Superoxidanion im Zelliberstaist Uber die Extinktion [ext] bei 546 nm
angegeben.

Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte (+/- seen)s 5 unabhangigen Experimenten.

Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied depe®oxidaniongenese bei An- oder Abwesenheit der
A549-Zellen.
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Abbildung 9b: Aktivierung der Degranulierung mit fMP bei Koinkubation von Alveolar-
epithelzellen mit PMN oder Uberstand mit PMN:

5 x 16 PMN/ml wurden entweder direkt auf den A549 mit fiésuh aufgebrachten Versuchsmedium
(HH +/+) oder separat mit dem 60 minitigen Uberstakoinkubiert und anschlieRend mit 1 puM
fMLP fir 10 Minuten bei 37°C stimuliert.

Die Elastaseaktivitat im Zelliberstand wurde als rkéa fiir eine abgelaufene Degranulierung
quantifiziert und ist in Units/I angegeben.

Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte (+/- see)s 5 unabhéngigen Experimenten.

Signifikante Veranderungen (Signifikanzniveau pspgnd mit * gekennzeichnet.
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[11.2.1 Einfluss pharmakologischer Inhibition des Lipidmediatormetabolismus

Cycloxygenase- bzw. Thromboxanrezeptorantagonkgienen den steigernden Effekt der

Alveolarepithelzellen nicht aufheben.

Analog zu den Versuchen der PMN-B2B-Koinkubationtewsuchten wir auch hier die
maogliche Einflussnahme von Lipidmediatoren auf idigistrierten Zellinteraktionen. Da die
Alveolarepithelien einen steigernden Effekt auf dd&mmatorische Granulozytenverhalten
hatten, konzentrierten wir uns auf proinflammatdres Mediatoren wie verschiedene
Prostaglandine und Thromboxane. Thromboxane wikdktenchokonstringierend, erhéhen die
mikrovaskulare Leckage, vermindern die mukozilia@dearance und induzieren eine
Hyperreagibilitat der Luftweg® Aber weder Indometacin (Inkubationszeit 60 Minitats
unspezifischer Cyclooxygenase-Inhibitor noch Dal&mo (Inkubationszeit 10 Minuten) als
spezifischer Thromboxan-Rezeptorantagonist waredeinLage, den stimulierenden Effekt
der A549 auf die PMN zu beeinflussen. Die verst&rRiegranulierung bei Induktion mit
fMLP erfuhr keine signifikante Anderung (Tabelle 5)

Die konfluenten A549 wurden bei diesen Versuchsmiim je 5 unabhéngigen Experimenten
mit den Inhibitoren fir die genannte Dauer vorinkubund im Anschluss mit 5 x 10
PMN/mI koinkubiert. Die Aktivierung der PMN erfolgtmit 1uM A23 oder 1 uM fMLP fur
10 Minuten im Wasserbad bei 37°C.

Tabelle 5: Effekt von Lipidmediatorinhibitoren befMLP-induzierter Degranulierung von PMN
in Koinkubation mit Alveolarepigizellen

Indometacin (50 puM) Daltroban (25 uM) o
Induktor Inhibitor
%-MW sem %-MW sem
261 80 187 4 Nein
fMLP
207 51 227 38 Ja

%-MW, prozentualer Mittelwert bezogen auf Kontradlem, Standardfehler des Mittelwertes
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[11.2.2 Einfluss pharmakologischer Inhibition der 5-Lipoxygenase

MK886 antagonisiert den aktivierenden Einfluss Akeolarepithelzellemuf neutrophile
Granulozyten bei Induktion mit fMLP.

Leukotriene als korpereigene Metabolite des Aramms@urestoffwechsels, respektive der
Lipoxygenase (LO), sind stark wirksame proinflamonziche Mediatoren entzindlicher und
allergischer Reaktionen, wirken dabei chemotakfidgezbnchokonstringierend und vasoaktiv
und sind Trigger fur Rekrutierung und Aktivierungutrophiler Granulozyten. Bei der Genese
von Leukotrienen wird der Arachidonsaure molekul@auerstoff zugesetzt und Wasserstoff
abgespalten. Dieser Vorgang wird katalysiert dudieh5-Lipoxygenase in Kombination mit
einem membrangebundenen Aktivierungsprotein (FLEP).

