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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die akute Entziindung

Die Entziindung ist eine physiologische Schutzfunktion des Organismus gegen schidigende
Einfliisse von aulen (z.B. Bakterien) oder innen (z.B. entartete Zellen). Sie ist die Folge einer
Aktivierung des Immunsystems mit dem Ziel, den schidigenden Einfluss zu bekdmpfen und
zu beseitigen, die Ausbreitung der Schiadigung zu verhindern und entstandene Defekte zu
reparieren (Ubersicht bei Egger, 2005). Zu diesem Zweck kommt es zur Erweiterung lokaler
Blutgefifle (Rotung, Erwidrmung), zur Einwanderung von Leukozyten und zur erhdhten

Gefilpermeabilitét fiir Fliissigkeit und Plasmaproteine (Schwellung, Schmerz).

1.1.1 Uberblick iiber das Inmunsystem

Das menschliche Immunsystem setzt sich aus zwei Komponenten zusammen, dem
angeborenen, unspezifischen und dem erworbenen, spezifischem Immunsystem (Ubersicht
bei Vollmar und Dingermann, 2005). Beide Komponenten bilden zusammen einen sich
erginzenden Abwehrmechanismus gegen Fremdstoffe, unterscheiden sich aber vor allem
hinsichtlich ihrer Aktivierungszeit und ihrer Lernfdhigkeit (Parkin und Cohen, 2001). Eine
erfolgreiche Immunantwort basiert auf der Interaktion von angeborenen und erworbenen

Effektormechanismen (s. Abb. 1).

Angeborene Immunantwort Erworbene Immunantwort
humoral Komplementsystem Antikorper
Makrophagen antigenprasentierende Zellen
zellular Neutrophile Granulozyten B-Lymphozyten
Natiirliche Killerzellen T-Lymphozyten

\_/

Abb. 1: Kooperation von angeborenem und erworbenen Immunsystem bei erfolgreicher Imnmunantwort.
(modifiziert nach Vollmar und Dingermann, 2005)



Einleitung

Die angeborene Immunantwort dient der ersten Abwehr von Erregern. Sie wird direkt nach
dem Eindringen eines Erregers aktiviert und soll die Entstehung eines Infektionsherdes
verhindern oder zumindest dessen Ausbreitung verhindern (Beutler, 2004). Bestimmte
Strukturmuster des Erregers werden mit Hilfe von Mustererkennungsrezeptoren, sog. pattern
recognition receptors (PRR), nicht-spezifisch erkannt (Gordon, 2002). Wichtige Effektoren
des unspezifischen Immunsystems sind Phagozyten (Makrophagen und neutrophile
Granulozyten) und das Komplementsystem. Héufig reicht die angeborene Immunantwort
alleine nicht aus, ein Pathogen erfolgreich abzuwehren; sie ist aber die Grundlage fiir das
Auslosen der erworbenen Immunantwort, welche vom angeborenen Immunsystem kontrolliert
und koordiniert wird (Medzhitov und Janeway, 1997; Pasare und Medzhitov, 2005; Schnare
etal., 2001).

Die erworbene Immunantwort wird nach ca. 3 - 4 Tagen aktiviert und sorgt fiir die gezielte
Beseitigung von Pathogenen durch Generierung und Aktivierung antigenspezifischer
Effektorzellen (Parkin und Cohen, 2001). Durch klonale Selektion entstehen Lymphozyten,
die Antigenrezeptoren einer einzigen Spezifitit tragen. Nach Kontakt mit dem Antigen durch
sog. antigenprisentierende Zellen (APC) kommt es zur Aktivierung spezifischer
Effektormechanismen. B-Lymphozyten produzieren spezifische Antikorper, die extrazelluldre
Antigene binden; diese Komplexe konnen anschlieBend phagozytiert werden. T-Lymphozyten
unterstiitzen andere Effektorzellen bei der Immunabwehr oder erkennen infizierte Zellen und
toten sie ab (Parkin und Cohen, 2001). Im Rahmen der erworbenen Immunantwort
differenzieren B- und T-Lymphozyten zu Gedéchtniszellen, die das sog. immunologische
Gedichtnis bilden; das Immunsystem kann dann auf wiederholte Pathogenexposition

effektiver reagieren.

1.1.2 Das angeborene Immunsystem

1.1.2.1 Zellen der angeborenen Immunantwort

Zunichst verhindern Epithelien, die die inneren und &uBleren Korperoberflichen abdecken,
das Eindringen eines Erregers. Die eigentlichen Effektoren der unspezifischen Abwehr stellen
die Phagozyten dar, die den Erreger erkennen, in ihr Zellinneres aufnehmen und anschlieSend
chemisch abbauen (Greenberg und Grinstein, 2002). Dazu produzieren sie reaktive
Sauerstoff- und Stickstoffderivate (z.B Superoxid-Anionen, Stickstoffmonoxid), die fiir den
Erreger toxisch sind (Beutler, 2004). Diese Aufgabe wird vor allem von Monozyten bzw.

Makrophagen und neutrophilen Granulozyten iibernommen.
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Einleitung

Alle immunkompetenten Zellen stammen von einer pluripotenten hdmatopoetischen
Stammzelle im Knochenmark ab. Monozyten und Makrophagen gehoren zur myeloischen
Reihe der weillen Blutzellen. Der Monozyt stellt die noch unreife, im Blut zirkuliernede Form
dieses Zelltyps dar, der sich im Gewebe weiter differenzieren und spezialisieren kann, wo er
dann Makrophage genannt wird. Aktivierte, phagozytierende Makrophagen locken durch
Freisetzung chemotaktischer Faktoren andere Entziindungszellen wie die neutrophilen
Granulozyten zum Infektionsherd (Parkin und Cohen, 2001). Diese werden aufgrund ihrer
Morphologie auch polymorphkernige neutrophile Leukozyten (PMN) genannt. Granulozyten
haben ebenfalls ihren Ursprung in der myeloischen Vorlduferzelle.

Phagozyten haben nicht nur Effektorfunktion, sie produzieren und sezernieren auch
verschiedene Zytokine (z.B. TNFa, IL-1p, IL-6) und Lipidmediatoren (z.B. Prostaglandine,
Leukotriene), die als Mediatoren der induzierten Abwehrmechanismen dienen (Smith et al.,
2005; Twigg, 2004). Diese freigesetzten Zytokine aktiveren Lymphozyten, die Zellen des
spezifischen Immunsystems, und natiirliche Killerzellen. Natiirliche Killerzellen (NK-Zellen)
stammen von der lymphatischen Vorlduferzelle ab. Es handelt sich um eine Gruppe
urspriinglicher, wenig spezialisierter lymphatischer Zellen, die im Gegensatz zu den
Lymphozyten keine Antigenspezifitit besitzen, aber flir die Abwehr intrazelluldrer Erreger
(z.B. Viren) von groBer Bedeutung sind. Sie setzen nach ihrer Aktivierung durch
chemotaktische Faktoren der Phagozyten selbst Zytokine (z.B. IFNy) oder Chemokine frei
(Robertson, 2002; Trinchieri, 1989), wodurch wiederum Makrophagen aktiviert werden und

das Entziindungsgeschehen fortschreitet.

1.1.2.2 Immunmodulatoren der angeborenen Immunantwort

Die Immunantwort wird durch eine Vielzahl von Entziindungsmediatoren moduliert, die sich
hinsichtlich des chemischen Aufbaus und Wirkmodus unterscheiden (Nathan, 2002; Rankin,
2004).

Zytokine:

Bei den Zytokinen handelt es sich um Proteine oder Glykoproteine, die als Regulatorstoffe
der Entziindung wie auch normaler Zellfunktionen von verschiedenen Zelltypen produziert
und sezerniert werden. Zytokine, die in der angeborenen Immunantwort bzw. bei der akuten
Entziindung von Bedeutung sind, werden hauptséchlich von Makrophagen und NK-Zellen
produziert (Dinarello, 2000; Feghali und Wright, 1997).
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Nachfolgend werden einzelne Zytokine vorgestellt, die im Rahmen der vorliegenden Arbeit

untersucht wurden.

Tumornekrosefaktor alpha (TNFa.)

TNFa ist ein nicht-glykosyliertes Protein mit einem Molekulargewicht von ca. 17 kDa
(Goeddel et al., 1986). Die aktive Form ist das Homotrimer, wiahrend Monomere nicht
aktiv sind. Bei TNFa handelt es sich um ein hochwirksames Zytokin, das nach Kontakt
mit einem Pathogen oder anderen Zytokinen bevorzugt in Makrophagen, Lymphozyten,
NK-Zellen und neutrophilen Granulozyten gebildet wird und seine Wirkungen sowohl
lokal als auch systemisch ausiibt (Aggarwal und Natarajan, 1996; Mannel et al., 1990). Es
vermittelt seine Effekte iiber zwei Typen von Membranrezeptoren, dem TNF-Rezeptor
Typ I (TNFR1) und Typ II (TNFR2), die auf vielen verschiedenen Zelltypen zu finden
sind (Locksley et al., 2001). Einerseits stimuliert TNFo die Produktion von anderen
Zytokinen, Prostaglandin E, und Akute-Phase-Proteinen, welche die Entziindungsreaktion
weiterhin aufrechterhalten. Andererseits werden Phagozyten zur Phagozytose und
Freisetzung lysosomaler Enzyme und reaktiver Sauerstoff- und Stickstoffspezies angeregt.
TNFa greift aktiv in Wachstums- und Differenzierungsvorgénge verschiedener Zelltypen
ein und fiihrt damit zur Mobilisierung und Aktivierung von Effektorzellen. Dariiber
hinaus iibt TNFa auch eine zytotoxische Wirkung auf Tumorzellen aus, worauthin dieses
Zytokin seinen Namen erhalten hat.

Interleukin-1 beta (IL-1pB)

IL-1PB ist ein nicht-glykosyliertes Protein mit einem Molekulargewicht von ca. 17 kDa
(Dinarello, 1997). Bei seiner Synthese entsteht zundchst Pro-IL-1B (ca. 31 kDa), von
diesem dann IL-1fB durch das Interleukin-Converting-Enzym (ICE) abgespalten wird
(Thornberry et al., 1992). Gebildet und freigesetzt wird IL-13 hauptsdchlich von
Monozyten bzw. Makrophagen, jedoch sind auch neutrophile Granulozyten, Fibroblasten,
Gefilendothelzellen und Keratinozyten in der Lage, IL-1B zu produzieren. Es gibt viele
Stimuli, die zur Freistzung von IL-1f in die Umgebung bzw. ins Blut fiihren, darunter z.B.
der Kontakt mit Mikroorganismen, Endotoxinen oder anderen Zytokinen. Zwei Typen von
Interleukin-1-Rezeptoren, IL-1-Rezeptor Typ I (IL-1R1) und Typ II (IL-1R2), die sich an
den Membranen verschiedenster Zielzellen befinden (Sims und Dower, 1994), vermitteln
die einzelnen Wirkungen von IL-1p, welche sich zum groBen Teil mit denen des TNFa
decken. IL-1p mobilisiert und aktiviert Effektorzellen (z.B. Makrophagen, neutrophile

Granulozyten) und induziert die Produktion bzw. Freisetzung von weiteren
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Entziindungsmediatoren (z.B. Zytokine, Akute-Phase-Proteine, Prostaglandine, reaktive
Sauerstoff- und Stickstoffderivate).
e Interleukin-6 (IL-6)
IL-6 ist ein an zwei Aminosduren glykosyliertes Protein mit einem Molekulargewicht von
ca. 21 kDa (Kishimoto, 1989). Es wird wie IL-1B vorwiegend von Makrophagen,
Granulozyten, B- und T-Lymphozyten sowie Gefdfendothelzellen, Fibroblasten und
Keratinozyten gebildet und nach Kontakt mit einem Pathogen oder anderen Zytokinen
freigesetzt. Die Wirkung von IL-6 wird iiber den IL-6-Rezeptor vermittelt, der sich an der
Membran vieler Leukozyten und anderer Zielzellen (z.B. Hepatozyten, glatte
Muskelzellen, Nervenzellen) befindet. Es zeigt einen deutlichen Synergismus mit TNFo
und IL-1PB, d.h. es aktiviert und steuert lokale und systemische Entziindungsreaktionen
(Hirano, 1992). IL-6 ist zudem einer der stirksten Induktoren von Akute-Phase-Proteinen
(Oldenburg et al., 1993).
e Interferon gamma (IFNy)

Bei IFNy handelt es sich um ein Protein mit einem Molekulargewicht von ca. 17 kDa. Es
wird in T-Lymphozyten und NK-Zellen produziert und von diesen nach Aktivierung
durch Zytokine freigesetzt (Schroder et al., 2004). Rezeptoren fiir [IFNy befinden sich auf
vielen hdmatopoetischen Zellen wie B- und T-Lymphozyten, Makrophagen, neutrophilen
Granulozyten und NK-Zellen, aber auch auf Endothelzellen. Obwohl Interferone
vorwiegend bei der Regulierung spezifischer Immunantworten eine Rolle spielen, sind sie
auch im Bereich der unspezifischen Abwehr von Bedeutung, wenn sie von NK-Zellen
sezerniert werden (Trinchieri, 1989). IFNy steigert die Tétigkeit von Makrophagen und
neutrophilen Granulozyten (Boehm et al., 1997) und damit die Freisetzung reaktiver
Sauerstoff- und Stickstoffspezies. Desweiteren verstiarkt IFNy den antiviralen und Anti-
Tumoreffekt anderer Interferone und TNFo und steuert Wachstums- und

Differenzierungsvorginge verschiedener Zelltypen.

Bei der Freisetzung der Zytokine nach einem Entziindungsreiz wird eine gewisse zeitliche
Reihenfolge eingehalten. TNFa, IL-1B und IL-6 werden zuerst sezerniert, auf deren Reiz hin
weitere Zytokine und im weiteren Verlauf auch sekundire Entziindungsmediatoren (z.B.

Prostanoide, Stickstoffmonoxid) folgen.
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Cyclooxygenase-2 (COX-2) und Prostanoide

Von der Enzymfamilie der Cyclooxygenasen (COX) existieren mindestens 3 Isoformen,
COX-1, COX-2 und COX-3, die als bifunktionelle Membranproteine die Bildung von
Protaglandinen, Prostazyklin und Thromboxan A, aus der Arachidonsédure katalysieren (Smith
et al., 2000). In einem ersten Bisoxygenierungsschritt wird Prostaglandin G, gebildet
(Cyclooxygenase-Reaktion), im zweiten Schritt erfolgt die Umwandlung in Prostaglandin H,
unter Bildung von Sauerstoffradikalen (Peroxidase-Reaktion) (s. Abb. 2); aus Protaglandin H,
bilden sich schlieBlich die biologisch aktiven Protaglandine, Prostazyklin und
Thromboxan A, (Garavito und DeWitt, 1999; Hinz und Brune, 1999).

Arachidonsaure
( Cyclooxygenase- 20
Reaktion 2
Prostaglandin G,
Peroxidase-
\_ Reaktion Sauerstoffradikale

Prostaglandin H,

I\

Prostaglandine

Cyclooxygenase
A

Prostazyklin Thromboxan A,

Abb. 2: Synthese von Prostaglandinen, Prostazyklin und Thromboxan A; aus Arachidonsdure durch die
Cyclooxygenase.

Die COX-Isoformen unterscheiden sich darin, ob sie konstitutiv exprimiert oder nur bei
Bedarf induziert werden. Die COX-2 ist die induzierbare Isoform dieser Enzymfamilie und
spielt bei der Entstehung der Entziindungreaktion eine wichtige Rolle. Die Bildung von
COX-2 wird in vielen Zelltypen (Monozyten bzw. Makrophagen, neutrophile Granulozyten,
Endothelzellen, Fibroblasten, Synovialzellen) durch viele unterschiedliche Stimuli induziert
(Vane et al., 1998). Bei entziindlichen Prozessen ist dies insbesondere der Kontakt mit bereits
sezernierten Zytokinen. In Abhéngigkeit von Typ, Zustand oder Aktivierungsgrad der Zelle
werden {liber die COX-2 verschiedene Prostaglandine wie das Prostaglandin E, (PGE,) oder
Prostazyklin (PGI,) synthetisiert. Letzteres wird im Gefdllendothel gebildet und in die
Blutbahn abgegeben. Es kann damit seine Wirkungen systemisch ausiiben. Die Wirkungen

der Prostanoide werden iiber spezifische Membranrezeptoren vermittelt (Hata und Breyer,
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2004). Prostaglandine und das Prostazyklin sind Modulatoren der glatten GefdB3- und
Bronchialmuskulatur und an der Entstehung von Fieber, Schmerz und Odemen beteiligt.
PGE, wirkt in Zellen der unspezifischen Abwehr jedoch auch immunsuppressiv, d.h.
Effektormechanismen wie Migration oder Phagozytose sowie die Produktion und Freisetzung
von reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffspezies, Zytokinen und anderen Mediatoren werden

eingeschrénkt.

Induzierbare NO-Synthase (NOS-11) und Stickstoffmonoxid (NO)

Die NO-Synthasen katalysieren die Umwandlung der Aminosdure L-Arginin zu L-Citrullin
und produzieren dabei Stickstoffmonoxid (NO) (Moncada et al., 1991; Nathan und Xie, 1994)
(s. Abb. 3). Es existieren mindestens 3 Isoformen, die NOS-I, NOS-II uns NOS-III, die sich

u.a. darin unterscheiden, ob sie konstitutiv exprimiert oder nur bei Bedarf induziert werden.

COOH COOH
HN—CH NO-Synthase HN—CH
G, G, -
CH, > CH, + NO
NH NH
H,N" “NH HN O
L-Arginin L-Citrullin

Abb. 3: Schema der NO-Synthase-Reaktion.

Die NOS-II ist die induzierbare Isoform dieser Enzymfamilie, die u.a. an der Entstehung einer
Entziindungreaktion beteiligt ist. Der bevorzugte Bildungsort ist das Gefdalendothel. AuB3er in
Endothelzellen kommt die NOS-II auch in verschiedenen Zelltypen der myeloischen und
lymphatischen Reihe vor (z.B. in Makrophagen und neutrophilen Granulozyten) und wird
dort im Rahmen entziindlicher Prozesse de novo synthetisiert. Der Synthesereiz geht von
verschiedenen Entziindungsmediatoren aus, darunter auch Zytokine (Robbins et al., 1994),
die iiber ihre spezifischen Rezeptoren am Endothel bzw. an der Oberfliche anderer Zielzellen
die Transkription der NOS-II anregen. NO ist ein biologisches Effektormolekiil, das
vasodilatierend und antithrombotisch wirkt und damit am Entziindungsort bei der Regulierung
der Durchblutung und der Blutgerinnung eine entscheidende Rolle spielt (Clancy et al., 1998;
Kroncke et al., 1995). Zudem gehort NO zur Gruppe reaktiver Stickstoffspezies (Dedon und

Tannenbaum, 2004), die u.a. von Phagozyten aufgenommene Pathogene abtoten konnen.
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1.1.2.3 Erkennungssysteme der angeborenen Immunantwort

Die zentrale Aufgabe des Immunsystems ist die Unterscheidung von ,korperfremd® und
»korpereigen. Das angeborene Immunsystem besitzt im Gegensatz zum erworbenen
Immunsystem keine Spezifitidt, um Pathogene zu erkennen. Es verfiigt nur iiber eine begrenzte
Anzahl an Rezeptoren, die sich regelméfig wiederholende Strukturmuster von Pathogenen
erkennen und binden kénnen und dadurch die Mechanismen der angeborenen Immunantwort
aktivieren. Diese Rezeptoren bezeichnet man als Mustererkennungsrezeptoren (PRR)
(Gordon, 2002); die Strukturen, die sie erkennen, werden Musterstrukturen oder pathogen-
associated molecular pattern (PAMP) genannt (Medzhitov und Janeway, 2000). PRR sind
keimbahncodiert, d.h. alle Zellen einer bestimmten Art tragen identische PRR. Sie lassen sich
funktionell in drei Klassen einteilen: sezernierte, endozytierende und signaltransferierende
Mustererkennungsrezeptoren (Janeway und Medzhitov, 2002).

Sezernierte PRR binden an mikrobielle Zellwidnde bzw. Antigene und markieren sie zur
weiteren Erkennung durch das Komplementsystem oder Phagozyten. Endozytierende PRR
sind auf der Oberfldche von Phagozyten lokalisiert. Nach Erkennung des Pathogens erfolgt
dessen Aufnahme und Zerstorung in Lysosomen. Signaltransferierende Rezeptoren sind durch
die Féhigkeit gekennzeichnet, die Information der Pathogenerkennung {iber Signal-
transduktionskaskaden weiterzuleiten, um die Expression verschiedener proinflammatorischer

und regulatorischer Gene zu induzieren.

1.1.3 Toll-like Rezeptor-4 vermittelte Immunantwort

1.1.3.1 Toll-like Rezeptoren und Lipopolysaccharid

Wichtige Vertreter der Mustererkennungsrezeptoren des angeborenen Immunsystems sind die
Toll-like Rezeptoren (TLR). Sie erhielten ithren Namen aufgrund ihrer Homologie zum Toll-
Rezeptor der Fruchtfliege Drosophila melanogaster, der bei durch Gram-positive Bakterien
und Pilze ausgelosten Immunantworten von entscheidender Bedeutung ist (Medzhitov et al.,
1997). In Séugetieren sind 11 verschiedene TLR bekannt, die sich nach der Art ihrer
Liganden und der Notwendigkeit spezieller akzessorischer Proteine unterscheiden (Takeda
und Akira, 2005). Einige TLR erkennen ein breites Spektrum mikrobieller Produkte wie
Lipoproteine, Lipopolysaccharide oder Peptidoglykane, widhrend andere TLR von
Nukleinsdure-Motiven aktiviert werden (Takeda et al., 2003).

Der Toll-like Rezeptor-4 (TLR-4) ist einer der am besten untersuchten Vertreter dieser

Rezeptorfamilie. Endogene Liganden von TLR-4 sind z.B. die Hitzeschockproteine HSP 60
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und HSP 70 (Asea et al., 2002; Vabulas et al., 2002) sowie Fibronektin (Okamura et al.,
2001). Sein Hauptligand ist das Lipopolysaccharid (LPS). LPS, ein Endotoxin, ist ein
Zellwandbestandteil Gram-negativer Bakterien, bestehend aus einem Polysaccharid- und
einem Lipid-Anteil (Erridge et al., 2002; Raetz und Whitfield, 2002). Die in LPS
konservierten sog. Lipid-A-Strukturen sind fiir Gram-negative Bakterien charakteristisch und
stellen das endotoxische Prinzip von LPS dar. Die Aktivierung des TLR-4 durch LPS fiihrt
zur Produktion proinflammatorischer Zytokine (z.B. TNFa, IL-13) (Guha und Mackman,
2001) und in der Folge zur Ausbildung eines akuten Entziindungsgeschehens mit Fieber oder
im schlimmsten Fall auch zur Ausbildung eines septischen Schocks, der mit Vasodilatation,
Hypotonie, systemischen Odem, Neutropenie und anderen metabolischen Entgleisungen

sowie Multiorganversagen einhergeht (Gutierrez-Ramos und Bluethmann, 1997).

1.1.3.2 Erkennung von LPS durch TLR-4

TLR-4 ist ein Typ I Transmembranrezeptor, dessen Extrazellular-Teil aus sog. Leucin-reichen
Regionen (LRR) besteht, wihrend der intrazelluldre Teil eine dem Interleukin-1-Rezeptor
homologe Domine, die sog. Toll/IL-1-Rezeptor-(TIR)-Domine, enthélt. Die extrazellulédre
Domine ist direkt an der Erkennung von LPS beteiligt, die zytoplasmatische TIR-Doméne
hingegen ist essentiell fiir die nachfolgende Signaliibertragung (Akira, 2003; Dunne und
O'Neill, 2003). Die Erkennung von LPS durch TLR-4 benétigt die akzessorischen Proteine
LBP, CD14 und MD-2 (Shimazu et al., 1999; Ulevitch und Tobias, 1999) (s. Abb. 4).

LPS G @

LBP
CD14 @

TLR-4

NF«xB, AP-1 , etc.

Abb. 4: Erkennung von Lipopolysaccharid (LPS) durch den Toll-like Rezeptor-4 (TLR-4). LPS wird von dem
Serumprotein LBP zuerst auf den membranstandigen Rezeptor CD14 und von diesem schlieRlich auf den
TLR-4/MD-2 Rezeptorkomplex Ubertragen. Diese Interaktion mit TLR-4 fihrt zur Aktivierung nachfolgender
Signaltransduktionskaskaden.
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Das Lipopolysaccharid-bindende Protein (LBP) ist ein 16sliches Serumprotein aus der Gruppe
der Akute-Phase-Proteine. Es ist ein Vertreter der sezernierten PRR, das LPS erkennt, bindet
und als LPS/LBP-Komplex zur Oberfliche der Zielzellen transportiert (Schumann et al.,
1990). Dort wird LPS aus dem LPS/LBP-Komplex auf das Glykoprotein CD14, einen
membranstdndigen Rezeptor ohne intrazellulire Doméne, tibertragen (Goyert et al., 1988;
Schumann, 1992; Wright et al., 1990). CD14 interagiert anschlieBend mit dem TLR-4/MD-2
Rezeptorkomplex. Das Glykoprotein MD-2 ist mit der extrazelluliren Doméne des TLR-4
assoziiert und stellt das entscheidende Molekiil im TLR-4/MD-2 Rezeptorkomplex dar, da nur
MD-2 in der Lage ist, LPS zu binden (Nagai et al., 2002; Shimazu et al., 1999; Viriyakosol et
al., 2001). Wird LPS auf den Rezeptorkomplex iibertragen, kommt es zur Aktivierung des
TLR-4. Es bilden sich TLR-4 Aggregate, die in die Zelle internalisiert werden (Latz et al.,
2002; Visintin et al., 2003) und iber verschiedene Signalwege zur Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren und damit zur Transkription immunologisch aktiver Gene fiihren

(Jones et al., 2001).

1.1.3.3 Signaltransduktionswege des TLR-4

Die Bindung des Liganden an TLR-4 fiihrt zur Konformationsdnderung der intrazelluldren
TIR-Domine mit nachfolgender Rekrutierung und Assoziation einer Reihe verschiedener
Adaptormolekiile, wie MyD88, TIRAP, IRAK und TRAF6 (Aderem und Ulevitch, 2000;
Dunne und O'Neill, 2005) (s. Abb. 5).

Das Adaptorprotein TIRAP (TIR domain containing adaptor protein) interagiert einerseits mit
der TIR-Doméne von TLR-4 (Horng et al., 2002) und andererseits mit einem weiteren
Adaptorprotein, dem MyD88 (myeloid-differentiation-protein 88) (Fitzgerald et al., 2001).
Die N-terminale Todesdoméne (death domain, DD) von MyD88 bindet an die Todesdoméne
der Serin-Threonin Kinase IRAK (IL-1 receptor associated kinase). Es kommt zur
Autophosphorylierung von IRAK (Palsson-McDermott und O'Neill, 2004), wodurch sich
dieses vom Rezeptorkomplex ablést und mit TRAF6 (TNF receptor associated factor 6),
einem weiteren Adaptorprotein, interagiert (Arch et al., 1998; Medzhitov, 2001). Die
nachfolgende Signaltransduktion kann in verschiedene Richtungen verlaufen.

Zum einen aktiviert TRAF6 tiber die Kinase TAK1 (transforming growth factor-p activated
kinase) die IkB-Kinasen o und  (IKKa bzw. IKKp), die zusammen mit IKKy den sog. IKK-
Komplex bilden (Palsson-McDermott und O'Neill, 2004). Diese Kinasen phosphorylieren das
inhibitorische Protein IkB (Takeda und Akira, 2005), welches mit dem Transkriptionsfaktor

NF«B (nuclear factor kB) assoziiert vorliegt. Die Phosphorylierung fiihrt zur Degradation von
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IkB und dem Freisetzen von NFkB. NFkB ist ein Dimer, bestehend aus den Untereinheiten
pS0 und p65, das nun im aktiven Zustand in den Zellkern transloziert und dort die
Transkription verschiedener proinflammatorischer Gene reguliert (Ghosh et al., 1998; Karin
und Ben-Neriah, 2000).

Ein weiterer Signalweg, der von TRAF6 ausgehen kann, ist die Aktivierung von
Proteinkinasen der Familie der MAP-Kinasen (mitogen-activated protein kinases) (Kopp et
al., 1999). Dies fiihrt schlieBlich zur Induktion von Transkriptionsfaktoren wie z.B. AP-1
(activator protein-1) und Elk-1, welche die Expression verschiedener Gene der Immunantwort

regulieren (Guha und Mackman, 2001).

LBP/LPS TLR-4
CD14 MD-2
TIRAP

MyD88
IKKy
<> MAPKKK
\

IRAK |

MAPK
(ERK 1/2,
p38 MAPK,
SAPK/JNK)
Transkription
immunologisch
aktiver Gene

Abb. 5: Signaltransduktion iliber den Toll-like Rezeptor-4. Die Bindung des Liganden an TLR-4 flhrt zur
Assoziation der Adaptormolekiile TIRAP, MyD88, IRAK und TRAF6. Durch Aktivierung des IKK-Komplexes wird
das inhibitorische Protein 1kB phosphoryliert und abgebaut, wodurch der Transkriptionsfaktor NFkB freigesetzt
wird und in den Zellkern translozieren kann. TRAF6 aktiviert auch mitogenaktivierte Proteinkinasen (ERK 1/2,
p38 MAPK und SAPK/JINK), die ihrerseits verschiedene Transkriptionsfaktoren wie z.B. AP-1 phosphorylieren.
Die aktivierten Transkriptionsfaktoren leiten im Zellkern die Transkription immunologisch aktiver Gene ein.
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1.1.3.4 Mitogenaktivierte Proteinkinasen

Mitogenaktivierte Proteinkinasen (MAPK) sind an der Regulation verschiedener zelluldrer
Prozesse wie z.B. Zelldifferenzierung, Zellproliferation und Apoptose sowie zelluldrer
Antworten z.B. im Rahmen des Entziindungsgeschehens beteiligt. Es handelt sich dabei um
ein Kaskadensystem aus mindestens 3 hintereinander geschalteten Proteinkinasen — der MAP-
Kinase, einem Aktivator der MAP-Kinase (MAP-Kinase Kinase, MKK, MAPK/ERK Kinase,
MEK) und einer MAP-Kinase Kinase Kinase (MAPKKK, MKKK, MEK-Kinase), die infolge
unterschiedlicher Stimuli aktiviert, d.h. phosphoryliert werden und durch Phosphorylierung
bestimmter Transkriptionsfaktoren zur Expression neuer Gene fithren (English et al., 1999)
(s. Abb. 6). Am bekanntesten und besten untersucht sind die durch ERK 1/2 (extracellular
signal-regulated kinase, auch p44/42 MAPK genannt), SAPK/INK (stress-activated protein
kinase/c-Jun NH2-terminal kinase) und p38 MAPK vermittelten Signaltransduktionswege

(Chen et al., 2001).

Stress, LPS
Wachstumsfaktoren inflammatorische Zytokine
Stimulus Mitogene Wachstumsfaktoren
MAPKKK Raf MEKK 2/3 MEKK 1/4
MAPKK MEK 1/2 MKK 3/6 MKK 4/7
l PD 98059 l l l
MAPK ERK 1/2 p38 MAPK SAPK/JNK
l l SB 203580 \ /SP 600125
Effekt Wachstum Entziindung
Differenzierung Apoptose
Zellentwicklung Wachstum

Differenzierung

Abb. 6: Aktivierung verschiedener MAP-Kinase Signalkaskaden durch extrazelludre Stimuli. Die ERK 1/2,
p38 und SAPK/INK Signalkaskaden basieren auf der gleichen Abfolge dreier Kinasen. Eine MAP-Kinase Kinase
Kinase (MAPKKK) phosphoryliert und aktiviert eine MAP-Kinase Kinase (MAPKK), welche dann ihrerseits eine
MAP-Kinase (MAPK) phosphoryliert und aktiviert.

Die ERK 1/2 (bzw. p44/42 MAPK) Signalkaskade wurde als erstes charakterisiert. Diese

Kaskade wird von Ras-Proteinen aufgrund verschiedener Stimuli wie z.B. Mitogene und
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Wachstumsfaktoren oder auch Aktivierung G-protein-gekoppelter Rezeptoren aktiviert
(Moodie und Wolfman, 1994). In der Folge werden die MAPKKK der Raf-Familie rekrutiert,
um MEK 1 bzw. MEK 2 zu phosphorylieren. Diese wiederum aktivieren ERK 1 und ERK 2
(Cobb und Goldsmith, 1995), was zu deren Dimerisierung fiihrt. Die ERK-Dimere
translozieren in den Zellkern, wo sie diverse Transkriptionsfaktoren (z.B. Elk-1)
phosphorylieren und damit aktivieren (Davis, 1995). Uber die Aktivierung der ERK-Proteine
werden Prozesse wie Zellwachstum und Zelldifferenzierung initiiert.

Die SAPK/INK- und p38 MAPK-Signalkaskade werden durch Stress (z.B. Hitze, UV-
Strahlung) und inflammatorische Stimuli (z.B. LPS, Zytokine) aktiviert (Kyriakis und
Avruch, 2001; Shi und Gaestel, 2002). Eine Vielfalt von MAPKKK wurde beschrieben, die
den Fortgang im Kaskadensystem infolge der vielen verschiedenen Stimuli vermitteln
(Johnson et al., 2005). Sie lassen sich in 3 Familien cinteilen: die MEKK1-4 Proteine, die
MLK (mixed lineage kinases) und die TAO (,,thousand and one kinases). Ebenso wie die
ERK-Proteine phosphorylieren und aktivieren die SAPK/JNK- und p38-Proteine im Zellkern
verschiedene Transkriptionsfaktoren (z.B. c-Jun, ATF-2, Elk-1) (Dong et al., 2002) oder auch
andere Proteinkinasen (z.B. MAPK activated protein kinase 2, MAPKAPK-2) (Roux und
Blenis, 2004). Die Phosphorylierung von c-Jun durch SAPK/JNK fiihrt zur erhdhten Aktivitét
des Transkriptionsfaktors AP-1 (Shaulian und Karin, 2002). Infolge der Aktivierung der
p38 MAPK oder SAPK/JINK kommt es zur Transkription spezifischer Gene (Su und Karin,
1996), die neben der Regulation von Zellwachstum und Zelldifferenzierung insbesondere zu
einem Fortschreiten der Entziindungsreaktion oder auch zur Apoptose fiihren.

Es wurden viele verschiedene Inhibitoren der MAP-Kinasen entwickelt, um die einzelnen
Signaltransduktionswege selektiv hemmen zu konnen. PD 98059 , ein selektiver Inhibitor des
p44/42 MAPK-Signalwegs (Dudley et al., 1995), bindet an die inaktive Form von MEK 1 und
blockiert damit die Phosphorylierung, die zur Aktivierung der MEK benétigt wird. Mit
SB 203580 steht ein Inhibitor des p38 MAPK-Signalwegs zur Verfiigung, der sich in die
ATP-Bindungstasche der p38 MAPK setzt und damit die Bindung von ATP hemmt (Tong et
al., 1997). SP 600125 ist ein selektiver Inhibitor der SAPK/JNK, der mit ATP um die
Bindungstelle der Kinase konkurriert und damit die Aktivierung der SAPK/JINK hemmt
(Bennett et al., 2001).
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1.2 Makrolid-Antibiotika

Bei den Makroliden handelt es such um eine gut etablierte Klasse antibiotisch wirksamer
Arzneistoffe, die bei der Chemotherapie verschiedener Infektionskrankheiten eine Rolle
spielen ((Ubersicht bei Schonfeld und Kirst, 2002). Makrolide sind oral applizierbar, haben
ein breites Wirkspektrum und eine hohe therapeutische Sicherheit. Sie sind daher auch das
Alternativ-Antibiotikum der Wahl, wenn beispielsweise Penicilline aufgrund von Allergien
fiir die Therapie der Infektion nicht in Frage kommen.

Der Prototyp der Makrolide ist das Erythromycin, welches 1952 aus Streptomyces erythreus
isoliert wurde (McGuire et al., 1952). Seither wurden zahlreiche semi-synthetische Derivate
von Erythromycin entwickelt, die sich durch erhohte chemische Stabilitdt und bessere

pharmakokinetische Eigenschaften auszeichnen (Bryskier, 1997).

1.2.1 Struktur der Makrolide

Makrolide sind makrozyklische Lactone. Bei den klinisch bedeutsamen Wirkstoffen wird
zwischen zwei Familien unterschieden, den 14- und den 16-gliedrigen Makroliden. Die
Leitsubstanz Erythromycin besteht aus einem 14-gliedrigen Lactonring mit einer
Ketofunktion an C(9) und Hydroxylgruppen an den Positionen C(6), C(11) und C(12)
(s. Abb. 7). Dieses Grundgeriist ist mit zwei Zuckermolekiilen jeweils iiber glykosidische
Bindungen verkniipft, an C(3) iiber eine o-glykosidische Bindung der neutrale Zucker
Cladinose und an C(5) iiber eine B-glykosidische Bindung der Amino-Zucker Desosamin
(Harris et al., 1965).

