-

View metadata, citation and similar papers at core.ac.uk brought to you byf’f CORE

provided by Philipps-Universitat Marburg

Aus dem Medizinischen Zentrum fiir Innere Medizin

der Philipps-Universitdt Marburg

Geschiftsfihrender Direktor: Prof. Dr. R. Arnold

Medizinische Poliklinik

Ehemaliger Direktor: Prof. Dr. P. von Wichert

Stimulation B-adrenerger Rezeptoren

auf neutrophilen Granulozyten

Effekte auf Adhésionsmolekiile, Zytokine

und intrazellulire Botenstoffe

INAUGURAL-DISSERTATION

zur Erlangung des Doktorgrades der gesamten Medizin
dem Fachbereich Humanmedizin der

Philipps-Universitidt Marburg

vorgelegt von
Timm Greulich

aus Berlin

Marburg 2004


https://core.ac.uk/display/147497933?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

Angenommen vom Fachbereich Humanmedizin

der Philipps-Universitdt Marburg am 24.02.2005

gedruckt mit Genehmigung des Fachbereichs

Dekan: Prof. Dr. Maisch

Referent: Prof. Dr. P. v. Wichert

Correferent: Frau PD Dr. Jaques



Forschen wir zuerst nach den Gesetzen der Erscheinung;
erst, wenn diese erkannt sind, darf der Geist die grofere Forschung

nach den Griinden der Erscheinung beginnen.

R. Virchow

Ich denke des Nachts an mein Saitenspiel
und rede mit meinem Herzen;

mein Geist muss forschen.
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I. Einleitung

1. Allgemeines zur Immunabwehr

Das menschliche Immunsystem ist ein komplexes funktionelles System zur
Erhaltung des Individuums und aller seiner Strukturen durch Abwehr korperfremder
Substanzen. Es besteht aus ca. 10'> Zellen, die zwischen Blut und Lymphe
zirkulieren, in anatomisch definierten Ansammlungen der primiren und sekundéren
lymphatischen Organe vorkommen oder als vereinzelte Zellen in fast allen Geweben
anzutreffen sind. Die Fiahigkeit dieser Zellen zu zirkulieren sowie der stindige
Austausch zwischen Blut, Lymphe und Gewebe sind von entscheidender Bedeutung
fiir die Erkennung korperfremder Stoffe, insbesondere Krankheitserreger, und deren

Elimination.

Das Immunsystem ldsst sich zunidchst in zwei funktionelle Untereinheiten
unterteilen, in das unspezifische und das spezifische Immunsystem (Roitt et al.,
1987). Triager der spezifischen Immunantwort sind die Lymphozyten. Bei der
spezifischen Immunantwort unterscheidet man zwischen humoraler Immunitit, die
von B-Zellen vermittelt wird, und zelluldrer Immunitat, die von T-Zellen vermittelt
wird. Humorale und zelluldre Immunitédt stehen iiber vielfiltige Verkniipfungen
miteinander in Verbindung. Die unspezifische Immunitit, also die ohne spezifische
Antigenerkennung vermittelte Immunitit, ist die erste Verteidigungslinie gegen
Infektionen aller Art. Die meisten potentiellen Krankheitserreger werden unschédlich
gemacht, bevor sie eine Kklinisch erkennbare Infektion verursachen konnen.
Funktionstriager der unspezifischen Immunabwehr sind auf der zelluldren Seite die
Natiirlichen Killerzellen (NK-Zellen) und die Phagozyten, zu denen Granulozyten
sowie Monozyten und Makrophagen gehoren. Auf der Seite der 16slichen Faktoren
sind es z. B. Lysozym, Faktoren des Komplement-Systems und Akute-Phase-
Proteine. Auch die Bestandteile der unspezifischen Immunitdt miissen als vielfach

miteinander verwoben und funktionell voneinander abhingig betrachtet werden.
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2. Neutrophile Granulozyten

Neutrophile Granulozyten (kiirzer: Neutrophile oder polymorphnukleédre Leukozyten,
PMN) stellen die erste, schnell mobilisierbare Leukozytenbarriere der unspezifischen
Immunabwehr gegen bakterielle sowie mykologische Infektionen dar. Mit 55-65 %
im Differentialblutbild der weillen Blutkorperchen bilden sie die Mehrheit der
zirkulierenden Leukozyten; der groBte Anteil der Neutrophilen befindet sich jedoch
im Knochenmark. Pro Tag werden durchschnittlich 10 Billionen Zellen gebildet, bei
einer akuten bakteriellen Infektion kann diese Zahl innerhalb von drei Tagen aber
noch verzehnfacht werden. Die Lebenszeit von neutrophilen Granulozyten betragt 3-
4 Tage. Ihre Fihigkeit, schon auf geringe chemotaktische Reize reagieren zu konnen,
lasst sie die ersten Zellen an Orten bakterieller Infektion und zerfallenden Gewebes
sein. Thre Hauptfunktion im Rahmen der unspezifischen Immunabwehr besteht in der
Phagozytose und dem intrazelluldiren Abtdten von Bakterien, worin sie den
Makrophagen gleichen. Im Gegensatz zu den Makrophagen spielt bei den
Neutrophilen ihrer kurzen Lebenszeit entsprechend eher ihre groBe Anzahl die
entscheidende Rolle als die Féhigkeit, sich mit invasiven Mikroorganismen iiber
einen lidngeren Zeitraum auseinander setzen zu konnen (Gemsa et al., 1997). Im
Rahmen der immunologischen Auseinandersetzung setzen die polymorphnukleédren
Leukozyten eine Reihe vasoaktiver Substanzen frei, die als die Hauptursache fiir das
Auftreten der vier klassischen Entziindungszeichen (Rubor, Calor, Dolor, Tumor)

gelten.

Die hier dargestellte Funktion der neutrophilen Granulozyten definiert sie als Teil
des unspezifischen Immunsystems. In letzter Zeit weisen immer mehr Befunde
darauf hin, dass Neutrophile auch eine Funktion im afferenten Schenkel des
spezifischen Immunsystems haben konnten. Hier konnten sie durch die Produktion
von Chemokinen sich selbst und andere Zellen aktivieren oder zu den Orten

immunologischer Auseinandersetzung leiten (Cassatella et al., 1995).
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2.1. Entwicklung und Struktur der neutrophilen Granulozyten

Wie alle Blutzellen entwickeln sich auch die Vorliduferzellen der Granulozyten aus
den pluripotenten Stammzellen im Knochenmark. Unter dem Einfluss verschiedener
Wachstums- und Differenzierungsfaktoren (colony-stimulating factors, CSF)
unterteilt sich die Linie zunichst in lymphozytire und myeloische Stammzellen. IL-3
induziert die Differenzierung der myeloischen Reihe in vier weitere Zelllinien. Es
entstehen die erythrozytire, die megakaryozytdre (aus der spidter Thrombozyten
entstehen), die eosinophil-granulozytéire und die granulozytir-monozytire Linie. Aus
der letztgenannten reifen unter dem Einfluss von granulocyte-colony-stimulating
factor (G-CSF) im Knochenmark aus den Vorliduferzellen die Myeloblasten und tiber
die Zwischenstufen Promyelozyt, Myelozyt und Metamyelozyt schlieBlich die reifen
Granulozyten. Der Prozess der Granulopoiese wird durch verschiedene Zytokine
moduliert, die nach ihrer Funktion in zwei Gruppen unterteilt werden konnen. Die
Faktoren der Gruppe 1, zu denen beispielsweise IL-3, IL-6, granulocyte-
macrophage-CSF (GM-CSF) und stem cell factor (SCF) gehoren, beeinflussen die
Proliferation und Differenzierung der unreifen Vorlduferzellen. Die Faktoren der
Gruppe 2, zu denen G-CSF, macrophage-CSF (M-CSF) und Erythropoietin gehoren,
bewirken die weitere Differenzierung in linienspezifische Vorlduferzellen. Die
Produktion dieser Zytokine wird durch die inflammatorischen Zytokine TNF-o und
IL-1 stimuliert, die ihrerseits verstdrkt wihrend bakterieller Infektionen freigesetzt
werden. So ist gewdhrleistet, dass die Immunabwehr beim Eindringen von Mikroben

sofort den Erfordernissen angepasst wird.

Im Laufe der Entwicklung unterliegen die Zellorganellen der neutrophilen
Granulozyten starken Verdanderungen. Der Golgi-Apparat und das endoplasmatische
Retikulum werden stark verkleinert, die Anzahl der Mitochondrien und Ribosomen
vermindert sich. Das hat zur Folge, dass reife polymorphkernige Leukozyten bei der
Energiegewinnung hauptsichlich auf anaerobe Prozesse zuriickgreifen miissen und
dass sie nur noch eine reduzierte Proteinsyntheserate aufweisen, was ihre relativ
kurze Lebensdauer hinreichend erkldren kann (Gemsa et al., 1997). Auch die Form
des Zellkerns verdndert sich wihrend der verschiedenen Reifestadien der
neutrophilen Granulozyten. Bei den Jugendformen der Granulozyten ist er noch
stabkernig (weshalb Zellen in diesem Stadium auch als Stabkernige bezeichnet

werden) und im Laufe der Reifung kondensiert er; im reifen Stadium besteht der
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Kern schlieBlich aus mehreren, meist drei Segmenten, die durch feine Chromatin-
faden miteinander verbunden sind. Die Anzahl der Segmente steigt mit zunehmender
Alterung, so dass alte neutrophile Granulozyten als Hypersegmentierte gesehen und
bezeichnet werden konnen. Die reifen polymorphkernigen Leukozyten haben einen
Durchmesser von 9-12 pm. Kennzeichnend fiir ihr Zytoplasma ist das Vorkommen

ungefahr 50-200 membranumschlossener, neutrophiler Granula.

Etwa 60 % des Knochenmarks sind fiir die laufende Produktion von neutrophilen
Granulozyten angelegt. Pro Minute werden ca. 80 Millionen Zellen gebildet. Nach
dem Verlassen des Knochenmarks zirkulieren neutrophile Granulozyten 8-10
Stunden im Blut, wobei sich etwa 65 % der Zellen wandstindig im kapillaren
Netzwerk befinden (Margination) und bei Bedarf, z. B. im Fall einer Entziindung,
rasch mobilisiert werden konnen (Athens et al., 1961). Besonders das Kapillarbett
der Lungen und des Darmes beherbergt einen Grofiteil der randstédndigen

Neutrophilen (Biermann et al., 1952).

2.2. Funktionen und sekretorische Aktivititen der neutrophilen

Granulozyten

Neutrophile Granulozyten besitzen einen hohen Gehalt an Granula. Man
unterscheidet primire (azurophile) und sekundire (spezifische) Granula. Auch ein
dritter, Gelatinase enthaltender Typ ist beschrieben worden, dessen Funktionen aber

noch weitgehend unklar sind.

Die Granula werden im Golgi-Apparat gebildet, jedoch an verschiedenen
Untereinheiten und wihrend unterschiedlicher Differenzierungsstadien der Zellen.
Als erste treten die primdren oder azurophilen Granula im Stadium der
Promyelozyten auf; sie machen in der reifen Zelle etwa ein Drittel aller Granula aus.
Primire Granula enthalten degradierende Enzyme, wie z. B. Myeloperoxidase,
Lysozym, saure Hydrolasen und antimikrobizide kationische Proteine. Ihre Funktion
erfiillen sie vor allem im intrazelluldren Milieu, wo sie mit phagozytiertem Material
zu Phagolysosomen verschmelzen und somit direkt in die Degradation von in den

Organismus eingedrungenen und phagozytierten Mikroorganismen involviert sind.

Sekundidre oder spezifische Granula treten erstmals im Stadium der Myelozyten auf.

Sie enthalten die leukozytenspezifischen Proteine Lactoferrin und Vitamin Bj;-
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bindendes Protein. Im Gegensatz zu primédren Granula werden sie durch Exozytose
in den Extrazellularraum freigesetzt. Diesen Vorgang bezeichnet man auch als
Degranulation. Neben verschiedenen proinflammatorischen Substanzen enthalten die
sekundidren Granula auch Membrankomponenten, wie z. B. Rezeptoren fiir C3b,
Laminin und Formylpeptide, an der Signaltransduktion beteiligte G-Proteine,
Cytochrom b 558, Plasminogenaktivator und alkalische Phosphatase (Paul et al.,
1993). Die Translokation dieser Komponenten auf die Zelloberfliche ist von grofler
Bedeutung fiir die Margination von polymorphkernigen Leukozyten im Kapillarbett,
fir die Adhidrenz an Endothelzellen, das Durchwandern von Gefidflwidnden
(Diapedese), die gerichtete Migration entlang einem aufsteigenden chemischen
Konzentrationsgradienten (Chemotaxis), die Aktivierung des mikrobiziden Stoff-

wechselweges und die Regulation einer Entziindung.

Uber diese priformierten Granulabestandteile hinaus besitzen neutrophile
Granulozyten die Fihigkeit, auf entsprechende Stimulation mit der Neosynthese von
plattchenaktivierendem Faktor (PAF), Eicosanoiden wie Leukotrien Bs oder
Prostaglandin E, und der Freisetzung von aktivierten und somit reaktiven
Sauerstoffmetaboliten zu antworten. Auch diese Mediatoren besitzen vorwiegend

entziindungsfordernde Eigenschaften (Gemsa et al., 1997).

Einige Autoren (zusammengefasst bei Cassatella et al., 1995) sprechen den neutro-
philen Granulozyten auch immunmodulatorische Funktionen zu. Die Produktion und
Freisetzung von proinflammatorischen wie auch von antiinflammatorischen Zyto-
kinen und Chemokinen durch neutrophile Granulozyten ist nach wie vor Gegenstand
aktueller Diskussionen. Neben IL-8, IL-1f3 und TNF-q, fiir die es inzwischen viele
Fiirsprecher gibt, werden in diesem Zusammenhang auch TGF-B, MIP-1a, IL-3,
GM-CSF und IFN-o genannt.

Zusammenfassend lassen sich die Hauptfunktionen der neutrophilen Granulozyten

wie folgt darstellen (Gemsa et al., 1997):

(1) Phagozytose von Mikroorganismen, Abbau von Zelltrimmern und Fremd-

stoffen
(2) Keimabtotung

(3) Synthese von Entziindungsmediatoren.
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Viele Daten aus der jiingeren Vergangenheit weisen darauf hin, dass eine

entscheidende Funktion der neutrophilen Granulozyten auch in der Synthese und

Freisetzung von Zytokinen und Chemokinen liegt (Cassatella et al., 1995). Diese

Funktion kann aber noch nicht als gesichert gelten. Eine Ubersicht der wichtigsten

Granulozytenprodukte und ihrer Funktion im Immunsystem ist in Tab. 1 dargestellt:

Gruppe

Substanz

Funktion

Primiéire (azurophile)
Granula

Saure Hydrolasen

Zerstorung von SH-Briicken

Kollagenasen, Elastase

Abbau von Kollagen,
Gewebezerstorung

Myeloperoxidase

Degradation von
Wasserstoffperoxid

Sekundiire (spezifische)
Granula

Komplementaktivatoren

Chemotaxis und

Opsonisierung
Chemotaktische Proteine Rekrutierung von
Leukozyten
Lactoferrin Adhirenz der Neutrophilen

fMLP-Rezeptoren Chemotaxis

CR3 Adhirenz, Margination,
Phagozytose

Plasminogenaktivator Spaltung von C5a aus C5

Aktivierungsinduzierte
Proteine

PAF, Eicosanoide

Entziindungsmediatoren

Aktivierte
Sauerstoffprodukte

Oxidation

Tab. 1 zeigt Granulozytenprodukte und ihre Funktionen (modifiziert nach Paul et al., 1993).
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2.3. Aktivierung von neutrophilen Granulozyten

Eine Invasion des Gewebes durch neutrophile Granulozyten wird iiberwiegend bei
bakteriellen Infektionen sowie bei akuten Zellnekrosen gefunden. Hierbei kommt es
zu einer verstirkten Freisetzung chemotaktisch wirkender Substanzen, wie z. B. C5a,
Leukotrien B4 und Chemokinen, welche durch Endothelzellen auf ihrer Oberfldche
prasentiert werden. Weiterhin bewirkt die Entziindungsreaktion die Aktivierung von
Endothelzellen, wodurch eine verstirkte Produktion weiterer chemotaktischer
Faktoren hervorgerufen wird. Die angelockten neutrophilen Granulozyten werden
bereits in der Zirkulation durch diese chemotaktisch wirkenden Substanzen
voraktiviert (Priming). Hierbei kommt es zu einer stark erhohten Expression von
Rezeptoren fiir chemotaktisch wirkende Substanzen sowie Rezeptoren fiir eine
erhohte Adhirenz. Es kommt zur Diapedese der Zellen und dem Einwandern in das
Entziindungsgebiet entlang eines chemotaktischen Gradienten. Im Entziindungs-
gebiet entwickeln die polymorphkernigen Leukozyten ihre volle Aktivitit. Dazu
gehoren die Phagozytose opsonisierter Partikel und die dabei auftretende Freisetzung

biologisch aktiver Substanzen (Abramson et al., 1993).

Da neutrophile Granulozyten nur in geringem Mafe zur Proteinneosynthese fihig
sind, sterben sie sehr rasch nach Phagozytose und intrazellularer Abtotung von
Mikroorganismen. Die bei der Autolyse der Neutrophilen anfallenden Zerfallspro-
dukte und unvollstindig abgebauten Bestandteile der Mikroorganismen sind fiir die

Aufrechterhaltung der weiteren Entziindungsreaktion verantwortlich.

3. Katecholamine

3.1. Struktur, Biosynthese und Sekretion von Katecholaminen

Adrenalin und Noradrenalin werden zusammen mit Dopamin als korpereigene
Katecholamine bezeichnet, da sie chemische Derivate des Katechols (1,2-Dihydroxy-
benzol) sind. Der Ausgangspunkt fiir die Biosynthese der Katecholamine ist
Phenylalanin. Uber das Zwischenprodukt p-Tyrosin, welches durch die Tyrosin-
hydroxylase zu Dopa hydroxyliert wird, entsteht Dopamin. Dopamin wird durch die
Dopamin-B-Hydroxylase im Nebennierenmark sowie in den postganglionéren

Neuronen zu Noradrenalin hydroxyliert. Mit Hilfe der Phenylethanolamin-N-
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methyltransferase erfolgt als letzte Reaktion der Adrenalin-Synthese die N-

Methylierung von Noradrenalin zu Adrenalin.

Da die Bedeutung der Katecholamine fiir Stressreaktionen aller Art sehr groB ist,
muss die Synthese genau reguliert sein. Nervale, iiber nicotinische Acetylcholin-
rezeptoren vermittelte Impulse sind fiir die Aktivierung der Katecholaminbio-
synthese verantwortlich, indem sie die Neosynthese der beiden Enzyme Tyrosin-
hydroxylase und Phenylethanolamin-N-methyltransferase induzieren. Glucocortico-
ide wirken als schwache Induktoren der Tyrosinhydroxylase und als starke der
Phenylethanolamin-N-methyltransferase. Weil Katecholamine wiederum die CRH-
und ACTH-Produktion im Hypothalamus und in der Adenohypophyse stimulieren,
ergeben sich hiermit Verstarkersysteme, die es dem Organismus erlauben, in kurzer
Zeit groBe Mengen von Katecholaminen zu produzieren. Im Sinne eines negativen
Feedbacks vermindern Adrenalin und Noradrenalin die Katecholaminsynthese,
indem sie die Tyrosinhydroxylase und die Phenylethanolamin-N-methyltransferase

allosterisch hemmen (nach Loffler et al., 1997).

Die Sekretion der Katecholamine wird durch nervale Reize ausgeldst. Sowohl in den
sympathischen Nervenendigungen als auch im Nebennierenmark werden Katechol-
amine in membranumhiillten Granula gespeichert und konzentriert. Bei der
Katecholaminsekretion wandern die Sekretgranula zur Zellmembran, um mit ihr zu
verschmelzen. Dabei wird der Granulainhalt (neben den Katecholaminen auch noch
ATP, das Enzym Dopamin-B-Hydroxylase sowie Chromogranine) in den Extra-
zellularraum abgegeben. Der Stimulus fiir die Ausschiittung des gespeicherten
Noradrenalins in den sympathischen Nervenendigungen ist eine Erregung der
pragangliondren Neurone, die darauthin Acetylcholin freisetzen, das als chemischer
Transmitter wirkt. Aus entwicklungsgeschichtlichen Griinden bewirken dhnliche
Mechanismen auch die Katecholamin-Ausschiittung aus dem Nebennierenmark.
Auch hier wird Acetylcholin als Transmitter von den die sekretorischen Zellen
innervierenden pridgangliondren Neuronen freigesetzt und 16st dann die

Hormonsekretion aus.
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3.2. Molekularer Wirkmechanismus der Katecholamine

Noradrenalin und Adrenalin 16sen ihre Wirkungen iiber o4-, 0p-, Bi- und B,-
Adrenozeptoren aus. Bei allen Adrenozeptoren handelt es sich um transmembrane
Proteine mit sieben Helixstrukturen in den Membranen der Effektorzellen sowie
Schleifen und je einer Endkette auf der extrazelluldren Seite (Rezeptor) und auf der
intrazelluldren Seite (fiir die Kopplung an die intrazelluldren Signalwege). Die ersten
Schritte der weiteren Signaltransduktion sind bekannt und differieren unter den

verschiedenen Rezeptoren.

3.2.1. oy-Adrenozeptoren

Die Bindung entsprechender Liganden an o;-Rezeptoren aktiviert ein G-Protein der
Gq-Familie, welches die phosphatidylinositspezifische Phospholipase C (PI-PLC)
stimuliert. Als second messenger entstehen Inosit-1,4,5-triphosphat (IP3) und
Diacylglycerin (DAG). IP; setzt aus dem endoplasmatischen Reticulum (ER)
Kalzium frei, wihrend Diacylglycerin die Proteinkinase C aktiviert. Diese wiederum

phosphoryliert spezifische (oft Ca2+—abhéingige) Zielproteine (sieche Abb.1).

v Noradrenalin

Ca?*-Na+-
Gegentransporter

ADP

Abb. 1 zeigt erste Schritte bei der Signaltransduktion von o;-Adrenozeptoren. Die Aktivierung von
al-Adrenozeptoren fiihrt zu einer Konzentrationserhdhung von freien Kalzium-Ionen in der Zelle.
Griine Pfeile stehen fiir eine Aktivierung.
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3.2.2. op-Adrenozeptoren

Die Bindung entsprechender Liganden an o,-Rezeptoren aktiviert ein G-Protein der
G;-Familie, welches auf dreierlei Art wirken kann: Es hemmt entweder die
Adenylatcyclase, so dass die intrazelluldre Konzentration von cAMP sinkt, oder es
erhoht die Offen-Wahrscheinlichkeit von spannungsabhiingigen K*-Kanilen, oder es

vermindert die Offen-Wahrscheinlichkeit von spannungsabhiingigen Ca®*-Kanilen

(siehe Abb. 2).

¥ Noradrenalin

AlA

Adenylat-
cyclase

ATP cAMP¢

Abb. 2 zeigt zwei Moglichkeiten der Signaltransduktion bei 0,-Adrenozeptoren. Sie resultieren in
einem erniedrigten Spiegel von intrazellulirem Kalzium bzw. cAMP. Griine Pfeile stehen fiir eine
Aktivierung, rote Balken fiir eine Hemmung.

3.2.3. B-Adrenozeptoren

Die Bindung entsprechender Liganden an ;- und B,-Rezeptoren aktiviert ein G-
Protein der Gs-Familie, welches die Adenylatcyclase stimuliert. Dadurch kommt es
zu einer Erhohung der intrazelluldren Konzentration des second messenger cAMP,
welcher die cAMP-abhingige Proteinkinase (Proteinkinase A) aktiviert. Diese

wiederum phosphoryliert spezifische Zielproteine (siehe Abb. 3).
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¥ Adrenalin

AN

Adenylat-
cyclase

Abb. 3 zeigt erste Schritte der Signaltransduktion des PB-Rezeptors. Griine Pfeile stehen fiir eine
Aktivierung.

Die Affinitdt von Adrenalin und Noradrenalin zu den beschriebenen Untergruppen
der adrenergen Rezeptoren ist unterschiedlich. Adrenalin besitzt gegeniiber
Noradrenalin die hohere Affinitit zu o,- und PB,-Adrenozeptoren, wihrend die
Affinitdt zu B;-Adrenozeptoren von Noradrenalin stirker als die von Adrenalin ist.
Die Affinitit von Noradrenalin und Adrenalin auf o,;-Adrenozeptoren ist etwa gleich

stark.

3.3. Biologische Wirkungen von Katecholaminen

Da die verschiedenen adrenergen Rezeptoren unterschiedliche intrazellulidre second
messenger aktivieren, ist die Wirkung von Adrenalin und Noradrenalin auf eine
beliebige Zielzelle in hohem Mafle durch das Muster der adrenergen Rezeptoren auf
der Zelloberfliche determiniert. Deshalb kann man das Antwortverhalten einer Zelle
auf Adrenalin oder Noradrenalin nur dann verstehen, wenn man den iiberwiegend
vorhandenen Rezeptor-Typ kennt. Eine kurze Ubersicht iiber die Wirkungen der
Katecholamine (insbesondere von Adrenalin) aus dem Nebennierenmark gibt Tab. 2.
Zusammenfassend dienen die durch Adrenalin vermittelten Stoffwechselwege der
schnellen Bereitstellung von Energie, wodurch dem Organismus die Notfallreaktion

ermoglicht wird.
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Organ Rezeptor Reaktion Wirkungen
) . . Verbesserte
Bronchien B Dilatation Ventilation
Zunahme von .
Herzzeit-
Herz B Frequenz & ) 2 S f
Kontraktilitat | ¥O Wmen Nl
H - transport zu
Venen o Konstriktion erzzeit- | Blutfluss zu Muskel,
volumen T Muskel, Herz und
H d :
Konstriktion: Haut und erz utl Gehirn T
o ) Gehirn T
Viszera
Arterien
B Dilatation: Muskel und
Koronarien
Laktat zu
Skelett- B Glykogenolyse Laktat T Herz und
muskulatur
Leber
Glukose und
Leber B Glykogenolyse Glukose T freie
Fettsduren
. Freie zu Muskel,
Fettgewebe B Lipolyse Fettsiuren T | Herz & Hira

Tab. 2 zeigt die Wirkung von Katecholaminen (insbesondere Adrenalin) aus dem Nebennierenmark
auf verschiedene Organe (modifiziert nach Janig, W., 1995).

In Notfallsituationen, wie bei Blutverlust, Unterkiihlung, Hypoglykdmie, Hypoxie,
Verbrennung oder bei extremer korperlicher und emotionaler Belastung, erhoht sich
die Ausschiittung von Katecholaminen aus dem Nebennierenmark. Die Plasma-
konzentration von Noradrenalin und Adrenalin ist damit keine konstante Grofe,
sondern passt sich den physiologischen Notwendigkeiten an. Die Plasmaspiegel
betragen beim gesunden Erwachsenen im Liegen etwa 200 pg/ml Noradrenalin und
40 pg/ml Adrenalin. Schon im Stehen bzw. bei mittelschwerer korperlicher Arbeit
steigt der Adrenalinspiegel auf 150-200 % des Ausgangswertes, wihrend der
Noradrenalinspiegel auf 200-400 % des Ausgangswertes ansteigt. Ein offentlicher
Vortrag beispielsweise ldsst den Noradrenalin-Plasmaspiegel auf ca. 160 %
ansteigen, wihrend der Plasmaspiegel von Adrenalin auf 220 % ansteigt, ein

deutliches Zeichen einer Hormonfreisetzung aus dem Nebennierenmark (Kopin, L. J.,

1988).
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Die Rezeptorverteilung auf den Zielzellen und die Plasma- bzw. Gewebekon-
zentration von Katecholaminen unter dem Einfluss verschiedener duflerer Faktoren

determinieren also die biologischen Wirkungen der Katecholamine.

4. Wechselwirkungen zwischen Katecholaminen und dem

Immunsystem

Lange Zeit wurden das Nervensystem zusammen mit dem endokrinen System und
das Immunsystem als weitgehend voneinander unabhingige Systeme angesehen. Erst
in jiingerer Zeit konnte gezeigt werden, dass das Nervensystem und das
Immunsystem an verschiedenen Knotenpunkten in enger anatomischer und
funktioneller Wechselbeziehung stehen (Ader et al., 1993; Besedovsky et al., 1996;
Felten et al., 1994; Ottaway et al., 1994; Weihe et al., 1991). Botenstoffe des
Nervensystems wirken auf Zellen des Immunsystems (Madden et al., 1995), und
diese wiederum beeinflussen das Nervensystem. Typische neuronale Botenstoffe
scheinen auch in Immunzellen und typische Immunzellbotenstoffe ebenfalls in
Neuronen gebildet werden zu konnen. Damit muss ein Netzwerk von
auBerordentlicher Komplexitit angenommen werden, das neuronale, endokrine,
immunologische und psychologische Aspekte miteinander verbindet. Im Folgenden

sollen Beispiele neuroimmuner Interaktion aufgezeigt werden.

4.1. Stress und Immunfunktion

4.1.1. Akuter psychischer Stress und Immunfunktion

In zahlreichen Studien konnte demonstriert werden, dass akuter psychischer Stress
Effekte auf immunologische Funktionen besitzt. Schon 1938 konnte Farris zeigen,
dass die Zahl der zirkulierenden Lymphozyten bei Studenten, wihrend sie eine

akademische Priifung absolvierten, deutlich anstieg (Farris, E. J., 1938).

Einige kiirzlich durchgefiihrte Untersuchungen verwendeten eine andere Stress
erzeugende Situation als Modell fiir akuten psychischen Stress. Bei diesen
Untersuchungen wurden Tandem-Fallschirmspringer, also Anfanger dieses Sports,

die wihrend ihres Sprunges von einem erfahrenem Sprungmaster gesichert werden,
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wihrend der Vorbereitung auf ihren ersten Sprung beobachtet. Die physiologischen
Verdnderungen vor, wihrend und nach ihrem ersten Sprung wurden untersucht.
Dabei zeigte sich neben dem erwarteten Anstieg der Herzfrequenz auch ein
signifikanter Anstieg der zirkulierenden NK-Zellen (CD16" und CD56") und der
NK-Aktivitat. Eine Stunde nach dem Sprung lagen die NK-Zellzahlen und die
Aktivitdt deutlich unter den Ausgangswerten, vier Stunden spater wieder im

Normbereich (Benschop et al., 1996 a).

In einer anderen Studie wurden Patienten untersucht, die eine Farbe benennen
mussten, in der ein bestimmtes Wort geschrieben wurde (Stroop-Colour-Word-
Conflict Test). Um die Fehlerquote zu erh6hen, wurde beispielsweise das Wort ,,rot*
in gelben Buchstaben dargeboten und die Geschwindigkeit der prisentierten Worter
erhoht (Bachen et al., 1992). In einer weiteren Studie wurden Patienten beim Losen
schwieriger Rechenaufgaben untersucht (Naliboff et al., 1991). In beiden Studien
zeigte sich erneut ein Anstieg der NK-Zellen um 35 % bzw. um 60-100 %. Auch die
NK-AKktivitdt war deutlich erhoht.