Mit dem 5-LO-Inhibitor MK886, der genau an diesertidierungsprotein angreift, gelang es
uns, die gesteigerte Elastasefreisetzung in delil@bktand bei Induktion mit fMLP von
261 % auf 134 % zu reduzieren (Abbildung 10). Dagegeigte sich kein Effekt bei Stimu-
lation der PMN mit A23 und die Hemmung der Eladsha&ssetzung lie3 sich nicht
antagonisieren (nicht dargestellt). Diese Daterkelecsich mit den Ergebnissen, die wir bei
der NO-Inhibierung der B2B durch L-NMMA erhielterAuch dort konnten wir den
regulatorischen Einfluss der Epithelzellen nurlbduktion mit fMLP inhibieren, nicht jedoch
bei Stimulation mit A23.



Il Ergebnisse 48

380

3301

2801

2301

180

% PMN-Elastase

130~

80 1

30 -
fMLP fMLP + A549 fMLP + A549 + MK886 fMLP + MK886

Abbildung 10: fMLP-induzierte Aktivierung der Degraulierung unter 5-LO Blockade durch
MK886 bei PMN-A549-Koinkubation:

Die konfluente Schicht der A549 wurde mit 10 uM B&®&ir 10 Minuten vorinkubiert. Im Anschluss
wurden sie mit 5 x PPMN/mI koinkubiert, welche wiederum mitd¥ fMLP far 10 Minuten bei 37°C
stimuliert wurden.

Die Elastaseaktivitdt im Zelluberstand ist prozettubezogen auf die Kontrolle ohne Inhibitor,
angegeben.

Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte (+/- see)s 5 unabhéngigen Experimenten.

Signifikante Veranderungen (Signifikanzniveau pSPgnd mit * gekennzeichnet.
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v Diskussion

IV.1 Entwicklung der Fragestellung

Genetische oder erworbene Defekte neutrophiler @oagten bzw. Funktionsstérungen
neutrophiler Granulozyten kénnen zu einem Verluderoeiner Reduktion Infektabwehr-
relevanter Strategien der PMN fihren und damitimere erheblichen Risiko, vor allem an
bakteriellen Infektionen zu erkranken. Beim Leukemadharenzdefekt (LAD) Syndrom
kommt es durch genetische Defekte (Punktmutatioleietionen) zu einer verminderten
Expression oder einem vdlligen Fehlen von Adharestemmen (CD11b/CD18). Diese
Granulozyten kénnen nicht mehr adharieren, emigmiemd eine lokale Infektion abwehren.
Man kennt verschiedene Adhérenzdefekt Syndrome esdunktionelle Migrationsdefekte
anderer bzw. unbekannter Ursachen (z.B. ,Lazy Lewl® Syndrom®). Stérungen in der
Kaskade zur Bildung reaktiver Sauerstoffspezies cldurgenetische Defekte von
Enzymen/Koenzymen fuhren zu einem Verlust der Baktke, was im Rahmen der
chronischen Granulomatose (CGD Syndrom) beschriedben

Auch erworbene und passagere Granulozytendefektefunktionsstérungen sind bei vielen
verschiedenen Erkrankungen zu beobachten, wobeiZdsammenhang auf molekularer
Ebene haufig noch nicht geklart ist.

Alle Funktionsstorungen der Granulozyten zeigenMissverhéltnis im Regulationsverhalten
der PMN: entweder eine Ubersteigerte Aktivierungerodlas Fehlen einer adaquaten
Immunantwort. Sind Granulozyten essentiell fur esnéfiziente Erregerbekampfung, so sind
sie aber auch an der Pathogenese verschiederenimétorischer Konditionen beteiligt wie
z.B. beim ARDS. Bei diesem Krankheitsbild kommtzeseinem ausgepréagten Einwandern
von PMN in die Lunge, wo durch freigesetzte Oxitamtund hydrolytische Enzyme
Gewebsnekrosen entstehen kénnen. Daher versuclirdanismus durch Einflussnahme auf
die Granulozytenfunktionen die ungewollten GbersBbnden Reaktionen zu verhindern bzw.
zu minimieren. Diese Down-Regulierung der granulamn Funktionen wiederum kénnte
verantwortlich sein fiir die oft letal endenden poiralen Infektionefi* Eine ausgewogene
Balance zwischen stimulierenden und hemmenden UBséh ist fur die optimale
Granulozytenfunktion unbedingte Voraussetzung.

