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1. Einleitung

1.1. Vorwort

Die vorliegende Arbeit entstand im Zeitraum von April 1999 bis Mai 2000 unter
Betreuung von Herrn Prof. Dr. K. Mayer im Laborbereich von Herrn Prof. Dr. Dr. F.
Grimminger in der klinischen Forschergruppe "Respiratorische Insuffizienz" im Rahmen
des Sonderforschungsbereiches ,,Kardiopulmonales Gefdf3system* unter Leitung von Herrn
Prof. Dr. W. Seeger. Die Experimente untersuchten den Einfluss des Darmepithels, am
Modell von CaCo-2B-Zellen, auf die inflammatorische Aktivitit von neutrophilen
Granulozyten. Hierbei standen die Auswirkungen auf die Bildung von Sauerstoffradikalen
(respiratory burst) und die Elastasefreisetzung der Granulozyten im Mittelpunkt. Fiir die
Experimente wurden die CaCo-2B-Zellen mit proinflammatorischen Mediatoren
vorbehandelt. Uber das eigentliche Promotionsthema hinaus war die Bildung von
Stickstoffmonoxid (NO) sowie der Zytokine Interleukin-8 (IL-8) und Monocyte
chemoattractant protein-1 (MCP-1) durch die inflammatorisch vorbehandelten CaCo-2B-
Zellen ein weiterer Schwerpunkt meiner Untersuchungen. Des Weiteren wurde tiberpriift,
ob native bzw. inflammatorisch vorbehandelte CaCo-2-Zellen die granulozytire

Leukotriensynthese modulieren konnen.

1.2. Chronisch entziindliche Darmerkrankungen

Der Morbus Crohn (M. Crohn) und die Colitis ulcerosa gehoren zum Formenkreis der
chronisch entziindlichen Darmerkrankungen (CED), deren Atiologie bis heute immer noch
unzureichend geklart ist (1,2). Der M. Crohn ist eine granulomatdse transmurale
Entziindung des gesamten Intestinaltraktes, mit bevorzugter Lokalisation im terminalen
Ileum. Charakteristisch sind ein diskontinuierlicher Entziindungsprozess mit fissuralen
Darmwandlésionen sowie die Einbeziehung regionaler Mesenteriallymphknoten in das
Entziindungsgeschehen. Komplizierend konnen chronische Fisteln, Abszesse sowie
Darmwandperforationen hinzutreten. Der M. Crohn hat in Deutschland eine Inzidenz von
0,5 - 6,3/100.000 Einwohner und zeigt einen Altersgipfel in der 2. und einen in der 5.
Lebensdekade (1,2).

Die Colitis ulcerosa ist dagegen eine vom Rektum ausgehende, aszendierende Entziindung
des Colons. In sehr ausgeprigten Fillen ist eine Beteiligung des terminalen Ileums

moglich. Das histopathologische Korrelat sind oberflachliche Schleimhautulzerationen,



Kryptenabzesse und Pseudopolypen. Im fortgeschrittenen Stadium ist eine
Schleimhautabflachung ~ und  Becherzellverarmung  charakteristisch. Typische
Komplikationen sind Strikturen, Fisteln und das toxische Megakolon (3). Die Inzidenz
liegt in Deutschland bei 1,5 - 15,1/100.000 Einwohner. Klinisch geben Betroffene bei
beiden Erkrankungen eine chronisch-rezidivierende Diarrhée, Fieber, Gewichtsverlust und
Abdominalschmerzen an (1-3).

Sowohl beim M. Crohn als auch bei der Colitis ulcerosa konnen extraintestinale
Begleiterkrankungen der Augen (Uveitis), der Haut (Erythema nodosum) und des
Skelettsystems (Arthritis) auftreten. Weiterhin ist fiir beide Erkrankungen ein deutlich

erhohtes Karzinomrisiko nach langem Krankheitsverlauf charakteristisch (3,4).

1.2.1. Atiologie und Pathogenese der CED

Die Atiologie des M. Crohn und der Colitis ulcerosa sind auch noch heute nur
unzureichend geklart. Wahrscheinlich ist weder ein bestimmtes Agens noch ein bestimmter
Gendefekt allein verantwortlich, sondern eine Vielzahl verschiedener Einfliisse und
Defekte fiihren zur Auspriagung des klinischen Phianotyps M. Crohn/Colitis ulcerosa. Die
CED-Forschung der letzten Jahre hat neue Erkenntnisse iiber eine gestorte Regulation von
Zytokinen in der intestinalen Mukosa erbracht (5). Neue und zukiinftige therapeutische
Ansitze basieren deshalb u.a. auf einer gezielten Modulation dieses Zytokinnetzwerkes.
Die Auspragung einer CED wird durch genetische Faktoren, Umweltfaktoren sowie auch

durch die lokale Darmflora beeinflusst (2,6).

1.2.2. Genetische Pradisposition

Durch Kopplungsanalysen konnten mehrere Suszeptibilititsregionen fiir CED auf den
Chromosomen 3, 7, 12 und 16 identifiziert werden (7). Im Jahr 2001 wurde auf
Chromosom 16q12 das sogenannte NOD?-Gen identifiziert (nach neuer Nomenklatur
CARD 15), das bei einer Subgruppe von M. Crohn-Patienten Mutationen tragt. Das Gen ist
hinsichtlich der mukosalen Zytokinmodulation von Bedeutung. Es wird unter anderem in
Monozyten exprimiert (8). NOD? reguliert in diesen Zellen die LPS-abhingige Aktivierung
des Transkriptionsfaktors NFx-B (Nukledrer Faktor k-B), einem Schliisselfaktor in der
Pathogenese des M. Crohn (9). NFk-B steuert die transkriptionelle Regulation
proinflammatorischer Zytokine wie IL-6, IL-8, des Tumor-Nekrosefaktors-o. (TNFa)
sowie auch der induzierbaren NO-Synthase (iNOS) (10). Nach Aktivierung transloziert



NFk-B in den Zellkern und bindet dort an spezifische DNA-Bindungsstellen in der
Promotorregion der proinflammatorischen Zytokine IL-6, IL-8 und TNFa. Bei M Crohn-
Patienten mit Mutationen im NOD?*Gen fehlt moglicherweise im Initialstadium der
intestinalen Entziindung die NOD?-induzierte NFk-B-Aktivierung, die zur Eliminierung
bakterieller Infektionen beitragen kann. Dies konnte dann wiederum eine perpetuierte
Aktivierung des mukosalen Immunsystems zur Folge haben (11). Alle bis jetzt
vorliegenden Daten untermauern die Hypothese, dass eine genetische Pridisposition zur
Aktivierung des intestinalen Immunsystems durch bakterielle Antigene oder bakterielle
Produkte eine Schliisselrolle in der Pathogenese des M Crohn spielt.

Bei der Colitis ulcerosa geht man von einer potenziellen autoimmunologischen Genese der
Erkrankung aus. Neben der wiederholt beobachteten Assoziation mit bestimmten HLA-
Klasse II Strukturen, der Organspezifitit und der Assoziation mit der primir
sklerosierenden Cholangitis, stiitzt die hohe Prédvalenz verschiedener Autoantikdrper
einschlieBlich pANCA diese These (3,4,12). Es konnte sein, dass eine Kreuzreaktivitit
durch molekulares Mimikri von korperfremden und korpereigenen Antigenen bei der
Colitis ulcerosa pathophysiologisch von Bedeutung ist, wodurch nachfolgend

Immunreaktionen gegeniiber der natiirlichen Darmflora entstehen (13).

1.2.3. Mikrobielle und infektiose Faktoren

Sowohl fiir den M. Crohn als auch fiir die Colitis ulcerosa gibt es direkte und indirekte
Hinweise fiir eine pathogenetische Rolle mikrobieller Faktoren (3,4). Hierfiir spricht u.a.
die hidufige Manifestation in Darmarealen mit der hochsten Bakterienkonzentration.
Wiederholt wurde versucht, spezifische Bakterien oder Viren als kausale Krankheitserreger
bei CED zu identifizieren, bislang jedoch ohne Erfolg. Beim M. Crohn wurde
beispielsweise eine Infektion mit Mycobacterium paratuberculosis oder Masernviren als
Krankheitsausloser diskutiert, der eindeutige Beweis fiir diese Hypothese fehlt jedoch (2).
Ein geringer Hygienestatus mit hdufigen Infektionen im Kindesalter scheint vor dem
Entstehen der Erkrankung zu schiitzen (14).

Untersuchungen zeigten, dass die Darmflora beim M. Crohn in ihrer Zusammensetzung
verdndert ist. Neben einer Erhohung der intestinalen Bakterienkonzentration kommt es
hierbei v.a. zu einem vermehrten Eindringen von Bakterien in die Mukosa (6,15).
Begiinstigend hierfiir ist eine intestinale Barrierestorung (16). Umstritten ist, ob diese

sekundir durch die intestinale Entziindungsreaktion entsteht oder ein kausaler, primérer



pathogenetischer Faktor ist. Des Weiteren konnte aufgezeigt werden, dass die
physiologische Toleranz des mukosalen Immunsystems gegeniiber der autologen Flora des

Darmes bei CED-Patienten gestort ist (17).

1.2.4. Physiologische Hyporeaktivitat des mukosalen Immunsystems

Beim Gesunden zeigt das Immunsystem des Darmes einen relativ niedrigen
Aktivititszustand. So befinden sich auf der Oberfliche von intestinalen Makrophagen
weniger co-stimulatorische Molekiile fiir die T-Zell-Aktivierung als auf Makrophagen aus
dem peripheren Blut (13). Die Lamina propria-T-Zellen sind im Vergleich zu T-Zellen des
peripheren Immunsystems schlechter iiber den CD3-Rezeptor zu stimulieren (18). Des
Weiteren werden groBe Mengen der antiinflammatorisch wirkenden Zytokine IL-10 und
Transforming Growth Factor-f (TGF-B) produziert (19). Ein weiteres Charakteristikum
der T-Zellen der Lamina propria ist ihre physiologischerweise deutlich erhdhte
Apoptoserate im Vergleich zu T-Zellen aus dem peripheren Immunsystem. Dies beinhaltet
die erhohte Bereitschaft, nach Aktivierung durch einen programmierten Zelltod zu sterben
(20). Die Folge ist eine Limitierung der intestinalen Immunreaktion.

Diese Befunde sind eine Erkldrung fiir die physiologische "Hyporeagibilitit" des
mukosalen Immunsystems und sprechen fiir eine strenge Selektion von Antigenen, gegen

die intestinale Immunreaktionen unter physiologischen Bedingungen generiert werden.

1.2.5. Aktivierung des mukosalen Immunsystems bei CED

Bei CED ist die Homdostase des intestinalen Immunsystems gestort (21,22). Im
intestinalen Immunsystem des Gesunden dominieren antiinflammatorische gegeniiber
proinflammatorischen Zytokinen. Daran sind sehr wahrscheinlich dendritische Zellen, die
transepithelial parazelluldr bakterielle Antigene aus dem Darmlumen aufnehmen und an T-
Zellen présentieren, zentral beteiligt. Dieser Mechanismus soll die vermehrte Bildung
antiinflammatorisch wirkender Zytokine wie IL-10 und TGF-f vermitteln, die ihrerseits T-
Zellen und Makrophagen in der Lamina propria hemmen (22).

Beim M. Crohn generieren T-Lymphozyten spezifische proinflammatorische
Immunantworten gegeniiber bakteriellen Antigenen. Eine wichtige Rolle {ibernimmt
hierbei IL-12, das von Antigen-priasentierenden Zellen sezerniert wird. IL-12 bewirkt in
den antigenstimulierten T-Lymphozyten eine Aktivierung der Gene, die die

proinflammatorischen Zytokine TNFa, IL-1p und Interferon-y (INFy) codieren. Durch



diesen Mechanismus entstehen Effektor-T-Zellen, die bei erneutem Antigenkontakt diese
proinflammatorischen Zytokine in groBer Menge produzieren (23).

Fiir die Colitis ulcerosa ist die Immunpathogenese weniger gut untersucht. Es scheinen
jedoch T-Zell-Antworten generiert zu werden, die zu einer Aktivierung des humoralen
Immunsystems fiihren (22).

Als gemeinsame Endstrecke kommt es zytokinvermittelt zur T-Zellproliferation und zur
Makrophagen- und Granulozytenaktivierung in der Darmmukosa. Uber die Freisetzung
chemotaktischer Substanzen wird die Rekrutierung zirkulierender Leukozyten in die
Mukosa gefordert. Die Synthese zytotoxischer Substanzen flihrt zur Schidigung des
intestinalen Epithels mit nachfolgendem Verlust der mukosalen Barrierefunktion fiir
bakterielle Antigene. Diese Antigene kdnnen wiederum eine chronische Stimulation des
intestinalen Immunsystems auslésen (24).

Trotz nachweislich zentraler pathogenetischer Rolle des aktivierten intestinalen
Immunsystems bei CED sind aber die Faktoren noch weitgehend unklar, die den
Pridilektionsbefall des terminalen Ileums beim M.Crohn sowie des Rektums und des

Colons bei der Colitis ulcerosa bedingen (22).

1.2.6. Zellulare Komponenten des mukosalen Immunsystems

1.2.6.1. Epithelzellen

Neben Barriere- und Transportfunktion spielen die Epithelzellen eine aktive Rolle im
intestinalen Immunsystem. Hierbei scheinen Epithelzellen mit inierten und potenziell
pathogenen Antigenen aus der Darmflora und der Nahrung zu interagieren (25).
Darmepithelzellen konnen selbst zahlreiche Zytokine, NO und Leukotriene produzieren,
die Granulozyten anlocken und die inflammatorische Reaktion mit nachfolgender

Gewebsdestruktion unterhalten (26-28).

1.2.6.2. Makrophagen

Die Makrophagen der Lamina propria sind in der Lage, Antigene zu prédsentieren und eine
Reihe proinflammatorischer Zytokine zu produzieren, wie beispielsweise IL-103, IL-6, IL-
8, IL-12 und TNFa. Diese von Makrophagen synthetisierten Zytokine weisen spezifisch
pathologisch verénderte Expressionsmuster bei CED auf (22,29).



1.2.6.3. T-Lymphozyten

CD4"-T-Lymphozyten (T-Helfer-Lymphozyten) befinden sich organisiert in den
Peyer'schen-Plaques im Diinndarm und diffus verteilt in der Lamina propria. Sie konnen
nach Antigenpridsentation und Co-Stimulation pro- und antiinflammatorisch wirksame
Zytokine produzieren, die modulierend auf das inflammatorische Geschehen einwirken
(1,2,11,22). Nach dem von ihnen produzierten Zytokinprofil ist eine Einteilung in mehrere
Gruppen von T-Helferzellen mdglich: Typ-1-Helferzellen (Ty1) und Typ-2-Helferzellen
(Tn2) produzieren unterschiedliche Spektren v.a. proinflammatorischer Zytokine (T,1 —
INFy, TNFo; Ty2 — IL-4, IL-5) (22). Regulatorische T-Zellen (T.) und Typ-3-
Helferzellen (Tw3) sezernieren vorwiegend antiinflammatorisch wirksame Zytokine (Tre,
— IL-10; Ty3 — TGF-B) (22).

Im Intestinaltrakt eines Gesunden werden iiber unreife dendritische Zellen vorwiegend Tree
und Ty3-Antworten initiiert, die zur Suppression von Immunantworten und zur
Toleranzentwicklung beitragen. Bei CED kommt es dagegen zur Aktivierung
proinflammatorischer ~ Zytokinprofile von T-Helferzellen, die den intestinalen

Entziindungsprozess weiter stimulieren (30).

1.2.7. Zytokinvermittelte Apoptoseresistenz von T-Zellen

Im Intestinaltrakt ist das Immunsystem vor einer unkontrollierten Immunantwort und
iiberschieffender klonaler Expansion der mukosalen T-Zellen geschiitzt. Ein Mechanismus,
der zur Limitierung der mukosalen Immunantwort beitrdgt, ist die Induktion des
programmierten Zelltodes, der Apoptose, von T-Zellen, die im entziindeten Darm gestort
ist (1,2,11,22). Dadurch kommt es zur Akkumulation von T-Zellen in der Lamina propria,
die mit zur Perpetuierung und Chronifizierung der Entziindungsreaktion beitragt. Dieses
Phianomen gilt mit als einer der Pathomechanismen des M. Crohn (31,32). IL-6, das beim
M.Crohn von Makrophagen und T-Zellen vermehrt sezerniert wird, vermittelt iiber
bestimmte Rezeptoren die Expression antiapoptotischer Faktoren (33). Ebenso ist TNFa
iiber einen bislang noch nicht gekldarten Mechanismus an der Vermittlung der

Apoptoseresistenz von T-Zellen beteiligt (11).



1.3. Zytokin- und Chemokinexpression bei CED

CED sind wu.a. dadurch charakterisiert, dass betroffene Darmabschnitte mit
Entziindungszellen infiltriert sind. Vermittelt wird dieser Zelleinstrom hauptsdchlich durch
Chemokine, eine Gruppe von Botenstoffen, denen man eine wesentliche Rolle in der
Pathogenese von CED zuschreibt (11,26,34).

Zu den Chemokinen zéhlen gegenwértig mehr als 70 Proteine, 8 - 10 kD schwer, mit einer
Aminosdure-Sequenzhomologie von 20 - 70 %. Sie werden aufgrund ihrer Struktur in zwei
Hauptgruppen unterteilt: a- oder C-X-C- und - oder C-C-Chemokine. Grundlage fiir diese
Unterteilung ist die Anwesenheit einer zusétzlichen Aminosdure (a-Chemokine), die die
ersten beiden Cysteinmolekiile der Aminosdurekette trennt (24,35,36). Dieser strukturelle
Unterschied ist bedeutend, denn er ist verbunden mit der Fahigkeit der Chemokine,
spezifisch mit einzelnen Leukozytensubpopulationen zu interagieren. a-Chemokine, mit
IL-8 als Prototyp, binden bevorzugt an neutrophile Granulozyten, wihrend B-Chemokine,
mit MCP-1 als Prototyp, v.a. mit Monozyten/Makrophagen aber auch mit Lymphozyten
und Mastzellen interagieren (37).

Chemokine werden von einer Vielzahl unterschiedlicher Zellen wie Monozyten,
neutrophile Granulozyten, Mesangialzellen und Endothelzellen synthetisiert (35).

Die Sekretion von Chemokinen ist in ruhenden Zellen sehr gering, kann aber im Rahmen
einer Entziindung, eines Traumas oder einer Ischdmie rapide gesteigert werden (35).
Typischerweise wird diese durch proinflammatorische Zytokine wie TNFa, IL-1p, INFy
aber auch durch Endotoxin (LPS), reaktive Sauerstoffspezies und durch Stickstoffmonoxid
(NO) induziert. Andere Zytokine wie IL-10, IL-4, TGF-f hemmen dagegen die
Chemokinsekretion (35,38-40).

Chemokine vermitteln ihre Wirkung durch Bindung an spezifische Rezeptoren auf der
Oberfldche der Zielzellen. Auf der cytosolischen Seite sind diese an G-Proteine gekoppelt,
sodass die intrazelluldre Signaltransduktion nach Aktivierung des Rezeptors durch G-
Protein-abhidngige Mechanismen resultiert. Fiinf Rezeptoren fiir C-X-C-Chemokine und
acht Rezeptoren fiir C-C-Chemokine sind bis jetzt charakterisiert (37). Die Majoritét der
Rezeptoren erkennt mehr als ein Chemokin. Mehrere Chemokine kdnnen an mehr als einen
Rezeptor binden. Diese Vielseitigkeit ist charakteristisch fiir das Chemokinsystem. Eine
Einschrankung besteht jedoch. C-X-C- und C-C-Chemokinrezeptoren interagieren nur mit
Liganden aus der korrespondierenden Chemokinsubfamilie (37,41).

Die Féhigkeit der Chemokine, die Leukozytenmigration (Chemotaxis) zu initiieren, ist eine

ihrer grundlegenden Funktionen. Der erste Schritt besteht in der Aktivierung von



Integrinen, spezielle leukozytdre Oberflichenmolekiile, die die Adhdsion der Leukozyten
an die Endothelzellen und die extrazellulire Matrix vermitteln. Im zweiten Schritt wird die
Transmigration der adhdrenten Leukozyten durch das Endothel und die extrazellulére
Matrix begiinstigt (36,42,43). Die Chemokine sind hierfiir an die Proteoglykane des
Endothels und des subendothelialen Gewebes fixiert, und stellen so ,,immobilisierte
Substrate* fiir die Zielzellen dar (44,45).

Es hat sich gezeigt, dass Chemokine das Wachstum und die Differenzierung
hdmatopoetischer Zellen beeinflussen (24,46). Ein analoger Effekt auf ein oder mehrere
Zelltypen der intestinalen Mukosa und des lymphatischen Systems wire denkbar.
Chemokine sind an der Pathogenese verschiedenster Erkrankungen u.a. aus dem
autoimmunologischen Formenkreis wie den CED, der rheumatoiden Arthritis, sowie
allergischen Lungenerkrankungen und GeféaBerkrankungen beteiligt (47-50). Chemokine
spielen eine bedeutende Rolle im Rahmen der akuten Infektionsabwehr. In diesem
Zusammenhang wurde eine rasche Induktion der Sekretion bestimmter Chemokine in
mehreren Tiermodellen als auch klinischen Studien gefunden (47).

Im Stadium der chronischen Inflammation, so auch bei CED, sind Chemokine zentral an
der kontinuierlichen Infiltration der Mukosa mit Entziindungszellen beteiligt
(24,26,34,47,50,51). Vermittelt wird dies wie bei akuten inflammatorischen Abldufen iiber
die Induktion der Chemotaxis der Leukozyten ins betroffene Gewebe und der
anschlieBenden Aktivierung dieser Zellen (35,37,42,52). Mehrere in vivo und in vitro
Untersuchungen konnten zeigen, dass die Zellen der intestinalen Mukosa von Patienten mit
CED eine grofle Fiille von Chemokinen und Zytokinen mit separater und auch
iiberlappender Funktion verstirkt exprimieren. Die Studien beschrinkten sich meistens auf
die beiden relativ gut charakterisierten Chemokine IL-8 und MCP-1 und Zytokine wie u.a.
TNFa, INFy, IL-6, IL-4. Dabei lieBen sich signifikant hohere Konzentrationen von MCP-1
und IL-8 in der intestinalen Mukosa bei CED im Vergleich zu gesunder Mukosa
nachweisen (24,46,53-55). Hier fanden sich die untersuchten Chemokine in weitaus
geringeren Konzentrationen. Derzeit nimmt man an, dass diese ,low level”
Chemokinsekretion physiologische und homdoostatische Aufgaben erfiillt (24). Der Faktor,
der zu der pathologischen Steigerung der physiologischen Chemokinsekretion fiihrt, ist

bislang noch unbekannt.



1.3.1. Monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1)

Das Monozyten-Makrophagen-System spielt eine wichtige Rolle im Rahmen akuter und
chronischer Entziindungsreaktionen. Monozyten werden im Knochenmark gebildet,
wandern nach einer kurzen Passagezeit im Blut ins periphere Gewebe aus und wandeln
sich hier zu ortsstindigen Gewebemakrophagen um (56).

MCP-1 ist ein proinflammatorisch wirkendes Chemokin, das die Chemotaxis der
Monozyten aus dem peripheren Blut stimuliert. MCP-1 ist spezifisch fiir Monozyten.
Lymphozyten und neutrophile Granulozyten haben keine hohe Bindungsaffinitdt zu MCP-
1 (57,58). Eine Vielzahl von Zellarten, darunter auch maligne Zellen, wie z.B.
Melanomzellen, exprimieren MCP-1 konstitutionell oder unter inflammatorischer
Stimulation (56,59,60).

MCP-1 stimuliert in den Monozyten die Expression spezifischer Rezeptoren, die fiir die
Adhésion am Endothel und die nachfolgende Migration durch das Gewebe in Richtung
Entziindungsherd essenziell sind (56). Zusitzlich kommt es MCP-1-induziert zu einer
Zunahme des Calciumeinstromes in die Monozyten und nachfolgend zur Aktivierung der
Bildung von Sauerstoffradikalen (respiratory burst), der Synthese proinflammatorischer
Zytokine wie IL-1 und IL-6 und der Bildung von Arachidonsiure-Metaboliten (56,61). Die
TNFa-Sekretion der Monozyten wird dagegen nicht durch MCP-1 beeinflusst (56).