Erythromycin ist chemisch sehr instabil, insbesondere unter sauren Bedingungen. Unterhalb
eines pH-Werts von 4 kommt es zu einer irreversiblen intramolekularen Ketalisierung
zwischen der Carbonylgruppe an C(9) und der OH-Gruppe an C(6), was zum Verlust der
antibakteriellen Wirkung fiihrt. In den neueren semi-synthetischen Derivaten Roxithromycin
und Clarithromycin ist die Sdurestabilitit durch Modifikationen an C(9) oder C(6) deutlich
erhoht (Kirst, 1993). Die Erweiterung des Ringsystems und die Integration eines Stickstoff-
Atoms ins Grundgeriist fiihrten zu Azithromycin und damit zu 15-gliedrigen Untergruppe der
Azalide (Ballow und Amsden, 1992). Die neueste Gruppe semi-synthetischer Derivate wird
Ketolide genannt (Bryskier, 2000; Zhanel et al., 2002). Der neutrale Zucker Cladinose wurde

entfernt und durch eine Ketofunktion ersetzt. Der erste Vertreter der Ketolide ist das
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Telithromycin, welches sich durch ein erweitertes Wirkspektrum (Zhanel und Hoban, 2002)

und eine geringere Resistenzentwicklung auszeichnet (Agouridas et al., 1998).

Azithromycin

Roxithromycin Telithromycin

Abb. 7: Struktur verschiedener Makrolide und des Ketolids Telithromycin.

Da 16-gliedrige Makrolide im Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht wurden, werden sie an
dieser Stelle nur kurz erwédhnt. Vertreter der Familie der 16-gliedrigen Makrolide sind z.B.
Josamycin und Spiramycin (Katz und Ashley, 2005). Sie tragen an ihrem 16-gliedrigen
Lactonring typischerweise Disaccharid-Substituenten. Die 16-gliedrigen Makrolide haben den
14-gliedrigen Makroliden vergleichbare Eigenschaften, spielen aber in der therapeutischen

Praxis nur eine untergeordnete Rolle.

1.2.2 Wirkmechanismus und Wirkspektrum der Makrolide

Makrolid-Antibiotika greifen am bakteriellen Ribosom an, wo sie die Proteinbiosynthese
hemmen (Goldman und Scaglione, 2004).

Bakterielle Ribosomen bestehen aus einer kleinen 30S-Untereinheit und einer groflen
50S-Untereinheit. Es handelt sich dabei um Komplexe, die aus einzelstrédngiger ribosomaler

RNA (16S-rRNA bei der 30S-Untereinheit bzw. 23S-rRNA bei der 50S-Untereinheit) und
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Proteinen bestehen (Lafontaine und Tollervey, 2001; Noller, 1984). Nachdem sich die zu
translatierende mRNA, verschiedene Initiationsproteine und die entsprechende tRNA an die
30S-Untereinheit angelagert haben, bindet auch die 50S-Untereinheit unter Bildung des 70S-
Initiationskomplexes (s. Abb. 8). Dieser enthilt zwei funktionelle Bindungsstellen fiir tRNA-
Molekiile: die P-Stelle, an der sich die Peptidyl-tRNA mit der zu verlingernden Peptidkette
anlagert, und die A-Stelle, an der die Aminoacyl-tRNA mit der neu anzukniipfenden
Aminosdure bindet (Nissen et al., 2000). In der Elongationsphase der Proteinsynthese wird
nun schrittweise die durch Basentripletts vorgegebene genetische Information der mRNA
unter Beteiligung von Elongationsfaktoren und Aminoacyl-tRNA in eine Aminosdureabfolge
umgesetzt (Ramakrishnan, 2002). Bindet die Amionoacyl-tRNA im Bereich der A-Stelle an
das Basentriplett der mRNA wird die an ihr sitzende Aminosdure mittels einer
Peptidyltransferase — diese kniipft Peptidbindungen zwischen Aminosduren — mit der zu
verlangernden Peptidkette der Peptidyl-tRNA der P-Stelle verbunden (Nissen et al., 2000).
Die freie Peptidyl-tRNA verldsst danach die P-Stelle und der neu gekniipfte Peptidkette-
Aminosdure-tRNA-Komplex kann in die P-Stelle riicken, indem sich das Ribosom relativ zur
mRNA um ein Basentriplett verschiebt (Green und Noller, 1997). Die A-Stelle ist damit fiir

den néchsten Syntheseschritt wieder freigegeben und der Zyklus beginnt von neuem.

3 Aminosaure
5 508 as
5

A4
§ AS as
Aminoacyl-
tRNA
\__ Makrolid-
Antibiotika

3

Wanderrichtung des Ribosoms

Abb. 8: Angriffspunkt der Makrolid-Antibiotika in der bakteriellen Proteinbiosynthese.

Makrolide und Ketolide binden an {iiberlappende, aber nicht identische Bindungsstellen im

Bereich der Engstelle des Peptidkanals, in dem die mRNA durch das Ribosom
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hindurchwandert (Moazed und Noller, 1987; Poehlsgaard und Douthwaite, 2005) (s. Abb. 8).
Dieser Tunnel wird von bestimmten Nukleotiden der 23S-rRNA der 50S-Untereinheit und
ribosomalen Proteinen geformt. Makrolide interagieren dort mit dem Nukleotid A2058, indem
sie mit einer Hydroxylgruppe des Desosamin Wasserstoftbriickenbindungen ausbilden
(Hansen et al., 1999). Ketolide gehen dariiber hinaus noch weitere Bindungen mit dem
Nukleotiden A752 und/oder U2609 ein (Bertho et al., 1998; Douthwaite et al., 2000; Hansen
et al., 1999). Die Antibiotika blockieren dadurch das Weiterriicken der mRNA und in der
Folge die Verlangerung der Peptidkette, woraus eine bakteriostatische Wirkung dieser
Substanzklasse resultiert (Katz und Ashley, 2005; Menninger und Otto, 1982).

Das Wirkungsspektrum der Makrolid-Antibiotika umfasst vor allem Erreger bakterieller
Atemwegserkrankungen. Viele Atemwegsinfektionen werden von Streptococcus pneumoniae,
Haemophilus influenzae und Moraxella catarrhalis  verursacht.  Erythromycin,
Roxithromycin, Clarithromycin und Azithromycin haben eine gute Wirksamkeit gegen
Streptococcus pneumoniae und Moraxella catarrhalis (Alvarez-Elcoro und Enzler, 1999;
Bryskier, 1998), jedoch ist gegen Haemophilus influenzae nur Azithromycin deutlich aktiv
(Lode et al., 1996). Telithromycin zeigt eine verbesserte Wirkung gegen grampositive Erreger
und kann auch bei Infektionen mit Erythromycin- und Penicillin-resistenten Pneumokokken-
Infektionen eingesetzt werden (Felmingham, 2001). Es hat eine mit Azithromycin
vergleichbare Aktivitdt gegen Haemophilus influenzae und wirkt auch gegen einige
Staphylokokken-Stamme (Lonks und Goldmann, 2005; Low et al., 2004). Chlamydien,
Mykoplasmen und Legionellen werden von Makroliden und Ketoliden gleichermallen erfasst.
Bei ldngerer Anwendung von Makroliden kommt es zur sog. MLS-Resistenz (Makrolid-
Lincosamin-Streptogramin-Resistenz) der Bakterien (Katz et al., 1987; Roberts et al., 1999;
Weisblum, 1995). Die Bakterien exprimieren u.a. Methyltransferasen (Retsema und Fu, 2001;
Uchiyama und Weisblum, 1985), die die Aminogruppe des Nukleotids A2058 methylieren,
wodurch die Ausbildung von Wasserstoftbriickenbindungen mit den Makroliden verhindert
wird. Ketolide induzieren dagegen keine MLS-Resistenz (Chu, 1999; Goldman und
Scaglione, 2004), da diese noch mit einem weiteren Nukleotid interagieren, wodurch eine

stirkere Ribosomenbindung erreicht wird.

1.2.3 Pharmakokinetische Eigenschaften der Makrolide

Unterschiede zwischen den einzelnen Vertretern der Makrolide bestehen in deren
pharmakokinetischem Verhalten (Kirst und Sides, 1989; Nilsen, 1995) (vgl. Tab. 1).

Makrolide werden vorwiegend oral eingenommen. Die orale Bioverfiigbarkeit unterliegt
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jedoch starken Schwankungen, da viele Makrolide — auch in Abhéngigkeit von der Nahrung —
nur langsam und unvollstindig resorbiert werden. Erythromycin wird in Form von Salz- oder
Esterverbindungen eingesetzt (Kirst, 1993), um die Stabilitdt im Magensaft und damit auch
die orale Bioverfiigbarkeit zu erhohen. Diese liegt jedoch nur bei ca. 25 %. Nachteilig ist auch
die kurze Halbwertszeit, was eine mehrmalige Einnahme am Tag erforderlich macht (Houin et
al., 1980). Clarithromycin und Roxithromycin weisen dagegen eine bessere chemische
Stabilitdt, damit eine deutlich hohere Bioverfligbarkeit von 50 —60 % und eine ldngere
Halbwertszeit auf, so dass mit niedrigeren Tagesdosen und hdéheren Dosierungsintervallen
vergleichbare oder auch hoéhere Plasmakonzentrationen erreicht werden (Lassman et al.,
1988; Rodvold, 1999). Azithromycin hat dagegen eine relativ niedrige Plasmakonzentration
und besitzt eine orale Bioverfiigbarkeit von nur ca. 40%, zeichnet sich aber durch eine sehr
lange Eliminationshalbwertszeit von bis zu 2 Tagen aus, die ein Dosierungsintervall von
24 Stunden und eine nur 3tigige Anwendungsdauer erlaubt (Lalak und Morris, 1993). Das
Ketolid Telithromycin wird schnell resorbiert und erreicht eine orale Bioverfiigbarkeit von ca.
57 % (Namour et al., 2001). Die Halbwertszeit betrdgt ca. 10— 14 h, so dass nur eine

einmalige Dosis am Tag notig ist.

Wirkstoff Tages- | Bioverfiig- | Halbwerts- | C,_ .. Interaktion mit Elimination
dosis barkeit (%) zeit (h) (mg/l) Cytochrom-
(mg) P450-Enzymen
v. a. biliar
Erythromycin 2000 ca.25% 1,7 1,8 +++
. . 0 renal (38 %) und
Clarithromycin 1000 50 % 4,7 21 ++ biliar (40%)
. . 0 _ renal (12 %) und
Roxithromycin 300 60 % 105-119 | 10,8 i biliar (53%)
. . 0 B ) renal (>12 %) und
Azithromycin 500 40 % 10 -40 0,45 biliar (50%)
. . 0 ) renal (17 %) und
Telithromycin 800 57 % 10- 14 2 +++ biliar (75%)

Tab. 1: Pharmakokinetik und Interaktionen von Makrolid-Antibiotika.

Makrolid-Antibiotika werden gréBtenteils in der Leber metabolisiert und hauptsichlich biliér
eliminiert. Eine grofe Rolle spielt die Verstoffwechslung tiber Cytochrom-P450-abhédngige
Monooxygenasen, insbesondere das Isoenzym CYP3A4 (Rodrigues et al., 1997).
Erythromycin, Clarithromycin und Telithromycin hemmen dieses Enzym (Lindstrom et al.,
1993; Ohmori et al., 1993; Westphal, 2000; Zhanel et al., 2002), so dass es zu Interaktionen

mit anderen Arzneistoffen (z.B. Benzodiazepine, Statine, Immunsuppressiva) kommt, die
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ebenfalls durch diese CYP-Enzym abgebaut werden. Bei Roxithromycin ist diese Interaktion
weit weniger ausgeprigt, Azithromycin scheint keine Beeinflussung des Cytochrom-P450-
Systems zu bewirken (Amsden, 1995).

Eine Besonderheit der Makrolide ist ihre hohe intrazelluldre Anreicherung in Phagozyten
(Bonnet und Van der Auwera, 1992; Bosnar et al., 2005; Vazifeh et al., 1997). Diesbeziiglich
werden verschiedene Aufnahmemechanismen diskutiert. Zum einem gelangen Makrolide iiber
die passive Diffusion entlang eines pH-Gradienten (Gladue et al., 1989), zum anderen iiber
ein aktives Transportsystem ins Zellinnere neutrophiler Granulozyten (Abdelghaffar et al.,
2001; Labro et al., 2005). Aufgrund der Einwanderung dieser Zellen in Entziindungsherde

werden auf diese Weise hohe lokale Konzentrationen an Makroliden erreicht.

1.3 Diffuse Panbronchiolitis

Die Diffuse Panbronchiolitis (DPB) ist eine in Europa und Amerika praktisch unbekannte
Form einer konstriktiven Bronchiolitis, die aber eine signifikante Prdvalenz in Japan, China
und Korea hat (Ubersicht bei Rubin und Tamaoki, 2005). Charakteristisch sind eine
Entziindung und Verengung der kleinen Atemwege. Obwohl einige Ahnlichkeiten zu anderen
chronischen Atemwegserkrankungen wie Asthma bronchiale oder COPD (chronic obstructive
pulmonary disease) bestehen, handelt es sich um unterschiedliche Krankheitsbilder (Iwata et

al., 1994).

1.3.1 Klinische Symptome, Epidemiologie und Ursachen der diffusen

Panbronchiolitis

Die Erkrankung wurde in den 1960iger Jahren erstmals in Japan beschrieben und als eine von
anderen Formen chronischer Atemwegserkrankungen verschiedene Form erkannt (Kudoh und
Keicho, 2003). Sie manifestiert sich meist erst im Erwachsenenalter und ist gekennzeichnet
durch eine eingeschrinkte Lungenfunktion: die Einsekundenkapazitit betrigt weniger als
70 %, die Vitalkapzitdt weniger als 80 % des Lungengesunden (Homma et al., 1983).
Computertomographische Aufnahmen der Lunge zeigen kleine diffuse Knoten am Ende
bronchovaskuldrer Gefdlle (Akira et al., 1988; Ichikawa et al., 1995), die Entziindungszellen
wie z.B. neutrophile Granulozyten, Makrophagen und Lymphozyten enthalten (Ichikawa et
al., 1990), die in die Winde von Bronchiolen infliltrieren und =zahlreiche

Entziindungsmediatoren bilden (Yanagihara et al., 2001). Patienten entwickeln schlieBlich
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eine Anamnese mit chronischer Sinusitis, chronischem Husten mit eitrigem Auswurf,
pfeifende und rasselnde Atemgerdusche und Atemnot.

Epidemiologische Studien ergaben fiir Japan 1980 mehr als 1000 mogliche Fille von DPB
(Homma et al., 1983; Homma, 1986). In den 1990iger Jahren wurden ebenfalls Félle von
DPB in China und Korea beschrieben (Kim et al., 1992). Im Sputum lassen sich hdufig
Erreger bakterieller Atemwegserkrankungen wie Haemophilus influenzae, Pseudomonas
aeruginosa, Streptococcus pneumoniae und Moraxella catarrhalis nachweisen. Diese sind
allerdings nicht spezifisch fiir DPB und werden nicht als urséchlich angesehen (Yanagihara et
al., 2001). Auch Umweltfaktoren scheiden als Ursache aus, da z.B. nur 30 % der betroffenen
Patienten Raucher sind.

Die Tatsache, dass sich DPB vornehmlich in Ostasien entwickelt, legt den Bezug zu einer
genetischen Préadisposition nahe. In Japan wird HLA-B54 (human leukocyte antigen B54), ein
ethnisch auf die ostasiatischen Bevolkerung beschrinktes Antigen, als pradisponierend fiir
cine Erkrankung mit DPB angenommen (Keicho et al., 1998; Sugiyama et al., 1990). Im
Gegensatz dazu wird in Korea ein anderes Antigen, HLA-A1l, mit einer genetischen
Pradisposition in Verbindung gebracht (Park et al., 1999). Aufgrund des &hnlichen
genetischen Hintergrunds von Japanern und Koreanern wird vermutet, dass das
pradisponirende Gen dieser Erkrankung zwischen den HLA-A und HLA-B Loci des major
histocompatibility complex class I (MHC-I) auf Chromosom Nr. 6 lokalisiert ist (Keicho et
al., 2000; Matsuzaka et al., 2002).

1.3.2 Einsatz von Makrolid-Antibiotika in der Therapie der diffusen

Panbronchiolitis

Eine unspezifische Behandlung der Patienten mit -Lactam-Antibiotika, Kortokosteroiden,
B2-Sympathomimetika oder Mukolytika bessert zwar die Symptome der DPB, aber nicht die
Prognose und den natiirlichen Verlauf der Erkrankung. Die 5-Jahres-Uberlebensrate ab dem
Zeitpunkt der Diagnosestellung betrdgt nur ca. 63 %. Dies dnderte sich drastisch mit der
Einfithrung der niedrig-dosierten Erythromycin-Therapie im Jahr 1982 (Kudoh et al., 1998;
Nagai et al., 1991). Eine Tagesdosis von 400-600 mg Erythromycin iiber einen Zeitraum von
mehreren Monaten verbesserte die klinischen Erscheinungsbilder der DPB (Ichikawa et al.,
1995) und erhohte die 5-Jahres-Uberlebensrate auf iiber 90 % (Kudoh et al., 1998). Der
Einsatz von Roxithromycin und Clarithromycin in den 1990igern zeigt eine gleiche oder auch

bessere Effektivitdt in der Behandlung der DPB (Shirai et al., 1995; Tamaoki et al., 1995).
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Josamycin, ein Vertreter 16-gliedriger Makrolide, scheint dagegen unwirksam zu sein
(Kawashima et al., 2002).

Das Besondere an der Wirksamkeit von 14- bzw. 15-gliedrigen Makroliden ist, dass einerseits
Pseudomonaden nicht zum Wirkspektrum der Makrolide gehdren und andererseits die
verwendeten Dosierungen unterhalb der wirksamen Dosis fiir die antibakterielle Wirkung
liegen. Die Effektivitit dieser Substanzen wird daher nicht den antibiotischen Eigenschaften,
sondern vielmehr ihren anti-inflammatorischen und immunmodulatorischen Wirkungen
zugeschrieben (Agen et al., 1993).

Viele Untersuchungen in vivo und in vitro konzentrierten sich nun auf den Mechanismus, wie
Makrolide ihre anti-inflammatorischen und immunmodulatorischen Effekte ausiiben
(Ubersicht bei Rubin und Tamaoki, 2005). Erythromycin beeinflusst die Chemotaxis
neutrophiler Granulozyten und reduziert deren Konzentration in der Bronchialfliissigkeit von
mit Gram-negativen Bakterien bzw. Lipopolysaccharid behandelten Mausen (Kadota et al.,
1993; Nelson et al., 1987). Zudem greift Erythromycin in Zelldifferenzierung und
Zellproliferation von Monozyten bzw. Makrophagen ein (Keicho et al., 1994). In der
Bronchialfliissigkeit von Patienten mit DPB wurden hohe Konzentrationen an Zytokinen (z.B.
IL-1B3, IL-8) und Leukotrien B4 sowie eine erhohte Anzahl zytotoxischer T-Lymphozyten
gefunden, was unter Makrolidtherapie verringert werden konnte (Kawakami et al., 1997; Oda
et al., 1995; Sakito et al., 1996). Die iibermédBige Mucusproduktion und -sekretion der
Bronchialschleimhaut wird von Makroliden dosisabhéngig gehemmt (Kaneko et al., 2003;
Marom und Goswami, 1991; Shimizu et al., 2003).

Der Erfolg der Makrolidtherapie bei der Behandlung der DPB fiihrte in der Folge zu Studien,
diese Substanzklasse auch zur Behandlung anderer chronischer Atemwegserkrankungen wie
Asthma bronchiale, Chronische Bronchitis oder Zystische Fibrose einzusetzen. Es zeigte sich,
dass Makrolide die klinischen Erscheinungsbilder dieser Atemwegserkrankungen verbessern
konnen (Gotfried, 2004; Hoyt und Robbins, 2001; Rubin und Henke, 2004).

Im Fokus des Interesses steht nun die nihere Charakterisierung der physiologischen,
zelluldaren und molekularen Prozesse des Entziindungsgeschehens, die von Makroliden

beeinflusst werden.
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2 Fragestellungen

Makrolid-Antibiotika werden in Ostasien erfolgreich zur Behandlung der diffusen
Panbronchiolits, einer chronischen entziindlichen Atemwegserkrankung, eingesetzt. Es ist
bekannt, dass nicht die antibiotischen Eigenschaften sondern vielmehr die anti-
inflammatorischen und immunmodulatorischen Eigenschaften dieser Substanzen fiir den
Therapieerfolg verantwortlich sind. In vielen Studien konnte gezeigt werden, dass niedrig-
dosierte Makrolide, insbesondere Roxithromycin und Clarithromycin, tiber einen Zeitraum
von mehreren Monaten verabreicht, die Anreicherung von Entziindungszellen in der Lunge
sowie die Bildung und Freisetzung verschiedener Entziindungsmediatoren vermindern.
Jedoch wurden kaum Untersuchungen durchgefiihrt, die die Wirksamkeit einer Akut-
Behandlung mit Makroliden im akuten Entziindungsgeschehen belegen. Dariiber hinaus ist
der genaue molekulare Mechanismus, wie Makrolide ihre anti-inflammatorischen und
immunmodulatorsichen Eigenschaften ausiiben, weitgehend unbekannt.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, die in vivo Wirksamkeit einer einmalig
verabreichten Einzeldosis von Makrolid-Antibiotka im akuten Lipopolysaccharid-induzierten
Entziindungsgeschehen zu untersuchen. Neben dem klassischen Vertreter der Makrolide, dem
Roxithromycin, sollte auch die neueste Substanz dieser Antibiotika-Klasse, das Ketolid
Telithromycin, auf anti-inflammatorische Eigenschaften gepriift werden. Dariiber hinaus
sollten in vitro Untersuchungen durchgefiihrt werden, die den moglichen molekularen

Wirkmechanismus der anti-inflammatorischen Effekte erklaren konnen.

Im Einzelnen sollten folgende Fragen beantwortet werden:

1. Welche anti-inflammatorischen Effekte haben Roxithromycin und Telithromycin im

Tiermodell einer akuten Lungenentziindung?

2. Zeigen Roxithromycin und Telithromycin diese Effekte auch in anderen Organen

auller der Lunge im Tiermodell einer akuten systemischen Entziindung?

3. Welcher molekulare Wirkmechanismus liegt der anti-inflammatorischen Wirkung der

Makrolide auf zelluldrer Ebene zugrunde?
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3 Material

3.1 Chemikalien, Reagenzien und Pharmaka

3.1.1 Chemikalien und Reagenzien

Ampicillin

Aqua ad injcetabilia

Bacto Agar

Bacto Pepton

Borsédure

Bovines Serum Albumin
Bromphenolblau

Chloroform

CombiMag Transfection Reagent
Complete” Mini-Proteaseinhibitor
Diethylpyrocarbonat (DEPC)
Dimethylsulfoxid
Dinatriumhydrogenphosphat
DMEM Fertigmedium

dNTP-Mix

Ethanol

Ethidiumbromid Solution (10 mg/ml)
Ethylendinitrilotetraessigséure (Titriplex III)
ExGen 500 Transfektionsreagenz
Fetales Kélberserum (FCS)
Fugene 6 Transfection Reagent
Gereinigtes Wasser, Milli-Q
Glycerin 87% (w/v)

Glycin

Hefeextrakt
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Sigma Aldrich, Steinheim
Braun, Melsungen

Difco, Detroit, MI (USA)
Difco, Detroit, MI (USA)
Merck, Darmstadt

Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt

OZ Biosciences, Marseille (France)
Roche Diagnostics, Mannheim
Fluka, Buchs (Schweiz)
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Pan Biotech, Aidenbach
Promega, Madison, WI (USA)
Merck, Darmstadt

Sigma Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt

Fermentas, St. Leon-Rot
Biochrom, Berlin

Roche, Mannheim

Millipore, Neu-Isenburg
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Difco, Detroit, MI (USA)
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Isopropanol

Isotone Kochsalzlosung
Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat

Lasana Magermilchpulver
Lipopolysaccharid Serotyp 0111:B4
Lipopolysaccharid Serotyp 055:B5
Magnesiumchlorid-Hexahydrat
2-Mercaptoethanol

Methanol

Mouse genomic DNA
Natriumchlorid
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydroxid

5 x Passive Lysis Buffer
Penicillin/Streptomycin
Phosphatase-Inhibitor- Cocktail 11
Phosphatase-Inhibitor-Cocktail 1
PolyMag Transfection Reagent
Ponceau S Solution
Protein-Standard

Recombinant RNasin® Ribonuclease Inhibitor
Rontgen Rapid Entwickler

RPMI 1640 Fertigmedium
Salzsdure

SeaKem"LE Agarose

Sevorane” (Sevofluran)

ssniff Alleinfutter fiir Ratten und Méuse

Tris
(2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propandiol)

Trizol® Reagent
Tween 20

Vario Fix Powder
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Merck, Darmstadt

Braun, Melsungen

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Humana Milchunion, Herford
Sigma Aldrich, Steinheim

Sigma Aldrich, Steinheim

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

BD Biosciences, Pharmingen
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Promega, Madison, WI (USA)
Biochrom, Berlin

Calbiochem, San Diego, CA (USA)
Sigma Aldrich, Steinheim

OZ Biosciences, Marseille (France)
Sigma Aldrich, Steinheim

Sigma Aldrich, Steinheim
Promega, Madison, WI (USA)
Adefo Chemie, Niirnberg

Pan Biotech, Aidenbach

Merck, Darmstadt

Biozym Scientific, Hess. Oldendorf
Abott, Wiesbaden

ssniff Spezialdidten, Soest

USB Corporation,
Cleveland, OH (USA)

Invitrogen, Karlsruhe
Sigma Aldrich, Steinheim
Tetenal Photowerk, Norderstedt
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3.1.2 Pharmaka und Testsubstanzen

Azithromycin
Clarithromycin
Roxithromyin
Telithromycin
Actinomycin D

PD 98059

(2’-Amino-3’-methoxyflavon)

SB 203580
(4-(4-Fluorophenyl)-2-(4-methylsulfonylphenyl)-5-(4-pyridyl)-1H-imidazol)

SP 600125

(1,9-Pyrazoloanthron)

3.2 Verbrauchsmaterial

Blotting Papier

EDTA-Monovetten®
Elektroporationskiivetten, diverse Grof3en
Gewebekulturflaschen (25 cm®/ 75 cm?)
Gewebekulturplatten (6-well, 24-well, 96-well)
Gewebekulturschalen

Glaswaren

Hyperfilm ECL

Kaniilen BD Microlance™

Kopierfolien

Kryordhrchen

Kunststoff-Kiivetten

LightCycler Kapillaren

Microcon® Centrifugal Filter Devices
Mikrotestplatten

Nitrozellulosemembran (@ 0,45 pm)
PCR-Geféle (0,2 ml/ 0,5 ml)
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Pfizer, Karlsruhe

Abott, Wiesbaden

Sigma Aldrich, Steinheim
Aventis Pharma, Frankfurt
Sigma Aldrich, Steinheim

Calbiochem,
San Diego, CA (USA)

Tocris, Ellisville, MO (USA)

Tocris, Ellisville, MO (USA)

BioRad, Miinchen

Sarstedt, Niimbrecht
Eppendorf, Hamburg
Sarstedt, Niimbrecht

Sarstedt, Niimbrecht

Sarstedt, Niimbrecht

Schott, Mainz

Fluka, Buchs (Schweiz)
Becton Dickinson, Heidelberg
Radex, Rommerskirchen
Nunc, Wiesbaden

Sarstedt, Niimbrecht

Roche Diagnostics, Mannheim
Millipore, Schwalbach
Sarstedt, Niimbrecht

BioRad, Miinchen

Sarstedt, Niimbrecht
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Pipettenspitzen, diverse Groflen
Polypropylenréhrchen 4,5ml
Polystyrolrohrchen 4,5ml
readyGels (7,5 %/ 10 %/ 12 %)
Reagiergefiafie (1,5 ml/ 2 ml)

Ritips, diverse Groflen

Serologische Pipetten (5 ml/ 10 ml/ 25 ml)
Sterile Filterspitzen, diverse Groflen
Sterile Impfschlingen, 1 pl

Sterile Spritzen BD Discardit™
Zellschaber

Zentrifugenrdhrchen (15 ml/ 50 ml)

3.3 Gerate
Analysenwaage BP 211D
Autoklav KSG 112

COs-Inkubator Revco Ultima

Cryo Freezing Container Nalgene®
Elektroporator Multiporator™
ELISA Reader Sunrise
Gefriertruhe Privileg 031.342 8
Geldokumentation BDA Digital

Gelelektrophoreseapparatur ~ Mini Protean II System

Wide Mini-Sub Cell GT

Glaswaren Bechergldser, Flaschen,
Erlenmeyerkolben

Handdispenser HandyStep®

Heizblock Thermomixer compact

Inkubationsschiittler Classic C24

Kiihlschrank FKS 3600

Luminometer Lumat LB 9507

Magnetische Platte
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Sarstedt, Niimbrecht

Sarstedt, Niimbrecht

Sarstedt, Nimbrecht

BioRad, Miinchen
Eppendorf, Hamburg

Ritter, Schwabmiinchen
Sarstedt, Niimbrecht,

Gilson, Middleton, WI (USA)
Sarstedt, Niimbrecht

Becton Dickinson, Heidelberg
Sarstedt, Niimbrecht

Sarstedt, Niimbrecht

Sartorius, Gottingen
KSG, Olching
Pabisch, Miinchen
Nunc, Wiesbaden
Eppendorf, Hamburg
Tecan, Crailsheim
Quelle, Fiirth
Biometra, Gottingen
BioRad, Miinchen
BioRad, Miinchen
Schott, Mainz

Brand, Wertheim

Eppendorf, Hamburg

New Brunswick

Liebherr, Ochsenhausen

EG & G Berthold, Bad Wildbad

OZ Biosciences, Marseille
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Magnetriihrer
Mikroskop
Narkosegerit
Neubauer Zahlkammer

Operationsbesteck

PCR-Gerit

pH-Meter

Photometer

Pipetten, diverse Groflen
Pipettierhilfe, motorbetrieben
Plattformschiittler
Real-Time PCR System
Schiittelwasserbad
Spannungsgerat

Sterilbank

Tiefkiihltruhe

Ultra Turrax
Ultraschallgerét
UV-Transilluminator
Vakuum-Station
Vortexgerat

Waage
Wasseraufbereitungsanlage

Zentrifugen

Ika Combimag RCT
CK-2
Trajan 808

Pinzetten, Scheren,
Skalpelle

T1-Thermocycler
MultiCal® pH 526
BioPhotometer
Finnpipette Digital
Accu-jet

Innova 2000
LightCycler® 2.0
Typ CS 20

Power Pac 200
Class II Type A/B3
ULT 1090-5VUB
TP 18-10
Sonoplus UW 2070
TI 1

Vac-Man®

Reax 2000

PL 1200

Milli-Q Water

Megafuge 1.0R
Sorvall Super T 21
Centrifuge 541

Janke & Kunkel, Staufen
Olympus, Hamburg
Driagerwerk AG, Liibeck
Brand, Wertheim

Martin Medizin-Technik,
Tuttlingen

Biometra, Gottingen

WTW, Weilheim

Eppendorf, Hamburg

Thermo, Langenselbold
Brand, Wertheim

New Brunswick, Niirtingen
Roche Diagnostics, Mannheim
MGW Lauda

BioRad, Miinchen

Janke & Kunkel, Staufen
Heraeus, Osterode

Janke & Kunkel, Staufen
Bandelin, Berlin

Biometra, Gottingen
Promega, Madison, WI (USA)
Heidolph, Schwabach
Mettler-Toledo, Giessen
Millipore, Schwalbach

Heraeus, Osterode
Thermo, Langenselbold
Eppendorf, Hamburg

3.4 Kits fur die Molekularbiologie und Proteinbiochemie

6-keto Prostaglandin F;, EIA Kit
Bicinchoninic Acid Protein Assay Kit
Dual-Luciferase® Reporter Assay System

ECL™ Western Blotting Detection Reagents
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Cayman Chemical, Ann Arbor, MI (USA)
Sigma Aldrich, Steinheim
Promega, Madison, WI (USA)

Amersham Biosciences, Freiburg
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Expand Long Template PCR System
FastPlasmid® Mini

FastStart DNA Master SYBR Green |
Nitrate/ Nitrite colorimetric Assay Kit
Prostaglandin E; EIA Kit - Monoclonal
PureYield™ Plasmid Midiprep System
Quantikine*Immunoassay mouse IFNy
Quantikine*Immunoassay mouse IL-1p
Quantikine®Immunoassay mouse IL-6
Quantikine®Immunoassay mouse TNFa
TOPO TA Cloning® Kit

Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System

Roche Diagnostics, Mannheim
Eppendorf, Hamburg

Roche Diagnostics, Mannheim

Cayman Chemical, Ann Arbor, MI (USA)
Cayman Chemical, Ann Arbor, MI (USA)
Promega, Madison, WI (USA)

R&D Systems, Minneapolis, MN (USA)
R&D Systems, Minneapolis, MN (USA)
R&D Systems, Minneapolis, MN (USA)
R&D Systems, Minneapolis, MN (USA)
Invitrogen, Karlsruhe

Promega, Madison, WI (USA)

3.5 Molekulargewichtsstandards

GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder
GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder
Kaleidoscope Prestained Standards

Precision Plus Protein™ Standards

3.6 Antikorper und Enzyme

3.6.1 Antikorper

mouse COX-2 (M-19) Ab
mouse [L-13 (M-20) Ab
mouse NOS-II Ab

chicken anti-rabbit [gG-HRP
rabbit anti-goat IgG-HRP
p38 MAPK Ab

p44/42 MAPK Ab
SAPK/JNK Ab
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Fermentas, St. Leon-Rot
Fermentas, St. Leon-Rot
BioRad, Miinchen
BioRad, Miinchen

Santa Cruz, Santa Cruz, CA (USA)
Santa Cruz, Santa Cruz, CA (USA)
Cayman Chemical, Ann Arbor, MI (USA)
Santa Cruz, Santa Cruz, CA (USA)
Santa Cruz, Santa Cruz, CA (USA)
Cell Signaling, Beverly, MA (USA)
Cell Signaling, Beverly, MA (USA)
Cell Signaling, Beverly, MA (USA)
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Phospho-p38 MAPK (Thr180/Tyr182) Ab
Phospho-p44/42 MAPK (Thr202/Tyr204) Ab
Phospho-SAPK/JNK (Thr183/Tyr1854) Ab
Anti-rabbit IgG, HRP-linked Ab

3.6.2 Enzyme

Bol 11

Kpn I

Xho1

T4-DNA Ligase

Calf Intestine Alkaline Phosphatase (CIAP)
M-MLYV Reverse Transkriptase

Cell Signaling, Beverly, MA (USA)
Cell Signaling, Beverly, MA (USA)
Cell Signaling, Beverly, MA (USA)
Cell Signaling, Beverly, MA (USA)

Amersham Biosciences, Freiburg
Amersham Biosciences, Freiburg
Amersham Biosciences, Freiburg

USB Corporation, Cleveland, OH (USA)
Fermentas, St. Leon-Rot

Invitrogen, Karlsruhe

3.7 Oligonukleotide und Vektoren

3.7.1 Oligonukleotide

3.7.1.1 Reverse Transkription

Oligo(dT);s Primer

Promega, Madison, WI (USA)

3.7.1.2 Primer fiir die IL-1B-Promotor-Konstrukte

Die Oligonukleotide fiir die Klonierung verschiedener IL-1B-Promotor-Konstrukte der Maus

wurden von der Fa. MWG (Ebersberg) synthetisiert.

Konstrukt

Sequenz (5" — 3")

IL-1B Promotor  Sense
(870 bp)
IL-1B Promotor

(2700 bp)

Antisense
Sense

Antisense

GCA GAT CTG CTC GTG CCT GTA ATC TC
GCA GAT CTA ACC AGG GGA CAG AGA AG
GCC TCG AGT GAG CCT ATT AGG CCT CG
GCG GTA CCG CTC GTG CCT GTA ATC TC

Tab. 2: Oligonukleotidsequenzen fiir IL-13 Promotor-Konstrukte.
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3.7.1.3 Primer fiir die quantitative PCR

Alle verwendeten Oligonukleotide wurden von der Fa. MWG (Ebersberg) synthetisiert.

Gen Sequenz (5" — 3") Mg-Konz. Lénge

TNFa sense CCC GGG CTC AGCCTCTTCTCATTC 3mM 201 bp
antisense  GGA TCC GGT GGT TTG CTA CGA CGT

IL-1B sense TCT CGC AGC AGC ACATCA 3mM 197 bp
antisense CAC ACA CCA GCA GGT TAT

IL-6 sense CCG GAG AGG ACA CTT CAC 3mM 163 bp
antisense CTG CAA GTG CAT CAT CGT

IFNy sense CAC AGT CAT TGA AAG CCT 5mM 169 bp
antisense AGA CTT CAA AGA CTC TGA

COX-2  sense TCC AGT AGC AGA TGA CTG CC 5mM 298 bp
antisense CAA TTT TCC ATC CTT GAA

NOS-II  sense GCT TAG AGA ACTCAACCAC 5mM 453 bp
antisense  GCT GCC CTC GAA GGT GAG C

GAPDH sense TTC ATT GAC CTC AAC TAC AT 3mM 466 bp
antisense  GAG GGG CCA TCC ACA GTCTT

B-Actin  sense CCG CCC TAG GCA CCA GGG TG 3mM 285 bp

antisense  GGC TGG GGT GTT GAA GGT CTC AAA

Tab. 3: Oligonukleotidsequenzen fiir Gene der Maus.