Vor diesem Hintergrund bildete der Einfluss und ekff von Epithelzellen auf die
inflammatorischen PMN-Funktionen und die Moglictikeer Existenz einer Regulation auf

diesem Wege den Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit
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IV.2 Down-Regulation von Rezeptor(fMLP)- und lonophor(AZ3)-indu-

zierter Granulozytenaktivierung durch Bronchialepithelzellen

Den Einfluss der Epithelzellen auf das Reaktionsakken der PMN untersuchten wir im
Hinblick auf die Aktivierung destruktiver granuldayer Zellreaktionen. Wir bestimmten in
unseren Versuchsreihen die Freisetzung von Saffessli@alen (respiratory burst) und
Elastase (Degranulierung) in den jeweiligen Zeltstand. Dabei konnten wir feststellen, dass
die Zelllinie B2B als Modell humanen Bronchialegth eine generelle Hemmung dieser
Zellreaktionen hervorruft.

Zur Differenzierung, ob direkter Zellkontakt zwisthB2B und PMN benétigt wird, wurde im
nachsten Schritt untersucht, ob sich dieses Vematch bei Granulozyten nachweisen liel3,
die keinen Kontakt zu Epithelzellen hatten. Hiergize sich jedoch ein weitaus starkerer
Einfluss bei direktem Zellkontakt. Eine Hemmung dletiegrin-ICAM mediierten Adhéasion,
die eine wichtige Rolle bei granulozytar induziartentziindungsreaktionen spi&itmittels
eines funktionsblockierenden Antikorpers (anti-ICAMatte keinen Einfluss auf die
Interaktion zwischen den untersuchten Zellliniera Bei direktem Zell-Zell-Kontakt eine
weitaus starkere Down-Regulation beobachtet weldemte, sind mdglicherweise andere
Adhasionsmolekiile involviert. Scheinen Selektind @D31 (PECAM — Platelet Endothelial
Cell Adhesion Molecule) zwar bei Interaktionen vBMN mit Endothelien eine wichtige
Rolle zu spielen, so sind Einflisse bei epithefialéell-Zell-Interaktionen bisher nicht
festgestellt worden. Vielmehr sind wohl Proteoglygaund Protein-Komponenten von
Zellbriicken bei Adhasion und Migrationsprozessem ewntscheidender Bedeutuffy.
Interessant ist in diesem Zusammenhang auch, dissem Zell-Uberstand die Ergebnisse
nicht bzw. nur inkomplett reproduzierbar waren. Mdwerweise sind Mediatoren involviert,
die extrem kurzlebig sind und daher eine enge ri&hel Nahe gegeben sein muss.
Bestatigung findet diese Annahme in den Versuchsrgiin welchen wir die Synthese von
NO, einem sehr kurzlebigen Mediator, der enge Zéknbendstigt® unterbanden und so die

Down-Regulierung antagonisieren konnten.
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IV.3 Suche nach moglichen Mediatoren der Down-Regulation

Nachdem der Nachweis fiur eine Einflussnahme derthElgiellen auf granulozytéres
Reaktionsverhalten erbracht war, versuchten wigrumde liegende Ursachen zu bestimmen.

Dazu wurde die Genese antiinflammatorischer Medeataer Epithelzellen inhibiert.

Zytokine

Im Rahmen der Mediatorsuche wurde ein mdoglicherfli8a von Zytokinen in Betracht
gezogen. Wir wissen, dass einige Zytokine einenbiarenden Einfluss auf granulozytare
Funktionsweisen ausiiben, wie z.B. Interleukin 10-10)*° oder Interleukin-1 Rezeptor
Antagonist (IL-1raf’ diese aber de novo eine Proteinsynthese erfor@ésn, eines langen
Synthese-Prozesses bediurfen. Eine solche Situatwer aber unter unseren
Versuchsbedingungen nicht gegeben, weshalb wir kify@o als Mediatoren der Down-

Regulation ausgeschlossen haben.

