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eHETE
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1. Einleitung

1.1. Vorwort

Die vorliegende Arbeit entstand in der Zeit von Mai 1995 hbs April 1996in der Kli-
nischen Forschergruppe "Respiratorische Insuffizienz" unter der Betreuung von Herrn Prof. Dr.
Segyer undHerrn Prof. Dr. Dr. Grimminger. Die Untersuchurgen befalten sich mit dem Einflul3
zweler verschiedener freier Fettsduren auf die Immunantwort polymorphkerniger neutrophil er
Granulozyten (PMN) an einem Koinkubationsmodell von PMN und Endothel zell en. Hintergrund
ist die Notwendigkeit der parenteralen Erndhrung von Patienten mit schweren inflammatorischen
Lungenerkrankurngen (v.aa ARDS und Sepsis) mit Lipiden und cren Einflu3 auf die

inflammatorische Kapazitét der PMN in der Lungenstrombahn.

1.2. PMN inder Lung enstrombahn

In der kapill &en Strombahn der Lunge befindet sich ein grof¥er Podl von pdymorph-
kernigen neutrophilen Granulozyten (PMN), der in standigem Austausch mit der systemischen
Zirkulation steht. Dieser Pod kann sich auf zahlreiche Reize hin innerhalb kurzester Zeit noch
um ein Vielfades vergrof¥ern (1). PMN und GeféRendathel zellen (EC) treten dabel in engen
Kontakt miteinander, dader Fluf3 duch die Kapill aren der Endstrombahn fiir die PMN mit einer
Verformung des Zellskeletts verbunden ist - ihr durchschnittlicher Durchmesser ist grof3er als der
der Kapill aren. So kommtes zu einer Verlangsamung der Flufiggeschwindigkeit der PMN, dem
sogenannten "Sticking".

Werden PMN oder EC stimuliert - dies geschieht z.B. duch bekterielle Toxine oder
durch de Freisetzung von Chemotaxinen aus Monozyten oder Granulozyten - so kommt es zur

Exprimation korrespondierender Adhéasionsmolekile aif den Zell oberflachen vonPMN und EC.



Diese gehtren zu der Gruppe der Selectine (P-, E-, L-Selectin), durch de zunéchst eine lockere
Bindung zustandekommt - die PMN "rollen" auf den EC, bis se einem inflammeatorischen Focus
ndherkommen. Dort kommt es zur festen Adhésion mittels 3,-Integrinen (CD 11, CD 18) und
den endahelialen Gegenrezeptoren VCAM-1 und ICAM-1. Die alhérenten PMN konren
anschli effend die Lungenstrombahn verlassen (Transmigration); sie werden von Chemotaxinen
ins Interstitium geleitet, wo sie ihr antimikrobielles Potential durch Degranulation von Proteasen,

Hydrolasen undreé&ktiven toxischen Sauerstoff spezies freisetzen (2,3).

1.3. Steuerung der zellularen Reizantwort und Signaltransduktion

Diese komplexe Interaktion wird koordiniert durch lokale und systemische M ediatoren.
Lokamediatoren entfalten ihre Wirkung nur auf eng begrenztem Raum, ohne dal3 cebel systemi-
sche Wirkungen auftreten mussen. Zu ihnen z&hlen im Wesentli chen Leukoatriene, Komplement-
faktoren und cer Pl&ttchenaktivierende Faktor (PAF). Diese Botenstoff e binden an entsprechende
Rezeptoren der Zellmembran der Zielzellen. Im Zelli nneren werden de Signale durch Second
Messenger weltergeleitet: Die Bindung der Mediatoren an die Rezeptoren bewirkt unter anderem
eine Aktivierung der membrangebundenen Phosphdipase C. Diese katalysiert die Bildung von
Inasitoltrisphosphat (1Ps) und Diagylglycerol (DAG) aus in der Zellmembran vorhandenem
Phasphatidylbisphosphet. 1P; wiederum stimuliert die intrazell ul &re Freisetzung von Ca’* aus
dem endogdasmatischen Retikulum, was die Effektorsysteme der Zielzelle &tiviert. DAG
aktiviert die Proteinkinase C (2). Zu den Zielzellen gehdren ua. Granulozyten, de auf diesem
Wege zu vermehrter Produktion von Leukotrienen, Proteasen und Sauerstoffradikalen angeregt
werden, sodald innerhalb kurzer Zeit eine auferordentlich pdente, lokal begrenzte
Abwehrre&ktion entsteht.

Dievorliegende Arbeit befaldt sich v.a. mit Lipidmediatoren aus der Gruppe der Leuko-
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triene. Lipidmediatoren werden aus Arachidonsdure, einer mehrfach urgesattigten Fettsdure,

synthetisiert.

1.4. Metabolismus und physiologische Bedeutung der Lipidme-
diatoren

Aradidorsaureist eine vierfadh urgeséttigte Fettsaure aus 20 Kohlenstoff atomen, deren
letzte Doppel bindung 6 C-Atome vom Methylende entfernt ist (C20:4:6, w-6-Fettsaure). Siewird
im Organismus in den Phospholi pidpods der Zell membranen gespeichert. Die Freisetzung der
Fettsdure unterliegt dabei der Kontrolle durch Phosphdipasen (4). Alternativ kann Aradhi-
dorsaure dem Organismus parenteral zur Verfligung gestellt werden: Aus Lipidinfusionen, de
vor alem Triglyzeride enthalten, konren urter dem Einflul cer Lipoproteinlipase freie Fett-
sauren abgespaltet werden (5). Intrazelluldr wird de Arachidonsaure im Wesentlichen auf zwel
Wegen metabdisiert: durch Cyclooxygenasen und Lipoxygenasen. Produkte der Cyclooxygena-
sen sind de verschiedenen Prostaglandine und Thromboxane. Im folgenden soll v.a auf den
Lipoxygenaseweg eingegangen werden, desseen Hauptprodukte die Leukotriene sind.

Erster Schritt im Metabolismus der Aradhidorsdure ist der Einbau eines Sauerstoff-
molekils an Position 5, 12 oder 15 der Kohlenstoffkette durch die 5-, 12- bzw. 15-Lipoxygenase.
Produlte dieser Re&tion sind 5, 12- und 15S-Hydroxyperoxyeicosatetraensdure (HPETE).
Diese werden in einem Reduktionschritt zu 5, 12- und 15Hydroxyei cosatetraensaure (HETES)
metabolisiert. HETEs kbnren in de Phosphdipidpods der Zell e integriert werden, wo siedie
Eigenschaften der Membran moduieren (6). Sie besitzen aber auch drekte physiologische
Wirkungen, indem sie die Aktivité von Lipoxygenasen und Phasphdipasen beanflusen:

5-HPETE und 5HETE konren zur erhdhten Freisetzung von Arachidonsdure aus
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Zellmembranen durch Phosphdipasen beitragen (7), 15HETE hemmtdie 5-Lipoxygenasein
Granulozyten (8).

Alternativ kann aus 5-HPETE LTA, synthetisiert werden, ein Molekdl mit einer Halb-
wertszeit von nu wenigen Sekunden, das auf drei verschiedenenWegen weiter metabalisiert
wird:

a) Nichtenzymatische, sportane Hydrolyse zu 5,6diHETES und 6trans-LTB, sowie 6-trans-
12-epi-LTB,,

b) Hydrolyse durch de LTA-Hydrolase, die ds Produlkt LTB, liefert, und

¢) Ringoff nung und Einbau vonGlutathion duch eine Glutathion-Transferase; Produkt ist dabel
LTC,.

LTB,ist eines der stérksten bekannten Chemotaxine fir PMN. Es bindet Uber spezifische
Rezeptoren an PMN und fuhrt zu verstérkter Degranulation lysosomaler Enzyme und kann
aulerdem al's Ca?*-lonophor wirken (9). Des weiteren verstarkt es die Adhérenz von PMN an EC,
indem es die Exprimation von Adhasionsmolekilen auf der Zdll oberflache von PMN steigert (2).
LTB4 wird von Cytochrom P-450 zu 20-Hydroxy-LTB, und weiter zu 20-Carboxy-LTB,
abgebaut.

LTC, wird voneiner Transpeptidase zu LTD,, dieses wiederum von einer Dipeptidase
zu LTE, metabolisiert. LTC,, D4 und E,4 bilden die Gruppe der Cysteinylleukotriene, die z.B. an
den Atemwegen stark vasokorstriktorisch, lronchokorstriktorisch und lypersekretorisch wirken
(10).

In PMN Uberwiegt der Metabadli smus von Aradhidonséure Uber die 5-Lipoxygenase (11).
5-Lipoxygenase kann duch einen intrazellularen Anstieg freien Calciums aktiviert werden,
welches eine Translokation des Enzyms vom Cytosol an die Zellmembran bewirkt (12). Nad

der Aktivierung der 5-Lipoxygenase kann de Menge der gebil deten Leukatriene durch ein
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exogen: ) «— endogen:
Lipidinfusion 0 Membranphospholipide

HPETEs

5,6-DIHETE  gpontan HETEs
6-trans-LTB,

6-trans-12-epi-LTB,

enzymatisch

OH-LTB, LTD,
COOQOH-LTB, LTE,

Abbildung 1: Metabolismus der Arachidonsaure durch 5-Lipoxygenase. Dargestellt
sind die Entstehung des zentralen Produktes LTA, sowie dessen enzymatischer
Abbau zu LTB4 und den Cysteinylleukotrienen LTC,4, LTD4 und LTE,4, aul3erdem der
spontane Zerfall von LTA, zu den sterecisomeren Paaren 5,6-DIHETE und 6-trans (-

12-epi)-LTBa.
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erhbhtes Angebot an Substrat (freie Fettsaure) um ein Vielfadhes gesteigert werden (13).

Eine Ubersicht des Arachidonsiuremetaboli smus zeigt Abbildung 1.

