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Abkiirzungen

AB: (engl.) antibody

ABTS: Azinobis-(3-Ethylbenzthiazolin)-Sulfonsiure

atm: Atmosphéren

ATP: Adenosintriphosphat

bidest.: zweifach destilliert

cAMP: cyklisches Adenosinmonophosphat

CB: Cytochalsin B

CD: Cytochalasin D

CMF-PBS: (engl.)Calcium-magnesium-free-phosphate-
buffered-saline

Col: Colcemid = Demecolchicin

DAG: Diacylglycerin

DFP: Diisopropylfluorophosphat

DMSO: Dimethylsulfoxid

DNA: (engl.) desoxyribo-nucleic-acid

DPBS: (engl.) Dulbeccos-phosphate-buffered-saline

EDTA: (engl.) ethylen-diamin-tetra-acetic-acid

EGTA: (engl.) ethylen-glycol-tetra-acetic-acid

ELISA: (engl.) enzyme-linked-immunosorbent-assay

F-Aktin: filamentoses Aktin

FITC: Fluorescein-isothiocyanat

FMLP: Formyl-Methionyl-Leucyl-Phenylalanin

FNLPNTL: Formyl-Norleucyl-Leucyl-Phenylalanyl-Norleucyl-Tyrosyl-
Leucin

G-Aktin: globuldres Aktin

GTP: Guanosintriphosphat

HL: human-leukozytar

IgG: Immunglobulin der Klasse G

IP3: Inositoltriphosphat

kDa: Kilodalton (Masse eines Molekiils)

LMW: (engl.) low molecular weight

Leu-Enk:  Leucin-Enkephalin



ng:
mg:
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OD:
PAGE:
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Pg:
o1-PIL:
PLA»:
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Trypsin-Kalliekrein-Inhibitor
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Polyoxyethylensorbitanmonolaureat

Zardaverin



1. Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurden Untersuchungen zur Kompartimentierung von Proteinen
neutrophiler Granulozyten (PMNL) durchgefiihrt. Ausgangspunkt fiir diese Experi-
mente war die bisher nur teilweise bzw. wiederspriichlich aufgekldrte Komparti-
mentierung von PMNL-Proteinen in drei Granula-Hauptgruppen (spezifische Granula
/azurophile Granula/C-Partikel). Desweiteren wurde der EinfluB des Zytoskeletts
(Mikrofilamente/ Mikrotubuli) auf die Granulafreisetzung der PMNL durch Einsatz

Zytoskelett- zerstorender Agentien untersucht.

Bei den durchgefiihrten Stimulierungsexperimenten wurden die Sekretionsmuster der
Metalloenzyme Typ-I-Kollagenase (spezifische Granula) und Gelatinase (C-Partikel),
sowie die der Proteine Elastase (azurophile Granula), Myeloperoxidase (azurophile
Granula) und Laktoferrin (spezifische Granula) aufgenommen.

Die dabei eingesetzten PMNL wurden aus dem Blut von ca. 50 verschiedenen Spendern

durch eine schnelle und schonende Préparationsmethode isoliert.

Bei der Stimulierung der Zellen mit verschiedenen Agentien (Formyl-Peptide,Zymosan-
Partikel, Prostaglandin F., Cytochalasin B) ergab sich fiir alle untersuchten Proteine
ein unterschiedliches Sekretionsmuster. Auch die Freisetzung durch unbehandelte
Kontrollzellen wies z.T. erhebliche Unterschiede in bezug auf die hier untersuchten
Proteine auf, so dal} eine "deckungsgleiche" Kompartimentierung eines oder mehrerer
dieser Proteine ausgeschlossen werden kann. Die drei bisher beschriebenen Granula-
Hauptgruppen scheinen Subpopulationen aufzuweisen, die verschiedene Proteine bzw.
Proteine in einem unterschiedlichen Mengenverhiltnis speichern.

Diese Annahme konnte im weiteren durch die unterschiedliche Inhibierung der
Freisetzung der PMNL-Proteine durch Erhohung des cAMPjptrazell.- Spiegels belegt
werden. Auch die Assoziation der untersuchten Proteine bzw. der sie speichernden

Kompartimente mit dem Zytoskelett differierte z.T. erheblich.

Die Untersuchungen zur Beteiligung des Zytoskeletts an der Degranulation neutrophiler
Granulozyten zeigten, da3 sowohl die Mikrofilamente (Aktinfilamente = F-Aktin), als
auch die Mikrotubuli Einfluf} auf die Proteinfreisetzung haben.

Das cortikale Aktinfilamentnetz der PMNL scheint in Abhingigkeit von der GroBe der

Granula eine Sekretionsbarriere darzustellen. Eine Stimulus- induzierte Freisetzung der
1



grofften Kompartimente (azurophile Granula) konnte nur bei gleichzeitiger Zerstorung
der Mikrofilamente mittels Cytochalasin B erreicht werden. Auch die Freisetzung der
kleineren Kompartimente (spezifische Granula/C-Partikel) wurde durch eine solche
Behandlung erhoht. Dabei war bei zunehmender Inkubationsdauer mit dem
Mikrofilament- zerstorenden Agents eine Zunahme an monomerem Aktin (Abnahme
von F-Aktin) im Uberstand von Zell-Lysaten zu verzeichnen, die mit einer Steigerung

der Sekretionsrate einherging.

Mikrotubuli, eine weitere Hauptgruppe von Zytoskelett-Proteinen, stellen in Verbind-
ung mit sog. Motorproteinen (Kinesin/Dynein) ein Transportsystem fiir sekretorische
Vesikel und Organellen in Zellen dar. Es konnte gezeigt werden, dal3 neben der
FNLPNTL - induzierten auch die durch CB/FNLPNTL- Zusatz erreichte Granula-

freisetzung von intakten Mikrotubuli abhédngig ist.



2. Einleitung

2. Einleitung

2.1. Entziindung

Unter dem Begriff "Entziindung" wird eine Vielzahl komplexer, zellulér-
biochemischer Reaktionen zusammengefallt, die der Abwehr korperfremder/-eigener
Noxen (Substanzen mit schdadigender, krankheitserregender Wirkung) und dem Abbau
beschidigten Gewebes dienen.

Entziindungsauslosend wirken physikalische Faktoren (Strahlung etc.), mechanische
Verletzung von Gewebe, chemische Stoffe, eindringende Mikroorganismen (Pilze,
Viren, Bakterien und Parasiten), aber auch autogene Reize wie extravasales Blut,
maligne Tumore oder Prizipitate korpereigener Substanzen (AB-Komplexe,
Uratkristalle etc.).

Ein komplexes Zusammenspiel humoraler und zelluldrer Reaktionen fiihrt zu den

klassischen Entziindungssymptomen: Rétung (Rubor), Wirmebildung (Calor),

Schwellung (Tumor), Schmerz (Dolor) und Funktionsverlust des betroffenen

Gewebes (Functio laesa) [Pschyrembel, 1989].

Durch Schiadigung von Gewebe kommt es zur Aktivierung der Gerinnungskaskade und
des Kallikrein-Kinin-Systems. Dabei werden eine Reihe von Entziindungsmediatoren
(Komplementfaktoren, Prostaglandine, Kinine etc.) freigesetzt, die zu einer gesteigerten
Durchblutung und Stoffwechselleistung (Rubor und Calor), zur Aktivierung
verschiedenster Zelltypen sowie zum Austritt von Plasma in das betroffene Gewebe

(Tumor) fithren [Lang, 1989].

Noch vor der Produktion spezifischer Antikorper treten Zellen des Immunsystems
(Granulozyten, nachfolgend Monozyten und spdter Lymphozyten) aus dem Blutstrom
aus und wandern gerichtet (Chemotaxis) in das betroffene Gewebe ein; dabei wirken
Entziindungsmediatoren, Matrixbruchstiicke sowie Substanzen bakteriellen Ursprungs

als Chemotaxine.



2. Einleitung

Am Entziindungsherd werden zerstértes Gewebe und eingedrungene Mikroorganismen
von Zellen phagozytiert (Aufnahme fester Stoffe). Eine Vielzahl von Enzymen in
lysosomalen Strukturen dieser Zellen ermdglichen die Bildung bakterizid-wirkender
Sauerstoffmetaboliten und die intrazelluldre Verdauung des phagozytierten Materials.
Bei heftigem Entziindungsverlauf kommt es zur Eiterbildung, einer aus nekrotischem

Gewebe und polymorphkernigen Granulozyten bestehenden fliissigen Absonderung.

Ein komplexes Zusammenspiel zwischen Entziindungsmediatoren (Faktoren der
Gerinnungskaskade, des Komplementsystems etc.) steuert nicht nur die chemotaktische
Wanderung der Zellen, sondern auch die Produktion weiterer Mediatoren (z.B. Leuko-
triene, Prostaglandine) und Antikdrper durch die Zellen, die Freisetzung ihrer

lysosomalen Proteine sowie den Vorgang der Phagozytose.

Je nach Dauer bzw. Stirke einer entziindlichen Reaktion kann es zu systemischen
Verianderungen, wie etwa der drastischen Erhohung der Leukozytenzahl, Verschiebung
der Plasmaprotein-Zusammensetzung, Fieber und einer heftigen Immunreaktion

kommen.

Nach Beseitigung von nekrotischem Gewebe und den entziindungs-auslosenden
Faktoren, erfolgt durch Thrombozyten und die Proliferation von Bindegewebe-
synthetisierenden Zellen (Histiozyten, Fibroblasten etc.) die Wundheilung, d.h. der

Aufbau neuen Gewebes.

Ist das komplexe Gleichgewicht einer Entziindungsreaktion durch eingeschriankte
Funktion beteiligter Zellen, verdnderte Mediatorkonzentration oder eine
Autoimmunerkrankung etc. gestdrt, kommt es zu einer pathologisch verlaufenden
Reaktion, innerhalb derer zunehmend korpereigenes Gewebe zerstort wird (chronische

Polyarthritis, systemischer Lupus Erythematodes etc.) [Neumann/Lang, 1989].
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2.2 Polymorphkernige neutrophile Granulozyten

Leukozyten (weiBle Blutkorperchen) werden in B-/T-Lymphozyten (20-40 %),
Monozyten (2-8 %) sowie eosinophile, basophile und neutrophile (polymorphkernige
und stabkernige) Granulozyten (50-75 %) unterteilt.

Polymorphkernige neutrophile Granulozyten (PMNL/Neutrophile) bilden mit 50-70 %
den Hauptanteil der Granulozyten bzw. Leukozyten im Blut, ihnen kommt im
Entziindungsgeschehen eine entscheidende Rolle zu: sie sind die ersten Zellen, die

schon nach wenigen Stunden in den Entziindungsherd einwandern.

Gebildet werden die PMNL im Knochenmark aus einer pluripotenten Stammzelle, etwa
1011 PMNL werden pro Tag aus dem Knochenmark freigesetzt [Baggiolini, 1980].

Die erste Phase ihrer Bildung dauert ca. 7 Tage und verlduft {iber die Stadien des/der
Myeloblasten, Promyelozyte, Myelozyte (Granulopoese/Proliferation), eine 6-tigige
Reifung (Maturation) liber das Stadium der Metamyelozyte zum stabkernigen und
segmentkernigen Granulozyten schlief3t sich an [Pschyrembel, 1989].

Die Proliferation der PMNL wird u.a. durch das von Makrophagen sezernierte
Glykoprotein CSF (colony stimulating factor) stimuliert, durch das Granulozyten-eigene

Protein CIF (colony inhibiting factor) gechemmt.

Im Blut unterscheidet man einen marginalen, dem Endothel anhaftenden, und einen
zirkulierenden Pool von Granulozyten, wobei der Ubergang von Zellen aus dem einen
in den anderen Pool moglich ist; die Halbwertszeit der Neutrophilen im Blut betrégt ca.

6-8 Stunden [Rick, 1977 / Kleesiek, 1989].

Die in lysosomalen Strukturen (Granula) der Zellen gespeicherten Proteine/Enzyme
sowie die Féahigkeit zur Chemotaxis und zur Phagozytose ermdglichen es den PMNL,

ihre Aufgabe innerhalb des unspezifischen zelluliren Immunsystems zu erfiillen.



2. Einleitung

2.2.1. Funktionen der neutrophilen Granulozyten

Die wichtigste Funktion der PMNL ist die Aufnahme und der Abbau von
eingedrungenen Mikroorganismen und zerstortem Gewebe (Phagozytose); so werden
die Zellen hdufig auch als Phagozyten bezeichnet. Den Entziindungsort erreichen sie
durch gerichtete Bewegung entlang eines aufsteigenden chemischen Gradienten (z.B.
Substanzen bakteriellen Ursprungs) (Chemotaxis). In lysosomalen Strukturen (Granula)
gespeicherte Proteine/Enzyme ermdglichen den Abbau von ingestiertem Material, aber
auch von korpereigenem Gewebe bei der Auswanderung aus dem Blutstrom
(Leukodiapedese). Die Granula konnen mit Phagosomen oder der Plasmamembran
verschmelzen (intra-/extrazellulire Sekretion von Enzymen). Einige der
gespeicherten Proteine sind in einer komplexen Redoxreaktion an der Bildung
bakterizid bzw. zytotoxisch wirkender Sauerstoffmetaboliten beteiligt ("'respiratory

bzw. oxidative burst reaction").

Abb. 1 Funktionen der PMNL

. T

Bindegewebe




2. Einleitung

2.2.1.1. Chemotaxis und Leukodiapedese der PMNL

Als (positive) Chemotaxis bezeichnet man die gerichtete Bewegung von Zellen entlang
eines aufsteigenden chemischen Gradienten. PMNL sind einer der beweglichsten
humanen Zelltypen, sie wandern mit einer Geschwindigkeit von 30-35 pm/min
[Zigmond, 1977]. Die Zellen migrieren entlang eines chemotaktischen Gradienten zum
Entziindungsherd, chemotaktisch wirksam sind dabei Komplementfaktoren (C3a/C5a),
Matrixbruchstiicke, Leukotriene (LTB4), Formyl-Peptide sowie eine Reihe weiterer
korpereigener und bakterieller Substanzen [Golditz & Movat, 1984 / Schmitt et al.,
1986]. Der Migration durch das Gewebe zum Ort der Entziindung geht die Aggregation
der Neutrophilen und ihre rezeptorvermittelte Adhdsion an das Endothel voraus
[Osborn, 1990 / Schapira et al., 1982]. Die Auswanderung der Zellen bzw. der
Durchtritt durch die Endothel-/Matrix-abgrenzende Basallamina erfolgt wahrscheinlich
unter Beteiligung sezernierter Gelatinase (Leukodiapedese) [Bakowski, 1989].

Bei Kontakt mit Chemotaxinen kommt es nach wenigen Minuten zur Polarisation der
PMNL, d.h. zum Auftreten von anterior ausgebildeten Lamellipodien und einem
posterior gelegenem Zellschwanz. Dabei sind kontraktile Wellen ("ruffling') auf der
Zelloberflache zu beobachten, die von der Front der Zellen zum Hinterende verlaufen
[Peter et al., 1988].

Die initiale Polarisierung und chemotaktische Wanderung der Neutrophilen ist
verbunden mit der Reorganisation des Zytoskeletts und einer Umverteilung von
Rezeptoren auf der Zelloberfliche [Carson et al., 1986 / Devreotes & Zigmond, 1988].
PMNL konnen bei ihrer Wanderung noch 1 %-ige Unterschiede im Gradienten
detektieren [Zigmond, 1977]; der genaue Mechanismus, mit dessen Hilfe die PMNL
sich in einem Gradienten orientieren, ist jedoch noch nicht vollstindig geklirt. Die
Anzahl der Rezeptoren fiir ein Chemotaxin und deren Verteilung auf der Zelloberfldche
sowie die Organisation von Zytoskelettstrukturen spielen dabei eine entscheidende
Rolle [Keller et al., 1985 / Peter et al., 1988]. Neben Chemotaxis-inhibierenden
Faktoren, wie z.B. dem Anaphylatoxin-Inaktivator (Carboxypeptidase N) und dem

Chemotaxin-Inaktivator im Blutserum [Maderazo et al., 1988], flihrt auch die
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Zerstorung der Mikrofilamente zur Hemmung der Migration neutophiler Granulozyten

[Hoffstein, 1980].

2.2.1.2. Phagozytose neutrophiler Granulozyten

Als Phagozytose wird die rezeptorvermittelte Aufnahme groBer Partikel (Mikro-
organismen/Zelltriimmer/Matrixbestandteile) durch Zellen bezeichnet. Dabei wird das
zu phagozytierende Material von der Membran eingeschlossen und unter Bildung einer
Vakuole (Phagosom) internalisiert. Die Opsonierung des aufzunehmenden Materials
mit Antikorpern, C5a etc. beschleunigt die Aufnahme durch PMNL und kann die
Sekretion von Proteinen und die "respiratory burst reaction" induzieren bzw. verstirken
[Miiller et al., 1982].

Die Verschmelzung der proteinspeichernden Granula mit dem Phagosom fiihrt zur
Bildung von Phagolysosomen. Die dabei in das Phagolysosom freigesetzen
Proteine/Enzyme (Elastase, Lysozym etc.) sowie die zytotoxische Sauerstoffmetabolite
vermitteln den intrazelluldiren Abbau ingestierter Bestandteile bzw. die Abtétung von

Bakterien [Hoffstein, 1980 / Bainton 1973].

Ein einzelner neutrophiler Granulozyt kann eine Vielzahl von Bakterien aufnehmen. Im
Verlauf der intrazelluldren "Verdauung" der Partikel kommt es zum Absterben der
Zelle, die Zelltrimmer werden von anderen Phagozyten beseitigt oder als eitrige

Absonderung ausgeschieden.

Substanzen, die die Funktion des Zytoskeletts beeintrdchtigen [Hoffstein, 1980],
Inhibitoren der Proteinkinase C [Gresham et al., 1989] sowie Produkte der "respiratory

burst reaction" [Hamers & Roos, 1985] konnen zum Verlust der phagozytotischen

Aktivitdt von PMNL fiihren.
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2.2.1.3. "Respiratory/oxidative burst'-Reaktion der PMNL

Die "respiratory/oxidative burst reaction" neutophiler Granulozyten wird durch eine
Reihe von Entziindungsmediatoren wie Arachidonsdurebkommlinge, C3b, C5a,
Immunkomplexe etc. sowie durch Bakterien und bakterielle Kulturiiberstinde iiber die
Aktivierung der Proteinkinase C induziert. Die Reaktion fiihrt zur Bildung von
zytotoxischen/bakteriziden Sauerstoffmetaboliten [Schmitt et al., 1986 / Baggiolini,
1980]. Der "respiratory/oxidative burst" dient vor allem der Zerstérung bzw. dem

Abtoten phagozytierter Mikroorganismen in den Phagolysosomen.

Die respiratorische Reaktion ist begleitet von einer erhdhten Oy-Aufnahmne und einem
gesteigerten Glukoseumsatz durch die Zellen [Neumann & Lang, 1989 / Baggiolini,
1980]. Eine membranstindige NAD(P)H + H*-Oxidase ("respiratory burst oxidase"
katalysiert die Reduktion von molekularem Sauerstoff (O2) zu Superoxidanionen (02~
.) [Babior, 1987].

Aus den Sauerstoffradikalen entsteht spontan oder durch Superoxiddismutase (SOD)
katalysiert Wasserstoffperoxid (HpOp). Das HpOp wird von der Myeloperoxidase
(MPO) mit Halidionen (z.B. Cl7) zu Hypohaliten (z.B. OCI") und HpO, mittels
Laktoferrin mit Superoxidanionen (O3~.) zu molekularem Sauerstoff und
Hydroxyradikalionen (OH -.) umgesetzt.

Energiereicher Sauerstoff (O»-Singlett), Halidionen und H»)O werden spontan aus
H»O7 und Hypohaliten gebildet (Abb. 2).

Hypohalite, Hydroxyradikale und energiereicher Sauerstoff sind starke Oxidantien, sie
wirken durch Oxidation von Carbonylgruppen und Polysacchariden, die Peroxidierung
von Lipiden und partielle DNA-Zerstdrung (Strangbriiche) stark bakterizid und
zytotoxisch. [Hamers & Roos, 1985 / Matheson, 1981 / Till et al., 1985]

Im Verlauf der "respiratory/oxidative burst reaction" kommt es zur Bildung endogener
Peroxide (Leukotriene/Prostaglandine), die wiederum als Entziindungsmediatoren

dienen konnen. Auch die Inaktivierung/Aktivierung von PMNL Enzymen durch
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Reaktionsprodukte des "oxidative burst" wird beschrieben [Weiss et al., 1985 /

Matheson et al., 1981].

Abb. 2 "Respiratory burst reaction" neutrophiler Granulozyten

(aus: Hamers & Roos, 1985)

Intrazellulirer Schutz der PMNL vor den produzierten Sauerstoffmetaboliten wird {iber
die Katalase (Zersetzung von H»O»), die Superoxiddismutase (SOD) (Umsetzung der
Superoxidanionen) und das Glutathionredox-System (GSH/GSSG) (Oxidierung von
Peroxiden und Reduktion von Radikalen etc.) vermittelt (Abb. 2). Trotzdem fiihrt der
"oxidative burst" neben der Abtotung von Bakterien in der Regel zum Absterben der
Neutrophilen. Auch das Endothel und andere Zellen sowie Matrixkomponenten konnen
im Verlauf der Reaktion in Mitleidenschaft gezogen werden [Hamers & Roos, 1985 /
Till et al., 1985 / Retran et al., 1984].

2.2.14. Sekretion von Enzymen und Proteinen durch PMNL

Die Freisetzung von PMNL-Proteinen kann durch verschiedene Faktoren bzw.

Mechanismen ausgelost werden (Abb. 3). Durch Zusatz von Formyl-Peptiden,
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Komplementfaktoren etc. zu den Neutrophilen wird die Verschmelzung der Granula mit
der Plasmamembran induziert (Degranulation) [Wright, 1988].

Bemerkenswert ist, da3 dabei eine weitreichende Freisetzung der azurophilen Granula
nur durch Zerstorung der Mikrofilamente [Bentwood, 1980], Erhéhung der
intrazelluliren Ca2t-Konzentration [Simochowitz et al., 1980] oder direkte
Stimulierung der Proteinkinase C mit Phorbolestern [Kokot et al., 1987] erreicht werden
kann.

Die Freisetzung von lysosomalen Proteinen in den extrazelluldiren Raum wihrend der
Phagozytose tritt besonders bei der Aufnahme zu grofler oder einer zu grolen Anzahl
von Partikeln auf. Die Proteinfreisetzung beruht dabei wahrscheinlich auf dem

unvollstindigen Schluf3 des Phagosoms (Regurgitation) [Hoffstein, 1980].

