Einleitung 8

1 Einleitung

Die chronisch obstruktive Lungenerkrankung ist eine Erkrankung, die nicht nur die
Patienten in ihrer Lebensqualitat stark einschrankt, sondern auch die Lebenszeit der
Betroffenen durch die haufig auftretenden Komplikationen und Folgen verkirzt.
Auflerdem entstehen durch diese chronische Krankheit immens hohe Kosten fur das
Gesundheitssystem. Deshalb ist es nicht verwunderlich, dass auf der Pathogenese
und der sich daraus ergebenden Therapie ein besonderes Augenmerk liegt. Bisher
gibt es aber noch keine kausalen Behandlungsmoglichkeiten [27], so dass die
vorhandenen Medikamente und MaRnahmen nur symptomatisch in das Krankheits-
geschehen eingreifen.

Einen groRen Stellenwert haben dabei Medikamente, die zu einer Bronchodilatation
fuhren, wie z.B. Anticholinergika. Diese flhren durch eine Blockade des Acetylcholin-
vermittelten Tonus am Muskarinrezeptor zu einer Bronchodilatation. Hierzu zahlt u.a.
das Tiotropiumbromid, ein langwirksames Anticholinergikum, das, wie in Studien ge-
zeigt werden konnte, nicht nur zu einem Anstieg des FEV-Wertes im Vergleich zur
Verwendung von Ipratropiumbromid, einem kurzwirksamen Anticholinergikum, fahrt
[92], sondern auch eine Verringerung der Dyspnoe bewirkt.

Daruber hinaus, senkt dieses Medikament nicht nur die Inzidenz von Exazerbationen
der Patienten, sondern verlangert auch die Zeit bis zum Auftreten der ersten Exazer-
bation oder bis zum ersten Krankenhausaufenthalt [26]. Gerade bei diesem Wirk-
spektrum liegt die Vermutung nahe, dass die Wirkung nicht nur auf einer alleinigen
Bronchodilatation liegt. Vielmehr scheint die Blockade von muscarinergen Ms-Re-
zeptoren auch einen antiinflammatorischen Aspekt zu beinhalten. Im Umkehrschluss
stellt sich daher die Frage, ob die Stimulation des cholinergen Systems im menschli-

chen Korper zu einer inflammatorischen Antwort fuhrt.
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Vor allem bei der COPD koénnte dies entscheidend fur das Verstandnis der Pathoge-

nese sein, weshalb wir uns in dieser Arbeit mit dieser Frage naher beschaftigten.

1.1 Definition der COPD

Die chronisch obstruktive Lungenerkrankung (COPD) wurde von der GOLD-Initiative
als eine chronische Erkrankung definiert, die durch eine nicht vollstandig reversible
und progredient verlaufende Atemwegsobstruktion charakterisiert ist. Die pathophy-
siologische Grundlage ist eine chronische pulmonale Entzindungsreaktion, die meist
durch inhalative Noxen ausgelOst und unterhalten wird [28].

Allerdings stellt die COPD einen Summationsbegriff dar, der die chronische Bronchi-
tis, eine chronische Atemwegsobstruktion und ein Lungenemphysem zusammen-
fasst, wobei diese Krankheitsbilder individuell unterschiedlich schwer bei den Patien-
ten ausgepragt sein kdnnen [65].

Die chronische Bronchitis manifestiert sich bei den Betroffenen als permanenter oder
immer wieder auftretender Husten mit oder ohne Auswurf [27, 65]. Definitionsgeman
dauern diese Symptome langer an (mindestens drei aufeinander folgende Monate in
zwei aufeinander folgenden Jahren) [32, 95].

Die chronische Atemwegsobstruktion zeigt sich in der Lungenfunktionsanalytik an
verschiedenen Parametern, wobei hier die Verminderung des FEV-Wertes im Vor-
dergrund steht. Anhand der Veranderungen in der Spirometrie wird die COPD in ver-

schiedene Schweregrade eingeteilt. Eine Ubersicht dazu gibt Tabelle 1.
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Stadium FEV, FEV./FVC Klinische Symptome
(% Soll) (%)

I: leichte COPD 280 <70 fakultativ Husten und Auswurf
Il maRige 50-79 <70 e Belastungsdyspnoe

COPD o fakultativ Husten und Auswurf
lll: schwere 30-49 <70 e zunehmende Dyspnoe

COPD e fakultativ Husten und Auswurf

o Mudigkeit

e verminderte Belastbarkeit

IV: sehr schwere < 30 oder <70 e Ruhedyspnoe
COPD <50 ¢ Rechtsherzinsuffizienz
(bei Anzeichen e Husten und Auswurf

flr respirato-
rische Insuffi-
zienz)

Tabelle 1:
Schweregradeinteilung der COPD nach Lungenfunktionsénderungen und klinischen
Symptomen, gemé&l3 der GOLD-Klassifikation 2006 [28]

Im Gegensatz zum Asthma bronchiale ist diese Atemwegsobstruktion progredient
und nach Gabe eines kurzwirksamen (,-Agonisten weder variabel noch reversibel
(FEV+-Veranderung < 15 %son und < 200 ml) [27]. Mit Fortschreiten kommt es bei
vielen Patienten zu einer irreversiblen Erweiterung der distal der Bronchioli liegenden
Luftraume durch Destruktion der Wande [32] und damit zur Ausbildung eines
Emphysems. Dieses Emphysem und die zunehmende Atemwegsobstruktion fihren
beim Patienten zu Dyspnoe. Diese tritt erst nur bei Belastung auf, spater aber auch
in Ruhe, was von den Betroffenen als besonders belastend und als die

Lebensqualitat einschrankend empfunden wird [28].
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1.2 Epidemiologie und Mortalitat

Die Pravalenz und die Mortalitat dieser Erkrankung variieren weltweit sehr stark nicht
nur in den verschiedenen Landern, sondern auch in den unterschiedlichen ethni-
schen Gruppen [74]. In Deutschland wird die Pravalenz mit etwa 10 bis 12 %
angegeben [65], wobei die Dunkelziffer weitaus hoher liegen durfte. Einige Autoren
gehen davon aus, dass nur etwa ein Viertel aller Falle diagnostiziert wird [75]. Dies
liegt wohl unter anderem daran, dass das Krankheitsbild sehr variabel ist und viele
betroffenen Patienten erst spat einen Leidensdruck empfinden, so dass die
Erkrankung erst in den schwereren Stadien diagnostiziert wird [65].

Derzeit nimmt die COPD den sechsten Platz in der Todesursachenstatistik weltweit
ein. Allerdings werden die Todesfalle in den kommenden Jahren so stark zunehmen,
dass Schatzungen davon ausgehen, dass diese Erkrankung schon im Jahr 2020 auf
Platz drei dieser Statistik zu finden sein durfte [3, 59, 65]. Vor allem in der Gruppe
der Frauen konnte eine deutliche Zunahme der Todesfalle beobachtet werden. Zwi-
schen 1980 und dem Jahr 2000 hat sich die Mortalitat in den USA bei diesen fast
verdoppelt.

Auch steigt die Mortalitat mit zunehmendem Alter stark an, was wohl an der Er-
krankungsdauer und dem damit zunehmenden Vorkommen von Komplikationen, wie
ein Cor pulmonale oder einer respiratorischen Insuffizient, liegt [61, 65].

Fir die Jahre 1966 bis 1995 wurde gezeigt, dass die altersbezogenen Todesfalle flr
kardiovaskulare Erkrankungen um ca. die Halfte zurliickgingen, wahrend diese bei
der COPD im gleichen Zeitraum um ca. 70 % zunahmen [60]. Diese Daten machen
deutlich, wie wichtig es ist, nicht nur die Pathomechanismen der COPD weiter
aufzudecken, um neue Strategien flr die Therapie zu entwickeln, sondern auch neue

Wege der Pravention zu finden.

11
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1.3 Risikofaktoren

Die COPD stellt eine Erkrankung dar, die maf3geblich durch exogene Noxen ausge-
I6st wird. Eine individuelle Disposition scheint aber ebenfalls eine Rolle zu spielen,
was am deutlichsten durch die Beobachtung wird, dass nicht jeder Raucher an einer
chronischen Bronchitis oder einer COPD erkrankt. Im Folgenden soll nun auf einige
der gesicherten und wahrscheinlichen Risikofaktoren einer chronisch obstruktiven

Lungenerkrankung naher eingegangen werden.

1.3.1 Zigarettenrauchen

Das Inhalationsrauchen stellt mit Abstand den wichtigsten Risikofaktor fir die Ent-
wicklung einer COPD dar. Ca. 90 % der Erkrankungsfalle werden durch diese inhala-
tive Noxe verursacht. Jedoch erkranken nicht alle Raucher an einer chronischen
obstruktiven Lungenerkrankung, sondern nur ca. 10-20 % [24, 90].

Bei diesen empfanglichen Rauchern kommt es zu einer langsam progredienten Ab-
nahme der Lungenfunktion, die sich in einem Abfall der Einsekundenkapazitat (FEV/)
zeigt. Dieser Abfall liegt deutlich Gber dem der Altersnorm entsprechenden Vermin-
derung der FEV,. Bei Normalpersonen kann mit einer jahrlichen Abnahme um ca. 25
bis 30 ml ab dem 30.Lebensjahr gerechnet werden, bei starken Rauchern (> 15 Ziga-
retten pro Tag) kann dieser Wert auf 80 ml/Jahr ansteigen [14, 24]. AuRerdem wurde
bei diesen Rauchern in Abhangigkeit von der konsumierten Zigarettenmenge eine
Zunahme der klinischen Symptome, wie Auswurf und Dyspnoe, beobachtet [35]. Die
Faktoren, die einen Raucher fir die Entwicklung einer COPD empfanglicher machen,
sind noch nicht genau geklart, genetische Ursachen dirften aber eine Rolle

spielen [1].

12
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Auch das Rauchen wahrend der Schwangerschaft scheint ein Risiko fir die betroffe-
nen Kinder darzustellen, spater an einer COPD zu erkranken. Man konnte zeigen,
dass diese Kinder signifikant geringere Lungenfunktionsparameter aufweisen als
Kinder von nicht rauchenden Muttern [15]. Als Ursachen werden zum einen der Ein-
fluss des Rauchens auf das Lungenwachstum und — entwicklung in utero, zum ande-

ren eine Unterdriickung des Immunsystems diskutiert [37, 58, 84].

1.3.2 Emissionen

Die Bedeutung von Luftverschmutzung fur die Entwicklung einer COPD ist nach wie
vor umstritten. Vor allem Partikel, die durch fossile Brennstoffe entstehen, Schwefel-
dioxid (SO;) und Nitrogenoxide (NOx), die im Stralenverkehr freigesetzt werden, ga-
ben immer wieder Anlass zu Diskussionen. Studien konnten aber belegen, dass in
belasteten Gegenden haufiger Symptome wie Mukushypersekretion und Atemnot
auftraten und vermehrt die Diagnose einer COPD oder eines Emphysems gestellt
wurde [82]. Auch konnte ein Zusammenhang zwischen der Luftverschmutzung und
sowohl der Mortalitat als auch der Haufigkeit von Krankenhausaufenthalten infolge
einer chronisch obstruktiven Lungenerkrankung festgestellt werden [91].

Weiterhin scheint die Luftverschmutzung einen Einfluss auf die Lungenfunktion von
Kindern zu haben. Kinder in belasteten Gebieten zeigten in der Lungenfunktions-
analytik eine geringere Lungenentwicklung und ein niedrigeres FEV als Gleichaltrige
in weniger belasteten Gebieten [82]. In computertomographischen Untersuchungen
solcher Jugendlichen und Kinder fanden sich morphologische Veranderungen, die
am ehesten mit einer bronchialen, peribronchialen und/oder alveolaren Entziindungs-
reaktionen vereinbar waren [10].

In tierexperimentellen Versuchen an Ratten konnte der proinflammatorische Effekt

von Partikeln in der Atemluft belegt werden. Es wurde festgestellt, dass es durch die

13
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Exposition mit solchen Partikeln zu einem Einstrom von neutrophilen Granulozyten,
einer Zunahme der Epithelpermeabilitat und der vermehrten Prokuktion von TNF-a
durch Leukozyten kam. Dies deutete auf eine Epithelschadigung und eine Entzin-
dungsreaktion hin [51].

All diese Aspekte machen deutlich, dass auch die Luftverschmutzung als Risikofaktor

fur die COPD eine Rolle spielt.

1.3.3 Berufsbedingte inhalative Noxen

Ein weiterer Risikofaktor fur die Entwicklung einer chronischen obstruktiven Lungen-
erkrankung stellen berufsbedingte inhalative Noxen dar. Dabei spielen nicht nur an-
organische, sondern auch organische Staube eine Rolle.

Hierbei ware z.B. die Silikose als eine Peumokoniose zu nennen, die durch die inha-
lative Einwirkung von kristallinem Quarz, Cristobalit und Tridymit entsteht und mit der
Entwicklung einer gemischten Ventilationsstérung (Nebeneinander von Restriktion,
Obstruktion und Uberblahung) einhergeht.

Auf Seiten der organischen Staube kann die Exposition mit Holzstaub oder mit
Baumwollstaub zu chronischen Verlaufen mit einer zunehmenden irreversiblen Ver-
schlechterung der Lungenfunktion im Sinne einer COPD fuhren [65]. Allerdings ist es
oftmals schwer, diesen Einfluss genau zu charakterisieren, vor allem dann, wenn die
Betroffenen zusatzlich rauchen. Studien konnten aber zeigen, dass eine Staubexpo-
sition unabhangig vom Zigarettenrauchen einen negativen Einfluss auf die Lungen-

funktion hatte [42, 83].

1.3.4 Virale und bakterielle Entziindungen
Schon in den siebziger und achtziger Jahren gaben epidemiologische Untersuchun-

gen einen Hinweis darauf, dass virale oder bakterielle Entzindungen des Respira-
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tionstraktes in der Kindheit ein Risikofaktor flr die Entwicklung einer COPD im Er-
wachsenenalter darstellen konnten. Die erhobenen Daten zeigten, dass Kinder mit
haufigen bronchopulmonalen Infekten spater einen héheren Verlust des FEV-Wer-
tes in Kombination mit dem Rauchen entwickelten als andere Kinder [9, 71].

Neuere Untersuchungen mit Adenoviren zeigten, dass deren DNA bei COPD-Patien-
ten haufiger nachgewiesen werden konnten als in vergleichbaren gesunden Rau-
chern.

Aullerdem exprimieren alveolare und bronchiale Epithelzellen virale Proteine, wobei
die Hohe dieser Expression mit Zunahme der Erkrankungsschwere ebenfalls anstieg.
Durch den Einbau der viralen DNA in die bronchialen Epithelzellen kam es zu einer
Interaktion mit epithelialen Transkriptionsfaktoren, was zu einer vermehrten Bildung
von IL-8, ICAM-1 (intercellular adhesion molecule-1), TGF-B (transforming growth
factor B) und CTGF (connective tissue growth factor) flhrte, die sowohl eine Rolle bei
der chronischen Entziindung als auch beim Remodelling spielen [33].

Aber auch Bakterien scheinen einen Beitrag zur Pathogenese der COPD zu leisten.
So konnte z.B. gezeigt werden, dass die Hohe des Antikorpertiters gegen Chlamydia
pneumoniae mit der Schwere des Emphysems und der Abnahme der Diffusionska-
pazitat korrelierte. Dieses intrazellulare Bakterium bewirkte weiterhin eine vermehrte
Freisetzung von TNF-a aus Monozyten, von MMP-9 (Matrixmetalloproteinase 9) aus
Makrophagen [49] und von GM-CSF (granulocyte macrophage colony-stimulating
factor) aus bronchialen Epithelzellen [48] und gibt damit ein Beispiel, wie Bakterien
auf vielfaltige Art und Weise zur Entstehung einer COPD beitragen kdénnen, wobei

mdglicherweise ein synergistischer Effekt mit Zigarettenrauch besteht [33].
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1.3.5 Alpha-1-Proteaseinhibitiormangel

Bei dem Alpha-1-Proteaseninhibitormangel handelt es sich um den einzigen ge-
sicherten genetischen Faktor, der flr die Entstehung eines Lungenemphysems ver-
antwortlich ist. Bei 0,02 % der mitteleuropaischen Bevolkerung liegt ein hereditarer
homozygoter Defekt dieses in der Leber gebildeten Glykoproteins vor. Dadurch wer-
den Serumproteinasen (Elastase, (Chymo)Trypsin, Kollagenasen, u.v.m) nicht mehr
ausreichend inhibiert, was zu einem mangelhaften Antiproteinasenschutz in der
Lunge und zu der Entstehung eines Lungenemphysems flhrt. Allerdings werden

max. 2 % aller Emphyseme durch diesen hereditaren Faktor ausgeldst [65].

1.3.6 Soziale Faktoren

Der soziodkonomische Status hat nicht nur einen Einfluss auf die Pravalenz der
COPD, sondern auch auf die Morbiditat und Letalitat dieser Erkrankung. Ursachlich
sind wohl, neben dem hodheren Zigarettenkonsum, die schlechteren Arbeitsbe-
dingungen und die Wohnverhaltnisse (Schmutz, belastete Wohngegend) [67].

Die Rolle der Ernahrung bei der Entwicklung einer COPD ist nach wie vor umstritten.
In Tierexperimenten konnte gezeigt werden, dass eine katabole Stoffwechsellage zur
Entwicklung eines Emphysems fiihren kann [70]. AuRerdem traten bei Patientinnen,
die an einer Anorexia nervosa litten und damit chronisch mangelernahrt waren, in der
Computertomographie emphysemahnliche Veranderungen auf [19].

Dies deutet darauf hin, dass die Nutrition einen Einfluss auf die Entstehung von Lun-
genfunktionsanderungen haben kdnnte. Dieser spielt jedoch im Vergleich zu den
oben genannten Risikofaktoren nur eine untergeordnete Rolle.

Als gesichert gilt allerdings, dass die Unterernahrung einen wichtigen Prognosefaktor
darstellt, da diese mit der COPD-Mortalitat korreliert [23]. Die pulmonale Kachexie

kommt durch ein Missverhaltnis der durch die Nahrung zugefiuhrten Energie und dem
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durch vermehrte Atemarbeit erhdhten Energiebedarf zustande. Eine Verschlech-

terung der Lungenfunktion ist die Folge [65].

1.3.7 Geschlecht

In der Vergangenheit lag die Pravalenz und die Mortalitat bei Mannern deutlich Gber
denen der Frauen, so dass das Geschlecht als weiterer Risikofaktor diskutiert wurde.
Neuere Analysen aber zeigten, dass sich die Zahlen in den letzten Jahren fast ange-
glichen haben, was unter anderem an dem veranderten Rauchverhalten bei Frauen
liegen durfte [54].

In einigen Studien wurde sogar angenommen, dass Frauen empfindlicher auf Ziga-
rettenrauch reagieren und damit eher eine chronisch obstruktive Lungenerkrankung
entwickeln [76, 97]. Dieser Aspekt erscheint vor allem in Anbetracht der steigenden

Zahl von rauchenden Frauen als bedeutsam.

17



Einleitung 18

1.4 Pathologie, Pathogenese und Pathophysiologie

Die zellularen und molekularen Mechanismen, die fur die Entstehung einer COPD
verantwortlich sind, sind vielfaltig und komplex.

Durch endogene und/oder exogene Faktoren kommt es zu einer Entzindungsreak-
tion, und zwar nicht nur im bronchialen und bronchiolaren, sondern auch im alveola-
ren Bereich [27]. Diese Entzindung chronifiziert sich bei Fortbestehen der Noxen
und unterscheidet sich damit von der normalen Entzindungsreaktion, die im Respira-
tionstrakt als Antwort auch bei gesunden Rauchern gefunden wird.

Durch bestimmte Inhaltsstoffe des Zigarettenrauchs werden Alveolarmakrophagen
aktiviert und zur Freisetzung verschiedener Mediatoren stimuliert. Dazu gehoren u.a.
Zytokine (z.B. IL-1, -6, -8, Interferon-y, Wachstumsfaktoren, TNF-a), Proteasen (z.B.
Cathepsin L, Elastase [MMP-12], Gelatinase [MMP-9], Collagenase [MMP-1]), aber
auch Oxidantien (Superperoxid-Anion, Wasserstoffperoxid, Hydroxylradikal) und En-
zyme (z.B. Lysozym, Hydrolasen) [3].

Es konnte gezeigt werden, dass die Zahl der Makrophagen im Lungengewebe, in der
bronchioalveolaren Lavage (BAL) und im Sputum von Patienten mit COPD stark er-
hoéht ist. AulRerdem korreliert ihre Zahl mit der Schwere der Erkrankung [21]. Diese
Erhdhung kommt wahrscheinlich dadurch zustande, dass vermehrt Monozyten aus
dem peripheren Blut durch selektive Chemokine (z.B. MCP-1), die u.a. Makrophagen
produzieren, angelockt werden. Auch hier fand sich eine erhdhte Menge dieser
Chemokine im Sputum und der BAL von betroffenen Patienten[11, 89]. Andere Auto-
ren gehen davon aus, dass die Makrophagen bei Rauchern und Patienten mit COPD
ein verlangertes Uberleben in der Lunge besitzen, was ebenfalls eine erhéhte Zanhl

dieser Zellen erklaren wurde [88].
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Durch die Freisetzung der oben genannten zellularen sekretorischen Produkte
kommt es zum Einwandern und zur Aktivierung anderer Enzindungszellen.