Um die Mechanismen dieser psychoimmunologischen Interaktion weiter zu
untersuchen, folgten Experimente, bei denen Versuchspersonen unter kontrollierten
Bedingungen Adrenalin oder Noradrenalin injiziert wurde. So konnte Crary 1983
zeigen, dass der unter mentalem Stress beobachtbare Anstieg der zirkulierenden NK-
Zellen tatsdchlich auf Adrenalin zuriickzufiihren ist (Crary et al., 1983). Der bei der
Gabe von Adrenalin beobachtete Effekt lief sich durch die gleichzeitige Gabe eines
nicht-selektiven B-Adrenozeptor-Blockers unterdriicken, nicht jedoch durch die Gabe
eines spezifischen B;-Adrenozeptorblockers (Schedlowski et al., 1996; Benschop et
al., 1994; Benschop et al., 1996 b). Damit konnte zweifelsfrei demonstriert werden,
dass es vor allem ,-Adrenozeptoren sind, die den Anstieg der NK-Zellzahl und die

Erhohung der NK-Aktivitdt vermitteln.

4.1.2. Korperliche Belastung und Immunfunktion

Die Auswirkungen von korperlichen Belastungen auf das Immunsystem scheinen
denen von mentalen Belastungen weitestgehend zu entsprechen. Unter der Annahme,
dass auch oder vor allem Katecholamine fiir den beobachteten Anstieg der NK-

Zellen verantwortlich sind (Crary et al., 1983), ist dies auch erforderlich. Wéhrend
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viele der Studien, die Verdnderungen im Immunsystem nach mentalem Stress
untersuchen, aber bei der Beobachtung einer Erhohung der NK-Zellzahl stehen
bleiben, konnte in anderen Studien neben der Leukozytose durch NK-Zellen auch
noch eine Granulozytose festgestellt werden (Ubersicht bei Lotzerich et al., 1991).
Dazu kommen Befunde iiber eine verbesserte oder zumindest unverinderte

Phagozytosefidhigkeit (Ortega et al., 1993).

Sowohl die Erhohung der NK-Zellzahl als auch die Granulozytose konnen im Sinne
einer ,fight and flight“-Reaktion interpretiert werden, da so die unspezifische
Abwehr fiir einige Stunden stark aktiviert wird, um den Organismus bei
Verletzungen besser vor Infektionen schiitzen zu konnen. Diese Vermutung wird
auch durch die Beobachtung gestiitzt, dass sich bei Unfallverletzten die
Plasmaspiegel von Katecholaminen und Cortisol erhohen, welche hauptséchlich fiir
die zeitweise Vermehrung der Abwehrzellen im Blut verantwortlich sind. Die
schnelle Mobilisierung der Zellen des Immunsystems kann also als Selektionsvorteil

wihrend der Evolution gewertet werden.

4.2. Adrenozeptoren auf Zellen des Immunsystems

Grundlage fiir die Wirkung von Katecholaminen auf immunkompetente Zellen ist die
Existenz adrenerger Rezeptoren auf deren Zelloberfliche. Vor allem -
Adrenozeptoren wurden auf verschiedenen Subpopulationen von Lymphozyten
(Maisel et al., 1989) sowie auf eosinophilen Granulozyten (Yukawa et al., 1990)
gefunden, und [,-Rezeptoren scheinen auch die Hauptausloser fiir die stress-

induzierte Leukozytose zu sein.

Die Konzentration und Funktionalitit der Rezeptoren ist aber keineswegs konstant,
sondern wird durch physiologische und pathophysiologische Determinanten
moduliert. In einer Studie konnte gezeigt werden, dass Interleukin-1f die Expression
B-adrenerger Rezeptoren in vitro signifikant erhoht (Krause et al., 1995). In einer
anderen Studie wurde demonstriert, dass die Konzentration von [3,-Adrenozeptoren
auf den Zellen der PBMC-Fraktion in Patienten mit rheumatoider Arthritis
signifikant kleiner ist als auf den entsprechenden Zellen gesunder Spender. Weiterhin
haben Patienten mit hoher systemischer Krankheitsaktivitit noch weniger [3-

Adrenozeptoren auf ihren Immunzellen als Patienten mit niedriger systemischer
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Krankheitsaktivitit (Baerwald et al., 1992); bei diesen Patienten konnte aber eine
Verschiebung der Reaktivitit hin zu o;-adrenerg vermittelten adrenalin-induzierten

Effekten gezeigt werden (Wahle et al., 1999).

4.3. Effekte von Katecholaminen auf neutrophile Granulozyten

Schon 1978 konnte beobachtet werden, dass die Rezeptordichte von [B-adrenergen
Rezeptoren auf polymorphkernigen Leukozyten nach der Administration einer
Katecholamine enthaltenden Therapie sinkt (Galant et al., 1978). In den folgenden
Jahren wurden viele Befunde iiber die funktionelle Aktivitdt von neutrophilen

Granulozyten nach adrenerger Stimulation erhoben.

Adrenalin und Noradrenalin fithren zu einer Verminderung der Produktion von
Sauerstoffradikalen, zu verminderter Phagozytosefihigkeit und Chemotaxis,
scheinen also neutrophile Granulozyten in ihrer Aktivitdt grundsitzlich zu hemmen
(Wenisch et al., 1996). Dieser Effekt ist durch Adenosin noch potenzierbar (Bazzoni
et al.,, 1991), die genauen Mechanismen hierfiir sind aber noch unklar. So wurde
beispielsweise 1999 publiziert, dass die B,-mediierte Reduktion der Chemotaxis

nicht iiber LFA-1 oder Mac-1 vermittelt ist (Silvestri et al., 1999).

Beziiglich der Produktion von Zytokinen sind die Befunde widerspriichlich. Hier
wird nach adrenerger Stimulation sowohl eine Hochregulation von TNF-a¢ mRNA
(Abraham et al., 1999) als auch eine Abregulation derselben berichtet (Bergmann et
al., 1999). Widerspriichliche Befunde beziiglich neutrophiler Granulozyten finden
sich in der Literatur hiufig und sind vermutlich auf methodische Schwierigkeiten bei

der Isolierung und Kultivierung zuriickzufiihren.

5. Adhasionsmolekiile

Zell-Zell-Interaktionen werden von einer Vielzahl an Adhisionsmolekiilen vermittelt
und kontrolliert. Einige Proteine dieser Klasse sind hauptsidchlich am Erreichen des
Bestimmungsortes von Leukozyten (homing) oder an ihrer Wanderung beteiligt.

Andere Molekiile spielen allgemeinere Rollen bei der Erzeugung der Immun-
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reaktionen und den Wechselwirkungen zwischen T-Effektorzellen und ihren Ziel-

zellen.

5.1. Einteilung und Struktur der Adhisionsmolekiile

Die vier wichtigsten Klassen der Adhédsionsmolekiile, von denen bekannt ist, dass sie
eine Rolle bei Interaktionen von Leukozyten spielen, sind die Selektine, einige dem
Mucin verwandte Proteine, die Integrine sowie Mitglieder der Immunglobulin-
superfamilie (Hogg et al., 1993). Viele Adhisionsmolekiile wurden zuerst als
Zelloberflichenproteine durch monoklonale Antikdrper oder durch Tests von Zell-
Zell-Wechselwirkungen definiert. Biochemisch konnten sie hdufig erst spiter
charakterisiert werden. Deshalb ist aus dem Namen der Adhisionsmolekiile nicht

unbedingt ersichtlich, welcher Strukturfamilie sie angehoren.

Die Selektine (CD62) sind von besonderer Bedeutung fiir das Homing der
Leukozyten. Sie konnen entweder auf Leukozyten (L-Selektin, CD62L) oder auf
dem vaskulidren Endothel (P-Selektin, CD62P, und E-Selektine, CD62E) exprimiert
werden. Selektine sind Proteine #hnlicher Grundstruktur, die sich durch die
lektindhnliche Kette in ihrer extrazelluliren Domiédne voneinander unterscheiden.
Lektine binden an spezifische Zuckergruppen. L-Selektin bindet an den Kohlen-
hydratanteil, sulfatisiertes Sialyl—LewisX, von mucindhnlichen Proteinen, die man als
vaskuldre Adressine bezeichnet und die auf dem vaskuldren Endothel exprimiert

werden.

Eine zweite Gruppe von Adhésionsmolekiilen, die biochemisch dem Mucin dhneln,
bilden die vaskuldren Adressine. Zwei Vertreter aus der Gruppe, CD34 und das
glycosylation-dependent cell adhesion molecule-1 (GlyCAM-1), werden in den
Lymphknoten auf postkapilliren hochendothelialisierten Venolen als sulfatisiertes
Sialyl-Lewis™ exprimiert. Mucosal addressin cell adhesion molecule-1 (MAdCAM-
1), ein weiteres Protein dieser Familie, erscheint auf den Endothelzellen der Schleim-
hiute verschiedener Organe (beispielsweise des Darmes) und dirigiert dort den
Eintritt von Lymphozyten in das lymphatische Schleimhautgewebe. Die Wechsel-
wirkung zwischen L-Selektinen und den vaskulidren Adressinen ist verantwortlich fiir

das spezifische Homing naiver T-Zellen in lymphatischen Organen.
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Die Integrine umfassen eine groe Gruppe von Zelloberfldchenproteinen, welche die
Zell-Zell-Adhidsion sowie die Adhidsion zwischen Zellen und der extrazellulidren
Matrix bei der Immunantwort ermoglichen. Integrine bestehen aus einer groen o-
Kette, die iiber nichtkovalente Wechselwirkungen mit einer kleineren [-Kette
assoziiert vorliegt. Die verschiedenen Unterfamilien der Integrine definieren sich
grob durch ihre gemeinsame B-Kette. Die Expression von P;-Integrinen, einer vor
allem auf T-Zellen exprimierten Integrinfamilie, steigt wihrend der spéten Phase der
T-Zell-Aktivierung deutlich an, weshalb man sie auch als very late activation
antigens (VLAs) bezeichnet. Den Leukozytenintegrinen ist die B,-Kette gemeinsam.
Ein Vertreter der B,-Integrine ist das lymphocyte function-associated antigen-1
(LFA-1), das auf allen T-Zellen sowie auf Neutrophilen und Makrophagen
exprimiert wird. Macrophage antigen-1 (Mac-1) und p150.9 sind ebenfalls auf
Makrophagen zu finden und gehéren auch zu den P,-Integrinen. Sowohl LFA-1 als
auch Mac-1 binden an das interzellulire Adhisionsmolekiil (ICAM) der Immun-

globulinsuperfamilie, welche die vierte Gruppe der Adhésionsmolekiile bildet.

Die Antigenrezeptoren der Lymphozyten, die Korezeptoren CD4, CD8 und CD19
sowie die konstanten Anteile der MHC-Molekiile gehoren alle zur Gruppe der
Immunglobulinsuperfamilie. Sie sind entscheidend fiir das Auslésen und das
Vorantreiben der spezifischen Immunantwort. Zwei sehr #hnliche interzellulédre
Adhisionsmolekiile, ICAM-1 und ICAM-2, werden sowohl auf dem Endothel als
auch auf antigenprisentierenden Zellen (APC) exprimiert. Die Bindung an diese
Molekiile ermoglicht es den Leukozyten, die Blutbahn zu verlassen und in die

umliegenden Gewebe einzuwandern.

Adhisionsmolekiile sind also Proteine unterschiedlicher Struktur, die an vielen
verschiedenen Phasen des Immungeschehens Anteil haben. Sie lassen sich grob in

die in Tabelle 3 verkiirzt dargestellten Gruppen unterteilen.
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Gruppe Name Gewebevorkommen Ligand
Selektine Sulfatisiertes Sialyl-
L-Selektin Ly, PMN, PBMC | Lewis", GlyCAM-I,
CD34, MAdCAM-1
binden L
. Aktiviertes Endothel, ) . X
Kohlenhydrate, P-Selektin i Sialyl-Lewis
Leukozyten-
Endothel- X
Wechselwirkung E-Selektin Aktiviertes Endothel Sialyl-Lewis
mucinihnliche Chemotaxis und
vaskulire CD34 Endothel Oisemsiemne
Adressine
Venolen mit hohem Rekrutierung von
O Endothel Leukozyten
binden an L-
Selektin, Venolen in
Leukozyten- MAJCAM-1 sl e Adharenz.der
Endothel- Schleimhauteewebe Neutrophilen
Wechselwirkung g
o1 3, (LFA-1,
PBMC, PMN, dZ ICAMs
OCMBQ (Mac- 1 , .
binden an CR3, PMN, Mo, Ma I%?gﬁ;;;?lb’
Zelladhésions- CD11b/CD18)
molekiile und
extrazellulire axpP, (CR4, dZ, Mo, Ma IC3b
Matrix mit starker CD11c/CD18)
Bindun
: Sl (VLA PMN VCAM-1
CD49d/CD29)
CD2 (LFA-2) TZ LFA-3
Immunglobulin-
superfamilie . -
AR (@) 54y | oo GorlEs, LFA-1, Mac-1
Ly, dZ
verschiedene
Funktion bei der | ICAM-2 (CD102) | Ruhende Gefie, dZ LFA-1
Zelladhision, Ziel
von Integrinen
LFA-3 (CD58) Ly, APC CD2

Tab. 3 zeigt eine Auswahl an Adhidsionsmolekiilen. Ausschlieflich in dieser Tabelle verwendete
Abkiirzungen: dZ dendritische Zellen, Ly Lymphozyten, Ma Makrophagen, Mo Monozyten, TZ
T-Lymphozyten. (modifiziert nach Janeway et al., 1997)
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5.2. Adhisionsmolekiile als Mediatoren der Leukozytenwanderung

Die koordinierte Expression von Adhidsionsmolekiilen auf der Oberfliche von
Leukozyten und ihrer Rezeptoren auf aktivierten Endothelzellen ist einer der ersten
Schritte bei der gerichteten Leukozytenwanderung. Die Adhésion von Leukozyten
lauft im Wesentlichen in drei Stufen ab (,.three step model”“ von Butcher, E. C.,,

1991; Diavoco et al., 1996; Springer, T. A., 1994).

Schwache Interaktionen zwischen Selektinen und ihren Carbohydratrezeptoren
vermitteln ein Rollen der Leukozyten auf den Endothelzellen (Rolling-
Mechanismus). Eine Aktivierung der Zellen, die z. B. durch fMLP oder Chemokine
induziert werden kann, fiihrt zu einer verstirkten Expression von Adhésions-
molekiilen der B,-Integrinfamilie (Aktivierung). Die dadurch ausgeloste verstirkte
Adhirenz der Leukozyten auf den Endothelzellen fiihrt anschlieBend zur Diapedese
und der Einwanderung in das Gewebe in Richtung des chemotaktischen Gradienten
(Extravasation). Bei vielen Vorgingen, die zur Extravasation von Leukozyten
fiihren, spielen Chemokine eine zentrale Rolle (Baggiolini et al., 1994; Baggiolini et

al., 1997; Tonetti et al., 1998)

5.3. Kurze Darstellung der drei untersuchten Adhisionsmolekiile

Die drei in dieser Arbeit untersuchten Adhésionsmolekiile sind auf neutrophilen
Granulozyten exprimiert und in unterschiedlichen Stadien des Adhésionsprozesses

involviert.

5.3.1. Lewis™ (CD15)

Lewis® wurde erstmals bei der Suche nach embryonalen Antigenen in einer
Teratokarzinom-Linie (F9) der Maus entdeckt. Das stage-specific embryonic antigen
(SSEA-1) konnte als Bindungspartner des Antikorpers anti-SSEA-1 identifiziert
werden. Strukturell handelt es sich bei dem antikorper-spezifischen Anteil des
Molekiils um eine Trisaccharid-Sequenz. Sie besteht aus dem Monosaccharid

Fukose, das iiber eine ot1-3 Bindung mit dem N-Acetylglukosamin des Blutgruppen-
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Riickgrats (Galaktose, B1-4 verbunden mit N-Acetylglukosamin) kovalent gebunden

ist.

Diese Struktur bildet zusammen mit hochmolekularen Proteinen Glykoproteine aus,
die vor allem von Monozyten und Granulozyten exprimiert werden. Lewis™ (CD15)
und verwandte Oligosaccharidsequenzen auf Glykoproteinen und Glykolipiden
fungieren als Liganden fiir Selektine und sind damit beim Rolling-Mechanismus

wichtig.

5.3.2. CD44

Die mRNA von humanem CD44 kodiert fiir eine 361 Aminosduren lange
Primérstruktur. Durch posttranslationale Modifikationen wéchst das Protein bis auf
eine Grofle von 80-95 kD. Es besteht aus einer distalen extrazelluliren Domine,
einer proximalen Membranregion (zusammen etwa 248 Aminosduren), der
transmembranen Doméne (23 Aminosduren) und einem zytoplasmatischen Endstiick
von variabler Linge (3 oder 70 Aminoséduren). Die N-terminale Region stellt die
Bindungsregion fiir den Liganden Hyaluronsidure und weist einen hohen Grad an

Interspezies-Homologie auf.

CD44 findet sich auf den meisten im Blutstrom zirkulierenden Zellen, z.B. auf
Erythrozyten, Lymphozyten, Natiirlichen Killerzellen, Makrophagen und Granulo-
zyten. Zusitzlich weisen auch Fibroblasten und Zellen im ZNS dieses Oberflidchen-
molekiil auf. Als Hyaluronsédurerezeptor (Aruffo et al., 1990) scheint CD44 im
Prozess der Diapedese und der gerichteten Migration mitzuwirken (Haynes et al.,
1991). Bei Wundheilungsprozessen, wihrend entziindlicher Vorginge und bei der
Karzinogenese akkumuliert CD44, in einigen Féllen zusammen mit Hyaluronsiure,

im betroffenen Gewebe.

5.3.3. CD54 (ICAM-1)

Als Mitglied der Immunglobulinsuperfamilie besitzt CD54 die typische Struktur
eines transmembranen Glykoproteins. Der extrazelluldre Anteil besteht aus fiinf
Immunglobulin-Doménen, die dem Molekiil eine stabile und starre Rahmenstruktur

verleihen.
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ICAM-1 kann auf allen Leukozyten sowie auf einigen anderen Zellen (Endothel und
Epithel) exprimiert sein. Der Level der Expression kann dabei starken
Schwankungen unterliegen, was der Hauptmechanismus fiir die Regulation der
Aktivitdt des Molekiils zu sein scheint. Inflammatorische Zytokine wie IL-1, TNF-o
und IFN fiihren zu einer verstirkten Expression des Zelladhdsionsmolekiils. ICAM-1
ist bei der Aktivierung von Zellen des Immunsystems beteiligt, indem es an
Adhisionsmolekiile der B,-Integrinfamilie (vor allem LFA-1) bindet (Bevilacqua, M.
P., 1993). ICAM-1 entfaltet seine Wirkung, indem es antigen-unabhingig die
Verweildauer von Zellen in enger Nédhe zueinander erhoht, so dass andere
Interaktionen zwischen Rezeptoren und Liganden unterschiedlicher Art erst moglich

werden.

6. Zytokine und Chemokine

Als Zytokine bezeichnet man eine hormonéhnliche Gruppe von Polypeptiden, die
regulatorische Signale zwischen Zellen vermitteln. Sie entfalten ihre Wirkung durch
Bindung an einen spezifischen Rezeptor auf der Zielzelle. Die folgende Protein-
biosynthese nimmt sowohl Einfluss auf die Zellproliferation und Zelldifferenzierung
als auch immunregulatorisch auf die Effektorphase der natiirlichen und der spezi-
fischen Immunitit. Man unterscheidet zwischen Monokinen, die von Makrophagen
und Monozyten produziert werden, und Lymphokinen, die lymphozytdren Ursprungs

sind.

Nach Lindley et al. (1993) bezeichnet man chemotaktisch wirkende Zytokine als
Chemokine. Thre wichtigste Funktion ist es, Leukozyten an bestimmte Stellen im
Gewebe zu leiten und zu aktivieren (Kunkel et al., 1995). Sie spielen daher eine
wichtige Rolle als Mediatoren bei der Regulation einer gerichteten Leukozyten-

migration und den dadurch ausgeldsten Entziindungsprozessen.

6.1. Die Nomenklatur der Chemokine

Auf dem ,,Keystone Symposion on Chemokines® schlug eine Arbeitsgruppe unter
der Leitung von Dr. Osamu Yoshie (Kinki University, Japan) eine neu erarbeitete,

systematische Nomenklatur der Chemokine vor. Sie wurde in Analogie zur damals
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bereits bestechenden Nomenklatur der Rezeptoren von Chemokinen entwickelt. Die
Liganden der Rezeptoren, also die Chemokine selbst, erhalten den Namen des
Rezeptors, gefolgt von einem L fiir Ligand. Am Namen des Chemokins kann man
nun erkennen, in welche Klasse es gehort und an welchen Rezeptor es bindet (Rossi
et al., 2000). Die Einfiihrung der neuen Nomenklatur hat zur Folge, dass fiir eine
gewisse Zeit Molekiile mit unterschiedlichen Namen benannt werden. In dieser
Arbeit wird primdr die alte Nomenklatur verwendet. Um auch der neuen
Nomenklatur Rechnung zu tragen, werden die systematischen Namen der in der

vorliegenden Arbeit genannten Chemokine an dieser Stelle aufgezihlt (sieche Tab. 4).
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,Altert Name »Neuer, systematischer Name
Fraktalkin CX3CL1
GRO-a CXCLI
IL-8 CXCLS8
IP-10 CXCL10
Lymphotaktin XCL1
MCP-1 CCL2
MCP-2 CCLS8
MCP-3 CCL7
MCP-4 CCL13
Mig CXCL9
MIP-1a CCL3
MIP-183 CCL4
NAP-2 CXCL7
RANTES CCL5

Tab. 4 zeigt die ,alte” und die ,,neue®, systematische Nomenklatur der in dieser Arbeit genannten

Chemokine.
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6.2. Strukturelle und funktionelle Einteilung der Chemokine

Charakteristisch fiir Chemokine sind vier konservierte Cysteinreste, die durch Aus-
bildung von Disulfidbriicken fiir die Tertidrstruktur der Chemokine verantwortlich
sind. Eine erste Unterteilung in Subgruppen wurde anhand der Position der ersten
beiden Cysteinreste vorgenommen (Baggiolini et al., 1994). Bei den CXC-Chemo-
kinen (z. B. IL-8, growth related antigen-a (GRO-), IFN-inducible protein-10 (IP-
10)) sind die ersten beiden Cysteinreste durch eine weitere, variierende Aminosdure
(X) voneinander getrennt, wihrend die Cysteinreste der CC-Chemokine (z. B.
monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1), macrophage inflammatory protein-1o
(MIP-1ov), regulated upon activation, normal T-cell expressed and secreted
(RANTES)) in der Aminosduresequenz direkt aufeinander folgen. Es hat sich ge-
zeigt, dass diese strukturelle Einteilung im Wesentlichen auch mit dem Wirk-
spektrum der Chemokine beziiglich ihrer biologischen Aktivitit und der damit

verbundenen Zellselektivitit iibereinstimmt.

Mit der Aufkldrung der Bedeutung des ELR-Motivs (Glutaminsédure-Leucin-Arginin)
in der Primdrstruktur fiir die Rezeptorselektivitit konnte die Gruppe der CXC-
Chemokine weiter unterteilt werden. Die meisten CXC-Chemokine (z. B. IL-8,
GRO-a) enthalten in der aminoterminalen Region das ELR-Motiv. Diese Chemokine
wirken vor allem auf neutrophile Granulozyten. Im Gegensatz dazu stehen die CXC-
Chemokine ohne das ELR-Motiv (z. B. IP-10, macrophage IFN-inducible gene
(Mig)) und die CC-Chemokine, deren Wirkspektrum vor allem auf mononukleire

Zellen ausgerichtet ist.

Daneben gibt es noch zwei weitere Gruppen von Chemokinen. Die C-Subfamilie
umfasst bisher nur das Lymphotaktin, welches nur auf Lymphozyten chemotaktisch
wirkt (Kelner et al., 1994). Die vor kurzem klonierten Chemokine Fraktalkin (Bazan
et al., 1997) und Neurotaktin (Pan et al. 1997) bilden zusammen die Familie der
CX;3C-Chemokine. Neurotaktin konnte bislang nur im Maussystem nachgewiesen

werden.

Aufgrund dieser strukturellen und funktionellen Unterschiede konnen die bisher
klonierten und charakterisierten Chemokine in fiinf Gruppen unterteilt werden. Eine

Ubersicht der Einteilung der Chemokine ist Tab. 5 zu entnehmen.
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Gruppe Beispiel Zielzellen
CC MCP-1, MIP-1a Mononukleédre Leukozyten
ELR-CXC IL-8, GRO-o Neutrophile Granulozyten
Non-ELR-CXC IP-10, Mig Mononukledre Leukozyten
C Lymphotaktin Lymphozyten
Fraktalkin Mononukledre Leukozyten
CX;C
Neurotaktin Neutrophile Granulozyten

Tab. 5 zeigt eine Einteilung der Chemokine (nach Kaufmann, A. 1998)

6.3. Chemokin-produzierende Zellen des Immunsystems

6.3.1. Chemokine in Monozyten

Monozyten sind in der Lage, eine groe Menge an CXC- und CC-Chemokinen zu
produzieren. Als Induktoren der Sekretion von IL-8 wirkt neben Endotoxin
(Schroder et al., 1987), inflammatorischen Substanzen wie IL-1a., IL-1f, TNF-a, IL-
7, GM-CSF, IL-3, Phytohdmagglutinin oder Immunkomplexen (Baggiolini et al,
1994) auch die Adhirenz an Plastikoberflichen (Kasahara et al., 1991). In aseptisch
praparierten und unstimulierten Monozyten ist hingegen keine IL-8 mRNA
detektierbar. Die Regulation der Produktion von MCP-1 ist noch nicht vollig
aufgeklirt, da die Synthese von MCP-1 durch inflammatorische Substanzen zwar
stimuliert wird, gleichzeitig ein gewisser Basis-Level aber auch ohne Stimulation
vorhanden ist. Neben diesen beiden Chemokinen produzieren Monozyten auch

GRO-q, IP-10, MIP-1f und einige andere, jedoch in geringeren Mengen.
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6.3.2. Chemokine in Lymphozyten

Lymphozyten spielen vor allem fiir die CC-Chemokin-Synthese eine Rolle. Weit
weniger bedeutungsvoll als mononukledre Makrophagen sind sie fiir die Produktion

von CXC-Chemokinen (Baggiolini et al., 1994).

6.3.3. Chemokine in Granulozyten

Neutrophile Granulozyten sind zumindest in geringem Ausmal} zur Freisetzung von
Chemokinen fdhig. IL-8 wird als Antwort auf verschiedene Stimuli wie z. B. LPS,
TNF-a, GM-CSF oder Adhirenz gebildet (Strieter et al., 1992; Fujishima et al.,
1993). Besondere Bedeutung kommt dabei den klassischen chemotaktischen
Substanzen wie fMLP, C5a, PAF und LTB4 zu (Cassatella et al, 1992, Strieter et al.,
1992). Da IL-8 auf neutrophile Granulozyten chemotaktische Wirksamkeit zeigt,
scheinen diese Zellen ihre eigene Rekrutierung zu regulieren. Auch die Expression
von GRO-a,, MCP-1, MIP-1o und anderen wurde bereits beschrieben (Cassatella, M.
A., 1995), jedoch sind diese Aussagen sehr umstritten. Es wird auch die These

vertreten, dass neutrophile Granulozyten ausschlieBlich auf die Synthese von IL-8

beschrinkt seien (Altstaedt et al., 1996).

6.4. Biologische Aktivititen der Chemokine

Zu den charakteristischen Aktivititen der Chemokine gehoren das Auslosen von
Chemotaxis (Aktivierung des kontraktilen Zytoskeletts), Exozytose (Freisetzung
intrazelluldrer Granula), erhohte Rezeptorexpression und verstirkte Adhédrenz der
Zellen, Bildung von bioaktiven Lipiden (Arachidonsiurestoffwechsel) und die
Freisetzung von toxischen Sauerstoffmetaboliten. Dadurch kénnen die Chemokine in
ihrem funktionellen Verhalten mit den klassischen chemotaktischen Agonisten wie

C5a, fMLP, LTB, oder PAF verglichen werden.

6.4.1. Effekte auf Monozyten

Chemotaktische Effekte auf Monozyten werden durch eine Vielzahl von CC-

Chemokinen wie MCP-1 (Rollins et al., 1991), RANTES (Schall et al., 1990), MCP-
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2, MCP-3 und MIP-1a0 (Wang et al., 1993) und MCP-4 (Uguccioni et al., 1996)
hervorgerufen. MCP-1 induziert weiterhin die Freisetzung von Sauerstoffradikalen,
die Expression der B,-Integrine CD11b/CD18 und CD11¢/CD18 und die Produktion
von IL-1 und IL-6 (Jiang et al, 1992). CXC-Chemokine besitzen keine
chemotaktische Wirkung auf Monozyten (Schroder et al., 1987). Aus der Gruppe der
CX;3C-Chemokine ist fiir Fraktalkin eine chemotaktische Wirkung beschrieben
(Bazan et al., 1997).

6.4.2. Effekte auf neutrophile Granulozyten

Effekte auf neutrophile Granulozyten werden vor allem durch CXC-Chemokine
hervorgerufen, allein die in den a-Granula der Thrombozyten gespeicherten CXC-
Chemokine sind gegeniiber neutrophilen Granulozyten inaktiv (Walz et al., 1990).
Als einziges CC-Chemokin scheint MIP-loe einen Effekt auf neutrophile
Granulozyten auszuiiben, der sich in einem Anstieg der zytosolischen Ca®*-
Konzentration zeigt. Aus der Gruppe der CX3C-Chemokine wirkt allein Neurotaktin

chemotaktisch.

6.4.3. Effekte auf Lymphozyten

Die Effekte auf Lymphozyten werden vor allem durch CXC-Chemokine ohne das
ELR-Motiv hervorgerufen. Sowohl IP-10 (Taub et al., 1993) als auch Mig (Liao et
al., 1995) wirken chemotaktisch auf Lymphozyten. Einige CC-Chemokine sind in die
selektive Rekrutierung einzelner Subpopulationen von T-Lymphozyten eingebunden.
Auch das CX3C-Chemokin Fraktalkin besitzt chemotaktische Aktivitidt gegeniiber

Lymphozyten.

6.4.4. Nicht-chemotaktische Effekte

Neben den beschriebenen chemotaktischen Effekten auf verschiedene Zellarten
besitzen Chemokine eine Reihe nicht-chemotaktischer Effekte. So sind
beispielsweise die CXC-Chemokine IL-8 und GRO-o an der Regeneration von
Geweben und der Wundheilung beteiligt, wihrend die CC-Chemokine MIP-1o und
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MIP-1f in Kombination mit anderen Interleukinen die Stammzellreifung im

Knochenmark sowohl stimulieren als auch inhibieren konnen.

