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1. Einleitung

Sepsis und septischer Schock sind trotz jahrzehntelanger Forschung und
unbestrittener Fortschritte in der intensivmedizinischen Therapie nach wie vor
Krankheitsbilder mit steigender Inzidenz und einer unverandert hohen Letalitat [4].
Das klinische Syndrom der Sepsis beruht auf einer komplexen, systemischen
inflammatorischen Reaktion auf eine Infektion [11]. Ausgel6st durch die Invasion
pathogener Mikroorganismen kommt es zu einer Aktivierung zahlreicher zellularer
und humoraler Abwehrmechanismen, die primar auf die Bekampfung der Infektion
ausgerichtet sind. Unkontrolliert und Uberschie3end aktiviert kdnnen dieselben
Mechanismen jedoch auch eine Schadigung korpereigenen Gewebes bis hin zum
Organversagen zur Folge haben.

Polymorphkernige Leukozyten (PMN) spielen in diesem Zusammenhang eine
zentrale Rolle. Denn sie sind nicht nur unverzichtbar fir die schnelle Beseitigung
eingedrungener  Mikroorganismen, sondern kénnen auch erheblich zur
inflammatorischen Gewebeschadigung beitragen, wenn sie infolge einer
UberschieRenden Stimulation verstarkt an das GefalRendothel adhéarieren und
zytotoxische Sauerstoffradikale und proteolytische Enzyme direkt in den
Extrazellularraum freisetzen [175]. PMN sind daher mitverantwortlich fur die Stérung
der Endothelfunktion und das Versagen der Mikrozirkulation im septischen Schock,
die schlie3lich zu einer Beeintrachtigung der Sauerstoffversorgung und der
Ausbildung einer ausgepragten Hypoxie im betroffenen Gewebe fuhren.

Die zellulare Hypoxie ist der Ausloser fur einen gesteigerten Abbau energiereicher
Adeninnukleotide, verbunden mit einer vermehrten Bildung von Adenosin [167].
Adenosin ist aber nicht nur ein empfindlicher Indikator von Gewebeschaden und
Hypoxie, sondern greift auch selbst regulativ in die Immunantwort ein. Derzeit sind
vier G-Protein-gekoppelte Adenosinrezeptorsubtypen bekannt (A;-, Aza-, Azs- und Asz-
Adenosinrezeptor), die die Wirkungen von Adenosin vermitteln [69]. In zahlreichen
Experimenten in vitro und in vivo konnte belegt werden, dass vor allem die
Aktivierung des Aza-Rezeptors antiinflammatorische Zellantworten auslést [150].
Dazu gehdrt auch die Hemmung von potentiell zytotoxischen Funktionen der PMN,
die alle vier Adenosinrezeptorsubtypen exprimieren. Dies lasst Adenosin als einen

vielversprechenden Regulator der PMN erscheinen.



In einer aktuellen Studie wurde gezeigt, dass der Hemmeffekt, den Adenosin auf die
Produktion und Freisetzung reaktiver, toxischer Sauerstoffmetaboliten austibt, bei ex
vivo stimulierten PMN von Sepsispatienten geringer ausgepragt ist als bei PMN
gesunder Vergleichspersonen [86]. Die Ursache flir diese Beobachtung ist ungeklart,
zumal flr verschiedene Immunzellen in vitro eine Hochregulation der
antiinflammatorisch wirksamen Ar-Rezeptoren unter dem Einfluss
proinflammatorischer Stimuli beschrieben ist [88,120,179].

Vor dem Hintergrund eines zunehmenden Ungleichgewichts zwischen pro- und anti-
inflammatorischen Reaktionen im Verlauf einer Sepsis und angesichts der
ambivalenten Rolle, die PMN dabei spielen, gewinnt die Regulation der PMN durch
Adenosin an Relevanz. Ziel der vorliegenden Untersuchungen war es daher, den
Einfluss inflammatorischer Stimuli auf die Wirkung von Adenosin auf humane PMN in
vitro genauer zu analysieren. Dies sollte die Etablierung eines in-vitro-Modells
ermdglichen, anhand dessen nach einer Erklarung fur die bei Sepsispatienten
beobachtete verringerte Hemmwirkung von Adenosin auf die Sauerstoffradikal-
produktion gesucht werden sollte. Im Vordergrund stand hierbei die Frage, ob die
Ursache in einer numerischen oder funktionellen Veranderung der Expression eines

der vier Adenosinrezeptorsubtypen zu finden sei.



2. Thematischer Hintergrund

2.1. Bedeutung polymorphkerniger Leukozyten (PMN) in der Pathogenese der

Sepsis

Sepsis wird als die systemische inflammatorische Reaktion des Organismus auf eine
Infektion definiert [11]. Dahinter verbirgt sich ein komplexes, klinisches Syndrom, das
durch eine Dysregulation der pro- und antiinflammatorischen Immunantwort
gekennzeichnet ist.

Physiologischerweise wird durch eingedrungene Mikroorganismen und die
Freisetzung von Endo- und Exotoxinen eine Vielzahl zellularer und humoraler
Abwehrmechanismen aktiviert, die die Begrenzung der Erreger auf den Ort der
Infektion und ihre Elimination zum Ziel haben. Bei Sepsis fuhrt die Gberschiel3ende
und generalisierte Aktivierung dieser priméar lokal beschrankten Immunreaktion zur
Schadigung von korpereigenem Gewebe auch in Organen, die sich fern vom
Infektionsherd befinden. Eine zentrale Rolle bei der Gewebeschadigung spielen
zytotoxische Substanzen, die von polymorphkernigen Leukozyten (PMN) freigesetzt
werden [175].

2.1.1. Produktion reaktiver Sauerstoffmetaboliten durch polymorphkernige
Leukozyten (,respiratory burst*)
Im Rahmen der Infektabwehr besteht die Hauptfunktion der PMN in einer schnellen
Beseitigung eingedrungener Mikroorganismen und der Begrenzung der Infektion
[95]. Zu diesem Zweck verfugen sie Uber die Fahigkeit, den Intravasalraum gezielt zu
verlassen, zum Infektionsort zu wandern (Chemotaxis), an Mikroorganismen zu
adharieren und sie zu phagozytieren [177]. Die Abtétung der Mikroorganismen erfolgt
durch ein breites Spektrum an antimikrobiellen Substanzen, die zwar unverzichtbar in
der Infektabwehr sind, aber keine Spezifitat fir Pathogene aufweisen und daher auch
eine potentielle Gefahr fur den eigenen Organismus darstellen. Man unterscheidet
zwischen sauerstoffunabhangigen und sauerstoffabhé&ngigen antimikrobiellen
Mechanismen. Zu den sauerstoffunabhangigen Mechanismen zahlt die Bildung
proteolytischer Enzyme und mikrobizider Proteine, die in den Granula der PMN
gespeichert werden [21,177]. Die sauerstoffabhdngigen antimikrobiellen
Mechanismen werden auch mit dem Begriff des ,respiratory burst® umschrieben, der

sich auf die Fahigkeit polymorphkerniger Leukozyten bezieht, unabhangig von den
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Mitochondrien Sauerstoff aufzunehmen und mikrobizide Sauerstoffmetaboliten zu
bilden [7]. Entscheidendes Enzym hierflr ist die NADPH-Oxidase, die die Bildung

von Superoxidanion (O, ) aus Sauerstoff (O2) und dem Elektronendonator NADPH

katalysiert. Superoxdianionen reagieren entweder durch spontane Dismutation oder
unter Katalyse der Superoxiddismutase weiter zu Wasserstoffperoxid (H20,), das ein
Substrat der Myeloperoxidase und Ausgangsprodukt flr toxische, oxidierte
Halogenide (z.B. HOCI) ist. In einer Reihe weiterer, spontan ablaufender Reaktionen
entstehen zusétzlich hochreaktive Substanzen wie Singulett-Sauerstoff, Hydroxyl-
oder Perhydroxylradikale, die das Spektrum an mikrobiziden Substanzen erganzen
[90,128].

Im ruhenden PMN liegt die NADPH-Oxidase in mehrere Untereinheiten dissoziiert
vor, die sich teils im Zytosol, teils in der Zellmembran oder der Membran
intrazellularer Vesikel befinden und sich erst nach Aktivierung der PMN durch
proinflammatorische Stimuli zu einem funktionsfahigen, membranassoziierten
Enzymkomplex zusammenlagern [6]. Ein Teil der Vesikel fusioniert mit der
Zellmembran und bewirkt dadurch eine Hochregulation der aktiven Oxidase auf der
Zelloberflache [15], wobei das katalytische Zentrum zum Extrazellularraum hin
ausgerichtet ist. Trotzdem ist die Phagozytose-assoziierte Aktivierung der NADPH-
Oxidase uUberwiegend mit der intrazellularen Produktion von Superoxid und seinen
Folgeprodukten verbunden [63,85]. Denn weil die Phagozytose von Mikroorganismen
mit einer Einstilpung der Zellmembran einhergeht und die Innenwand des
Phagosoms somit durch die ursprtinglich &uf3ere Zellmembran gebildet wird, werden
die toxischen Sauerstoffradikale bevorzugt in das Innere des Phagosoms und nicht in
den Extrazellularraum freigesetzt. Zusammen mit den mikrobiziden Proteinen und
Enzymen, die durch Degranulation in das Phagosom abgegeben werden, wird so ein
nach aufRen hin abgeschirmtes, hochtoxisches Milieu erzeugt.

Die Stimulation der PMN durch humorale Faktoren wie Endotoxin oder N-formylierte
Peptide wie fMLP fuhrt hingegen vor allem zu einer Steigerung der extrazellularen
Freisetzung der Radikale durch Aktivierung der NADPH-Oxidase auf der gesamten
Zelloberflache [63,180] (Abb. 1).
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Abbildung 1. Ambivalenz polymorphkerniger Leukozyten.

Im Verlauf der Phagozytose erfolgen Degranulation und Sauerstoffradikalproduktion
vorwiegend im geschiitzten Raum des Phagolysosoms und erméglichen die Abtdtung der
phagozytierten Mikroorganismen. Losliche inflammatorische Stimuli filhren dagegen zu einer
verstarkten Freisetzung von O,-Radikalen und Granulainhaltsstoffen (proteolytische Enzyme,
mikrobizide Proteine) in den Extrazellularraum mit der Folge einer Gewebeschadigung.

Der gepunktete Pfeil symbolisiert einen Priming-Effekt (siehe auch 2.1.4.) auf die Aktivierung
der NADPH-Oxidase (EZZ7Z4).

LPS: Lipopolysaccharid; TNF-a: Tumornekrosefaktor-a; PAF: platelet activating factor; IL-8:
Interleukin-8; fTMLP: N-formyl-Met-Leu-Phe; C5a: Komplementspaltprodukt 5a.
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Die damit einhergehende Zerstérung des eigenen Gewebes wird in begrenztem
Umfang auch im Rahmen der physiologischen Infektabwehr in Kauf genommen, um
die Ausbreitung (noch) nicht phagozytierter Erreger zu verhindern [121]. Eine
generalisierte und unphysiologisch stark ausgepragte Stimulierung der PMN durch
eine UberschieRende Produktion inflammatorischer Mediatoren ist jedoch mit einer
gesteigerten extrazellularen Freisetzung toxischer Substanzen und einer

unkontrollierten Schadigung verbunden.

2.1.2. Endotoxine als Ausléser der hyperinflammatorischen Reaktion
Endotoxine sind wichtige Ausléser einer solchen hyperinflammatorischen Reaktion.
Chemisch gesehen handelt es sich bei ihnen um Lipopolysaccharide (LPS), einen
Bestandteil der &ul3eren Zellwand gramnegativer Bakterien, der beim Zerfall
abgestorbener Bakterien freigesetzt wird. Etwa 50% der bei Sepsiserkrankungen
isolierten Mikroorganismen sind gramnegative Bakterien [3]. Experimentell kann
durch die parenterale Verabreichung von LPS das klinische Bild des septischen
Schocks hervorgerufen werden [132,155].

Die Zellantworten von LPS werden durch einen Rezeptor aus der Familie der Toll-
like receptors (TLR), den TLR 4, vermittelt [131]. Gegenwaértig sind zehn humane
TLRs identifiziert, die bei der Erkennung molekularer, mikrobenspezifischer Muster
(sog. PAMPs, pathogen-associated molecular patterns) eine Rolle spielen [2]. Der
TLR 4 wird durch den Komplex aktiviert, den LPS mit dem LPS-bindenden Protein
(LBP) und dem membranassoziierten oder l6slichen Zelloberflachenrezeptor CD14
bildet [178]. TLRs sind mit einer Reihe von intrazellularen Signalwegen assoziiert, die
oftmals in eine Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB minden, der die
Transkription proinflammatorischer Gene reguliert [131].

LPS ist ein potenter Aktivator der PMN [142]. Es verstarkt die durch einen zweiten
Stimulus, z.B. fMLP, sekundéar ausgeltste Superoxidproduktion [49], stimuliert die
Expression von Adhéasionsmolekilen vom B.-Integrin-Typ [33] und verzdgert die
Apoptose [143], was einer Erhohung der Anzahl aktivierter PMN gleichkommt.
Daneben tragt LPS auf vielfaltige Weise indirekt zur Aktivierung der PMN bei, da es
in verschiedene inflammatorische Mediatorsysteme eingreift und damit die Bildung
von ihrerseits stimulierend wirkenden Entzindungsmediatoren auslost. Unter
anderem aktiviert LPS die Komplementkaskade auf dem alternativen Weg, induziert

die Gerinnung und wirkt stimulierend auf das Endothel, das mit der Expression von
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Adh&asionsmoleklilen sowie der Synthese chemotaktischer und vasoaktiver
Substanzen reagiert [32,153]. Vor allem aber ist LPS ein wichtiger Ausléser der

Zytokinproduktion durch mononukleére Zellen und PMN.

2.1.3. Amplifizierung der inflammatorischen Antwort durch pro-
inflammatorische Zytokine

Zytokine sind zentrale Modulatoren der Immunantwort, die in einem komplexen

Netzwerk zahlreiche Effekte auf unterschiedliche Zellen ausiiben und sich dabei in

ihren pleiotropen Funktionen teilweise Uberschneiden. Entsprechend ihrer

vornehmlichen Wirkung unterscheidet man zwischen pro- und antiinflammatorischen

Zytokinen [51]. Typische Vertreter proinflammatorischer Zytokine sind in Tabelle 1

aufgefuhrt.

Tabelle 1. Auswahl wichtiger proinflammatorischer Zytokine

Zytokin ausgewahlte Wirkungen

TNF-a Aktivierung von PMN, Lymphozyten und Endothelzellen
Hochregulation zellularer Adhasionsmolekiile

Induktion von iNOS, COX-2, PLA,

IL-1 (IL-1a, IL-1B) * Induktion der Synthese von TNF-q, IL-1, IL-6

Chemotaxin (PMN)

IL-8 Aktivierung von PMN

Aktivierung von Monozyten, Lymphozyten und PMN
IFN-y Induktion der iINOS
Synergismus mit TNF-a und LPS

* |L-1 tritt in den zwei Subtypen IL-1a und IL-1B auf, die dieselben IL-1-Rezeptoren aktivieren
und daher eine vergleichbare biologische Aktivitat aufweisen [14].
iINOS: induzierbare NO-Synthase; COX-2: Cyclooxygenase 2; PLA,: Phospholipase A..

Interleukin-1 (IL-1) und Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) wirken vielfach synergistisch
und spielen eine wichtige Rolle in der Pathogenese des septischen Schocks [50]. Sie
haben unter anderem eine stimulierende Wirkung auf Lymphozyten und PMN, wirken
prokoagulatorisch und pyrogen und fihren durch die Induktion der Genexpression
von Enzymen des Arachidonsaurestoffwechsels und der induzierbaren NO-Synthase
zu einer gesteigerten Bildung von Lipidmediatoren und vasoaktiven Substanzen [50].

AulR3erdem tragen sie zu einer Akkumulation der PMN in der mikrovaskuléaren
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Strombahn bei, indem sie Endothelzellen zur Expression von Adhasionsmolekilen
und der Bildung des speziell auf PMN wirkenden Chemokins IL-8 stimulieren [32].
Die Wirkungen von TNF-a werden durch Interferon-y (IFN-y) verstarkt [51], das
aullerdem synergistisch zu LPS wirkt [16]. IFN-y, ein zentraler Mediator der
zellularen  Immunitat, stimuliert die Abtotung von Infektionserregern durch
Monozyten, Naturliche Killer (NK)-Zellen und PMN [14].

2.1.4. ,Priming“ und Aktivierung polymorphkerniger Leukozyten

PMN besitzen Rezeptoren fur einen Grof3teil der im Verlauf einer Inflammation
gebildeten Faktoren. Viele dieser Mediatoren wirken wie IL-8 als Chemotaxine, die
die Wanderung der PMN aus dem Intravasalraum an den Ort der Infektion steuern.
[127]. Chemotaxine sind jedoch nicht nur fir die Rekrutierung der PMN
verantwortlich, sie bewirken auch ein ,Priming“ der respiratorischen Burst-Reaktion.

Darunter versteht man das Phanomen, dass Stimuli, die die NADPH-Oxidase selbst
nicht oder nur in héheren Konzentrationen aktivieren, die O, -Produktion um ein

Vielfaches erh6hen, wenn sie sekundér durch einen zweiten Stimulus ausgeldst wird
[148].

Die Mechanismen, die dem Priming zugrunde liegen, sind noch nicht vollstandig
identifiziert. Involviert sind, abhangig vom jeweiligen Stimulus, Phosphorylierungen
und/oder die Translokation einzelner NADPH-Oxidase-Untereinheiten vom Zytosol
zur Membran [18,148]. Neben klassischen Chemotaxinen wie IL-8 [46] oder fMLP
[98] sind auch LPS [49] und proinflammatorische Zytokine (TNF-a, IFN-y, IL-1 [148])
dazu in der Lage, einen Priming-Effekt auszuiben.

Ein dem Priming vergleichbarer Effekt wird nach einer Aktivierung der
Adhasionsmolekiile vom {,-Integrintyp, speziell von CD11b/CD18, beobachtet.
CD11b/CD18, auch als CR3 (Komplementrezepor 3) bezeichnet, vermittelt die
Adhé&sion an Mikroorganismen, die mit dem Komplementspaltprodukt C3bi opsoniert
sind, und foérdert dadurch die Phagozytose [177]. B2-Integrine sind auRerdem bei der
Transmigration der PMN aus dem Intravasalraum von Bedeutung. Dies ist ein
mehrstufiger Prozess, der durch das Zusammenspiel von Adhasionsmolekilen auf
Endothelzellen und PMN erfolgt, deren Expression und Funktion durch
Entzindungsmediatoren gesteuert wird [153]. Die PMN muissen aktiviert werden,
damit es zur Ausbildung einer festen Adhé&sion unter Vermittlung von

Adhésionsmolekilen aus der Familie der B.-Integrine kommen kann, die im
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ruhenden, unstimulierten Leukozyten nicht funktionsfahig sind [154]. Umgekehrt
potenziert die Aktivierung und Konformationsédnderung von CD11b/CD18 aber auch
die Wirkung inflammatorischer Stimuli auf respiratory burst und Degranulation (sog.
Loutside-in signaling” [72]), weshalb adharierte PMN auf eine Stimulation mit einer
deutlich hoheren Sauerstoffradikalproduktion reagieren als PMN, die sich in

Suspension befinden [122].

2.1.5. Entwicklung von septischem Schock und Multiorganversagen

Die uberschie3ende, systemische Produktion von inflammatorischen Mediatoren bei
Sepsis fuhrt zu einer Erhéhung des Anteils hyperreaktiver, ,geprimter* PMN [133].
Sie exprimieren eine grofiere Anzahl von Adh&sionsmolekullen, adharieren verstarkt
an das Endothel und setzen ihre toxischen Produkte (Sauerstoffradikale, Proteasen)
verfriht und in gesteigertem Ausmald vorwiegend in den Extrazellularraum frei [34].
Eine Schadigung des Endothels ist die Folge, die wesentlichen Anteil an einer
zunehmenden endothelialen Dysfunktion hat. Das Versagen der Mikrozirkulation ist
letztlich die Ursache fur die Ausbildung von Organdysfunktionen bis hin zum
multiplen Organversagen im septischen Schock: Verlegung der postkapillaren
Venolen durch adharierende Leukozyten und im Rahmen der disseminierten
intravasalen Gerinnung gebildete Mikrothromben, vasomotorische Dysregulation und
schlie8lich persistierende Vasodilatation, Schadigung des Endothels durch PMN,
Erhohung der Gefal3permeabilitat und gesteigerte Flissigkeitssequestration ins
Gewebe fuhren in ihrer Gesamtheit zur Maldistribution des Blutflusses und
resultieren in der Ausbildung einer ausgepragten Hypoxie im betroffenen Gewebe.
Die Verringerung des Sauerstoffangebots bei gleichzeitig erhdhtem Bedarf ist
gleichbedeutend mit einer Erschopfung der Energiereserven und fuhrt schlie3lich

zum Zelluntergang [32].

2.1.6. Antiinflammatorische Gegenregulation

Physiologischerweise folgt bereits kurz auf die initiale massive proinflammatorische
Reaktion (,SIRS", systemic inflammatory response syndrome) die Aktivierung anti-
inflammatorischer Mechanismen im Sinne einer kompensatorischen
Gegenregulation, die, wenn sie unverhaltnismallig stark ausgepragt ist, ihrerseits
wiederum Ursache einer Immunsuppression und einer erhdhten Anfélligkeit far

Super- und Sekundarinfektionen sein kann (,CARS", compensatory anti-inflammatory
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response syndrome) [13]. Tabelle 2 gibt einen Uberblick tiber dabei freigesetzte

antiinflammatorische Mediatoren.

Tabelle 2. Auswahl endogener antiinflammatorisch wirksamer Substanzen

Antiinflammatorische L __ Nicht-Zytokine
. Zytokininhibitoren mit antiinflammatorischen
Zytokine .
Eigenschaften
IL-4 IL-1ra Katecholamine
IL-10 |6sliche TNF-a-Rezeptoren | Glukokortikoide
IL-13 |6sliche IL-1-Rezeptoren Histamin
TGF-B PGE,, PGl,
Adenosin
IL: Interleukin; TGF-B: transforming growth factor-8; IL-1ra: Interleukin-1-Rezeptor-

Antagonist; PGE,, PGl,: Prostaglandin E,, I..

IL-10, der Prototyp der antiinflammatorischen Zytokine, hemmt die Synthese
proinflammatorischer Zytokine durch Monozyten [47], Makrophagen [60] und PMN
[26] und fordert die Apoptose LPS-aktivierter PMN [35]. IL-10 wird von T-Helferzellen
vom Typ 2 (Tu2-Zellen) gebildet und wirkt supprimierend auf Tyl-Zellen, die
proinflammatorische Zytokine produzieren. Die Polarisation der Immunantwort hin zu
Tn2-Zellantworten, d.h. von der zellularen hin zur humoralen Immunitat, ist ein
zentraler antiinflammatorischer bzw. immunsuppressiver Mechanismus [82].
Daneben gibt es eine grof3e Zahl von Nicht-Zytokinen, denen immunmodulierende,
antiinflammatorische Eigenschaften zugeschrieben werden. Beispiele hierfur sind
Molektle, die der neuroendokrinen Stressreaktion entstammen (z.B. Katecholamine,

Glukokortikoide [174]), Histamin [62], Prostaglandine [79] oder Adenosin [36].