Eine wichtige Rolle spielt bei der COPD der neutrophile Granulozyt, der in der Lage
ist verschiedene Metalloproteasen (MMP-8, MMP-9, Collagenase, Gelatinase) und
Serine-Proteasen (neutrophile Elastase, Cathepsin G, Proteinasen) zu produzieren
und zu sezernieren. Diese Metabolite und Enzyme kdnnen das Lungengewebe an-
greifen und zu Alveolardestruktion fihren [27]. Dies konnte erklaren, warum die er-
hdhte Zahl der neutrophilen Granulozyten in einer Lungenbiopsie und im Sputum von
Patienten mit COPD nicht nur mit dem Schweregrad der Erkrankung [21, 43], son-
dern auch mit dem Abfall der Lungenfunktion korrelierten [79].

Aulerdem ist die sezernierte neutrophile Elastase in der Lage die Mukusproduktion
aus submukosen Drisen und Becherzellen zu stimulieren [77, 96], die Mukuszusam-
mensetzung zu verandern und die Zilienmotilitdt zu inhibieren, was einen wichtigen
Faktor flr die Dyskinesie bei COPD-Patienten darstellt. Weiterhin wirkt diese
Elastase direkt zytotoxisch auf die Epithelzellen der Atemwege [40, 50, 93].

Die Rolle der T-Lymphozyten in der Pathogenese der COPD ist nach wie vor nicht
endgultig geklart. lhre Zahl ist im Parenchym, den peripheren und zentralen Atem-
wegen von COPD-Patienten erhdht und es besteht eine Korrelation zur Atemwegs-
destruktion und — obstruktion. Auffallig ist auerdem, dass die CD8+ Zellen deutlich
starker erhoht sind als die CD4+ Zellen [53, 63, 69]. Die Ursachen fur diesen Anstieg
sind nach wie vor unklar, es ware aber moglich, dass dieser ein Ausdruck fur die
chronische Kolonisation von Bakterien und Viren im unteren Respirationstrakt von
COPD-Patienten darstellt [36]. Eine weitere Ursache konnte in der durch Proteasen
oder direkt durch Zigarettenrauch verursachten Lungenschadigung und der damit

verbundenen Aktivierung des Immunsystems zu suchen sein [17].
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Die oben beschriebene Entziindungsreaktion und die Gewebeschadigung flhren zu
einem Remodelling des Parenchyms und der Atemwege. Darin beinhaltet ist eine
Hyperplasie der Becherzellen und der submukdsen Drusen, was zu einer Mukus-
Uberprokuktion in das Lumen und zu dessen Verlegung flhrt.

Aulerdem konnte gezeigt werden, dass die glatte Muskulatur der kleinen Atemwege
deutlich hypertrophiert, wobei man davon ausgeht, dass dies einen weiteren wichti-
gen Faktor fur Entwicklung der Lungenfunktionsanderungen im Sinne einer Obstruk-
tion darstellen konnte [41].

Im Laufe der Erkrankung und mit Zunahme der Erkrankungsschwere verdicken sich
die Bronchialwande durch die Bildung von Lymphfollikeln und die Ablagerung von
Kollagen. Auch hier sind die genauen Zusammenhange noch nicht eindeutig geklart,
man weil} aber, dass wohl verschiedene Wachstumsfaktoren eine Rolle spielen
durften. Hierzu gehort z.B. TGF-( (transforming growth factor -f3), das in den periphe-
ren Atemwegen von COPD-Patienten vermehrt in den Epithelzellen exprimiert wird
[20, 85]. Dieser Wachstumsfaktor kdénnte Uber die Bildung von CTGF (connective
tissue growth factor) die Fibrosierung der kleinen Atemwege fordern und somit
ebenfalls zu einer Limitierung des Atemflusses fuhren [3, 13, 38].

Ein weiterer Aspekt stellt die Alveolardestruktion und der damit verbundene Elastizi-
tatsverlust dar, der durch mangelhafte Reparaturmechanismen zur Ausbildung eines
panazinaren und zentrilobuldren Emphysems mit massiver Uberblahung der Lunge
fuhrt [3, 27]. Dies bewirkt eine Erhéhung der Atemarbeit und einen Verlust der Gas-
austauschflache, was sich bei den Patienten in Form von Dyspnoe bemerkbar
macht [28].

Neuerdings wird auch der Rolle von bronchialen Epithelzellen in der Pathogenese
der COPD mehr und mehr Aufmerksamkeit geschenkt, da die traditionelle Sicht einer

alleinigen physio-chemischen Barrierefunktion, mit der Aufgabe Mukus zu produzie-
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ren und ihn abzutransportieren, nur noch zum Teil zutrifft. Epithelzellen stellen die
ersten Zellen dar, die mit Allergenen, Zigarettenrauch und anderen Luftverschmut-
zungen in Berihrung kommen. Auch bilden sie die Targetzellen fir pathogene Viren
und Bakterien und stehen somit an erster Stelle in der Pathogenese der chronisch
obstruktiven Lungenerkrankung.

Es konnte gezeigt werden, dass diese Zellen in der Lage sind, eine Vielzahl von
proinflammatorischen Zytokinen und Mediatoren zu produzieren und so aktiv am
Entzindungsgeschehen teilzunehmen. Hierzu zahlen chemotaktische Substanzen,
wie IL-8, RANTES (regulated upon activation, normal T-cell expressed and secreted)
und MCP-1 (monocyte chemotactic protein 1) [27]. Von Letzterem ist bekannt, dass
es die Migration von CD14+ Monocyten und CD3+ Lymphozyten durch Gefaliendo-
thelien fordern kann [22] und so eine Rolle in der chronischen Entziindungsreaktion
der COPD spielt.

Auch dem IL-8 wird in der Pathogenese eine entscheidende Rolle zugesprochen, da
es maldgeblich an der Migration von neutrophilen Granulozyten von der Peripherie in
das Lungengewebe und an deren Aktivierung beteiligt ist [64].

Aulerdem sind die Epithelzellen in der Lage verschiedene Wachstumsfaktoren zu
produzieren. Hierzu gehdren u.a. GM-CSF (granulocyte macrophage-colony-stimula-
ting factor) und TGF-B, das wie oben beschrieben an der Fibrosierung der kleinen
Atemwege beteiligt sein durfte [3].

Auch IL-183, IL-6, IL-11 und TNF-a als multifunktionelle Zytokine kdnnen freigesetzt
werden. Vor allem TNF-a bewirkt eine Vielzahl von Effekten: Es erhoht die Gefaliper-
meabilitat und steigert so die Migration von Entziindungszellen.

Aulerdem bewirkt es seinerseits die Freisetzung verschiedener Mediatoren, z.B. IL-
6, IL-8 und GM-CSF, die dann durch ihre autokrine oder parakrine Wirkungsweise zu

einer Triggerung des Entzindungsprozesses fluhren [64].
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Abbildung 1 stellt eine kurze Zusammenfassung Uber die tatsachlichen Aufgaben

des Atemwegsepithels dar.
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Die vielféltigen Aufgaben des Bronchialepithels (modifiziert nach [27])
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1.5 Das non-neuronale cholinerge System und seine

Beteiligung an der COPD

Die Lunge wird auf vielfaltige Art und Weise vegetativ innerviert. Hierbei spielt vor
allem der Parasympathikus eine wichtige Rolle. Dessen praganglionaren Fasern
werden in der Lunge in intramuralen cholinergen Neuronenplexus, die sich subepi-
thelial in der Lamina propia und in der Submucosa befinden, umgeschaltet. Uber die
Freisetzung von Acetylcholin aus diesen postganglionaren Nervenfasern werden
verschiedene Effektorzellen innerviert [94].

Hierzu zahlen u.a. die glatten Muskelzellen, die von den bisher bei Menschen be-
kannten muscarinergen Rezeptoren M+-Ms, eine Mischung aus M;- und Ms-Rezepto-
ren aufweisen und zwar im Verhaltnis 4:1.

Durch Stimulation mit Acetylcholin wird an den Gq11-gekoppelten M3-Rezeptoren die
Phospholipase C stimuliert, wodurch es zu einem Anstieg von intrazellularen Calzium
und damit zu einer Kontraktion der glatten Muskelzellen kommt (siehe Abbildung 2).
Dagegen sind My-Rezeptoren G; gekoppelt. Sie scheinen ebenfalls einen kontraktile
Wirkung auf glatte Muskelzellen zu haben, wobei dieser Effekt auf der Verminderung
der durch [2-Rezeptoren vermittelten Relaxierung durch Hemmung der Ade-
nylatzyclase und kalziumabhangiger Kaliumkanale zu beruhen scheint [6, 18]. Neuer-
dings konnte aber auch gezeigt werden, dass diese Rezeptoren einen direkteren
Einfluss auf die Kontraktion glatter Muskelzellen nehmen als bisher angenommen. In
Versuchen mit Knock-out Mausen zeigte sich, dass bei Fehlen von M3s-Rezeptoren
die durch glatte Muskelzellen verursachte Obstruktion kleinerer Atemwege um ca.
60% verringert war, wahrend bei M,/Ms-Knock-out Mausen Uberhaupt keine Obstruk-

tion mehr beobachtet werden konnte [81].
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Weiterhin wirkt der Parasympathikus an den Drusen des Respirationstraktes. An
submukoésen Driisen finden sich sowohl M+- als auch M3-Rezeptoren.

Obwonhl die M4-Rezeptoren haufiger auftreten als die M3-Rezeptoren (Verhaltnis 2:1)
scheinen sie nur eine akzessorische Rolle in der Elektrolyt- und Wasserhomodostase
zu spielen, wahrend die Steigerung der Mukussekretion hauptsachlich durch musca-

rinerge Rezeptoren vom M3-Subtyp vermittelt wird [6].

Ganglionare M;-Rezeptoren:
Erleichterung der
Neurotransmission

Neuronale M,-
Rezeptoren:
Verhinderung weiterer

Ms-Rezeptoren der Atemmuskulatur: Acetylcholin-Freisetzung

Kontraktion der glatten Muskulatur

M,-Rezeptoren der Atemmuskulatur:
Verhinderung der Atemmuskelrelaxation

Abbildung 2:
Vereinfachte Darstellung muscarinerge Rezeptoren auf parasympathische Nerven der Lunge
und Muskelzellen der Atemwege (aus [6])
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Neben den oben beschriebenen, Gber Nervenfasern vermittelten Effekten, gibt es
aber auch das non-neuronale cholinerge System. Dieses System beschreibt das
Vorkommen von Acetylcholin, des Enzyms Cholinacetyltransferase, das fir die Bil-
dung von Acetylcholin verantwortlich ist, sowie muscarinergen und nicotinergen Re-
zeptoren auch aulRerhalb von neuronalen Zellen. Tabelle 2 gibt eine Zusammenfas-
sung uUber menschliches Gewebe, in dem non-neuronales Acetylcholin gefunden
wurde.

So kann z.B. in menschlichen Bronchialepithelzellen die Cholinacetyltransferase im-
munhistochemisch und mittels Western Blot nachgewiesen werden. Die Funktionen
sind nach wie vor nicht eindeutig geklart. Da sich dieses Enzym aber vor allem zwi-
schen den freien Zilien und den Basalkorpern befindet, nimmt man an, dass Acetyl-
cholin eine Rolle in der Modulation der Zilienfunktion spielt. Diese Vermutung wird
durch die Beobachtung bekraftigt, dass sich die Zilienmotilitat in Biopsien von
menschlichen Bronchialepithelzellen durch die Zugabe von geringen Mengen von
Acetylcholin steigern laft. Bei Erhdhung der zugegebenen Acetylcholinmenge konnte
dieser Effekt wieder gehemmt und die Zilienmotilitat sogar geblockt werden. Weiter-
hin nimmt man an, dass dieser Transmitter eine Rolle bei der Zellmitose spielt. Durch
die Blockade der muscarinergen und nicotinergen Rezeptoren lasst sich namlich das
Wachstum von menschlichen Bronchialepithelzellen in vitro hemmen. Diesen Effekt
findet man auch in Epithelzellen der Cornea und in Keratinozyten der Haut.

Eine weitere wichtige Aufgabe durfte in dem Erhalt von Zell-Zell-Kontakten liegen.
Blockiert man die Wirkung von Acetylcholin in Keratinozyten durch Atropin, kann man
eine Erweiterung des Interzellularraumes beobachten. Inwieweit sich diese Beo-
bachtung aber auf andere Epithelzellen Ubertragen lasst, ist noch nicht genau geklart

[94].
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Acetylcholin und die Cholinacetyltransferase kdnnen auch in immunkompetenten Zel-
len nachgewiesen werden (siehe Tabelle 3), z.B. Lymphozyten, Alveolarmakropha-
gen, Mastzellen, Eosinophile und Neutrophile [44]. Auch verschiedene Typen von
muscarinergen Rezeptoren finden sich auf diesen Zellen.

Diese Entdeckung macht klar, dass das non-neuronale cholinerge System auch an
der Regulation von inflammatorischen Prozessen, wie sie in der Pathogenese der
COPD von Bedeutung sind, eine Rolle spielen kdnnte. So zeigte sich, dass muscari-
nerge Rezeptoren und non-neuronales Acetylcholin zur Proliferation von Lymphozy-
ten und zur Freisetzung von Zytokinen aus diesen Zellen beitragen [94]. AulRerdem
scheinen sie an der Regulation der Zytotoxizitat von T-Lymphozyten beteiligt zu
sein [80].

Interessanterweise findet man auf Makrophagen, die aus Sputum gewonnen werden,
bei Patienten mit COPD eine gesteigerte Zahl von muscarinergen Rezeptoren vom
Typ M3 im Vergleich zu gesunden Personen und Rauchern, die an keiner Atem-
wegsobstruktion leiden [68], was ebenfalls an die Beteiligung von Acetylcholin an

entzundlichen Prozessen bei der COPD denken laft.
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Epitheliale Zellen

Atemwege Bronchialepithelzellen
(z.B. Basalzellen,

Zilienzellen)

Verdauungstrakt | Orale Mukosa
Osophagus, Magen
Jejunum, lleum, Colon,
Sigma

Gallenblase

Urogenitaltrakt Nierenkelche, Ureter

Harnblase
Augen Epithel der Kornea
Haut Keratinozyten

Drisengewebe | Azini von Drisengewebe

Mesotheliale Zellen

Viszerale Pleura, Aortenklappe, Perikard

Endotheliale Zellen

Lungengefalle

Parenchymatoses Gewebe

Leber, Schilddrise

Blutzellen

Thrombozyten, mononukleéare Zellen

Immunzellen

Mononukleare Zellen, Alveolarmakrophagen

Tabelle 2:

27

Vorkommen von non-neuronalem Acetylcholin in menschlichem Gewebe (modifiziert

nach [94])
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Zelltypen Vorkommen von Effekte von
muscarinergen Rezeptoren, Acetylcholin
Cholinacetyltransferase
(ChAT) u./o. Acetylcholin
Lymphozyten Muscarinrezeptoren (M-Ms) steigert Zytotoxizitat,
ChAT Zytokinproduktion,
Acetylcholin Proliferation
Mastzellen Muscarinrezeptoren (M) Inhibition der Histamin-
ChAT freisetzung
Acetylcholin
Neutrophile Muscarinrezeptoren (M4, My, Chemotaxis,
Ms) Leukotrien B4-Produktion
ChAT
Eosinophile Muscarinrezeptoren (M) unbekannt
ChAT
Makrophagen, Muscarinrezeptoren (M;, Mo, Leukotrien B4-Produktion
Monozyten M)
ChAT
Acetylcholin
bronchiale Epithel- | Muscarinrezeptoren (M4, M3) | Freisetzung von chemo-
zellen ChAT taktischen Substanzen fiir
Acetylcholin Eosinophile, Neutrophile
und Monozyten
glatte Muskelzellen | Muscarinrezeptoren (M,, M3) | Expression proinflamma-
der Atemwege ChAT torischer Gene
Tabelle 3:

28

Vorkommen des non-neuronalen cholinergen Systems auf immunologischen Zellen,

modifiziert nach [29]
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1.6 Fragestellung

In der folgenden Arbeit stehen bronchiale Epithelzellen, sowohl kultivierte immortali-
sierte Zellen, als auch primare humane Bronchialepithelzellen und ihre Interaktion mit
dem non-neuronalen cholinergen System im Mittelpunkt. Da es sich bei Epithelzellen
um einen Zelltyp handelt, der auf verschiedene Art und Weise an den Entziindungs-
prozessen bei der chronisch obstruktiven Lungenerkrankung beteiligt zu sein scheint,
kann die Erforschung der Modulation und der Stimulation dieser inflammatorischen
Effekte dazu beitragen, die Pathogenese der COPD weiter aufzudecken und maogli-
cherweise neue Therapieansatze aufzutun.

Wir untersuchten, ob die Stimulation der primaren humanen Bronchialepithelzellen
und der immortalisierten Zelllinie BEAS 2 B mit Carbachol einen proinflammatori-
schen Effekt, zum einen durch die Freisetzung des proinflammatorischen Zytokins
IL-8, zum anderen Uber die Ausschittung chemotaktisch wirkender Substanzen,

nach sich zieht.

Wir folgten also folgenden Fragestellungen:

1. Fuhrt die Stimulation von bronchialen Epithelzellen zu einer gesteigerten IL-8-
Expression?

2. Kann durch Stimulation mit Carbachol eine dosisabhangige Produktion des
proinflammatorischen Zytokins IL-8 beobachtet werden?

3. Kann durch TNF-a-Aktivierung respiratorischer Epithelzellen ein
Carbacholeffekt demaskiert werden?

4. Wird durch Carbachol eine bronchialepithelial generierte Chemotaxis mit

Wirkung auf neutrophile Granulozyten hervorgerufen?
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5. LaRt sich die direkte Wirkung von Carbachol auf muscarinerge Rezeptoren

mittels Calciumimaging sichtbar machen?
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2 Material und Methoden

2.1 Gewinnung der primaren Bronchialepithelzellen

Die primaren Bronchialepithelzellen wurden wahrend einer Bronchoskopie mittels
Burstentechnik gewonnen. Insgesamt gewannen wir von 28 Personen (9 Frauen, 18
Manner) Zellproben. Alle Patienten erhielten vor dieser Bronchoskopie 7,5 -15 mg
Dicodid s.c. [Abbott GmbH, Wiesbaden, Deutschland], 0,75 mg Salbutamol als Tropfen
[ratiopharm GmbH, Ulm/Donautal, Deutschland] und 3 ml 4 % Xylocainldsung inhalativ
[AstraZeneca GmbH, Wedel, Deutschland]. Die Bronchoskopie fand unter leichter Sedie-
rung der Patienten mittels 2-8 mg Midazolam [ratiopharm GmbH, Ulm/Donautal,
Deutschland] statt. Wahrend des Eingriffes wurden zur ortlichen Schleimhautanasthe-
sie mehrere Milliliter einer 2 % Xylocainlosung [AstraZeneca GmbH, Wedel,
Deutschland] in den zentralen Atemwegen verteilt.

Im Anschluss an die routinemafige Untersuchung entnahm man unter direkter Sicht
die Proben mittels einer sterilen Zytologieburste [Olympus, Hamburg, Deutschland] und
mehrfachen Burstenabstrichen (20 bis 30 Mal) aus dem Bereich von Segment- und
Subsegmentbronchien.

Bestand bei den Patienten der Verdacht auf ein malignes Geschehen, wurden die
Blrstenabstriche auf der kontralateralen Seite entnommen, um eine Kontamination
durch Malignomzellen zu vermeiden.