Abb.3 Mechanismen der Proteinfreisetzung durch PMNL

.. ‘ "".A.‘

Stimulus induzierte Regurgitation wihrend
Sekretion der Phagozytose

Die Beschichtung von groflen, durch die PMNL nicht zu phagozytierenden Substraten
mit stimulierenden Obsoninen (z.B. IgG) fiihrt zur Proteinfreisetzung der Zellen durch
sog. "frustrierte Phagozytose" [Henson, 1971]. Auch beim Zelltod oder der
Perforation der Zellmembran nach Aufnahme von z.B. Uratkristallen fithrt zur

Freisetzung leukozytirer Proteine [Goetzl & Goldstein, 1985 / Olson & Venge, 1980).
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2.2.2. Granula der neutrophilen Granulozyten

Die Protein/Enzym speichernden Granula der PMNL sind lysosomale Strukturen

mit einem Durchmesser von 20-500 nm, die schon wihrend der Maturation der
Granulozyten gebildet werden. Bretz und Baggiolini (1974) beschreiben zwei durch
unterschiedliche Gréfe und Dichte sowie durch ihre Proteinausstattung zu
unterscheidende Typen von Granula (Tab. 1): die groeren azurophilen oder priméren
und die kleineren spezifischen oder sekundéiren Granula.

Die azurophilen Granula werden im Stadium der Promyelozyte, die spezifischen
Granula im Reifungsstadium der Myelozyte gebildet [Baggiolini, 1980]. Als dritter und
kleinster Granulatypus werden die C-Partikel oder tertidiren Granula beschrieben
[Dewald et al., 1982].

Tab. 1 Proteinkompartimentierung neutrophiler Granulozyten

primére Granula
(azurophile)

sekundire Granula
(spezifische)

tertidre Granula
(C-Partikel)

neutrale Proteinasen
Elastase

Typ-I-Kollagenase

Gelatinase

Kathepsin G

saure Proteinasen
Kathepsin B Vitamin-Bj,-bindendes
Kathepsin H Protein
Kathepsin L
B3-Glucuronidase Laktoferrin
Arylsulfatase Lysozym
Lysozym Histaminidase
Myeloperoxidase
Glykosaminoglykane

(nach: Neumann & Lang, 1989)

Das Zytoplasma reifer neutrophiler Granulozyten ist angefiillt mit Granula, wéhrend
andere Organellen wie Mitochondrien oder der Golgi-Apparat nur noch in geringer
Anzahl vorkommen[Baggiolini, 1980].

Neuere Untersuchungen [Perez et al., 1987 / Damiano et al., 1988] zur Proteinverteilung
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in den Granula deuten auf die Existenz von Subpopulationen der azurophilen bzw.
spezifischen Granula hin, wobei zum Teil widerspriichliche Angaben in bezug auf die
Kompartimentierung gemacht werden. So beschreiben Hibbs & Bainton (1989) eine
80%-ige Kolokalisation von Laktoferrin und Gelatinase in spezifischen Granula, Rice et
al. (1986) dagegen eine weitreichende Vergesellschaftung von Myeloperoxidase und
Laktoferrin in den azurophilen Granula.

Neben der Speicherung von Enzymen/Proteinen bilden die Granula einen intrazelluldren
Speicher fiir Adhesions-vermittelnde Rezeptoren (CD11b/CD11¢/CD18) [Lacal et al.,
1988/ Singer et al., 1989] und GTP-bindende Proteine [Dexter et al., 1990].

2.2.2.1. Proteine/Enzyme der PMNL

Die in den Granula der Neutrophilen gespeicherten Proteine/Enzyme gehoren
verschiedenen Protein-/Enzymgruppen an und ermoéglichen den Zellen ihr breites
Funktionsspektrum. Nachfolgend sind die Charakteristika einiger Proteine/Enzyme
aufgefiihrt; auf ihre Beteiligung bei pathologischen Erscheinungen wird unter 2.3.

eingegangen.

Typ-I-Kollagenase (EC 3.4.24.7): leukozytire Kollagenase ist eine Metalloproteinase
mit Zn2% im aktiven Zentrum; das pH-Optimum des Enzyms liegt bei 6 - 8.5, der
Isoelektrische Punkt bei pH 5.8 .

Das Molekulargewicht latenter Kollagenase wird mit 70-85 kDa angegeben, das durch
Trypsin, a-Chymotrypsin und Autoproteolyse aktivierte Enzym weist ein apparentes
Molekulargewicht von 64 kDa auf [Knéuper et al., 1990 / Hasty et. al. 1990].
Kollagenase spaltet die interstitiellen Kollagentypen I, II, III, Fibronektin, Proteoglykan,
sowie den Serin-Proteinaseinhibitor aj-Pj ; gehemmt wird das Enzym durch die
Komplexbildner (EGTA, EDTA etc.), TIMP (tissue inhibitor of metalloproteinases) und
verschiedene Tetrazycline. Von den PMNL wird die Typ-I-Kollagenase in ihrer latenten
Form sezerniert, der in vivo Aktivierungsmechanismus ist noch nicht vollstindig

geklart.[Knduper, 1989 / Docherty & Murphy, 1990].
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Gelatinase (EC 3.4.24.-): die latente Form leukozytirer Gelatinase besteht aus einer
Mischform mit den Molekulargewichten 98 kDa, 125 kDa und 220 kDa; das aktive
Enzym weist eine GroBle von 81-88 kDa auf. Wie die Kollagenase besitzt auch die
Gelatinase Zn2% im aktiven Zentrum und ist durch TIMP und Komplexbildner zu
inhibieren. Aktiviert wird das Metalloenzym durch Serinproteinasen (Trypsin, o-
Chymotrypsin, Cathepsin G) und eine durch Quecksilberverbindungen beschleunigte
Autoproteolyse [Oberhoff, 1990 / Docherty & Murphy, 1990].

Aktive Gelatinase spaltet abgebautes Typ-I-Kollagen (Gelatin), Typ IV- und V-
Kollagen, sowie die TCA/TCgp-Fragmente des Typ-I-Kollagens. Auch die Gelatinase
wird in der latenten Form von den Neutrophilen freigesetzt. [Oberhoff, 1990 / Murphy
etal., 1981].

Elastase (EC 3.4.21.37): Die Serinproteinase Elastase besteht aus drei, durch
unterschiedliche Glykosylierung zu unterscheidende Formen mit einem Molekular-
gewicht um 30 kDa [Watorek, 1990]. Die neutrale Protease besitzt im aktiven Zentrum
die Aminoséurtriade (Ser 195 / His 57 / Asp 102) [Sinha et al., 1987]; ihr pH-Optimum
liegt bei 8 - 8.5, der Isoelektrische Punkt wird mit pH 8.8 - 9.15 angegeben.

Das Enzym spaltet neben Aminosduren, die kleine Alkylseitenketten besitzen [Bode et
al., 1989] und entfaltet eine breite Spezifitdt in bezug auf biologische Substrate.

Neben Matrixbestandteilen wie Proteoglykan, Kollagen Typ III/IV und Elastin, werden
auch IgG, IgM, Priaalbumin, Komplementfaktoren (C5/C3), sowie die Plasma-
Inhibitoren Antithrombin III und aj-PI von der Elastase gespalten [Neumann & Lang,
1989].

Inhibiert wird die Serinprotease durch die Plasmaproteine o.1-PI und ap-Makroglobulin,
aber auch durch synthetische Substanzen wie z.B. DFP (Diisopropylfluorophosphat)
[Bode, 1988].
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Myeloperoxidase (EC 1.11.1.7.): die Peroxidase humaner PMNL ist eine Oxidase mit
zwei Him-Gruppen pro Molekiil, das Molekulargewicht wird mit 118-150 kDa
angegeben. Unter reduzierenden Bedingungen 146t sich das Enzym durch SDS-Page in
eine grofere (10-63 kDa) und eine kleinere (57-83 kDa) Untereinheit auftrennen; der
Zuckeranteil des Enzyms betrdgt 2.5 % [Harrison et al., 1977 / Bakkenist et al., 1978].
Das pH-Optimum (4.4 - 6.2) der Peroxidase liegt im sauren Bereich und ist abhéngig
von der HyO» Konzentration [Hamers & Roos, 1985].

Die Myeloperoxidase katalysiert die Bildung zytotoxischer bzw. bakterizider
Hypohalite (z.B. HCI") aus Hydroxyperoxiden und Halidionen (CI-, I, Br~); gehemmt
wird das Enzym durch Cyanide und Azid. In Anwesenheit von Hydroxyperoxiden und
Chlorid-ionen (ohne ein weiteres Substrat) kommt es zur Autoaktivierung der
Peroxidase, auch die Inaktivierung des Proteinaseinhibitors o1-PI (bei pH 5.9 - 6.5)

durch die Peroxidase wird beschrieben [Matheson et al., 1981].

Laktoferrin: Laktoferrin ist eine eisenbindendes Protein mit einem Molekulargewicht
von 77 kDa; pro Laktoferrinmolekiil werden zwei Fe-Atome gebunden. Die
Laktoferrinkonzentration in Sdugermilch ist relativ hoch, im Blutserum finden sich nur
geringe Mengen; PMNL speichern in ihren Granula groBe Mengen des Proteins. Uber
die Funktion von Laktoferrin ist wenig bekannt. Neben dem EinfluB auf die
Granulozytopoese und einer beschleunigten Bildung extrem bakterizider/zytotoxischer
Hydroxyradikale durch Fe3+-gesz'ittigtes Laktoferrin, wird der Einflul des Proteins auf
die Anheftung von PMNL an das Endothel diskutiert [Neumann & Lang, 1989 /
Adeyemi et al., 1988]. Auch soll der durch Laktoferrin vermittelte Fe-Entzug zur
Abtotung von Bakterien beitragen [Thews et al., 1991].

2.2.3. Das Zytoskelett der PMNL

Das Zytoskelett bestimmt die Morphologie von Zellen, stabilisiert diese und ermoglicht

alle dynamischen zelluldren Prozesse (Migration, Phagozytose, Mitose etc.). Drei
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Gruppen von Proteinen sind dabei zu unterscheiden: Die Mikrofilamente ( 5-7 nm), die
Mikrotubuli (25 nm) und die sog. Intermediérfilamente (ca. 10 nm) [Weber & Osborn,
1985].

Die Mikrofilamente (F-Aktin) - doppel-helikale Strukturen aus globuldren 42 kDa
Aktineinheiten - bilden zusammen mit einer Reihe von assoziierten Proteinen (Myosin,
a-Aktinin, Gelsolin, Fodrin, Profilin etc.) ein duBlerst dynamisches System. Dieses ist
wesentlich an zelluldren Vorgidngen wie Anheftung, Kontraktion und Lokomotion etc.
beteiligt. Mikrotubuli sind rohrenformige, aus sog. Protofilamenten bestehende
Strukturen; die Protofilamente sind aus Tubulindimeren (100 kDa) aufgebaut.
Zusammen mit einer Vielzahl assoziierter Proteine sind die Mikrotubuli an der
Organisation zelluldrer Prozesse (Mitose, Vesikeltransport etc.) beteiligt [Olmsted,
1986]. Das Vorkommen und der Aufbau von Intermediirfilamenten ist
gewebespezifisch. Diese Filamente dienen vor allem der Druck- und Zugfestigkeit von

Zellen [Alberts et al., 1989].

Auch die zahlreichen Funktionen der PMNL stehen in Zusammenhang mit der
Organisation des Zytoskeletts bzw. seiner raschen Reorganisation.

In unstimulierten PMNL liegen 60 % - 70 % des Aktins als G-Aktin vor [Deverotes &
Zigmond, 1988]. Nach Stimulierung der neutrophilen Granulozyten mit Chemotaxinen
wird eine rasch einsetzende (nach 10-15 sec) Aktinpolymerisation, gefolgt von einer
Depolymerisationsphase, beobachtet [White et al., 1983]. Dabei ist die initiale Aktin-
Polymerisation im Gegensatz zur Depolymerisationsphase Ca2t unabhédngig [Omann et
al., 1987]. Die hoch motilen PMNL besitzen nicht -wie viele andere Zelltypen- sog.
"stress fibers", aus F-Aktin aufgebaute Filamentbiindel die den Zellen eine gewisse
Spannung verleihen, sondern sie weisen im unpolarisierten Zustand ein cortikales F-
Aktinnetzwerk auf [Boyles & Bainton, 1979 / Cassimeris et al., 1990]. Bei
Polarisierung bzw. Migration der Neutrophilen ist in der Frontlamelle eine
Konzentration von Aktin, Myosin und anderen Aktin-bindenden zu beobachten
[Valerius et al., 1981 / Devreotes & Zigmond, 1988].

Beim Ubergang vom unpolarisierten Zustand zur durch FMLP-induzierten Polarisierung
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der Zellen werden von Watts et al. (1991) zwei Ubergangsstadien beschrieben: ein
"round-ruffled-shape" Stadium und ein "round-blebbed-shape'" Stadium. Dabei
bestimmt das Ausmaf} der initialen Aktinpolymerisation nach Stimuluszugabe, ob die
Zellen sich polarisieren, oder im "blebbed-shape" Stadium verbleiben.

Die Behandlung von Zellen mit Cytochalasin B, einem Pilzmetaboliten, fiihrt
konzentrationsabhédngig zur Blockierung der + -Enden der Aktinfilamete (fiir G-Aktin
hoch-affine Enden) und somit zu deren Depolymerisation [Cooper, 1987].

Auch die Mikrotubuli der Neutrophilen werden durch Stimuluszugabe beeinfluflt, es
kommt dabei zu einer Neubildung von Mikrotubuli und zur Verldngerung vorhandener
Strukturen [Omann et al., 1987 / Anderson et al., 1982]. Weiterhin kann durch
Stimulierung (FMLP) eine vermehrte Bildung von Granula-Mikrotubuli-Komplexen

induziert werden [Rothwell et al., 1989].

Die Verdnderung bzw. Inhibierung von Morphologie, Chemotaxis, Sekretion sowie der
Phagozytose neutrophiler Granulozyten durch Zusatz von Zytoskelett-zerstorenden bzw.
beeinflussenden Agentien (Erhohung der Ca2%;,(ase]] -Konzentration, Nocodazol,
Cytochalasine, Colcemid etc.) belegt die entscheidende Rolle des Zytoskeletts bei allen
Funktionen der Zellen [Hoffstein, 1980 / Roschger et al., 1990].

2.2.4. Intrazellulire Signaltransduktion der Granulozyten

Die Stimulierung der PMNL mit einer bestimmten Konzentration eines Agens kann
selektiv nur einige Funktionen der Zellen induzieren; so liegt die optimale
Konzentration des Formyl-Peptids FMLP fiir die sog."friihen Antworten" (leichte
Adhision/Polarisierung/Chemotaxis) bei 10-10M - 10-8M, dagegen werden die sog.
"spiten Antworten' (Degranulation/"respiratory burst"/starke Adhésion) erst bei einer
Konzentration von 10-7M in weitem Umfang induziert [Lackie, 1988]. Auch kénnen
sich zwei Stimulantien in ihrer Wirkung potenzieren [Aaku et al., 1990].

Zwischen der Bindung eines Agens an einen Rezeptor und der dadurch hervorgerufenen
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"Antwort" der Zellen (Chemotaxis, Degranulation etc.) vermittelt die sog.
intrazellulire Signaltransduktion: durch ein komplexes Zusammenspiel von Protein-
/Enzym- Aktivierungen und Inaktivierungen werden eine Reihe von intrazelluldren
Botenstoffen, sog."second messengers"”, (cCAMP, Ca2™, DAG, IP3 etc.) gebildet, die

wiederum Kinasen und andere Proteine aktivieren bzw. beeinflussen.

Die Intrazelluldre Signaltransduktion neutrophiler Granulozyten umfafit zum einen die
Bildung von ¢cAMP aus ATP durch eine Adenylatcyclase, zum anderen die Freisetzung
von Diacylglycerin (DAG) und Inositoltriphosphat (IP3) aus Membran-
Phospholipiden durch die Phospholipase C (PLC). Zwischen Ligand-induzierter
Konforma-tionsdnderung des Rezeptors und der Aktivierung der Adenylatzyklase und
Phospholipase C vermitteln GTP-spaltende, z.T. Rezeptor-regulierende Proteine (G-
Proteine) [Omann et al., 1987].

Abb. 4 Intrazellulare Signaltransduktion neutrophiler Granulozyten
Ligand-receptor -
G protem
iomc fluxes Phusghuhpasa L Phasaholipase A;
H*
|P: BAG = Fatty actds and
othec, lipids
Prnt
Ca“’—-- I'Zmase
\%
/ A
‘ Fod
Alter association Phnsphowlatmn Alter distnibution
of actin and ....____ of cytoskeletal __... of cytoskeletal
actin binding components proteins between
proteins membrane and cytosol

(aus: Omann et al., 1987)
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Uber die Aktivierung von Kinasen durch Diacylglycerin (Proteinkinase C/PKC) und
cAMP (A-Kinasen) werden durch Phosphorylierung weitere Enzyme und Zytoskelett-
assoziierte Proteine aktiviert bzw. verdndert. Die durch IP3 induzierte Erhohung des
intrazelluldren Ca2+-Spiegels (Freisetzung von Ca27 aus intrazelluliren Speicherpools)
hat die Umgestaltung von Zytoskelettstrukturen (z.B. Aktin-Depolymerisation)
verbunden mit der Aktivierung verschiedener Ca2+—abhéngiger Kinasen/Proteine
(Calmodulin, Fodrin, Gelsolin, Proteinkinase C) zu Folge [Berridge, 1985 / Berridge &
Weeds, 1986].

Fiir eine optimale Induzierung der "respiratory burst reaction" und der Degranulation ist
sowohl die Erh6hung des intrazelluldren Ca2+—Spiegels als auch die Aktivierung der
Proteinkinase C erforderlich. Die beschriebene initiale Aktinpolymerisation nach
FMLP-Stimulierung ist nicht wie die darauffolgende Depolymerisation und weitere

Reorganisation der Mikrofilamente Caz+-abhéngig [Omann et al., 1987].

Die anfingliche Aktinpolymerisation ist mit einem kurzzeitigen CAMPjptrazel] -~Anstieg
verbunden [Nourshargh & Hoult, 1986]. Bei einer weiterer, bzw. linger andauernden
Erhéhung des cAMPjiptrazell.-Spiegels wird die Degranulation der Neutrophilen
gehemmt.

Weiterhin bedingt die Stimulierung der PMNL die Aktivierung einer Phospholipase Aj
(PLA»), die aus Phospholipiden Arachidonsdure und Lysophosphatide freisetzt [Tao et
al., 1989]. Aus Arachidonsduren werden 1im sog. Lipoxygenase- und
Cyclooxigenaseweg Leukotriene sowie Thromboxane und Prostaglandine gebildet, die
nach ihrer Freisetzung als Entziindungsmediatoren wiederum die Funktionen der PMNL
und anderer Zellen "triggern" [Kaplan & Silverberg, 1988 / Bauldry et al., 1988].
Lysophosphatide konnen die Membranfluiditit beeinflussen und die Aktivitdt der
Proteinkinase C inhibieren [Lackie, 1988].

Die "frithen Antworten" der PMNL werden auf die Aktivierung von PLA», die "spdten
Antworten" vor allem auf die Aktivierung der PLC zuriickgefiihrt [Lackie, 1988]. So
ruft z.B. die direkte Stimulierung der PKC mit PMA eine Inhibierung der FMLP/PAF-
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induzierten Arachidonsdurefreisetzung hervor [Tao et al., 1989].

2.3. Rolle der PMNL bei pathologischen Erscheinungen

Die Enzyme neutrophiler Granulozyten und die von ihnen produzierten toxischen
Sauerstoffmetabolite sind fiir eine Reihe von pathologischen Erscheinungen
mitverantwortlich.

Storungen in der Bildung von Entziindungsmediatoren sowie das Auftreten grofB3er
Mengen bakterieller Toxine konnen zu einer verstirkten Einwanderung von PMNL in
bestimmte Korperbereiche und zu einer iibermdBigen Stimulierung der Zellen fiihren.
So wird als eine Ursache fiir die Zerstorung von Lungengewebe beim
Lungenemphysem eine erhohte Elastaseaktivitdt, wahrscheinlich verbunden mit einer
Inhibierung von o1-P;j uw.a. durch Metabolite der '"respiratory burst reaction"
angenommen [Bonney & Smith, 1986 / Janoff, 1988].

Auch das septischen Krankheitsbild (Polytrauma etc.) ist durch einen Anstieg des
Verhiltnisses von Elastase/ct-PI im Blutserum gekennzeichnet. Der Abbau von
Bindegewebsproteinen, Komplementfaktoren und Immunglobulinen etc. durch die
Serinproteinese kann zu einer weiteren Stimulierung von PMNL und Makrophagen etc.
und damit zur Verstirkung des Entziindunggeschehens fiihren [Fink et al., 1988 /
Pschyrembel 1989].

Neutrophile Granulozyten aus der Synovialfliissigkeit von Patienten mit rheumatoider
Arthritis zeigen eine verdnderte Chemotaxis und Phagozytose [Goetzl & Goldstein,
1985]. Die Schadigung von Knorpelgewebe bei diesem Krankheitsbild wird u.a. auf die
verstirkte Einwanderung von PMNL in das betroffene Gewebe in Zusammenhang mit
der Sekretion und Aktivierung von Gelatinase und Typ-I-Kollagenase zurtickgefiihrt
[Knduper, 1989]. Auch die Elastase ist an der Zerstérung von Knorpel- und Matrix-
gewebe beteiligt [Schalkwijk et al., 1988 / Mohr et al., 1981].
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Die iibermifBige Freisetzung und Produktion zytotoxischer Sauerstoffmetabolite durch
Neutrophile flihrt zur weitreichenden Schiddigung umliegender Gewebe und Zellen
sowie zur Inaktivierung von Proteinaseinhibitoren (siehe 2.2.1.3.) [Hamers & Roos,
1985]. Neben einer verstirkten Aktivierung der PMNL fiihren auch Verlust oder
Einschrinkung von PMNL-Funktionen zu pathologischen Erscheinungen, wie z.B. zu

einer stark erhohten Anfilligkeit fiir Infektionskrankheiten [Neumann & Lang, 1989].
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24. Zielsetzung

Diese Arbeit stellt eine Fortsetzung der im Projekt B7 des SFB 223 "Pathophysiologie
zelluldrer Wechselwirkungen" begonnenen Untersuchungen zur Proteinfreisetzung
humaner neutrophiler Granulozyten dar.