2.2. Adenosin als anti-inflammatorischer Modulator

Adenosin ist chemisch gesehen ein Nukleosid aus der Purinbase Adenin und dem
Zuckermolekil D-Ribose. Es wird ubiquitar gebildet und ist nicht nur Baustein einer
Reihe wichtiger Molekiille im Zellstoffwechsel (Nukleinsauren, ATP, cAMP, NAD"

usw.), sondern wirkt auch als lokaler Modulator auf eine Vielzahl von Zelltypen in
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praktisch allen Geweben [69]. Drury und Szent-Gyoérgyi begrindeten 1929 die
moderne Adenosinforschung, als sie Adenosinmonophosphat (AMP) und Adenosin
aus Herzmuskelzellen isolierten und die negativ inotrope und koronar
vasodilatierende Wirkung von Adenosin beschrieben [52]. Seitdem konnte vielfach
nachgewiesen werden, dass extrazellulares Adenosin eine grundséatzlich
zytoprotektive Funktion im Kérper erfillt [L06]. Linden fuhrt die gewebeschiitzenden
Effekte von Adenosin auf vier prinzipielle Mechanismen zuriick: die Verbesserung
des Verhaltnisses zwischen Sauerstoffzufuhr und -bedarf, den Schutz vor
ischamischen Schaden durch Zellkonditionierung (ischdmische Prakonditionierung),
die FoOrderung der Angiogenese und die Vermittlung antiinflammatorischer
Zellantworten [106].

Schon frih fuhrte die Entdeckung, dass Endothelzellen und polymorphkernige
Leukozyten in Suspension Adenosin freisetzen, zu der Vermutung, dass Adenosin
physiologischerweise eine Rolle bei der Regulation inflammatorischer Vorgange
spielt [37,43,125]. Gestiutzt wurde diese Annahme durch Experimente, in denen die
zytotoxische Wirkung stimulierter PMN auf Endothelzellen grof3er war, wenn
endogenes Adenosin durch die Zugabe von Adenosindesaminase aus dem
Reaktionsansatz entfernt wurde [37]. Dies starkte die Hypothese von Adenosin als

sog. ,retaliatory metabolite“, das der Ursache seiner Bildung entgegenwirkt [124].

2.2.1. Bildung von Adenosin bei Hypoxie und Sepsis

Ischamie und Gewebehypoxie sind von einem Anstieg der extrazellularen
Adenosinkonzentration begleitet [101,141]. Ein Grund hierflr ist der gesteigerte
Katabolismus energiereicher Adeninnukleotide bei gleichzeitig verringerter
Neubildung von ATP [167]. Die Erh6hung der intrazellularen ADP-Konzentration
zieht eine vermehrte Bildung von AMP nach sich, das wiederum durch eine
zytosolische 5’-Nukleotidase zu Adenosin dephosphoryliert wird [144]. Zusatzlich zu
dieser substratabhangigen Erhdhung der Adenosinkonzentration tragt offenbar eine
verringerte Metabolisierung zur Akkumulation von Adenosin bei Hypoxie bei. Unter
physiologischen Bedingungen wird der tberwiegende Teil des intrazelluléar gebildeten
Adenosins durch die Adenosinkinase zu AMP rephosphoryliert (,salvage pathway*),
ein geringerer Teil wird durch die Adenosindesaminase zu Inosin abgebaut [69].
Untersuchungen am Myokard zeigten, dass die Aktivitat der Adenosinkinase bei

Hypoxie auf nur noch 6% ihrer Aktivitat unter normoxischen Bedingungen supprimiert
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ist [48]. Da die Bildung von Adenosin aus AMP gleichzeitig nicht beeintrachtigt wird,
fuhrt bereits eine geringfligige Erh6éhung des intrazellularen AMP zu einem
vielfachen Anstieg der Adenosinkonzentration. Durch erleichterte Diffusion Uber
bidirektionale Nukleosidtransporter gelangt das intrazellular gebildete Adenosin in
den Extrazellularraum [9]. Die extrazellulare Adenosinkonzentration wird auf3erdem
dadurch erhoht, dass bei Hypoxie eine Reihe von Zellen (z.B. Thrombozyten, PMN,
Endothelzellen, Nervenzellen) regulativ oder als Folge einer Zellmembranschadigung
Adeninnukleotide freisetzen, die durch zellmembranstdndige, hypoxieabhéngig
hochregulierte [160] Ektonukleotidasen zu Adenosin abgebaut werden [54,184].

Sepsis ist typischerweise mit Zellstress, Zellschadigungen und Hypoxie verbunden,
und folgerichtig sind die Plasmaspiegel von Adenosin bei Patienten mit Sepsis oder
septischem Schock signifikant erhoht [86]. Der Anstieg speziell der extrazellularen
Adenosinkonzentration ist deshalb von Bedeutung, weil die Wirkungen von Adenosin
in erster Linie durch spezifische, an der Zelloberflache lokalisierte

Adenosinrezeptoren vermittelt werden.

2.2.2. Adenosinrezeptoren und Signalkopplung

Adenosinrezeptoren gehdéren zur Superfamilie der G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren. Diese bestehen charakteristischerweise aus sieben transmembranalen
Helices und interagieren mit heterotrimeren, Guaninnukleotide (GTP/GDP)-
bindenden Proteinen (G-Proteine), die Uber die Beeinflussung verschiedener
Effektorsysteme auf vielfaltige Weise in die Regulation intrazellularer Prozesse
eingreifen [77]. Die Beobachtung, dass Adenosin bzw. Adenosinanaloga sowohl eine
hemmende als auch eine stimulierende Wirkung auf die Bildung des intrazellularen
Botenstoffes (second messenger) cAMP haben kdnnen, fihrte anfangs zu einer
Unterteilung in (inhibitorische) A;- und (stimulierende) A,-Rezeptoren [111,168]. Mit
Hilfe von Adenosinanaloga unterschiedlicher Affinitat wurden A;- und A,-Rezeptoren
anschlie3end in zahlreichen Zell- und Gewebetypen pharmakologisch und funktionell
identifiziert [176]. Die bereits aufgrund pharmakologischer Untersuchungen
geforderte Unterteilung des A,-Rezeptors in zwei Subtypen (Aza und Agzs [19,44])
bestatigte sich mit der Klonierung der Rezeptoren. Heute sind vier
Adenosinrezeptorsubtypen bekannt (Ai, Aza, Azs, Az [69]), die sich hinsichtlich der Art
der an sie gekoppelten G-Proteine sowie in ihrer Affinitat unterscheiden (Abb. 2): A;-

und As-Rezeptoren sind an Gi-Proteine gekoppelt, die die Adenylatzyklase hemmen,
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wahrend Aza- und Azs-Rezeptoren Uber Gs-Proteine eine Stimulierung der
Adenylatzyklase und damit einen intrazellularen Anstieg von cAMP bewirken [69].
Eine Erh6éhung der intrazellularen cAMP-Konzentration wird mit anti-

inflammatorischen Zellantworten in Verbindung gebracht [117].

ADENOSIN
A As Aon Azs
(hohe (niedrige (hohe (niedrige
Affinitét) Affinitét) Affinité) Affinitat)

! |

Proinflammation Anti-inflammation

Abbildung 2. Schematischer Uberblick tiber die Kopplung der vier Adenosinrezeptor-
subtypen an heterotrimere G;- bzw. Gs-Proteine, die die Adenylatzyklase (AC) und damit die

Bildung von cAMP hemmen (G;) bzw. stimulieren (Gs). Der intrazellulare Anstieg von cAMP
I6st antiinflammatorische Zellantworten aus.
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Neben der Adenylatzyklase kbnnen auch andere intrazellulare Signalwege durch die
Aktivierung von Adenosinrezeptoren beeinflusst werden. Beispielhaft genannt seien
die Modulation der intrazellularen Ca®'-Konzentration durch Aktivierung der
Phospholipase C (PLC), wie es fur die Gj-gekoppelten A;- und Asz-Rezeptoren typisch
ist, die Hemmung bzw. Aktivierung von Ca®*- und K*-Kanéalen (A:-Rezeptor) oder die
Aktivierung mitogen-aktivierter Proteinkinasen (MAPK), die in die Regulation von
Zellwachstum, -differenzierung und -tod involviert sind (alle Adenosinrezeptortypen)
[67,84]. AuRerdem wird eine Kopplung der Adenosinrezeptoren auch an Mitglieder
anderer G-Protein-Subfamilien diskutiert [69]. Es konnte z.B. gezeigt werden, dass
der Apa-Rezeptor im peripheren Gewebe zwar an Gs-Proteine gekoppelt ist, im
Striatum aber Uberwiegend an Gy [97]. Dartber hinaus ist es sogar moglich, dass
ein Adenosinrezeptortyp auf derselben Zelle an unterschiedliche G-Proteine koppelt.
Dies trifft offenbar fir den A,s-Rezeptor zu, der zuséatzlich zur Erhéhung von cAMP
Uber Gs eine stimulierende Wirkung auf die PLC hat, was auf die Interaktion mit
einem Gg-Protein zurtickgefthrt wurde [108].

Eine Voraussage daruber, welche Wirkung Adenosin auf eine bestimmte Zelle hat,
wird schlief3lich dadurch kompliziert, dass dieselbe Zelle oftmals mehr als nur einen
Adenosinrezeptortypen exprimiert. Die Wirkung von Adenosin kann in diesem Fall als
Summe der unterschiedlichen Rezeptorstimulationen angesehen werden, wobei
unter physiologischen Bedingungen, also bei niedriger Adenosinkonzentration, die
Wirkungen der hochaffinen Rezeptoren (A1, Aza) Uberwiegen und erst mit Anstieg
des extrazellularen Adenosins, etwa bei Hypoxie und Zellschadigungen, auch die

Rezeptoren mit geringerer Affinitat (Azs, As) sukzessive aktiviert werden [69].

2.2.3. Bedeutung des Asa-Adenosinrezeptors in der Antiinflammation

Die antiinflammatorische Wirkung von Adenosin wird in erster Linie auf eine
Aktivierung des Aza-Rezeptors zurickgefuhrt [105,150,162]. Alle Immunzellen
exprimieren einen oder mehrere Adenosinrezeptorsubtypen, und fur die meisten von
ihnen, darunter neutrophile Granulozyten, Lymphozyten, Monozyten und
Thrombozyten, ist eine Expression des Aja-Rezeptors beschrieben [75]. Die
Aktivierung des Aa-Rezeptors bewirkt — meist CAMP-vermittelt — unter anderem eine
verminderte Produktion proinflammatorischer Zytokine durch Monozyten [103,109],
Makrophagen [80,179], Lymphozyten [100] und PMN [161], eine verstérkte Bildung

des antiinflammatorischen Zytokins IL-10 durch Monozyten [102], eine Hemmung
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zytotoxischer Funktionen neutrophiler Granulozyten [162] und eine reduzierte
Thrombozytenaggregation [83].

Die meisten Erkenntnisse Uber die immunmodulatorischen Eigenschaften von
Adenosin wurden in in-vitro-Experimenten gewonnen. Daneben gibt es inzwischen
eine wachsende Zahl an Belegen daflr, dass Adenosin auch in vivo
antiinflammatorisch wirksam ist. Bei einer experimentell ausgeldsten Endotoxamie in
Schweinen hemmte Adenosin, das wegen seiner kurzen Plasmahalbwertszeit (0,6 —
1,5 Sekunden [118]) als Dauerinfusion verabreicht wurde, die extrazellulare
Freisetzung von potentiell zytotoxischen  Superoxidanionen und deren

Folgeprodukten  durch  polymorphkernige  Leukozyten, ohne  mikrobizide
Partialfunktionen wie die intrazellulare O, -Produktion oder die Phagozytose negativ

zu beeinflussen [165]. Eine Alternative zur Verabreichung von exogenem Adenosin
besteht in der Erh6hung der endogenen Adenosinkonzentration durch Hemmung des
Adenosinabbaus. Pentostatin, ein Adenosindesaminase-Inhibitor, unterdrickte bei
septischen Mausen die Produktion proinflammatorischer Zytokine [1], reduzierte die
Adhésion polymorphkerniger Leukozyten an das Endothel, verringerte die
GefaRpermeabilitat und wirkte sich positiv auf die Uberlebensrate aus [31].

Dass offenbar auch in vivo vor allem die Aktivierung des A.a-Rezeptors die
antiinflammatorischen Antworten auslést, konnte im Tierversuch mit spezifischen
Axa-Rezeptoragonisten nachgewiesen werden. Zum Beispiel verringerte die
Verabreichung des Aa-Agonisten CGS 21680 die TNF-a- und erhohte die IL-10-
Plasmakonzentration von endotoxamischen Mausen [80], und ATL 146e, ebenfalls
ein hochselektiver Asa-Agonist, erhéhte die Uberlebensrate von Mausen, denen LPS
oder lebende E. coli-Bakterien appliziert worden waren [156].

Experimente mit Aya-Knock-out-Mausen, die in verschiedenen Modellen der
Leberschéadigung und Endotoxdmie  eine  Uberschiefl3ende Produktion
proinflammatorischer Zytokine, grol3ere Gewebeschaden und eine hbhere Letalitat
als Mause vom Wildtyp aufwiesen [129], erbrachten schlie3lich den Beweis, dass der
Aza-Rezeptor auch physiologischerweise eine wichtige Rolle in der Vermittlung

antiinflammatorischer Reaktionen spielt.

2.2.4. Adenosinerge Regulation polymorphkerniger Leukozyten
Wie bereits ausgefuihrt, konnen PMN malfgeblich zur inflammationsassoziierten

Gewebeschadigung, etwa in der akuten Phase einer Sepsis, beitragen. Ein grol3er
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Teil der antinflammatorischen Wirkung von Adenosin wird deshalb darauf
zuruckgefiuihrt, dass es auf potentiell zytotoxische Funktionen polymorphkerniger
Leukozyten inhibitorisch wirkt. Fir humane PMN ist die Expression aller vier
Adenosinrezeptorsubtypen beschrieben (A1 [113]; Aza, Azs [70]; Az [73]). Am besten
untersucht sind die Zellantworten, die durch A;- und A,a-Rezeptoren vermittelt

werden (Tab. 3).

Tabelle 3. Einfluss von Adenosin auf die Funktionen polymorphkerniger Leukozyten in vitro

Ai1-Rezeptor Azp-Rezeptor
Stimulation Hemmung
der der
« 0O, -Produktion [145] « 0O, -Produktion [39]
(Phagozytose-assoziiert)
* Chemotaxis [40] e Degranulation [137]
e Adhasion [38] e Adhdsion [38]
* Phagozytose [181] » Expression von [163]
B.-Integrinen
* Synthese von TNF-a [161]
e Synthese von LTB, [61]
Proinflammation Antiinflammation

LTB,: Leukotrien B,

Die antiinflammatorischen Wirkungen gehen auch bei PMN in erster Linie auf eine
Aktivierung des Axa-Rezeptors zuriick. Der Aj-Rezeptor ist in seinen Wirkungen dem
Axa-Rezeptor grundsatzlich entgegengesetzt und wirkt stimulierend auf PMN. Die
gleichzeitige Expression von (proinflammatorischen) A;- und (antiinflammatorischen)
Axa-Rezeptoren ermdglicht den PMN eine situationsangepasste Reaktion durch eine
schrittweise, konzentrationsabhéngige Aktivierung der Rezeptoren: Zu Beginn eines
Inflammationsprozesses wird bevorzugt der hochaffine A;-Rezeptor aktiviert und
fordert  die Elimination von Mikroorganismen durch Unterstltzung
proinflammatorischer  Effektorfunktionen. Steigt im  Verlauf zunehmender

Gewebeschadigung und Hypoxie die Adenosinkonzentration an, so werden auch die
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geringer affinen A;a-Rezeptoren stimuliert und verhindern im Sinne einer negativen
Ruckkopplung eine weitere Aktivierung der neutrophilen Granulozyten [38].

Der Mangel an selektiven Agonisten fir den As- und besonders den Ayg-Rezeptor ist
einer der Grunde, weshalb tber die Funktionen dieser beiden Rezeptoren auf PMN
relativ wenig bekannt ist. Dem Asz-Rezeptor wird eine Beteiligung an der Hemmung
der Superoxidproduktion zugeschrieben, doch die physiologische Bedeutung dieser
Beobachtung ist fraglich [73]. Experimente mit Az-Rezeptor-Knock-out-Mausen legen
nahe, dass der As-Rezeptor sowohl antiinflammatorische (Hemmung der LPS-
stimulierten Synthese proinflammatorischer Zytokine) als auch proinflammatorische
Funktionen (Mastzelldegranulation) vermitteln kann [146].

Da der Ass-Rezeptor wie der A a-Rezeptor Gs-gekoppelt ist und einen Anstieg von
cAMP Dbewirkt, dirfen flr eine Aktivierung des Azg-Rezeptors vergleichbare
antiinflammatorische Antworten vermutet werden. Die hemmende Wirkung, die
Adenosin auf die transendotheliale Migration polymorphkerniger Leukozyten [173]
oder die Bildung proinflammatorischer Zytokine (TNF-a, IL-1) durch Makrophagen
[179] ausibt, sind Beispiele fur antiinflammatorische Effekte, die auf eine Aktivierung
des As-Rezeptors zurtickgeftihrt werden.

Mit dem A,g-Rezeptor werden aber auch proinflammatorische Zellantworten in
Verbindung gebracht [107]. Adenosin stimuliert zum Beispiel Azs-Rezeptor-abhéngig
die Degranulation humaner [56] und caniner [5] Mastzellen und die Bildung von IL-6
und anderen proinflammatorischen Zyotkinen, etwa durch Fibroblasten [182], eine
Beobachtung, die mit der Kopplung des Axg-Rezeptors an Gg-Proteine erklart werden
kénnte [107].

2.2.5. Heterologe Regulation der Adenosinrezeptorexpression durch
inflammatorische Stimuli
Die Kopplung der Adenosinrezeptoren an gegensatzliche Signalwege (Gs vs. Gj) hat
zur Folge, dass die Wirkung von Adenosin auf eine Zelle nicht nur von der
extrazellularen Adenosinkonzentration, sondern auch vom vorherrschenden
Rezeptortyp bzw. der Relation der einzelnen Rezeptortypen zueinander abhangt.
Eine inflammationsabhangige Modulation dieses Rezeptormusters kdénnte somit ein
Mechanismus sein, um eine situationsangepasste Reaktion der Zelle auf Adenosin

zu ermoglichen. Hierflr spricht die wachsende Zahl an Experimenten, die eine
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Beeinflussung

der  Adenosinrezeptorexpression

auf Immunzellen

unterschiedliche inflammatorische Faktoren aufzeigen (Tab. 4).

durch

Tabelle 4. Heterologe Regulation der Adenosinrezeptorexpression von Immunzellen durch
inflammatorische Mediatoren und Hypoxie in vitro

Zellart Spezies Stimulus Verdnderung der_
Rezeptorexpression
PBMC Mensch TNF-a Aoa 1 [23]
IL-1a, TNF-a [88]
Aon 1
THP-1 Mensch LPS [20]
IFN-y Aol (88]
Monozyten Mensch LPS Aoa 1 [159]
BMDM Maus IFN-y Ax 1 [179]
Aza 11, A 1 [99,120]
. LPS
Peritoneal- Mas Al Azl [120]
Makrophagen
LPS + IL-10 A,n unverandert [99]
Makrophagen Mensch LPS Ao 1 [120]
Dendritische
Zellen Mensch LPS Al l, Az [130]
Neutrophile LPS, TNF-q,
Granulozyten Mensch IL-18 Al [64]
IL-1a, TNF-a AT, A 89
Endothelzellen Mensch T Aes 1 [89]
HMVEC
( ) ”:N'Y A2A l, AZB T [89]
Endothelzellen Hypoxie
(HMEC) (PO 20 mmHg)  ~ T [53]
Endothelzellen Mensch Hypoxie
(HUVEC) (4.6% O,) Acal, Az T [59]

PBMC: peripheral blood mononuclear cells; THP-1: humane Monozyten-Leukamie-Zelllinie; BMDM:
bone marrow derived macrophages; HMVEC, HMEC: human microvascular endothelial cells; HUVEC:

human umbilical vein endothelial cells.
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TNF-q, IL-1 und LPS induzieren in Zellen der humanen Monozytenzelllinie THP-1
eine Hochregulation des A;a-Rezeptors [20,88]. LPS ist auch ein starker Induktor der
Axa-Rezeptorexpression in humanen und murinen Makrophagen [120], wahrend es
die Transkription von A;- und Az-Rezeptoren in reifen humanen dendritischen Zellen
[130] und in murinen Makrophagen [120] vermindert. Eine Hochregulation des Agg-
Rezeptors durch Stimulation mit LPS [120] oder IFN-y [179] tragt zur Deaktivierung
der Makrophagen durch Adenosin bei.

Interessanterweise kann die Adenosinrezeptorexpression nicht nur durch Zytokine
oder LPS, sondern auch durch Hypoxie reguliert werden. So reagieren
Endothelzellen nicht nur auf eine Stimulation mit IFN-y, TNF-a oder IL-1 [89],
sondern auch auf hypoxische Inkubationsbedingungen [53,59] mit einer vermehrten
Expression von Ajg-Rezeptoren, denen eine Rolle bei der Wiederherstellung der
mikrovaskularen Endothelbarriere nach PMN-Transmigration [104] und der
Regulation der Angiogenese [58] zugeschrieben wird.