3.7.2 Vektoren

pCR®2.1-TOPO® Vector
pGL3-Enhancer Vector

pRL-Null Vektor

Invitrogen, Karlsruhe

Promega, Madison, WI (USA)

Promega, Madison, WI (USA)
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3.8 Puffer, Medien und Zubereitungen

3.8.1 Puffer und Medien

DEPC-H,0 I ml DEPC ad 11 gereinigtes Wasser, schiitteln und iiber

Nacht stehen lassen, autoklavieren

10 x TBE 108 g Tris
55 g Borsdure
40 ml 0,5 M Na,EDTA (pH 8,0)
ad 1000 ml gereinigtes Wasser

1x TBE 10 x TBE 1:10 mit gereinigtem Wasser verdiinnt
10 x PBS 80 g NaCl

2 g KCl

26,8 g NazHPO4'7 HzO

2,4 g KH,PO4

ad 1000 ml gereinigtes Wasser

1 xPBS 10 x PBS 1:10 mit gereinigtem Wasser verdiinnt
10 x TBS 121,1 g Tris

58,4 g NaCl

5,1 g MgCl,

ad 1000 ml gereinigtes Wasser, mit HCI auf pH 7,4

1xTBS 10 x TBS 1:10 mit gereinigtem Wasser verdiinnt
TBS-T 1 x TBS mit 0,05 % (v/v) Tween 20
SDS-Lysispuffer 2,5 g SDS

0,3 g Tris

ad 250 ml gereinigtes Wasser, mit HCI auf pH 7,4
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5 x SDS Probenpuffer 10 % (w/v) SDS
5 %(v/v) B-Mercaptoethanol
50 % (v/v) Glycerin
0,25 mM Tris-HCI, pH 6,8
0,05 % (w/v) Bromphenolblau

ad 10 ml gereinigtes Wasser

10 x Elektrophorese 10 g SDS
Puffer 30,3 g Tris
144,1 g Glycin
ad 1000 ml gereinigtes Wasser, mit HCI auf pH 7,5

1 x Elektrophorese Puffer 10 x Elektrophorese Puffer 1:10 mit gereinigtem Wasser

verdiinnt

1 x TransferPuffer 14 g Glycin
3 g Tris
200 ml Methanol
ad 1000 ml gereinigtes Wasser

Blockier-Puffer TBS-T mit 5 % (w/v) Magermilchpulver

LB-/LBamp-Medium 10 g/l NaCl
10 g/l Bacto-Pepton
5 g/l Hefeextrakt
fiir LBamp-Medium zusiétzlich 100 pg/ml Ampicillin

LB-/LBavp-Agarplatten 10 g/l NaCl
10 g/l Bacto-Pepton
5 g/l Hefeextrakt
20 g/l Agar
fiir LBamp-Medium zusitzlich 100 pg/ml Ampicillin
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SOC-Medium

20 g Bacto-Pepton

5 g Hefeextrakt

0,5 g NaCl

2,5 ml 1 M KCl in 900 ml gereinigtem Wasser 10sen

mit 10 M NaOH auf pH 7,0 einstellen und mit gereinigtem
Wasser zu 970 ml ergidnzen, autoklavieren

10 ml sterile I M MgCl,-Lésung und

20 ml sterile 1 M Glucose-Losung hinzufligen

3.8.2 Zubereitungen der Testsubstanzen zur Applikation in vivo

LPS (Serotyp 0111:B4)

LPS (Serotyp 055:B5)

Roxithromycin

Telithromycin

Losung von 10 mg LPS (Serotyp 0111:B4) in 1660 pul steriler

isotoner Kochsalzlosung zur intraperitonealen Applikation

Losung von 10 mg LPS (Serotyp 055:B5) in 1660 pl steriler

isotoner Kochsalzlosung zur nasalen Applikation

Suspension von 6,7 mg Roxithromycin in 1 ml steriler

isotoner Kochsalzlosung zur intraperitonealen Applikation

Suspension von 20 mg Telithromycin in 1 ml steriler isotoner

Kochsalzldsung zur intraperitonealen Applikation

3.8.3 Losungen der Testsubstanzen fir die Zellversuche

LPS (Serotyp 0111:B4)
Roxithromycin
Telithromycin
Azithromycin
Clarithromycin

SB 203580

SP 600125

PD 98059

Actinomycin D

Stammldsung [ 10 mg/ml] in gereinigtem sterilen Wasser
Stammlosung [100 mg/ml] in DMSO

Stammldsung [100 mg/ml] in DMSO

Stammlosung [100 mg/ml] in DMSO

Stammldsung [100 mg/ml] in DMSO

Stammlosung [10 mg/ml] in DMSO

Stammldsung [5 mg/ml] in DMSO

Stammldsung [5 mg/ml] in DMSO

Stammldsung [5 mg/ml] in DMSO
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3.9 Bakterien und Zelllinien

JM 109 Competent Cells Promega, Madison, WI (USA)
J-774A.1 Makrophagen DSMZ, Braunschweig

J-774R Makrophagen Dr. Klaus Ruckdeschel, Max von Pettenkofer Institut fiir
Hygiene und Mikrobiologie, Miinchen

3.10 Versuchstiere

CD-1®Maus Charles River, Sulzfeld
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4 Methoden

4.1 Tiere

Alle Tierversuche wurden von der Regierung der Oberpfalz genehmigt und gemill den

geltenden Bestimmungen des Tierschutzgesetzes durchgefiihrt.

4.1.1 Tierhaltung

Fiir die Tierversuche wurden minnliche CD-1"-Miuse verwendet. Die Haltung erfolgte in
Gruppen von 5 - 8 Tieren pro Kéfig. Alle Tiere erhielten Standardfutter und Leitungswasser
ad libitum. Das Streumaterial wurde zweimal wochentlich erneuert. Die Bedingungen im

Tierstall wurden auf folgende, fiir Nager optimale Parameter eingestellt:

e Temperatur: 23°C+2°C
e Relative Luftfeuchtigkeit: 55%+5%
e Hell-Dunkel-Intervall: 12 h

Vor Beginn der Versuche wurden die Tiere iiber einen Zeitraum von 5 Tagen an die lokalen

Bedingungen adaptiert.

4.1.2 Induktion einer akuten systemischen Entziindungsreaktion durch

intraperitoneale Applikation von Lipopolysaccharid

Die Méuse wurden gewogen und in Gruppen zu je 5 Tieren unterteilt. Zur Induktion einer
systemischen Entziindungsreaktion wurde den Tieren 1mg/kg Lipopolysaccharid
(Serotyp 0111:B4) intraperitoneal in einem Volumen von 0,5 ml injiziert. Tiere der
Kontrollgruppen erhielten physiologische Kochsalzlosung. Die Applikation erfolgte unter
vorangegangener Inhalationsnarkose mit Sevofluran.

Den Miusen der einzelnen Wirkstoffgruppen wurde 2 Stunden vor der LPS-Injektion der
jeweilige Wirkstoff in suspendierter Form intraperitoneal in einem Volumen von 0,25 ml

verabreicht. Die Dosis betrug bei Roxithromycin 50 mg/kg und bei Telithromycin 150 mg/kg.
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Die Kontrolltiere erhielten physiologische Kochsalzlosung. Die Injektion wurde ebenfalls
unter Inhalationsnarkose mit Sevofluran durchgefiihrt.

Wiéhrend der Versuchsphase wurde der korperliche Zustand der Tiere regelméBig iiberwacht.
Die Totung der Méuse erfolgte 1, 2 und 6 Stunden nach der LPS-Injektion durch Dekapitation
unter Inhalationsnarkose mit Sevofluran. Das dabei erhaltene Vollblut wurde in K-EDTA-
Monovetten aufgefangen und fiir 10 min bei 4000 U/min und 4 °C zentrifugiert. Das
iiberstehende Plasma wurde abpipettiert und bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C
gelagert. Der Korper der Miuse wurde gedffnet und Herz, Lunge, Niere, Leber und Milz
entnommen. Zur Sduberung von Blut und Geweberesten wurden die Organe sorgfiltig mit
isotoner Kochsalzlosung abgespiilt, anschlieBend sofort in fliissigem  Stickstoff

schockgefroren und bis zur weiteren Untersuchung bei -70 °C aufbewahrt.

4.1.3 Modell einer akuten Lungenentziindung durch nasale Applikation

von Lipopolysaccharid

Die Miuse wurden gewogen und in Gruppen zu je 5 Tieren unterteilt. Zur Induktion einer
akuten Lungenentziindung wurde den Tieren 1 mg/kg Lipopolysaccharid (Serotyp 055:B5)
nasal wie folgt verabreicht. Die Méuse wurden narkotisiert und auf den Riicken gelegt, um
ungehinderten Zugang zur Schnauze zu haben. AnschlieBend wurden in jedes Nasenloch
25 ul der LPS-Losung getraufelt, welche durch die normalen Atemziige der Tiere in die
Lunge weitertransportiert wurden. Die Tiere der Kontrollgruppen erhielten physiologische
Kochsalzlosung.

Analog zum Modell der systemischen Entziindung wurde den MAusen der einzelnen
Wirkstoffgruppen 2 Stunden vor der LPS-Applikation entweder 50 mg/kg Roxithromycin
oder 150 mg/kg Telithromycin intraperitoneal verabreicht.

Wihrend der Versuchsphase wurde der korperliche Zustand der Tiere regelméfig tiberwacht.
Die Totung der Miuse erfolgte 3 und 6 Stunden nach der LPS-Injektion durch Dekapitation
unter Inhalationsnarkose mit Sevofluran. Das erhaltene Vollblut wurde in K-EDTA-
Monovetten aufgefangen und fiir 10 min bei 4000 U/min und 4 °C zentrifugiert. Das
iiberstehende Plasma wurde abpipettiert und bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C
gelagert. Der Korper der Méuse wurde gedffnet und deren Lunge entnommen. Zur Sduberung
von Blut und Geweberesten wurden die Lungen sorgfiltig mit isotoner Kochsalzlosung
abgespiilt, anschlieBend sofort in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren

Untersuchung bei -70 °C aufbewahrt.

44



Methoden

4.2 Bakterienkultur

4.2.1 Kultivierung von E. coli

Fiir alle molekularbiologischen Arbeiten wurden E. coli vom Typ JM 109 verwendet. Die
Anzucht der Bakterien erfolgte in Luria-Bertani-(LB)-Medium bzw. auf LB-Agarplatten bei
37 °C. Bei Plasmid tragenden E. coli Stimmen — alle verwendeten Plasmide tragen die
Information flir eine Ampicillinresistenz — wurde zur Selektion Ampicillin (100 pg/ml)
zugesetzt. Fiir das Anlegen von Dauerkulturen wurden eine logarithmisch wachsende E. coli
Kultur im Verhiltnis 1:3 mit Glycerin gemischt und in Aliquots von 500 ul bei -80 °C
gelagert.

4.2.2 Transformation von E. coli

Etwa 50 - 100 pl einer auf Eis aufgetauten kompetenten E. coli Suspension (Fa. Promega)
wurden mit 50 - 100 ng Plasmid-DNA versetzt und durch vorsichtiges Pipettieren gemischt.
Nach 20-miniitiger Inkubation auf Eis erfolgte ein 1-miniitiger Hitzeschock auf exakt 42 °C
im Heizblock, um die Aufnahme der DNA zu stimulieren. Danach wurden die Bakterien
sofort wieder fiir einige Minuten auf Eis gestellt, mit 400 ul SOC-Medium versetzt und 1 h
bei 37 °C und 200 U/min geschiittelt, um die Ausbildung der auf der Plasmid-DNA codierten
Ampicillinresistenz zu ermdglichen. 100 pul des Transformationsansatzes wurden dann auf
LBawmp-Agarplatten ausplattiert und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Am folgenden Tag
konnten dann einzelne Kolonien gepickt und in LBayp-Fliissigmedium in groeren Mengen

angezogen werden.

4.3 Arbeiten mit Zellkulturen

4.3.1 Zellkulturbedingungen

Bei den Zelllinien J-774A.1 und J-774R handelt es sich um adhédrent wachsende murine
Makrophagen, die aus Balb/c-Médusen gewonnen wurden (Ralph et al., 1976). Die
Kultivierung erfolgte fiir J-774A.1 in Dulbecco’s modified Eagle Medium (DMEM) bzw. fiir
J-774R in RPMI 1640 (benannt nach seinem Entwicklungsort im Roswell Park Memorial
Institute) jeweils unter Zusatz von 10 % (v/v) FCS, 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml
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Streptomycin in 75 cm® Zellkulturflaschen bei 37 °C und 5 % (v/v) CO, im Inkubator. Alle
2 -3 Tage wurde das Medium gewechselt. Bei Erreichen einer Konfluenz von ca. 90 %
wurden die Makrophagen durch vorsichtiges Ablosen mit dem Zellschaber im Verhéltnis
1:4 - 1:6 passagiert.

Von jeder Zelllinie wurden Dauerkulturen angelegt. Dazu wurden die Zellen nach dem
Abschaben mittels Zentrifugation bei 1000 U/min pelletiert und in einer Konzentration von
1 x 107 Zellen/ml in Zellkulturmedium mit 10 % (v/v) DMSO resuspendiert. AnschlieBend
wurden Aliquots von 1ml in Kryordhrchen gefiillt, langsam (1 °C/min) in einem mit
Isopropanol befiillten Kryogefall auf -70 °C abgekiihlt und nach einigen Tagen zur Lagerung
in fliissigen Stickstoff iiberfiihrt.

4.3.2 Stimulation der Zellen mit LPS

Zur Durchfiihrung der einzelnen Versuche wurden die Zellen je nach Versuchsvorhaben in
24-well Platten, 6-well Platten, 25 cm? oder 75 cm? Zellkulturflaschen ausgesit und unter den
in Kap.4.3.1 genannten Standardbedingungen bis zum Erreichen einer Konfluenz von
80 - 90 % kultiviert. Am Vorabend des Versuchstags wurde das alte Medium entfernt und
durch frisches Penicillin- und Streptomycin-freies Medium ersetzt, welches nur 0,5 % (v/v)
FCS enthielt; die Makrophagen verfallen so in einen Wachstumsstopp und sprechen besser
auf eine Stimulation mit LPS an. Auch wéhrend des Versuchs wurde dieses Entzugsmedium
verwendet. Auf Penicillin und Streptomycin wurde verzichtet, da die Wirkung von
Makroliden bzw. Ketoliden unbeeinflusst von anderen Antibiotika untersucht werden sollte.

Durch Zugabe von LPS zum Zellkulturmedium wurden die Zellen zur Bildung diverser
Entziindungsmediatoren angeregt. Alle verwendeten Testsubstanzen wurden mit einem
zeitlichen Vorlauf von 30 - 60 min appliziert. Nach einer Inkubationszeit mit LPS von
3 -24 h wurde das Medium abgenommen und Aliquots von 1 ml in 2 ml Reaktionsgefifle
pipettiert. Die Zellen wurden zweimal mit PBS gewaschen, anschlieBend in geeignetem
Lysis-Reagenz in Abhédngigkeit von der gewiinschten nachfolgenden Probenaufbereitung
abgeschabt und in 1,5 ml Reaktionsgefifle tiberfiihrt. Die Proben wurden unmittelbar

weiterverarbeitet oder konnten bis zur weiteren Verwendung bei -70 °C gelagert werden.

4.3.3 Transfektion

Um den Einfluss von Schwankungen in der Transfektionseffizienz und der Zellzahl auf das
Ergebnis zu vermindern erfolgte stets ein Kotransfektion des pGL3-IL-1B-Promotor-

Konstrukts, welches die Luziferase des Leuchtkifers (Firefly, Photinus pyralis) codiert, mit
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cinem Kontrollplasmid, welches die Luziferase von Renilla (Renilla reniformis), einer
Korallenart, codiert. Sofern nicht anders angegeben wurde pro well insgesamt 1 pg DNA
eingesetzt, bestehend aus 0,9 ug pGL3-IL-1B-Promotor-Konstrukt und 0,1 pg pRL-Null-
Vektor.

4.3.3.1 Transfektion mit ExGen 500

Zur Transfektion der Zellen mit Plasmid-DNA wurden 2 x 10° Zellen pro well einer 24-well
Platte ausgesdt und iiber Nacht inkubiert. 1 pg Plasmid-DNA wurde in 100 pl isotoner
Kochsalzlosung verdiinnt, mit 4 ul ExGen 500 (Fa. Fermentas) versetzt und sofort fiir 10 s
heftig gevortext. Nach einer Inkubation bei Raumtemperatur von 10 min wurden 100 pl dieser
Mischung mit 900 pl Zellkulturmedium gemischt und auf die vorher mit PBS gewaschenen
Zellen gegeben. Nach Inkubation iiber Nacht wurde das Transfektionsmedium abgenommen
und durch frisches Zellkulturmedium ersetzt. Anschlieend konnten Wirkstoffapplikation und

LPS-Stimulation {iber den gewiinschten Zeitraum durchgefiihrt werden.

4.3.3.2 Transfektion mit Fugene 6

Zur Transfektion der Zellen mit Plasmid-DNA wurden 2 x 10° Zellen pro well einer 24-well
Platte ausgesdt und iiber Nacht inkubiert. 1 pg Plasmid-DNA wurde in einem 1,5 ml
Reaktionsgefdl vorgelegt. In einem weiteren 1,5 ml Reaktionsgefil wurde das
Transfektionsreagenz Fugene 6 (Fa. Roche) im Verhiltnis Fugene 6 zu DNA von 3:2, 3:1
bzw. 6:1 (ul zu pg) in serumfreiem Medium ad 100 pl verdiinnt und fiir 5 min bei RT
inkubiert. Danach wurde die DNA-L6sung zur Fugene 6-Losung pipettiert und die Mischung
fiir 15 min bei RT inkubiert. 100 pl dieses Ansatzes wurden mit 500 ul Zellkulturmedium
gemischt und auf die vorher mit PBS gewaschenen Zellen gegeben. Nach Inkubation iiber
Nacht wurde das Transfektionsmedium abgenommen und durch frisches Zellkulturmedium
ersetzt. AnschlieBend konnten Wirkstoffapplikation und LPS-Stimulation {iber den

gewlinschten Zeitraum durchgefiihrt werden.

4.3.3.3 Transfektion mittels Elektroporation

Zur Transfektion der Zellen mit Plasmid-DNA mittels Elektroporation wurden die Zellen in
der exponentiellen Wachstumsphase in Medium abgeschabt und durch 5-miniitige
Zentrifugation bei 1000U/min und RT pelletiert. 1 x 10° bis 5 x 10° Zellen wurden in 1 ml
hypo- oder isoosmolarem Elektroporationspuffer (Fa. Eppendorf) resuspendiert und mit 25 pg
Gesamt-DNA (9 Teile pGL3-IL-1B-Promotor-Konstrukt und 1 Teil pRL-Null-Vektor)
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gemischt. 100 pl bis 800 pl Suspension wurden in die Elektroporationskiivetten {iberfiihrt und
diese in den Multiporator (Fa. Eppendorf) eingesetzt. Es folgte die Elektroporation mit
100 - 600 V fiir 40 - 100 ps. Nach dem Puls wurde die Suspension noch fiir 5 - 10 min bei RT
in der Kiivette stehengelassen, bevor sie in frischem Vollmedium aufgenommen und auf
6-well Platten verteilt wurde. Die Zellen wurden fiir 12 - 72 h unter Standardbedingungen
inkubiert. Danach konnten Wirkstoffapplikation und LPS-Stimulation {iber den gewiinschten
Zeitraum durchgefiihrt werden.

4.3.3.4 Transfektion mittels Magnetofektion

Die Magnetofektion ist eine neue Methode zur effizienten Transfektion schwer
transfizierbarer Zelllinien. Es wurden die Reagenzien PolyMag und CombiMag der Fa. OZ
Biosciences verwendet. Dabei handelt es sich um magnetische Nanopartikel, die mit
kationischen Molekiilen beschichtet sind. Die Methode basiert auf der Vereinigung der DNA
mit diesen Nanopartikeln zu molekularen Komplexen, die mittels eines magnetischen Felds
direkt in die Zellen transportiert werden.

Zur Transfektion der Zellen mit Plasmid-DNA wurden 1 x 10* bis 1 x 10°> Zellen pro well
einer Mikrotestplatte ausgesdt und liber Nacht inkubiert. Pro well wurden 0,1-0,5 ug
Gesamt-DNA (9 Teile pGL3-IL-1B-Promotor-Konstrukt und 1 Teil pRL-Null-Vektor)
zugefiigt.

Im Fall der Magnetofektion mit PolyMag wurde die DNA in serum- und antibiotikafreiem
Medium verdiinnt und in ein 1,5 ml Reaktionsgefdl3 tiberfiihrt, in dem 2 -4 pl PolyMag
vorgelegt wurden. Es folgte eine 30-miniitige Inkubation bei RT, damit sich die molekularen
Komplexe bilden konnten. Im Fall der Magnetofektion mit CombiMag wurde die DNA in
serum- und antibiotikafreiem Medium (Fugene 6) bzw. isotoner Kochsalzlosung (ExGen 500)
verdiinnt, mit Fugene 6 bzw. ExGen 500 in verschiedenen Verhéltnissen gemischt und zur
Ausbildung der Komplexe fiir 15 min bei RT inkubiert. Die Mischung wurde in ein 1,5 ml
Reaktionsgefdl3, in dem 2 - 4 ul ComiMag vorgelegt wurden, iiberfiihrt und anschlieend fiir
weitere 15 min bei RT inkubiert.

Nach der Inkubation zur Bildung der magnetischen Komplexe wurden diese auf die Zellen
gegeben. Die Mikrotestplatte wurde anschlieBend fiir 20 - 30 min auf die magnetische Platte
gesetzt. Nach der Magnetofektion wurden die Zellen fiir 12 - 72 h unter Standardbedingungen
(s. Kap. 4.3.1) inkubiert. Danach konnten Wirkstoffapplikation und LPS-Stimulation {iber den

gewiinschten Zeitraum durchgefiihrt werden.
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4.3.4 Reportergen-Assay

Die Untersuchungen der von den transfizierten Zellen exprimierten Luziferase wurden mit
dem Dual Luciferase Reporter Assay System der Fa. Promega durchgefiihrt. Dabei wird die
Eigenschaft der Firefly- und Renilla-Luziferase genutzt, in von ihnen Kkatalysierten
Reaktionen mit speziellen Substraten Lichtemissionen zu erzeugen, welche mit dem
Luminometer gemessen werden kdnnen.

Die mit dem pGL3-IL-1B-Promotor-Konstrukt und dem pRL-Null-Vektor transfizierten
Zellen wurden mit den Wirkstoffen inkubiert und tiber den gewiinschten Zeitraum mit LPS
stimuliert. Um Mediumreste abzutrennen, wurden die Zellen mit kaltem PBS gewaschen und
anschlieBend mit 100 pl Passive Lysis Buffer fiir 15 min bei 150 U/min und RT auf dem
Schiittler lysiert. 20 pl Lysat wurden in 4,5 ml Messrohrchen pipettiert. Die Messung erfolgte
am Luminometer in zwei Schritten; im ersten Schritt wird durch Zugabe von 100 pl
Luziferase Assay Substratlosung (Reagenz I) die Firefly-Lumineszenz und anschlieBend im
zweiten Schritt durch Zugabe von 100 pl Stop & Glo Ldsung (Reagenz II) die Renilla-
Lumineszenz gemessen. Die relative Luziferaseaktivitit erlaubt Aussagen iiber die

transkriptionelle Aktivitédt des IL-1B-Promotors.

4.4 Arbeiten mit RNA

4.41 Vorkehrungen bei Arbeiten mit RNA

Da RNA im Vergleich zu DNA chemisch instabil und sehr anfillig fiir den enzymatischen
Abbau durch ubiquitdr vorkommende RNasen ist, sind besondere Vorkehrungen beim
Arbeiten mit RNA zu treffen.

Um eine Kontamination mit RNasen zu vermeiden, wurden bei allen Arbeiten stets
Handschuhe getragen; es wurde grundsitzlich sterile und RNase-freie Glas- und Plastikware
sowie mit DEPC behandeltes Wasser verwendet. Die Arbeiten mit RNA wurden, sofern nicht

anders angegeben, auf Eis ausgefiihrt.

4.4.2 Isolierung der Gesamt-RNA

Zur Isolierung der Gesamt-RNA aus Zellkulturen und Geweben wurde Trizol-Reagent” der

Fa. Invitrogen verwendet. Es handelt sich um eine einphasige, Phenol und
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Guanidinisothiocyanat enthaltende Fliissigkeit und basiert auf der von Chomczynski und
Sacchi entwickelten Methode der RNA-Isolierung (Chomczynski und Sacchi, 1987).

Zur Auswertung der Tierversuche wurde das gefrorene Gewebe (je nach Organ ca.
100 - 200 mg) in 2 ml Trizol mit dem Ultraturrax homogenisiert, fiir 5 min bei RT inkubiert
und anschlieBend bis zur Weiterverarbeitung bei -70 °C gelagert. Fiir die in vitro
Untersuchungen wurden die Zellen in 25 cm” Zellkulturflaschen angezogen und iiber den
gewiinschten Zeitraum mit LPS stimuliert. Danach wurden sie in 1 ml Trizol abgeschabt, 10 s
mit dem Sonifier homogenisiert, fiir 5 min bei RT inkubiert und anschlieBend bis zur
Weiterverarbeitung bei -70 °C gelagert.

Nach dem Auftauen der homogenisierten Proben wurden 200 pl Chloroform pro ml Trizol
zugegeben, die Proben fiir 15 s heftig im Sténder geschiittelt und fiir 3 min bei RT inkubiert.
Durch Zentrifugation bei 6000 U/min fiir 15 min bei 4 °C erfolgte eine Phasentrennung. Die
obere wissrige Phase wurde abgenommen, in ein neues Reaktionsgefd3 liberfithrt und mit
500 pl Isopropanol pro ml Trizol gemischt. Nach einer Inkubation von 10 min bei RT zum
Ausfillen der RNA wurde 10 min bei 6000 U/min und 4 °C zentrifugiert, um die RNA zu
pelletieren. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet mit 1 ml Ethanol 70 % (v/v) pro
ml Trizol gewaschen. Nach 5-miniitiger Zentrifugation bei 4000 U/min und 4 °C konnte der
Uberstand wieder verworfen und das Pellet fiir 5 - 10 min an der Luft getrocknet werden. In
Abhingigkeit von der Grofle des Pellets wurde die RNA in 100 - 1000 ul DEPC-Wasser
aufgenommen. Nach ihrer Konzentrationsbestimmung konnte die RNA bei -70 °C gelagert

werden.

4.4.3 Bestimmung der RNA-Konzentration

Die Ausbeute an Gesamt-RNA wurde durch Messung der optischen Dichte photometrisch bei
260 nm bestimmt. Dabei wurden die Proben 1:40 in DEPC-Wasser verdiinnt. Es gilt

folgender Zusammenhang:
ODysonm =1  entspricht einer Konzentration von 40 pg/ml RNA

Die Reinheit der RNA kann anhand der Ratio der optischen Dichte bei 260 nm und 280 nm
ermittelt werden. Es wurde ausschlieflich RNA mit einer Ratioxepnsg von 1,5-2,0

weiterverwendet.

50



Methoden

4.4.4 Reverse Transkription

Zur Synthese von cDNA aus RNA wurde eine reverse Transkriptase-Reaktion unter
Verwendung der M-MLV Reverse Transkriptase und des mitgelieferten 5 x Reaktionspuffer
der Fa. Promega durchgefiihrt. Dazu wurden 2 ng RNA ad 9 ul DEPC-Wasser in ein PCR-
Reaktionsgefdll pipettiert und mit 1 pl Oligo(dT);s Primer gemischt. Diese Mischung wurde
fiir 5 min auf 65 °C erhitzt und danach sofort auf Eis gestellt. Dem Reaktionsgemisch wurden
pro Probe zusétzlich 4 ul ANTP-Mix (je 2,5 mM), 0,5 ul RNasin, 1 pl Reverse Transkriptase,
2,5 ul DEPC-Wasser und 4 pl 5 x Reaktionspuffer zugefiigt. Nach Mischen erfolgte die
cDNA-Synthese im Thermocycler bei 37 °C fiir 1 h mit anschlieBender Inaktivierung der
Enzyme durch 2-miniitiges Erhitzen auf 95 °C. Die cDNA konnte nun bei -20 °C aufbewahrt

werden.

4.5 Arbeiten mit DNA

4.5.1 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

4.5.1.1 Mini Prep

Die Préparation der Plasmide aus E. coli im Mini-Ansatz erfolgte mit Hilfe des FastPlasmid
Mini Kits der Fa. Eppendorf. Fiir die Mini Prep wurden 3 ml LBayp-Fliissigmedium mit einer
frisch isolierten Kolonie von der Agarplatte in 15 ml Rohrchen angeimpft und iiber Nacht bei
37 °C im Inkubationsschiittler geschiittelt. Die Hélfte der Bakteriensuspension wurde in ein
2 ml Reaktionsgefdf3 tiberfiihrt und durch Zentrifugation fiir 2 min bei 12000 U/min und RT
pelletiert; der Uberstand wurde verworfen. Nach Zugabe von 400 ul eiskalter Complete Lysis
Solution wurde fiir 30 s heftig gevortext und fiir 3 min auf RT inkubiert. Das Bakterienlysat
wurde danach auf die Sdule iiberfiihrt, welche bei 12000 U/min fiir 45 s bei RT zentrifugiert
wurde; die DNA wurde dabei an das Sdulenmaterial gebunden, das Zentrifugat hingegen
konnte verworfen werden. Die gebundene DNA wurde durch Zugabe von 400 pl Wash Buffer
und erneute Zentrifugation gewaschen. Die Elution erfolgte mit 50 pl Elution Buffer durch
Zentrifugation bei 12000 U/min fiir 45 s bei RT. Die Konzentration der eluierten DNA wurde
photometrisch bestimmt; danach konnte diese bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C

gelagert werden.
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4.5.1.2 Maxi Prep

Die Préparation der Plasmide aus E. coli im Maxi-Ansatz erfolgte mit Hilfe des PureYield
Plasmid Midiprep System der Fa. Promega. Fiir die Maxi Prep wurden 100 - 150 ml LBamp-
Flissigmedium mit einer frisch von der Agarplatte isolierten Kolonie oder 10 ml
Bakteriensuspension aus der Mini Prep im Erlenmeyerkolben angeimpft und iiber Nacht bei
37°C im Inkubationsschiittler geschiittelt. Alle Arbeitsschritte der Plasmid-Préparation
wurden bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Die Bakterien wurden in 50 ml R6hrchen mittels
Zentrifugation bei 6000 U/min fiir 10 min pelletiert und der Uberstand verworfen. Das
Bakterienpellet wurde in 3 ml Cell Resuspension Solution durch Pipettieren resuspendiert.
Nach Zugabe von 3 ml Cell Lysis Solution wurde die Suspension durch mehrmaliges
vorsichtiges Invertieren des Rohrchens gemischt und fiir 3 min bei RT inkubiert. Nach
Zugabe von 5 ml Neutralization Solution zum Lysat wurde wiederum vorsichtig durch
mehrmaliges Invertieren gemischt und nochmals fiir 3 min bei RT inkubiert. Der entstehende
Niederschlag wurde durch Zentrifugation bei 10000 U/min fiir 10 min abgetrennt. Die
Aufreinigung der DNA erfolgte mittels Vakuum. Dazu wurde die blaue Clearing Column auf
die weille Binding Column und diese Séulenkombination auf die Vakuum-Station gesteckt.
Das zentrifugierte Lysat wurde auf die Sdulenkombination pipettiert und nach Anlegen des
Vakuums durch beide Sdulen gesaugt. Die DNA wurde dabei an die Binding Column
gebunden, so dass die Clearing Column verworfen werden konnte. Es folgten zwei separate
Waschschritte mit 5 ml Endotoxin Removal Wash Solution bzw. 20 ml Column Wash
Solution. Die Binding Column wurde von der Vakuum-Station abgenommen und in ein 50 ml
Rohrchen iiberfiihrt. Nach Zugabe von 600 pul Nuclease-Free Water auf die Membran der
Séule wurde flir 5 min bei RT inkubiert und anschlieend die DNA mittels Zentrifugieren bei
2000 U/min fiir 5Smin von der Sdule eluiert. Die erhaltene DNA konnte nach ihrer

Konzentrationsbestimmung bei -20 °C aufbewahrt werden.

4.5.2 Bestimmung der DNA-Konzentration

Die DNA-Konzentration wurde durch Messung der optischen Dichte photometrisch bei
260 nm bestimmt. Dabei wurden die Proben 1:20 in DEPC-Wasser verdiinnt. Es gilt

folgender Zusammenhang:
ODs2sonm =1 entspricht einer Konzentration von 50 pg/ml DNA

Die Reinheit der DNA kann anhand der Ratio der optischen Dichte bei 260 nm und 280 nm

ermittelt werden. Es wurde nur DNA mit einer Ratioyeongo von 1,7 - 2,0 weiterverwendet.
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4.5.3 Agarose-Gelelektrophorese

Die elektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten unterschiedlicher Linge wurde in
Agarosegelen durchgefiihrt, wobei die Agarosekonzentration je nach Linge der DNA 1 -2 %
(w/v) betrug. Die Agarose wurde nach Zugabe von 100 ml TBE-Puffer in der Mikrowelle
aufgekocht, mit 4 pl Ethidiumbromid-Losung versetzt und in die Gelapparatur gegossen.
Nach dem Abkiilen wurde das Gel mit TBE-Puffer tiberschichtet. Die DNA-Proben wurden
mit 5x Loading Dye im Verhiltnis 5:1 in 1,5 ml Reaktionsgefilen gemischt in die
vorbereiteten Geltaschen pipettiert und durch Anlegen einer Spannung von 100 V aufgetrennt.
Zur Identifizierung der Lénge des Fragments wurde ein geeigneter DNA-
Molekulargewichtsstandard (Fa. Fermentas) mitgefiihrt. Die DNA-Fragmente wurden durch
Interkalierung mit dem im Gel enthaltenen Ethidiumbromid auf einem UV-Transilluminator
bei einer Anregungswellenlinge von 254 nm sichtbar und mit dem Gel-Dokumentations-

System photographiert und analysiert.

4.5.4 Elution von DNA aus Agarosegelen

Fir die prédparative Gelelektrophorese bzw. zur Aufreinigung von PCR-Produkten mit
anschlieender Isolation der DNA aus dem Gel wurden Agarosegele der Konzentration 1 %
(w/v) verwendet. Die Elektrophorese wurde wie bereits beschrieben durchgefiihrt. Um
Strangbriiche der DNA zu vermeiden, wurde zur Préparation der DNA aus dem Gel
langerwelliges UV-Licht (366 nm) verwendet. Die gewiinschten DNA-Fragmente wurden mit
einem sauberen Skalpell ausgeschnitten und in ein sauberes 1,5 ml Reaktionsgefal3 {iberfiihrt.
Die Elution der DNA wurde standardméfBig mit dem Wizard SV Gel and PCR Clean-Up
System der Fa. Promega durchgefiihrt. Pro 10 mg Gel wurden 10 ul Membrane Binding
Solution zugegeben und der Ansatz bei 60 °C aufgeschmolzen. Die Losung wurde auf die
Saule pipettiert und fiir 1 min bei 14000 U/min und RT zentrifugiert; dabei wurde die DNA
an die Membran der Sdule gebunden. Es folgten 2 Waschschritte mit jeweils 400 ul
Membrane Wash Solution und anschlieBende Elution der DNA in 50 ul Nuclease-Free Water.
Nach der Bestimmung ihrer Konzentration wurde die DNA bei -20 °C aufbewahrt.
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4.5.5 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

4.5.5.1 PCR zur Klonierung der IL-1p-Promotor-Konstrukte

Um die Lesegenauigkeit und die Prozessivitdt in der PCR zu steigern, wurde zur Herstellung
der IL-1B-Promotor-Konstrukte das Expand Long Template PCR System der Fa. Roche
verwendet. Es beinhaltet neben einer thermostabilen Tag-DNA-Polymerase auch eine
thermostabile Tgo-DNA-Polymerase mit Proofreading-Aktivitit. Zur Amplifizierung des
870 bp langen Promotor-Fragments wurde ein Primerpaar mit terminalen Sequenzen fiir die
Endonuklease Bgl Il verwendet, fiir dic Amplifizierung des 2,7 kb groflen Promotor-
Konstrukts wurde ein Primerpaar mit einer terminalen Sequenzen fiir Kpn I einerseits und
Xho I andererseits verwendet. Die Reaktion wurde im Thermocycler in einem Volumen von
50 pl unter Einsatz von genomischer DNA der Maus als Template durchgefiihrt. 50 ng
genomische DNA wurden mit 5 U Enzym-Mix und 5 pul PCR-Puffer Nr. 1 sowie 5 ul dNTP-
Mix (je 2,5 mM) und je 3 pl des sense und antisense Primers (je 10 pmol) in einem sterilen
0,2 ml PCR-Gefial} gemischt und mit sterilem Wasser zu einem Volumen von 50 pl ergénzt.
Das Protokoll bestand aus einem initialen Denaturierungsschritt von 2 min bei 94 °C gefolgt
von 35 Zyklen bestehend aus einer Denaturierungsphase von 30s bei 94 °C, einer
Annealingphase von 30 s bei 60 °C und einer Elongationsphase von 1 min bei 68 °C. Danach
wurde eine 7-miniitige finale Elongation bei 68 °C durchgefiihrt und der Ansatz anschlieend
auf 4 °C gekiihlt. Die PCR-Produkte wurden mittels Agarosegelelektrophorese analysiert und

gereinigt.