6.5. Kurze Darstellung der drei untersuchten Zytokine

6.5.1. TNF-o

TNF-o0 wurde urspriinglich als Faktor beschrieben, der zu hidmorrhagischen
Nekrosen in Tumoren fiihrt (Carswell et al., 1975). Das Zytokin wird iiberwiegend
von aktivierten Monozyten und Makrophagen gebildet. LPS ist der stdrkste Stimulus,
aber auch andere bakterielle Produkte und Viren wirken induzierend. Der Faktor
wird als transmembranes Typ-II-Protein von 25 kD synthetisiert und anschlieBend

proteolytisch gespalten. Die sezernierte Form liegt im Serum als Homotrimer von

51 kD vor.

Die Bindung von TNF-oo an seine Rezeptoren fiihrt iiber die Aktivierung
verschiedener Transkriptionsfaktoren, wie z. B. NF-kB oder AP-1, zu einer
gesteigerten Transkriptionsrate der induzierbaren Gene. Es wirkt als endogenes
Pyrogen, bei neutrophilen Granulozyten steigert es die Phagozytose, die
antikorperabhingige, zellvermittelte Zytotoxizitit und die Adhirenz an Endothel-

zellen.

6.5.2. IL-6

Interleukin 6 ist ein Zytokin von 26 kD, das von vielen verschiedenen Zellen, vor
allem Monozyten, Makrophagen, Fibroblasten und Endothelzellen, produziert wird.

Als Stimuli wirken dabei vor allem IL-1, TNF-o und bakterielle Lipoproteine.

IL-6 ist ein Zytokin mit pleiotropen Funktionen, es wirkt vor allem als B-Zellen
stimulierender Faktor auf die Ausdifferenzierung und die Immunglobulin-Sekretion
bereits aktivierter B-Zellen. Weiterhin induziert es in Hepatozyten die Freisetzung
von Akute-Phase-Proteinen, wodurch die weitere Entziindungsreaktion unterstiitzt
wird. Zusammen mit IL-1 wirkt es mitogen auf T-Zellen (Gemsa et al., 1997). Im
Gegensatz zu TNF-o oder LPS fiihrt es aber nur zu einer sehr geringfiigigen

Gewebsschidigung (Abbas et al., 1994).
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6.5.3. IL-8

Interleukin 8 ist ein CXC-Chemokin von nur 8 kD, welches zunidchst als 99
Aminosduren langes Vorldufermolekiil produziert wird, von dem in mehreren
Reifungsschritten die Leadersequenz von 27 Aminosiduren Linge abgespalten wird.
Neben der reifen sezernierten Form (72 Aminosduren) lassen sich in Zelliiberstinden
auch eine ebenso potente 69 Aminosduren lange Form sowie zwei Zwischenstadien
(77 bzw. 79 Aminosiduren) finden, die etwas schwichere Aktivitidt besitzen. Die
Hauptproduzenten sind Monozyten, aber auch Makrophagen, Fibroblasten, Melano-

zyten, Hepatozyten, Granulozyten und Chondrozyten produzieren das Chemokin.

Wie alle CXC-Chemokine aktiviert IL-8 spezifisch Granulozyten, indem es voriiber-
gehend einen Anstieg der Konzentration von Kalzium im Zytosol und die Frei-
setzung von Enzymen aus den primédren und sekundédren Granula bewirkt. Aulerdem
fiihrt es zu einer vermehrten Bildung von Sauerstoffradikalen, Induktion der

Chemotaxis und verstirkter Expression von Adhédsionsmolekiilen (Baggiolini et al.

1994).

7. Zielsetzung

Die Wechselwirkungen zwischen dem Organismus als Ganzem und dem
Immunsystem als Teil dieses Ganzen sind Gegenstand der aktuellen medizinischen
Forschung. In den letzten Jahren sind eine Vielzahl von neuen Erkenntnissen iiber
die molekularen Grundlagen des komplexen Wechselspieles zwischen dem
endokrinen System mit seinen Hormonen, dem Nervensystem mit seinen
Neurotransmittern und dem Immunsystem mit seinen verschiedenen spezifischen

Zellen bekannt geworden.

Uber die Steuerung der Funktion von neutrophilen Granulozyten ist nach wie vor
eher wenig bekannt. Obwohl sie die zahlreichsten Vertreter der Immunzellen sind
und ihre Bedeutung deshalb nicht hoch genug eingeschitzt werden kann, konnen sie
erst langsam den Ruf von ,,bloBen Fresszellen ohne immunmodulatorische Funktion*
ablegen. Die vorliegende Arbeit leistet einen Beitrag zur Kldrung des Wirk-
mechanismus von Adrenalin auf neutrophile Granulozyten. Hierbei interessierten

besonders die folgenden Fragen:
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1.

Gibt es Auswirkungen von Adrenalin auf der Ebene der Signaltransduktion
von Adrenozeptoren? Andern sich die intrazelluliren Konzentrationen von
Kalzium bzw. cAMP in neutrophilen Granulozyten nach Inkubation mit

Adrenalin?

Ist Adrenalin in der Lage, die Expression von Adhédsionsmolekiilen (CD15,
CD44, CD54) auf unstimulierten bzw. auf LPS-stimulierten neutrophilen

Granulozyten zu veridndern?

Produzieren neutrophile Granulozyten nach LPS-Stimulation die Zytokine
TNF-o, IL-6 und IL-8, und ist deren Produktion durch Adrenalin

modulierbar?

Dazu musste eine Methode zur Aufreinigung und Kultivierung von neutrophilen

Granulozyten aus dem Blut gesunder Spender gefunden werden. Auch die Aufgabe,

intrazellulédr vorliegende Zytokine mit Hilfe der Durchflusszytometrie nachzuweisen,

erwies sich als grole Herausforderung, weil diese Methode in neutrophilen Granulo-

zyten bislang selten zur Anwendung gekommen war.
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II. Material und Methoden

1. Materialien

1.1. Medien, Gerite

Soweit nicht anders vermerkt, wurde in allen Versuchen das Zellkulturmedium
RPMI 1640 (Biochrom, Berlin, Deutschland) verwendet, welches mit nachfolgend
aufgefiihrten Zusitzen zu RPMI™ vervollstindigt wurde. Die angegebenen Mengen

beziehen sich auf 1000 ml RPML

L-Glutamin 200 mM Sml
Natriumpyruvat 100 mM Sml
HEPES-Pufferlosung I mM Sml
Penicillin/Streptomycin 10000 U/ml bzw. 10000 mg/ml 5 ml
Nichtessentielle Aminoséduren 100 x Sml

1.2. Zellen

Die Préparation und Isolation humaner Monozyten und neutrophiler Granulozyten
erfolgte aus Venenblut gesunder Blutspender (buffy coats), das freundlicherweise
von Prof. Dr. V. Kretschmer, Zentrum fiir Himatologie und Transfusionsmedizin der

Universitétsblutbank Marburg, zur Verfiigung gestellt wurde.

1.3. Standardbedingungen der Zellkulturen

Die Zellkulturen wurden als offenes System in einem CO,-Auto-Zero-Brutschrank
(Heraeus, Hanau, Deutschland) bei 37 °C, ca. 80 % relative Luftfeuchte und
Begasung mit 5 % CO, inkubiert. Zellkulturarbeiten und andere sterile
Arbeitsschritte wurden in einer Laminar-Flow-Box (HLB 2448, Heraeus, Hanau,
Deutschland) durchgefiihrt. Simtliche Zentrifugationsschritte wurden, soweit nicht
anders angegeben, in einer Tisch-Zentrifuge (Hettich-Rotanda RP, Rotor max. 4000

Umdrehungen/min; Hettich, Tuttlingen, Deutschland) durchgefiihrt.
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1.4. Chemikalien

1.4.1. Medien und Medienzusitze

HEPES-Pufferlosung 500 mM (100x)

humanes AB-Serum

L-Glutamin 200 mM (100x)

Natriumpyruvat 100 mM

nichtessentielle Aminosiuren (100x)
Penicillin/Streptomycin 10000 U/ml bzw. 10000 mg/ml
RPMI 1640

TCH™ Serum-Aquivalent

1.4.2. Farbstoffe

Diff-Quick®
Fura-2

Trypanblau

1.4.3. Monoklonale Antikorper

Anti CD4 FITC mouse IgG; Kk RPA-T4
Anti CD8 PE mouse IgG; kK RPA-T8
Anti CD14 FITC mouse 1gG,, RMOS52
Anti CD15 PE mouse IgM k 80H5
Anti CD44 PE mouse IgGyp, kK G44-26
Anti CD54 PE mouse IgG; Kk HAS8
Anti CD66b FITC mouse IgG; k¥ 80H3
Anti IL-6 PE rat [gG,, MQ2-6A3

Biochrom
Sigma

Biochrom
Biochrom
Biochrom
Biochrom
Biochrom

ICN Biomedicals

Baxter

MolecularProbes

Merck

Becton Dickinson

Becton Dickinson

Immunotech

Immunotech

Becton Dickinson

Becton Dickinson

Immunotech

Becton Dickinson
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Anti IL-8 mouse IgGy, G265-8

Anti IL-8 PE mouse IgGy, G265-8
Anti TNF-o PE mouse IgG; MAb11
Dynabeads® Pan-T (CD2) mouse [gG;

1.4.4. Sonstige

Brefeldin A (als GolgiPlug™")
CaCl,/MgCl,-Losung

Dextran T500

Epinephrinhydrochlorid (als Suprarenin®)
Ficoll-Trennl6sung

Interleukin-1§

Interleukin-8

LPS von E. coli 0127, B§W

Monensin (als GolgiStop™)
Natriumchlorid
Norepinephrinhydrochlorid (als Arterenol®)
Paraformaldehyd

PBS*" (ohne Mg**/Ca**-Ionen)

Saponin

TNF-o

Becton Dickinson
Becton Dickinson
Becton Dickinson

Dynal

Becton Dickinson
Virologie, Uni Marburg
Amersham
Hoechst
Biochrom

R&D Systems
R&D Systems
Difco

Becton Dickinson
Roth

Hoechst

Merck

Biochrom

Merck

R&D Systems
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2. Methoden

2.1. Isolierung und Anreicherung humaner Granulozyten

Zur Gewinnung humaner Granulozyten wurden frische buffy coats (Abteilung fiir
Transfusionsmedizin, Klinikum der Philipps-Universitit Marburg) aus peripherem
Venenblut gesunder Blutspender verwendet. Buffy coats entstehen bei der Separation
bestimmter Blutzellfraktionen (in Erythrozyten- und Thrombozytenkonzentrate) und
enthalten in hoch angereicherter Form Granulozyten (PMN) sowie mononukleire
Blutzellen (PBMC). Die Abtrennung der PMN von den PBMC erfolgte mittels der
Ficoll-Hypaque-Methode, bei der aufgrund von Dichteunterschieden mononukleére

Zellen von anderen Blutzellen getrennt werden (Boyum, A., 1968).

2.1.1. Die Ficoll-Hypaque-Methode

Die Aufarbeitung wurde in 50 ml Probenr6hrchen (Greiner, Niirtingen, Deutschland)
durchgefithrt. 13 ml warmes Ficoll (Ficoll-Trennlosung, Dichte 1.077 g/ml;
Biochrom, Berlin, Deutschland) wurden mit 27 ml unverdiinntem Blut vorsichtig
iberschichtet und mit 400 x g bei Raumtemperatur fiir 30 min und ohne Bremse
zentrifugiert. Dabei setzen sich die Erythrozyten und Granulozyten als Sediment ab,
die mononukledren Zellen werden in einer Interphase oberhalb des Ficolls
angereichert und das Serum bildet zusammen mit den Thrombozyten den Uberstand.
Der Uberstand wurde bis knapp iiber die Granulozytenfraktion mit einer Pipette
abgesaugt und verworfen, das Sediment in ein neues Probenrohrchen iiberfiihrt und

mit PBS®" auf 25 ml aufgefiillt.

Nun wurden 25 ml einer 3 %igen Dextran-Losung (3 % Dextran in PBS*") dazu
gegeben, welche die Erythrozyten verkleben und schnell sedimentieren ldsst. Nach
15 min wurde der Uberstand mit den Granulozyten abgenommen und in ein neues
Probenrohrchen iiberfithrt. Die Zellen wurden durch einen weiteren Zentri-
fugationsschritt (350 x g, 4 °C, 7 min) pelletiert und anschlieBend in 5 ml PBSY*f

resuspendiert.

Durch Zugabe von 22,5 ml eiskalter, hypotoner, 0,2 %iger NaCl-Losung wurden die
restlichen Erythrozyten lysiert, da deren osmotische Resistenz wesentlich geringer ist

als die der Granulozyten. Um ein Platzen der Granulozyten zu verhindern, wurden
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nach 30 sek 22,5 ml einer hypertonen, 1,6 %igen NaCl-Losung zugegeben, so dass
die Zellen nun wieder in einer isotonen, 0,9 %igen NaCl-Losung vorlagen. Jetzt
wurden die Zellen erneut pelletiert und die hypotone Lyse zwei Mal wiederholt,
bevor die verbliebenen Zellen resuspendiert und in 30 ml RPMI*™ aufgenommen

wurden.

2.1.2. Zellzahlbestimmung

Fiir den nichsten Schritt der Aufreinigung, die T-Zell-Deletion, musste zunéchst die
Zellzahl bestimmt werden. Dafiir wurde die CASY 1-Apparatur (Modell TT, Schirfe
System, Reutlingen, Deutschland) verwendet. Die Apparatur misst mittels der
sogenannten Pulsflichenanalyse, einer Abwandlung des Widerstandsmessprinzips,
die ZellgroBBe eines einzelnen Messereignisses. Jede Zelle verdridngt bei ihrem
Durchfluss durch die Messkapillare eine genau bestimmte Menge einer geeichten
Elektrolytlosung. Die dadurch entstehende Widerstandserhohung ist ein direktes Mal}
fir das Volumen der Zelle. Das Gerdt wurde auf eine spezielle Standardroutine
programmiert, die neben verschiedenen Umrechnungsfaktoren auch eine Mindest-
grofle detektierbarer Zellen festlegt. Dadurch werden kleinere Partikel, zum Beispiel

verunreinigende Staubpartikel, bei der Messung nicht erfasst.

Die Apparatur wurde zwei Mal mit reinem PBS®"

equilibriert. AnschlieBend wurden
in speziellen Messkiivetten 10 ml PBSY*f vorgelegt und 20 ul Zellsuspension
zugegeben (1:500 Verdiinnung). In drei aufeinander folgenden Messungen wurden
jetzt die Zellzahl und die ZellgroBe jedes einzelnen Messereignisses bestimmt.
Dadurch wird gleichzeitig auch die Konzentration der Zellsuspension gemessen. Mit
Hilfe eines weiteren Grofenlimits konnte der Reinheitsgrad der isolierten Granulo-
zyten und das AusmaBl der Verunreinigung durch Lymphozyten nidherungsweise

bestimmt werden.

2.1.3. Immunomagnetische Elimination von T-Lymphozyten

Nach Durchfiihrung der Ficoll-Hypaque-Methode stellten T-Lymphozyten regelhaft
die Hauptverunreinigung der Granulozytenfraktion dar. Sie wurden mit Hilfe von
magnetisierbaren Antikdrpern, sogenannten Dynabeads® (Dynabeads® M-450 Pan-T,

Dynal, Hamburg, Deutschland) entfernt (Vartdal et al., 1987).
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Dynabeads® sind einheitliche, 4,5 um groB3e, magnetisierbare Polystyren-Kiigelchen,
die mit einem monoklonalen Antikdrper muriner Herkunft beschichtet wurden, der
spezifisch entweder das CD4- (Ty-Zellen), CD8- (Tk-Zellen) oder CD2- (pan T-
Zellen) Antigen auf der Lymphozytenmembran erkennt. Bei Inkubation eines
heterogenen Zellgemisches mit den magnetisierbaren Antikorpern kommt es zur
Rosettenbildung mit den Antigen tragenden Zellen. Die Rosetten werden dann mit

Hilfe eines Magneten von den restlichen Zellen getrennt.

Da der Zellverlust recht hoch war, wurde das Doppelte der bendtigten Zellzahl in
einem Volumen von 10 ml RPMI™ eingesetzt. Die Dynabeads® wurden im Ver-
hiltnis 4:1 (Beads:Lymphozytenzahl) zugesetzt, was einem Pipettiervolumen von ca.
400 ul entsprach. AnschlieBend wurde das Zell-Beads-Gemisch bei 4 °C fiir 60 min
auf zwei frei gelagerten, sich drehenden Rollen inkubiert, so dass die Suspension
standig vermischt wurde. Die gebildeten Zell-Bead-Rosetten wurden mit Hilfe eines
Magneten vom iibrigen Zellgemisch abgetrennt. Der Uberstand mit den darin
enthaltenen Granulozyten wurde in ein neues Probenrohrchen gegeben und mit
PBS®' gewaschen. Die pelletierten Zellen wurden nun in RPMI™™ resuspendiert,

gezdhlt und auf eine Konzentration von 2,5 x 10° Zellen/ml eingestellt.

Es wurden nur Préparationen fiir Versuche eingesetzt, deren Reinheit bei iiber 90 %
lag und deren Monozytenanteil kleiner 1 % war. Die Zellen wurden in einer Dichte

von 2,5 x 10° Zellen (1 ml pro well) ausplattiert.

2.2. Isolierung und Anreicherung humaner Blutmonozyten

In einigen Versuchen zur intrazelluldren Firbung von Zytokinen wurden humane

Blutmonozyten zur Etablierung verschiedener Methoden verwendet.

2.2.1. Separation der PBMC-Fraktion nach Dichtegradientenzentrifugation

Ausgangsmaterial fiir die Isolierung von humanen Blutmonozyten war die Interphase
der Dichtegradientenzentrifugation zur Isolierung des PMN-Sedimentes aus buffy
coats (Material und Methoden: 2.1.1. Die Ficoll-Hypaque-Methode). Sie wurde
sorgfiltig abpipettiert, in einem neuen Probenrohrchen mit 4 °C kaltem PBS®*' ver-

diinnt und zwei Mal gewaschen. Zur Durchfithrung der Waschschritte wurden zwei
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Zentrifugationsschritte bei 4 °C mit 350 x g fiir 7 min durchgefiihrt. Das Sediment
wurde jeweils mit kaltem PBS®! vorsichtig resuspendiert und auf 50 ml aufgefiillt.
Fiir die anschlieBende Aufreinigung der Monozyten durch die Elutriationsmethode
wurde die PBMC-Fraktion nach der letzten Zentrifugation in insgesamt 40 ml

RPMTI" aufgenommen und direkt im Anschluss elutriiert.

2.2.2. Elutriation (Gegenflusszentrifugation)

Die Elutriation bietet die Moglichkeit, Zellen aufgrund ihrer Grofle und Dichte zu
trennen. Dies wird moglich durch die Erzeugung zweier entgegengesetzt wirkender
Krifte. Durch die Rotation der Zentrifuge wird eine Sedimentationskraft hervor-
gerufen (Zentrifugalkraft), der ein von einer Pumpe erzeugter, kontinuierlicher

Fliissigkeitsstrom in entgegengesetzter Richtung entgegenwirkt (Zentripetalkraft).

Jede Zelle in der Separationskammer wird in eine Zone wandern, in der ein Gleich-
gewicht zwischen ihrer Sedimentationsrate und der durch die FlieBgeschwindigkeit
des Elutriationsmediums erzeugten Zentripetalkraft herrscht. Innerhalb der Separa-
tionskammer wird durch ihre spezielle Geometrie ein FlieBgeschwindigkeitsgradient
erzeugt. Hierdurch ist es moglich, Zellen mit verschiedenen Sedimentationsraten in
Suspension zu halten. Durch die schrittweise Erhohung der Fliissigkeitsrate und der
dadurch hervorgerufenen Erhohung der FlieBgeschwindigkeit des Elutriations-
mediums oder durch die Verringerung der Rotordrehzahl kénnen nach und nach
relativ homogene Zellseparationen aus der Kammer ausgespiilt werden. Jede folgen-
de Separation besteht aus groeren Zellen als die vorhergehende Fraktion (Grabske

et al., 1975; Figdor et al., 1983).

Zwischen Fliissigkeitsrate und Rotordrehzahl besteht folgender Zusammenhang

(Beckmann, Instruction Manual):

F=X x D*x (RPM x 107)?

Dabei ist F die Fliissigkeitsrate in ml/min, X der Kammerfaktor von 0,0511, D der
Zelldurchmesser in mm und RPM die Anzahl der Rotorumdrehungen/min. Beldsst

man die Rotordrehzahl konstant, wird es mit Hilfe dieser Formel moglich, die Groe
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der Zellen zu berechnen, die bei einer bestimmten FlieBgeschwindigkeit des

Elutriationsmediums aus der Kammer ausgespiilt werden.

Fiir die Elutriationsversuche wurde das JE-6B Elutriationssystem mit dazu
gehorigem Rotor und der Standardseparationskammer verwendet (Beckmann,
Coulter, Fullerton, CA, USA). Die Standardkammer besitzt ein Volumen von 4,2 ml.
Die Durchfiithrung der Elutriation erfolgte bei einer konstanten Rotorgeschwindigkeit
von 3000 Umdrehungen/min und konstanter Temperatur von 4 °C. Zur Separation
der Zellen wurde die FlieBgeschwindigkeit des Elutriationsmediums schrittweise
erhoht. Als Elutriationsmedium wurde PBS® verwendet. Pro Elutriationsschritt

wurden 300-500 x 10° PBMCs eingesetzt (Kaufmann, A., 1998).

Fiir die Aufreinigung der humanen Monozyten wurde die aus buffy coats gewonnene
PBMC-Fraktion (Material und Methoden: 2.2.1. Separation der PBMC-Fraktion nach
Dichtegradientenzentrifugation) mit einer Pumpleistung von 7 ml/min in die
Separationskammer eingezogen. Im Anschluss wurde bei 15 ml/min 5 min gespiilt,
um Thrombozyten und Erythrozyten zu entfernen. Durch die weitere schrittweise
Erhohung der FlieBgeschwindigkeit bis zu einer Pumpleistung von 28,5 ml/min
wurden die in der PBMC-Fraktion enthaltenen Lymphozyten und NK-Zellen fast
vollstidndig ausgewaschen. Mit der Erhohung der Pumpleistung auf 36 ml/min wurde

die Monozytenfraktion in 100 ml Elutriationsmedium separiert.

Die elutriierten Zellfraktionen wurden bei 350 x g fiir 10 min bei 4 °C zentrifugiert,
das Sediment resuspendiert und zunéchst in 10 ml RPMI™* aufgenommen. Es folgte
die Zellzahlbestimmung mit Hilfe der CASY 1-Apparatur (Material und Methoden:
2.1.2. Zellzahlbestimmung).

2.3. Bestimmung der Vitalitiit

Die Bestimmung der Vitalitit der separierten und angereicherten neutrophilen
Granulozyten erfolgte mit Hilfe der Trypanblau-Firbung. Bei dieser Methode kann
man iiber eine Ausschlussfiarbung tote von lebenden Zellen trennen. Nur bei letzteren
sind aktive Transportmechanismen intakt, die den Farbstoff ausschlieBen. Dagegen
farben sich tote Zellen blau an. Die Zellsuspension wurde im Verhiltnis 1:1 mit
Trypanblau (0,25 %ige Trypanblau-Losung, Serva, Heidelberg, Deutschland)

gemischt und die Zellen in einer Neubauer-Kammer gezihlt.
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2.4. Bestimmung der Zellreinheit

Zur Bestimmung der Zellreinheit wurden drei verschiedene Methoden angewandt:
die Farbung mit Diff-Quick, die Zellzahlanalyse mit Hilfe der CASY1-Apparatur

und die Analyse in der Durchflusszytometrie.

2.4.1. Firbung mit Diff-Quick®

Die Firbung mit Diff-Quick® erlaubt eine schnelle und einfache Differenzierung der
Blutleukozyten. Etwa 7 x 10° Zellen wurden auf einen Objekttriiger gebracht, indem
sie in einem Zytospin-Gerit (Zytospin 2, Shandon, Pittsburgh, PA, USA) bei 500
rpm fiir 5 min zentrifugiert wurden. Die Prédparate wurden nach dem Trocknen mit
den Losungen aus dem Kit fixiert (Methanol), entsprechend den Angaben des
Herstellers gefiarbt (Eosin G- und Thiazin-Firbelosungen) und anschliefend im

Lichtmikroskop ausgezihlt.

2.4.2. Analyse in der Durchflusszytometrie

Noch genauer als durch die Farbung mit Diff-Quick® ist die Reinheit durch eine
Analyse im Durchflusszytometer bestimmbar. Mit Hilfe der Durchflusszytometrie
wurde sowohl die Reinheit der Priparation von neutrophilen Granulozyten bestimmt
als auch das Mal} der Verunreinigung durch Monozyten. Als Marker fiir neutrophile
Granulozyten wurde ein mit Fluorescein-Isothiocyanat gekoppelter Antikdrper gegen
das Oberflichenantigen CD66b verwendet (FITC conjugated monoclonal mouse
IgG; x anti human CD66b, clone 80H3; Immunotech, Hamburg, Deutschland). Als
Marker fiir humane Monozyten diente ein ebenfalls mit Fluorescein-Isothiocyanat
konjugierter Antikorper gegen das Oberflachenprotein CD14 (FITC conjugated
monoclonal mouse IgG,, anti human CD14, clone RMOS52; Immunotech, Hamburg,

Deutschland). Die Analyse wurde in Form eines Histogramms dargestellt.

2.4.3. Analyse in der CASY1-Apparatur

In der CASYI-Apparatur wurde mittels Pulsflichenanalyse die ZellgroBBe jeder

gemessenen Zelle bestimmt. Durch die Einfithrung eines zusitzlichen Grofenlimits
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konnte auch der Reinheitsgrad der isolierten Granulozyten bestimmt werden. Dazu
wurde die Anzahl der Zellen, die groBler als 7,65 um gewesen sind, durch die Anzahl
der aufgenommenen Messereignisse (alle Zellen) geteilt. Das Ergebnis korrelierte
sehr gut mit der mikroskopischen Auswertung nach Firbung mit Diff-Quick® und
ebenfalls sehr gut mit der Auswertung in der Durchflusszytometrie. Da es das
einfachste der drei Verfahren ist, wurde es standardmiBig zur Auswertung des

Reinheitsgrades der isolierten Granulozyten verwendet.

2.5. Kultivierung neutrophiler Granulozyten

Fiir einen GroBteil der Versuche mussten neutrophile Granulozyten iiber einen léin-
geren Zeitraum inkubiert und stimuliert werden. Da die Lebenszeit von Granulozyten

stark beschrinkt ist, wurden die Zellen nicht ldnger als 24 Stunden inkubiert.

2.5.1. Inkubation neutrophiler Granulozyten

Die aufgereinigten neutrophilen Granulozyten wurden nach Zihlung und Be-
stimmung der Reinheit in der CASY 1-Apparatur auf eine Konzentration von 2,5 x
10° Zellen/ml eingestellt. Anschlieend wurde je 1 ml in die Vertiefungen einer 24-
Loch-Platte ausplattiert und nach Zugabe von 2 % TCH™ (Serum-Aquivalent) unter
Standardbedingungen bei 37 °C inkubiert. Die Verwendung einer 24-Loch-Platte mit
niedriger Adhirenz (Fa1c0n®, Becton Dickinson, San Diego, CA, USA) sollte eine

Voraktivierung der Zellen durch Adhérenz an Plastikoberfldchen verhindern.

2.5.2. Stimulation neutrophiler Granulozyten

Nach einer Ruhephase von 60 min unter Standardbedingungen wurden die
neutrophilen Granulozyten mit verschiedenen Substanzen stimuliert. In den meisten
Versuchen wurde LPS (von E. coli 0127, B8W, Difco, Detroit, MI, USA) in hoher
Dosis (100 ng/ml) als Stimulans eingesetzt, was zuvor im Ultraschallbad (Elma,
Transsonic Digital, T480/H-2, Fremont, CA, USA) bei hochster Stufe fiir 3 min

behandelt wurde, um etwaige Micellen zu zerstoren. In einigen anderen Versuchen
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wurden die Zellen mit LPS in anderer Konzentration, TNF-a, IL-1f oder PMA

stimuliert.

Um den Effekt von Katecholaminen auf die Expression von Oberflichenproteinen
und Zytokinen zu untersuchen, wurden stimulierte und unstimulierte Zellen mit
verschiedenen Endkonzentrationen von Adrenalin oder Noradrenalin inkubiert. Dazu
wurde den Zellsuspensionen nach der einstiindigen Ruhephase eine definierte Menge
Adrenalin oder Noradrenalin (Suprarenin® bzw. Arterenol®; Hoechst AG, Frankfurt
am Main, Deutschland) zugesetzt. Die erreichten Endkonzentrationen lagen
zwischen 5 x 10 M und 5 x 10° M und deckten damit sowohl physiologische als

auch unphysiologisch hohe Konzentrationen ab.

2.5.3. Inkubation neutrophiler Granulozyten zur Untersuchung der

Neusynthese von Zytokinen

Da die Untersuchungen zur Neusynthese von Zytokinen durch neutrophile Granulo-
zyten mit Hilfe intrazelluldrer Immunfluoreszenzfirbungen durchgefiihrt werden
sollten, wurde in den entsprechenden Versuchen den Zellsuspensionen ein Protein-
transportinhibitor zugefiigt. Hierfiir stehen die beiden Stoffe Brefeldin A (als
GolgiPlugTM, Becton Dickinson, San Diego, CA, USA) und Monensin (als
GolgiStop™, Becton Dickinson, San Diego, CA, USA) zur Verfiigung. Beide Sub-
stanzen greifen, wenn auch an unterschiedlichen Stellen, an intrazelluldren Protein-
transportprozessen an, so dass synthetisierte Zytokine im Golgi-Komplex
akkumulieren und damit besser detektierbar sind (Assenmacher et al., 1994; Elson et

al., 1995; Jung et al., 1993; Prussin et al., 1995).

In den meisten Versuchen wurden 5 Stunden vor Ende der Inkubationszeit 10 pl
einer zehnfach verdiinnten Losung von Brefeldin A zugegeben. Dieser Zeitpunkt
wurde gewdhlt, da sich eine ldngere Inkubation mit Brefeldin A als zytotoxisch
gegeniiber neutrophilen Granulozyten herausstellte und nach der Produktinformation
schon die Inkubation fiir 4-6 Stunden signifikante Auswirkungen auf die De-
tektierbarkeit von Zytokinen hat. Der zytotoxische Effekt von Monensin war noch

stiarker als der von Brefeldin A.
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2.5.4. Entnahme von neutrophilen Granulozyten aus den 24-Loch-Platten

Um verschiedene Versuche mit neutrophilen Granulozyten vorzunehmen, wurden zu
bestimmten Zeitpunkten die 24-Loch-Platten aus dem Brutschrank entnommen. Nun
wurde 1 ml 4 °C kaltes PBS*" dazugegeben, um eventuell adhérierte Zellen von der
Plastikoberfliche zu 16sen. Durch vorsichtiges Resuspendieren wurden auch die
restlichen Zellen vom Rand gelost und mit einer Pipette in ein Probenrdhrchen
tibertragen. Ein abschlieBender Zentrifugationsschritt bei 350 x g, 4 °C fiir 7 min
diente der Trennung von neutrophilen Granulozyten und Uberstand, welcher an-
schliefend sorgfiltig dekantiert wurde. In dieser Form wurden die Neutrophilen fiir

die verschiedenen Versuche weiter verarbeitet.