Die stimulationsabhéangige Regulation der Adenosinrezeptorexpression
polymorphkerniger Leukozyten ist weniger gut untersucht und stellt sich komplex dar.
Einerseits zeigten Thiel et al. eine Zunahme der Aza-Rezeptor-mRNA und -funktion in
murinen, in vivo aktivierten Granulozyten [164]. Analog hierzu wurde von einer
Hochregulation des Axa-Rezeptors nach Stimulation humaner PMN mit LPS oder
TNF-a in vitro berichtet [64]. Andererseits weisen PMN von Sepsispatienten keine
Steigerung der Aja-Rezeptorfunktion auf. Die Potenz, mit der Adenosin die
Superoxidanionenproduktion hemmte, nahm in ex vivo stimulierten PMN von
Patienten im septischen Schock sogar um mehr als das Vierfache ab [86]. An
Bedeutung gewinnt diese Beobachtung vor dem Hintergrund einer zunehmenden
Dysfunktion der PMN bei Sepsis, die sich in einer Steigerung der potentiell
zytotoxischen Funktionen bei gleichzeitigem Versagen mikrobizider Mechanismen
manifestiert [87,165]. Die Ursache fiur die verminderte Hemmwirkung von Adenosin
bei Sepsis ist nicht bekannt. Eine mogliche Erklarung kénnte in einer Modifikation der
Adenosinrezeptorexpression unter dem  Einfluss eines oder mehrerer

inflammatorischer Stimuli bestehen.
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3. Fragestellung

Ziel dieser Arbeit war es daher, den Einfluss inflammatorischer Faktoren auf die
Regulation polymorphkerniger Leukozyten durch Adenosin in vitro n&her zu
charakterisieren und dabei, wenn mdglich, einen Mechanismus ausfindig zu machen,
der fur die verminderte antiinflammatorische Wirkung von Adenosin bei Sepsis
verantwortlich sein koénnte. Dazu sollte die Beantwortung der folgenden Fragen

beitragen:

1. Welche Wirkung hat eine Stimulation mit proinflammatorischen (LPS, IL-1a,
TNF-a, IFN-y, IL-8) oder antiinflammatorischen (IL-10) Faktoren auf die
Hemmung der fMLP-stimulierten H,O,-Produktion humaner polymorphkerniger

Leukozyten durch Adenosin?

2. Wird die Hemmwirkung von Adenosin auf die H,O,-Produktion durch Hypoxie

beeinflusst?

3. Ist der unter 1. beobachtete Effekt mit einer Veranderung der Signalkopplung,

d.h. der intrazellularen cAMP-Produktion, verbunden?

4. Gibt es eine Erklarung fir den verdnderten Einfluss von Adenosin auf die
PMN-Funktion in Form einer Modifizierung der
- Transkription,
- der numerischen Rezeptorexpression oder
- der Bindungseigenschaften

eines (oder mehrerer) Adenosinrezeptorsubtypen?
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4. Material

4.1. Probenmaterial

Fur die Experimente wurde vendses Blut gesunder, freiwilliger Probanden

verwendet.

Die Studie wurde mit

Genehmigung der Ethikkomission der

medizinischen Fakultat der LMU Minchen (195/01) durchgefuhrt.

4.2. Reagenzien

4.2.1. Bezugsquellen der verwendeten Reagenzien

Reagenzien fur die Zellseparation

Heparin-Natrium

0,9% NacCl

Longasteril® 70 (6% Dextran 70
[mittleres MG 70 kD] in 0,9% NacCl)
Histopaque-1077

Percoll

Braun, Melsungen, Deutschland

Delta Select, Pfullingen, Deutschland

Fresenius Kabi, Bad Homburg, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Reagenzien fur die Herstellung von Puffern und Medien

RPMI-1640

Fetales Kalberserum (FCS)
Bovines Serumalbumin (BSA)
Penicillin

Streptomycin

MEM NEAA (100x)
Natrium-Pyruvat

MgCl,

NacCl

HCI
Tris(hydroxymethyl-)aminomethan
Hepes

FACS Flow

Isoton Il

Ready Solv™ HP

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
PAA Laboratories, Coélbe, Deutschland
PAA Laboratories, Coélbe, Deutschland
PAA Laboratories, Colbe, Deutschland
PAA Laboratories, Coélbe, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Becton-Dickinson, Heidelberg, Deutschland
Beckman Coulter Euro Diagnostics, Krefeld,
Deutschland

Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA
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Faktoren zur PMN-Stimulation
rh IL-1a

rh TNF-a

rh IFN-y

rh I1L-8

rh 1L-10

LPS (E.coli, Serotyp EO55:B5)
fMLP

Fluoreszenzfarbstoffe
Dihydrorhodamin 123 (DHR)
Propidiumiodid

R & D Systems, Wiesbaden, Deutschland
R & D Systems, Wiesbaden, Deutschland
R & D Systems, Wiesbaden, Deutschland
R & D Systems, Wiesbaden, Deutschland
R & D Systems, Wiesbaden, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

MoBiTec, Goéttingen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Adenosinrezeptoragonisten, -antagonisten und Enzyme bzw. Enzyminhibitoren

Adenosin
CGS 21680

DPCPX
XAC

[*H]DPCPX (118 Ci/mmol)

[*H]ZM 241385 (27,4 Ci/mmol)

Adenosindesaminase

Ro 20-1724

Kits
Bio-Rad Protein Assay

Biomol Format A cAMP Plus EIA Kit

RNeasy Mini Kit
RNase free DNase Set

Omniscript Reverse Transcriptase Kit

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Tocris Cookson Ltd., Avonmouth, UK

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Amersham Biosciences, Buckinghamshire,
UK

ARC, American Radiolabeled Chemicals
Inc., Saint Louis, MO, USA

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Bio-Rad, Munchen, Deutschland
Biomol, Hamburg, Deutschland
Qiagen, Valencia, CA, USA
Qiagen, Valencia, CA, USA
Qiagen, Valencia, CA, USA
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Reagenzien fur molekularbiologische Methoden

RNase Inhibitor Qiagen, Valencia, CA, USA
Oligo-dT-Primer Qiagen, Valencia, CA, USA
Random mixed Primer Qiagen, Valencia, CA, USA
LightCycler-480 Probes Master Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland

(2x gPCR Mastermix)
Primer-Sonden-Sets (PerfectProbe) PrimerDesign Ltd., Southampton, UK
fr Az-, Aoa-, Aos-, As-Rezeptor, 18S-rRNA

4.2.2. Primersequenzen (PrimerDesign Ltd.)

Ai-Rezeptor: Sense-Primer: 5-TGATGGAGAGGAACATAGA-3
Anti-Sense-Primer: 5-CAACACTGAGTCCTTACAGACA-3’

Aza-Rezeptor: Sense-Primer: 5-TCCTACTTTGGACTGAGAGAAG-3’
Anti-Sense-Primer: 5-CATGAAACATCTGCTTCCTCAG-3

Azs-Rezeptor: Sense-Primer: 5-ACGGCTGGTTTTCATTGTGAA-3
Anti-Sense-Primer: 5-GCCTACTACTGACACATACATATTAG-3’

Asz-Rezeptor: Sense-Primer: 5-GGCCAATGTTACCTACATCAC-3
Anti-Sense-Primer: 5-CAGGGCTAGAGAGACAATGAA-3’

4.2.3. Puffer und Medien
» Hank’s balanced salt solution ohne Phenolrot (HBSS; pH 7,4)
hergestellt von der Apotheke des Klinikums der LMU (Innenstadt),

Minchen

* Inkubationsmedium
RPMI-1640
+ FCS (5% Vv/v)
+ K-Medium (5% v/v)
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Zusammensetzung des K-Mediums (in A. dest.):

Hepes 0,02 M
Natriumpyruvat 125 mM
MEM NEAA (100x) 12,5% (v/Iv)
Penicillin 100 1U/ml
Streptomycin 100 IU/ml

Homogenisierungspuffer
Far die Herstellung des Homogenisierungspuffers wurde
Tris(hydroxymethyl-)aminomethan in einer Endkonzentration von 50 mM in

A. dest. gelost. Die Einstellung eines pH von 7,4 erfolgte mit 2 N HCI.
Inkubationspuffer fir die Radioligandenbindungsexperimente
Ai-Rezeptorbindung (Membranen):

50 mM Tris-HCI (pH 7,4)

Aza-Rezeptorbindung (Membranen):
50 mM Tris-HCI + 10 mM MgCl, (pH 7,4)

Axa-Rezeptorbindung (intakte Zellen):
HBSS + 0,1% BSA + 20 mM Hepes (pH 7,4)

Percoll-L6ésung flr die Herstellung eines kontinuierlichen Dichtegradienten

(500 ml):

Percoll 384,5 ml
1,5 M NacCl 50,0 ml
A. dest. 65,5 ml

4.3. Verbrauchsmaterial

5 ml-Falcon-Rohrchen Becton Dickinson, Heidelberg,

Deutschland

Multidish 4 (4-well-Kulturplatten) Nunc, Wiesbaden, Deutschland

31



Polyvials

GF/B Glasfaserfilter (@ 25 mm)

LightCycler-480 Multiwell Plate 96

4.4. Gerate

Mikrozentrifuge, Centrifuge 5415 R

Laborzentrifuge, Multifuge 3S-R
Ultrazentrifuge TGA-50
Festwinkelrotor Ti60
Wasserdestillierungsanlage:

Milli-Q Watersystem
Vortex VF2

pH-Meter PHM 93
Blockthermostat BT3
Schuttelwasserbad SWB25

Vakuumpumpe MP201E

Ultraschallhomogenisator
(HD 2070, UW 2070,
Mikrospitze MS 72)

Begasungsbrutschrank BB16

Modular Incubator Chamber

Oxygen Analyzer

Blutgasgerat ABL300
Coulter Counter T540

FACScan
UV-Spektrophotometer Bio100
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Zinsser Analytic, Frankfurt,
Deutschland

Whatman, Maidstone, England
Roche Diagnostics, Mannheim,

Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Heraeus, Hanau, Deutschland
Kontron, Miinchen, Deutschland

Beckman, Miunchen, Deutschland

Millipore S.A., Molsheim, Frankreich
IKA-Labortechnik, Staufen,
Deutschland

Radiometer, Kopenhagen, Danemark
Grant Instruments, Cambridge, UK
Thermo Haake, Karlsruhe,
Deutschland

liImvac, llmenau, Deutschland
Bandelin Sonoplus, Berlin,

Deutschland

Heraeus, Hanau, Deutschland
Billups-Rothenberg, Del Mar, CA,
USA

Billups-Rothenberg, Del Mar, CA,
USA

Radiometer, Kopenhagen, Danemark
Coulter Electronics, Krefeld,
Deutschland

Becton Dickinson, San Jose, CA, USA
Varian Inc., Palo Alto, CA, USA



MRX Microplate Reader

LightCycler-480 Instrument

1219 Rackbeta Liquid Scintillation Counter

45. Software

LightCycler-480 Relative Quantification

Software

BDCellQuest Pro 4.0
SigmaPlot 9.0

SPSS 13.0
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Dynatech Laboratories, Denkendorf,
Deutschland

Roche Diagnostics, Mannheim,
Deutschland

LKB Wallac, Turku, Finnland

Roche Diagnostics, Mannheim,
Deutschland

Becton Dickinson, San Jose, CA, USA
Systat Software Inc., Point Richmond,
CA, USA

SPSS Inc., Chicago, IL, USA



5. Methodik

5.1. Methoden der Zellkultur und -praparation

5.1.1. Separation humaner Leukozyten

Die Isolation humaner Leukozyten erfolgte durch spontane Sedimentation von
heparinisiertem Vollblut Uber einen diskontinuierlichen Dichtegradienten. Fir die
Gewinnung von 1 ml leukozytenreichem Plasma wurden gesunden, freiwilligen
Probanden 6 ml Blut durch Venenpunktion abgenommen, mit Heparin antikoaguliert
(10 I.LE. / ml) und in Portionen von 3 ml tber je 3 ml Ficoll-Histopaque (Dichte 1,077)
geschichtet. Nach 40 bis 45 Minuten, in denen die Erythrozyten durch Aggregation
an der Grenzflache absedimentierten, wurden jeweils die oberen 0,5 ml des
leukozytenreichen Uberstandes gewonnen und zweimal mit Inkubationsmedium
(Zusammensetzung siehe 4.2.3.) gewaschen (5 Minuten, 800 x g, 22°C). Das
Zellpellet wurde in Inkubationsmedium resuspendiert und die Zellsuspension auf eine
Endkonzentraton von 5x10° PMN/ml eingestellt (5.1.3). Aus 1ml
leukozytenreichem Plasma lieRen sich ca. 5-10x10° PMN gewinnen. In
Kontrollversuchen, in denen Vitalitat, Stimulierbarkeit und Ansprechbarkeit der Zellen
auf Adenosin unmittelbar nach der Separation bestimmt werden sollten (0 h-Wert,

5.2.1.), erfolgten der zweite Waschdurchgang und die Resuspension mit HBSS.

5.1.2. Separation humaner polymorphkerniger Leukozyten

Polymorphkernige Leukozyten (PMN) wurden durch zentrifugationsunterstitzte
Sedimentation von vendsem Vollblut Gber einen kontinuierlichen Dichtegradienten
isoliert. Zur Herstellung des Dichtegradienten wurde die Percoll-NaCl-Lésung
(Zusammensetzung siehe 4.2.3.), aufgeteilt in 20 ml-Portionen, 25 Minuten mit
25 000 rpm bei 21°C zentrifugiert.

Gesunden, freiwilligen Probanden wurden je nach Experiment 40 (RT-PCR, 5.3.), 80
(cCAMP-Assay, 5.2.2.) oder 100 — 150 ml (Radioligandenbindungsexperimente, 5.4.)
Blut durch Venenpunktion abgenommen. Die Abnahme erfolgte mit 20 ml-Spritzen, in
denen je 10 ml Blut mit 100 I.E. Heparin zur Antikoagulation und 6 ml Longasteril® 70
zur Beschleunigung der Erythrozytensedimentation gemischt wurden. Nach 60 bis 90
Minuten senkrechter Lagerung wurde das leukozytenreiche Plasma gewonnen und
zweimal mit HBSS gewaschen (5 Minuten, 800 x g, 22°C). Die Zellpellets wurden in

je 1 ml HBSS resuspendiert und auf je 20 ml des kontinuierlichen Percoll-
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Dichtegradienten geschichtet. Eine sich anschlieRende zweistufige Zentrifugation
(5 Minuten bei 400 x g, 10 Minuten bei 1000 x g, jeweils bei 22°C) flhrte zu einer
Auftrennung der Zellfraktionen entsprechend ihrer Dichte: Es bildeten sich vier
diskrete Ringe, die (von unten nach oben) Erythrozyten, Granulozyten,
mononukleére Zellen und Thrombozyten reprasentierten. Die PMN wurden durch
Aspiration des Granulozytenringes gewonnen und zweimal mit HBSS gewaschen
(5 Minuten, 800 x g, 22°C). Im Coulter Counter zeigt sich nach diesem Verfahren
eine einheitliche Population von Zellen, die aufgrund ihrer Grof3e (@ 7 — 11 um) als
Granulozyten identifiziert werden kdnnen; die Lymphozytenpopulation mit kleinerem

Zelldurchmesser ist nicht mehr vorhanden.

Fur die Messungen der H,O,-Produktion (5.2.1.) war eine Isolierung der PMN aus
der Leukozytenfraktion nicht erforderlich, da die Durchflusszytometrie eine
Differenzierung der PMN von anderen Leukozytensubpopulationen erméglicht.
Entsprechend erfolgte die Separation der PMN fur die durchflusszytometrischen
Untersuchungen gemafd 5.1.1. In allen anderen Experimenten (CAMP-Assay, RT-

PCR, Radioligandenbindungsexperimente) wurden isolierte PMN (5.1.2.) verwendet.

5.1.3. Zellzahlbestimmung

Die Zahl der PMN in einer Zellsuspension wurde mit einem Coulter Counter ermittelt.
Gezahlt wurden Zellen mit einem Durchmesser zwischen 7 und 11 um, entsprechend
der Grofle humaner Granulozyten. Bei einer 500-fachen Verdlinnung der
Messlosung (20 pl Zellsuspension + 10 ml Isoton-11®-Lésung) und einem Mess-
volumen von 500 pl entsprach die ermittelte Zellzahl der Anzahl von PMN pro ul

Ausgangssuspension.

5.1.4. Beurteilung der Vitalitat

Die Vitalitdit der PMN wurde durch Farbung mit Propidiumiodid beurteilt, einem
Fluoreszenzfarbstoff, der in die DNA interkaliert. Da Propidiumiodid nur in zell- und
kernmembrangeschadigte Zellen eindringen kann, eignet es sich zur Identifizierung
toter Zellen. 10° PMN wurden in 1 ml HBSS suspendiert, mit Propidiumiodid
(3x10° M) versetzt und auf Eis Uberfilhrt. Die Rotfluoreszenz Propidiumiodid-
positiver Zellen wurde durchflusszytometrisch gemessen und zur Bestimmung des

Anteils toter PMN herangezogen (s. 5.2.1.4.).
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5.1.5. Inkubationsbedingungen

5.1.5.1. Inkubation mit pro- oder antiinflammatorischen Stimuli

5 x 10° PMN/ml Inkubationsmedium wurden in sterilen 4-well-Kulturplatten (1 ml/well)
im Brutschrank bei 37°C und 5% CO;/95% Raumluft 6 Stunden inkubiert. Vor
Inkubationsbeginn wurde den Zellen einer der proinflammatorischen Faktoren LPS,
TNF-q, IL-1a, IFN-y oder IL-8 oder das antiinflammatorisch wirksame Zytokin IL-10
zugegeben. Als Negativkontrolle diente ein Ansatz, der ohne Zugabe eines Stimulus
inkubiert wurde. Die Zytokine wurden jeweils in einer Konzentration eingesetzt, die
dem 10-fachen der vom Hersteller angegebenen EDsy; entsprach. Die
Konzentrationen im Inkubationsansatz betrugen entsprechend [IL-1a] = 100 pg/ml,
[TNF-a] = 500 pg/ml, [IFN-y] = 15 ng/ml, [IL-8] =5 ng/ml und [IL-10] = 15 ng/ml. LPS

wurde in einer Endkonzentration von 10 pg/ml zugegeben.

5.1.5.2. Inkubation unter hypoxischen Bedingungen

Fur eine Inkubation unter hypoxischen Bedingungen wurde das Inkubationsmedium
vor Versuchsbeginn 24 Stunden lang in einer Inkubationskammer mit variierbarer
Sauerstoffatmosphéare unter anoxischen Bedingungen (95% N,/ 5% CO,) bei 37°C
desoxygeniert. 5 x 10° PMN wurden mdglichst schonend, um eine Anreicherung des
Mediums mit Sauerstoff zu vermeiden, in 1 ml des desoxygenierten Mediums
suspendiert und mit IL-1a (100 pg/ml) oder LPS (10 pg/ml) stimuliert oder ohne
weiteren Zusatz belassen (Kontrolle). Die Kulturplatten wurden in die regulierbare
Inkubationskammer verbracht und die Kammer fir ca. 15 Minuten mit einem
Gasgemisch aus  Sauerstoff und 95% N,/ 5% CO, geflutet, bis die
Sauerstoffkonzentration in der Kammer stabil 1% betrug (Oxygen Analyzer, Billups-
Rothenberg). AnschlieRend wurden die Zellen in der geschlossenen Kammer fir
6 Stunden bei 37°C inkubiert. Die 1%ige Sauerstoffatmosphére in der Kammer blieb
Uber diesen Zeitraum konstant. Kontrollmessungen mit einem Blutgasgerat ergaben
einen Sauerstoffpartialdruck von etwa 30 mmHg in der Probenflissigkeit am Ende
der sechsstindigen Inkubationszeit. Im Vergleich dazu wurde in Kontrollproben, die
bei Normoxie inkubiert worden waren, ein Sauerstoffpartialdruck von durchschnittlich

168 mmHg gemessen.

Nach Abschluss der Inkubation (5.1.5.1. bzw. 5.1.5.2.) wurden die Zellen zweimal mit
HBSS gewaschen (800 x g, 5 Minuten).

36



5.1.6. Zellmembranpraparation aus polymorphkernigen Leukozyten

Die Membranpraparation aus PMN (150 —200x 10° pro Radioliganden-
Sattigungsexperiment) erfolgte aus nativen (5.1.2.) oder LPS-stimulierten (5.1.5.1.)
PMN. Jeweils 50 — 60 x 10° PMN wurden mit 10 — 12 ml eiskaltem, hypotonem
Homogenisierungspuffer (s. 4.2.3.) gewaschen (800 x g, 5 Minuten, 4°C) und in
1,5 ml Homogenisierungpuffer resuspendiert. Die Homogenisierung erfolgte mit
einem Ultraschallhomogenisator in zwei Beschallungen von jeweils 15 Sekunden
Dauer bei mittlerer Starke. Zwischen den beiden Beschallungen wurde die Probe in
Eiswasser gekuhlt. Das Homogenat wurde zentrifugiert (16 000 x g, 30 Minuten, 4°C)
und das Pellet in Homogenisierungspuffer resuspendiert, rehomogenisiert und zur
Entfernung von endogenem Adenosin 30 Minuten mit Adenosindesaminase (2 1U/ml)
bei 37°C inkubiert. Die Lagerung der Membransuspension erfolgte bis zur weiteren
Verwendung bei -80°C. Die aufgetauten Membransuspensionen wurden zentrifugiert
(16 000 x g, 30 Minuten, 4°C) und die Pellets im jeweiligen Inkubationspuffer fir die

Radioligandenbindungsexperimente (s. 4.2.3.) resuspendiert.

5.1.7. Proteinbestimmung

Die Proteinkonzentration der Membransuspension (5.1.6.) wurde
spektrophotometrisch nach der von Bradford beschriebenen Methode [17] unter
Verwendung eines kommerziell erhaltlichen Proteinbestimmungs-Assays (Bio-Rad)

nach Anleitung des Herstellers bestimmt. Als Standardprotein wurde BSA verwendet.

5.2. Funktionelle Analysen

5.2.1. Messung der H,O,-Produktion polymorphkerniger Leukozyten
5.2.1.1. Testprinzip: Bestimmung der HyO,-Produktion mit Dihydro-
rhodamin 123

Auf eine Stimulation mit I8slichen proinflammatorischen Faktoren wie fMLP reagieren
PMN mit der Bildung und Freisetzung hochreaktiver Sauerstoffmetaboliten. Das
Schlisselenzym dieser Reaktion ist die zellmembranassoziierte NADPH-Oxidase,
die die Bildung von Superoxidanionen katalysiert, die spontan oder unter Katalyse
einer Dismutase zu Wasserstoffperoxid (H.O2) weiterreagieren. Die H,O»-Produktion

kann nach der von Rothe beschriebenen Methode [139] mit Hilfe des Indikators
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Dihydrorhodamin (DHR) 123 gemessen werden. DHR 123 ist eine nicht
fluoreszierende, leicht oxidierbare Substanz, die nach Aufnahme in die Zelle in einer
peroxidasekatalysierten Reaktion mit H,O, zum nicht zellmembrangangigen, grin
fluoreszierenden Rhodamin 123 oxidiert wird. Die Fluoreszenzintensitat als Malf3 fur

die Sauerstoffradikalproduktion wird durchflusszytometrisch bestimmt.

5.2.1.2. Stimulation der H,O2-Produktion mit fMLP

N-formylierte Peptide wie N-formyl-Methionin-Leucin-Phenylalanin (fMLP) sind
bakteriellen Ursprungs oder entstammen rupturierten Mitochondrien
untergegangener Zellen. Durch Aktivierung Gi-Protein-gekoppelter Formylpeptid-
Rezeptoren auf der Zellmembran neutrophiler Granulozyten wirken sie unter
anderem als hochpotente Chemotaxine und Ausloser der Superoxidanionen-
produktion [71,147].