MCP-1 aktiviert die Monozyten-vermittelte Hemmung von Tumorwachstum in vivo und
auch in vitro. Dies geschiecht zum einen {iiber die Regulation monozytirer
Oberflachenmolekiile, zum anderen werden tumorizide Reaktionen durch die monozytéren
Zytokine IL-1 und IL-6 moduliert (62,63).

MCP-1 spielt eine bedeutende Rolle in der zelluliren Immunabwehr und in der Reaktion
des Organismus auf eine akute Gewebeschidigung (acute tissue injury) (35,47). Des
Weiteren hat MCP-1 eine wichtige Funktion im Rahmen chronischer Erkrankungen. Es ist
beispielsweise in atheromatdsen Plaques, in der Synovialfliissigkeit von Gelenken im
Rahmen rheumatischer Erkrankungen sowie in der Mukosa bei CED in grofen Mengen

nachweisbar (34,48,49,54,64,65).

1.3.2. Interleukin-8 (IL-8)

IL-8 gehort zu den a-Chemokinen. Es kann nach entsprechender Stimulation von vielen

verschiedenen Zellentypen, v.a. von Monozyten und Makrophagen gebildet werden. Sehr
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potente Stimulatoren sind die proinflammatorischen Zytokine TNFo und IL-1f, aber auch
Endotoxin und Stickstoffmonoxid (40,42,66).

Neben den bekannten neutrophilen chemotaktischen Substanzen wie Plattchen-
aktivierender Faktor (PAF), Leukotrien B4 (LTB4), Komplementfaktor 5a (C5a) ist IL-8
der stirkste und selektivste Aktivator neutrophiler Granulozyten (35). Das
Wirkungsspektrum von IL-8 an den Zielzellen umfasst die Expression von
Adhésionsmolekiilen an der Zelloberfliche, die Aktivierung des Zytoskeletts flir die
Migration der Zellen, die Freisetzung gespeicherter Enzyme und die Induktion der Bildung
reaktiver Sauerstoffspezies (37).

Die Hauptaufgabe von IL-8 ist, die Migration und anschlieBende Aktivierung von
neutrophilen Granulozyten aus der Zirkulation in Ischdmie- bzw. Entzlindungsgebiete zu
fordern. Eine Schliisselrolle spielt dabei mit groBer Wahrscheinlichkeit das Endothel der
Venen und Venolen. Hier wird nach Stimulation durch IL-1f und TNFoa IL-8 als
Chemokin zur Forderung der Chemotaxis freigesetzt (39,67). IL-8 persisiert in aktiver
Form lange im Gewebe, was seine prolongierte Wirkung erklart (68).

IL-8 wird eine wichtige Rolle in der Pathogenese der CED und anderer Erkrankungen aus
dem rheumatischen Formenkreis zugeschrieben (34,48,50). IL-8 ist auch an der
Pathogenese des ARDS (acute respiratory distress syndrome) der Lungenfibrose und von

GefaBBerkrankungen beteiligt (49,66).

1.4. Eicosanoide

1.4.1. Ubersicht

Eicosanoide sind pro- wund antiinflammatorische Lipidmediatoren, die von
unterschiedlichen Zelltypen synthetisiert werden konnen. Sie sind in der Lage, eine
Vielzahl immunologischer Reaktionen zu induzieren (69). Ausgangssubstanz ist die
Arachidonsdure (AA), eine 4-fach ungesittigte C20-Fettsdure, die in Membranlipiden in
veresterter Form vorliegt. Die Freisetzung dieser Eicosanoid-Vorstufe wird durch Calcium-
abhingige Aktivierung einer oder mehrerer Phospholipase A,-Subtypen gesteuert (69,70).
In PMN stellt das Membranlipid Phosphatidylcholin die endogene Hauptquelle fiir freie
Arachidonsdure dar. Des Weiteren besitzen neutrophile Granulozyten die Féhigkeit,
exogen angebotene Arachidonsdure zu metabolisieren, wobei in vivo unter
inflammatorischen Bedingungen verschiedene Zellarten wie Endothelzellen und

Alveolarmakrophagen als Arachidonsdure-Donatoren fungieren konnen. Dieses Prinzip
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wird als kooperative Leukotriensynthese beschrieben und wurde schon wiederholt in Co-
Kulturen zweier verschiedener Zellenarten untersucht (71,72).

Freie Arachidonsdure kann grundsitzlich iiber verschiedene Oxygenase-Systeme
verstoffwechselt werden. Die Aktivierung des Cyclooxygenaseweges miindet in der
Synthese von Prostaglandinen und Thromboxan A,;. Die Metabolisierung durch die
Lipoxygenasen flihrt zur Bildung von Leukotrienen, Hydroxyeicosatetraensduren (HETE)

und Lipoxinen (69,70).

1.4.2. Lipoxygenase-Produkte der Arachidonsaure

Lipoxygenasen (LO) katalysieren den Einbau eines Sauerstoffmolekiils iiber
Dioxygenierung der Arachidonséure. In Abhdngigkeit davon, an welchem C-Atom die
Sauerstoff-Addition erfolgt, differenziert man 5-, 12-, 15-Lipoxygenasen. PMN besitzen
hauptsichlich 5-Lipoxygenase-Aktivitit (73).

1.4.2.1. 5-Lipoxygenase-Metabolismus

Der erste Schritt der Synthese von 5-LO-Produkten besteht in der enzymatisch
katalysierten spezifischen Dioxygenierung der Arachidonsdure am 5. Kohlenstoffatom.
Aus dem dabei gebildeten instabilen Hydroxyperoxid (5-HPETE) leiten sich
unterschiedliche Substanzklassen ab. Durch eine Peroxidase katalysiert, kann 5-HPETE in
die entsprechende Monohydroxyfettsdure (5-HETE) umgewandelt werden. AuBerdem
kann aus 5-HPETE, erneut 5-LO-katalysiert, das labile Epoxid Leukotrien A4 (LTA4)
entstehen. Aus diesen Intermediaten konnen, je nach zellspezifischer Enzymausstattung,
zwei Substanzklassen entstehen. Zum einen kann durch die LTA4-Hydrolase Leukotrien By
(LTB4) synthetisiert werden, das iiber eine Cytochrom-P450-abhédngige Omega-Oxidation
zu den Metaboliten 20-hydroxy- und 20-carboxy-LTB,; abgebaut wird. Andererseits
konnen aus LTA4, durch eine Glutathion-Peroxidase katalysiert, enzymatisch LTC4, LTD4
und LTE4 gebildet werden. LTA4 kann auBlerdem spontan zu den metabolisch inaktiven
Diastercomeren des 6-trans-LTB4 und des 5,6-di-HETE zerfallen (69,70,74).

Neutrophile  Granulozyten besitzen keine Glutathion-Peroxidase-Aktivitdt.  Sie
metabolisieren LTA4 vor allem zu LTB4 und seinen Abbauprodukten. Ein Teil des
synthetisierten LTA4 ldsst sich auch regelmidflig in Form der nicht-enzymatisch
entstandenen Zerfallsprodukte, wie den Diastereomeren des 6-trans-LTB4 und 5,6-di-

HETE nachweisen. Granulozyten synthetisieren auch das aus dem initial gebildeten
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HPETE abgeleitete 5-HETE (73). Die Aktivierung der 5-Lipoxygenase erfolgt,
vergleichbar mit der Phospholipase Aj-Aktivierung, durch eine Erhohung des
intrazelluldren Calciumspiegels. Nachfolgend kommt es zur Translokation des Enzyms an
die Kernmembran. Hier wird dann nach Interaktion mit dem 5-Lipoxygenase-bindenden-
Protein (FLAP), das die Bindung des Enzyms an die Arachidonsdure katalysiert, die
Oxygenierung des Substrates eingeleitet (70,75,76).

Von den durch PMN synthetisierten 5-Lipoxygenasemetaboliten entfalteten vor allem
LTB4 und in geringerem Ausmall 5-HETE iiber auto- und parakrine Mechanismen
unzihlige proinflammatorische Wirkungen. LTBy ist ein sehr stark wirkendes Chemotaxin
fiir Granulozyten, Monozyten und Mastzellen. Weiterhin spielt LTB,4 bei der leukozytar-
endothelialen Interaktion als Adhésions- und Diapedese-induzierender Mediator eine
wichtige Rolle (77,78). LTB4 wird weiterhin eine zentrale autokrine Funktion bei der
Steuerung inflammatorischer granulozytirer Reaktionen wie Degranulation und
Sauerstoffradikalenbildung zugeschrieben. Es zeigte sich, dass zahlreiche Aktivatoren der
Granulozyten, wie das Ca2'-Ionophor A 23187 und das bakterielle Tripeptid fMLP ihre
pro-sekretorischen Effekte auf Granulozyten indirekt iiber endogen gebildetes LTB4
austliben (79,80). LTB4 verfiigt auch tiber direkte immunmodulatorische Eigenschaften: In
vitro stimuliert LTB4 die Zytokinsynthese in Monozyten und besitzt eine proliferative
Wirkung auf T-Lymphozyten (81,82).

Cysteinylleukotriene, die auch als ,,slow reacting subtance of anaphylaxis®“ bezeichnet
werden, werden vor allem von Mastzellen und eosinophilen Granulozyten synthetisiert
(83). Wihrend die Zielzellen von LTB4 und 5-HETE primédr Leukozyten sind, entfalten
LTC4 und LTD4 ihre Wirkung hauptsédchlich an glatten Muskelzellen. Schon in geringen
Konzentrationen haben sie starke bronchospastische und vasokonstriktive Eigenschaften.
Bedingt durch eine vorwiegend postkapillire Vasokonstriktion kommt es zu
Plasmaexsudation und Odembildung (84). Des Weiteren kénnen die Cysteinylleukotriene
in einigen Mikrozirkulationsgebieten direkt eine Erhohung der endothelialen Permeabilitét

induzieren (84).

1.5. Stickstoffmonoxid (NO)

1980 beobachteten Furchgott und Zawadzki erstmalig, dass ein vom Endothel gebildeter
Botenstoff fiir die Relaxation der glatten GefaBmuskulatur verantwortlich ist (85). Sie
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nannten ihn EDRF (endothelium-derived relaxing factor). 1987 wiesen Palmer et al. und
Ignarro et al. nach, dass EDRF mit Stickstoffmonoxid (NO) identisch ist (86,87).
Stickstoffmonoxid ist der kleinste von Sdugetierzellen synthetisierte Botenstoff. Es ist ein
instabiles, ungeladenes freies Radikal. Seine geringe Grof3e, die elektrische Neutralitdt und
die lipophile Natur erlauben eine rasche Diffusion durch die Zellmembranen (10,88).

NO ist ein wichtiger Mediator fiir die Regulation des Blutflusses, der Endothel- und
Thrombozytenfunktion. NO ist ein Neurotransmitter und ein Effektormolekiil in der
Immunabwehr. Es ist an der Pathogenese chronisch entziindlicher Erkrankungen, an der
Entstehung des Ischdmie-Reperfusionsschadens und an der Entwicklung von
GefiaBerkrankungen beteiligt (27,88-91). Des Weiteren gilt NO als einer der wichtigsten
Mediatoren in der Entwicklung des septischen Schocks und des septischen

Multiorganversagens (systemic inflamatory response syndrome, SIRS) (92,93).

1.5.1. NO-Synthese

Stickstoffmonoxid wird nicht wie andere Botenstoffe zelluldr gespeichert, sondern dem
aktuellen Bedarf angepasst synthetisiert. NO entsteht durch Abspaltung und Oxidation
eines Stickstoffatoms von L-Arginin durch das Enzym NO-Synthase (NOS). L-Arginin
stellt die einzige physiologische Stickstoffquelle zur Bildung von Stickstoffmonoxid beim
Menschen dar (92,94). Der L-Arginin-Metabolismus durch die NOS wird iiber die Hohe
der intrazelluldren freien Calciumkonzentration reguliert. Zur Erhhung der intrazelluléren
Calciumkonzentration kommt es rezeptorvermittelt durch Calciumeinstrom aus dem
Extrazellularraum bzw. durch Freisetzung aus intrazelluldren Speichern. Calciumionen
binden an das calciumbindende Protein Calmodulin, und nachfolgend der Calmodulin-
Calcium-Komplex an die NOS, wodurch die NADPH- und sauerstoffabhingige
Umsetzung von L-Arginin initiiert wird (92,94).

Die Mediatorfunktionen von NO werden durch ein spezifisches NO-Rezeptorenzym, die
16sliche Guanylant-Zyklase (sGC) vermittelt. Die reversible Bindung von NO an die sGC
bewirkt eine Aktivierung des Enzyms, mit nachfolgender Umwandlung von
Guanosintriphosphat (GTP) in den intrazelluliren Botenstoff (second-messenger)
zyklisches Guanosinmonophosphat (cGMP) (10,95-97).

Aufgrund der sehr kurzen Halbwertszeit ist NO ein nahezu ausschlieSlich parakrin und

autokrin wirkender Botenstoff, der sehr viele intra- und extrazelluldare Zielmolekiile besitzt.
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Tabelle 1: molekulare Wirkmechanismen vom NO (nach 98)

Zielmolekiile Wirkung Folge
1. Eisenhaltige Proteine
e losliche Guanylat- Erh6hung c¢GMP Produktion erhoht —
Zyklase Enymaktivitét Vasodilatation,

Pléttchenaggregationshemmung,

Zytotoxizitit, Neurotransmission

e Enzyme der

Hemmung des

Atmungskette und des Energiestoff- Zytotoxizitat
Zitratzyklus wechsels
Erhohung der ) )
e Cyclooxygenasen o Gesteigerte Prostaglandinsynthese
Enzymaktivitét

e Himoglobin

Erhdhung von

Met-Hb

Inaktivierung von NO durch

Oxidation zu Nitrit/Nitrat

e Hiamoglobin

Bildung von

Nitroso-Hb

endogener NO-Donor

e Ribonukleotid-

Hemmung der

Hemmung der DNA-Synthese,

Reduktase Enzymaktivitét Zytotoxizitat
Erh6hung der
e ADP-Ribosyltransferase o Hemmung der Glykolyse
Enzymaktivitat

e Ferritin

Freisetzung von

Eisenionen

Bildung von Sauerstoffradikalen

begilinstigt

2. Superoxid-Anionen
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1.5.2. NO-Synthasen

Zurzeit unterscheidet man in Sdugetierzellen zwei konstitutive NO-Synthasen (cNOS) und
eine induzierbare NO-Synthase (iNOS). Benannt wurden die Isoenzyme der cNOS nach
den Zellen, in denen sie erstmals nachgewiesen wurden (98,99).

Alle NO-Synthasen benétigen Flavinmononucleotid (FMN), Flavin-Adeninnucleotid
(FAD), Calmodulin, Him und Tetrahydropterin als Co-Faktoren. Als Co-Substrate
fungieren L-Arginin, Sauerstoff und NADPH (98,99).

1.5.2.1. konstitutive NO-Synthase — ¢cNOS (NOS L, III)

NOS I Nervenzellen (ncNOS)

NOSIII  Endothelzellen (ecNOS)

Die ncNOS befindet sich nahezu ausschlielich im Nervengewebe sowie in
Skelettmuskelzellen (99-101). Die ecNOS ist dagegen bislang in vielen Zellarten, u.a. in
Endothelzellen und Kardiomyozyten nachgewiesen worden (99-101).

Die cNOS-Isoenzyme sind stets in den Zellen nachweisbar. Die Enzymaktivitdt wird durch
den intrazelluldren Calciumspiegel reguliert. Binden Acetylcholin, Bradykinin oder
anderen Botenstoffe an entsprechende Rezeptoren, fiihrt dies zum intrazelluldren
Calciumanstieg ~ mit  nachfolgender  Aktivierung des  Calcium-Calmodulin-
Signaltransduktionsweges (99-101). Die Menge des gebildeten NO wird durch die
Modulierung der Enzymaktivitit mittels intrazelluldrer Calciumkonzentration gesteuert
(101). Experimentell kann der intrazelluldre Calciumanstieg durch das Ca*"-Ionophor A

23187 induziert werden.

1.5.2.2. induzierbare NO-Synthase - iNOS (NOS II)

Dieses NO-Synthase-Isoenzym wird nur bei Bedarf exprimiert. Die genetische Information
zur Synthese der iNOS findet sich in praktisch allen Korperzellen. Die Expression des
Gens und die anschlieBende de novo-Synthese des iNOS-Proteins wird durch LPS und
durch proinflammatorische Zytokine wie TNFa, IL-1B, INFy iiber die Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NFk-B induziert (10,98). Dieser Vorgang findet vor allem in den
Zellen des Monozyten-Makrophagensystem, neutrophilen Granulozyten, Endothelzellen
aber auch in Hepatozyten statt (99,101).
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Wihrend die von den cNOS-Isoenzymen synthetisierte NO-Menge lediglich im
nanomolaren Bereich liegt, werden durch die iNOS NO-Syntheseraten erzielt, die im
mikromolaren Bereich liegen (98). Hauptursache fiir diese unterschiedlichen
Synthesemengen ist die Calciumunabhéngigkeit der iNOS. Das zur Enzymaktivierung
notwendige Calmodulin ist bei der iNOS fest mit dem Enzymmolekiil verbunden, sodass
eine intrazelluldre Calciumerh6hung zur Enzymaktivierung nicht notwendig ist. Die
Menge des von der iNOS gebildeten NO wird nur durch das Vorhandensein der zur
Synthese notwendigen Substrate und Co-Faktoren bestimmt (99,102-104).

1.5.3. NO-Metabolismus

NO wird in Gegenwart von Sauerstoff oder Himoglobin sehr schnell zu den stabilen
Metaboliten Nitrat und Nitrit oxidiert, die renal eliminiert werden (116). Des Weiteren
kann NO auch mit schwefelhaltigen Aminosduren und Proteinen, im Blut mit Albumin, zu
S-Nitrosoverbindungen reagieren, aus denen NO auch wieder freigesetzt werden kann. Die
physiologische Bedeutung dieser S-Nitrosoverbindungen als endogene NO-Donatoren ist
derzeit noch nicht vollstindig geklért (105,106).

Es ist schon ldnger bekannt, dass NO mit reaktiven Sauerstoffspezies zu einer Vielzahl von
Verbindungen reagieren kann, die zum Teil reaktiver und toxischer sind, als die
Ausgangssubstanz Stickstoffmonoxid (107). Im Rahmen von Entziindungen, Ischimie-
Reperfusions-Ereignissen und einer Endotoxindmie werden NO und Superoxid-Anionen
(Oy) gleichzeitig gebildet. O," kann zum einen durch die partielle Entkopplung der
Atmungskette (Ischdmie) sowie durch die NADPH-Oxidase aktivierter neutrophiler
Granulozyten synthetisiert werden (107). Das aus der Reaktion von NO und Oy
hervorgehende Peroxynitrit (ONOQ") ist extrem zytotoxisch. Erwiinscht ist diese
Peroxynitrit-Bildung im Rahmen der unspezifischen (angeborenen) Immunabwehr
(107,108). Einen autoaggressiven Charakter bekommt dieser Mechanismus im Rahmen

von chronischen Entziindungen und Autoimmunerkrankungen.

1.5.4. NO und Inflammation

Im Rahmen einer Entziindungsreaktion wird die induzierbare NO-Synthase von
Monozyten/Makrophagen, neutrophilen Granulozyten und anderen involvierten Zellen
unter dem Einfluss proinflammatorischer Zytokine und LPS exprimiert (10,98-100).
Nachfolgend kommt es zur Synthese und Freisetzung groBer Mengen NO, die die
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physiologische NO-Freisetzung durch die konstitutiven Enzyme um das 100-1000 fache
iibersteigt (98-100,109).

Durch die proinflammatorischen Effekte von NO wird in einer Vielzahl von Zellen u.a. die
Freisetzung von TNFa und IL-8 stimuliert und die Cyclooxygenase aktiviert (42,110,111).
Das freigesetzte NO wirkt weiterhin iiber seine molekularen Angriffspunkte bzw.
vermittelt durch das Sekundarprodukt Peroxynitrit toxisch auf Bakterien, Pilze,
Tumorzellen (Tabelle 1,107,108,112,113). Die durch die hohen NO-Konzentrationen
mitbedingte Schddigung gesunden Gewebes wird im Rahmen inflammatorischer
Situationen in Kauf genommen (98-100).

Umgekehrt spielt das in geringen Mengen von den konstitutiven NO-Synthasen gebildete
NO eine antiinflammatorische Rolle. Es supprimiert die T-Zell-Aktivitit und T-Zell-
Proliferation, inhibiert die Synthese von IL-6, Prostaglandin E, und Thromboxan A, in
Makrophagen sowie die Freisetzung von Pléttchen-aktivierendem Faktor (PAF) und
Histamin aus Mastzellen. Weiterhin bewirkt es eine Hemmung der Granulozytenadhision
und Granulozytenmigration und hemmt die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies in PMN
durch Inaktivierung der granulozytiren NADPH-Oxidase (90,98,114,115). Als weiterer
protektiver Faktor ist die Aufrechterhaltung und Steuerung der Gewebeperfusion aufgrund

seiner vasodilatativen und aggregationshemmenden Eigenschaften zu nennen (116).

1.5.5. NO und chronisch entziindliche Darmerkrankungen

Bei CED ist NO als proinflammatorischer Mediator an der Pathogenese zentral mitbeteiligt
(117). In verschiedenen Tier- und Zellmodellen fiir chronisch entziindliche
Darmerkrankungen konnte eine erhdhte NO-Produktion in der Mukosa durch die
induzierbare NO-Synthase nachgewiesen werden (98,117,118).

Uber die molekularen zytotoxischen Wirkmechanismen von NO, durch entstehendes
Peroxynitrit und durch die Hemmung von Enzymen der Atmungskette in den
Mitochondrien der Enterozyten, kommt es zur Zerstorung der Kontinuitit des
Darmepithels mit weiterer Perpetuierung des Entziindungsprozesses und der Moglichkeit

der bakteriellen Durchwanderung (119-121).
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1.6. Neutrophile Granulozyten

Neutrophile Granulozyten (PMN) sind mit die erste Verteidigungsinstanz des
menschlichen Korpers nach dem Eindringen von Fremdorganismen und Fremdkorpern.
Auch im spiteren Verlauf eines inflammatorischen Prozesses sind sie die zahlenméaBig
stirkste Zellpopulation im Entziindungsgebiet. Bildungsort der PMN ist das Knochenmark,
in dem die Granulozytopoese 66 - 75 % aller kernhaltigen Zellen ausmacht.
Ausgangspunkt ist die unipotente Stammzelle der granulozytdren Zellreihe, die aus der
pluripotenten hd@mopoetischen Stammzelle hervorgeht. Wéhrend des Reifungsprozesses
kommt es zur Bildung des typischen segmentierten Zellkernes und der namensgebenden
intrazytoplasmatischen Granula (122,123). Steuernd auf die Proliferation und
Differenzierung wirken zum einen Wachstumsfaktoren wie G-CSF und GM-CSF, zum
anderen verschiedene Interleukine wie IL-1, IL-3, IL-6 sowie auch der periphere
Verbrauch der PMN (122).

Neutrophile Granulozyten sind die einzigen Zellen der Immunabwehr, von denen es im
Knochenmark und auch im Kapillarbett der Lunge grofere Reserven gibt, die bei Bedarf
innerhalb weniger Stunden freigesetzt werden kdnnen (122).

Die Fahigkeit zur Chemotaxis und zur Migration ermdoglicht es den Granulozyten gerichtet
aus der Blutbahn in das ,Zielgebiet” einzuwandern. Dies erfolgt entlang eines
ansteigenden Konzentrationsgradienten chemotaktisch wirkender Botenstoffe, wie
beispielsweise IL-8 (124). Dort kommt es dann zur Phagozytose der Pathogene mit
nachfolgender Verschmelzung des Phagosoms mit den intrazelluliren Granula. Wahrend
dieses Vorgangs werden die in inaktiver Form in den Granula gespeicherten Enzyme
aktiviert. Dabei wirken sauerstoffunabhidngige und sauerstoffabhéngige Mechanismen
synergistisch (125).

Durch diese intrazelluldr ablaufenden vesikelgebundenen Mechanismen wird die
Schidigung des umgebenden Gewebes auf ein Minimum reduziert. Fusionieren dagegen
die Granula mit der Zellmembran, resultiert eine Enzymfreisetzung ins Gewebe mit
anschlieBender Degradation von Strukturkomponenten der extrazelluldren Matrix. Dies
kommt im Rahmen der Chemotaxis sowie auch hdufig bei iiberschiefenden
inflammatorischen Reaktionen vor (126).