2.6. Besonderheiten bei der Kultivierung humaner Monozyten

Bei der Kultivierung humaner Monozyten mussten einige Unterschiede zur
Kultivierung von neutrophilen Granulozyten beachtet werden. Humane Monozyten
sind durch viel geringere Mengen LPS zur Produktion von Zytokinen stimulierbar als
neutrophile Granulozyten (Cassatella, M. A., 1995). Deshalb wurden den inkubierten
Monozyten nur 10 ng/ml LPS (statt 100 ng/ml) zugesetzt. Des Weiteren adhirieren
humane Monozyten in wesentlich stirkerem Ausmafl an Plastikoberflichen als
Neutrophile. Deshalb wurden die Monozyten in speziellen Teflongefden (Teflon-
gefdBe, 15 ml, mit rundem Innenboden; Savillex Corp., Minnetonka, MN, USA)
inkubiert. Um bei der Entnahme eventuell entstandene Adhdrenz zu l6sen, wurden
die Teflongefdle zunédchst mit ihrem Unterboden fiir 25 min in Eiswasser gestellt.
Anschlieend wurde die Zellsuspension zwei Mal vorsichtig resuspendiert und in ein
Probenrohrchen pipettiert. Nun wurde der Inhalt des Teflongefdes noch einmal mit

1 ml PBS® resuspendiert, um die restlichen Monozyten zu lésen.

2.7. Messung des Kalzium-Influx

Kalzium-Ionen gehoren zu den intrazelluliren Botenstoffen und sind an einer
Vielzahl von Signaltransduktionswegen beteiligt. Die Anderung der intrazelluliren
Konzentration freier, also nicht-komplexierter, Kalzium-Ionen beeinflusst sowohl

physiologische als auch pathologische Prozesse. Um die im nanomolaren Bereich



11.2. Methoden 53

liegende Kalziumkonzentration quantitativ erfassen zu konnen, miissen hoch-
empfindliche Techniken, wie zum Beispiel die Fluorimetrie, eingesetzt werden. Die
Fluorimetrie bedient sich Ca**-selektiver, membrangingiger Fluoreszenz-Indikatoren

und einer speziellen Apparatur, die Licht verschiedener Wellenldngen messen kann.

2.7.1. Prinzip der Messung

Da in den Messungen der intrazelluldre Kalziumionen-Spiegel gemessen werden
soll, wird ein Farbstoff benétigt, der die Zellmembran passieren kann, ohne sie zu
zerstoren, und der in ausreichendem Malle fiir Kalzium spezifisch ist. Die ersten
Fluoreszenzfarbstoffe, die diese Anforderungen erfiillten, waren die lipophilen
Esterderivate bereits bekannter Indikatoranionen (Tsien et al., 1981). Der in dieser
Studie verwendete Farbstoff Fura-2 wurde 1985 etabliert (Grynkiewicz et al., 1985)
und ist ein Acetoxylmethyl-Ester (AM-Ester). Er besitzt stirkere Fluoreszenz-
eigenschaften fritheren Farbstoffen gegeniiber sowie eine verbesserte Spezifitit
gegeniiber Kalzium. Die benétigte Indikatorkonzentration liegt bei nur 20-30 uM.
Intrazellulidr wird die Estergruppe des Fura-2-AM durch zytoplasmatische Esterasen
abgespalten, worauf Fura-2 als nun polares Ca2+—speziﬁsches Indikator-Anion seine

Membrangingigkeit verliert.

Die Anlagerung eines freien Ca**-Ions fiihrt zu einer Verschiebung der Emissions-
und Absorptionsspektren (Cobbold et al., 1987). Das Absorptionsmaximum fiir das
freie Indikator-Anion liegt bei 385 nm, fiir das mit Kalzium komplexierte liegt es bei
340 nm. Das Emissionsmaximum bleibt konstant bei 510 nm. Deshalb werden die
intrazellulédr vorliegenden Farbstoffe wihrend der Messungen alternierend mit Licht
der Wellenlidngen 340 nm und 385 nm angeregt, wihrend die Emission konstant bei
510 nm gemessen wird (Maeyama et al., 1991). Uber folgende Formel kann aus dem
Quotient der Emissionen nach den jeweiligen Exzitationen die intrazellulire

Konzentration von freien Kalzium-Ionen bestimmt werden:

R_Rmin FO
—X_
R__—R F,

max

[Ca2+]l. =K, X
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Dabei ist Kp die Dissoziationskonstante von Fura-2 mit dem Wert 224, R das
gemessene Verhiltnis der aktuellen Fluoreszenzintensitédten, Ry, das Verhiltnis der
Fluoreszenzintensititen von Fura-2 in Abwesenheit von Ca** (bestimmt durch die
Zugabe von EDTA), Ry« das Verhiltnis der Fluoreszenzintensititen von mit Ca**
gesittigtem Fura-2, Fy die Emissionsintensitét bei 510 nm und Exzitation bei 385 nm

von freiem Fura-2 und Fs der entsprechende Wert von mit Ca® gesittigtem Fura-2.

2.7.2. Vorbereitung der Messung

Nach dem Standardprotokoll wurden 5 x 10° Zellen aus den 24-Loch-Platten
entnommen und mit 350 x g bei 4 °C fiir 7 min zentrifugiert. In der Zwischenzeit
wurde bei 37 °C ein Fura-2-Ansatz, bestehend aus 967,5 ul PBSdef, 20 ul BSA und
12,5 ul Fura-2AM (MolecularProbes, Eugene, Oregon, USA), angesetzt. Der
Uberstand iiber dem Zellpellet wurde nach der Zentrifugation durch Invertieren der
Rohrchen dekantiert und die Zellen in 1 ml des Fura-2-Ansatzes sorgfiltig
resuspendiert. Es folgte eine Inkubation unter Standardbedingungen fiir 25 min.
Dabei passiert der lipophile Farbstoff die Zellmembran, wird zytoplasmatisch von
Esterasen hydrolytisch gespalten und kann dann als Indikator-Anion die Zelle nicht
mehr verlassen. Es stellt sich ein Gleichgewicht zwischen dem freien Indikator-

Anion und dem mit Ca**-Ionen komplexierten Indikator-Anion ein.

Nach der Inkubation wurde die Zellsuspension noch zwei Mal gewaschen, indem das
Volumen mit PBS®™ (+ 0,1 % BSA) auf jeweils 10 ml aufgefiillt und in der schon
beschriebenen Art zentrifugiert (350 x g, 4 °C, 7 min), der Uberstand dekantiert und
das Zellpellet resuspendiert wurde. Nach dem zweiten Waschschritt wurden die
Zellen in 2 ml PBS®! aufgenommen und lagen damit in einer Konzentration von 2,5

x 10° Zellen/ml vor.

Aus diesem Pool wurden jetzt je 100 pl (also 250000 Zellen) in ein well einer fiir die
Fluorimetrie geeigneten 96-well-Platte (Greiner, Frickenhausen, Deutschland)
gegeben. In jedes well wurden 10 pl einer definierten CaCl,/MgCl,-Losung
(Virologie, Uni Marburg) pipettiert. Nun wurde die Platte bei 37 °C fiir 15 min im
Messgerit FluoStar (bmg, Miinchen, Deutschland) inkubiert.
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2.7.3. Messvorgang

Der eigentliche Messvorgang findet computergestiitzt im FluoStar statt. Eine Mess-
reihe dauert 4-6 min und besteht aus wiederholten Messungen von Lichtemissionen
der Wellenlidnge 510 nm nach alternierender Stimulation des Fluoreszenzfarbstoffes
mit Licht der Wellenldngen 340 nm und 385 nm. Wie beschrieben (Material und
Methoden: 2.7.1. Prinzip der Messung) fithren Veridnderungen des zytoplasmatischen

Kalzium-Spiegels zu einer Verschiebung der Absorptionsmaxima des Fura-2.

Bei den in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimenten wurde zunichst fiir 40-80 sek
der Kalzium-Spiegel in unstimulierten, aber mit der CaCl,/MgCl,-Losung bereits
equilibrierten Zellen gemessen. Anschliefend wurden die Zellen mit verschiedenen
Substanzen stimuliert. Dabei wurde untersucht, ob mit Katecholaminen inkubierte
Zellen gegeniiber den klassischen Stimuli (fMLP, IL-8) ein verindertes Muster des
Kalzium-Influx zeigen. Auflerdem wurden Katecholamine als Stimuli verwendet und
die darauf folgenden Verdnderungen der intrazelluldren Ca**-Konzentration be-

stimmt. Nach der Stimulation wurde die Messung noch 2-3 min weiter gefiihrt.

Alle Messungen wurden im plate mode (Plattenmodus) durchgefiihrt, was bedeutet,
dass der Messkopf bis zu 8 wells parallel, also intermittierend, misst. Zwischen den
Einzelmessungen wurde die 96-well-Platte immer wieder horizontal bewegt, um eine

bessere Durchmischung mit der CaCl,/MgCl,-Losung zu erhalten.

2.8. Messung des cAMP-Spiegels

3’,5’-cyclo-Adenosin-monophosphat (cAMP) ist einer der wichtigsten intrazellulédren
Botenstoffe. Auch bei der Signaltransduktion von adrenergen Rezeptoren spielt
zyklisches AMP eine wichtige Rolle. Wihrend die Bindung an o,-Rezeptoren den
cAMP-Spiegel sinken ldsst, bewirkt die Bindung an [-Adrenozeptoren iiber die
Aktivierung der Adenylatcyclase eine Erhohung der zytoplasmatischen cAMP-
Konzentration. Physiologischerweise wird cAMP von intrazelluldr vorhandenen

Phosphodiesterasen zu AMP hydrolytisch gespalten.
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2.8.1. Prinzip der Messung

Das in dieser Arbeit angewandte Testprinzip fiir die Messung der Konzentration von
cAMP ist das Prinzip eines kompetitiven enzym-konjugierten immunologischen
Bindungsversuchs (kompetitiver ELISA). Das in der Probe enthaltene cAMP
konkurriert mit einer genau definierten Menge von zugegebenem enzymmarkierten
cAMP um die Bindungsstellen eines polyklonalen Antikorpers. Wihrend der
Inkubationszeit wird der gegen cAMP gerichtete Antikorper iiber einen zweiten
Antikorper auf einer Plastikoberfliche gebunden. In einem Waschschritt wird dann
der Uberschuss des Konjugates sowie freies cAMP entfernt. Nun wird ein Substrat
hinzugegeben, das durch das an den ersten Antikorper gebundene Enzym in einer
Farbreaktion umgesetzt wird. Die Intensitdt der Farbe und damit die Extinktion ist
proportional zur Menge des Enzyms und antiproportional zum unbekannten cAMP-

Gehalt in der Probe.

2.8.2. Durchfiihrung des cAMP-Assays

Die Durchfithrung des cAMP-Assays erfolgte mit Hilfe eines kompletten
Testsystems von R&D Systems (Cyclic AMP, low pH, Immunoassay; R&D
Systems, Wiesbaden, Deutschland). Soweit nicht anders erwéhnt, stammen alle in

diesen Experimenten verwendeten Chemikalien aus dem Testsystem.

Zur Probenvorbereitung wurden 2,5 x 10° Neutrophile nach einer Inkubationszeit
von 5-120 min in verschiedenen Konzentrationen von Adrenalin auf Eis gestellt, um
alle Stoffwechselvorginge zu unterbrechen. Die Zellsuspensionen wurden mit 350 x
g bei 4 °C fiir 7 min zentrifugiert, der Uberstand dekantiert und die Zellen in 150 ul
PBS*f resuspendiert. Durch die Zugabe von 150 pl 0,IN Salzsdure wurden die
neutrophilen Granulozyten lysiert. AnschlieBend wurden in jedes Probenloch (mit
Ausnahme des Loches fiir die Negativ-Kontrolle) der mitgelieferten 96-Loch-Platte
50 ul Neutralisierungslosung, 100 pl Zelllysat bzw. 100 pl der vorbereiteten
Standardreihe, 50 pul des enzym-konjugierten cAMPs und 50 ul des anti-cAMP-
Antikorpers gegeben, und die gesamte Platte wurde fiir 120 min bei Raumtemperatur
inkubiert. An dieser Stelle konkurriert nun das cAMP zelluldrer Herkunft mit dem

enzym-konjugierten cAMP des Testsystems.
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Nach der Inkubation wurden die Vertiefungen der 96-Loch-Platte mit einem
Waschpuffer, einer gering konzentrierten Proteinlosung, zwei Mal gewaschen. Jedem
Loch wurden jetzt 200 ul pNPP zugefiigt, was ein Substrat fiir das an den ersten
Antikorper konjugierte Enzym alkalische Phosphatase ist. Der ganze Ansatz wurde
erneut fiir 60 min bei Raumtemperatur inkubiert und darauthin in einem Platten-
Lesegerit ausgewertet, indem die optische Dichte jeder Vertiefung bei einer Wellen-

lange von 405 nm bestimmt wurde.

2.9. Durchflusszytometrie im FACScan®

Die Durchflusszytometrie ist eine Methode zur Analyse von Einzelzellen in
Suspension auf der Grundlage von Fluoreszenz- und Streulichteigenschaften.
Verschiedene physikalische und chemische Eigenschaften einzelner Zellen werden
simultan gemessen. Mit der Durchflusszytometrie konnen, unabhingig von der
untersuchten Zellart, die Grofle und Struktur einer Zelle, DNA/RNA-Anteile, anti-
genetische Zusammensetzung von Zelloberflaichen und Zytoplasma, Proteingehalt
sowie einige weitere strukturelle und funktionelle Eigenschaften einzelner Zellen

bestimmt werden (Carulli et al., 1996; Marshall et al., 1997; Yuan et al., 1993).

2.9.1. Arbeitsprinzip eines Durchflusszytometers

Das Arbeitsprinzip eines Durchflusszytometers beruht auf der gleichzeitigen
Messung von Fluoreszenz- und Streulichtsignalen an einzelnen Zellen. Relative
ZellgroBe, Granularitit sowie drei verschiedene Fluoreszenzfarben konnen fiir mehr
als zehntausend Zellen in weniger als einer Minute ermittelt werden. Uber einen
angeschlossenen Computer werden die erhobenen Daten verarbeitet und die Er-
gebnisse in einfacher und klarer Form ausgegeben. So sind verschiedene Zellarten
innerhalb einer Probe mit zuverldssig und objektiv quantifizierbaren Ergebnissen

getrennt analysierbar.
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2.9.2. Aufbau eines Durchflusszytometers

Grundvoraussetzung zur Messung mit einem Durchflusszytometer ist das Vorliegen
der zu untersuchenden Probe als Einzelzellsuspension in einer Konzentration von

etwa 0,5-20 x 10° Zellen/ml. Abb. 4 gibt eine Ubersicht iiber den Aufbau eines

Durchflusszytometers.
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Abb. 4 gibt den systematischen Aufbau eines Durchflusszytometers wieder.

Zur Analyse wird die in einem speziellen Rohrchen vorliegende Zellsuspension tiber
eine Stahlkapillare mittels Uberdruck in die aus Quarzglas bestehende Messkiivette
eingefiihrt. Beim Eintreten in die Messkammer werden die Zellen durch eine die
Messkiivette umgebende Trégerfliissigkeit beschleunigt. Durch diesen sogenannten

Hiillstrom wird nach dem Prinzip der hydrodynamischen Fokussierung der
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Probenstrom stabilisiert und die Zellen hintereinander angeordnet wie die Perlen
einer Perlenkette. Die so angeordneten Zellen passieren im Zentrum der Messkiivette
den Fokus eines Laserstrahls mit einer Geschwindigkeit von ca. 300 Zellen/sek. Der
Laserstrahl, ein Argon-Laser der Wellenlidnge A = 488 nm, stellt als Analysepunkt
die wichtigste Stelle im gesamten System dar. Dort werden die Zellen im Bruchteil

einer Sekunde erfasst und analysiert.

2.9.3. Messung der Lichtstreuung

Der Begriff Lichtstreuung bezeichnet den physikalischen Prozess der Interaktion
eines Partikels (zum Beispiel einer Zelle) mit dem einfallenden Licht. Dabei
verdndert sich nur die Richtung, nicht aber die Wellenldnge (Farbe) des anregenden
Lichtes. Die ZellgroBe, die Struktur der Zellmembran, die GroBBe und Beschaffenheit
des Zellkerns und intrazellulire granuldre Bestandteile beeinflussen die Licht-

streuung.

Das Licht wird nicht in alle Richtungen gleichméBig gestreut. Der grof3te Anteil folgt
der Richtung des einfallenden Lichtstrahls, das sogenannte Vorwdrtsstreulicht
(forward light scatter, FSC). Es ist in erster Linie ein Maf fiir die Zellgroe. Kleine
Zellen streuen also weniger Licht. Das im rechten Winkel zum einfallenden Licht-
strahl gestreute Licht hdngt hauptsédchlich von der intrazelluldren Granularitét ab. Die

Bezeichnung lautet Seitwirtsstreulicht (side scatter, SSC).

2.9.4. Messung der Fluoreszenz

Unter dem Begriff Fluoreszenz versteht man das durch Strahlung angeregte Leuchten
eines Stoffes. Fluoreszierende Verbindungen absorbieren Lichtenergie iiber einen fiir
sie charakteristischen Wellenldngenbereich. Mit dieser Energie werden Elektronen in
ein hoheres Energieniveau gehoben. Beim Riicksprung des Elektrons zum Grund-
niveau emittiert das Elektron ein Photon. Dieser Strahlungsiibergang wird als
Fluoreszenz bezeichnet. Der Lichtbereich, tiber den eine fluoreszierende Verbindung
angeregt werden kann, ist dessen Absorptionsspektrum. Das abgestrahlte Licht be-
stimmt das Emissionsspektrum. Es ist langwelliger als das Anregungslicht, weil die
beim Emissionsiibergang abgegebene Energie geringer ist als die beim Absorptions-

iibergang aufgenommene. Die emittierte Fluoreszenz wird gemessen und digi-
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talisiert, wobei die gemessene Fluoreszenzintensitét in direktem Zusammenhang mit

der Menge des vorhandenen Farbstoffs auf oder in der Zelle steht.

2.9.5. Datenauswertung

Ein Durchflusszytometer erlaubt die simultane Messung von FSC, SSC und bis zu
drei verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen. Durch die beiden Parameter Zellgroe
und Zellgranularitét, also FSC und SSC, lassen sich verschiedene Zellpopulationen
unterscheiden (Ritchie et al., 1983). Durch Setzen eines entsprechenden Aufnahme-
limits (gate) ist es moglich, ausschlieBlich die Daten einer bestimmten Subpopulation
der untersuchten Zellen aufzunehmen und irrelevante Zellen schon wihrend der

Messung von der Untersuchung auszuschlie3en (Abb. 5).

Bei der Auswahl der Fluoreszenzfarbstoffe ist darauf zu achten, dass die jeweiligen
Absorptionsmaxima moglichst nahe beieinander liegen, um eine gleichzeitige und
gleichmifige Anregung mit nur einer Wellenldnge erlangen zu konnen. Die
Emissionsmaxima dagegen sollten sich deutlich in ihrer Wellenldnge voneinander
unterscheiden, um eine iiberschneidungsfreie Auswertung zu erméglichen. Klas-
sisches Beispiel einer guten Kombination zweier Fluorochrome ist die Zweifarben-
Immunfluoreszenzanalyse mit Fluorescein-Isothiocyanat (FITC), welches im griinen
Bereich emittiert, und Phycoerythrin (PE), welches sein Emissionsmaximum im
roten Bereich hat. Diese Kombination wurde auch fiir die vorliegende Untersuchung

verwendet.

Bei der Datenauswertung der Fluoreszenzintensititen ist zu beriicksichtigen, dass
alle Zellen in geringem Male autofluoreszierend sind, also ein gewisses Mal} an
Fluoreszenzintensitit aufweisen, auch wenn kein Fluorochrom-gekoppelter Anti-
korper auf der Zelloberfldche gebunden hat. Aus diesem Grund muss das Durchfluss-
zytometer so eingestellt werden, dass nur Fluoreszenzintensititen gemessen oder
ausgewertet werden, die liber der durch Negativ-Kontrollen ermittelten hochsten

Autofluoreszenzintensitét liegen.
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Abb. 5 zeigt die Darstellung im dot-plot Diagramm sowie ein Gate, welches die Population der
Granulozyten farblich markiert. Als sogenanntes Live-gate schliet es anderen Zellen wihrend der
Datenaufnahme aus.

Die graphische Auswertung von gemessenen Daten ldsst sich zum einen in einem
dot-plot Diagramm (Abb. 5) darstellen. Hierbei werden zwei gemessene Parameter
gegeniiber gestellt und in ein zweidimensionales Koordinatensystem iibertragen. Bei
dieser Art der Darstellung entspricht jeder Punkt einer Zelle und zeigt die zwei
gewihlten Eigenschaften, im Fall der Doppelfirbung meist die beiden Fluoreszenz-
intensititen. Im Gegensatz dazu wird bei der Darstellungsweise des Histogramms
(Abb. 6) die gemessene Fluoreszenzintensitit der Anzahl der Zellen, die genau diese

Intensitdt aufweisen, gegeniibergestellt.
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Abb. 6 zeigt ein Histogramm, aus dem die Anzahl der Zellen, die eine genau bestimmte
Fluoreszenzintensitit aufweisen, hervorgeht.

2.9.6. Durchfiihrung der Immunfluoreszenzfiarbungen

Von den aus den 24-Loch-Platten entnommenen Zellen wurden jeweils 2 x 10°
Zellen in ein Polystyren-Rundbodenrdhrchen (12 x 75 mm, Falcon®; Becton
Dickinson, San Diego, CA, USA) iiberfiihrt und wie beschrieben vom Uberstand
befreit (Material und Methoden: 2.5.4. Entnahme von neutrophilen Granulozyten aus
den 24-Loch-Platten). AnschlieBend wurden die Zellen in einer 2 %igen Losung von
Paraformaldehyd (Merck, Darmstadt, Deutschland) in PBS*" fixiert (20 min, bei
Raumtemperatur). Fiir den nun folgenden Waschschritt wurden zunidchst 2 ml
Waschpuffer (PBS™ + 2 % AB-Serum; Sigma, Miinchen, Deutschland) zugegeben.
Die fixierten Zellen wurden mit 400 x g bei 4 °C fiir 7 min zentrifugiert, der
Uberstand durch Invertieren der Probenrohrchen sorgfiltig dekantiert und die

pelletierten Zellen in der verbliebenen Fliissigkeit resuspendiert.

Der eigentliche Firbeschritt bestand aus der Inkubation der Zellen mit FITC- bzw.
PE-konjugierten monoklonalen Antikdrpern gegen verschiedene Oberfldchen-

antigene. Um neutrophile Granulozyten zweifelsfrei identifizieren zu konnen,
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wurden alle Fiarbungen als Doppelfirbungen durchgefiihrt. Daher wurde zu jedem
Ansatz, in dem ein Adhisionsmolekiil oder ein intrazelluldres Zytokin mit Hilfe
eines PE-markierten Antikorpers untersucht werden sollte, auch der fiir neutrophile
Granulozyten spezifische FITC-markierte anti CD66b Antikorper zugegeben.

Folgende Antikorperlosungen wurden verwendet:

Bestimmung der Reinheit und Differenzierung der verunreinigenden Zellen:
e 8 ulanti CD4 FITC + anti CD8 PE (Becton Dickinson, San Diego, CA, USA)
e 5 ulanti CD14 FITC (Immunotech, Hamburg, Deutschland)

e 4 ulanti CD66b FITC (Immunotech, Hamburg, Deutschland)

Féarbung von Adhésionsmolekiilen (Doppelfarbung mit 4 pl anti CD66b FITC)
¢ 4 ulanti CDI15 PE (Immunotech, Hamburg, Deutschland)
e 4 ul anti CD44 PE (Becton Dickinson, San Diego, CA, USA)

e 4 ul anti CD54 PE (Becton Dickinson, San Diego, CA, USA)

Féarbung intrazelluldrer Zytokine (Doppelfirbung mit 4 pl anti CD 66b FITC)
e (0,5 ul anti IL-6 PE (Becton Dickinson, San Diego, CA, USA)
e (0,5 ul anti IL-8 PE (Becton Dickinson, San Diego, CA, USA)

e 1 ulanti TNF-a (Becton Dickinson, San Diego, CA, USA)

Die verwendeten Antikorperlosungen wurden mit Waschpuffer auf ein Volumen von
50 pl aufgefiillt und in die entsprechenden Ansitze gegeben. Um zu durchmischen,
wurden die Probenrohrchen vorsichtig geschiittelt. AnschlieBend wurden die Zellen
fiir 20 min bei Raumtemperatur und in volliger Dunkelheit inkubiert. Nach zwei
weiteren Waschschritten (Zugabe von 2 ml Waschpuffer, Zentrifugation mit 400 x g
bei 4 °C fiir 7 min, Dekantieren des Uberstandes und vorsichtiges Resuspendieren
des Zellpellets) wurden die neutrophilen Granulozyten in einem Volumen von 500 pl

PBS®! aufgenommen. In den meisten Fillen folgte direkt im Anschluss die durch-
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flusszytometrische Analyse im FACScan®. Wo das nicht moglich war, wurden die
Zellen in 500 pl einer 1 %igen Losung von Paraformaldehyd in PBS®* in volliger
Dunkelheit und bei 4 °C aufbewahrt. In diesen Fillen fand die Analyse im
FACScan® innerhalb der nichsten zwdlf Stunden statt. Im FACScan® wurden 10000

auf die Population der Neutrophilen gegatete Messereignisse aufgenommen.

2.9.7. Besonderheiten bei der Firbung intrazellulirer Zytokine

Die Immunfluoreszenzfirbung von intrazellulidr vorliegenden Zytokinen ist immer
noch eine recht neue Methode, die in neutrophilen Granulozyten bisher selten zur
Anwendung kam. Sie erlaubt die Identifikation einzelner Subpopulationen und die
Untersuchung der Produktion von Zytokinen in diesen Populationen (Vikingsson et

al., 1994; Prussin et al., 1995; Mascher et al., 1999).

Bei der Vielfalt der Variationen dieser Methode ist den meisten publizierten
Anwendungen die Verwendung von Formaldehyd oder Paraformaldehyd zur Fixie-
rung der Zellen und Saponin zum Perforieren der Zellmembran gemeinsam. Auch
die Zugabe eines Proteintransportinhibitors (Monensin oder Brefeldin A) wihrend
der Inkubationszeit ist unumstritten, allerdings muss die Dauer dieser Zugabe kritisch
betrachtet werden, da beide Substanzen zytotoxische FEigenschaften aufweisen

(Tartakoff, A. M., 1983; Mollenhauer et al., 1990).

Auch in dieser Studie wurde den inkubierten Zellen ein Proteintransportinhibitor
zugesetzt (Material und Methoden: 2.5.3. Inkubation neutrophiler Granulozyten zur
Untersuchung der Neusynthese von Zytokinen). Die Farbeprozedur unterschied sich
von der Immunfluoreszenzfiarbung fiir Oberflichenproteine nur durch die Ver-
wendung eines anderen Waschpuffers, der neben 2 % AB-Serum auch noch 0,2 %
Saponin (Merck, Darmstadt, Deutschland) enthilt. Dieser Puffer wurde fiir die
Inkubation mit den Anti-Zytokin-Antikdrpern und fiir alle folgenden Waschschritte
verwendet, so dass die Antikorper sowohl in den Intrazellularraum gelangen als
auch, falls keine Bindung an das spezifische Antigen erfolgte, wieder hinaustreten

konnten.
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2.9.8. Durchfiihrung der Negativ-Kontrollen

Prinzipiell sind drei verschiedene Kontrollen moglich; zum einen die Isotyp-
Kontrolle, zum zweiten die Vorinkubation der Zellen mit nicht-markiertem Anti-
Zytokin-Antikorper und zum letzten die Vorinkubation der markierten Anti-Zytokin-
Antikorper mit dem zu detektierenden Zytokin. In der vorliegenden Studie wurden
die zwei letztgenannten Methoden verwendet, weil sie die beiden aussagekriftigsten
sind. Beide Prozeduren dienen dem Ausschluss bzw. der Quantifizierung

unspezifischer Bindungen des Antikorpers.

Fiir die Vorinkubation mit nicht-markiertem Anti-Zytokin-Antikdrper wurden die
Zellen mit einem fiinffachen Uberschuss dieses Antikorpers unter ansonsten gleichen
Bedingungen inkubiert. Nach einem Waschschritt (Zentrifugieren mit 350 x g bei 4
°C fiir 7 min, Dekantieren des Uberstandes und Resuspendieren des Zellpellets)
wurden die Zellen dann wie gewohnt mit dem PE-markierten Anti-Zytokin-
Antikorper inkubiert. Falls der erste, nicht-markierte Antikorper spezifisch binden
konnte, trifft der zweite, PE-markierte Antikdrper nur noch auf bereits besetzte
Antikorper-Bindungsstellen und wird in den folgenden Waschschritten ausge-

waschen (Jung et al., 1993).

Fiir die Vorinkubation mit dem zu detektierenden Zytokin wurde der PE-markierte,
gegen IL-8 gerichtete Antikorper (Becton Dickinson, San Diego, CA, USA) mit
einem ca. 80-fachen molaren Uberschuss von IL-8 (20 ug IL-8, R&D Systems,
Wiesbaden, Deutschland) fiir 20 min bei Raumtemperatur vorinkubiert. Diese
Antikorper-Losung wurde dann fiir die Immunfluoreszenzfirbung verwendet. Falls
der PE-markierte Antikorper an das Zytokin binden konnte, sind die spezifischen
Bindungsstellen des Antikorpers schon besetzt und konnen durch das zytoplas-
matisch vorliegende Zytokin nicht mehr besetzt werden. Dadurch wird der

Antikorper in den folgenden Waschschritten ausgewaschen (Prussin et al., 1995).
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2.10. Statistische Auswertung

Die Experimente zur Messung der Expression von Oberflichenproteinen auf
neutrophilen Granulozyten wurden an Zellpopulationen von zehn gesunden Spendern
durchgefiihrt. Zu jedem Messzeitpunkt wurden in jedem experimentellen Ansatz
10000 Zellen mittels Durchflusszytometrie analysiert. Die Experimente zur Messung
der Produktion intrazelluldrer Zytokine wurden an den Zellpopulationen acht
gesunder Spender durchgefiihrt. Auch hier wurden in jedem experimentellen Ansatz
10000 Zellen mittels Durchflusszytometrie analysiert. Als Messgrofe diente der
Parameter der Mittleren Fluoreszenzintensitiat (MFI), der ein Mal fiir die Dichte von
fluoreszierenden Antikorpern auf oder in einer Zelle darstellt. Damit reflektiert er die

Menge an Adhésionsmolekiilen oder Zytokinen, die pro Zelle vorhanden ist.