Nach der Entnahme gab man die Bursten sofort in gekuhltes Kulturmedium (Airway
Epithelial Cell Growth Medium KIT, [PromoCell®, Heidelberg, Deutschland]) und vor-

texte sie, um sie dann dem Labor zur weiteren Verarbeitung zu Ubergeben.
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2.2 Zellbiologische Arbeitstechniken

2.2.1 Anlegen einer Primarzellkultur

Reagenzien:

e Airway Epithelial Cell Growth Medium KIT [PromoCell®, Heidelberg,

Deutschland]

e Airway Epithelial Cell Basal Medium [PromoCell®, Heidelberg,

Deutschland]

e SupplementPack [PromoCell®, Heidelberg, Deutschland]

Epidermal Growth Faktor 10 ng/ml
Insulin 5 pg/mi

Hydrocortison 0,5 ug/ml
Epinephrin 0,5 pug/ml
Trijodthyronin 6,7 ng/ml
Transferrin 10 pg/mi

Retinolsaure 0,1 ng/ml

BPE (bovine pituitary extract) 0,4 %

e Penicillin/Streptamycin 9,9 pul/ml  [Gibco®, Invitrogen, Karlsruhe,

Deutschland]

e Amphotericin B 0,25 pg/ml [Gibco®, Invitrogen, Karlsruhe, Deutsch-

land]

e Dispase Il [Roche®, Mannheim, Deutschland]

o Ery-Lyse-Puffer [Qiagen®, Hilden, Deutschland]

e Trypanblau 0,4 % [Sigma®, Miinchen, Deutschland]

e D-PBS (Dulbecco’s Phosphat-buffered saline) 1x [PAA®, Colbe,

Deutschland]
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= Kaliumchlorid 0,2 g/l

= Kaliumdihydrogenphosphat 0,2 g/l

= Natriumchlorid 8 g/

= Dinatriumhydrogenphosphat 1,15 g/
= Kalziumchlorid 0,132 g/l

= Magnesiumchlorid 0,1 g/l

e Accutase [PAA®, Célbe, Deutschland]

Durchfihrung:

Die Bursten wurden mit 2 ml Dispase |l versetzt, um den Epithelzellverband aufzu-
brechen. Nun inkubierten wir die Zellen 1-2 Stunden bei 37 °C und vortexten die
Proben wahrend dieser Zeit in regelmaliigen Abstanden. Dann wurden sie in ein
neues, steriles Falcon® Tube (15 ml) gegeben und 5 min bei 1200 U/min und
Raumtemperatur zentrifugiert [Megafuge 1.0 R, Haereus®]. Der Uberstand wurde ver-
worfen und das Zellpellet in 1 ml Nahrmedium, das zusatzlich die oben genannten
Antibiotika und das Antimykotikum enthielt, resuspendiert.

Befanden sich viele Erythrocyten in der Suspension, entfernten wir diese aus den
Proben, um sicherzustellen, dass sie das Wachstum der Epithelzellen nicht beein-
flussen konnten. Dazu gaben wir 3 ml des Ery -Lyse -Puffers in das Tube und inku-
bierten die Zellen 3 min bei 4 °C. AnschlieRend musste die Zellsuspension zentrifu-
giert (5 min, 1200 U/min, bei Raumtemperatur) [Megafuge 1.0 R, Haereus®] und das
sich bildende Zellpellet in 1 ml Nahrmedium resuspendiert werden.

Um die Zellzahl zu bestimmen, mischten wir 10 pl der Zellsuspension mit 10 pl einer
0,4 % Trypanblauldsung [Sigma®, Minchen, Deutschland] und zahlten sie in einer

Neubauer Kammer [Neubauer Zéhlkammer, Marienfeld®] unter dem Mikroskop [Leitz®
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DM IL] aus. Dabei ergab sich im Durchschnitt eine Zellzahl von 403500 Zellen (Min:
50.000, Max: 1.000.000).

Die Proben wurden nun in eine sterile Zellkulturflasche [PromoCell®, Heidelberg,
Deutschland] Uberfihrt und nach Zugabe von 10 ml sterilem, angewarmten Nahrme-
dium zum Wachsen in den Brutschrank [Hera Cell, Haereus®] bei 37 °C, 100% rela-
tive Luftfeuchtigkeit und 5 % CO, gegeben.

Nach ca. 3 Tagen waren alle Zellen adharent und durchschnittlich nach weiteren 13
Tagen konfluent. Wahrend dieser Zeit wurden die Zellen regelmafig unter dem Mi-
kroskop [Leitz® DM IL] betrachtet, um die Morphologie zu beurteilen und mdgliches
Wachstum von Pilzen oder Kontamination durch Bakterien zu erkennen.

Ca. alle 3 Tage entfernte man unter sterilen Bedingungen das Nahrmedium, um es
durch frisches, angewarmtes Medium zu ersetzen. Dies gewahrleistete ein optimales
Wachstum.

Sobald die Zellverbande konfluent waren, saugten wir das Nahrmedium ab und ga-
ben 5 ml PBS in die Zellkulturflaschen. Diese wurden vorsichtig geschwenkt, das
PBS wurde abgesaugt und 1 ml Accutase hinzugegeben. Die Zellkulturflaschen inku-
bierte man nun 5- 10 min im Brutschrank [Hera Cell, Haereus®] bei 37 °C. Die Zellen
|6sten sich so aus dem Zellverband. Wir gaben nun 10 ml frisches Nahrmedium
hinzu und bestimmten die Zellzahl wie oben beschrieben. Danach konnten die Zellen

fur die weiteren Experimente erneut ausgesat und kultiviert werden.
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2.2.2 Kultivierung von BEAS 2 B

Reagenzien:
e Nahrmedium: RPMI 1640 mit L-Glutamin und 25 mmol HEPES
[Gibco®, Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland]
e Trypsin [Sigma®, Miinchen, Deutschland]
Durchfuhrung:

Die Nutzung von Zelllinien bietet den Vorteil, dass diese Zellen Uber viele Passagen
hinweg konstante Eigenschaften aufweisen und somit eine einheitliche Zellpopulation
bilden. Die Zelllinie BEAS 2 B, die wir verwendeten, stammt aus humanen Bronchial-
epithelzellen, die trotz der Immortalisierung die typischen epithelialen Eigenschaften,
z.B. die charakteristische Morphologie und die Expression von Zytokeratinen, nach
wie vor aufweisen.

Diese Zellen wurden im Brutschrank [Hera Cell, Haereus®] bei 37 °C, 100 % Luft-
feuchtigkeit und 5 % CO; kultiviert. Ca. alle 3 Tage wurde das Nahrmedium durch fri-
sches ersetzt. Dies geschah unter sterilen Bedingungen.

Waren die Zellen in den Kulturflaschen konfluent, wurde das alte Nahrmedium abge-
saugt und die Zellen analog zu den primaren Bronchialepithelzellen gesplittet (s.u.
2.2.1). Statt Accutase verwendeten wir allerdings Trypsin, um die Zellen aus dem

Zellverband zu l6sen.

35



Material und Methoden 36

2.3 Immunologische Arbeitstechniken

2.3.1 Immunfluoreszensmikroskopie

Reagenzien:

e 0,01 % Tween [Sigma®, Miinchen, Deutschland]

e Para-Formaldehyd [Sigma®, Miinchen, Deutschland]

e Superblock [Perbio Science, Bonn, Deutschland]

e PBS [Sigma®, Miinchen, Deutschland]

e Primarantikorper: Anti-human Ms-Antikorper (Kaninchen) [Chemi-
kon, Hofheim, Deutschland]

e Sekundarantikorper: Anti-Kaninchen-Antikorper (Ziege) [Dianova,
Hamburg, Deutschland]

o DAPI [Merck®, Darmstadt, Deutschland]

e |sotyp Kontroll-lgG aus Kaninchenserum [Qiagen®, Hilden, Deutsch-

land]

Durchfuhrung:

FUr den Nachweis von Ms-Rezeptoren auf den primaren humanen Bronchialepithel-
zellen wahlten wir das Verfahren der Fluoreszensmikroskopie. Dazu wurden ca.
10000 primare Bronchialepithelzellen in die Kammern der CultureSlides [BD, Heidel-
berg, Deutschland] gegeben und anschliefend in einer Cytospinzentrifuge [Thermo
Fisher Scientific, Waltham, USA] zentrifugiert (5 min, 800 U/min, bei Raumtemperatur).

Nachdem die Objekttrager gut getrocknet waren, konnten die Zellen fixiert werden.

Dazu wurden 500 ul 4 %iges Para-Formaldehyd, das in 0,01 % Tween geldst war, in
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jede Kammer gegeben und anschliefend fir 10 min bei Raumtemperatur in der
Feuchtkammer inkubiert.

Nach diesem Arbeitsschritt konnten die Objekttrager nun einmal mit PBS gewaschen
und 30 min lang mit 500 ul Superblock bei Raumtemperatur in der Feuchtkammer
geblockt werden, um unspezifische Bindungsstellen zu besetzen.

Nach erneutem Waschen mit PBS wurde der Primarantikdrper zugegeben. Dazu
mischten wir die Anti-Ms-Antikdrper im Verhaltnis 1:100 mit PBS und 0,01 %igem
Tween, gaben 500 ul dieser Losung in die Kammern und lieRen die Objekttrager 1
bis 2 h bei 37°C in der Feuchtkammer inkubieren. Als Negativkontrolle diente Isotyp
Kontroll-lgG aus Kaninchenserum. Nach Ablauf dieser Zeit wurde der Primarantikor-
per und die Negativkontrolle entfernt und die Objekttrager 3 Mal Uber eine Dauer von
5 min mit PBS gewaschen.

FUr den Sekundarantikorper wahlten wir einen Ziegen-anti-Kaninchen-Antikorper, der
im Verhaltnis 1:500 (gel6st in PBS und 0,01 % Tween) eingesetzt wurde. Von dieser
Antikoérperlésung wurden je 500 ul in die Kammern gegeben und 1 h bei Raumtem-
peratur in der Feuchtkammer inkubiert. AnschlieRend konnten wir diese Lésung wie-
der entfernen und die Objekttrager erneut 3 Mal 5 min mit PBS waschen.

Daraufhin gaben wir einen Tropfen DAPI auf die Zellen und deckten diese mit einem
Deckglas ab. Dieses Reagenz ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der speziell die DNA der
Zellkerne anfarbt. So prapariert konnten die Objekttrager nun unter dem Immunfluo-
reszensmikroskop [Axiovert 200M, Zeiss®, Géttingen, Deutschland] bei 20facher Ver-

grolderung betrachtet werden.
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2.4 Molekularbiologische Arbeitstechniken

2.4.1 Stimulationen der primaren Bronchialepithelzellen auf 96-Well

Platten

Reagenzien:

Collagen Typ | [Sigma®, Miinchen, Deutschland]

70 % Ethanol

TNF-a [Sigma®, Miinchen, Deutschland]

Carbachol [Sigma®, Miinchen, Deutschland]

D-PBS 1x [PAA®, Colbe, Deutschland]
Kaliumchlorid 0,2 g/l
Kaliumdihydrogenphosphat 0,2 g/l
Natriumchlorid 8 g/l
Dinatriumhydrogenphosphat 1,15 g/l
Kalziumchlorid 0,132 g/l

Magnesiumchlorid 0,1 g/

38

e Airway Epithelial Cell Growth Medium KIT [PromoCell®, Heidelberg,

Deutschland] mit Penicillin/ Streptamycin (9,9 ul/ml) [Gibco®, Invitrogen,

Karlsruhe, Deutschland] und Amphotericin B (0,25 pg/ml) [Gibco®, In-

vitrogen, Karlsruhe, Deutschland]

Durchfihrung:

In diesem experimentellen Ansatz wurde mit den

7 Frauen) der oben beschriebenen Patienten gearbeitet.

Zellen von 17 (10 Manner,
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Die Zellen wurden fir die Stimulation auf vorbereitete 96-Well Platten [nunc™, Wies-
baden, Deutschland] ausgesat. Diese waren vorher mit Kollagen-| beschichtet worden.
Dazu verdunnte man Kollagen Type | im Verhaltnis 1:4 mit sterilem 70 %igen
Ethanol, pipettierte 30 pl in jedes Well und lie3 die Platten zum Trocknen Uber Nacht
unter der Sterilbank stehen.

Es wurden ca. 8000 Zellen in jedes Well ausgesat und fir weitere 3 Tage im Brut-
schrank [Hera Cell, Haereus®] aufbewahrt. So stellten wir sicher, dass alle Zellen flr
die Stimulationen adharent waren.

Man entfernte im Weiteren das Medium durch Absaugen und wusch die Zellen mit
sterilem D-PBS. Fir die nun folgende Stimulation entschieden wir uns zu einer sog.
Schachbretttitration (siehe Tabelle 4). Die Zellen wurden dabei reihenweise mit un-
terschiedlichen Konzentrationen von TNF-a (0 ng/ml, 0,625 ng/ml, 1,25 ng/ml,
2,5 ng/ml, 5 ng/ml, 10 ng/ml) stimuliert.

Gleichzeitig waren sie in den verschiedenen Spalten auch mehreren Konzentrationen
von Carbachol (0 ug/ml, 0,4 ug/ml, 1,56ug/ml, 6,25 ug/ml, 25 ug/ml, 100 ug/ml) aus-
gesetzt. Bei dieser Substanz handelt es sich um ein Strukturanalogon des
Neurotransmitters Acetylcholin, also einem Parasympathomimetikum. Im Gegensatz
zur Acetylgruppe von Acetylcholin liegt aber eine Carbonylgruppe vor, woraus eine
hohere chemische Stabilitat resultiert. AuRerdem besitzt diese Substanz eine
Praferenz flr muscarinerge Rezeptoren, so dass eine alleinige muscarinerge
Stimulation unserer Zellen gewahrleistet war.

Nach Zugabe der Stimulationssubstanzen wurden die Zellplatten im Brutschrank
[Hera Cell, Haereus®] bei 37 °C, 100 % rel. Luftfeuchtigkeit, 5 % CO, 16 h inkubiert.
Anschlieend Uberflhrte man die Zelliberstande in Eppendorf® Cups und lagerte sie

bei —20 °C bis zur weiteren Verarbeitung.
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Carbachol in ug/ml —> TNF-a in ng/ml J,

100 25,0 6,25 1,56 0,40 0,0

10,0

5,00

2,50

1,25

0,40

0,0

0,0

Tabelle 4:

Darstellung der verwendeten Schachbretttitration

2.4.2 Vitalitatskontrolle

Reagenzien:
o Airway Epithelial Cell Growth Medium KIT [PromoCell®, Heidelberg,
Deutschland] mit Penicillin/Streptamycin (9,9 ul/ml) [Gibco®, Invitro-
gen, Karlsruhe, Deutschland] und Amphotericin B (0,25 pg/ml)
[Gibco®, Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland]
e MTT [Sigma®, Miinchen, Deutschland]
e SDS [Sigma®, Miinchen, Deutschland]
e D-PBS 1x [PAA®, Célbe, Deutschland]
= Kaliumchlorid 0,2 g/I
» Kaliumdihydrogenphosphat 0,2 g/|

= Natriumchlorid 8 g/|
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= Dinatriumhydrogenphosphat 1,15 g/l
= Kalziumchlorid 0,132 g/l

» Magnesiumchlorid 0,1 g/l

Durchfuhrung:

Wahrend der oben beschriebenen Stimulation wurden die Zellen regelmaldig auf ihre
Morphologie hin unter dem Mikroskop [Leitz® DM IL] beurteilt. Da aber durch diese
Malnahme nicht ausgeschlossen werden konnte, dass die Zellen auch ohne mor-
phologisch erkennbare Kriterien Schaden genommen hatten, entschlossen wir uns,
einen Vitalitatstest durchzufihren. Dazu wurden die 96-Well Platten nach der Ab-
nahme der Zelliberstande durch Zugabe von 100 pl PBS und unter vorsichtigem
Schwenken gewaschen. Anschlielend pipettierten wir 100 pl des angewarmten
Nahrmediums und 10 pl einer MTT-L6sung in jedes Well und inkubierten die Platten
fur 4 h im Brutschrank [Hera Cell, Haereus®]. In dieser Zeit reagierte das schwach
gelbe MTT mit zellularen Dehydrogenasen der vitalen Epithelzellen. Es bildete sich
das dunkelblaue Formazan, das durch Zugabe von 80 pl SDS aus den Zellen geldst
und im Photometer bei 540 nm vermessen wurde. Die so bestimmte Farbstoffbildung
war proportional zur Aktivierung der Dehydrogenasen und zur Uberlebensrate der
Zellen. Anschliefliend normierten wir die Ergebnisse und bezogen den errechneten
Faktor in die Auswertung des IL-8-ELISA mit ein. Damit wurde sichergestellt, dass
unterschiedliche Mengen an produziertem IL-8 durch die verschiedenen Sti-
mulationen zustande kamen und nicht etwa durch eine starke Abweichung der vita-

len Zellen innerhalb der Wells.
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2.4.3 Stimulation in T25 (25 cmz)-FIaschen

Reagenzien:

e D-PBS 1x [PAA®, Célbe, Deutschland]

Kaliumchlorid 0,2 g/l
Kaliumdihydrogenphosphat 0,2 g/l
Natriumchlorid 8 g/l
Dinatriumhydrogenphosphat 1,15 g/l
Kalziumchlorid 0,132 g/l

Magnesiumchlorid 0,1 g/l

e TNF-a [Sigma®, Miinchen, Deutschland]

e Carbachol [Sigma®, Miinchen, Deutschland]

e Airway Epithelial Cell Growth Medium KIT [PromoCell®, Heidelberg,

Deutschland] mit Penicillin/Streptamycin (9,9 pl/ml) [Gibco®, Invitro-

gen, Karlsruhe, Deutschland] und Amphotericin B (0,25 ug/ml)

[Gibco®, Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland]

Durchfihrung:

Um sicherzugehen, dass die Bedingungen der Kultivierung auf den 96-well Platten

keinen Einfluss auf die Stimulationsergebnisse, z.B. Uber Anhaufung von sauren

Zellmetaboliten, nahmen, wurden weitere Stimulationsexperimente in T25 (25 cm?)-

Zellkulturflaschen vorgenommen. Hierfur verwendeten wir die Zellproben von 24 ver-

schiedenen Patienten (17 Manner, 7 Frauen).
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Wir saten ca. 30 000 Zellen in die Zellkulturflaschen unter Zugabe von 5 ml Nahrme-
dium aus. Die Flaschen wurden dann im Brutschrank [Hera Cell, Haereus®] bei 37 °C,
100 % relative Luftfeuchtigkeit und 5 % CO, fur weiter 3 Tage kultiviert. AnschlielRend
entfernten wir das Nahrmedium und wuschen die Zellen mit sterilem D-PBS analog
zu den 96-Well Platten. Nun konnten die Zellen mit 100 pg/ml Carbachol und TNF-a
(10 ng/ml) stimuliert werden. Als Negativkontrolle dienten unstimulierte Proben. Fir
die Inkubation wahlten wir erneut den Zeitraum von 16 h. Nach Ablauf dieser Zeit
wurden die Ubersténde in sterile Falcon® Tubes gegeben und bei -20 °C im Kiihl-
schrank bis zur weiteren Verarbeitung gelagert.

Aus den Zellen gewannen wir RNA-Proben flr weitere Analysen (s.u. 2.4.5).

2.4.4 Stimulationen der Zelllinie

Die Zelllinie BEAS 2 B wurde auf dieselbe Art und Weise sowohl auf den 96-Well

Platten als auch in den T25-Zellkulturflaschen stimuliert, wie die primaren Bron-

chialepithelzellen, um untereinander vergleichbare Ergebnisse zu erhalten. Auch bei

diesen Zellen fuhrten wir die oben beschriebene Vitalitdtskontrolle durch.
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2.4.5 RNA-Isolierung

Reagenzien:
e peqGOLD TriFast™ [PeqLab®, Erlangen, Deutschland]
e Chloroform
¢ |sopropanol
e 75 %iges Ethanol
¢ DNAse freies H,O
Durchfihrung:

Fir diese Extraktion folgten wir dem Protokoll von PeglLab, Biotechnologie GmbH,
Erlangen. Alle Arbeitsschritte erfolgten mit Handschuhen und unter dem Abzug.

Aus den Zellkulturflaschen von 21 Patientenproben (14 mannliche, 7 weibliche)
wurde der Uberstand durch vorsichtiges Absaugen entfernt. Das nun zugegebene
peqGOLD TriFast™ (1 ml) und die Inkubationszeit von 5 min bei Raumtemperatur
sorgten fur eine Lyse der Zellen. Die Proben wurden dann in DNAse-freie Eppen-
dorf® Cups Uberflhrt. AnschlieRend gaben wir 0,2 ml Chloroform hinzu und schit-
telten die Proben mindestens 15 s lang kraftig. Danach mussten sie 3 - 10 min bei
Raumtemperatur stehen gelassen werden und anschlieend fir 5 min bei Raumtem-
peratur bei 14000 U/min zentrifugiert werden [Centrifuge 5417 R, Eppendorf®]. Dadurch
bildeten sich in den Cups drei Phasen: eine untere rote Phenol-Chloroform-Phase,
eine Interphase und eine obere farblose wassrige Phase. Die RNA befand sich in der
wassrigen Phase und wurde ohne Kontamination durch die anderen Phasen in ein
neues Tube gegeben. Die anderen beiden Phasen enthielten DNA und Proteine und

wurden anschlielRend verworfen.
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Es folgte die Zugabe von je 300 ul Isopropanol. Die Proben wurden gevortext, um
alle Bestandteile gut zu mischen, und fir 5 - 15 min bei Raumtemperatur stehen ge-
lassen. Dadurch prazipitierte die RNA und konnte in der sich anschlielienden Zentri-
fugation (10 min, 4 °C, 14000 U/min) [Centrifuge 5417 R, Eppendorf®] an der unteren
Seite des Réhrchens gesammelt werden.

Wir entfernten den Isopropanoliberstand durch vorsichtiges Abziehen und wuschen
das RNA-Pellet 2x mit je 1 ml 75 %igem Ethanol (vortexen, dann Zentrifugation:
10 min, 4 °C, 14000 U/min [Centrifuge 5417 R, Eppendorf®]).