Neben der Abwehr bakterieller Infektionen spielen die neutrophilen Granulozyten eine
Schliisselrolle in der Pathogenese vieler akuter und chronischer Erkrankungen,
autoimmunologischer Erkrankungen sowie im Rahmen der Arterioskleroseentstehung und

in der Pathogenese des Ischamie-Reperfusionsschadens (127-129).
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1.6.1. Bildung von Sauerstoffradikalen — respiratory burst

Im Jahr 1933 machten Baldrige und Gerard die Beobachtung, dass der granulozytdre
Sauerstoftfverbrauch wéhrend des Phagozytosevorgangs bis auf das 100 fache ansteigt
(130,131). Bei diesem als respiratory burst bezeichneten Phanomen handelt es sich um die
sequenzielle Synthese reaktiver Sauerstoffspezies aus molekularem Sauerstoff mithilfe des
Enzyms NADPH-Oxidase. Aus dieser Beziechung lisst sich ableiten, dass die mikrobizide
Fahigkeit der Granulozyten, jedoch nicht die Fihigkeit zur Phagozytose unter anaeroben
Gegebenheiten stark vermindert ist (131,132).
Die NADPH-Oxidase ist ein Multienzymkomplex, der aus einer Cytochrom-b-abhidngigen
membranstindigen Komponente (rapla, p22phox, gp91phox), die als Elektronenakzeptor
wirkt, und aus mehreren zytosolischen Proteinen (p2lrac, p67phox, p47phox)
zusammengesetzt ist (132,133). In ruhenden Granulozyten liegen die einzelnen
Komponenten dissoziiert vor. Nach Stimulation der PMN kommt es unter Mitwirkung des
Zytoskeletts sowie durch eine Proteinkinase C-abhédngige Phosphorylierung zur
Translokation der zytosolischen Proteine an die membranstindige Komponente. In der
Folge tritt eine Konformationsdnderung der membranstindigen Untereinheit mit
Freilegung der enzymatisch wirksamen Abschnitte auf.
Die Aktivierung des Enzyms erfolgt liber einen intrazelluliren Calciumeinstrom. Dieser
kann experimentell durch das Ca*"-Ionophor A 23187 oder durch fMLP erzeugt werden
(134,135). Die NADPH-Oxidase katalysiert primdr die Bildung von Superoxid-Anionen
(O7") durch die Reduktion von molekularem Sauerstoft:

NADPH +H" + 20, — NADP" +2H" + 20,
NADPH ist bei dieser Reaktion der Elektronendonor (126,134). Die Regeneration von
NADP" zu NADPH erfolgt im Pentosephosphat-Weg.
Das Superoxid-Anion hat nur eine geringe mikrobizide Wirkung. In nachfolgenden
Reaktionen erfolgt seine Umwandlung in sehr viel reaktivere Sauerstoffspezies (135). Als
Erstes erfolgt die spontane Dismutation zu Hydrogenperoxid (H,0O, ):

20, +2H" — 0, + H,0,
H,0O, bildet die Grundlage fiir die Synthese weiterer reaktiver Verbindungen. Die in den
primdren Granula gespeicherte Myeloperoxidase katalysiert die Synthese von
Hypochlorsdure aus H;O; und Chloridionen:

H,0, + Cl'+ H" — HOCIl + H,0
Bei Anwesenheit des eisenhaltigen Enzyms Lactoferrin, einem Enzym der sekundéren

Granula, wird aus H,O, das extrem toxische Hydroxylradikal (OH") gebildet.
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Die reaktiven Sauerstoffverbindungen entfalten ihre destruktive Wirkung iiber
verschiedene Mechanismen. Zum cinen konnen sie direkt mit Proteinen, Nucleinsduren
oder Membranbestandteilen reagieren, zum anderen inaktivieren sie korpereigene
Proteaseinhibitoren und gewihrleisten so die maximale Wirkung granulozytirer Proteasen

(136,137).

1.6.2. Granulozytire Enzyme

Neutrophile Granulozyten besitzen ein umfangreiches Arsenal antimikrobieller und
proteolytischer Enzyme. Diese Enzyme befinden sich intrazytoplasmatisch in
abgeschlossenen Kompartimenten, den Granula (122,123).

Die Granula unterscheiden sich in ihrem zeitlichen Auftreten wihrend der Entwicklung der
PMN im Knochenmark, in ihrem Feinbau, ihrem Enzymmuster und in ihrem

Féarbeverhalten. Man differenziert heute primire, sekundére und tertidre Granula (122,123).

1.6.2.1. Primare Granula

Sie sind bereits in den frithesten Entwicklungsstadien nachweisbar. Die Hauptinhaltsstoffe
sind die Myeloperoxidase, saure Hydrolasen (saure Phosphatase, o-Mannosidase) und
neutrale Proteasen (Elastase, Cathepsin G) (138,139). Diese Enzyme befinden sich auch in
den Lysosomen anderer Zelltypen. Neben ihrer mikrobiziden Wirkung werden die Enzyme
der primdren Granula mit der Pathogenese von Gewebeschidden in Verbindung gebracht

(140,141).

1.6.2.2. Sekundire Granula

Sie werden in fortgeschrittenen Stadien der Granulozytopoese gebildet. Die Inhaltsstoffe
werden hauptsdchlich in den Extrazellularraum abgegeben. Neben dem antimikrobiell
wirkenden Lysozym ist es die Kollagenase, die als gewebedegradierendes Enzym die
Chemotaxis der PMN f6rdern soll (142). Verschiedene in diesen Granula gespeicherte
Proteine wie Vitamin Bj,-bindendes Protein oder Lactoferrin entziehen den
Mikroorganismen essenzielle Nihrstoffe (143). Des Weiteren enthalten diese Granula
verschiedene Rezeptoren (fMLP-Rezeptor, Adhésine, Fibrinogen-Rezeptor), die nach
Aktivierung der PMN auf der Zelloberfliche exprimiert werden und so zur Interaktion mit

den entsprechenden Agonisten zur Verfiigung stehen (144).
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1.6.2.3. Tertidre Granula

Hauptinhaltsstoff dieser am Ende des granulozytiren Reifungsprozesses gebildeten
Granula ist die Gelatinase, ein mit der Kollagenase vergleichbares Matrix-degradierendes
Enzym (145). Bislang ist es ungeklirt, ob die tertidren Granula eine eigenstindige

Population darstellen, oder ob sie nur Subtypen der priméren Granula sind.

Als Beispiel fiir die Freisetzung granulozytirer Enzyme im Rahmen eines
inflammatorischen Prozesses wurde im Rahmen der durchgefiihrten Experimente die
freigesetzte Menge der neutrophilen Elastase bestimmt. Die Elastase ist eine stark
kationische Serinprotease mit einem Wirkungsoptimum im neutralen pH-Bereich und
einem Molekulargewicht von 25 - 30 kD. Elastin, Laminin, Kollagen, Proteoglykane und
Fibronectin sind ihre natiirlichen Substrate (146,147). Sie ist als Komplex mit negativ
geladenen Glykosaminoglykanen in inaktiver Form in den priméren Granula gespeichert.
Extrazellular freigesetzt dient die granulozytire Elastase neben der Zerstérung von nicht
phagozytierbarem Fremdmaterial der Fortbewegung der PMN, indem die extrazelluldre
Matrix destruiert wird. Unter physiologischen Bedingungen beschranken sich die Gewebe-
destruierenden Prozesse auf die unmittelbare Umgebung der Granulozyten, da
Proteaseinhibitoren im menschlichen Organismus ubiquitdr vorhanden sind (148). Lokale
Verdnderungen im Rahmen inflammatorischer Prozesse konnen ein Ungleichgewicht
zwischen Proteasen und Proteaseinhibitoren mit nachfolgender Gewebeschidigung

bedingen.

1.7. CaCo-2B-Zellen als Modell

CaCo-2B-Zellen sind eine polytetraploide Zelllinie, die von Kolonkarzinom-Zellen
abstammt. Sie wurden 1977 von J. Fogh als stabile Zelllinie fiir experimentelle
Untersuchungen etabliert (149). Trotz ihrer Abstammung von Tumorzellen ist die
Kontaktinhibition erhalten geblieben. In der Zellkultur bilden die Zellen Monolayer und
beginnen im Stadium der Konfluenz IEC (intestinal epithelial cells)-artig
auszudifferenzieren. Obwohl es Zellen sind, die von Kolonepithelzellen abstammen,
entwickeln sie hierbei eine Morphologie und Enzymausstattung, die mit
Diinndarmepithelzellen vergleichbar ist (150).

Die Zellen zeigen dann das typische polare Wachstum mit der Ausbildung eines

Biirstensaumes und eines Schlussleistennetzes. CaCo-2B-Zellen sind in der Lage, ,,brush
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border Enzyme wie die Alkalische Phosphatase, die Dipeptidyl-Peptidase, die Laktase
sowie die Sucrase-Isomaltase zu synthetisieren (151-153). Diese FEigenschaften
priadestinieren diese Zellen fir ~ Untersuchungen  iiber  transepitheliale
Transportmechanismen und den ,,drug uptake® (154,155). Des Weiteren sind aus der
Literatur zahlreiche Untersuchungen {iber die von CaCo-2B-Zellen gebildeten
Entziindungsmediatoren, Adhisionsmolekiile und Oberfldchenrezeptoren bekannt. Diese
zeigen, dass CaCo-2B-Zellen in der Lage sind, ein breites Spektrum an
Entziindungsmediatoren wie beispielsweise LTB4, IL-8, IL-6 und TNFa zu synthetisieren.
Aber auch antiinflammatorische Mediatoren wie TGF-f konnen von CaCo-2B-Zellen
gebildet werden (152,156,157). Jedoch ist die Datenlage zu diesem komplexen Sachverhalt
nicht einheitlich.

Das von CaCo-2B-Zellen synthetisierte Mediatorenspektrum ist mit dem normaler IEC
vergleichbar. Auch die prédsentierten Adhédsionsmolekiile und Rezeptoren entsprechen
denen humaner IEC. So verfiligen sie liber Enzyme wie der Superoxid-Dismutase (SOD)
oder dem sekretorischen Leukozyten-Protease-Inhibitor (SLPI). Dadurch sind sie in der
Lage, sich vor Zellschdden durch die neutrophile Elastase und durch zytotoxische
Sauerstoffmetaboliten zu schiitzen (158,159). Aktuell liegen Daten vor, die die
Moglichkeit einer Beeinflussung inflammatorischer Reaktionen durch IEC bzw. CaCo-2B-
Zellen untersuchen. Dagegen gibt es nur sehr wenige Untersuchungen iiber die Interaktion

zwischen PMN und IEC bzw. CaCo-2B-Zellen.

1.8. Fragestellung

Im Rahmen einer vorangegangen Promotionsarbeit konnte gezeigt werden, dass CaCo-2B-
Zellen in der Lage sind, die granulozytire FElastasefreisetzung und die granulozytire
Synthese reaktiver Sauerstoffspezies signifikant zu unterdriicken, wenn die Stimulation der
Zellen mit den Ca**-Ionophor A 23187 erfolgt. Wurden dagegen in Gegenwart von CaCo-
2B-Zellen lediglich die neutrophilen Granulozyten aktiviert, wie beispielsweise mittels des
bakteriellen Tripeptides fMLP, erfolgte keine Abschwichung der destruktiven
granulozytiren Zellreaktionen (160). Dieser modulierende Effekt der CaCo-2B-Zellen auf
die granulozytire Elastase- und Superoxidfreisetzung konnte durch die Zugabe eines
Cyclooxygenase- oder eines Lipoxygenasinhibitors nicht aufgehoben werden. Wurden die
CaCo-2B-Zellen dagegen mit einem PAF-Rezeptorantagonisten oder mit einem Inhibitor

der NO-Synthase vorinkubiert, zeigte sich eine Authebung des supprimierenden Einflusses
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auf die granulozytire Elastasefreisetzung. Der supprimierende Effekt auf die Synthese
reaktiver Sauerstoffspezies blieb dagegen erhalten (160).

Vor diesem Hintergrund war es Ziel der vorliegenden Arbeit, zu untersuchen, ob eine
Vorbehandlung der CaCo-2B-Zellen mit proinflammatorischen Zytokinen oder mit
Endotoxin (LPS) die Interaktion zwischen CaCo-2B-Zellen und neutrophilen Granulozyten

verandert.

Im Einzelnen wurden folgende Fragestellungen bearbeitet:

1. Lasst sich die Suppression der destruktiven granulozytiren Reaktionen durch
Vorbehandlung der CaCo-2B-Zellen mit proinflammatorischen Zytokinen oder LPS
aufheben?

2. Moduliert die Inkubation der CaCo-2B-Zellen mit den proinflammatorischen
Zytokinen oder Endotoxin die Synthese der Chemokine IL-8 und MCP-1 bzw. von NO
in diesen Zellen?

3. Wird die granulozytire Synthese von Leukotrienen durch Co-Inkubation mit CaCo-2B-
Zellen moduliert?

4. Beeinflusst die Vorbehandlung der CaCo-2B-Zellen mit proinflammatorischen
Zytokinen oder LPS die granulozytire Leukotriensynthese bei Co-Inkubation mit
diesen CaCo-2B-Zellen?



2. Material und Methoden
2.1. Materialien
2.1.1. Experimentelle Agenzien

2.1.1.1. Einzelsubstanzen

A 23187 (Calbiochem, Bad Soden, Deutschland)

2-Amino-2(hydroxymethyl)1,3-popanediol (TRIS) (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Aqua dest. (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Cytochrom-C (Sigma, Steinheim, Deutschland)

Dimethylsulfoxid (DMSO) (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Endotoxin (LPS) aus E.coli Stamm (Sigma, Steinheim, Deutschland)

Essigsédure 98 % (CH3;COOH) (Merck, Darmstadt, Deutschland)

L-Pyroglutamyl-L-prolyl-L-valine-p-nitroaniline (Chromogenes Substrat flir
Elastasemessung) (Chromogenix Instrumentation Laboratory, Mailand, Italien)

Natriumchlorid (NaCl) (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

I n Natriumhydroxid (NaOH) (Merck, Darmstadt, Deutschland)

N-Formyl-methionyl-leucyl-phenylalanin (fMLP) (Sigma, Steinheim, Deutschland)

Polyoxyethylenesorbitan Monooleate (Tween 80) (Sigma, Steinheim, Deutschland)

Rekombinantes humanes Interferon-y (IFNy) (R&D Systems, Minneapolis, USA)

Rekombinantes humanes Interleukin-1p (IL-18) (R&D Systems, Minneapolis, USA)

Rekombinanter humaner Tumornekrosefaktor-o (TNFa) (R&D Systems, Minneapolis,
USA)

1 M Salzsédure (HCI) (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Superoxid-Dismutase (SOD) (Sigma, Steinheim, Deutschland)

2.1.1.2. Losungen/Puffer

e Messpuffer fiir Flastasemessung

60 ml Aqua dest.

+1,21 g TRIS

+ 5,62 g NaCl

mit 1 M HCL auf pH 8,3 einstellen und mit Aqua dest. auf 100 ml auffiillen
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e Verdunnungspuffer fiir Elastasemessung

60 ml Aqua dest.

+ 1,2 ml Essigsédure 98 %

+ 0,1 g Tween 80

mit 1 n NaOH auf pH 5,5 einstellen und mit Aqua dest. auf 100 ml auffiillen

e Substrat fiir Elastasemessung

25 mg Chromogenes Substrat
+ 7 ml DMSO

fiir Messung 1:4 mit Aqua dest. verdiinnen

2.1.2. Medien und Agenzien fiir PMN-Isolation und Zellkultur

2.1.2.1. Einzelsubstanzen

Aqua dest. (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Bovines Serum Albumin (BSA) (Sigma, Deisenhofen, Deutschland)

Dulbecco’s PBS w/o Ca und Mg 10 x (PAA Laboratories, Linz, Osterreich)

Dulbecco’'s MEM + 25 mM Hepes + 4500 mg Glucose, ohne Pyruvat und Glutamin
(Gibco, Karlsruhe, Deutschland)

Dimethylsulfoxid (DMSO) (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Ethylendiamintetraacetat (EDTA) (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Fetales Kilberserum (FCS) (PAA Laboratories, Linz, Osterreich)

Ficoll-Paque Research Grade (Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden)

Glucose 10 % (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Glutamin 100 x (PAA Laboratories, Linz, Osterreich)
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Hanks’ balanced salt solution cum Ca®" + Mg>" (HBSS) (Gibco, Karlsruhe, Deutschland)

Humane Kolonadenokarzinom-Zelllinie 2B (CaCo-2B-Zellen) (WAK-Chemie, Bad
Homburg, Deutschland)

Kaliumchlorid (KCI) (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO4) (Merck, Darmstadt, Deutschland)

MEM nicht-essenzielle Aminosduren 100 x (Gibco, Grand Island, USA)

N-2-hydrylethylpiperazine-N’-2-ethansulfonic acid (HEPES) (Roth, Karlsruhe,
Deutschland)



Natriumchlorid (NaCl) (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

Natriumchlorid-Lésung 0,9 % (NaCl 0,9 %) steril (Braun, Melsungen, Deutschland)
1 n Natriumhydroxid (NaOH) (Merck, Darmstadt, Deutschland)
Natriumhydrogenphosphat (Na,HPO,) (Merck, Darmstadt, Deutschland)
Penicillin/Streptomycin 100 x (PAA Laboratories, Linz, Osterreich)
Phosphate-buffered-saline'/' 10 x (PBS™ 10 x) (PAA Laboratories, Linz, Osterreich)
Polyvinylalkohol (PVA) (Merck, Miinchen, Deutschland)

Sodium Pyruvate Solution 100 mM (PAA Laboratories, Linz, Osterreich)

Trypan Blau 0,5 % (Boehringer, Mannheim, Deutschland)

Trypsin 10 x (Gibco BRL, Paisley, Schottland)

2.1.2.2. Losungen

e Hepes 0,2 mM
1 1 Aqua dest.

+ 47,6 g HEPES
mit 1 n NaOH auf pH 7,4 einstellen

e Hepes Buffered Saline (10 x)
1 1 Aqua dest.
+ 80 g NaCl
+ 10 g Glucose
+4 g KCI
+ 0,6 g KH,PO4
+ 0,9 g Na,HPO4

e Hanks/Hepes cum Ca*" + Mg*" (H/H™)
900 ml Aqua dest.
+ 6 ¢ HEPES
+ 100 ml HBSS
mit 1 n NaOH auf pH 7,4 einstellen

e Kulturmedium fiir CaCo-2B-Zellen
10 % FCS

26
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1 % Penicillin/Streptomycin
1 % MEM nicht-essenzielle Aminosiduren

auf 100 ml Dulbecco's MEM

e Polyvinylalkohol (PVA)
11NaCl0,9 %
+ 10 g Polyvinylalkohol

e Trypsin-Gebrauchslosung (pH 7.4)
80 ml NaCl 0,9 %
+ 10 ml Trypsin 10 x
+ 10 ml 0,2 mM Hepes

2.1.2.3. Zellkulturmaterial

2 ml Eppendorf-Cups, 6-Well-Platten, 12-Well-Platten, T-25-Zellkulturflaschen, T-75-
Zellkulturflaschen, konische Rohrchen 50 ml, sterile Pipetten fiir Zellkultur 25 ml und 50
ml, Sterilfilter, Aspirationspipetten

(Eppendorf, Hamburg, Deutschland; Falcon Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland,
Costar, Cambridge, USA; Nunc, Naperville, USA; Millipore-Coporation, Billerica, USA)

2.1.3. ELISA-Materialen

2.1.3.1. Substanzen fiir Puffer/Diluent

Aqua dest. (Merck, Darmstadt, Deutschland)

2-Amino-2(hydroxymethyl)1,3-popanediol (TRIS) (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Bovines Serum Albumin (BSA) (PAA Laboratories, Linz, Osterreich)

Natriumazetat-Trihydrat (CH;COONa-x 3 H,0) (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Natriumazid (NaNj3) (Sigma, Steinheim, Deutschland)

Natriumchlorid (NaCl) (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat (NaH,PO4 x H>O) (Merck, Darmstadt,
Deutschland)

Phosphate-buffered-saline'/ 10 x (PBS'/ 10 x) (PAA Laboratories, Linz, Osterreich)

Polyoxyethylen(20)-sorbitan-monolaurat (Tween 20) (Merck, Darmstadt, Deutschland)



Saccharose reinst (Merck, Darmstadt, Deutschland)

2.1.3.2. Puffer

e Blockpuffer (pH 7.3)
100 ml PBS™" 1 x
+1gBSA

+ 5 g Saccharose

+ 0,05 g NaN;

e Diluentpuffer (pH 7.3)
200 ml Aqua dest.
+0,2 g BSA
+ 1,75 g NaCl
+ 0,48 g TRIS
+ 0,1 ml Tween 20

e Substratpuffer (pH 4.2)
1 1 Aqua dest.
+ 8,2 g CH3;COONa-x 3 H,O
+ 6,9 g NaH,PO4 x H,0

e Waschpuffer (pH 7.3)
1 I Aqua dest.
+2,4 g TRIS
+ 0,5 ml Tween 20

2.1.3.3. Standards und Antikorper

Rekombinates humanes IL-8 (IL-8) (R&D Systems, Minneapolis, USA)
Monoklonaler Anti-human IL-8-Antikorper (R&D Systems, Minneapolis, USA)
Biotinylierter Anti-human IL-8-Antikorper (R&D Systems, Minneapolis, USA)
Rekombinantes humanes MCP-1 (MCP-1) (R&D Systems, Minneapolis, USA)
Monoklonaler Anti-human MCP-1-Antikérper (R&D Systems, Minneapolis USA)
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Biotinylierter Anti-human MCP-1-Antikérper (R&D Systems, Minneapolis, USA)

2.1.3.4. Assay-Substanzen

Meerrettichperoxidase-Streptavidin (HRP-Streptavidin) (Zymed, San Francisco, USA)
Diammonium-2,2'azinobis-(3ethylbenzthiazolin-6-sulfonsdure) (ABTS) (Boehringer,
Mannheim, Deutschland)

Hydrogenperoxid (H,0O,) (Sigma, Deisenhofen, Deutschland)

2.1.3.5. Materialien

96-Well ELISA-Platte (Falcon Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland)
Human eNOS Immunoassay (R&D Systems, Wiesbaden, Deutschland)

2.1.4. Agenzien und Materialen fiir die NO-Messung

2.1.4.1. Einzelsubstanzen

Aktivkohle (Fluka, Bern, Schweiz)

Aqua dest. (Merck, Darmstadt, Deutschland)
Natriumhydroxid (NaOH) (Merck, Darmstadt, Deutschland)
Natriumnitrat (NaNO;) (Merck, Darmstadt, Deutschland)
Natriumnitrit (NaNO;) (Merck, Darmstadt, Deutschland)
Salzsdure 37 % (HCI1) (Merck, Darmstadt, Deutschland)
Sauerstoff (O,) 4.5 (Messer-Griesheim, Siegen, Deutschland)
Stickstoff (N;) 5.0 (Messer-Griesheim, Siegen, Deutschland)

29

Stickstoffmonoxid (NO) 109 ppb und 800 ppm (Messer-Griesheim, Siegen, Deutschland)

Vanadium(IIT)-Chlorid (VCl;) (Merck, Darmstadt, Deutschland)
Zinksulfat (ZnSO,4) (Merck, Darmstadt, Deutschland)

2.1.4.2. Losungen

e 0.1 M VCls 2 M HCI-Reduktionsldsung
400 ml Aqua dest.
+7 g VCIs
+ 100 ml 37 %ige HCL
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e 30 %ige ZnSO4-Loésung
30 ml Aqua dest.
+ 9 mg ZnSOy4

e 0,5M NaOH-Ldsung
32,5 ml Aqua dest.
+ 650 mg NaOH

2.1.4.3. Materialien

Glasgefil beheizbar (150 ml) mit Glasfritte (PorengroBBe 3) (Kalensee, Giellen,
Deutschland)

Glaskolben zweihalsig (Kalensee, GieBBen, Deutschland)

Jacket-Intensivkiihler (Kalensee, GieB3en, Deutschland)

Kiihlfalle (100 ml) (Kalensee, Gieen, Deutschland)