Die statistische Analyse erfolgte mit Hilfe des Programms SigmaStat for Windows
der Firma Jandel Corporation. Um zu priifen, ob die Verdnderung der Expression
eines Adhisionsmolekiils bzw. der Produktion eines Zytokins signifikant war,
wurden Varianzanalysen mit Messwiederholungen (one way ANOVA with repeated
measures) errechnet. In einigen Fillen waren die Daten nicht normalverteilt. Hier
wurde der Friedmann-Test (one way ANOVA on ranks) durchgefiihrt. Als signi-
fikant wurde ein Ergebnis dann bewertet, wenn der errechnete p-Wert < 0,05 war.
Die Nullhypothese fiir beide Tests lautete, dass sich die mit Adrenalin in drei
unterschiedlichen Konzentrationen inkubierten Zellen nicht von den ohne Adrenalin
inkubierten Zellen unterscheiden wiirden. Daher musste ein signifikantes Ergebnis
niher definiert werden, um herauszufinden, welche der getesteten Gruppen sich
signifikant von der Kontrollgruppe unterschied. Diese statistische Fragestellung

wurde mit den Tests nach Bonferroni bzw. nach Dunn untersucht.

Die Experimente zur Messung der intrazelluldren Kalziumkonzentration und des
cAMP-Spiegels wurden in geringer Zahl durchgefiihrt, so dass hierbei eine
statistische Auswertung nicht sinnvoll war. Stattdessen wird in dieser Arbeit das
Ergebnis eines reprisentativen Spenders graphisch dargestellt. Die Daten der anderen

durchgefiihrten, nicht abgebildeten Versuche sind tabellarisch aufgefiihrt.
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III. Ergebnisse

1. Vitalitit, Menge und Reinheit der isolierten Zellen

Aus einem buffy coat konnten bis zu 1 x 10° Zellen neutrophile Granulozyten isoliert
werden. Die Vitalitdt wurde mittels Trypanblau-Féirbung bestimmt und lag bei 99 %.
Die Reinheit der durch die Ficoll-Hypaque-Methode isolierten neutrophilen
Granulozyten wurde in der CASY 1-Apparatur bestimmt und lag zwischen 70 % und
85 %, sehr selten auch dariiber. Zur exakten Bestimmung der verunreinigenden
Zellen wurden die gerade isolierten Zellen durchflusszytometrisch untersucht
(Material und Methoden: 2.4.2. Analyse in der Durchflusszytometrie). Dabei zeigte
sich, dass die verunreinigenden Zellen fast ausschlieBlich Lymphozyten waren (griin
gefdrbte Population in Abb. 7). Sonstige verunreinigende Zellen waren nur in

geringem Ausmal} vorhanden und lieBen sich nicht einer Population zuordnen.
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Abb. 7 zeigt zwei Populationen, die rot markierten neutrophilen Granulozyten sowie die griin
markierten Lymphozyten. Andere, in der Abbildung nicht farbig markierte Zellen waren in so
geringem Ausmalf} vorhanden, dass sie nicht weiter differenziert werden mussten.
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1.1. Immunomagnetische Elimination von T-Lymphozyten

Durch die beschriebene weitere Auftrennung mit Hilfe von magnetisierbaren Anti-
korpern gegen das fiir T-Zellen spezifische Antigen CD2 (Material und Methoden:
2.1.3. Immunomagnetische Elimination von T-Lymphozyten) konnte die Reinheit
der isolierten Zellen erheblich gesteigert werden (siehe dazu die kleiner gewordene

griin gefarbte Population der Lymphozyten in Abb. 8).
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Abb. 8 zeigt die Zellen, nachdem der zusétzliche Schritt der T-Zell-Deletion durchgefiihrt wurde. Die
Population der Lymphozyten (griin markiert) ist deutlich kleiner geworden. Auch in dieser Abbildung
sind einige Zellen zu finden, die sich keiner der beiden markierten Populationen zuordnen lassen.

Die Reinheit der isolierten Zellen nach der Ficoll-Hypaque-Methode lag bei ca. 75 %
und konnte mit Hilfe der nachgeschalteten T-Zell-Deletion auf ca. 95 % gesteigert
werden (siehe Abb. 9). Fiir die nachfolgenden Versuche wurden nur Priparationen
verwendet, deren Reinheitsgrad bei iiber 90 % lag. Beziiglich der verunreinigenden
Zellen wurden die Pridparationen ausgeschlossen, deren Monozytenanteil iiber 1 %
lag. Bei Anwendung dieser Ausschlusskriterien mussten etwa 10 % der Pré-

parationen ausgeschlossen werden.
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Abb. 9 stellt beispielhaft das Ergebnis der Aufreinigung einer Préparation allein durch die Ficoll-
Hypaque-Methode dem Ergebnis der Aufreinigung mit nachgeschalteter T-Zell-Deletion gegeniiber.
Man erkennt, dass die Reinheit der neutrophilen Granulozyten in demselben MaBe steigt, wie der
Anteil von verunreinigenden Lymphozyten sinkt.

1.2. Elutriation von neutrophilen Granulozyten

Durch die Methode der Gegenflusszentrifugation knnen nicht nur periphere humane
Monozyten isoliert und angereichert werden, sondern auch neutrophile Granulozyten
(Material und Methoden: 2.2.2. Elutriation). Die Reinheit dieser Prédparationen lag
regelhaft bei tiber 90 % und war damit der alleinigen Ficoll-Hypaque-Methode

tiberlegen.

Beziiglich der Expression von CD66b, dem fiir neutrophile Granulozyten spezi-
fischen Oberflichenantigen, fand sich aber, dass durch Elutriation aufgereinigte
Granulozyten das Oberfldachenantigen in geringerem Maf3e exprimierten als neutro-
phile Granulozyten, die mittels Ficoll-Hypaque-Methode mit anschlieBender immu-
nomagnetischer T-Zell-Elimination aufgereinigt wurden (sieche Abb. 10). Die Ex-
pression von CD66b eines Teiles der Neutrophilen war nach Elutriation so gering,
dass nicht mehr zwischen spezifischer und unspezifischer Fluoreszenz unterschieden
werden konnte. Dadurch konnte der Level der Expression von CD66b nicht mehr als
Einschlusskriterium fiir die Auswertung der durchflusszytometrisch gewonnenen

Daten verwendet werden.
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Abb. 10 zeigt die unterschiedliche Expression von CD66b (Fluoreszenz 1) von neutrophilen
Granulozyten, die nach der Ficoll-Hypaque-Methode elutriiert wurden (rotes Histogramm), und
solchen, die nach der Ficoll-Hypaque-Methode zusitzlich der immunomagnetischen T-Zell-
Elimination unterzogen wurden (schwarzes Histogramm). Man erkennt die deutlich schwichere
Expression von CD66b bei den elutriierten Zellen.

Das Einschlusskriterium der positiven CD66b-Expression war fiir die Auswertung
der Daten jedoch zwingend notwendig, um aus der Gruppe der im Aufnahmelimit
(live gate) liegenden Zellen diejenigen herauszufiltern, die zwar in dieser Population
lagen, aber trotzdem keine neutrophilen Granulozyten waren. Deshalb wurde die
Praparation von Neutrophilen durch Elutriation nicht weiter durchgefiihrt.
Stattdessen wurde die Ficoll-Hypaque-Methode mit anschlieBender T-Zell-
Elimination und méglichem Einschlusskriterium der positiven CD66b-Expression
verwendet, um neutrophile Granulozyten in ausreichender Reinheit zu isolieren und

verbleibende Verunreinigungen in der Auswertung ausschliefen zu kénnen.
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2. Intrazellulire Botenstoffe nach Adrenalin-Stimulation

Um nachzuweisen, dass das in den Versuchen eingesetzte Adrenalin biologisch
wirksam war und B-Adrenozeptoren stimulierte, wurden der intrazellulire cAMP-

Spiegel und der Kalzium-Influx nach Adrenalin-Stimulation gemessen.

2.1. Messung des intrazelluliren cAMP-Spiegels

Wie beschrieben bindet Adrenalin hauptsichlich an B-Adrenozeptoren und fiihrt
dadurch zu einer Erhohung der intrazelluliren cAMP-Konzentration. In diesem
Versuch wurden neutrophile Granulozyten fiir 5-150 min mit Adrenalin in
verschiedenen Konzentrationen inkubiert, anschlieBend vom Uberstand befreit,
lysiert und mittels ELISA auf cAMP hin untersucht (Material und Methoden:
2.8. Messung des cAMP-Spiegels). Abb. 11 zeigt das Ergebnis eines repréasentativen
Spenders.

cAMP-Konzentration [pmol/ml]
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Abb. 11 zeigt die mittels ELISA gemessene intrazellulire cAMP-Konzentration nach Stimulation
neutrophiler Granulozyten mit Adrenalin unterschiedlicher Konzentration fiir 0-150 min. Dargestellt
sind die Daten eines reprisentativen Spenders.
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Zu sehen ist eine nach ca. 20 min einsetzende, fulminante Erhohung des intra-
zelluldren cAMPs, die mit einer Bindung von Adrenalin an B-Adrenozeptoren erklirt
werden kann. Damit wurde ein deutlicher Hinweis dafiir erbracht, dass B-
Adrenozeptoren auf neutrophilen Granulozyten vorhanden sind und dass das iiber die
Adenylatcyclase vermittelte second messenger System in Neutrophilen biologisch
aktiv oder zumindest aktivierbar ist. Tab. 6 zeigt die Ergebnisse aus den vier

durchgefiihrten Versuchen.

Adrenalin- |\ g in | 20 min | 40 min | 70 min | 150 min
Konzentration
Kontrolle | 0722 | 0.890 | 0623 | 0.828 | 0,655 | 0,508
[
5
g 107 M 0,763 | 0,605 | 0,600 | 1,423 | 0481 | 0434
2
wn
104 M 0744 | 0585 | 0754 | 1.803 | 0686 | 0.483
Kontrolle | 0142 | 0235 | 0240 | 0535 | 0237 | 0336
=
S
3 107 M 0.124 | 0201 | 0101 | 0447 | 0232 | 0287
2
10 M 0212 | 0334 | 0329 | 0346 | 0452 | 0235
Kontrolle | 0006 | 0,161 | 0000 | 0533 | 0,190 | 0343
=
g 107 M 0335 | 0,000 | 0,003 | 0283 | 0598 | 0.543
g
)
10 M 5697 | 0,003 | 0007 | 4335 | 8658 | 1375
Kontrolle | 0210 | 0282 | 0022 | 0741 | 1,008 | 1,847
>
p
1
2 107 M 0,000 | 0,144 | 0,003 | 0206 | 1.068 | 1,284
5
)
104 M 0135 | 0,084 | 1,162 | 1,853 | 6406 | 1,808

Tab. 6 zeigt die mittels ELISA gemessene cAMP-Konzentration [pmol/ml] aus Zelllysaten nach
Inkubation neutrophiler Granulozyten mit Adrenalin (10’7 M und 10* M) fiir 0-150 min.
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2.2. Messung des Kalzium-Influx

Eine Bindung von Adrenalin auf o;-Adrenozeptoren fiihrt zu einer deutlichen Er-
hohung der intrazelluldren Kalzium-Konzentration (Einleitung: 3.2.1. o;-Adreno-
zeptoren). Um zu iiberpriifen, ob neutrophile Granulozyten biologisch aktive o-
Rezeptoren tragen, wurde der Kalzium-Influx nach Stimulation mit Adrenalin und

Noradrenalin untersucht.

2.2.1. Etablierung der Methode

Da die Messung des Kalzium-Influx in neutrophilen Granulozyten eine selten
verwendete Methode ist, mussten erst Positiv-Kontrollen durchgefiihrt werden, um
die Funktionstiichtigkeit dieser Messmethode nachzuweisen. Dafiir wurden neutro-
phile Granulozyten mit dem klassischen Stimulus fMLP und mit dem fiir Neutrophile
spezifischen CXC-Chemokin IL-8 inkubiert. In Abb. 12 markiert der schwarze Pfeil
den Zeitpunkt der Stimulation mit fMLP bzw. IL-8. Man erkennt, dass sowohl fMLP

als auch IL-8 den erwarteten Kalzium-Influx auslosten.
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Abb. 12 zeigt den erwarteten Kalzium-Influx nach Stimulation mit fMLP (blauer Graph) bzw.
Interleukin-8 (roter Graph). Der schwarze Pfeil markiert den Zeitpunkt der Stimulation. Die Ratio ist
ein MaB fiir die Menge der in der Zelle vorliegenden Kalzium-Ionen.
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2.2.2. Stimulation mit Adrenalin bzw. Noradrenalin

In diesen Versuchen wurden Zellen statt mit den klassischen Stimuli (fMLP oder
IL-8) mit Adrenalin bzw. Noradrenalin in unterschiedlichen Konzentrationen in-
kubiert. In Abb. 13 ist der Kalzium-Influx dargestellt, der aus der Stimulation mit
Puffer bzw. mit Adrenalin oder Noradrenalin in zwei Konzentrationen resultierte.
Die Reaktion, die nach einer Stimulation mit Adrenalin oder Noradrenalin auftrat,
unterschied sich nicht von der Negativ-Kontrolle (Stimulation mit Puffer, schwarzer

Graph).
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Abb. 13 zeigt, dass sich die Reaktion auf eine Stimulation mit Adrenalin (orangefarbener und roter
Graph) bzw. Noradrenalin (hellblaver und dunkelblauer Graph) nicht von der Negativ-Kontrolle
(Stimulation mit Puffer, schwarzer Graph) unterscheidet. Der schwarze Pfeil gibt den Zeitpunkt der
Stimulation an.

Im gewihlten Versuchsaufbau 1oste weder Adrenalin noch Noradrenalin einen
Kalzium-Influx aus, obwohl die klassischen Stimuli dies im gleichen Versuchs-
aufbau taten. Dies kann als Hinweis dafiir gedeutet werden, dass auf neutrophilen

Granulozyten keine biologisch aktivierbaren o,;-Adrenozeptoren vorhanden sind.
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3. Expression von Oberflichenproteinen

Die Expression von Oberfldachenproteinen wurde durch Immunfluoreszenzfarbungen
bestimmt. Sowohl unstimulierte Zellen als auch mit 100 ng/ml LPS stimulierte
Zellen wurden mit verschiedenen Konzentrationen von Adrenalin unter Standard-
bedingungen inkubiert und nach 6, 12 und 18 Stunden untersucht. Ausgewertet
wurden nur die Zellen, die erstens die fiir neutrophile Granulozyten typischen
Streulichteigenschaften besaflen, also im FSC/SSC an entsprechender Stelle zu
finden waren, und die zweitens beziiglich des Oberflachenproteins CD66b positiv
waren, deren Fluoreszenzintensitidt also liber der unspezifischen Intensitit lag. Fiir
die Darstellung der Ergebnisse wurde die Messgrole der Mittleren Fluoreszenz-
intensitidt (MFI) verwendet. Die MFI ist ein Mal fiir die Dichte von fluoreszierenden
Antikorpern auf der Zelle und reflektiert daher die Dichte des Oberflachenmolekiils,

an welches der verwendete Antikorper spezifisch bindet.

3.1. Stimulation mit LPS

Die Stimulation mit einer hohen Dosis LPS (100 ng/ml) fiihrte erwartungsgemal3 zu
einer verdnderten Expression der untersuchten Adhisionsmolekiile. In den Vor-
untersuchungen wurde festgestellt, dass eine Erhohung dieser Dosis keine weiteren
Verinderungen bewirkt. Daher wurde standardméfig mit 100 ng/ml stimuliert. Die
Ergebnisse sind in den Diagrammen dargestellt als Quotient der Mittleren Fluores-
zenzintensitdt (MFI) aus den mit LPS inkubierten Zellen und den ebenso lang ohne

Zusatz von LPS inkubierten Zellen.
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3.1.1. Expression nach 6-stiindiger Stimulation mit LPS

Abb. 14 zeigt die Expression von CD15 nach 6-stiindiger Inkubation mit 100 ng/ml
LPS bei einem repridsentativen Spender. Man erkennt, dass die MFI der mit LPS

inkubierten Zellpopulation groBer ist als die MFI der unstimulierten Kontrollzellen.
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Abb. 14 zeigt die Expression von CD15 (Fluoreszenz 2) nach 6-stiindiger Inkubation mit 100 ng/ml
LPS (roter Graph) bei einem reprisentativen Spender. Die unstimulierten Kontrollen desselben
Spenders (schwarzer Graph) weisen eine niedrigere MFI auf.
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Die Expression von CD54 war nach 6-stiindiger Inkubation mit LPS ebenfalls

erhoht. Abb. 15 zeigt das Histogramm eines reprédsentativen Spenders.
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Abb. 15 zeigt die Expression von CD54 (Fluoreszenz 2) nach 6-stiindiger Inkubation mit LPS (100
ng/ml) bei einem repridsentativen Spender. Die stimulierten Zellen (roter Graph) exprimieren mehr

CD54 pro untersuchte Zelle als die Kontrollzellen (schwarzer Graph).
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Zusammenfassend hat sich bei zehn Spendern nach 6-stiindiger Inkubation neutro-
philer Granulozyten mit 100 ng/ml LPS (siehe Abb. 16) die Expression von CD44
nur geringfiigig und nicht signifikant veridndert (90 % gegeniiber den unstimulierten
Zellen, p = 0,14), wihrend die Expression von CD15 bereits auf ca. 130 % (p < 0,05)
und die von CD54 (ICAM-1) sogar fast auf das Doppelte des Ausgangslevels
gestiegen ist (p < 0,005).
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Abb. 16 zeigt die Expression von CD15, CD44 und CD54 nach 6-stiindiger Inkubation mit und ohne
Stimulus (100 ng/ml LPS) als Quotient aus stimulierten Zellen und unstimulierten Kontrollen.
Dargestellt sind die Mittelwerte sowie die Standardfehler zehn gesunder Spender. Das Sternchen
markiert einen signifikanten Unterschied zur jeweiligen Kontrolle (p < 0,05 mittels ANOVA). CD15
und CD54 sind signifikant erhoht (p < 0,05 bzw. p < 0,005), wihrend CD44 nicht signifikant
verindert ist.
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3.1.2. Expression nach 12-stiindiger Inkubation mit LPS

Beziiglich CD15 zeigte sich nach 12-stiindiger Inkubation, wie schon nach 6
Stunden, eine Hochregulation der Expression. Abb. 17 zeigt die Histogramme bei

einem reprisentativen Spender.
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Abb. 17 zeigt an einem reprisentativen Spender die Hochregulation von CD15 (Fluoreszenz 2) nach
12-stiindiger Inkubation mit LPS (100 ng/ml). Die Kontrollzellen (schwarzer Graph) haben eine
niedrigere MFI als die stimulierten Zellen (roter Graph).
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Fiir CD44 fand sich nach 12 Stunden auf den mit LPS (100 ng/ml) stimulierten
Zellen erstmals eine erhohte Expression des Oberflichenproteins. Man sieht in Abb.
18, dem Histogramm eines reprisentativen Spenders, dass der rote Graph (stimulierte
Zellen) eine hohere MFI reprédsentiert als der schwarze Graph (unstimulierte

Kontrollzellen).
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Abb. 18 zeigt bei einem reprisentativen Spender die Hochregulation von CD44 (Fluoreszenz 2) nach
12-stiindiger Inkubation mit LPS (100 ng/ml). Die Kontrollzellen (schwarzer Graph) haben eine
niedrigere MFI als die stimulierten Zellen (roter Graph).
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Die Expression von CD54 ist, wie schon nach 6 Stunden, auch nach 12-stiindiger

Inkubation mit LPS signifikant erhoht (p < 0,005; Abb. 19).
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Abb. 19 zeigt fiir einen repridsentativen Spender, dass die Expression von CD54 (Fluoreszenz 2) nach
12-stiindiger Inkubation mit LPS (roter Graph) gegeniiber den ebenso lang inkubierten Kontrollen

(schwarzer Graph) deutlich erhoht ist.



II1.3. Expression von Oberflichenproteinen 82

Fasst man die Ergebnisse der zehn untersuchten Spender zusammen, so kann man
Folgendes feststellen: Nach 12-stiindiger Inkubation (siche Abb. 20) lag die
Expression von CD15 bei fast 150 % der unstimulierten Kontrolle (p < 0,005), die
von CD44 bei etwa 120 % der unstimulierten Kontrolle (p < 0,05). Die Expression
von CD54 ist durch die Stimulation auf mehr als 300 % des Wertes der un-

stimulierten, 12-stiindig inkubierten Kontrolle gestiegen (p < 0,005).
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Abb. 20 zeigt die Expression von CD15, CD44 und CD54 nach 12-stiindiger Inkubation mit und ohne
Stimulus (100 ng/ml LPS) als Quotient aus stimulierten Zellen und den unstimulierten Kontrollen.
Dargestellt sind die Mittelwerte sowie die Standardfehler zehn gesunder Spender. Das Sternchen
markiert einen signifikanten Unterschied zur jeweiligen Kontrolle (p < 0,05 mittels ANOVA). CD15,
CD44 und CD54 sind nach Inkubation mit LPS signifikant erhoht.
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3.1.3. Expression nach 18-stiindiger Inkubation mit LPS

Wie schon nach 6 und nach 12 Stunden war die Expression von CD15 auch nach 18
Stunden signifikant erhoht. Abb. 21 zeigt das Histogramm eines repridsentativen

Spenders.
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Abb. 21 zeigt, dass die Expression von CDI15 (Fluoreszenz 2) auf stimulierten Zellen nach 18-
stiindiger Inkubation mit LPS (roter Graph) hoher ist als auf den unstimulierten Zellen (schwarzer

Graph).



II1.3. Expression von Oberflichenproteinen 84

Auch beziiglich der Expression von CD44 finden sich nach 18 Stunden &hnliche
Ergebnisse wie nach 12 Stunden. Die mit LPS (100 ng/ml) inkubierten Zellen weisen
eine signifikant hohere Expression von CD44 auf als unstimulierte, ebenso lang

inkubierte Kontrollzellen desselben Spenders (siehe Abb. 22).
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Abb. 22 zeigt, dass die Expression von CD44 (Fluoreszenz 2) nach 18-stiindiger Inkubation mit LPS
(roter Graph) gegeniiber den Kontrollzellen (schwarzer Graph) gestiegen ist.
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CD54 wird nach 18-stiindiger Inkubation auf mit LPS stimulierten Zellen deutlich
starker exprimiert als auf unstimulierten Kontrollzellen. Dieses Ergebnis fand sich

sowohl nach 6 und 12 als auch nach 18 Stunden (siche Abb. 23)
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Abb. 23 zeigt an einem représentativen Spender, dass die Expression von CD54 (Fluoreszenz 2) nach
18-stiindiger Inkubation mit LPS (rot) gegeniiber den Kontrollzellen (schwarz) deutlich erhoht ist.
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Fasst man die Ergebnisse der zehn untersuchten Spender zusammen, findet man, dass
die Expression aller untersuchten Adhésionsmolekiile nach 18-stiindiger Inkubation
mit 100 ng/ml LPS deutlich iiber dem Niveau der unstimulierten Zellen lag (siehe
Abb. 24). Wihrend die Level der Expression von CD15 und CD44 aber noch im
Bereich zwischen 100 % und 200 % lagen (155 % bzw. 184 %), stieg die Expression
von CD54 auf iiber das Vierfache (430 %) des unstimulierten Wertes (p < 0,005).
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Abb. 24 zeigt die Expression von CD15, CD44 und CD54 nach 18-stiindiger Inkubation mit und ohne
Stimulus (100 ng/ml LPS) als Quotient aus stimulierten Zellen und den unstimulierten Kontrollen.
Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardfehler zehn gesunder Spender. Das Sternchen markiert
einen signifikanten Unterschied zur jeweiligen Kontrolle (p < 0,05 mittels ANOVA). Alle drei
untersuchten Oberflidchenproteine sind nach 18-stiindiger Inkubation gegeniiber den Kontrollen
verstirkt exprimiert.
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3.2. Stimulation unstimulierter Zellen mit Adrenalin

Wihrend sich durch Zugabe von LPS die Expression der Adhédsionsmolekiile auf
neutrophilen Granulozyten deutlich verdndern lie, konnten nach Zugabe von
Adrenalin nur geringfiigige Veridnderungen festgestellt werden. Die Werte sind als
Verhiltnis der MFI von mit Adrenalin stimulierten Zellen zur MFI von un-

stimulierten, aber ebenso lang inkubierten Kontrollen aufgetragen.

3.2.1. 6-stiindige Inkubation unstimulierter Zellen mit Adrenalin

Die Analyse der untersuchten Adhisionsmolekiile nach 6-stiindiger Inkubation
unstimulierter (ohne LPS) neutrophiler Granulozyten mit unterschiedlichen Konzen-
trationen von Adrenalin (Abb. 25) zeigte fiir die untersuchten zehn Spender keine
signifikanten Veridnderungen (p > 0,05). Die erhobenen Werte lagen alle im Bereich
zwischen 90 % und 110 % des Ausgangswertes und blieben damit weitgehend

konstant.
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Abb. 25 zeigt die Expression der untersuchten Adhésionsmolekiile nach 6-stiindiger Inkubation mit
unterschiedlichen Konzentrationen von Adrenalin. Die Werte stellen das Verhiltnis der MFI von
stimulierten zur MFI unstimulierten Zellen dar. Abgebildet sind die Mittelwerte und Standardfehler
zehn gesunder Spender. Die statistische Untersuchung mittels ANOVA ergab keine signifikanten
Ergebnisse (p > 0,05).
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3.2.2. 12-stiindige Inkubation unstimulierter Zellen mit Adrenalin

Nach 12-stiindiger Inkubation von unstimulierten Zellen mit Adrenalin in unter-
schiedlichen Konzentrationen lie3 sich eine verstirkte Expression von CD44 fest-
stellen. Abb. 26 zeigt die Verdanderung in der MFI bei einem reprédsentativen Spen-

der.
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Abb. 26 zeigt an einem reprisentativen Spender, dass die Expression von CD44 (Fluoreszenz 2) nach
12-stiindiger Inkubation unter dem Einfluss von Adrenalin in hoher Konzentration (10’3 M; roter
Graph) gegeniiber den Kontrollzellen (schwarzer Graph) gestiegen ist.
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Auch die Expression von CD54 war nach 12-stiindiger Inkubation mit Adrenalin in
hoher Konzentration (10~ M) signifikant erhoht. Abb. 27 zeigt das Histogramm eines

reprisentativen Spenders.
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Abb. 27 stellt an einem reprisentativen Spender die nach 12-stiindiger Inkubation mit Adrenalin in
hoher Dosis (10'3 M) aufgetretene verstirkte Expression von CD54 (Fluoreszenz 2) dar. Man erkennt,
dass die mit Adrenalin inkubierten Zellen (roter Graph) eine hthere MFI besitzen als die Kontrollen
(schwarzer Graph).
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Fasst man alle zehn untersuchten Spender zusammen, so stellt man fest, dass nach
12-stiindiger Inkubation kein deutlicher Effekt durch die Zugabe von Adrenalin zu
sehen war (siehe Abb. 28). Lediglich extrem hohe Konzentrationen von Adrenalin
(10 M) fiihrten zu einer Steigerung der Expression von CD44 und CD54 (p < 0,05).
Niedrigere Konzentrationen von Adrenalin hatten keinen signifikanten Einfluss auf
die Expression von CD44 und CD54 (p > 0,05). Die Expression von CD15 lie sich
durch Adrenalin ebenfalls nicht beeinflussen (Werte zwischen 87 % und 103 %; p >
0,05).

140 4

120 -

100

80

60 -

[%] (MFI stim. / MFI unstim.)

40 1

20 4

CD15 CD44 CD54

‘Dunstim. B 10exp-9 M W 10exp-6 M M 10exp-3 M ‘

Abb. 28 zeigt die Expression der untersuchten Oberflichenproteine nach 12-stiindiger Inkubation mit
Adrenalin in unterschiedlicher Konzentration. Die Werte sind als Verhiltnis der MFI von mit Adre-
nalin stimulierten Zellen zur MFI von unstimulierten Kontrollen, welche ebenfalls fiir 12 Stunden
inkubiert wurden, aufgetragen. Dargestellt sind die Mittelwerte und relativen Standardfehler zehn
gesunder Spender. Das Sternchen markiert einen signifikanten Unterschied zur jeweiligen Kontrolle
(p < 0,05 mittels ANOVA). Adrenalin (10 M) bewirkt eine erhhte Expression von CD44 und CD54.
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3.2.3. 18-stiindige Inkubation unstimulierter Zellen mit Adrenalin

Nach 18-stiindiger Inkubation der PMN mit Adrenalin in unterschiedlicher Kon-
zentration fand sich, wie schon nach 12 Stunden, eine verstirkte Expression von
CD44 auf den mit Adrenalin in hoher Konzentration (10'3 M) inkubierten Zellen.

Abb. 29 zeigt das Histogramm eines reprisentativen Spenders.
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Abb. 29 zeigt am Histogramm eines reprisentativen Spenders, dass mit Adrenalin in hoher Dosierung
( 10° M) fiir 18 Stunden inkubierte Neutrophile (roter Graph) eine stirkere Expression von CD 44
(Fluoreszenz 2) aufweisen als ebenso lang inkubierte Kontrollen (schwarzer Graph).
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Wie nach 12 Stunden war auch nach 18-stiindiger Inkubation der Neutrophilen die

Expression von CD54 in Anwesenheit hoher Konzentrationen von Adrenalin (107

M) gegeniiber den Kontrollen erhoht (Abb. 30).
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Abb. 30 zeigt das Histogramm eines reprisentativen Spenders. Nach 18-stiindiger Inkubation mit
Adrenalin in hoher Konzentration (10° M) weisen die Zellen (roter Graph) eine hohere Expression
von CD54 (Fluoreszenz 2) auf als die Kontrollen (schwarzer Graph).
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Fasst man alle untersuchten Spender zusammen, so findet man nach 18-stiindiger
Inkubation mit Adrenalin eine schwach ausgeprigte Dosisabhingigkeit der Ex-
pression von CD15, CD44 und CD54 (siehe Abb. 31). Mit p > 0,05 waren die Ver-
dnderungen beziiglich CDI15 aber allesamt nicht signifikant. Die Expression von
CD44 und von CD54 veridnderte sich nur durch die Hochstdosis Adrenalin (10'3 M)
signifikant (p < 0,05 bzw. p < 0,005), und zwar auf 131 % bzw. 161 % der un-

stimulierten Kontrollzellen.
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Abb. 31 zeigt die Expression von CD15, CD44 und CD54 auf nicht vorstimulierten, mit Adrenalin
inkubierten neutrophilen Granulozyten nach 18-stiindiger Inkubation. Die Werte zeigen das Verhiltnis
der MFI von stimulierten Zellen zu unstimulierten Zellen. Das Sternchen markiert einen signifikanten
Unterschied zur jeweiligen Kontrolle (p < 0,05 mittels ANOVA). Die Expression von CD44 und
CD54 wurde durch Adrenalin in hoher Dosierung (10 M) signifikant verstirkt (p < 0,05 bzw. p <
0,005).
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3.3. Stimulation vorstimulierter Zellen mit Adrenalin

Um dem pathophysiologischen Bild der Inflammation nidher zu kommen, wurde in
dieser Serie von Experimenten untersucht, ob Adrenalin auf mit LPS (100 ng/ml)
vorstimulierte Zellen einen Einfluss hat. Dargestellt ist jeweils das Verhiltnis der
MFI aus den mit Adrenalin inkubierten Zellen und den ohne Adrenalin inkubierten
Kontrollzellen, welche aber (wie die mit Adrenalin inkubierten Zellen) durch LPS
stimuliert wurden. In diesen Experimenten wurden also alle Gruppen mit LPS

inkubiert und einige zusitzlich mit Adrenalin.