1.5. Interaktion von PMN und EC unter inflammatorischen Bedin-

gung en: Koop erative Eicosanoidsynthese

Unter inflammatorischen Bedingungen kann das Zusammenspiel zwischen PMN und EC
nadhaltig gestort werden, var allem durch de Produktiion vonExotoxin oder die Freisetzung
von Endaoxin aus Bakterien. Endaoxin wirkt dabei als "Primer" von PMN und EC, der sie
durch erhbhte Expresson von Adhasionsmolekilen und eine Erhdhurg des Destruktions-
potentials der PMN empfénglicher madt fir einen spéteren zweiten Stimulus (14). Dieser
Stimulus kann z.B. durch Exotoxin entstehen, das an den PMN al's Porenbildner fiir Ca®* wirkt,
somit einen sofortigen Cacium-Influx bewirkt und de geregelte Signatransduktion tber Second
Messenger kurzschliefdt (15). Dies fuhrt zur Degranulation undFreisetzung der Proteasen des
PMN noch in der Kapillarstrombahn mit der Folge schwerer |okaer Gewebsdestruktion (16). Die
Stimulation des PMN bewirkt dartiberhinaus eine erhthte Produktion von Lipidmediatoren, die
ihrersaits dimulierend auf den PMN enwirken, so dal3 es zu ener Uberschielfenden
Immunantwort kommt In Untersuchungen an kainkubierten PMN und EC konrnte aul}erdem
gezeigt werden, dal3 Leukatriene, ebenso wie PAF, eine vermehrte Expresson von Adhdsions-
molekulen (Integrine undICAMS) bewirken, wahrend 15HETE diese Wirkung inhibiert (17).

Die Synthese der Leukotriene geschieht dabei kooperativ zwischen PMN und EC: PMN
synthetisieren aus Arachidonséure, die ihnen von Endothelzdlen gdliefert wird, LTA4. LTA4 wird
zum einen von PMN zu LTB, weiterverarbeitet, zum anderen an de EC zuriickgegeben urd dort

ZULTCy, LTD4 undLTE, metabdlisiert (18,19,20). Beide Zelltypen ergénzen sich
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Abbildung 2: Das Konzept der kooperativen Eicosanoidsynthese. Aus
Arachidonsaure (AA), das aus den Phospholipidpools der Endothelzelle (EC)
freigesetzt wird, synthetisiert der PMN LTA,. Dieses kann entweder im PMN zu
LTB4 metabolisiert, oder an die Endothelzelle zuriickgegeben und dort zu den

Cysteinylleukotrienen verarbeitet werden.
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durch gegenseitige Bereitstellung der notwendigen Substrate und duch ihre komplementére
Enzymausgattung, ein Medanismus, der vermutlich der Feinabstimmung der Immunantwort
dient (Abb. 2). Durch de Kogperation von PMN und Endothel zellen wird die Leukotriensynthese
gesteigert und dis resultierende Leukatrienprofil moddiert im Sinne @nes Anstiegs der

Cysteinyll eukatriene undeines Abfall s des prodwzierten SHETE (21).

1.6. Eicosapentaensaure als alternatives Substrat der Lipoxygenase

Vor dem Hintergrund der proinflammeatorischen Wirkung der Metabdlite der Arachidon
sdure hat der Einsatz von aternativen Fettsauren, insbesondere der in Fischdlen enthaltenen
Ei cosapentaensiure (EPA), das wissenschaftliche Interesse aregt. Ausgehend von Untersuchung-
en an Bevdlkerungsgruppen, de sich hauptsadlich vonTiefsedisch erndhren, konrte gezeigt
werden, dal’ Fischdle antii nflammatorische Wirksamkeit besitzen (22, 23). Inzwischen wurden
zahlreiche klinische Studien und experimentelle Untersuchungen durchgefihrt, die sich mit der
Wirkung der aus Fischdlen gewonrenen freien Fettsduren beschaftigen.

Ei cosapentaensiure kann als natiirlich varkommendes Aquivalent zu Arachidornsaure
angesehen werden: sie besitzt wie die Arachidonsdure e@ne Kohlenstoffkette ais 20 Atomen,
verflgt jedoch Uber eine flnfte Doppelbindurg, die 3 C-Atome vom Methylende entfernt ist
(C20:5:3), undwird daher al's w-3-Fettsaure bezeichnet. Eicosapentaensaure wird wie Aracdhi-
dorsdure von Cyclooxygenasen und Lipoxygenasen metabadisiert, dabei entstehen entsprechende
Metabalite (Abb. 3, dieinihrer inflammatorischen Potenz aber weit unter der der Metabadlite
der Arachidorséure bleiben (24, 25). Da EPA im Vergleich zu Arachidonséure das bevorzugte
Substrat der Lipoxygenaseist (26), kann eine Anreicherung der Didt mit EPA positi ve Eff ekte
auf zahlreiche inflammatori sche Erkrankungen haben. Dies gilt insbesondere fir die parenterale

Zufuhr, denn auf diesem Weg lassen sich die Hirde der enteralen Aufnahme und der Einbau der
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EPA

HPEPEs

5,6-DiIHEPEs
6-trans-LTB,
6-trans-12-epi-LTB,

HEPEs

spontan

enzymatisch

OH-LTB, LTD.
COOH-LTB, LTE,

Abbildung 3: Metabolismus der Eicosapentaensaure durch 5-
Lipoxygenase. In Analogie zum Metabolismus der Arachidonséure
entsteht zunachst LTAs, welches enzymatisch zu LTBs und den
Cysteinylleukotrienen LTCs, LTDs und LTEs5 verarbeitet wird, bzw. spontan
in die stereoisomeren Paare 5,6-DIHEPE und 6-trans(-12-epi)-LTBs

zerfallt.
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Fettsure in Transportvesikel umgehen, so dal? wesentlich hohere Konzentrationen an freier
Fettsaure fur die Synthese &tiver Metabalite zur Verfligung stehen.

Im einzdnen konnte in klinischen Studien gezeigt werden, dal3 die Zufuhr von «-3-Fett-
sauren den Verlauf chronisch entziindli cher Darmerkrankungen (27), Rheumatoider Arthritiden
(28) und cer Psoriasis (29) positiv beanflufdt. Q-3-Fettséuren haben einen pasiti ven Effekt nach
Nierentransplantation (30) und kénmen den Verlauf der Sepsis verbessern (31).

Im Tierversuch konrten dariber hinaus nach Auslosung akuter inflammatorischer
Vorgange im Lungenkapill arbett ein Benefit in Bezug auf pumonale Hypertension undeine
verringerte Gefal3permeabilit & nachgewiesen werden (32, 33, 34). Ebenfalls am Tiermodell
wurden eine verminderte Graft-versus-Host-Reéktion (35) und \erringerte Zell schaden bei
Herztransplantation festgestellt (36).

Diese Wirkungen beruhen vermutlich ua. auf folgenden Vorgangen:

1) Q-3-Fettsauremetabalite unterdriicken de Freisetzung von TNF-a und IL-1, zwel
Cytokinen mit zentraler Rolle in der Pathogenese inflammatorischer Prozesse (37).

2) Die Metabdlite der w-3-Fettsduren, insbesondere LTBs und PGE; haben geringere
inflammatorische bzw. sogar protektive Potenz, was die diemotaktische und stimulierende
Wirkung auf PMN betrifft (38): Die Zytokin-induzierte Bildung undexpresson des Adhésions-
molekils VCAM-1 an der Zell oberflache von Endahel zellen wird herabgesetzt (39).

3) Q-3-Fettsduren undihre Metabdlite beanflussen de Signaltransduktionin der Zelle
sowohl auf Ebene der Second-Messenger-Bildung als auch auf der Ebene der Gentranskription
(40, 42).

Die Infusionvon Lipidemulsionen fuhrt Uber eine Aktivierung der Lipoproteinlipase aur

Freisetzung freier Fettsduren (5). Diese konnen von den Zdllen direkt metaboli siert werden. Die
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Verwendurg vonw-3-Lipidemulsionen stellt daher eine potente Quelle fur die Zufuhr
freler w-3-Fettsduren dar. Da bei vielen Patienten mit septischen Krankheitsbildern auch de
Notwendigkeit zur parenteralen Erndhrung u.a. mit Lipiden besteht, kann de dternative Gabe
solcher w-3-Lipidemulsionen zu einer Moduation der Immunantwort fiihren (Ubersichten bei

42, 43).

1.7. Fragestellung

Im einzelnen wurden in der vorliegenden Arbeit folgende Fragestell ungen beabeitet:
1) Wird Eicosapentaensaure bei Zufuhr als freie Fettsaure in vitro in den Phaspholi pidpods
der EC gespeichert?
2) Kann Eicosapentaensaure die Immunantwort von PMN auch Uker den Umweg der
Endahelzellen moduieren?
Welche Auswirkungen zeigen sich insbesondere
- auf das entstehende Leukotrienprofil ?
- auf die Degranulationsresktion vonPMN am Beispiel der Elastase?
- auf die Adhérenz von PMN an EC?
- auf die Bildung von Semnd-Messnger-Produken?
3) Lassen sich eventuell e Eff ekte durch Inhibition vonEnzymsystemen verandern?
Welchen Einfluf3 ret am vorliegenden Modell
- die Inhibition der Cyclooxygenase?

- die Inhibition der Phosphdipase A,?

18



2. Materialien und Methoden

2.1. Materialien

2.1.1. Rezepturen der Puffer und Nahrmedien
e Elastase-Mesgpuffer
1,219 Trispuffer (Trometamol)
+5,629g NaCl
+60 ml Aqua Dest.
pH ad 8,3
ad 100ml Aqua Dest.
o Elastase-Substrat
25 mg Chromogenes Substrat S-2484in 7ml DM SO gel6st, 1:4 verdunrt mit Aqua
Dest.
e Elastase-Verdinnumspuffer
1,2ml Eisessg
+60 ml Aqua Dest.
+1 nNaOHad pH 5,5
+0,1g Tween 80
ad 100ml Aqua Dest.
eHanks Balanced Salt Solution (HBSS), Gibco (Karlsruhe, Deutschland)
eHanks/HEPES - Puffer mit Calcium und Magnesium (11):
100mlI HBSS
+900ml Aqua Dest.