Lipidmediatoren

Zu den Lipidmediatoren mit bekannter antiinflammetcher Wirkung gehdren
Prostaglandine wie PGE2, Prostaglandin uhd 15deoxéx'?*%rostaglandin 2 sowie die
Lipoxine. Prostaglandine induzieren hierbei Uberskrglandinrezeptoren intrazellular erhdhte
c-AMP-Level als second messen§yé’ und kénnen die Aufldsung inflammatorischer
Prozesse unterstiitz&h.Eine Hemmung der Prostaglandin- und Lipoxinsyreheber
Indometacin und Acetylsalicylsdure als unspezisc@yclooxygenaseinhibitoren bzw.
MK886 als Lipoxygenaseinhibitor hatte jedoch keif#nfluss auf den regulatorischen Effekt

der Bronchialepithelzellen.

Adenosin

Adenosin ist ein endogenes Purinnukleosid, welsloesZellen als Teil des physiologischen
Stoffwechsels produziert wird, und besitzt ein te®iSpektrum von biologischen Aktivitaten,
einschliel3lich der Modulation des Funktionsverhrteon PMN. In vielen Studien konnte
belegt werden, dass via Adenosinrezeptoren PMN-tamdn wie Superoxidsynthese,
Adhésion, Phagozytose und auch die Synthese informcher Zytokine in Monozyten
supprimiert werden. Auch im Rahmen von in vivo $uad wurde ein potenter

antiinflammatorischer Effekt nachgewiesen.
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Einen solchen inhibitorischen Einfluss konnten imiunseren Versuchsreihen mit exogenem
Adenosin lediglich bei Stimulation mit fMLP, jedochicht bei Aktivierung mit A23
nachvollziehen. Im Koinkubationsmodell gelang ess,udurch Desaminierung mittels
Adenosin-Desaminase den hemmenden Einfluss der cBiaepithelzellen auf die
Degranulierung teilweise (verminderte Supprimierung 26 % auf 76 %) zu antagonisieren.
Dass es nur zu einer teilweisen Restitution katmiaht genau zu differenzieren und spiegelt
wohl die Tatsache wider, dass Granulozyten als thesga Feedback-Mechanismus auch
endogen Adenosin bilden, um unkontrollierte Aktivieg zu vermeidert®! Interessant ist
auch der Befund, dass es bei der Superoxidgenesmeutberschiellenden Antagonisierung
kam (von 58 % auf 249 % nach Desaminierung). Auéh Kontrollgruppe (PMN in
Abwesenheit von B2B) mit alleiniger Gabe von Adend3esaminase zeigte dieses
Verhalten, was auf einen hemmenden Einfluss endmg@denosins hindeutet.

Auch der nichtselektive A1/A2-Rezeptorantagonisedphyllin fihrte beim respiratory burst
zu einer teilweisen Restitution von 32 % auf 57 &sm Antagonisierung, wahrend bei den
Messreihen zur Erfassung der Degranulierung miereWiederherstellung auf 98 % der
supprimierende Einfluss der B2B auf die Granulozyt@hezu aufgehoben werden konnte.
Der unterschiedlich stark ausgebildete Effekt destRution ist moglicherweise mit einer
differenten Affinitat in Abhangigkeit mit der Konatration zu den verschiedenen
Adenosinrezeptoren zu erklarenreBbHOLM et al. konnten zeigen, dass der inhibitorische
Einfluss von Adenosin auf den respiratory burstridenosin A, Rezeptoren vermittelt
wird, wobei in diesen Studien Theophyllin mit 30 pitMwesentlich héheren Konzentrationen
zum Einsatz karm¥ Wie Bouma et al. berichteten, wird die Down-Regulation der
Degranulierung dagegen uber Adenosinuid A; Rezeptoren vermittelt und auch sie waren
in der Lage, mit Theophyllin diesen Einfluss zuagunisierer>



IV Diskussion 53

Stickstoffmonoxid

Stickstoffmonoxid spielt zum einen speziell bei 8euerung granulozytarer Funktionen zum
anderen aber auch bei komplexen Vorgangen im Imysters eine entscheidende Rolle. NO
kann als eigenstandiges Molekul toxisch auf Mikroleewirken aber auch viele Funktionen
von Immunzellen wie Makrophagen, T-Lymphozyten, igen-prasentierende Zellen,
Mastzellen, nattrliche Killerzellen und PMN beeirsigen.