Pumpenschlduche Tygon (Innendurchmesser 0,95 und 2,06 mm) (Kalensee, GieB3en,

Deutschland)

2.1.5. HPLC-Materialen

2.1.5.1. authentische Standards

Leukotrien B4 (LTBy) (Paesel, Frankfurt/Main, Deutschland)

w-Carboxy-Leukotrien B4 (0-COOH-LTB,) (Paesel, Frankfurt/Main, Deutschland)
o-Hydroxy-Leukotrien B4 (0-OH-LTB,) (Paesel, Frankfurt/Main, Deutschland)
6-trans-Leukotrien B4 (6-trans-LTB,) (Merck-Frost, Toronto, Kanada)
6-trans-epi-Leukotrien B4 (6-trans-epi-LTB4) (Merck-Frost, Toronto, Kanada)
5-Hydroxyeicosatetraensdure (5S-HETE) (Peasel, Frankfurt/Main, Deutschland)
5,6-Dihydroxyeicosatetraensdure (5,6-DIHETE) (Merck-Frost, Toronto, Kanada)
5,6-epi-Dihydroxyeicosatetraensdure (5,6-epi-DiHETE) (Merck-Frost, Toronto, Kanada)

2.1.5.2. Losungsmittel

Ammoniak'sche Losung 0,25 % (NH4OH) (Merck, Darmstadt, Deutschland)
Chloroform reinst (HCCls) (Fluka, Bern, Schweiz)



Essigsdaure (CH;COOH) (Merck, Darmstadt, Deutschland)
Isopropanol (C3HgO) (Fluka, Bern, Schweiz)
Methanol reinst (CH;OH) (Fluka, Bern, Schweiz)

2.1.5.3. Saulenmaterial und Vorsaulen

Leersdulen 25 cm, Edelstahl (Shandon, Runcorn, England)

Packungsmaterial Octadecysilyl-Hypersil, Partikelgrole 5 um (Machery Nagel, Diiren,
Deutschland)

C-18-Silica-Gel-Saulen, 1 cm?® Volumen (Bond-Elut, Leverkusen, Deutschland)

2.1.6. Gerate

Zellshaker Vibrax VXR (IKA-Labortechnik, Stauf, Deutschland)
Chemilumineszenzdetektor UPK 3100 (UPM, Langgons, Deutschland)
COs-Inkubator IR 1500 (Flow Laboratories, Meckenheim, Deutschland)
Dialux Mikroskop (Olympus, Wiesbaden-Delkenheim, Deutschland)
Eppendorf Thermomixer 5437 (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)
FACScan (Becton Dickinson, Mountain View, USA)

Fluorimeter Fluoroskan (Ascent Labsystems, Frankfurt/Main, Deutschland)
Hamilton-Spritze (Hamilton, Bonaduz, Schweiz)

HLPC-System Gynkotek Model GINA 160 (Gynkotek, Miinchen, Deutschland)
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Heidolph Vortex-Schiittler REAX 2000 (Heidolph Instruments, Schwabach, Deutschland)

Infusionsrollerpumpe ISMATEC IP 12 SA 8031 (Isamtec, Ziirich, Schweiz)
Injektomat (Isamtec, Ziirich, Schweiz)

Laminar Air Flow Hera Safe (Heraeus, Hanau, Deutschland)
Membran-Vakuumpumpe S/N 103473 (UPM, Langgons, Deutschland)
Millipore Q Wasserautbereitungsanlage (Millipore, Eschborn, Deutschland)
Mikrometer-Ventil (Messer-Griesheim, Siegen, Deutschland)
Phasen-Kontrast Mikroskop (Olympus, Wiesbaden-Delkenheim, Deutschland)
Thermomix® BU (Braun, Melsungen, Deutschland)

Umwilzpumpe Little-Giant™ (Little Giant Pump Co., Oklahoma City, USA)
Varifuge 3.0R (Heraeus, Hanau, Deutschland)

Zentrifuge AP Rotanta (Hettich, Tuttlingen, Deutschland)
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2.2. Methodik

2.2.1. Isolierung humaner neutrophiler Granulozyten

Humane neutrophile Granulozyten (PMN) wurden aus peripherem Blut durch
Zentrifugation iiber einen Ficoll-Gradienten gewonnen. Diese Methode wurde erstmals von
Boyum beschrieben (161). Die Isolation erfolgte standardméfBig unter sterilen
Bedingungen bei Raumtemperatur (20 - 25 °C). Die Isolationsdauer betrug je nach

verwendeter Vollblutmenge 1,5 bis 2 Std.

Blutentnahme

Das Durchschnittsalter der gesunden Spender lag bei 25 Jahren. Durch Punktion einer
peripheren Vene in der Armbeuge mit einer Kaniile der GroBe 19 G erfolgte die
Blutentnahme. Das Blut wurde in eine mit dem Antikoagulans EDTA vorgefiillte Spritze
geleitet. Die Endkonzentration des EDTA betrug 0,125 %.

Ficoll-Gradient

In 50 ml-fassende sterile R6hrchen wurden jeweils 15 ml Ficoll vorgelegt. Das gewonnene
Blut wurde zundchst 1:2 mit PBS” 1 x verdiinnt. 35 ml dieses Gemisches wurden
anschlieBend mit einer sterilen 50 ml Pipette auf die vorgelegte Ficoll-Losung
aufgeschichtet.

Das so vorbereitete Blut wurde fiir 35 Minuten bei 400 x g zentrifugiert. Wéhrend der
Zentrifugation kam es durch die Wechselwirkung zwischen den zelluldren
Blutbestandteilen und dem Ficoll zu einer Auftrennung der einzelnen Zellpopulationen.
Granulozyten und Erythrozyten sedimentierten durch das Ficoll hindurch. An der Grenze
zwischen Ficoll und dem thrombozytenreichen Plasma lagerten sich die mononukledren
Zellen ab. Plasma, mononukledre Zellen und Ficoll wurden abgesaugt. Die Abtrennung der
Erythrozyten von den PMN erfolgte durch Sedimentation der Erythrozyten nach Mischen
mit einer 10 %igen Polyvinylalkohol (PVA)-Losung im Verhédltnis 1:3. Der
Sedimentationsschritt dauerte ca. 10 Minuten. Der PMN-reiche Uberstand wurde mittels
einer Pipette in neue Rohrchen {iberfithrt und bei 150 x g fiir 5 Minuten zentrifugiert.
AnschlieBend wurden durch hypotone Lyse noch verbliebene Erythrozyten entfernt. Dazu
wurden die Zellen in 18 ml Aqua dest. resuspendiert; nach 30 Sekunden erfolgte der Stopp
der Lyse durch Hinzugabe von 2 ml PBS™ 10 x. Die vollstiandige Reinigung der PMN von
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Ficoll-Riickstinden erfolgte durch zwei nachfolgende Waschschritte mit PBS” 1 x (150 x
g; 10 Minuten).

Zellzéhlung, Identifizierung

Die Quantifizierung der Zellen wurde durch lichtmikroskopische Zdhlung mithilfe einer
Neubauer-Zahlkammer bei 400-facher Vergroferung zwischen den beiden letzten
Waschschritten durchgefiihrt. Durchschnittlich lieBen sich aus 50 ml Vollblut ca. 100
Millionen PMN isolieren.

In regelmifigen Abstinden wurde die Reinheit der isolierten humanen PMN mittels
maschinellem Differenzialblutbild kontrolliert. Der Anteil der Granulozyten lag bei 97 %.
Mit jeweils 1 % waren Mono- und Lymphozyten vertreten. Die restlichen Zellen waren
Eosinophile und Basophile.

Die Zellvitalitdt wurde mittels Trypan-Blau-Ausschlussmethode und der LDH-Freisetzung
iiberpriift. Am Ende der Isolation waren 98 % der PMN nachweislich vital. Die spontane
LDH-Freisetzung der PMN in Bezug auf die absolute Enzymfreisetzung durch Mellitin lag

stets unter 3 %.

2.2.2. Erfassung granulozytarer Funktionsparameter

2.2.2.1. Degranulierung

Prinzip

Die PMN speichern in ihren Granula eine Vielzahl enzymatisch aktiver Substanzen. Der
Nachweis von granulozytiren Inhaltsstoffen im Zelliiberstand gilt als Indikator einer
abgelaufenen Degranulationsreaktion. Durch die Quantifizierung des proteolytischen
Enzyms Elastase wurde das Ausmal der Degranulationsreaktion bestimmt. Uber die
Bildung eines fotometrisch detektierbaren Reaktionsproduktes wurde die Enzymaktivitét

nach der Methode von Kramps kinetisch erfasst (162).

Durchfiihrung

Substrat flir das Enzym Elastase ist L-Pyroglutamyl-L-prolyl-L-valine-p-nitroaniline. Die
Geschwindigkeit des Substratumsatzes und die damit verbundene fotometrisch
bestimmbare Extinktionszunahme bei 405 nm wurde als Marker fiir die Elastase-Aktivitit
gewertet. Zur Durchfiihrung dieses Assays wurden zunichst 200 pl Messpuffer und 100 pl
Verdiinnungspuffer in eine Kiivette vorgelegt. Nach Zugabe von 100 pl Zelliiberstand
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wurde die Reaktion durch Hinzufiigen von 200 pl Substrat gestartet. Die
Extinktionszunahme wurde in einem Fotometer bei 405 nm kontinuierlich iiber einen
Zeitraum von 3 Minuten gemessen. StandardméBig erfolgte die Messung bei 37 °C.

Die errechnete Enzymaktivitit wurde in Beziehung zum zelluliren Gesamtgehalt des
Enzyms gesetzt, der durch Ultrabeschallung (3 x 15 sec; 50 W) aus einem parallelen

Zellansatz freigesetzt wurde.

2.2.2.2. Bildung von Sauerstoffradikalen - respiratory burst

Prinzip

Die Aktivierung des respiratory burst wurde durch Messung des primiren
Reaktionsproduktes der granulozytiren NADPH-Oxidase, dem Sauerstoffsuperoxid (O,),
quantifiziert. Die Methode von Cohen bildete die messtechnische Grundlage (163). Das
Prinzip ist die fotometrische Erfassung der superoxidinduzierten Reduktion von
Cytochrom-C. Vor der Stimulation der PMN wurde den Versuchsansidtzen Cytochrom-C
zugesetzt. Parallelansidtzen wurde zusitzlich das Enzym Superoxid-Dismutase (SOD)
hinzugefiigt, das spezifisch die Sauerstoffsuperoxid-abhingige Cytochrom-C-Reduktion
inhibiert. Das Ausmall der Cytochrom-C-Reduktion, das sich aus der Differenz beider
Ansdtze ableitete, lies einen Riickschluss auf die Menge an gebildetem

Sauerstoffsuperoxid zu.

Durchfiihrung

Die Proben wurden paarweise angesetzt. Neben 75 pmol Cytochrom-C wurde dem
Parallelansatz noch 10 pg/ml SOD hinzugefiigt. Die Stimulation erfolgte 15 min lang bei
37 °C im Wasserbad und wurde durch Kiihlung auf Eis beendet. Nach Abzentrifugation
der zelluldren Bestandteile (1200 x g; 3 min; 4 °C) erfolgte die fotometrische Analyse des
reduzierten Cytochrom-C im Fotometer bei 546 nm (dem Absorptionsmaximum des
reduzierten Cytochrom-C). Die Extinktion wurde gegen den SOD-enthaltenden
Parallelansatz gemessen. Die granulozytire Sauerstoffsuperoxid-Produktion konnte dann
unter Einbeziehung eines Extinktionskoeffizienten von 21 mM'cm™ bei einer 1:1

Stochometrie berechnet werden.
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2.2.3. Enzymo-linked-immuno-sorbens-Assay (ELISA)

2.2.3.1. Prinzip: ELISA

Diese Methode wurde zur quantitativen Bestimmung der von vorbehandelten CaCo-2B-
Zellen gebildeten Zytokine IL-8 und MCP-1 angewandt. Bei dieser Nachweismethode
wird das Antigen mit zwei spezifischen Antikorpern markiert. Dieser Vorgang wird mit
der Umsetzung eines Farbstoffes kombiniert. Durch die Verwendung spezifischer
Antikorper konnte das Auftreten von Kreuzreaktionen und somit falsch positiver
Ergebnisse minimiert werden.

Der 1. Antikdrper war ein monoklonaler Antikorper, der selektiv an ein Epitop der
gesuchten Antigene humanes IL-8 und MCP-1 bindet. Der 2. Antikérper war biotinyliert,
dass heiflt, dass an dessen Fc-Fragment ein Biotinmolekiil gekoppelt war. Auch dieser
Antikorper war spezifisch fiir das gesuchte Antigen. Zum Nachweis des entstandenen
Antigen-Antikorper-Komplexes wurde an diesen ein Streptavidin-Peroxidase-Komplex
angelagert. Das Streptavidin hat eine sehr hohe Affinitdt zum Biotin. Die Peroxidase war
das erforderliche Enzym fiir die Farbstoffumsetzung. Substrat fiir die Peroxidase war
H,0,, das zusammen mit dem Farbstoff eingesetzt wurde. Aus H,O; entstand enzymatisch
O, das den Farbstoff oxidiert. Die Folge war eine Farbentwicklung. Die Intensitét dieser
Farbentwicklung war abhéngig von der Menge des umgesetzten Substrates. Aufgrund des
stochiometrischen Verhéltnisses von 1:1 zwischen Antigen-Antikorper-Komplex und
Streptavidin-Peroxidase-Komplex, war die Antigen-Menge der limitierende Faktor fiir den
oxidativen Umsatz des Farbstoffes. Die Intensitdt der Farbentwicklung war somit direkt
proportional zur Antigen-Menge. Sie wurde fotometrisch durch Messung der Absorption
bei 405 nm bestimmt.

Der Assay wurde in 96-Well Maxisorb-Platten durchgefiihrt. Die speziellen
Oberflacheneigenschaften dieser Platten ermdglichten die Fixierung des 1. Antikorpers an
der Welloberfliche.

Die Antikérper, die Proben und der Farbstoffkomplex wurden im Uberschuss eingesetzt.
Nicht gebundene Anteile wurden vor dem Auftragen der nachfolgenden Substanz durch
dreimaliges Waschen der ELISA-Platte mit Waschpuffer (200 ul/Well) entfernt.

Die untersuchten Proben waren Zelliiberstinde, die nach 24-stiindiger Inkubation der
CaCo-2B-Zellen mit TNFa, IL-1B und IFNy bzw. LPS abgenommen wurden. Gelagert
wurden die Proben bei -20 °C. Die Vorbereitung der Proben und der Antikorper fiir den
ELISA erfolgte bei 4 °C auf Eis.
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2.2.3.2. Durchfithrung

Priparation der ELISA-Platte
24 Stunden vor Durchfithrung des ELISA erfolgte die Préparation der ELISA-Platte mit
dem 1. Antikorper. Der Antikdrper wurde mit PBS” 1 x auf eine Konzentration von 4
pg/ml verdiinnt und 100 pl dieser Losung in jedes Well der ELISA-Platte pipettiert. Die
Inkubation erfolgte fiir 24 Stunden bei Raumtemperatur.
Die stabile Fixierung des 1. Antikorpers auf der Oberfliche der Versuchsplatte erfolgte mit
dem Blockpuffer (300 pl/Well). Die Einwirkzeit dieses Puffers betrug 1 Stunde bei
Raumtemperatur. Wihrend dessen wurden die Proben bei Bedarf mit Diluent verdiinnt und
die Standardverdiinnungsreihe laut Protokoll hergestellt.
Standardverdiinnung:

e 10 pl(10 pg/ml) Standard + 990 pl Diluent = 100 ng/ml

e 100 pl der Verdiinnung + 900 ul Diluent = 10.000 pg/ml

weiter nach Bedarf

Assay-Procedere

Von den Standardproben und den zu untersuchenden Proben wurden jeweils 100 pul pro
Well benoétigt. Die Standardwerte wurden als Doppelwerte aufgetragen, beginnend mit der
niedrigsten Konzentration. Die Probeninkubation dauerte 2 Stunden bei Raumtemperatur.
AnschlieBend erfolgte die Zugabe des biotinylierten 2. Antikorpers. Das Antikorper-
Aliquot (100 pl; 20 pg/ml) wurde mit 10 ml Diluentpuffer verdiinnt. Dies entsprach einer
Endkonzentration von 100 ng/ml. Von dieser Losung wurden 100 pl in jedes Well der
ELISA-Platte pipettiert. Die Inkubationszeit betrug bei Raumtemperatur erneut 2 Stunden.
Nachfolgend wurden 2,5 ul HRP-Streptavidin mit 10 ml Diluent verdiinnt und jeweils 100
ul pro Well aufgetragen. Die Einwirkzeit war 20 Minuten. Der letzte Schritt bestand in der
Zugabe von Farbstoff und Substrat. 14 mg ABTS wurden in 21 ml Substratpuffer gelost.
Kurz vor dem Auftragen wurde dieser Losung 14 ul H,O, zugegeben und nachfolgend 200
ul in jedes Well pipettiert. Lichtgeschiitzt erfolgte die Inkubation bis zur gewiinschten
Farbentwicklung. Die Bestimmung der optischen Dichten erfolgte bei 405 nm im ELISA-
Reader.
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Auswertung

Basis der Auswertung waren die Standardwerte. Den vorgegebenen Konzentrationen der
untersuchten Zytokine entsprachen bestimmte optische Dichten. Diese Werte grafisch
dargestellt, bildeten die Standardkurve. Mit diesen Werten als Grundlage konnte aus den

optischen Dichten der einzelnen Proben deren Zytokingehalt ermittelt werden.

2.2.4. Erfassung oxidativer Endprodukte des NO

2.2.4.1. Prinzip

NO ist in sauerstoffhaltigen Fliissigkeiten chemisch instabil und unterliegt rascher
Oxidation zu den stabilen Endprodukten Nitrat und Nitrit (zusammengefasst als NOx). Zur
Erfassung dieser Oxidationsprodukte wurde eine Methode angewendet, bei der NOx durch
ein starkes Reduktionsmittel quantitativ zu NO reduziert und anschlieBend mittels
Chemilumineszenz  detektiert wird. Die theoretischen  Grundlagen lieferten
Untersuchungen von Cox et al. und Braman et al. (164,165). Von den mdglichen
Reduktionsmitteln Fe(II), Mo(VI), Ti(Ill) und V(III) kam V(III) zum Einsatz, da es
gegeniiber den anderen Substanzen entscheidende Vorteile aufweist. V(III) reagiert
schneller als Fe(II) und kann bei weit niedrigerer Séurestirke der Reaktionslosung
eingesetzt werden. Des Weiteren kdnnen groBBere Mengen an Probenldsungen gemessen
werden, da V(II) im Unterschied zu Fe(Il) nicht stindig erneuert werden muss, sondern
auch in niedriger Konzentration ONNO", NO,, NO;3™ quantitativ zu NO reduziert. Starkere
Reduktionsmittel wie z.B. Ti(IIl) setzten Nitrate und Nitrite zum Ammoniumion um, das
der Detektion durch Chemilumineszenz entgeht (166).

In der Reaktionskammer kommt es bei einer Temperatur von ca. 85 °C in Anwesenheit
von V(III) und konzentrierter Salzsdure zu folgenden Redoxreaktionen:

(1) NO; +4H" + 3¢ < NO+2H,0

(2Q)NO, +2H" + 1¢ < NO+H0
(3) ONOO +H" <  ONOOH < HO.+NO, (167)
(4) HO++ NO, > NO; +H" weiter wie (1) (108)

Elektronendonor ist das Reduktionsmittel V(III), das dadurch in eine hdhere

Oxidationsstufe {ibergeht.
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2.2.4.2. Aufbau des Chemilumineszenzdetektors

Zur Anwendung kam der Chemilumineszenzdetektor UPK 3100®. Das Messgas passierte
auf dem Weg zu einer Glaskapillare (200 ml/min) vorab einen Messgasfilter. Zwei
Magnetventile dienten der Zuschaltung des Kalibriergas- bzw. des Nullgaseingangs. Uber
ein drittes Magnetventil konnte ein mit reinem Kohlenstoff gefiillter Konverter
zugeschaltet werden, der die im Messgas vorhandenen Stickoxide (NOx) katalytisch zu
NO reduzierte. Nach Passage einer stromungsbegrenzenden Glaskapillare erreichte das
Messgas die Reaktionskammer, in der es mit Ozon zusammentraf. Das Ozon wurde aus
Raumluft durch einen Ozongenerator erzeugt, der nach der Methode der stillen
elektrischen Ladung arbeitete. Die Raumluft wurde zuvor mit einem Permeationstrockner
und weiteren Trockenmitteln von Feuchtigkeit befreit. Uber eine Glaskapillare (50 ml/min)
wurde das Ozon im Uberschuss der Reaktionskammer zugefiihrt. Die Stromung der beiden
Gasfliisse wurde durch eine Vakuumpumpe aufrechterhalten. Mit dieser Pumpe wurde
auch ein Vakuum von -0,8 bis -1,0 bar in der Reaktionskammer erzeugt, in der die
Reaktion NO + O3 zu angeregtem NO,. stattfand. Zur Vermeidung von Kondensatbildung
wurde die Reaktionskammer auf 45 °C temperiert. Nach vollzogener Reaktion verlie3 das
Messgas-Ozon-Gemisch den Detektor iliber einen Aktivkohlefilter, der das iiberschiissige
Ozon vernichtete. Die vom angeregten NO,e emittierten Photonen wurden gefiltert, in
einem Fotomultipler verstirkt und in ein Stromsignal umgewandelt. Der Fotomultipler
lieferte einen Ausgangsstrom im pA- bis pA-Bereich, der mit folgender Gleichung in eine
Konzentration umgerechnet wurde: ¢ = K x (Ipmt-N). K war der Kalibrierfaktor, Ipmt der
Strom des Fotomultiplers und N der Nullwert. N und K wurden beim Kalibriervorgang
ermittelt.
Der Lichtfilter war ein ISO-9001 DT Red-Filter (Optic Balzers AG, Balzers, Lichtenstein).
Dieser bestand aus Borosilikatglas und wies folgende Spezifikationen auf:

e T<1 % bei400-570 nm

e T=50% bei 600 +/- 10 nm

e T>90% bei 630 - 760 nm
Da angeregtes NO,e keine Strahlung unter 600 nm emittiert, minimierte dieser Lichtfilter
mogliche Interferenzen mit anderen Gasen, ohne die Sensitivitdit der
Chemilumineszenzreaktion nennenswert zu reduzieren (168).
Als Fotomultipler wurde ein Head-On R374 Fotomultipler (Hamamtsu, Herrsching,

Deutschland) eingesetzt, der Photonen im Bereich von 185-850 nm verstérkte.
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2.2.4.3. Deproteinierung der Proben

Die untersuchten Proben waren Zelliiberstinde, die nach 24-stiindiger Inkubation der
CaCo-2B-Zellen mit TNFa, IL-18 und IFNy bzw. LPS abgenommen wurden. Gelagert
wurden die Proben bis zur Messung bei -20 °C.

400 pl der Probe wurde in ein 2 ml Eppendorfcup vorgelegt. Nachfolgend wurde je 800 pl
0,5 M NaOH- und 800 pl 30 %ige ZnSO4-Losung hinzugegeben. Die Homogenisierung
des Cupinhalts erfolgte iiber 15 min auf einem Riittler. Durch anschliessende 10-miniitige
Zentrifugation bei 13000 U/min wurde das gebundene Protein abgetrennt. Fiir die NO-
Messung wurden 600 pl des proteinfreien Uberstandes bendtigt.

Die Eichlosungen wurden wie die Proben behandelt.

2.2.4.4. Versuchsablauf

Die Reduktion erfolgte in einem beheizbaren Reaktionsgefdl mit einer Kapazitdt von 150
ml und einer Glasfritte (Porengrofle 3), die sich im Boden des Gefilles befand. Durch die
Fritte wurde das inierte Trdgergas N, in die Reaktionskammer geleitet. Das entstehende
NO wurde durch einen Jacket-Intensivkithler und eine Kiihlfalle zum
Chemilumineszenzdetektor transportiert. Der Kiihler und die Kiihlfalle dienten der
Kondensation des Wasserdampfes sowie der Salzsdure. Sie verhinderten dadurch eine
Beschidigung des Detektors.