Die Inkubation wurde in 5-ml-Falcon-R6hrchen leicht modifiziert nach der von Rothe
und Valet beschriebenen Methode durchgefuhrt [140]. Die Verwendung eines
Blockthermostats gewdhrleistete eine konstante Inkubationstemperatur von 37°C.
10° PMN wurden direkt nach der Leukozytenseparation (5.1.1.) oder nach
vorangegangener Inkubation (5.1.5.) in 1 ml HBSS (37°C) suspendiert und 5 Minuten
lang mit DHR (1,1x10°M) inkubiert, bevor fMLP (107 M) oder HBSS
(Negativkontrolle) zugegeben wurden. Nach weiteren 15 Minuten wurde die
Stimulation durch Uberfiihrung der Proben auf Eis gestoppt und Propidiumiodid zur
Gegenfarbung toter Zellen hinzugefiigt (3 x 10° M). Die Proben wurden unmittelbar
anschlieBend durchflusszytometrisch analysiert und blieben bis zum Abschluss der

Messungen auf Eis gelagert.

5.2.1.3. fMLP-stimulierte H,O»,-Produktion in Abhangigkeit von Adenosin

Zur Bestimmung des Einflusses von Adenosin auf die H,O,-Produktion erfolgte die
Inkubation in einem 10-fachen Ansatz. Dieser beinhaltete eine Negativkontrolle
(Inkubation ohne fMLP), eine Positivkontrolle (Stimulation mit fMLP) sowie zur
Erstellung einer Dosis-Wirkungs-Kurve acht weitere Ansatze mit fMLP-Stimulation,
die Adenosin in aufsteigenden Konzentrationen (10%?—10°M) enthielten. Die
Inkubation wurde analog zu 5.2.1.2. durchgefihrt. Das Inkubationsschema in
Abbildung 3 fasst die Zeitpunkte der Zugabe und die Endkonzentrationen der

einzelnen Komponenten zusammen.
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Spontan- 10° PMN/ml HBSS + HBSS +Pl
aktivitat 0 +DHR (1,1 x 10° M) (3x10°M) |—*
F
Kontroll- 10° PMN/ml HBSS +fMLP +Pl
stimulation 0 +DHR (1,1x 10° M) (107 M) (3x10°M) '
A
. 10° PMN/ml HBSS +fMLP +Pl
Dosis- + DHR (1,1 x 10° M) (107 M) (3x10°M) |[—>
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Abbildung 3. Inkubationsschema zur Bestimmung der fMLP-stimulierten H,O,-Produktion
polymorphkerniger Leukozyten in Abhangigkeit von Adenosin. Die angegebenen
Konzentrationen entsprechen den Konzentrationen im Inkubationsansatz.

5.2.1.4. Durchflusszytometrische Messungen

Die Durchflusszytometrie ermdglicht die gleichzeitige Erfassung mehrerer
physikalischer oder biochemischer Merkmale von Einzelzellen durch Messung von
Fluoreszenz und Lichtstreuung, die beim Kontakt der Zelle mit einem Laserstrahl
entstehen. Das axial zum einfallenden Laserstrahl detektierte Vorwartsstreulicht
(Forward Scatter, FSC) ist von der Zellgro3e abhangig. Orthogonal zum Laserstrahl
werden das Seitwartsstreulicht (Side Scatter, SSC), das von der Oberflachenstruktur
und der intrazellularen Granularitdt der Zelle beeinflusst wird, und das

Fluoreszenzlicht detektiert. Lichtfilter, die sog. Fluoreszenzkanale (FL1, FL2, FL3),
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zerlegen das Fluoreszenzlicht in verschiedene Farbbereiche. Die Lichtsignale
werden in elektrische Signale umgewandelt und verstéarkt. Den elektrischen Signalen
fur jede der gemessenen Eigenschaften wird eine ihrer Intensitat entsprechende
Klassen- oder Kanalzahl (0 — 1023; CV, Channel Value) zugeordnet.

Die vorliegenden Messungen wurden mit dem Durchflusszytometer FACScan
(Becton Dickinson) durchgefluhrt, das als Lichtquelle mit einem Argon-Laser mit einer
Anregungswellenlange von 488 nm ausgestattet ist. Registriert wurden jeweils
10 000 Ereignisse. Fur jede Zelle wurden Vorwarts- und Seitwartsstreulicht (FSC
bzw. SSC) sowie die aus der Oxidation von DHR zu Rhodamin resultierende
Grunfluoreszenz (FL1) und die Rotfluoreszenz Propidiumiodid-positiver Zellen (FL3)
simultan detektiert. Die Messung von FSC und SSC erfolgte mit linearer, die der
Fluoreszenz mit logarithmischer Verstarkung.

Die SSC/FSC-Zweiparameterdarstellung erméglichte die Differenzierung einzelner
Leukozytensubpopulationen (Lymphozyten, Monozyten, Granulozyten) aufgrund von
GrolRe und Granularitat. Auf die Granulozyten (mittelgrof3e Zellen mit hoher
Granularitat) wurde ein Auswertefenster (Gate 1) gelegt (Abb. 4 A). Der FL3/SSC-
Dotplot diente der Identifikation Propidiumiodid (Pl)-positiver, also toter Zellen. Der
FL3 war in Vorversuchen mit ungefarbten und selektiv mit DHR oder PI gefarbten
lebenden und toten Zellen so eingestellt worden, dass Pl-positive Zellen im oberen
Drittel der Skala erschienen. Auf die Pl-positiven Zellen wurde ein zweites Gate
(Gate 2) gesetzt (B). Durch Definition eines dritten Gate’s (Gate 3), das sich aus
Gate 1 (Granulozyten) unter Ausschluss von Gate 2 (tote Zellen) zusammensetzte,
und Aktivierung dieses Gate’s fur die FL1/SSC-Zweiparameterdarstellung wurde die
von der DHR-Oxidation und damit der H,O,-Produktion abhangige Grinfluoreszenz
lebender Granulozyten graphisch dargestellt. Die entsprechende FL1-
Histogrammdarstellung (C) gab Aufschluss Uber die Haufigkeitsverteilung der
Fluoreszenzintensitaten lebender Granulozyten. Die mittlere Fluoreszenzintensitat
(Mean Channel Value, MCV) wurde vom Auswertungsprogramm des Computers
(BDCellQuest Pro 4.0) errechnet.
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Abbildung 4. Graphische Auswertung der durchflusszytometrischen Messungen.

A ldentifizierung der Granulozytenpopulation anhand von Groe und Granularitat (G1).
B Identifizierung der Propidiumiodid-positiven Zellen (G2). C Histogrammdarstellung der
Grinfluoreszenz Pl-negativer Granulozyten (Aktivierung von Gate 3). Fir nahere
Erlauterungen siehe Text.

G1l: Gatel, G2: Gate 2, FSC: Forward Scatter, SSC: Side Scatter, FL-1 bzw. FL-3:
Fluoreszenzkanal 1 bzw. 3.

Fur die Beurteilung der Vitalitdt wurde der Anteil Pl-positiver PMN, bezogen auf die
Gesamtheit der PMN, bestimmt: Mit den vom Auswertungsprogramm ermittelten
Ereignissen flr die definierten Regionen (Gate 1, 2 und 3), ausgedrtckt in Prozent
der Gesamtereignisse, errechnet sich der prozentuale Anteil Pl-positiver, also toter,
PMN nach der Gleichung
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G1[%] - G3[%]
G1[%]

Pl-positive PMN [%] = (100.

5.2.2. Bestimmung der Adenosin- oder CGS 21680-induzierten intrazellularen
cAMP-Produktion polymorphkerniger Leukozyten
Pro Inkubationsansatz wurden 10° native (5.1.2.) oder LPS-stimulierte (5.1.5.1.) PMN
in 900 pl HBSS suspendiert. Der vorzeitige Abbau von cAMP wurde durch Zugabe
des Phosphodiesterasehemmers Ro 20-1724 (0,5 mM) verhindert. In den
Experimenten, die mit dem spezifischen A,a-Rezeptoragonisten CGS 21680
durchgeftuhrt wurden, enthielten die Reaktionsansatze zusatzlich
Adenosindesaminase (1 IU/ml) zum Abbau von endogenem Adenosin. Nach einer
5-mindtigen Vorinkubation bei 37°C im Schittelwasserbad wurden Adenosin
(10 - 10" M) oder CGS 21680 (10°-10°M) in aufsteigenden Konzentrationen
zugegeben. 5 Minuten spéter folgte die Stimulation der Zellen mit fMLP (10”7 M). Die
Reaktion wurde nach 2 Minuten durch Zugabe von 100 ul 1 N HCI gestoppt.
AnschlieRend wurden die Proben bei -70°C gelagert. Nach dem Auftauen und der
Abzentrifugation von Zelltrimmern (10 000 x g) wurde die cAMP-Konzentration im
Uberstand unter Verwendung eines cAMP-EIA-Kits (Biomol) nach Anleitung des

Herstellers bestimmt.

5.3. Molekularbiologische Methoden

5.3.1. RNA-Isolierung

Die Isolierung der Gesamt-RNA nativer (5.1.2.) oder LPS-stimulierter (5.1.5.2.) PMN
(10 x 10°% erfolgte unter Verwendung des RNeasy Mini Kits (Qiagen) gemaR den
Angaben des Herstellers und schloss eine Behandlung mit DNase (RNase free
DNase Set, Qiagen), ebenfalls entsprechend dem Herstellerprotokoll, ein. Die RNA-
Konzentration wurde spektrophotometrisch durch Messung der Absorption bei
260 nm (OD2g0 = 1 entspricht 40 pg RNA pro ml) bestimmt.
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5.3.2. cDNA-Synthese
Jeweils gleiche Mengen RNA wurden mit der reversen Transkriptase Omniscript®
(Omniscript RT Kit, Qiagen) nach Anleitung des Herstellers in cDNA umgeschrieben.

Der Reaktionsansatz (20 ul) war folgendermal3en zusammengesetzt:

Omniscript Reverse Transcriptase (4 U/pl) 1p
Oligo-dT-Primer (1 puM) 2ul
Random mixed Primer (50 uM) 2ul
RNase-Inhibitor (10 U/ul) 1p
dNTP (je 5 mM) 2 ul
10x RT Puffer 2 Ul
RNA (700 — 1000 ng) 10 pl

Die reverse Transkription erfolgte wahrend einer 60-minutigen Inkubation bei 37°C.
Danach wurden die Reaktionsansatze bis zur Verwendung in der sich unmittelbar

anschlieRenden PCR auf Eis gelagert.

5.3.3. Real-time PCR

Die real-time PCR ist eine hochsensitive Methode zur relativen oder absoluten
Quantifizierung der initialen Template-Menge in einem PCR-Ansatz. Die
Quantifizierung erfolgt in der exponentiellen Phase der PCR durch Detektion von
Fluoreszenzsignalen, die die Hintergrundfluoreszenz im sog. Crossing Point (CP)
Uberschreiten, der sich indirekt proportional zum Logarithmus der eingesetzten
Template-Menge verhalt. In den vorliegenden Untersuchungen erfolgte die
Bestimmung des CP mit der LightCycler Software nach der sog. ,Second Derivative
Maximum Method®, die den CP mathematisch als Maximum der zweiten Ableitung
der Amplifikationskurve definiert. Der CP entspricht damit dem Punkt der maximalen
Beschleunigung des Fluoreszenzanstiegs bzw. dem Punkt, an dem die Effizienz der
real-time PCR am grof3ten ist.

Die PCR wurde mit genspezifischen Primern durchgefihrt, wobei die Lange der
Amplikons 100 bp nicht Uberschritt. Das Fluoreszenzlicht wurde von
fluoreszenzfarbstoffmarkierten Oligonukleotidsonden erzeugt, die spezifisch an eine
Sequenz des Amplikons binden. Solange die Sonde intakt ist, verhindert ein

gleichfalls an die Sonde gekoppeltes Quencher-Molekil die Freisetzung des
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Fluoreszenzlichts. Erst mit dem Abbau der gebundenen Sonde durch die
Exonukleaseaktivitdt der Taqg-Polymerase wird der Farbstoff hydrolytisch
abgespalten und damit raumlich vom Quencher getrennt. Jedes freie,

fluoreszierende Farbstoffmolekul steht somit fur eine erfolgte Replikation.

Die Amplifikation der cDNA erfolgte jeweils im Doppelansatz im LightCycler unter
Verwendung von hochspezifischen Primer-Sonden-Sets (PrimerDesign) fir jeden der
vier Adenosinrezeptoren und das endogene Referenzgen 18S-rRNA. Ein

Reaktionsansatz (20 pl) setzte sich folgendermal3en zusammen:

rekonstituierter Primer(4 uM)-Sonden-Mix 1
2x gPCR Mastermix 10 ul
Wasser (PCR-Grad) 4 ul
cDNA Sul

Die cDNA wurde in einer Verdinnung von 1:25 eingesetzt. Zuséatzlich wurden fur
jedes Zielgen Ansatze einer cDNA-Verdunnungsreihe (1:10, 1:50, 1:100, 1:500) zur

Bestimmung der jeweiligen Amplifikationseffizienz hergestellt.

Auf eine 10-mindtige Erhitzung der Reaktionsansatze auf 95°C zur Enzymaktivierung

(,hot start®) folgte die Amplifikation in 45 Zyklen unter folgenden Bedingungen:

Denaturierung 15 Sekunden 95°C
Annealing 30 Sekunden * 50°C X 45
Elongation 15 Sekunden 72°C

* Datenerhebung

Aus den CPs fur die einzelnen cDNA-Verdlinnungsstufen wurden mit Hilfe der
LightCycler Software Eichkurven erstellt, aus denen sich die Effizienz (E) der
jeweiligen PCR ableiten lasst (E = 10 ¢*/St194n9)) |m |dealfall gilt fir die exponentielle
Phase einer PCR E = 2, was einer Verdopplung der PCR-Produkte in jedem Zyklus
entspricht. Der (semi)quantitative Vergleich der Expression zweier Gene ist nur mit

einer Methode verlasslich moglich, die Unterschiede in den Amplikationseffizienzen
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berlcksichtigt, da wegen des exponentiellen Charakters der PCR bereits kleine
Abweichungen in den Effizienzen grof3e Auswirkungen auf das Expressionsverhaltnis
haben. Entsprechend wurde die relative, zur Expression des Referenzgens
18S-rRNA normalisierte  mRNA-Expression der Adenosinrezeptoren unter
Verwendung der LightCycler Relative Quantification Software (Roche Diagnostics)
bestimmt, mit der eine Effizienzkorrektur gemafl der von Pfaffl beschriebenen

Methode [135] vorgenommen werden kann.

5.4. Radioligandenbindungsexperimente

5.4.1. Bindung von [*H]DPCPX und [?H]ZM 241385 an die Membranen

polymorphkerniger Leukozyten in Abhangigkeit der Proteinkonzentration
Aufsteigende Membranproteinmengen zwischen 100 und 360 pg, hergestellt aus
unstimulierten PMN (s. 5.1.6.), wurden mit dem A;-Rezeptorantagonisten [°H]DPCPX
(39nM) und Proteinmengen zwischen 50 und 250pug mit dem Aga-
Rezeptorantagonisten [°H]ZM 241385 (1,3 nM) inkubiert. Die Konzentrationen der
Radioliganden lagen im Bereich der jeweils zu erwartenden Kp-Werte (DPCPX:
Kp=3,9nM in Experimenten mit humanen transfizierten A;-Rezeptoren in CHO-
Zellen [93]; ZM 241385: Kp=1,05 nM in Experimenten mit humanen neutrophilen
Granulozyten [169]). Parallelansatze mit zusatzlich 1 uM DPCPX (A:1-Rezeptor) bzw.
10 uM XAC (Az2a-Rezeptor) zur Bestimmung der unspezifischen Bindung wurden fir
jede Proteinkonzentration mitgefiihrt. Im Ubrigen entsprach das Vorgehen dem, was
fur die jeweiligen Sattigungsexperimente im Folgenden (5.4.2. bzw. 5.4.3)

ausgefuhrt ist.

5.4.2. [*H]DPCPX-Bindung an die Membranen polymorphkerniger Leukozyten

Die Untersuchung des A;-Rezeptors erfolgte in Sattigungsexperimenten mit dem
spezifischen A;-Rezeptorantagonisten [PH]DPCPX [110]. Fur die Bestimmung der
Gesamtbindung wurden konstante Mengen Membranprotein (250 — 300 pg) mit 9 bis
13 aufsteigenden Konzentrationen von [PH]DPCPX (nominale Endkonzentrationen
0,25 — 10 nM) in 1,5 ml-Eppendorfrohrchen inkubiert. Der Anteil der unspezifisch
gebundenen Radioaktivitdt wurde in separaten Ansatzen fur 5 bis 7 Konzentrationen

von [*H]DPCPX ermittelt, in denen die Rezeptorbindungsstellen durch Zugabe eines
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Uberschusses an unmarkiertem DPCPX (1 uM) blockiert wurden. Markiertes und
unmarkiertes DPCPX wurden dem Inkubationsansatz jeweils in einem Volumen von
50yl zugegeben. Die Einstellung eines Gesamtvolumens von 500 ul je
Reaktionsansatz erfolgte durch Zugabe der entsprechenden Menge an Tris-HCI-
Puffer (50 mM; pH 7,4). Unter Bezugnahme auf die Untersuchungen von Merighi et
al. [116] wurde eine Inkubationszeit von 150 Minuten bei Raumtemperatur (22°C)
gewahlt.

Die Trennung von freiem und gebundenem Radioliganden erfolgte durch
vakuumunterstitzte Filtration der einzelnen Reaktionsansatze Uber GF/B-
Glasfaserfilter. Die Filter wurden zur Reduzierung der unspezifischen Bindung
viermal mit je 5 ml eiskaltem Inkubationspuffer gewaschen. Filtration und
Waschvorgang dauerten zusammen nicht langer als 30 Sekunden, um den Verlust
spezifisch gebundener Radioaktivitdt zu minimieren. Die gewaschenen Filter wurden
luftgetrocknet und in ProbengefaRe (Polyvials) fur die Szintillationsmessung
verbracht. Fiir die exakte Bestimmung der eingesetzten [?H]DPCPX-Konzentrationen
wurden in separaten Szintillationsgefal3en je 20 pl der Verdinnungslésungen direkt
auf GF/B-Filter pipettiert. In jedes Szinitillationsgefald wurden 7 ml Ready-Solv™ HP-

Szintillationscocktail gegeben und die Proben tiber Nacht stehen gelassen.

5.4.3. [*H]ZM 241385-Bindung an die Membranen polymorphkerniger
Leukozyten
Das Vorgehen zur Charakterisierung der A;a-Rezeptorbindung entsprach dem unter
5.4.2. fur den A;-Rezeptor beschriebenen mit folgenden, rezeptorspezifischen
Modifikationen: 150 — 200 pg Membranprotein pro Ansatz wurden mit 12 bis 14
aufsteigenden Konzentrationen (0,125 - 13 nM) des spezifischen Aga-
Rezeptorantagonisten [*H]ZM 241385 [136] inkubiert. Zur Bestimmung der
unspezifischen Bindung wurde der universelle Adenosinrezeptorantagonist XAC
(10 uM) verwendet, der speziell an den Aza-Rezeptor mit hoher Affinitat bindet (K; fur
Aza-Rezeptor ~ 1 nM [92]). In Anlehnung an das von Varani et al. beschriebene
Vorgehen [169] wurde dem Inkubationspuffer (50 mM Tris-HCI, pH 7,4) MgCl,

(10 mM) zugegeben. Die Inkubationszeit betrug 90 Minuten bei Raumtemperatur.
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5.4.4. [*H]ZM 241385-Bindung an intakte polymorphkernige Leukozyten

Pro Ansatz wurden 10° native (5.1.2.) oder LPS-stimulierte (5.1.5.1.) PMN mit acht
aufsteigenden Konzentrationen (0,125 — 10,5 nM) von [*H]ZM 241385 in einem
Gesamtvolumen von 500 pl 90 Minuten bei 22°C inkubiert. Der Inkubationspuffer
bestand aus HBSS und 0,1% BSA und war mit 20 mM Hepes auf einen pH von 7,4
gepuffert. Die Bestimmung der unspezifischen Bindung erfolgte in Parallelansatzen
mit XAC (10 pM) fir jede der acht [*H]ZM 241385-Konzentrationen. XAC und
[*H]ZM 241385 wurden dem Inkubationsansatz jeweils in einem Volumen von 50 pl
zugegeben. Bei der Trennung der gebundenen von der ungebundenen Radioaktivitat
wurde analog zu den Experimenten mit Membranpraparationen verfahren (5.4.2.).
Als Waschpuffer wurde HBSS + 0,1% BSA (pH 7,4) verwendet.

5.4.5. Messung der gebundenen Radioaktivitat

5.4.5.1. Bestimmung der Zahleffizienz des Flussigkeits-Szintillationszahlers
Der Nachweis ionisierender Strahlung mit einem Szintillationszahler erfolgt indirekt
Uber die Messung des Fluoreszenzlichts, das von den angeregten Atomen oder
Molekilen der Szintillatorsubstanz abgegeben wird. Bei der
Flussigkeitsszintillationstechnik wird das Messgut direkt in die Szintillationsfllissigkeit
gegeben, in der der Szintillator in geléster Form vorliegt. Sie eignet sich besonders
gut zum Nachweis energiearmer B-Strahlung, wie sie beim Zerfall von Tritium (°H)
auftritt. Die B-Teilchen geben ihre Energie fast vollstdndig an Lésungsmittelmolekile
ab, deren Emissionsspektrum wiederum im Absorptionsbereich des Szintillators liegt.
Das vom Szintillator ausgesandte Fluoreszenzlicht wird von einem
Sekundarelektronenvervielfacher (Photomultiplier) in ein elektrisches Signal
umgewandelt, verstarkt und registriert. Da nicht jedes abgegebene Elektron des
schwachen B-Strahlers Tritium genldgend Energie besitzt, um ein Szintillatormolekdl
anzuregen, und auch die Intensitat des Fluoreszenzlichts nicht immer hoch genug ist,
um detektiert zu werden, liegt die Zahlausbeute (Effizienz) bei Messungen von
Tritium deutlich unter 100%.

Um die Zahleffizienz des B-Counters unter den vorliegenden Versuchsbedingungen
zu ermitteln, wurde eine definierte Menge (5 — 20 pl) der in ihrer spezifischen Aktivitat
und Konzentration bekannten Radioligandenstammlésung auf einen GF/B-
Glasfaserfilter gegeben und mit 7 ml Szintillationscocktail versetzt. Aus den fur diese

Probe vom B-Counter erfassten Zahlereignissen pro Minute (cpm, counts per minute)
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und der tatsachlichen, aus Volumen, Konzentration und spezifischer Aktivitat
errechneten Anzahl von Zerfallen pro Minute (dpm, disintegrations per minute)
konnte die Effizienz des B-Counters fiir die genannten Versuchsbedingungen nach
der Beziehung

Effizienz (%) = (cpm/ dpm) x 100

errechnet werden. In n = 6 Ansatzen wurde eine mittlere Effizienz von 55% ermittelt.
Um einen moglichen Quencheffekt der Membranpraparationen auf die Zahlausbeute
auszuschlieRen, wurden in n=6 Experimenten die Zahlraten von zwei Proben
miteinander verglichen, die jeweils gleiche Mengen an [*H]DPCPX, pipettiert auf
einen GF/B-Filter, enthielten, tUber den im einen Fall Inkubationspuffer und im
anderen eine Membransuspension mit 250 pg Protein filtriert worden war. Die in den
Proben mit Membranprotein gezahlten Ereignisse betrugen 99,2% der Ereignisse in
den Proben ohne Protein. Eine Quenchkorrektur hinsichtlich des Proteingehalts in

den Proben war daher nicht erforderlich.