Das Pellet musste nun kurz an der Luft getrocknet werden und konnte dann in 100 pl
RNAse freiem H,O aufgenommen werden. Ein Erhitzen der RNA-Lésung im Heiz-

block (55 — 60 °C) verbesserte die Ldslichkeit.

2.4.6 Aufreinigen der RNA

Reagenzien:

¢ RNeasy Mini Kit [Qiagen®, Hilden, Deutschland]

e RNAse freies Wasser

¢ 96-100% iges Ethanol

e RNase-Free DNase Set [Qiagen®, Hilden, Deutschland]
Durchfihrung:

Fir die Aufreinigung folgten wir dem Protokoll aus dem RNeasy Mini Kit von QIAGEN

[Qiagen®, Hilden, Deutschland)].

45



Material und Methoden 46

Zu den 100 pl RNA-L6sung gaben wir je 350 ul RLT-Puffer und vortexten die Proben.
Dann wurden 250 pl des 96 — 100 % Ethanols hinzugegeben und durch Aufziehen
mit der Pipette gemischt. Die Proben Uberflhrten wir nun in die RNeasy Mini-Saulen
und zentrifugierten diese 15 s bei 12000 U/min und Raumtemperatur. Die enthaltene
RNA konnte so an die Silikosemembran binden. Der Durchlauf wurde verworfen. Es
folgte ein Waschschritt mit 350 ul RW1-Puffer (Zentrifugation: 15 s, 12000 U/min, bei
Raumtemperatur [Centrifuge 5417 R, Eppendorf], Durchlauf wurde verworfen).

Um sicherzugehen, dass die Proben nicht durch DNA-Reste verunreinigt waren,
schlossen wir einen optionalen DNA-Verdau an. Dabei benutzten wir das Protokoll
aus dem RNase-Free DNase Set von QIAGEN. Hierfur wurde je 10 yl DNAse und
70 ul RDD Puffer auf die Silikosemembran pipettiert und die Proben anschlieRend
auf dem Heizblock 30 min bei 25 °C inkubiert. Daraufhin folgten 3 Waschschritte, um
die RNA weiter aufzureinigen: 1 Mal mit 350 yl RW1-Puffer und 2 Mal mit je 500 pl
RPE-Puffer. Zwischen diesen Waschschritten erfolgte je eine Zentrifugation (15 s,
12000 U/min, bei Raumtemperatur [Centrifuge 5417 R, Eppendorf®]). Die Durchlaufe
wurden verworfen. Um die Saulen von jeden moglichen Resten der Waschpuffer zu
befreien und die Saulen zu trocknen, zentrifugierten wir sie 2 min bei Raumtempe-
ratur mit 12000 U/min [Centrifuge 5417 R, Eppendorf®]. Durch Zugabe von 30 - 50 ul
DNAse freiem H,O auf die Membran und anschlieBender Zentrifugation (1 min,
12000 U/min, Raumtemperatur [Centrifuge 5417 R, Eppendorf®]) I6sten wir die RNA
aus den Saulen.

Diese konnte nun im Photometer bei einer Wellenlange von 260 nm vermessen und

so ihre genaue Konzentration bestimmt werden.
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2.4.7 Herstellung von cDNA

Reagenzien:
¢ RNA-Proben
¢ Oligo dT [Promega®, Mannheim, Deutschland]
o steriles H,O
e Reverse Transkriptase [Promega®, Mannheim, Deutschland]
e RNAsin [Promega®, Mannheim, Deutschland]
e dNTP [Promega®, Mannheim, Deutschland]

e 5x Puffer [Promega®, Mannheim, Deutschland]

Durchfuhrung:

Um die extrahierte RNA vor dem Abbau zu schutzen, wurden alle nachfolgenden
Pipettierschritte auf Eis durchgefuhrt.

In diesem Ansatz fur die Gewinnung von cDNA wurde je 1 ug RNA eingesetzt. Das
dafur bendtigte Volumen ergab sich aus der davor im Photometer bestimmten Kon-
zentration der RNA und wurde in ein steriles Eppendorf® Cup Uberfuhrt. Anschlie-
Rend gaben wir 1 yl Oligo dT hinzu und befullten die Cups mit sterilem Wasser bis
auf ein Endvolumen von 10 pl.

Die Proben mussten nun 3 min in einem Heizblock auf 70 °C erhitzt werden, so dass
die RNA denaturierte.

Danach wurden 4 pl dNTP, 4 pl 5x Puffer, 1 yl RNAsin und 1 ul Reverse Transkrip-
tase hinzugegeben und kurz gevortext, um sicherzugehen, dass alle Reagenzien gut

miteinander gemischt waren. Die Proben wurden nun fur 1 h bei 37 °C auf dem
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Heizblock inkubiert. Nach Ablauf dieser Zeit stoppten wir die laufende Enzymreaktion
durch ein 2- minutiges Erhitzen der Proben auf 95 ° C.

AnschlieRend gaben wir je 130 pl steriles Wasser hinzu, so dass sich ein Gesamt-
endvolumen von 150 pl ergab. Die Proben konnten nun bis zu ihrer Verwendung bei

-20 °C im Kuhlschrank gelagert werden.

2.4.8 Real-Time PCR

Reagenzien:
e cDNA

e LightCycler FastStart DNA Master SYBR Green | [Roche® Molecular

Biochemicals, Mannheim, Deutschland]
= Taq DNA Polymerase

» Taq Polymerase Puffer

SYBR Green |

dNTP Mix

MgCl, Stammlésung

zweifach destilliertes Wasser, PCR-grade

Durchfuhrung:

Um zu Uberprufen, ob die Stimulationsexperimente einen Einfluss auf die Expression

der RNA von IL-8 und des M3;-Rezeptors nahmen, wahlten wir das Verfahren der

Real-Time PCR. Dazu wurden folgende Primer benutzt:
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Ms:

fwd: 5°- GAC- CGT- AGA- GAT- TAT- GTC- ACT- G- 3

rev: 5°- AAG- AAA- GCG- ATG- AAG- ACC- AC- 3

IL-8:

fwd: 5°- CTG- CGC- CAA- CAC- AGA- AAT- TA- 3

rev: 5°- GCC- CTC- TTC- AAA- AAC- TTC- TCC- 3

Als Theromocycler wurde der LightCycler von Roche® [Roche® Molecular Biochemi-
cals, Mannheim, Deutschland] benutzt.

In die vorgesehenen Glaskapillaren pipettierten wir je 5 ul der hergestellten cDNA
und gaben je 1 yl Primer Mix, 10 yl H20, 2 pl MgCl, und 2 ul Fast Start Mix hinzu. Bei
jeder Amplification wurde eine Probe ohne cDNA eingesetzt, die als Negativkontrolle
diente.

Wir folgten folgendem Amplifikationsstandardprogramm: 1 Zyklus mit 95 °C 15 min,
45 Zyklen mit 95 °C 30 s; 58 °C 30 s; 72 °C 30 s, 1 Zyklus mit 72 °C 5 s als Annea-
ling Temperatur.

Durch die Erhitzung auf 95 °C wurde die Tag-Polymerase durch die Zerstérung ihrer
hitzelabilen Seitenketten aktiviert, so dass nun die Elongation nach der spezifischen
Bindung der Primer starten konnte. Nach jedem Zyklus wurde in den einzelnen Ka-
pillaren automatisch die Fluoreszenz bei 530 nm gemessen. Diese stieg proportional
zur steigenden Menge an synthetisierter ds-DNA an, da sich das doppelstrangspezi-
fische SYBR Green | an die entstehenden PCR-Produkte anlagerte. Der Punkt, an
dem die Proben die logarithmische Phase erreichten, konnte am Bildschirm beo-
bachtet werden. Um die PCR-Produkte zu quantifizieren bestimmten wir parallel in
jedem Lauf die Menge des Housekeepers Cyclophilin B. Dieses diente uns als Refe-
renz fur die gebildeten Produkte, die sich so nach folgender Formel berechnen lie-

Ren:
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y=1 /2(x-x[CycIophiIin B])X1 00
Um sicherzugehen, dass die Amplifikation korrekt ablief und sich spezifische Pro-
dukte bildeten, wurden die Schmelzkurven der gebildeten PCR-Produkte durch Erhit-

zen auf 95 °C erstellt und Uberprft.

249 IL8-ELISA
Reagenzien:
e PBS:
= 137 mM NaCl
= 2,7 mM KCI

2,7 mM Na,HPO,

1,5 mM KH,PO,4

pH7,2-7,4
e Waschpuffer:
= 0,05 % Tween® 20 in PBS
* pH72-74
e Blockpuffer:
= 1 % BSA (bovines Serumalbumin) in PBS mit
= 0,005 % NaNj;
e Verdlnnungsreagenz:
= 0,1 %BSA
= 0,005 % Tween® 20 in
= Tris gepuffertem Salz (20 Mm Trizma Base, 150 mM NacCl)

= pH72-74
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e Substratldésung:
= TMB-Puffer (0,1 M Zitronensaure, 0,2 M Na,HPQO4, H,0)
= pro 10 ml TMB-Puffer: 1 Tablette Tetramethylbenzidinedihydrochlorid
[Sigma®, Miinchen, Deutschland]
= 3 ulH0,
e Stopplosung: 2 N H,SO,
e DuoSet ® ELISA [R&D Systems®, Wiesbaden-Nordenstadt, Deutsch-
land]
= Capture Antikdrper: Anti-human IL-8-Maus-Anitkérper, in PBS zu einer
Konzentration von 4,0 ug/ml verdiinnt
= Detektion Antikorper: Anti-human IL-8-Ziegen-Antikorper, in Ver-
dinnungsreagenz zu einer Konzentration von 3,6 pg/ml gelést
= Streptavidin-HRP (Peroxidase-konjugiertes Streptavidin)
= Standardlésung: rekombiniertes menschliches IL-8, Konzentration:

100 ng/ml

Vorbereitung der 96-Well Platten:

Zum Beladen der 96-Well Platten [nunc™, Wiesbaden, Deutschland] mit AntikGrper pi-
pettierten wir in jedes Well 100 ul des Capture Antikdrpers, deckten die Platten ab
und inkubierten sie Uber Nacht bei Raumtemperatur. Anschlielend folgte dreimaliges
Waschen der Platten mit Waschpuffer.

Nun wurden die Platten durch Zugabe von 300 pl Blockpuffer pro Well Gber einen
Zeitraum von mindestens 1 h geblockt und erneut, wie oben beschrieben, gewa-

schen.
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Probenverarbeitung:

Um fur die Auswertung eine Standardkurve zu erhalten, wurde von der StandardI6-
sung eine Verdunnungsreihe in log 2- Schritten mit demselben Nahrmedium herge-
stellt, in dem zuvor die Zellen kultiviert wurden [Airway Epithelial Cell Growth Medium
KIT von PromoCell®, Heidelberg, Deutschland oder RPMI 1640 mit L- Glutamin und
25 mmol HEPES von Gibco®, Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland]. Die verschiedenen Ver-
dunnungsstufen wurden in Doppelbestimmung auf die Platte aufgetragen.

Aulerdem wurden je 100 ul der Zelliberstande ebenfalls in Doppelbestimmungen
auf die Platten gegeben. Um sicherzugehen, dass sich die IL-8-Konzentration der
Proben innerhalb des Messbereiches befand, verdunnten wir diese zuvor 1:10 mit
dem passenden Nahrmedium [Airway Epithelial Cell Growth Medium KIT,PromoCell®,

Heidelberg, Deutschland oder RPMI 1640 mit L- Glutamin und 25 mmol HEPES von Gibco®,
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland].

Nun folgte eine zweistiindige Inkubation bei Raumtemperatur, wahrend der sich das
in den Uberstanden geldste IL-8 an den Capture Antikérper band.

Nach Ablauf dieser Zeit entfernten wir die Proben und wuschen die Platten erneut 3
Mal.

Nun wurde in jedes Well 100 ul des Detektion Antikérpers pipettiert und erneut fur 2
h bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlielend folgte wieder ein dreimaliger Wasch-
schritt.

Als nachstes gaben wir je 100 pl Streptavidin-HRP-L&sung hinzu und inkubierten die
Platten fir 20 min bei Raumtemperatur. Da die Streptavidin-HRP-L6sung lichtemp-
findlich ist, erfolgte die Inkubation im Dunkeln. Erneutes dreimaliges Waschen mit

Waschpuffer schloss sich an.
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Nach Zugabe von 100 pl Substratldsung und einer Inkubation von 20 min im Dun-
keln, bildete sich proportional zu dem gebundenen IL-8 durch die an das Streptavidin
gebundene Peroxidase und das H,O, in der Substratldsung ein blauer Farbstoff. Die
Reaktion wurde nun mit 50 pl Stopplésung pro Well beendet und anschlielend die
optische Dichte des Produktes mit dem Photometer bei einer Wellenlange von
450 nm und 540 nm gemessen. Durch anschlieBende Auswertung unter
Verwendung der Standardkurve konnten die I|L-8-Konzentrationen der Proben

bestimmt werden.

2.4.10 Chemotaxis-Assay

Reagenzien:

¢ Citrate-Dextrose Solution [Sigma®, Miinchen, Deutschland]

e Longasteril 70: Dextran 70 in 0,9 % NaCl [Fresenius, Bad Homburg,
Deutschland]

e Ficoll-Paque™ Researche Grade [Amersham Pharmacia Biotech
AB®, Uppsala, Schweden]

e 0,2 % NaCl- Lésung

e 1,6 % NaCl- Losung

e Airway Epithelial Cell Growth Medium KIT [PromoCell®, Heidelberg,
Deutschland]

e Hanks-- [Seromed/Biochrome®, Berlin, Deutschland] /0,1 % Chicken
Egg Albumin [Sigma®, Miinchen, Deutschland]

e 0,4 % Trypanblau [Sigma®, Miinchen, Deutschland]

e Calcein AM [MoBiTec®, Géttingen, Deutschland]: 1 mg/ml in DMSO

[Sigma®, Miinchen, Deutschland]
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e Zymosan A [Sigma®, Miinchen, Deutschland]
e Pufferlosung: 50 % Nahrmedium und 50 % HANKS —

¢ 0,5 g/l Chicken Egg Albumin [Sigma®, Miinchen, Deutschland]

Durchfuhrung:

2.4.10.1 Preparation der neutrophilen Granulozyten

Die fur den Chemotaxis-Assay bendotigten neutrophilen Granulozyten gewannen wir
aus 20 ml frischen Vollblutes, das gesunden, freiwiligen Spendern abgenommen
wurde. Dieses Blut wurde mit 2 ml Citrate-Dextrose Solution und 18 ml Longasteril
gemischt und anschlieBend 1 h bei Raumtemperatur zur Sedimentation stehen ge-
lassen. Das obere leukozytenreiche Plasma konnte nun mit einem Butterfly (BD
Valu-Set™ von BD Infusion Therapy, Helsingborn, Schweden) in ein Falcon® Tube
uberfuhrt und mit Ficoll im Verhaltnis 1:1 unterschichtet werden.

AnschlieRend folgte eine Zentrifugation (21 °C, 2000 U/min, 20 min, ohne Bremse)
[Megafuge 1.0 R, Haereus®]. Der sich bildende Uberstand wurde vollstédndig abge-
saugt und das Zellpellet vorsichtig agitiert.

Um noch etwaig vorhandene Erythrozyten zu lysieren, wurden zuerst 8 ml einer
0,2 % NaCl -Ldsung fir 15 - 20 s und anschliefend 8 ml einer 1,6 % NaCl -Lésung
ebenfalls fur 15 - 20 s hinzugegeben. Die Lésung konnte nun mit Hanks--/0,1 % Al-
bumin zu einem Endvolumen von 40 - 50 ml aufgeflllt und zentrifugiert werden
(1000 U/min, 5 min, 4 °C). Der Uberstand wurde erneut abgesaugt, das Zellpellet
agitiert und 5 ml der Hanks--/0,1 % Albumin-L&sung hinzugegeben.

Um die Zellzahl zu bestimmen mischten wir 10 ul der Zellsuspension mit 90 pl Try-

panblau 0,4 % [Sigma®, Miinchen, Deutschland], gaben sie in eine Neubauer Kammer
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[Neubauer Zéhlkammer, Marienfeld®] und zahlten sie unter dem Mikroskop [Leitz® DM
IL] aus.

Nun wurden die gewonnenen Zellen gewaschen, indem man sie mit Hanks--/0,1 %
Albumin auf ein Endvolumen von 40 ml aufflllte und zentrifugierte (1000 U/min,
5 min, bei 4 °C) [Megafuge 1.0 R, Haereus®]. Der Uberstand wurde verworfen.

Zum Anfarben der neutrophilen Granulozyten gaben wir 2 ml Hanks--/0,1 % Albumin
hinzu, resuspendierten die Losung und fugten 12 pl Calcein AM hinzu. Die Losungen
wurden gut gemischt und in ein 2 ml Eppendorf® Cup uberfuhrt. Anschliel’end
mussten sie 20 min bei 37 °C unter leichtem Schatteln inkubiert werden.

Nun konnten die Zellen in ein neues Falcon® Tube Uberfuhrt und zweimal gewa-
schen werden. Dazu wurden je 28 ml Hanks--/0,1 % Albumin-L6sung zugegeben, die
Zellen zentrifugiert (1200 U/min, 5 min, bei 4 °C) [Megafuge 1.0 R, Haereus®] ,der
Uberstand abgenommen und die Zellen agitiert.

Nach dem Waschen konnten wir die Zellzahl durch Zugabe von Nahrmedium unter
Verwendung der vorher bestimmten Zellmenge auf 1x10” Zellen/ml einstellen. So
wurde sichergestellt, dass in den verschiedenen Chemotaxis-Assays immer dieselbe

Anzahl an neutrophilen Granulozyten eingesetzte wurde.

2.4.10.2 Herstellung von ZAS (Zymosan aktiviertes Serum)

Als Positivkontrolle in unseren Chemotaxisversuchen diente uns Zymosan aktiviertes
Serum. Um dieses herzustellen bendtigten wir das Vollblut von feiwilligen gesunden
Spendern. Dieses konnte dann 5 min bei 20 °C und 3000 U/min zentrifugiert werden
[Megafuge 1.0 R, Haereus®]. Anschliel3end pipettierten wir das so gewonnene Serum

ab und gaben Zymosan A in einer Konzentration von 1 mg/ml hinzu. Dieses Reagenz
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bewirkt eine Aktivierung der Komplementkaskade im Serum. Die sich so bildenden
Spaltprodukte stellen einen starken Chemoattraktanten fir neutrophile Granulozyten
dar und kamen deshalb als Positivkontrolle in den folgenden Versuchen zum Einsatz.
Um die Komplementkaskade zu aktivieren war eine Inkubationszeit von 30 min bei
37 °C und 30 min bei 56 °C noétig.

AnschlieBend wurde die Mischung erneut zentrifugiert (10 min, bei 20 °C und
3000 U/min) [Megafuge 1.0 R, Haereus® und der koplementreiche Uberstand
abpipettiert. Das so gewonnene Zymosan aktivierte Serum konnte nun aliquotiert und

bei -20 °C max. fir 6 Monate bis zur Verwendung gelagert werden.

2.4.10.3 Beladen der Chemotaxis-Kammer:

Die unteren Wells der Chemotaxis-Kammer [Neuroprobe™, Gaithersburg, USA] befull-
ten wir mit 29 pl unserer Zelliberstande von insgesamt 23 (16 mannliche, 7 weibli-
che) verschiedenen Patienten, die wir bei den Stimulationsexperimenten der T25-
Flaschen (unstimuliert, stimuliert mit 100 pg/ml Carbachol oder TNF-a in einer Kon-
zentration von 10 ng/ml) gewonnen hatten. Diese dienten uns als Chemoattraktanten
und wurden 1:10 vorverdinnt nach langsamem Auftauen eingesetzt. Die verschiede-
nen Proben wurden in Sfacher Bestimmung untersucht, um Schwankungen zu mini-
mieren. Als negative Kontrolle wurde die oben beschriebene Pufferldsung verwendet,
als Positivkontrolle setzten wir ZAS (0,1 mg/ml) ein.

Uber diese Proben wurden nun Filter [Neuroprobe™, Gaithersburg, USA] mit einer Po-
rengrof3e von 3 um im Durchmesser eingelegt. In die oberen Wells gaben wir je 25 ul
unserer vorbereiteten Zellsuspension. Die Kammern wurden verschlossen und 1 h

bei 37 °C inkubiert. AnschlieRend konnten die unteren Kammern und der Filter in
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dem Fluoreszenzreader gemessen werden. Die gemessene Extinktion war

proportional zu den gewanderten neutrophilen Granulozyten.

2.4.10.4 Checkerboard-Analyse:

Mit Hilfe der Checkerboard-Analyse wurde untersucht, ob die gemessene Wan-
derung der Granulozyten entlang eines Konzentrationsgradienten von chemotakti-
schen Substanzen stattfand (Chemotaxis) oder ein Effekt allgemein vermehrter Moti-
litat der Zellen war.