+6 g HEPES (=25 mM)
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+1 nNaOH ad pH 7,4
*HBS (HEPES-Buffered Saline)-Puffer (0,9):
500ml Aqua Dest.
+2,383g HEPES
+4 g NaCl
+1 nNaOHad pH 7,6
*HEPES (N-2-Hydroxyethyl piperazine-N‘-2-ethanesulfonic add); MW 238,3 pKa 7,5 e
25°C, Sigma (Deisenhden, Deutschland)
*PBS (Phosphate-Buff ered Sali ne)-Puffer ohne Calcium und Magnesium(1l):
8,0g NaCl
+0,2g KCl
+0,2 g KH,PO,
+1,59 NapHPO,x2 H,0O
ad 1000ml Aqua Dest.
1nNaOH ad pH 7,4
*PBS (Phosphate-Buff ered Saline)-Puffer mit Calcium und Magnesium(1l):
8,0g NaCl
+0,2g Kcl
+0,2 g KH,PO,
+1,59 NapHPO,x2 H,0O
+0,1g MgClx6H,0
ad 1000ml Aqua Dest.
1 nNaOH ad pH 7,4

+10 ml CaCl,-Losung (1,59 CaCl, ad 100ml Aqua Dest.)
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*RPMI 1640Medium, Boehringer (Mannheim, Deutschland)

e Waymouth MB 752/1-Medium, Sigma (Deisenhden, Deutschland)

2.1.2. Reagenzien und Pharmaka

oA 23187free add, Sigma (Deisenhden, Deutschland)

¢ AACOCF;, Calbiochem (La Jolla, USA)

e Acetonitril (CH3CN), gedagnet fur HPLC, Fluka (Bern, Schweiz)

e Ameisensaure (HCOOH), pro analysi, Merck (Darmstadt, Deutschland)

e Ammoniakali sche Losung (NH,OH) 25%, pro analysi, Merck (Darmstadt, Deutschland)

e Ammoniumformiat (NH4FO), aus Ameisensaure und Ammoniakali scher L6sung hergestellt
e Aqua Tridestillata, im Milli-Q Wasseraufbereitungss/stem entionisiert und gefiltert, Milli pore
(Eschbarn, Deutschland)

e Arachidorsaure (al-cis-5, 8, 11, 14Eicosatetraen-Saure; C20:4:6), Calbiochem (La Joll a,
USA)

e Aspisol (D,L-Lysin-mono-aceylsalicylat/Glycin), Bayer (Leverkusen, Deutschland)

eBorax (Phosphoglycerolinasitol), Sigma (Deisenhden, Deutschland)

e Chromogenes Substrat S-2484 (L-Pyroglutamyl-L-Propyl-L-Vaine-P-Nitroanili de), Chromo-
genix (MéIndal, Schweden)

e Diethylether (C,Hs-O-C;Hs), Merck (Darmstadt, Deutschland)

¢DM SO (Dimethylsulfoxid), Sigma (Deisenhden, Deutschland)

*EDTA Nax2H,0 (Ethylendiamintetraessgsaure-Dinatrium-Dihydrat), Merck (Darmstadit,
Deutschland)

e Eicosapentaensaure (al-cis-5, 8, 11, 14, 1-Eicosapentaen-Saure; C20:5:3), Calbiochem (La

Jolla, USA)
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eEisesdg, Merck (Darmstadt, Deutschland)

e Ficoll-Paque, Pharmada Biotech (Uppsala, Schweden)

¢ FMLP (N-Formyl-Methionyl-Leucyl-Phenylalanin), Sigma (Deisenhden, Deutschland)
o[*"In]-Chlorid, Amersham Buchler (Braunschweig, Deutschland)

e|sopropand (CH3CHOHCHj3), gedagnet fur HPLC, Fluka (Bern, Schweiz)

eLiquemin 25.000:5000 IE/ml (Na-Heparin), Hoffman La Roche (Grenzach-Wyhlen, Deutsch-
land)

eLithiumchlorid, Merck (Darmstadt, Deutschland)

eMethand (CH,OH) destilli ert in Glas, geagnet fur HPLC, Burdick & Jadson Lab. Inc.;
Vertrieb duch Fluka (Bern, Schweiz)

eMyoinasitol, Sigma (Deisenhden, Deutschland)

¢ Myo-[*H]-Inasitol, Amersham Buchler (Braunschweig, Deutschland)

*NaCl 0,9%, Braun (Melsungen, Deutschland)

*NaOH, Roth (Karlsruhe, Deutschland)

e Polyvinylalkohd 72000,Merck Schuchard (Hohenbrunn, Deutschland)

e Salzsaure 32%, Merck (Darmstadt, Deutschland)

o Stickstoff 4.0, Messer Griesheim (Krefeld, Deutschland)

e TNF-a, Couter-Immunaed (Hamburg, Deutschland)

e Trichloressgsaure, Merck (Darmstadt, Deutschland)

e Triethylamin, Sigma (Deisenhdfen, Deutschland)

e Trispuffer (Trometamol), Sigma (Deisenhden, Deutschland)

e Triton-X (t-Octylphenoxypadyethoxyethanal), Sigma (Deisenhden, Deutschland)

e Tropdone (2-Hydroxy-2,4,6 Cycloheptatrienore), Sigma (Deisenhdfen, Deutschland)

o Tween 80 (Polyoxyethylensorbitmonoded), Sigma (Deisenhden, Deutschland)
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2.1.3. Authentische Standards

¢ TB,, Sigma (Deisenhden, Deutschland)

oL TC,, Sigma (Deisenhden, Deutschland)

oL TD,4, Sigma (Deisenhdfen, Deutschland)

oL TE,, Sigma (Deisenhden, Deutschland)
¢5-HETE, Sigma (Deisenhden, Deutschland)
¢12-HETE, Sigma (Deisenhden, Deutschland)
¢15-HETE, Sigma (Deisenhden, Deutschland)
¢ TBs, Sigma (Deisenhden, Deutschland)

oL TCs, Sigma (Deisenhden, Deutschland)

¢ TDs, Sigma (Deisenhdfen, Deutschland)

oL TEs, Sigma (Deisenhden, Deutschland)
¢5-HEPE, Sigma (Deisenhden, Deutschland)
¢ 12-HEPE, Sigma (Deisenhadfen, Deutschland)

¢ 15-HEPE, Sigma (Deisenhden, Deutschland)

2.1.4. Sonstige Materialien

e Dowex-1 Anionenaustauscherharz-Saulen, Sigma (Deisenhdfen, Deutschland)

o Festphasen-V orsaulen ChromabondC18ec Varian (Frankfurt/Main, Deutschland)
eHPLC- Saule, Shandon(Frankfurt/Main, Deutschland)

e Octadeqylsilyl (ODS)-Hypersil (3 uM), Maderey-Nagel (Duren, Deutschland)

¢ Szintill ator Rotiszint Eco Plus, Roth (Karlsruhe, Deutschland)

o Zelkulturplatten, 12Well und 24Well, Costar (Cambridge, USA)

e Zentrifugenrohrchen 14 ml und 50 ml, Polypropylen, Falcon, tber Becton Dickinson (Meylan
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Cedex, Frankreich)

2.1.5. Gerate

e Absorbance Detedor Spedroflow 773,Kratos, tber BAl (Welterstadt, Deutschland)
e Beta-Szintill ationscourter 1900TR, Canberra Padkard (Dreieich, Deutschland)

¢ CO,-Inkubeator IR 1500,Flow Laboratories (Medkenheim, Deutschland)

o Flow-Arbeitsbank, Flow Laboratories (Medkenheim, Deutschland)

e Gamma-Courter Cobra Auto-Gamma, Canberra Padkard (Dreieich, Deutschland)
eHigh Precision Pump Modell 300 C (Gradientenpumpe), Gynkothek (M iinchen, Deutschland)
eIntegrator C-R3A, Gynkothek (M lnchen, Deutschland)

eMikroskop IMT-2, Olympus Opticd Co.(Hamburg, Deutschland)

o Pipetten, Eppendaf-Netheler-Hinz (Hamburg, Deutschland)

ePH-Meter Delta 320, Mettler Toledo (Gief3en, Deutschland)

ePhotodiode Array Detedor Model 990, Waters (Eschbarn, Deutschland)

e Photometer Uvikon 860,Kontron Instruments (Zurich, Schweiz)

e Prézisionsgritze 50 pl, Hamilton (Darmstadt, Deutschland)

e Probenaufgabeventil Modell 7125,Rheodyne, tiber Latek (Eppelheim, Deutschland)
oV orsaulenkammer, Macherey-Nagel (Duren, Deutschland)

eWaagge PB 303 undH 20T, Mettler Toledo (Gief3en, Deutschland)

e Was=eraufbereitungsaniage Milli Q, Milli pore (Eschbarn, Deutschland)

o Zentrifuge RPC Rotanta, Hettich (Tuttlingen, Deutschland)
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2.2. Methoden

2.2.1. Isolation humaner Granulozyten

Die Isolation humaner Polymorphkerniger Granulozyten (PMN) erfolgte unter sterilen
Arbeitsbedingungen mit Hil fe enes Ficoll-Paque Gradienten nach der Methode von Boyum (44).
Das Prinzip der Trennurg einzelner Zelltypen durch einen Dichtegradienten beruht auf deren
unterschiedli chen Sedation duch den Gradienten bei der Zentrifugation: Wahrend Monazyten
und Lymphozyten sich in der oberen Schicht des Gradienten sammeln, wandern Erythrozyten und
Granulozyten aufgrundihrer héheren Dichte durch ihn hindurch.