5.4.5.2. Messung der Proben

Die Radioaktivitat in jeder Probe, ausgedrtckt in cpm, wurde mit einer Z&hlzeit von
jeweils 3 Minuten ermittelt. Die Umrechnung in dpm erfolgte unter Berticksichtigung
der unter 5.4.5.1. ermittelten Effizienz von 55%. Kontrollzahlungen von Proben ohne
Radioligand ergaben eine vernachlassigbar geringe Hintergrundaktivitdt von weniger

als 10 cpm.

5.5. Pharmakologische und statistische Auswertung

Die Ergebnisse aus den funktionellen Untersuchungen wurden durch die Erstellung
von Konzentrations-Wirkungs-Kurven analysiert:

Die mit logarithmischer Verstarkung durchflusszytometrisch gemessenen, mittleren
Fluoreszenzintensitaten (MCV) mussten vor einer weiteren Verrechnung zunachst
relinearisiert werden. Die Linearisierung erfolgte nach der geratespezifisch

ermittelten und laborintern verwendeten Beziehung

linearisierter Wert = 4,4383[1,0067"" .

48



Fur die linearisierten Messwerte wurden durch nicht-lineare Regression mit Hilfe des

Graphikprogramms SigmaPlot 9.0 Dosis-Wirkungs-Kurven der Gleichung

(Maximum — Minimum)

y = Minimum + 1 + 10199 Cso) Hlsope

erstellt. Zum Vergleich der Kurven untereinander wurden die halbmaximal
inhibitorisch  wirksame Konzentration (ICsp) und der maximale Hemmeffekt

herangezogen, der sich nach der Beziehung

Maximum-— MinimumIjl

Maximaler Hemmeffekt [%] = -
Astim

00

errechnete, wobei Astim der Differenz aus maximaler (Maximum) und spontaner H,O,-
Produktion entsprach.

Die Analyse der Messdaten zur cAMP-Produktion erfolgte analog durch Erstellung
von Dosis-Wirkungs-Kurven, aus denen sich die entsprechenden ECsy-Werte

ableiten liel3en.

Fur die Bestimmung der Gleichgewichtsdissoziationskonstante Kp und der
maximalen Anzahl an Bindungsstellen Bmnax aus den Radioliganden-
Sattigungsexperimenten wurde zunachst die unspezifische Bindung durch lineare
Regression ermittelt. Da es sich bei den Messdaten um radioaktive Zerfalle handelt,
die einer Poisson-Verteilung folgen, ist die Varianz des Standardfehlers nicht fr
jeden Datenpunkt gleich, sondern nimmt mit dem y-Wert zu. Unter der Annahme,
dass der Grofiteil der Streuung der unspezifischen Bindungsdaten auf Zahlfehler
zurickzufihren ist, wurde daher eine gewichtete Kurvenanpassung (1/y)
vorgenommen. Die spezifische Bindung wurde durch Subtraktion der auf diese
Weise bestimmten unspezifischen Bindung von der gemessenen Gesamtbindung
ermittelt. Die nicht-lineare Kurvenanpassung der spezifischen Bindungsdaten an ein

Bindungsmodell mit einer Bindungsstelle entsprechend der Gleichung
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lieferte die Gleichgewichtsparameter Bmax und Kp. Um auszuschliel3en, dass sich die
Daten signifikant besser durch ein Zwei-Bindungsstellen-Modell beschreiben liel3en,

wurden sie aul3erdem an das entsprechende Modell der Formel

_Bmaxl[x+B [ x
Ko, X Ky, +X

max 2

angepasst und die Verbesserung der Anpassung mit Hilfe des F-Tests auf
statistische Signifikanz Uberpruft.

Die Ergebnisse wurden zuséatzlich als sog. Scatchard Plot dargestellt. Hierbei wird
die spezifische Bindung (B; x-Achse) gegen den Quotienten aus spezifischer
Bindung und freier Ligandenkonzentration (B/F; y-Achse) aufgetragen. Diese
Transformation hat den Vorteil, dass die Messergebnisse durch einen linearen
Graphen beschrieben werden kdnnen. Der Schnittpunkt mit der Abszisse entspricht
in der Scatchard-Darstellung Bmax, Wahrend Kp die Steigung (= —1/Kp) vorgibt. Da
durch die lineare Transformation, bei der die x-Variable auch zur Berechnung der y-
Variablen verwendet wird, experimentelle Fehler unverhaltnismafiig verzerrt werden,
wurde der Scatchard-Plot nur zur graphischen Veranschaulichung, nicht aber zur
Bestimmung der zuverlassiger mit nicht-linearer Regression ermittelten Kp- und Bmax-

Werte verwendet [22].

Sofern nicht anders vermerkt, sind die Ergebnisse als Mittelwerte + Standardfehler
des Mittelwerts (SEM) angegeben. Das Signifikanzniveau wurde auf 0,05 festgelegt.
Die Normalverteilung der Ergebnisse wurde mit dem Kolmogorov-Smirnov-Test
Uberpriuft. Die Prufung auf statistische Signifikanz der Unterschiede zwischen
normalverteilten Mittelwerten erfolgte mit dem T-Test fir verbundene oder
unverbundene Stichproben. Bei Vergleich mehrerer Gruppen wurde eine
einfaktorielle Analyse der Varianz (one-way ANOVA) durchgeftihrt. Bei signifikantem
ANOVA-Ergebnis (p < 0,05) wurden die Unterschiede zwischen der Kontrolle und
den einzelnen Gruppen mit dem Dunnett-T-Test auf statistische Signifikanz gepruft.
Alle statistischen Berechnungen mit Ausnahme der Kurvenanpassungen und des
F-Tests (SigmaPlot 9.0) wurden mit dem Programm SPSS 13.0 durchgefihrt.
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6. Ergebnisse

6.1. Funktionelle Analysen

6.1.1. Hemmung der fMLP-stimulierten H,O»-Produktion polymorphkerniger

Leukozyten durch Adenosin: Einfluss der Inkubation

Der Anteil der avitalen PMN, der unmittelbar nach der Separation (0 h-Wert) durch
Propidiumiodidfarbung bestimmt wurde, unterschied sich nicht signifikant von dem
nach sechsstindiger Inkubation und machte in beiden Féllen weniger als 2% der
PMN aus (1,39 £ 0,10% [0 h] vs. 1,85 = 0,36% [6 h], n = 6). Die spontane sowie die
fMLP-stimulierte H,O,-Produktion waren nach der Inkubation tendenziell h6her als
zum Zeitpunkt O h, ohne dass die Unterschiede statistische Signifikanz erreichten
(Abb. 5).

Die fMLP-stimulierte H,O»-Produktion sowohl von frisch isolierten als auch von
inkubierten PMN liel3 sich durch Adenosin konzentrationsabhangig hemmen. Die
halbmaximal inhibitorisch wirksame Konzentration (ICsp) war nach 6 Stunden mit
77 nM (95% Konfidenzintervall: 61 - 97 nM) geringfligig héher als zum Zeitpunkt 0 h
(49 [37 - 64] nM; n =6; p <0,05; T-Test fur verbundene Stichproben). Der maximale
Hemmeffekt, der bei der héchsten eingesetzten Adenosinkonzentration (10 M)
annahernd erreicht wurde, betrug nach sechsstindiger Inkubation 83,5 (+ 3,12) %
und unterschied sich damit nicht signifikant von dem entsprechenden 0 h-Wert
(90,2 £ 1,67%; Abb. 5).
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Abbildung 5. Wirkung von Adenosin (10° M) auf die fMLP (10" M)-stimulierte H,O,-
Produktion frisch isolierter (O h) oder 6 h inkubierter polymorphkerniger Leukozyten.
MFI: mittlere Fluoreszenzintensitat; Mittelwerte + SEM; n = 6.

6.1.2. Wirkung einer pro- oder anti-inflammatorischen Stimulation auf die

Adenosin-induzierte Hemmung der fMLP-stimulierten H,O,-Produktion

Eine mdgliche Beeinflussung der funktionellen Adenosinrezeptorexpression durch
pro- oder antiinflammatorisch wirksame Substanzen wurde im Einzelnen flr
Endotoxin (LPS), die proinflammatorischen Zytokine TNF-a, IFN-y, IL-1a und IL-8
sowie das antiinflammatorisch wirksame Zytokin IL-10 getestet. Unabh&ngig vom
zugegebenen Stimulus lag der Anteil der vitalen, Pl-negativen PMN nach
sechsstindiger Inkubation bei Uber 96%. Hinsichtlich Spontanaktivitdt oder
Stimulierbarkeit durch fMLP waren fur keine der getesteten Inkubationsbedingungen
signifikante Unterschiede zur Kontrollbedingung (Inkubation ohne Stimulus)

festzustellen (Tab. 5).
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Tabelle 5. Einfluss pro- und antiinflammatorischer Stimuli auf die Vitalitat und
Stimulierbarkeit polymorphkerniger Leukozyten

Kontrolle LPS TNF-a IFN-y IL-1a IL-8 IL-10
10 ug/ml 0,5ng/ml 15ng/ml 0,1 ng/ml 5ng/ml | 15 ng/ml

(n=31) {(h=14) (n=9) n=7) (=12) (=81 (h=7)

ift?\mg? 31 33 34 36 33 30 32
(MF) (£0,85) | (+232) (+151) (£237) (+161) (£176) | (+2.48)
fMLP 59 65 59 65 62 55 61
(MF1) (£ 2,04) (£ 4,88) (*4,39) (4,700 (x3,37) (*557) ! (+6,67)
Pl-positive

oUN 1,52 3,01 2.89 2.76 1,77 1,74 1,46
(%) (+014) | (0500 (+039) (£037) (+0,18) (£0,36) | (+0.32)

Die spontane und die fMLP-stimulierte H,O,-Produktion sowie der Anteil Propidiumiodid (PI)-
positiver PMN wurden nach 6 h Inkubation (5 x 10° PMN/mI) ohne (Kontrolle) oder mit einem
der aufgefiihrten inflammatorischen Stimuli durchflusszytometrisch bestimmt.

MFI: mittlere Fluoreszenzintensitat; Mittelwerte (+ SEM) von n unabhéngigen Experimenten.

Die fMLP-stimulierte H,O,-Produktion war in jeder der untersuchten Bedingungen
durch Adenosin hemmbar. Der Hemmeffekt von Adenosin konnte durch eine
sigmoide Konzentrations-Wirkungs-Kurve beschrieben werden. Die maximal
erzielbare Hemmung unterschied sich in keinem Fall signifikant von dem Kontrollwert
von 78,8% (Tab. 6).

Nach Inkubation mit IL-1a war die 1Cso mit 40 (25 — 64) nM um die Halfte geringer als
nach Inkubation unter Kontrollbedingungen (80 [65 — 97] nM; p < 0,05), was sich in
einer Linksverschiebung der Dosis-Wirkungs-Kurve widerspiegelt. Im Gegensatz
dazu fuhrte eine Stimulation mit LPS zu einer signifikanten Erhéhung der ICsp um
etwa das Vierfache auf 332 (189 — 584) nM (p < 0,001; Abb. 6).
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Abbildung 6. Wirkung einer proinflammatorischen Stimulation auf die Hemmbarkeit der

fMLP-stimulierten H,O,-Produktion polymorphkerniger Leukozyten durch Adenosin.

5 x 10° PMN/ml wurden in Medium alleine (Kontrolle ), mit 10 pg/ml LPS (A) oder 0,1 ng/ml
IL-1a (m) 6 h inkubiert. Im Anschluss wurde die fMLP-stimulierte (107" M; 10° PMN/ml) H,O,-
Produktion in Abhangigkeit aufsteigender Adenosinkonzentrationen durchflusszytometrisch
bestimmt (5.2.1.). Die Datenpunkte reprasentieren Mittelwerte + SEM von n =12 (IL-1q),
n =14 (LPS) bzw. n =31 (Kontrolle) unabhéangigen Experimenten. *p < 0,05 vs. Kontrolle;

*** < 0,001 vs. Kontrolle (one-way ANOVA und post hoc Dunnett-Test).
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Eine sechsstindige Stimulation mit TNF-a, IFN-y, IL-8 oder IL-10 hatte keinen
statistisch signifikanten Effekt auf die Hemmwirkung von Adenosin. Wahrend TNF-a
und IFN-y eine Tendenz zur Rechtsverschiebung der Dosis-Wirkungs-Kurve
erkennen lieRen, war nach Inkubation mit IL-8 eine tendenzielle Erniedrigung der ICsg
zu beobachten (Tab. 6).

Tabelle 6. Einfluss pro- oder antiinflammatorischer Stimuli auf die Hemmbarkeit der fMLP-
stimulierten H,O,-Produktion polymorphkerniger Leukozyten durch Adenosin

maximaler Hemmeffekt (x SEM) ICs0 (95% CI)
n
[%] [nM]

Kontrolle 78,8 (+ 1,5) 80 (65 - 97) 31
LPS 75,2 (+ 2,5) 332 (189 — 584) *** 14
TNF-a 84,8 (+ 3,6) 106 (62 — 179) 9
IFN-y 86,8 (+ 4,3) 123 (72 - 213) 7
IL-1a 78,6 (+ 2,5) 40 (25 -64) * 12
IL-8 76,3 (£ 5,8) 43 (20 — 96) 8
IL-10 75,7 (+ 3,3) 79 (55 - 114) 7

Nach 6 h Inkubation (5 x 10° PMN/ml) mit oder ohne (Kontrolle) Stimulus wurde die fMLP-
stimulierte H,O,-Produktion in Abhéangigkeit aufsteigender Adenosinkonzentrationen
gemessen (5.2.1.).

95% CI: 95%-Konfidenzintervall des Mittelwerts;

Mittelwerte von n unabhdngigen Experimenten; *p < 0,05 vs. Kontrolle; ***p < 0,001 vs.
Kontrolle (one-way ANOVA und post hoc Dunnett-Test).

6.1.3. Wirkung von Hypoxie auf die Adenosin-induzierte Hemmung der fMLP-

stimulierten H>O»>-Produktion

Um die Auswirkungen von Hypoxie auf die Hemmwirkung von Adenosin zu testen,
wurden PMN sechs Stunden einer reduzierten Sauerstoffatmosphare (1% Oy)
ausgesetzt und dabei mit LPS oder IL-la stimuliert oder unstimuliert
(Kontrolle 1% O,) belassen (5.1.5.2.).

In Abbildung 7 sind die entsprechenden Dosis-Wirkungs-Kurven vergleichend fir

beide Sauerstoffbedingungen dargestellt.
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Abbildung 7. Wirkung von Hypoxie auf die Hemmbarkeit der fMLP-stimulierten H,O,-
Produktion polymorphkerniger Leukozyten durch Adenosin.

5 x 10° PMN wurden 6 h ohne Stimulation (A), mit 10 pg/ml LPS (B) oder 0,1 ng/ml IL-1a (C)
unter normoxischen (21% O,) oder hypoxischen (1% O,) Bedingungen inkubiert.
AnschlieRend wurde die fMLP-stimulierte H,O»-Produktion in Abhangigkeit aufsteigender
Adenosinkonzentrationen bestimmt. Die Datenpunkte reprasentieren Mittelwerte £+ SEM von
nN=8 (A, o0),n=12 (m), n=14 (A), n=18 (o) bzw. n = 31 (e) unabhangigen Experimenten.
Die Werte fir die ICsq sind den Tabellen 6 und 7 zu entnehmen.
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Hypoxie hatte weder alleine (Kontrolle 1% O,; A) noch in Kombination mit einem der
proinflammatorischen Faktoren LPS (B) oder IL-1a (C) einen erkennbaren Einfluss
auf die inhibitorische Wirkung von Adenosin. Die ICsy unterschieden sich ebenso
wenig wie die Maximalwirkungen signifikant von den entsprechenden unter Normoxie
ermittelten Werten (Tabellen 6 und 7). Demzufolge bestatigten sich die bei 21% O,
gemachten Beobachtungen, wonach LPS eine signifikante Erhéhung und IL-1a eine

signifikante Erniedrigung der ICso bewirkt.

Tabelle 7. Wirkung von Hypoxie auf den Hemmeffekt von Adenosin auf die H,O,-Produktion
polymorphkerniger Leukozyten

maximaler Hemmeffekt (+ SEM) ICs0 (95% CI) N
[%0] [nM]
Kontrolle (1% O,) 79.4+2,8 102 (64 — 165) 18
LPS (1% O)) 80,9+ 2,2 338 (213 — 537) **
IL-1a (1% O») 85,3+ 2,7 46 (32 — 66) *

5x 10° PMN wurden 6 h ohne Stimulation (Kontrolle), mit LPS (10 pg/ml) oder IL-1a
(0,1 ng/ml) unter hypoxischen (1% O,) Bedingungen inkubiert. Im Anschluss wurde der
Hemmeffekt von Adenosin auf die fMLP-stimulierte H,O,-Produktion bestimmt.

95% CI: 95%-Konfidenzintervall des Mittelwerts;

Mittelwerte von n unabhéngigen Experimenten; *p < 0,05 vs. Kontrolle (1% O,); **p < 0,01
vs. Kontrolle (1% O,) (one-way ANOVA und post hoc Dunnett-Test).

6.1.4. Wirkung von LPS auf die durch Adenosin oder CGS 21680 stimulierbare
cAMP-Produktion polymorphkerniger Leukozyten

Adenosin und der A a-Rezeptor-spezifische Agonist CGS 21680 induzierten in fMLP-
stimulierten PMN konzentrationsabhangig einen Anstieg der intrazellularen cAMP-
Konzentration. Der Effekt lie3 sich jeweils durch eine sigmoide Dosis-Wirkungs-
Kurve beschreiben.

Eine sechsstiindige LPS-Stimulation bewirkte eine Erhéhung der halbmaximal
wirksamen Konzentration (ECso) von Adenosin um den Faktor 4,85 von 165 nM auf
801 nM (Abb. 8a).
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Abbildung 8a. Einfluss einer 6-stiindigen Inkubation mit LPS (10 pg / ml /5 x 10° PMN) auf
die durch Adenosin stimulierbare cAMP-Produktion polymorphkerniger Leukozyten.

Die Datenpunkte entsprechen den Mittelwerten von n = 3 Experimenten, ausgedriickt in %
der Kontroll-cAMP-Akkumulation nativer PMN, die in Anwesenheit einer die Axx-Rezeptoren
sattigenden Adenosin-Konzentration (10 M) bestimmt wurde (~ 18,45 pmol / 10° PMN).
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CGS 21680 stimulierte die cAMP-Produktion in nativen PMN mit einer ECsy von
64 nM. In LPS-stimulierten PMN war die ECsy mit 893 nM um das 13,95-fache hoher
(Abb. 8b).
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Abbildung 8b. Einfluss einer 6-stiindigen Inkubation mit LPS (10 ug / ml /5 x 10° PMN) auf
die durch CGS 21680 stimulierbare cAMP-Produktion polymorphkerniger Leukozyten.

Die Datenpunkte entsprechen den Mittelwerten von n = 3 Experimenten, ausgedriickt in %
der Kontroll-cAMP-Akkumulation nativer PMN, die in Anwesenheit einer die Axa-Rezeptoren
sattigenden CGS 21680-Konzentration (10° M) bestimmt wurde (~ 4,15 pmol / 10° PMN).
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6.2. Wirkung von LPS auf die Adenosinrezeptor-Transkription polymorph-

kerniger Leukozyten

Sowohl native als auch LPS-stimulierte PMN exprimierten mRNA fur alle vier
Adenosinrezeptorsubtypen. Im unstimulierten Zustand waren die Expressionsniveaus

der vier Adenosinrezeptoren von vergleichbarer Hohe (Abb. 9a).
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Abbildung 9a. Konstitutive  Adenosinrezeptor-mRNA-Expression  polymorphkerniger
Leukozyten.

In real-time-RT-PCR-Experimenten wurden fir jeden Adenosinrezeptorsubtypen unter
Verwendung der LightCycler Relative Quantification Software (Roche Diagnostics)
effizienzkorrigierte Expressionswerte ermittelt und zum Expressionswert des A;-Rezeptors in
Relation gesetzt.

Mittelwerte + SEM von n = 6 unabhangigen Experimenten.
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Eine sechsstiindige Stimulation der Zellen mit LPS fihrte zu einer signifikanten
Erh6hung der Axa-Rezeptor-mRNA um den Faktor 4,28 (£ 0,28; p < 0,001) und einer
tendenziellen Zunahme der Az-Rezeptor-mRNA-Expression (1,68 + 0,34), wahrend

die Transkription von A;- (0,91 £+ 0,20) und Azs-Rezeptoren (0,95 £ 0,18) unverandert
blieb (Abb. 9b).
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Abbildung 9b. Einfluss von LPS auf die Adenosinrezeptor-mRNA-Expression
polymorphkerniger Leukozyten.

In real-time-RT-PCR-Ansatzen mit nativen und LPS-stimulierten (6 h;
10 pg /5 x 10° PMN / ml) PMN wurden effizienzkorrigierte Expressionswerte ermittelt, zum
Referenzgen 18S-rRNA normalisiert und in Relation zum normalisierten Expressionswert der
nativen PMN gesetzt.

Mittelwerte + SEM von n = 6 unabhangigen Experimenten; ***p < 0,001 vs. native PMN.
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6.3. Radioligandenbindungsexperimente

6.3.1. Vorversuch: Bindung von [*H]DPCPX und [3H]ZM 241385 an die
Membranen polymorphkerniger Leukozyten in Abhangigkeit der

Proteinkonzentration

Um die gewdahlten experimentellen Bedingungen zu validieren und eine geeignete
Einsatzmenge an Rezeptorprotein fur die Folgeexperimente zu ermitteln, wurde die
Rezeptorbindung des spezifischen A;-Rezeptorantagonisten [*H]DPCPX sowie die
des spezifischen Aza-Antagonisten [*H]ZM 241385 in Abhéangigkeit aufsteigender
Proteinkonzentrationen bestimmt (s. 5.4.1.). Die gebundene Radioaktivitdt (cpm)
nahm fir beide Radioliganden mit steigender Proteinkonzentration linear zu

(Abb.10A und C, e). Wie es charakteristisch fir das Vorliegen einer

Rezeptorbindung ist, lieR sich sowohl die Bindung von [*H]DPCPX (A) als auch die
von [*H]ZM 241385 (C) durch einen Uberschuss an unmarkiertem Liganden (1 uM
DPCPX bzw. 10uM XAC) teilweise blockieren. Die nun gemessene

Radioaktivitdt (0) entsprach der unspezifischen Bindung. Die spezifische

(Rezeptor-)bindung errechnet sich als die Differenz aus Gesamt- und unspezifischer
Bindung. Sie verhielt sich direkt proportional zur Proteinkonzentration (B und D), was
eine Umrechnung der spateren Messergebnisse in eine einheitliche Bezugsgrol3e
(fmol/mg) erlaubte.