4.5.5.2 Realtime-PCR mit dem LightCycler-System von Roche

Die quantitative PCR wurde mit dem LightCycler FastStart DNA Master SYBR Green I Kit
der Fa. Roche durchgefiihrt. Die Proben wurden in einem Gesamtvolumen von 20 ul in
LightCycler-Kapillaren angesetzt. Der Ansatz enthielt 2 ul ¢cDNA aus der reversen
Transkription, 2 ul des Master-Mixes, je 1 pl sense und antisense Primer (je 10 pmol/ul)
sowie in Abhingigkeit der verwendeten Primer 3 mM oder 5 mM MgCl,. Die Proben wurden
vorsichtig in die Glaskapillaren zentrifugiert und diese in das LightCycler-Karussell gesteckt.
Das Amplifikationsprotokoll bestand aus einem initialen Denaturierungsschritt von 10 min
bei 95 °C gefolgt von 40 Zyklen bestehend aus einer Denaturierungsphase von 10 s bei 95 °C,
einer Annealingphase von 7 s bei 58 °C und einer Elongationsphase von 18 s bei 72 °C. Die
Fluoreszenzmessung erfolgte nach jedem Zyklus am Ende der Elongationsphase. Nach

Beenden der Amplifikation wurde das Schmelzverhalten der DNA analysiert, um die
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Richtigkeit des amplifizierten PCR-Produkts zu iiberpriifen. Dazu wurde die DNA langsam
(0,1 °C/min) von 58 °C auf 95 °C erhitzt und kontinuierlich die Fluoreszenz gemessen. Um
die Spezifitit der PCR-Reaktion zu verfolgen, wurde in jedem Lauf eine Negativ-Kontrolle
mit sterilem Wasser anstelle der cDNA mitgefiihrt. Zur zusétzlichen Kontrolle der Richtigkeit
der amplifizierten DNA wurden von jedem Lauf Proben aufgehoben und die PCR-Produkte

mittels Agarosegelelektrophorese analysiert.

4.5.6 DNA-Modifikationen

4.5.6.1 Klonierung von PCR-Produkten in einen TOPO® Vektor

Das TOPO TA Cloning® Kit der Fa. Invitrogen ermdglicht ein schnelles und effektives
Einflihren von mit Taq Polymerase amplifizierten PCR-Produkten in einen Plasmid-Vektor.
Mit Hilfe einer kovalent am Vektor gebundenen Topoisomerase I kommt es zur Ligation
iiberhdngender Desoxyadenosin-Reste am 3'-Ende des PCR-Produkts mit den iiberhdngenden
3’-Desoxythymidin-Resten des Vektors.

4 pl frisches PCR-Produkt wurden mit 1 ul TOPO® Vektor und 1 pl Salt Solution in einem
1,5 ml Reaktionsgefdl gemischt und fiir 5 min bei RT inkubiert. Danach wurde der Ansatz

auf Eis gestellt und. Es folgte die Transformation von 2 ul des Ansatzes in E. coli.

4.5.6.2 Restriktionsverdau

Es wurden die Restriktionsendonucleasen BglII, Kpnl und Xhol der Fa. Amersham
verwendet. Der Verdau wurde typischerweise in einem Volumen von 50 ul mit ca. 10 pg
DNA (zirkuldrer Vektor bzw. gereinigte PCR-Produkte und DNA-Fragmente) unter
Verwendung von 30 U des jeweiligen Enzyms und dessen optimalen Puffers in einem sterilen
1,5 ml Reaktionsgefdll auf Eis angesetzt. Der Ansatz wurde 2 - 3 h bei 37 °C inkubiert. Die

verdauten Fragmente wurden mittels Agarose-Gelelektrophorese analysiert und gereinigt.

4.5.6.3 Dephosphorylierung

Um eine Ligation des pGL3-Enhancer-Vektors mit sich selbst zu vermeiden, wurde dieser
nach dem Restriktionsverdau mit der Calf-Intestine-Alkaline-Phosphatase (CIAP) der Fa.
Fermentas inkubiert. Dieses Enzym entfernt die Phosphatgruppen der 5'-Enden des
linearisierten Plasmids. Dazu wurden 50 pl des Verdaus mit 1 U CIAP und dem
entsprechenden Reaktionspuffer im 1,5 ml Reaktionsgefdl gemischt und fiir 1 h bei 37 °C

inkubiert. Die Reaktion wurde gestoppt, indem der Ansatz fiir 15 min auf 85 °C erhitzt wurde.
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Nach der Bestimmung der DNA-Konzentration konnte der Ansatz fiir eine Ligation mit

DNA-Fragmenten verwendet werden.

4.5.6.4 Ligation von DNA-Fragmenten

Ligationen mit dem pGL3-Enhancer-Vektor wurden unter Einsatz von 1 U T4-DNA-Ligase
und des entsprechenden Ligationspuffers der Fa. USB in einem Gesamtvolumen von 50 pl
durchgefiihrt, wobei das DNA-Insert in einem molaren Verhiltnis von 2:1 zum linearisierten
Plasmid eingesetzt wurde. StandardmiBig wurden 50 - 100 ng Plasmid verwendet. Die

Berechnung der Menge an Insert ergab sich aus folgender Formel:

Insert[ng] = Vektor [ng] x GroBe des Inserts[kb] «  molares Verhltnis von Insert

GrofBe des Vektors [kb] Vektor

Der Ansatz wurde unter Eiskiihlung in 1,5 ml Reaktionsgefal3 pipettiert und fiir 16 h bei 16 °C
inkubiert; im Anschluss daran konnten 50 - 100 ng des Ansatzes in E. coli transformiert

werden.

4.5.7 DNA-Sequenzanalyse

Die Richtigkeit und Vollstindigkeit der generierten pGL3-(IL-1p-Promotor)-Plasmide wurde
mittels DNA-Sequenzanalyse iiberpriift. Die Sequenzierungen wurden von der Fa. SequiServe

(Vaterstetten) durchgefiihrt.

4.6 Arbeiten mit Proteinen

4.6.1 Isolierung von Proteinen

4.6.1.1 Gesamtproteinextrakt aus Zellkulturen und Geweben

Zur Isolierung der Gesamtproteine aus Zellkulturen und Geweben wurde, sofern nicht anders
angegeben, der SDS-Lysispuffer verwendet. Um eine Degradation der Proteine zu vermeiden
wurden dem Lysispuffer Protease-Inhibitoren (Fa. Roche) zugesetzt und sdmtliche Arbeiten
auf Eis durchgefiihrt.

Zur Aufbereitung der Organe wurde das gefrorene Gewebe (je nach Organ 50 — 100 mg) in

4,5 ml Rohrchen eingewogen und mit der 5-fachen Menge eiskaltem Lysispuffer zuerst mit
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dem Ultraturrax und dann mit dem Sonifier homogenisiert, fir 10 min bei 6000 U/min bei
4 °C zentrifugiert und der Uberstand in 1,5 ml ReaktionsgefiBe dekantiert.

Fir die Zellversuche wurden die Zellen in 75 cm® Flaschen angezogen und iiber den
gewiinschten Zeitraum mit LPS stimuliert. Um die Zellen von Mediumresten zu befreien,
wurden sie mit kaltem PBS gewaschen, danach in 250 pl eiskaltem Lysispuffer abgeschabt, in
1,5 ml Reaktionsgefdfe tberfiihrt und fiir 10 s mit dem Sonifier homogenisiert. Nach
10-miniitiger Zentrifugation bei 10000 U/min und 4 °C wurde der Uberstand in neue
Reaktionsgefdfle dekantiert.

Anschlieend wurde die Proteinkonzentration bestimmt. Die Proteinextrakte konnten bis zur

Weiterverarbeitung bei -70 °C gelagert werden.

4.6.1.2 Isolierung von Phosphoproteinen

Zur Isolierung phosphorylierter Proteine wurde der Passive Lysis Buffer der Fa. Promega
verwendet. Um den phosphorylierten Status der Proteine zu erhalten, wurden dem Lysispuffer
neben Protease-Inhibitoren (Fa. Roche) auch Phosphatase-Inhibitor-Cocktails (Fa. Sigma und
Calbiochem) zugesetzt.

Die Zellen wurden in 6-well Platten angezogen und iiber den gewiinschten Zeitraum mit LPS
stimuliert. Um Mediumreste abzutrennen, wurden die Zellen mit kaltem PBS gewaschen und
anschlieBend mit 250 pl Lysispuffer fiir 15 min bei 150 U/min und RT auf dem Schiittler
passiv lysiert. Das Lysat wurde in 1,5 ml Reaktionsgefa3e pipettiert und auf Eis gestellt. Nach
2-miniitiger Zentrifugation bei 12000 U/min und 4 °C wurde der Uberstand in neue
Reaktionsgefdfle dekantiert. Nach der Proteinbestimmung konnten die Proteinextrakte bis zur

Weiterverarbeitung bei -70 °C gelagert werden.

4.6.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Proteinkonzentration wurde kolorimetrisch mit dem Bicinchoninic Acid Protein Assay
Kit (BCA-Assay) der Fa. Sigma bestimmt. Hierbei wird die Eigenschaft der Proteine genutzt,
Cu*"-Ionen zu komplexieren, welche reduziert werden und mit BCA einen violetten
Farbkomplex bilden.

Die Proteinextrakte wurden 1:5 - 1:10 (Zellextrakt) bzw. 1:50 (Gewebeextrakt) im jeweiligen
Lysispuffer verdiinnt; desweiteren wurde mit dem Protein-Standard (Fa. Sigma) eine
Standardreihe von 0 - 1000 ug BSA hergestellt. Je 25 ul Standard bzw. Probe wurden in eine
Mikrotestplatte pipettiert und mit 200 ul BCA Working Reagent gemischt. Nach einer
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Inkubation bei 37 °C fiir 30 min wurde die Absorption bei 562 nm im ELISA-Reader

gemessen und die Konzentration anhand der mitgefiihrten Standardreihe ermittelt.

4.6.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht wurde eine vertikale,
diskontinuierliche =~ SDS-Ployacrylamid-Gelelektrophorese ~ (SDS-PAGE)  durchgefiihrt
(Laemmli, 1970). Dazu wurden je nach GroBe des Proteins Tris-HCIl-Fertiggele mit einem
Anteil von 12, 10 oder 7,5 % (w/v) Polyacrylamid (s. Tab. 4) und das Mini-Protean II System
der Fa. BioRad verwendet.

In Abhingigkeit von dem zu untersuchenden Protein wurden 5 - 100 pg Gesamtprotein auf
das Gel aufgetragen. Das entsprechende Volumen an Proteinextrakt wurde zusammen mit
5 x SDS-Probenpuffer im Verhiltnis 5:1 unter Eiskiihlung in ein 1,5 ml Reaktionsgefall (max.
Volumen 15 pl) pipettiert und gemischt. Die Proben wurden fiir 5 min bei 95°C im
Heizblock denaturiert, anschlieBend sofort wieder auf Eis gestellt und in die vorbereiteten
Geltaschen geladen; um die Proteine einem Molekulargewicht zuordnen zu konnen, wurde ein
Molekulargewichtsmarker mit einem Bereich von 10 - 250 kDa der Fa. BioRad aufgetragen.
Die Elektrophorese erfolgte bei einer konstanten Spannung von 100 V fiir 2 h bzw. bis zum

Auslaufen der blauen Farbstoffbande des Probenpuffers in Elektrophorese-Puffer.

4.6.4 Western Blot

Zur Detektion der in der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine mittels Western Blot wurden
diese elektrophoretisch auf eine Nitrozellulosemembran transferiert.

Es wurde die Blot-Apparatur der Fa. BioRad verwendet. Auf die Anodenplatte wurde ein
Sandwich bestehend aus einer Glasfasermatte, drei Lagen Blottingpapier, dem Gel mit den
aufgetrennten Proteinen, der Nitrozellulosemembran, nochmals drei Lagen Blottingpapier und
einer weiteren Glasfasermatte sowie die Kathodenplatte aufgelegt. Nitrozellulsemembran und
Blottingpapier wurden zuvor auf Gelgrole zurechtgeschnitten und fiir 15 min in
Transferpuffer eingeweicht. Der Proteintransfer erfolgte zum Nachweis der NO-Synthase II
bei verschiedenen Stromstirken in festgelegter Reihenfolge (150 mA/15 min, 250 mA/2 h,
350 mA/15 min), zum Nachweis aller anderen Proteine bei einer konstanten Stromstiarke von
150 mA fiir 2 h.

Um den Transfer zu kontrollieren und die Proteine zusitzlich auf der Membran zu fixieren,

wurde der Blot fiir 1 min in Ponceaurot-Losung inkubiert und die tliberschiissige Farbe bis
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zum Erscheinen der Proteinbanden mit Wasser weggewaschen. Durch Spiilen mit Wasser

oder durch die Inkubation in Blockierpuffer wurde die Membran wieder vollstindig entfarbt.

4.6.5 Detektion membrangebundener Proteine durch Immunfarbung

Bevor die Membran mit den entsprechenden Antikorpern inkubiert werden konnte, wurden
unspezifische Bindungsstellen durch Inkubation fiir 1 -2 h in TBS-T Puffer mit 5 % (w/v)
Magermilchpulver blockiert. Dieser Blockier-Puffer wurde danach durch 15-miniitiges
Waschen mit TBS-T Puffer entfernt.

Die Inkubation der Membran mit dem priméren Antikorper erfolgte iiber Nacht bei 4 °C; in
Abhéngigkeit vom Antikorper wurde dieser zwischen 1:1000 bis 1:2000 in TBS-T Puffer mit
entweder 5 % (w/v) BSA oder Magermilchpulver verdiinnt (s. Tab. 4). Nach der Inkubation
wurde die Membran 3 x fiir 10 min mit TBS-T Puffer gewaschen. Es folgte die Inkubation
mit dem sekundiren, Meerrettichperoxidase (HRP)-gekoppelten Antikérper fiir 2 h bei RT; in
Abhéngigkeit vom Antikorper wurde dieser zwischen 1:1000 bis 1:2000 in TBS-T Puffer mit
5% (w/v) Magermilchpulver verdiinnt. Nach der Inkubation wurde die Membran 3 x fiir

10 min mit TBS-T Puffer gewaschen.

Antikorper Verdiinnung verdiinnt in Fertiggel
mouse COX-2 Ab 1:2000 Magermilch 10 % (w/v)
mouse IL-13 Ab 1:2000 Magermilch 12 % (w/v)
mouse NOS-IT Ab 1:1000 Magermilch 7,5 % (wW/v)
p38 MAPK Ab 1:1000 BSA 12 % (w/v)
p44/42 MAPK Ab 1:1000 BSA 10 % (w/v)
SAPK/JNK Ab 1:1000 BSA 10 % (w/v)
Phospho-p38 MAPK Ab 1:1000 BSA 12 % (w/v)
Phospho-p44/42 MAPK Ab 1:1000 BSA 10 % (w/v)
Phospho-SAPK/JNK Ab 1:1000 BSA 10 % (w/v)
Anti-rabbit IgG, HRP-linked Ab 1:2000 Magermilch alle
chicken anti-rabbit I[gG-HRP 1:1000 Magermilch alle

rabbit anti-goat IlgG-HRP 1:2000 Magermilch alle

Tab. 4: Verwendung verschiedener Antikorper beim Western Blot.
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Die priméren und sekundiren Antikorper sowie deren Verdiinnungen wurden so gewihlt, dass
nach der Blockade unspezifischer Bindungsstellen jeweils nur die gewiinschten, spezifischen
Banden detektiert wurden.

Die Detektion erfolgte mit dem Enhanced Chemiluminescence Kit (ECL-Kit) der Fa.
Amersham. Der Nachweis beruht auf der durch Peroxidase katalysierten Oxidation von
Luminol, wodurch eine Chemilumineszenz ausgeldst wird. Das Detektionsreagenz, bestehend
aus einer Mischung gleicher Volumina der Detektionslosungen 1 und 2, wurde fiir ca. 1 min
auf die Membran aufgetragen und danach sofort abgekippt. AnschlieBend wurde der Blot
zwischen zwei Kopierfolien gelegt und durch sorgfiltiges Ausstreichen mit einem Tuch von
Detektionsreagenz und Luftblasen befreit. Die entstehende Lichtemission wurde nach
Auflegen eines Rontgenfilms fiir 5-10min und anschlieBendes Baden des Films in

Entwickler und Fixierer durch Schwarzfarbung sichtbar gemacht.

4.6.6 Nachweis loslicher Proteine mit dem Enzym-Immunassay

Die Quantifizierung verschiedener Proteine wurde mit entsprechenden ELISA-Kits (Fa. R&D
Systems, Fa. Cayman) nach den Vorschriften des Herstellers durchgefiihrt. Die
Proteinextrakte aus Zellen und Geweben wurden analog zum in Kap. 4.6.1.1 beschriebenen
Verfahren hergestellt; allerdings wurde anstelle des SDS-Lysispuffers PBS-Puffer verwendet,
um mogliche Inkompatibilititen mit Bestandteilen der ELISA-Kits zu vermeiden. Neben
Proteinextrakten wurden auch Serumproben und Zellkulturmedium vermessen. Fiir alle
Probenlosungen wurde in Voruntersuchungen eine geeignete Verdiinnung ermittelt, die
innerhalb der jeweils vorgeschriebenen Standardreihe lag, und diese dann fiir die
nachfolgenden Untersuchungen eingesetzt.

Die Probenlésung mit dem zu bestimmenden Protein (Antigen) wurde in die Vertiefungen
einer mit spezifischen Antikdrpern beschichteten Mikrotestplatte gegeben und tiiber den
vorgeschriebenen Zeitraum inkubiert. Nach der Bindung des Antigens wurde mehrfach mit
entsprechenden Waschlosungen gewaschen, bevor ein zweiter antigenspezifischer Antikorper,
der an ein Enzym gekoppelt ist, hinzugefiigt wurde; wihrend der vorgeschriebenen
Inkubationszeit konnte dieser an den Antigen-Antikorperkomplex binden. AnschlieBend
wurde wieder mehrfach mit Waschlosung gewaschen und eine definierte Menge an
Substratlosung zugegeben; aufgrund der enzymatischen Bildung farbiger Komplexe konnte
die Menge an gebundenem Antikérper mit dem ELISA-Reader bei den vorgeschriebenen

Wellenldngen gemessen werden. Die Konzentration des eingesetzten Antigens wurde im
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Vergleich zu einer mitgefiihrten Standardkurve unter Berticksichtigung spezifischer Positiv-

und Negativkontrollen bestimmt.

4.6.7 Kolorimetrische Bestimmung von Stickstoffmonoxid

Die NO-Synthase-Aktivitdt wurde indirekt iiber die Bildung von Stickstoffmonoxid (NO)
bzw. Nitrit und Nitrat kolorimetrisch mit dem Assay-Kit der Fa. Cayman gemessen. Die
Proteinextrakte aus Gewebe wurden analog zum in Kap. 4.6.1.1 beschriebenen Verfahren
hergestellt; anstelle des SDS-Lysispuffers wurde PBS-Puffer verwendet, um mogliche
Inkompatibilititen mit Bestandteilen des Assays zu vermeiden. Neben den Gewebe-
Proteinextrakten wurden auch Serumproben vermessen.

Zum Abtrennen von Proteinen mit einem Molekulargewicht iiber 10 kDa und zum
Aufkonzentrieren der Probenlsung wurde diese unter Verwendung der Microcon® YM-10
Filtereinheiten (Fa. Millipore) fiir 25 min bei 12000 U/min und RT zentrifugiert. Das Filtrat
konnte direkt oder in einer geeigneten Verdiinnung zur Durchfithrung des Assays verwendet
werden.

Die Probenlésung wurde in die Vertiefungen einer Mikrotestplatte gegeben und zur
Reduktion des Nitrats zu Nitrit mit einer Mixtur aus Reduktase und enzymatischen
Cofaktoren iiber einen Zeitraum von 3 h inkubiert. Nach Zugabe der Griess Reagenzien 1 und
2 bildete sich ein violetter Farbkomplex, der mit dem ELISA-Reader bei einer Wellenlidnge
von 540 nm vermessen werden konnte. Die Gesamtkonzentration an Nitrat bzw. Nitrit wurde
im Vergleich zu einer mitgefiihrten Standardkurve unter Beriicksichtigung spezifischer

Positiv- und Negativkontrollen bestimmt.

4.7 Statistik

Alle Messdaten sind als arithmetische Mittelwerte (x £ SEM; Standardfehler des Mittelwerts)
ausgedriickt.

Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte fiir interindividuelle Vergleiche mittels ANOVA
(einfaktorielle Varianzanalyse) und fiir intraindividuelle Vergleiche anhand des zweiseitigen
Student’s t-Tests. Die Irrtumswahrscheinlichkeit p wurde bei p<0,05 als statistisch

signifikant angesehen.
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5 Ergebnisse

5.1 Modell einer akuten Lungenentzundung

5.1.1 Einfluss einer nasalen LPS-Applikation auf die Bildung von

Entziindungsmediatoren in der Lunge

5.1.1.1 mRNA-Expression von TNFa, IL-1f, IL-6 und IFNy in der Lunge

Nach nasaler Applikation von LPS wurde die Expression der mRNA von TNFa, IL-1p, IL-6
und IFNy in der Lunge iiber einen Zeitraum von 6 h untersucht. Die nasale Applikation von
LPS fiihrte in der Lunge zeitabhiingig zu einer signifikant gesteigerten Expression der mRNA
von TNFa, IL-1p, IL-6 und IFNy (Abb. 9).
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Abb. 9: Zeitlicher Effekt von nasal verabreichtem LPS auf die mRNA-Expression von TNFa, IL-1, IL-6 und
IFNy in der Lunge. Die M&use erhielten eine nasale Applikation von 1 mg/kg LPS bzw. isotoner Kochsalzlésung
im Fall der Kontrolle. Die Abundanz der Zytokin-mRNA wurde vor (0 h) sowie 3 h und 6 h nach LPS-Applikation
mittels Realtime RT-PCR bestimmt und jeweils auf die mRNA von B-Aktin standardisiert. Angegeben sind die
Mittelwerte £ SEM von n =5 Tieren pro Gruppe; * p < 0,05 vs. Kontrolle (0 h)

62



Ergebnisse

Die Bildung der mRNA von TNFa, IL-1p und IL-6 war zu den Zeitpunkten 3 h und 6 h nach
LPS-Applikation erhoht, wobei jeweils ein Maximum nach 3 h erreicht wurde. LPS fiihrte zu
den Zeitpunkten 3 h und 6 h nach LPS-Applikation auch zu einer vermehrten Abundanz der

IFNy mRNA, die zum Zeitpunkt 6 h den hochsten gemessenen Wert annahm.

5.1.1.2 Proteinbildung von TNFa, IL-13, IL-6 und IFNy in Lunge und Plasma

Nachfolgend wurde die Proteinbildung von TNFa., IL-1p, IL-6 und IFNy in der Lunge und im
Plasma tiber einen Zeitraum von 6 h bestimmt. Nach nasaler LPS-Applikation kam es in der
Lunge zeitabhéngig zu einer signifikant vermehrten Bildung von TNFa, IL-1f3, IL-6 und
IFNy Protein (Abb. 10).
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Abb. 10: Zeitlicher Effekt von nasal verabreichtem LPS auf die Bildung von TNFa, IL-18, IL-6 und IFNy
Protein in der Lunge. Die M&ause erhielten eine nasale Applikation von 1 mg/kg LPS bzw. isotoner
Kochsalzlésung im Fall der Kontrolle. Die Gewebekonzentration der Zytokine wurde vor (0 h) sowie 3 h und 6 h
nach LPS-Applikation mittels ELISA bestimmt und auf die Menge an Gesamtprotein im Gewebe bezogen.
Angegeben sind die Mittelwerte + SEM von n =5 Tieren pro Gruppe; * p < 0,05 vs. Kontrolle (0 h)

Die Bildung von TNFa, IL-1 und IL-6 Protein wurde jeweils zum Zeitpunkt 3 h nach LPS-
Applikation maximal gesteigert, und nahm danach wieder bis fast auf Ausgangsniveau ab.
Die Proteinbildung von IFNy setzte verzégert ein und erreichte zum Zeitpunkt 6 h nach LPS-

Applikation den hochsten gemessenen Wert.
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Als Kontrolle fiir die lokale Entziindung wurde die Bestimmung von TNFa, IL-1p, IL-6 und
IFNy Protein auch im Plasma durchgefiihrt. Jedoch war zu keinem Zeitpunkt nach LPS-
Applikation ein signifikanter Anstieg der Zytokine messbar (Daten nicht gezeigt). In den
nachfolgenden Experimenten wurde darauthin auf die Bestimmung der Zytokin-

Konzentration im Plasma verzichtet.

5.1.1.3 mRNA-Expression von COX-2 und NOS-ll in der Lunge

Infolge der vermehrten Produktion von Zytokinen nach nasaler LPS-Gabe wurde auch die
mRNA-Expression der induzierbaren Enzyme COX-2 und NOS-II in der Lunge iiber einen
Zeitraum von 6 h untersucht. Jedoch bewirkte die nasale Applikation von LPS zu keinem der
gemessenen Zeitpunke einen signifikanten Anstieg der COX-2 bzw. NOS-II mRNA
(Abb. 11).
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Abb. 11: Zeitlicher Effekt von nasal verabreichtem LPS auf die mRNA-Expression COX-2 und NOS-Il in der
Lunge. Die Mause erhielten eine nasale Applikation von 1 mg/kg LPS bzw. isotoner Kochsalzlésung im Fall der
Kontrolle. Die Abundanz der COX-2 bzw. NOS-Il mRNA wurde vor (0 h) sowie 3 h und 6 h nach LPS-Applikation
nach LPS-Applikation mittels Realtime RT-PCR bestimmt und jeweils auf die mRNA von B-Aktin standardisiert.
Angegeben sind die Mittelwerte + SEM von n =5 Tieren pro Gruppe

14 @

mRNA / -Aktin mMRNA

(n-faches der Kontrolle)
N

mRNA / B-Aktin mMRNA

(n-faches der Kontrolle)
N

Aufgrund der ausbleibenden Induktion beider Enzyme durch die nasale Applikation von LPS
wurde in den nachfolgenden Experimenten auf die Bestimmung der mRNA von COX-2 und

NOS-II sowie auf eine Bestimmung von Prostaglandinen und Stickstoffmonoxid verzichtet.
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5.1.2 Einfluss von Roxithromycin und Telithromycin auf die Induktion

von Zytokinen nach nasaler LPS-Gabe

5.1.2.1 Einfluss auf die LPS-induzierte mRNA-Expression von TNFa, IL-18, IL-6 und
IFNy in der Lunge

Es wurde der Einfluss der Antibiotika Roxithromycin (RXM) und Telithromycin (TEL) auf
die LPS-induzierte mRNA-Expression der Zytokine TNFa, IL-1p, IL-6 und IFNy in der
Lunge untersucht. Durch eine Vorbehandlung der Tiere mit Roxithromycin und
Telithromycin wurde die durch LPS verursachte Induktion der TNFa, IL-1pB, IL-6 und IFNy
mRNA signifikant abgeschwicht (Abb. 12).
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Abb. 12: Einfluss von Roxithromycin und Telithromycin auf die LPS-induzierte mRNA-Expression von
TNFa, IL-18, IL-6 und IFNy in der Lunge. Die Mause wurden fur 2 h durch intraperitoneale Injektion von
50 mg/kg Roxithromycin (RXM), 150 mg/kg Telithromycin (TEL) oder isotoner Kochsalzlésung vorbehandelt und
erhielten danach eine nasale Applikation von 1 mg/kg LPS bzw. isotoner Kochsalzlésung im Fall der Kontrolle.
Die Abundanz der Zytokin-mRNA wurde 3 h (TNFa, IL-18 und IL-6) oder 6 h (IFNy) nach LPS-Applikation mittels
Realtime RT-PCR bestimmt und jeweils auf die mMRNA von B-Aktin standardisiert. Die Werte sind angegeben als
Mittelwerte £+ SEM von n = 5 Tieren pro Gruppe; * p < 0,05 vs. Kontrolle, T p < 0,05 vs. LPS

Unter Einfluss von Roxithromycin bzw. Telithromycin wurde die durch LPS induzierte

mRNA-Expression von TNFa um 78 % bzw. 46 %, von IL-1 um 68 % bzw. 47 % und von
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IFNy um 67 % bzw. 50 % verringert. Die LPS-induzierte Bildung der IL-6 mRNA wurde bei
gleichzeitiger Gabe von Roxithromycin um 66 %, bei gleichzeitiger Gabe von Telithromycin

nur um 26 %, ohne jedoch Signifikanz zu erreichen, vermindert.

5.1.2.2 Einfluss auf die LPS-induzierte Proteinbildung von TNFa, IL-1B, IL-6 und IFNy

in der Lunge

Der Einfluss von Roxithromycin und Telithromycin auf die LPS-induzierte Bildung von
TNFa, IL-1B, IL-6 und IFNy Protein in der Lunge wurde ebenfalls untersucht. Eine
Vorbehandlung der Tiere mit Roxithromycin bzw. Telithromycin fiihrte in der Lunge nach

LPS-Stimulation zur reduzierten Bildung von TNFa, IL-18, IL-6 und IFNy Protein (Abb. 13).
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Abb. 13: Einfluss von Roxithromycin und Telithromycin auf die LPS-induzierte Bildung von TNFa, IL-18,
IL-6 und IFNy Protein in der Lunge. Die Mause wurden fiir 2 h durch intraperitoneale Injektion von 50 mg/kg
Roxithromycin (RXM), 150 mg/kg Telithromycin (TEL) oder isotoner Kochsalzlésung vorbehandelt und erhielten
danach eine nasale Applikation von 1 mg/kg LPS bzw. isotoner Kochsalzldsung im Fall der Kontrolle. Die
Gewebekonzentration der Zytokine wurde 3 h (TNFa, IL-18 und IL-6) oder 6 h (IFNy) nach LPS-Applikation mittels
ELISA bestimmt und auf die Menge an Gesamtprotein im Gewebe bezogen. Angegeben sind die
Mittelwerte + SEM von n =5 Tieren pro Gruppe; * p < 0,05 vs. Kontrolle, T p < 0,05 vs. LPS

Die Gabe von Roxithromycin bzw. Telithromycin senkte die durch LPS induzierte Bildung

von TNFa von ca. 22 pg/mg Protein auf ca. 4 bzw. 9 pg/mg Protein, die Bildung von IL-1f3

66



Ergebnisse

von ca. 510 pg/mg Protein auf ca. 150 bzw. 270 pg/mg Protein und die Bildung von IL-6 von
ca. 60 pg/mg Protein auf ca. 25 bzw. 35 pg/mg Protein. Die LPS-induzierte Bildung von IFNy
wird bei gleichzeitiger Applikation von Roxithromycin bzw. Telithromycin von ca.

7 pg/mg Protein auf jeweils ca. 4 pg/mg Protein verringert, ohne jedoch Signifikanz zu

erreichen.
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5.2 Modell einer akuten systemischen Entziindung

5.2.1 Einfluss einer intraperitonealen LPS-Applikation auf die Bildung

von Entzindungsmediatoren in Lunge, Leber, Herz, Niere und Milz

5.2.1.1 mRNA-Expression von TNFa, IL-13, IL-6 und IFNy in Lunge, Leber, Herz Niere
und Milz

Nach einer intraperitonealen Applikation von LPS wurde die mRNA-Expression von TNFa,
IL-1B, IL-6 und IFNy in Lunge, Leber, Herz, Niere und Milz iiber einen Zeitraum von 6 h
untersucht. Die intraperitoneale Applikation von LPS fiihrte in Lunge, Leber, Herz, Niere und
Milz zeitabhingig zu einer signifikant gesteigerten Expression der TNFa, IL-1p, IL-6 und
IFNy mRNA (Abb. 14).
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Abb. 14: Zeitlicher Effekt von intraperitoneal verabreichtem LPS auf die mRNA-Expression von TNFaq,
IL-1B, IL-6 und IFNy in Lunge, Leber, Herz, Niere und Milz. Die M&use erhielten eine intraperitoneale Injektion
von 1 mg/kg LPS bzw. isotoner Kochsalzlésung im Fall der Kontrolle. Die Abundanz der Zytokin-mRNA wurde
vor (0 h) sowie 1 h, 2 h und 6 h nach LPS-Applikation mittels Realtime RT-PCR bestimmt und jeweils auf die
mRNA von B-Aktin standardisiert. Angegeben sind die Mittelwerte + SEM von n=5 Tieren pro Gruppe;
* p < 0,05 vs. Kontrolle (0 h)
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Die Bildung der TNFoo mRNA war in allen Organen zu den Zeitpunkten 1 h und 2 h nach
LPS-Applikation erhoht, wobei jeweils ein Maximum nach 1 h erreicht wurde. LPS steigerte
zu allen gemessenen Zeitpunkten auch die Expression der IL-13 mRNA; dabei wurde in Herz
und Niere ein Maximum nach 1 h, in Lunge, Leber und Milz ein Maximum nach 2 h erreicht.
Die Abundanz der IL-6 mRNA war in allen Organen zu den Zeitpunkten 1 h und 2 h nach
LPS-Applikation erhdht; ein Maximum wurde in Leber und Niere nach 1 h, in Lunge, Herz
und Milz nach 2 h erreicht. LPS fiihrte in allen Organen zu einer vermehrten mRNA-

Expression von IFNy, die zum Zeitpunkt 6 h den hochsten gemessenen Wert erreichte.

5.2.1.2 Proteinbildung von TNFa, IL-18, IL-6 und IFNy in Lunge, Leber und Plasma

Die Proteinbildung von TNFa., IL-1f3, IL-6 und IFNy infolge der intraperitonealer Applikation
von LPS wurde in Lunge, Leber und Plasma iiber einen Zeitraum von 6 h untersucht. Die
intraperitoneale Applikation von LPS fiihrte in Lunge, Leber und Plasma zeitabhingig zu
einer signifikant gesteigerten Bildung von TNFa., IL-1f3, IL-6 und IFNy Protein (Abb. 15).
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Abb. 15: Zeitlicher Effekt von intraperitoneal verabreichtem LPS auf die Bildung von TNFa, IL-1f, IL-6 und
IFNy Protein in Lunge, Leber und Plasma. Die Mause erhielten eine intraperitoneale Injektion von 1 mg/kg LPS
bzw. isotoner Kochsalzlésung im Fall der Kontrolle Die Gewebe- bzw. Plasmakonzentration der Zytokine wurde
vor (0 h) sowie 2 h und 6 h nach LPS-Applikation mittels ELISA bestimmt. Angegeben sind die Mittelwerte + SEM
von n =5 Tieren pro Gruppe; * p < 0,05 vs. Kontrolle (0 h)
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Die Bildung von TNFa, IL-1p und IL-6 Protein war in Lunge, Leber und Plasma zum
Zeitpunkt 2 h nach LPS-Applikation jeweils maximal erhoht. Die Proteinexpression von IFNy

setzte in Lunge, Leber und Plasma erst verzogert ein und erreichte zum Zeitpunkt 6 h nach

LPS-Applikation den hochsten gemessenen Wert.

5.2.1.3 mRNA-Expression von COX-2 und NOS-ll in Lunge, Leber, Herz, Niere und
Milz

Aufgrund der gesteigerten Zytokin-Produktion nach intraperitonealer Gabe von LPS wurde
auch die mRNA-Expression der induzierbaren Enzyme COX-2 und NOS-II in Lunge, Leber,
Herz, Niere und Milz iiber einen Zeitraum von 6 Stunden untersucht. Die intraperitoneale
Applikation von LPS fiihrte in allen Organen zeitabhingig zu einer signifikant vermehrten

Expression der COX-2 und NOS-II mRNA (Abb. 16).
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Abb. 16: Zeitlicher Effekt von intraperitoneal verabreichtem LPS auf die mRNA-Expression von COX-2
und NOS-Il in Lunge, Leber, Herz, Niere und Milz. Die Mduse erhielten eine intraperitoneale Injektion von
1 mg/kg LPS bzw. isotoner Kochsalzlésung im Fall der Kontrolle. Die Abundanz der COX-2 bzw. NOS-Il mRNA
wurde vor (0 h) sowie 1 h, 2 h und 6 h nach LPS-Applikation mittels Realtime RT-PCR bestimmt und jeweils auf

die mRNA von B-Aktin standardisiert. Angegeben sind die Mittelwerte £ SEM von n =5 Tieren pro Gruppe;
1) Werte dividiert durch 3; 2) Werte dividiert durch 10; * p < 0,05 vs. Kontrolle (0 h)

In allen Organen wurde die Bildung der COX-2 mRNA 1 h und 2 h nach LPS-Applikation
gesteigert, wobei in der Milz ein Maximum bereits nach 1 h, in den anderen Organen nach 2 h
erreicht wurde. LPS induzierte die Expression der NOS-II mRNA in der Leber ab dem
Zeitpunkt 2 h nach LPS-Applikation, zu diesem auch die maximale Stimulation erreicht
wurde. In allen anderen Organen setzte die NOS-II mRNA-Expression erst verzogert ein und

erreichte 6 h nach LPS-Applikation den hochsten gemessenen Wert.
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5.2.1.4 Bildung von Prostaglandinen und Entstehung von Stickstoffmonoxid in

Lunge, Leber und Plasma

Nach der Bestimmung der mRNA-Expression von COX-2 und NOS-II wurde auch die
Bildung von Prostaglandinen (PG) sowie die Entstehung von Stickstoffmonoxid (NO) nach
intraperitonealer Gabe von LPS in Lunge, Leber und Plasma iiber einen Zeitraum von 6 h
untersucht. Die intraperitoneale Applikation von LPS fiihrte in Lunge, Leber und Plasma
zeitabhéngig zu einer signifikant gesteigerten Bildung der Prostaglandine PGE, bzw. 6-keto-
PGF,, sowie von Stickstoffmonoxid, gemessen als Gesamtkonzentration von NO,™ und NOs3~

(Abb. 17).
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Abb. 17: Zeitlicher Effekt von intraperitoneal verabreichten LPS auf die Bildung von Prostaglandinen und
Stickstoffmonoxid in Lunge, Leber und Plasma. Die Mause erhielten eine intraperitoneale Injektion von
1 mg/kg LPS bzw. isotoner Kochsalzldsung im Fall der Kontrolle. Die Gewebe- bzw. Plasmakonzentration der
Prostaglandine wurde vor (0 h) bzw. 2 h und 6 h nach LPS-Applikation mittels ELISA bestimmt. Die Messung der
Gewebe- bzw. Plasmakonzentration von NO2 /NOgs erfolgte vor (0 h) bzw. 2 h und 6 h nach LPS-Applikation
mithilfe colorimetrischer Assays. Die Werte sind angegeben als Mittelwerte + SEM von n =5 Tieren pro Gruppe;
1) Werte dividiert durch 10; * p < 0,05 vs. Kontrolle (0 h)

Die Bildung von PGE, war in Lunge und Leber jeweils 2 h nach LPS-Applikation maximal
erhoht. Im Plasma ist die Bildung von 6-keto PGF,, ebenfalls 2 h nach LPS-Applikation
maximal induziert. Analog zur mRNA-Expression von NOS-II steigerte LPS in Lunge, Leber
und Plasma auch die Entstehung von NO, und NO; zeitlich verzogert. Der hochste
gemessene Wert wurde dabei jeweils 6 h nach LPS-Applikation erreicht.
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5.2.2 Einfluss von Roxithromycin und Telithromycin auf die Induktion

von Entzundungsmediatoren nach intraperitonealer LPS-Gabe

5.2.2.1 Einfluss auf die LPS-induzierte mRNA-Expression von TNFa, IL-18, IL-6 und
IFNy in Lunge, Leber, Herz, Niere und Milz

Es wurde der Einfluss der Antibiotika Roxithromycin und Telithromycin auf die LPS-
induzierte mRNA-Expression der Zytokine TNFa, IL-1p3, IL-6 und IFNy in Lunge, Leber,

Herz, Niere und Milz untersucht.