Dafur wurden verschiedene Konzentrationen (0 %, 30 %, 60 %, 100 %) der Zelluber-
stande (stimuliert mit 100 pg/ml Carbachol) oberhalb und unterhalb des Filters in
5facher Bestimmung gegeben, die als Chemoattraktanten dienten (Tabelle 5).
Dadurch ergaben sich verschiedene Konzentrationggefalle, die Einfluss auf das
Wanderungsverhalten der Granulozyten nehmen sollten. Ansonsten wurde der

Versuch wie oben beschrieben durchgefihrt.

Oberes Well

0% 30% 60% 100%
Unteres Well

0%

30%

60%

100%

Tabelle 5:
Dargestellt ist das Pipettierschema der Checkerboard-Analyse. Die farbigen Wells zei-

gen die Konzentrationskombinationen ohne Konzentrationsgefalle auf.
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2.4.11 Calziumimaging

Reagenzien:

e Krebs-Ringer Losung:
» 0,12 mol/l NaCl
= 50 mmol/l KCI
= 1,0 mmol/l MgSO,
= 1,0 mmol/l KH,PO,
= 3,0 mmol/l CaCl,
» 0,02 mol/l NaHCO;
= 6,0 mmol/l D-Glukose

= 27 ymol/l EDTA

5 UM Fluo-4 [Sigma®, Miinchen, Deutschland] in DMSO [Sigma®,

Miinchen, Deutschland]

0,1% Pluronic [Sigma®, Miinchen, Deutschland]

Carbachol [Sigma®, Miinchen, Deutschland]

ATP [Sigma®, Miinchen, Deutschland]

primare Bronchialepithelzellen auf 96-Well Platten

Durchfuhrung:

Bei dem Calziumimaging handelt sich es sich um eine Methode, die es erlaubt, intra-
zellulare Ca?*-Signale sichtbar zu machen. Wir verwendeten hierzu wieder die prima-
ren humanen Bronchialepithelzellen, die wir wie unter 2.4.1 auf kollagenbeschichte-
ten 96-Well Platten [nunc™, Wiesbaden, Deutschland] kultivierten und die Zelllinie
BEAS 2 B (auf unbeschichteten 96-Well Platten [nunc™, Wiesbaden, Deutschland] kul-

tiviert).
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Nachdem die Zellen zu 80 - 90 % konfluent waren, wurden sie mit der Krebs-Ringer
Lésung gewaschen. AnschlieRend pipettierten wir in jedes Well 100 ul Krebs-Ringer
Lésung, 5 pl Fluo-4 in DMSO und 0,1 % Pluronic und inkubierten die Platten 1 h bei
37 °C.

Fluo-4 ist ein Farbstoff, der durch die Zellmembranen diffundieren kann. Intra-
zellulare Esterasen spalten dann die in Fluo-4 enthaltene Esterbindung. Danach
kann der Farbstoff die Zellen durch die Zellmembran nicht mehr verlassen. Nach
Bindung von intrazelluldrem Ca®* andert der Farbstoff seine optischen Eigenschaften
und kann nach entsprechender Anregung fluoreszieren.

Das hinzugegebene Pluronic erhoht die Loslichkeit von Fluo-4, so dass mehr
Farbstoff in die Zellen diffundiert.

Nach Ablauf dieser Zeit mussten die Zellen erneut mit der Krebs-Ringer Lésung ge-
waschen werden. Von dieser Losung wurden dann erneut 100 pl in jedes Well gege-
ben. Nun konnten die Zellen durch Zugabe von Carbachol (100 ug/ml) stimuliert wer-
den. Als Positivkontrolle diente uns 100 uM ATP. Unter dem Fluoreszenzmikroskop
Zeiss Axiovert 200M [Zeiss, Géttingen, Deutschland] konnte nun das Aufleuchten der

Zellen beobachtet und dokumentiert werden.
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2.5 Statistische Verfahren

Die Ergebnisse wurden als arithmetischer Mittelwert + Standardfehler dargestellt. Die
Signifikanz der gewonnenen Daten wurde unter Verwendung des t-Tests nach Stu-
dent ermittelt. Bei der Darstellung dieser Ergebnisse verwendeten wir als Signifi-

*

kanzniveau * = p<0,05, ** = p<0,01. Zur besseren Ubersicht wurden in einzelnen
Fallen noch der Minimalwert und der Maximalwert angegeben. Auch die Darstellung
mittels Box Plot unter Verwendung eines nicht-parametrischen Testverfahren (Mann-

Whitney-Test) bei nicht normalverteilten Werten kam zum Einsatz.
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3 Ergebnisse

3.1 Patienten

Als Ausgangsmaterial flr die Experimente dienten Bronchialepithelzellen von Pa-
tienten, die sich wahrend ihres Klinikaufenthaltes aus diagnostischen Griinden einer
Bronchoskopie unterzogen. Insgesamt waren 28 Patienten im Alter von 28 bis 77
Jahren (mittleres Alter 57 + 14 Jahre) bereit, als Spender fir die Zellen zu fungieren.
Unter diesen befanden sich 9 Frauen und 19 Manner.

6 dieser Patienten waren aktive Raucher, 7 Nichtraucher und 9 Ex-Raucher. Von 6
Patienten war nichts Uber ihr Rauchverhalten bekannt.

Die Spender befanden sich aus unterschiedlichen Griinden in unserem Klinikum: Bei
6 Patienten war eine chronisch obstruktive Lungenerkrankung bekannt, bei 9 be-
stand der Verdacht auf ein tumordses Geschehen in der Lunge, 10 litten an einer
entzundlichen Erkrankung der Atemwege und 7 der Patienten waren zum Aus-
schluss einer interstitiellen Lungenerkrankung in unserem Haus. Wie man den Zah-
len entnehmen kann, lagen bei 6 Patienten mehr als eine Diagnose vor. Vier Patien-
ten hatten andere Erkrankungen, die sich nicht in die oberen Gruppen einordnen lie-

Ren.
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3.2 Nachweis von M;-Rezeptoren auf primaren humanen

Bronchialepithelzellen

In der Literatur wird vorbeschrieben, dass humane Bronchialepithelzellen muscari-
nerge Rezeptoren vom Ms-Typ auf ihrer Oberflache exprimieren [29]. Fur die Sti-
mulationsexperimente mit Carbachol war es von entscheidender Bedeutung, dass
die primaren humanen Bronchialepithelzellen diese nach der Gewinnung mittels
Burstentechnik und nach Kultivierung uber einige Tage im Kulturmedium auch wei-
terhin ausbildeten. Daher wiesen wir die Oberflachenrezeptoren vor Beginn der Sti-
mulationsexperimente mittels Immunfluoreszensmikroskopie nach.

Wie sich zeigte, konnten wir diese Rezeptoren mittels spezifischer Antikdrper anfar-
ben. Im Gegensatz zu den mit IgG aus Kaninchenserum inkubierten Zellen, die bis
auf den mit DAPI angefarbten Zellkern keine Signale zeigten und uns als Negativ-
kontrolle dienten, detektierten wir bei den mit anti-Ms-Antikorpern behandelten Zellen
deutliche Fluoreszenz. Die Signale waren dabei im Bereich der gesamten Zelle zu
sehen, was zu den Oberflachenrezeptoren passt. Damit konnten wir sichergehen,
dass die primaren humanen Bronchialepithelzellen auch nach der Kultivierung die
Ms-Rezeptoren aufwiesen und so einer Stimulierung mit Carbachol zuganglich wa-

ren.
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Abbildung 3 a: Abbildung 3 b:

Immunzytochemischer Nachweis und Verteilung von muscarinergen Rezeptoren vom Typ M3

auf primdren humanen Bronchialepithelzellen.

Die Abb. 3 a zeigt die Fluoreszenzantwort der Zellen nach Inkubation mit anti-Ms-Antikér-
pern, wédhrend die Abb. 3 b die Negativkontrolle darstellt. Die fluoreszenzmikroskopische
Auswertung erfolgte durch das Fluoreszenzmikroskop Zeiss Axiovert 200M bei 20facher

VergréBerung.

3.3 IL-8-ELISA der PBEC auf 96-Well Platten

3.3.1 Basale IL-8- Produktion

In der Auswertung des IL-8-ELISA der einzelnen Patienten zeigte sich, dass die ver-
schiedenen Proben der primaren Bronchialepithelzellen bei gleichen Kulturbe-
dingungen basal, also ohne jegliche Stimulation, in der Lage waren, unterschiedliche
Mengen an IL-8 innerhalb von 16 h zu produzieren.

Es ergab sich dabei ein Minimum, das bei 50,58 (£ 10,0) pg/ml an IL-8 lag, wahrend

maximal ein Wert von 2088,58 (+ 34,28) pg/ml in dem oben genannten Zeitraum er-
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reicht wurde. Somit fand sich innerhalb der verschiedenen Zellproben eine basale
IL-8-Produktion, die sich um das 40,96fache unterschied.

Die Abbildung 4 fasst diese Ergebnisse noch einmal zusammen.
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IL-8 (pg/ml)
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1 2 3

0
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Patienten

Abbildung 4:

Dargestellt ist die unterschiedliche basale IL-8-Produktion der 17 untersuchten Patientenpro-
ben innerhalb von 16 h Kultivierung geordnet nach Hbéhe der basalen IL-8-Produktion. Pro
Patient wurden 4 Einzelmessungen in Doppelbestimmung durchgefiihrt. Dargestellt sind der

Mittelwert und die dazugehdrigen Standardabweichungen.
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3.3.2 Wirkung von TNF-a auf die IL-8 Produktion

Es konnte gezeigt werden, dass in primaren Bronchialepithelzellen TNF-a
konzentrationsabhangig (0,0 ng/ml, 0,625 ng/ml, 1,25 ng/ml, 2,5 ng/ml, 5,0 ng/ml und
10 ng/ml) die IL-8-Produktion signifikant steigert (p<0,05). Die Bildung von IL-8 war
annahernd linear, wobei man bei der geringsten Menge an TNF-a (0,626 ng/ml) im
Mittel 1912,75 (x 1353,64) pg/ml an IL-8 fand, wahrend sich maximal bei einer
Konzentration von 10 ng/ml TNF-a 3433,43 (+ 2364,09) pg/ml IL-8 nachweisen
lieRen. Die Ergebnisse werden in der Abbildung 5 noch einmal dargestellt.

Wie sich jedoch zeigte, kam es zu starken Schwankungen dieser Stimulationsergeb-
nisse innerhalb der Patientenpopulation. Es fand sich eine Bandbreite der Produktion
von IL-8, die zwischen dem 1,83-fachen bis zu dem 12,17-fachen Uber der basalen
Produktion bei einer Konzentration von 10 ng/ml TNF-a lag (Abb. 6) Interessanter-
weise lield sich der Trend erkennen, dass die Patientenproben, die basal wenig IL-8
bildeten, sich zu einer hoheren Produktion stimulieren lieRen, als dies bei Patienten-

proben der Fall war, die basal schon eine grol3e Menge an IL-8 produzierten.
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Abbildung 5:
Die Graphik zeigt die signifikant gesteigerte IL-8-Produktion der priméren Bron-
chialepithelzellen durch verschiedene Konzentrationen von TNF-a (pro Patient
wurden 4 Einzeltestungen in Doppelbestimmung durchgefiihrt, aufgetragen sind die
Mittelwerte und die dazugehérigen Standardabweichungen). * = p<0,05, **= p<0,01

gegentber basal
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Abbildung 6:
Dargestellt sind exemplarisch die Fold over basal (das Vielfache der basalen IL-8-Produk-

tion) aus n=4 Experimenten der einzelnen Patienten bei einer Konzentration von 10 ng/ml

TNF-a.

3.3.3 Wirkung von Carbachol auf die IL-8-Produktion

Wir untersuchten, ob Carbachol konzentrationsabhangig (0,0 ug/ml, 0,4 pg/ml,
1,25 pg/ml, 6,25 pyg/ml, 25 pg/ml, 100 ug/ml) die bronchoepitheliale IL-8-Freisetzung
zu steigern vermag.

Dabei konnten wir nicht belegen, dass Carbachol einen Einfluss auf die Bildung von

IL-8 durch primare humane Bronchialepithelzellen hat. Die basale IL-8-Produktion
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lie® sich nach 16 h im Mittel bei keiner der gewahlten Konzentrationen signifikant
steigern (p>0,05), sondern blieb annahernd konstant. Dies wird in Abbildung 7 noch

einmal dargestellt.
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Abbildung 7:
Die Graphik zeigt die Produktion von IL-8 durch die primédren Bronchialepithelzellen nach der
Stimulation mit verschiedenen Konzentrationen von Carbachol (iber 16 h. Aufgetragen sind
die Mittelwerte der 17 Patientenproben und die dazugehdrigen Standardabweichungen
(n=4).
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3.4 IL-8 Produktion der primaren Bronchialepithelzellen in T25-

Zellkulturflaschen

Die Stimulation der primaren humanen Bronchialepithelzellen erfolgte auch in T25
(=25 cm?) Zellkulturflaschen, um auszuschlieRen, dass die Kulturbedingungen der
96- Well Platten Einfluss auf die Ergebnisse, z.B. durch Anhaufung von sauren Zell-
metaboliten, nahm. Die Experimente wurden mit einer Konzentrationskombination
von TNF-a (10 ng/ml) und Carbachol (100 ug/ml) wiederholt. Fir den Inkubationszeit-
raum wahlten wir erneut 16h.

In der Auswertung des IL-8-ELISA konnten dabei die Ergebnisse der 96-Well Platten
bestatigt werden. Die primaren Bronchialepithelzellen produzierten auch unter diesen
Kulturbedingungen basal IL-8. Hierbei lag der Wert im Mittel bei 1223,17 pg/ml
(x 809,13 pg/ml).

Durch Stimulation mit TNF-a in einer Konzentration von 10 ng/ml lie3 sich diese ba-
sale Produktion signifikant steigern (p<0,01). Der Mittelwert lag hierbei bei 6781,33
pg/ml (x 4870,80 pg/ml). Somit erreichte man eine um das 5,54-fache gesteigerte
IL-8-Produktion.

Nach Inkubation der Zellen mit 100 ug/ml an Carbachol konnten wir keine gesteigerte
Produktion von IL-8 nachweisen (p>0,05). Die Menge an gebildetem IL-8 war mit
1248,38 pg/ml + 743,88 ug/ml anndhernd gleich zu der basal gebildeten Menge.

Die Abbildung 8 stellt die Ergebnisse noch einmal dar.
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Abbildung 8:

Der Graph zeigt die Produktion von IL-8 durch humane primére Bronchialepithelzellen unsti-
muliert, stimuliert mit TNF-a (10ng/ml) und Carbachol (100ug/ml) innerhalb von 16 h in T25
Zellkulturflaschen. Aufgetragen sind die Ergebnisse (n=4) von 24 Patientenproben (17
maénnliche, 7 weibliche).

Dargestellt sind jeweils die 25. und 75. Perzentile als Begrenzung des Boxplot. Die Linie ent-
spricht dem Median. Die Fehlerbalken représentieren die 5. und 95. Perzentile, wéhrend

dariiber hinaus gehende Einzelwerte als Punkte gesondert erkennbar sind. ** = p<0,01
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3.5 Gleichzeitige Stimulation der PBEC mit Carbachol und TNF-a

mittels Schachbretttitration

Im Verlauf der Experimente untersuchten wir, ob die primaren Bronchialepithelzellen
nach einer simultanen Stimulation mit TNF-a und Carbachol signifikant mehr IL-8
produzierten. Da es durch eine alleinige Stimulation mit verschiedenen Konzentratio-
nen von Carbachol nicht zu einer gesteigerten IL-8-Bildung kam, gingen wir der
Frage nach, ob hierfur eine Vorstimulation der Zellen mittels TNF-a nétig sei, also ein
synergistischer Effekt zwischen beiden Stoffen bestand.

Durch die verwendete Schachbretttitration konnten wir die Wirkung unterschiedlicher
Konzentrationen von TNF-a (0,0 ng/ml, 0,63 ng/ml, 1,25 ng/ml, 2,5 ng/ml, 5,0 ng/ml,
10,0 ng/ml) zusammen mit verschiedenen Konzentrationen an Carbachol (0,0 pg/ml,
0,4 ug/ml, 1,25 pg/ml, 6,25 pg/ml, 25,0 pg/ml, 100,0 pg/ml) genauer bestimmen. Es
ergaben sich damit 36 verschiedenen Konzentrationskombinationen beider Stoffe.
Wie sich herausstellte, bestand bei keiner dieser Kombinationen ein synergistischer
Effekt innerhalb der gewahlten 16 h Inkubationszeit. Zwar produzierten die Bronchial-
epithelzellen mit steigenden Konzentrationen von TNF-a auch signifikant (p<0,05)
vermehrt IL-8 (wie oben beschrieben), jedoch liel3 sich diese Produktion durch keine
Konzentration von Carbachol im Sinne eines synergistischen Effektes weiter steigern

oder vermindern (Abb. 9)
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Abbildung 9:
Die Graphik zeigt die Ergebnisse der Schachbretttitration der PBEC. Auf der x-Achse sind
die verschiedenen Konzentrationen von TNF-a aufgetragen, wéhrend die unterschiedlichen
Farben der Balken die verschiedenen Konzentrationen von Carbachol wiedergeben, so dass
die 36 Konzentrationskombinationen dargestellt werden (aufgetragen wurden die Mittelwerte

der 17 Patientenproben und die zugehdrigen Standardabweichungen,; n=4).
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3.6 IL-8-Produktion der Zelllinie BEAS 2 B auf 96- Well Platten

3.6.1 Basale IL-8-Produktion

Auch die Zelllinie BEAS 2 B produzierte ohne Stimulation IL-8 in einem Zeitraum von
16 h. Die produzierte Menge erreichte im Mittel einen Wert von 60,53 (+ 6,52) pg/mi
und lag damit deutlich unter der Menge, die von primaren humanen

Bronchialepithelzellen basal gebildet wurde (947,0 £ 648,0 pg/ml).

3.6.2 Wirkung von TNF-a auf die IL-8-Produktion

Die Analyse der Zelliberstande im IL-8-ELISA, die von der Zelllinie BEAS 2 B nach
einer Stimulation mit unterschiedlichen Mengen von TNF-a (0,0 ng/ml, 0,625 ng/ml,
1,25 ng/ml, 2,5 ng/ml, 5 ng/ml und 10 ng/ml) Gber 16 h gebildet wurden, zeigte, dass
sich auch diese Zellen zu einer vermehrten Bildung von IL-8 stimulieren lieen. Die
produzierte Menge lag dabei zwischen 130,84 (+46,34) pg/ml bei 0,625 ng/ml TNF-a
und 313,55 (x 36,27) pg/ml bei 100 pg/ml TNF-a. Allerdings war im Vergleich zur
basalen Bildung die produzierte IL-8 Menge nur bei einer Konzentration von
5,0 ng/ml und 10 ng/ml TNF-a signifikant erhéht (p<0,05). Bei geringeren Mengen
von TNF-a konnte keine statistische Signifikanz erreicht werden. Damit unterschied
sich die Zelllinie von den primaren humanen Bronchialepithelzellen, die schon nach
Stimulation mit der geringsten Menge TNF-a (0,626 ng/ml) signifikant mehr [L-8
bildeten. Die Ergebnisse werden in folgender Abbildung (Abb. 10) noch einmal

graphisch zusammengefasst.
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Abbildung 10:
Die Graphik zeigt die signifikant gesteigerte IL-8 Produktion der Zelllinie BEAS 2 B ab
einer Konzentration von 5,0 ng/ml an TNF-a (aufgetragen sind die Mittelwerte und die

dazugehdrigen Standardabweichungen von n=2 Experimenten). * = p<0,05

3.6.3 Wirkung von Carbachol auf die IL-8-Produktion

In Analogie zu den Experimenten an primaren humanen Bronchialepithelzellen
wurde untersucht, ob die Stimulation der BEAS 2 B-Zellen mit Carbachol zu einer
vermehrten IL-8-Produktion Uber 16 h fuhrte. Nach Auswertung des IL-8-ELISA
zeigte sich, dass es im Vergleich zur basal produzierten Menge bei keiner der
gewahlten Konzentrationen von Carbachol (100 pg/ml, 25 pg/ml, 6,25 pg/ml,

1,56 pg/ml, 0,4 pg/ml) zu einer signifikant vermehrten IL-8-Bildung (p>0,05) kam.
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Damit verhielt sich die Zellinie BEAS 2 B genau wie die primaren humanen

Bronchialepithelzellen. Die Abbildung 11 zeigt die erhobenen Daten noch einmal.
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Abbildung 11:

Die Graphik zeigt die Produktion von IL-8 durch die Zelllinie BEAS 2 B nach der Stimulation
mit verschiedenen Konzentrationen von Carbachol iber 16 h. Aufgetragen sind die Mittel-

werte und die dazugehdrigen Standardabweichungen von n=2 Experimenten.
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3.7 IL-8-Produktion der Zelllinie BEAS 2 B in T25-Zellkulturflaschen

Auch bei den BEAS 2 B-Zellen analysierten wir die Produktion von IL-8 ohne Stimu-
lation und nach Inkubation der Zellen mit Carbachol in einer Konzentration von
100 pg/ml und TNF-a (10 ng/ml) Gber 16 h in T25-Zellkulturflaschen.