Zielsetzung der dargestellten Experimente war es, die bis jetzt noch nicht vollstindig
aufgeklirte Kompartimentierung leukozytirer Proteine/Enzyme zu untersuchen. Die
durch Stimulierung der Zellen mit verschiedenen Agentien hervorgerufenen
Sekretionsmuster von PMNL-Proteinen sollten Aufschluf3 {iber die Proteinverteilung in
den unterschiedlichen Granulatypen geben. Dabei sollte die Konzentration einer
moglichst groBen Anzahl von Proteinen im selben Uberstand stimulierter Zellen
bestimmt werden, um eine optimale Vergleichbarkeit in bezug auf ihre Freisetzung bzw.
Kompartimentierung zu erreichen.

Es wurden die Sekretionsmuster der Proteine/Enzyme Elastase, Myeloperoxidase, Typ-
[-Kollagenase, Gelatinase und Laktoferrin aufgenommen, deren noch nicht vollstindig
geklarte Kompartimentierung alle drei bisher beschriebenen Granulatypen mit
einbezieht. Um die Sekretionsmuster der untersuchten Proteine unter verschiedenen
Versuchsbedingungen zu erhalten und zu vergleichen, wurden sowohl Idsliche
korpereigene und bakterielle als auch partikuldre Stimulantien eingesetzt.

Da eine weitreichende Freisetzung azurophiler Granula bisher nur nach Erhohung des
intrazelluldren Ca2™- Spiegels, Mikrofilamentzerstérung etc. [Hoffstein, 1980 / Kokot
et al, 1987] erreicht werden konnte, sollte im besonderen die Beteiligung des
Zytoskeletts an der Freisetzung der Granula unter Einsatz der Mikrofilament- bzw.
Mikrotubuli- zerstorenden Agentien Cytochalasin B bzw. Colcemid untersucht werden.
Auch mogliche Unterschiede im Sekretionsmuster der genannten Proteine nach Eingriff
in die intrazelluldre Signaltransduktion wurden untersucht.

Eine weitreichende Freisetzung der den azurophilen Granula zugeordneten Protease
Elastase kann, wie erwéhnt, ohne Zusatz von Mikrofilament-zerstorenden Agentien
oder Erhohung der intrazelluliren Ca2*-Konzentration nicht erreicht werden, jedoch
finden sich bei einer Reihe von pathologischen Erscheinungen (z.B. Sepsis) grof3e

Mengen des Enzyms im Blutserum [Fink et al., 1988]. Untersuchungen zur Sekretion
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der Elastase bzw. ihrer drei Formen sollten kldren, ob nur bestimmte oder alle

Elastasetypen von den PMNL unter den gegebenen Testbedingungen sezerniert werden.

Bei den durchgefiihrten Sekretionsexperimenten sollte besonders darauf geachtet
werden, moglichst gleichbleibende experimentelle Bedingungen einzuhalten, um einen
durch unterschiedliche Behandlung der Zellen hervorgerufenen Einflu auf die

Freisetzung der Proteine zu vermeiden [Schmitt et al., 1986]

23



3. Material und Methoden

3. Material und Methoden
3.1. Biochemische Methoden
3.1.1. Isolierung der PMNL aus humanem Vollblut

Zur Isolierung neutrophiler Granulozyten aus frischem, heparinisierten Humanblut
wurde eine nach Boyum (1976) und Schmitt (1986) modifizierte Methode angewendet.
Folgende Arbeitsschritte wurden dabei durchgefiihrt:
- zur Sedimentation der Erythrozyten wurde ein Methocel/Ultravist-
Gemisch mit der doppelten Menge an Vollblut iiberschichtet; die

Sedimentationsdauer betrug ca. 40-80 Minuten

- der sich bildende, weitgehend von Erythrozyten befreite Uberstand
wurde auf die gleiche Menge Histopaque 1077 gegeben und fiir 40
Minuten bei 1200 rpm (Hettich Universal 2S-Zentrifuge) in dem
diskontinuierlichen Gradienten zentrifugiert (in 50 ml Zentrifugen-

rohrchen)

- nach dieser Zentrifugation wurde der Uberstand (Blutserum und
mononukledre Zellen) verworfen und das Granulozyten-Sediment einer
zweifachen hypotonen Lyse unterzogen, um verbliebene Erythrozyten

zu entfernen.

- das Sediment wurde, je nach Sedimentgréf3e und gewlinschter Zellzahl,

in 5-15 ml DPBS-Puffer resuspendiert.

Die Blutaufarbeitung sowie alle folgenden Arbeitsschritten wurden unter sterilen
Bedingungen und in Plastikgefden bzw. silikonisierten Glasgefaen durchgefiihrt, um
eine Stimulierung der PMNL und die starke Anheftung der Zellen an Glasoberflichen
zu verhindern [Chenoweth et al. , 1977].
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3. Material und Methoden

Hypotone Lyse:

Um das Granulozyten-Sediment ganz von Erythrozyten zu befreien, wurde das
Sediment fiir 30-40 sec in 0.2 %iger NaCl-Losung resuspendiert, danach erfolgte die
Zugabe von.1.6 %iger NaCl-Losung. Eine Zentrifugation fiir 6-10 Minuten bei 1200

rpm schlof sich an.

Puffer / Reagenzien:

- CMF-PBS (pH 7.3): 0.14 M NaCl
0.0027 M KCl
0.0080 M NapHPOy4 - 2 HyO
0.0015 M KoHPOy4

- PBS (pH 7.3): CMF-PBS +
0.50 mM MgCly - 6 HyO
0.90 mM CaCl, - 2 HyO

- DPBS (pH 7.3): PBS + 0.1% Glucose

Methocel (Sigma): Methylzellulose

Ultravist 370 (Schering): Rontgenkontratmittel mit 370 mg Jod/ml

Methocel/Ultravist: ein Gemisch aus 18,65 % Ultravist + 1.45 % Methocel in
HpOpidest.

Histopaque 1077 (Sigma):  enthilt Ficoll 400 und Natrium-Metrizoat
(Dichte: 1.077 g/ml)
Ficoll 400: Kopolymer aus Sucrose und Epichlorhydrin
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3. Material und Methoden

3.1.2. Bestimmung der Zellzahl und Lebendrate der PMNL

Nach Verdiinnung der Zellsuspension mit Tiirkslosung (1:20 in einer Leukozyten-
Mischpipette) wurde die Zellzahl / ml Suspension durch Auszidhlung in einer Neubauer-
Zihlkammer bestimmt [Rick 1977]. Durch Anfiarbung der Kerne mittels Tiirkslosung
wird die mikroskopische Auszdhlung der sonst im Lichtmikroskop farblos
erscheinenden Zellen ermdglicht.

Die Bestimmung der Lebendrate erfolgte durch Zugabe von Tryphanblau-Losung zu
den PMNL (1:20) und anschlieBender Auszahlung abgestorbener, im Kernbereich blau
geféarbter Zellen [Metcalf et al. 1986].

Reagenzien:

Tiirkslosung (Serva): 0.01 % Gentianaviolett + 1 % Essigsdure in H)Opjdest.
Tryphanblau-Losung: 0.5 % Tryphanblau (Serva) in 0.85 % NaCl-Ldsung
3.1.3. Fixierung der Zellen und Erstellen eines Differenzialblutbildes

Zur Erstellung eines Differenzialblutbildes wurden Vollblutausstriche nach Pappenheim
[Rick, 1977] gefarbt. Bei dieser panoptischen Farbung ermdglicht die unterschiedliche
Anfarbbarkeit von Zytoplasma- und Kernstrukturen eine gute Differenzierung von

Blutzellen [Burck, 1981].

Pappenheimfirbung:

May-Griinwaldlosung (Merck): enthélt eosinsaures Methylenblau in Methanol/Glycin;
Féarbung der Blutausstriche mit dieser Losung 3 min.

Giemsa-Losung (Merck): enthélt Azur IT und eosinsaures Azur I in Methanol/Glycin;
Féarbung der Ausstriche fiir 15 min mit einer 1:20 verdiinnten Giemsa-

Gebrauchslosung.
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3. Material und Methoden

Die Fixierung der PMNL (z.B. fiir Lichtmikroskopie) erfolgte durch Zugabe von
3 %-iger Formaldehydlosung fiir 5-10 min oder durch Behandlung mit 90 %-igem
Methanol fiir 60 sec. Danach wurden die Préparate mit CMF-PBS gewaschen und in

Mowiol eingebettet.

Reagenzien:

Formaldehyd-Ldsung: 3% Paraformaldehyd (Serva) in CMF-PBS.
Mowiol 4.88 (Hoechst): enthilt Polyethylenglycol und Glycerin in Puffer.
3.14. Aufschluf} der Zellen und Zerstorung der Granulamembranen

Zur Bestimmung des Enzym-/Proteingesamtgehaltes neutrophiler Granulozyten und der
Granulaverteilung muflten die Zell- sowie Granulamembranem zerstort werden. Dies

erfolgte durch Behandlung mit Ultraschall und der Zugabe von Detergenz.

Zerstorung der Zellmembranen:

- Ultraschall- Behandlung der Stufe 4-5 fiir 7-12 sec (Mikrotip).

Zerstorung der Granulamembranen:

- Der ersten Ultraschall-Behandlung folgte der Zusatz von 0.5 % Triton-X-100 fiir
30-60 min bei 49C (mehrmaliges vortexen); eine zweite, stirkere Ultraschall-
Behandlung der Stufe 5-6 // 50 % Pulse // 20-30 sec (danach mehrmals vortexen)
schloB sich an.

Dabei mufite die Stirke bzw. Dauer des Ultraschalls je nach Beschaffenheit des
GefaBBes, in dem die Behandlung durchgefiihrt wurde, und je nach Alter der

Teflonspitze des Mikrotips variiert werden.
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3. Material und Methoden

Gerite / Reagenzien:

Mikrotip eines Branson Cell Disrupter

Triton-X-100 (Serva / Sigma): t-(Octylphenoxypoly-ethoxyethanol)

3.1.5. Abtrennung von Zellen und Zellkomponenten mittels Zentrifugation

Nach Durchfiihrung der Sekretionsexperimente wurden die Zelliiberstinde durch
Zentrifugation (5 min / 800 g // Heraeus Biofuge A) von nicht angehefteten PMNL
befreit. Zur Trennung von Zytoskelett-assoziierten und 16slichen, cytosolischen
Komponenten wurden die Zell-Lysate fiir 10-15 min bei 2200 g zentrifugiert; Granula
und unlésliche Zellbestandteile wurden durch Zentrifugation bei 14.000 g (30-45 min)
abgetrennt [De Duve, 1975/ Williams & Wilson, 1984].

3.1.6. Durchfithrung der Sekretionsexperimente

Zur Durchfiihrung der Sekretionsexperimente wurde die Leukozytensuspension auf

5x 100 PMNL / 1 ml bzw. 0.99 ml eingestellt und zum langsamen Erwédrmen fiir 20
min bei 370C inkubiert. Wahrend dieser Vorinkubationszeit (in Suspension) wurde den
Zellen, je nach Versuchsdurchfiihrung, 5 - 10 pl Agens zugesetzt (Kontroll-Zellen
blieben ohne Zusatz). Danach wurden 1 ml bzw. 0.990 ml Portionen der Zellsuspension
in vorgewiarmte Gewebekulturschalen iiberfiihrt und fiir die jeweils angegebenen
Zeitraume mit 5 - 10 pul Agens (z.B. FNLPNTL) behandelt. Nach Ablauf der
Inkubatioszeit wurden die Uberstinde (nach vorsichtigem "Abspiilen" der Zellen)
abgenommen und die nicht angehefteten PMNL, wie unter 3.1.5. beschrieben, aus dem
Uberstand entfernt.

Bei den Versuchen zur Phagozytose wurde die Zellzahl auf 4 x 100 PMNL/ml

eingestellt .
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3. Material und Methoden

3.1.7. Bestimmung der Zahl nicht angehefteter PMNL

Bei einigen Sekretionsexperimenten wurde die Adhésionsrate der Zellen bestimmt,
dazu wurde das Zellpellet nach Zentrifugation des Uberstandes (siehe 3.1.5.) in
50 - 100 pl DPBS aufgenommen und die PMNL in der Neubauerkammer (siche 3.1.2.)

ausgezihlt.

3.1.8. Zur Stimulierung/Behandlung der PMNL verwendete Agentien

Cytochalasin B (Sigma): ein Metabolit des Pilzes Helminthosporium dematoideum;

Konzentration im Test 5 pg/ml // gelost in DMSO.

Cytochalasin D (Sigma): ein Metabolit des Pilzes Zygosporium mansonii;

Konzentration im Test 5 pg/ml // gelést in DMSO.

Colcemid (Sigma): Demecolcin (N-deacetyl-N-methyl Colchicin) modifiziertes
Alkaloid der Herbstzeitlosen (Colchicuum autumnale);

Konzentration im Test 5 pg/ml // gelost in DMSO.
FNLPNTL  (Sigma): Formyl-Norleucyl-Leucyl-Phenylalanyl-Norleucyl-Thyrosyl-
Leucin, ein synthetisches Formyl-Peptid ;
Konzentration in Test 10-7 M // gelést in DMSO/CMF-PBS.
Prostaglandin F2 (Sigma): humanes Gewebshormon;

Konzentration im Test 10-0 M // gelsst in CMF-PBS.

Leucin-Enkephalin (Bachem AG): ein humanes Opiat;
Konzentration im Test 1 - 2.4 x 109 M // gelost in CMF-PBS.
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3. Material und Methoden

Zymosan-Partikel (Sigma): Hefen des Spezies Saccharomyces cerevisiae;

Konzentration im Test 80 pl/ml = 2.4 x 107 Partikel // in DPBS.

Préaparation des Zymosans:

Die Zymosan-Partikel wurden 3 x mit PBS bei 4°C gewaschen, durch
eine 1:10 Verdiinnung auf 6.25 g/ml = 3 x 108 Partikel/ml eingestellt und
anschlieBend nochmals 3 x mit DPBS gewaschen. Die Opsonierung des
Zymosans erfolgte durch Inkubation mit DPBS (7 Teile) und humanem
Blutserum (3 Teile) fiir 10 min bei 259C; anschlieBend wurde das
opsonierte Zymosan, wie oben beschrieben, 3 x mit DPBS gewaschen

[Metcalf, 1986].

Zardaverin (Byk Gulden Pharmaceuticals): synthetischer Inhibitor der Phospho-
-diesterase; Konzentration im Test 105 M (10'9 M, 10-8 M, 10-7 M)
// gelost in CMF-PBS + NaOH.

Alle Losungen und Substanzen wurden mit sterilem Puffer angesetzt und bei -20 °C

aufbewabhrt.

3.1.9. Messung der Elastasekonzentration

Die Bestimmung der Elastasekonzentration in Zelliiberstinden/-lysaten erfolgte
iiberwiegend in einem photometrischen Test [Nakajima et al., 1979]. Dabei wurde als
Enzymsubstrat Methoxysuccinyl-Ala-Ala-Pro-Val-p-Nitroanilid eingesetzt, so dal3 die
Elastaseaktivitdt durch Abspaltung des Nitroanilins als Extinktionszunahme bei A= 405
nm verfolgt werden konnte. Die Enzymtestlosung wurde vor dem Start der Reaktion mit
dem Substrat fiir 10-20 min bei 259C inkubiert. Die kinetische Messung erfolgte in vier

Durchlédufen a- 30 sec , wobei bei jedem Durchlauf ein Blindwert mitgefiihrt wurde.
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3. Material und Methoden

Enzymtestlosung

in 1 ml-Kiivetten:

400 - 500 pl Testpuffer

70 - 150 pl Zelliiberstand/-lysat

400 - 500 pl Tensidlosung

50- 70 ul Substrat (im Test 0.05 - 0.07 mM)

Zur Angabe der Elastasekonzentration in [pg/ml] wurde eine Eichreihe erstellt (Abb. 5),
wobei leukozytédre Elastase aus humanem Sputum als Standard diente. In dem oben be-
schriebenen Testverfahren wurden die Extinktionswerte im Bereich von 0.5 - 25 pg/ml

(n="7-11) bestimmt.

Abb. 5 Elastase-Eichreihe
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3. Material und Methoden

Puffer / Reagenzien:

Testpuffer (pH 8.0) 0.2 M Triethanolamin
1.0 M NaCl
0.02 % NaN3

Tensidlosung (pH 8.0) : Testpuffer + 0.2% Benzalkoniumchlorid (Serva)

Enzymsubstrat : Methoxysuccinyl-Ala-Ala-Pro-Val-para-Nitroanilid (Sigma);
0.588 mg / ml DMSO

Enzymstandard: Lyophilisat leukozytdrer Elastase aus humanem Sputum

(salzfrei); (Elastin Products Inc.)

Photometer/Rechner: ~ Eppendorf-Photometer 1101 M mit angeschlossenem

Rechner/CKE 6455

3.1.10. Messung der Myeloperoxidasekonzentration

Ebenfalls in einem photometrischen Test wurde in Zelliiberstainden/-lysaten die
Peroxidasekonzentration ermittelt [Piittner & Becker, 1983]. Zum Nachweis der
Myeloperoxidase wurde das Substrat 2,-2-Azinobis-(3-ethylbenzthiazolin)-sulfonsdure
in einer Redoxreaktion umgesetzt; die Extinktionszunahme wurde bei A= 405 nm /
379C mittels Photometer (4 Durchldufe a- 30 sec) verfolgt. Durch Zugabe der Substrat-
16sung wurde die Reaktion gestartet, nachdem die gesamte Enzymtestlosung ca. 30 min

bei 370 C inkubiert worden war.
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3. Material und Methoden

Enzymtestlosung

in 1ml Kiivetten:
800 - 870 pl Testpuffer

100  pl Substratlosung
30-100 ul Zelliiberstand/-lysat

Auch eine Myeloperoxidase-Eichreihe mit leukozytdrer Peroxidase aus humanem
Sputum wurde erstellt (Abb. 6). Nach dem oben beschriebenen Messverfahren wurden

die Extinktionswerte im Bereich von 1.25 - 15 pug / ml (n= 9-16) aufgenommen.

Abb. 6 Myeloperoxidase-Eichreihe

Puffer / Reagenzien:

Testpuffer (pH 5.6): 83 mM Citronensduremonohydrat
112 mM NapHPOy4 - 2 HyO
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3. Material und Methoden

Enzymsubstratlosung: 2--2-Azinobis-(3-ethylbenzthiazolin)-sulfonsiure (Sigma);
gelost in Testpuffer; im Test: 0.91 nM ABTS +
0.125 pl 30 % HpOp / ml Testansatz .

Enzymstandard: Leukocytire Myeloperoxidase aus humanem Sputum, chroma-

topraphisch gereinigt (Elastin Products Inc.).

Photometer/Rechner: siehe 3.1.9.

3.1.11. Behandlung von Gesamtextrakten/PMNL mit 1 M NaCl

Um zu tiberpriifen, ob ein Teil der Elastase nach der Sezernierung an der Membran bzw.
den Membranstrukturen haften bleibt, wurde das Sediment von Gesamtextrakten

und CB/FNLPNTL-behandelte Zellen mit PBS/NaCl behandelt [Watorek, 1990].

NaCl-Behandlung von Gesamtextrakten: nach Aufschlu der Zellen (5 x 106
PMNL/ml) durch Ultraschall und Detergenz-Behandlung (siehe 3.1.4.) wurde
der Zellextrakt fiir 30 min bei 14.000 g =zentrifugiert, der Uberstand
abgenommen und auf das Pellet (P 1) fiir 8-10 min bei 49C 300 ul PBS/NaCl

gegeben und mehrfach gevortext. Nach Zugabe von 700 ul DPBS (vortexen)
schloB sich eine weitere Zentrifugation (15 min / 14.000 g) an, der Uberstand
wurde gesammelt und das Pellet (P 2) in 50 - 100 pul DPBS aufgenommen. Die
gesammelten Uberstinde bzw. das zweite Pellet wurden in den unter 3.1.9. und
3.1.10. beschriebenen photometrischen Tests auf ihren Gehalt an Elastase bzw.
Myeloperoxidase untersucht. Zum Vergleich wurde der Gehalt der beiden
Enzyme in Zell-Lysaten der jeweils selben Spender ohne vorhergehende

Abtrennung unldslicher Zellbestandteile bestimmt.

34



3. Material und Methoden

Behandlung CB/FNLPNTL-stimulierter PMNL: 5 x 105 PMNL wurden mit/ohne CB
und FNLPNTL behandelt, nach Ablauf der Inkubationszeit wurde der Uberstand

abgenommen (U 1), die Zellen 1 x mit vorgewirmten DPBS gewaschen und fiir
5-6 min mit DPBS/NaCl behandelt (U 2). Beide Uberstinde wurden nach
Zentrifugation auf ihren Elastase-Gehalt untersucht (siehe 3.1.9. und 3.2.1.).

Puffer / Reagenzien:

PBS/NacCl: PBS mit 1 M NaCl
DPBS/NaCl: DPBS mit 1 M NaCl

3.1.12. Nachweis von Elastase mittels SDS-PAGE

Zur Gewinnung von Elastase aus Uberstinden wurden 1 - 1.6 x 108 PMNL in
Suspension mit Cytochalasin B (5 pg/ml) vorinkubiert und dann in grofen
Gewebekulturschalen fiir 15 min mit CB (5 pug/ml) / FNLPNTL (10-7 M) behandelt.
Der Uberstand der Zellen wurde in Millipore Ultrafree-MC Réohrchen durch
Zentrifugation bei 3200 g auf 120-650 pl eingeengt.

Um die angehefteten Zellen vom Boden der Kulturschale zu 16sen, wurden 3 ml

PBS/NaCl + 1 % Triton-X-100 aufgegeben und die Zellen dann bei -20°C eingefroren.