Bei freiwilli gen Spendern wurde aus der Cubitalvene Blut entnommen undim Verhaltnis
1:2 mit PBS-Puffer (ohne Calcium und Magnesium) verdiinrt. Das verdinrte Blut wurde auf
Ficoll -Paque-Gradienten aufgeschichtet und kei 350 x g 35 Minuten lang zentrifugiert. An-
schli ef¥end wurden die oberen Phasen (Serum, MononuKe&e Zell en, Ficoll -Gradient) abgenom-
men und \erworfen. Die unterste Phase, bestehend aus Erythrozyten undGranulozyten wurde
im Verhdtnis 1:3 verduinrt mit Polyvinylalkohd (PVA) und gu durchmischt. Nadh 15Minuten
Sedimentationszeit fur die Erythrozyten wurde wiederum die obere Phase (PVA und PMN)
abgenommen undin ein neues Gefal3 gegeben, de sedimentierten Erythrozyten wurden verwor-
fen. Nach anschlief3ender Zentrifugation bei 250 x g fur 10 Minuten und absaugen des
PVA-Uberstandes verblieb ein granulozytenreiches Pellet. Es folgte die hypotone Lyse der
restlichen Erythrozyten mit eisgekuhitem Aqua Dest. fur 20 Sekunden. Der Ansatz wurde
wiederum bel 250 x g fur 10 Minuten bei 4°C zentrifugiert, das Erythrozyten-freie PMN-Pell et
in PBS-Puffer (ohne Calcium und Magnesium) resuspendiert. Jetzt konrte die Zahl der PMN
lichtmikroskopisch in der Neubauer-Zéhlkammer bei 400facher Vergrof3erung bestimmt werden.
Nad erneuter Zentrifugation (250x g, 10 Minuten) wurden de PMN in RPMI 1640Medium

gegeben und ca 30 Minuten im CO,-Inkubator aufbewahrt. Zum Einsatz im Versuch wurden die
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PMN erneut zentrifugiert undanschlief3end in 600ul Hanks/HEPES- Puffer (mit Calcium und
Magnesium) je 10 Mio. Zellen aufgenommen.

Die Reinheit der isolierten Granulozyten wurde in regelmal3igen Absténden duch
manuell durchgefihrte Differentialblutbilder kontrolliert. Diese ergaben einen PMN-Anteil von

ca 97%.

2.2.2. Vorbereitung und Inkubation der Endothelzdlen

Die Endahel zell en wurden aus Umbili kalvenen nach der Methode von Jaffe & al. (45)
isoliert und als Monolayer auf 12- bzw. 24-Well Zell kulturplatten angeziichtet. Die Mondayer
wurden vor Versuchsbeginn mikroskopisch auf gleichmal3iges, dichtes Wadstum und Zelli n-
tegritat gepruft. Anschlie’end wurde der Uberstand des Nahrmediums (Waymouth-Medium)
abgesaugt und deZdlen 2ma mit je 1 ml Hanks/HEPES-Puffer pro Well gewaschen. Pro Well
wurde 1 ml Hanks/HEPES-Puffer vorgelegt und de Zellen - je nach Versuchsansatz - wahlweise
mit freier Arachidonsdure oder Eicosapentaensaure in verschiedenen Konzentrationen beschickt.
Die Fitterung mit freler Fettsaure afolgte 4 mal in 2 Stunden (Zeitpunke 0, 30, 60, 90). Die
Zellen wurden wahrend deser Zeit im Wasserbad bel 37°C aufbewahrt. Danadh wurde der
Uberstand abgesaugt und de Zellen erneut 2 mal mit je 1ml Hanks/HEPES-Puffer pro Well

gewaschen. Danadh wurden 850pl Hanks/HEPES-Puffer pro Well vorgel egt.

2.2.3. Versuchsprotokoll
Je Well wurden 150 pl der PMN-Suspension hinzugefugt, was einer PMN-K onzentration
von 2,5Mio. Zellen pro Well entspricht. Der Ansatz wurde im Wasserbad bei 37°C zunadst fir

15 aufbewahrt, um eine Sedimentation der PMN auf die Endahelzell schicht zu ermdgli chen.
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Anschlieflend wurde mit 1 pM A 23187 po Well stimuliert und cer Versuchsansatz nach 15
durch Kiihlung der Platten auf Eis abgestoppt. Die Uberstande der Wells wurden abpipettiert und
in Eppendafcups gegeben, es folgte ene Zentrifugation kel 10000U/min fir 3 Minuten, um
Zell liberreste zu beseitigen. Vom Uberstand wurden 100l fiir die Messung der Elastaseektivitat

abgenommen, die restlichen 900ul wurden fir die weiteren Messungen bei -20° C aufbewahrt.

2.2.4. Inhibition der Cyclooxygenase und der Phospholipase A,

Die Inhibition der Cyclooxygenase wurde mit Acetysali cylsaure (Aspisol®) vorgenom-
men. Diese wurde in einer Konzentration van 250 uM wahlweise gleichzeitig mit der Zugabe der
PMN oder vor der Fettsdureinkubetion zu den HUVECs gegeben, was einer Einwirkzeit der
Acaylsalicylsdure von 30 lzw. 150Minuten entspricht.

Die Hemmung der Phosphdipase A, wurde mit AACOCF; durchgefiihrt, das durch
direkte Bindurg an das Enzym seine inhibitorische Wirkung entfaltet (46). Zur Inhibition der
Endothel zd I phospholipase A, wurde AACOCF; in einer Konzentration von 100 uM nach dem
Waschen der HUVECs und nah var der Zugabe der freien Fettsaure auf die Well s gegeben. Die

weitere Vorgehensweise entspradh der oben beschriebenen Versuchsdurchfiihrung.

2.2.5. Mesaung der Elastaseaktivitét

Zur quantitativen Erfassung der Degranulationsregktion der Granulozyten wurde die
Aktivitét der Elastase, eines proteolytischen Enzyms, im Zell Giberstand gemessen. Die Enzym-
aktivitét wurde photometrisch bei 405 nm Well enldnge bestimmt (Methode nach Kramps, 47).
Mef3zelle und Reagenzien wurden auf 37°C temperiert. Zur Messung wurden 100pl Probenvalu-

men mit 100ul Verdinnurgspuffer undje 200ul Mef3puffer und chromogenes Substrat S-2484
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in der Kuvette gut durchmischt. Nach 60 Sekunden Inkubationszeit im Photometer wurde anhand

von 20Mesaungen der Extinktionszunahme Uber 3 Minuten die Enzymkinetik bestimmit.

2.2.6. Analytik der Lipoxygenaseprodukte
Die quantitative Erfassung der Lipoxygenaseprodukte efolgte mittels High-Performance

Liquid Chromatography. Die entsprechende Methodk wurde dabliert von Kisset al. (48).

2.2.6.1 Festphasenextraktion

Die Festphasenextraktion erfolgte mit Chromabond C18ecVorsdulen (100mg ODS, 1
ml Probenvolumen), die auf einer Vakuumkammer installi ert wurden. Die Vorséulen wurden
zunadhst kondtioniert mit Losung A (s. Tabelle 1). Nadh zweimali gem Waschen der Saulen mit
Aqua Tridestill ata afolgte die Aquili bration mit Losung B. Die Proben wurden in 1 ml der
HPLC-Phase ausfgenommen und de vorbereiteten Vorsdulen damit beschickt. Es folgten
Reinigungs<chritte mit Losung B (4x 1 ml) und Sptlung mit Aqua Tridestill ata (3x 1 ml), um
eventuelle Verunreinigungen in den Proben zu besaitigen. Anschlie3end wurden de Eicosanaide
mit 1 ml der Lésung A eluiert. Das Eluat wurde in Spitzbodenvials aufgefangen, zum Trocknen
mit Stickstoff abgeblasen urd bei -20°C gelagert. Zum Aufspritzen wurden die Proben in 50pl

HPL C-Phase aifgenommen, davonwurden 20ul aufgespritzt.

2.2.6.2 Reversed-Phase HPLC

Als mobil e Phase wurde @ne Acetonitril-Methanol-Wasser-L 6sung verwendet (s. Tabelle
1), die vor der Verwendurg durch eine Teflonmembran filtriert undim Ultraschall bad entgast
wurde. Bel der Herstellung der mobilen Phase kamen ausschliefdich Reagenzien in
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,HPLC-Qualitét" zur Anwendury. Alsfeste Phase diente @éne mit 3 um ODS-Hypersil gepadkte
Saule (Lange 25 cm, Innendurchmesser 4,6 mm). Diese wurde zunéchst konditioniert mit Aqua
Tridestillata (1 h) und 1mM EDTA Na&; in Methanol:Wasser (10:90) (2 h). Anschlief3end erfolgte
die Aquili bration des Systems mit HPL C-Phase.

Nach Aufspritzen der Proben erfolgte die Messung kel 270 nm Well enlange fur Leuko-
triene (15 Minuten), anschlief3end kel 237 rm fur HETEs und HEPES. Die Flow-Rate betrug 1
ml/h. Zusétzlich wurden de Eicosanoide mit einem Photodioden Array identifiziert, der die
Mesaung des vollen UV-Spektrums erlaubte (190-340 nm). Eine Koelution mit eventuellen

Verunreinigungen konrte auf diese Weise ausgeschlossen werden.

Reagentien Losung A Losung B Mobil e Phase
Aqua Tridest. 5,0 83,0 38,0
Methanad 95,0 8,0
Isopropand 9,0
Ameisensaure 0,002 1,7 0,001
Triethylamin 6,3
Acetonitril 54,0
pH 4,5 5,0 4,38

Tabdle 1. Zusammensetzung der Losungen fir die Reversed Phase HPLC.

Angaben in Volumenprozent.

Zur Ermittlung der Remvery der einzelnen Eicosanoide mit dem verwendeten

HPL C-System wurden authentische Standards in urterschiedlichen Konzentrationen aufgespritzt.

Die Ergebnisse zeigt Tabelle 2.
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Standard Rewvery (% +/- SEM)
6t-LTB, + 6t,12e-LTB, 92,0+ 3,1
LTB, 90,8+ 1,4
S5-HETE 719+ 4,1
6t-LTBs + 6t,12e-L TBs 86,4+ 1,9
LTBs 87,8+ 2,8
5-HEPE 76,1+ 3,6

Tabelle 2: Recovery-Daten aus 6 unabhangigen Versuchen. Angaben in Pro-

zent.

2.2.7. Mesaungder Adharenz

Die Messaung der Adhérenz von PMN auf HUV ECs erfol gte mittels radioaktiver Markie-
rung der PMN mit [**in]-Tropdonat nach der Methode von Danpure, Osman undBrady (49).

Zur Herstellung des Indium-Tropdonat-Komplexes wurde [**Y]In-Chlorid der Firma
Amersham zunéchst in 004 M Salzsdure verdiinnt auf eine Konzentration von 4uCi/ml. Diese
Ldsung wurde im Verhaltnis 1:10 mit Tropdone gemischt und 15Minuten im Wasserbad bel
37°C aufbewahrt.