Mittels eines Mikrometerventils konnte der N,-GasfluB3 an den Messgasvolumenfluss (200
ml/min) im Detektor angepasst werden. Ein T-formiger Uberlauf ermoglichte die exakte
Justierung und verhinderte einen Uberdruck am Messgaseingang des Detektors. Die Probe
(600 pl/min) wurde der Reaktionskammer mittels einer Rollerpumpe durch eine diinne
Teflonkapillare (Innendurchmesser lmm) zugefiihrt. Parallel dazu wurde durch eine zweite
Kapillare kontinuierlich Reaktionslésung entnommen, um so ein Uberlaufen der
Reaktionskammer zu verhindern. Das grofle Volumen der Reaktionskammer ermdglichte
die Messung vieler Proben, ohne dass die Notwendigkeit zur Erneuerung der VCl;-Losung
bestand.

Die Kalibrierung der Messanordnung erfolgte mit Standards bekannter Nitrat- bzw.
Nitritkonzentration. Die verwendeten Standardkonzentrationen waren 0,1, 10 und 100
umol/l. Die Analyse des Messgases erfolgte mittels Chemilumineszenz; die Daten wurden

mit einem Pascal-Programm erfasst (© Mayer K. 1995).
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Der NO-Gehalt einer Probe errechnete sich aus der Differenz zwischen dem gemessenen
NO-Hochstwert der Probe und dem ,,Basiswert der Anlage. Um den Einfluss von zu
groflen Messwertschwankungen so gering wie moglich zu halten, wurde fiir jede Probe
eine Doppelbestimmung des NO-Gehaltes durchgefiihrt.

Die Umrechnung der gemessenen NO-Werte in pmol/l erfolgte aus der Gleichung der
Eichgerade. Diese Eichgerade wurde aus den gemessenen NO-Werten der Standard-Proben

mit bekannter Nitrat-/Nitritkonzentration ermittelt.

2.2.5. Analytik der Arachidonsaure-Metaboliten

Grundlage fiir den Nachweis der Arachidonsdure-Metaboliten war eine Sequenz aus
Festphasenextraktion und HPLC-Analytik, wobei die HPLC-Technik durch UV-

Spektrenanalyse der separierten Arachidonsidure-Metaboliten erginzt wurde (169).

2.2.5.1. Festphasenextraktion

Die Festphasenextraktion diente der Aufreinigung und Anreicherung der granulozytéren
Arachidonsédure-Derivate aus dem Zelliiberstand. Verwendet wurden 1 cm? Vorsdulen
(Bond-Elut, Leverkusen, Deutschland) aus einer Silica-Gel Matrix. Die Gel-Matrix war
kovalent mit gesittigten C-18-Alkylresten verbunden. Die wichtigste Eigenschaft dieser
Matrix war ihre hohe Affinitit zu unpolaren Verbindungen. Dies ermoglichte die
Extraktion der Lipoxygenase-Metaboliten aus dem wissrigen Zelliiberstand und deren
nachfolgende Elution durch Zugabe eines unpolaren Losungsmittels (Methanol).

Die verwendeten Losungen und Proben waren eisgekiihlt. Die Sdulen wurden auf eine
Vakuumkammer gesetzt. Diese war an eine Saugpumpe angeschlossen, um die Elution der
Fliissigkeiten zu beschleunigen.

Der erste Schritt der Festphasenextraktion war die Konditionierung der Sdulen durch
Zugabe von zweimal jeweils 1 ml Methanol und 1 ml Aqua dest.. Danach wurden die
eisgekiihlten Zelliiberstinde aufpipettiert und langsam durchgesaugt. Durch das
nachfolgende zweimalige Waschen der Sdulen mit Aqua dest. wurden retinierte polare
Verbindungen von der Saule gespiilt. AnschlieBend wurde durch rasches Durchsaugen von
100 ul Chloroform je Sdule die wéssrige Phase vollstindig von der Sédule verdrangt. Die
Elution der gebundenen Arachidonsdure-Metaboliten erfolgte durch Zugabe von 250 pl

Methanol je Sdule, das langsam durchgesaugt und in Eppendorfcups aufgefangen wurde.
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Die Proben wurden anschlieBend wunter einem kontinuierlichen Stickstoffstrom
eingedampft und bei -20 °C bis zur weiteren Analytik gelagert.

Die Wiederfindungsrate (Recovery) fiir die einzelnen Metaboliten, die mit diesem
Verfahren erreicht werden kann, wurde in separat durchgefiihrten Recoveryexperimenten

regelméfig ermittelt und lag durchschnittlich bei 80 %.

2.2.5.2. HPLC-Analytik

Herstellung und Konditionierung der HPLC-Séulen

Die zur Separierung der Arachidonsdure-Metaboliten verwendeten HPLC-Sédulen wurden
mithilfe einer Sdulen-Packvorrichtung (Knaur, Berlin, Deutschland) hergestellt. Die
Leersdule war eine 25 cm lange Edelstahlsdule mit 0,46 cm Innendurchmesser.
Octadecysilyl-Hypersil-5u-Partikel waren das Packungsmaterial. Die Herstellung der
HPLC-Séaulen erfolgte folgendermal3en:

Als Erstes wurden 3,8 g des Packungsmaterials in 35 ml Isopropanol in einem Glasbehélter
gelost. Die Losung wurde 5 Minuten lang in einem Ultraschallbad behandelt, und danach
in den Vorratsbehidlter des Saulenpackgerites eingefiillt, aus dem sie anschlieBend
maschinell unter einem Druck von 440 bar in die mit Methanol gereinigte, einseitig
verschlossene Leersdule gepresst wurde. Die fertige Sdule wurde verschlossen und auf
einer Seite mit einer Vorsdule verbunden, deren Aufgabe der Schutz der Hauptséule vor
Verunreinigungen war. Vor Inbetriebnahme war noch die Konditionierung der neuen Siule
mit einem Gemisch aus Methanol und Aqua dest. (1:9) mit 0,5 %igem EDTA-Zusatz

erforderlich.

Herstellung der mobilen Phase

Die mobile Phase war das Triagermaterial fiir die zu analysierenden Proben. Sie setzte sich
aus Methanol/H,O/Essigsdure im Verhéltnis 72/28/0,16 zusammen. Die Einstellung des
pH-Wertes auf 4,9 erfolgte mit 10 %igem NH4OH. Die fertige Phase wurde mithilfe eines
Ganzglas-HPLC-Filersystems (Schott, Mitterteich, Deutschland) mit einem Unterdruck
von 700 mbar durch eine Teflonmembran gesogen und so von partikuldren

Verunreinigungen befreit.
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Reversed-Phase-HPLC (isokratisch)
Mathews et al beschrieben erstmals dieses Trennverfahren (170). Zum Einsatz kam eine
modifizierte Form. Die fiir diese Methode entwickelte Anlage, HLPC-System Gynkotek
Model GINA 160, setzte sich aus folgenden Bestandteilen zusammen:

e Spektroflow 773 UV Detektor (Waters/Millipore, Eschborn, Deutschland)

e Gynkothek M 600 Pumpe (Gynkotek, Miinchen, Deutschland)

e Shimadzu-Integrator (Shimadzu, Kyoto, Japan)

e Rheodyne-Probenaufgabeventil (Latek KG, Eppelheim, Deutschland)
Die Arachidonsidure-Metaboliten aus den Zelliiberstinden wurden folgendermallen
quantifiziert: Die eingedampften Proben wurden in 50 pl Methanol aufgenommen und
griindlich gemischt, um an der Wand haftende Probenbestandteile zu resuspendieren. Nach
Zentrifugation (1000 x g; 2 Minuten) gab man 20 pl der Probe mittels einer Hamilton-
Spritze iiber das Probenaufgabeventil auf die Sdule. Die Probenelution erfolgte bei einer
konstanten Durchflussrate von 1,3 ml mobiler Phase/min bei einem Druck von ca. 180 bar.
Mit dieser Methode war eine sehr gute Einzeldarstellung von LTB4, der LTA4-Abbau-
Produkte 6-trans-LTB4, 6-trans-epi-LTB4, 5,6-di-HETE, 5,6-epi-di-HETE und 5-HETE
moglich. Dagegen war die Einzeldarstellung der Abbauprodukte von LTBs w-OH-LTB4
und ©-COOH-LTBs wegen Koelution weniger deutlich. Die Analyse der Leukotriene
erfolgte bei 270 nm, wahrend 5-HETE nur bei einer Wellenldnge von 237 nm detektiert
werden konnte.
Grundlage dieser Methode war das unterschiedliche Affinitdtsverhalten der einzelnen
Arachidonsdure-Metaboliten gegeniiber der stationdren Phase (Sdule), sodass die Elution
der einzelnen Leukotriene von der Sédule nach ganz bestimmten Zeiten erfolgte. Die
Identifikation war durch Vergleich mit den Retentionszeiten isolierter Standards mdoglich,
die regelméBig parallel zu den Proben analysiert wurden. Die Menge der retinierten
Metabolite wurde iliber den Shimadzu-Integrator bestimmt und unter Einbeziehung

vorliegender Response- u. Recoverydaten in ng/ml umgerechnet.

UV-Spektrenanalyse

Ein weiteres Kriterium zur Identifizierung der einzelnen 5-LO-Metaboliten bildete die
Bestimmung der UV-Spektren der eluierten Komponenten des Zelliiberstandes. Dazu war
der HPLC-Anlage ein Fotodiodenarray-Detektor (Waters/Millipore, Eschborn,
Deutschland) nachgeschaltet. Das charakteristische dreigipflige UV-Spektrum der

Leukotriene wurde als Identifikationskriterium herangezogen. Dieses Verfahren diente der
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sensitiven Erfassung von Verunreinigungen und trug somit wesentlich zur

Charakterisierung der Metaboliten bei.

2.2.6. Kultivierung der CaCo-2 Zellen

Die verwendeten Zellen wurden von der Firma WAK-Chemie bezogen. Die Kultivierung
erfolgte unter sterilen Bedingungen in einem CO;-Inkubator bei 5 % CO,-Begasung und
37 °C. Das Passagieren der Zellen, der Wechsel der Nihrlosung sowie die
Versuchsvorbereitung erfolgte ebenfalls unter sterilen Bedingungen in einer Flow-Bench.
Durchgefiihrte mikrobiologische Untersuchungen erbrachten keinen Hinweis auf eine
Infektion mit Mykoplasmen oder anderen Keimen.

Die Kultivierung der CaCo-2B Zellen erfolgte in T-75-Zellkulturflaschen, in denen sich
jeweils 20 ml Kulturmedium befanden. Téaglich erfolgte die mikroskopische Untersuchung
der Zellen und jeden zweiten Tag der Wechsel des Ndhrmediums. Bei Erreichen der
Subkonfluenz wurden die Zellen passagiert. Dazu wurde zunidchst das alte Medium
abgesaugt. Danach wurden die Zellen zweimal mit 10 ml Dulbecco’s MEM gewaschen.
Nachfolgend wurden ca. 8 ml Trypsin-Gebrauchslosung in jede Zellkulturflasche
appliziert, und diese dann fiir einige Minuten in den CO,-Inkubator zuriickgestellt. Durch
das Trypsin 16sten sich die Zellen vom Boden der Zellkulturflasche. AnschlieBend wurde
die Trypsinldsung mit einer sterilen Pipette aufgenommen und in sterile 50 ml-fassende
Rohrchen pipettiert, die 1 ml fetales Kélberserum (FCS) enthielten. Das FCS fungierte als
Trypsin-Inhibitor. Mit jeweils 15 ml Dulbecco’s MEN wurden die T-75-Zellkulturflaschen
gespiilt, um verbliebene Zellen aufzunehmen. Dieses Volumen wurde in die
entsprechenden Rohrchen gegeben. Die Zellsuspension wurde fiir 5 Minuten bei 37 °C und
248 x g zentrifugiert. Die Anlaufzeit der Zentrifuge betrug 30 Sekunden, die Ablaufzeit 1
Minute (Bremse 9). AnschlieBend wurde der Uberstand abgesaugt und die Zellen in
Néhrmedium resuspendiert. Fiir die Versuche wurde das Volumen so gewihlt, dass auf
einer 12-Well-Platte etwa 4 x 10° Zellen/Well ausgesit wurden. Fiir die Passage der
Stammkulturen wurden die Zellen im Verhéltnis 1:3 oder hoher verdiinnt ausgesét.

Die Zellen auf den Versuchsplatten wurden tidglich mikroskopiert und jeden zweiten Tag
erfolgte ein Wechsel der Nahrlosung. Pro Well einer 12-Well-Platte wurden 2 ml Medium
aufgetragen. Nach 1 - 3 Tagen erreichten die Zellen das Stadium der vollstindigen

Konfluenz. Die Versuche wurden dann am 6. postkonfluenten Tag durchgefiihrt.
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2.2.7. Experimentelles Protokoll

2.2.7.1. Vorbehandlung der CaCo-2 Zellen

24 Stunden vor den Versuchen wurden die CaCo-2B-Zellen entsprechend dem
Versuchsprotokoll mit den Zytokinen TNFa, IL-1B und INFy bzw. mit LPS in folgenden
Konzentrationen vorbehandelt:

e TNFo: 1 ng/ml, 10 ng/ml

e Zytokinmix: 10 ng/ml TNFa, 100 U/ml IFNy, 0,5 ng/ml IL-18

e Zytokinmix-high: 10 ng /ml TNFa, 1000 U/ml INFy, 5 ng/ml IL-1

e LPS: 1 ng/ml, 10 ng/ml, 100 ng/ml
Als Erstes wurde das Néhrmedium abgesaugt und anschlieend die Zellen zweimal mit
H/H"" 1 ml/Well gewaschen.
Die zur Stimulation eingesetzten Mediatoren wurden in Aliquots bei -20 °C gelagert. Die
Herstellung der Stammlosung und nachfolgender Verdiinnungsstufen erfolgte mit einem
modifizierten Ndhrmedium, das nur 1 % FCS enthielt, um die Proteinbindung der
Stimulationssubstanzen so gering wie moglich zu halten. Diese Arbeitsschritte erfolgten
unter sterilen Bedingungen auf Eis mit einem vorgekiihlten Medium.
Nach Auftragen der Stimulationssubstanzen wurde das Volumen in den einzelnen Wells
mit dem modifizierten Ndhrmedium auf 1 ml/Well erginzt. Die CaCo-2B-Zellen
inkubierten danach 24 Stunden im Wérmeschrank bei 37 °C und 5 % CO,.

2.2.7.2. Versuchsablauf

Zwei Stunden vor der Durchfiihrung des Versuches wurde das Nahrmedium mit den
Stimulationssubstanzen abgesaugt und die CaCo-2B-Zellen zweimal mit HH"" 1 ml/Well
gewaschen. Dann wurde erneut HH™
37 °C und 5 % CO, im Wirmeschrank 2 Stunden inkubiert.

Nach Abschluss der Inkubationszeit wurde das HH™* abgesaugt, und die Wells

1 ml/Well auf die Zellen aufgetragen und diese bei

entsprechend dem Versuchsaufbau vorbereitet. Fiir die Messung des respiratory burst
erfolgte je nach Ansatz die Zugabe von Cytochrom-C oder Cytochrom-C/SOD-Ldsung.
Den Ansdtzen zur Elastasebestimmung wurde kein Cytochrom-C beigegeben. In die so
vorbereiteten 12-Well-Platten wurden dann jeweils 5 Millionen PMN/Well geldst in 600 pl
HH"" hinzugegeben. AnschlieBend wurde das Volumen in den Wells so mit HH""
aufgefiillt, dass wihrend der Stimulationszeit ein Gesamtvolumen von 1 ml/Well vorlag.

Die gesamte Vorbereitung lief bis zu diesem Zeitpunkt unter sterilen Bedingungen ab.
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Nachfolgend kamen die mit einem Deckel verschlossenen Platten fiir 15 Minuten bei 37 °C
in ein Wasserbad. Wiahrend dieser Zeit erfolgte die Adhdsion der PMN auf der Oberfléche
der CaCo-2B-Zellen. Im Anschluss wurden die Zellen gemafl dem Versuchsprotokoll mit
dem Ca®"-Ionophor A 23187 in einer Konzentration von 1 pmol/ml und 10 pmol/ml
stimuliert. Hierbei wurden die Ansétze fiir Mess- und Leerwert der Cytochrom-C-
Reduktion gleichzeitig aktiviert. Das A 23187 wurden so in HH"" aufgenommen, dass die
gewiinschte Konzentration durch 100 pl Losung erreicht wurde. Nach Zugabe des
Stimulus wurden die Zellen fiir weitere 15 Minuten in dem Wirmebad belassen. Am Ende
der Inkubationszeit wurden die Platten fiir 5 Minuten auf Eis gekiihlt, um die Reaktionen
abzustoppen. Danach wurde der Inhalt der Wells mittels Eppendorf-Pipetten aufgenommen
und in Eppendorf-Cups iiberfiihrt. Diese wurden 2 Minuten mit 13000 U/min zentrifugiert.
Aus den so gewonnenen zellfreien Uberstinden erfolgte die fotometrische Messung der
granulozytiren Sauerstoffradikal- und Elastasefreisetzung.

Zur Bestimmung der gebildeten Arachidonsdure-Metaboliten wurden die Zelliibersténde,
die kein Cytochrom-C bzw. Cytochrom-C/SOD-Zusatz enthielten, bis zur weiteren

Verarbeitung bei -20 °C gelagert.

2.2.8. Statistik

Alle Messwerte sind als Mittelwerte +/- Standardfehler des Mittelwertes (SEM)
angegeben.

Zum statistischen Vergleich wurde eine ANOVA bzw. ein gepaarter T-Test durchgefiihrt.
Ein p-Wert von < 0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen. Dies entspricht einer

Irrtumswahrscheinlichkeit von 5 %.
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3. Ergebnisse

3.1. Ubersicht

Im Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit stand die Wirkung mit proinflammatorischen
Mediatoren vorbehandelter CaCo-2B-Zellen auf die destruktiven granulozytiren
Reaktionen sowie die granulozytire Leukotriensynthese. Unter destruktiven
granulozytiren Reaktionen wurden die Freisetzung der vesikuldr gespeicherten Elastase
und die Induktion der Bildung von Sauerstoffradikalen subsumiert. Zunéchst wird kurz die
zeitliche Abfolge der Experimente erldutert, die die Gliederung des Ergebnisteils bestimmt.
Nicht vorbehandelte (native) CaCo-2B-Zellen sind in der Lage, die destruktiven
granulozytiren Zellreaktionen abzuschwéchen, wenn sowohl die PMN als auch die CaCo-
2B-Zellen stimuliert werden. Der hemmende Einfluss tritt nicht auf, wenn nur die PMN in
Gegenwart der CaCo-2B-Zellen aktiviert werden (160). Diese bekannte Wechselwirkung
konnte in Vorversuchen reproduziert werden. Zur Zellstimulation wurde das Ca>'-Ionophor
A 23187, das sowohl PMN als auch CaCo-2B-Zellen stimuliert, und das bakterielle
Tripeptid fMLP, als alleiniger Aktivator der Granulozyten, eingesetzt.

Basierend auf dieser Ausgangssituation wurde untersucht, ob durch Vorbehandlung mit
proinflammatorischen Mediatoren der supprimierende Effekt von CaCo-2B-Zellen auf die
destruktiven granulozytiren Reaktionen aufhebbar ist. In einer ersten Versuchsreihe
wurden die CaCo-2B-Zellen mit TNFa inkubiert. Da im Rahmen eines inflammatorischen
Geschehens stets mehr als ein proinflammatorischer Mediator beteiligt ist, erfolgte in einer
zweiten  Versuchsreihe die Vorbehandlung der CaCo-2B-Zellen mit einer
Zytokinkombination bestehend aus TNFa, IL-18 und IFNy. In einer dritten Versuchsreihe
wurden schlieBlich die CaCo-2B-Zellen mit LPS als proinflammatorischer Mediator
bakteriellen Ursprungs vorbehandelt.

Gleichzeitig wurde fiir die zur Vorbehandlung eingesetzten Mediatoren iiberpriift, welchen
Effekt sie auf die Synthese der Zytokine IL-8, MCP-1 sowie auf die Bildung von NO in
den CaCo-2B-Zellen haben. Die Induktion der IL-8-, MCP-1- und NO-Synthese wurde als
Marker fiir die inflammatorische Aktivierung der CaCo-2B-Zellen definiert.

Ein weiterer Schwerpunkt der Experimente bestand in der Untersuchung, ob CaCo-2B-
Zellen modifizierend auf die granulozytire Leukotriensynthese einwirken, und ob es durch
die Vorbehandlung der CaCo-2B-Zellen zu einer Anderung des nachweisbaren

Leukotrienmusters bzw. der Menge der freigesetzten Leukotriene kommt.
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3.2. Verminderung destruktiver granulozytiarer Zellreaktionen
durch TNFa-vorbehandelte CaCo-2B-Zellen

TNF o-vorbehandelte CaCo-2B-Zellen bewirkten wie native CaCo-2B-Zellen eine
Supprimierung destruktiver Granulozytenreaktionen nach Stimulation mit A 23187.

Die Freisetzung der zelluldr gespeicherten granulozytiren Elastase war in den
Versuchsansétzen mit nativen und TNFa-vorbehandelten CaCo-2B-Zellen im Vergleich zu
nicht co-inkubierten PMN nach Hinzugabe von 1 umol und 10 pmol A 23187 signifikant
erniedrigt (p < 0,05) (Grafik 1).

Parallel fand sich eine Verringerung der granulozytiren Sauerstoffradikalbildung bei Co-
Inkubation mit nativen bzw. TNFa-vorbehandelten CaCo-2B-Zellen (Grafik 2). Das
Signifikanzniveau (p < 0,05) wurde sowohl fiir die Stimulationsansidtze mit 1 pmol A
23187 als auch mit 10 pmol A 23187 erreicht.

Der Subgruppenvergleich zeigte eine signifikant hohere granulozytire Elastasefreisetzung
(p < 0,05) in allen Subgruppen nach Versuchsaktivierung mit 10 pmol A 23187 im
Vergleich zu 1 pmol A 23187 (Grafik 1). Beziiglich des granulozytiren respiratory burst
hatte die eingesetzte Konzentration des A 23187 keinen statistisch signifikanten Effekt
(Grafik 2). Ein signifikanter Einfluss der zur Vorbehandlung der CaCo-2B-Zellen
eingesetzten TNFa-Konzentration (1 ng/ml versus 10 ng/ml) auf die FElastase- und

Superoxidfreisetzung co-inkubierter PMN war nicht nachweisbar (Grafik 1und 2).
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Grafik 1: Native und TNFo-vorbehandelte CaCo-2B-Zellen induzieren eine signifikante Suppression der
Elastasefreisetzung co-inkubierter PMN nach Stimulation der Zellen mit 1 pmol und 10 pmol A 23187 (*, p <
0,05). Erfolgte die Versuchsaktivierung mit 10 umol A 23187, wurde in allen Subgruppen signifikant mehr
granulozytire Elastase freigesetzt (°, p < 0,05). Die zur Vorbehandlung der CaCo-2B-Zellen eingesetzte TNFo.-
Konzentration hatte keinen signifikanten Einfluss auf die granulozytire Elastasesekretion. Dargestellt sind die

Mittelwerte +/- Standardabweichung (SEM) aus jeweils 8 Messungen.
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Grafik 2: TNFoa-vorbehandelte CaCo-2B-Zellen bewirken wie native CaCo-2B-Zellen eine signifikante
Reduktion der granulozytiren Superoxidfreisetzung (*, p < 0,05) nach Stimulation mit 1 pmol und 10 umol A
23187. Die zur Vorbehandlung der CaCo-2B-Zellen eingesetzte TNFo-Konzentration bzw. die Konzentration des

A 23187 hatte keinen signifikanten Einfluss auf die granulozytdre Superoxidfreisetzung. Dargestellt sind die
Mittelwerte +/- SEM aus 8 Messungen.
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3.3.Suppression destruktiver granulozytarer Zellreaktionen durch
Vorbehandlung der CaCo-2B-Zellen mit TNFe, IL-18 und IFNy

Vorbehandlung der CaCo-2B-Zellen mit den Zytokinen TNF o, IL-1/3 und IFNy bewirkte
keine  Aufhebung  des  supprimierenden  Einflusses auf die  destruktiven
Granulozytenreaktionen.