Der Aufschluf3 der Zellen und Granula erfolgte durch zweifachen Ultraschall (Stufe 5.3
/1'50 % Pulse // 30 sec); nach Zentrifugation (13.000 g / 30 min) wurde das Lysat, wie
oben beschrieben, auf 200 - 600 ul eingeengt. Die Gesamtextrakte wurden, wie unter
3.1.4. beschrieben, aus 2 - 6.6 x 107 PMNL (in PBS/NaCl) gewonnen und auf 110-640

pl eingeengt.
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3. Material und Methoden

Substrat-Gelelektrophorese: Proben (20 pl) von Zell-Lysaten etc. wurden mit je 2 pl

SDS-Loésung + etwas Saccharose versetzt und auf ein 10 %-iges Polyacrylamidgel +
0.2-0.4 % Gelatin aufgetragen (je 4-16 pl). Der elektrophoretische Lauf erfolgte bei 20-
40 mA pro Gel (unter Kiihlung). Danach wurde durch Waschen der Gele mit Elastase-
Puffer + 2.5 % Triton-X-100 (2 x 20 min) das SDS entfernt und die Gele in
Tensidlosung bei 379C 15-70 Stunden inkubiert. Im Anschlul daran wurden die
Proteine im Gel mittels Entfarber (10-15 min) gefillt, die Gele in HpOpidest.
gewaschen und mit Coomassieblue-Losung gefarbt. Dannach wurden die
Acrylamidgele solange mit Entférber behandelt, bis die durch proteolytische Aktivitit
der Elastase Protein-freien Banden im blau gefarbten Gelatin-Gel gut sichtbar waren

[Hibbs et al.,1985].

Silberfarbung: 20 pl der eingeengten Probe wurden mit 4 pul SDS-Ldsung versetzt und
elektrophoretisch aufgetrennt. Nach der Auftrennung wurden die Gele 2 x mit
10 %-igem Ethanol (10 min) und 2 min mit "Farmers reducer" behandelt. Nach
mehrmaligem Waschen mit HyOpjdest. erfolgte eine Inkubation mit 0.1 %-iger
Silbernitratlosung fiir 30 min. "Entwickelt" wurden die Gele mit 2.5 %-iger

Natriumcarbonatlosung + 30 % Formaldehyd [Damerval et al., 1987].

Puffer/Reagenzien:

Gelatin: aus Typ-I-Kollagen (Rind-/Kalbshaut) durch Aufkochen (1-3 x)
gewonnen; das Kollagen wurde gelost in Kollagen-Puffer:
0.10 M Tris/HCI
0.01 M CaClp
0.30 M NaCl

Elastasepuffer / Tensidlosung: siehe 3.1.9.
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3. Material und Methoden

PBS/NaCl: siehe 3.1.11.

Acrylamidlosung: 56 M Acrylamid
70.0 mM Bisacrylamid

Gelpuffer (pH 9.4) 1.5 M Tris [a,a,0-Tris(hydroxymethyl-
methylamin)]
13.9 mM SDS [Natriumdodecylsulfat]
0.23 % TEMED [N,N,N>,N--Tetramethyl-
ethyldiamin]
Elektrodenpuffer (pH 8.6): 25.0 mM Tris/HCI
3.5 mM SDS
02 M Glycin
SDS-Losung: 20% SDS + 0.01% Bromphenolblau
Entférber: 5 Teile Methanol + 5 Teile HyOpidest. = 1 Teil Essigsdure
(konz.)

Coomassie Blue R: 0.2 g Coomassie Blue R (Serva) ad 100 ml Entféarber

Farmers-Reducer: 5g Kj3[Fe(CN)gl
8g NapS»03 x5 HyO

ad 500 ml HyOpidest.
Entwickler: 2.5 M NapCO3 + 0.05 % Formaldehyd
Ethanol: 10 %-ig in HyOpjdest.
Silbernitrat: 0.1 %-ig in HyOpjdest.
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3. Material und Methoden

LMW-Marker:Phosphorylase 94 kDa
Albumin 67 kDa
Ovalbumin 43 kDa
Carboanhydrase 30 kDa
Trypsin-Inhibitor 20.1 kDa
Lactalbumin 14.4 kDa

Einengung:  Millipore-Ultrafree-MC Rohrchen (Z{ 10 mm) mit einer Ultrafiltrations-
membran (Low-binding / Typ PLGC); Aussschluvolumen der Membran
von 10 kDa.

3.1.13. Verfahren zur Bestimmung des G-Aktingehalts

Um die Wirkung von Cytochalasin B auf das Mikrofilamentsystem der Neutrophilen zu
kontrollieren, wurden 1 x 107 PMNL in Suspension mit/ohne CB/FNLPNTL behandelt.
Nach Versuchsablauf und Zentrifugation bei 800 g wurden die PMNL in Lysispuffer +
20 pl DFP (100 mM) aufgenommen und fiir 30-60 min auf Eis gestellt. Nachdem die
Suspension gevortext worden war, erfolgte die Abtrennung des filamentdsen Aktins
durch Zentrifugation bei 8000 g (10-15 min). Der das G-Aktin enthaltene Uberstand
wurde abgetrennt und eine Acetonfillung (0.5 ml Uberstand + 0.8 ml Aceton // 1 Std)
durchgefiihrt. Nach Zentrifugation bei 14.000 g (10-15 min) wurde das Sediment in 50
pl  SDS-Probenpuffer aufgenommen und davon 11-13 pl auf ein 10 %-iges
Acrylamidgel gegeben. Folgend der Auftrennung im Gel (40 mA pro Gel) wurden die
Proteine mit Entfarber gefillt und nach 2-maligem Waschen mit Coomassie-Losung
gefarbt (siehe 3.1.12.). Die Molekulargewichtsbestimmung erfolgte mit Hilfe eines
LMW-Markers. Um den Gehalt des G-Aktins zu bestimmen, wurden die Gele mit

einem Joyce-Loeble-Chromoscan gescannt [White et al., 1983].
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Puffer/Reagenzien:

Acrylamidldsung: siche 3.1.12.
Elektrodenpuffer: "
Gelpuffer: "
Entférber: siche 3.1.12.

n

Coomassie-Losung:

Lysis-Puffer (pH 7.0):80 mM KClI
20 mM Imidazol
10 mM EGTA
2 % Triton-X-100

SDS-Probenpuffer (pH 6.6): 10 % SDS
13 mM Mercaptoethanol
86 mM Tris/HCI
20 % Glycerin

3.1.14. Fluoreszenzmarkierung von Aktin

Die Markierung der Mikrofilamente (F-Aktin) erfolgte mit Hilfe Rhodamin -
gekoppelten Phalloidins [Cassimeris et al., 1990]: dazu wurden die PMNL
mit/ohne CB vorinkubiert und dann in Gewebekulturschalen mit/ohne
FNLPNTL (auf Polylysin beschichteten Deckgldschen) behandelt. Nach der
Inkubationszeit wurden die Zellen in Methanol fixiert (60-80 sec), 3 x mit
CMF-PBS gewaschen und mit 20 ul Phalloidin-Rhodamin-Losung inkubiert (30
min/379C). Nach Versuchsablauf wurden die Zellen 3 x mit CMF-PBS

gewaschen und in Mowiol eingebettet.
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3. Material und Methoden

Puffer / Reagenzien:

CMF-PBS-Puffer (pH 7.2): siehe 3.1.1.

Poly-L-Lysin-Beschichtung: 0.01 %-ige Poly-L-Lysin-Losung (Sigma) in sterilem
PBS, fiir 5 min auf die Deckgldschen gebracht, Trocknung der Gléschen
bei 400C.

Phalloidin-Rhodamin: mit dem Fluoreszenzfarbstoff gekoppeltes Phalloidin (spezifisch
F-Aktin-bindendes Protein); zur Verfiigung gestellt von Prof. Dr. H. Faulstich,

MPI Heidelberg.
3.2 Immunologische Methoden
3.2.1. Enzyme-Linked-Immunosorbent-Assay (ELISA)

Die Konzentrations-Bestimmung der Enzyme Typ-I-Kollagenase und Gelatinase sowie
des Ham-Proteins Laktoferrin erfolgte in einem ELISA-Verfahren (Sandwich-Typ). Mit
Hilfe polyklonaler Antikérper aus dem Kaninchen und einer Eichreihe wurde der Gehalt
dieser Proteine in verdiinnten Zelliiberstinden/-lysaten in folgenden Arbeitsschritten
nachgewiesen [Bergmann et al., 1989]:
Zunichst wurden die Mikrotiterplatten mit 100 pl (je Well) Beschichtungs-IgG
(1.AB) (2 mg spezifisches IgG/ml H»O // 1:1000 verdiinnt in
Beschichtungspuffer) beschickt und fiir > 2 Std bei 4°C inkubiert. Nach
2-maligem Waschen mit PBST-Waschpuffer erfolgte das Auftragen von je 100
pl in RSA-Puffer verdiinntem Antigen (Zelliiberstinde/-Lysate 1:2 - 1:40
verdiinnt // Eichreihe *); den Zelliiberstinden/-Lysaten wurden 10 ul DFP
zugesetzt.
Dannach wurden die Mikrotiterplatten bei 37°C fiir 2 Std. oder bei RT iiber

Nacht inkubiert. Vor dem Auftragen von 100 ul des zweiten, Peroxidase-
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konjugierten, Antikorpers (1:2000 - 1:6000 in RSA-Puffer verdiinnt) wurden die
Platten 4 x gewaschen; Inkubation > 2 Std. bei RT. Nach 6-maligem Waschen
mit Waschpuffer wurde die Mikrotiterplatte mit 100 pl Farbreagenz (ABTS in
Citratpuffer + HyO») je Well beschickt; Inkubation bei 189C fiir 2 Std.

Nach AbschluB3 der Farbreaktion wurde die Absorbtion bei A= 405 nm im
ELISA-Reader gemessen und die Proteinkonzentration mit Hilfe der Eichreihe™

bestimmt.

* Damit die OD-Kurven von Eichung (Abb. 7) und Proben parallel verliefen, wurde die Konzen-
tration der Eichreihe und die Verdiinnung der Proben bei jeder Versuchsreihe aufeinander
abgestimmt. Nur bei parallelem Verlauf des linearen Teils der Kurven ist eine genaue

Konzentrationsbestimmung mit Hilfe der Eichreihe moglich.

Abb. 7
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Die Immunisierung der Kaninchen, die Blutentnahme, sowie die Serumgewinnung
erfolgte durch Frau C. Wiegand, Lehrstuhl fiir Entwicklungsbiologie (Fakultit fiir
Biologie/Universitidt Bielefeld) mit aus "buffy-coat" aufgereinigter Gelatinase

[Oberhoff, 1990] und Typ-I-Kollagenase [Knduper, 1989]. Die Reinigung der
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3. Material und Methoden

Antikorper wurde von Frau V. Siiwer, Lehrstuhl fiir Biochemie (Fakultat fiir
Chemie/Universitdt Bielefeld) durchgefiihrt. Die Aufreinigung der AB aus Serum
erfolgte nach Harboe & Ingild, (1973) durch Ammoniumsulfat-Féllung, Dialyse (gegen
H»O und Aceton) und Ionenaustausch-Chromatographie (Sephadex A 50- Sdule).

Puffer / Reagenzien:

Carbonatpuffer (pH 9.6): 35.0 mM NaHCOj3
15.0 mM NapCO3
0.02 % NaNj

PBST-Waschpuffer (pH 7.4): 0.146 M NaHpPO4
0.146 mM NapyHPO4 -2 HyO
0.151 mM NacCl
0.05 % Tween 20 (Polyoxyethylen-

sorbitanmonolaureat)

RSA-Puffer (pH 7.4): PBST-Waschpuffer + 2 % RSA

Farbreagenz (pH 4.2): 1 mg ABTS / ml Citratpuffer + 0.013 % 30%-iges HyO»

Citrat-Puffer (pH 4.2): 0.100 M Citronensauremonohydrat
0.125 M NapHPOy4
0.050 % Tween 20

1.AB= Beschichtungs-IgG: 2 mg spezifisches IgG / ml HyOpjdest.; polyklonaler
Antikoper aus dem Kaninchen

2.AB= Konjugat: 1 mg Peroxidase-konjugierter polyklonaler Antikorper aus dem
Kaninchen in 200-500 pul PBST-Puffer und Glycerin
(siehe 3.2.1.1.)

DFP-Losung: 100 mM Diisopropylfluorophosphat (Serva) in n-Propanol
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Gerite:

ELISA-Reader: Dynatech-ELISA-Reader mit angeschlossenem Mikrotek-
Auswertprogramm

Mikrotiterplatten: Nunc-Immuno-Maxisorbplatten F96

Zur Bestimmung geringer Mengen an Elastase wurde ein ELISA-Verfahren von Merck
(Merck Immunoassay 12589 PMN / Elastase; ELISA gegen Elastase/oq-
Proteinase-inhibitor-Komplex) angewendet. Dabei wurden die Proben (mit NaCl
eluierte Elastase von der Oberfliche stimulierter PMNL, siehe 3.1.11.) 1:200 in
Verdiinnungspuffer verdiinnt und mit 5.5 x 107 M o1-PI fiir 10 min versetzt, danach
erfolgte die Bestimmung der Elastasekonzentration mit Hilfe von Eichwerten
in AB-beschichteten Rohrchen:
Vor dem Einpipettieren von je 500 ul verdiinnter Probe bzw. Eichlosung wurden
die mit dem 1. AB beschichteten Roéhrchen mit 1 ml Waschlésung gewaschen;
Inkubation fiir 60 min bei 20-259C. Nach 3-maligem Waschen mit 1 ml
Waschpuffer erfolgte die Zugabe von 500 pl Antikdrper-Enzymlosung (2. AB;
gekoppelt mit alkalischer Phosphatase) fiir 30 min bei 20-25 ©C. Danach wurden
die Rohrchen 2 x mit je 2 ml Waschlésung gewaschen und 500 ul
Substratlosung fiir 30 min bei 20-259C zugegeben. Die Farbreaktion wurde
durch Zusatz von 100 pl Stopplosung beendet; die Messung der Extinktionen
erfolgte im Eppendorf-Photometer bei A= 405 nm 259C (Schichtdicke der

Kiivetten 1 cm) gegen einen Blindwert.

Die Elastasekonzentration in den Proben wurde jeweils in Doppelbestimmungen mit
Hilfe einer Eichreihe ermittelt, die Extinktionen der Eichwerte in 6 Messungen

bestimmt.
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Puffer / Reagentien:

1. AB: anti-(human)-PMN-Elastase Antikorper aus dem Schaf

2. AB: anti-(human)-a.|-Proteinase-Inhibitor-Komplex aus dem

Kaninchen, gekoppelt mit alkalischer Phosphatase

Eichlosungen: PMN-Elastase-o.|-Proteinase-Komplex: 0.4 ng/ml; 0.8 ng/ml;
1.94 ng/ml; 3.57 ng/ml

Verdiinnungspuffer (pH 7.5): 20 mM Phosphat

Waschlosung: Detergenz in HyOpjdest.

Antikorper-Enzymlosung (pH 7.5):  Antikorper-Konjugat-Losung (2. AB) 44%-ig in

1:1 verdiinnter Waschlosung.
Enzym-Substratlosung (pH 9.8): 20.0 uM 4-Nitrophenylphosphat
1.0 M Diethylamin

0.5 mM MgCly

Stopplosung: 2 M NaOH

3.2.1.1. Herstellung der Antikorper-Konjugate

Die Konjugierung des 2.AB mit Meerrettich-Peroxidase erfolgte modifiziert nach

Tijssen (1985):
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- 5 mg spezifisches IgG wurden in 500 pul Carbonatpuffer gelost und mit einigen
Tropfen Sephadex Gel-G12 versetzt (Erhohung der Dichte)

- 1.6 mg Meerrettich-Peroxidase (Boeringer GmbH) wurden in 160 pl NalOg4-

Losung aufgenommen; 15 min Reaktionszeit bei RT (bei Dunkelheit)

- Zugabe der IgG-Losung zur Peroxidase; 4 - 5 Std. Reaktion bei RT

- danach Zentrifugation der Losung (10 min/13.000g) und 3-4 maliges Waschen

des Sediments mit 200 pl Carbonatpuffer, die Uberstinde wurden gesammelt

- die Uberstéinden wurde 3 x mit NaBHy-Losung (1/p(-igstel ihres Volumens)

versetzt; Reaktionszeit jeweils 20 min bei RT

- durch Zugabe der gleichen Menge gesittigter (NH4)>SO4-Losung wurde das
konjugierte IgG gefillt; Inkubation bei 49C iiber Nacht

- durch Zentifugation (5-10 min/13.000 g) wurde das IgG-Konjugat von freier
Peroxidase getrennt und mit 50 %-iger (NH4)>SO4-Losung gewaschen

- je nach GrofBle des Sediments wurde es in 100-250 pul PBST-Puffer + Glycerin

aufgenommen.

Puffer / Reagenzien:

Carbonatpuffer (pH 9.6): 15.0 mM NayCO3
35.0 mM NaHCO3

Phosphatpuffer (pH 7.9): 12.7 mM NayHPOy
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NalOg4-Losung: 8 mM NalO» in HyOpjdest.

NaBHy-Losung: 10 mg NaBH4 / ml 0.1 N NaOH

Peroxidase (Boeringer GmbH): Meerrettich-Peroxidase

3.3. Mikroskopie

3.3.1. Licht- und Fluoreszenzmikroskopie

Die lichtmikroskopischen Untersuchungen wurden mit einem Leitz Diavert Mikroskop
durchgefiihrt, die Fluoreszenz-Mikroskopie mit einem Leitz Axiophot Mikroskop unter
Anregung des Rhodamins bei A= 550 nm.

3.2.2. Rasterelekronenmikroskopie

Um die Aufnahme von Bakterien durch PMNL untersuchen zu koénnen, wurden
phagozytierende Zellen fiir das Rasterelektronenmikroskop (Hitachi S-450) préipariert.
Auch CB-behandelte und mit Hilfe Polylysin-beschichteter Deckgldschen "zerrissene"
PMNL (Darstellung der Granula) wurden im REM untersucht [Plattner & Zingsheim,
1987]. Die Behandlung der PMNL sowie die Herstellung von REM-Préparaten wurden
wie im folgenden beschrieben durchgefiihrt:

Phagozytose: die PMNL wurden 20 min mit FNLPNTL (10-7M) in Suspension
inkubiert und dann in Gewebekulturschalen mit Polylysin-beschichteten
Deckglédschen tiberfiihrt; 80 pul Zymosan-Losung wurden zugesetzt. Nach 30-40

min wurden die Zellen fixiert und fiir das REM prépariert
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Darstellung der Granula und CB-behandelter PMNL: 1-2 x 106 PMNL wurden
mit/ohne CB//FNLPNTL auf Polylysin-beschichteten Deckgldschen behandelt

und fixiert. Ein Teil der Zellen wurde mit Hilfe eines zweiten, frisch mit
Polylysin-beschichteten Deckglas zerrissen und ebenfalls fiir das REM

prépariert.

Herstellung von REM-Préparaten: zur Fixierung wurden die PMNL zunédchst mit

3 %-iger Glutaraldehyd-Losung fiir 2 Std. bei 49C behandelt, anschlieBend

wurde das Fixans durch 3-maliges Waschen mit 0.1 M Cacodylat-Puffer
entfernt. Nach Lagerung der Préparate bei 49C in Cacodylat-Puffer erfolgte der
zweite Schritt der Fixierung mit 0.5 %-iger OsOg4-Losung (2 Std./49C) und
Waschen mit Cacodylat-Puffer (siche oben).

Der Fixierung schlof sich die Entwésserung der Préparate an. Zum Austausch
des Wassers gegen Athanol wurden die Decklischen jeweils 15 min bei RT in
einer aufsteigenden Konzentrations-Reihe (10 % - 96 %) behandelt (Lagerung
der Glischen bei 4°C in 70 %-igem Athanol). Zur Trocknung der Priparate
wurden die Deckglidschen in einem Kompressiosgerdit mit COp als
Trocknungsfliissigkeit einer Trocknung am kritischen Punkt (Piy COp= 72.9
atm / Ty COp=31.1 OC) unterzogen.

Nach diesen Arbeitsschritten wurden die Préparate mit einem Spezialklebeband
auf Aluminium-Probentellern befestigt und mit einer elektronendichten
Goldschicht versehen ("sputtern"). Dabei wurden in Stickstoff-Atmosphére unter
Anlegung einer Hochspannung und bei einem Druck von 0.1 Torr durch
Sekundiremission Goldatome aus einer Kathode geschlagen und die Prédparate
mit einem Goldiiberzug versehen. Die Behandlung erfolgte in einer Technics
Hummer V- Sputter Anlage (Dauer 4 min).

Die nun wasserfreien, d.h. Hochvakuum-bestindigen Pridparate konnten im
REM untersucht werden. Hierbei bedingt der Goldiiberzug der Praparate sowohl
einen Schutz gegen Aufladungserscheinungen als auch eine hdhere

Sekundérelektronenausbeute, d.h. ein besseres Auflosungsvermdgen im REM
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[Hopwood, 1972 // Zingsheim & Plattner, 1976].

Puffer / Reagenzien:

Glutaraldehyd-Losung: 3 % Glutaraldehyd in 0.1 M Cacodylat-Puffer

Cacodylat-Puffer (pH 7.2): 0.1 M Na (CH3)p AsOj - 3 HyO

0OsO4-Losung: 0.5 % OsO4 in 0.1 M Cacodylat-Puffer

Poly-L-Lysin-Beschichtung: siehe 3.1.1.4.
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4. Ergebnisse

4.1. Blutaufarbeitung und Blutspender

Bei der hier angewandten Granulozyten-Priparationsmethode wurde eine Zellausbeute
von 1.66 x 10° PMNL pro ml Vollblut (gemittelt aus 109 Spenden) erreicht. Das ist
vergleichbar mit den in der Literatur angegebenen Werten [Rick, 1977 / Kleesik, 1989].
Die stichprobenartig bestimmte Lebendrate der Zellen lag bei > 95% ; Zellausbeute
sowie Sedimentations-Geschwindigkeit des Blutes auf Ultravist/Methocel (siehe 3.1.1.)
unterlagen spenderabhingigen Schwankungen. Auch die Zellzahl pro ml Vollblut
desselben Spenders variierte bis zu 100 % ; in Abb. 8 ist von drei Spendern die PMNL-
Zahl pro ml Vollblut aus 12 Blutspenden aufgetragen.

Nach Pappenheim gefdrbte Blutausstriche ermoglichten die Darstellung und

Differenzierung der drei Granulozyten-Typen (Abb. 9).

Abb. 8 Zellausbeute pro Milliliter Vollblut
(12 Blutspenden)
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4. Ergebnisse

Abb. 9 Granulozyten im nach Pappenheim gefdrbten Blutausstrich

c
a. neutrophiler Granulozyt
b. basophiler Granulozyt
¢. eosinophiler Granulozyt
4.2. Bestimmung des Protein-/Enzymgesamtgehaltes

Zur Bestimmung des Protein-/Enzymgesamtgehaltes (Tab. 2) wurden Zell- und
Granulamembranen von 5 x 10°® PMNL/ml DPBS durch Ultraschall und Detergenz-
behandlung (3.1.4.) aufgeschlossen und der Protein-/Enzymgehalt in den Zell-Lysaten
bestimmt. Der Gehalt an Typ-I-Kollagenase, Gelatinase und Laktoferrin wurde im
ELISA-Verfahren (3.2.1.), die Konzentration an Elastase bzw. Myeloperoxidase in
Aktivitétstests (3.1.9. und 3.1.10.) gemessen (n= 18-20 // 9-10 Spender).