Dielsolation der PMN erfolgte wie oben beschrieben. 70Mio. PMN wurden anschlie-
Rend in 3ml HBS-Puffer suspendiert und 300 pl des Indium-Tropol onat-Komplexes zugegeben.
Diese Suspension wurde weitere 15 Minuten im Wasserbad bei 37°C inkubiert. Es folgten 2
Waschschritte mit HBS-Puffer in der Zentrifuge (300x g fir 5 Min.).

Die radioaktiv markierten PMN wurden auf HUVECs gegeben (Zell zahl 2,5Mio. pro
Weéll), die vorher mit 1 ng TNF-a pro Well fur 2 Stunden inkuliert worden waren. Nad 15
Minuten Sedimentationszeit wurde mit 0,1 uM FMLP pro Well fir 15 Minuten stimuliert. Der

Ansatz wurde aif Eis abgestoppt und de Uberstande abpipettiert. Zusétzlich wurden de auf den
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Well s verbli ebenen Zellen mit 0,5%igem Triton-X lysiert und mit einem Cell-Scraper aus den
Wells entfernt. Die Aktivitét sowohl im Probeniberstand, als auch in den lysierten Zellen wurde
im Gamma-Counter ermittelt, so dal3, ausgehend von ar Gesamtaktivitdt des Ansatzes, der

Prozentsatz der auf den HUV ECs adharenten PMN errechnet werden konrie.

2.2.8. Analytik der Inositolphosphate

Phosphatidylinositole sind Bestandteile der Zellmembran. Sie dienen als "Seoond
Messnger”, die Signae im Zélinneren weiterleiten, de an der Zellmembran, z.B. duch
Rezeptorbindung vorHormonen, entstehen. Dabel wird Phosphatidyl bisphosphat der Zellmem-
bran zu Inasitoltrisphosphat (1Ps) hydrolysiert. Die Freisetzung der Inositol phosphate ist streng

an de Aktivitédt der Phosphdipase C gebunaen.

2.2.8.1.Prinzip der Methode

Die Mesaung der IPs-Freisetzung erfolgte nach der Methode von Berridge & al. (50).
Dazu wurden zunadhst die Incsitolphasphate der PMN mit [°H]-beladenem Incsitol markiert.
Durch Stimulation der Zellen wurde die IPs-Freisetzunginitiiert. DalP; normalerweise bis zum
Inositol schrittweise dephaspharyliert wird, wurde das letzte Enzym dieser Abbausequenz, die
|P;-Phosphatase mit Lithium-lonen gehemmt Auf diese Weise konrte ane Akkumulation der
Inositolphaosphate im Cytoplasma ereicht werden. Nadh Lyse der Zellmembranen wurde die
Lipidfraktion mit denin der Zellmembran verbli ebenen Phosphatidylinositolen abgetrennt und
die Menge der freigesetzten Inasitolphosphate in der wasgigen Phase des Cytoplasmas quantita-

tiv erfaldt (IP,= |P+ Py+IPy).

2.2.8.2 Versuchsablauf
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70 Mio. der Granulozyten wurden nach der Isolation in 700l RPMI 1640Medium
suspendiert. Nach Zugabe von 50pl [*H]-Incsitol (entsprechend 50uCi) wurde der Ansatz fiir
eine Stunde im CO; -Inkubator aufbewahrt. Anschlief3end wurde das nicht von den Granulozyten
inkorporierte [*H]-Inositol in 3 Zentrifugationsschritten mit PBS-Puffer ohne Calcium und
Magnesium (je 5 Min. bel 250x g) abgewaschen. Die so varbehandelten PMN wurden in 600
pl PBS-Puffer mit Calcium und Magnesium pro 10 Mio. Zellen aufgenommen undje 150 pl
dieser Suspension auf jedes Well gegeben. Zusétzlich wurde dem Ansatz 10 mM Lithiumchlorid
zugefugt. Nadh 15Minuten Inkubeationszeit erfolgte die Stimulation mit 10 uM FMLP. Abge-
stoppt wurde die Reaktion mit je 1ml 15%iger Trichloressigséure in einer Zeitreihe, ndmlich nech
30 Sekunden, 1, 3, 5und 10 Minuten. Der Probentiberstand wurde ddgenommen und bei 10000
u/min for 3 Minuten zentrifugiert. Anschlie?end wurden de Proben zur Abtrennurg der
Lipidphase 3 ma mit je 2 ml Diethylether ausgeschiittelt.

Die Extraktion der Inositolphosphate efolgte mit  Hilfe der  lonen-
austausch-Chromatographie. Dazu wurden de mit Dowex-lonenaustauscherharz gepadcten
Chromatographiesaulen zunadst mit je 4 ml Ammoniumformiat kondtioniert undmit je 5 ml
Aqua Dest. gewaschen. Nach Zugabe der Proben erfolgten Auswasch- und Reinigungs<chritte
mit je 3 ml Myoinasitol undje 5 ml Borax. Nun wurde mit je 4 ml Ammoniumformiat el uiert.
Die Proben wurden im Verhaltnis 1:5 mit Szintill ator durchmischt. Nadh 2 Std. Ruhezeit fur den

Szintill ator wurde die Aktivitdt der Proben im 3-Courter gemessen.

2.2.9. Statistik
Alle Daten sind als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes (SEM) angegeben. Die
statistische Signifikanz der Daten wurde mit dem gepaaten T-Test fir normal verteilt e Proben

ermittelt. Werte von p< 0,05wurden als sgnifikant angesehen.
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3. Ergebnisse

3.1. Einflul® der Vorinkubation von Endothelzellen mit Eicosapenta-
ensaure versus Arachidonsaure auf die Immunantwort koinku-

bierter PMN

3.1.1. Degranulationsreaktion

Dieim ZelUberstand gemessene Elastase&ktivitét von A 23187-stimulierten PMN allein
lag bel 1,4 + 0,1 U/I. Durch Koinkubation von PMN mit HUVECs gieg die Aktivitét der Elastase
auf 6,1 + 0,6 U/I. Die zusétzli che vorherige Zufuhr von freier Arachidonsaure bewirkte enen
weiteren Anstieg der Elastasesktivitéat um maximal 18% auf 7,2 + 0,5 U/l. Der maximale Anstieg
ergab sich bei Inkubation der Endathel zell en mit 1 umol/l Arachidorsaure. Im Gegensatz dazu
konrte die Aktivitdt der Elastase durch vorherige Inkubetion der Endahelzellen mit
Eicosapentaensaure um maximal 15% auf 5,3 + 0,5 U/l gesenkt werden, verglichen mit der
Koinkubetion ohre Fettsaurezufuhr. Dabei war der maximale Effekt ab einer Zufuhr von
mindestens 5 pumol/l Eicosapentaensaure zu beobadhten. Verglichen mit den Werten bei Inkulbe-
tion mit Arachidonsaure war die Elastaseaktivitét bei Inkubation mit Eicosapentaensaure bis zu
31% niedriger. Der Unterschied der Daten war signifikant (p<0,05) fur die Versuche mit 1 bzw.
5 pumol/l freier Fettsaure (Abb. 4). Das Gesamtniveau der Elastasedegranulation dfferierte dabei
zum Tell zwischen den einzelnen Versuchsreihen, die Werte der EPA-Ansdize lagen jedoch stets

niedriger s die der AA-Ansétze innerhalb eines Versuches.
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3.1.2. Produktion von Lipoxygenasemetaboliten

Dieim Zell iberstand gemessene Freisetzung von LTB, durch PMN ohrne HUVECs lag
bei 42,2+ 5 nmol/l. Nur unwesentlich steigern liefd sich de LTB4-Produltion duch alleinige
Koinkubation mit HUV ECs ohne Zufuhr freier Fettsauren. Dagegen stieg de LTB,-Freisetzung
in Versuchen mit vorheriger Zufuhr freier Arachidonsaure um max. 36% auf 58,5 + 2,7 nmol/|
an, bai Zufuhr von freier Eicosapentaensaure war jedoch nur ein geringfuigiger Anstieg um max.
12% auf 47,2+ 2,2nmol/l zu messen. (Abb. 5. Die LTBs-Aushittung nadh Inkubetion mit
EPA war ab einer Konzentration von 1 umol/ signifikant niedriger al's nach Inkubetion mit AA
(p<0,05, die maximale Differenz zawischen AA - und EPA-Werten lag bei 11,3 rmol/l.

Ein @hnlicher Effekt konrte bei der Mesaung von 5HETE beobadhtet werden. Hier lag
der maximale Anstieg unter Zufuhr von AA sogar bei max. 8 gegenuber Versuchen ohre
Fettsaure, wahrend urter EPA-Gabe nur ein Anstieg um max. 3% auftrat. Ein signifikanter
Eff ekt konrte bei einer Konzentration von 5umol/l freier Fettsdure gezeigt werden (Abb. 6.

Im Gegensatz daau lag die Menge an nichtenzymatischen Zerfallsprodukten des LTA 4 bei
Vorinkubation mit AA und EPA auf gleichem Niveau. Lediglich gegentiber Versuchen ohre
Zufuhr freler Fettsdure liefd sich eine Steigerung der Zerfallsprodukte auf maximal fast die
doppelte Menge messen. Dabei war ein lineaer Anstieg der Zerfall sprodukte mit steigenden
Konzentrationen zugefuhrter freier Fettsdure zu beobadten (Abb. 7).