Nach Applikation von inhalativem NO vermindert sichim Beispiel die Anzahl neutrophiler
Granulozyten in der Lunge, es findet sich weniger81 und es kommt unter
inflammatorischen Bedingungen zu einer gesteigegtanulozytaren Apoptose, was erklaren
kénnte, weshalb diese Therapie zum Sistieren gm#monalen Inflammation beitragen
kann®* Wir waren in der Lage, eine nahezu volle Aufhebuter B2B-vermittelten
Supprimierung in fMLP-stimulierten PMN durch NO-fagonismus zu erzielen. Mit dem
NO-Synthase-Antagonisten L-NMMA erzielten wir eiRestitution beim respiratory burst
von 38 % auf 89 %, was sich auch in der Arbeit @1z et al® zeigte und konnten die
supprimierte Degranulierung von 77 % auf 108 % aehe Wie in der Literatur beschrieben
setzt die schnelle Wirkung von NO iber einen Amgsties zyklischen GMP effi. Eine
Erh6hung des intrazellularen cGMP mittels des PD#bitors Zaprinast fiihrte in unseren
Versuchsreihen dosisabhangig ebenfalls zu eineifigignten Supprimierung des respiratory
burst. Dieses Ergebnis deckt sich auch mit der iarben Lee et al’’ CLancy et al.
postulierten zudem eine Reduktion der Superoxidgeioa via eines direkten Effektes auf die
NADPH Oxidase. Dabei greift NO noch vor der Asstaiades Multienzymkomplexes in die
Superoxidgenese effi Allerdings sind auch aktivierende Einfliisse von B@ granulozytare
Funktionen beschrieben, wie zum Beispiel Chemotaxid Adhasion durch NO getriggert
aber auch gebremst werden kénnen. Diese paradagendehaften sind noch nicht erklart,
aber vermutlich spielt die Konzentration von NO eeigntscheidende Rolle, wobei ein
niedriger Spiegel stimuliert, wéhrend hohe Dosen $mne eines negativen Feedbacks
hemmer?? Auch die neutrophile Phagozytose wird durch NOirfeesst und es konnte
gezeigt werden, dass L-NMMA die Abtdtung und Aufmehvon Staphylokokken herabsetzt,
was sich mit L-Arginin wieder antagonisieren IiéR.

In der klinischen Routine findet inhalatives NO,tem anderem durch Dilatation der
PulmonalgefalRe, im Rahmen der Behandlung von pufeon Hochdruck wie beim ARDS
oder bei Ateminsuffizienz und Hypoxie bei Neugeln@® Anwendung. Daneben kdnnen
Reperfusionsschaden in der Herz- und Gefal3-Thenaipieniert werden.
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IV.4 Differenzierung der Induktion mit fMLP bzw. A23

Auffallend an unseren Ergebnissen war die Tatsagags sich nur die Hemmung in fMLP-
stimulierten Granulozyten antagonisieren liel3, cegulatorische Einfluss durch A23 aber
nicht, obwohl fir beide Aktivatoren eine signifikan Reduktion des granulozytaren
Reaktionsverhaltens in B2B-PMN-Koinkubationen nasteisen war. Eine mogliche
Erklarung fur das unterschiedliche Verhalten bertighktivierung mit fMLP oder A23 ist
der unterschiedliche Wirkmechanismus, der bei fMihiPeinem spezifischen PMN-Aktivator
rezeptorabhangig ist, wahrend das lonophor A23kdiem der Zellwand angreift und im
Gegensatz zu fMLP auch direkt auf die Bronchiategitellen wirkt. Uber fMLP werden G-
Protein-gekoppelte Rezeptoren angesprochen, diespRbmositid-3-Kinasen (PI-3K)
aktivieren, welche wiederum Phosphatidylinositel(3)-Triphosphat (Ptdins(3,4,%)P
generieren, was einen Co-Faktor zu Aktivierung dADPH-Oxidase darstellt. Zudem wirkt
PtdIns(3,4,5)P auf die Proteinkinase C, die tiber?GErhéhung und Diacylglycerol (DAG)
aktiviert wird und beim respiratory burst eine ehiidende Rolle spielt. Bei der
Degranulierung bewirken unter anderem Phospholigasiéber Inositol(1,4,5)-Triphosphat
(InsPy), DAG und einen erhdhten €aSpiegel die Sekretion von Granulakomponenteén.
Eventuell induziert A23 auch in den Bronchialepligre komplexe Signaltransduktions- und
Mediator-Metabolismen, die nicht durch Interferiereit einem einzelnen Signalmolekil
(NO, Adenosin, Theophyllin) inhibiert werden koénnedaher scheint auch in den
Granulozyten die A23-abhangige Zellaktivierung hidhrch Adenosin beeinflussbar, wie die