Dabei konnten die Ergebnisse aus der Schachbretttitration bestatigt werden. Die
Zelllinie produzierte im Mittel 17,78 (x 11,76) pg/ml an IL-8 ohne Stimulation. Nach
Zugabe von 10 ng/ml TNF-a als Positivkontrolle lie3 sich diese Produktion signifikant
(p<0,01) auf 1132,75 (£ 108,98) pg/ml steigern. Dies entspricht einer Steigerung um
den Faktor 63,7.

Nach der Inkubation der Zellen mit Carbachol in einer Konzentration von 100 ug/mli
fanden sich Werte um 32,61 (£60,83) pg/ml. Dabei konnte zwischen der basal produ-
zieren Menge und den Ergebnissen nach Zugabe von Carbachol mit p>0,05 keine
statistische Signifikanz nachgewiesen werden. Dies zeigt, dass die BEAS 2 B-Zellen
auch unter anderen Kulturbedingungen durch Carbachol nicht zu einer vermehrten
Produktion des proinflammatorischen Zytokins IL-8 angeregt werden konnten.

Die Abbildung 12 stellt diese Ergebnisse noch einmal dar.
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Abbildung 12:

Der Graph zeigt die Produktion von IL-8 durch die Zelllinie BEAS 2 B unstimuliert, stimuliert
mit TNF-a (10 ng/ml) und Carbachol (100 ug/ml) (ber einen Zeitraum von 16 h in T25- Zell-
kulturflaschen

Dargestellt sind jeweils die 25. und 75. Perzentile als Begrenzung des Boxplot. Die Linie ent-
spricht dem Median. Die Fehlerbalken reprédsentieren die 5. und 95. Perzentile. ** = p<0,01.

Dargestellt sind die Werte von n=4 Einzelexperimenten.

77



Ergebnisse 78

3.8 Gleichzeitige Stimulation der BEAS 2 B Zellen mit Carbachol

und TNF-a mittels Schachbretttitration

Auch bei dieser Zelllinie untersuchten wir, ob nach einer Vorstimulation der Zellen mit
TNF-a ein positiver Effekt von Carbachol auf die IL-8-Produktion demaskiert werden
kann. Hierzu stimulierten wir die Zellen mit verschiedenen Konzentrationen von TNF-
a (0,0 ng/ml, 0,625 ng/ml, 1,25 ng/ml, 2,5 ng/ml, 5,0 ng/ml und 10 ng/ml) und gleich-
zeitig mit mehreren Konzentrationen von Carbachol (100 pg/ml, 25 pg/ml, 6,25 pg/ml,
1,56 pg/ml, 0,4 pg/ml) Uber einen Zeitraum von 16 h. Somit ergaben sich auch hier
36 verschiedene Konzentrationskombinationen. Es zeigte sich, dass zwar mit stei-
gender Konzentration von TNF-a auch die IL-8-Menge zunahm, aber die Bildung die-
ses Stoffes unabhangig von der zugegebenen Menge an Carbachol war. Bei keiner
der gewahlten Konzentrationskombinationen konnte somit ein synergistischer Effekt
zwischen beiden Stoffen aufgezeigt werden. Graphisch dargestellt werden die Er-

gebnisse in Abbildung 13.
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Abbildung 13:

Die Graphik zeigt die Ergebnisse der Schachbretttitration. Auf der x-Achse sind die verschie-
denen Konzentrationen von TNF-a aufgetragen, wéhrend die unterschiedlichen Farben der
Balken die verschiedenen Konzentrationen von Carbachol wiedergeben, so dass die 36
Konzentrationskombinationen dargestellt werden (aufgetragen wurden die Mittelwerte der
Zelllinie BEAS 2 B und die zugehérigen Standardabweichungen). Pro Kombinationsméglich-

keit wurden n=2 Experimente in Doppelbestimmungen durchgefiihrt.
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3.9 Light Cycler-Auswertung der PBEC

Im Folgenden gingen wir der Frage nach, ob es durch die Inkubation der Zellen mit
Carbachol in einer Konzentration von 100 pg/ml und TNF-a in einer Konzentration
von 10 ng/ml zu einer vermehrten Expression von IL-8- und M3;-mRNA kam. Dazu
verwendeten wir die RNA-Proben von 21 Patienten (14 mannliche, 7 weibliche), die
wir im Light Cycler quantifizierten.

Wie sich zeigte, liel3en sich die Ergebnisse, die wir in der Auswertung des IL-8-ELISA
erhielten, bestatigen. Nach der Inkubation der Zellen mit TNF-a Uber 16 h, stieg die
IL-8-mRNA bezogen auf den basalen Wert signifikant (p<0,01) an. Die IL-8-
Expression konnte dabei um das 5,5-fache gesteigert werden.

Bei den mit Carbachol stimulierten Zellen konnte keine vermehrte Bildung dieser
MRNA nachgewiesen werden. Es zeigte sich im Mittel eine Erhohung der IL-8-mRNA
um das 1,37-fache, was in der Auswertung keine statistische Signifikanz erreichte

(p>0,05). Dies wird in Abbildung 14 noch einmal dargestellt.
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Abbildung 14:

RT-PCR Analyse der IL-8-mRNA-Expression von 21 Patientenproben nach Stimulation der
Zellen mit TNF-a (10 ng/ml) und Carbachol (100 ug/ml). Aufgetragen wurden die Werte
bezogen auf den basalen IL-8-mRNA-Spiegel.

Dargestellt sind jeweils die 25. und 75. Perzentile als Begrenzung des Boxplot. Die Linie ent-
spricht dem Median. Die Fehlerbalken reprédsentieren die 5. und 95. Perzentile, wéhrend

dariiber hinaus gehende Einzelwerte als Punkte gesondert erkennbar sind. ** = p<0,01

Weiterhin wurde deutlich, dass die oben beschriebenen Inkubationen keinen Einfluss
auf die Expression der mRNA der muscarinergen Rezeptoren vom Typ Mz nahmen.
Weder nach der Stimulation mit TNF-a, noch nach der Stimulation mit Carbachol
konnte eine vermehrte Expression dieser mRNA nachgewiesen worden. Nach Zu-

gabe von TNF-a zeigte sich im Mittel ein Wert, der bezogen auf den basalen mRNA-
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Spiegel bei 0,98 lag. Bei Carbachol lag dieser Wert bei 1,09, so dass es bei beiden

zu keiner statistischen Signifikanz kam (p<0,05). Die Abbildung 15 zeigt dies noch

einmal auf.
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Abbildung 15:

RT-PCR Analyse der M;-mRNA-Expression von 21 Patienten nach Stimulation mit TNF-a

(10 ng/ml) und Carbachol (100 ug/ml). Aufgetragen wurden die Werte bezogen auf den

basalen Ms-mRNA-Spiegel.

Dargestellt sind jeweils die 25. und 75. Perzentile als Begrenzung des Boxplot. Die Linie ent-

spricht dem Median. Die Fehlerbalken reprédsentieren die 5. und 95. Perzentile, wéhrend

dartiber hinaus gehende Einzelwerte als Punkte gesondert erkennbar sind.
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3.10 Light Cycler-Auswertung der BEAS 2 B

Genau wie bei den primaren humanen Bronchialepithelzellen untersuchten wir bei
den BEAS 2 B-Zellen die mRNA-Expression von IL-8 und der M3-Rezeptoren und
seine Veranderungen nach der Stimulation mit Carbachol (100 ug/ml) und TNF-a
(10 ng/ml).

Wir konnten zeigen, dass auch bei dieser Zelllinie durch die Inkubation mit TNF-a die
Bildung von IL-8-mRNA induziert wird. Im Mittel erreichten wir eine Induktion, die um
das 290,73-fache héher war als bei den unstimulierten Zellen. Dieses Ergebnis war
signifikant (p<0,01) und bestatigt damit die Daten aus dem IL-8-ELISA.

Gleichzeitig bewirkt die Stimulation der Zellen mit Carbachol ebenfalls eine
Steigerung der mRNA-Expression von IL-8. Hier konnte zwar nur eine Steigerung
des basalen mRNA-Spiegels um den Faktor 1,69 erreicht werden, jedoch erreichte
dieses Ergebnis ebenfalls statistische Signifikanz (p<0,01) (siehe Abb. 16). Somit
verhalt sich die Zelllinie BEAS 2 B bei der Expression von IL-8-mRNA anders als die
primaren Bronchialepithelzellen.

Weiterhin wurde die mRNA-Expression des muscarinergen Ms;-Rezeptors untersucht.
Wie sich zeigte, kam es nach der Stimulation der BEAS 2 B-Zellen mit TNF-a nach
16 h zu einer Erniedrigung dieses Spiegels. Bezogen auf die unstimulierte rel. Ms-
MRNA-Expression zeigte sich eine Verringerung um den Faktor 0,39, so dass dies
mit p<0,01 als signifikant anzusehen ist.

Weiterhin lieRen sich nach der Inkubation der Zellen mit Carbachol keine signifikan-
ten Veranderungen der M3-mRNA-Expression aufzeigen. Die unstimulierte und durch
Carbachol stimulierte Expression von M3-mRNA unterschieden sich nur gering, nam-
lich um den Faktor 0,9, so dass von keiner Veranderung der mRNA-Menge auszu-
gehen ist. Die Abbildung 17 zeigt dies noch einmal auf.
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Abbildung 16:

RT-PCR Analyse der IL8-mRNA-Expression der Zelllinie BEAS 2 B nach Stimulation mit
TNF-a (10 ng/ml) und Carbachol (100 ug/ml) lber einen Zeitraum von 16 h. Aufgetragen
wurden die Werte bezogen auf den basalen IL-8-mRNA-Spiegel (n=3).

Dargestellt sind jeweils die 25. und 75.Perzentile als Begrenzung des Boxplot. Die Linie ent-
spricht dem Median. ** = p<0,01 gegentiber basal
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Abbildung 17:

RT-PCR Analyse der M3-mRNA-Expression der Zelllinie BEAS 2 B nach Stimulation mit
TNF-a (10 ng/ml) und Carbachol (100 ug/ml) lber einen Zeitraum von 16 h. Aufgetragen
wurden die Ergebnisse bezogen auf den basalen mRNA-Spiegel (n=3).

Dargestellt sind jeweils die 25. und 75.Perzentile als Begrenzung des Boxplot. Die Linie

enspricht dem Median. ** = p<0,01 gegenliber basal.

3.11 Chemotaxis der PBEC

Mit Hilfe der Messung der Chemotaxis gingen wir der Frage nach, ob die primaren
humanen Bronchialepithelzellen Substanzen produzierten, die neutrophile Granulo-
zyten gerichtet anlockten und damit zur Chemotaxis stimulierten. Wir verwendeten

dazu die Uberstande von 23 Patientenproben, wobei diese einmal unstimuliert und
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einmal nach Inkubation der Zellen mit 100 ug/ml Carbachol Gber 16 Stunden gewon-
nen worden waren (siehe unter 2.4.3)

Als Positivkontrolle diente uns ZAS in einer Konzentration von 0,1 mg/ml. Hierbei
konnten wir eine Fluoreszenz messen, die signifikant (p<0,01) Uber der der Nega-
tivontrolle lag. Damit wurde sichergestellt, dass die in unserem Versuchsansatz ver-
wendeten neutrophilen Granulozyten in der Lage waren, auf chemotaktisch wirkende
Substanzen mit einer gerichteten Wanderung zu reagieren.

Wie sich zeigte, konnten im Mittel bei beiden eingesetzten Uberstéanden keine Che-
motaxis nachgewiesen werden. Zwar wurde in beiden Fallen eine Fluoreszenz im
unteren Well gemessen, diese lag aber im Bereich die auch bei der Negativkontrolle
(Pufferldsung) auftrat und war somit nicht signifikant unterschiedlich (p>0,05) (siehe
Abb. 18). Dies kann als Zeichen einer ungerichteten Bewegung der neutrophilen
Granulozyten gewertet werden.

Bei der Verwendung einzelner Patientenproben zeigte sich aber eine deutlich er-
hohte Fluoreszenz bei den mit Carbachol stimulierten Uberstéanden. Dies war z.B. bei
Patient Nr. 9 der Fall. Die Auswertung der Ergebnisse dieses Patienten zeigte, dass
bei den unstimulierten Proben Fluoreszenzwerte erreicht wurden, die sich nicht sig-
nifikant von der Negativkontrolle unterschieden (p>0,05). Bei Verwendung der zuvor
mit Carbachol stimulierten Uberstanden traten aber Werte auf, die deutlich sowohl
Uber der Negativkontrolle lagen (p<0,01), als auch (ber den unstimulierten Uber-
standen (p<0,01). Auch die Positivkontrolle erreichte im Vergleich zur Negativkon-
trolle einen hoch signifikanten Wert (p<0,01), so dass damit wiederum gezeigt
werden konnte, dass die verwendeten neutrophilen Granulozyten zu einer
gerichteten Bewegung fahig waren. Abbildung 19 zeigt die Ergebnisse des Patienten

9 noch einmal.
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Abbildung 18:

Die Graphik zeigt die gemessene Chemotaxis neutrophiler Granulozyten induziert durch die
Ubersténde der priméren Bronchialepithelzellen von 23 Patientenproben. Als Negativkon-
trolle diente die Pufferlésung, als Positivkontrolle ZAS (0,1 mg/ml). Es wurden unstimulierte
(basale) und mit Carbachol (100 ug/ml) stimulierte Ubersténde verwendet.

Dargestellt sind jeweils die 25. und 75.Perzentile als Begrenzung des Boxplot. Die Linie ent-
spricht dem Median. Die Fehlerbalken reprédsentieren die 5. und 95. Perzentile, wobei da-
riiber hinaus gehende Einzelwerte als Punkte gesondert erkennbar sind. ** = p<0,01

gegnliber Puffer
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Abbildung 19:

Die Graphik zeigt die Chemotaxisergebnisse des Patienten Nr. 9. Aufgetragen sind die Mit-
telwerte der gemessenen Fluoreszenzen der Positivkontrolle (ZAS 0,1 mg/ml), der Negativ-
kontrolle (Pufferlésung), unstimulierten (basalen) und mit Carbachol (100 ug/ml) stimulierten
Ubersténden. Jede Sé&ule stellt den Mittelwert aus 13 Einzelexperimenten dar. Die

Fehlerbalken prasentieren die zugehbérigen Standardabweichungen. ** = p<0,01

Aus diesem Grund fuhrten wir bei Patient Nr. 9 eine Checkerboard-Analyse durch.
Mit Hilfe dieser konnte Uberprift werden, ob es sich um eine gerichtete Wanderung
handelte, oder um Chemokinese, also eine vermehrte Wanderung, die durch ein er-
hohtes Aktivierungsniveau der neutrophilen Granulozyten zustande kommt. Durch
den Einsatz der Uberstande in verschiedenen Konzentrationen in die oberen und die
unteren Wells kamen verschiedene Konzentrationsgefalle zustande (siehe 2.4.10.4)
Bei der Chemotaxis erwartet man bei Kombinationen, bei denen kein Konzentra-

tionsgefalle herrscht, auch keine vermehrte Wanderung der neutrophilen Granulozy-
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ten. Wie aber den Tabellen 6 und 7 entnommen werden kann, zeigte sich auch in
diesen Wells eine vermehrte Fluoreszenz, so dass man auch bei diesem Patienten

nicht von Chemotaxis, sondern von Chemokinese sprechen muss.

Oberes Well
0, 0, 0, 0,
Unteres Well 0% 30% 60% 100%
0% 25,25 + 2,86 35,75 + 8,53 33,25 + 3,49 31,0 £ 10,05
30% 34,5+9,18 62,5 + 23,92 71,75+ 20,9 83,25 + 13,83
60% 66,75 + 20,25 74,25 + 5,49 75.25 + 8,35 62,0 + 18,28
100% 135,25 + 42,48 146,5 + 43,79 126,75+ 11,5 153,5 + 33,15
Tabelle 6:

Die Tabelle beinhaltet die mittleren Fluoreszenzwerte aus 4 Einzelwerten und die zugehori-
gen Standardabweichungen des Pat. 9, die nach Einsatz der unstimulierten Proben erhoben
worden sind. Die Fluoreszenz korreliert mit den gewanderten neutrophilen Granulozyten. Die
farbig markierten Tabellenabschnitte zeigen die Konzentrationskombinationen auf, bei denen
kein Konzentrationsgefélle der Ubersténde vorhanden ist, also auch nicht der darin evtl. ge-
lI6sten chemotaktischen Substanzen.
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Oberes Well
Unteres Well 0% - — -
0% 22,5+4,03 60,0 + 14,46 72,5+ 8,14 99,0 £ 12,39
30% 270,5 + 31,89 164,5+7,7 128,56+ 22,48 203,5 + 32,62
60% 551,25 + 28,54 277,25+ 11,78 343,25 + 54,94 346,75 + 26,61
100% 541,75 + 69,74 413,75 £ 62,25 502,75 + 35,07 537,25 + 28,13
Tabelle 7:

Die Tabelle beinhaltet die mittleren Fluoreszenzwerte aus 4 Einzelwerten und die
zugehdrigen Standardabweichungen des Pat. 9, die nach Einsatz der mit Carbachol
(100 ug/ml) vorstimulierten Proben erhoben worden sind. Die Fluoreszenz korreliert mit den
gewanderten neutrophilen Granulozyten. Die farbig markierten Tabellenabschnitte zeigen die
Konzentrationskombinationen auf, bei denen kein Konzentrationsgefélle der Uberstande

vorhanden ist, also auch nicht der darin evtl. gelésten chemotaktischen Substanzen.

3.12 Calciumimaging

Da sich in den anderen Methoden kein Hinweis darauf ergab, dass die primaren hu-
manen Bronchialepithelzellen und die Zelllinie BEAS 2 B auf die Stimulation mit Car-
bachol Uber die muscarinergen Rezeptoren vom Ms-Typ reagierten, wahlten wir das
Verfahren des Calciumimagings. Dieses stellt eine sehr sensitive Methode dar, um
intrazellulare Ca**-Signale sichtbar zu machen.

Wie in der Literatur beschrieben ist [6, 18], wird durch die Stimulation der Ms-
Rezeptoren die Phospholipase C aktiviert, woraus ein Anstieg des intrazellularen
Ca®" resultiert. Unser Ziel war es, diesen Kalziumanstieg mittels Calziumimaging

nach der Stimulation der Zellen mit 100 pg/ml Carbachol sichtbar zu machen.
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3.12.1 Calciumimaging der PBEC

Wir konnten zeigen, dass die Zellen nach Zugabe von ATP, das uns als Positivkon-
trolle diente, mit einem Anstieg des intrazellularen Calciums reagierten. Dies mani-
festierte sich in einem deutlich sichtbaren Anstieg der intrazellularen Fluoreszenz im
Vergleich zu den unstimulierten Zellen. Nach Zugabe von 100 ug/ml Carbachol kam
es jedoch nicht zu einer Veranderung der Fluoreszenzsignale. Daraus lasst sich
schliel3en, dass die sich auf der Oberflache der primaren humanen Bronchialepithel-
zellen befindenden muscarinergen Rezeptoren vom Ms-Typ auf die Stimulation mit

Carbachol nicht reagierten (siehe Abb. 20 bis 22).

3.12.2 Calciumimaging der BEAS 2 B

Bei der Zelllinie BEAS 2 B zeigten sich dieselben Ergebnisse wie bei den primaren
humanen Bronchialepithelzellen. Auch hier konnte ein Anstieg des intrazellularen
Ca?* nach Zugabe von 100 uM ATP sichtbar gemacht werden. Durch Carbachol in
einer Konzentration von 100 ug/ml blieb jedoch diese Signalerhdhung aus, so dass
es auch bei diesen Zellen nicht zu einer Ms-rezeptorvermittelten Antwort kam (siehe

Abb. 23 bis 25)
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Abbildung 20:

Dargestellt sind die PBEC im Fluo-
reszenzmikroskop nach Inkubation
der Zellen mit dem Farbstoff Fluo-4
ohne Zusatz stimulierender Sub-

stanzen. Vergr. 20fach.

Abbildung 21:

Das Bild zeigt die PBEC nach Zu-
gabe von Carbachol in einer Kon-
zentration von 100 ug/ml. Es ldsst
sich keine Erh6éhung der Fluores-

zenzantwort belegen. Vergr. 20fach.

Abbildung 22:

Das Bild zeigt die Positivantwort der
Zellen nach Zugabe von 100 uM
ATP. Es kommt zu einem deutlichen
Anstieg der Fluoreszenz, was mit
einem Anstieg des intrazellulédren
Ca”* gleichzusetzen ist.