Um den Anteil der unspezifischen Bindung an der Gesamtbindung mdglichst gering
zu halten, wurde fiir die Sattigungsexperimente mit [*H]DPCPX im Folgenden eine
Proteinkonzentration zwischen 250 und 300 pg und fir die Experimente mit
[*H]ZM 241385 eine Proteinmenge zwischen 150 und 200 pg gewahlt. Auch bei
diesen verhaltnisméfllig hohen Proteinkonzentrationen war der Anteil an
gebundenem Radioliganden relativ zur Gesamtmenge an eingesetztem
Radioliganden vernachlassigbar gering (< 3%), was die Gleichsetzung der freien
Ligandenkonzentration mit der Menge an eingesetztem Liganden bei der
Berechnung der Gleichgewichtsparameter Kp und Bmax in den nachfolgenden

Sattigungsexperimenten rechtfertigte.
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Abbildung 10. Bindung von [*H]DPCPX (A, B) und [*H]ZM 241385 (C, D) an die
Membranen humaner PMN.

A Aufsteigende Proteinmengen (100 — 360 pg) wurden mit 3,9 nM [P(HIDPCPX 150 Minuten
bei 22°C in Anwesenheit (©) oder Abwesenheit (e) von 1uM DPCPX inkubiert. B
A spezifische Bindung zu A, errechnet durch Subtraktion der unspezifischen (o) von der
Gesamtbindung (e). C Proteinmengen zwischen 50 und 250 ug wurden mit 1,3 nM
[*H]ZM 241385 90 Minuten bei 22°C in Anwesenheit (o) oder Abwesenheit (®) von 10 uM
XAC inkubiert. D A spezifische Bindung zu C.
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6.3.2. Wirkung von LPS auf die Bindung des A;-Rezeptorantagonisten
[*H]DPCPX an die Membranen polymorphkerniger Leukozyten

[*H]DPCPX band konzentrationsabhéngig an die Membranen von Kontroll- und LPS-
stimulierten PMN. In Anwesenheit von unmarkiertem DPCPX (1 uM) war die
[*H]DPCPX-Bindung reduziert, was fir das Vorliegen einer spezifischen
Rezeptorbindung spricht. Die unspezifische Bindung nahm linear mit der [°*H]DPCPX-

Konzentration zu (Abb. 11a).
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Abbildung 11a. Bindung von [PHIDPCPX an die Membranen unstimulierter (A) und LPS-
stimulierter (B) polymorphkerniger Leukozyten.

250 yg Membranprotein wurden 150 min bei 22°C in Anwesenheit (A bzw. A; unspezifische
Bindung) oder Abwesenheit (o bzw. m; Gesamtbindung) von 1 uM DPCPX mit aufsteigenden
Konzentrationen von [*H]DPCPX inkubiert. Dargestellt sind die Ergebnisse eines von n =3
Experimenten mit jeweils ahnlichen Ergebnissen.

Die spezifische Rezeptorbindung, die sich durch Subtraktion der unspezifischen von
der Gesamtbindung ergab, lie3 sich durch ein Bindungsmodell mit einer
Bindungsstelle beschreiben. Die Kp- und Bpax-Werte von n =3 unabhangigen
Experimenten sind in Tabelle 8 aufgefihrt. In Abbildung 11b sind exemplarisch die

Bindungskurven und zugehorigen Scatchard Plots eines Experiments abgebildet.
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Abbildung 11b. Bindung von [3H]DPCPX an A;-Rezeptoren auf Membranen unstimulierter
(A, o) und LPS-stimulierter (B, ®) PMN.

Die spezifische Bindung entspricht der Differenz aus der in Abb. 11a dargestellten Gesamt-
und unspezifischen Bindung. In den Insets sind die zugehdrigen Scatchard Plots abgebildet.
B: spezifisch gebundenes [fmol/mg], F: freies [PHIDPCPX [nM]. Dargestellt sind die
Ergebnisse eines von n = 3 Experimenten mit jeweils dhnlichen Ergebnissen.
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[PHIDPCPX band mit vergleichbarer Affinitat an die A;-Rezeptoren von
unstimulierten (Kp =3,11 0,17 nM) und LPS-stimulierten (Kp=2,99 £ 0,11 nM)
PMN. Auch hinsichtlich der Rezeptoranzahl konnte kein wesentlicher Unterschied
zwischen nativen und stimulierten PMN festgestellt werden
(Bmax = 23,6 £ 3,3 fmol/mg [Kontrolle] vs. Bmax =25,9 £5,0 fmol/mg [nach LPS-

Stimulation]).

Tabelle 8. A;-Rezeptor-Bindung von [FHIDPCPX an die Membranen unstimulierter
(Kontrolle) und LPS-stimulierter PMN

Kb (nM) Bmax (fMol/mg)
Kontrolle LPS Kontrolle LPS
Experiment 1 2,84 2,83 30,1 35,7
Experiment 2 3,43 3,21 21,6 19,7
Experiment 3 3,07 2,93 19,1 22,2
Mittelwert (+ SEM) | 3,11 (+ 0,17) 2,99 (+ 0,11) 23,6 (+3,3) 259 (+5,0)

Membranpraparationen (250 — 300 pg Protein) wurden mit aufsteigenden Konzentrationen
von [*H]DPCPX (0,25 — 10 nM) 150 min bei 22°C inkubiert. Die unspezifische Bindung wurde
nach Zugabe von 1 uM DPCPX bestimmt.

6.3.3. Wirkung von LPS auf die Bindung des Aja-Rezeptorantagonisten
[*H]ZM 241385 an die Membranen polymorphkerniger Leukozyten

[®H]ZM 241385 band spezifisch und sattigbar an die Membranen unstimulierter und

LPS-stimulierter PMN. Die unspezifische Bindung stand in linearer Beziehung zur
eingesetzten [*H]ZM 241385-Konzentration (Abb. 12a).
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Abbildung 12a. Bindung von [*H]ZM 241385 an die Membranen unstimulierter (A) und LPS-
stimulierter (B) polymorphkerniger Leukozyten.

170 pg Membranprotein wurden 90 min bei 22°C in Anwesenheit (A bzw. A; unspezifische
Bindung) oder Abwesenheit (o bzw. m; Gesamtbindung) von 10 uM XAC mit aufsteigenden
Konzentrationen von [*H]ZM 241385 inkubiert. Dargestellt sind die Daten eines von n = 4
unabhangigen Experimenten mit jeweils @hnlichen Ergebnissen.

In Abbildung 12b ist die spezifische Bindung in Abh&ngigkeit der [*H]ZM 241385-
Konzentration vor (A) und nach LPS-Stimulation (B) exemplarisch fur eines von vier
Experimenten mit jeweils ahnlichen Ergebnissen dargestellt. Eine Stimulation der
PMN mit LPS hatte eine Erh6hung der Kp um etwa das 2,5-fache von 1,02 = 0,22 nM
auf 2,48 + 0,27 nM zur Folge. Parallel dazu nahm die Aza-Rezeptordichte (Bmax) um
den Faktor 1,4 von 64,2 £ 17,5 auf 87,6 + 26,9 fmol/mg zu. Die Abnahme der Affinitat
und die Erh6hung von Bnax Nnach LPS-Stimulation bestatigten sich in jedem von n =4

Experimenten (Tab. 9).

67



>

B,ax = 20,4 fmol/mg

‘q:) 50 oo
©
c
>
D
(@) 40 T
e
(&)
D~
N E 30
g £
=
g Nk
™M 20 7
—
N
= K, =0,86 nM =
N 10 - .
ME, 0 10 20 30 40 50 60
B
0 1 1 1 1 1 1 1
0 2 4 6 8 10 12 14
[’H]ZM 241385 (nM)
B
B,ax = 63,9 fmol/mg
60 -

(fmol/mg)
S

N
o
]

[*H]ZM 241385, spezifisch gebunden

[*H]ZM 241385 (nM)

Abbildung 12b. Bindung von [?H]ZM 241385 an A,s-Rezeptoren auf Membranen
unstimulierter (A, o) und LPS-stimulierter (B, ) PMN.

Die spezifische Bindung entspricht der Differenz aus der in Abb. 12a ausschnittsweise
dargestellten Gesamt- und unspezifischen Bindung. Im Inset ist der zugehérige Scatchard
Plot abgebildet. B: spezifisch gebundenes [fmol/mg], F: freies [*H]ZM 241385 [nM].
Dargestellt sind die Daten eines von n = 4 Experimenten mit jeweils ahnlichen Ergebnissen.
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Tabelle 9. A,s-Rezeptor-Bindung von [*H]ZM 241385 an die Membranen unstimulierter
(Kontrolle) und LPS-stimulierter PMN

Kb (nM) Bmax (fMol/mg)
Kontrolle LPS Kontrolle LPS
Experiment 1 0,86 2,26 50,4 63,9
Experiment 2 0,94 1,95 40,6 49,1
Experiment 3 1,63 3,22 116,4 167.,5
Experiment 4 0,63 2,48 49,4 70,0
Mittelwert (+ SEM) 1,02 (£ 0,22) 2,48 (+0,27) 64,2 (+ 17,5) 87,6 (+ 26,9)

Membranpraparationen (150 — 200 pg Protein) wurden mit aufsteigenden Konzentrationen
von [*H]ZM 241385 (0,125 — 13 nM) 90 min bei 22°C inkubiert. Die unspezifische Bindung
wurde in Anwesenheit von 10 uM XAC bestimmt.

6.3.4. Wirkung von LPS auf die Bindung des Aja-Rezeptorantagonisten
[*H]ZM 241385 an intakte polymorphkernige Leukozyten

[*H]ZM 241385 band mit sattigbarer, spezifischer Bindung an intakte PMN (Abb. 13).
Die unspezifische Bindung nahm im untersuchten Konzentrationsbereich linear mit
der [°H]ZM 241385-Konzentration zu. Polymorphkernige Leukozyten, die 6 Stunden
mit LPS inkubiert worden waren, exprimierten etwa doppelt so viele A,a-Rezeptoren
wie unstimulierte PMN (Bmax = 3228 vs. 1583 Bindungsstellen pro Zelle). Gleichzeitig
erhohte sich die Kp nach LPS-Stimulation von 1,36 nM auf 3,66 nM.
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Abbildung 13. Spezifische Bindung von [*H]ZM 241385 an unstimulierte (c) und LPS-
stimulierte (o) intakte PMN.

A 10° PMN wurden mit aufsteigenden Konzentrationen von [*H]ZM 241385 90 min bei 22°C
inkubiert. Zur Bestimmung der unspezifischen Bindung wurde XAC (10 uM) verwendet.
Unstimuliete PMN: Bnax= 1583 Rezeptoren/Zelle, stimulierte PMN: Bpax= 3228
Rezeptoren/Zelle. Mittelwerte + SEM von einem Experiment, ausgefihrt in drei- (o) bzw.
vierfachem (o) Ansatz. B Scatchard Plot zu den in A dargestellten Daten (Mittelwerte). B:
spezifisch gebundenes [Rezeptoren/Zelle], F: freies [*H]ZM 241385 [nM].
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7. Diskussion

Polymorphkernige Leukozyten spielen im inflammatorischen Geschehen eine
ambivalente Rolle. Denn dieselben Mechanismen, die sie zur Elimination von
Mikroorganismen befahigen und zu unverzichtbaren Effektorzellen der
unspezifischen Abwehr machen, konnen auch korpereigenes Gewebe in
betrachtlichem Ausmald schadigen, wenn PMN uberschieRend und unkontrolliert
aktiviert werden. Dies erklart das Interesse an Immunmodulatoren wie Adenosin, das
eine hemmende Wirkung auf die potentiell zytotoxischen Funktionen der PMN
ausubt. Eine wichtige Frage ist in diesem Zusammenhang, ob und wie sich die
adenosinerge Regulation der PMN in Situationen extremer inflammatorischer

Stimulation, z.B. bei Sepsis, verandert.

7.1. Einfluss inflammatorischer Faktoren auf die funktionelle Adenosin-

rezeptorexpression polymorphkerniger Leukozyten

7.1.1. Wirkung pro- und anti-inflammatorischer Stimuli auf die Adenosin-
induzierte Hemmung der H,O.-Produktion: Stimulation mit LPS als
in-vitro-Sepsismodell

Die extrazellulare Freisetzung reaktiver Sauerstoffmetaboliten durch PMN ist ein
zentraler Faktor in der Entstehung inflammationsassoziierter Gewebeschaden. Ein
nicht unwesentlicher Teil der antiinflammatorischen Wirkung von Adenosin kann
deshalb darauf zurlckgefihrt werden, dass es die Superoxidproduktion
polymorphkerniger Leukozyten hemmt. Dieser inhibitorische Effekt ist vielfach
beschrieben [39,43,70,158] und wird durch die vorliegenden Untersuchungen
bestatigt.

Angesichts einer gesteigerten extrazellularen Sauerstoffradikalproduktion bei Sepsis

[114] erscheint es bedeutsam, dass Kaufmann et al. in einer aktuellen Studie von

einer Abnahme der inhibitorischen Wirkung von Adenosin im septischen Schock,

charakterisiert durch eine Erhéhung der halbmaximal wirksamen Hemmkonzentration

(ICs0) um das 4- bis 5-fache, berichten [86]. Der dieser Beobachtung zugrunde

liegende Mechanismus sowie die auslésenden Faktoren sind unbekannt.

In der vorliegenden Arbeit konnte eine von ihrem Ausmald her vergleichbare

Zunahme der ICsp in vitro durch eine sechsstiindige Stimulation der PMN mit LPS

hervorgerufen werden. Dieses Ergebnis ist bemerkenswert, weil damit zum ersten
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Mal eine signifikante Reduktion der antiinflammatorischen Adenosinwirkung in
Reaktion auf LPS gezeigt werden konnte. LPS wurde bisher tberwiegend mit einer
Steigerung der antiinflammatorischen Axa-Rezeptorantworten in Verbindung
gebracht. So war zum Beispiel die Potenz, mit der selektive A,a-Agonisten die
TNF-a-Produktion von murinen Makrophagen [120] oder von Zellen der humanen
Monozytenzelllinie THP-1 [20] hemmten, um ein Vielfaches gesteigert, wenn die
Zellen zuvor mit LPS inkubiert worden waren. Ebenso wiesen in vivo aktivierte
neutrophile Granulozyten, die 48 Stunden nach intratrachealer LPS-Applikation durch
bronchoalveoldre Lavage aus den Lungen von Mausen isoliert wurden, eine
gesteigerte A.a-Rezeptor-Transkription sowie eine erhohte Funktionalitdt des
Rezeptors auf [164].

Es ware mdglich, dass zelltyp- bzw. speziesspezifische Unterschiede dafir
verantwortlich sind, dass LPS in humanen PMN eine Reduktion der
antiinflammatorischen Potenz von Adenosin bewirkt, wahrend es in anderen Zellen
eine gesteigerte Expression und Funktionalitat des (antiinflammatorischen) Aga-
Rezeptors auslost. Fur diese Vermutung spricht, dass es bereits in der konstitutiven
Axa-Rezeptorexpression Unterschiede zwischen den Zelltypen gibt, die entsprechend
auch unterschiedliche Reaktionen auf eine Stimulation erforderlich machen kdnnten.
Im Gegensatz zu humanen PMN weisen namlich weder Makrophagen [120,166]
noch murine PMN [164] im unstimulierten Zustand eine nennenswerte Expression
von Aza-Rezeptoren auf.

Von zentraler Bedeutung fir die Vermittlung der biologischen Wirkungen von LPS ist
der ausgepragt induzierende Effekt, den LPS auf die Bildung und Freisetzung
proinflammatorischer Zytokine durch mononukleare Zellen austbt [32]. Vor allem
TNF-a und IL-1, die innerhalb von 30 bis 90 Minuten nach LPS-Exposition freigesetzt
werden, sind fur einen grofRen Teil der immunpathologischen Reaktionen im Verlauf
eines Endotoxinschocks verantwortlich [50]. Da auch PMN auf eine LPS-Stimulation
mit der Bildung von Zytokinen reagieren [25], kann davon ausgegangen werden,
dass Zytokine wie TNF-a, IL-1 oder IL-8 im LPS-Inkubationsansatz vorhanden
waren. Im Gegensatz zu LPS beeinflusste eine Stimulation mit einzelnen Zytokinen
(TNF-a, IFN-y, IL-1q, IL-8, IL-10) die inhibitorische Wirkung von Adenosin jedoch
kaum oder gar nicht, was dagegen spricht, dass die Abnahme der Effektivitat von
Adenosin nach LPS-Inkubation wesentlich auf eine sekundare Induktion von

Zytokinen zurickzuflhren war.
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Bis auf IL-1a bewirkte keines der Zytokine eine signifikante Veranderung der I1Csp, SO
dass man allenfalls von einer tendenziellen Verstarkung (IL-8) bzw. Verringerung
(TNF-a, IFN-y) der Hemmwirkung sprechen kann. Eine Stimulation der PMN mit
IL-la war zwar mit einer statistisch signifikanten Zunahme der Hemmwirkung
verbunden, die von ihrem Ausmald her aber so gering war, dass die physiologische
Bedeutung dieser Beobachtung zweifelhaft erscheinen muss. Dessen ungeachtet
konnte die IL-1-abhangige Erniedrigung der ICso auf eine Zunahme der Aga-
Rezeptorexpression zurtickzufihren sein. Tats&chlich berichten Fortin et al. von
einer geringflgig gesteigerten Axa-mRNA-Expression durch PMN nach Stimulation
mit IL-13 [64].

Die weitgehend fehlende Beeinflussbarkeit der Adenosinwirkung durch Zytokine
kann nicht mit zu geringen Zytokin-Konzentrationen im Inkubationsansatz erklart
werden, die im Bereich der Plasmakonzentrationen, die im septischen Schock
erreicht werden [24,27,45], oder darUber lagen. Ebenso scheidet eine generelle
Schéadigung der PMN durch die Inkubation als Ursache fir eine fehlende Reaktion
aus. Die stimulusfreie Inkubation der PMN war zwar mit einer geringfiigigen
Abnahme der Hemmwirkung verbunden, doch ICsy und maximaler Hemmeffekt
stimmten immer noch gut mit den in der Literatur angeftihrten Werten fur frisch
isolierte PMN uberein [39,70,180], weshalb die inkubationsbedingten Auswirkungen
auf die PMN als vernachlassigbar gering angesehen werden konnten. Gegen eine
toxische Schéadigung der Zellen durch die Zytokine bzw. LPS spricht, dass in keiner
der untersuchten Bedingungen eine Beeintrachtigung der Vitalitdt oder
Stimulierbarkeit der Zellen festgestellt werden konnte.

Die durch die LPS-Inkubation hervorgerufene Veranderung der ICso war in Richtung
und Ausmald nahezu identisch mit den Ergebnissen, die in den Experimenten mit
PMN von Patienten im septischen Schock erhalten worden waren [86]. In Anbetracht
der zentralen Rolle, die LPS als Ausléser hyperinflammatorischer Reaktionen bei
Sepsis und Endotoxdmie spielt (siehe auch 2.1.2.), scheint die Hypothese berechtigt,
dass die durch LPS in vitro provozierten Vorgdnge auch biologisch und klinisch
relevant sind. Eine Stimulation der PMN mit LPS schien daher ein geeignetes Modell
fur die Identifizierung von Mechanismen zu sein, die fur die Abnahme der

Hemmwirkung von Adenosin im septischen Schock verantwortlich sein kénnten.
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7.1.2. Unbeeinflussbarkeit der inhibitorischen Wirkung von Adenosin auf die
H,0O,-Produktion durch Hypoxie

Hypoxie kommt im Zusammenhang mit der adenosinergen Regulation eine
besondere Bedeutung zu, denn sie ist nicht nur ein treibender Faktor fir die Bildung
von Adenosin [167], sondern kann (ber eine Beeinflussung der
Adenosinrezeptorexpression auch die Ansprechbarkeit verschiedener Zellen auf
Adenosin modifizieren. Eine reduzierte Sauerstoffkonzentration ist ein generelles
Merkmal entzindeter und verletzter Gewebe, in denen Phagozyten aktiv sind.
Speziell fur den septischen Schock ist eine Sauerstoffmangelsituation
charakteristisch. Die vorliegenden Ergebnisse, die keine Unterschiede in der
Adenosinansprechbarkeit von normoxisch und hypoxisch behandelten PMN
aufzeigen konnten, lassen jedoch nicht darauf schlieBen, dass die
Adenosinrezeptorexpression  polymorphkerniger Leukozyten durch  Hypoxie
beeinflusst wird. Dabei war es unerheblich, ob die Zellen mit einem Stimulus, der bei
Normoxie zu einer Verstarkung (IL-1a) bzw. Verminderung (LPS) der Hemmwirkung
von Adenosin auf die H;O»-Produktion fihrte, oder ob sie stimulusfrei unter
hypoxischen Bedingungen inkubiert worden waren (Abb. 7). PMN unterscheiden sich
damit offensichtlich von anderen Zellen, fur die eine Modulation der
Adenosinrezeptorexpression durch Hypoxie beschrieben ist. Endothelzellen etwa
exprimieren unter Hypoxie weniger Aza- und mehr Ajs-Rezeptoren, die die
Angiogenese fordern [59]. In PC12-Zellen wird einer hypoxischen Zellschadigung
durch eine Hochregulation des Aa-Rezeptors entgegengewirkt [94], wahrend glatte
Muskelzellen der DDT;-MF2-Zelllinie auf chronisch hypoxische Bedingungen mit
einer gesteigerten Expression von A;-Rezeptoren reagieren [78].

Die  offensichtliche Unbeeinflussbarkeit  der  Adenosinrezeptorexpression
polymorphkerniger Leukozyten durch Hypoxie rechtfertigte die Durchfihrung der
Folgeexperimente unter den praktikableren, normoxischen Bedingungen.
Daruiberhinaus bestatigte sich in den Hypoxieexperimenten, dass LPS die

Hemmwirkung von Adenosin auf die H,O,-Produktion beeintrachtigt.