Lunge:

Eine Vorbehandlung der Tiere mit Roxithromycin bzw. Telithromycin verminderte
signifikant die LPS-vermittelte Induktion der TNFa, IL-13 und IFNy mRNA in der Lunge
(Abb. 18).
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Abb. 18: Einfluss von Roxithromycin und Telithromycin auf die LPS-induzierte mRNA-Expression von
TNFa, IL-18, IL-6 und IFNy in der Lunge. Die Mause wurden fur 2 h durch intraperitoneale Injektion von
50 mg/kg Roxithromycin (RXM), 150 mg/kg Telithromycin (TEL) oder isotoner Kochsalzlésung vorbehandelt und
erhielten danach eine intraperitoneale Injektion von 1 mg/kg LPS bzw. isotoner Kochsalzlésung im Fall der
Kontrolle. Die Abundanz der Zytokin-mRNA wurde 1 h (TNFa), 2 h (IL-1f und IL-6) oder 6 h (IFNy) nach LPS-
Applikation mittels Realtime RT-PCR bestimmt und jeweils auf die mRNA von B-Aktin standardisiert. Angegeben
sind die Mittelwerte + SEM von n =5 Tieren pro Gruppe; * p < 0,05 vs. Kontrolle, T p < 0,05 vs. LPS
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Unter Einfluss von Roxithromycin bzw. Telithromycin wurde die durch LPS induzierte
mRNA-Expression von TNFa um 50 % bzw. 67 %, von IL-13 um 55 % bzw. 59 % und von
IFNy um 58 % bzw. 88 % gesenkt. Hingegen wurde die LPS-induzierte Expression der 1L-6

mRNA bei gleichzeitiger Gabe von Roxithromycin oder Telithromycin kaum verringert.

Leber:

Durch die Vorbehandlung der Tiere mit Roxithromycin bzw. Telithromycin kam es auch in
der Leber zur signifikanten Abschwichung der LPS-induzierten Bildung der TNFa, IL-1f3,
IL-6 und IFNy mRNA (Abb. 19).
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Abb. 19: Einfluss von Roxithromycin und Telithromycin auf die LPS-induzierte mRNA-Expression von
TNFa, IL-18, IL-6 und IFNy in der Leber. Die Mause wurden fur 2 h durch intraperitoneale Injektion von
50 mg/kg Roxithromycin (RXM), 150 mg/kg Telithromycin (TEL) oder isotoner Kochsalzlésung vorbehandelt und
erhielten danach eine intraperitoneale Injektion von 1 mg/kg LPS bzw. isotoner Kochsalzlésung im Fall der
Kontrolle. Die Abundanz der Zytokin-mRNA wurde 1 h (TNFa), 2 h (IL-1f und IL-6) oder 6 h (IFNy) nach LPS-
Applikation mittels Realtime RT-PCR bestimmt und jeweils auf die mRNA von B-Aktin standardisiert. Angegeben
sind die Mittelwerte + SEM von n =5 Tieren pro Gruppe; * p < 0,05 vs. Kontrolle, T p < 0,05 vs. LPS

Unter Einfluss von Roxithromycin bzw. Telithromycin wurde die durch LPS induzierte

mRNA-Expression von TNFo um 37 % bzw. 40 %, von IL-13 um 30 % bzw. 40 % und von
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IFNy um 50 % bzw. 74 % verringert. Die LPS-induzierte mRNA-Expression von IL-6 wurde
bei gleichzeitiger Gabe von Roxithromycin um 27 %, bei Gabe von Telithromycin um 55 %
gesenkt, wobei in der Gruppe der mit Roxithromycin behandelten Tiere keine Signifikanz

erreicht wurde.

Herz:

Im Herzen fiihrte die Vorbehandlung der Tiere mit Roxithromycin bzw. Telithromycin nach
Stimulation mit LPS zur signifikant verminderten Induktion der mRNA von TNFa und IFNy
(Abb. 20).
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Abb. 20: Einfluss von Roxithromycin und Telithromycin auf die LPS-induzierte mRNA-Expression von
TNFaq, IL-1B, IL-6 und IFNy im Herzen. Die M&ause wurden fir 2 h durch intraperitoneale Injektion von 50 mg/kg
Roxithromycin (RXM), 150 mg/kg Telithromycin (TEL) oder isotoner Kochsalzlésung vorbehandelt und erhielten
danach eine intraperitoneale Injektion von 1 mg/kg LPS bzw. isotoner Kochsalzlésung im Fall der Kontrolle. Die
Abundanz der Zytokin-mRNA wurde 1 h (TNFa), 2 h (IL-1p und IL-6) oder 6 h (IFNy) nach LPS-Applikation mittels
Realtime RT-PCR bestimmt und jeweils auf die mRNA von [-Aktin standardisiert. Angegeben sind die
Mittelwerte £ SEM von n = 5 Tieren pro Gruppe; * p < 0,05 vs. Kontrolle, T p < 0,05 vs. LPS

Unter dem Einfluss von Roxithromycin bzw. Telithromycin wurde die LPS-induzierte
mRNA-Expression von TNFa um 52 % bzw. 66 % und von IFNy um 62 % bzw. 66 %
gesenkt. Die Induktion der IL-13 mRNA nach LPS-Stimulation wurde bei gleichzeitiger Gabe
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von Roxithromycin bzw. Telithromycin zwar um 26 % bzw. 32 % verringert, ohne jedoch
Signifikanz zu erreichen. Die LPS-induzierte Expression der IL-6 mRNA wurde bei
zusétzlicher Gabe von Roxithromycin bzw. Telithromycin nicht bzw. nur marginal

vermindert.

Niere:

Durch die Vorbehandlung der Tiere mit Roxithromycin bzw. Telithromycin kam es in der
Niere zur signifikanten Verminderung der LPS-induzierten Bildung der TNFa, IL-13 und
IFNy mRNA (Abb. 21).
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Abb. 21: Einfluss von Roxithromycin und Telithromycin auf die LPS-induzierte mRNA-Expression von
TNFa, IL-1B, IL-6 und IFNy in der Niere. Die M&use wurden fur 2 h durch intraperitoneale Injektion von 50 mg/kg
Roxithromycin (RXM), 150 mg/kg Telithromycin (TEL) oder isotoner Kochsalzlésung vorbehandelt und erhielten
danach eine intraperitoneale Injektion von 1 mg/kg LPS bzw. isotoner Kochsalzlésung im Fall der Kontrolle. Die
Abundanz der Zytokin-mRNA wurde 1 h (TNFa), 2 h (IL-1p und IL-6) oder 6 h (IFNy) nach LPS-Applikation mittels
Realtime RT-PCR bestimmt und jeweils auf die mRNA von B-Aktin standardisiert. Angegeben sind die
Mittelwerte £ SEM von n = 5 Tieren pro Gruppe; * p < 0,05 vs. Kontrolle, T p < 0,05 vs. LPS

Bei gleichzeitiger Gabe von Roxithromycin oder Telithromycin wurde die durch LPS

induzierte mRNA-Expression von TNFa um 45 % bzw. 46 %, von IL-13 um 35 % bzw. 37 %
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und von IFNy um 60 % bzw. 79 % vermindert. Hingegen wurde die LPS-induzierte
Expression der IL-6 mRNA unter Einfluss von Roxithromycin bzw. Telithromycin nicht bzw.

nur geringfligig und ohne Signifikanz zu erreichen abgeschwicht.

Milz:
In der Milz verminderte die Vorbehandlung der Tiere mit Roxithromycin bzw. Telithromycin

signifikant die LPS-vermittelte Induktion IL-6 und IFNy mRNA (Abb. 22).
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Abb. 22: Einfluss von Roxithromycin und Telithromycin auf die LPS-induzierte mRNA-Expression von
TNFaq, IL-1B, IL-6 und IFNy in der Milz. Die M&@use wurden fiir 2 h durch intraperitoneale Injektion von 50 mg/kg
Roxithromycin (RXM), 150 mg/kg Telithromycin (TEL) oder isotoner Kochsalzlésung vorbehandelt und erhielten
danach eine intraperitoneale Injektion von 1 mg/kg LPS bzw. isotoner Kochsalzlésung im Fall der Kontrolle. Die
Abundanz der Zytokin-mRNA wurde 1 h (TNFa), 2 h (IL-1p und IL-6) oder 6 h (IFNy) nach LPS-Applikation mittels
Realtime RT-PCR bestimmt und jeweils auf die mRNA von [-Aktin standardisiert. Angegeben sind die
Mittelwerte £ SEM von n = 5 Tieren pro Gruppe; * p < 0,05 vs. Kontrolle, T p < 0,05 vs. LPS

Bei gleichzeitiger Gabe von Roxithromycin bzw. Telithromycin wurde die LPS-induzierte
Expression der mRNA von IL-6 um 27 % bzw. 37 % und von IFNy und um 76 % bzw. 88 %
verringert. Unter Einfluss von Roxithromycin bzw. Telithromycin wurde weder die durch

LPS induzierte mRNA-Expression von TNFa noch die von IL-1f signifikant gesenkt.
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5.2.2.2 Einfluss auf die LPS-induzierte Proteinbildung von TNFa, IL-1B, IL-6 und IFNy

in Lunge, Leber und Plasma

Der Einfluss der Antibiotika Roxithromycin und Telithromycin auf die LPS-induzierte
Bildung der Zytokine TNFa, IL-1B, IL-6 und IFNy wurde in Lunge, Leber und Plasma

untersucht.

Lunge:
Durch eine Vorbehandlung der Tiere mit Roxithromycin bzw. Telithromycin kam es in der
Lunge nach LPS-Stimulation zur signifikant reduzierten Proteinbildung von TNFa., IL-13 und

IFNy (Abb. 23).
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Abb. 23: Einfluss von Roxithromycin und Telithromycin auf die LPS-induzierte Bildung von TNFa, IL-18,
IL-6 und IFNy Protein in der Lunge. Die Mause wurden fiir 2 h durch intraperitoneale Injektion von 50 mg/kg
Roxithromycin (RXM), 150 mg/kg Telithromycin (TEL) oder isotoner Kochsalzlésung vorbehandelt und erhielten
danach eine intraperitoneale Injektion von 1 mg/kg LPS bzw. isotoner Kochsalzlésung im Fall der Kontrolle. Die
Gewebekonzentration der Zytokine wurde 2 h (TNFa, IL-1fund IL-6) oder 6 h (IFNy) nach LPS-Applikation mittels
ELISA bestimmt und auf die Menge an Gesamtprotein im Gewebe bezogen. Angegeben sind die
Mittelwerte £+ SEM von n = 5 Tieren pro Gruppe; * p < 0,05 vs. Kontrolle, T p < 0,05 vs. LPS
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Unter Einfluss von Roxithromycin bzw. Telithromycin wurde die LPS-induzierte Bildung von
TNFa von ca. 27 pg/mg Protein auf ca. 13 bzw. 9 pg/mg Protein, die Bildung von IL-1p von
ca. 990 pg/mg Protein auf ca. 540 bzw. 590 pg/mg Protein und die Bildung von IFNy von
ca. 10 pg/mg Protein auf ca. 2,5 bzw. 4 pg/mg Protein gesenkt. Dagegen verdnderte sich die
LPS-induzierte Proteinbildung von IL-6 bei gleichzeitiger Gabe von Roxithromycin oder

Telithromycin nicht.

Leber:
In der Leber fiihret die Vorbehandlung der Tiere mit Roxithromycin bzw. Telithromycin nach
der Stimulation mit LPS zur signifikant verminderten Proteinbildung von TNFa und IFNy

(Abb. 24).

40 40
TNFo IL-6
30 A * 30 1
*
20 1 20 -
£ £
[}] (]
5 10 5 10 -
| | 9
o o
(=] o)
E o E o I—1
2 IL-1B 2 IFNy
c c *
'S 750 * 'S 30 -
8 8
> >
N N
500
250 1
0 L/
<
S
x>
*90

Abb. 24: Einfluss von Roxithromycin und Telithromycin auf die LPS-induzierte Bildung von TNFa, IL-18,
IL-6 und IFNy in der Leber Die M&use wurden fiir 2 h durch intraperitoneale Injektion von 50 mg/kg
Roxithromycin (RXM), 150 mg/kg Telithromycin (TEL) oder isotoner Kochsalzldsung vorbehandelt und erhielten
danach eine intraperitoneale Injektion von 1 mg/kg LPS bzw. isotoner Kochsalzlésung im Fall der Kontrolle. Die
Gewebekonzentration der Zytokine wurde 2 h (TNFa, IL-1Bund IL-6) oder 6 h (IFNy) nach LPS-Applikation mittels
ELISA bestimmt und auf die Menge an Gesamtprotein im Gewebe bezogen. Angegeben sind die
Mittelwerte £ SEM von n = 5 Tieren pro Gruppe; * p < 0,05 vs. Kontrolle, T p < 0,05 vs. LPS
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Bei gleichzeitiger Gabe von Roxithromycin bzw. Telithromycin wurde die LPS-induzierte
Bildung von TNFa von ca. 24 pg/mg Protein auf ca. 13 bzw. 12 pg/mg Protein und von IFNy
von ca. 24 pg/mg Protein auf ca. 11 bzw. 9 pg/mg Protein gesenkt. Die LPS-induzierte
Bildung von IL-1B verringerte sich unter Einfluss von Roxithromycin bzw. Telithromycin
von ca. 630 pg/mg Protein auf ca. 480 bzw. 440 pg/mg Protein, ohne jedoch Signifikanz zu
erreichen. Die durch LPS induzierte Expression von IL-6 blieb bei zusétzlicher Applikation

von Roxithromycin oder Telithromycin unveréndert.

Plasma:
Die Vorbehandlung der Tiere mit Roxithromycin bzw. Telithromycin verminderte nach LPS-

Stimulation signifikant die Proteinbildung von TNFoa und IFNy im Plasma (Abb. 25).
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Abb. 25: Einfluss von Roxithromycin und Telithromycin auf die LPS-induzierte Bildung von TNFa, IL-18,
IL-6 und IFNy im Plasma. Die Mause wurden flr 2 h durch intraperitoneale Injektion von 50 mg/kg Roxithromycin
(RXM), 150 mg/kg Telithromycin (TEL) oder isotoner Kochsalzlésung vorbehandelt und erhielten danach eine
intraperitoneale Injektion von 1 mg/kg LPS bzw. isotoner Kochsalzlosung im Fall der Kontrolle. Die
Plasmakonzentration der Zytokine wurde 2 h (TNFa, IL-1pund IL-6) oder 6 h (IFNy) nach LPS-Applikation mittels

ELISA bestimmt. Angegeben sind die Mittelwerte £+ SEM von n =5 Tieren pro Gruppe; * p < 0,05 vs. Kontrolle,
T p<0,05vs. LPS
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Unter dem Einfluss von Roxithromycin bzw. Telithromycin wurde die LPS-induzierte
Bildung von TNFo von ca. 2450 pg/ml auf ca. 860 bzw. 550 pg/ml und von IFNy von
ca. 1500 pg/ml auf ca. 280 bzw. 360 pg/ml gesenkt. Die LPS-induzierte Proteinbildung von

IL-1B und IL-6 wurde bei zusitzlicher Applikation von Roxithromycin oder Telithromycin

kaum beeinflusst.

5.2.2.3 Einfluss auf die LPS-induzierte mRNA-Expression von COX-2 und NOS-Il in
Lunge, Leber, Herz, Niere und Milz

Aufgrund der verminderten Zytokin-Produktion unter dem Einfluss von Roxithromycin und
Telithromycin wurde auch die LPS-induzierte mRNA-Expression der induzierbaren Enzyme
COX-2 und NOS-II nach intraperitonealer Gabe von LPS in Lunge, Leber, Herz, Niere und

Milz untersucht.

Lunge:
Die Vorbehandlung der Tiere mit Roxithromycin bzw. Telithromycin fiihrte in der Lunge
nach LPS-Stimulation zur signifikant reduzierten mRNA-Expression der NOS-II (Abb. 26).
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Abb. 26: Einfluss von Roxithromycin und Telithromycin auf die LPS-induzierte mRNA-Expression von
COX-2 und NOS-Il in der Lunge. Die Mause wurden fiir 2 h durch intraperitoneale Injektion von 50 mg/kg
Roxithromycin (RXM), 150 mg/kg Telithromycin (TEL) oder isotoner Kochsalzlésung vorbehandelt und erhielten
danach eine intraperitoneale Injektion von 1 mg/kg LPS bzw. isotoner Kochsalzlésung im Fall der Kontrolle. Die
Abundanz der COX-2 bzw. NOS-Il mRNA wurde 2 h (COX-2) oder 6 h (NOS-II) nach LPS-Applikation mittels
Realtime RT-PCR bestimmt und jeweils auf die mMRNA von B-Aktin standardisiert. Die Werte sind angegeben als
Mittelwerte £+ SEM von n = 5 Tieren pro Gruppe; * p < 0,05 vs. Kontrolle, T p < 0,05 vs. LPS

Durch die gleichzeitige Gabe von Roxithromycin bzw. Telithromycin verringerte sich die

LPS-induzierte mRNA-Expression der NOS-II um 50 % bzw. 55 %. Die LPS-induzierte
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Expression der COX-2 mRNA wurde unter Einfluss von Roxithromycin oder Telithromycin

nicht veridndert.

Leber:
Durch die Vorbehandlung der Tiere mit Roxithromycin bzw. Telithromycin kam es in der
Leber nach LPS-Stimulation zur signifikant verminderten Expression der mRNA von COX-2

und NOS-II (Abb. 27).
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Abb. 27: Einfluss von Roxithromycin und Telithromycin auf die LPS-induzierte mRNA-Expression von
COX-2 und NOS-Il in der Leber. Die Mause wurden fur 2 h durch intraperitoneale Injektion von 50 mg/kg
Roxithromycin (RXM), 150 mg/kg Telithromycin (TEL) oder isotoner Kochsalzldsung vorbehandelt und erhielten
danach eine intraperitoneale Injektion von 1 mg/kg LPS bzw. isotoner Kochsalzlésung im Fall der Kontrolle. Die
Abundanz der COX-2 bzw. NOS-II mRNA wurde 2 h (COX-2) oder 6 h (NOS-II) nach LPS-Applikation mittels
Realtime RT-PCR bestimmt und jeweils auf die mRNA von B-Aktin standardisiert. Die Werte sind angegeben als
Mittelwerte £ SEM von n = 5 Tieren pro Gruppe; * p < 0,05 vs. Kontrolle, T p < 0,05 vs. LPS

Unter dem Einfluss von Roxithromycin bzw. Telithromycin wurde die LPS-induzierte
mRNA-Expression der COX-2 um 36 % bzw. 48 % gesenkt. Die LPS-induzierte Expression
der NOS-II mRNA verringere sich bei gleichzeitiger Gabe von Roxithromycin bzw.
Telithromycin um 28 % bzw. 47 % verringert, erreichte jedoch nur in der Gruppe der mit

Telithromycin behandelten Tiere eine statistische Signifikanz.
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Herz:
Im Herzen fiihrte die Vorbehandlung der Tiere mit Roxithromycin bzw. Telithromycin nach
der Stimulation mit LPS zur signifikant reduzierten Induktion der mRNA-Expression von

COX-2 und NOS-II (Abb. 28).
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Abb. 28: Einfluss von Roxithromycin und Telithromycin auf die LPS-induzierte mRNA-Expression von
COX-2 und NOS-Il im Herzen. Die Mause wurden fir 2 h durch intraperitoneale Injektion von 50 mg/kg
Roxithromycin (RXM), 150 mg/kg Telithromycin (TEL) oder isotoner Kochsalzldsung vorbehandelt und erhielten
danach eine intraperitoneale Injektion von 1 mg/kg LPS bzw. isotoner Kochsalzldsung im Fall der Kontrolle. Die
Abundanz der COX-2 bzw. NOS-II mMRNA wurde 2 h (COX-2) oder 6 h (NOS-II) nach LPS-Applikation mittels
Realtime RT-PCR bestimmt und jeweils auf die mRNA von B-Aktin standardisiert. Die Werte sind angegeben als
Mittelwerte £ SEM von n = 5 Tieren pro Gruppe; * p < 0,05 vs. Kontrolle, T p < 0,05 vs. LPS

Bei gleichzeitiger Applikation von Roxithromycin bzw. Telithromycin verminderte sich die
LPS-induzierte mRNA-Expression der NOS-II um 54 % bzw. 60 %. Die LPS-induzierte
Expression der COX-2 mRNA wurde unter Einfluss Roxithromycin bzw. Telithromycin um
40 % bzw. 56 % verringert, erreichte jedoch nur in der Gruppe der mit Telithromycin

behandelten Tiere eine statistische Signifikanz.
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Niere:
Die Vorbehandlung der Tiere mit Roxithromycin bzw. Telithromycin verringerte signifikant

die Expression der NOS-II mRNA in der Niere nach Stimulation mit LPS (Abb. 29).
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Abb. 29: Einfluss von Roxithromycin und Telithromycin auf die LPS-induzierte mRNA-Expression von
COX-2 und NOS-Il in der Niere. Die Mause wurden fur 2 h durch intraperitoneale Injektion von 50 mg/kg
Roxithromycin (RXM), 150 mg/kg Telithromycin (TEL) oder isotoner Kochsalzldsung vorbehandelt und erhielten
danach eine intraperitoneale Injektion von 1 mg/kg LPS bzw. isotoner Kochsalzldsung im Fall der Kontrolle. Die
Abundanz der COX-2 bzw. NOS-IIl mMRNA wurde 2 h (COX-2) oder 6 h (NOS-II) nach LPS-Applikation mittels

Realtime RT-PCR bestimmt und jeweils auf die mMRNA von B-Aktin standardisiert. Die Werte sind angegeben als
Mittelwerte £ SEM von n = 5 Tieren pro Gruppe; * p < 0,05 vs. Kontrolle, T p < 0,05 vs. LPS

Unter Einfluss von Roxithromycin bzw. Telithromycin wurde die LPS-induzierte mRNA-
Expression der NOS-II um 45 % bzw. 42 % gesenkt. Die LPS-induzierte Expression der
COX-2 mRNA wurde zwar bei gleichzeitiger Gabe von Roxithromycin bzw. Telithromycin

um 24 % bzw. 31 % vermindert, ohne jedoch Signifikanz zu erreichen.
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Milz:

Durch die Vorbehandlung der Tiere mit Roxithromycin bzw. Telithromycin kam es in der
Milz nach Stimulation mit LPS zur signifikant reduzierten Expression der mRNA von COX-2
und NOS-II (Abb. 30).

120 8

COX-2 NOS-II

b4
*

w
o
'l

mRNA / B-Aktin mRNA
(n-faches der Kontrolle)
3
mRNA / B-Aktin mRNA
(n-faches der Kontrolle)
F =N
_|.

\\0

O

$
49& o
3

23 2 9 S
3 S 8 &
{_Oo

Abb. 30: Einfluss von Roxithromycin und Telithromycin auf die LPS-induzierte mRNA-Expression von
COX-2 und NOS-Il in der Milz. Die Mause wurden fir 2 h durch intraperitoneale Injektion von 50 mg/kg
Roxithromycin (RXM), 150 mg/kg Telithromycin (TEL) oder isotoner Kochsalzlésung vorbehandelt und erhielten
danach eine intraperitoneale Injektion von 1 mg/kg LPS bzw. isotoner Kochsalzlésung im Fall der Kontrolle. Die
Abundanz der COX-2 bzw. NOS-Il mMRNA wurde 2 h (COX-2) oder 6 h (NOS-II) nach LPS-Applikation mittels
Realtime RT-PCR bestimmt und jeweils auf die mMRNA von B-Aktin standardisiert. Die Werte sind angegeben als
Mittelwerte £+ SEM von n = 5 Tieren pro Gruppe; * p < 0,05 vs. Kontrolle, T p < 0,05 vs. LPS

Bei gleichzeitiger Gabe von Roxithromycin bzw. Telithromycin wurde die LPS-induzierte
mRNA-Expression der COX-2 um 29 % bzw. 45 % und die der NOS-II um 38 % bzw. 33 %
gesenkt.
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5.2.2.4 Einfluss auf die LPS-induzierte Proteinexpression von COX-2 und NOS-Il in

Lunge und Leber

Zusitzlich zur mRNA-Expression wurde der Einfluss von Roxithromycin und Telithromycin
auch auf die LPS-induzierte Proteinexpression der Enzyme COX-2 und NOS-II in Lunge und
Leber untersucht. Durch die Vorbehandlung der Tiere mit Roxithromycin bzw. Telithromycin
kam es in Lunge und Leber nach LPS-Stimulation zur geringfligig verminderten
Proteinbildung von COX-2, aber zur deutlich reduzierten Bildung von NOS-II Protein
(Abb. 31).

COX-2 (72 kDa) NOS-II (130 kDa)
Lunge «— o o» - Lunge * 4§ -
Leber ~ omm o e Leber v‘ - ..-U'
LPS (1 mgkg) = + + + LPS (1mgkg) = + + +
RXM (50 mg/kg) = - + - RXM (50 mg/kg) = - + -
TEL (150 mg/kg) - = - + TEL (150 mg/kg) = = = +

Abb. 31: Einfluss von Roxithromycin und Telithromycin auf die LPS-induzierte Proteinexpression von
COX-2 und NOS-Il in Lunge und Leber. Die M&ause wurden fur 2 h durch intraperitoneale Injektion von 50 mg/kg
Roxithromycin (RXM), 150 mg/kg Telithromycin (TEL) oder isotoner Kochsalzlésung vorbehandelt und erhielten
danach eine intraperitoneale Injektion von 1 mg/kg LPS bzw. isotoner Kochsalzlésung im Fall der Kontrolle. Die
Gewebekonzentration von COX-2 bzw. NOS-II Protein wurde 2h (COX-2) oder 6 h (NOS-Il) nach LPS-
Applikation mittels Western Blot bestimmt.

Die intraperitoneale Verabreichung von LPS fiihrte zu einer sichtbaren Stimulation der
Proteinexpression von COX-2 und NOS-II in Lunge und Leber. Unter dem Einfluss von
Roxithromycin bzw. Telithromycin verdndert sich die LPS-induzierte Expression der COX-2
weder in der Lunge noch in der Leber. Die LPS-induzierte Expression der NOS-II wurde bei
gleichzeitiger Gabe von Roxithromycin bzw. Telithromycin in der Lunge vollstindig

unterdrickt und in der Leber deutlich vermindert.
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5.2.2.5 Einfluss auf die LPS-induzierte Bildung von Prostanoiden und die Entstehung

von Stickstoffmonoxid in Lunge, Leber und Plasma

Es wurde der Einfluss von Roxithromycin und Telithromycin auf die LPS-induzierte Bildung
von Prostaglandinen (PG) und die Entstehung von Stickstoffmonoxid (NO) in Lunge, Leber

und Plasma untersucht.

Lunge:

Durch die Vorbehandlung der Tiere mit Roxithromycin bzw. Telithromycin kam es in der
Lunge nach der Stimulation mit LPS zur signifikant verringerten Bildung von NO, /NO;3~
(Abb. 32).
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Abb. 32: Einfluss von Roxithromycin und Telithromycin auf die LPS-induzierte Bildung von PGE; und
NO./NO3’ in der Lunge. Die Mause wurden firr 2 h durch intraperitoneale Injektion von 50 mg/kg Roxithromycin
(RXM), 150 mg/kg Telithromycin (TEL) oder isotoner Kochsalzlésung vorbehandelt und erhielten danach eine
intraperitoneale Injektion von 1 mg/kg LPS bzw. isotoner Kochsalzlosung im Fall der Kontrolle. Die
Gewebekonzentration von PGE, wurde 2 h nach LPS-Applikation mittels ELISA bestimmt. Die Messung der
Gewebekonzentration von NO;/NO3~ erfolgte 6 h nach LPS-Applikation mithilfe colorimetrischer Assays. Die
Konzentrationen wurden auf die Menge an Gesamtprotein im Gewebe standardisiert. Die Werte sind angegeben
als Mittelwerte £ SEM von n =5 Tieren pro Gruppe; * p < 0,05 vs. Kontrolle, T p < 0,05 vs. LPS

Unter dem Einfluss von Roxithromycin bzw. Telithromycin wurde die LPS-induzierte
Bildung von PGE; nicht bzw. nur geringfiigig abgeschwicht. Die LPS-induzierte Bildung von
NO; und NO; wurde bei gleichzeitiger Gabe von Roxithromycin bzw. Telithromycin

vollstindig unterdriickt.
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Leber:
In der Leber fiihrte die Vorbehandlung der Tiere mit Roxithromycin bzw. Telithromycin nach
LPS-Stimulation nur zur tendenziell verminderten Bildung von PGE,; sowie NO, /NO;~

(Abb. 33).
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Abb. 33: Einfluss von Roxithromycin und Telithromycin auf die LPS-induzierte Bildung von PGE; und
NO;/NO3’ in der Leber. Die Mause wurden fiir 2 h durch intraperitoneale Injektion von 50 mg/kg Roxithromycin
(RXM), 150 mg/kg Telithromycin (TEL) oder isotoner Kochsalzlésung vorbehandelt und erhielten danach eine
intraperitoneale Injektion von 1 mg/kg LPS bzw. isotoner Kochsalzlosung im Fall der Kontrolle. Die
Gewebekonzentration von PGE, wurde 2 h nach LPS-Applikation mittels ELISA bestimmt. Die Messung der
Gewebekonzentration von NO,/NO3™ erfolgte 6 h nach LPS-Applikation mithilfe colorimetrischer Assays. Die
Konzentrationen wurden auf die Menge an Gesamtprotein im Gewebe standardisiert. Die Werte sind angegeben
als Mittelwerte £ SEM von n =5 Tieren pro Gruppe; * p < 0,05 vs. Kontrolle, T p < 0,05 vs. LPS

Die zusitzliche Applikation von Roxithromycin bzw. Telithromycin verminderte die LPS-
induzierte Bildung von PGE; von etwa 780 pg/mg Protein auf jeweils ca. 630 pg/mg Protein,
sowie die Bildung von NO, und NOs;  von ca.400 pmol/mg Protein auf jeweils
ca. 300 pmol/mg Protein, jedoch wurde in keiner der mit den Antibiotika behandelten

Gruppen eine statistische Signifikanz erreicht.
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Plasma:
Die Vorbehandlung der Tiere mit Roxithromycin bzw. Telithromycin verringerte die

Entstehung von NO, /NOs™ im Plasma nach der Stimulation mit LPS signifikant (Abb. 34).
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Abb. 34: Einfluss von Roxithromycin und Telithromycin auf die LPS-induzierte Bildung von 6-keto PGF,
und NO;/NO3" im Plasma. Die Mause wurden fir 2 h durch intraperitoneale Injektion von 50 mg/kg
Roxithromycin (RXM), 150 mg/kg Telithromycin (TEL) oder isotoner Kochsalzldsung vorbehandelt und erhielten
danach eine intraperitoneale Injektion von 1 mg/kg LPS bzw. isotoner Kochsalzlésung im Fall der Kontrolle. Die
Bestimmung der Plasmakonzentration von 6-keto PGF;, erfolgte 2 h nach LPS-Applikation mittels ELISA. Die
Messung der Plasmakonzentration von NO; /NOs~ wurde 6 h nach LPS-Applikation mithilfe colorimetrischer

Assays bestimmt. Angegeben sind die Mittelwerte + SEM von n =5 Tieren pro Gruppe; * p < 0,05 vs. Kontrolle,
tp<0,05vs. LPS

Die LPS-induzierte Entstehung von NO, und NO; wurde bei gleichzeitiger Gabe von
Roxithromycin bzw. Telithromycin fast vollstindig unterdriickt. Unter dem Einfluss von
Roxithromycin bzw. Telithromycin wurde die LPS-induzierte Bildung von 6-keto PGF;, nur

geringfiigig von etwa 2250 pg/ml auf ca. 2000 pg/ml bzw. 1600 pg/ml gesenkt, wobei keine

statistische Signifikanz erreicht wurde.
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5.3 Entzindungsreaktion in murinen Makrophagen

5.3.1 Einfluss einer Inkubation mit LPS auf die Bildung von Zytokinen

5.3.1.1 mRNA-Expression von TNFq, IL-18 und IL-6

Nach einer Stimulation mit LPS wurde die Expression der mRNA von TNFa, IL-1f3 und IL-6
in J-774A.1 Makrophagen {iber einen Zeitraum von 24 h untersucht. Die Inkubation mit LPS
filhrte in Abhéngigkeit von der Zeit zu einem signifikanten Anstieg der mRNA-Expression

von TNFa, IL-1 und IL-6 (Abb. 35).
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Abb. 35: Zeitlicher Effekt von LPS auf die mRNA-Expression von TNFa, IL-1f und IL-6 in J-774A.1
Makrophagen. Die Zellen wurden mit 1 ug/ml LPS Uber einen Zeitraum von 24 h inkubiert. Die Abundanz der
Zytokin-mRNA wurde vor (0 h) sowie 1, 2, 4, 6, 8, 12, 16 und 24 h nach LPS-Applikation mittels Realtime

RT-PCR bestimmt und jeweils auf die mRNA von GAPDH standardisiert. Die Werte sind angegeben als
Mittelwerte £+ SEM von n = 3 Proben pro Gruppe; * p < 0,05 vs. Kontrolle (0 h)

LPS fiihrte bereits 1 h nach LPS-Applikation zu einer vermehrten Expression der TNFa

mRNA, die iiber den gesamten Zeitraum von 24 h anhielt; die maximale Stimulation wurde
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6 h nach LPS-Applikation erreicht. Die Expression der mRNA von IL-18 war ab dem
Zeitpunkt 2 h bis 24 h nach LPS-Applikation erhoht, wobei die maximale Stimulation 12 h
nach LPS-Applikation erreicht wurde. Die Expression der IL-6 mRNA wurde ab dem
Zeitpunkt 2 h bis 24 h nach LPS-Applikation stetig gesteigert.

5.3.1.2 Proteinexpression von Pro-IL-1

Die Proteinbildung von Pro-IL-18 wurde nach der Stimulation mit LPS in J-774A.1
Makrophagen ebenfalls iiber einen Zeitraum von 24 h untersucht. Nach der Inkubation von
J-774A.1 Makrophagen mit LPS kam es in Abhéngigkeit von der Zeit zu einer deutlich
gesteigerten Bildung von Pro-IL-1p (Abb. 36).

Pro-IL-1p - = <+— 31kDa

Zeit(h) 0 2 4 8 12 16 24

LPS (1 pg/ml)

Abb. 36: Zeitlicher Effekt von LPS auf die Proteinexpression von Pro-IL-1f in J-774A.1 Makrophagen.
Die Zellen wurden mit 1 pg/ml LPS Uber einen Zeitraum von 24 h inkubiert. Die Anwesenheit von Pro-IL-1f wurde
vor (0 h) sowie 2, 4, 8, 12, 16 und 24 h nach LPS-Applikation mittels Western Blot bestimmt.