Um auch fiir die beiden letztgenannten Enzyme Angaben in [pg/ml] machen zu kénnen,
wurde eine Eichreihe mit HL-Elastase bzw. Myeloperoxidase aus humanen Sputum
erstellt (Abb. 5/6 in 3.1.9. und 3.1.10.). Bei der Angabe des Gesamtgehaltes wurde der
bereits wihrend der zweifachen hypotonen Lyse sezernierte Proteinanteil

beriicksichtigt. Dazu wurden je 1 ml des Uberstandes nach der Lyse entnommen.
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(n= 7-8 // 7-8 Spender), der Gehalt der untersuchten Proteine bestimmt und nach der
Zellzdhlung auf 5 x 10° PMNL umgerechnet.

Abb. 10 zeigt, da nur die Metalloproteinase Gelatinase wirend der zweifachen
hypotonen Lyse in groBerem Umfang ( > 8 % , bezogen auf den Gesamtgehalt) von den

Zellen freigesetzt wurde.

Tab. 2 Protein-/Enzym-Gesamtgehalt in 5 x 10 ° PMNL
Protein/Enzym ermittelte Werte Literaturwerte
Typ-I-Kollagenase 0.674 ng +/-0.18 0.3-20.5 pg
Gelatinase 0.545 pg +/-0.16 -—--
Laktoferrin 14.050 pg +/-2.90 15.0-21.75 pg
Elastase 14.90 pg +/-2.70 10.0 - 15.00 pg
Myeloperoxidase 1430 pg +/-3.1 19.55 ug
Abb. 10 Proteinfreisetzung wdhrend der Lyse
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Die Myeloperoxidase-Ausschiittung wéahrend der Aufarbeitung bzw. Lyse konnte nicht
bestimmt werden, da die Enzymaktivitdt im photometrischen Test durch Erythrozyten/-

lysate um das 2-3-fache (je nach Erythrozytenzahl) anstieg.

Alle im Verlauf dieser Arbeit angegebenen prozentualen Werte der Protein-
Enzymausschiittung beziehen sich, soweit nicht anders vermerkt, auf die in Tab. 2

angegeben Gesamtgehalte.

4.3. Untersuchungen zur Protein/Enzymsekretion neutrophiler
Granulozyten

4.3.1. FNLPNTL-Stimulierung von PMNL mit und ohne Cytochalasin B
Behandlung

Formyl-Peptide, wie z.B. das synthetische FNLPNTL, sind die am besten untersuchten
und umfassendsten Stimulantien flir neutrophile Granulozyten. In dieser Arbeit wurde
FNLPNTL zur Induzierung der Degranulation in einer Konzentration von

107 M eingesetzt. Da aus vorheriger Arbeit [A.Schettler, (1988)] und der Literatur
bekannt ist, dal eine weitreichende Freisetzung der azurophilen Granula nur durch
Erhohung der intrazelluldren Ca*" - Konzentration oder Zerstorung der Mikrofilamente
erreicht werden kann, wurden die Zellen zusétzlich mit Cytochalasin B (CB) behandelt.
Dazu wurden 5 x 10° PMNL/ml DPBS fiir 20 min in Suspension bei 37°C mit/ohne CB
(5 pg/ml) behandelt, dann fiir 10 min in Gewebekulturschalen mit/ohne FNLPNTL

(107 M) und CB inkubiert; Kontrollzellen blieben ohne Zusatz. Nach der
Inkubationszeit wurde der Uberstand abgenommen, zentrifugiert und der Gehalt der
Proteine bestimmt.

Wie Abb. 11 zeigt, fiihrte die Zerstérung der Mikrofilamente durch CB in bezug auf die
Gelatinase zu einer Erh6hung der FNLPNTL-induzierten Sekretion (von 26.8 % auf

56 %) und auch zu einer Erhhung (um 9.5 %) der Ausschiittung gegeniiber den
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Kontroll-Zellen. Die unbehandelten Kontrollen wiesen in bezug auf die Gelatinase,
verglichen mit der Freisetzung der anderen untersuchten Proteine, mit einer 12.4 %-igen
Ausschiittung eine hohe Sekretionsrate auf. Eine Freisetzung (d.h. > 5 % {iber den
Kontrollwerten) der Laktoferrin, Elastase und Myeloperoxidase enthaltenen Granula
konnte nur durch Behandlung mit CB und FNLPNTL erreicht werden, nicht aber durch
Zusatz von CB oder FNLPNTL allein. Auffallend dabei war der gro3e Unterschied der
Elastase- (25.5 %) und Myeloperoxidase- (93.7 %) Sekretion nach CB/FNLPNTL-
Behandlung, so daB3 die Werte in einer weiteren Versuchsreihe (Abb. 13) tiberpriift

wurden.

Abb.11 CB/FNLPNTL-induzierte Proteinfreisetzung nach Vorinkubation mit Cytochalasin B
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Elastase Myeloperoxidase Laktoferrin Gelatinase

5 x 10° PMNL wurden mit/ohne CB (5 ug/ml) in Suspension (20 min/37°C) vorinkubiert und
nachfolgend in Gewebekulturschalen (10 min) mit/ohne FNLPNTL (10°M) und CB behandelt
(n=11// 6-7 Spender):
K. unbehandelte Kontrollzellen
CB: mit CB vorinkubierte und CB behandelte Zellen
FNLPNTL: Vorinkubation der PMNL ohne Zusatz, FNLPNTL-
Behandlung fiir 10 min
CB/FNLPNTL: Zellen, die mit CB vorinkubiert und dann mit
CB+FNLPNTL behandelt wurden
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Es wurde auch untersucht, ob die Zugabe von CB (5 pg/ml) und FNLPNTL (107 M) zu
den Zellen (in Gewebekulturschalen) ohne Vorinkubation mit CB ebenfalls zu einer
verstiarkten Freisetzung der Granula fiihrt. Wie in Abb. 12 dargestellt, lag hier die
CB/FNLPNTL induzierte Sekretion von Laktoferrin und Myeloperoxidase um 17 % -
78 % unter der Rate, die durch Vorinkubation mit CB erreicht wurde.

Die Elastase-Freisetzung unter diesen Bedingungen lag dagegen um 20 % iiber dem
nach Vorinkubation erreichten Wert; auch die allein durch CB-Behandlung induzierte
Freisetzung lag um 20 % iiber der durch Vorinkubation und Behandlung mit CB

hervorgerufenen Sekretion.

Abb. 12 Durch CB/FNLPNTL- Behandlung induzierte Proteinfreisetzung

[%]

Myeloperoxidase Laktoferrin

Proteingehalt im Uberstand von 5 x 10° PMNL nach Vorinkubation der Zellen in Suspension (20
min/37°C) ohne Agens und anschliefSender Behandlung (10 min) mit CB (5 ug/ml), FNLPNTL
(107M) oder beiden Agentien in Gewebekulturschalen (n=13 // 6 Spender):

K: unbehandelte Kontrollzellen

CB: mit CB behandelte Zellen

FNLPNTL: mit FNLPNTL behandelte Zellen

CB/FNLPNTL: mit CB+FNLPNTL behandelte PMNL

In einer weiteren Versuchsreihe zur CB/FNLPNTL- induzierten Elastase- und
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Myeloperoxidase-Sekretion (Abb. 13) konnten die Unterschiede in der Freisetzung
dieser beiden Enzyme reproduziert werden. Dabei ergaben sich, verglichen mit den in
Abb. 11/12 dargestellten Werten, fiir die Myeloperoxidase-Ausschiittung nach
CB/FNLPNTL-Behandlung (nach 10 min) Abweichungen von 2 % - 15 %, fiir die
Elastasesekretion Abweichungen von 1 % - 17.5 %. Der Unterschied in der Freisetzung
dieser beiden Enzyme bzw. der sie enthaltenen Granula konnte bestdtigt werden.
AulBlerdem zeigte sich deutlich, dal3 die bereits nach 2 min erreichte Sekretionsrate in
den weiteren 8 min kaum noch anstieg (mit 10 % groBter Anstieg bei der

CB/FNLPNTL (V)- induzierten Myeloperoxidasefreisetzung).

Abb. 13 Proteinfreisetzung nach Behandlung mit Cytochalasin B
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5 x 10° PMNL wurden mit/ohne CB (5 ug/ml) in Suspension (20 min/37°C) vorinkubiert und
nachfolgend in Gewebekulturschalen (2-10 min) mit/ohne FNLPNTL (10”M) und CB behandelt
(n=7//6-7 Spender): Kontrollen: unbehandelte Kontrollzellen
FNLPNTL+CB: mit CB und FNLPNTL behandelte Zellen
FNLPNTL+CB (V): mit CB/FNLPNTL behandelte und
mit CB vorinkubierte PMNL

Neben dem Proteingehalt im Uberstand nach CB- und FNLPNTL- Behandlung von

Granulozyten wurde auch die Morphologie der Zellen unter diesen Bedingungen
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dokumentiert. Dazu wurden die Zellen nach Versuchsablauf mit vorgewiarmten DPBS
gewaschen und sofort im Lichtmikroskop untersucht. Abb. 14 zeigt die Unterschiede in
der Zellform der mit CB, FNLPNTL bzw. CB/FNLPNTL inkubierten PMNL im

Vergleich zu unbehandelten Kontrollzellen.

Abb. 14 Morphologie der PMNL nach CB und FNLPNTL-Behandlung

100 pm

Morphologie der PMNL nach Vorinkubation der Zellen mit/ohne CB (5 ng/ml)
in Suspension (20 min/37°C) und nachfolgender Behandlung in Gewebekultur
schalen (10 min) mit/ohne FNLPNTL (10”M) und CB:
a: unbehandelte Kontrollzellen
b: Vorinkubation der PMNL ohne Zusatz, FNLPNTL-Behandlung fiir
10 min
c: mit CB vorinkubierte und CB behandelte Zellen
d: Zellen, die mit CB vorinkubiert und dann mit CB+FNLPNTL
behandelt wurden
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Die unbehandelten Kontrollzellen (Abb. 14 a) wiesen eine unpolarisierte, d.h. shérische
Morphologie auf, wiarend die FNLPNTL behandelten PMNL (Abb. 14 b) polarisiert
¥) und teilweise abgestorben (*) waren. Bei 400-facher VergroBerung war kein
morphologischer Unterschied zwischen mit Cytochalasin B (Abb. 14 ¢) vorinkubierten
PMNL und Kontrollzellen zu erkennen; dagegen waren die CB/FNLPNTL behandelten
Zellen (Abb. 14 d) nicht polarisiet wie nach FNLPNTL-Zusatz, sondern zeigten die
Ausbildung von "blasenartigen" Ausstiilpungen ("blebs") auf ihrer Oberfliche (—y).

4.3.1.1. Untersuchungen zur Wirkung von Cytochalasin B

Zur Untersuchung der Wirkung von CB auf das Zytoskelett der neutrophilen
Granulozyten wurde zunéchst der Anteil des freien G-Aktins in Zell-Lysaten nach
CB/FNLPNTL-Behandlung bestimmt (Tab. 3). Dazu wurden 1 x 10’ PMNL, wie unter
4.3.1. beschrieben, mit/ohne CB (5 pg/ml) fiir 20 min in Suspension vorinkubiert und
dann fir 10 min mit CB/FNLPNTL (10"M) behandelt; Kontrollzellen blieben ohne
Zusatz.

Anschlieffend wurden die Zellen lysiert, das F-Aktin durch Zentrifugation abgetrennt
und der das G-Aktin enthaltende Uberstand nach Acetonfillung und Aufnahme in SDS-
Probenpuffer (siehe 3.1.13) auf ein 10%-iges SDS-Gel aufgetragen (Abb. 15). Der
relative G-Aktin Gehalt (42 kDa- Bande) wurde densitometrisch vermessen (n=6 // 6

Spender).
Tab. 3 Relativer G-Aktingehalt in CB/FNLPNTL behandelten PMNL
Behandlung der PMNL relativer G-Aktingehalt
- unbehandelte Kontrollzellen 1.0
- CB/FNLPNTL behandelte Zellen 1.32 +/-0.20
- mit CB vorinkubierte und mit 1.58 +/-0.33
CB/FNLPNTL behandelte PMNL
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Abb. 15

kDa
1: LMW-Marker
2: Uberstand des Lysates von PMNL,
die 20 min mit CB vorinkubiert und
E _ 94 anschlieflend 10 min mit
| CB+FNLPNTL behandelt wurden
3: Uberstand des Lysates von PMNL,
- 07 die 10 min mit CB+FNLPNTL be-
handelt wurden
4: Uberstand des Lysates unbe-
._4_.43 handelter Kontrollzellen

Wie aus Tab. 3 hervorgeht, lag der Anteil des freien G-Aktins in den Lysaten von
CB/FNLPNTL-behandelten PMNL (10 min) {iber dem unbehandelter Kontrollen und
dokumentiert die F-Aktin zerstérende Wirkung des Cytochalasins bei FNLPNTL
stimulierten PMNL, wie sie auch in der Literatur [White et al., 1983] beschrieben ist.
Die Erhohung des G-Aktingehalts konnte durch Vorinkubation (20 min) der
Granulozyten mit CB (5 pg/ml) vor der CB/FNLPNTL Behandlung noch gesteigert

werden.

Weiterhin ~ wurden  Fluoreszenzmarkierungen mit  Phalloidin-Rhodamin  an
CB/FNLPNTL behandelten PMNL durchgefiihrt.

1-2 x 10° PMNL wurden - wie beschrieben - mit CB/ENLPNTL inkubiert, dann fixiert
(3.1.3.) und mit dem Fluoreszenz-Marker (3.1.14.) behandelt.

Abb. 16 zeigt die F-Aktinverteilung in CB und FNLPNTL-behandelten Granulozyten

gegeniiber unbehandelten Kontrollzellen.
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Abb. 16 Aktinverteilung in CB/FNLPNTL behandelten PMNL

A B

d - d’

10 ’Jm

1-3 x 10° PMNL wurden mit/ohne CB (5 ug/ml) in Suspension (20 min/37°C) inkubiert und
nachfolgend in Gewebekulturschalen (20 min) mit/ohne FNLPNTL (10”M) und CB behandelt :
a,a: unbehandelte Kontrollzelle
bb: ohne Zusatz vorinkubierte und mit FNLPNTL behandelte Zelle
ocC: mit CB vorinkubierte und CB behandelte Zelle
dd: Zellen, die mit CB vorinkubiert und dann mit CB+FNLPNTL

behandelt wurden
A: Fluoreszenzmarkierung
B: Phasenkontrast

59



4. Ergebnisse

Bei den Kontrollzellen zeigte sich eine gleichméBige F-Aktinverteilung unter der
Plasmamembran der PMNL (Abb. 16 a,a’). Bei durch FNLPNTL-Zusatz polarisierten
Neutrophilen war eine Konzentration des F-Aktins in der Frontlamelle und eine
besonders starke Fluoreszenz an einzelnen Punkten (J) im Randbereich der Zellen zu
beobachten (Abb. 16 b,b").

Mit CB behandelte und vorinkubierte PMNL (Abb. 16 c,c’) wiesen eine gleichmiBige
F-Aktinverteilung im Zellkorper auf, dabei war eine diinne, den zentralen Zellkdrper
umgebende Plasmaschicht F’ ) auf dem Boden der Kulturschale zu beobachten, in
der nur eine geringe Fluoreszenz zu verzeichnen war.

PMNL, die mit CB vorinkubiert und mit CB/FNLPNTL behandelt worden waren (Abb.
16 d,d), =zeigten, wie schon bei vorangehend dargestellten Beobachtungen
(4.3.1.1./Abb. 14) Ausstiilpungen ) auf ihrer Oberfliche. In diesen "blebs" war im
Gegesatz zur Frontlamelle FNLPNTL-stimulierter Zellen keine Verdichtung des F-

Aktins zu erkennen.

Zum Vergleich der Wirkung von CB mit einem weiteren Mikrofilament-zerstorenden
Agens wurden die PMNL mit der CB verwandten Substanz Cytochalasin D (CD) bzw.
CD/FNLPNTL fiir 10 min in Gewebekulturschalen behandelt (Daten

nicht dargestellt). Der dabei in den Uberstinden gemessene Myeloperoxidase- und
Elastasegehalt entsprach den nach CB- bzw. CB/FNLPNTL-Zusatz gemessenen Werten
(Abweichungen von 0.1 % - 5 %). Nur die Elastasesekretion durch mit CD allein
behandelte PMNL lag mit 3.4 % erheblich unter dem nach CB-Zusatz gemessenen Wert
(17.1 %) (siehe Abb. 12).
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4.3.2. Stimulierung der PMNL mit Prostaglandin F2

Neben der Stimulierung mit FNLPNTL wurden den PMNL auch korpereigene Stoffe
zugesetzt. Es wurden Sekretionsversuche mit dem Gewebshormon Prostaglandin F2
(PGFp(), einem Acharidonsdureabkdmmling und Entziindungsmediator [Neumann &
Lang, 1989], durchgefiihrt. Neben der Granulafreisetzung nach PGFp Zusatz wurde
auch untersucht, ob bei gleichzeitiger FNLPNTL- Behandlung ein synergistischer oder

antagonistischer Effekt in bezug auf die Sekretionsrate auftrat.

Abb. 17 zeigt die Typ-I-Kollagenase-Freisetzung nach Vorinkubation (20 min in
Suspension bei 37°C ) von 5 x 10° PMNL mit/ohne PGFyq (10° M) und anschlieBender
Behandlung in Gewebekulturschalen mit FNLPNTL (107M), PGFy, oder beiden
Agentien fiir 2-10 min (Standardabweichung: Typ-I-Kollagenase 3.4 % - 8.7 %).

Wie in Abb. 17 dargestellt, fithrte die Vorbehandlung mit PGF, zu einer gegeniiber
den Kontrollen gesteigerten (6 % - 19.2 %) Granulafreisetzung; bei gleichzeitigem
FNLPNTL- Zusatz lieB3 sich in bezug auf die Stimulierung ein synergistischer Effekt der
beiden Substanzen feststellen. Die durch beide Agentien induzierte Sekretionsrate lag
zwischen 8.3 % - 10.3 % iiber der, die durch den Zusatz nur eines der Agentien erreicht

wurde.

Die Gelatinasefreisetzung unter gleichen Sekretionsbedingungen war unregelméfig: bei
den Zellen einiger Spender war eine Sekretionssteigerung durch Prostaglandin F2 ., bei
anderen eine leichte Hemmung zu verzeichnen (n= 6-7//6-7 Spender). Die
Sekretionsrate PGF /FNLPNTL-behandelter PMNL zeigte sich ebenso uneinheitlich, so
dafl eine zusammenfassende Darstellung der Gelatinaseausschiittung unter den

beschriebenen Bedingungen nicht moglich war.
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Abb. 17 Kollagenasesekretion nach Stimulierung mit PGF 5 /FNLPNTL

[%]
o

3O oo

20 e T

5 x 10° PMNL wurden mit/ohne PGF 20 (1 0°M) in Suspension (20 min/37°C)
vorinkubiert und nachfolgend in Gewebekulturschalen (2-10 min) mit FNLPNTL
(10'M), PGF 2o, oder beiden Agentien behandelt (n=8 // 6 Spender):

Kontrolle: unbehandelte Kontrollzellen
FNLPNTL: mit FNLPNTL behandelte Zellen
PGF;: Vorinkubation und Behandlung der PMNL mit PGF 5

PGF), /FNLPNTL: Zellen, die mit PGF y vorinkubiert und mit
PGF o +FNLPNTL behandelt wurden

Eine Freisetzung der den azurophilen Granula zugeordneten Enzyme Elastase und
Myeloperoxidase konnte, wie bei Stimulierung mit FNLPNTL, nicht ohne Zerstérung
der Mikrofilamente erreicht werden (Daten nicht dargestellt). Die Zugabe von PGF2
zu CB- bzw. CB/FNLPNTL- behandelten Zellen rief zwar eine Proteinfreisetzung
hervor (Abb. 18), die Seckretionswerte lagen jedoch im Bereich der durch
CB//FNLPNTL- Stimulation allein erreichten Sekretionsrate (vergl. 4.3.1./Abb. 12/13)
(Standardabweichung: Elastasesekretion 1.5 % - 6.8 % // Myeloperoxidasesekretion
2.4 % - 8.1 %).

So ist festzustellen, dafl die Freisetzung der azurophilen Granula nach CB- bzw.

CB/FNLPNTL- Behandlung nicht oder nur geringfiigig durch PGF5, gesteigert werden

62



4. Ergebnisse

konnte.

Abb. 18 Elastase-/Myeloperoxidase-Freisetzung nach Stimulierung mit PGF 5 /FNLPNTL
B i
- Myeloperoxidase
A )
s S e
Elastase . gof . - ..

. v -

30+ . : : . "

aok .
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5 x 10° PMNL wurden mit/ohne PGF 20 (1 0'6M) in Suspension (20 min/37°C) vorinkubiert
und nachfolgend in Gewebekulturschalen (2-10 min) mit FNLPNTL (1 0'7M), PGFy, +CB
(5 ng/ml) oder allen Agentien behandelt (n=8 // 6 Spender):
Kontrolle: unbehandelte Kontrollzellen
FNLPNTL: mit FNLPNTL behandelte Zellen
CB+ PGFjy. Vorinkubation mit PGF » ,Behandlung der PMNL mit
PGFy +CB
CB+ PGF), /FNLPNTL: Zellen, die mit PGF ) vorinkubiert und mit
CB +PGF )y +FNLPNTL behandelt wurden
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4.3.3. Stimulierung der PMNL mit Leucin-Enkephalin

Uber den EinfluB eines bei physischer und phsychischer Belastung erhdhten
Opiatspiegels im Blut auf PMNL ist wenig bekannt [Freye & Leopold, 1991]. Hier
wurde den Zellen das korpereigene Opiat Leucin-Enkephalin (Leu-Enk) zugesetzt; in
der Literatur werden Normal-Blutwerte von 65-200 pg Leu-Enk/ml angegeben

[Klein, 1987 / Rapoport, 1987].