3.3.1. 6-stiindige Inkubation vorstimulierter Zellen mit Adrenalin

Nach 6-stiindiger Inkubation von vorstimulierten neutrophilen Granulozyten (100
ng/ml LPS) mit Adrenalin in unterschiedlichen Konzentrationen fand sich eine ver-
minderte Expression von CD54 nach Inkubation in Anwesenheit von Adrenalin in
hoher Dosierung (10° M). Abb. 32 zeigt das Histogramm eines représentativen

Spenders.
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Abb. 32 zeigt das Histogramm eines repridsentativen Spenders nach 6-stiindiger Inkubation von
vorstimulierten Zellen (100 ng/ml LPS) mit Adrenalin in Hochstdosis ( 107 M). Die mit Adrenalin
inkubierten Zellen (roter Graph) weisen eine niedrigere Expression von CD54 (Fluoreszenz 2) auf als
ebenfalls vorstimulierte Zellen, welche in Abwesenheit von Adrenalin inkubiert wurden (schwarzer
Graph).
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Die 6-stiindige Inkubation LPS-stimulierter (100 ng/ml) neutrophiler Granulozyten
(n = 10) mit Adrenalin (siche Abb. 33) brachte als einziges signifikantes Ergebnis (p
< 0,05) die Abregulation der Expression von CD54 in Anwesenheit von Adrenalin
(10° M) auf durchschnittlich 74 % des Ausgangswertes. Die im Diagramm er-
kennbare Hochregulation von CD44 durch Adrenalin war mit p > 0,05 nicht signi-
fikant.
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Abb. 33 zeigt fiir zehn Spender die Effekte von Adrenalin in unterschiedlicher Konzentration nach 6-
stiindiger Inkubation beziiglich der Expression von CD15, CD44 und CD54 auf mit LPS (100 ng/ml)
vorstimulierten neutrophilen Granulozyten. Die Werte zeigen das Verhiltnis aus mit Adrenalin
inkubierten Zellen und ohne Adrenalin, aber ebenso lang inkubierten Kontrollen. Das Sternchen
markiert einen signifikanten Unterschied zur jeweiligen Kontrolle (p < 0,05 mittels ANOVA). Man
erkennt, dass nur die Expression von CD54 auf den Zellen, die mit Adrenalin in sehr hoher
Konzentration (10~ M) inkubiert wurden, signifikant vermindert ist (p < 0,05).
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3.3.2. 12-stiindige Inkubation vorstimulierter Zellen mit Adrenalin

Nach 12-stiindiger Inkubation von vorstimulierten neutrophilen Granulozyten (100
ng/ml LPS) war die Expression von CD44 auf den Zellen, welche mit Adrenalin in
hoher Dosierung (107 M) inkubiert worden waren, erhdht. Abb. 34 zeigt das Histo-

gramm eines reprasentativen Spenders.
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Abb. 34 zeigt das Histogramm eines repridsentativen Spenders nach Inkubation vorstimulierter
neutrophiler Granulozyten (100 ng/ml LPS) mit Adrenalin (10’3 M) fiir 12 Stunden. Die mit Adrenalin
inkubierten Zellen (roter Graph) weisen eine hohere Expression von CD44 (Fluoreszenz 2) auf als
vorstimulierte, ohne Adrenalin inkubierte Zellen (schwarzer Graph).
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Fasst man die zehn untersuchten Spender zusammen, so kann man feststellen: Auch
die 12-stiindige Inkubation vorstimulierter neutrophiler Granulozyten mit Adrenalin
(sieche Abb. 35) brachte beziiglich der Expression von CDI15 kein signifikantes
Ergebnis hervor. Die Expression von CD44 wurde durch eine 10° M Konzentration
von Adrenalin in den Kulturen auf 138 % des Wertes der unstimulierten Kontroll-
zellen hochreguliert (p < 0,05). Der Level der Expression von CD54 hingegen sank
auf durchschnittlich 80 % des Kontrollwertes. Er lag damit im gleichen Bereich wie
nach 6-stiindiger Inkubation mit derselben Dosis von Adrenalin (74 %). Im Gegen-
satz zur verminderten Expression nach 6 Stunden war dieses Ergebnis aber nicht

mehr signifikant (p > 0,05).
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Abb. 35 zeigt das Ergebnis nach 12-stiindigen Inkubation von vorstimulierten neutrophilen
Granulozyten mit Adrenalin in unterschiedlicher Konzentration (n = 10). Dargestellt ist jeweils das
Verhiltnis der MFI aus den mit Adrenalin inkubierten Zellen und ohne Adrenalin inkubierten
Kontrollzellen. Das Sternchen markiert einen signifikanten Unterschied zur jeweiligen Kontrolle (p <
0,05 mittels ANOVA). Nur die verstirkte Expression von CD44 auf mit Adrenalin in hoher
Konzentration (107 M) inkubierten Zellen erwies sich statistisch als signifikant.
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3.3.3. 18-stiindige Inkubation vorstimulierter Zellen mit Adrenalin

Nach 18-stiindiger Inkubation vorstimulierter neutrophiler Granulozyten mit Ad-
renalin fanden sich in der statistischen Auswertung der MFI von zehn gesunden
Spendern keine signifikanten Ergebnisse mehr (Abb. 36). Die Expression von CD15
und CD54 war erneut gegeniiber den Kontrollen nicht signifikant verdndert. CD44
lieB sich durch eine 10 M Konzentration von Adrenalin wie schon nach 12 Stunden

hochregulieren, jedoch war auch dieses Ergebnis mit p > 0,05 nicht mehr signifikant.
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Abb. 36 zeigt die Expression der Oberflichenproteine CD15, CD44 und CD54 nach 18-stiindiger
Inkubation vorstimulierter Zellen in Anwesenheit von Adrenalin. Dargestellt sind die Mittelwerte
sowie die relativen Standardfehler zehn gesunder Spender. Die MFI der mit Adrenalin inkubierten
Zellen sind zu den MFI der ohne Adrenalin inkubierten Kontrollen ins Verhiltnis gesetzt worden. Die
statistische Auswertung mittels Varianzanalyse (ANOVA) ergab kein signifikantes Ergebnis.



III.4. Kinetik der Expression von Oberfldchenproteinen 99

4. Kinetik der Expression von Oberflachenproteinen

Neutrophile Granulozyten wurden fiir 6, 12 und 18 Stunden unter Standard-
bedingungen inkubiert und anschlieBend durchflusszytometrisch untersucht. Die
Mittelwerte und relativen Standardfehler von zehn gesunden Spendern wurden als
zeitlicher Verlauf dargestellt und sind stets mit dem Kontrollwert vor Beginn der
Inkubation verglichen worden. Dargestellt ist daher jeweils der Quotient aus dem

gemessenen Wert und dem vor Beginn der Inkubation gemessenen Kontrollwert.

4.1. Stimulation mit LPS

Die schon beobachtete gesteigerte Expression der Oberflichenproteine auf LPS-
stimulierten Zellen gegeniiber unstimulierten Zellen liel sich im zeitlichen Verlauf
besonders gut zeigen. Auf unstimulierten Zellen fiel der Expressionslevel der drei
untersuchten Adhisionsmolekiile, wihrend er auf den Zellen, die mit LPS stimuliert

worden waren, langsamer oder gar nicht fiel.
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4.1.1. Expression von CD15 im zeitlichen Verlauf nach LPS-Stimulation

Sowohl unstimulierte als auch stimulierte (100 ng/ml LPS) Zellen exprimierten nach
6-stiindiger Inkubation CDI15 in wesentlich geringerem Malle als vor Beginn der
Inkubation (Abb. 37). Wihrend der Level der Expression auf unstimulierten Zellen
aber bis auf 55 % abfiel, sank er bei LPS-stimulierten Zellen nur auf 70 % des
Ausgangswertes. AnschlieBend stieg die CD15-Expression beider Zellpopulationen
wieder an; sie schien sich bei den stimulierten Zellen auf einem Wert nahe dem
Ausgangswert zu stabilisieren (113 % nach 12 Stunden und 105 % nach 18 Stunden)
und bei den unstimulierten Zellen auf einem Wert um 70 % (76 % nach 12 Stunden;

68 % nach 18 Stunden).
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Abb. 37 zeigt den zeitlichen Verlauf der Expression von CD15 auf stimulierten (100 ng/ml LPS) und
unstimulierten Zellen. Dargestellt sind die Mittelwerte und relativen Standardfehler der gemessenen
MEFI von zehn gesunden Spendern. Abgebildet ist der Quotient aus den gemessenen Mittelwerten und
dem Ausgangswert (0 Stunden, 100 %).
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4.1.2. Expression von CD44 im zeitlichen Verlauf nach LPS-Stimulation

Auch die Expression von CD44 fiel nach 6-stiindiger Inkubation deutlich ab. Sowohl
stimulierte als auch unstimulierte Zellen exprimierten weniger als die Hilfte des vor
Beginn der Inkubation auf der Zelloberfldache befindlichen CD44 (Abb. 38). Im An-
schluss differierten die Verldufe von stimulierten und unstimulierten Zellen. Die Ex-
pression auf unstimulierten Zellen fiel von 48 % nach 6 Stunden auf 43 % nach 12
Stunden. Nach 18 Stunden waren auf unstimulierten Zellen nur noch durchschnittlich
36 % des urspriinglichen Levels exprimiert. Stimulierte Zellen zeigten nach dem in
den ersten 6 Stunden stattfindenden deutlichen Abfall der Konzentration von CD44
auf der Zelloberfliche die Tendenz, wieder auf einen hoheren Level zuriickzukehren.
Von 42 % (6 Stunden) stieg das Verhiltnis zu nicht inkubierten Kontrollzellen iiber
52 % (12 Stunden) auf 65 % nach 18 Stunden.
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Abb. 38 zeigt die Expression von CD44 im zeitlichen Verlauf nach Stimulation mit LPS (100 ng/ml).
Dargestellt sind die Mittelwerte und relativen Standardfehler der gemessenen MFI von zehn gesunden
Spendern. Die Werte sind als relative Werte gegeniiber dem Ausgangswert (0 Stunden, 100 %)
aufgetragen.



III.4. Kinetik der Expression von Oberfldchenproteinen 102

4.1.3. Expression von CD54 im zeitlichen Verlauf nach LPS-Stimulation

Wie schon beschrieben (Ergebnisse: 2.1. Stimulation mit LPS) fiihrte die Stimulation
mit 100 ng/ml LPS besonders bei CD54 zu einer gesteigerten Expression. Dies
spiegelte sich auch im zeitlichen Verlauf der Expression wider (sieche Abb. 39).
Wihrend die Expression von CD54 auf unstimulierten Zellen iiber 81 % nach 6
Stunden und 71 % nach 12 Stunden bis auf 52 % nach 18 Stunden fiel, stieg die
Expression von CD54 auf stimulierten Zellen schon nach 6-stiindiger Inkubation bis
auf 160 % des Ausgangswertes an. In den folgenden 12 Stunden stieg der Level der
Expression auf mehr als das Doppelte des Ausgangswertes (219 % nach 12 Stunden,
225 % nach 18 Stunden).
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Abb. 39 zeigt die Expression von CD54 im zeitlichen Verlauf der Stimulation mit LPS (100 ng/ml).
Dargestellt sind die Mittelwerte und relativen Standardfehler der gemessenen MFI von zehn gesunden
Spendern. Abgebildet ist der Quotient aus den gemessenen Mittelwerten und dem Ausgangswert (0
Stunden, 100 %).
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4.2. Stimulation mit Adrenalin

4.2.1. Expression von CD15 im zeitlichen Verlauf nach Adrenalin-Gabe

Die Expression von CD15 schien sich unter dem Einfluss von Adrenalin gegeniiber
unstimulierten Kontrollzellen kaum zu verdndern. Bis zum Wert nach 6 Stunden
lagen die Graphen fast zusammen (siehe Abb. 40). Erst nach ungefihr 12 Stunden
schien ein durch Adrenalin induzierter Effekt aufzutreten. In der Graphik liegen die
unstimulierten Zellen zusammen mit den Zellen, die mit einer niedrigen Dosierung
von Adrenalin (10'9 M und 10° M) stimuliert worden sind. Allein der Graph der mit
der Hochstdosis Adrenalin (10'3 M) stimulierten Zellen liegt deutlich iiber den an-

deren. Bei hohen Standardfehlern war dieser Unterschied jedoch nicht signifikant.
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Abb. 40 zeigt den zeitlichen Verlauf der Expression von CD15 nach Stimulation mit Adrenalin.
Dargestellt sind die Mittelwerte und relativen Standardfehler von zehn gesunden Spendern. Bei den
gezeigten Werten handelt es sich um Quotienten aus den nach der Inkubation gemessenen Werten und
den Kontrollwerten, welche vor der Inkubation gemessen wurden.
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4.2.2. Expression von CD44 im zeitlichen Verlauf nach Adrenalin-Gabe

Auch die Expression von CD44 schien sich durch Adrenalin nicht wesentlich be-
einflussen zu lassen (Abb. 41). Alle untersuchten Zellkulturen exprimierten nach 6-
stiindiger Inkubation deutlich weniger CD44 als vor Beginn der Inkubation. Die mit
niedriger Adrenalindosis stimulierten Zellen (10° M und 10° M) lagen in der Fol-
gezeit zusammen mit den unstimulierten Zellen bei etwa 40 % der unstimulierten
Werte, wihrend die mit der Hochstdosis (10'3 M) stimulierten Zellen signifikant
dariiber lagen (56 % nach 12-stiindiger Inkubation, 46 % nach 18 Stunden).
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Abb. 41 zeigt den zeitlichen Verlauf der Expression von CD44 nach Stimulation mit Adrenalin.
Dargestellt sind die Mittelwerte und relativen Standardfehler der gemessenen MFI von zehn gesunden
Spendern. Abgebildet ist der Quotient aus den nach Inkubation gemessenen Mittelwerten der zehn
Spender und dem Ausgangswert (O Stunden, 100 %).
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4.2.3. Expression von CD54 im zeitlichen Verlauf nach Adrenalin-Gabe

Der Verlauf der Expression von CD54 war dem der beiden anderen Adhésions-
molekiile dhnlich (Abb. 42). Wieder fiel die Expression schon nach 6-stiindiger Inku-
bation deutlich ab. Wihrend aber CD15 anschliefend wieder verstdrkt exprimiert
wurde und CD44 auf einem scheinbar stetigem Level blieb, fiel das Ausmall der
CD54-Expression weiter ab. Allein die mit der Hochstdosis Adrenalin stimulierten
Zellen exprimierten signifikant mehr CD54 und lagen nach 12 Stunden mindestens
20 % iiber allen anderen Zellen (90 % gegeniiber 70 % nach 12 Stunden und 77 %
gegeniiber 55 % nach 18 Stunden).
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Abb. 42 zeigt die Expression von CD54 auf unstimulierten und mit Adrenalin stimulierten Zellen.
Dargestellt sind die Mittelwerte und relativen Standardfehler von zehn gesunden Spendern. Bei den
gezeigten Werten handelt es sich um Quotienten aus den nach der Inkubation gemessenen Werten und
den Kontrollwerten, welche vor der Inkubation gemessen wurden.
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4.3. Adrenalin-Stimulation vorstimulierter Zellen

4.3.1. Expression von CD15 auf vorstimulierten Zellen nach Adrenalin-Gabe

Wihrend LPS (100 ng/ml) den Level der CD15-Expression iiber die Dauer der Inku-
bation stabilisierte (roter Graph in Abb. 37), fielen die Werte unstimulierter Zellen ab
(Ergebnisse: 4.1.1. Expression von CD15 im zeitlichen Verlauf nach LPS-Stimu-
lation). Ahnlich wie LPS fiihrte auch die Inkubation mit Adrenalin, allerdings nur in
hochster Konzentration von 107 M, nach 18 Stunden zu einem Level der CDI15-
Expression nahe dem Ausgangswert (90 %). Auch in der Kombination von Ad-
renalin in Hochstdosis zusammen mit LPS lagen die gemessenen Fluoreszenz-
intensititen bei Werten um den Ausgangswert von 100 % (siehe Abb. 43). Mittlere
Konzentrationen von Adrenalin dagegen lieBen die Expression von CDI15 auf
vorstimulierten Zellen nach 18-stiindiger Inkubation steigen (119 % bei 10° M und

136 % bei 10° M).
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Abb. 43 zeigt den Verlauf der CD15-Expression von vorstimulierten Zellen (100 ng/ml LPS) nach
Adrenalin-Gabe. Dargestellt sind die Mittelwerte und relativen Standardfehler der gemessenen MFI
von zehn gesunden Spendern. Die Werte sind als relative Werte gegeniiber dem Ausgangswert (0
Stunden, 100 %) aufgetragen
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4.3.2. Expression von CD44 auf vorstimulierten Zellen nach Adrenalin-Gabe

Die Inkubation von neutrophilen Granulozyten mit LPS fiihrte gegeniiber den
unstimulierten Zellen zu einer vermehrten Expression von CD44, die erstmals nach
12 Stunden erkennbar war und nach 18 Stunden noch stirker wurde. Sowohl un-
stimulierte als auch stimulierte Zellen exprimierten nach 6 Stunden aber nur noch
knapp die Hilfte des Ausgangslevels. Auch die mit Adrenalin inkubierten Zellen
hatten nach 6 Stunden nur noch etwa halb so viele detektierbare CD44-Molekiile auf
ihrer Zelloberfliche wie die Kontrollzellen vor Beginn der Inkubation. Der Effekt
von Adrenalin (nur 10° M) bestand in einem gegeniiber den unstimulierten Zellen
leicht erhohtem Level von CD44 (Ergebnisse: 4.1.2. Expression von CD44 im
zeitlichen Verlauf nach LPS-Stimulation). Zellen, die sowohl mit LPS als auch mit
Adrenalin inkubiert worden waren, verhielten sich grundsitzlich nicht anders (Abb.
44). Nach 6-stiindiger Inkubation exprimierten auch diese Zellen nur noch etwa halb
so viel CD44 wie unstimulierte Zellen. Mit zunehmender Inkubationsdauer expri-
mierten die Zellen umso mehr CD44, mit desto hoherer Adrenalin-Dosis sie in-
kubiert worden waren. Die Tendenz der Graphen war bei stimulierten und unstimu-

lierten Zellen jedoch gleich.
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Abb. 44 zeigt die Expression von CD44 auf mit LPS vorstimulierten Zellen nach zusétzlicher
Adrenalin-Gabe. Dargestellt sind die Mittelwerte und relativen Standardfehler von zehn gesunden
Spendern. Bei den gezeigten Werten handelt es sich um Quotienten aus den nach der Inkubation ge-
messenen Werten und den Kontrollwerten, welche vor der Inkubation gemessen wurden.
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4.3.3. Expression von CD54 auf vorstimulierten Zellen nach Adrenalin-Gabe

Die LPS-Stimulation neutrophiler Granulozyten fiihrte zu einer signifikant erhohten
Expression von CD54 (p < 0,005). Sie lag 18 Stunden nach Inkubationsbeginn bei
iiber 200 % des Ausgangswertes und mehr als vier Mal so hoch wie die CD54-
Expression auf unstimulierten Zellen zum gleichen Zeitpunkt. Adrenalin in niedriger
Dosis hatte tiberhaupt keine Wirkung gezeigt (blauer und dunkelblauer Graph in
Abb. 42). Allein hochdosiertes Adrenalin in der Endkonzentration 10° M hatte zu
einem leicht verzogerten Abfall von CD54 gefiihrt. Abb. 45 zeigt den Verlauf der
Expression von CD54 auf Zellen, die sowohl mit LPS als auch mit Adrenalin sti-
muliert worden sind. Der Verlauf der Graphen folgt dem durch LPS induzierten
Verlauf (blassblauer Graph) weitgehend. Zwischen den nur mit LPS stimulierten
Zellen und den mit Adrenalin in niedriger Dosis stimulierten Zellen war kein
Unterschied zu sehen. Zellen, die mit Adrenalin in Hochstdosis stimuliert wurden,
zeigten nach 6 und nach 12 Stunden einen verzogerten Anstieg der CD54-Ex-

pression. Nach 18 Stunden war dieser Effekt nicht mehr erkennbar.

300
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Abb. 45 zeigt die Expression von CD54 auf vorstimulierten Zellen (100 ng/ml) nach Inkubation mit
Adrenalin. Dargestellt sind die Mittelwerte und relativen Standardfehler der gemessenen MFI von
zehn gesunden Spendern. Die Werte sind als relative Werte gegeniiber dem Ausgangswert (0 Stunden,
100 %) aufgetragen.
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5. Produktion von Zytokinen

Die Produktion von Zytokinen durch neutrophile Granulozyten wurde durchfluss-
zytometrisch bestimmt. Andere Methoden (wie ELISA oder verschiedene mRNA-
Detektionsmethoden) lassen die sichere Unterscheidung zwischen Effekten, die
durch Granulozyten oder verunreinigende Monozyten hervorgerufen wurden, nicht
zu und sind daher nicht spezifisch genug. Die Doppelfiarbung des zu untersuchenden
intrazelluldar vorliegenden Zytokins und des spezifischen Oberflichenantigens
CD66b ermoglicht eine eindeutige Zuordnung gemessener Ergebnisse zu einer

Zellpopulation.

5.1. Etablierung der Methode

Da die Methode der durchflusszytometrischen Doppelfirbung in neutrophilen Gra-
nulozyten bisher selten zur Anwendung gekommen ist, mussten Positiv-Kontrollen
durchgefiihrt werden. Beispielhaft ist hier die Stimulation von humanen Monozyten
mit LPS gezeigt (Abb. 46), die zu einer deutlichen Erhohung des Anteils Zytokin-
produzierender Zellen fiihrte und damit die Funktionalitit der Methode prinzipiell

verifizierte.
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Abb. 46 zeigt die Fluoreszenz 2 (PE-markierter Antikorper gegen humanes IL-8) bei unstimulierten
(schwarzes Histogramm) und mit 10 ng/ml LPS stimulierten (rotes Histogramm) Zellen. Man erkennt
eine deutliche Verschiebung hin zu hoheren Fluoreszenzintensitéten.

5.2. Negativ-Kontrollen

Um die Spezifitit der intrazelluldren Zytokin-Fiarbung nachzuweisen, wurden zwei
Negativ-Kontrollen durchgefiihrt (Material und Methoden: 2.9.8. Durchfiihrung der
Negativ-Kontrollen). Abb. 47 zeigt vier Doppelfarbungen von neutrophilen Granulo-
zyten mit FITC-markierten Antikdrpern gegen das fiir Neutrophile spezifische Ober-
flachenmolekiill CD66b und mit PE-markierten Antikorpern gegen IL-8. Abb. 47A
zeigt unstimulierte Neutrophile. In Teil B der Abbildung ist eine Population von
neutrophilen Granulozyten zu sehen, die sich mit dem Antikorper fiir IL-8 anfarben
lasst (rechter oberer Quadrant). Dabei handelt es sich um LPS-stimulierte Zellen.
Man erkennt deutlich, dass sowohl die Inkubation mit einem Konkurrenzantikorper
(Abb. 47C) als auch die Vorinkubation des PE-markierten Antikorpers mit IL-8
(Abb. 47D) die Spezifitdt der Doppelfarbung nachzuweisen im Stande war. Beide
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Kontrollen reduzierten den Anteil der spezifisch angefidrbten Zellen (rechter oberer

Quadrant) auf das MaB3 der unstimulierten Zellen (Teil A).
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Abb. 47 zeigt in A) unstimulierte Zellen und in B) mit LPS stimulierte Zellen. AuBlerdem sind die
durchgefiihrten Negativ-Kontrollen dargestellt: in C) mit LPS stimulierte Zellen, die vor der Firbung
mit einem Konkurrenzantikorper gegen IL-8 inkubiert wurden, und in D) mit LPS stimulierte Zellen,
deren PE-markierte Antikorper vor dem Firbevorgang mit IL-8 vorinkubiert wurden.

5.3. Stimulation mit LPS und Adrenalin

Die Stimulation neutrophiler Granulozyten mit LPS (100 ng/ml) und Adrenalin (5 x
10° M) zeigte, dass LPS in der Lage war, neutrophile Granulozyten zur Produktion
von IL-8 anzuregen (Abb. 48, rote Balken, p < 0,05), nicht aber zur Produktion von
IL-6 oder TNF-a (Daten nicht gezeigt). Die Stimulation mit Adrenalin in einer End-
konzentration von 5 x 10 M konnte keine messbare Produktion von Zytokinen indu-
zieren. Die scheinbare Inhibition der mit LPS stimulierten Zellen durch Adrenalin

erwies sich bei hoher Standardabweichung als nicht signifikant (p > 0,05). Adrenalin
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schien also weder auf unstimulierte Zellen noch auf mit LPS vorstimulierte neutro-

phile Granulozyten eine Wirkung beziiglich der Produktion von IL-8 zu haben.
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Abb. 48 zeigt den Anteil IL-8 produzierender Zellen nach Stimulation mit LPS (rote Balken) und
Adrenalin (rechte Hilfte des Diagramms). LPS fiihrt zur verstirkten Produktion von IL-8 durch
neutrophile Granulozyten (n = 8; p < 0,05). Adrenalin bewirkt keine signifikante Verinderung.
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6. Zusammenfassung der Ergebnisse

6.1. Signaltransduktion adrenerger Rezeptoren

Adrenalin induzierte in neutrophilen Granulozyten eine Erhohung der intrazellulédren
Konzentration des second messenger cAMP, der durch die Bindung von Adrenalin

an 3-Adrenozeptoren erklért werden kann.

Weder Adrenalin noch Noradrenalin waren in der Lage, in neutrophilen Granulo-
zyten einen Kalzium-Influx zu induzieren, wie er durch fMLP und IL-8 induzierbar
war. Dies kann als Hinweis dafiir gedeutet werden, dass auf neutrophilen Granulo-
zyten moglicherweise keine biologisch aktivierbaren ol-Adrenozeptoren vorhanden

sind.

6.2. Expression von Adhésionsmolekiilen

LPS erhohte die Expression der untersuchten Adhidsionsmolekiile CD15, CD44 und
CD54. Am deutlichsten war dies bei CD54 zu sehen; die Expression stieg unter dem

Einfluss von LPS kontinuierlich an, wihrend sie ohne LPS abfiel.

Adrenalin konnte in hochster eingesetzter Konzentration (10-3 M) nach mindestens
12-stiindiger Inkubation die Expression von CD44 gegeniiber unstimulierten Kon-
trollzellen steigern. Auch auf vorstimulierten Zellen schien CD44 durch Adrenalin
stimulierbar zu sein, wobei nur der durch die Hochstdosis von Adrenalin ausgeloste

Effekt signifikante Ausmalle annahm und das auch nur nach 12 Stunden.

Die Expression von CD54 auf unstimulierten Zellen lie sich ebenfalls nach min-
destens 12-stiindiger Inkubation durch hochdosiertes Adrenalin hochregulieren. Auf
vorstimulierten Zellen schien der durch Adrenalin vermittelte Effekt genau gegen-
sinnig zu sein. Hier inhibierte Adrenalin zumindest teilweise die durch LPS indu-

zierte Hochregulation der Expression von CD54.

6.3. Produktion von Zytokinen

Eine durchflusszytometrische Fiarbung von intrazelluldr vorliegenden Zytokinen auch

in neutrophilen Granulozyten wurde erfolgreich durchgefiihrt.
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Es konnte gezeigt werden, dass im gewdhlten Versuchsaufbau die Produktion von

IL-8, nicht aber von IL-6 und TNF-q, in Neutrophilen durch LPS induzierbar ist.

Adrenalin schien die Produktion von IL-8, IL-6 und TNF-o nicht zu beeinflussen.
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IV. Diskussion

1. Isolierung und Reinheit der neutrophilen Granulozyten

In den meisten verdffentlichten Untersuchungen iiber neutrophile Granulozyten wer-
den die Zellen mittels der Ficoll-Hypaque-Methode oder einer verwandten Methode
mit anschlieBender Dextransedimentation und hypotoner Lyse isoliert (z. B. Kalmar
et al., 1988; Hammond et al., 1995; Vulcano et al., 1998). Die Untersuchungen der
vorliegenden Arbeit ergaben jedoch, dass nach diesen Schritten neben Granulozyten
auch noch eine hohe Anzahl kontaminierender Zellen vorlag. Mit Hilfe der durch-
flusszytometrischen Analyse konnte gezeigt werden, dass es sich hierbei hauptsich-
lich um T-Lymphozyten handelte. Durch den Einsatz von magnetisierbaren Anti-
korpern, die spezifisch an das auf allen T-Lymphozyten vorhandene CD2 binden,
konnten die kontaminierenden Zellen aus der Priparation effektiv entfernt werden, so
dass die Reinheit der neutrophilen Granulozyten danach mit fast 95 % signifikant
hoher lag. Methodisch ist dieser zusétzliche Schritt unbedenklich, da die Behandlung
neutrophiler Granulozyten mit magnetisierbaren Antikorpern deutlich weniger Arte-
fakte verursacht als andere Methoden (Zahler et al., 1997). In den Versuchen wurden
ausschlieBlich Priparationen verwendet, in denen der Anteil der kontaminierenden
Monozyten unter 1 % lag. Dies war wichtig, da Monozyten in ihrer Funktionalitit
neutrophilen Granulozyten dhneln, die Effekte aber zum Teil in sehr viel stirkerem
Ausmal} zeigen. Es musste daher ausgeschlossen werden, dass die beobachteten
Ergebnisse auf eine Kontamination durch Monozyten zuriickzufiihren waren. Dem
gleichen Ziel diente auch die Methode der spezifischen fluoreszenzimmunologischen

Doppelfirbung.

Die Bestimmung der Reinheit der Neutrophilen-Préiparation in der CASY1-Appa-
ratur war fiir ein vorldaufiges Ergebnis ausreichend. Genauere Daten hierzu lieferte
die durchflusszytometrische Analyse, da durch die Verwendung spezifischer Anti-
korper die einzelnen Zellpopulationen exakt dargestellt werden konnen. Als Marker
fiir die Population der neutrophilen Granulozyten wurde dabei das Oberfldchen-
antigen CD66b gewihlt, ein Molekiil, welches auch von eosinophilen und basophilen
Granulozyten exprimiert wird. Da diese aber nur einen sehr geringen, vernach-
lassigbar kleinen Anteil der Gesamtpopulation der Granulozyten ausmachen, stellte

CD66b einen geeigneten Marker fiir diese Analyse dar. Als spezifischer Marker
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humaner Monozyten war CD14 hingegen nicht ideal, denn auch neutrophile Gra-
nulozyten tragen dieses Oberfldchenantigen (Haziot et al., 1993). Allerdings finden
sich auf den polymorphnukledren Leukozyten nur etwa 3 % der Anzahl CD14-
Molekiile, die auf Monozyten exprimiert sind (Antal-Szalmas et al., 1997). Da
neutrophile Granulozyten (in geringem Ausmal}) auch durch den CD14-spezifischen
Antikorper angefdarbt werden konnten, war der exakte Anteil an Monozyten in der
Priparation schwer auszumachen. Moglicherweise war die Verunreinigung durch

Monozyten noch geringer, als es die durchflusszytometrische Analyse zeigte.