Der in den durchflusszytometrischen Experimenten ermittelte wirksame
Konzentrationsbereich von Adenosin spricht dafir, dass die Hemmung der H,O,-
Produktion durch Aktivierung eines Aa-Rezeptors (Ki C 107 — 10° M [68]) vermittelt

wurde. In Ubereinstimmung hiermit konnte in frilheren Untersuchungen mit
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Adenosinrezeptoragonisten und -antagonisten der pharmakologische Beweis fur die
Axa-Rezeptorabhangigkeit dieser Funktion erbracht werden [70,158]. Postuliert man
eine (numerische oder funktionelle) Veranderung der Axa-Rezeptoren als Ursache
der LPS-induzierten Abnahme der Hemmwirkung, misste eine Stimulation mit LPS

auch die Axa-Rezeptor-spezifische Signaltransduktion entsprechend modifizieren.

7.1.3. Einfluss von LPS auf die Aza-Rezeptor-abhdngige cAMP-Produktion

Die Signaltransduktion am Gs-gekoppelten A;a-Rezeptor erfolgt vornehmlich Uber die
Aktivierung der Adenylatzyklase und die konsekutive Bildung des second
messenger’'s CAMP [68] (Abb. 2). Analog zu der abschwachenden Wirkung, die LPS
auf die Hemmung der H,O,-Produktion durch Adenosin auslbte, reduzierte eine
sechsstiindige Inkubation der PMN mit LPS auch die Potenz, mit der Adenosin die
intrazellulare cAMP-Produktion stimulierte.

Es herrscht zwar weitgehend Einigkeit dartber, dass die Hemmung der
Superoxidanionenproduktion durch eine Aktivierung des A;a-Rezeptors vermittelt
wird. Die Bedeutung von cAMP-abhangigen Signalwegen in diesem Zusammenhang
wird allerdings kontrovers diskutiert [36,66,75,158]. Fur eine Beteiligung von cAMP
sprechen unter anderem synergistische Effekte von Aza-Agonisten und Rolipram, das
als Typ-IV-Phosphodiesterase (PDE)-Inhibitor den Abbau von cAMP verhindert, auf
die Hemmung der O,-Bildung [157,158] sowie die Antagonisierung der

Hemmwirkung durch Rp-cAMP [70] oder H-89 [158], beides Inhibitoren der cAMP-
abhangigen Proteinkinase A (PKA). Im Widerspruch dazu stehen Berichte tber das
Ausbleiben eines synergistischen Effekts nach Hemmung der PDE mit Ro 20-1724
[42] und Experimente mit den PKA-Inhibitoren KT-5720 und H-7, die die
inhibitorische Wirkung des universellen Adenosinrezeptoragonisten NECA auf die
Sauerstoffradikalproduktion nicht aufheben konnten [41].

Die vorliegenden Untersuchungen, die analog zur LPS-induzierten Verschiebung der
ICs0 auch eine gleichsinnige und im Ausmald ahnliche Verschiebung der ECs fir die
Adenosin-stimulierte cAMP-Produktion aufzeigten, legen nahe, dass cAMP eine
wichtige Rolle bei der Vermittlung des Hemmeffekts spielt, schlieRen aber eine
zusatzliche Beteiligung anderer Mechanismen nicht aus. Dies kdnnte eine Erklarung
dafur sein, warum die ECsp-Werte jeweils hoher waren als die entsprechenden 1Csp-
Werte.

75



Die parallele Beeintrachtigung von Aa-Rezeptor-abhangiger Funktion (Hemmung der
H,O,-Produktion) und A,a-Rezeptor-assoziierter proximaler Signaltransduktion liel3e
sich mit einer LPS-induzierten Reduktion der Zahl oder Funktionalitdt der Aza-
Rezeptoren erklaren. Aufgrund der fehlenden Aa-Rezeptor-Selektivitat von Adenosin
muss alternativ jedoch auch die Moglichkeit einer Modifikation der Expression der
anderen Adenosinrezeptorsubtypen als Ursache der beobachteten LPS-Effekte in
Betracht gezogen werden.

Neben einer Aktivierung des Aa-Rezeptors I6st auch eine Stimulation des gleichfalls
Gs-gekoppelten Ays-Rezeptors die intrazellulare Bildung von cAMP aus [57].
Experimente mit dem spezifischen A;a-Rezeptoragonisten CGS 21680, der eine
hohe Aza- vs. Ags-Selektivitat aufweist [92], sollten deshalb naher definieren, welcher
Ar-Rezeptortyp unter den getesteten Bedingungen die Stimulation der cAMP-
Produktion vermittelte. Sowohl in unstimulierten als auch in LPS-stimulierten PMN
konnte durch CGS 21680 eine Akkumulation von cAMP induziert werden. Die
sechsstiindige LPS-Stimulation fiihrte analog zu den Experimenten mit Adenosin
auch zu einer Rechtsverschiebung der Dosis-Wirkungs-Kurve von CGS 21680 mit
einer deutlichen Erh6hung der ECsp von 64 nM auf 893 nM. Diese Ergebnisse
sprechen fur eine Modifizierung der Aza- und gegen eine Modifizierung der
Azs-Rezeptorexpression oder -funktionalitat als Ursache des LPS-induzierten
Wirkungsverlusts von Adenosin. Unterstltzt wird diese Vermutung durch die
vergleichsweise geringe Affinitdt von A,z-Rezeptoren fir Adenosin (ECso flr
Stimulation der Adenylatzyklase = 10 uM [44,93]), die eine relevante Beteiligung des
Azs-Rezeptors an der Adenosin-stimulierten cAMP-Produktion im getesteten
Konzentrationsintervall unwahrscheinlich erscheinen lasst.

Die Axa-Rezeptorselektivitat von CGS 21680 gegenuber humanen A;- bzw. As-
Rezeptoren ist deutlich geringer ausgepragt [92,93], weshalb eine Beteiligung dieser
Rezeptoren an der Vermittlung des LPS-Effekts auch durch die Experimente mit
CGS 21680 nicht ausgeschlossen werden konnte.

Ai- und Ajs-Rezeptoren sind an Gi-Proteine gekoppelt und hemmen somit
klassischerweise die Adenylatzyklase und die Bildung von cAMP. Es ist gut belegt,
dass eine Stimulation des A;-Rezeptors proinflammatorische Reaktionen auslést und
folglich den Aa-Rezeptor-vermittelten, antiinflammatorischen Effekten entgegenwirkt
[38,40]. Eine gesteigerte H,O,-Produktion konnten Zalavary und Bengtsson, die PMN

mit A;-Rezeptoragonisten stimulierten, zwar nicht nachweisen [180], doch die
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Blockierung des Gi-Proteins mit Pertussis-Toxin verstarkte die hemmende Wirkung
von NECA auf die O, -Produktion [40]. Diese Beobachtung stimmt mit der Hypothese

Uberein, dass die hochaffinen A;-Rezeptoren bereits unter physiologischen
Bedingungen einen tonisch-inhibitorischen Effekt auf A,a-Rezeptorfunktionen
ausiben [66]. Die Abnahme der antiinflammatorischen Potenz von Adenosin unter
LPS-Stimulation konnte daher auch auf eine der Aja-Rezeptorwirkung
entgegengerichtete Hochregulation der A;-Rezeptoren zuriickgehen.

Im Gegensatz zum A;-Rezeptor ist die Rolle des As-Rezeptors in Inflammation und
Immunantwort noch unvollstdndig charakterisiert. As-Rezeptoren wurde zwar eine
potentielle Beteiligung an der Hemmung der Superoxidproduktion durch Adenosin
zugeschrieben, deren tatsdchliche Bedeutung in vivo aber fraglich erscheint [73].
Vielmehr legt die inhibitorische Wirkung auf die Adenylatzyklase die Vermittiung
proinflammatorischer Zellantworten nahe. Dabei gilt dhnlich wie fir A,g-Rezeptoren
auch fur die niedrig affinen As-Rezeptoren, dass sie erst durch hohe
Adenosinkonzentrationen im mikromolaren Bereich aktiviert werden [183]. Trotzdem
konnte die Beeintrachtigung der antiinflammatorischen Wirkung von Adenosin

prinzipiell auch durch eine gesteigerte As-Rezeptorexpression erklart werden.

7.2. Beeinflussung der Adenosinrezeptor-Transkription durch LPS

Die funktionellen Untersuchungen zeigten, dass LPS die antiinflammatorische
Wirkung von Adenosin auf PMN reduziert, ein Effekt, der nicht nur durch eine
verringerte Expression der antiinflammatorisch wirksamen A, (und hier vor allem der
Azn)-Rezeptoren, sondern beispielsweise auch durch eine gegenlaufige Zunahme
der proinflammatorischen A;- oder As-Rezeptoren erklart werden konnte. Um néaher
zu bestimmen, welchen Einfluss LPS auf die numerische Adenosin-
rezeptorexpression ausubt, analysierten wir daher die Transkriptionsprofile der vier
Adenosinrezeptoren in nativen und LPS-stimulierten PMN mittels RT-PCR.

Sowohl unstimulierte als auch LPS-stimulierte PMN exprimierten alle vier
Adenosinrezeptorsubtypen. In Ubereinstimmung hiermit ist die mRNA-Expression
von Aj- [28], Asa- [70,171], Azs- [70,74] und As-Rezeptoren [73] durch PMN
beschrieben. Eine Stimulation mit LPS fuhrte zu einer signifikanten Zunahme der

Axa-Rezeptorexpression um mehr als das Vierfache. Die mRNA-Expression von A;-,
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Azs- und As-Rezeptoren LPS-stimulierter PMN unterschied sich dagegen nicht
signifikant von der nativer PMN, was zu der Hypothese berechtigt, dass diese
Rezeptoren nicht fur die beobachteten funktionellen Auswirkungen von LPS
verantwortlich sind.

Die Steigerung der Aa-Rezeptor-mRNA-Expression durch LPS spricht gegen eine
Downregulation des Aja-Rezeptors als Erklarung fur die Abnahme der
antiinflammatorischen Wirkung von Adenosin. Sie bestatigt aber die Ergebnisse
friherer Experimente mit PMN [64] ebenso wie mit Monozyten [159], THP-1-Zellen
[20] oder Makrophagen [120], die eine induzierende Wirkung von LPS auf die Aza-
Rezeptorexpression  nachwiesen. Auf welche Weise LPS die Aga-
Rezeptortranskription erhoht, ist nicht abschlielRend untersucht. LPS wird durch den
Toll-like receptor 4 (TLR 4) auf PMN erkannt. Ein zentraler Signalweg von TLRs fuhrt
zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-«B [131]. Murphree et al. zeigten, dass
die LPS-induzierte Hochregulation des Aja-Rezeptors in Makrophagen durch
Inhibition von NF-kB um 90% reduziert werden kann und schlagen darum einen
NF-«kB-abhangigen  Mechanismus fir die LPS-induzierte  Axa-Rezeptor-
Hochregulation vor [120]. Ob vergleichbares auch fir PMN gilt, missen zukinftige
Untersuchungen klaren.

In der vorliegenden Arbeit wurde unseres Wissens nach zum ersten Mal die mRNA-
Expression aller vier Adenosinrezeptorsubtypen in humanen polymorphkernigen
Leukozyten mit der hochsensitiven Methode der real-time RT-PCR unter
Verwendung spezifischer Fluoreszenzsonden und optimierter Primer analysiert.
Diese Methode erlaubte es nicht nur, die relative Veranderung der Expression eines
Rezeptortyps unter verschiedenen Bedingungen (unstimuliert vs. stimuliert) zu
bestimmen, sondern lie3 auch den Vergleich der Expressionslevel verschiedener
Rezeptortypen miteinander zu. Dadurch konnte gezeigt werden, dass sich die vier
Adenosinrezeptoren in ihrer konstitutiven mMRNA-Expression nicht wesentlich
voneinander unterscheiden. Bei Vergleich mit den teilweise widersprichlichen
Aussagen, die in der Literatur zur Relation der einzelnen Adenosinrezeptoren in PMN
zueinander zu finden sind (so vermuten etwa Fredholm et al. eine vielfach hdhere
Expression von Apa- als Ass-Rezeptoren [70], Chen et al. berichten von grof3en
Unterschieden zwischen den einzelnen Adenosinrezeptorsubtypen mit einem
deutlichen Uberwiegen der inhibitorischen A;- und As-Rezeptoren bis um das 200-

fache [28], wohingegen Fortin et al. A;- und Ajs-Rezeptor-Transkripte gar nicht
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nachweisen konnten und daher auf eine sehr geringe Expression dieser Rezeptoren
im Vergleich zu Aja- und As-Rezeptoren schlossen [64]), muss berlcksichtigt
werden, dass bei Anwendung der konventionellen PCR keine Effizienzkorrektur und

damit auch keine zuverlassige relative Quantifizierung von Transkripten moglich ist.

7.3. Einfluss von LPS auf die Expression und Affinitat von Ai;- und Aga-

Rezeptoren

Die Ergebnisse der Transkriptionsanalyse konnten die funktionellen Auswirkungen
der LPS-Stimulation nicht erklaren. Um zu Uberprifen, ob die Zunahme der
Axa-Rezeptortranskription auch mit einer Erhdhung des Aja-Rezeptorproteins
einherging, wurden Bindungsexperimente mit dem radioaktiv markierten
Asa-Rezeptorantagonisten [*H]ZM 241385 durchgefiihrt. Radioligandenbindungs-
Experimente gelten nach wie vor als Methode der Wahl fur die Analyse der
Adenosinrezeptorexpression, da Methoden wie die Western-Blot-Technik, die auf der
Verwendung von Antikdrpern beruhen, wegen des Mangels an subtypspezifischen,
monoklonalen Antikorpern fur humane Adenosinrezeptoren gegenwartig noch als
wenig verlasslich angesehen werden missen [105,120]. AulRerdem haben
Radioligandenbindungs-Experimente den Vorteil, dass sich mit ihrer Hilfe nicht nur
Aussagen zur quantitativen Rezeptorexpression, sondern auch zu den
Bindungseigenschaften eines Rezeptors machen lassen.

Die Zunahme der Aya-Rezeptor-mRNA-Expression nach LPS-Stimulation fand ihre
Entsprechung in einer, wenn auch vom Ausmalf} her etwas geringeren, Erh6hung der
Aza-Rezeptordichte (Bmax). Damit kann eine transkriptionsunabhéngige Verminderung
der Aa-Rezeptorzahl, etwa durch eine Beeinflussung der Translation oder einen
beschleunigten Abbau der Rezeptoren, als Ursache der Funktionsminderung
ausgeschlossen werden.

Eine mdgliche Erklarung fur den scheinbaren Widerspruch zwischen einer Abnahme
der Aja-Rezeptorfunktionalitat einerseits und der parallelen Zunahme der Aga-
Rezeptorzahl andererseits bietet sich bei Vergleich der Bindungsaffinitdten (1/Kp)
von unstimulierten und stimulierten Zellen an. Die Stimulation der PMN mit LPS war
mit einer reproduzierbaren Erh6hung der Kp, also einer Abnahme der Affinitat, um

das Zwei- bis Vierfache verbunden (Tab. 9). Im Kontrollexperiment mit ganzen Zellen
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bestatigte sich, dass die Zunahme der Rezeptordichte und die Verringerung der
Affinitat unter LPS-Stimulation auch in physiologischer Umgebung auftreten und nicht
auf Artefakte im Zusammenhang mit der Verwendung von Membranpréaparationen
zuruckzufihren sind.

Weil neben einer numerischen oder funktionellen Downregulation des A,a-Rezeptors
auch eine gegenlaufige Hochregulation des proinflammatorischen A;-Rezeptors zu
der beobachteten Minderung der antiinflammatorischen Adenosinwirkung héatte
beitragen kdnnen, wurden zusatzlich Radioliganden-Sattigungsexperimente mit dem
spezifischen A;-Rezeptorantagonisten [*H[DPCPX durchgefiihrt. In Ubereinstimmung
mit den Ergebnissen der RT-PCR hatte LPS keinen Einfluss auf die A;-Rezeptorzahl,
was eine transkriptionsunabhangige Steigerung der Rezeptorexpression, z.B. durch
eine Erhohung der mRNA-Stabilitdt, ausschliel3t. Auch hinsichtlich der Affinitat gab
es keine Unterschiede zwischen unstimulierten und LPS-stimulierten PMN.

Auf entsprechende Experimente zur Charakterisierung von Azs- und Asz-Rezeptoren
musste verzichtet werden, da geeignete radioaktiv markierte Antagonisten noch nicht
kommerziell erhaltlich sind. Ohnehin sprechen die geringe Affinitat von Ajs- und Asz-
Rezeptoren und die Ergebnisse der RT-PCR nicht daflr, dass einer dieser beiden
Rezeptoren fir die beschriebenen funktionellen Auswirkungen von LPS bedeutsam
ist.

Die naturlicherweise relativ niedrige Adenosinrezeptorexpression polymorphkerniger
Leukozyten fuhrte unvermeidbar zu einer verhaltnismal3ig hohen unspezifischen
Bindung, der jedoch durch eine Optimierung der experimentellen Bedingungen (unter
anderem durch den Einsatz hoher Proteinkonzentrationen, intensives Waschen bei
der Trennung der gebundenen von der ungebundenen Radioaktivitdt und eine lange
Zahlzeit) begegnet wurde, so dass reproduzierbare und verlassliche Ergebnisse
erzielt werden konnten. Entsprechend befanden sich die Bma- und Kp-Werte
unstimulierter PMN in guter Ubereinstimmung mit den Ergebnissen anderer Autoren:
So wird die von uns ermittelte A,a-Rezeptordichte (Tab.9) durch Varani et al.
bestatigt, die in Bindungsexperimenten mit humanen PMN unter Verwendung von
[*H]ZM 241385 von Bnac-Werten zwischen 55 und 126 fmol/mg berichten [169-171].
Bisher sind zwar keine Experimente dokumentiert, in denen [*H]DPCPX zur
Charakterisierung von Aj;-Rezeptoren in PMN eingesetzt wurde, doch die von uns
bestimmte, vergleichsweise geringe A;-Rezeptordichte von 20 — 30 fmol/mg befindet

sich im Einklang mit den Ergebnissen friiherer Untersuchungen, die mit dem A;-
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Rezeptoragonisten [*H]CHA durchgefiihrt wurden [55,113]. Ebenso entsprachen die
Kp-Werte der unstimulierten PMN den in der Literatur angegebenen Werten fir die
Affinitat von ZM 241385 fir humane Aza- [68] bzw. DPCPX flir humane A;-
Rezeptoren [93].

Die Ergebnisse der Radioligandenbindungsexperimente legen den Schluss nahe,
dass eine Abnahme der Affinitatt des Aza-Rezeptors fir die verminderte
Hemmwirkung von Adenosin nach LPS-Stimulation (mit)verantwortlich ist.
Interessanterweise ist eine identische Veranderung der Aoa-
Rezeptorbindungseigenschaften — also eine Erh6éhung der Rezeptordichte bei
gleichzeitiger Abnahme der Affinitat — auch fur PMN und Lymphozyten von Patienten
mit chronischer Herzinsuffizienz beschrieben [170], einem Krankheitsbild, das durch
eine inflammatorische Komponente gekennzeichnet ist. Als Ursache fir die erh6hten
Plasmaspiegel von proinflammatorischen Zytokinen wird, als Folge einer
stauungsbedingten  Odematisierung der Darmwand bei dekompensierter
Herzinsuffizienz, die Translokation von Bakterien und Endotoxin diskutiert [126], was
die Analogie zu den vorliegenden Ergebnissen erklaren kénnte. Dies unterstitzt die
Hypothese, dass die beschriebenen Verdnderungen des Axa-Rezeptors unter LPS-
Einfluss nicht nur ein in-vitro-Phanomen représentieren, sondern auch tatsachlich

unter pathophysiologischen Bedingungen in vivo auftreten.

7.4. Mogliche Ursachen der LPS-induzierten Abnahme der Axx-Rezeptoraffinitat

bzw. -funktionalitat

Worauf die Abnahme der Aja-Rezeptor-Affinitat beruht, kann vorerst nur vermutet
werden. Eine Affinitatsanderung impliziert eine Konformationsédnderung des
Rezeptorproteins, die die Ligandenbindungsstelle mit einbezieht. Eine mdgliche
Ursache fir eine solche Konformationsédnderung besteht in einer Veranderung der
Primarstruktur des Rezeptorproteins durch die Expression variabler mRNA-
Transkripte, z.B. durch alternatives Splicing. Die genomische Struktur des Aza-
Rezeptors bietet nach derzeitigem Kenntnisstand, wonach die kodierende Sequenz

durch lediglich ein Intron unterbrochen wird [67,134], allerdings keine Anhaltspunkte

81



dafur, dass Splice-Varianten bei der Prozessierung der kodierenden A.a-Rezeptor-
MRNA auftreten kdnnten.

Eine Anderung der Rezeptorkonformation kann auch durch eine Interaktion mit
allosterischen Modulatoren hervorgerufen werden. Allosterie beschreibt das
Pha&nomen, dass ein Modulator durch die Bindung an eine sog. allosterische (also
eine von der Ligandenbindungsstelle verschiedene) Bindungsstelle eine
Konformationsanderung des (Rezeptor-)Proteins ausldst, was Auswirkungen auf die
Bindung des Liganden und damit die Funktion des Rezeptors hat. G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren (GPCR), bei denen die Interaktion zwischen Liganden- und
G-Protein-Bindungsstelle fester Bestandteil ihres Funktionsprinzips ist, kénnen
bereits per se als allosterische Proteine betrachtet werden [30]. Dartber hinaus sind
auf GPCRs weitere, im eigentlichen Sinn allosterische Bindungsstellen vorhanden,
Uber die die Affinitat des Rezeptors fur den Liganden oder das G-Protein beeinflusst
werden kann [30,172]. Allosterische Modulatoren kdonnen einem breiten Spektrum
von Substanzen exogenen oder endogenen Ursprungs entstammen. Vor allem flr
verschiedene Peptide, aber auch fur lonen, Lipide und Proteine konnten bisher
allosterische Effekte nachgewiesen werden [30,152]. So ist es z.B. unbestritten, dass
GPCRs nicht generell als Monomere vorliegen, sondern zur Bildung von Homo- bzw.
Heterodimeren mit Auswirkungen auf die Rezeptorfunktion im Sinne einer
allosterischen Modulation in der Lage sind [30]. Dies gilt auch flr
Adenosinrezeptoren. Beispielsweise wird die negative Wirkung, die A;-Agonisten im
Striatum auf die Affinitat von Dopamin-D1-Rezeptoren haben, auf eine Dimerisierung
des A;- mit dem Dopamin-D1-Rezeptor zurtickgefihrt [76], und entsprechendes wird
fr Aza- und Dopamin-D2-Rezeptoren vermutet [65].