Die bei den Sekretionsexperimenten verwendeten Leu-Enk Konzentrationen lagen um
den Faktor 2.8-7.3 iiber der oberen Grenze der Normal-Werte im But. 5 x 10° PMNL/ml
wurden in Suspension mit/ohne Leu-Enk (20 min / 37°C) vorinkubiert, dannach erfolgte
die Uberfiihrung von 1 ml Portionen in Gewebekulturschalen und die Behandlung mit

Leu-Enk, FNLPNTL oder beiden Agentien fiir 10-40 min.

Bei der Stimulierung mit 560 pg/ml (10°M) Leu-Enk konnte keine Erhéhung der
Gelatinase-, Typ-I-Kollagenase oder Laktoferrin-Ausschiittung gegeniiber den
Kontrollen festgestellt werden (Daten nicht gezeigt).

Die Erhohung der Leu-Enk Konzentration auf 1.45 ng/ml (= 2.4 x 10”° M) rief ebenfalls
keine Sekretionssteigerung hervor, bei der Gelatinase zeigte sich sogar eine leichte
Verringerung der Sekretion nach Leu-Enk - Behandlung gegeniiber unbehandelten
Kontrollzellen.

Auch mit FNLPNTL/Leu-Enk behandelte PMNL wiesen gegeniiber FNLPNTL-
stimulierten ~ Zellen keine erhohte  Granulafreisetzung auf (Abb. 19)
(Standardabweichung: Gelatinasesekretion 2.4 % - 18 % // Typ-I-Kollagenase-
sekretion 0.9 % - 20 % // Laktoferrinsekretion 0.4 % - 18 %).

Auffallen war die relativ hohe Typ-I-Kollagenase- bzw. Gelatinase-Ausschiittung durch
unbehandelte Kontrollzellen (15 % bzw. 27 % nach 40 min).

Eine Freisetzung der azurophilen Granula durch Inkubation der PMNL mit Leu-Enk

konnte ohne CB-Zusatz nicht erreicht werden (Daten nicht dargestellt).
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Abb. 19 Proteinfreisetzung nach Stimulierung mit Leucin-Enkephalin
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5 x 10° PMNL wurden mit/ohne Leu-Enk (1.45 x 10°M) in Suspension (20 min/37°C) vor-
inkubiert und nachfolgend in Gewebekulturschalen mit Leu-Enk, FNLPNTL (107 M) oder
beiden Agentien behandelt (n=4-9 // 4-9 Spender ):

Kontrolle: unbehandelte Kontrollzellen
FNLPNTL: mit FNLPNTL behandelte Zellen
Leu-Enk: Vorinkubation und Behandlung der PMNL mit Leu-Enk

FNLPNTL/Leu-Enk: Zellen, die mit Leu-Enk vorinkubiert und mit
Leu-Enk+FNLPNTL behandelt wurden
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4.3.4. Granulafreisetzung phagozytierender PMNL

In einer weiteren Versuchsreihe wurde die Proteinfreisetzung FNLPNTL-stimulierter
PMNL wihrend der Phagozytose untersucht. Dazu wurden 4 x 10° PMNL/920 yl DPBS
mit/ohne FNLPNTL (107'M) fiir 20 min bei 37°C in Suspension vorinkubiert und dann
980 [11-Portionen in vorgewédrmte Gewebekulturschalen mit 80 yl opsoniertem (ZyX)
oder nicht-opsoniertem Zymosan (Zy) in DBPS (= 2.5 x 10’ Partikel) iiberfiihrt (siche
3.1.8.).

Nach Ablauf der Inkubationszeit (15 - 60 min) wurden die Zelliiberstinde
abgenommen, zentrifugiert und der Gehalt an Typ-I-Kollagenase, FElastase,
Myeloperoxidase und Laktoferrin bestimmt (Abb. 20 A-C).

Es zeigten sich wiederum Unterschiede im Sekretionsmuster der beiden Granula-
Typen: Kollagenase (spezifische Granula) wurde bis zu 40 % (ZyX- stimulierte PMNL)
sezerniert, dagegen lag die maximale Laktoferrin- bzw. Elastasefreisetzung (azurophile
Granula) bei 7 %.

Auffallend war, verglichen mit der Elastase- und Laktoferrinsekretion, die hohe

Ausschiittung (> 10 %) von Kollagenase durch unbehandelte Kontrollzellen.

Wie in Abb. 20 dargestellt, bewirkte der Zusatz von opsoniertem-Zymosan zu den
Zellen, verglichen mit FNLPNTL oder nicht-opsoniertem Zymosan, die hdchste
Sekretionssteigerung ~ gegeniiber den  Kontrollen. Eine  deutlich  erhohte
Proteinfreisetzung durch Zy/FNLPNTL- behandelte Zellen gegeniiber FNLPNTL-
behandelten PMNL trat im Untersuchungszeitraum nur in bezug auf die Typ-I-
Kollagenase bzw. erst nach 60 min (Laktoferrin) auf.

Eine Myeloperoxidase-Freisetzung > 2.5 % konnte unter den oben beschriebenen

Bedingungen nicht nachgewiesen werden.
Mikroskopische Untersuchungen (Abb. 21 / Abb. 22) zeigten eine rege phagozytotische

Aktivitdt der Zellen, wobei bis zu 13 aufgenommene Zymosan-Partikel in einer Zelle

gezdhlt werden konnten.
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Abb. 20 Proteinsekretion durch phagozytierende Granulozyten
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4 x 10° PMNL wurden mit/ohne FNLPNTL (107M) in Suspension (20 min/37°C) vorinkubiert
und nachfolgend in Gewebekulturschalen mit/ohne FNLPNTL und opsoniertem/nicht-
opsoniertem Zymosan (2.5 x 10’ Partikel) behandelt (n=9-10 // 8-9 Spender):
K: unbehandelte Kontrollzellen
FNLPNTL: mit FNLPNTL vorinkubierte und behandelte Zellen
FNLPNTL+Zy: Vorinkubation der PMNL mit FNLPNTL, Behandlung mit
FNLPNTL und nicht opsoniertem Zymosan
FNLPNTL+ZyX: Zellen, die mit FNLPNTL vorinkubiert und dann mit
FNLPNTL und opsoniertem Zymosan behandelt wurden
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Abb. 21 Morphologie phagozytierender neutrophiler Granulozyten

4 x 10° PMNL wurden mit/ohne FNLPNTL (107M) in Suspension (20 min/37°C) vorinkubiert
und nachfolgend in Gewebekulturschalen mit/ohne FNLPNTL und opsoniertem/nicht-

opsoniertem
Zymosan (2.5x10” Partikel) fiir 30 min behandelt:
a: unbehandelte Kontrollzellen
b: mit FNLPNTL vorinkubierte und behandelte Zellen
c: Vorinkubation der PMNL mit FNLPNTL, Behandlung mit
FNLPNTL und nicht-opsoniertem Zymosan
d: Zellen, die mit FNLPNTL vorinkubiert und dann mit

FNLPNTL und opsoniertem Zymosan behandelt wurden

In Abb. 22 sind die Pseudopodien ("> ) der Granulozyten zu erkennen, mit denen die
Zellen die opsonierten Zymosan-Partikel (ZX) einschlieBen und aufnehmen. In den
Zellen sind deutlich die bereits phagozytierten —¥) und teilweise angedauten Partikel

(0) zu erkennen. Auch die Zellen, denen nicht-opsoniertes Zymosan zugesetzt worden
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war, hatten zahlreiche Partikel aufgenommen. Die Ausbildung von langen
Pseudopodien zu weiter entfernt liegende Partikel konnten hierbei jedoch nicht so
zahlreich wie bei Zusatz von opsoniertem Zymosan beobachtet werden.

Weitere rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen zur Phagozytose sind in 4.6.1.

dargestellt.

Abb. 22 Phagozytierende Granulozyten

e ma— . g — g = — P -

Phagozytose FNLPNTL-stimulierter PMNL nach Zusatz (30 min) von opsoniertem Zymosan
ZX: Zymosanpartikel
--- : Aufnahme der Partikel durch die Zellen
o : teilweise "verdaute" Partikel
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4.3.5. Granulafreisetzung durch PMNL nach Erhohung des cAMP-

Spiegels durch Hemmung der Phosphodiesterase

In den in diesem Abschnitt dargestellten Sekretionsexperimenten wurde untersucht, ob
sich nach Hemmunng der Proteinfreisetzung durch Erh6hung des intrazellularen cAMP-
Spiegels ebenfalls Unterschiede im Sekretionsmuster der untersuchten Enzyme zeigten.
Der Eingriff in die intrazelluldre Signaltransduktion wurde durch Zusatz von Zardaverin
(10'M), einem spezifischen Inhibitor der Phosphodiesterase, bei gleichzeitiger
FNLPNTL-Stimulierung erreicht [Galvan & Schudt, 1990]. Auch die Hemmbarkeit der
CB/FNLPNTL- induzierten Granulafreisetzung wurde in einer weiteren Versuchsreihe
tiberpriift.

5 x 10° PMNL wurde bei der 20-miniitigen Inkubation in Suspension 5 min der
Phosphodiesterase-Inhibitor Zardaverin (10°M) zugesetzt; anschlieBend wurden die
Granulozyten in Gewebekulturschalen iiberfiihrt und mit/ohne FNLPNTL (10"M) und
Zardaverin (10°M) fiir 10-40 min behandelt.

Dabei zeigte sich schon nach 20 min eine 86- bzw. 100 %-ige Inhibierung der durch
FNLPNTL stimulierten Typ-I-Kollagenase- bzw. Laktoferrin-Sekretion, d.h. ein
Riickgang bis auf bzw. unter den Kontrollwert (Tab. 4). Die FNLPNTL-induzierte
Gelatinasesekretion lieB sich unter diesen Bedingungen um maximal 70 % hemmen

(Abb. 23 / Tab. 4).

Wiéhrend die durch FNLPNTL-Stimulierung erzeugte Granulafreisetzung in dem
untersuchten Zeitraum um bis zu 41 % (Gelatinase) anstieg, verdnderte sich die

Sekretionsrate nach FNLPNTL/Zardaverin-Zusatz kaum (maximal um 4 %).
Deutlich zeigten sich wiederum die Unterschiede bei der durch das Formyl-Peptid

hervorgerufenen Freisetzung (22 % - 52 %) von Typ-I-Kollagenase, Laktoferrin und

Gelatinase.
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Abb. 23 Hemmung der Granulafreisetzung FNLPNTL-stimulierter PMNL nach
Zardaverinzusatz
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Kontrolle FNLPNTL FNLPNTL+Za

Granulafreisetzung von 5x10° PMNL nach Vorinkubation mit/ohne Zardaverine (10°M) in
Suspension (5 min/37°C) und anschliefender Behandlung (10-40 min) mit FNLPNTL (107 M)
oder Zardaverin/FNLPNTL in Gewebekulturschalen (n= 10-12 // 10-12 Spender):

Kontrolle: unbehandelte Kontrollzellen

FNLPNTL: mit FNLPNTL behandelte Zellen

FNLPNTL+Za: mit Zardaverin vorinkubierte und mit FNLPNTL/Zardaverin
behandelte PMNL
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Auch die durch CB/FNLPNTL-Behandlung erreichte Granulafreisetzung liel3 sich durch
Zardaverin-Zusatz um 58 % - 78 % hemmen (Abb. 24 / Tab. 4).

Hierbei verdnderte sich die Elastasefreisetzung durch CB/FNLPNTL-behandelte Zellen
im Untersuchungszeitraum kaum (7.3 %), die Laktoferrinsekretion stieg dagegen um

> 30 % an. Die durch Zardaverin-Zusatz verringerte Granulafreisetzung blieb innerhalb

der 30 min weitgehend konstant.

Abb. 24 Hemmung der CB/FNLPNTL-induzierten Proteinfreisetzung durch

Zardaverin
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T
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Granulafreisetzung von 5x10° PMNL nach Vorinkubation (5 min) mit/ohne Zardaverin (10°M)
und CB (5 [1g/ml//20 min) in Suspension bei 37°C und anschliefsender Behandlung (10-40 min)
mit CB/FNLPNTL (10”M) oder Zardaverin/CB/FNLPNTL in Gewebekulturschalen

(n=10// 10 Spender ):

Kontrolle: unbehandelte Kontrollzellen

FNLPNTL+CB: mit CB vorinkubierte und CB/FNLPNTL behandelte Zellen

FNLPNTL+CB+Za: mit Zardaverin/CB vorinkubierte und mit CB/FNLPNTL/Zardaverin
behandelte PMNL
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In Tab. 4 ist die jeweilige prozentuale Hemmung der FNLPNTL-induzierten

Proteinsekretion (d.h. abziiglich des Kontrollwertes) zu den verschiedenen Zeitpunkten

aufgefiihrt.
Tab. 4 Hemmung des Granulafreisetzung durch Behandlung mit 10°M Zardaverin
Protein Hemmung der FNLPNTL-induzierten Sekretion
10 min 20 min 30 min 40 min
Gelatinase +13.8%* - 159% - 51.9% - 69.4 %
Kollagenase -41.5 % - 85.7% - 92.6 % - 99.4 %
Laktoferrin -83% -102.0 % -107.4 % -112.0% *
Protein Hemmung der CB/FNLPNTL-induzierten Sekretion
10 min 20 min 30 min 40 min
Laktoferrin - 58.0 % - 73.0 % -77.0 % - 74.6 %
Elastase -69.2 % -73.4% -71.3% -77.9 %

* ein Wert iiber -100 % zeigt die Senkung der FNLPNTL-induzierten Sekretionsrate
durch Zardaverin-Zusatz unter den Kontrollwert an, positive Werte eine
Sekretionssteigerung durch Zardaverin-Zusatz.

Berechnung der Sekretionshemmung (v) :

y = 100 x b - 100

a

a= FNLPNTL-induzierter Sekretionswert abziiglich des Kontrollwertes
b= Sekretionswert nach FNLPNTL/Zardaverin-Zusatz abziiglich des Kontrollwertes

Der sekretionshemmende Effekt eines erhohten cAMP-Spiegels (nach 40 min) in

Abhingigkeit von der Konzentration des Phosphodiesteraseinhibitors Zardaverin wurde
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ebenfalls (am Beispiel Laktoferrins) iiberpriift (Abb. 25); Versuchsdurchfiihrung und
Berechnung der Sekretionshemmung erfolgten wie beschrieben.

Schon bei einer Zardaverinkonzentration von 107 M war eine nahezu vollstindige
Inhibierung der Laktoferrinsekretion festzustellen.

Dabei stieg die Hemmung der Formyl-Peptid-induzierten Freisetzung durch Erh6hung
der Zardaverinkonzentration von 10® M auf 107 M um ca. 50 % an, bei der Erhohung
von 10 M auf 10”®* M war dagegen nur eine Erhéhung um 15 % zu verzeichnen.

Im Vergleich dazu lieB sich die Gelatinaseausschiittung auch bei einer

Inhibitorkonzentration von 10™ M nicht vollstindig hemmen (Tab. 4).

Abb.25 Hemmung der FNLPNTL-induzierten Laktoferrinsekretion in Abhdngigkeit

von der Zadarverinkonzentration

T T I T T
10-8 M i0-8 M 07 M -6 M 10-8§ M
Zardaverinkonzentration

Inhibierung der FNLPNTL-induzierten Laktoferrinsekretion
nach Vorinkubation und Behandlung (40 min) der PMNL mit
unterschiedlichen Zardaverinkonzentrationen (10° M - 107 M)
(n=5-10/ 5-8 Spender).
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4.3.6. Protein-/Enzymfreisetzung nach Zerstorung der Mikrotubuli

Neben dem EinfluB der Mikrofilamente auf die Granulafreisetzung wurde auch die
Sekretionsrate der PMNL nach Zerstérung der Mikrotubuli untersucht. Hierzu wurden
die Zellen, analog zur CB-Behandlung, mit dem Mikrotubuli-depolymerisierenden
Agens Colcemid (Col) behandelt [Wilson et al., 1974].

In Abb. 26 ist das Sekretionsmuster der untersuchten Proteine nach 20-miniitiger
Vorinkubation der PMNL mit/ohne Colcemid (5 yg/ml) und anschlieBender Behandlung
mit FNLPNTL (107 M) aufgetragen.

Lichtmikroskopische Untersuchungen belegten, daB Colcemid-behandelte Zellen eine
veranderte Morphologie aufwiesen: nach Col-Zusatz zeigten die PMNL nur teilweise
eine sphirische Morphologie. Mit Col-vorinkubierte und Col/FNLPNTL- behandelte
PMNL =zeigten keine anterior-posterior verlaufende Polarisierung und bildeten sog.

"blebs" auf ihrer Oberfliche aus.

Abb. 26 Sekretionshemmung durch Zerstorung der Mikrotubuli

[%]

30

t T f
Laktoferrin Gelatinase Typ-i-Kollagenase Elastase Myeloperoxidase

} col/ FNL NTL

Proteingehalt im Uberstand von 5 x 10° PMNL nach Vorinkubation der Zellen in Suspension
(20 min/37°C) mit/ohne Colcemid (5 yg/ml) und anschliefender Behandlung (10 min) mit
Col, FNLPNTL (10”M) oder beiden Agentien in Gewebekulturschalen (n=13 // 6 Spender ):

Kontrolle: unbehandelte Kontrollzellen

Col: mit Colcemid vorinkubierte/behandelte Zellen

FNLPNTL: mit FNLPNTL behandelte Zellen

Col/FNLPNTL: mit Col vorinkubierte und mit Col+FNLPNTL behandelte PMNL
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In bezug auf die Laktoferrin-, Typ-I-Kollagenase- und Gelatinase-Ausschiittung konnte
eine Hemmung der FNLPNTL-induzierten Sekretion von 100 % (d.h. bis auf den
Kontrollwert) durch Colcemid-Zusatz erreicht werden. Auch die Protein-Freisetzung

unbehandelter Kontrollen wurde durch Zerstérung der Mikrotubuli reduziert.

Abb. 27 zeigt, daB auch die durch CB/FNLPNTL-Inkubation erreichte Granula-
freisetzung durch Colcemid stark verringert wurde. Besonders deutlich war dieser

Sekretionsriickgang in bezug auf die Myeloperoxidase.

Abb. 27 Sekretionshemmung CB/FNLPNTL-behandelter Zellen durch Zerstorung
der Mikrotubuli

[%]

100

Proteingehalt im Uberstand von 5 x 10° PMNL nach Vorinkubation der Zellen

in Suspension (20 min/37°C) mit CB und Colcemid (5 yg/ml) und anschliefender
Behandlung (10 min) mit CB/Col und FNLPNTL (107 M) Gewebekulturschalen

(n=25-26 // 14-15 Spender):

Kontrolle: unbehandelte Kontrollzellen

CB/FNLPNTL: mit CB vorinkubierte und CB+FNLPNTL behandelte Zellen
CB/FNLPNTL/Col: mit Col+CB vorinkubierte und Col+CB+FNLPNTL behandelte Zellen

Auffallend bei dieser Versuchsrethe war dabei eine Gruppe von 4 Spendern
(Spendergruppe 2), bei denen sich, im Gegensatz zu den Zellen weiterer 11 Spender

(Spendergruppe 1), ein wesentlich geringerer Sekretions-hemmender Effekt durch
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Colcemid-Behandlung zeigte. Bei den Zellen der Spendergruppe 2 lie sich die
Elastase-Ausschiittung fast nicht hemmen, und auch die Sekretionwerte der beiden
anderen Enzyme lagen {iber denen der Spendergruppe 1. Diese Abweichung bei der
durch Col hervorgerufenen Sekretionshemmung konnte in mehreren Experimenten mit
den PMNL dieser Spender (2-3 verschiedene Aufarbeitungen/12-15 Tests) reproduziert
werden.

In Abb. 28 sind die Ergebnisse nach CB/Col/FNLPNTL- Behandlung in bezug auf die
beiden Spendergruppen gegeniibergestellt.

Abb. 28 Vergleich von zwei Spendergruppen in bezug auf die Colcemid-
induzierten Sekretionshemmung CB/FNLPNTL-behandelter Zellen

SpenderQr.1 apondoror.z.
Elastase sﬂn
 —EEETYYYIS

Myeloperoxidase

Laktoferrin E.

i T
%]l 50 40 30 20 10

Proteingehalt im Uberstand von 5 x 10° PMNL nach Vorinkubation

der Zellen in Suspension (20 min/37°C) mit Colcemid und

CB (5 yg/ml) und anschliefSender Behandlung (10 min) mit Col/CB

und FNLPNTL (107M) in Gewebekulturschalen

(n=16-20// 10-11 Spender Gr.1) (n=12-15// 4 Spender Gr.2):
Kontrolle: unbehandelte Kontrollzellen

CB/Col/FNLPNTL: mit CB/Col vorinkubierte und mit CB/Col/FNLPNTL

behandelte Zellen
Zusammenfassend ist festzustellen, dafl die Zerstorung der Mikrotubuli zu einem fast
vollstindigen Riickgang der FNLPNTL-induzierten Sekretion auf die Kontrollwerte
filhrte. Auch die Protein-Freisetzung von Kontrollzellen und CB/FNLPNTL-
behandelten PMNL konnte durch Colcemid Behandlung erheblich reduziert werden.
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4.3.7. Untersuchungen zur Anheftung von PMNL
4.3.7.1. Anheftungsrate der Zellen nach Stimulierung

Der Zusatz von stimulierenden Agentien (z.B. Formyl-Peptide) zu neutrophilen
Granulozyten bedingt neben einer Sekretionssteigerung auch die Reorganisation der
Mikrofilamente [White et al., 1983], die eng mit der Motilitdit bzw. Anheftung der
Zellen an ein Substrat verbunden ist [Fechtheimer & Zigmond, 1983].

In diesem Zusammenhang wurde die Anheftungsrate der PMNL nach PGFjpg
FNLPNTL- und Cytochalasin B/Cytochalasin D- Zusatz untersucht. Zur Bestimmung
der Anheftungsrate wurde nach Versuchsablauf der Uberstand abgenommen,
zentrifugiert und die nicht anhaftenden/abgelésten PMNL im Uberstand ausgezihlt
(siehe 3.1.7.).

Abb. 29 zeigt den prozentualen Anteil nicht angehefteter Granulozyten, bezogen auf

5 x 10° PMNL, nach CB/CD-, FNLPNTL- und CB/CD+FNLPNTL- Behandlung
(Versuchsdurchfiihrung und Sekretionsrate siche 4.3.1./Abb. 12/13). Dabei war eine
Steigerung der Anheftung CB/CD-behandelter Zellen gegeniiber unbehandelten
Kontrollzellen um 70 % zu verzeichnen (von 673.000 nicht angehefteter PMNL bei den
Kontrollen, auf 152.500 PMNL nach Chalasan-Zusatz).