2. Adrenozeptoren und deren intrazellulire Botenstoffe

In der Literatur ist sowohl die Anwesenheit von a-adrenergen Rezeptoren (Abraham
et al., 1999) als auch von B-Adrenozeptoren auf neutrophilen Granulozyten beschrie-
ben (Landmann et al., 1992; Benschop et al., 1997). Die Anzahl der ,-Rezeptoren
auf Neutrophilen wurde durch Studien mit Radioliganden bestimmt und liegt bei
etwa 900 pro Zelle (Galant et al., 1981). Dies ist in etwa die Anzahl Rezeptoren, die
auch auf T-Helfer-Zellen zu finden ist (Wahle et al., 2001).

Wihrend die Rolle von cAMP als second messenger in neutrophilen Granulozyten
allgemein als inhibitorisch beschrieben werden kann, ist dies fiir Kalzium anders. Die
Stimulation neutrophiler Granulozyten mit fMLP oder IL-8 fiihrt zu einem deut-
lichen Konzentrationsanstieg von Kalzium, der auch in der vorliegenden Arbeit be-
obachtet werden konnte. Generell muss Kalzium in neutrophilen Granulozyten eher

als stimulierender Botenstoff betrachtet werden (Schorr et al., 1999).

In dieser Arbeit konnte auf Stimulation mit Adrenalin oder Noradrenalin kein signi-
fikanter Kalzium-Einstrom festgestellt werden. In dhnlich durchgefiihrten Experi-
menten an neutrophilen Granulozyten konnte von Tintinger et al. festgestellt werden,
dass der Riickgang des durch klassische Stimuli induzierten Kalzium-Influx in
neutrophile Granulozyten durch Adrenalin stimulierbar ist (Tintinger et al., 2001),
die Konzentration von Kalzium-Ionen also schneller wieder auf den Ausgangswert
zuriickkehrt. Dies entspricht funktionell einer Hemmung des Botenstoffes Kalzium
und ist stringent mit den in dieser Arbeit gefundenen Ergebnissen, dass weder Ad-
renalin noch Noradrenalin in der Lage sind, einen Kalzium-Influx in neutrophile

Granulozyten zu induzieren.
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In der vorliegenden Arbeit wurde nach Inkubation mit Adrenalin ein Anstieg des
intrazellularen cAMP-Spiegels festgestellt. Verglichen mit T-Zellen ist sowohl der
basale als auch der stimulierte cAMP-Gehalt in Neutrophilen sehr viel niedriger. Die
Ursache hierfiir konnte eine defekte Bindung der a-Untereinheit der Adenylatcyclase
an die - und y-Untereinheiten aufgrund eines Uberschusses an freien B- und y-
Untereinheiten sein (Bokoch et al., 1987). Der Befund des ausbleibenden Ca**-Influx
lasst sich mit einem erhohten cAMP-Spiegel funktionell verkniipfen. Eine Erhthung
der Konzentration des prinzipiell inhibitorischen Botenstoffs cAMP zusammen mit
einer gleichbleibenden Konzentration des prinzipiell stimulierenden Botenstoffs Ca®
fiihrt in der Gesamtheit der intrazelluliren Vorginge zu einer Inhibierung der
Funktion von neutrophilen Granulozyten. Dies stimmt mit den Angaben aus der
Literatur gut iiberein. Adrenalin und Noradrenalin fithren zu einer Verminderung der
Produktion von Sauerstoffradikalen (Barnett et al., 1997), zu verminderter Phago-
zytosefidhigkeit und Chemotaxis, scheinen also neutrophile Granulozyten in ihrer

Aktivitdt grundsitzlich zu hemmen (Wenisch et al., 1996).

3. Expression von Adhisionsmolekiilen

Da die drei untersuchten Adhidsionsmolekiile unterschiedlichen Klassen von Ober-
flichenproteinen angehoren und unterschiedlich reguliert sein konnen, werden sie

zunéchst separat diskutiert.

3.1. CD1S5 auf neutrophilen Granulozyten

Das Oberfliachenprotein Lewis X Antigen (CD15) fungiert als prinzipieller Ligand
fiir Selektine und ist an einer Reihe von physiologischen und pathophysiologischen
Vorgingen beteiligt. So wird nach Knochenmarktransplantation eine erhohte Ex-
pression von CD15 auf neutrophilen Granulozyten gefunden (Masat et al., 1997),
was von den Autoren als Hinweis auf eine phédnotypisch eher unreife Zellpopulation
gedeutet wird. Bei der Differenzierung von neutrophilen Granulozyten zu Zellen, die
in vielen Charakteristika dendritischen Zellen gleichen, zeigt sich eine Abregulation
von CD15 und CD65s. Sie wird von einer Neoexpression der mit dendritischen

Zellen assoziierten Oberflichenmolekiile CD5, CD40, CD80, CD 86 und einer Reihe
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weiterer Molekiile begleitet (Oehler et al., 1998). Die Applikation von G-CSF als
therapeutische Mallnahme der Akuten Lymphatischen Leukdmie (ALL) resultiert in
einer verminderten Expression von CD15 auf neutrophilen Granulozyten (Zarco et
al., 1996), die Applikation bei gesunden Probanden hingegen in einer nur wenige
Stunden andauernden Elevation des CD15-Levels auf PMN (Hoglund et al., 1997).
CD15 scheint also bei der physiologischen Reifung neutrophiler Granulozyten be-

teiligt zu sein, die genauen Regulationsmechanismen sind aber unklar.

Die polymorphkernigen Leukozyten von Patienten, die unter Morbus Crohn leiden,
zeigen eine deutlich erhohte Expression von CD11b, wihrend L-Selektin, CD15 und
LFA-1 weder signifikant vermehrt noch vermindert sind (Brandt et al., 1998). Eben-
so exprimieren neutrophile Granulozyten von Patienten mit Sichelzellandmie zwar
vermehrt CD64, nicht aber CD11a, CD11b, CD11c, CD18, CD62L oder CD15
(Fadlon et al., 1998). Dies zeigt auch, dass die Expression verschiedener Adhisions-
molekiile auf neutrophilen Granulozyten durchaus differentiell moduliert sein kann
und damit Riickschliisse aus Beobachtungen der Regulation eines Oberflidchen-
molekiils auf die Regulation anderer Oberflichenmolekiile nicht oder nur schwer

moglich sind.

Bei Patienten mit allergischer Spiétreaktion besteht eine negative Korrelation der An-
zahl zirkulierender neutrophiler Granulozyten mit der Membranexpression von
CD15 (Asman et al., 1997) wihrend der allergischen Spitreaktion. Von den Autoren
wird ein von der Lunge sezernierter Faktor postuliert, der auf neutrophilen Granulo-
zyten die Aufnahme (Internalisation) oder das Abwerfen (Shedding) von CD15 in-
duziert. Dieser Vorgang konnte als negativer Feedback-Mechanismus verstanden
werden, der die Lunge vor einer Uberladung mit neutrophilen Granulozyten schiitzt
und vermehrt Neutrophile in die Zirkulation mobilisiert. Weiterhin wird die Ex-
pression von CDI15 auf neutrophilen Granulozyten im Verlauf von Pilzinfektionen
moduliert. Glucuronoxylomannan (GXM), ein Polysaccharid aus der Kapsel von
Cryptococcus neoformans, induziert eine Hochregulation von CD15 und CD11b auf
Neutrophilen (Dong et al., 1996). Da die Hochregulation von CD11b mit einer De-
granulation von neutrophilen Granulozyten assoziiert ist (Carlos et al., 1995), konnte
die gesteigerte Expression von CD15 und CD11b als Zeichen einer Aktivierung der

Neutrophilen interpretiert werden.
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In dieser Arbeit wurde eine deutliche Hochregulation der CD15-Expression nach Sti-
mulation durch Lipopolysaccharid (LPS) gefunden. Vergleichbar mit GXM aus der
Kapsel von Cryptococcus neoformans scheint also auch LPS als Bestandteil gram-
negativer Bakterienwédnde eine Aktivierung der ersten Abwehrlinie des unspezi-

fischen Immunsystems auszuldsen.

Im gewihlten Versuchsaufbau konnte kein signifikanter Effekt von Adrenalin auf
den Level der CD15-Expression von Neutrophilen beobachtet werden. Adrenalin-
induzierte Effekte konnten auch iiber die Interaktion mit anderen Zellen und damit
iiber Wechselwirkungen von Zytokinen vermittelt sein, ein direkter Effekt von
Adrenalin auf die Expression von CD15 oder auf das Abwerfen des Molekiils von
der Zelloberfliche scheint nach den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit jedoch

unwahrscheinlich.

3.2. CD44 auf neutrophilen Granulozyten

Der Hyaluronséurerezeptor CD44 ist an vielen wichtigen Vorgingen im Rahmen der
immunologischen Funktionen des Organismus beteiligt. Dennoch gibt es eine Reihe
von Untersuchungen, in denen die Expression von CD44 auf neutrophilen Granulo-
zyten unverdndert bleibt, wihrend andere Adhésionsmolekiile reguliert werden. So
findet man bei der rheumatoiden Arthritis eine erhohte Expression von CD44 im
synovialen Gewebe und eine erhohte Konzentration von l6slichem CD44 in der
Gelenkfliissigkeit (Haynes et al., 1991); damit gehen aber unverinderte Level von
sCD15, L-Selektin und CD44 auf neutrophilen Granulozyten einher (Bond et al.,
1997), was dafiir spricht, dass die Migration der PMN in die entziindete Synovialis
nicht oder nicht allein von diesen Adhésionsmolekiilen vermittelt wird (Youssef et
al., 1995). Fiir die akute und chronische Hypersensitivititsreaktion der Haut scheinen
P- und E-Selektine unerldsslich zu sein, wihrend CD44 anscheinend keine Rolle
spielt (Catalina et al., 1999). Neutrophile Granulozyten von Patienten, die an AIDS
erkrankt sind, zeigen reduzierte Level von CD11a und CD62L. Die Expression von
CD44 auf Neutrophilen von HIV-infizierten Patienten bleibt aber konstant, obwohl
sie auf CD4-Lymphozyten, CD8-Lymphozyten und Monozyten hochsignifikant fallt
(Hayes et al., 1999).
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Der Tumornekrosefaktor-a (TNF-o) reduziert die Expression von CD44, CDA43,
LAM-1 (Campanero et al., 1991) und CD53 (Mollinedo et al., 1998) iiber eine oder
mehrere endogene Proteasen, obwohl die untersuchten Molekiile unterschiedlichen
Klassen von Adhédsionsmolekiilen angehoren. Da TNF-a gleichzeitig die Expression
von [,-Integrinen auf Neutrophilen hochreguliert (Lo et al., 1989), wird erneut
deutlich, dass Adhisionsmolekiile einer Zellpopulation keineswegs gleichsinnig re-
guliert sein miissen. Erst die differentielle Regulation der Oberfldchenproteine kann
den komplexen Vorgang der Migration und das Auffinden der Zielgewebe von unter-

schiedlichen Leukozytenpopulationen gewéhrleisten.

Auch Medikamente konnen die Expression von Oberfldchenproteinen auf Neutro-
philen regulieren. Aceclofenac, ein nichtsteroidales Antiphlogistikum, induziert ei-
nen deutlichen Abfall der Expression von L-Selektin, wihrend die Expression von
CD11a, CD31 und CD44 unbeeinflusst bleibt (Gonzalez-Alvaro et al., 1996). Andere
antiinflammatorische Substanzen (darunter Acetylsalicylsdure als pharmakologischer
Wirkstoff sowie Cortisol und TGF-$ als korpereigene Substanzen) und Immun-
suppressiva wie Methotrexat und Cyclosporin A sind aber sehr wohl in der Lage, die
Expressionsdichte von CD44, CD11a/CDI18 und CD11c/CD18 auf neutrophilen
Granulozyten zu reduzieren (Zak-Nejmark et al., 1998). Von den Autoren wird dies,
zusammen mit der durch die Substanzen erniedrigten Antwortbereitschaft neutro-
philer Granulozyten auf chemotaktische Stimuli, als wichtiger Mechanismus der an-
tiinflammatorischen Medikamente gesehen. Beide Effekte vermindern die Migration
zirkulierender Zellen in die Gewebe und verhindern so die Akkumulation immun-

kompetenter Zellen an den Orten der inflammatorischen Reaktion.

Einige Forschungsergebnisse der letzten Jahre betonen in ihrer Gesamtheit die Be-
deutung von CD44. Der Hyaluronsdurerezeptor ist beispielsweise in der Lage, die
primdre Adhédsion zwischen T-Lymphozyten und dem Endothel zu vermitteln,
welches Hyaluronsdure in hohem Mafle exprimiert (DeGrendele et al., 1996). Des
Weiteren ist CD44 ein wichtiger Regulator bei der Phagozytose von apoptotischen
Neutrophilen durch Makrophagen und spielt damit eine bedeutende Rolle wéhrend
der Entwicklung eines inflammatorischen Prozesses (Hart et al., 1997). Durch mono-
klonale Antikorper gegen CD44 ldsst sich aber auch die Phagozytose von Bakterien
(Moffat et al., 1996) bzw. die Lyse anderer Zellen in der ndheren Umgebung (Pericle
et al., 1996) durch neutrophile Granulozyten blockieren. Insofern besitzt CD44 also

bei phagozytotischen Vorgingen sowohl von Makrophagen als auch von Neutro-
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philen eine grole Bedeutung. Hyaluronsédure als primérer Ligand fiir CD44 konnte
CD44 tragenden Zellen, insbesondere Monozyten und Neutrophilen, signalisieren,
dass sie die Zirkulation verlassen haben und sich nun im Gewebe befinden. Als Ant-
wort darauf wiirden die Zellen dann mit Phagozytose oder der Sekretion zyto-

toxischer Substanzen reagieren.

Die Ergebnisse aus der vorliegenden Arbeit zeigen, dass sowohl LPS als auch Ad-
renalin in der Lage sind, die Expression von CD44 auf neutrophilen Granulozyten zu
modulieren. Die durch LPS induzierte Hochregulation von CD44 kann man als
unspezifischen Aktivierungsprozess im Rahmen bakterieller Infektionen begreifen.
Dazu passt, dass TNF-a als proinflammatorisches Zytokin in der Lage ist, die Ex-
pression von CD44 zu verstirken (Campanero et al., 1991) und dass CD44 zur Pha-
gozytose von Bakterien durch neutrophile Granulozyten (Moffat et al., 1996) sowie
zur Clearance apoptotischer Neutrophiler (Takazoe et al., 2000) unerlésslich ist. Die
Wirkung von Adrenalin in diesem Zusammenhang ist schwieriger zu interpretieren.
Adrenalin ist in der Lage, die Expression von L-Selektin auf Monozyten zu stimu-
lieren, obwohl eine Adrenalin-Stimulation im Prinzip eher in einer Inhibition von
Adhisionsmolekiilen resultiert (Rainer et al., 1999). Wenn man in Betracht zieht,
dass die beobachtete Hochregulation der CD44-Expression nur bei einer mindestens
12 Stunden andauernden Konzentration von 10~ M auftrat, so wird die Interpretation
einfacher: Solche Bedingungen konnen in seltenen Fillen an lokal stark begrenzten
Orten intensivster inflammatorischer Aktivitit auftreten. In diesen Fillen wiirde aber
eine Stimulation neutrophiler Granulozyten zu Phagozytose und Lyse durch erhohte
CD44-Expression (Moffat et al., 1996; Pericle et al., 1996) auch physiologisch

,,sinnvoll* sein.

3.3. (D54 auf neutrophilen Granulozyten

CD54 (ICAM-1) ist ein Adhisionsmolekiil der Immunglobulinsuperfamilie und fun-
giert als Ligand fiir verschiedene Integrine (LFA-1, Mac-1). Es wird in erster Linie
auf Endothelzellen exprimiert und ist in dem von Eugene Butcher vorgeschlagenen
3-Schritte-Modell der Interaktion zwischen Leukozyten und Endothelzellen im
dritten Schritt, der festen Bindung zwischen Leukozyt und Endothelzelle mit an-

schlieBender Extravasation, von entscheidender Bedeutung (Butcher, E. C.; 1991).
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CD54 wird von Endothelzellen konstitutiv exprimiert und im Stadium der akuten
Inflammation deutlich hochreguliert (Dustin et al., 1986). Appliziert man Mé&usen
Lipopolysaccharid (LPS), so reagieren diese unter anderem mit einer deutlich er-
hohten Permeabilitdt des Kapillarbettes fiir Albumin und mit anschlieBender neutro-
philer Infiltration des Lungengewebes, was als Modell fiir das akute Lungenversagen
(ARDS) dienen kann. Miuse, denen die Gene fiir CD54 und P-Selektin fehlen, schei-
nen nach systemischer Gabe von LPS trotz einer erhohten Anzahl zirkulierender
neutrophiler Granulozyten vor dem vaskuldr bedingten Verlust von Albumin und
dem Ubertritt von Neutrophilen in das Lungengewebe geschiitzt zu sein. Eine
mogliche Erkldrung fiir diese Beobachtung ist, dass Neutrophile in Abwesenheit von
CD54 und P-Selektin keine feste Bindung mehr mit den Endothelzellen eingehen
konnen und die Verweildauer in den marginalen GefidB8bereichen dadurch so verkiirzt
wird, dass eine Extravasation nicht mehr moglich ist (Kamochi et al., 1999). Neben
der Extravasation von Neutrophilen im Verlauf eines inflammatorischen Geschehens
scheint aber auch der Prozess der Wundheilung auf die Expression von CD54 an-
gewiesen zu sein. Die Wundheilung bei Miausen, denen das Gen fiir CD54 fehlt,
verlduft deutlich langsamer als die Wundheilung bei Wildtyp-Miausen (Nagaoka et
al., 2000). Auch dafiir ist wohl die gestorte Interaktion zwischen Endothelzellen und

Leukozyten der Hauptfaktor.

Die Erkenntnis, dass CD54 nicht nur mit Adhisionsmolekiilen von neutrophilen Gra-
nulozyten reagiert, sondern auch selbst auf deren Zelloberfliche exprimiert wird, ist
relativ neu und konnte bislang im Kontext der Interaktion von Neutrophilen mit
anderen Zellen nicht zufriedenstellend interpretiert werden. Der Level von CD54 auf
ruhenden polymorphkernigen Leukozyten ist niedrig, kann aber durch eine Stimu-
lation mit fMLP signifikant erhoht werden (Wawrick et al., 1989). Die Neutrophilen
von Patienten unter chemotherapeutischer Behandlung zeigen nach der wiederholten
Gabe von G-CSF deutlich erhohte CD54-Level (Spiekermann et al., 1994). Auch die
Stimulation der Zellen mit TNF-o oder LPS fiihrt zu einer deutlich erhohten Ex-
pression von CD54 auf Neutrophilen, welche mit einer Aggregation und Ver-
klumpung von neutrophilen Granulozyten einhergeht. Die Zugabe von spezifischen
Antikorpern gegen CD54 ist in der Lage, diese Selbstaggregation zu verhindern.
CD54 konnte also bei der Interaktion zwischen neutrophilen Granulozyten unter-

einander eine wichtige Rolle spielen und die im Rahmen der systemisch-
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inflammatorischen Reaktion (SIRS) beobachtete Verklumpung polymorphkerniger
Leukozyten vermitteln (Wang et al., 1997).

In dieser Arbeit konnten die Ergebnisse beziiglich der CD54-Expression nach
Stimulation mit LPS bestitigt werden. Es zeigte sich eine deutliche Hochregulation
der Expression von CD54 auf Neutrophilen. Im Sinne einer proinflammatorischen
Reaktion ist dieses Ergebnis leicht zu interpretieren. Von besonderem Interesse ist
sicherlich der Befund, dass in den vorgenommenen Untersuchungen Adrenalin in
hochphysiologischer Konzentration in der Lage zu sein schien, die durch LPS ver-
mittelte Hochregulation zumindest teilweise zu antagonisieren. Als Mechanismus zur
Regulation der Expression von CD54 auf neutrophilen Granulozyten kommt neben
der Modulation der Neusynthese auch das Abwerfen (Shedding) von vorhandenen
CD54-Molekiilen in Frage. Die zweite Moglichkeit, also das Shedding von bereits
exprimiertem CD54, wird auch durch die Beobachtung unterstiitzt, dass akute
korperliche Anstrengung die Konzentration von 10slichem CD54 im Serum
signifikant erhoht. Da dieser Effekt durch die Blockade PB-adrenerger Rezeptoren
inhibierbar ist, scheint die Stimulation -adrenerger Rezeptoren direkt oder indirekt
in einem Shedding von CD54 zu resultieren (Rehman et al., 1997). Fiir das Ad-
hisionsmolekiil L-Selektin wird beschrieben, dass die Stimulation nozizeptiver Re-
zeptoren in vivo zu einem Abwerfen von L-Selektin von Neutrophilen fiihrt und eine
bestehende Entziindung eines Gelenkes dadurch in ihrem Fortschreiten gehindert
wird (Strausbaugh et al., 1999). Der Mechanismus des Shedding konnte auch fiir die
in dieser Arbeit gefundene Abregulation der Expression von CDS54 auf vor-
stimulierten Zellen verantwortlich sein. Es bleibt jedoch offen, warum in vitro fiir
diesen Effekt eine Vorstimulation mit LPS notig zu sein scheint, wihrend dies bei
den Versuchen in vivo nicht der Fall war. Hier sei die Vermutung erlaubt, dass im
Organismus aufgrund der stindig stattfindenden Auseinandersetzung mit der po-
tentiell pathogenen Umwelt immer ein gewisses Mal} an ,,Grundaktivierung® vor-

liegt.

4. Zytokin-Freisetzung durch neutrophile Granulozyten

Die durchflusszytometrische Darstellung von intrazelluldren Zytokinen bei gleich-

zeitiger Fiarbung spezifischer Oberfldchenantigene ist eine relativ neue Methode, die
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es erlaubt, die Verbindung zwischen detektiertem Zytokin und Zytokin-pro-
duzierender Zelle zweifelsfrei herzustellen. Sie ermoglicht daher auch die Identi-
fikation von Subpopulationen Zytokin-produzierender Zellen ohne physikalische
Separation derselben (Prussin et al., 1995; Vikingsson et al, 1994; Jung et al., 1993).
Das Ausgangsmaterial kann Vollblut sein (Marshall et al., 1997), das mit Heparin
oder Zitrat ungerinnbar gemacht wurde (Mascher et al., 1999). Es kann aber auch das
Knochenmark als Ausgangsmaterial dienen (Tayebi et al., 1999). Bislang wurde vor
allem die Zytokin-Produktion von Lymphozyten und Monozyten bzw. Makrophagen
untersucht (Assenmacher et al., 1994). Zur Thematik der Doppelfarbung in neutro-
philen Granulozyten beschreibt eine Publikation die Detektion sogenannter ANCAs
(anti-neutrophil cytoplasmic autoantibody), welche intrazelluldr vorliegen (Yang et

al., 1994).

Die Zytokin-Produktion von neutrophilen Granulozyten ist ein kontrovers dis-
kutiertes Gebiet der Immunologie. An einem Ende des Spektrums steht die These,
dass neutrophile Granulozyten mit der Ausnahme von IL-8 iiberhaupt nicht zur
Produktion von Zytokinen fihig sind (Altstaedt et al., 1996). Am anderen Ende des
Spektrums steht die Auffassung, nach der neutrophile Granulozyten eine Schliissel-
rolle in der Modulation der Immunantwort durch differentielle Sekretion ver-
schiedener Zytokine einnehmen (Cassatella, M. A., 1995). Tatsédchlich erscheinen
immer mehr Befunde zur Produktion von Zytokinen durch Neutrophile. Fiir folgende
Zytokine gibt es mehr als einen publizierten Befund: IL-1 (Lloyd et al., 1992;
Malyak et al., 1994), IL-1ra (Malyak et al., 1994; McColl et al., 1992), IL-6 (Lloyd
et al., 1992; Melani et al., 1993), IL-8 (Strieter et al., 1992; Fujishima et al., 1993),
IL-10 (Cassatella, M. A., 1998; Niiro et al., 1997), IL-12 (Bliss et al., 1999;
Petrofsky et al., 1999), TGF- (Grotendorst et al., 1989), TNF-a (Bazzoni et al.,
1991; Haziot et al., 1993). Damit muss man sagen, dass die momentan vor-
herrschende wissenschaftliche Meinung eher die These ist, dass neutrophile Granulo-

zyten zur Synthese sehr vieler Zytokine in der Lage sind.

Auch zur Regulation der Synthese gibt es eine stindig steigende Anzahl von Publi-
kationen. Ahnlich wie bei den Adhisionsmolekiilen sind es sowohl physiologische
als auch pathophysiologische Vorginge, die als modulierende Faktoren beschrieben
werden. RS-Viren sind in der Lage, die Produktion von IL-6 und IL-8 in neutro-
philen Granulozyten zu stimulieren, obwohl sie die Produktion von reaktiven Sauer-

stoffspezies inhibieren (Arnold et al., 1994). Auf die Stimulation mit Antigenen von
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Toxoplasma gondii reagieren Neutrophile mit der Produktion von IL-12, TNF-q,
MIP-1o und MIP-1 (Bliss et al., 1999), auf Stimulation mit einem Zellwandprotein
von Candida albicans mit der Freisetzung von TNF-o und IL-6 (Torosantucci et al.,
1997). Fiir das bakterielle Peptid fMLP ist sowohl eine stimulierende als auch eine
inhibierende Wirkung beschrieben (Vulcano et al., 1998).

Die verwirrende Vielfalt der von Neutrophilen produzierten Zytokine kann in einem
von Marco Cassatella (Cassatella, M. A., 1995) vorgeschlagenen Modell vereinfacht
dargestellt werden: In einer Frithphase regt LPS neutrophile Granulozyten zur Pro-
duktion von TNF-a, IL-1f und IL-8 an. Dadurch werden vermehrt neutrophile Gra-
nulozyten rekrutiert. AuBerdem fithren diese drei Zytokine iiber autokrine und para-
krine Mechanismen zu einer anhaltenden Stimulation anwesender neutrophiler Gran-
ulozyten, die dadurch gegeniiber einer erneuten LPS-Stimulation schon vorstimuliert
sind. So kommt es in der Spétphase zur vorherrschenden Produktion groer Mengen
von IL-8. Die Reaktion der Frithphase ist durch IL-10 inhibierbar. Andererseits
resultiert die Anwesenheit von IFN-y wihrend der frithen LPS-Stimulation in einer
spiaten IL-8-Produktion, die gegeniiber der IL-8-Produktion nach alleiniger LPS-
Stimulation noch erhoht ist. Also wiirde die Immunantwort von neutrophilen Gra-
nulozyten auf LPS-Stimulation davon abhingen, ob IFN-y oder IL-10 das inter-
stitielle Milieu beherrscht. IFN-y gehort zum Zytokinmuster der Tyl-Zellen (IL-2,
IFN-vy und Lymphotoxin), wihrend IL-10 zum Zytokinmuster der Ty2-Zellen passt
(IL-4, IL-5 und IL-10). Damit wire dann die Aktivitdt neutrophiler Granulozyten (als
Teil des unspezifischen Immunsystems) im Rahmen eines inflammatorischen Ge-
schehens noch enger mit der spezifischen Immunitét verbunden als es bislang ange-
nommen wurde. In dieser Sichtweise konnen Neutrophile dann nicht mehr nur als
Teil des efferenten Schenkels der Immunantwort gesehen werden, sondern miissen

als richtungsweisender Teil auch des afferenten Schenkels gelten.

In der vorliegenden Arbeit konnte nach LPS-Stimulation die Produktion von IL-8 in
neutrophilen Granulozyten mittels fluoreszenzimmunologischer Doppelfirbung
nachgewiesen werden, nicht aber die Produktion von TNF-o oder IL-6. Damit sind
die Befunde konsistent mit dem Ergebnis von Altstaedt (Altstaedt et al., 1996) und
der These, dass neutrophile Granulozyten ausschlieBlich IL-8 produzieren, wider-
sprechen aber einer Vielzahl anderer Befunde (Cassatella, M. A., 1995). Die be-

obachteten Unterschiede lassen sich prinzipiell durch drei Griinde erkliren.
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Erstens ist die Funktionstiichtigkeit der angewandten Methode der zytoplasmatischen
Doppelfiarbung (Jung et al., 1993) fiir den Einsatz in neutrophilen Granulozyten noch
nicht ausreichend belegt. Die erfolgreich durchgefiihrte Farbung von IL-8 spricht
zwar sehr dafiir, dass hierbei keine prinzipiellen Hindernisse existieren, eventuell
spielen aber bei dem Nachweis anderer Zytokine zusitzliche, bisher nicht identi-
fizierte Faktoren eine Rolle. Zu denken wire beispielsweise an intrazellulir statt-
findende Modifikationen auf Proteinebene, die die Spezifitit der verwendeten Anti-

korper erst extrazelluldr zur Geltung kommen lassen wiirden.

Zweitens basiert die iiberwiegende Mehrzahl der erhobenen Befunde auf Methoden,
die zwar Zytokine sehr sensitiv nachzuweisen imstande sind, von ihrer Spezifitit her
gegeniiber der Doppelfirbung aber weit zuriickfallen. Wenn mit Kulturiiberstinden
ein ELISA durchgefiihrt wird oder mit der mRNA aus Zell-Lysaten eine Northern-
Analyse, so ldsst sich nicht feststellen, ob die beobachteten Ergebnisse tatsdchlich
auf Neutrophile oder aber auf kontaminierende Zellen, in erster Linie auf
Monozyten, zuriickzufithren sind. Obwohl der Prozentsatz der kontaminierenden
Monozyten meist unter einem Prozent liegt, kann diese Moglichkeit nicht komplett
ausgeschlossen werden, da neutrophile Granulozyten im Verhéltnis zu Monozyten
und Makrophagen vermutlich nur sehr geringe Mengen von Zytokinen produzieren.
Bei einem Mengenverhiltnis des produzierten Produktes von 1:200 (nach Cassatella
et al., 1995) kann schon eine Verunreinigung von weniger als 1 % fiir ein be-

obachtetes Ergebnis verantwortlich sein.