Parallel zum verminderten Auftreten von Produken der 4er-Reihe eschienen urter
Zufuhr von EPA die 5er-Produkte der Lipoxygenase. Quantitativ lagen desein einem Bereich
von 16% (LTBs) bis 47% (5-HEPE) der Mengen an gemessenen 4er-Produkten. Bei Versuchen

mit AA-Zufuhr waren dagegen keine Ser-Produkte mesdar (Abb. 8.
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3.1.3. Adhéarenzvon PMN an EC

Zum Vergleich der Adhérenz von PMN an HUVECSs, die mit AA, EPA oder nicht mit
freler Fettsaure vorinkulbert worden waren, wurden Versuchsreihen mit steigenden Konzen-
trationen an zugefiihrter freier Fettsdure durchgefthrt. Ohne Stimulation und ohe vorherige
Inkubation mit freier Fettsaure wurden 28 + 4% der PMN adhérent. Dieser Prozentsatz stieg auf
knapp 59 + 6% bel Stimulation mit FMLP. Wurden de HUVECs mit AA vorinkuhbert und
anschlief?end mit FMLP stimuliert, sank de Adhdrenz mit steigender Konzentration freier
Fettsaure leicht ab auf Werte von 57 s 49 + 4%. Auf HUVECs, die mit EPA vorinkubert
worden waren, lag der Antell adhdrenter PMN dagegen his zu 21% niedriger alsin den Versu-
chen mit AA-Inkubation. Dieser Effekt war statistisch signifikant (p<0,05) fur die Versuche mit

0,1, 0,5 und Jumol/I freier Fettsdure (Abb. 9.

3.1.4. Inositolphosphatbildung
Der Einflueiner Vorinkubation vonHUVECs mit AA bzw. EPA auf die Bildung von
Second Messengern in PMN wurde anhand der quantitativen Erfassung der Abbauprodukte von
Inositoltrisphasphat bestimmt. In Versuchen, in denen die EC mit 1 umol/l AA inkubiert wurden,
verzogerte sich der charakteristische friihe Peak der Inasitol phasphatbil dung um etwa ene halbe
Minute und war um 5% hoher alsin den Versuchen, in denen keine freie Fettsure zugefuhrt
wurde (Abb. 10). Im Vergleich dazau verzdgerte sich das Maximum der Inositol phosphatbil dung
in EPA-vorinkuhbierten Versuchen um tber 4 Minuten, ein friher Pe&k war nicht mehr zu
erkennen. Vidmehr zeigten diese Versuche einen verzogerten Anstieg der Inositol phosphate tber

5 Minuten hinweg (Abb. 1J).
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3.2. Auswirkung der selektiven Inhibition zweier Enzyme auf Degra-
nulationsreaktion und Produktion von Lipoxygenasemetaboliten

durch PMN am Inkubationsmodell

3.2.1. Cyclooxygenaseinhibition

Die Hemmung der Cyclooxygenase von PMN und HUVECs mit 250 pmol/I Acetylsali-
cylsdure wurde in zwei Versuchsreihen durchgefiihrt: In einer ersten Reihe wurde die Inhibition
uber 30 Minuten, in einer zweiten Reihe Gber 150 Minuten hinweg durchgeftihrt. Dabei ergaben
sich nu minimal e Eff ekte gegentiber den Versuchsreithen ohre Cyclooxygenaseinhibition. Bel
der Messung der Elastase&ktivitét fiel ein leicht erhohter Wert bel Versuchen ohne Zufuhr freier
Fettsdure auf, ansonsten konrte kein wesentlicher Effekt festgestellt werden (Abb. 19. Die
guantitative Messung der Lipoxygenaseproduke zeigte @ne minimae Anndherung der Werte fur
Versuche mit Arachidorsaure und Eicosapentaensdure sowie Versuche ohre Zufuhr freier
Fettsaure, dies jedoch nu bei Inhibition tlker 150 Minuten. Bei Inhibition Ulker 30 Minuten
konrte kein signifikanter Eff ekt gezeigt werden (Abb. 1315). Auch de Menge und dss Profil
der Ser-Produke in Versuchen mit EPA-Zufuhr blieben in desen Versuchsreihen unleriihrt

(Abb. 1.

3.2.2. Inhibition der Phospholipase A,

Unter Inhibition der Phospholi pase A, der HUVECs mit 100pmol/l AACOCEF; ergab sich
folgendes Bild: Die Elastase&ktivitat sank auf Werte, die 25-40% unter den Werten ohre
Inhibitionlagen (Abb. 17. Die LTB4-Produkion lag ebenfall s zwischen 20 und 40% niedriger

als die Vergleichswerte. Signifikante Unterschiede zwischen AA -, EPA- und Versuchen ohre
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freie Fettsdure waren nicht mehr auszumaden (Abb. 1§.

Die Menge an nichtenzymatischen Zerfallsprodukten und 5-HETE sank um vergleichbare
Werte wie die LTBs-Menge, hier blieben de Differenzen zwischen den verschiedenen
Versuchsreihen aber erhalten: Die Werte der Versuche ohre Zufuhr freier Fettsdure waren
niedriger as die der Versuche mit AA-Zufuhr, aber héher als die der Versuche, in denen EPA
zugefuhrt wurde (Abb. 19, 20). Ser-Produkte bli eben nachwei sbar, ihre Menge sank jedoch auf

65% (LTBs), 27% (6-trans(-12-epi)-LTBs) bzw. 42% (5-HEPE) der Ausgangswerte & (Abb. 21).
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Abbildung 4: Anderung der Elastaseaktivitat im Zelliberstand nach vorheriger
Inkubation der Endothelzellen mit steigenden Konzentrationen freier Arachidonsaure
bzw. Eicosapentaenséaure. Stimulation mit 1 pmol/l A 23187. Alle Daten = SEM, n=8.

P<0,05 fur mit “*” gekennzeichnete Datenpaare.
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Abbildung 5: LTB4-Ausschiittung in den Zelliberstand nach vorheriger Inkubation der
Endothelzellen mit steigenden Konzentrationen freier Arachidonsaure bzw.
Eicosapentaensaure. Stimulation mit 1 pmol/l A 23187. Alle Daten + SEM, n=6. P<0,05

fur mit “*” gekennzeichnete Datenpaare.
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Abbildung 6: Ausschittung von 5-HETE in den Zelliberstand. Stimulation mit 1 pmol/l

A 23187. Alle Daten £ SEM, n=3. P<0,05 fur mit “*" gekennzeichnete Datenpaare.
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Abbildung 7: Ausschittung der LTAs-Zerfallsprodukte (6-trans- und 6-trans, 12-epi-

LTB,) in den Zelluberstand. Stimulation mit 1 pmol/l A 23187. Alle Daten + SEM, n=5.
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Abbildung 8: Synthese von EPA-abgeleiteten Produkten der 5-Lipoxygenase durch
PMN nach vorheriger Inkubation der Endothelzellen mit steigenden Konzentrationen

freier Eicosapentaenséaure. Stimulation mit 1 umol/l A 23187. Alle Daten = SEM, n=4.
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Abbildung 9: Adharenz von PMN an EC nach vorheriger Inkubation der EC mit
steigenden Konzentrationen freier Arachidonsaure bzw. Eicosapentaensaure. Priming
der EC mit TNF-a. Stimulation mit 0,1 pmol/l FMLP. Alle Daten + SEM, n=5 fur AA und

EPA, n=4 ohne FFA. P<0,05 fur mit “*” gekennzeichnete Datenpaare.
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Abbildung 10: Zeitlicher Verlauf der Inositolphosphatbildung von PMN nach vorheriger
Inkubation der EC mit 1 umol/l freier Arachidonsdure bzw. ohne Inkubation mit freier
Fettsaure. Stimulation mit 10 umol/l FMLP. Alle Daten = SEM, n=3 fur AA, n=6 ohne

FFA. Getrennte x-Achsen zur besseren Ubersicht.
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Abbildung 11: Zeitlicher Verlauf der Inositolphosphatbildung von PMN nach vorheriger
Inkubation der EC mit 1 umol/l freier Eicosapentaensdure bzw. ohne Inkubation mit
freier Fetts&ure. Stimulation mit 10 pmol/l FMLP. Alle Daten + SEM, n=5 fur EPA, n=6

ohne FFA.
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Abbildung 12: Auswirkung der Cyclooxygenaseinhibition mit Acetylsalicylsaure (ASA)
auf die Elastaseaktivitat im Zelliberstand. Inhibition tber 30 bzw. 150 Minuten. Daten

+ SEM, n=3.
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Abbildung 13: Auswirkung der Cyclooxygenaseinhibition mit Acetylsalicylsaure (ASA)

auf die Ausschittung von LTB4 in den Zelliberstand. Inhibition Gber 30 bzw. 150

Minuten. Daten + SEM, n=3.
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Abbildung 14: Auswirkung der Cyclooxygenaseinhibition mit Acetylsalicylsaure (ASA)
auf die Ausschuttung von 5-HETE in den Zelliberstand. Inhibition tber 30 bzw. 150

Minuten. Daten £ SEM, n=3.
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Abbildung 15: Auswirkung der Cyclooxygenaseinhibition mit Acetylsalicylsaure (ASA)
auf die Ausschuttung von LTA4-Zerfallsprodukten (6-trans- und 6-trans,12-epi-LTB4) in

den Zelltiberstand. Inhibition tGiber 30 bzw. 150 Minuten. Daten + SEM, n=3.
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Abbildung 16: Auswirkung der Cyclooxygenaseinhibition mit Acetylsalicylsaure (ASA)

auf die Ausschittung EPA-abgeleiteter Produkte der 5-Lipoxygenase in den

Zelliberstand. Inhibition tber 30 bzw. 150 Minuten. Daten + SEM, n=3.
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Abbildung 17: Auswirkung der Phospholipase A.-Inhibition der EC auf die

Elastaseaktivitat im Zelliberstand. Daten = SEM, n=3.
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Abbildung 18: Auswirkung der Phospholipase Ax-Inhibition der EC auf die Ausschiittung

von LTB4 in den Zelliberstand. Daten + SEM, n=3.
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Abbildung 19: Auswirkung der Phospholipase Ax-Inhibition der EC auf die Ausschiittung

von 5-HETE in den Zelliberstand. Daten + SEM, n=3.
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Abbildung 20: Auswirkung der Phospholipase A,-Inhibition der EC auf die Ausschuittung
von LTAs-Zerfallsprodukten (6-trans- und 6-trans, 12-epi-LTB4) in den Zelluberstand.