Die Stimulierung mit FNLPNTL verringerte die Zahl nicht angehefteter Zellen
gegeniiber den Kontrollen um 27 % - 43 % (180.000 - 240.000 PMNL = 3.6 - 4.8 % in
bezug auf die Gesamtzellzahl). Ein synergistischer Einflul bei gleichzeitigem Zusatz

von Cytochalasin und FNLPNTL zeigte sich dabei jedoch nicht.

Im Gegensatz zur Anheftungs-steigernden Wirkung des Formyl-Peptids und den
Cytochalasinen konnte in bezug auf eine PGFpy Anheftungs-verringernde Wirkung
festgestellt werden (Versuchsdurchfiihrung und Sekretionsrate siche 4.3.2./Abb. 17).
Die Anheftungsrate der Zellen nach Vorinkubation und Zusatz von PGF5 nach 10 min

war gegeniiber dem Kontrollwert um 5 % erhoht, lie sich aber durch gleichzeitige

Inkubation mit FNLPNTL verringern (Abb. 30).
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Abb. 29

Cytochalasin/FNLPNTL

Abb. 30

Anheftungsrate CB/CD- und FNLPNTL- behandelter Granulozyten

R\
Kontrolle —_— > s ——l
NS\ M/ 77

Cytochalasin

FNLPNTL

1311 9 7 5 3 12 4 8 8 10 12 14

[%]

Anheftungsrate von 5 x 10° PMNL nach Vorinkubation der Zellen in Suspension
(20 min/37°C) ohne Agens und anschliefSender Behandlung (10 min) mit
Cytochalasin B/D (5 yg/ml), FNLPNTL (10’M) oder beiden Agentien in
Gewebekulturschalen (n=9 // 7=Spender):

Kontrolle: unbehandelte Kontrollzellen
Cytochalasin: mit CB/CD behandelte Zellen
FNLPNTL: mit FNLPNTL behandelte Zellen

Cytochalasin/FNLPNTL: mit CB/CD+FNLPNTL behandelte PMNL
Anheftungsrate neutrophiler Granulozyten nach Stimulierung mit PGF », /[FNLPNTL

us 1%l
7 [
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5 x 10° PMNL wurden mit/ohne PGF (1 0°M) in Suspension (20 min/37°C)
vorinkubiert und nachfolgend in Gewebekulturschalen (2-10 min) mit
FNLPNTL (10”M), PGF Doy Oder beiden Agentien behandelt (n=10// 7 Spender):

Kontrolle: unbehandelte Kontrollzellen
PGFyy: Vorinkubation und Behandlung der PMNL mit PGF 5

PGFj, /FNLPNTL: Zellen, die mit PGF ., vorinkubiert und mit
PGF o +FNLPNTL behandelt wurden
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4.3.7.2. Proteinsekretion angehefteter/suspendierter PMNL

Neben der Anheftungsrate stimulierter PMNL wurde auch untersucht, ob angeheftete
PMNL (in Gewebekulturschalen) verglichen mit nicht-angehefteten Zellen (in
Suspension) eine unterschiedliche Sekretionsrate aufwiesen. Dazu wurden 5 x 10°
PMNL in Suspension vorinkubiert und dann fiir 30 min in Gewebekulturschalen oder
Suspension mit/ohne FNLPNTL (107M) stimuliert. Auch die Granulafreisetzung durch
angeheftete/suspendierte  Granulozyten nach CB/FNLPNTL-Behandlung wurde
untersucht.

Wie in Abb. 31 dargestellt, lag die Sekretionsrate angehefteter PMNL in bezug auf Typ-
[-Kollagenase und Gelatinase (spezifische Granula/C-Partikel) deutlich iiber der von
nicht angehefteten Zellen. Auch die Laktoferrin-Ausschiittung stimulierter

Granulozyten zeigte sich durch Anheftung erhoht, bei den Kontrollzellen jedoch leicht

erniedrigt.
Abb. 31 Unterschiede in der Granulafreisetzung angehefteter und suspendierter
PMNL nach FNLPNTL-Stimulierung
%]
20
W a—
T el ”Iﬁ ey /—]_-—7 ,,,,,,,
wodl :_.,:l “ i . T .........

/////

T LT,

- i
Laktolerrin Typ-1-Kollagenase Qelatinase

5 x 10° PMNL wurden in Suspension (20 min/37°C) inkubiert und nachfolgend in Gewebekultur-
schalen oder in Suspension 30 min mit/ohne FNLPNTL (107 M) behandelt (n=10-14 //
5 Spender).:

Kontrolle (A):  unbehandelte,angeheftete Kontrollzellen

Kontrolle (S):  unbehandelte PMNL in Suspension

FNLPNTL (A): angeheftete Zellen / FNLPNTL behandelt

FNLPNTL (S): suspendierte Zellen / FNLPNTL behandelt
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4. Ergebnisse

Im Gegensatz dazu lag die Sekretionsrate der Proteine Elastase und Laktoferrin durch
angeheftete CB/FNLPNTL-behandelte Zellen unter der suspendierter PMNL
(Abb. 32).

Abb. 32 Unterschiede in der Granulafreisetzung angehefteter und suspendierter
PMNL nach CB/FNLPNTL-Behandlung
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5 x 10° PMNL wurden in Suspension (20 min/37°C) mit CB (Syg/ml) vorinkubiert und
nachfolgend in Gewebekulturschalen oder in Suspension 30 min mit/ohne FNLPNTL (10”M)
und CB behandelt (n=14-15 // 5 Spender):
CB (A): mit CB vorinkubierte/behandelte angeheftete Zellen
CB (S): mit CB vorinkubierte/behandelte PMNL in Suspension
CB/FNLPNTL (A): angehefiete Zellen // CB/FNLPNTL behandelt
CB/FNLPNTL (S): suspendierte Zellen // CB/FNLPNTL behandelt

Bei der hier durchgefiihrten Versuchsreihe zeigte sich wiederum fiir alle untersuchten
Proteine ein voneinander abweichendes Sekretionsmuster: wihrend nach 30-miniitiger
FNLPNTL-Behandlung angehefteter PMNL bereits nahezu 90 % des Gelatinase-
Gehalts von den Zellen freigesetzt wurde, betrug die Sekretionsrate von Laktoferrin
bzw. Typ-I-Kollagenase unter diesen Bedingungen nur 17.1 % bzw. 15.6 %. Auch die
Elastase- und Laktoferrin-Freisetzung differierte nach CB//FNLPNTL-Behandlung um
bis zu 38 %.
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4.4. Zusammenfassung der Sekretionsergebnisse

Die unter 4.3. beschriebenen Sekretionsversuche zeigten in bezug auf die Degranulation
spezifischer Granula/C-Partikel eine gute Stimulierbarkeit der PMNL durch das
Formyl-Peptid FNLPNTL. Eine weitreichende Freisetzung der Laktoferrin-, besonders
aber der Elastase- bzw. Myeloperoxidase- enthaltenen Kompartimente konnte jedoch
erst nach Zerstorung der Mikrofilamente durch Cytochalasin B/D erreicht werden; eine
solche Behandlung steigerte auch die Gelatinase-Ausschiittung (C-Partikel/spezifische

Granula).

Der Zusatz des korpereigenen Gewebshormons Prostaglandin F2;, zu den PMNL rief
eine Freisetzung der spezifischen Granula hervor, die Degranulation der azurophilen
Granula dagegen nicht. Auch eine eindeutige Steigerung der CB bzw. CB/FNLPNTL-
induzierten Freisetzung von Myeloperoxidase und Elastase durch PGFpy -Zusatz

konnte nicht nachgewiesen werden.

Die Induzierung der Granulafreisetzung konnte durch Behandlung der Zellen mit

verschiedenen Leucin-Enkephalin-Konzentrationen nicht erreicht werden.

Wiahrend der Phagozytose wurden bis zu 41 % des Typ-I-Kollagenase-, dagegen nur
maximal 4.6 % bzw. 7 % des Elastase- bzw. Laktoferringehalts sezerniert. Es zeigte
sich nach FNLPNTL/Zymosan-Behandlung eine geringere Laktoferrinausschiittung als
die, die durch CB/FNLPNTL induziert werden konnte (4.3.1./4.3.3./4.3.5.).

Nach FNLPNTL bzw. CB/FNLPNTL-Behandlung zeigte sich, wie auch nach Zusatz
von Leucin-Enkephalin und Prostaglandin F2,, fiir alle untersuchten Proteine/Enzyme
ein unterschiedliches Sekretionsmuster. Dabei war eine relativ hohe Freisetzung von
spezifischen Granula bzw. C-Partikeln durch unbehandelte Kontrollzellen zu
verzeichnen.

Auffallend war, dafl die CB/FNLPNTL-induzierte Elastasesekretion in einem Zeitraum

von 2 - 40 min mit ca. 40 % konstant blieb; die Freisetzung der anderen untersuchten

82



4. Ergebnisse

Proteine stieg in diesem Zeitraum um ca. 20 % - 45 % an.

Sowohl die durch FNLPNTL- als auch die durch CB/FNLPNTL- Zusatz hervor-
gerufene Granulafreisetzung wurde durch Erhéhung des intrazelluldren cAMP-Spiegels
(Zardaverin-Zusatz) stark gehemmt, jedoch war dabei fiir die untersuchten Proteine ein

unterschiedliches Ausmal} der Inhibierung zu verzeichnen (maximal 69 % - 112 %).

Nach FNLPNTL-Stimulierung angehefteter/suspendierter PMNL war festzustellen, dal3
die spezifischen Granula/C-Partikel durch angeheftete Zellen stirker freigesetzt wurden
als durch suspendierte Zellen; dies zeigte sich auch in bezug auf unbehandelte
Kontrollzellen. Dagegen lag die CB-//CB/FNLPNTL-hervorgerufene Exozytose der

azurophilen Granula durch suspendierte Granulozyten iiber der angehefteter Zellen.

Mit Hilfe der Zytoskelett-zerstorenden Agentien Cytochalasin B (Aktinfilamente) und
Colcemid (Mikrotubuli) wurde die Beteiligung von Zytoskelett-Komponenten an der
Granula-Freisetzung untersucht.

Wihrend die Behandlung mit CB eine deutliche Sekretionssteigerung (besonders in
bezug auf die azurophilen Granula) hervorrief, fithrte die Zerstérung der Mikrotubuli zu

einer fast vollstaindigen Hemmung der FNLPNTL-induzierten Granulafreisetzung.

Stichprobenartig wurde iiberpriift, ob sich die im Uberstand gemessene Protein-
/Enzymmenge mit dem in den Zellen verbliebenen Gehalt zu 100 % ergénzten. Dies
war bei allen untersuchten Proteinen, ausgenommen bei der Elastase, der Fall. Die

UnregelméBigkeiten bei den Elastase-Messungen wurden ndher untersucht (sieche 4.7.).

In Tab. 5 sind die wesentlichen Unterschiede im Sekretionsmuster der untersuchten

Proteine aus einigen Experimenten gegeniibergestellt.
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Tab. 5 Unterschiede im Protein-Sekretionsmuster neutrophiler Granulozyten
Behandlung Protein/Enzym Versuch/Abb.
der PMNL Elastase Myeloperoxidase Laktoferrin
CB*/FNLPNTL
2 min 413 % 68.5 % - 4.3.1./ Abb. 11
5 min 42.3 % 77.0 % --- "
10 min 43.0 % 86.1 % - "
10 min 255% 93.7% 32.6% 4.3.1./ Abb. 13
10 min 33.7% --- 54.9 % 4.3.5./ Abb. 24
20 min 37.4 % - 82.0 % "
30 min 39.9 % - 88.0 % "
40 min 40.7 % --- 86.5 % "
CB/FNLPNTL
10 min 40.7 % 15.7 % 14.8 % 4.3.1./ Abb. 12

Gelatinase Typ-I-Kollagenase Laktoferrin

Kontrollen

10 min 8.9 % 4.6 % 2.4 % 4.3.5./ Abb. 23

20 min 20.6 % 8.0 % 3.9 % "

30 min 23.7 % 8.8 % 4.9 % "

40 min 23.0% 10.6 % 5.6 % "
CB*/FNLPNTL

10 min 56.0 % - 32.6 % 4.3.1./ Abb. 11
FNLPNTL
/Leu-ENK*

10 min 20.0 % 11.4 % 35% 4.3.1./ Abb. 19

20 min 33.4% 20.1 % 16.6 % "

30 min 46.1 % 27.5% 21.9% "

40 min 52.0% 39.6 % 28.7 % "
FNLPNTL Mittelwerte aus allen mit FNLPNTL durchgefiihrten Tests

10 min 27.1 % 16.5 % 4.0 %

20 min 44.4 % 19.6 % 13.5%

30 min 66.3 % 21.8% 18.0 %

40 min 56.0 % 45.5% 25.6 %

" mit diesen Agentien wurden die PMNL vor der Behandlung 20 min vorinkubiert
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4.5. Assoziation der Granula mit dem Zytoskelett

Um eine mogliche Assoziation der Granula mit dem Zytoskelett zu untersuchen,
wurden 5 x 10° PMNL/ml DPBS fiir 20 min in Suspension bei 37°C inkubiert und durch
leichte Ultraschall-Behandlung lysiert (3.1.4.). Im Zell-Lysat konnten dabei nicht mehr
als 2 % des Elastasegehalts nachgewiesen werden.

Nach mehrfachem Vortexen des Zell-Lysates erfolgte die Abtrennung von Zytoskelett-
bzw. zytoskelett-assoziierten Bestandteilen durch Zentrifugation bei 2200 g fiir

10-15 min [De Duve, 1975 / Willams & Wilson, 1984].

Durch Detergenzbehandlung und starken Ultraschall (3.1.4.) wurden die Granula in
Sediment und Uberstand zerstort, die Lysate stark gevortext und der Anteil der
untersuchten Proteine in den beiden Fraktionen bestimmt (Gehalt beider Fraktionen =

100 %) (n=9-12 // 7 Spender).

Aus Abb. 33 geht hervor, dal3 der groBite Teil der Proteine/Enzyme Elastase (77 %),
Myeloperoxidase (60.3 %) und Laktoferrin (87.7 %) im Sediment, dagegen tliber > 90 %

der beiden Metalloproteinasen im Uberstand zu messen waren.

Um auszuschlieBen, da der hohe Anteil an Typ-I-Kollagenase und Gelatinase im
Uberstand durch Sekretion wihrend der Inkubationszeit oder durch Zerstérung der
Zellen bzw. Granula bedingt war, wurden 5 x 10° PMNL wie oben beschrieben
inkubiert und die Zellsuspension anschliefend bei 400 g zentrifugiert (Kontrolltest).
Wie in Abb. 34 dargestellt, konnten dabei nicht mehr als 3.6 % - 9.6 % des
Gesamtgehaltes der untersuchten Proteine im Uberstand nachgewiesen werden

(n=4-15// 4-10 Spender).

85



4. Ergebnisse

Abb. 33 Enzymverteilung nach Zerstérung der PMNL und Zentrifugation
(2200 g) der Zell-Lysate
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Abb. 34 Enzymverteilung im Zell-Lysat nach Zentrifugation (400 g) der PMNL
(Kontrolltest
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In einer weiteren Versuchsreihe wurde die Verteilung der azurophilen Granula nach
Inkubation von 5 x 10° PMNL mit CB (5 yg/ml) fiir 30 min untersucht. Die Abtrennung
des Zytoskeletts bzw. zytoskelett-assozierter Bestandteile nach Lysierung der Zellen

erfolgte wie beschrieben durch Zentrifugation bei 2200 g (s.0.).

Abb. 35 zeigt, daB die Zerstorung der Mikrofilamente zu einer Erhhung des Anteils
spezifischer Granula im Uberstand, verglichen mit unbehandelten Kontrollzellen, um

30 % (Elastase) bzw. 21 % (Myeloperoxidase) fiihrte.

Abb. 35 Enzymverteilung in Zell-Lysaten CB-behandelter PMNL nach
Zentrifugation bei 2200 g

Elastase Myeloperoxidase

.....................................................................

.....

Kontrolle c8 (V) Kontrolle CB (V)

Enzymverteilung in Uberstand und Pellet von CB-behandelten (5 yg/ml//in Suspension//30 min)
PMNL nach Lyse der Zellen und Zentrifugation der Lysate bei 2200 g (n=6 //Spender 6):
Kontrollen: unbehandelte Kontrollzellen
CB (V): PMNL die 30 min mit CB behandelt wurden
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4.6. Rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen

4.6.1. Untersuchungen zu Phagozytose und Darstellung der Granula

Um die Morphologie phagozytierender neutrophiler Granulozyten und die Aufnahme
der Zymosan-Partikel durch die Zellen besser untersuchen zu kénnen, wurden REM-
Priparate angefertigt (siche 3.3.2.). Auch die Granula der Neutrophilen wurden auf
diese Weise dargestellt.

Wie in Abb. 36 zu sehen, zeigten FNLPNTL-stimulierte und mit opsoniertem-Zymosan
inkubierte  neutrophile  Granulozyten eine rege phagozytotische Aktivitit
(Versuchsdurchfiihrung und Sekretionsrate siche 4.3.4.). Gut waren bei REM-
Untersuchungen die Pseudopodien (=== ) der Zellen zu erkennen, mit denen die Partikel
(ZX) eingeschlossen und aufgenommen wurden (Abb. 36 a+b).

In Abb. 37 a+b ist dieser Vorgang bei 6.000 - 12.000 -facher VergroBerung dargestellt,
deutlich sieht man hier, wie die Partikel von der Membran der PMNL eingeschlossen

werden.

Der Anteil abgestorbener PMNL (*//Abb. 36 a+b) war nach 30 - 40 min relativ hoch,
dabei waren "kraterartige" Einsenkungen ( —Z> ) in den Zellen zu erkennen
(Abb. 37 c+d). Unbehandelten Kontrollen wiesen nach dieser Inkubationszeit nur noch

zu ca. 40 % eine abgerundete, d.h. unpolarisierte, Zellform auf.

In Abb. 38 a-d sind die Granula in "aufgebrochenen" neutrophilen Granulozyten, an der
Unterseite einer PMNL-Membran und unter der Membran einer CB-behandelten Zelle
dargestellt.

Die REM-Untersuchungen nach Entfernung der Plasmamembran mit Hilfe Polylysin
beschichteter Deckgldschen zeigten, in welchem Mall die Neutrophilen mit Granula
angefiillt sind (Abb. 38 a) [Baggiolini, 1980]. Bei 3.000 - 21.000 -facher Vergroferung
konnte vielfach eine Assoziation der Granula mit Filamentstrukturen (Abb. 38 b+d)

beobachtet werden.
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Abb. 36 Phagozytose neutrophiler Granulozyten

_S)Jm

Phagozytierende PMNL: die Zellen wurden mit FNLPNTL (10”M) in Suspension (20 min/37°C)
vor-inkubiert und nachfolgend in Gewebekulturschalen —mit FNLPNTL und opsoniertem
Zymosan fiir 30-40 min behandelt: ZX: opsonierte Zymosan-Partikel

*: abgestorbene Zellen
—»: Aufnahme der Partikel
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Abb. 37 Phagozytose neutrophiler Granulozyten

4 x 10° PMNL wurden mit FNLPNTL (10"M) in Suspension (20 min/37°C) vorinkubiert und
nachfolgend in Gewebekulturschalen (30-40 min) mit FNLPNTL und opsoniertem Zymosan (2.5
x 10’ Partikel) behandelt:

a/b: phagozytierende PMNL

ZX: opsonierte Zymosan-Partikel

c/d: abgestorbene Zellen

---->: Kraterartige Einsenkungen in den Zellen
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Abb. 38

Darstellung der Granula neutrophiler Granulozyten

a+b: unbehandelte Zellen, bei denen Teile der Membran entfernt wurden

c: Granula unter der Zellmembran einer CB-vorinkubierten (20 min) Zelle

d: Granula auf der Unterseite einer PMNL-Membran, die mit Lysin
beschichteten Deckgldschen entfehrnt wurde

P: Plasmamembran

G: Granula

=P mit Filamentstrukturen assozierte Granula
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4.7. Untersuchungen zur Elastasesekretion

4.7.1. NaCl-Behandlung von Gesamtextrakten und stimulierten PMNL

Wie unter 4.4. bereits angedeutet, addierte sich nach Stimulierung der Neutrophilen der
im Uberstand gemessene Elastasegehalt mit dem in den Zellen verbliebenen Anteil
nicht zu 100 %. Auch die Elastasekonzentration bei Bestimmung des Gesamtgehaltes
war nach Abtrennung der festen Bestandteile aus den Zell-Lysaten durch Zentrifugation
(siehe 3.1.4./4.2.) geringer als in unzentrifugierten Lysaten. Dies deutete auf eine

Assoziation der Serinprotease mit unldslichen Zellbestandteilen hin.

Um dieses Phidnomen ndher zu untersuchen, wurde das Sediment der Zell-Lysate
jeweils mit 1 M NaCl (PBS/NaCl) behandelt. Dazu wurden Zellen bzw. Granula

(5x10° PMNL) wie unter 3.1.4. und 4.2. beschrieben durch Ultraschall und Detergenz-
Zusatz zerstort, die unloslichen Zellbestandteile durch Zentrifugation bei 14.000 g aus
dem Lysat entfernt und der Uberstand abgenommem. Das Pellet (P1) wurde mit
PBS/NaCl fiir 8-10 min bei 4°C behandelt, erneut zentrifugiert und nachfolgend wurden
Uberstand und Pellet (P2) wiederum getrennt.

In Doppelbestimmungen wurde die Elastase- bzw. Myeloperoxidase-Konzentration der

beiden Uberstiinden und im Pellet (P2) gemessen.

Es zeigte sich (Abb. 39), dal 50 % des Elastase- im Gegensatz von nur 15 % des
Myeloperoxidase-Gehaltes ~ durch ~ NaCl-Behandlung aus den  unloslichen
Zellbestandteilen (P1) zu eluieren war. Auch im Sediment 2 verblieben noch 7 % des
gemessenen Elastase-Gesamtgehaltes.