Sogar die umgebende Lipid-Doppelschicht hat offenbar eine modulierende Wirkung
auf die Affinitat von GPCRs. Es konnte z.B. gezeigt werden, dass eine Reduktion des
Plasmamembran-Cholesterol-Gehalts durch B-Zyklodextrin die Bindungsaffinitat des
Oxytocinrezeptors negativ beeinflusst [91]. Der Cholesterol-Gehalt und der Anteil
ungesattigter Fettsduren in den Membranlipiden sind bestimmend fur die Fluiditat der
Zellmembran. Ungesattigte Fettsauren sind bevorzugter Angriffspunkt fir Radikale,
wie sie durch aktivierte polymorphkernige Leukozyten freigesetzt werden. Es ist seit
langem bekannt, dass die Funktionen polymorphkerniger Leukozyten durch
autooxidative Vorgange beeintrachtigt werden konnen [8]. Eine Peroxidation der

Membranlipide, die die Fluiditat der Zellmembran verandert, oder eine direkte,
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autooxidative Schadigung des Rezeptorproteins durch Sauerstoffradikale sind daher
als Ursache der verringerten Rezeptoraffinitdt nach LPS-Stimulation nicht ganz
auszuschlief3en.

Uberdies ist es moglich, dass die verminderte Potenz von Adenosin am Axa-Rezeptor
nicht nur auf eine Modifikation des Rezeptors und seiner Affinitat, sondern zusatzlich
auch auf eine Beeinflussung nachgeschalteter Komponenten der Signalkaskade
zuruckgeht. So wird sich nicht nur eine zahlenmallige Veranderung der Gs-Proteine,
sondern z.B. auch eine Verschiebung der Expression hin zu anderen Gs-Protein-
Isoformen auf die Kopplung des Rezeptors und damit seine Funktionalitat auswirken.
Neuere Untersuchungen deuten darauf hin, dass die B-Isoform der By-Untereinheit
des heterotrimeren G-Proteins eine wichtige Rolle bei der Kopplung des Aga-
Rezeptors an das Gs-Protein spielt [119]. Wahrend der Rezeptor zum Beispiel nur
schlecht an G-Proteine koppelt, die GB; enthalten, begunstigt G, die Kopplung
[115]. Interessant ist in diesem Zusammenhang, dass offenbar sowohl die
Expression von Adenosinrezeptoren als auch die von GpB-Isoformen durch
inflammatorische Stimuli reguliert werden kann [89].

Schlief3lich kénnte eine Reduktion der cAMP-Produktion prinzipiell auch auf eine
direkte Beeinflussung der Adenylatzyklase bzw. einzelner Adenylatzyklase-Isoformen
zurickgehen. Kolachala et al. z.B. erklaren eine IFN-y-induzierte Abnahme der Agg-
Rezeptor-Funktion in Darmepithelzellen mit einer Hemmung der Expression der
Adenylatzyklase-Isoformen 5 und 7 [96], und Chern et al. sehen in einer Reduktion
der Adenylatzyklase-6-Aktivitdt einen moglichen Mechanismus hinter der
Desensibilisierung von A;a-Rezeptoren nach anhaltender Agonistenexposition [29].
Was letztlich die Ursache fur die beobachtete Abnahme der Affinitdt bzw. der
Funktionalitit des Aja-Rezeptors ist, muss ebenso Gegenstand zukinftiger
Untersuchungen sein wie die Frage, welche Rolle LPS selbst und/oder anderen,

sekundar gebildeten Faktoren dabei zukommit.

7.5. Bedeutung der funktionellen Asa-Rezeptor-Downregulation fir die

pathophysiologische Regulation der Inflammation

Obwohl die Ergebnisse zahlreicher in-vitro- und in-vivo-Studien der vergangenen 20

Jahre keinen Zweifel daran lielRen, dass Adenosin, vor allem Uber eine Stimulation
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des Aoa-Rezeptors, antiinflammatorische Effekte auslosen kann, sagte dies allein
noch nichts Gber die tatsachliche pathophysiologische Bedeutung von Adenosin flr
die Kontrolle inflammatorischer Reaktionen aus. Neben Adenosin kommen z.B. auch
Prostaglandine, Histamin oder Katecholamine, die Uber eine Stimulation von
Gs-gekoppelten Rezeptoren gleichfalls cAMP-erhdhend wirken und, pharmakologisch
angewandt, immunsuppressive Eigenschaften haben, als mdgliche physiologische
antiinflammatorische Regulatoren in Frage [149]. Vergleichende Untersuchungen
von Wildtypmausen mit A;a-Knock-out-Mausen, die in verschiedenen Modellen einer
akuten Inflammation ein signifikant gréf3eres Ausmald an Gewebeschadigung, eine
gesteigerte Produktion proinflammatorischer Zytokine und eine hohere Letalitat
aufwiesen als die Wildtypmause, erbrachten schlief3lich den Beweis, dass Adenosin
und Aoa-Rezeptoren auch physiologisch eine entscheidende und nicht-redundante
Rolle in der Abschwachung inflammatorischer Antworten spielen [129]. Nach dem
derzeit diskutierten Modell folgt die Regulation der Immunantwort durch Adenosin
dem Prinzip eines verzogerten, negativen Feedback-Mechanismus: Gewebeschaden
und Hypoxie im Inflammationsgebiet fihren demzufolge zu einer extrazellularen
Akkumulation von Adenosin, das Uber eine Aktivierung von A a- oder Azs-Rezeptoren
auf Immunzellen proinflammatorische Effektorfunktionen hemmt und damit eine
weitere Gewebeschéadigung verhindert [150,151]. Die parallele Hochregulation von
Ar-Rezeptoren durch proinflammatorische Faktoren, wie sie fir verschiedene
Immunzellen gezeigt werden konnte (Tab. 4), wirkt hierbei synergistisch.

Die Steigerung der Aa-Rezeptorexpression polymorphkerniger Leukozyten durch
LPS befindet sich in bester Ubereinstimmung mit diesem Modell. Doch
interessanterweise war die LPS-Stimulation — parallel zur in-vivo-Situation bei
Sepsis [86] — trotzdem mit einer Abnahme der Axa-Rezeptorfunktionalitat verbunden,
offenbar weil die Zunahme der Aa-Rezeptorzahl den gleichzeitigen Affinitatsverlust
nicht kompensieren konnte.

Ein Versagen der antinflammatorischen, adenosinergen Gegenregulation in
Situationen extremer proinflammatorischer Stimulation, wie sie Sepsis und septischer
Schock darstellen, kobnnte ein wichtiger Faktor fir die Exazerbation der
inflammatorischen Reaktion und dadurch ausgeldste Organschadigungen bis hin
zum multiplen Organversagen sein. Problematisch erscheint die Reduktion
antiinflammatorischer Mechanismen vor allem vor dem Hintergrund einer méglichen

Dysfunktion der PMN bei Sepsis, die durch eine vermehrte extrazellulare Freisetzung
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von potentiell zytotoxischen Sauerstoffradikalen [114] bei gleichzeitig verringerter
Phagozytoseleistung [81] und Phagozytose-assoziierter Radikalproduktion [87]
gekennzeichnet ist.

Andererseits ist eine Abschwachung antiinflammatorischer bzw. immunsuppressiver
Reaktionen bei Sepsis nicht grundsatzlich negativ zu sehen, sondern kann unter
Umstanden sogar erwinscht und notwendig sein. Daflr sprechen die bisher
enttauschenden Ergebnisse zahlreicher antiinflammatorischer Therapieansatze bei
Sepsis (z.B. Antikorper gegen Endotoxin oder TNF-a), die in klinischen Studien nicht
nur den erhofften Erfolg vermissen lie3en, sondern die Letalitat teilweise sogar noch
erhohten [12,138]. Diese Ergebnisse fihrten zu einer Neubewertung des géangigen
Sepsismodells, das die Pathogenese der Sepsis ausschlief3lich vor dem Hintergrund
einer systemischen, {berschielenden Entzindungsreaktion (,SIRS", systemic
inflammatory response syndrome) interpretierte [11]. Die SIRS-Hypothese wurde
dahingehend erganzt, dass in Reaktion auf die proinflammatorische Antwort
kompensatorisch antiinflammatorische Mechanismen aktiviert werden, die, wenn sie
ihrerseits auf3er Kontrolle geraten, eine ausgepragte Immunsuppression ausldsen
kénnen (,CARS", compensatory anti-inflammatory response syndrome) [13,82,138].
Das Unvermdgen, sekundar eindringende Mikroorganismen effektiv zu eliminieren,
gilt als wichtige Ursache fir Organdysfunktionen und -versagen im spaten Stadium
einer Sepsis [10].

Angesichts seiner ausgepragten antiinflammatorischen Eigenschaften verwundert es
nicht, dass auch Adenosin zur Ausbildung und Verstarkung einer
immunsuppressiven Reaktionslage beitragen kann. So wird z.B. von einer negativen
Auswirkung des Asa-Rezeptors auf die Uberlebensrate von Mausen in einem
chronischen Sepsismodell berichtet [123]. Sowohl bei Aa-Knock-out-Mausen als
auch bei Wildtypméausen, denen zur Blockade des A,a-Rezeptors der Antagonist
ZM 241385 appliziert wurde, war die Letalitdt signifikant geringer als in der
Kontrollgruppe. Da sich die Aja-Knock-out-Mause von den Mausen der
Kontrollgruppe durch eine hohere MHC lI-Expression, eine verringerte
Apoptoseaktivitdt in  der Milz und geringere Konzentrationen  von
antiinflammatorischen Zytokinen in Plasma und Peritonealfllissigkeit unterschieden,
konnte der protektive Effekt der Aza-Rezeptorinaktivierung in diesem Fall mit der

Aufhebung immunsuppressiver Effekte erklart werden.
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Wahrend sich also eine Verminderung der Aja-Rezeptorfunktionalitat im frihen,
hyperinflammatorischen Stadium einer Sepsis negativ auswirken durfte, da sie die
Entstehung inflammatorischer Gewebeschaden durch berschie3end stimulierte
polymorphkernige Leukozyten begunstigt, koénnte eine Abschwachung der
immunsuppressiven Wirkung von Adenosin im chronischen Krankheitsverlauf der
Ausbildung einer hypoimmunen Reaktionslage entgegenwirken und damit helfen,
eine effektive Abwehr aufrecht zu erhalten. Dies ist vor allem vor dem Hintergrund
hoher Adenosinplasmakonzentrationen von Bedeutung, die im septischen Schock
um das 3- bis 4-fache ansteigen [86] und dabei positiv mit dem Schweregrad der
Sepsis und der Letalitdt korrelieren [112]. In diesem Zusammenhang ist es
bedeutsam, dass trotz des LPS-induzierten Wirkungsverlusts von Adenosin, der sich
an der Erh6hung der ICso ablesen lief3, die Maximalwirkung — bei Einsatz
entsprechend hoher Adenosinkonzentrationen — weiterhin annahernd erreichbar
war. Dies gibt Anlass zu der Vermutung, dass die Abnahme der inhibitorischen
Potenz von Adenosin nicht nur Ausdruck einer pathologischen Reaktion in extremen
inflammatorischen Situationen ist. Vielmehr konnte die gegenlaufige Modulation von
Axa-Rezeptorexpression und -bindungsaffinitdt auch als Teil eines natirlichen,
regulatorischen Mechanismus verstanden werden, der durch das Zusammenspiel
von Axa-Rezeptorzahl, -affinitat bzw. -funktionalitdt und  extrazellularer
Adenosinkonzentration prinzipiell der Aufrechterhaltung einer der jeweiligen
inflammatorischen Situation angemessenen antiiflammatorischen Reaktion dient.
Daraus eroffnet sich theoretisch die Maoglichkeit, bei einer Stoérung des
immunologischen Gleichgewichts und einem Versagen dieses
Regulationsmechanismus therapeutisch in das Adenosin-Aza-Rezeptorsystem
einzugreifen. Eine sorgfaltige Analyse des jeweils vorherrschenden Immunstatus
vorausgesetzt, konnte die Verwendung von Aja-Rezeptoragonisten bzw.
-antagonisten ein vielversprechender Ansatz sein, um hyperinflammatorische,
gewebeschédigende Reaktionen in der frihen Phase einer Sepsis zu dampfen bzw.

einer anhaltenden Immunsuppression im spateren Verlauf entgegenzuwirken.
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8. Zusammenfassung

Expression von Adenosinrezeptoren auf humanen polymorphkernigen

Leukozyten in einem in-vitro-Sepsismodell

Die gesteigerte Bildung und Freisetzung reaktiver Sauerstoffmetaboliten ist ein
wesentlicher Mechanismus, durch den Uberschiel3end stimulierte polymorphkernige
Leukozyten (PMN) bei Sepsis und septischem Schock zu einer exzessiven
Schéadigung von korpereigenem Gewebe beitragen. Das Nukleosid Adenosin, das
aus dem Energiestoffwechsel der Zelle stammt, wirkt durch Interaktion mit
spezifischen Adenosinrezeptoren (A1, Aza, Azs, Az) modulierend auf Immunzellen.
Vor allem eine Stimulation des Aja-Rezeptors ist mit gewebeprotektiven Effekten
verbunden, die zu einem bedeutenden Teil auf die Hemmung der potentiell
zytotoxischen Funktionen polymorphkerniger Leukozyten zurlickzuflihren sind.
Neuesten Erkenntnissen zufolge nimmt die inhibitorische Wirkung von Adenosin auf
die Sauerstoffradikalproduktion mit zunehmendem Schweregrad der Sepsis jedoch
ab.

Ausgehend hiervon war es das Ziel der vorliegenden Arbeit, in einem in-vitro-
Sepsismodell Mechanismen zu identifizieren, die fur diesen Wirkungsverlust
verantwortlich sein konnten, um damit ein besseres Verstandnis von der
adenosinergen Regulation humaner PMN bei Sepsis zu gewinnen.

Um geeignete in-vitro-Bedingungen zu ermitteln, unter denen sich die in vivo
gemachten Beobachtungen imitieren lieRen, wurden die Auswirkungen
verschiedener pro- (LPS, TNF-q, IFN-y, IL-1a, IL-8) und antiinflammatorischer (IL-10)
Faktoren sowie von Hypoxie auf die Adenosin-induzierte Hemmung der fMLP-
stimulierten H,O»-Produktion durchflusszytometrisch analysiert. Eine signifikante
Abnahme der inhibitorischen A,a-Rezeptorwirkung, wie sie flir den septischen
Schock beschrieben worden war, konnte in vitro durch eine sechsstiindige Inkubation
der PMN mit Endotoxin (LPS) hervorgerufen werden. Die LPS-induzierte Erhéhung
der halbmaximal wirksamen Hemmkonzentration (ICsp) von Adenosin um den
Faktor 4 war von ihrem Ausmald her nahezu identisch mit der beschriebenen
Erhdéhung der ICso im septischen Schock.

Adenosinrezeptoren sind typischerweise an Gs- (Aza, Azs) bzw. Gi-Proteine (Az, As)

gekoppelt, die die Adenylatzyklase und damit die Bildung des intrazellularen
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Botenstoffes CAMP stimulieren bzw. hemmen. Parallel zur Erhéhung der 1Cso war
eine Inkubation der PMN mit LPS auch mit einem vergleichbaren Anstieg der ECsg
(Faktor 4,8) fur die durch Adenosin stimulierbare cAMP-Produktion, also einer
Beeintrachtigung der fir A,-Rezeptoren typischen Signaltransduktion verbunden. Da
eine Erhdhung der ECso nach LPS-Inkubation auch dann zu beobachten war, wenn
anstelle von Adenosin der Aoa-Rezeptor-spezifische Agonist CGS 21680 zur
Stimulation der cAMP-Produktion verwendet wurde, konnte der vermittelnde
Rezeptortyp genauer als A a-Rezeptor charakterisiert werden.

Die Reduktion der A;a-Rezeptorantwort unter dem Einfluss von LPS liel3 sich nicht
auf eine Abnahme der Axa-Rezeptorzahl zurtckfihren. Der Vergleich der Aga-
Rezeptortranskription unstimulierter und LPS-stimulierter PMN mit der Methode der
real-time RT-PCR zeigte im Gegenteil sogar einen Anstieg der Aza-mRNA-
Expression um mehr als das Vierfache nach LPS-Stimulation.

Bestatigt wurde die induzierende Wirkung von LPS auf die A;a-Rezeptorexpression
in  Radioligandenbindungsexperimenten mit dem spezifischen Aja-Rezeptor-
antagonisten [°H]ZM 241385. Sowohl in Sattigungsexperimenten mit PMN-
Membranpraparationen als auch bei Verwendung intakter PMN wirkte sich eine
Vorinkubation mit LPS in einer Erhdhung der maximalen Zahl an Bindungsstellen
(Bmax) um das 1,4- bis 2-fache aus.

Eine mogliche Erklarung dafir, warum es unter dem Einfluss von LPS trotz einer
Hochregulation der Aya-Rezeptorexpression zu einer Reduktion der Aga-
Rezeptorwirkung kam, wurde in der gleichzeitigen Abnahme der Axa-Rezeptoraffinitat
gefunden, die sich in einer LPS-induzierten Erhdhung der Dissoziationskonstante Kp
um durchschnittlich das 2,5-fache ausdrtickte.

RT-PCR-Untersuchungen zur Transkription von A;-, Azs- und As-Rezeptoren in
nativen und LPS-stimulierten PMN sowie im Fall des A;-Rezeptors zusétzlich
Radioligandenbindungsexperimente mit dem A;-Rezeptorantagonisten [°H]DPCPX
zeigten, dass LPS die Expression dieser Adenosinrezeptorsubtypen nicht modifiziert.
Damit konnte ausgeschlossen werden, dass eine Abnahme der Gs-gekoppelten Azg-
Rezeptoren oder eine gegenlaufige Hochregulation der Gi-gekoppelten,
proinflammatorischen A;- und As-Rezeptoren die Ursache fur die Abschwachung der
antiinflammatorischen Antwort waren.

Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse, dass es unter dem Einfluss von LPS zu

einer Abnahme der inhibitorischen Wirkung von Adenosin auf die
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Sauerstoffradikalproduktion polymorphkerniger Leukozyten kommt. Die Ursache
hierfur ist in einer Beeintrachtigung der A;a-Rezeptor-assoziierten Signallibertragung
aufgrund einer reduzierten Bindungsaffinitdt der A,a-Rezeptoren zu sehen, d.h. es
sind hohere Adenosinkonzentrationen nétig, um den gleichen Hemmeffekt zu
erzielen. Eine unzureichende Hemmung UberschieRend aktivierter PMN durch
Adenosin durfte wesentlich zur inflammatorischen Gewebeschadigung im Verlauf
von Sepsis und septischem Schock beitragen. Vor diesem Hintergrund scheint es ein
vielversprechender Ansatz zu sein, durch die therapeutische Anwendung von
Adenosin bzw. Aza-Agonisten der exzessiven Freisetzung potentiell gewebetoxischer
Sauerstoffradikale durch Uberschielend aktivierte und nur unzureichend durch

endogenes Adenosin gehemmte PMN entgegenzuwirken.
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9. Summary

Expression of adenosine receptors in human polymorphonuclear leukocytes in

an in vitro sepsis model

The enhanced release of reactive oxygen species into the extracellular space by
excessively activated polymorphonuclear leukocytes (PMN) is a major cause for
collateral inflammatory damage to healthy tissue in sepsis and septic shock. The
endogenous nucleoside adenosine, acting via specific adenosine receptors (A1, Aza,
Azg, Az), is a potent modulator of immune cell functions. Its formation gets enhanced
under metabolically unfavourable conditions such as inflammation and hypoxia.
Adenosine exerts, predominantly A, receptor-mediated, profound anti-inflammatory,
tissue-protecting effects, not least by inhibiting potentially cytotoxic functions of PMN.
Recent data, however, provide evidence that increasing sepsis severity and septic
shock are accompanied by a diminished capability of adenosine to inhibit the
generation of oxygen radicals by PMN. The underlying mechanisms have not yet
been defined, though.

The present study was aimed at identifying possible mechanisms in an in vitro sepsis
model that might be responsible for this loss of anti-inflammatory potency, thereby
contributing to an improved understanding of the adenosinergic regulation of human
PMN in sepsis.

In order to define appropriate in vitro conditions that would allow to imitate the
reported in vivo results, the effects of treating PMN with various pro- (LPS, TNF-a,
IFN-y, IL-1a, IL-8) and anti-inflammatory (IL-10) stimuli as well as hypoxia on the
adenosine-mediated inhibition of fMLP-triggered H,O, production were assessed by
flow cytometry. Incubating PMN with endotoxin (LPS) for 6 hours caused a significant
4-fold increase in the half-maximal inhibitory concentration (ICso) of adenosine, which
was well in the range of the increase of ICsy values reported for patients with septic
shock.

Adenosine receptors differ in terms of their coupling to Gs or G; proteins, which
stimulate or inhibit adenylyl cyclase, respectively. Accordingly, adenosine increases
the formation of the second messenger cAMP via Gs protein-coupled Aza and Agg
receptors, whereas activation of G; protein-coupled A; or Az receptors inibits the

production of cAMP. In addition to attenuating the inhibitory effect of adenosine on
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H,O, release, treating PMN with LPS was also followed by a loss of potency of
adenosine to stimulate cAMP accumulation as indicated by a 4.8-fold increase in the
ECso value. Similarly, the ECso value in LPS-treated PMN was also increased when
the specific Apa receptor agonist CGS 21680 was used instead of adenosine,
indicating impaired signaling through Aza receptors.

The LPS-induced decrease in the anti-inflammatory functional response of adenosine
could not be explained by a downregulation of A, receptor expression. On the
contrary, Axa receptor mRNA expression of LPS-stimulated PMN, as determined by
real-time RT-PCR, showed a 4.3-fold increase compared to naive PMN.
Furthermore, radioligand binding of the highly specific A,a receptor antagonist
[*H]ZM 241385 to both isolated neutrophil membranes as well as intact PMN
revealed a 1.4- to 2-fold rise in the maximum number of binding sites (Bmax) following
treatment with LPS.

A possible explanation for the apparent discrepancy of reduced A,a receptor
responses despite an up-regulation of Apa receptor expression was found in a
simultaneous 2.5-fold decrease in Aya receptor affinity (1/Kp) in PMN incubated with
LPS.

LPS-treatment was not associated with any significant change of Ai, Az or As
receptor transcripts. In addition, saturation binding experiments with the specific A;
receptor antagonist [*H]DPCPX confirmed that LPS did not alter the affinity or
expression of A; receptors in PMN. Thus an up-regulation of inhibitory A; or Az
receptors as a means of counteracting A, receptor responses, or an alternative
downregulation of anti-inflammatory Gs protein-coupled A.s receptors could be
excluded.

In summary, the present data demonstrate a significant decrease in the potency of
adenosine to inhibit the generation of reactive oxygen species by PMN pre-incubated
with LPS. The underlying reason was found in an impairment of A,a receptor
signaling due to a decrease in the Aza receptor binding affinity. Consequently, higher
concentrations of adenosine are needed to inhibit the production of H,O, in LPS-
treated PMN. Insufficient inhibition of overwhelmingly activated PMN could very well
contribute to the exacerbation of inflammation and ensuing tissue damage in the
hyperinflammatory septic state. Therefore, therapeutic application of adenosine or

Aqa receptor agonists seems to be a promising approach to reduce the excessive
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release of potentially tissue-toxic superoxide anions by PMN insufficiently controlled

by endogenous adenosine.
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