LPS fiihrte bereits 2h nach LPS-Applikation zu einer sichtbaren Stimulation der
Proteinexpression von Pro-IL-183, die bei 8 h bis 12 h ein Maximum erreichte und danach

rasch wieder abnahm.
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5.3.2 Einfluss von Makroliden und des Ketolids Telithromycin auf die

LPS-induzierte Bildung von Zytokinen

5.3.2.1 Einfluss auf die LPS-induzierte mRNA-Expression von TNFa, IL-18 und IL-6

Der Einfluss der Antibiotika Roxithromycin, Telithromycin Azithromycin und
Clarithromycin auf die LPS-induzierte mRNA-Expression der Zytokine TNFa, IL-1p, und
IL-6 wurde in J-774A.1 Makrophagen untersucht. Die Vorinkubation der Zellen mit
Roxithromycin, Telithromycin, Azithromycin oder Clarithromycin fiihrte nach Stimulation

mit LPS zur signifikant reduzierten mRNA-Expression von IL-1f und IL-6 (Abb. 37).
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Abb. 37: Einfluss von Roxithromycin, Telithromycin, Azithromycin und Clarithromycin auf die LPS-
induzierte mMRNA-Expression von TNFq, IL-1$, und IL-6 in J-774A.1 Makrophagen. Die Zellen wurden fir 1 h
mit 80 pg/ml Roxithromycin (RXM), Telithromycin (TEL), Azithromycin (AZM) oder Clarithromycin (CAM)
vorinkubiert und danach mit 1 pg/ml LPS stimuliert. Die Abundanz der Zytokin-mRNA wurde 8 h (TNFo und IL-1p)
oder 24 h (IL-6) nach LPS-Applikation mittels Realtime RT-PCR bestimmt und jeweils auf die mRNA von GAPDH
standardisiert. Angegeben sind die Mittelwerte + SEM von n =4 Proben pro Gruppe; * p < 0,05 vs. Kontrolle,
T p<0,05vs. LPS
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Unter Einfluss von Roxithromycin, Telithromycin Azithromycin bzw. Clarithromycin wurde
die LPS-induzierte Bildung der mRNA-Expression von IL-1f3 um 78 %, 97 %, 98 % bzw.
98 % und von IL-6 um 60 %, 72 %, 37 % bzw. 48 % gesenkt. Die LPS-induzierte Expression
der TNFao mRNA blieb bei gleichzeitiger Gabe von Roxithromycin, Telithromycin,

Azithromycin oder Clarithromycin unverédndert.

5.3.2.2 Einfluss auf die LPS-induzierte Proteinexpression von Pro-IL-1

Nachfolgend wurde auch der Einfluss der Antibiotika Roxithromycin, Telithromycin
Azithromycin und Clarithromycin auf die LPS-induzierte Bildung von Pro-IL-1f in J-774A.1
Makrophagen untersucht. Durch die Vorinkubation der Zellen mit Roxithromycin,
Telithromycin, Azithromycin oder Clarithromycin kam es nach LPS-Stimulation zur deutlich

sichtbaren Hemmung der Proteinexpression von Pro-IL-1(3 (Abb. 38).

Pro-IL-13 -— e vy 5 «— 31 kDa
LPS (1 pg/ml) - + + + + +
RXM (80 pg/ml) - - + - - -
TEL (80 pg/ml) - - - + - -
AZM (80 pg/ml) - - - - + -
CAM (80 ug/ml) - - - - - +

Abb. 38: Einfluss von Roxithromycin, Telithromycin, Azithromycin und Clarithromycin auf die LPS-
induzierte Proteinexpression von Pro-IL-1f in J-774A.1 Makrophagen. Die Zellen wurden fir 1 h mit 80 pg/ml
Roxithromycin (RXM), Telithromycin (TEL), Azithromycin (AZM) oder Clarithromycin (CAM) vorinkubiert und
danach mit 1 pg/ml LPS stimuliert. Die Anwesenheit von Pro-IL-1f wurde 10 h nach LPS-Applikation mittels
Western Blot bestimmt.

Unter Einfluss von Roxithromycin, Telithromycin Azithromycin bzw. Clarithromycin wurde

die LPS-induzierte Bildung von Pro-IL-1f vollstindig unterdriickt.

5.3.2.3 Einfluss auf die LPS-induzierte Proteinbildung von TNFa, IL-1p und IL-6

Der Einfluss der Antibiotika Roxithromycin, Telithromycin Azithromycin und
Clarithromycin auf die LPS-induzierte Bildung bzw. Freisetzung von TNFa, IL-1f, und IL-6

wurde im Zellextrakt bzw. im Medium von J-774A.1 Makrophagen untersucht.
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Zellextrakt:

Durch die Vorinkubation der Zellen mit Roxithromycin, Telithromycin, Azithromycin oder
Clarithromycin wurde die Proteinbildung von IL-1B und IL-6 im Zellextrakt nach der
Stimulation mit LPS signifikant vermindert (Abb. 39).
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Abb. 39: Einfluss von Roxithromycin, Telithromycin, Azithromycin und Clarithromycin auf die LPS-
induzierte Bildung von TNFa, IL-18, und IL-6 im Zellextrakt von J-774A.1 Makrophagen. Die Zellen wurden
fur 1 h mit 80 pg/ml Roxithromycin (RXM), Telithromycin (TEL), Azithromycin (AZM) oder Clarithromycin (CAM)
vorinkubiert und danach mit 1 pg/ml LPS stimuliert. Die Konzentration von TNFa, IL-13 und IL-6 im Zellextrakt
wurde 24 h nach LPS-Applikation mittels ELISA bestimmt und auf die Menge an Gesamtprotein im Extrakt
bezogen. Angegeben sind die Mittelwerte + SEM von n =4 Proben pro Gruppe; * p<0,05 vs. Kontrolle,
tp<0,05vs. LPS

Unter Einfluss von Roxithromycin, Telithromycin, Azithromycin bzw. Clarithromycin wurde
die LPS-induzierte Bildung von IL-1P von ca. 5400 pg/mg Protein auf ca. 8§70, 1050, 410
bzw. 310 pg/mg Protein und die Bildung von IL-6 von ca. 1000 pg/mg Protein auf ca. 380,
240, 200 bzw. 300 pg/mg Protein gesenkt. Die LPS-induzierte Bildung von TNFa blieb bei
gleichzeitiger Applikation von Roxithromycin, Telithromycin, Azithromycin oder

Clarithromycin unverandert.
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Medium:
Die Vorinkubation der Makrophagen mit Roxithromycin, Telithromycin, Azithromycin oder
Clarithromycin fiihrte nach LPS-Stimulation zur signifikant verringerten Anwesenheit von

IL-6 Protein im Zellmedium (Abb. 40).
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Abb. 40: Einfluss von Roxithromycin, Telithromycin, Azithromycin und Clarithromycin auf die LPS-
induzierte Bildung von TNFa und IL-6 im Zellmedium von J-774A.1 Makrophagen. Die Zellen wurden fiir 1 h
mit 80 pg/ml Roxithromycin (RXM), Telithromycin (TEL), Azithromycin (AZM) oder Clarithromycin (CAM)
vorinkubiert und danach mit 1 pg/ml LPS stimuliert. Die Konzentration von TNFo und IL-6 im Zellmedium wurde
24 h nach LPS-Applikation mittels ELISA bestimmt. Die Werte sind angegeben als Mittelwerte + SEM von n =4
Proben pro Gruppe; * p < 0,05 vs. Kontrolle, T p < 0,05 vs. LPS

Bei gleichzeitiger Applikation von Roxithromycin, Telithromycin Azithromycin bzw.
Clarithromycin wurde die LPS-induzierte Anwesenheit von IL-6 Protein von ca. 4000 pg/ml
auf ca. 610, 450, 180 bzw. 480 pg/ml gesenkt. Die LPS-induzierte Anwesenheit von TNFa
verdnderte sich unter Einfluss von Roxithromycin, Telithromycin, Azithromycin oder

Clarithromycin kaum.
Bei der Bestimmung von IL-f im Zellmedium wurden keine Werte erhalten. Moglicherweise

wurde IL-1p von J-774A.1 Makrophagen nicht ins Medium abgegeben.
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5.3.2.4 Konzentrations-Wirkungsbeziehung fiir die LPS-induzierte mRNA-Expression
von IL-1B

Die Vorbehandlung der J-774A.1 Makrophagen mit Roxithromycin, Telithromycin,
Azithromycin oder Clarithromycin verminderte die LPS-induzierte mRNA-Expression von
IL-1B (vgl. Abb. 37), woraufhin von allen Antibiotika Konzentrations-Wirkungsbeziehungen
fir die LPS-induzierte Expression der IL-13 mRNA erstellt wurden. Roxithromycin,
Telithromycin, Azithromycin bzw. Clarithromycin verringerten die LPS-induzierte
Expression der IL-13 mRNA signifikant in Abhéngigkeit von der verwendeten Konzentration

(Abb. 41).
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Abb. 41: Konzentrations-Wirkungsbeziehung von Roxithromycin,

Telithromycin,

Azithromycin und

Clarithromycin fiir die LPS-induzierte mRNA-Expression von IL-1B in J-774A.1 Makrophagen. Die Zellen
wurden fir 1 h mit 0,8 pg/ml, 8 pg/ml und 80 pg/ml Roxithromycin (RXM), Telithromycin (TEL), Azithromycin
(AZM) oder Clarithromycin (CAM) vorinkubiert und danach mit 1 pg/ml LPS stimuliert. Die Abundanz der IL-1
mMRNA wurde 8 h nach LPS-Applikation mittels Realtime RT-PCR bestimmt und auf die mRNA von GAPDH
standardisiert. Angegeben sind die Mittelwerte + SEM von n =3 Proben pro Gruppe; * p < 0,05 vs. Kontrolle,
t p<0,05vs. LPS

Der Einsatz von Roxithromycin bewirkte bei Verwendung zunehmender Konzentrationen von
0,8 pg/ml, 8 ug/ml bzw. 80 ug/ml eine Senkung der LPS-induzierten Expression der IL-1f3
mRNA um 31 %, 53 % bzw. 76 %. Telithromycin und Azithromycin fiihrten bei Verwendung

95



Ergebnisse

steigender Konzentrationen von jeweils 0,8 pug/ml, 8 pg/ml und 80 pg/ml nach LPS-
Stimulation zu einer verminderten Induktion der IL-13 mRNA um 17 %, 48 % und 94 % bzw.
16 %, 86 % und 99 %, wobei nur bei Einsatz einer Konzentration von jeweils 8 pg/ml und
80 pg/ml Signifikanz erreicht wurde. Clarithromycin verringerte nur bei Verwendung der
hochsten Konzentration von 80 pg/ml die LPS-induzierte Expression von IL-1f3 um 91 %. Bei
Verwendung der niedrigeren Konzentrationen war jedoch eine deutliche Tendenz zur

verminderten mRNA-Expression von IL-1f durch LPS sichtbar.

5.3.2.5 Konzentrations-Wirkungsbeziehung fur die LPS-induzierte Proteinexpression
von Pro-IL-1p

Die Vorbehandlung von J-774A.1 Makrophagen mit Roxithromycin, Telithromycin,
Azithromycin oder Clarithromycin verminderte die LPS-induzierte Proteinexpression von
Pro-IL-1B  (vgl. Abb. 38). Daher wurden von allen Antibiotika Konzentrations-
Wirkungsbeziehungen fiir die LPS-induzierte Bildung von Pro-IL-1f erstellt. Roxithromycin,
Telithromycin, Azithromycin bzw. Clarithromycin verminderten die LPS-induzierte Bildung

von Pro-IL-1B in Abhédngigkeit von der verwendeten Konzentration (Abb. 42).
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Abb. 42: Konzentrations-Wirkungsbeziehung von Roxithromycin, Telithromycin, Azithromycin und
Clarithromycin fiir die Proteinexpression von Pro-IL-1p nach Induktion mit LPS in J-774A.1 Makrophagen.
Die Zellen wurden fur 1 h mit 0,8 pg/ml, 8 pg/ml und 80 pg/ml Roxithromycin (RXM), Telithromycin (TEL),
Azithromycin (AZM) oder Clarithromycin (CAM) vorinkubiert und danach mit 1 pg/ml LPS stimuliert. Die
Anwesenheit von Pro-IL-13 wurde 10 h nach LPS-Applikation mittels Western Blot bestimmt.

Bei Verwendung der hdchsten Konzentration von 80 pg/ml hemmten alle eingesetzten
Antibiotika die LPS-induzierte Expression von Pro-IL-1f fast vollstdndig. Der Einsatz einer

Konzentration von 8 mg/ml fiihrte nur bei Roxithromycin und Azithromycin nach der

96



Ergebnisse

Stimulation mit LPS zu einer deutlich sichtbaren Verminderung der Proteinexpression von
Pro-IL-1B. Die niedrigste Konzentration von 0,8 pg/ml verringerte die LPS-induzierte

Proteinexpression von Pro-IL-1[ kaum bzw. gar nicht.

5.3.2.6 Konzentrations-Wirkungsbeziehung fiir die LPS-induzierte Bildung von IL-1

Die Vorbehandlung von J-774A.1 Makrophagen mit Roxithromycin, Telithromycin,
Azithromycin oder Clarithromycin fiihrte nach LPS-Stimulation auch zur verringerten
Proteinbildung von IL-1B im Zellextrakt (vgl. Abb. 39), worauthin von allen Antibiotika
Konzentrations-Wirkungsbeziehungen fiir die LPS-induzierten Proteinbildung von IL-1fB
erstellt wurden. Roxithromycin, Telithromycin, Azithromycin bzw. Clarithromycin
verminderten die LPS-induzierte Proteinbildung von IL-1B im Zellextrakt signifikant in

Abhéngigkeit von der verwendeten Konzentration (Abb. 43).
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Abb. 43: Konzentrations-Wirkungbeziehungen von Roxithromycin, Telithromycin, Azithromycin und
Clarithromycin fiir die LPS-induzierte Bildung von IL-13 im Zellextrakt von J-774A.1 Makrophagen. Die
Zellen wurden fur 1h mit 0,8 ug/ml, 8 pg/ml und 80 pg/ml Roxithromycin (RXM), Telithromycin (TEL),
Azithromycin (AZM) oder Clarithromycin (CAM) vorinkubiert und danach mit 1 pg/ml LPS stimuliert. Die
Konzentration von IL-13 im Zellextrakt wurde 24 h nach LPS-Applikation mittels ELISA bestimmt und auf die
Menge an Gesamtprotein im Extrakt bezogen. Die Werte sind angegeben als Mittelwerte + SEM von n = 4 Proben
pro Gruppe; * p < 0,05 vs. Kontrolle, T p < 0,05 vs. LPS
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Der Einsatz von Roxithromycin, Telithromycin bzw. Azithromycin fiihrte bei Verwendung
zunehmender Konzentrationen von jeweils 0,8 pg/ml, 8 pg/ml und 80 pg/ml nach LPS-
Stimulation zur Verminderung der LPS-induzierten IL-1 Proteinbildung von ca.
950 pg/mg Protein auf ca. 890, 540 und 290 pg/mg Protein (Roxithromycin) bzw. auf ca. 760,
640 und 430 pg/mg Protein (Telithromycin) bzw. auf ca. 720, 320 und 80 pg/mg Protein
(Azithromycin), wobei nur bei Einsatz von jeweils 8 ug/ml bzw. 80 pg/ml Signifikanz
erreicht wurde. Clarithromycin verringerte nur bei Verwendung der hochsten Konzentration
von 80 pg/ml die LPS-induzierte Proteinbildung von IL-1B von 950 pg/mg Protein auf
ca. 110 pg/mg Protein, jedoch ist auch bei Verwendung einer Konzentration von 8 pg/ml eine

deutliche Tendenz zur verminderten Bildung von IL-1f nach LPS-Stimulation zu erkennen.
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5.3.3 Bedeutung der MAP-Kinase-Signaltransduktionswege bei der LPS-

induzierten Expression der IL-13 mRNA

5.3.3.1 Einfluss einer Inkubation mit LPS auf die Aktivierung von MAP-Kinasen

Die Aktivierung der p38 MAP-Kinase, SAPK/JNK und p44/42 MAP-Kinase infolge der
Inkubation mit LPS wurde in J-774A.1 Makrophagen iiber einen Zeitraum von 240 min
untersucht. Dazu wurde der Phosphorylierungsstatus der einzelnen MAP-Kinasen ermittelt.
Wihrend der Inkubation der Zellen mit LPS kam es zur gesteigerten Phosphorylierung aller
drei untersuchten MAP-Kinasen (Abb. 44).
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Abb. 44: Zeitlicher Effekt von LPS auf die Phosphorylierung der p38 MAPK, SAPK/JNK und p44/42 MAPK
in J-774A.1 Makrophagen. Die Zellen wurden mit 1 pg/ml LPS lber einen Zeitraum von 240 min inkubiert. Die
Anwesenheit der p38 MAPK, SAPK/INK und p44/42 MAPK sowie jeweils deren phosphorylierte Form wurde vor
(0 min) sowie 40, 80, 120, 160, 200 und 240 min nach LPS-Applikation mittels Western Blot bestimmt.

Die Stimulation mit LPS fiihrte nach 80 min zu einer sichtlich gesteigerten Bildung der
phospho-p38 MAPK, die nach ca. 160 min maximal wurde. Die nicht phosphorylierte Form
der p38 MAPK blieb wihrend der Inkubation mit LPS unverdndert. LPS bewirkte nach
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80 min einen deutlich sichtbaren Anstieg der phospho-SAPK/JNK, der bis zum Zeitpunkt
240 min nach LPS-Applikation anhielt. Die Anwesenheit der nicht phosphorylierten Form der
SAPK/INK nahm wéhrend der Stimulation mit LPS nach ca. 200 min etwas ab. Die
Inkubation mit LPS steigerte auch die Anwesenheit der phospho-p44/42 MAPK ab dem
Zeitpunkt 160 min nach LPS-Applikation. Zeitgleich nahm die Anwesenheit der nicht
phosphorylierten Form der p44/42 MAPK geringfiigig ab.

5.3.3.2 Einfluss selektiver Inhibitoren der MAP-Kinasen auf die LPS-induzierte mRNA-

Expression von IL-1

Es wurde der Einfluss selektiver Inhibitoren der einzelnen MAP-Kinasen auf die LPS-
induzierte mRNA-Expression von IL-1B in J774A.1 Makrophagen untersucht. Die
Aktivierung der p38 MAPK wurde durch den Einsatz von SB 203580, die der SAPK/INK
durch den Einsatz von SP 600125 und die der p44/42 MAPK durch den Einsatz von
PD 98059 gehemmt. Die Hemmung der Aktivierung der p38 MAPK und SAPK/JNK mit
SB 203580 bzw. SP 600125 fiihrte nach Stimulation mit LPS zur signifikant verringerten
mRNA-Expression von IL-13 (Abb. 45).
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Abb. 45: Einfluss von SB 203580, SP 600125 und PD 98059 auf die LPS-induzierte mRNA-Expression von
IL-18 in J-774A.1 Makrophagen. Die Zellen wurden fir 30 min mit jeweils 30 uM SB 203580, SP 600125 oder
PD 98059 vorinkubiert und danach mit 1 pg/ml LPS stimuliert. Die Abundanz der IL-13 mRNA wurde 8 h nach
LPS-Applikation mittels Realtime RT-PCR bestimmt und auf die mRNA von GAPDH standardisiert. Die Werte
sind angegeben als Mittelwerte + SEM von n = 4 Proben pro Gruppe; * p < 0,05 vs. Kontrolle, T p < 0,05 vs. LPS

Die Vorbehandlung der Zellen mit SB 203580 bzw. SP 600125 verminderte die LPS-
induzierte Bildung der IL-13 mRNA um 97 % bzw. 46 %. Dagegen wurde die LPS-induzierte
Expression der IL-1f mRNA bei gleichzeitiger Applikation von PD 98059 nur geringfiigig

und nicht signifikant reduziert.
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5.3.3.3 Konzentrations-Wirkungsbeziehung der MAPK-Inhibitoren SB 203580 und
SP 600125 fiir die LPS-induzierte mRNA-Expression von IL-1

Die Vorbehandlung von J-774A.1 Makrophagen mit den MAP-Kinase-Inhibitoren SB 203580
oder SP 600125 verminderte die LPS-induzierte Expression der IL-1f mRNA (vgl. Abb. 45).
Daher wurden von beiden Inhibitoren Konzentrations-Wirkungsbeziehungen fiir die LPS-
induzierte mRNA-Expression von IL-13 erstellt. Die Vorbehandlung der Zellen mit
SB 203580 und SP 600125 verminderte die LPS-induzierte Expression von IL-1f signifikant
in Abhdngigkeit von der verwendeten Konzentration (Abb. 46).
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Abb. 46: Konzentrations-Wirkungsbeziehung von SB 203580 und SP 600125 fiir die LPS-induzierte
Expression der IL-1p mRNA in J-774A.1 Makrophagen. Die Zellen fur 30 min mit jeweils 0,1 uM, 1 pM, 10 pM
und 30 uM SB 203580 bzw. SP 600125 vorinkubiert und danach mit 1 ug/ml LPS stimuliert. Die Abundanz der
IL-18 mRNA wurde 8 h nach LPS-Applikation mittels Realtime RT-PCR bestimmt und jeweils gegen die mRNA
von GAPDH standardisiert. Die Werte sind angegeben als Mittelwerte + SEM von n =3 Proben pro Gruppe;
* p < 0,05 vs. Kontrolle, T p < 0,05 vs. LPS

Der Einsatz von SB 203580 bewirkte bei Verwendung zunehmender Konzentrationen von
0,1 uM bis 30 uM eine Verringerung der LPS-induzierten IL-1p mRNA-Expression um
34%, 84%, 99% und 99 %. SP 600125 verminderte bei Verwendung steigender
Konzentrationen von 1 uM bis 30 uM die LPS-induzierte Bildung der IL-1 mRNA um
41 %, 61 % und 65 %. Die niedrigste Konzentration von 0,1 uM hingegen bewirkte keine

Veranderung der LPS-induzierten mRNA-Expression von IL-1.
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5.3.4 Einfluss von Makroliden und des Ketolids Telithromycin auf die
LPS-induzierte Aktivierung der p38 MAPK und SAPK/JNK

Der Einfluss von Roxithromycin, Telithromycin, Azithromycin bzw. Clarithromycin auf die
LPS-induzierte Aktivierung der p38 MAPK und der SAPK/INK wurde in J-774A.1
Makrophagen untersucht. Die Vorbehandlung der Zellen mit Roxithromycin, Telithromycin,
Azithromycin und Clarithromycin fithrte zur verminderten Phosphorylierung beider

untersuchten MAP-Kinasen (Abb. 47).
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Abb. 47: Einfluss von Roxithromycin, Telithromycin, Azithromycin und Clarithromycin auf die LPS-
induzierte Phosphorylierung der p38 MAPK und SAPK/JNK in J-774A.1 Makrophagen. Die Zellen wurden
fur 1 h mit 80 pg/ml Roxithromycin (RXM), Telithromycin (TEL), Azithromycin (AZM) oder Clarithromycin (CAM)
vorinkubiert und danach mit 1 pg/ml LPS stimuliert. Die Anwesenheit der p38 MAPK und SAPK/JNK sowie jeweils
deren phosphorylierte Form wurde 3 h nach LPS-Applikation mittels Western Blot bestimmt.

Unter Einfluss von Roxithromycin, Telithromycin und Azithromycin wurde die LPS-
induzierte Bildung der phospho-p38 MAPK deutlich sichtbar gesenkt. Clarithromycin
hingegen beeinflusste die Phosphorylierung der p38 MAPK durch LPS nicht. Die Bildung der
phospho-SAPK/JNK wurde bei gleichzeitiger Applikation von Roxithromycin, Azithromycin

bzw. Clarithromycin sehr stark verringert und bei zusétzlicher Applikation von Telithromycin
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fast vollstindig gehemmt. Die Vorinkubation der Zellen mit Roxithromycin, Telithromycin,
Azithromycin und Clarithromycin sowie die nachfolgende Stimulation mit LPS hatten keinen
Einfluss auf die Anwesenheit der nicht phosphorylierten Formen der p38 MAPK und
SAPK/INK.

5.3.5 Einfluss von Roxithromycin und Telithromycin sowie der MAPK-
Inhibitoren SB 203580 und SP 600125 auf Stabilitat der IL-1 mRNA

Der Einfluss von Roxithromycin und Telithromycin sowie der MAPK-Inhibitoren SB 203580
und SP 600125 auf die Stabilitit der IL-13 mRNA wurde in J-774A.1 Makrophagen
untersucht. Dazu wurde die Halbwertszeit der IL-1 mRNA nach initialer 12-stiindiger LPS-
Stimulation und anschlieBender Zugabe des Transkriptionshemmstoffs Actinomycin D
bestimmt. Die Hemmung der LPS-induzierten Aktivierung der p38 MAPK und SAPK/INK
mit SB 203580 bzw. SP 600125, jedoch nicht die Inkubation mit Roxithromycin bzw.
Telithromycin, fiihrte zur Destabilisierung der IL-13 mRNA (Abb. 48).
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Abb. 48: Einfluss von SB 203580 und SP 600125 sowie Roxithromycin und Telithromycin auf die Stabilitat
der IL-18 mRNA nach Stimulation mit LPS in J-774A.1 Makrophagen. Die Zellen wurden fiir 12 h mit 1 pg/ml
LPS stimuliert. Danach wurden 30 uM SB 203580 bzw. SP 600125 oder 80 pg/ml Roxithromycin (RXM) bzw.
Telithromycin (TEL) sowie jeweils zur Hemmung der Transkription 2,5 pg/ml Actinomycin D (Act D) zugegeben.
Die Abundanz der IL-13 mRNA wurde vor (0 h) und 2, 5 und 8 h nach Zugabe von Act D mittels Realtime
RT-PCR bestimmt. Angegeben sind die Mittelwerte + SEM von n = 3 Proben pro Gruppe; * p<0,05vs.0h

Nach Applikation von Actinomycin D blieb die IL-1 mRNA iiber den gesamten gemessenen
Zeitraum von 8 h stabil; die Halbwertszeit der IL-1B mRNA lag somit iiber 8 h. Die
zusdtzliche Applikation von SB 203580 bzw. SP 600125 fiihrte 2 h bzw. 5 h nach Zugabe
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von Actinomycin D zur signifikanten Reduktion der verbleibenden Menge an IL-13 mRNA
und verringerte damit deren Halbwertszeit auf ca. 2,5h bzw. 5,5 h. Die Inkubation mit
Roxithromycin bzw. Telithromycin hatte 2 h und 5 h nach Applikation von Actinomycin D
keinen Einfluss auf die Stabilitdt der IL-1 mRNA, jedoch wurde 8 h nach Applikation von
Actinomycin D die Abundanz der restlichen IL-1 mRNA unter Einfluss von Roxithromycin

geringfiigig verringert.

5.3.6 Einfluss von Makrolid-Antibiotika und MAPK-Inhibitoren auf die

transkriptionelle Regulation des IL-13-Gens

5.3.6.1 Herstellung funktionsfahiger IL-1B-Promotorkonstrukte

Es wurden zwei IL-1B-Promotor-Luziferase Konstrukte generiert, welche ein 870 bp bzw.
2700 bp groBes Fragment des murinen IL-13 Promotors — die Fragmente unterschieden sich
in der Anzahl der verfiigbaren Bindunggsstellen fiir verschiedene Transkriptionsfaktoren —
und das Gen der Luziferase des Leuchtkifers (Firefly, Photinus pyralis) enthielten. Die
gewlinschten Fragmente des IL-1 Promotors wurden mittels PCR unter Einsatz der
spezifischen Primer hergestellt (Abb. 49, links). Beide PCR-Produkte wurden jeweils in einen
pGL3-Enhancer-Vektor direkt vor das Gen der Luziferase kloniert, worauthin die Luziferase
in Abhingigkeit von der Aktivitit des IL-13 Promotorfragments gebildet wird.

Die Promotorkonstrukte sollten anschlieend in J-774A.1 Makrophagen transfiziert werden.
Jedoch war es weder mit verschiedenen Transfektionsreagenzien, noch mit Hilfe der
Elektroporation oder der Methode der Magnetofektion moglich, diese Zelllinie erfolgreich zu
transfizieren. Aus diesem Grund wurden alle nachfolgenden Promotoruntersuchungen mit
einer anderen, transfizierbaren Makrophagen-Zelllinie durchgefiihrt, die freundlicherweise
von Dr. Klaus Ruckdeschel (Max von Pettenkofer Institut fiir Hygiene und Medizinische
Mikrobiologie, Miinchen) zur Verfligung gestellt wurde. Diese Makrophagen werden
nachfolgend immer als J-774R bezeichnet

Alle Transfektionen mit J-774R Makrophagen wurden als Co-Transfektionen mit einem der
beiden IL-13 Promotorkonstrukte und — zur Kontrolle der Transfektionseffizienz — mit einem
Kontrollplasmid, das die Luziferase von Renilla reniformis (eine Korallenart) konstitutiv

exprimiert, unter Verwendung von ExGen 500 durchgefiihrt.
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Abb. 49: PCR-Produkte zur Herstellung der Promotorkonstrukte (links) und Einfluss von LPS auf die
Promotoraktivitat (rechts) Links: Nach der PCR wurden die erhaltenen Produkte auf ein 1% Ethidiumbromid-
haltiges Agarosegel aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt. Rechts: Die mit den Konstrukten
transfizierten J-774R Makrophagen wurden mit 1 pg/ml LPS stimuliert. Die Firefly-Luziferaseaktivitat wurde 8 h
nach LPS-Applikation durch Lumineszenzmessung ermittelt und auf Aktivitat der Renilla-Luziferase bezogen. Die
Werte sind angegeben als Mittelwerte + SEM von n = 4 Proben pro Gruppe; * p < 0,05 vs. Kontrolle.

Die Inkubation der mit dem 870 bp IL-1B-Promotorkonstrukt transfizierten J-774R
Makrophagen mit LPS fiihrte zu einem signifikanten Anstieg der relativen Luziferase-
Aktivitdt von ca. 20 auf 60 Einheiten und damit zu einer 3-fach gesteigerten Aktivitdt des
870 bp groBen IL-1p Promotorfragments (Abb. 49, rechts oben). Die Stimulation der Zellen
mit LPS nach der Transfektion mit dem 2700 bp IL-1B-Promotorkonstrukt fiihrte zu einem
signifikanten Anstieg der relativen Luziferase-Aktivitit von ca. 40 auf 140 Einheiten und
damit zu einer 3,5-fach gesteigerten Aktivitit des 2700 bp groBBen IL-1B Promotorfragments
(Abb. 49, rechts unten).

5.3.6.2 Beeinflussung der Promotoraktivitidt von IL-1f durch Makrolide, das Ketolid
Telithromycin und die MAPK-Inhibitoren SB 203580 und SP 600125

Nach der Transfektion der J-774R  Makrophagen mit dem jeweiligen IL-1pB-

Promotorkonstrukt wurde der Einfluss von Roxithromycin, Telithromycin, Azithromycin und
Clarithromycin bzw. der MAP-Kinase-Inhibitoren SB 203580 und SP 600125 auf die LPS-

induzierte gesteigerte Promotoraktivitit untersucht. Weder die verschiedenen Antibiotika,
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noch die Inhibitoren der MAP-Kinasen fiihrten zu einer signifikanten Abschwéchung der nach

LPS-Stimulation gesteigerten Promotoraktivitit von IL-13 (Abb. 50).
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Abb. 50: Einfluss von Roxithromycin, Telithromycin, Azithromycin und Clarithromycin sowie SB 203580
und SP 600125 auf die LPS-induzierte Aktivierung der IL-1B Promotorfragmente in J-774R Makrophagen.
Die mit den Konstrukten transfizierten Makrophagen wurden fir 1 h mit 80 pug/ml Roxithromycin (RXM),
Telithromycin (TEL), Azithromycin (AZM) oder Clarithromycin (CAM) bzw. fir 30 min mit 30 uM SB 203580 oder
SP 600125 vorinkubiert und danach mit 1 pg/ml LPS stimuliert. Die Firefly-Luziferaseaktivitdt wurde 8 h nach
LPS-Applikation durch Lumineszenzmessung ermittelt und auf Aktivitdt der Renilla-Luziferase bezogen. Die
Werte sind angegeben als Mittelwerte + SEM von n = 4 Proben pro Gruppe; * p < 0,05 vs. Kontrolle.

Die Inkubation der mit den Promotorkonstrukten transfizierten Makrophagen mit LPS fiihrte
zwar jeweils zu einer 3 bzw. 3,5-fach gesteigerten relativen Luziferase-Aktivitét, jedoch
verminderte die Vorbehandlung der Zellen mit Roxithromycin, Telithromycin, Azithromycin
bzw. Clarithromycin oder mit SB 203580 bzw. SP 600125 weder die LPS-induzierte Aktivitit
des 870 bp groBen IL-1B-Promotors, noch die Aktivitit des grofen 2700 bp Promotors
signifikant.
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6 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit sollte die Wirksamkeit des Makrolids Roxithromycin bzw. des
Ketolids Telithromycin im akuten Lipopolysaccharid-induzierten Entziindungsgeschehen
untersucht werden. Zu diesem Zweck wurden unterschiedliche inflammatorische Tiermodelle
mit Méusen verwendet. Zuerst wurden die anti-inflammatorischen Eigenschaften beider
Substanzen im Modell einer akuten, lokalen Entziindung der Lunge und danach im Modell
einer akuten, systemischen Entziindung des ganzen Korpers bestimmt. Im zweiten Teil der
Arbeit sollte der molekulare Mechanismus der anti-inflammatorischen Eigenschaften im

Zellkulturmodell mit murinen Makrophagen genauer untersucht werden.

6.1 Anti-inflammatorische Wirksamkeit von Roxithromycin

und Telithromycin bei akuter Lungenentziindung

Seit Makrolide im Jahr 1982 erfolgreich in die Therapie der diffusen Panbronchiolitis
eingefithrt wurden (Kudoh et al., 1998), konzentrierten sich viele Studien auf den
therapeutischen Einsatz dieser Substanzen bei chronischen entziindlichen Lungenleiden. Es ist
jedoch nur wenig iiber die Effektivitdt von Makroliden im akuten Entziindungsgeschehen
bekannt. Ziel war es daher, die Wirksamkeit des Ketolids Telithromycin mit der des
Makrolids Roxithromycin in einem speziellen in vivo Modell zu vergleichen, in dem eine
akute, lokal auf die Lunge begrenzte Entziindungsreaktion durch Lipopolysaccharid (LPS)
ausgelost wurde.

Eine Lungenentziindung kann durch verschiedene Mikroorganismen, aber auch durch
chemische Reizstoffe verursacht werden. Die nasale Applikation von bakteriellem
Lipopolysaccharid ist ein geeignetes Modell einer akuten Lungenentziindung, da LPS ein
Aktivator des angeborenen Immunsystems und damit ein Trigger der Biosynthese
verschiedener Entziindungsmediatoren ist (Guha und Mackman, 2001; Raetz und Whitfield,
2002). Intranasal appliziertes LPS flihrt innerhalb weniger Stunden zur Bildung und
Freisetzung von Zytokinen (Oshikawa et al., 2002). Wichtig scheint dabei die Auswahl des
Serotyps, der Dosis und des applizierten Volumens von LPS (Szarka et al., 1997). In
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Anlehnung an etablierte Tiermodelle wurde LPS von E. coli des Serotyps 055:B5 verwendet,
welches als Losung in einem Volumen von insgesamt 50 ul (25 pl pro Nasenloch) verabreicht

wurde (Chignard und Balloy, 2000; Okamoto et al., 2004).

6.1.1 Induktion von Entziindungsmediatoren in der Lunge durch nasale

Applikation von LPS

Durch die nasale Verabreichung von LPS wird ein intensives Entziindungsgeschehen
induziert, das mit der Bildung proinflammatorischer Mediatoren, der Aktivierung und
Rekrutierung von Makrophagen und Neutrophilen in den Atemwegen einhergeht (Chignard
und Balloy, 2000; Oshikawa et al., 2002). Haufig wird die Bestimmung proinflammatorischer
Mediatoren oder die Einwanderung von Entziindungszellen in der bronchialen
Waschfliissigkeit (BALF, bronchoalveolar lavage fluid) durchgefiihrt. Man erhilt diese durch
Kaniilieren der Luftrohre und anschlieBendes Spiilen der Lunge mit PBS. Diese Priparation
der Lunge ist relativ zeitintensiv. Da neben der Proteinbildung auch die mRNA-Expression
verschiedener Mediatoren untersucht werden sollte, war zu beflirchten, dass die mRNA
wihrend dieser Behandlung am isolierten Organ durch RNasen abgebaut wird. Daher wurde
auf die Priparation der BALF verzichtet und die Bestimmung der Entziindungsmediatoren im
Gesamthomogenat der Lunge vorgenommen.

Um zu iiberpriifen, innerhalb welchen Zeitraums die nasale Applikation von LPS zur
Induktion proinflammatorischer Mediatoren fiihrt, wurde die LPS-induzierte mRNA- und
Proteinexpression iiber einen Zeitraum von 6 h untersucht. Sowohl die mRNA-Expression als
auch die Proteinbildung der proinflammatorischen Zytokine TNFa, IL-1f, IL-6 und IFNy
waren in der Lunge innerhalb von 3 - 6 h nach nasaler Applikation von LPS erhoht (Abb. 9
und Abb. 10). Die Messzeitpunkte fiir die Bestimmung der mRNA- und Proteinexpression
wurden in Anlehnung an die Arbeit von Oshikawa et al. (2002) gewéhlt, die nach nasaler
Applikation von LPS fiir TNFa, IL-1B und IL-6 eine maximale Induktion der mRNA- und
Proteinexpression nach 3 h fanden. Da Zytokine Induktoren anderer Entziindungsmediatoren
sind (Dinarello, 2000), wurde auch die Abundanz der induzierbaren Isoenzyme der
Cyclooxygenase (COX-2) und NO-Synthase (NOS-II) bestimmt. Wéahrend des gesamten
Messzeitraums kam es weder zum Anstieg der COX-2 noch der NOS-II mRNA (Abb. 11).
Womoglich bedarf es zur Induktion dieser Enzyme einer langeren Inkubationszeit mit LPS, da
andere Arbeitsgruppen eine vermehrte Bildung der NOS-II erst nach 24 h feststellen konnten
(Okamoto et al., 2004; Speyer et al., 2003).
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6.1.2 Makrolid-Antibiotika als anti-inflammatorische Wirkstoffe bei akuter

Lungenentzindung

Um die anti-inflammatorischen Eigenschaften von Roxithromycin und Telithromycin bei
akuter Lungenentziindung an Maéusen ndher zu charakterisieren, wurde ein spezielles
Therapieschema verwendet. In fritheren in vivo Untersuchungen zur anti-inflammatorischen
Wirkung von Makroliden bei Ratten und Méusen wurden hdufig Therapieschemata gewihlt,
bei denen die Substanzen in einer niedrigen Dosierung iiber mehrere Tage oder Wochen oral
verabreicht wurden (Kancko et al., 2003; Suzaki et al., 1999; Terao et al., 2003). Im
Gegensatz dazu lag das Interesse im Rahmen dieser Dissertation darauf, ob und in welchem
Ausmal} Makrolide anti-inflammatorisch wirksam sind, wenn sie als einmalige Einzeldosis
intraperitoneal verabreicht werden. Dazu wurden mit einer Dosis von 50 mg/kg fiir
Roxithromycin und 150 mg/kg fiir Telithromycin Dosierungen verwendet, die zwar deutlich
tiber der fiir den Menschen gebrauchlichen Dosis liegen, aber zur Anwendung im Tierversuch
tiblich sind (al-Humayyd, 1997; Kawazu et al., 2000; Tormakangas et al., 2004; Yatsunami et
al., 1999). Weder Roxithromycin noch Telithromycin 16sten sich in der gewiinschten
Konzentration in isotoner Kochsalzlosung, so dass jeweils eine Suspension dieser Substanzen
intraperitoneal injiziert wurde.