Auch unter diesen Versuchsbedingungen zeigte sich im Vergleich zu nicht co-inkubierten
PMN die bekannte Reduktion der granulozytiren Elastasefreisetzung co-inkubierter PMN
nach Stimulation der Versuchsanséitze mit 1 pumol und 10 pmol A 23187 (Grafik 3).
Lediglich im Versuchsansatz mit der hohen Zytokinkonzentration wurde nach Hinzugabe
von 1 pmol A 23187 das geforderte Signifikanzniveau (p < 0,05) fiir die Suppression nicht
erreicht. In den Ansédtzen, in denen die CaCo-2B-Zellen mit der hohen
Zytokinkonzentration vorbehandelt wurden, fand sich nach Applikation von 1 pmol und 10
umol A 23187 eine signifikant hohere Elastasefreisetzung (p < 0,05) co-inkubierter PMN
im Vergleich zur Vorbehandlung mit der niedrigeren Zytokinkonzentration und zu nativen
CaCo-2B-Zellen. Des Weiteren zeigte sich eine statistisch signifikant hohere
Elastasefreisetzung (p < 0,05) in allen Untergruppen nach Hinzugabe von 10 pmol A
23187 im Vergleich zu 1 umol A 23187 (Grafik 3).

Die Bestimmung der granulozytiren Superoxidbildung prisentierte die bekannte
Verminderung bei Co-Inkubation der PMN mit nativen und den Zytokin-vorbehandelten
CaCo-2B-Zellen (Grafik 4). Die Konzentration der zur Vorbehandlung eingesetzten
Mediatoren war ohne signifikanten Einfluss auf den granulozytiren respiratory burst.
Erfolgte die Aktivierung mit 1 pmol A 23187 zeigte sich, auBler in der Subgruppe
Zytokinmix-high, eine signifikant hohere Superoxidsynthese (p < 0,05) der PMN im
Vergleich zur Stimulation 10 pmol A 23187 (Grafik 4).
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Grafik 3: Statistisch signifikante Reduktion (*, p < 0,05) der Elastasefreisetzung co-inkubierter PMN, aufler in
der Kombination Zytokinmix-high und 1 umol A 23187. PMN, die mit Zytokinmix-high-vorbehandelten CaCo-
2B-Zellen inkubiert wurden, sezernierten signifikant mehr Elastase, als bei Inkubation mit nativen und
Zytokinmix-vorbehandelten CaCo-2B-Zellen (e, p < 0,05). Die Applikation von 10 pmol A 23187 bewirkte eine
signifikante hohere Elastasefreisetzung in allen Subgruppen (°, p < 0,05) im Vergleich zur Stimulation mit 1

umol A 23187. Dargestellt sind die Mittelwerte +/- SEM aus je 8 Messungen.
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Grafik 4: Zytokinmix-vorbehandelte und native CaCo-2B-Zellen induzieren eine signifikante Reduktion der
granulozytdren Superoxidfreisetzung (*, p < 0,05) co-inkubierter PMN im Vergleich zu nicht co-inkubierten
PMN. Erfolgte die Aktivierung mit 1 pmol A 23187, zeigte sich auBer in der Subgruppe Zytokinmix-high eine
signifikant héhere Superoxidsynthese (°, p < 0,05) der PMN im Vergleich zur Stimulation 10 umol A 23187.
Dargestellt sind die Mittelwerte +/- SEM aus 8 Messungen.
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3.4. Einfluss der Zytokine TNFe, IL-18 und IFNy auf die MCP-1-
und IL-8-Synthese in CaCo-2B-Zellen

Vorbehandlung der CaCo-2B-Zellen mit TNF « hatte keine signifikante induktive Wirkung
auf die MCP-1- und IL-8-Synthese.

Die Inkubation der CaCo-2B-Zellen mit 1 ng/ml TNFa und 10 ng/ml TNFa zeigte keinen
signifikanten Einfluss (p > 0,05) auf die IL-8-Synthese, gegeniiber der IL-8-Synthese
nativer CaCo-2B-Zellen (Grafik 5).

Die Vorbehandlung der CaCo-2B-Zellen mit TNFa in einer Konzentration von 1 ng/ml
und 10 ng/ml bewirkte eine nicht signifikante Steigerung (p > 0,05) der MCP-1-Synthese
im Vergleich zur MCP-1-Synthese nicht vorbehandelter CaCo-2B-Zellen (Grafik 6).

Inkubation der CaCo-2B-Zellen mit einem Mix der Zytokine TNF o, IL-1f3 und INFy fiihrte
zur signifikanten Amplifikation der MCP-1- und IL-8-Synthese der CaCo-2B-Zellen.

Die 24-stiindige Inkubation der CaCo-2B-Zellen mit dem Zytokinmix in beiden
Konzentrationen fiihrte zu einer deutlichen Steigerung der MCP-1- und IL-8-Synthese.
Nach Vorbehandlung der CaCo-2B-Zellen mit dem Zytokinmix war fiir MCP-1 eine etwa
6-fach (p < 0,05) und fiir IL-8 eine 8-fach (p < 0,05) hohere Zytokinkonzentration
gegeniiber den entsprechenden Zytokinkonzentrationen nativer CaCo-2B-Zellen
nachweisbar (Grafik 5 und 6). Eine Stimulation der CaCo-2B-Zellen mit dem Zytokinmix
in hoher Konzentration fiihrte zu einer weiteren Steigerung der Synthese von IL-8 und
MCP-1, wobei diese gegeniiber der niedrigen Konzentration nur fiir MCP-1 signifikant (p
< 0,05) war (Grafik 5 und 6).
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Grafik 5: Die Inkubation der CaCo-2B-Zellen mit TNFa in den Konzentrationen 1 ng/ml und 10 ng/ml hatte
keinen statistisch signifikanten Einfluss auf die IL-8-Synthese. Die Inkubation der CaCo-2B-Zellen mit den
Zytokinmixen fiihrte jeweils zur signifikanten Zunahme der IL-8-Synthese (*, p < 0,05), wobei die weitere
Zunahme der IL-8-Synthese bei Stimulation mit der hohen Zytokinkonzentration nicht signifikant war.

Dargestellt sind die Mittelwerte +/- SEM aus jeweils 8 Messungen.
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Grafik 6: Die Vorbehandlung der CaCo-2B-Zellen mit TNFa in der Konzentration 1 ng/ml und 10 ng/ml
bewirkte jeweils eine nicht signifikante Steigerung der MCP-1-Synthese. Die Stimulation der CaCo-2B-Zellen
mit den Zytokinmixen filihrte zur signifikanten Zunahme der MCP-1-Synthese (*, p < 0,05). Die weitere Zunahme
der MCP-1-Synthese bei Zusatz der hohen Zytokinkonzentration war signifikant (®, p < 0,05). Dargestellt sind

die Mittelwerte +/- SEM aus 8 Messungen pro Stimulationsansatz.
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3.5. Untersuchung zum Einfluss der Zytokine TNFe, IL-18 und
INFy auf die NO-Synthese in CaCo-2B-Zellen

Die Inkubation der CaCo-2B-Zellen mit TNF « hatte einen stimulierenden Einfluss auf die
NO-Synthese.

Bestimmt wurde der Gehalt an NOx im Zelliiberstand nach 24-stiindiger Inkubation der
CaCo-2B-Zellen mit TNFa. Es zeigte sich, dass 1 ng/ml TNFa und 10 ng/ml TNFa einen
induktiven Effekt auf die NO-Synthese der CaCo-2B-Zellen hatten. Das geforderte
Signifikanzniveau (p < 0,05) wurde jeweils erreicht (Grafik 7). Eine Steigerung der TNFa-
Konzentration im Stimulationsansatz auf 10 ng/ml bewirkte eine weitere, jedoch nicht

signifikante, Erthohung des nachgewiesenen NOx im Zelliiberstand.

Die Inkubation der CaCo-2B-Zellen mit den Zytokinen TNF o, IL-13 und IFNy hatte einen
induktiven Effekt auf die NO-Synthese.

Die Inkubation der CaCo-2B-Zellen mit den Zytokinen TNFa, IL-1B und IFNy fiihrte zur
signifikanten Zunahme von NOx im Zelliiberstand (p < 0,05) (Grafik 7). Nach
Vorbehandlung der CaCo-2B-Zellen mit dem Zytokinmix war die nachgewiesene NOx-
Konzentration etwa 1,7-fach so hoch, wie die NOx-Konzentration im Zelliiberstand der
Kontrollzellen. Wurden die Zellen mit der hohen Konzentration des Zytokinmixes
vorbehandelt, konnte eine 2,8-fach {iber dem Kontrollwert liegende NOx-Konzentration im
Zelliiberstand nachgewiesen werden. Gegeniiber dem niedrig dosierten Zytokingemisch
war die weitere Zunahme des nachgewiesenen NOx nach Applikation der hohen

Zytokinkonzentration signifikant (p < 0,05) (Grafik 7).



Zytokin-induzierte NO-Synthese in CaCo-2B-Zellen

*/©
%
%
' I *

nativ 1 ng TNF 10 ng TNF Zytomix Zytomix high

- - N N
o a o (93}
N N N ’

NOx [umol/l]

a
N

Grafik 7: Die Inkubation der CaCo-2B-Zellen mit 1 ng/ml und 10 ng/ml TNFa fiihrte zur signifikanten Zunahme
(*, p < 0,05) deren NO-Synthese. Die Steigerung der TNFa-Konzentration von 1 ng/ml auf 10 ng/ml fiihrte zur
nicht signifikanten weiteren Zunahme des nachgewiesenen NOx. Die Stimulation der CaCo-2B-Zellen mit den
Zytokinmixen bewirkte eine signifikante Zunahme des im Zelliiberstand nachgewiesenen NOx (*, p < 0,05). Hier

fihrte die Erhéhung der eingesetzten Zytokinkonzentrationen (Zytokinmix-high) zur signifikanten weiteren
Zunahme der NO-Synthese der CaCo-2B-Zellen (®, p < 0,05). Fir jeden Stimulationsansatz wurden 5
Messungen durchgefiihrt.
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3.6. Suppression destruktiver granulozytérer Zellreaktionen durch
LPS-vorbehandelte CaCo-2B-Zellen

Die Inkubation der CaCo-2B-Zellen mit LPS bewirkte eine Abnahme der granulozytdiren
Superoxidbildung, bei der Elastasefreisetzung zeigte sich ein differenziertes Bild nach
Applikation von I umol und 10 umol A 23187.

Es erfolgte entsprechend dem bekannten Versuchsablauf die 24-stiindige Inkubation der
CaCo-2B-Zellen mit LPS in einer Konzentration von 1 ng/ml, 10 ng/ml und 100 ng/ml.

Bei der Bestimmung der granulozytiren Elastase prasentierte sich ein differenziertes Bild.
Im Versuchsarm mit Applikation von 10 pmol A 23187 zur Aktivierung zeigte sich eine
signifikante Suppression (p < 0,05) der Elastasefreisetzung bei den co-inkubierten PMN im
Vergleich zu nicht co-inkubierten PMN (Grafik 8). Die Subgruppenanalyse erbrachte, dass
der Anstieg der Elastasefreisetzung co-inkubierter PMN in Beziehung zur ansteigenden
LPS-Konzentration das statistische Signifikanzniveau nicht erreichte.

Erfolgte die Versuchsaktivierung mit 1 pmol A 23187, war eine Zunahme der
Elastasesekretion co-inkubierter PMN im Vergleich zu nicht co-inkubierten PMN
nachweisbar (Grafik 8). Das statistische Signifikanzniveau (p < 0,05) wurde fiir die
Subgruppen 10 ng/ml und 100 ng/ml LPS erreicht. Die weitere Zunahme der
Elastasesekretion zwischen den Subgruppen 10 ng/ml LPS und 100 ng/ml LPS war
signifikant (p < 0,05).

Weiterhin zeigte sich eine signifikant hohere granulozytire Elastasefreisetzung (p < 0,05)
in allen Subgruppen nach Versuchsaktivierung mit 10 umol A 23187 im Vergleich zu 1
umol A 23187 (Grafik 8).

Fir die Aktivierung des granulozytiren respiratory burst fand sich in allen
Versuchsansitzen mit LPS-vorbehandelten und nativen CaCo-2B-Zellen eine signifikante
Suppression (p < 0,05) im Vergleich zu nicht co-inkubierten PMN (Grafik 9).
Subgruppenanalysen erbrachten keinen signifikanten Einfluss der zur Vorbehandlung der
CaCo-2B-Zellen eingesetzten LPS-Konzentrationen. Erfolgte die Stimulation mit 1 pmol
A 23187, wurde in den Subgruppen PMN und 10 ng/ml LPS-vorbehandelte CaCo-2B-
Zellen signifikant mehr granulozytire Superoxid-Anionen freigesetzt, als nach Stimulation

mit 10 pmol A 23197 (Grafik 9).
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Grafik 8: LPS-vorbehandelte CaCo-2B-Zellen fiihren wie native CaCo-2B-Zellen zur signifikanten Suppression
der granulozytiren Elastasefreisetzung (*, p < 0,05) bei Stimulation mit 10 pmol A 23187. Der Anstieg der
Elastasefreisetzung co-inkubierter PMN in Abhéngigkeit zur steigenden LPS-Konzentration erreichte zwischen
allen Untergruppen nicht das geforderte Signifikanzniveau. Erfolgte die Stimulation mit 1 pmol A 23187, zeigte
sich eine Zunahme der Elastasefreisetzung co-inkubierter PMN, die in den Subgruppen 10 ng/ml und 100 ng/ml
LPS statistisch signifikant war (e, p < 0,05). Die weitere Zunahme der Elastasesekretion zwischen den
Subgruppen 10 ng/ml LPS und 100 ng/ml LPS war signifikant (®, p < 0,05). Die Applikation von 10 pmol A
23187 bewirkte eine signifikant hohere granulozytire Elastasefreisetzung in allen Subgruppen (°, p < 0,05) im

Vergleich zu 1 umol A 23187. Dargestellt sind die Mittelwerte +/- SEM aus 8 Messungen.
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Grafik 9: LPS-vorbehandelte CaCo-2B-Zellen bewirken wie native CaCo-2B-Zellen eine signifikante Reduktion
der granulozytéren Superoxidfreisetzung (*, p < 0,05) nach Stimulation mit 1 pmol und 10 pmol A 23187. Die
eingesetzten ~LPS-Konzentrationen zeigten keinen signifikanten Einfluss auf die granulozytére
Superoxidfreisetzung. Erfolgte die Aktivierung mit 1 pmol A 23187, zeigte sich in den Subgruppen PMN und 10
ng/ml LPS eine signifikant héhere Superoxidsynthese der PMN (°, p < 0,05), im Vergleich zur Stimulation mit 10
umol A 23187. Dargestellt sind Mittelwerte +/- SEM aus je 8 Messungen.
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3.7. Einfluss von LPS auf die Synthese von MCP-1 und IL-8 in

CaCo-2B-Zellen

Inkubation der CaCo-2B-Zellen mit LPS hatte keine induktive Wirkung auf die IL-8- und

MCP-1-Sythese in diesen Zellen.

Die 24-stiindige Inkubation der CaCo-2B-Zellen mit LPS fiihrte zu keiner signifikanten
Anderung der Syntheserate von IL-8 und MCP-1 in den CaCo-2B-Zellen (p > 0,05)
(Grafik 10 und 11). Ein statistisch signifikanter Einfluss der zur Vorbehandlung

eingesetzten LPS-Konzentrationen (1 ng/ml, 10 ng/ml, 100 ng/ml) auf die IL-8- und MCP-

1-Synthese der CaCo-2B-Zellen war nicht nachweisbar.
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Grafik 10: Die Inkubation der CaCo-2B-Zellen mit LPS in den Konzentrationen 1 ng/ml, 10 ng/ml und 100
ng/ml fiihrte zu keiner signifikanten Zunahme der IL-8-Synthese (p > 0,05). Die Steigerung LPS-Konzentration
im Versuchsansatz hatte keinen statistisch signifikanten Einfluss auf die synthetisierte IL-8-Menge der CaCo-2B-
Zellen (p > 0,05). Dargestellt sind die Mittelwerte +/- SEM aus 5 Messungen pro Versuchsansatz.
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Grafik 11: Die Stimulation der CaCo-2B-Zellen mit LPS in den Konzentrationen von 1 ng/ml, 10 ng/ml und 100
ng/ml fiihrte zu keiner signifikanten Induktion der MCP-1-Synthese (p > 0,05). Ein statistisch signifikanter
Einfluss der zur Vorbehandlung eingesetzten LPS-Konzentration auf die MCP-1-Bildung der CaCo-2B-Zellen

war nicht nachweisbar (p > 0,05). Dargestellt sind Mittelwerte +/- SEM aus 5 Messungen pro Stimulationsansatz.
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3.8. Untersuchung zum Einfluss von LPS auf die NO-Synthese in
CaCo-2B-Zellen

Die Vorbehandlung von CaCo-2B-Zellen mit LPS zeigte keinen signifikanten Effekt auf
deren NO-Synthese.

Die 24-stlindige Inkubation der CaCo-2B-Zellen mit LPS in den Konzentrationen 1 ng/ml,
10 ng/ml und 100 ng/ml induzierte jeweils eine geringfiigige Steigerung der NO-Synthese
im Vergleich zur NO-Synthese nicht vorbehandelter CaCo-2B-Zellen (Grafik 12). Das
geforderte Signifikanzniveau von p < 0,05 wurde nicht erreicht. Die zur Vorbehandlung
eingesetzte LPS-Konzentration hatte keinen signifikanten Einfluss auf die im

Zelliiberstand nachgewiesene NOx-Konzentration.

LPS-induzierte NO-Synthese in CaCo-2B-Zellen

NOXx [umol/l]
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Grafik 12: Die Vorbehandlung der CaCo-2B-Zellen mit LPS in den Konzentrationen 1 ng/ml, 10 ng/ml und 100
ng/ml fiilhrte zu einem nicht signifikanten Anstieg der NO-Synthese (p > 0,05) der CaCo-2B-Zellen. Ein
signifikanter Einfluss der zur Vorbehandlung eingesetzten LPS-Konzentration auf NO-Synthese der CaCo-2B-

Zellen fand sich nicht. Dargestellt sind die Mittelwerte +/- SEM aus jeweils 6 Messungen pro Stimulationsansatz.
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3.9. Untersuchung  zur Induzierbarkeit der ecNOS-
Proteinsynthese in CaCo-2B-Zellen durch Inkubation mit TNFq,
IL-18, IFNy bzw. mit LPS

Weder die Zytokine TNF o, IL-1/3 und IFNy noch LPS fiihren in CaCo-2B-Zellen zu einer
gesteigerten Expression des ecNOS-Proteins.

Die Zellen wurden 24 Stunden mit TNFo und LPS in den o.g. Konzentrationen sowie den
beiden Zytokinmixen inkubiert. In keinem der experimentellen Ansdtze konnte im
Zelliiberstand vorbehandelter CaCo-2B-Zellen eine signifikante Zunahme (p > 0,05) der
ecNOS-Proteinkonzentration im Vergleich zu nativen CaCo-2B-Zellen nachgewiesen

werden (keine Abbildung). Fiir jeden Stimulationsansatz wurden 5 Messungen

durchgefiihrt.

3.10. Untersuchungen zum Einfluss nativer und Zytokin-
vorbehandelter CaCo-2B-Zellen auf den granulozytdren b5-

Lipoxygenase-Metabolismus

Die Inkubation von Granulozyten mit nativen oder TNF o-vorbehandelten CaCo-2B-Zellen
hatte einen supprimierenden Effekt auf den granulozytdren 5-Lipoxygenase-Metabolismus.
Dominierendes Reaktionsprodukt war LTBs (Grafik 14 und 16) mit seinen
Abbauprodukten 20-OH-LTB4 (Grafik 13 und 15) und 20-COOH-LTBy4 (nicht dargestellt).
In geringeren Mengen waren auch die nicht enzymatisch entstandenen Zerfallsprodukte
des LTA4 (Diastereomere des 6-trans-LTB4 und des 5,6-diHETE) sowie auch 5-HETE
(nicht dargestellt) nachweisbar.

Erfolgte die Stimulation mit 1 pmol A 23187, fand sich fiir PMN die mit nativen und
TNFa-vorbehandelten CaCo-2B-Zellen co-inkubiert waren eine signifikante Reduktion
des nachgewiesenen OH-LTBs (p < 0,05) (Grafik 13). Eine Steigerung der TNFa-
Konzentration im Versuchsansatz auf 10 ng/ml fiihrte zu einer weiteren, signifikanten
Verringerung des nachgewiesenen OH-LTB,4 (p < 0,05). Im Versuchsarm mit 10 pmol A
23187 zeigte sich ebenfalls eine Verminderung der granulozytiren OH-LTB4-Synthese,
wobei nur fiir die Subgruppen der TNFa-vorbehandelten CaCo-2B-Zellen geforderte
Signifikanzniveau (p < 0,05) erzielt wurde (Grafik 13).
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Beziiglich der granulozytiren LTB4-Synthese zeigte sich, dass TNFa-vorbehandelte CaCo-
2B-Zellen wie native CaCo-2B-Zellen eine signifikante Suppression (p < 0,05) nach
Stimulation mit 10 umol A 23187 induzieren. Im Versuchsarm mit 1 pmol A 23187 zur
Versuchsaktivierung wurde das geforderter Signifikanzniveau (p < 0,05) nur in den
Subgruppen TNFa-vorbehandelte CaCo-2B-Zellen erreicht (Grafik 14).

Erfolgte die Aktivierung mit 10 pmol A 23187, zeigte sich auler in der Subgruppe 1 ng/ml
TNFa eine signifikant hohere LTB4-Synthese (p < 0,05) der PMN im Vergleich zur
Stimulation 1 pmol A 23187 (Grafik 14).

Zytokinmix-vorbehandelte CaCo-2B-Zellen haben einen supprimierenden Einfluss auf die
granulozytdire Leukotriensynthese.

Fiir die OH-LTB4-Synthese wurde in der Versuchsreihe mit 10 pmol A 23187 zur
Zellaktivierung das Signifikanzniveau nur in der Subgruppe PMN/Zytokinmix-high-
vorbehandelter CaCo-2B-Zellen erzielt. Wurden die Versuche mit 1 pmol A 23187
stimuliert, war eine signifikante Verringerung der OH-LTB4-Synthese co-inkubierter
(nativer und Zytomix-vorbehandelter CaCo-2B-Zellen) PMN im Vergleich zu nativen
PMN nachweisbar (p < 0,05) (Grafik 15).

In Bezug auf die granulozytire LTB4-Synthese zeigte sich ein vergleichbares Bild (Grafik
16). Erfolgte die Aktivierung der Versuche mit 10 pmol A 23187, war eine signifikante
Abnahme der LTBy4-Synthese co-inkubierter PMN im Vergleich zu nativen PMN
nachweisbar (p < 0,05). Wurden die Experimente mit 1 umol A 23187 durchgefiihrt,
wurde das Signifikanzniveau nur fiir den Subgruppenvergleich PMN nativ versus
PMN/Zytokinmix-high-vorbehandelter CaCo-2B-Zellen erreicht (Grafik 16).

Erfolgte die Aktivierung mit 10 pumol A 23187, zeigte sich auBer in der Subgruppe
Zytokinmix-high eine signifikant hohere LTB4-Synthese (p < 0,05) der PMN im Vergleich
zur Stimulation 1 umol A 23187 (Grafik 16).