Drittens konnen exogene Faktoren wie die Kulturbedingungen oder die Dosis der
LPS-Stimulation fiir die beobachteten Widerspriiche urséchlich sein. In dieser Arbeit
wurde fiir die Stimulation eine Dosis von 100 ng/ml LPS verwendet. Diese kann im
Organismus unter seltenen Bedingungen noch auftreten. In anderen Publikationen
wurde die Dosis teilweise bis auf 100 pg/ml erhoht (Mianji et al., 1996). Es bleibt
fraglich, ob Effekte, die unter solchen Bedingungen beobachtet wurden, im humanen

System von Bedeutung sein kdnnen.

Die Stimulation von neutrophilen Granulozyten mit Katecholaminen liel in dieser
Arbeit keine Auswirkungen auf die Zytokin-Produktion erkennen. In der Literatur
wird nach adrenerger Stimulation neutrophiler Granulozyten sowohl eine Hoch-
regulation von TNF-o0 mRNA (Abraham et al., 1999) als auch eine Abregulation

derselben berichtet (Bergmann et al., 1999). Bislang finden sich aber nur sehr wenig
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publizierte Erkenntnisse zu dieser Thematik. In einer Arbeit konnte gezeigt werden,
dass Adrenalin und Noradrenalin in der Lage sind, die Produktion von IL-1 zu in-
hibieren (Koff et al., 1986); allerdings handelte es sich bei den untersuchten Zellen
um Monozyten und nicht um Neutrophile. Uber die Modulation der IL-8-Produktion
durch Katecholamine gibt es nur eine Verdffentlichung, in der B-adrenerge Stimu-
lation die IL-8 Produktion verstirkt; diese Arbeit bezieht sich allerdings auch auf
Monozyten (Kavelaars et al., 1997). Insofern ldsst sich trotz der erwihnten Un-
sicherheiten, die sich vor allem durch Schwierigkeiten in der Methodik ergeben,
postulieren, dass Katecholamine ihre immunmodulatorischen Effekte auf neutrophile
Granulozyten hauptsichlich iiber veridnderte Funktionsmerkmale wie Produktion re-
aktiver Sauerstoffspezies, Chemotaxis und Phagozytose ausiiben. Weiterhin bewir-
ken sie eine verdnderte Expression von Adhédsionsmolekiilen (Ergebnisse dieser

Arbeit), aber vermutlich keine Modulation der Zytokin-Produktion.

5. Katecholamine und neutrophile Granulozyten

Die Kernpunkte der Wechselwirkungen zwischen Katecholaminen und neutrophilen
Granulozyten sind Beobachtungen iiber ihre Funktionstiichtigkeit in Hinblick auf
Phagozytose, Produktion von Sauerstoffradikalen und Chemotaxis. Adrenalin und
Noradrenalin fithren zu einer Verminderung der Produktion von Sauerstoffradikalen
(Barnett et al., 1997) sowie zu verminderter Phagozytosefdhigkeit und Chemotaxis,
scheinen also neutrophile Granulozyten in ihrer Aktivitdt grundsitzlich zu hemmen
(Wenisch et al., 1996). Dieser Effekt ist durch Adenosin potenzierbar (Bazzoni et al.,
1991), die genauen Mechanismen hierfiir sind aber noch unklar. Es gibt jedoch eine
Reihe von relativ neuen Befunden, die dafiir sprechen, dass die Suppression inflam-
matorischer Effekte von Neutrophilen iiber 3-Adrenozeptoren und cAMP vermittelt
wird (Tecoma et al., 1986; Weiss et al., 1996). Es gilt als gesichert, dass der second
messenger cCAMP in Neutrophilen vor allem inhibierend wirkt (Korchak et al., 1984;
Daniels et al., 1993), was aber nur als grobe Richtung verstanden werden kann. Eine
Erhohung der cAMP-Konzentration bewirkt z. B. generell eine herabgesetzte Che-
motaxis, welche jedoch nur gegeniiber ganz bestimmten Stimuli voll ausgepragt ist

(Harvath et al., 1991).
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Auf der Rezeptorebene werden fiir beobachtete Effekte auf Leukozyten sowohl o-
adrenerge (Abraham et al., 1999) als auch B-adrenerge (Landmann et al., 1992;
Benschop et al., 1997) Mechanismen verantwortlich gemacht. Wihrend die Rolle
von cAMP als second messenger in neutrophilen Granulozyten allgemein als
inhibitorisch beschrieben werden kann, ist dies fiir Kalzium anders. Die Stimulation
neutrophiler Granulozyten mit fMLP oder IL-8 fiihrt zu einem deutlichen Konzen-
trationsanstieg von Kalzium, der auch in der vorliegenden Arbeit beobachtet werden
konnte. Generell muss Kalzium in neutrophilen Granulozyten eher als stimulierender
Botenstoff betrachtet werden (Schorr et al., 1999). So ist beispielsweise die IL-8-
Produktion in polymorphkernigen Leukozyten von Kalzium abhingig (Kuhns et al.,
1998), und fiir den Prozess der Migration sind Kalzium-Ionen unerldsslich (Kuijpers

et al., 1992).

In dieser Arbeit konnte auf Stimulation mit Adrenalin oder Noradrenalin kein
signifikanter Kalzium-Einstrom festgestellt werden. In dhnlich durchgefiihrten Ex-
perimenten an neutrophilen Granulozyten konnte von Tintinger et al. festgestellt wer-
den, dass der Riickgang des durch klassische Stimuli induzierten Kalzium-Influx in
neutrophile Granulozyten durch Adrenalin stimulierbar ist (Tintinger et al., 2001),
die Konzentration von Kalzium-Ionen also schneller wieder auf den Ausgangswert
zuriickkehrt. Dies entspricht funktionell einer Hemmung des Botenstoffes Kalzium.
Die in dieser Arbeit gefundenen Ergebnisse, dass weder Adrenalin noch Nor-
adrenalin in der Lage sind, einen Kalzium-Influx in neutrophile Granulozyten zu
induzieren, konnten bestiitigt werden. Der Befund des ausbleibenden Ca”**-Influx
lasst sich mit einem erhohten cAMP-Spiegel funktionell verkniipfen. Eine Erhhung
der Konzentration des prinzipiell inhibitorischen Botenstoffs cAMP zusammen mit
einer gleichbleibenden Konzentration des prinzipiell stimulierenden Botenstoffs Ca®
fiihrt in der Gesamtheit der intrazelluliren Vorgédnge zu einer Inhibierung der
Funktion von neutrophilen Granulozyten. Dazu passt auch die Beobachtung, dass
Adrenalin in der Lage zu sein scheint, eine durch LPS ausgeloste Expression von
CD54 zumindest teilweise zu antagonisieren. Die Wirkung von Adrenalin auf neutro-

phile Granulozyten wére also eher antiinflammatorisch.

Mehrfach wurde als Antwort auf adrenerge Stimulation eine verminderte Adhérenz
von Leukozyten an Endothelzellen beobachtet (Benschop et al., 1993; Carlson et al.,
1996), die aber nicht auf eine verdnderte Expression von LFA-1, VLA-4, ICAM-1
oder VCAM-1 zuriickzufiihren ist (Carlson et al., 1996). Moglicherweise ist dafiir
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eine verminderte Expression von L-Selektin auf Neutrophilen verantwortlich, wie sie
nach der Applikation von Isoproterenol beobachtet werden kann (Mills et al., 1997).
Maximale korperliche Anstrengung fiihrt zur Mobilisierung von neutrophilen Gra-
nulozyten, welche ebenfalls eine verminderte Expression von L-Selektin aufweisen
(van Eeden et al., 1999). Ein moglicher Mechanismus fiir die durch Katecholamine
verminderte Adhidrenz wire die Stimulation B-adrenerger Rezeptoren, die in einer
Erhohung der intrazelluldren Konzentration von cAMP resultiert (Gemsa et al., 1975;
Derian et al., 1995). Ein erhohter Level von cAMP geht in vorstimulierten Zellen mit
einer verminderten Expression der Adhésionsmolekiile Mac-1 (Bloemen et al.,
1997), E-Selektin und VCAM-1 (Fortenberry et al., 1997) einher. Also konnte die
Stimulation P-adrenerger Rezeptoren iiber den second messenger cAMP zu einer
verminderten Expression von bestimmten Oberflidchenproteinen, z. B. Mac-1 oder E-
Selektin, und damit zu einer verminderten Adhidrenz an das Endothel betroffener
Organe fithren. Allgemeiner ausgedriickt konnte die Stimulation adrenerger
Rezeptoren auf neutrophilen Granulozyten zu einem verdnderten Muster von Ad-
hisionsmolekiilen fithren, wodurch wiederum das Migrationsverhalten der Zellen
beeinflusst werden konnte. Katecholamine konnten so ihre regulatorische Funktion

auf die Verteilung von neutrophilen Granulozyten im Organismus ausiiben.

Dieses Modell ldsst sich auch auf die in dieser Arbeit gefundenen Ergebnisse iiber-
tragen. Adrenalin war in der Lage, den intrazelluldren Level von cAMP signifikant
anzuheben. Dies steht im Einklang mit den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen
(z. B. Tintinger et al., 2001). Gleichzeitig resultierte die Inkubation vorstimulierter
neutrophiler Granulozyten mit Adrenalin in einer Inhibition der durch LPS
induzierten erhohten Expression von CD54. Um die Verkniipfung zwischen beiden
Befunden herzustellen, miissten weitere Versuche unternommen werden, in denen
ein Inhibitor des second messenger cAMP auch den Effekt von Adrenalin auf die

Expression der Oberfldachenproteine antagonisieren miisste.

Die gesteigerte Expression von CD44 und CD54 fiigt sich nur schwer in dieses Bild.
Es kann spekuliert werden, dass die lang anhaltende (mindestens zwolfstiindige)
Inkubation mit Adrenalin in der hohen Konzentration von 10~ M in einer leichten o-
adrenergen Stimulation resultieren konnte, die dann aktivierende Effekte auslosen
wiirde. Dazu passen experimentelle Befunde, die in PMN nach Stimulation mit
positiv inotropen Substanzen eine vermehrte Produktion reaktiver Sauerstoffradikale

feststellten (Burns et al., 1997), was allerdings in einer Vielzahl von Experimenten
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nicht bestitigt werden konnte (Wenisch el al., 1996; Davis et al., 1991; Bazzoni et
al., 1991).

Beziiglich der Produktion von Zytokinen sind die in der Literatur beschriebenen
Befunde extrem widerspriichlich. Hier wird nach adrenerger Stimulation sowohl eine
Hochregulation von TNF-oc mRNA (Abraham et al., 1999) als auch eine Ab-
regulation derselben berichtet (Bergmann et al., 1999). Beziiglich IL-6 findet man
nach submaximaler korperlicher Belastung zwar einen erhohten Level, es ist aber
offen, welche Zellpopulation hierfiir hauptsdchlich verantwortlich sein konnte. Dies
mag auch daran liegen, dass die Zytokin-Produktion von Neutrophilen an sich noch

ein strittiges Thema ist und genauerer Untersuchungen bedarf.

Alle beobachteten Effekte traten nur bei sehr hohen (suprapharmakologischen)
Dosen von Adrenalin auf. Daher muss auch die Mdglichkeit in Betracht gezogen
werden, dass moglicherweise Abbauprodukte des verwendeten Adrenalins eine Rolle
spielen konnten. Auf der anderen Seite ist die Situation in vivo komplexer. Zellen in
der ndheren Umgebung sympathischer Nervenfasern sind einer bunten Mixtur von
Neurotransmittern ausgesetzt. Es konnte gezeigt werden, dass beispielsweise Adeno-
sin den Effekt von Katecholaminen auf neutrophile Granulozyten potenziert
(Bazzoni et al., 1991). Daher ist es moglich, dass in vivo aufgrund der komplexen
Rahmenbedingungen bereits wesentlich niedrigere Konzentrationen von Katechol-

aminen ausreichen, um signifikante Effekte auf Zielzellen hervorzurufen.

Zusammenfassend wire Adrenalin also in der Lage, je nach Aktivititsgrad der Ziel-
zelle, neutrophile Granulozyten entweder in ihrer Aktivitit zu hemmen und {iber-
schieBende Reaktionen zu verhindern (verminderte CDS54-Expression auf vorsti-
mulierten Neutrophilen, erhohte cAMP-Konzentration, gleichbleibende Ca**-Kon-
zentration) oder eine moderate Erhohung der Aktivitdt herbeizufiihren (erhohte
CD44- und CD54-Konzentration auf unstimulierten neutrophilen Granulozyten), um
eine Entziindungsreaktion erst in Gang zu bringen und die Migration neutrophiler

Granulozyten in betroffene Gewebe zu erleichtern.
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V. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden unstimulierte und vorstimulierte neutrophile
Granulozyten aus dem Blut gesunder Spender mit Adrenalin und Noradrenalin
inkubiert. Auf der Ebene der Signaltransduktion adrenerger Rezeptoren wurden die
intrazellulire cAMP-Konzentration und der Kalzium-Influx nach Inkubation mit
Adrenalin gemessen. Auflerdem wurde die Expression der drei Adhédsionsmolekiile
CD15, CD44 und CD54 (ICAM-1) sowie die Produktion der drei Zytokine IL-6, IL-

8 und TNF-o untersucht.

Auf der intrazelluldren Ebene induzierte Adrenalin ein Erhohung der Konzentration
des second messenger cAMP und keine signifikante Verinderung der Konzentration
freier Ca”*-Ionen. Dies konnte als Hinweis gedeutet werden, dass B-Adrenozeptoren
auf neutrophilen Granulozyten vorhanden und funktionell aktiv sind, nachgewiesene
a-Adrenozeptoren jedoch eher von untergeordneter Bedeutung sind. Da in Neutro-
philen Ca®* als proinflammatorisch und cAMP als antiinflammatorisch gilt, sind
diese beiden Ergebnisse untereinander stringent. Sie fiigen sich gut in den wissen-
schaftlichen Kontext, in dem Adrenalin auf neutrophile Granulozyten eher einen in-

hibierenden als einen stimulierenden Einfluss ausiibt.

Nach LPS-Stimulation konnte eine Hochregulation aller untersuchten Ober-
flachenproteine sowie eine Neosynthese des CXC-Chemokins IL-8 festgestellt wer-
den, letzteres mit Hilfe einer fluoreszenzimmunologischen Doppelfirbung. Die er-
hohte Expression der drei untersuchten Adhisionsmolekiile kann als proin-
flammatorisches Ereignis im Rahmen der Immunantwort gesehen werden, denn sie
erleichtert das Ubertreten von neutrophilen Granulozyten in infizierte Gewebe. Auch
die Produktion von IL-8 durch Neutrophile lésst sich als proinflammatorisches Ge-
schehen interpretieren, da IL-8 als CXC-Chemokin in der Lage ist, weitere poly-
morphkernige Leukozyten zu rekrutieren. In der Anfangsphase einer Immunantwort

ist ein solcher positiver Feedback-Mechanismus physiologisch durchaus ,,sinnvoll*.

Adrenalin in sehr hoher Dosis bewirkte eine leichte Stimulation der Expression von
CD44. Da CD44 fiir den Vorgang der Phagozytose unerlésslich ist, kann dies als ein
die Phagozytose stimulierender Effekt gesehen werden. Auch die Expression von
CD54 lieB sich durch Adrenalin in hoher Konzentration nach 12-stiindiger Inku-

bation stimulieren. Man konnte vermuten, dass die erhohte Expression von CD54
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durch Adrenalin den Ubertritt neutrophiler Granulozyten aus der Blutbahn in das
Interstitium erleichtert, und dass dies nur an Orten inflammatorischer Vorgédnge rele-

vant ist, da dort hohe Konzentrationen von Adrenalin herrschen kénnen.

Die Inkubation LPS-stimulierter neutrophiler Granulozyten fiihrte zu einer leichten
Inhibition der Expression von CD54. Dies konnte im Rahmen einer systemisch-
inflammatorischen Reaktion LPS-stimulierte neutrophile Granulozyten davor be-
wahren zu verklumpen. Hier kann auch allgemein ein hemmender Effekt von Ad-
renalin auf bereits vorstimulierte Neutrophile postuliert werden, der eine {iiber-

schieBende Entziindungsreaktion verhindern wiirde.

Zusammenfassend deuten die Ergebnisse darauf hin, dass B-Adrenozeptoren auf
neutrophilen Granulozyten vorhanden und funktionell aktiv sind. Es kann vermutet
werden, dass das Muster der Adhédsionsmolekiile auf neutrophilen Granulozyten und
damit deren Migrationsverhalten durch Adrenalin reguliert wird, und zwar abhingig
vom Grad der Aktivitit der Zelle. Vorstimulierte Zellen wiirden eher gehemmt und
unstimulierte Zellen eher aktiviert. Mit diesen Ergebnissen leistet die vorliegende
Arbeit einen Beitrag zum Thema der Regulation von neutrophilen Granulozyten

durch LPS und Katecholamine.
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2. Abkiirzungsverzeichnis

A. dest.
Abb.
ACTH
AK
ALL
AM
ANCA
APC
ARDS
bp
BSA
cAMP
CRH
CSF
CXCR
DAG
ELISA
ELR
ER
FACS
FCS
FITC
fMLP
FSC

g
G-CSF
GM-CSF
GRO
GXM
h

IFN

Ig

IL
1P-10

Destilliertes Wasser

Abbildung

Adrenocorticotropes Hormon
Antikorper

Akute Lymphatische Leukidmie
Acetoxylmethyl

anti-neutrophil cytoplasmic autoantibody
Antigen prisentierende Zelle

adult respiratory distress syndrome
Basenpaare

Bovines Serum-Albumin
3’,5’-cyclo-Adenosin-monophosphat
corticotropine releasing hormone
colony-stimulating Factor
CXC-Chemokinrezeptor
Diacylglycerin

enzyme linked immunosorbent assay
Glutaminséure-Leucin-Arginin
endoplasmatisches Reticulum
fluorescence activated cell sorting

fetal calf serum
Fluorescein-Isothiocyanat
formyl-Methionin-Leucin-Phenylalanin
forward light scatter, Vorwértsstreulicht
Erdbeschleunigung
granulocyte-colony-stimulating factor
granulocyte-macrophage-colony-stimulating factor
growth-related oncogene
Glucuronoxylomannan

Stunde

Interferon

Immunglobulin

Interleukin

interferon-y inducible protein-10
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1P;

kD
LFA
LPS
Mac-1
MAdCAM
MCP
M-CSF
Mig
min
MIP
mRNA
NaCl
PAF
PBMC
PBS™
PRS!
PE
PI-PLC
PKC
PMN
POD
RANTES
rpm
RT
SCF
sek
SIRS
SSC
sup.
Tab.
TGF
TNF

w/v

Inosit-1,4,5-triphosphat

KiloDalton

leukocyte function associated antigen
Lipopolysaccharid

Makrophagen-Antigen-1

mucosal cell-adhesion molecule

monocyte chemoattractant protein
macrophage-colony-stimulating factor
monokine induced by IFN-y

Minute

macrophage-inflammatory protein

Messenger RNA

Natriumchlorid

platelet activating factor

peripheral blood mononuclear cells

phosphate buffered saline mit Ca- und Mg-Ionen
phosphate buffered saline ohne Ca- und Mg-Ionen
Phycoerythrin

Phosphatidylinositspezifische Phospholipase C
Proteinkinase C

Polymorphnukledre Leukozyten

Peroxidase

regulated on activation on normal T-cell expressed and secreted
Revolutions per minute, Umdrehungen pro Minute
Raumtemperatur

stem cell factor

Sekunde

systemic inflammatory response syndrome

side scatter, Seitwartsstreulicht

supplementiert

Tabelle

Transforming growth factor
Tumornekrosefaktor

weight per volume
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3. Messergebnisse

3.1. Adhisionsmolekiile

3.1.1. CD15 auf unstimulierten Zellen

Zeit
“ n | Mittelw. | Stdabw. |Stdfehler| Min. | Max. | Med.
AdKonz.
Oh
10 60,6 22.9 7.23 6,0 82,7 65,3
Kontrolle
6h
10 33,0 20,2 6,38 8,1 67,1 32,5
Kontrolle
6h
10 31,8 23,9 7,56 10,0 83,0 21,9
10° M
6h
10 29.8 20,0 6,33 10,7 73,1 23,1
10°M
6h
10 31,3 19,17 6,23 8.4 65.6 26,8
10° M
12h
10 46,0 222 7,01 4,1 72,6 48,7
Kontrolle
31 10 40,2 17,7 5,61 16,6 66,4 425
10° M
12h
10 40,3 17,7 5,59 16,0 69,7 40,5
10°M
31 10 47,6 18.3 5,79 16,5 69,6 52.8
10° M
18h
10 40,9 14,2 4,49 23,5 66,3 36,4
Kontrolle
Lol 10 37.2 14,8 4,68 15,7 57,5 35,8
10° M
Lol 10 45,1 15,7 4,95 17,0 64,1 43,2
10°M
18h
10 54,4 19,8 6,25 32,8 96,3 51,7
10° M

Tab. 7 zeigt die Messergebnisse nach Auswertung von jeweils 10000 mit Aufnahmelimit erfassten
Einzelzellmessungen. Dargestellt sind die Mittleren Fluoreszenzintensititen der mit anti CD15 PE-
Antikorper markierten Zellen. AdKonz. = verwendete Konzentration von Adrenalin, Mittelw. =
Mittelwert, Stdabw. = Standardabweichung, Stdfehler = Standardfehler, Min. = Minimum, Max. =
Maximum, Med. = Median.
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3.1.2. CD15 auf LPS-stimulierten Zellen

Zeit
n Mittelw. | Stdabw. |Stdfehler| Min. Max. Med.
AdKonz.
Oh
10 60,6 22.9 7,23 6,0 82,7 65,3
Kontrolle
6h
10 429 28,9 9,12 16,2 108,2 33,4
Kontrolle
6h
P 10 45,5 32,7 10,33 17,1 113,6 30,7
6h
Y 10 47.3 34,0 10,74 16,2 123,7 31,7
6h
P 10 44.5 23,8 7,51 14,6 79,6 44,0
12h
10 68,2 30,5 9,63 29,7 119,2 71,1
Kontrolle
12h
P 10 61,7 28,6 9,06 29,2 124,1 65,2
12h
Y 10 61,0 22,1 6,99 20,0 97,9 63,2
12h
P 10 58,9 13,8 4,35 35,7 76,8 58,1
18 h
10 63,5 27,7 8,77 23,8 99,2 56,1
Kontrolle
18 h
10° M 10 72,1 31,7 10,03 22.1 113,7 72,1
18 h
- 10 82,7 30,4 9,61 31,7 133,7 84,9
18 h
P 10 64,7 23,4 7,41 29,1 93,7 72,5

Tab. 8 zeigt die Messergebnisse nach Auswertung von jeweils 10000 mit Aufnahmelimit erfassten
Einzelzellmessungen. Dargestellt sind die Mittleren Fluoreszenzintensitdten der mit anti CD15 PE-
Antikorper markierten Zellen. AdKonz. = verwendete Konzentration von Adrenalin, Mittelw.
Mittelwert, Stdabw. = Standardabweichung, Stdfehler = Standardfehler, Min. = Minimum, Max.
Maximum, Med. = Median.
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3.1.3. CD44 auf unstimulierten Zellen
Zeit
n Mittelw. | Stdabw. |Stdfehler| Min. Max. Med.
AdKonz.
Oh
10 102,3 33,9 10,7 14,5 124.6 116,5
Kontrolle
6h
10 48.6 35,7 11,3 8,7 136 40,3
Kontrolle
6h
9 10 471 36,6 11,57 15,3 137,9 37,2
10" M
6h
p 10 47.6 28,9 9,14 20,4 112,3 35,9
10°M
6h
3 10 51,7 25,1 7,95 22.3 102,1 51,1
10° M
12h
10 43.6 17,5 5,53 15,3 73,7 44,3
Kontrolle
12h
0 10 41,9 18,5 5,85 22,1 70,8 35,8
10" M
12h
p 10 45,9 18,7 5,91 18,8 70,3 50,8
10°M
12h
3 10 56,9 16,2 5,13 30,5 83,3 58,4
10" M
18 h
10 36,4 11,2 3,54 17,9 58,3 34,8
Kontrolle
18 h
0 10 41,2 14,7 4.65 16,2 74,0 40,0
10" M
18 h
p 10 42.6 19,9 6,28 8,5 85,1 435
10"M
18 h
3 10 479 12,8 4,04 25,0 65,5 50,1
10" M

Tab. 9 zeigt die Messergebnisse nach Auswertung von jeweils 10000 mit Aufnahmelimit erfassten
Einzelzellmessungen. Dargestellt sind die Mittleren Fluoreszenzintensitdten der mit anti CD44 PE-
Antikorper markierten Zellen. AdKonz. = verwendete Konzentration von Adrenalin, Mittelw.
Mittelwert, Stdabw. = Standardabweichung, Stdfehler = Standardfehler, Min. = Minimum, Max.
Maximum, Med. = Median.
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3.1.4. CD44 auf LPS-stimulierten Zellen
Zeit
n Mittelw. | Stdabw. |Stdfehler| Min. Max. Med.
AdKonz.
Oh
10 102,3 33,9 10,7 14,5 124.6 116,5
Kontrolle
6h
10 43.0 23,3 7,37 19,8 94,0 37,1
Kontrolle
6h
9 10 423 23,9 7,57 16,6 102,5 38,3
10" M
6h
p 10 52,9 19,9 6,28 19.9 78,0 59,9
10°M
6h
3 10 53,9 26,5 8,38 16,9 98,4 50,9
10° M
12h
10 53,0 25,6 8,1 21,9 109,0 51,9
Kontrolle
12h
0 10 54,0 27,3 8,62 18,7 91,7 54,9
10" M
12h
p 10 59,7 18,1 5,74 33,4 90,9 60,0
10°M
12h
3 10 73,1 33,2 10,5 39,3 155,5 72,9
10" M
18 h
10 66,6 24.6 7,78 28,9 118,5 65
Kontrolle
18 h
0 10 77,8 437 13,83 29 151,1 79,3
10" M
18 h
p 10 80,8 454 14,36 22,6 152,5 78,7
10"M
18 h
3 10 84,3 31,6 9,98 41,6 1472 81,3
10" M

Tab. 10 zeigt die Messergebnisse nach Auswertung von jeweils 10000 mit Aufnahmelimit erfassten
Einzelzellmessungen. Dargestellt sind die Mittleren Fluoreszenzintensitdten der mit anti CD44 PE-
Antikorper markierten Zellen. AdKonz. = verwendete Konzentration von Adrenalin, Mittelw.
Mittelwert, Stdabw. = Standardabweichung, Stdfehler = Standardfehler, Min. = Minimum, Max.
Maximum, Med. = Median.
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3.1.5. CD54 auf unstimulierten Zellen

Zeit
n Mittelw. | Stdabw. |Stdfehler| Min. Max. Med.
AdKonz.
Oh
10 8,86 4,62 1,46 1,9 15,9 9,55
Kontrolle
6h
10 7,21 2,76 0,87 3,2 12,3 7,05
Kontrolle
6h
P 10 7.3 2,59 0,82 3,1 12,1 7,75
6h
Y 10 7,25 2,51 0,79 3,1 10,2 8,4
6h
P 10 7,92 3,19 1,01 2,7 11,5 8,85
12h
10 6,29 2,75 0,87 2,5 10,8 5,8
Kontrolle
12h
P 10 5,97 2,53 0,8 2,5 9.5 5,6
12h
Y 10 6,09 2.5 0,79 2,2 9,7 5,7
12h
P 10 7,91 2,99 0,95 3,1 12,0 8,85
18 h
10 4,62 2,04 0,64 1,6 7,6 4,35
Kontrolle
18 h
10° M 10 5,02 2.4 0,76 1,5 9.1 4.8
18 h
- 10 4,53 1,77 0,56 1,8 7.5 4.5
18 h
P 10 6,86 2,48 0,78 2,6 9.9 7,2

Tab. 11 zeigt die Messergebnisse nach Auswertung von jeweils 10000 mit Aufnahmelimit erfassten
Einzelzellmessungen. Dargestellt sind die Mittleren Fluoreszenzintensitdten der mit anti CD54 PE-
Antikorper markierten Zellen. AdKonz. = verwendete Konzentration von Adrenalin, Mittelw.
Mittelwert, Stdabw. = Standardabweichung, Stdfehler = Standardfehler, Min. = Minimum, Max.
Maximum, Med. = Median.
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3.1.6. CD54 auf LPS-stimulierten Zellen

Zeit
n Mittelw. | Stdabw. |Stdfehler| Min. Max. Med.
AdKonz.
Oh
10 8,86 4,62 1,46 1,9 15,9 9,55
Kontrolle
6h
10 14,0 5,26 1,66 4,6 20,1 13,7
Kontrolle
6h
P 10 13,6 5,72 1,81 4,7 23,6 13,8
6h
PR 10 13,5 6,29 1,99 4,2 23,4 12,8
6h
P 10 10,4 4,66 1,47 2.3 17,4 11,4
12h
10 19.4 7,68 2,43 6.8 299 20,4
Kontrolle
12h
P 10 18,1 7,47 2,36 6,0 27,7 19,9
12h
Y 10 18,3 7,87 2,49 5,8 28,9 19,0
12h
1 10 15,5 5,75 1,82 42 22,7 15,8
18 h
10 19,9 8,68 2,75 6,0 35,2 21,1
Kontrolle
18 h
P 10 20,5 10,45 3,3 5,3 36,3 21,1
18 h
- 10 20,5 10,32 3,26 5,3 37,9 20,7
18 h
P 10 18,9 10,02 3,17 3,9 41,5 18,6

Tab. 12 zeigt die Messergebnisse nach Auswertung von jeweils 10000 mit Aufnahmelimit erfassten
Einzelzellmessungen. Dargestellt sind die Mittleren Fluoreszenzintensitdten der mit anti CD54 PE-
Antikorper markierten Zellen. AdKonz. = verwendete Konzentration von Adrenalin, Mittelw.
Mittelwert, Stdabw. = Standardabweichung, Stdfehler = Standardfehler, Min. = Minimum, Max.
Maximum, Med. = Median.
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3.2. IL-8
LPS
n Mittelw. | Stdabw. |Stdfehler| Min. Max. Med.
AdKonz.
neg.
8 0,38 0,31 0,11 0,07 0,96 0,28
neg.
neg.
; 6 0,58 0,78 0,31 0,12 2,16 0,25
10°' M
neg.
4 8 0,32 0,19 0,07 0,15 0,74 0,25
10" M
100 ng/ml
8 19,0 9,13 3,23 7,83 30,8 18,4
neg.
100 ng/ml
; 6 16,7 8,49 3,46 9.3 31,4 14,1
10'M
100 ng/ml
4 8 17,9 11,15 3,94 5,76 37,2 17,7
10" M

Tab. 13 zeigt die deskriptive Statistik des Prozentsatzes an Zellen, die beziiglich der IL-8-Produktion
iber dem Basalwert lagen. Ausgewertet wurden jeweils 10000 neutrophilen Granulozyten, die mit PE-
markiertem anti IL-8 Antikorper inkubiert worden waren. AdKonz. = verwendete Konzentration von
Adrenalin, Mittelw. = Mittelwert, Stdabw. = Standardabweichung, Stdfehler = Standardfehler, Min. =
Minimum, Max. = Maximum, Med. = Median.
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