Vergr. 20fach.
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Abbildung 23:

Dargestellt ist die Zelllinie BEAS 2 B
im Fluoreszenzmikroskop nach Inku-
bation der Zellen mit Fluo-4 ohne
Zugabe stimulierender Substanzen.
Vergr. 20fach.

Abbildung 24:

Das Bild zeigt die BEAS 2 B Zellen
nach Zugabe von Carbachol in einer
Konzentration von 100 ug/ml. Es
lasst sich keine Erhéhung der Fluo-
reszenzantwort belegen.

Vergr. 20fach.

Abbildung 25:

Das Bild zeigt die Positivantwort der
Zellen nach Zugabe von 100 uM
ATP. Es kommt zu einem deutlichen
Anstieg der Fluoreszenz, was mit
einem Anstieg des intrazelluldren
Ca” gleichzusetzen ist.

Vergr. 20fach.
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4 Diskussion

Die chronisch obstruktive Bronchitis nimmt aktuell den sechsten Platz der Todesur-
sachenstatistik weltweit ein [59], wobei die Pravalenz und die Mortalitat dieser Er-
krankung in den nachsten Jahren noch weiter zunehmen werden. Dies liegt vor allem
daran, dass die Pathogenese dieser komplexen Erkrankung noch nicht ausreichend
verstanden wird, was dazu flihrt, dass die bisher vorhandenen pharmakologischen
Ansatze den langzeitlichen Verlauf nicht ausreichend beeinflussen kénnen.

In unserer Arbeit wahlten wir humane Bronchialepithelzellen und die bronchiale Zell-
linie BEAS 2 B als Untersuchungsmaterial, um in diesem in vitro-Model den Einfluss
des non-neuronalen cholinergen Systems auf proinflammatorische Effekte in der
Lunge zu untersuchen. Die primaren humanen Bronchialepithelzellen wurden dabei
mittels Burstentechnik bei einer Bronchoskopie aus feiwilligen Spendern gewonnen
und anschliellend kultiviert. Bestand bei den Spendern der Verdacht auf ein malig-
nes Geschehen der Lunge, wurden nur Proben der kontralateralen Seite verwendet,
um die Kontamination mit Malignomzellen auszuschliel3en. Bei dieser angewandten
Burstentechnik konnte schon in friheren Arbeiten durch den immunhistochemischen
Nachweis von verschiedenen Zytokeratinen die epitheliale Herkunft der Zellen und
damit die Reinheit der Zellkulturen belegt werden [73]. Limitierend in diesem
Versuchsansatz war allerdings die Tatsache, dass sich diese primaren Zellen nicht
beliebig lange in Kultur nehmen lieRen und damit ihre Zahl und die Anzahl der ver-
schiedenen Versuche beschrankt waren. Aus diesem Grund wurden die Versuche
auch an der immortalisierten Zelllinie BEAS 2 B durchgeflihrt, bei der diese Ein-
schrankung nicht existiert.

Bei der Behandlung der COPD stehen an erster Stelle die Brochodilatatoren, welche

der obstruktiven Komponente dieser Erkrankung, die vor allem durch Hyperplasie
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mukoser Drusen, Hypertrophie und Konstriktion glatter Muskelzellen der Atemwege
und den Verlust von Lungenstruktur mit der Ausbildung eines Lungenemphysems
entsteht, entgegenwirken sollen. Hierbei kommen meist ($,-Agonisten und anticholi-
nerge Substanzen zum Einsatz [5]. In letzterer Gruppe zeigten sich vor allem positive
Effekte fur Tiotropiumbromid. Diese neuere, langwirksame Substanz zeichnet sich im
Gegensatz zu Ipratropiumbromid, einem kurz-wirksamen anticholinergen
Medikament, durch eine Selektivitat fur muscarinerge Rezeptoren vom Typ M3 und
M aus.

Tiotropiumbromid und lpratropiumbromid weisen zwar ahnliche Bindungskonstanten
an M;-Ms-Rezeptoren auf, in kinetischen Studien zeigte sich jedoch, dass
Tiotropiumbromid 100fach langsamer vom M;j-und Ms-Rezeptor dissoziiert als
Ipratropiumbromid (Tabelle 8). Im Gegensatz dazu ahnelte sich die Dissoziation
beider Substanzen am My-Rezeptor, so dass hieraus eine kinetische Selektivitat des
Tiotropiumbromid an M4-und M3-Rezeptoren resultiert [2].

In mehreren klinischen Studien konnte die Wirksamkeit dieser Substanz und der da-
mit verbundene Benéefit fur die Patienten gezeigt werden. Dabei spielt zum einen die
langere bronchodilatatorische Wirkung dieses Medikaments im Gegensatz zu
Ipratropiumbromid eine Rolle. Littner et al. konnten belegen, dass nach Gabe von
verschiedenen Dosen von Tiotropiumbromid (4.5 pg, 9 pg, 18 pg, 36 pg) eine
Zunahme der FEVi-Werte uUber einen Zeitraum von 20 bis 24 Stunden erreicht
werden konnte und somit die einmalige Gabe von Tiotropiumbromid am Tag moglich
ist [52].

Zusatzlich zu der Zunahme des FEV-Wertes profitieren die Patienten durch eine
deutliche Abnahme der Atemnot und einen Anstieg der Lebensqualitat. Letzterer
durfte auch vornehmlich durch den positiven Einfluss von Tiotropiumbromid auf die

Exazerbationsrate zustande kommen. Eine Exazerbation wird als eine Zunahme der
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klinischen Symptome (Husten, Dyspnoe, Menge und Purulenz des Sputums) der
COPD definiert, welche akut auftritt und Uber die normalen Tagesschwankungen
hinausgeht. Diese begrinden eine Verschlechterung der Lungenfunktion und sind
daher nicht nur maRgeblich an der Progredienz der Erkrankung beteiligt, sondern sie
stellen auch eine wichtige EinflulgroRe fir die Lebensqualitat der Patienten dar [39].
Wie sich zeigte, verlangert sich die Zeit bis zum Auftreten der ersten Exazerbation
nach Behandlung mit Tiotropiumbromid, ebenso, wie die Zahl der Exazerbationen
gesenkt werden konnte. Weiterhin verringerten sich nicht nur die Anzahl der
Krankenhausaufenthalte, die auf dem Boden einer Exazerbation stattfanden,
sondern auch die Hospitalisationdauer. Diese Ergebnisse lieRen sich nicht nur in
plazebo-kontrollierten Studien nachweisen [12], sondern auch beim Vergleich der
Anwendung von Tiotropiumbromid mit dem kurzwirksamen, anticholinerg wirkenden

Ipratropiumbromid [92].

Dissoziationskonstante (nM) Halbwertszeit (h)
Rezeptor- Tiotropium- Ipratropium- Tiotropium- Ipratropium-
subtypen bromid bromid bromid bromid
M, 0,04 0,18 14,6 0,11
M, 0,02 0,20 3,6 0,0035
M; 0,01 0,20 34,7 0,26
Tabelle 8:

Bindung von Tiotropiumbromid und Ipratropiumbromid an muscarinergen Rezeptoren [2]

Die Mechanismen, mit denen Tiotropiumbromid

in die Pathogenese von

Exazerbationen eingreift, sind nach wie vor nicht genau geklart, was wohl auch daran
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liegen durfte, dass die Genese der Exazerbationen selbst und die
Pathomechanismen, die sich dabei in der Lunge abspielen noch unklar sind. Dies
mag vor allem darin begrundet sein, dass es in der akuten Phase einer Exazerbation
durch den stark eingeschrankten gesundheitlichen Zustand der Patienten kaum
maglich ist, grosse Mengen von Daten, wie Lungenfunktionsparameter, zu erheben
oder aber Probenmaterial, z.B. mittels Bronchoskopie, zu gewinnen.

Bekannt ist allerdings, dass wahrend einer Exazerbation vermehrt proinflammatori-
sche Zytokine im induzierten Sputum betroffener Patienten gefunden werden kon-
nen. Dabei ist vor allem IL-6, IL-8, Endothelin-1, Leukotrien B4 zu nennen [28, 39],
wobei die Hohe dieser Zytokine nichts Uber die Schwere und den Verlauf der Exa-
zerbation aussagt [7]. Getriggert werden Exazerbationen durch Bakterien, Viren und
Umweltbedingungen, wie kaltes Wetter und Luftverschmutzung, die die Entzin-
dungsvorgange der COPD in der Lunge zu verstarken scheinen [39]. Interessanter-
weise ist es aber bei etwa einem Drittel der Exazerbationen nicht moglich, eine ge-
naue Ursache zu eruieren [28]. Bhowmik et al. konnten in einer Kohortenstudie bele-
gen, dass Patienten, bei denen gehauft Exazerbationen auftraten, auch in der stabi-
len Phase der COPD, also aul3erhalb der Exazerbation, vermehrte Mengen von IL-6
und -8 in Sputumproben aufwiesen [7]. Dies macht deutlich, dass das Auftreten einer
Exazerbation nicht nur Einfluss auf die systemische Entzindungsreaktion der COPD
und damit auf den Krankheitsverlauf nimmt, sondern dass im Umkehrschluss auch
die Starke der generalisierten entzindlichen Pathomechanismen fur das Auftreten
einer Exazerbation mitverantwortlich sein konnten.

Somit liegt auch die Vermutung nahe, dass die Wirkung des anticholinerg wirkenden
Tiotropiumbromid Uber die alleinige Bronchodilatation hinaus geht und ein antiin-

flammatorischer Effekt als wahrscheinlich anzusehen ist [68].
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Im Umkehrschluss stellt sich aber damit die Frage, ob durch die Aktivierung des cho-
linergen Systems in der Lunge proinflammatorische Effekte vermittelt werden, wobei
wir in unserem experimentellen Ansatz die Bronchialepithelzelle und deren Stimula-
tion mit Carbachol, einer cholingergen Substanz, die selektiv an M3-Rezeptoren wirkt,
in den Mittelpunkt stellten.

Bronchiale Epithelzellen sind die ersten Zellen, die mit den verschiedensten Patho-
genen wie Viren, Bakterien, Zigarettenrauch und Allergenen in Berihrung kommen.
Deshalb ist es nicht verwunderlich, dass dieser Zelltyp mehr darstellt als eine blof3e
Barriere mit Zilienfunktion zur Reinigung der Atemwege. Vielmehr nehmen diese
Zellen aktiv auch an immunmodulatorischen Prozessen teil und kdnnen diese auch
initiieren [87]. Dabei durfte das non-neuronale cholinerge System, das auch in den
Bronchialepithelzellen ausgebildet ist, eine bedeutende Rolle spielen. Man kann in
diesem Zelltyp nicht nur Acetylcholin nachweisen, sondern auch das Enzym Cholin-
acetyltransferase, das fur die Bildung von Acetylcholin verantwortlich ist und die Ace-
tylcholinesterase, die den Abbau dieses Transmitters bewerkstelligt [46].

Weiterhin wird in der Literatur vorbeschrieben, dass die Epithelzellen an ihrer Ober-
flache muscarinerge Rezeptoren vom Typ M; exprimieren. Gwilt et al. z.B. wiesen
diesen Rezeptortyp auf der Alveolarzelllinie A549 und auf der Brochialepithelzelllinie
BEAS 2 B nach [31]. In unserem experimentellen Ansatz konnten wir diese Rezepto-
ren nicht nur auf der Oberflache von primaren humanen Bronchialepithelzellen anfar-
ben, sondern auch mittels mRNA-Analysen nachweisen. Weiterhin konnten wir zei-
gen, dass die Epithelzellen diese auch nach einigen Tagen unter Kulturbedingungen
nicht verlieren.

Die Funktion des non-neuronalen cholinergen Systems bei Bronchialepithelzellen ist
vielfaltig, wobei diese autokrin, parakrin oder Uber membrangebundene muscari-

nerge oder nicotinerge Rezeptoren vermittelt wird [94]. Es konnte gezeigt werden,

98



Diskussion 99

dass Acetylcholin einen positiven Einfluss auf die Proliferation der Epithelzellen hat
[31]. AuRerdem belegten Koyama et. al, dass es nach der Stimulation von bovinen
Bronchialepithelzellen mit Acetylcholin zu einer Bildung und Ausschuttung von
Substanzen kam, die chemotaktisch auf neutrophile Granulozyten wirkten [47].
Weiterhin lasst sich in humanen Bronchialepithelzellen durch Acetylcholin die Aus-
schittung von GM-CSF (granulocyte macrophage colony-stimulating factor) errei-
chen, welcher fur die Differenzierung und Migration von eosinophilen Granulozyten
mitverantwortlich ist. Dieser Effekt wird nachweislich Uber nicotinerge Rezeptoren
vermittelt [45]. Daneben induziert Acetylcholin die Freisetzung von LTB4 und PGE;
aus Epithelzellen [31]. All diese Mechanismen kdnnten dazu beitragen, dass durch
die Stimulation des non-neuronalen cholinergen Systems der Bronchialepithelzellen
vermehrt Entziindungszellen aus dem peripheren Blut angelockt werden und somit
einen entscheidenden modulierenden Einfluss auf Entziindungsprozesse der Lunge
nehmen, was vor allem in der Pathogenese der COPD eine entscheidende Rolle
spielen durfte.

Hinweise hierfur ergaben sich auch aus der Beobachtung, dass sich bronchiale Epi-
thelzellen durch Zigarettenrauch zur vermehrten Bildung von proinflammatorischen
Zytokinen stimulieren lie3en. Hierzu zahlen u.a. TNF-a, IL-18, GM-CSF und IL-8 [25,
34, 57]. Interessanterweise unterscheiden sich die Epithelzellen von COPD-Pa-
tienten von denen gesunder Raucher und Nichtraucher in Bezug auf die Zytokinpro-
duktion. Schulz et al. konnten belegen, dass die kultivierten primaren Bron-
chialepithelzellen von Patienten mit COPD signifikant mehr IL-8 im Vergleich zu ge-
sunden Rauchern und Nichtrauchern bildeten. Auch nach Stimulation der Zellen mit
TNF-a blieb dieser signifikante Unterschied der IL-8-Menge zwischen den drei Grup-
pen bestehen [73], so dass auf eine aktive Rolle der Epithelzellen bei der Entwick-

lung und der Unterhaltung einer chronischen Entztiindungsreaktion geschlossen wer-
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den kann. Weiterhin scheint diese unterschiedliche Produktion von IL-8 in Zusam-
menhang mit klinischen Befunden von COPD-Patienten zu stehen. Yamamoto et al.
untersuchten die IL-8-Menge in spontanem Sputum von COPD Patienten und vergli-
chen diese mit Sputumproben von gesunden Probanden. Auch hier fanden sich sig-
nifikant erhohte IL-8-Konzentrationen bei COPD-Patienten. Gleichzeitig bestand eine
negative Korrelation zwischen der IL-8-Menge und Lungenfunktionsparametern
(FEV4, FEV4/FVC), wodurch dieser Zusammenhang nochmals unterstrichen
wird [98].

Diese unterschiedliche Zytokinproduktion, zu der die primaren humanen Bron-
chialepithelzellen in der Lage sind, zeigte sich auch in unseren Ergebnissen. Nach
Kultivierung konnten wir eine starke Variabilitat der basalen IL-8-Produktion innerhalb
der Patientenproben der primaren humanen Bronchialepithelzellen feststellen.
Interessanterweise lieRen sich zwar alle Zellproben durch TNF-a zur vermehrten
Produktion dieses Zytokins stimulieren, jedoch war diese Steigerung bei Zellproben
mit basal hoher IL-8-Konzentration im Trend geringer. Dies konnte zum einen ein
Hinweis auf einen unterschiedlichen Aktivierungsgrad der Epithelzellen verschiede-
ner Patienten darstellen, zum anderen aber auch, wie Coraux et al. herausfanden,
der Ausdruck einer hohen Proliferationsrate sein [16].

In unserer experimentellen Arbeit stellten wir die Hypothese auf, dass es durch die
Aktivierung des non-neuronalen cholinergen Systems von Bronchialepithelzellen zu
einem proinflammatorischen Effekt kommt, der sich in der Ausschuttung des
proinflammatorischen Zytokins IL-8 manifestierte. Dabei stimulierten wir selektiv die
muscarinergen Rezeptoren vom Typ M3 mit Carbachol, vor allem im Hinblick auf den
wie oben beschrieben antiinflammatorischen Effekt des Medikamentes Tiotropi-
umbromid. Weder bei den primaren humanen Bronchialepithelzellen, noch bei der

Zelllinie BEAS 2 B konnte jedoch damit eine gesteigerte Freisetzung des proinflam-

100



Diskussion 101

matorischen Zytokins IL-8 erreicht werden. Auch nach Vorstimulation der Zellen mit
TNF-a zur Erzielung eines gesteigerten Aktivierungsgrades anderten die Zellen ihre
Stimulationsantwort auf Carbachol nicht. Diese Ergebnisse konnten wir flr die prima-
ren Bronchialepithelzellen nicht nur im direkten Zytokinnachweis mittels ELISA, son-
dern auch durch quantitative PCR-Analyse der IL-8 Expression verifizieren. Auch
unter Anwendung anderer Zellkulturbedingungen blieben diese Befunde konstant.
Bei der Zelllinie BEAS 2 B zeigten sich signifikant gesteigerte Levels der mRNA von
IL-8, wobei sich diese aber nicht, wie oben beschrieben, im direkten Zytokinnachweis
widerspiegelten, so dass die biologische Funktion dieser gesteigerten mRNA-Menge
nicht eindeutig geklart werden konnte.

Wir untersuchten weiterhin, ob es nach Stimulation der Zellen mittels TNF-a und/oder
Carbachol zu einer Veranderung der mRNA-Expression der muscarinergen Rezepto-
ren kam. Bei den primaren humanen Brochialepithelzellen lie sich diese mit beiden
Substanzen nicht erkennen. Die Zellinie BEAS 2 B reagierte auf die Stimulation mit
TNF-a mit einer signifikanten Reduzierung der Expression der M3-mRNA, was bei
diesem Zelltyp auf eine potentielle Downregulation des Ms-Rezeptors bei hohen
Konzentrationen von TNF-a schlieRen lasst. Nach der Stimulation der Zellen mit
Carbachol liel3 sich ein ahnlicher Effekt nicht belegen. Auf Proteinebene konnten wir
die erhobenen IL-8-Daten nicht bestatigen, da die Western Blot-Analysen mehrere
Banden ergaben (Ergebnisse nicht gezeigt). Dies kénnte zum einen an einer
Unspezifitat der verwendeten Antikorper liegen, zum anderen an einer

posttranskriptionellen Modifikation des Transkriptionsproduktes.

Wie man weil3, spielen auch neutrophile Granulozyten eine bedeutende Rolle in den
inflammatorischen Prozessen, die sich bei der chronisch obstruktiven Bronchitis ab-

spielen. Die Zahl aktivierter neutrophiler Granulozyten ist bei COPD-Patienten im
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Sputum und in der bronchoalveolaren Lavage erhoht [43]. AuRerdem korreliert nicht
nur die Zahl der neutrophilen Granulozyten aus bronchialen Biopsien und induzier-
tem Sputum mit der Schwere der Erkrankung, sondern auch die Zahl der zirkulieren-
den Zellen mit der Abnahme des FEV -Wertes betroffener COPD-Patienten [21, 43,
78]. Neutrophile werden durch Chemoattraktanten wie IL-8, Leukotrien B4, Gro-a
(growth-related oncoprotein) und ENA-78 (epithelial neutrophil activating protein of
78 kDa), die u.a. von Alveolarmakrophagen und Epithelzellen gebildet werden [4, 86,
89], aus dem peripheren Blut angelockt, wandern dann in das Lungengewebe ein
und sezernieren dort Proteinase 3, Cathepsin G, MMP- (Metalloproteinase) 8 und -9.
Durch die Freisetzung dieser Substanzen sind sie an der Alveolardestruktion und der
Mukushyperproduktion beteiligt [77, 96]. In unsere Arbeit untersuchten wir, ob es
nach der Inkubation der primaren Bronchialepithelzellen mit Carbachol zur
Ausschuittung von Substanzen kam, die chemotaktisch auf neutrophile Granulozyten
wirkten. Dazu bedienten wir uns Chemotaxisassays, bei denen wir die Uberstande
der vorstimulierten Zellen und neutrophile Granulozyten gesunder Spender
einsetzten. In diesen Chemotaxisversuchen konnten wir nicht belegen, dass dies der
Fall ist. Zwar zeigten sich bei einigen Patienten in den mit Carbachol vorstimulierten
Uberstanden signifikant erhéhte Werte der Chemotaxis, jedoch ergab die daraufhin
durchgefuihrte Checkerboard-Analyse, dass es sich dabei nicht um Chemotaxis,
sondern um eine ungerichtete Bewegung der Granulozyten handelte, die womdglich
durch ein gesteigertes Aktivitatsniveau dieser Zellen zustande kam.