Die von nativen und auch vorbehandelten CaCo-2B-Zellen synthetisierten Leukotriene
waren vernachlissigbar gering (nicht dargestellt), sodass die nachgewiesenen Leukotriene

nahezu ausschlieBlich granulozytiren Ursprungs sind.
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Grafik 13: Die Inkubation von PMN mit nativen und TNFa-vorbehandelten CaCo-2B-Zellen induzierte eine
Suppression der granulozytdren OH-LTB,-Synthese (*, p < 0,05). Im Versuchsarm mit 10 pmol A 23187 wurde
nur fiir die Subgruppen 1 ng/ml TNFo und 10 ng/ml TNFa das Signifikanzniveau (*, p < 0,05) erreicht. Eine
Steigerung der TNFoa-Konzentration im Versuchsansatz auf 10 ng/ml bewirkte nach Hinzugabe von 1 pmol A
23187 eine weitere, signifikante Verringerung des synthetisierten OH-LTB, (e, p < 0,05). Dargestellt sind die

Mittelwerte +/- SEM aus jeweils 5 Messungen.
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Grafik 14: TNFa-vorbehandelte CaCo-2B-Zellen bewirken wie native CaCo-2B-Zellen eine Suppression der
granulozytdren LTB4-Synthese (*, p < 0,05) nach Stimulation mit 1 pmol und 10 pmol A 23187. Im Versuchsarm
mit Stimulation mit 1 pmol A 23187 wurde das geforderte Signifikanzniveau nur fiir die Subgruppen TNFa-
vorbehandelte CaCo-2B-Zellen erzielt (*, p < 0,05). Erfolgte die Aktivierung mit 10 pmol A 23187, zeigte sich
aufler in der Subgruppe 1 ng/ml TNFa eine signifikant hohere LTB4-Synthese (°, p < 0,05) der PMN im
Vergleich zur Stimulation 1 pmol A 23187. Dargestellt sind die Mittelwerte +/- SEM aus jeweils 5 Messungen,

Subgruppe 10 ng/ml TNFo/1 pmol A 23187 3 Messungen.
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Grafik 15: Zytokinmix-vorbehandelte CaCo-2B-Zellen bewirken wie native CaCo-2B-Zellen eine signifikante
Suppression der granulozytiren OH-LTB,4-Synthese (*, p < 0,05) nach Stimulation mit 1pmol A 23187. Im
Versuchsarm mit 10 pmol A 23187 wurde nur fiir die Subgruppe Zytokinmix-high-vorbehandelter CaCo-2B-
Zellen das Signifikanzniveau (*, p < 0,05) erreicht. Ein signifikanter Einfluss der zur Stimulation eingesetzten
Zytokinkonzentration bzw. A 23187-Konzentration auf die granulozytire OH-LTB,-Synthese fand sich nicht.
Dargestellt sind die Mittelwerte +/- SEM aus jeweils 5 Messungen.
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Grafik 16: Zytokinmix-vorbehandelte CaCo-2B-Zellen bewirken wie native CaCo-2B-Zellen eine Suppression
der granulozytiren LTB4-Synthese (*, p < 0,05) nach Hinzugabe vom 10 pmol A 23187. Im Versuchsarm mit 1
umol A 23187 zur Stimulation wurde das Signifikanzniveau nur fiir die Subgruppe Zytokinmix-high-
vorbehandelter CaCo-2B-Zellen erreicht (*, p < 0,05). Erfolgte die Aktivierung mit 10 pmol A 23187, zeigte sich
aufler in der Subgruppe Zytokinmix-high eine signifikant hohere LTB,-Synthese (°, p < 0,05) der PMN im
Vergleich zur Stimulation 1 umol A 23187. Dargestellt sind die Mittelwerte +/- SEM aus jeweils 5 Messungen

pro Stimulationsansatz.
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3.11. Untersuchungen zum Einfluss LPS-vorbehandelter CaCo-

2B-Zellen auf die granulozytéare Leukotriensynthese

Die Co-Inkubation von PMN mit LPS-vorbehandelten CaCo-2B-Zellen induzierte eine
massive Amplifizierung der granulozytdren Leukotriensynthese.

Es zeigte sich, dass es unter diesen Versuchsbedingungen zu einer massiven Aktivierung
des granulozytiren 5-Lipoxygenase-Metabolismus kam. Die im Zelliiberstand
nachweisbaren Leukotriene OH-LTB4 und LTB, lagen jeweils in einer ca. 5-fach hoheren
Konzentration im Vergleich zu den Ansétzen aus PMN bzw. PMN und nativen CaCo-2B-
Zellen vor. Das Signifikanzniveau (p < 0,05) wurde jeweils sicher erreicht (Grafik 17 und
18). In der Versuchsreihe mit 1 pmol A 23187 zeigte sich zudem eine signifikant héhere
OH-LTB4-Synthese der Granulozyten, die mit 10 ng/ml LPS-vorbehandelten CaCo-2B-
Zellen inkubiert waren, im Vergleich zu den Ansdtzen mit 1 ng/ml und 100 ng/ml LPS-
vorbehandelten CaCo-2B-Zellen (Grafik 17). Wurden die Versuche mit 10 umol A 23187
stimuliert, kam es zu einer signifikanten Steigerung der granulozytiren OH-LTB4-Synthese
im Versuchsansatz mit 100 ng/ml LPS im Vergleich zu 10 ng/ml LPS (Grafik 17).

Eine signifikante Abhéngigkeit der granulozytéren LTB4-Synthese von der zur Stimulation

eingesetzten Konzentration des LPS bzw. des A 23187 fand sich nicht (Grafik 18).
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Grafik 17: Die Vorbehandlung der CaCo-2B-Zellen mit LPS fiihrte bei Co-Inkubation mit PMN zur signifikanten
Zunahme der granulozytiren OH-LTB,-Synthese (*, p < 0,05). In der Versuchsreihe mit 1 pmol A 23187 fand sich
eine signifikant hohere granulozytire OH-LTB,-Synthese (e, p < 0,05) bei Co-Inkubation der PMN mit 10 ng/ml
LPS-vorbehandelten CaCo-2B-Zellen im Vergleich zu 1 ng/ml und 100 ng/ml LPS. Eine signifikante Steigerung der
OH-LTB,-Synthese war im Versuchsansatz mit 100 ng/ml LPS im Vergleich zur 10 ng/ml LPS nach Hinzugabe von
10 pmol A 23187 nachzuweisen (°, p < 0,05). Dargestellt sind die Mittelwerte +/- SEM aus 5 Messungen.
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Grafik 18: Die Vorbehandlung der CaCo-2B-Zellen mit LPS fiihrt bei Co-Inkubation mit PMN zur signifikanten
Zunahme der granulozytiren LTB,-Synthese (*, p < 0,05) nach Stimulation mit 1pmol und 10 pmol A 23187. Eine
signifikante Abhingigkeit der granulozytidren LTB4-Synthese von der zur Stimulation eingesetzten Konzentration des

LPS bzw. des A 23187 fand sich nicht. Dargestellt sind die Mittelwerte +/- SEM aus jeweils 5 Messungen.
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4. Diskussion

Die Oberfliche der gastrointestinalen Mukosa bildet mit 100 — 400 m? die grof3te
Grenzschicht zwischen dem Wirtsorganismus und der Umwelt. Sie ist einer der
wichtigsten Schaupldtze in der Konfrontation des Wirtes mit mikrobiellen Organismen
sowie apathogenen und pathogenen Stoffen aus der Nahrung und der Umwelt. Da die
Inkorporation einiger dieser Substanzen fir den Menschen mitunter deletére
Auswirkungen haben kann, verfiigt die intestinale Mukosa tiiber sehr effektive
Mechanismen und verschiedenartige Elemente, um die Integritit des Wirtsorganismus
gegeniiber der Umwelt zu bewahren (171). Dies ist zum einen die dem intestinalen Epithel
luminal vorgelagerte Schicht bestehend aus Mukus, sekretorischem IgA und Bicarbonat
(171). Die intestinalen Epithelzellen besitzen des Weiteren ein komplexes pro- und
antiinflammatorisch wirkendes Genprogramm (172). Charakteristisches Merkmal dieses
Genprogrammes ist die Fahigkeit, nach Aktivierung frithzeitig eine effektive
Entziindungsantwort zu generieren (173,174). Diese wird durch Zytokine, Chemokine,
Leukotriene, Prostaglandine und auch durch NO vermittelt. Synthetisiert werden diese
Substanzen von den ortsstindigen Enterozyten aber auch von Endothelzellen,
Makrophagen und den aktiv ins Entziindungsgebiet eingewanderten Granulozyten und
Monozyten (3,24,27,69). Ein weiterer eminent wichtiger Bestandteil ist das Mukosa-
assoziierte Immunsystem (3,4,22,171). Es unterscheidet unter physiologischen
Bedingungen mit hoher Selektivitit zwischen pathogenen und apathogenen Keimen
(3,4,22,171). Pathogene Keime werden nach spezifischer Antikorperproduktion ziigig
eliminiert und systemische Immunreaktionen auf Nahrungsmittelallergene und Antigene
der physiologischen Darmflora unterdriickt (22,171). Dies entspricht der physiologischen
Hyporeagibilitdt des mukosalen Immunsystems.

Die gastrointestinale Barriere kann jederzeit durch verschiedene Mechanismen wie
Infektionen, Zytostatika, Hypersensitivititsreaktionen oder durch eine letztendlich
inaddquate Aktivierung des Immunsystems bei idiopathischen oder autoimmunologischen
Erkrankungen, wie M. Crohn und Colitis ulcerosa, kompromittiert werden (171). Es
entsteht eine inflammatorische Situation, die zur Einwanderung und Aktivierung
proinflammatorischer Zellen, wie z.B. Granulozyten und Monozyten, fiihrt. Parallel dazu
werden ortsstindigen Zellen, wie Enterozyten und Endothelzellen, aktiviert (1-5,22,171).

Als Folge dieses Prozesses konnen jetzt fir den Wirt potenziell gefdhrliche luminale
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Bestandteile, wie z.B. LPS, mit dem Epithel und dem subepithelialen Gewebe in Kontakt
treten (1-5,171).

LPS ist ein sehr potenter proinflammatorischer Mediator, der die ortssténdigen intestinalen
Epithelzellen sowie die eingewanderten Entziindungszellen aktiviert und so die
Freisetzung einer Vielzahl proinflammatorischer Mediatoren fordert. Des Weiteren wird
die Leukozytenmigration in das Entziindungsgebiet angeregt (175,176). Dies alles kann zu
einer Perpetuierung des Entziindungsprozesses beitragen (1-5,13,22).

Die vorgelegten Untersuchungen adressieren die floriden inflammatorischen Reaktionen
des Epithels. Intestinale Epithelzellen, hier CaCo-2B-Zellen, wurden initial mit
proinflammatorischen Mediatoren und nachfolgend mit neutrophilen Granulozyten
inkubiert. Die Aktivierung beider Zellarten erfolgte mit dem Ca**-Ionophor A 23187. Ziel
war es, die Wirkung der Mediatoren auf bestimmte zelluldre Syntheseprozesse der CaCo-
2B-Zellen (NO, IL-8, MCP-1, Leukotriene) sowie auf die Kooperation beider Zellarten

miteinander zu untersuchen.

4.1. Synthese proinflammatorischer Mediatoren in CaCo-2B-
Zellen

Die im Rahmen der Experimente eingesetzten CaCo-2B-Zellen sind hinsichtlich ihrer
Féahigkeit Entziindungsmediatoren, Adhédsionsmolekiile und Oberflichenrezeptoren zu
synthetisieren gut charakterisiert (150-159).

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich, dass die Vorbehandlung der CaCo-2-Zellen mit
TNFa und LPS keinen signifikanten Einfluss auf die Synthese von IL-8 und MCP-1 der
CaCo-2B-Zellen hatte. Die Stimulation der CaCo-2B-Zellen mit TNFa fiihrte jedoch zu
einer signifikanten Zunahme der NO-Synthese, wihrend LPS diesbeziiglich keinen
Einfluss erkennen lies. Wurden die CaCo-2B-Zellen mit dem Zytokingemisch, bestehend
aus TNFa, IL-1B und INFy inkubiert, hatte dies eine Steigerung der Synthese von IL-8,
MCP-1 und von NO zur Folge. Aktuell ist die Datenlage beziiglich der induktiven
Wirkung  einzelner  Entziindungsmediatoren auf die  Synthese pro- und
antiinflammatorischer Mediatoren in CaCo-2B-Zellen relativ spirlich. Es finden sich
Daten, die eine Steigerung der IL-8 und MCP-1-Synthese in CaCo-2B-Zellen nach
Vorbehandlung mit IL-18 belegen (177). Dagegen scheint INFy keinen Einfluss auf die o-
und B-Chemokin-Synthese zu haben (178). Es wurde jedoch gezeigt, dass INFy in CaCo-
2B-Zellen zu einer Steigerung der NO-Synthese fiihrt, und diese wahrscheinlich {iber die
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Induktion der iNOS vermittelt wird (179). Fiir LPS findet sich lediglich die Beschreibung,
dass es keinen stimulierenden Effekt auf die IL-8-Synthese hat (177). Beziiglich des
Effekts von LPS auf die NO-Synthese in CaCo-2B-Zellen liegen keine Daten vor.

Native CaCo-2B-Zellen sind in der Lage, die destruktiven granulozytiren Zellreaktionen
abzuschwichen, wenn sowohl PMN als auch die CaCo-2B-Zellen aktiviert werden. Dieser
hemmende Einfluss tritt nicht auf, wenn nur die PMN in Gegenwart der CaCo-2B-Zellen
stimuliert werden (160). In der vorliegenden Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass der
supprimierende  Einfluss der  CaCo-2B-Zellen nach  Vorbehandlung  mit
proinflammatorischen Mediatoren weiterhin vorhanden ist. Voraussetzung ist allerdings,
dass sowohl die PMN als die CaCo-2B-Zellen mittels des Ca®"-Ionophor A 23187 aktiviert
werden. In Kenntnis vorhergehender Resultate (160) konnen wir die These formulieren,
dass die hemmende Wirkung Zytokin- und LPS-vorbehandelter CaCo-2B-Zellen auf die
granulozytire Sauerstoffradikalsynthese und Elastasefreisetzung sehr wahrscheinlich NO-

vermittelt ist.

4.2. Modulation der granulozytidren Sauerstoffradikalfreisetzung
durch NO

NO wird mittels des Enzyms NO-Synthase aus der Aminosdure L-Arginin synthetisiert
(97). In Saugetierzellen differenziert man derzeit zwei konstitutive (cNOS: ncNOS,
ecNOS) und eine induzierbare NO-Synthase (iINOS) (98-100). Da die ncNOS
ausschlieBlich im Nerven- und Skelettmuskelgewebe vorkommit, liegt die Vermutung nahe,
dass die ecNOS die konstitutive NO-Synthase in den CaCo-2B-Zellen ist. Gestiitzt wird
diese Vermutung durch den positiven ecNOS-Proteinnachweis im Rahmen unserer
Experimente. Die genetische Information zur Synthese der iNOS findet dagegen in allen
Korperzellen, so wahrscheinlich auch in CaCo-2B-Zellen, obwohl es dariiber keine
speziellen Daten gibt (98-100).

Das in relativ kleiner Menge durch die cNOS synthetisierte NO erfiillt fast ausschliesslich
Aufgaben im Rahmen physiologischer Prozesse (10,90,113,114). Dagegen spielt das in
grolen Mengen durch die iNOS synthetisierte NO im Rahmen akuter und chronischer
inflammatorischer Reaktionen als potenter proinflammatorischer Mediator eine wichtige
Rolle. Dabei wirkt das NO zum einen {iber seine molekularen Angriffspunkte zum anderen
auch liber Peroxynitrit, das durch die Reaktion mit reaktiven Sauerstoffspezies entsteht,

zytotoxisch (Tabelle 1,107,108).
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Aktivierte neutrophile Granulozyten synthetisiecren NADPH-abhingig reaktive
Sauerstoffspezies, die direkt zytotoxisch wirken. Weiterhin induzieren diese
Sauerstoffradikale die Adhédsion von neutrophilen Granulozyten an Endothel- und
Epitheloberflichen, als unmittelbare Voraussetzung filir die Initiierung und Erhaltung einer
akuten und chronischen Entziindungsreaktion (28,114).

In der Literatur bislang zwei unterschiedliche Wege beschrieben, wie NO in den
granulozytéren Superoxid-Metabolismus modulierend eingreifen kann. Fiir NO wurde zum
einen nachgewiesen, dass es die granulozytdre Superoxid-Anion-Bildung durch Hemmung
der granulozytiren NADPH-Oxidase vermindert. NO reagiert dabei direkt mit der
Membrankomponente des Enzyms (180,181). In der vorliegenden Literatur wird aber nicht
zwischen dem von der cNOS- bzw. der iNOS-synthetisierten NO unterschieden (180). Des
Weiteren reagiert NO mit den granulozytdren Sauerstoffradikalen zu dem sehr instabilen
Peroxynitrit, das schnell zu dem chemisch inierten Nitrat und Nitrit abgebaut wird. Auf
diese Weise kann die Akkumulation des toxischen Hydrogenperoxids und
Hydrogenradikals vermindert werden (90,180,182). Peroxynitrit selbst ist zytotoxisch.
Aufgrund seiner chemischen Instabilitdt konnte man jedoch annehmen, dass ein relevanter
gewebedestruierender Effekt erst bei hohen Konzentrationen bzw. bei ldnger bestehenden

oder chronischen inflammatorischen Prozessen zur Geltung kommt (107,108).

4.3. Hypothesen zur NO-vermittelten Suppression der
destruktiven granulozytiaren Reaktionen

Bestimmt wurde die NO-Synthese in nativen im Vergleich zu proinflammatorisch
vorbehandelten CaCo-2B-Zellen ohne Hinzugabe des Ca®"-Ionophor A 23187. Aus diesem
Grund kann man vermuten, dass die Aktivitit der cNOS, respektive ecNOS, in den nativen
CaCo-2B-Zellen der Basisaktivitdt/Grundaktivitit des Enzyms entsprechen diirfte.
Messbares Korrelat wére dann die im Zelliiberstand nativer CaCo-2B-Zellen nachweisbare
NOx-Konzentration. Ob eine zusétzliche Basisaktivitdt der iNOS besteht, ist durchaus
vorstellbar, entsprechende Daten liegen jedoch nicht vor. Eine Induktion der ecNOS-
Proteinsynthese durch die eingesetzten proinflammatorischen Mediatoren konnte nicht
nachgewiesen werden, sodass unter diesen Bedingungen die Zunahme der NOx-
Konzentration im Zelliiberstand sehr wahrscheinlich durch Induktion und Aktivierung der

iNOS hervorgerufen wurde.
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Ferner erlauben die Daten die Hypothese, dass auch nach Hinzugabe von A 23187 im
Rahmen der Experimente weiterhin die von der cNOS synthetisierte NO-Menge nativer
CaCo-2B-Zellen der vorbehandelter CaCo-2B-Zellen entsprechen diirfte.

Die Vorbehandlung der CaCo-2B-Zellen mit LPS hatte eine nicht signifikante Steigerung
der NO-Synthese im Vergleich zu nativen CaCo-2B-Zellen zur Folge. Eine moderate
Aktivierung der iNOS durch LPS ist aufgrund dessen wahrscheinlich. Die Inkubation der
CaCo-2B-Zellen mit TNFa flihrte zu einer signifikanten Steigerung der NO-Synthese,
sodass auch hier die Induktion der iNOS in den vorbehandelten CaCo-2B-Zellen postuliert
werden kann. Das durch die CaCo-2B-Zellen synthetisierte NO konnte durch Hemmung
der NADPH-Oxidase der co-inkubierten PMN die Sauerstoffradikalbildung direkt
inhibieren. Alternativ dazu wére die Reaktion von NO mit den freigesetzten granulozytiren
Sauerstoffradikalen zum instabilen Peroxynitrit sowie dessen rascher Zerfall zu
Nitrat/Nitrit moglich.

Wurden die CaCo-2B-Zellen mit dem Zytokinmixen vorbehandelt, kam es zur
signifikanten Zunahme der NO-Synthese, die wahrscheinlich durch Induktion der iNOS
bedingt ist. Die Suppression der nachweisbaren granulozytiren Sauerstoffradikale diirfte
auch hier liber die zwei bekannten Mechanismen erfolgt sein. Gleichzeitig fand sich unter
diesen Versuchsbedingungen eine signifikante Zunahme der IL-8 und MCP-1-Synthese der
CaCo-2B-Zellen. Die Granulozyten waren in diesem Versuchsansatz neben A 23187
zusitzlich sehr potenten Aktivatoren ausgesetzt (35-37). Unter diesen Bedingungen wére
somit eine messbare Steigerung der granulozytiren Sauerstoffradikalbildung und
Elastasefreisetzung prinzipiell denkbar. Dieser gesteigerten Sauerstoffradikalbildung
stiinde aber gleichzeitig eine deutlich erhohte NO-Menge zur Inaktivierung gegeniiber,
sodass auch unter diesen Bedingungen das nachgewiesene Ergebnis mit Reduktion der
granulozytéiren Sauerstoffradikale moglich ist.

Fiir alle drei Versuchsreihen muss angemerkt werden, dass der dominierende Weg zur
Verminderung der nachgewiesenen granulozytidren Sauerstoffradikale bei Inkubation von
neutrophilen Granulozyten mit CaCo-2B-Zellen und Aktivierung mit A 23187 aus den
vorliegen Daten nicht abgeleitet werden kann. Es ist jedoch zu vermuten, dass diese
Mechanismen parallel nebeneinander ablaufen, da das von den CaCo-2B-Zellen
synthetisierte NO sowohl mit von Granulozyten synthetisierten Sauerstoffradikalen als
auch mit der NADPH-Oxidase in der Zellmembran der PMN in Kontakt kommt. Der
Anteil jedes einzelnen Mechanismus am Gesamtergebnis kann jedoch nicht angegeben

werden.
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Welche Rolle unter den Bedingungen der iNOS-Aktivierung die durch A 23187 aktivierte
cNOS der CaCo-2B-Zellen spielt, ist bislang nicht vollstindig gekldrt. In Untersuchungen
zur Pathogenese der Sepsis konnte u.a. gezeigt werden, dass eine Hemmung der cNOS
durch unselektive NO-Inhibitoren die Prognose der Patienten deutlich verschlechtert (183).
Vergleichbare Ergebnisse lieferten Untersuchungen zur Pathogenese von CED und
rheumatischen Erkrankungen (98,109). Deswegen liegt es nahe anzunehmen, dass das
durch die ¢cNOS synthetisierte NO auch unter stark inflammatorischen Bedingungen, in
Gegenwart von zum Teil sehr hohen NO-Konzentrationen, weiterhin regulatorische
antiinflammatorische und homoostatische Funktionen erfiillt, um so die Integritdt des
Organismus aufrechtzuerhalten. In welchem Ausmall diese antiinflammatorischen
Funktionen an der Reduktion der nachweisbaren granulozytiren Superoxide beteiligt sind,
ist derzeit noch unbekannt.

Prinzipiell sind auch andere Wege zur Inaktivierung der granulozytiren Superoxid-
Anionen mdglich. Unter anderem ist in CaCo-2B-Zellen das Enzym Superoxid-Dismutase
(SOD) nachgewiesen worden (159). Inwieweit dieses Enzym an der Inaktivierung der
Superoxid-Anionen mitwirkt und ob noch andere Reaktionswege ablaufen, ist in der
Literatur bislang nicht beschrieben. Ebenso sind in der vorliegenden Literatur keine
weiteren moglichen Wege beschrieben, wie NO die granulozytire Elastasefreisetzung
supprimieren bzw. die Elastaseinaktivierung vermitteln konnte. Mehrere Arbeiten zeigten,
dass CaCo-2B-Zellen iiber die sekretorische Form des Leukozyten-Proteinase-Inhibitors
(SLPI) verfiigen, einem der wichtigsten Inhibitoren von Serin-Proteasen wie der
granulozytiren Elastase (158). Eine Modulation der Aktivitit des Leukozyten-Proteinase-
Inhibitors und auch der Superoxid-Dismutase, eventuell durch das von der cNOS

synthetisierte NO, ist eine weitere Mdglichkeit fiir den beobachteten Effekt.