Daten = SEM, n=3.
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Abbildung 21: Auswirkung der Phospholipase A,-Inhibition der EC auf die Ausschittung
von EPA-abgeleiteten Produkten der 5-Lipoxygenase in den Zelliberstand. Daten *

SEM, n=3.
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4. Diskussion

4.1. Modulation der Immunantwort von PMN durch Eicosapentaen-

saure

4.1.1. Verminderung der Degranulationsreaktion

Die Freisetzung verschiedener proteolytischer Enzyme und Sauerstoffradikale aus
cytoplasmatischen Granulavon PMN spielt eine wichtige Rolle in der gezielten Abwehrreaktion
des Organismus, aber auch in der Entstehung Uberschief3ender Abwehrretionen, de den
Organismus selbst schadigen. Eine zentrale Rolle nimmt in desem Zusammenhang die Elastase
ein (3,51, 52). In den vorliegenden Versuchen konnte gezeigt werden, dal3 de Vorinkubation von
Endahel zell en mit Eicosapentaensaure die Degranulationsregktion von PMN reduziert, wahrend
die vorherige Inkubation mit Arachidonsaure sie ehoht. Diese Beobachtungstimmit Gberein mit
anderen Untersuchurgen: Bates et a. beschreiben eine verminderte Schéadigung von
Endahezell-Mondayern durch PMN, die mit EPA vorbehandelt wurden gegeniiber solchen, de
mit AA gefittert wurden (53). Dieser Effekt ist durch spezifische Elastaseinhibitoren ant-
agonisierbar, also auf eine verminderte Degranulation vonElastase zurtickzufihren.

Die Ursache der verminderten Degranulation wurde bisher nicht ermittelt. Denkbar ist
jedoch, dal3 duch de verminderte Bildung von LTB4 und de damit herabgesetzte autokrine
Stimulation des PMN auch die Degranulationsresktion herabgesetzt wird. Auch die Modulation

der Signaltransduktionin der Zelle durch EPA konrte a@ne Roll e spielen (s.urten).

56



4.1.2. Verandertes Profil der Lipoxygenasemetabolite

DieBildung vonLTB4 und SHETE durch PMN unter Koinkubation mit Endathel zdlen
wird durch de vorherige Inkubation der Endothel zellen mit EPA signifikant gesenkt gegentiber
PMN, die mit AA-vorinkubierten Endothel zdlen koinkubiert werden. Dabei ist hervorzuheben,
dal3 Koinkubetion undStimulation ohre Anwesenheit freier Fettsauren stattfanden; sémtliche
Eff ekte sind also auf eine Aufnahme der Fettsauren in de EC innerhalb der 2 Stunden Inkube-
tionszeit zurtickzufihren. Zwar konnte bisher in zahlreichen Untersuchungen gezeigt werden, dal3
freie EPA die Bildung von LTB, durch PMN herabsetzt und de Bildung von LTBs bewirkt, dies
jedoch entweder bel direkter Zugabe von freier Fettsdure zu isolierten PMN (26, 34 oder nach
langerfristiger oraler Einnahme von EPA-Praparaten duch de Probanden (24, 3§.

Die Tatsache, dal3 de Menge an nichtenzymatischen Zerfalsprodukten desLTA, bel AA-
und EPA-Versuchsreihen etwa gleich war zeigt, dal3 in beiden Fallen LTA, eff ektiv metaboli Sert
wird, und eispielsweise die geringere LTB4-Produkiion in EPA-Versuchen nicht auf einen
vermehrten sportanen Zerfall des LTA,4 zurtickzufiihren ist.

Das Auftreten von Lipoxygenaseprodukten der Ser-Reiheist dartber hinaus ein welterer
Beweis fur die kooperative Eicosanoidsynthese von PMN und EC (18, 19: Das zur Bildung von
LTBs und 5HEPE notwendige Substrat EPA kann den PMN nur von den EC zugefuhrt worden
sein. EC alein wiederum besitzen nicht die notwendige Enzymausdattung, um LTBs oder 5-
HEPE zu synthetisieren.

Es kann also gefolgert werden, dal3 EC sowohl freie AA as auch freie EPA innerhalb von
wenigen Stunden aufnehmen undauf einen Stimulus hin den PMN wieder zur Verfigung stellen
konren. Angesichts der kurzen Inkubetionszeit und der relativ niedrigen Konzentration cer
Fettsduren konrte sogar vermutet werden, dal3 EPA bevorzugt gegeniiber AA von den EC wieder

freigegeben bzw. von den PMN metabolisiert wird, da die Gesamtmenge der von vornherein in
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der Zellmembran gespeicherten AA die Menge der im Versuch zugefuhrten EPA bzw. AA jawelt
Ubersteigt. Dies wirde die Beobadhtung unterstiitzen, dal3 EPA gegeniiber AA das bevorzugte

Substrat der Lipoxygenaseist (26).

4.1.3. Herabgesetzte Adhérenz von PMN an Endothelzdlen

PMN und Endahel zell en treten Gler Adh&sionsmolekiile miteinander in Kontakt. Dieser
Vorgang kann als erster Schritt in der weiteren Abfolge der Abwehrregtion wie auch Uler-
schiefRender inflammatorischer Prozese angesehen werden. Eine Blockade der Adhésions-
moleklle auf EC verhindert die Rekrutierung von PMN und damit die folgende entztindiche
Re&tion (54). Die enge Kooperation vonPMN und EC ist gleichzeitig die Quelle ehdhter
Leukatrienprodultion (55, 56). In den von urs durchgefiihrten Versuchen konrte ane signifi-
kante Abnahme der Adhérenz stimuli erter PMN an solchen EC beobachtet werden, die mit EPA
vorinkubiert worden waren - dies sowohl gegentiber Versuchen mit AA-Vorinkubetion, als auch
gegenuiber Versuchen ohre Zufuhr freier Fettsduren. Dieses Ergebnis 183t sich in Einklang
bringen mit Untersuchungen von Collie-Duguid (57), Weber (58), De Caterina (59) und Hoover
(60). Collie-Duguid, Weber und De Caterinafanden eine eniedrigte Expression von VCAM-1-
Adhasionsmolekilen auf stimulierten EC nach Behandiung mit EPA oder DHA. Hoower et al.
berichten vonerhohter Adhérenz von PMN auf EC durch Behandlung der EC mit LTB,4. Zum
einen scheint also de verminderte Produktion vonLTB, duch PMN, bzw. die dternative
Synthese von LTBs eine Roll e bei der reduzierten Adhérenz an EC in den varliegenden Versu-
chen zu spielen. Zum anderen kdnrte e@ne herabgesetzte Expresson vonAdhasionsmolekilen
durch de Futterung mit EPA einen Erklarungsansatz liefern. Im Widerspruch dazu steht eine
Arbeit von Bates et a. (61), in der eine Steigerung der Adhérenz von PMN durch Fitterung

sowohl mit AA as auch mit EPA oder DHA beobadtet wurde. Jedoch wurden dat Versuche
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nur mit PMN ohne EC durchgefuhrt, die ehohte Adhérenz wurde an Kunststoffwells gemessen
und auf eine ehohte Expresson von CD11b-Rezeptoren auf den PMN zurtickgefuhrt. Ent-
scheidend fur die dfektive Vermittlung der Adhérenz von PMN und EC ist jedoch das Vorhan-
densein karresponderender Adhésionsmolekile auf beiden Zelltypen. Bei unseren Versuchen
wurden aul¥erdem ausschliefdlich de EC diff erentiell mit freien Fettsduren gefittert, nicht aber
die PMN.

Ein weiterer Aspekt in der Frage der verminderten Adhérenz von PMN an EC ist die
Rolle von PAF. PAF ist ein Lipidmediator mit vielféltigen biologischen Wirkungen. Unter
anderem kann er als Vermittler der Adhasion vonPMN und EC angesehen werden: Zimmerman
et a. belegen, dal3 erst durch die Koexpression vonSeledin undPAF auf der Zell oberfladche von
EC nach Stimulation der Ubergang vom Rollen der PMN zu einer festen Adhésion undfolgender
Transmigration der PMN zustandekommt (62, 63). In bisher unver6ff entli chten Untersuchurngen
von Mayer et al. konrte gezeigt werden, dal3 EC-Mondayer, die mit EPA inkubiert wurden,
weniger PAF exprimieren as lche, die mit AA inkubiert wurden. Eine mogliche Ursadhe daflr
wére die Metabdisierung von PAF: PAF unterliegt einem schnellen Ab- und Aufbau durch eine
Deaglierung bzw. Reaglierung, bei der AA an der sn2-Position des Phasphdi pids eingebaut
wird. In Versuchen mit PMN, denen EPA zugefthrt worden war, wurde statt AA tellweise EPA
in den PAF-Preaursor eingebaut (64). Dieser Einbau von EPA erscheint auch fur in EC
vorhandenen PAF-Preaursor moglich. Auf diesem Weg konnte die Funktion vonPAF modui ert
undin der Folge seine Exprimation auf der Zell oberflache herabgesetzt werden.

Neben der Vermittlung der Adhérenz ist PAF auch ein paenter Stimulus fir Chemotaxis
undDegranulation vonPMN (65). Eine durch EPA modui erte Funktion vonPAF kdnrte dso

auch bei der oben beschriebenen reduzierten Degranul ationsresktion der PMN eine Rolle spielen.
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4.1.4. Veranderung der Signaltransduktion

Auf eine Modulation der Signaltransduktion in PMN deuten die Ergebnisse beziglich der
Bildung von Inositolphosphaten (IP) hin. Der Weg der Signal lbermittlung tber Inositol phosphate
wird von vielen Hormonen, Neurotransmittern, Wachstumsfaktoren ué genutzt. Diese &tivieren
Phosphdipase C, die Phosphatidylinasitolbisphosphat zu -trisphosphat hydrolysiert, welches
wiederum einen Ca®*-Einstrom in die Zelle bewirkt und damit zahlreiche Effektormechanismen
in Gang setzt (66, 67). Zu den Folgen gehdren im Falle von PMN u.a Degranulation,
respiratorische Burstregktion undLipidmediatorprodultion. In vorliegenden Versuchen zeigt die
IP-Bildung in PMN, die mit EPA-gefltterten EC inkubiert wurden, einen deutlich verzogerten
Anstieg. Die Verzogerung liegt im Bereich mehrerer Minuten, undder charakteristische friihe
Pea der IP-Bildung ist nicht mehr zu erkennen.