Versuche mit exogenem Adenosin zeigten.
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IV.5 Steigerung der fMLP-induzierten granulozytaren Deganulierung
durch Alveolarepithelzellen — Prinzip der kooperatven Eicosanoid-

synthese

Analog zu den Versuchen mit Bronchialepithelzelbszlglich des Reaktionsverhaltens der
PMN untersuchten wir auch die Wechselwirkung zwescilveolarepithelzellen und PMN.
Wir bestimmten auch in diesem Zusammenhang wiederdi®m Freisetzung von
Sauerstoffradikalen und Elastase in den Zelllibedst®abei konnten wir den Unterschied
herausarbeiten, dass die Alveolarepithelien bei PMhduzierter Aktivierung keinen
hemmenden sondern einen aktivierenden Einflusdiaudegranulierung ausiuben.

Bei der Frage, ob direkter Kontakt bendtigt wirckigte sich wiederum ein &hnliches
Verhalten wie bei den B2B, mit starkerem Einflussdirektem Zell-Zell-Kontakt.
Antagonisieren konnten wir diesen Effekt durch Btmsdes 5-LO-Antagonisten MK886.
Dieser 5-Lipoxygenase-Inhibitor bedingt unter aeder die Sistierung der Leuko-
trienproduktion. Unser Ergebnis stellt sich dahentkar zur Arbeit von Bock et al. dar, die
den Alveolarepithelien keine 5-LO-Aktivitat zusphem’®> Danach produzieren
Alveolarepithelien LTB vielmehr durch transzellularen Transport der zgBanulozytéren
5-LO-gebildeten Vorstufe LTAund anschlieBende Aktivitat eigener LiFAydrolase. Das
Prinzip der kooperativen Eicosanoidsynthese wurdd ason QRIMMINGER et al. entworfen,
die zeigen konnten, dass die granulozytare A3nthese in Koinkubation mit
Alveolarmakrophagen massiv gesteigert witiDa LTB, per se iber auto- und parakrine
Mechanismen selbst ein potenter Aktivator der diaaytaren Degranulierungsreaktion ist,
konnte der steigernde Effekt der Alveolarepitheli@af die neutrophile Degranulierung
durchaus durch das in Kokulturen vermehrt gebild&iB, zurtickzufiihren sein. Ein Effekt
der sich durch Hemmung der 5-Lipoxygenase mit MK88theben liel3. Vielleicht bedingt in
diesem Rahmen eine kurze Einwirkung von MK886 ae@fRMN eine verminderte LTA und
konsekutiv LTB-Genese, wodurch der aktivierende Stimulus abfallt.

Die biologische Bedeutung unseres Befundes ist icti@iweise mit der Lokalisation der
Alveolarepithelien zu begrinden. Da sich aufgrued ahatomischen Gegebenheiten in den
Alveolen sehr leicht inflammatorische Foki (Bakégri Pilze) bilden kdnnen, sollen diese
direkt von maximal aktiven Granulozyten in engenumméichem Wirkbereich bekampft

werden.
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IV.6 Interpretation der Ergebnisse und Ausblick