4.4. Phospholipasen A, - zentrale Enzyme der
Eicosanoidsynthese

Neutrophile Granulozyten besitzen die Enzyme fiir die Leukotriensynthese sowie eine
Phospholipase zur Freisetzung der Ausgangssubstanz Arachidonséure (AA) (73,74). Die
Aktivitdt dieser Enzyme ist an einen Anstieg der intrazelluliren Calciumkonzentration
gekoppelt, sodass nach Stimulation der PMN mit dem Ca*'-Ionophor A 23187 deren
Leukotriensynthese initiiert wird (73,74). Fiir CaCo-2B-Zellen ist nachgewiesen worden,

dass sie in sehr geringem Umfang zur Leukotriensynthese nach Aktivierung mit A 23187
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befdhigt sind (184,185). In unseren Versuchen war die von nativen und vorbehandelten
CaCo-2B-Zellen synthetisierte Leukotrienmenge vernachldssigbar gering, sodass die
detektierten Leukotriene (LTBs, OH-LTB4) nahezu ausschlieBlich granulozytiren
Ursprungs waren. Die Inkubation der PMN mit nativen und mit TNFa- bzw. Zytokinmix-
vorbehandelten CaCo-2B-Zellen zeigte einen vornehmlich supprimierenden Effekt auf die
granulozytire Leukotriensynthese nach Aktivierung mit A 23187. Wurden hingegen LPS-
vorbehandelte CaCo-2B-Zellen mit PMN inkubiert und dann mit A 23187 stimuliert, fand
sich eine massive Zunahme der nachgewiesenen Leukotriene im Zelliiberstand.
Die Freisetzung der AA aus den Membranphospholipiden ist der initiale und gleichzeitig
auch geschwindigkeitsbestimmende Schritt in der Synthese potenter proinflammatorischer
Phospholipidmediatoren wie Leukotriene, Prostaglandine und Thromboxan A;
(70,186,187). Die Phospholipasen A, (PLA;) sind die dafiir erforderlichen Enzyme. Sie
kommen in =zahlreichen Sédugetier- und Nicht-Sdugetierzellen vor. Sie setzen sehr
spezifisch  Fettsduren, v.a.  Arachidonsdure, aus der sn-2-Position der
Membranphospholipide frei (186,187). In Kenntnis dieser Fakten kann man die
MutmaBung anstellen, dass LPS-vorbehandelte CaCo-2B-Zellen die Arachidonsdure als
Ausgangssubstanz fiir die granulozytire Leukotriensynthese in groer Menge aus ihren
Membranphospholipiden freisetzten. Voraussetzung hierfiir wére die Aktivierung einer
Phospholipase A, in den CaCo-2B-Zellen durch LPS. Dieses Prinzip der kooperativen
Eicosanoidsynthese konnte schon zwischen Granulozyten und Alveolarmakrophagen und
zwischen Granulozyten und Chondrozyten nachgewiesen werden (71,72).
Die Enzymfamilie der PLA, wird aktuell in fiinf Hauptklassen eingeteilt (186,187):

1. sekretorische Form mit einem niedrigen Molekulargewicht (1-4 kD) = sPLA,

e pankreatische Form fiir die Phospholipidspaltung der Nahrung = sPLA;-I
e nicht-pankreatische Form = sPLA,-II

2. zytosolische Form mit einem hohen Molekulargewicht (60-110 kD) = cPLA,;

3. calciumunabhéngige Form = cPLA;-y

4. PAF-Acetyl-Hydrolase

5. Lysosomale PLA,
Die zytosolische und die sekretorische Form der Phospholipase A, unterscheiden sich in
einer Reihe von Aspekten (186-188). Die cPLA; ist im Zytosol einer Vielzahl
unterschiedlicher Zelltypen, inflammatorisch aktive Zellen und normale Korperzellen,
lokalisiert. Im Rahmen der Zellaktivierung kommt es calciumabhingig zur Translokation

der cPLA; an die Zellkernmembran mit nachfolgender Enzymaktivierung (70,74,186,188).
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Der iiberwiegende Teil der freigesetzten Arachidonsidure wird wahrscheinlich intrazellular
verstoffwechselt. Die sPLA, wird von einer Vielzahl unterschiedlicher Zelltypen unter
dem Einfluss proinflammatorischer Zytokine und LPS in den Extrazellularraum sezerniert
(186,189,190). Hier befindet sie sich in einer Umgebung mit mikromolarer
Calciumkonzentration, die zur Bindung der sPLA, an spezifische Oberflachenrezeptoren
und zur Enzymaktivierung ausreichend ist (186,187). Nachfolgend steigt die Konzentration
von AA im Extrazellularraum an. Die calciumunabhingige Phospholipase A,, cPLA,-y, ist
bislang nur in humanen Herz- und Skelettmuskelzellen nachgewiesen worden (191). Die
PAF-Acetyl-Hydrolase ist in den PAF-Metabolismus involviert, die lysosomale PLA, fand
sich bisher nur in einer murinen Zellart (187).

Die prézise Funktion der cPLA; und sPLA,, insbesondere der Anteil beider Enzyme an der
Eicosanoidsynthese unter physiologischen und pathologischen Bedingungen, ist bislang
noch nicht eindeutig identifiziert.

Fiir CaCo-2B-Zellen ist bisher nur nachgewiesen worden, dass sie zur Leukotriensynthese
befdhigt sind (184,185). Durch welchen Subtyp der Phospholipasen A, die notwendige
Arachidonséurefreisetzung erfolgt, und ob CaCo-2B-Zellen wie intestinale Epithelzellen
auch tiber beide Subtypen der Phospholipasen A; (cPLA, und sPLA,) verfiigen, ist bislang
nicht geklart (187). Ebenso wenig gibt es in der Literatur Daten dariiber, ob CaCo-2B-
Zellen auf den 5-Lipoxygenase-Metabolismus co-inkubierter Zellen modulierend
einwitken und wenn ja, wie sich die Vorbehandlung der CaCo-2B-Zellen mit

proinflammatorischen Zytokinen oder mit LPS darauf auswirkt.

4.5. Kooperative Eicosanoidsynthese -  hypothetischer
Mechanismus der LPS-induzierten = Amplifizierung  der
granulozytdren Leukotriensynthese

Prinzipiell konnte LPS die in den CaCo-2B-Zellen vorhandene Phospholipase A, unter
Nutzung der zwei folgenden hypothetischen Wege aktiviert haben:

Die Vorbehandlung der CaCo-2B-Zellen mit LPS fiihrt zu einer gesteigerten Verfiigbarkeit
der sPLA, auf prd- oder posttranskriptioneller Ebene. Im Rahmen der 24-stiindigen
Stimulation der CaCo-2B-Zellen mit LPS konnten so erhebliche Mengen an sPLA,
synthetisiert werden, die in den Extrazellularraum sezerniert werden. Sowohl das
Néhrmedium als auch das Versuchsmedium enthielten Calcium, das zur Enzymbindung an

Oberflachenrezeptoren der CaCo-2B-Zellen sowie zur Enzymaktivierung notwendig ist.
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Durch die enzymatische Aktivitit der sSPLA, kommt es nachfolgend zur Anreicherung
freier Arachidonsdure im Extrazellularraum, die den co-inkubierten PMN als Substrat fiir
die Leukotriensynthese zur Verfiigung steht. Um die granulozytire 5-Lipoxygenase zu
aktivieren, ist ein Anstieg der intrazelluldren Calciumkonzentration notwendig, die durch
Zugabe von A 23187 erzielt wird (70,74). Voraussetzung flir die mogliche Giltigkeit
dieser Hypothese ist, dass die SPLA; an die Oberfliache der CaCo-2B-Zellen gebunden ist,
sonst wire beim Wechsel des Inkubationsmediums zwei Stunden vor Hinzugabe der
Granulozyten und des A 23187 der iiberwiegende Anteil der sPLA; neben der bis dahin
freigesetzten Arachidonsdure entfernt worden.

Steigert LPS alternativ die Verfiigbarkeit der cPLA, auf prad- oder posttranskriptioneller
Ebene, wiirde dies zu Akkumulation von cPLA;-Protein im Zytoplasma der CaCo-2B-
Zellen fiihren. Nach Stimulation mit A 23187 kidme es, getriggert durch den intrazelluldren
Calciumanstieg, zur Translokation des Enzyms zur Zellkernmembran mit anschlieBender
Enzymaktivierung. Eine Arbeit zeigte, dass LPS in hepatischen Makrophagen zusétzlich
die Phosphorylierung der cPLA, induziert. Diese bewirkte eine Erhohung der
intrinsischen-Aktivitit des Enzyms, beeinflusste jedoch nicht die Calciumabhéngigkeit der
Enzymaktivitdt, wobei die Datenlage jedoch nicht ganz einheitlich ist (192). Nicht geklart
ist, ob die intrazelluldr von der cPLA, freigesetzte Arachidonsédure in relevanten Mengen
in den Extrazellularraum sezerniert wird, wo sie den co-inkubierten PMN zur
Leukotriensynthese zur Verfiigung stehen wiirde. Weiterhin ist unklar, ob diese
hypothetischen Vorginge mit ausreichender Geschwindigkeit in den CaCo-2B-Zellen
ablaufen, damit innerhalb der Stimulationszeit von 15 Minuten die erforderliche
Arachidonsiure-Konzentration extrazellulir der CaCo-2B-Zellen erreicht werden kann, um
die nachgewiesene Amplifikation der granulozytdren Leukotriensynthese hinreichend zu
erklaren.

Im Gegensatz hierzu wire der supprimierende Einfluss Zytokin-vorbehandelter und nativer
CaCo-2B-Zellen auf die granulozytire Leukotriensynthese durch folgende hypotetische
Ablaufe erklarbar:

Ein ausbleibender extrazellulirer AA-Anstieg nach Hinzugabe von A 23187 erklart den
fehlenden amplifizierenden Einfluss auf die granulozytidre Leukotriensynthese. Ursdchlich
dafiir konnte eine fehlende Induktion einer PLA, bzw. die iiberwiegende cPLA,-
Aktivierung mit vornehmlicher intrazelluldrer AA-Freisetzung in den CaCo-2B-Zellen
durch  Zytokinvorbehandlung sein. Parallel dazu miisste die granulozytére

Leukotriensynthese durch die CaCo-2B-Zellen direkt supprimiert werden. Ob dies auch
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durch NO vermittelt wird, oder andere bislang unbekannte Mechanismen daran beteiligt
sind, ist derzeit spekulativ. Dieser Mechanismus diirfte jedoch im Rahmen der vermuteten
kooperativen Eicosanoidsynthese zwischen LPS-vorbehandelten CaCo-2B-Zellen und
PMN aufgrund der hohen extrazelluliren AA-Konzentration nicht ins Gewicht fallen.

Daten tiber die Induzierbarkeit von PLA; in CaCo-2B-Zellen durch Zytokine wie TNFa
und IL-1B liegen bislang nicht vor. Daten mit anderen Zelllinen zeigen diesbeziiglich

differierende Ergebnisse (193-195).

4.6 Ausblick

Klinisch etablierte Therapieansidtze zur Behandlung chronisch entziindlicher
Darmerkrankungen basieren u.a. auf der Applikation von 5-Aminosalizylaten und
Glucocorticoiden (196,197). In 60 — 80 % der Patienten kann hierdurch eine Remission
erzielt werden. Oft ist jedoch nach Dosisreduktion eine erneute Zunahme der
Krankheitsaktivitit zu beobachten, was zum Einsatz immunsuppressiver Medikamente
zwingt. Bei ca. 15 % der Patienten mit M. Crohn ist die bislang -etablierte
immunsuppressive Therapie unwirksam. Bei Patienten mit Colitis ulcerosa ist der Anteil
therapierefraktérer Verldufe niedriger (196,197). Aus diesem Grund ist die Entwicklung
neuer Therapeutika notwendig, die im Vergleich zu den konventionellen Massnahmen
wirksam und auch nebenwirkungsdrmer sind, und die Behandlung steroidrefraktérer
Verldufe erlauben.

Die grossten Erfahrungen liegen derzeit beim M. Crohn mit Antikdrpern gegen TNFa
bzw. den TNFa-Rezeptor vor. Beziiglich anderer die Zytokinantwort modulierender
Optionen gibt es neue experimentellen Daten und laufende klinische Studien (198).

Neben Makrophagen und T-Zellen sind PNM in grossem Maf3 an der Pathogenese CED
beteiligt, sodass deren gezielte Modulation ein prinzipieller therapeutischer Ansatz wire.
Im Rahmen des inflammatorischen Geschehens kommt es zur Synthese der sehr selektiven
und potenten Granulozytenaktivatoren IL-8 und LTB4. Hypothetische Optionen wéren z.B.
die Blockade der granulozytiren IL-8- und LTBs-Signaltransduktionswege oder die
Hemmung der IL-8 und LTB4-Synthese. In der vorliegenden Arbeit konnte zumindest fiir
LPS die Hypothese aufgestellt werden, dass es durch Induktion der PLA,; mit
nachfolgendem Fettsduretransfer zur massiven Amplifizierung der granulozytdren LTBy-
Synthese kommt. Vergleichbare experimentelle Untersuchungen mit anderen Zelllinien

bestétigten fiir proinflammatorische Zytokine wie TNFa, IL-18, INFy und PAF die
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Féhigkeit zur Induktion der sPLA,. Eine Hemmung der (s)PLA, konnte die kooperative
Eicosanoidsynthese zwischen PMN und intestinalen Epithelzellen unterbrechen und so die
LTBy-induzierte Granulozytenaktivierung deutlich reduzieren.

Bei chronisch-entziindlichen Erkrankungen ist NO, synthetisiert durch die iNOS der
ortsstindigen Zellen und von eingewanderten Zellen des Immunsystems, nicht nur ein
Marker fiir die Krankheitsaktivitdt, sondern ein potenter proinflammatorischer Mediator.
Die gezielte Hemmung der gesteigerten NO-Synthese durch die iNOS ist Ziel der
therapeutischen Intervention 1im  NO-Stoffwechsel bei chronisch-entziindlichen
Erkrankungen. Die vorliegenden Daten sprechen auch in dem untersuchten Modell fiir eine
wichtige  homoostatische  Rolle der cNOS-assozierten = NO-Synthese unter
inflammatorischen Bedingungen. Die Entwicklung hochselektiver nicht toxischer
Hemmstoffe der induzierbaren NO-Synthase ist derzeit Gegenstand der Forschung und
konnte moglicherweise ein neues therapeutisches Prinzip in der Behandlung chronisch

entziindlicher Erkrankungen sein.

4.7 Zusammenfassung - Summary

Native CaCo-2B-Zellen sind in der Lage, die destruktiven granulozytdren Zelleraktionen
abzuschwiéchen, wenn sowohl die neutrophilen Granulozyten als auch die CaCo-2B-Zellen
durch das Calciuminonophor A 23187 aktiviert werden (160). In der vorliegenden Arbeit
konnte jetzt aufgezeigt werden, dass auch die Vorbehandlung der CaCo-2B-Zellen mit
proinflammatorischen Mediatoren dieses Interaktionsmuster nicht verdndert. Bekannt ist,
dass die Verminderung der nachweisbaren granulozytdren Elastase und Sauerstoffradikale
bei Co-Inkubation von PMN und nativen CaCo-2B-Zellen mit grosser Wahrscheinlichkeit
durch NO vermittelt wird (160). Nach Auswertung der vorliegenden Ergebnisse vermuten
wir, dass dies auch bei vorbehandelten CaCo-2B-Zellen der Fall ist. Die Inkubation der
CaCo-2B-Zellen mit TNFo bzw. den Zytokingemischen fiihrte iiber die sehr
wahrscheinliche Induktion der iNOS zur Synthese grofer Mengen NO. LPS induzierte
einen nicht-signifikanten Anstieg der NO-Synthese, den wir einer geringeren Aktivierung
der iNOS zuschreiben. Parallel erwarten wir in allen Versuchsreihen nach Stimulation mit
A 23187 auch eine Aktivierung der cNOS in den CaCo-2B-Zellen.

In Folge einer erhohten NO-Konzentration kénnte zum einen die membranstindige
Komponente der granulozytiren NADPH-Oxidase gehemmt worden sein. Zum anderen

konnte NO mit dem Superoxid-Anion zu dem instabilen Peroxynitrit reagiert haben, das
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rasch zum chemisch inierten Nitrat und Nitrit zerfallt. Daten, die das Dominieren eines der
Reaktionswege nachweisen, liegen bislang nicht vor. Weiterhin ist anzunehmen, dass liber
diese Mechanismen hinaus neben dem NO der iNOS das von der cNOS synthetisierte NO
an der Supprimierung der granulozytdren Sauerstoffradikalbildung beteiligt ist. Klinische
Daten lassen zusétzlich vermuten, dass das durch die ¢ctNOS synthetisierte NO auch unter
inflammatorischen Bedingungen weiterhin antiinflammatorische und homdostatische
Funktionen erfiillt (109,183,199). Reaktionen, iiber die NO direkt die granulozytire
Elastasesekretion hemmen kann, sind derzeit unklar. Der hypothetische Mechanismus iiber
eine Aktivierung des Leukozyten-Serinprotease-Inhibitors bleibt weiterhin spekulativ.

Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit wurde iiberpriift, ob die Co-Inkubation von
nativen und vorbehandelten CaCo-2B-Zellen und PMN und nachfolgende Stimulation mit
A 23187 einen Einfluss auf die granulozytire Leukotriensynthese hat.

Die Co-Inkubation LPS-vorbehandelter CaCo-2B-Zellen mit PMN fiihrte zu einer
massiven Amplifizierung der granulozytidren Leukotriensynthese. Der Mechanismus der
kooperativen Eicosanoidsynthese zwischen PMN und LPS-vorbehandelten CaCo-2B-
Zellen ist vorerst noch hypothetisch. Wir postulieren eine erhohte Kapazitdt der PLA,,
wobei iiber den Anteil der sPLA; und cPLA, keine Aussage getroffen werden kann.
Interessant erscheint allerdings der Hinweis, dass klinische Untersuchungen der letzten
Jahre eine bedeutende pathogenetische Rolle der sPLA, in der Genese von CED
nachgewiesen haben (199-201). Zytokin-vorbehandelte CaCo-2B-Zellen zeigten einen
supprimierenden Einfluss auf die granulozytire Leukotriensynthese. Dies lie3e sich durch
eine fehlende kooperative FEicosanoidsynthese in Kombination mit einem direkten
hemmenden Einfluss Zytokin-vorbehandelter CaCo-2B-Zellen auf die granulozytire
Leukotriensynthese zu erkldren. Wie diese hypothetischen Mechanismen im Detail
ablaufen und ob moglicherweise NO auch hier eine wichtige Rolle spielt, kann zum

jetzigen Zeitpunkt nicht beantwortet werden.

Native CaCo-2B-cells are able to mitigate destructive granulocytic cell reactions provided
both the neutrophil granulocytes and the CaCo-2B-cells are activated by calcium
ionophore A 23187 (160). This work shows that even pretreatment of the CaCo-2B-cells
with proinflammatory mediators does not change this pattern of interaction. It is known
that the reduction of detectable granulocytic elastase and oxygen radicals during the co-
incubation of PMN and native CaCo-2B-cells is most probably precipitated by NO (160).

Since evaluating the available results, we assume that this is also the case with pre-treated
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CaCo-2B-cells. The incubation of CaCo-2B-cells with TNFo and cytokine mixtures
respectively led to the synthesis of large quantities of NO, most likely due to the induction
of iNOS. LPS induced an insignificant increase in NO synthesis, which we attribute to a
lesser degree of iNOS activation. Parallel to this, we expect that every series of
experiments will show that cNOS is activated in the CaCo-2B-cells after stimulation with
A 23187.

Firstly, increased concentrations of NO could have inhibited the membranous components
of granulocytic NADPH oxidase. Secondly, NO could have reacted with the superoxide
anion to form peroxynitrite, which is unstable and rapidly decomposes into chemically
inert nitrate and nitrite. As yet, there is no data to indicate that either of these reaction paths
predominates. In addition to these mechanisms, it is presumed that both the NO
synthesized via iNOS and the NO synthesised via cNOS play a part in the inhibition of
granulocytic oxygen radical formation. Moreover, clinical data provide grounds for the
assumption that the NO synthesized via cNOS performs anti-inflammatory and
homeostatic functions even in inflammatory conditions (109,183,199). Reactions by means
of which the NO could directly inhibit the secretion of granulocytic elastase are as yet
unclear. The hypothetical mechanism involving the activation of leukocyte serine protease
inhibitors is still a matter of speculation.

The second part of this work examines whether the co-incubation of native and pre-treated
CaCo-2B-cells and PMN and subsequent stimulation with A 23187 can exert an influence
on granulocytic leukotriene synthesis.

The co-incubation of PMN and CaCo-2B-cells pretreated with LPS led to a massive
increase in granulocytic leukotriene synthesis. At present, the mechanism of cooperative
eicosanoid synthesis between PMN and CaCo-2B-cells pre-treated with LPS is still
hypothetical. We suggest an increase in PLA, capacities, although no statement can be
made concerning the proportions of sPLA, and cPLA,. However, it is interesting to note
that clinical tests performed in recent years have demonstrated that sPLA, plays a
significant pathogenetic role in the etiology of CED (199-201). CaCo-2B-cells pretreated
with cytokines were showed to inhibit granulocytic leukotriene synthesis. This could be
explained by the lack of cooperative eicosanoid synthesis in combination with the directly
inhibitive effect of CaCo-2B-cells pretreated with cytokines on granulocytic leukotriene
synthesis. At present, no explanation is available as to the detailed progression of these

hypothetical mechanisms and whether NO also plays an important part in this context.
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6. Abkiirzungen

AL ettt sttt ettt Arachidonséure
ARDS ... acute respiratory distress syndrom
A 23T8O oot e e as Caz+-Ionophor A 23187
B A s Bovines Serum Albumin
DZW .ttt et ettt e bt e abeeteeenteenbeennne beziehungsweise
CaCo-2B-Zellen.........coceeveevenieneiiiienceeeee humane Kolonadenokarzinom-Zellinie 2B
(O3 DR T 2X57/5] 0110 ) SO Oberfldchenrezeptor auf Immunzellen
CED e chronisch entziindliche Darmerkrankung
£ e Komplenetfaktor 5,
COMP et zyklisches Guanosinmonophosphat
LD\ SRS Desoxyribonukleinsdure
|10 1S USSP Dimethylsulfoxid
ELCO0i ittt Escherischa coli
EDRF ..o endothelialer abgeleiteter relaxierender Faktor
FAD e e Flavin-Adenindinucleotid
S ettt fetales Kélberserum
FLAP oot 5-Lipoxygenase-aktivierendes Protein
IMLP..ooiiiieeeeeee e Formylmethionylleucylphenylalanin, bakterielles Peptid
FIMIN ettt ettt et Flavinmononucleotid
G-CSF et Granulozyten-koloniestimulierender Faktor
GM-CSF ..ot Granulozyten/Monozyten-koloniestimulierender Faktor
TP ettt et ettt e et ebe e nbeeree s Guanosin-Triphosphat
] € (U RRRSRRRN l6sliche Guanylat-Zyklase
HB S S e Hank's balanced salt solution
HEPES ..o, N-2-hydrylethylpiperazine-N’-2-ethansulfon Sadure
HETE/diHETE.........c.ccceeinne. Hydroxyeicosatetraensdure/di- Hydroxyeicosatetraensédure
HPETE ...t Hydroperoxyeicosatetraensidure
HPLC ..o High Pressure Liquid Chromatography
HLA-KIASSE IL ...ooieiiiieeiiieeeeeeee et Histokompatibilitdts-Klasse 11
TEC ot ettt et intestinale Epithelzellen
DN B e et e et e et e e e b e e e tt e e e aaeeenbeeeennees Interferon-y

T mB,m8 ettt e ettt e e e e s e aaaaees Interleukin-6,-8
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KD, ettt ettt et ettt saae b e eaeas kilo-Dalton
5 OO P RPN Lipoxygenase
LIPS s bakterielles Lipopolysaccharid/Endotoxin
LT B A C e et e e e e e e e e eeeaaaeeeeaaaes LeukotrienA/B/Cy4
NADPH ..o Nicotinamidadenindinukleotidtriphosphat
NKAZEILE ..ot natiirliche Killerzellen
NFEBoao e nukleédrer Faktor -B (Transkriptionsfaktor)
INO et ettt ettt ettt Stickstoffmonoxid
NOD? ..ottt NOD’-Gen
N O S ettt e et e e ta e e e b e e eate e e taeeebaeeeaaeeanreeens NO-Synthase
CNOS ettt ettt et eneas konstitutive NO-Synthase
INOS Lttt et e et e aae e eneas induzierbare NO-Synthase
IMOCP-T et Monocyte chemoattractant Protein-1
0 tttteettee ettt e ettt e ettt e e ——e e e ——ee——eea—teaateeataeeatteeateeeantteeasateensaaeetaeeatteeenreeennreenn oben genannt
PAF e Pléttchen-aktivierender Faktor
PANCA ... perinukledrer anti-Neutrophilen zytoplasmatischer Antikdrper
PEN/STREP......ooiiiiieiee ettt Penicillin/Streptomycin
PGE2Z. . e e e enns Prostaglandin E2
P A e ————aaaaaaanaa— Phospholipase A,
PMN ..o polymorphkernige neutrophile Granulozyten
PV A et ettt ettt teas Polyvinylalkohol
SLPI . sekretorischer Proteaseinhibitor
10 ) B 2 USSR Superoxid-Dismutase
K S TSR Transforming-growth-Faktor-3
TINFOL et Tumornekrosefaktor-a
11 R ST OTOUUT R UPUPRRP unter anderem
L 2% TR OSSOSO TP RURRUPRORRPRROO vor allem

Z B et ettt e be et e et e bt e et e eteeeabeesaenaraans zum Beispiel
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