Die Vorbehandlung der Tiere mit einer intraperitoneal verabreichten Einzeldosis von
Roxithromycin verminderte die LPS-induzierte Bildung der proinflammatorischen Zytokine
TNFa, IL-18, IL-6 und IFNy in der Lunge sowohl auf Ebene der Genexpression als auch auf
Ebene der Proteinexpression (Abb. 12 und Abb. 13). Dies bestitigt die aus dem Modell einer
Carragenan-induzierten Brustfellentziindung erhaltenen Ergebnisse, bei dem eine einmalig
applizierte orale Einzeldosis von Roxithromycin, Clarithromycin und Erythromycin die
Bildung von TNFa im Pleural-Exsudat verringerte (Ianaro et al., 2000). Wie von weiteren
Arbeitsgruppen gezeigt werden konnte, flihrt eine orale Vorbehandlung mit Roxithromycin
von 3 bis 4 Wochen nach inhalativer bzw. intratrachealer Applikation von LPS zur Hemmung
der Proteinexpression von TNFa, IL-1f, IL-3, IL-4 und IL-5 in der Lunge (Konno et al.,
1994; Suzaki et al., 1999). In einem Tiermodell, das nach intratrachealer Applikation von
Pseudomonas aeruginosa den chronischen Verlauf der diffusen Panbronchiolitis simuliert,
verminderte eine 10-tdgige orale Zufuhr von Clarithromycin die Produktion verschiedener
Zytokine, darunter TNFa, IL-1p und tendenziell auch IFNy, in der Lunge (Yanagihara et al.,
2000). Die mRNA-Expression dieser Zytokine wurde jedoch in keiner der genannten Studien

bestimmt. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit lassen den Schluss zu, dass die verminderte
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Zytokinproduktion unter Einfluss der Makrolide im akuten Entziindungsgeschehen nicht auf
einer Hemmung der Protein-, sondern der Genexpression dieser Zytokine beruht.

Aufgrund fritherer Untersuchungen ist bekannt, dass Clarithromycin nicht nur die Produktion
und Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen vermindert, sondern auch die Bildung
von Chemokinen bzw. chemotaktischen Faktoren wie IL-8, MIP-1a. und MCP-1 in der BALF
von mit Mycoplasma pneumoniae infizierten Maiusen (Hardy et al., 2003) oder die
Mucusproduktion in einem die diffuse Panbronchiolitis simulierenden, chronischen
Entziindungsmodell (Kaneko et al., 2003). Wird die Bildung chemotaktischer Faktoren durch
Makrolide gehemmt, fiihrt dies zur reduzierten Einwanderung von Neutrophilen oder
Lymphozyten in die Lunge. Fiir diesen Vorgang ist die Bildung sog. Zelladhdsionsmolekiile
und deren Interaktion mit Endothelzellen von entscheidender Bedeutung. Einige Makrolide
vermindern nachweislich die Expression verschiedener Zelladhdsionsmolekiile in der Lunge
von mit Bleomycin behandelten Mausen bzw. nach intratrachealer Applikation von LPS, was
mit einer deutlich reduzierten Anzahl der Neutrophilen in der BALF einherging (Li et al.,
2002; Sanz et al., 2005).

Im Verlauf entziindlicher Prozesse spielen auch sekundédre Entziindungsmediatoren wie
Stickstoffmonoxid (NO) eine zentrale Rolle. Eine Uberproduktion von NO fiihrt zu
Zellschdaden und einer gesteigerten Gefallpermeabilitit in der Lunge (Gaston et al., 1994).
Eine Behandlung mit Erythromycin, Roxithromycin oder Clarithromycin hemmt, wie unter
Verwendung verschiedener in vivo Entziindungsmodelle gezeigt werden konnte, die
Expression der NOS-II und somit die Entstehung von NO in der Lunge (lanaro et al., 2000;
Tamaoki et al., 1999; Terao et al., 2003). Da die Induktion der NOS-II nach nasaler
Applikation von LPS innerhalb des untersuchten Zeitraums von 6 h ausblieb, konnten diese
Befunde im hier verwendeten Entziindungsmodell nicht iiberpriift werden (s. Kap. 6.1.1).

Da die diffuse Panbronchiolitis eine relevante Privalenz in Ostasien, insbesondere in Japan,
hat, liegen auch Daten zur anti-inflammatorischen Wirksamkeit von Makroliden bei
Menschen vor. In der Bronchialfliissigkeit von Patienten, die iiber mehrere Wochen mit
Makroliden behandelt wurden, ist die Anzahl der Neutrophilen und die Bildung verschiedener
Zytokine und Chemokine wie IL-1, IL-2, IL-8 und IFNy verringert (Ichikawa et al., 1992;
Oishi et al., 1994; Park et al., 2004; Sakito et al., 1996). Zudem nimmt die fiir die diffuse
Panbronchiolitis typische, exzessive Mucusproduktion und -sekretion unter Makrolidtherapie
merklich ab (Keicho und Kudoh, 2002; Siddiqui, 2004). Dariiber hinaus mehren sich die

Berichte, dass mit Makroliden auch gute klinische Erfolge bei der Therapie anderer
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entziindlicher Atemwegserkrankungen wie Asthma, chronische Sinusitis oder Mukoviszidose
erzielt werden (Amsden, 2005; Gotfried, 2004; Rubin und Henke, 2004).

Vom japanischen Gesundheitsministerium wird zur Therapie der diffusen Panbronchiolitis
der Einsatz von Erythromycin oder anderer 14-gliedriger Derivate wie Roxithromycin und
Clarithromycin empfohlen. Josamycin, ein 16-gliedriges Makrolide, stellte sich in vivo als
ineffektiv heraus (Kawashima et al., 2002; Keicho und Kudoh, 2002). Zu den anti-
inflammatorischen Eigenschaften des Ketolids Telithromycin wurden bisher keine in vivo
Studien durchgefiihrt. Wie Abb. 12 und Abb. 13 zeigen, verminderte die Vorbehandlung der
Miuse mit Telithromycin die LPS-induzierte mRNA- und Proteinexpression der
proinflammatorischen Zytokine TNFa., IL-1, IL-6 und IFNy in der Lunge. Fiir Cethromycin,
einem weiteren Vertreter der Ketolide, wurde gefunden, dass eine mehrtidgige Behandlung mit
dieser Substanz die Bildung verschiedener Zytokine und Chemokine, darunter TNFa, 1L-8
und IFNy, in der BALF von mit Mycoplasma pneumoniae infizierten Mausen reduziert (Rios
et al., 2004). In einer anderen Studie verminderte das Ketolid HMR 3004 die Einwanderung
von Neutrophilen und Makrophagen in die Lunge und reduzierte die Freisetzung von IL-6 und
NO im Lungengewebe von mit Streptococcus pneumoniae infizierten Méusen (Duong et al.,
2001). Da bei Ketoliden der Zucker Cladinose an Position C(3) des 14-gliedrigen
Macrolactonrings durch eine Ketogruppe ersetzt wurde, scheint dieser Zucker fiir die anti-
inflammatorische Wirkung von Makrolid-Antibiotika nicht entscheidend zu sein. Im
Gegensatz dazu ist der Desosamin-Zucker an Position C(5) essentiell fiir die antibiotische
Wirkung von Makroliden und Ketoliden (vgl. Kap. 1.2.2).

Es bleibt somit festzuhalten, dass Ketolide im Tierversuch den konventionellen Makroliden
vergleichbare anti-inflammatorische Eigenschaften besitzen und daher ebenfalls zur Therapie
der diffusen Panbronchiolitis oder anderer entziindlicher Lungenerkrankungen in Frage

kommen konnen.
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6.2 Anti-inflammatorische Wirksamkeit von Roxithromycin

und Telithromycin bei akuter systemischer Entziindung

Die meisten Untersuchungen zu den anti-inflammatorischen Eigenschaften von Makroliden
wurden im Hinblick auf deren klinische Wirksamkeit bei der Therapie entziindlicher
Atemwegserkrankungen durchgefiihrt. Die Aufmerksamkeit richtete sich daher kaum auf die
Effektivitit dieser Substanzen in anderen Organen auller der Lunge. Es ist jedoch
anzunehmen, dass Makrolide bzw. Ketolide die anti-inflammatorischen Effekte auch
systemisch zeigen. Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit sollte deshalb die Wirksamkeit
des Makrolids Roxithromycin und des Ketolids Telithromycin in einem weiteren in vivo
Modell untersucht werden, in dem durch intraperitoneale Injektion von Lipopolysaccharid
eine akute systemische Entziindungsreaktion ausgelost wurde.

Die intraperitoneale Applikation von LPS fiihrt innerhalb kurzer Zeit zur gesteigerten
Expression von Zytokinen und sekundérer Entziindungsmediatoren wie NO und Prostanoiden
(Dinarello, 2000; Raetz und Whitfield, 2002). Das am Institut bestehende Modell der
experimentellen Sepsis, bei dem die Tiere eine intravendse Applikation von 10 mg/kg LPS
von E. coli des Serotyps 0111:B4 erhalten (Bucher et al., 2001; Hocherl et al., 2002), wurde
beziiglich der Dosis und der Applikationsart abgewandelt, um die Versuchtiere nicht
ibermdfig zu belasten. Mit der intraperitonealen Injektion von 1 mg/kg LPS wurde ein
Behandlungsprotokoll gewidhlt, das eine ausreichende Immunantwort mit Bildung

proinflammatorischer Mediatoren gewéhrleistet (Terao et al., 2003).

6.2.1 Induktion von Entziindungsmediatoren durch intraperitoneale

Applikation von LPS

Im systemischen Entziindungsgeschehen reagiert der gesamte Kdorper auf die Anwesenheit
von LPS mit der Aktivierung des angeborenen Immunsystems, mit dem Ziel die Invasion des
Pathogens zu verhindern (Bochud und Calandra, 2003). Monozyten bzw. Makrophagen
produzieren und sezernieren proinflammatorische Zytokine (Calandra et al., 2002), die
ihrerseits die Produktion und Freisetzung anderer Mediatoren stimulieren. Dadurch werden
verschiedene Zellen des Immunsystem wie neutrophile Granulozyten und Lymphozyten

angelockt, die das weitere Entzliindungsgeschehen modulieren (Hotchkiss und Karl, 2003).
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In Abb. 14 ist die mRNA-Expression verschiedener proinflammatorischer Zytokine nach
LPS-Applikation in Lunge, Leber, Herz, Niere und Milz wiedergegeben. In allen Organen ist
eine bestimmte zeitliche Reihenfolge der mRNA-Expression der Zytokine zu erkennen, in der
TNFa bereits nach 1 h, IL-1p und IL-6 in Abhéngigkeit des Organs nach 1 -2 h und IFNy
erst nach 6 h gebildet werden. Diese Reihenfolge wurde auch bei der Proteinbildung dieser
Zytokine in Lunge, Leber und im Plasma eingehalten (Abb. 15). Eine &hnliche zeitliche
Abfolge fiir die LPS-induzierte Zytokin-Produktion konnte schon in fritheren Untersuchungen
in verschiedenen Organen bzw. im Plasma von Ratten und Méusen festgestellt werden
(Salkowski et al., 1997; Sass et al., 2002; Zacharowski et al., 2000). Diesen Zytokinen
kommen somit unterschiedliche Funktionen im zeitlichen Verlauf der Entziindungsreaktion
Zu.

Es ist bekannt, dass proinflammatorische Zytokine, insbesondere TNFa und IL-1[,
Induktoren sekundirer Entziindungsmediatoren wie Prostanoiden und NO sind (Dinarello,
2000). Daher wurde auch die mRNA-Expression der induzierbaren Enzyme COX-2 und
NOS-II in Lunge, Leber, Herz, Niere und Milz bestimmt. Die Applikation von LPS bewirkte
in Abhéngigkeit des jeweiligen Organs bereits nach ca. 2 h eine Induktion der COX-2 und
nach ca. 6 h eine deutlich verzogerte Induktion der NOS-II mRNA (Abb. 16). Diese zeitliche
Reihenfolge spiegelte sich auch bei der Bildung der Prostanoide und der Entstehung von NO
in Lunge, Leber und im Plasma wieder (Abb. 17). Frithere Untersuchungen bestitigen, dass
die Expression der NOS-II mRNA und die nachfolgende Bildung von NO in den einzelnen
Organen bzw. im Plasma einer ldngeren Stimulation mit LPS von mindestens 3 - 6 h bedarf
(Lecour et al., 1999; Lin et al., 2005; Salkowski et al., 1997; Terao et al., 2003). Es ist
generell akzeptiert, dass die COX-2 zu den sog. ,,immediate early genes* (IEG) gehdrt. Der
Zeitpunkt der maximalen Expression der COX-2 und der durch sie gebildeten Prostanoide
nach systemischer LPS-Applikation liegt in Abhédngigkeit von der Art der Applikation (i.v.
oder i.p.), der verwendeten LPS-Dosis (1 mg/kg bis 10 mg/kg) oder der Art der Versuchstiere
(Ratte oder Maus) in einem Zeitraum von ca. 1 - 6 h (Futaki et al., 1997; Hocherl et al.,
2002; Reddy et al., 2001; Takahashi et al., 1995).

Im hier verwendeten Modell der LPS-induzierten systemischen Inflammation bei Méausen
wird veranschaulicht, dass zur Induktion der COX-2 bzw. der Prostanoide aufgrund der
zeitlichen Unterschiede in der mRNA-Expression nur die Zytokine TNFa., IL-13 und IL-6,
aber nicht IFNy notwendig sind. Im Gegensatz dazu ist IFNy, da dieses Zytokin ebenso wie

die NOS-II bzw. NO erst nach mehreren Stunden hinreichend gebildet wird, neben TNFo und
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IL-1B, fiir die Induktion der NOS-II und der nachfolgenden Bildung von NO ganz
entscheidend (Salkowski et al., 1997; Thiemermann, 1997).

6.2.2 Makrolid-Antibiotika als anti-inflammatorische Wirkstoffe bei akuter

systemischer Entziindung

Um die akute anti-inflammatorische Wirksamkeit von Roxithromycin und Telithromycin im
akuten systemischen Entzlindungsgeschehen zu untersuchen, wurde ebenfalls eine einmalige,
intraperitoneal applizierte Einzeldosis der Wirkstoffe verwendet (vgl. Kap. 6.1.2). Die
Vorbehandlung der Tiere mit Roxithromycin bzw. Telithromycin verminderte die LPS-
induzierte mRNA-Expression von IFNy in Lunge, Leber, Herz, Niere und Milz, ebenso wie
die mRNA-Expression von TNFa in diesen Organen mit Ausnahme der Milz (Abb. 18 bis
Abb. 22). Die LPS-induzierte Bildung der IL-1 mRNA hingegen wurde nur in Lunge, Leber
und Niere, die Bildung der IL-6 mRNA nur in Leber und Milz verringert. Diese
organspezifischen Unterschiede wurden durch die Messung der Proteinbildung dieser
Zytokine in Lunge, Leber und Plasma iiberpriift. Die LPS-induzierte Bildung der Zytokine
TNFo und IFNy wurde unter Einfluss von Roxithromycin bzw. Telithromycin in beiden
Organen sowie im Plasma deutlich reduziert, wihrend die Bildung von IL-1f nur in der
Lunge und die von IL-6 in keinem der untersuchten Organe verringert wurde (Abb. 23 bis
Abb. 25).

Es féllt auf, dass die Produktion von TNFa in der Milz im Gegensatz zu den restlichen
Organen von beiden Substanzen unbeeinflusst ist. Moglicherweise liegt das daran, dass die
Milz, als eines der sekunddren lymphatischen Gewebe, ein Organ der spezifischen
Immunantwort ist, die Entstehung der vorliegenden akuten Entziindungssituation aber den
Mechanismen der angeborenen Immunitdt unterliegt. Zum Aufgabenbereich lymphatischer
Organe gehort weniger die akute Infektabwehr mit Produktion frither proinflammatorischer
Zytokine wie TNFa, sondern vielmehr die Entwicklung einer spezifischen Abwehrreaktion
mit Aktivierung und Mobilisierung von B- und T-Lymphozyten. Es ist allerdings denkbar,
dass Makrolide in der Milz dennoch anti-inflammatorische Effekte besitzen, die den
fortscheitenden Verlauf einer Entziindung nach Aktivierung der spezifischen Immunsystems
beeinflusssen. Diese Theorie wird durch die Befunde gestiitzt, dass Roxithromycin die
Expression bestimmter co-stimulierender Signalfaktoren der B-Zellaktivierung wie CD40 in

der Milz vermindert, was zur reduzierten Produktion spezifischer IgE-Antikorper fiihrt

(Kawazu et al., 2000; Suzuki et al., 2002).
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Da sich die meisten bisherigen Untersuchungen auf die Effektivitit der Makrolide im
Respirationstrakt konzentrierten, existieren kaum Berichte, die die Wirksamkeit dieser
Substanzen im akuten systemischen Entziindungsgeschehen bzw. in anderen Organen auf3er
der Lunge beschreiben. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine
einmalige intraperitoneale Einzeldosis von Roxithromycin bzw. Telithromycin auch in
anderen Organen wie Leber, Herz und Niere die LPS-induzierte Produktion einiger Zytokine
senkt. In einer Studie mit verschiedenen Makroliden wurde nachgewiesen, dass eine
Einmalgabe dieser Substanzen die Odembildung im Modell des Carragenan- bzw. Poly-
L-Arginin-induzierten Pfotenddem bei Ratten, dem Standardmodell zur Evaluierung anti-
inflammatorischer Wirkstoffe, drastisch reduziert (Agen et al., 1993; Scaglione und Rossoni,
1998). Niedrig-dosierte Erythromycin-Therapie iiber mehrere Wochen fiihrte bei Zymosan-
induzierter Peritonitis zu einer unterdriickten Immunantwort, die mit verringerter
Einwanderung von Leukozyten und reduzierter Odembildung einherging und dabei eine
vergleichbare Effektivitit mit einer 2-tdgigen Dexamethason-Therapie zeigte (Mikasa et al.,
1992). Roxithromycin, Azithromycin und Clarithromycin, liber einen Zeitraum von 4 Wochen
oral verabreicht, fiihren nach intraperitonealer Applikation von LPS zur reduzierten Bildung
von TNFa, IL-1B, und IL-6 im Plasma (Terao et al., 2003). Es wurde daher vorgeschlagen,
dass Makrolide ihre anti-inflammatorischen Wirkungen erst entfalten, wenn sie {iber langere
Zeit verabreicht werden. Die Befunde von Suzaki et al. (1999) zur anti-inflammatorischen
Wirksamkeit einer mindestens 7-wochigen Therapie mit Roxithromycin bei LPS-induzierten
Lungenentziindung — eine 5-wochige Therapie erwies sich als ineffektiv — lieBen ebenfalls
diese Vermutung zu. In der vorliegenden Arbeit konnte jedoch gezeigt werden, dass auch eine
intraperitoneal verabreichte Einzeldosis des Makrolides Roxithromycin sowie auch des
Ketolids Telithromycin in der Lage ist, das akute Entziindungsgeschehen zu beeinflussen,
indem die LPS-induzierte Bildung bestimmter Zytokine wie TNFa, IFNy und teilweise auch
IL-1P in verschiedenen Organen gehemmt wurde.

Ein wichtiger Effektormechanismus der angeborenen Immunantwort ist die Mobilisierung
von Leukozyten, ein Vorgang, der im Rahmen der Entziindungsreaktion mit Odembildung
und Schwellung einhergeht. Verschiedene Zytokine wie TNFa und insbesondere Chemokine
wie IL-8 induzieren eine gerichtete Chemotaxis fiir Leukozyten, d.h. sie locken Monozyten
und Neutrophile aus dem Blut an den Entziindungsherd im Gewebe, indem sie bestimmte
Zelladhdsionsmolekiile aktivieren (Suzuki und Ikeda, 2002). Die Ergebnisse verschiedener in
vitro Untersuchungen belegen, dass Makrolide die Expression von Zelladhdsionsmolekiilen

wie I[CAM-1 und VCAM-1 verringern (Matsuoka et al., 1996; Suzuki und Ikeda, 2002). In
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einem Tiermodell einer LPS-induzierter Lungenentziindung konnte kiirzlich gezeigt werden,
dass eine mehrtdgige Behandlung mit Erythromycin die Expression der
Zelladhdsionsmolekiile P- und E-Selektin sowie ICAM-1 und VCAM-1 auch in vivo hemmt
(Sanz et al., 2005). Dies konnte den Befund erkldren, dass die Zahl der Neutrophilen im
Exsudat von Maidusen mit Carragenan-induzierter Brustfellentziindung bzw. in der
Bronchialfliissigkeit von Patienten mit entziindlichen Atemwegserkrankungen unter
Makrolidtherapie stark abnimmt (Ianaro et al., 2000; Ichikawa et al., 1992; Kadota et al.,
1993; Sakito et al., 1996). Obwohl, wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt, Makrolide die
Bildung von Zytokinen im akuten Entziindungsgeschehen verringern, konnte im verwendeten
Tiermodell keine Beeinflussung der LPS-induzierten mRNA-Expression  von
Adhésionsmolekiilen durch Roxithromycin oder Telithromycin festgestellt werden (Daten
nicht gezeigt).

Neben immunmodulatorischen Eigenschaften besitzen Makrolide auch die Fiahigkeit, die
Beendigung einer Entziindungssituation zu beschleunigen, indem sie den Lebenszyklus von
Neutrophilen beeinflussen. Neutrophile sind sehr kurzlebige Zellen mit einer mittleren
Verweildauer im Blut von nur ca. 6 - 8§ h. Im Knochenmark werden pro Minute etwa 100
Millionen Neutrophile produziert, die schlieBlich nach wenigen Stunden mittels Apoptose,
dem programmierten Zelltod, wieder beseitigt werden. Makrolide sind in der Lage, die
Lebenszeit der Neutrophilen zu verkiirzen, indem sie den Prozess der Apoptose beschleunigen
(Aoshiba et al., 1995; Inamura et al., 2000). Begiinstigt wird dies durch die Eigenschaft von
Makroliden, sich in Phagozyten wie Neutrophilen und Makrophagen anzureichern (Bosnar et
al., 2005; Vazifeh et al., 1997). Da diese Zellen in Entziindungsherde einwandern, werden
dort hohe lokale Konzentrationen der Substanzen erreicht (Ubersicht bei Schénfeld und Kirst,
2002), was einerseits die Aktivitdt gegen Bakterien verldngert, andererseits aber auch die
Phagozyten-Funktion beeinflusst (Labro, 2000). Womoglich bietet diese spezielle
Anreicherung der Makrolide in Entziindungszellen eine Erkldrung, warum eine
intraperitoneale Einzeldosis von Roxithromycin oder Telithromycin, wie in der vorliegenden
Arbeit gezeigt, die Produktion der Zytokine TNFa und IFNy in vielen verschiedenen Organen
wie Lunge, Leber, Herz, Niere und im Plasma nach intraperitonealer Applikation von LPS
wirksam verringern kann. Eine Hauptaufgabe von Phagozyten neben der Zyokinproduktion
und -freisetzung ist die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS). Dieser als oxidativer Burst
bezeichnete Vorgang beinhaltet die Aktivierung der NADPH-Oxidase, ein Enzym, das die
Entstehung von Sauerstoffradikalen katalysiert (Clark, 1999). Die hauptsichlich von

Neutrophilen gebildeten ROS toten infektiose Mikroorganismen ab, fiihren aber im Rahmen
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entziindlicher Prozesse auch zur Schadigung des betroffenen Gewebes. Verschiedene Studien
mit Neutrophilen zeigen, dass Makrolide auch den oxidativen Burst und damit die Produktion
schéadlicher ROS beeintrachtigen kdnnen (Abdelghaffar et al., 2005; Lin et al., 2000). Die
Bildung von ROS wurde in der vorliegenden Arbeit jedoch nicht untersucht.

Neben der Aktivierung der NADPH-Oxidase werden im weiteren Verlauf einer Entziindung
auch andere inflammatorische Enzyme wie COX-2 und NOS-II induziert, was zur Bildung
von Prostanoiden und NO fiihrt (vgl. Kap. 6.2.1). Roxithromycin und Telithromycin
reduzierten die LPS-induzierte mRNA-Expression der COX-2 in Leber, Herz und Milz, aber
nicht in Lunge und Niere (Abb. 26 bis Abb. 30). Die COX-2 Proteinexpression in Lunge und
Leber sowie die Bildung der Prostanoide in Lunge, Leber und Plasma wurde hingegen weder
von Roxithromycin noch von Telithromycin beeinflusst (Abb. 31), so dass sich die teilweise
erhaltenen Effekte beziiglich der mRNA-Expression nicht bestétigt haben. Wie Abb. 32 und
Abb. 33 zeigen, bewirkte jedoch eine Vorbehandlung der Tiere mit Roxithromycin oder
Telithromycin eine Verminderung der LPS-induzierten mRNA-Expression der NOS-II in
Lunge, Leber, Herz, Niere und Milz sowie eine Reduktion der NOS-II Proteinexpression in
Lunge und Leber. Die Entstehung von NO wurde in der Lunge und im Plasma, ansatzweise
auch in der Leber, unter Einfluss der Antibiotika ebenfalls verringert (Abb. 34). Da die
Bildung des Zytokins IFNy, wie in Kap. 6.2.1 erldutert, entscheidend ist fiir die Induktion der
NOS-II und die nachfolgende Entstehung von NO, ist es denkbar, dass die verringerte Gen-
und Proteinexpression der NOS-II eine Folge der gehemmten Zytokinbildung ist. In einer
fritheren Studie wurde bereits beschrieben, dass eine mehrwochige orale Therapie mit
verschiedenen Makroliden die Expression der NOS-II in der Lunge sowie die Bildung von
NO im Plasma nach intraperitonealer LPS-Applikation verringern kann (Terao et al., 2003).
In der vorliegenden Arbeit konnte nun auch gezeigt werden, dass bereits eine intraperitoneale
Einzeldosis des Makrolids Roxithromycin bzw. des Ketolids Telithromycin in der Lage ist,
die Bildung der induzierbaren NO-Synthase und die nachfolgende Entstehung von NO nach
Stimulation mit LPS zu hemmen. Dariiber hinaus wurde veranschaulicht, dass diese
Makrolid-Antibiotika ihre anti-inflammatorischen Eigenschaften nicht nur in der Lunge,
sondern auch in anderen Organen wie Leber, Herz, Niere und Milz ausiiben.

Es ist bekannt, dass NO eine entscheidende Rolle bei der Pathophysiologie des septischen
Schocks spielt (Hotchkiss und Karl, 2003; Thiemermann, 1997). Die durch Endotoxin
verursachte Bildung von endogenem NO trigt zu Hypotension und Vasoplegie bei, und ist
damit eine der Ursachen des septischen Organversagens. Dariiber hinaus fiihrt eine

tibermdfige Produktion von NO in Wechselwirkung mit Sauerstoffradikalen iiber Bildung
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von Peroxynitrit auch zu direkten Gewebeschidden (Wolkow, 1998). Unerldsslich in der
Behandlung der Sepsis ist die antimikrobielle Therapie. Die Auswahl des Antibiotikums
erfolgt dabei nach empirischen Gesichtspunkten. Da Makrolide, wie in der vorliegenden
Arbeit veranschaulicht, in der Lage sind, unabhingig von ihrer antibiotischen Wirkung die
Bildung proinflammatorischer Zytokine wie TNFa, IL-18 und IFNy und die nachfolgende
Entstehung von NO im systemischen Entziindungsgeschehen effektiv zu verringern, konnte
diese Antibiotika-Klasse in der Sepsis-Therapie moglicherweise besonders geeignet sein.
Dafiir sprechen auch die Ergebnisse einer Arbeitsgruppe, die kiirzlich gezeigt hat, dass eine
intravendse Applikation von Clarithromycin die systemische Entziindung und damit auch die
Mortalitdt wahrend einer experimentellen Sepsis mit therapie-resistenten Pseudomonas
aeruginosa bzw. Escherichia coli bei Kaninchen drastisch zu senken vermag (Giamarellos-
Bourboulis et al., 2004; Giamarellos-Bourboulis et al., 2005).
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6.3 Anti-inflammatorische Eigenschaften von Makrolid-

Antibiotika in murinen Makrophagen

Wie die Ergebnisse der in vivo Untersuchungen veranschaulicht haben, sind Makrolide und
Ketolide in der Lage, die Produktion und/oder Sekretion proinflammatorischer Zytokine zu
hemmen. Jedoch kann anhand dieser Studien keine Aussage getroffen werden, welcher
molekulare Mechanismus diesen anti-inflammatorischen Eigenschaften zugrunde liegt. Daher
wurden im zweiten Teil der Arbeit in vitro Experimente mit murinen Makrophagen

durchgefiihrt, die den prizisen molekularen Wirkmechanismus nidher charakterisieren sollten.

6.3.1 Modell einer akuten LPS-induzierten Entziindungssituation unter

Verwendung der murinen Makrophagen-Zelllinie J-774A.1

Zur Etablierung eines geeigneten Zellkulturmodells musste eine Zelllinie gewéhlt werden, die
spezifische Mustererkennungsrezeptoren (PRR) besitzt (vgl. Kap. 1.1.2.3) und nach Kontakt
mit Lipopolysaccharid zuverldssig Zytokine produziert. Im Rahmen der angeborenen
Immunantwort werden neben neutrophilen Granulozyten insbesondere Makrophagen
aktiviert, die eine Verbreitung eines Pathogens durch Phagozytose einddmmen und durch die
Produktion und Freisetzung von Zytokinen eine effektive Abwehrreaktion induzieren. Die
Makrophagen-Zelllinie J-774A.1 erwies sich als geeignet, da diese Zellen leicht kultivierbar
sind und nach Stimulation mit Lipopolysaccharid die Zytokine TNFa, IL-1pf und IL-6
produzieren (Martin und Dorf, 1990). Je nach verwendetem LPS-Serotyp empfehlen sich
Konzentrationen von 50 ng/ml — 1 pg/ml LPS. In Anlehnung an andere Entziindungsmodelle
mit Makrophagen oder Monozyten wurde schlieBlich mit 1 pg/ml LPS (von E. coli, Serotyp
0111:B4) eine Konzentration verwendet, die eine sichere Induktion der Zytokine in

Makrophagen gewihrleistet (Ianaro et al., 2000; Suzaki et al., 1999).

6.3.2 Induktion von Zytokinen nach Stimulation mit LPS

Der Zusatz von LPS zum Zellkulturmedium 16st bei Makrophagen eine unspezifische
Immunantwort aus, die mit der Poduktion proinflammatorischer Zytokine einhergeht (Raetz
und Whitfield, 2002). Die Inkubation von J-774A.1 Makrophagen mit LPS fiihrte zur
gesteigerten mRNA-Expression von TNFa, IL-13 und IL-6 (Abb. 35). Es besteht eine

bestimmte zeitliche Reihenfolge in der mRNA-Expression dieser Zytokine, bei der zuerst
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TNFa, danach IL-1B und zuletzt IL-6 induziert wird. Neben der mRNA-Expression wurde
auch die Proteinexpression von Pro-IL-1f untersucht. Diese Vorstufe von IL-13 war ca.
8 - 12 h nach Stimulation mit LPS maximal induziert (Abb. 36). Um die Messzeitpunkte zu
vereinheitlichen, wurden die nachfolgenden Untersuchungen zur mRNA-Expression fiir
TNFa und IL-1B zum Zeitpunkt 8 h und fiir IL-6 zum Zeitpunkt 24 h nach LPS-Applikation
durchgefiihrt. Die Bestimmung der Proteinexpression von Pro-IL-1f erfolgte zum Zeitpunkt
10 h, die Bestimmung zur Proteinbildung aller Zytokine mittels ELISA zum Zeitpunkt 24 h
nach LPS-Applikation.

6.3.3 Einfluss der Antibiotika auf die LPS-induzierte Zytokinbildung

Um den Einfluss von Roxithromycin, Azithromycin, Clarithromycin und Telithromycin auf
die LPS-induzierte Zytokinbildung untersuchen zu konnen, musste zuerst eine geeignete
Dosierung dieser Substanzen gefunden werden. In der Literatur wird die Verwendung
unterschiedlichster Konzentrationen beschrieben, je nachdem, ob die antibiotischen oder die
anti-inflammatorischen Eigenschaften dieser Substanzen charakterisiert werden sollten. Im
Allgemeinen werden zur Untersuchung der anti-inflammatorischen Wirksamkeit von
Makroliden hohere Konzentrationen eingesetzt, die im Bereich von 1 - 100 uM (entsprechend
ca. 0,8 - 80 ug/ml) liegen (Ianaro et al., 2000; Kohri et al., 2000; Morikawa et al., 2002). Die
Auswahl der Dosierung richtete sich daher an diese Vorgaben. Da sich Makrolide in
Phagozyten anreichern (Ubersicht bei Schénfeld und Kirst, 2002), wurde mit einer
Vorinkubationszeit von 1 h ein ausreichender Vorlauf vor der LPS-Zugabe gewihlt, um die
Anreicherung der Wirkstoffe in den Makrophagen zu gewéhrleisten (Bosnar et al., 2005).

Die Vorbehandlung der Makrophagen mit Roxithromycin, Telithromycin, Azithromycin und
Clarithromycin fiihrte nach Inkubation mit LPS zur reduzierten Bildung der Zytokine IL-1f3
und IL-6 auf mRNA- und Proteinebene, verminderte aber weder die mRNA-Expression, noch
die Proteinbildung und Freisetzung von TNFa (Abb. 37 bis Abb. 40). Obwohl diese Zelllinie
in der Lage ist, groBe Mengen an IL-1p zu produzieren, wird dieses Zytokin scheinbar nicht
von den Makrophagen freigesetzt. Die Tatsache, dass IL-1B nur im Zelllysat, aber nicht im
Zellmedium nachweisbar war, deutet darauf hin, dass entweder keine Transportsysteme fiir
IL-1B existieren oder dieses Zytokin intrazellulir gebunden wird. Da der Einfluss der
Makrolide auf die LPS-induzierte Bildung von IL-1 am deutlichsten ausgeprigt war,

konzentrierten sich die nachfolgenden Experimente auf Bestimmung dieses Zytokins.
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Um zu tiiberpriifen, ob die gefundenen Effekte der Makrolid-Antibiotika spezifisch sind, d.h.
nicht aufgrund der hohen Konzentration von 80 pg/ml zustande kamen, wurde fiir alle
Wirkstoffe eine Konzentrations-Wirkungsbeziehung unter Verwendung von Konzentrationen
zwischen 0,8 - 80 pg/ml erstellt. Wie Abb. 41 bis Abb. 43 zeigen, hemmten alle Antibiotika
die LPS-induzierte mRNA- und Proteinexpression in Abhédngigkeit von der verwendeten
Konzentration; dieser Effekt war bei Verwendung der hochsten Konzentration am stédrksten,
gefolgt von der mittleren Konzentration, bei der dieser Effekt zwar geringer aber immer noch
deutlich ausfiel, wahrend bei der Verwendung der geringsten Konzentration kaum mehr bzw.
nur tendenziell ein Effekt zu verzeichnen war. Makrolide und Ketolide hemmen die IL-1[3-
Expression demnach spezifisch.