Versucht man den physiologischen Nutzen fur derfli&s und die Down-Regulation der
Granulozyten durch die Bronchialepithelzellen znodén, so scheint die offensichtlichste
Antwort ein Schutzmechanismus der Epithelien vomdeerstorerischen Potential der
Granulozyten zu sein. Fir eine physiologische ufekeve Wirkweise der Granulozyten ist
das diffizile Gleichgewicht zwischen einer angemsess oder UberschielRenden Aktivierung
der destruktiven und antimikrobiellen Eigenschaften grundlegender Bedeutung. Stérungen
kobnnen schwere Krankheitszustande wie z.B. beim BR&der andere entzindliche
Lungenerkrankungen hervorrufen. In diesem Zusamaranistellt sich die Frage, wie bereits
aktiviertes Epithel auf die Funktionen der Granytem Einfluss nimmt. Fur zukinftige
Arbeiten ist sicherlich interessant zu untersucleénynter solchen Bedingungen eine &hnliche
Hemmung noch gegeben ist. Bricht dieser Mechanismangich zusammen, so ist mit einer
Uberbordenden granulozytaren Reaktion zu rechnelthe die physiologische und hilfreiche
Aktivitdt weit Uberschreitet. Auch der unterschiedé Einfluss von Bronchial- und
Alveolarepithel bei fMLP-induzierter Degranulieryngiemmung durch bronchiales und
gesteigerte Elastasefreisetzung durch alveolaréhdtpwirft interessante Fragen auf. Auf
dem Weg in die Alveolen ware das Potential der PMBiglicherweise schon verbraucht,
wenn es zu einer ungehinderten Aktivierung beraitsBronchialsystem kame. Durch den
hemmenden Einfluss der B2B bleibt dagegen zumindiesEahigkeit der Elastasefreisetzung
bis zum Zielort, den Alveolen, erhalten und kannt d@nn maximal stimuliert werden (siehe
Abbildungen 11a+b).

Kritisch betrachten sollte man in diesem Zusammeglauch die Tatsache, dass die A549-
Zellen aus einer Tumorzelllinie gewonnen werden aimd nicht physiologischer Effekt im
Sinne einer Steigerung der Degranulierung mogliebese in diesem Umstand begrindet
liegt. Patienten mit Bronchialkarzinomen bzw. Tupairenten zeigen haufig inflam-
matorische Prozesse und Pneumonien. Zusatzlichersichungen sind noétig, um hier eine

weiterfihrende Differenzierung postulieren zu kémne
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Abbildung 11a) Hemmung inflammatorischen Granulozgytverhaltens durch Bronchialepithelien.
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Abbildung 11b) Steigerung inflammatorischen Granuwgtenverhaltens durch Alveolarepithelien/

Bronchialkarzinomzellen
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V Zusammenfassung

Im Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit stand derntiliss bronchialer und alveolarer
Epithelzellen auf das Reaktionsverhalten neutrephiBranulozyten. Im Rahmen vieler
inflammatorischer Prozesse und Krankheitsbildeelspi PMN eine entscheidende Rolle. Den
Einfluss der Epithelzellen auf das Reaktionsvedmatter PMN untersuchten wir im Hinblick
auf die Aktivierung destruktiver granulozytarer [Fehktionen. Wir bestimmten die
Freisetzung von Sauerstoffradikalen (respiratomsf)uund Elastase (Degranulierung) in den
jeweiligen Zelliberstand und konnten feststellemssdBronchialepithelzellen eine generelle
Hemmung dieser Zellreaktionen hervorrufen. Dabainten wir zeigen, dass ein ICAM-
unabhangiger, direkter Zell-Zell-Kontakt einen \aeg groReren Einfluss der Epithelzellen
zuliel3, als Stimulationen in Epithel-geprimter Nébung. Die pharmakologische Inhibierung
der Genese antiinflammatorischer Mediatoren duiehBdonchialepithelzellen ergab sowohl
bei Blockade der Cyclooxygenase als auch der 5xyigenase keine Anderung im
granulozytaren Verhalten. Durch Antagonisierung 8ckstoffmonoxidgeneration konnten
wir allerdings den regulatorischen Einfluss der iétaalepithelzellen bei fMLP-induzierter
PMN-Aktivierung aufheben. NO mit seinen in der k#iteir beschriebenen paradoxen
Eigenschaften, scheint wohl je nach Konzentratiefisge aktivierenden bzw. hemmenden
Einfluss zu nehmen. Des Weiteren konnten wir beledass auch exogenes Adenosin bei den
Regulationsvorgangen eine wichtige Rolle spielthzeinen hemmt bei Induktion mit fMLP
exogenes Adenosin den respiratory burst und digddedjerung, zum anderen konnten wir in
Kokulturen den inhibitorischen Effekt der Bronclepithelien durch Adenosin-Desaminase
aufheben.

Zum Vergleich des Einflusses von Bronchial- und edlarepithel auf PMN wurden von uns
auch Alveolarepithelzellen untersucht. Interessammse zeigte sich, dass bei fMLP-
induzierter Degranulierung eine gesteigerte Aldivibeobachtet werden konnte. Inhibierung
der Cyclooxygenase sowie der Thromboxangenese makeiaen Einfluss auf dieses den
B2B gegensatzliche Verhalten, jedoch wurde nach cklde der
5-Lipoxygenase auch hier der beobachtete Einflues Alveolarepithelien auf die
Granulozyten antagonisiert.