Da es in den durchgefluhrten Versuchen zwar zu einer adaquaten Reaktion auf die
Positivkontrollen kam, jedoch kein proinflammatorischer Effekt von Carbachol nach-
gewiesen werden konnte, Uberpruften wir diese Ergebnisse mittels Calziumimaging,
einer sehr sensitiven Methode zum Sichtbarmachen von intrazelluldaren Calzium-

signalen. Wie sich zeigte, reagierten weder die Zelllinie BEAS 2 B, noch die primaren
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Bronchialepithelzellen mit einem Anstieg des intrazellularen Calziums nach Stimula-
tion dieser Zellen mit Carbachol. Eine mdgliche Erklarung hierfir kdnnte darin be-
grundet sein, dass wir flr die Durchfihrung dieser Experimente nur eine Konzentra-
tion von Carbachol (100 pg/ml) wahlten und diese Konzentration moglicherweise
aulBerhalb des optimalen Wirkungsbereiches lag. Weiterhin ist es denkbar, dass
noch andere Wirkmechanismen des Carbachols in Frage kommen, die nicht an intra-
zellulares Calzium gebunden sind und somit mit dieser Methode nicht sichtbar ge-
macht werden koénnen. So konnte zum Beispiel an glatten Muskelzellen muscari-
nerge Pathomechanismen aufgedeckt werden, die unabhangig von Calzium waren.
Diese sog. RhoA/Rho-Kinase Kaskade wird durch M- und M3-Rezeptoren vermittelt
und fuhrt Uber die Hemmung der Myosin-Leichtketten-Phosphatase zu einer ver-
starkten Kontraktion glatter Muskelzellen [29]. FUr die genauere Evaluierung dieser
Madglichkeiten sind daher sicherlich noch weitere umfangreichere Experimente nétig.
Weiterhin ist es moglich, dass es durch die Stimulation der Zellen mit Carbachol nicht
zu einer Stimulationsantwort der Zellen kommt. Dies kdnnte einerseits an der Down-
regulation der Rezeptoren liegen, andererseits ist die mdglicherweise proinflammato-
rische Wirkung des non-neuronalen cholinergen Systems auch Uber nicotinerge Re-
zeptoren vermittelt, die nicht bei der Inkubation mit Carbachol stimuliert werden.
Blhlig et al. zeigten, dass die Stimulation einer Monozytenzelllinie, der Alveolarzell-
linie A549 und primaren Alveolarmakrophagen mit Acetylcholin zu einer Freisetzung
von Mediatoren fihrt, die chemotaktisch auf humane Granulozyten wirkte. Zwar
wurde diese Freisetzung durch Inkubation der Zellen mit Tiotropiumbromid gehemmt,
was auf den mafgeblichen Einfluss von muscarinergen Rezeptoren schlieen Iasst,
allerdings konnte die Beteiligung von nicotinergen Rezeptoren an diesen Effekten
nicht endgultig ausgeschlossen werden. Die Arbeitsgruppe bekraftigt unsere

Ergebnisse, da es auch hier zu keiner Erhdhung der Sekretion von IL-8 nach
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Stimulation der Zellen mit Acetylcholin kam. Interessanterweise lie} sich aber die
induzierte Chemokinese durch einen Leukotrien B4-Antikérper erfolgreich blockieren,
so dass davon auszugehen ist, dass die Chemotaxis der humanen Granulozyten in
diesem Versuchsansatz durch Leukotrien B4 vermittelt wurde [8].

Dies macht deutlich, dass fiur die proinflammatorische Wirkung des non-neuronalen
cholinergen Systems eine Vielzahl von Zelltypen und Mediatoren und ihre
Interaktionen verantwortlich sein kdnnten, worauf im Folgenden naher eingegangen

werden soll.

Alveolarmakrophagen spielen in der Pathogenese der COPD ebenfalls eine ent-
scheidende Rolle, was sich u.a. darin widerspiegelt, dass diese Zellen vermehrt im
Sputum, der BAL und dem Parenchym von COPD-Patienten zu finden sind.
Aullerdem fand sich in bronchialen Biopsien von Rauchern, die einen
unterschiedlichen Schweregrad der Obstruktion nachwiesen, mittels
immunhistochemischer Methoden eine positive Korrelation zwischen der Zahl der
Makrophagen im Subepithelium und der Schwere der Erkrankung [3, 21].

Auch in diesen Zellen, die in der Lunge die vorherrschenden Immunzellen darstellen,
l&sst sich das non-neuronale cholinerge System nachweisen. Zum einen besitzen sie
die Cholinacetyltransferase und sind damit in der Lage Acetylcholin zu produzieren,
zum anderen lassen sich auf ihrer Oberflache sowohl nicotinerge, als auch
muscarinerge Rezeptoren vom Typ M, und M3 nachweisen. Die Bedeutung des non-
neuronalen cholinergen Systems ist dabei allerdings noch nicht endgultig geklart.
Einerseits konnte gezeigt werden, dass durch die Stimulation der Alveolarmakropha-
gen durch Acetylcholin und Nicotin die Freisetzung der proinflammatorischen Zyto-
kine TNF-qa, IL-6 und IL-12 inhibieren liel3 [31]. Andererseits belegten Sato et al. dass

es nach der Stimulation von bovinen Alveolarmakrophagen mit Acetylcholin zur Frei-
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setzung von Substanzen kam, die chemotaktisch auf neutrophile Granulozyten, Mo-
nozyten und eosinophile Granulozyten wirkten. Diese chemotaktische Wirkung durfte
wohl durch Leukotrien B4 vermittelt worden sein, da man zum einen einen deutlichen
Anstieg dieses Zytokins feststellen konnte, zum anderen sich die Chemotaxis der
oben genannten Zellen durch einen Leukotrien-B4s-Antagonisten hemmen lie3. Als
entscheidender Rezeptor konnte der M3-Rezeptor identifiziert werden [72].

Diese unterschiedlichen Ergebnisse bei Alveolarmakrophagen zeigen, dass es durch
Acetylcholin zwar zu einer Reduktion der Entzindungsreaktion durch Inhibition der
Freisetzung proinflammatorischer Zytokine kommen koénnte, aber die Ausschuittung
von Chemoattraktanten fir Entzindungszellen zu einer Férderung der Inflammation
fuhrt. Auch Interaktionen mit dem Bronchialepithel waren denkbar. Die Untersuchung
von Lungengewebe von Rauchern mit einer Obstruktion und Rauchern ohne
Obstruktion zeigten, dass es in ersterer Gruppe zu einer Akkumulation von
Makrophagen im Bronchialepithel kam [30], was mdoglicherweise auf die Freisetzung
von Substanzen aus dem Bronchialepithel, die eine vermehrte Rekrutierung von
Makrophagen aus dem peripheren Blut bewirken, zurlckzufuhren ist. Als eine dieser
Substanzen konnte TGF-B4 (transforming growth factor beta 1) identifiziert werden.
Es lie® sich bei COPD-Patienten vermehrt in Epithelzellen nachweisen und induziert
bekanntermalRen die Chemotaxis von Makrophagen. Aul3erdem zeigte sich eine po-
sitive Korrelation zwischen der Hohe des gefunden TGF-B4 und der Zahl der Alveo-

larmakrophagen innerhalb des Epithels [20].

Ein weiterer wichtiger Zelltyp durften T-Lymphozyten darstellen. Ihre Zahl ist im Pa-
renchym und den zentralen und peripheren Atemwegen bei COPD-Patienten erhdht.
Genauere Untersuchungen dieser T-Lymphozyten zeigten, dass dabei die Zahl der

CD8" Zellen deutlich Uber der der CD4" Zellen liegt [3]. AuBerdem besteht eine posi-
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tive Korrelation zwischen ihrer Zahl und der Schwere der Obstruktion und dem Aus-
malf} der Alveolardestruktion [17]. Auch auf diesen Zellen ist das non-neuronale choli-
nerge System zu finden. Es lassen sich nicht nur Acetylcholin, sondern auch die
Acetylcholinesterase und die Cholinacetyltransferase nachweisen. Auch cholinerge
Rezeptoren sind auf ihnen zu finden. Zum einen exprimieren sie nicotinerge Re-
zeptoren, zum anderen muscarinerge Rezeptoren vom Typ M, M3, M4, Ms. Die ge-
naue Bedeutung ist dabei aber noch unklar. Man weil3, dass die Lymphozyten durch
Nicotin und damit durch Zigarettenrauch aktiviert werden. Von Acetylcholin werden
sowohl| fordernde, als auch inhibitorische Effekte auf die Proliferation dieser Zellen
beschrieben, so dass die Ergebnisse weiterer Untersuchungen hierzu abzuwarten
sind [31].

Wodurch es zu einer Akkumulation der T-Lymphozyten in der Lunge bei der COPD
kommt, ist ebenfalls nicht eindeutig geklart. Mdglicherweise ist sie Ausdruck der Ge-
webezerstorung, die einerseits durch Zigarettenrauch andererseits durch Proteasen
entstehen kdnnte, und damit entstehender Autoantigene. Eine weitere Mdglichkeit
stellt die chronische Besiedelung des Respirationstraktes mit Bakterien dar, die
daraufhin zu dieser Inflammationsreaktion fuhrt. Auch konnte diese Akkumulation
durch gezielte Chemotaxis verursacht sein. Hierbei kommt z.B. das Zytokin IP-10
(interferon-y inducible protein -10) in Frage, das bei einer chronisch obstruktiven
Bronchitis von Bronchialepithelzellen vermehr gebildet wird. Auf der anderen Seite
weisen CD8" Zellen einer erhdhte Zahl von CXCR-3-Rezeptoren auf, welche auf
IP-10 reagieren konnen [3]. Eghtesad et al. konnten zeigen, dass primare humane
Bronchialepithelzellen unter inflammatorischen Bedingungen Chemokine produzie-
ren, die zu einer vermehrten Transmigration von T-Lymphozyten durch Endothelzel-
len fuhren. Eine genauere Klassifizierung dieser Chemokine fand nicht statt [22].

Dies macht deutlich, dass auch zwischen T-Lymphozyten und Bronchialepithelzellen
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eine Vielzahl von mdglichen Interaktionen besteht, deren genaue Untersuchung fur
das Verstandnis der Pathogenese der COPD entscheidend sein kénnte.

Auch den Fibroblasten wird eine Bedeutung bei der chronisch obstruktiven Lungen-
erkrankung zugeschrieben. So konnten z.B. Ning et al. belegen, dass es durch Ziga-
rettenrauch in humanen Lungenfibroblasten zu einer gesteigerten Exprimierung von
MMP-2 (matrix metalloproteinase 2) kam, welches in der Lage ist, extrazellulare Ma-
trixkomponenten wie Kollagen |, Elastin, Laminin und Proteoglycane zu zerstdren
[62]. Die Funktion der Fibroblasten bei der COPD geht aber wohl Uber die Beteili-
gung an Remodeling-Prozessen noch hinaus. Es scheinen komplexe Interaktionen
zwischen Bronchialepithelzellen und Lungenfibroblasten zu bestehen. So kam es
nach der Stimulation von Fibroblasten aus COPD-Patienten mit den Uberstéanden
einer bronchialen Epithelzelllinie zur vermehrten Expression von ICAM-1, einem Ad-
hasionsmolekll, dem man die Beteiligung an der Antigenexpression und an
proinflammatorischen Effekten Uber eine gesteigerte Leukozytenmigration zuschreibt
[99]. Weiterhin kann die Matrixproduktion von Fibroblasten durch das epitheliale
TGF-B gefordert und durch PGE,, deren Quelle auch Epithelzellen darstellen, inhi-
biert werden [87].

Aber auch die Fibroblasten nehmen einen direkten Einfluss auf bronchiale Epithel-
zellen. So fuhrt Zigarettenrauch zu einer vermehrten Synthese von PGE; aus
Fibroblasten, das seinerseits einen proliferativen Effekt auf Epithelzellen hat und da-
mit moglicherweise an der Entwicklung von Lungencarcinomen beteiligt ist. Die im-
munologische Funktion der Fibroblasten zeigt sich auch in ihrer Fahigkeit, verschie-
dene proinflammatorische Zytokine zu produzieren. Hierzu zahlen neben dem oben
bereits erwahnten PGE;, IL-8, einem Chemoattraktanten fur neutrophile Granulozy-
ten, IL-6 und MCP-1, das an der vermehrten Rekrutierung von Makrophagen beteiligt

ist [55].
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Auch die Fibroblasten exprimieren das non-neuronale cholinerge System. So sind
auf ihnen muscarinerge Rezeptoren vom Typ M4-Mj; zu finden mit einer Pravalenz
des My-Rezeptors. Man weild mittlerweile, dass die Stimulation dieser Rezeptoren mit
Acetylcholin oder Carbachol zu einer gesteigerten Proliferation der Fibroblasten fuhrt.
Dieser Effekt lasst sich durch den muscarinergen Antagonisten Tiotropiumbromid
vollstdandig hemmen [66]. Die Untersuchung mit verschiedenen spezifischen
muscarinergen Antagonisten zeigte allerdings, dass diese Proliferation wohl Gber den
M.-Rezeptor vermittelt wird und die Selektivitat fur den Ms;-Rezeptor, die das
Tiotropiumbromid inne hat, unter diesen Versuchsbedingungen von geringerer
Bedeutung ist [56].

Zusammenfassend kann man sagen, dass eine Vielzahl von Mdglichkeiten besteht,
wie das non-neuronale cholinerge System der verschiedenen Zelltypen und die In-
teraktion zwischen diesen Zellen Einfluss auf die Inflammation der chronisch

obstruktiven Bronchitis nehmen kénnten.
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In Bezug auf die Fragestellung der Arbeit lassen sich folgende Schlussfolgerungen

ziehen:

1. Nach Stimulation von primaren humanen Bronchialepithelzellen und der Zellli-
nie BEAS 2 B mit dem muscarinergen Agonisten Carbachol wird auf RNA-
Ebene mittels quantitativer PCR durch Light Cycler-Analysen keine
Hochregulierung des proinflammatorischen Zytokins IL-8 beobachten.

2. Die gefundenen Ergebnisse lassen sich auf Proteinebene mittels IL-8 ELISA
verifizieren.

3. Auch nach Vorstimulation der Zellen mit TNF-a in verschiedenen Dosierungen
und nachfolgender Stimulation mit Carbachol wird IL-8 nicht vermehrt ausge-
schuttet.

4. Eine carbacholabhangige Produktion von neutrophilen Chemoattraktanten aus
bronchiale Epithelzellen konnte nicht gezeigt werden.

5. Mittels Calciumimaging liel3 sich die direkte Wirkung von Carbachol an den
muscarinergen Rezeptoren vom Typ M3 unter den gewahlten Bedingungen
nicht sichtbar machen, so dass hierzu noch weitere Experimente nétig sein
werden, wodurch aber die Ergebnisse fehlender cholinerger Aktivierung

bronchialer Epithelzellen unterstiutzt werden.
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5 Zusammenfassung

Die chronisch obstruktive Bronchitis, eine Erkrankung, die die Betroffenen stark in
ihrer Lebensqualitat einschrankt, und erheblich zur weltweiten Morbiditat und Morta-
litat beitragt, ist in ihrer Pathogenese nur unvollstandig verstanden und aus diesem
Grund nur unzureichend therapierbar.

Etabliert in der Behandlung der COPD sind Anticholinergika, die zum einen broncho-
dilatatorisch wirken, zum anderen aber, wie sich in mehreren klinischen Studien
angedeutet hat, potentiell antiinflammatorische Eigenschaften aufweisen. In diesem
Zusammenhang ist das non-neuronale cholinerge System, also das Vorkommen von
Acetylcholin, nicotinergen und muscarinergen Rezeptoren und acetylcholinproduzie-
render Enzyme auch auf3erhalb von Neuronen, von Bedeutung. Dieses findet sich
auf verschiedensten Zellen, u.a. bronchialen Epithelzellen und verschiedenen immu-
nologischen Zellen, z.B. Makrophagen und neutrophile Granulozyten, so dass auch
hier eine Vermittlung inflammatorischer Effekte, wie sie bei der COPD stattfindet,
denkbar ist.

Wir wahlten daher flr unsere Arbeit das Zellkulturmodell humaner bronchialer
Epithelzellen. Hierbei wurde einerseits die bronchoepitheliale Zelllinie BEAS 2 B, an-
dererseits primare bronchiale Epithelzellen verwandt. Unter Kulturbedingungen ge-
lang auf den primaren Zellen mittels Fluoreszenzmikroskopie der Nachweis musari-
nerger Ms-Rezeptoren.

Beide Zelltypen wurden mit Carbachol stimuliert, einer Substanz die selektiv am
Ms-Rezeptor wirkt, und nachfolgend die Expression und Freisetzung des proinflam-
matorischen Zytokins IL-8 untersucht. Wie sich zeigte, konnte dabei weder im direk-
ten Nachweis mittels IL-8-ELISA, noch auf mMRNA-Ebene bei beiden Zelltypen eine

Veranderung nach cholinerger Stimulation festgestellt werden.
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Mittels Calciumimaging wurde im nachsten Schritt versucht, die intrazellulare
Wirkung nach muscarinerger Stimulation direkt sichtbar zu machen. Unter den ge-
wahlten Versuchsbedingungen konnte eine Wirkung des Carbachols Uber einen An-
stieg des intrazellularen Calciums allerdings nicht belegt werden.

Abschlieend wurde untersucht, ob durch Carbachol eine Freisetzung von chemo-
taktisch aktiven Substanzen mit Stimulation neutrophiler Granulozyten erfolgt. Im
Chemotaxis-Assay konnte kein Hinweis auf die Freisetzung chemotaktisch wirksamer
Substanzen gefunden werden. Allerdings konnte eine erhdhte Chemokinese
neutrophiler Granulozyten durch den Uberstand cholinerg stimulierter bronchialer
Epithelzellen erzielt werden.

In der Zusammenschau aller Ergebnisse lasst sich daher ein proinflammatorischer
Effekt anhand der IL-8-Ergebnisse durch cholinerge Stimulation primarer humaner
Bronchialepithelzellen und der Zelllinie BEAS 2 B nicht belegen. Die Befunde erhoh-
ter Chemokinese neutrophiler Granulozyten nach Stimulation mit Uberstadnden von
Charbachol stimulierter bronchialer Epithelzellen deuten auf eine indirekte
proinflammatorische Komponente hin, die jedoch noch weiterer Untersuchungen be-

darf.
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Abb.
ATP
BAL
BPE
BSA
ca.
Carb.
ChAT
COPD
CTGF
CXCR-3
Da
DAPI
DMSO
DNA
dNTP
D-PBS
ds-DNA
EDTA
ELISA
ENA-78
evtl.

FEV1

Abkurzungsverzeichnis

Abbildung

Adenosintriphosphat

Bronchioalveolare Lavage

Bovine pituitary extract

Bovines Serumalbumin

Zirka

Carbachol

Cholinacetyltransferase

Chronisch obstruktive Lungenerkrankung
Connective tissue growth factor
Chemokin Rezeptor 3

Dalton

4',6-Diamidino-2-phenylindole dihydrochloride
Dimethylsulfoxid

Desoxyribonucleinacid
Desoxyribonukleosidtriphosphat
Dulbecco’s Phosphat-buffered saline
Doppelstrangdesoxyribonucleinsaure
Ethylene diamintetraacetic acid

Enzyme linked immunosorbent assay
Epithelial neutrophil activating protein of 78 kDa
Eventuell

Forced exspiratory volume in one second
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FVC
fwd.
GM-CSF
GOLD
Gro-a
HEPES

HBSS

ICAM-1

IP-10
LTB4
M

My

M3
max.
MCP-1
mg

ml
MMP
MRNA
MTT

nM

Fluorescein-Isothiocyan

Forced vital capacity

Forward

Granulocyte macrophage colony-stimulating factor
Global initiative for chronic obstructive lung disease
Growth-related oncoprotein alpha
4-[2-Hydroxyethyl]-1-piperazin-[2-ethansulfonsaure]
Hank's balanced salt solution

Stunde

Intercellular adhesion molecule-1

Immunglobulin

Interleukin

Interferon-y inducible protein -10

Leukotrien B4

Muscarinerge Rezeptoren vom Typ M
Muscarinerge Rezeptoren vom Typ M,
Muscarinerge Rezeptoren vom Typ M3

Maximal

Monocyte chemotactic protein 1

Milligramm

Milliliter

Matrixmetalloproteinase

Messenger riboncucleinacid
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium-bromid

Nanomol
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NOx Nitrogenoxide

PBEC Primare Bronchialepithelzellen
PBS Phosphate buffered saline
PCR Polymerase chain reaction
PGE; Prostaglandin E2

RANTES  Regulated upon activation, normal T-cell expressed and secreted

rev. Reverse

RNA Ribonucleinacid

S.C. Subcutan

SDS Sodiumdodecylsulfat
SOz Schwefeldioxid

sog. Sogenannte

S.u. Siehe unter

TGF-B Transforming growth factor-8

TMB 3,3,5,5-Tetramethylbenzidin
TNF-a Tumor necrosis factor-a

U Umdrehungen

u.a. Unter anderem

u.v.m. Und viele mehr

Vergr. Vergrolierung

WHO Word Health Organisation
ZAS Zymosan aktiviertes Serum
z.B. Zum Beispiel
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