Viele bisherige in vitro Studien konzentrierten sich auf dic Messung der Zytokine im
Zellkulturmedium mittels ELISA. So konnte in Untersuchungen mit Monozyten bzw.
Makrophagen bereits nachgewiesen werden, dass Roxithromycin, Azithromycin und
Clarithromycin die LPS-induzierte Freisetzung von TNFa, IL-1f und IL-6 ins Zellmedium
dosisabhéngig verringern (Ianaro et al., 2000; Khan et al., 1999). Clarithromycin verminderte
die LPS-induzierte Produktion von TNFo und IL-1f in einer Studie mit humanen Monozyten,
die mit LPS stimuliert wurden, ebenso effektiv wie das Glucocorticoid Dexamethason,
welches als Positivkontrolle verwendet wurde (Morikawa et al., 1996). Fiir Roxithromycin
wurde gefunden, dass sogar Dosierungen unter 1 pg/ml ausreichend sind, die LPS-induzierte
Bildung von TNFo und IL-1B deutlich zu reduzieren (Suzaki et al., 1999). Auch das Ketolid
Telithromycin ist in der Lage, die Sekretion verschiedener Zytokine, darunter TNFa, IL-1a,
IL-1B und IL-6, nach Stimulation mit LPS oder Shiga Toxin in Monozyten wirkungsvoll zu
hemmen (Araujo et al., 2002; Nakagawa et al., 2003). In der vorliegenden Arbeit konnte
dartiber hinaus gezeigt werden, dass Makrolide nicht nur die LPS-induzierte Proteinbildung,
sondern auch die mRNA-Expression von IL-1B und IL-6 hemmen. Hingegen wurde die
TNFo-Produktion nicht beeinflusst. Moglicherweise liegt das daran, dass die Zelllinie
J-774A.1 stark auf die Produktion von Interleukinen und weniger auf die Produktion von
TNFa spezialisiert ist, so dass insbesondere Effekte auf die Interleukin-Expression deutlich
werden. Dies ldsst zuminderst die starke Induktion der mRNA von IL-B (ca. 150-fach) und
IL-6 (ca. 200-fach) durch LPS im Gegensatz zu der von TNFa (ca. 5-fach) vermuten.
Aufgrund der hohen Privalenz der diffusen Panbronchiolitis in Japan, bei deren Pathogenese
sich das Chemokin IL-8 als wichtiger chemotaktischer Faktor beziiglich der Rekrutierung von
Neutrophilen herausstellte, wurden viele in vitro Untersuchungen zur Expression dieses

Chemokins in humanen bronchialen Epithelzellen unternommen. Es zeigte sich, dass
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Roxithromycin bzw. Erythromycin die mRNA-Expression von IL-8 nach Stimulation mit
IL-1a in diesen Zellen wirkungsvoll reduzieren kdnnen, was in der Folge zur verminderten
Adhésion von Neutrophilen an die Epithelzellen fiihrte (Kawasaki et al., 1998; Takizawa et
al., 1997). In diesem Zusammenhang wurde auch nachgewiesen, dass Clarithromycin die
Expression von Zelladhdsionsmolekiilen wie ICAM-1 und VCAM-1 in Fibroblasten
verringert (Matsuoka et al., 1996; Miyanohara et al., 2000).

Es ist bekannt, dass Zytokine starke Induktoren sekundirer Entziindungsmediatoren wie
Prostanoiden und NO sind (Dinarello, 2000). Die Ergebnisse von Ianaro et al. (2000) zeigen,
dass Makrolide neben einer verminderten Zytokinproduktion auch die LPS-induzierte
Freisetzung von Prostaglandinen und NO verringern. Verschiedene Arbeitsgruppen konnten
nachweisen, dass die verminderte Freisetzung von Prostaglandinen bzw. NO durch
Erythromycin, Clarithromycin bzw. Azithromycin nach der Stimulation mit LPS auf einer
Hemmung der mRNA-Expression von COX-2 bzw. NOS-II beruht (Kohri et al., 2000;
Miyazaki et al., 2003). Da durch Makrolide nachweislich auch die Produktion verschiedener
Zytokine gehemmt wird, ist es wahrscheinlich, dass die von Kohri et al. (2002) und Miyazaki
et al. (2003) gefundene verminderte mRNA-Expression der COX-2 bzw. NOS-II unter
Einfluss der Makrolide eine Folge der verminderten Zytokinbildung ist. Wie in der
vorliegenden Arbeit gezeigt wurde, reduzieren Makrolide und Ketolide nicht nur die LPS-
induzierte Protein-, sondern auch die mRNA-Expression von IL-1B und IL-6, woraus
gefolgert werden kann, dass der Wirkmechanismus der anti-inflammatorischen Eigenschaften

der Makrolid-Antibiotika vor oder bei der Transkription der Zytokin-Gene eingreift.

6.3.4 Bedeutung der MAP-Kinasen bei der Expression von IL-1f und

deren Beeinflussung durch Makrolid-Antibiotika

Die Antwort des angeborenen Immunsystems auf inflammatorische Stimuli, die zur
Aktivierung von Makrophagen fiihren, erfolgt nach dem Kontakt des Pathogens mit den
Mustererkennungsrezeptoren (PRR), indem intrazelluldre Signaltransduktionskaskaden in
Gang gesetzt werden, die das bendtigte Signal zur Initiation der Produktion von
Entziindungsmediatoren weitergeben. LPS aktiviert diese intrazelluliren Kaskaden iiber die
Wechselwirkung mit dem Toll-like Rezeptor-4 (vgl. Kap. 1.1.3.3). Einer dieser intrazelluldren
Pfade endet mit der Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFkB, ein anderer Weg fiihrt
durch Phosphorylierung zur Aktivierung der sog. mitogenaktivierten Proteinkinasen (MAPK),

die ihrerseits die Aktivierung bestimmter Transkriptionsfaktoren initiieren. Die drei
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wichtigsten MAPK in Sédugetier-Zellen sind die p44/42 MAPK (bzw. ERK 1/2), die
SAPK/INK und die p38 MAPK (vgl. Kap. 1.1.3.4).

Um zu {iberpriifen, ob und innerhalb welchen Zeitraums diese MAP-Kinasen in der
Makrophagen-Zelllinie J-774A.1 nach Stimulation mit LPS aktiviert werden, wurde der
Phosphorylierungsstatus der MAP-Kinasen iiber die Zeit bestimmt. Wie Abb. 44 zeigt, fiihrte
die Inkubation mit LPS nach ca. 2 -4h zur Aktivierung aller drei MAP-Kinasen. Es ist
bekannt, dass die verschiedenen MAP-Kinase-Wege an der Regulation unterschiedlicher
inflammatorischer Mediatoren beteiligt sind (Chang und Karin, 2001). Daher wurde die
Beteiligung der drei MAP-Kinasen bei der Expression der IL-1f mRNA in J-774A.1
Makrophagen untersucht. Dazu wurde die Enzymaktivitdt der einzelnen Kinasen durch Zusatz
selektiver Inhibitoren (SB 203580 fiir p38 MAPK, SP 600125 fiir SAPK/INK, PD 98059 fiir
p44/42 MAPK) gehemmt und die mRNA-Expression von IL-1B nach Stimulation mit LPS
bestimmt. Ublicherweise werden Konzentrationen von 10 - 50 pM des jeweiligen Inhibitors
verwendet (Caivano und Cohen, 2000; Jeon et al., 2000; Kang et al., 2004). Die Inhibitoren
SB 203580 und SP 600125, jedoch nicht der Inhibitor PD 98059 verringerten bei
Verwendung einer Konzentration von jeweils 30 uM deutlich die LPS-induzierte mRNA-
Expression von IL-1p (Abb. 45). Es handelt sich dabei um einen spezifischen Effekt dieser
beiden Inhibitoren, wie die Konzentrations-Wirkungsbeziehungen in Abb. 46 zeigen. Daraus
konnte geschlossen werden, dass die Aktivierung beider Signaltransduktionswege, sowohl der
Weg der p38 MAPK als auch der der SAPK/JNK, bedeutsam fiir die Induktion von IL-1f3
nach Stimulation mit LPS ist. Hingegen scheint die p44/42 MAPK bei der Expression dieses
Zytokins in dieser Zelllinie keine Rolle zu spielen. Die Beteiligung der p38 MAPK an der
LPS-induzierten IL-13 mRNA-Expression in Makrophagen ist bereits beschrieben worden
(Baldassare et al., 1999; Caivano und Cohen, 2000; Kim et al., 2004). Die p38 MAPK
reguliert dariiber hinaus auch die Produktion anderer proinflammatorischer Zytokine wie
TNFa, IL-6 und IL-12 oder die Produktion von NO in murinen Makrophagen (Beyaert et al.,
1996; Brook et al., 2000; Chen und Wang, 1999; Kim et al., 2004). Die SAPK/INK ist
ebenfalls an der Regulation proinflammatorischer Zytokine oder der Produktion von NO
beteiligt (Chan und Riches, 1998; Dong et al., 2002; Kang et al., 2004). Dariiber hinaus
scheint sie auch eine Bedeutung bei der Aktivierung der T-Zellaktivierung zu haben (Dong et
al., 2001; Su et al., 1994).

Da die p38 MAPK und die SAPK/JNK infolge einer Stimulation mit LPS aktiviert werden
und diese Aktivierung, wie gezeigt, entscheidend fiir die LPS-induzierte mRNA-Expression

von IL-1B in J-774A.1 Makrophagen ist, konnte eine Hemmung dieser Proteinkinasen
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moglicherweise die Ursache fiir die anti-inflammatorsichen Effekte der Makrolid-Antibiotika
sein. Dies wurde {berpriift, indem der Einfluss von Roxithromycin, Telithromycin,
Azithromycin und Clarithromycin auf den Phosphorylierungsstatus beider MAP-Kinasen
nach Stimulation mit LPS untersucht wurde. Wie in Abb. 47 gezeigt wird, hemmten
Roxithromycin, Telithromycin und Azithromycin die Phosphorylierung der p38 MAPK und
der SAPK/JNK nach LPS-Stimulation, wihrend Clarithromycin nur die Phosphorylierung der
SAPK/INK, aber nicht die der p38 MAPK verminderte. Von verschiedenen Arbeitsgruppen
wurde bereits gefunden, dass Erythromycin bzw. Roxithromycin die Expression von
Entziindungsmediatoren wie Chemokinen oder der COX-2 nach einer Stimulation mit
verschiedenen Zytokinen durch Hemmung der Aktivierung der p38 MAPK in rheumatoiden
Synovialzellen bzw. Keratinozyten vermindern (Fumimori et al., 2004; Komine et al., 2005).
Andere Untersuchungen hingegen konzentrierten sich auf die Beeinflussung der ERK 1/2
durch Makrolide, wobei festgestellt wurde, dass Azithromycin in der Lage ist, die
Aktivierung der ERK 1/2 zu unterdriicken, woraus eine geringere Neutrophilen-Chemotaxis
bzw. eine verminderte Mucusproduktion durch Epithelzellen resultierte (Imamura et al., 2004;
Tsai et al., 2004). In einem in vivo Modell, das die Entziindungssituation der diffusen
Panbronchiolitis simuliert, wurde ebenfalls gefunden, dass eine Behandlung mit
Clarithromycin die Aktivierung der ERK 1/2 im Lungenhomogenat hemmt, was in der Folge
zur verminderten Mucusproduktion fithrte (Kaneko et al., 2003).

Der Einfluss von Makroliden auf die Aktivierung der SAPK/JNK infolge inflammatorischer
Stimuli wurde bisher kaum untersucht. Zudem gibt es keine Studien, die den Einfluss von
Ketoliden auf die Aktivierung der MAP-Kinasen beschreiben. In der vorliegenden Arbeit
konnte gezeigt werden, dass Makrolide ebenso wie Ketolide neben der Aktivierung der
p38 MAPK auch die Aktivierung der SAPK/JNK nach einer Stimulation mit LPS in J-774A.1
Makrophagen vermindern. Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass Makrolide und
Ketolide die verminderte LPS-Induktion der IL-18 mRNA-Expression durch Hemmung der
Aktivierung sowohl der p38 MAPK als auch der SAPK/JNK bewirken.

6.3.5 Einfluss der Antibiotika auf die mRNA-Stabilitat von IL-1

Die Konzentration der fiir die Translation zur Verfiigung stehenden mRNA ist abhédngig von
dem AusmaR der RNA-Synthese im Zellkern, der anschlieBenden Reifung und dem Transport
der RNA sowie der Degeneration der mRNA im Zytoplasma (Kracht und Saklatvala, 2002).
Der Abbau der mRNA spielt daher eine wichtige Rolle bei der Regulation der Genexpression.
In tierischen Zellen modulieren viele physiologische Signale das Mall des mRNA-Abbaus
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(Bevilacqua et al., 2003). Je nach Gen oder Zellart kann die Stabilitit der mRNA stark
variieren.

Um die Stabiltitit der IL-1p mRNA in J-774A.1 Makrophagen zu untersuchen, wurde die
zelluldre Transkription nach einer initialen Stimulation mit LPS durch den
Transkriptionshemmstoff Actinomycin D gehemmt und die Abundanz der verbleibenden
mRNA in Abhingigkeit von der Zeit bestimmt. Wie Abb. 48 zeigt, dnderte sich die Menge
der nach der Inkubation mit LPS gebildeten IL-13 mRNA {iiber den gesamten Zeitraum nicht.
Die Halbwertszeit der IL-1 mRNA liegt damit {iber 8 h. Die gleichzeitige Inkubation mit den
MAPK-Inhibitoren SB 203580 und SP 600125 fiihrte hingegen zur starken Abnahme der
mRNA-Stabilitit, sodass die Halbwertzeit der IL-1p mRNA auf ca. 2,5 bis 5,5 h verkiirzt
wurde. Dies bedeutet, dass fiir die Stabilisierung der IL-13 mRNA in diesen Makrophagen die
Aktivierung der p38 MAPK und der SAPK/INK von Bedeutung ist. Es konnte schon friither
gezeigt werden, dass die p38 MAPK bzw. die SAPK/INK die Expression von Zytokinen oder
anderer Entziindungsmediatoren iiber die Stabilisierung der mRNA kontrollieren (Dean et al.,
1999; Lahti et al., 2003; Winzen et al., 1999). MAP-Kinasen besitzen somit bei der
Regulation der Genexpression eine Doppelrolle, da sie einerseits die Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren steuern und andererseits eine Stabilisierung der transkribierten mRNA
bewirken.

Da Makrolid-Antibiotika, wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt, die Aktivierung der
p38 MAPK und der SAPK/JNK vermindern, wurde auch der Einfluss von Roxithromycin und
Telithromycin auf die Stabilitdt der IL-1 mRNA untersucht. Keine der beiden Substanzen
fiihrte zum deutlich beschleunigten Abbau der LPS-induzierten IL-1 mRNA (Abb. 48).
Moglicherweise tritt diese Wirkung jedoch erst nach mehreren Stunden ein, worauf der leichte
Abfall der mRNA bei Roxithromycin nach 8 h hinweisen konnte. Jedoch war es aufgrund der
zytotoxischen Wirkung von Actinomycin D nicht moglich, die mRNA-Degradation {iber

einen ldngeren Zeitraum zu verfolgen.

6.3.6 Einfluss von Makroliden und Ketoliden auf die transkriptionelle

Regulation des IL-1p Gens

Die Aktivierung der p38 MAPK und der SAPK/INK fiihrt auch zur Aktivierung und
Mobilisierung von Transkriptionsfaktoren, welche nach Translokation in den Zellkern die
Transkription inflammatorischer Gene regulieren (Su und Karin, 1996). Die Transkription

wird initiiert, indem diese Transkriptionsfaktoren an spezifische DNA-Sequenzen des
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Promotors, der regulatorischen Einheit des zu transkribierenden Gens, binden und damit den
Startpunkt fiir die RNA-Polymerase, welche die Synthese der mRNA katalysiert, markieren
(Ubersicht bei Knippers, 2001). Die transkriptionelle Regulation der Genexpression von
IL-1B unterliegt verschiedenen Transkriptionsfaktoren, insbesondere AP-1 (Hurme und
Matikainen, 1993; Serkkola und Hurme, 1993), aber auch NFxB, CREB und NF-IL6
(Cogswell et al., 1994; Godambe et al., 1994; Gray et al., 1993).

Im Rahmen dieser Dissertation wurden zwei partielle Promotorkonstrukte des IL-1p Gens
generiert, die eine verschiedene Anzahl an Bindungsstellen fiir Transkriptionsfaktoren tragen.
Das 870 bp groBle Fragment, das nach den Vorgaben von Kang et al. (2004) hergestellt wurde,
enthidlt die stromaufwérts liegende Promotorregion von —1809 bis —2679 des murinen IL-13
Gens, die Bindungsstellen fiir AP-1, CREB und NF-IL6, jedoch nicht fiir NFkB beinhaltet.
Das 2700 bp groBe Fragment umfasst den stromaufwirts liegenden Bereich des Promotors
von +19 bis —2679 des murinen IL-1pB Gens, und enthdlt neben den Bindungsstellen des
870 bp-Konstrukts zusétzliche Bindungsstellen, wie z.B. fiir NFkB (Lebedeva und Singh,
1997). Diese Promotorfragmente wurden in einen pGL3-Enhancer-Vektor vor das Gen der
Luziferase kloniert, worauthin dieses Enzym in Abhéngigkeit von der Aktivitit des
Promotorfragments gebildet wird. Dazu sollten die fertiggestellten Konstrukte in die
Makrophagenzelllinie J-774A.1 transfiziert und anschlieend durch Stimulation mit LPS auf
deren Funktionstiichtigkeit getestet werden. Es stellte sich heraus, dass es mit keiner der in
Kap. 4.3.3 beschriebenen Methoden moglich war, diese Zelllinie erfolgreich zu transfizieren.
Dies wurde kiirzlich auch von anderen Arbeitsgruppen beschrieben, die bei der Transfektion
von Plasmid-DNA in J-774A.1 Makrophagen ebenfalls scheiterten (Arkusz et al., 2006; Van
De Parre et al., 2005).

Alle Transfektionen wurden daher mit einer anderen Makrophagen-Zelllinie durchgefiihrt, die
problemlos zu transfizieren ist (Ruckdeschel et al., 2001). Diese als J-774R bezeichneten
Makrophagen produzieren ebenfalls IL-13 nach Stimulation mit LPS, jedoch hemmten die
Makrolid-Antibiotika die Expression der IL-13 mRNA in diesen Makrophagen nicht so stark
wie in der Zelllinie J-774A.1 (Daten nicht gezeigt). Nach der Transfektion der pGL3-IL-1f3-
Promotorkonstrukte in J-774R Makrophagen stieg die Luziferase-Aktivitit bei beiden
Konstrukten unter Behandlung mit LPS um das 3- bis 4-Fache an (Abb. 49). Dies belegt zum
einen, dass beide Konstrukte erfolgreich in diese Makrophagen transfiziert wurden, und zum
anderen, dass beide Promotorfragmente funktionstiichtig sind, d.h. unter Einfluss von LPS

aktiviert werden und die Transkription des Luziferase-Gens einleiten.
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Wie Abb. 50 zeigt, hatte eine zusidtzliche Inkubation der transfizierten Zellen mit
Roxithromycin, Telithromycin, Azithromycin oder Clarithromycin sowohl bei Verwendung
des 870 bp Konstrukts als auch bei Verwendung des 2700 bp Konstrukts keinen Einfluss auf
die LPS-induzierte Luziferase-Aktivitiat. Aus diesem Ergebnis kann der Schluss gezogen
werden, dass Makrolid-Antibiotika die Hemmung der LPS-induzierten IL-13 mRNA-
Expression nicht durch eine Beeinflussung der Transkription des IL-13 Gens bewirken. Da,
wie gezeigt, Makrolid-Antibiotika die Aktivierung der MAP-Kinasen p38 und SAPK/INK
vermindern, wurde auch der Einfluss der MAPK-Inhibitoren SB 203580 und SP 600125 auf
die LPS-induzierte Luziferase-Aktivitit untersucht. Beide Inhibitoren zeigten keinerlei
Einfluss auf die LPS-induzierte Luziferase-Aktivitit, weder bei Verwendung des 870 bp
Konstrukts noch bei Verwendung des 2700 bp Konstrukts (Abb. 50). Dies bedeutet, dass die
Aktivierung der p38 MAPK und der SAPK/INK sowie die nachfolgende Aktivierung
verschiedener Trankriptionsfaktoren wie z.B. AP-1 zur Initiation der Transkription des IL-13
Gens nicht von Bedeutung sind. Damit steht dieses Ergebnis im Widerspruch zu den
Berichten anderer Autoren, die die Bedeutung der Aktivierung der MAP-Kinasen und des
Transkriptionsfaktors AP-1 bei der Genexpression von IL-f belegt haben (Caivano und
Cohen, 2000; Dinarello, 1996; Kang et al., 2004; Serkkola und Hurme, 1993).

Dariiber hinaus konnte bereits gezeigt werden, dass Erythromycin bzw. Clarithromycin die
Genexpression von IL-8 iiber eine Hemmung der Aktivierung von AP-1 in humanen
bronchialen Epithelzellen bzw. Monozyten unterdriicken (Abe et al., 2000; Desaki et al.,
2000; Kikuchi et al., 2002). Untersuchungen mit nasalen Fibroblasten ergaben, dass
Roxithromycin die Bildung von Matrixmetalloproteinasen — Enzyme, die an der Regulation
verschiedener biologischer Prozesse im Rahmen des Entziindungsgeschehens beteiligt sind —
iber eine Hemmung der Aktivierung von AP-1 reduziert (Kanai et al., 2004). Es ist bekannt,
dass die Induktion des Trankriptionsfaktors AP-1 unter inflammatorsichen Bedingungen
meist liber die SAPK/JINK und p38 MAPK vermittelt wird (Chang und Karin, 2001). Die
Hemmung der Aktivitdt dieser MAP-Kinasen sollte daher {iber die verringerte Aktivierung
von AP-1 zur verminderten Genexpression von IL-1[3 fiihren.

Die Stimulation von Makrophagen mit LPS aktiviert jedoch nicht nur die MAP-Kinase-Wege,
sondern auch den NFkB-Signalweg, welcher mit der Aktivierung des Transkriptionsfaktors
NFxB endet (Guha und Mackman, 2001). Es wurde berichtet, dass dieser Transkriptions-
faktor ebenfalls ein Target der Makrolid-Antibiotika ist, da Erythromycin und Clarithromycin
neben der Aktivierung von AP-1 auch die Aktivierung von NF«B verringerten (Desaki et al.,
2000; Ichiyama et al., 2001; Kanai et al., 2004; Kikuchi et al., 2002). Die direkte
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Beeinflussung der Transkriptionsfaktoren AP-1 und NFkB durch Makrolid-Antibiotika in
J-774A.1 Makrophagen wurde im Rahmen dieser Arbeit jedoch nicht untersucht.

Es ist dennoch anzunehmen, dass Makrolid-Antibiotika auch in diesen Makrophagen die
Aktivierung verschiedener Transkriptionsfaktoren hemmen, was sich schlieflich in einer
verminderten Promotoraktivitit &uBern sollte. Die widerspriichlichen Ergebnisse der
Reportergen-Assays sollten daher kritisch bewertet werden. Mdglicherweise sind diese
Ergebnisse auf Schwachstellen bei der Etablierung des Systems zuriickzufiihren. Beide
Promotorkonstrukte sprechen zwar auf die Stimulation mit LPS an, jedoch ist die
Aktivitdtssteigerung des Promotors unerwartet gering. In Anbetracht der Tatschache, dass die
IL-1 mRNA-Expression nach Stimulation mit LPS um den Faktor 100 - 150 anstieg,
erscheint eine gesteigerte Promotoraktivitdt um den Faktor 3 - 4 ziemlich gering. Zudem war
auffallend, dass die basale IL-13 Promotoraktivitit der unbehandelten Kontrollen relativ hoch
lag, im Gegensatz dazu aber die IL-1f mRNA basal kaum exprimiert wurde. Diese hohen
Basalwerte bzw. die schwache Induktion der Luziferase-Aktivitit konnten aufgrund der
Transfektions-Prozedur entstanden sein, die fiir diese Zellen eine grofe Stresssituation
darstellte, woraufhin die Makrophagen mit der Bildung von Stressmediatoren, darunter
Zytokine, reagierten. Es ist daher moglich, dass die Transfektion selbst den Promotor bereits
aktiviert haben konnte, so dass dieser in der Folge durch LPS kaum mehr stimuliert werden
konnte. Dies wiirde erkldren, warum nicht nur die Inkubation mit Makrolid-Antibiotika
sondern auch die Inkubation mit MAPK-Inhibitoren wirkungslos war. Es ist jedoch auch zu
beachten, dass die Reportergen-Assays in J-774R durchgefiihrt wurden und nicht in J-774A.1
Makrophagen, die auf die Produktion von IL-1p spezialisiert sind. Ein weiterer Schwachpunkt
ist das zur Kontrolle der Transfektionseffizienz eingesetzte Kontrollplasmid. Dieses soll die
Luziferase von Renilla reniformis konstitutiv und unabhédngig von &duBleren Einfliissen
exprimieren. Jedoch wurde durch die Stimulation mit LPS neben der Aktivitit der Firefly-
Luziferase auch die Aktivitit der Renilla-Luziferase um etwa das 3-Fache gesteigert, was sich
in einer geringeren relativen Luziferase-Aktivitit bemerkbar machte. Auch die Verwendung
anderer Kontrollplasmide eignete sich nur bedingt als interner Standard.

Viele Autoren verwenden zur Untersuchung der Genexpression von Zytokinen oder anderer
inflammatorischer Mediatoren die murine Makrophagen-Zelllinie RAW 264.7, die fiir
Transfektionen und Reportergen-Assays besonders gut geeignet zu sein scheint (Hirotani et
al., 2005; Ho et al., 2004; Kang et al., 2004; Lebedeva und Singh, 1997). Es wire daher
sinnvoll, die in vitro Untersuchungen zum Einfluss von Makroliden und Ketoliden auf die

Expression von Zytokinen in dieser Zelllinie zu wiederholen.
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7 Zusammenfassung

7.1 Hintergrund und Fragestellungen

Makrolid-Antibiotika sind aufgrund ihres breiten Wirkspektrums eine wichtige
Wirkstoftklasse zur Behandlung von Atemwegsinfektionen. Die neueste Entwicklung dieser
Antibiotika-Klasse stellt die Gruppe der Ketolide dar, bei denen der Zucker Cladinose am
makrozyklischen Lactonring durch eine Ketogruppe ersetzt wurde, wodurch ein erweitertes
Wirkspektrum und eine geringere Resistenzentwicklung erzielt wurde. Interessanterweise
werden Makrolide in Ostasien auch erfolgreich zur Therapie der diffusen Panbronchiolitis,
einer chronischen entziindlichen Atemwegserkrankung, eingesetzt. Es ist bekannt, dass diese
giinstigen therapeutischen Effekte der Makrolide nicht auf deren antibiotische, sondern
vielmehr auf anti-inflammatorische und immunmodulatorische Eigenschaften zuriickzufiihren
sind. Die anti-inflammatorischen Eigenschaften von Makroliden wie z.B. Roxithromycin und
Clarithromycin wurden vornehmlich im chronischen Entziindungsgeschehen und im Hinblick
auf deren Wirksamkeit in der Lunge nachgewiesen, wobei sich eine niedrig-dosierte
Makrolid-Therapie iiber mehrere Wochen und Monate bewéhrt hat.

Uber die anti-inflammatorische Wirksamkeit des Ketolids Telithromycin ist wenig bekannt.
Ebenso gibt es kaum Daten, die die Effektivitit einer Akut-Behandlung mit Makroliden bzw.
Ketoliden im akuten Entziindungsgeschehen nicht nur in der Lunge, sondern auch in anderen
Organen beschreiben. Im Rahmen dieser Dissertation sollte daher geklart werden, ob
Telithromycin ebenfalls therapeutisch relevante anti-inflammatorische Eigenschaften besitzt,
und ob Makrolide bzw. Ketolide bereits anti-inflammatorisch wirksam sind, wenn sie als
einmalige Einzeldosis verabreicht werden. Dariiber hinaus sollte der molekulare
Mechanismus dieser anti-inflammatorischen Effekte im Zellkulturmodell mit murinen

Makrophagen genauer untersucht werden.

7.2 Ergebnisse und Diskussion

Zur Untersuchung der anti-inflammatorischen Eigenschaften von Makroliden wurden

unterschiedliche inflammatorische Tiermodelle mit Mausen verwendet, bei denen eine akute
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lokale bzw. systemische Entziindungssituation durch nasale bzw. intraperitoneale Applikation
von Lipopolysaccharid (LPS) verursacht wurde. Die nasale Verabreichung von LPS fiihrte in
der Lunge zur Aktivierung des angeborenen Immunsystems, wodurch die
proinflammatorischen Zytokine TNFa, IL-1f3, IL-6 und IFNy innerhalb weniger Stunden
gebildet und freigesetzt wurden. Die zusétzliche Applikation einer hohen intraperitonealen
Einzeldosis von Roxithromycin oder Telithromycin senkte die LPS-induzierte Bildung und
Freisetzung dieser Zytokine deutlich.

Da sich Makrolid-Antibiotika hervorragend in Phagozyten anreichern, ist anzunehmen, dass
diese Substanzen auch in anderen Organen als der Lunge anti-inflammatorisch wirksam sind.
Daher wurde durch intraperitoneale Applikation von LPS eine systemische
Entziindungsreaktion des ganzen Korpers ausgeldst, was sich in der Bildung und Freisetzung
proinflammatorischer Zytokine und sekundidrer Entziindungsmediatoren wie z.B.
Stickstoffmonoxid (NO) in verschiedenen Organen duBerte. Die zusidtzliche Applikation einer
hohen intraperitonelaen Einzeldosis von Roxithromycin oder Telithromycin verringerte in
Lunge, Leber, Herz und Niere die LPS-induzierte Bildung der Zytokine TNFa, IFNy und
teilweise auch IL-1p, was nachfolgend auch zur verminderten Expression der induzierbaren
NO-Synthase und Entstehung von NO fiihrte. Diese Ergebnisse zeigen, dass bereits eine
Einzeldosis von Roxithromycin und Telithromycin in der Lage ist, in das akute
Entziindungsgeschehen einzugreifen, indem die Gen- und Proteinexpression verschiedener
Entziindungsmediatoren, insbesondere proinflammatorischer Zytokine, verringert wurde.
Diese Eigenschaft der Makrolid-Antibiotika ist zudem nicht nur auf die Lunge beschrinkt.
Das Ketolid Telithromycin erwies sich als ebenso wirksam wie das Makrolid Roxithromycin.
Da bei Ketoliden der Zucker Cladinose durch eine Ketogruppe ersetzt wurde, scheint diese
Struktur nicht fiir die anti-inflammatorischen Eigenschaften der Makrolid-Antibiotika
verantwortlich zu sein.

Um den priazisen molekularen Mechanismus dieser anti-inflammatorischen Eigenschaften
nédher charakterisieren zu konnen, wurden zusitzlich in vitro Untersuchungen an murinen
Makrophagen durchgefiihrt, die nach Stimulation mit LPS insbesondere das Zytokin IL-1f3
bilden. In Abhédngigkeit von der verwendeten Konzentration verringerten Roxithromycin,
Telithromycin, Azithromycin und Clarithromycin die LPS-induzierte Gen- und
Proteinexpression dieses Zytokins. Es ist bekannt, dass zur Expression inflammatorischer
Gene wie IL-1B die Aktivierung von Mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPK) eine
wichtige Rolle spielt. Die gleichzeitige Inkubation von Makrophagen mit Roxithromycin,

Telithromycin, Azithromycin und Clarithromycin reduzierte sowohl die LPS-induzierte
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Aktivierung der p38 MAPK als auch die der SAPK/JNK (stress-activated protein kinase/c-Jun
NH2-terminal kinase). Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass Makrolide bzw. Ketolide
die verminderte Genexpression von IL-1f3 — zuminderst teilweise — liber eine Hemmung der

Aktivierung dieser beiden MAP-Kinasen bewirken.

7.3 Schlussfolgerungen

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine akute Behandlung mit
Makroliden bzw. Ketoliden im in vivo Modell der akuten LPS-induzierten Entziindung die
Expression proinflammatorischer Zytokine wie TNFa, IFNy und teilweise auch IL-1 sowie
die Bildung von NO vermindern kann. Die Ergebnisse der in vitro Untersuchungen weisen
darauf hin, dass Makrolide und Ketolide die Regulation der Genexpression inflammatorischer

Gene iiber eine Hemmung der Aktivierung von MAP-Kinasen beeinflussen (Abb. 51).

LBP/LPS TLR-4
cD14 MD-2
TIRAP

o

TRAF6

<) MAPKK
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Antibiotika (ERK 1/2,
p38 MAPK,
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Abb. 51: Mégliche Regulation der LPS-induzierten Expression inflammatorischer Gene durch Makrolid-
Antibiotika. Die Bindung von LPS an den Toll-like Rezeptor-4 (TLR-4) fiihrt zur Assoziation der Adaptormolekiile
TIRAP, MyD88, IRAK und TRAF6. Durch TRAF6 werden die MAP-Kinasen ERK 1/2, p38 MAPK und SAPK/INK
aktiviert, die ihrerseits verschiedene Transkriptionsfaktoren wie z.B. AP-1 phosphorylieren, welche im Zellkern die
Transkription immunologisch aktiver Gene einleiten. Makrolid-Antibiotika hemmen die Aktivierung einzelner
MAP-Kinasen, woraufhin die nachfolgende Transkription inflammatorischer Gene beeinflusst wird.
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Abkiirzungsverzeichnis

ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Ab antibody

ActD Actinomycin D

AMP Adenosin-5"-monophosphat

AMP Ampicillin

AP-1 activator protein-1

APC antigen presenting cells (antigenpréasentierende Zellen)
ATF2 activating transcription factor 2

ATP Adenosin-5’-triphosphat

AZM Azithromycin

BALF bronchoalveolar lavage fluid

BCA bicinchoninic acid

bp Basenpaare

BSA Bovines Serumalbumin

CAM Clarithromycin

cAMP zyklisches Adenosinmonophosphat
CD cluster of differentiation

CD14 cluster of differentiation 14

cDNA copy DNA

CIAP calf intestine alkaline phosphatase
COPD chronic obstructive pulmonary disease
COX Cyclooxygenase

CREB cAMP response element-binding

Da Dalton

DD death domain

DEPC Diethylpyrocarbonat

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA desoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinsdure)
dNTP Desoxynukleosid-5"-triphosphat

DPB Diffuse Panbronchiolitis

E. coli Escherichia coli

ECL enhanced chemiluminescence

EDTA Ethylendiaminteraessigsiure

ELISA enzyme linked immunosorbent assay
Elk-1 Elk1 member of ETS oncogene family
ERK extracellular signal-regulated kinase
FCS fetal calf serum (fotales Kalberserum)
GAPDH Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
h Stunde

HLA human leukocyte antigen
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Abkiirzungsverzeichnis

HRP
HSP

IxB
ICAM-1
ICE
IEG
IFNy
IgE
IKK
IL-1B
IL-6
IL-8
L.p.
IRA
Lv.

kb
kDa
K-EDTA

Konz.

LB
LBP
LPS
LRR

mA
MAPK
MCP-1
MD-2
MEK
mg

ng
MHC
min
MIP-1a
ml

ul
MLK
MLS
mM

M-MLV
mRNA
MyDg88

horseradish peroxidase (Meerrettich-Peroxidase)
Hitzeschockprotein

inhibitory xB

intracellular cell adhesion molecule-1
interleukin converting enzyme
immediate early gene

Interferon y

Immunglobulin E

inhibitory «B kinase

Interleukin-1f3

Interleukin-6

Interleukin-8

intraperitoneal

IL-1 receptor associated kinase (IL-1-Rezeptor-assoziierte Kinase)
intravenos

Kilobasenpaare
Kilodalton
Kalium-EDTA
Kilogramm
Konzentration

Liter

Luria-Bertani

lipopolysaccharide binding protein
Lipopolysaccharid

Leucin-reiche Regionen

Milliampere

Mitogen-aktivierte Proteinkinase (MAP-Kinase)
monocyte chemoattractant protein-1
myeloid differentiation-2
MAPK/ERK Kinase

Milligramm

Mikrogramm

major histocompatibility complex
Minute

macrophage inflammatory protein-1«
Milliliter

Mikroliter

mixed lineage kinase
Makrolid-Lincosamin-Streptogramin
millimolar

mikromolar
Murine-Moloney-Leukemia-Virus
messenger RNA

myeloid differentiation protein 88
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Abkiirzungsverzeichnis

n
NADPH
NEMO

NF«B
NF-IL6

ng
NK-Zellen
nm

NO

NOS

OD

p
PAGE

PAMP

PBS

PCR

pg

PGE,

PGI,

6-keto PGF
PMN

pmol

PRR

RNA
RNase
RPMI
rRNA
RT
RT-PCR
RXM

s

S
SAPK/INK
SDS

SEM

TAK1
TAO
Taq
TBE
TBS
TBS-T
TEL
TIR
TIRAP
TLR

Anzahl
Nicotinamidadenindinucleotidphosphat
NF «B essential modulator

nuclear factor «B

nuclear factor for IL-6

Nanogramm

Natiirliche Killerzellen

Nanometer

Stickstoffmonoxid
Stickstoffmonoxid-Synthase

Optische Dichte

Irrtumswahrscheinlichkeit
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
pathogen-associated molecular pattern
Phosphat-gepufferte Salzlosung
polymerase chain reaction (Polymerasekettenreaktion)
Picogramm

Prostaglandin E,

Prostazyklin

6-keto Prostaglandin F4
polymorphkernige neutrophile Leukozyten
Picomol

pattern recognition receptors

ribonucleic acid (Ribonukleinsaure)
Ribonuklease

Roswell Park Memorial Institute
ribosomale RNA

Raumtemperatur
Reverse-Transkriptase-PCR
Roxithromycin

Sekunde
Svedberg-Einheit

stress-activated protein kinase/c-Jun NH2-terminal kinase

sodium dodecyl sulfate (Natriumdodecylsulfat)
Standardfehler des Mittelwerts

transforming growth factor-£ activated kinase
*“thousand and one kinases™

Thermus aquaticus

Tris-Borat-EDTA

Tris-gepufferte Salzlosung

Tris-gepufferte Salzlosung mit 0,05 % Tween 20
Telithromycin

Toll/IL-1R domain

TIR domain containing adaptor protein
Toll-like Rezeptor
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Abkiirzungsverzeichnis

TNFa
TRAF6
Tris
tRNA

U/min
uv

v/v
VCAM-1

w/V

tumor necrosis factor « (Tumor-Nekrose Faktor o)
tumor necrosis factor receptor associated factor 6
2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propandiol
transfer RNA

Unit

Umdrehungen pro Minute

Ultraviolett

Volt

volume/volume (Volumen pro Volumen)
vascular cell adhesion molecule-1

weight/volume (Masse pro Volumen)
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