Weshalb sich die beiden Pulmonalepithelien untéesiiich verhalten ist unklar.
Maoglicherweise sollen Granulozyten in den Bronchigoch keine Aktivierung erfahren,
sondern erst am Ort des Geschehens, namlich inPAbleolen, um dort inflammatorischen

Foki mit unvermindertem Potential zu begegnen.
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Vi Anhang

VI.1 Zusammenfassung (englisch)

The aim of the present study was to investigate itifieence of bronchial und alveolar
epithelial cells on the behaviour of PMN. In thentext of many inflammatory processes and
disease patterns PMN play a crucial role. The erfae of the epithelial cells on the behaviour
of PMN was investigated with regard to the actmatof destructive granular cell-reactions.
We assessed the release of oxygen radicals (respitaurst) and elastase (degranulation) into
the respective supernatant and were able to estathiat bronchial epithelial cells excite a
general inhibition of these cell-reactions. Thergl®ycould show, that an ICAM-independent
direct cell-cell-contact allowed a greater influenaf the epithelial cells than stimulation in
epithelial-primed medium. The pharmacological intidn of the genesis of antiinflammatory
mediators by bronchial epithelial cells revealedchange of the granular behaviour regardless
of blocking the cyclooxygenase or the 5-lipoxygenaBut by antagonizing the nitrate
monoxide generation we were able to neutralize ribgulatory influence of bronchial
epithelial cells on PMN-activation induced by fMLRs described in the literature NO
possesses paradox properties and it seems adgjivatimhibiting influence depends on the
concentration. Furthermore we could demonstraté ¢kagenous adenosine also plays an
important role in the regulation processes. Firgdgpiratory burst and degranulation are
inhibited by adenosine when induced with fMLP aedondly we were able to neutralize in
co-cultures the inhibitory effect of the bronchegiithelial cells by adenosine desaminase.

For comparison of the influence of bronchial andealar epithelial cells on PMN we also
analyzed alveolar epithelial cells. Interestinglye westablished that fMLP induced
degranulation caused an increased activation. ilidmbof the cyclooxygenase as well as the
thromboxane genesis had no influence on this to BBB oppositional behaviour. But
blocking the 5-lipoxygenase antagonized the obskinviiuence of the alveolar epithelial cells
on the PMN.

The reason for this different behaviour of the fmdmonal epithelials is unknown. Maybe
there should be no first PMN activation in brontlsegments but in more attractive alveolar

parts by what especially there a most efficientvagtagainst inflammatory foci is possible.
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VI.2 Liste verwendeter Abklrzungen

A23

AA
ARDS
ATP

CD
cGMP
COX
FiO;
fMLP
GM-CSF

H/H
ICAM

LK
MK886

NADPH-Oxidase
NO

NOS

paG

PBS

PDE

PG

PMN

SOD

TNF

Calciumionophor A23187
Arachidonsaure
Acute Respiratory Distress Syndrome
Adenosintriphosphat
Cluster Determinanten
zyklisches Guanylmonophosphat
Cyclooxygenase
Sauerstoffgehalt des Inspirationsgases
N-formyl-L-Methionin-L-Leucin-L-Phenylalain
Granulocyte/Macrophage Colony Stimulatin
Factor
Hanks/Hepes-Puffer mit €aund Md*
Intracellular Adhesion Molecule
Immunglobulin
Interleukin
Laktatdehydrogenase
N ©-Monomethyl-L-Arginin
Lipoxygenase
Leukotrien
5-LO-Inhibitor[L-663,536(3-[1-(4-cloroben2yB-t-butyl-thio-5-
isopropylindol-2-yl]-2,2-dimethylpropanoacid)
Nikotinamid-Adenin-Dinucleotid-PhogitOxidase
Stickstoffmonoxid
Nitric Oxide Synthase
arterieller Sauerstoffpartialdruck
phosphat-buffered saline
Phosphodiesterase
Prostaglandin
polymorphkernige neutrophile Granulozyten
Superoxiddismutase

Tumor Nekrose Faktor
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