Sperling et a. zeigten einen dhnlichen Effekt beil PMN von Spendern, de 3-10 Wochen
lang eine EPA-reiche Did bekommen hatten (38). Dort wurde die Bildung von Inasitolphcs-
phaten bereits nach 15 Sekunden gestopp. Ergebnis war eine deutlich geringere Produktion van
[P in solchen PMN, die unter dem Einfluld cer EPA-Dié&t gestanden hetten. Dies bestétigt unsere
Ergebniss, die éenfalls eine deutlich geringere IP-Menge zu einem frihen Zeitpunk nac
Stimulation in der EPA-Gruppe zeigen. Sperling fuhrt diese Anderung u.a. auf eine sterische
Inhibition der spezifischen Phasphdipase C durch EPA zurlick.

Dald de Signaltransduktion der PMN moddiert wird, wenn sie mit EC koinkuhiert
werden, de vorher mit EPA inkubiert waren, konrie zum einen an der - oben beschriebenen -
veranderten Exprimation von PAF an der EC-Zell oberfladhe liegen, mit konsekutiver Ver-
anderung der Adhérenzzustande der PMN und verénderter Interaktion der Zellen. Zum anderen
konrte die verminderte LTB4-Synthese und de vermehrte Bildung von EPA-abgeleiteten

Metabditen de autokrine Stimulation (autokriner loop) der PMN beanflussen: Sowohl PAF as
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auch LTB,4 kénren de SecondMessenger-Retion (und damit die Inositol phosphatbil dung)
auslosen bzw. verstérken, was wiederum zu vermehrter LTB4-Produktion durch PMN fuhrt und
die Semnd-Messnger-Produktion erhoht usw. Eine geringere PAF- bzw. LTB4-Produkion
konrte dso auch die Bildung von Seand-Messenger-Produlkien modui eren.

Ein weiteres Feld der Signaltransduktion, auf dem die antiinflammatori sche Wirksamkeit
der Eicosapentaensaure ihren Ursprung haben kdnnte, ist der direkte Angriff am Zellkern: Neuere
Untersuchungen zeigen, B freie Fettsauren an den Peroxisomen Proliferations-Aktivator
Rezeptor a (PPARa) des Zellkerns binden kdnren, der die Expresson von ua. fir den
Lipidmetabadlismus wichtigen Genen steuert (68, 69, 70). Allerdings bedarf es weiterer Untersu-
churgen, um zu erforschen, obEPA auch auf diesem Level einen Einflul3 auf die Signaltrans-

duktion het.

4.2. Bedeutung d er Cyclooxygenase und Phospholipase A, fir die

immunmodulierende Wirkung von EPA am Inkubationsmodell

4.2.1. Bedeutung der Cyclooxygenase

In den durchgefiihrten Versuchen hette die Inhibition der Cyclooxygenase von PMN und
EC keinen signifikanten Einflul® auf die Bildung von Lipoxygenaseproduken und Elastase.
Durch de Hemmung der Cyclooxygenase wird der zweite wichtige Abbauweg der AA (neben
dem Lipoxygenaseweg) gehemmt. Produkte der Cyclooxygenase sind de Thromboxane und
Prostaglandine, die ihrerseits teils proinflammatorische, teils antii nflammatorische Wirkung
bestzen. Ziel der Inhibition war es, mogli che Einfliisse der Cyclooxygenaseprodukte im Hinblick

auf die antiinflammatorische Wirkung der EPA herauszufiltern und de dl einige Auswirkung der
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Lipoxygenaseproduke beurteil en zu kdnren. In friheren Untersuchungen am Tiermodell konrte
gezegt werden, dal3 eine Inhibition der Cyclooxygenase die Wirkung der EPA tellweise aifheben
konrte, so z.B. die herabgesetzte Vasokorstriktion in der pumonalen Strombahn rad
Stimulation (32). Auch wurden - ebenfalls am Tiermodell - hohere Mengen an Leukotrienen
gefunden, was auf eine hohere Menge an verfligbarem Substrat fir die Lipoxygenase
zurtickgef iihrt wurde. Ein solcher Effekt trat in den hier beschriebenen Versuchen nicht auf. Auch
Bates et d. (53) fanden in ihren VVersuchen mit koinkubierten PMN und EC, in denen allerdings
die PMN mit freler Fettsaure behandelt wurden, keinen Eff ekt einer Cyclooxygenasehemmung
in Bezug auf die Elastasefrei setzung. Eine mogdliche Erklarung dafir wéare die Tatsache, dal? zwar
einerseits die verfligbare Substratmenge fir die Lipoxygenase unter Cyclooxygenasehemmung
erhdht ist, andererseits aber auch die zusétzliche Stimulation durch Prostaglandine fehlt, so dal3
beide Effekte sich nvellieren. Jedenfals <sheint die An- oder Abwesenheit der
Cyclooxygenaseprodukte keinen entscheidenden Einflu3auf die antiinflammatorische Wirkung

von EPA gegeniiber AA am vorliegenden Modell zu haben.

4.2.2. Bedeutung der Phospholipase A,

Phosphdipasen spalten Fettsauren aus den Phosphdipidpods der Zellmembranen ab und
sorgen somit fur das Substrat “freie Fettséure”, das Lipoxygenasen zur Bildung von Leukotrienen
bendtigen (71, 72). Eine Hemmung der Phosphdipase A, der EC misde dso zu einer
verminderten Bildung von Leukotrienen durch de PMN fuhren, wenn dese wirklich von den EC
mit Aradhidonséure bzw. Eicosapentaensiure versorgt werden (kooperative Eicosanoi dsynthese).
Dieswaére gleichzeitig ein Zeichen dafUr, dal3 diein den Versuchen gefitterten freien Fettsuren
wirklich in de Phosphdipidpods der EC eingebaut wurden und somit der kontrolli erten

Freisetzung durch Phasphdipasen urterlagen.
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Dieser Effekt konnte in den durchgefihrten Versuchen gezeigt werden: Unter Inhibition
der Phosphdipase A, der EC sank die Bildung von Leukatrienen sowohl der 4er- as auch der
5er-Reihe deutlich ab. Gleichzeitig verschwand der Elastase- und LTB,-supprimierende Eff ekt
der EPA-Zufuhr. Daraus kann zunadst geschlossen werden, dald freie AA und EPA bereits nach
2stuindiger Inkubation in den Phospholi pidpools der EC gespeichert werden, denn offensichtlich
ist Phosphdipase A, erforderlich, um die vorher gezeigten Eff ekte hervorzurufen. Aul¥erdem
kann aus den varliegenden Ergebnissen auf eine zentrale Roll e der Ser-Reihe der Leukoatriene ds
Vermittler der antiinflammatorischen Wirkung von EPA geschlossen werden: Bel Reduktion cer
Ser-Produkte &3t sich auch kein antiinflammeatorischer Effekt mehr zeigen. Darliber hinaus
bestétigt dieses Ergebnis die kooperative Eicosanoidsynthese von PMN und EC, denn es
entstehen deutlich weniger Lipoxygenaseprodukte, wenn selektiv die Phosphdipase der EC

inhibiert wird, d.h. diese den PMN kein Substrat mehr liefern konren.

63



5. Zusammenfassung

Die Interaktion von Polymorphkernigen Neutrophilen Granulozyten und Endothel zdlen
spielt eine zentrale Rolle in der Enstehung inflammatorischer Erkrankungen der Lunge. Ausge-
hend von @& Notwendigkeit parenteraler Zufuhr von Lipiden bei schwerstkranken Patienten und
dem Wissen um die proinflammatorischen Wirkungen der darin enthatenen Aradhidorsdure
sollte in der vorliegenden Arbeit der Wirkung einer aternativen Fettsure, der aus Fischdlen
gewonrenen w-3-Fettsdure Eicosapentaensaure, nadigegangen werden. Fischdle stehen in-
zwischen zur alternativen parenteralen Zufuhr zur Verfigung. Daher sollte geprift werden, ob
Endahelzellen angebatene freie Fettsauren innerhalb kurzer Zeit aufnehmen, und obsich de
Fettsdurezufuhr auf eine spétere Koinkubation mit Granulozyten im Hinblick auf deren Immun-
antwort auswirkt. Des weiteren wurden Ansédtze untersucht, die eine Erklarung fur die Modula-
tion der Immunantwort liefern kdnrten.

Als Parameter zur Erfassung der Immunantwort der Granulozyten dienten Leukotriene
als Lipidmediatoren, Elastase ds proteolytisches Enzym bei Degranulationsregtionen, sowie die
Adhérenz von PMN an EC und de Bil dung von Second-M essenger-Produlkten durch PMN. Die
Zellen wurden in vitro isoliert, koinkubert und mit dem Calcium-lonopha A 23187 lzw. mit
FMLP stimuliert.

Sowohl bel der Elastase- als auch bal der Leukatrienproduktion der Granulozyten konrte
die atiinflammatorische Wirkung der EPA gezegt werden. Zusammen mit dem Auftreten der
von EPA abgeleiteten von cn Granulozyten prodwzierten Lipidmediatoren zeigt dies die
eff ektive Aufnahme der EPA durch de Endahelzellen und aren Bereitstellung bei darauffol-
gender Stimulation. Dies konnte noch erhértet werden duch de Hemmung der Phosphdipase

A, der Endothel zellen, die den positiven Eff ekt der EPA teilweise wieder aufhob. Demgegentiber
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blieb eine Inhibition der Cyclooxygenase weitgehend ohre Eff ekt.

Des weiteren konrte die Herabsetzung der Adhérenz von PMN an EPA-gefiitterten
Endothel zellen nachgewiesen werden. Die Mesaung der Seand-Messenger-Bildunganhand der
Inositol phasphatproduktion sollte den Einflul3von EPA auf die Signaltransduktionin der Zelle
kldren. Hier zeigte sich eine Moduation der Signalantwort von PMN im Sinne @ner verzogerten
Bildung von Inasitolphosphaten.

Diese Ergebnisse zegen, dal? die parenterale Zufuhr von Lipidemulsionen auf Basis von
w-3-Fettsduren eine hemmende Wirkung auf inflammatorische Prozesse im Organismus haben
kann, da EPA von Endahelzellen innerhalb kurzer Zeit gespeichert wird und heriiber die

Immunantwort von endaheladhédrenten PMN beanfluf.
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