Zum Vergleich wurde der Gehalt der Serinprotease und der Myeloperoxidase in
unzentrifugierten Lysaten der jeweils selben Spender von 5 x 10° PMNL bestimmt

(Tab. 6).
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Abb. 39 Elution von Elastase und Myeloperoxidase aus unléslichen Bestandteilen

von PMNL-Lysaten durch NaCl-Behandlung

100

Oberstand Pellet 1 " Pellet 2

Enzymverteilung in Lysaten von 5x10° PMNL nach Zentrifugation (14.000 g) und

NaCl-Behandlung (1 M) fiir 8-10 min (n=17-18 // 17-18 Spender):
Uberstand: Enzymgehalt im Uberstand nach Zentrifugation
der Zell-Lysate
Pellet 1:  Enzymgehalt im Uberstand des Pellets nach
NaCl-Behandlung
Pellet 2:  Enzymgehalt des zweiten Pellets nach erneuter
Zentrifugation

Tab. 6 Enzymverteilung in den Fraktionen zentrifugierter PMNL-Lysate
nach NaCl-Behandlung
Enzym Uberstand  Pellet 1 Pellet 2 Lysat *
Myeloperoxidase 96.5 mU 13.5mU 1.05mU  =111.1 mU 130 mU
Elastase 47.2 mU 36.1 mU 6.60mU = 90.0 mU 93 mU

* Enzym-Gesamtgehalt in unzentrifugierten Zell-Lysaten der jeweils selben Spender
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Auf Grund der vorangehend beschriebenen Ergebnisse wurde untersucht, ob die
deutlichen Unterschiede im Gehalt freier Elastase und Myeloperoxidase in den
Uberstinden stimulierter PMNL (4.3.1./4.3.2./4.3.6.) moglicherweise durch die

Assoziation sezernierter Elastase mit Membranstrukturen bedingt war.

Dazu wurden 5 x 10° PMNL mit CB (5 yg/ml//20 min) in Suspension vorinkubiert und
anschlieBend in Gewebekulturschalen fiir 10 min mit CB/FNLPNTL (10"'M) behandelt.
Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Uberstinde (Uberstand 1) abgenommen,
zentrifugiert und die Zellen 1 x mit vorgewédrmten (37°C) DPBS gewaschen. Dannach
wurden die PMNL fiir 6 min mit warmem (37°C) DPBS + NaCl 1 M behandelt und der
Uberstand nach vorsichtigem Abspiilen der Zellen entfernt (Uberstand 2).

Jeweils in Doppelbestimmungen wurde der Elastasegehalt beider Uberstinde in
Aktivititstests gemessen, in den Uberstinden 2 wurde der Gehalt zusitzlich mittels

ELISA bestimmt.

Es zeigte sich, dal maximal 50 % des Elastasegehalts (CB/FNLPNTL-Behandlung)
sezerniert wurde (Uberstand 1), von der Membran der Zellen jedoch nicht mehr als

3.3 % mit 1 M NaCl abzuwaschen waren (Abb. 40). Unterschiede im Elastasegehalt der
Uberstinde 2 nach CB-, CB/FNLPNTL-, FNLPNTL-Behandlung der Neutrophilen im

Vergleich zu den Kontrollzellen waren nicht zu messen.

Dabei ergab sich eine gute Ubereinstimmung der Konzentrationsbestimmung der
Serinproteinase durch ELISA-Messung und Aktivititstest im Uberstand 2 (die im
Photometrischen Test bestimmte Elastasekonzentration lag etwa 3 % iiber dem in

Abb. 40 dargestellten, mittels ELISA gemessenen Gehalt).

Der geringe Elastasegehalt im Uberstand 2 und mikroskopische Untersuchungen an
NaCl-behandelten/DBBS-gewaschenen Zellen belegten, das die PMNL durch die 6-
miniitige NaCl-Behandlung nicht zerstort oder abgetotet worden waren; die Zellgrofe

schien allerdings etwas verkleinert.
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Abb. 40 Elastasegehalt im Uberstand NaCl-behandelter PMNL nach Stimulierung
(s )
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Elastsegehalt im Uberstand von 5 x 10° PMNL nach Vorinkubation der Zellen in
Suspension (20 min/37°C) mit/ohne CB (5 yg/ml) und anschliefender Behandlung (10
min) mit CB, FNLPNTL (10”M) oder beiden Agentien in Gewebekulturschalen
(mn=10//5 Spender):

Kontrolle: unbehandelte Kontrollzellen

CB: mit CB vorinkubierte und mit CB behandelte Zellen

FNLPNTL: mit FNLPNTL behandelte PMNL

CB/FNLPNTL: mit CB vorinkubierte und mit CB+FNLPNTL behandelte Zellen
Uberstand 1: Enzymgehalt nach Behandlung der PMNL

Uberstand 2: Elastasegehalt nach Behandlung stimulierter Zellen mit 1 M NaCl

4.7.2. Gelelektrophoretische Auftrennung sezernierter Elastase

In den Untersuchungen zur Protein-/Enzymfreisetzung neutrophiler Granulozyten zeigte
sich, daBl Elastase im Gegensatz zur Myeloperoxidase bzw. Laktoferrin nach
Vorinkubation mit CB und CB/FNLPNTL-Behandlung nur zu maximal 50 % von den
PMNL ausgeschiittet wurde; eine Assoziation sezernierter Elastase mit

Membranstrukturen war dabei nicht nachzuweisen (4.7.1.).

In der Literatur werden drei, durch unterschiedliche Glykosylierung zu trennende
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Formen der Elastase beschrieben [Watorek, 1990 / Green et al., 1991)].
Um festzustellen, ob nur bestimmte oder alle Formen der Serinprotease von den Zellen
sezerniert werden, erfolgte die Darstellung freigesetzter Elastase mittels SDS-

Gelelektrophorese im Vergleich mit HL-Elastase aus humanem Sputum (Standard).

Die sezernierte Elastase konnte, ebenso wie das als Standard eingesetzte Enzym, nicht
in nach Damerval et al. (1987) gefiarbten SDS-Gelen nachgewiesen werden, so dal3
Substrat-Gelelektrophoresen (Nachweis der Elastase iiber Enzymaktivitit) durchgefiihrt

wurden.

6 x 107 - 1.5 x 10° PMNL/10 ml DPBS wurden wie beschrieben mit CB (5 yg/ml)
vorinkubiert und mit CB/FNLPNTL (10”'M) in groBen Gewebekulturschalen behandelt,
der Uberstand abgenommen und auf 120-650 yl eingeengt. Die angehefteten PMNL
wurden durch Zugabe von 3 ml PBS/NaCl + 1 % Triton vom Schalenboden geldst und
anschlieBend Zellen bzw. Granula durch zweifachen Ultraschall und Detergenz-
Behandlung zerstort (sieche 3.1.12.).

Auch Gesamtextrakte (in PBS/NaCl) von Zellen der jeweils selben Spender wurden
hergestellt (3.1.4.); Gesamtextrakte und das Lysat der angehefteten PMNL wurden

ebenfalls eingeengt.

Die Einengung der 3-10 ml Proben erfolgte durch Zentrifugation von 400 yl-Aliquots in
6-18 Millipore Ultrafree-MC Rohrchen (AusschluBvolumen der Membran 10 kDal) fiir
30-60 min. Dabei war ein relativ hoher Verlust an Enzymaktivitit pro Rohrchen
(Assoziation des Enzyms mit AusschluBmembran) zu verzeichnen. Dieser Verlust
wurde einer Zentrifugationsdauer von 6-7 Std. bei Verwendung von nur 3-4 Rohrchen
vorgezogen, um Verdnderungen des Enzyms bei langer Zentrifugationsdauer zu

vermeiden.

In 10 %-ige SDS Gele wurden 0.2-0.4 % Gelatin einpolymerisiert und je 8-16 yl

der eingeengten Proben von Uberstand, Sediment und Gesamtextrakt sowie des

96



4. Ergebnisse

Standards, aufgetragen. Nach Auswaschen des SDS wurden die Gele in Elastasepuffer
+ 2 % Benzalkoniumchlorid bei 37°C inkubiert, danach erfolgte die Fillung der

Proteine und die Farbung der Gele mit Coomassie-Blue (3.1.12.).

Es konnten in den Gesamtextrakten (4 Spender) alle drei Formen der Elastase mit
Molekulargewichten von 30-31 kDa / 32-34 kDa / 35-37 kDa im SDS-Gel dargestellt
werden (Abb. 41 a-h). Auch in den Uberstinden CB/FNLPNTL-behandelter PMNL
traten, wie auch im Sediment, die drei Formen auf. Dabei war die Form mittlerer Grofle
(33 kDa) jeweils am stirksten vertreten bzw. zeigte die grofte Aktivitit. Je nach
Inkubationszeit, aufgetragener Enzymmenge und Gelatinanteil des Gels waren die
Banden der leichteren und schwereren Form zu erkennen (Abb. 41 a-h).

Besonders bei Verwendung von Gelatin aus Rinderkollagen und bei ldngerer
Inkubationsdauer war ein Verlust der 35 kDa Aktivititsbande zu verzeichnen.

Bei dem Elastasestandart aus humanem Sputum {iberwog ebenfalls die Aktivitit der

mittleren und leichteren Form (Abb. 41 a-c).

In Tab. 7 sind die ermittelten Werte der Gesamt-Elastaseaktivitit (mU) von
Gesamtextrakten (G), Uberstinden (U) und Pellets (P) unter Beriicksichtigung der
unterschiedlichen Einengungsvolumina (umgerechnet auf 1 x 10° PMNL) sowie die

Aktivitét in 20 yl eingeengter Probe angegegeben.
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Tab. 7

Abb. 41

Probe Gesamtaktivitiit Aktivitit in
1x 10° PMNL 20 yl Probe
Gesamtextrakt 1 680 mU 8.8 mU
Uberstand 1 132 mU 20.2 mU
Gesamtextrakt 2 617 mU 20.0 mU
Uberstand 2 78 mU 3.4mU
Pellet 2 432 mU 28.8 mU
Uberstand 3 337 mU 2.4 mU
Pellet 3 77 mU 7.7 mU
Gesamtextrakt 3 880 mU 11.0 mU
Uberstand 5 132 mU 6.6 mU
Pellet 5 516 mU 12.9 mU
Gesamtextrakt 4 264 mU 12.4 mU
Uberstand 6 154 mU 20.0 mU
Pellet 6 85 mU 3.9mU

Darstellung sezernierter Elastase in SDS-Substratgelen

Gelatinanteil des Gels: 0.4 %
aufgetragene Probe: 13 yl
Inkubation des Gels: 17 Std.

12345678

kDa

-94
-67
-43

=30
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: Uberstand, 1:2 verd.

: Uberstand, unverd.

: Gesamtextrakt; 1:2 verd.
: Gesamtextraktl unverd.
: LMW-Marker

: Standard 7.5 pg/ml

: Standard 15.0 pg/ml

: Standard 30.0 pg/ml
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b. Gelatinanteil des Gels: 0.4 %
aufgetragene Probe: 16 pl
Inkubation des Gels: 19.5 Std.

1 2 3 4 5 67 89 e 1: Standard 30 pg/ml
2: Pellet; 1:2 verd.
3: Uberstand; unverd.
=84 4: Pellet, 1:3 verd.
=07 5: Uberstand, unverd.
—=43 6: Uberstand,; 1:3 verd.
-30 7: Gesamtextrakt, 1:4 verd.
8: Gesamtextrakt, 1:4 verd.
9: LMW-Marker
C. Gelatinanteil des Gels: 0.34 %
aufgetragene Probe: 16 pl
Inkubation des Gels: 44 Std.
kDa
1 2 3 4 56 78 9 1: Standard 30 pg/ml
2: Pellet , unverd.
3: Pellet , unverd.
—-94 4: Uberstand, 1:2 verd.
-7 5:.Uberstand , unverd.
6: Uberstand, 1:2 verd.
-43 7: Gesamtextrakt, 1:4 verd.
8: Gesamtextrakt; 1:2 verd.
=30 9: LMW-Marker
d. Gelatinanteil des Gels: 0.34 %

aufgetragene Probe: 13 pl
Inkubation des Gels: 44 Std.

1 2 3 4 &5 6 7 8 9 kDa

1: LMW-Marker
2: Gesamtextrakt, unverd.
—-94 3: Gesamtextrakt, 1:2 verd.
-67 4: Gesamtextrakt, 1:4 verd.
5: Uberstand ; unverd.
- 43 6: Uberstand; 1:2 verd.
7: Pellet; unverd.
- 30 8: Pellet; 1:2 verd.
9

: Pellet; 1:4 verd
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e. Gelatinanteil des Gels: 0.25 %
aufgetragene Probe: 16 pl
Inkubation des Gels: 15 Std.

12 34 56 789

: Ps 1:2 verd.
: P5 unverd.
: Us 1:4 verd.
: Us 1:2 verd.
: Us unverd.

6: G; 1:4 verd..
7: G5 1:2 verd.
8: G5 unverd.

9: LMW-Marker

N A WK -

g. Gelatinanteil des Gels: 0.25 %
aufgetragene Probe: 16 pl
Inkubation des Gels: 15 Std.

12 34561789

6: U 1:2 verd.
7: Ug 1:4 verd.
8: P; unverd.

9: Py 1:2 verd.

1: G4 unverd.

2: G4 1:2 verd.
3: G4 1:4 verd.
4: LMW-Marker
5: U unverd

kDa

kDa

94 —

43—

100

67—

f. Gelatinanteil des Gels: 0.3 %
aufgetragene Probe: Sl
Inkubation des Gels: 70 Std.

1 2 3 4 56 7 8

1: LMW-Marker
2: G3 1:2 verd.
3: G; 1:4 verd.
4: Us unverd.

5: Us 1:2 verd.
6: Ps unverd.

7: Ps 1:2 verd.
8: ps 1:4 verd.

h. Gelatinanteil des Gels: 0.3 %
aufgetragene Probe : 8 pl
Inkubation des Gels: 70 Std.

1 2 345 6 7 8

1: LMW-Marker

5: U 1:2 verd.
6: Ug 1:4 verd.
7: Ps unverd.
8:Ps1:2 verd

2: Gy 1:2 verd.
3: G4 1:4 verd.
4: Ug unverd.



5. Diskussion

5. Diskussion

5.1. Isolierung der PMNL

Die hier angewendete, nach Boyum (1976) und Schmitt et al. (1986) modifizierte
Isolierungsmethode fiir Granulozyten ermoglicht eine schonende Préparation der Zellen.
Dies wird durch eine Lebendrate der PMNL von > 95 % sowie durch die nach
Stimulierung schnell einsetzende Aktinreorganisation in den Zellen belegt [Schettler et
al., 1991]. Auch zeigen unstimulierte Neutrophile nach der Préparation zum groften

Teil eine unpolarisierte, sphirische Zellmorphologie.

Verglichen mit den in der Literatur angegebenen Werten (2-7 x 106 PMNL/ ml
Vollblut), entspricht die erreichte Zellausbeute von 1.7 x 106 PMNL/ml Vollblut (4.1)
einem durch die Isolierung bedingten Zellverlust von > 15 % [ Rick, 1977 / Kleesiek,
1989]. Wihrend der zweifachen hypotonen Lyse wurden ca. 8 % des Gelatinasegehalts
der Zellen freigesetzt. Trotzdem wurde eine solche Behandlung durchgefiihrt, da die
Messung von Myeloperoxidase im photometrischen Test durch Erythrozyten/-lysate in
den Uberstinden verfilscht wird (4.1.). Dies ist wahrscheinlich auf die
Substratumsetzung (HpO7/ABTS) durch Erythrozyten-Katalase, ebenfalls eine Ham-
bindende Oxidoreduktase, zuriickzufiihren [Rapoport, 1987].

Bei den durchgefiihrten Experimenten wurden die Granulozyten von ca. 50
verschiedenen Spendern eingesetzt. Die Sekretionsraten von PMNL verschiedener
Spender variierten ebenso wie die erreichte Zellausbeute (4.1./Abb. 8) und
Priparationsdauer der Zellen zum Teil sehr stark. Um moglichst représentative Werte
fiir die Proteinfreisetzung zu erhalten, wurden deshalb bei den Experimenten in der
Regel 8-15 Tests mit den Zellen einer groBeren Anzahl verschiedener Spender

durchgefiihrt.
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5.2.  Sekretionsmuster und Kompartimentierung der untersuchten Proteine

5.2.1. Testbedingungen zur Untersuchung der Granulafreisetzung

Bei den in der Literatur beschriebenen Sekretionsversuchen variiert die Behandlung der
PMNL in bezug auf die Zusammensetzung des Puffers, die Inkubationszeiten und die
Temperatur sowie die verwendeten Reaktionsgefdle. Um mdgliche Diskrepanzen im
Sekretionsverhalten der Zellen auf Grund variierender Versuchsbedingungen [Schmitt
et al., 1986 / Watts et al., 1991] zu vermeiden, wurde die Stimulierung der Neutrophilen

mit verschiedenen Agenzien unter gleichbleibenden Bedingungen durchgefiihrt.

Die angegebene Freisetzung der hier untersuchten Proteine Typ-I-Kollagenase,
Gelatinase, Laktoferrin, Elastase und Myeloperoxidase bezieht sich auf deren
Gesamtgehalt in den Zellen. Die fiir den jeweiligen Protein-/Enzymgehalt in 5 x 100
PMNL gemessenen Werte (4.1./Tab. 2) liegen im Bereich der in der Literatur
angegebenen Gesamtgehalte [Rest et al., 1988 / Neumann & Lang, 1989 / Bentwood &
Henson, 1980]. Dabei wurde der wdhrend der Erythrozyten-Lyse freigesetzte Anteil

einbezogen.

5.2.2. Proteinfreisetzung nach Stimulierung der Neutrophilen mit FNLPNTL

und korpereigenen Substanzen

Um die Freisetzung von Proteinen/Enzymen durch stimulierte PMNL in bezug auf
deren Kompartimentierung interpretieren zu kdnnen, wurden mehrere Stimulantien
(partikulére-l6sliche // korpereigene-bakterielle) eingesetzt sowie die Sekretion der
Proteine nach Eingriff in die Signaltransduktion und unter Einfluf von Zytoskelett-
zerstorenden Agentien untersucht.

Wie in unter 4.3. dargestellt, induziert das Formyl-Peptid FNLPNTL die Degranulation
der Neutrophilen, dabei weist die erreichte Freisetzung von Typ-I-Kollagenase,
Gelatinase und Laktoferrin Unterschiede von bis zu 50 % auf (4.3./Abb.
11/17/19/23/26). Eine Freisetzung der in den azurophilen Granula gespeicherten
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Enzyme Elastase und Myeloperoxidase von iiber 6 % wird erst bei gleichzeitigem
Zusatz von Cytochalasin B erreicht.

[Auf die sekretionssteigernde Wirkung von Cytochalasin wird unter 5.5.2. eingegangen.
Die Bestimmung der Typ-I-Kollagenase in CB-haltigen Zelliiberstinden mittels ELISA
war nicht moglich].

Auch die Freisetzung der Proteine aus unbehandelten PMNL ist unterschiedlich. Die
durch Kontrollzellen freigesetzte Proteinmenge steigt mit der Inkubations- bzw.
Anheftungsdauer (bis 40 min) auf 16 % (Typ-I-Kollagenase), 20 % - 40 % (Gelatinase)
bzw. 8 % - 10 % (Laktoferrin) an (Abb. 19/23/31/32). Die Degranulation der
Elastase/Myeloperoxidase-enthaltenden Kompartimente durch unstimulierte PMNL ist
mit maximal 5 % am geringsten und verdndert sich mit andauernder Inkubationszeit
kaum.

Auch nach Stimulierung der PMNL mit dem von ihnen selbst synthetisierten
Entziindungsmediator ~ Prostaglandin  Fp,  ergeben sich  unterschiedliche
Sekretionsmuster fiir die untersuchten Proteine (4.3.2./Abb. 17/18). Wihrend der Zusatz
des Agens eine Steigerung der Typ-I-Kollagenase- Freisetzung hervorruft, wird die
Gelatinase-Ausschiittung teilweise verringert, teilweise erhoht. Die Degranulation der
azurophilen Granula (Elastase/Myeloperoxidase) kann durch PGFj- Zusatz nicht
erreicht werden, die CB bzw. CB/FNLPNTL-induzierte Sekretion wird dabei durch das
Agens nicht - oder nur geringfligig - gesteigert (4.3.2./Abb. 18). Aus der Literatur sind
keine vergleichbaren Untersuchungen zur Wirkung von PGFy, auf die Degranulation

neutrophiler Granulozyten bekannt.

Die dargestellten Ergebnisse belegen den Unterschied in der Sezernierung azurophiler
Kompartimente und C-Partikel/spezifischer Granula. Die Freisetzung der Elastase- und
Myeloperoxidase- enthaltenden Granula aus stimulierten PMNL wird, wie auch in der
Literatur beschrieben [Goetzl & Goldstein, 1985 / Henson et al., 1978], nur durch
gleichzeitige Zerstorung der Mikrofilamente erreicht.

Innerhalb der Granula-Hauptgruppen scheinen Subpopulationen zu existieren, die
jeweils unterschiedliche Proteine bzw. unterschiedliche Anteile der Proteine speichern.

So weichen alle nach CB- und FNLPNTL-Behandlung aufgenommenen

103



5. Diskussion

Sekretionsmuster der Elastase und Myeloperoxidase (azurophile Granula) stark
voneinander ab (Abb. 11-13).

Damiano et al. (1988) beschreiben nach TEM-Untersuchungen zwei Subpopulationen
azurophiler Granula, die im Mengenverhiltnis 1:3 auftreten; ein Unterschied in der
GranulagroBe wird dabei nicht beobachtet. Der hiufiger auftretende Typus enthélt grof3e
Mengen an Myeloperoxidase und keine FElastase; die Serinprotease wird neben
kleineren Mengen an Peroxidase in der anderen Subpopulation gespeichert. Parmley et
al. (1987) dagegen beschreiben eine Mikrogranula-Fraktion, die grole Mengen an
Myeloperoxidase enthélt. Die Granula dieser Fraktion sind durch Dichte, Grofle und
Sekretionsverhalten von den azurophilen Granula zu unterscheiden.

Die hier dargestellten Versuchsergebnisse unterstiitzen die Befunde von Damiano et al.
(1988), d.h. sie zeigen ebenfalls, dal Elastase und Myeloperoxidase in verschiedenen

Subpopulationen der azurophilen Granula gespeichert werden.

Auch die Proteine Typ-I-Kollagenase, Gelatinase und Laktoferrin scheinen in
unterschiedlichen Mengenverhéltnissen in den PMNL- Kompartimenten gespeichert zu
werden (4.3./Abb.11/23/26/31/Tab.5).

Von Dewald et al. (1982) werden die C-Partikel als Gelatinase speichernden Granula
beschrieben; Hibbs & Bainton (1989) stellten dagegen eine 80 % -ige Kolokalisation
von Laktoferrin und Gelatinase in spezifischen Granula fest. Die hier bestimmten 20-30
%-igen Unterschiede in der Sekretionsrate belegen eine Kolokalisation der beiden
Proteine in einer GroBenordnung von 80 % nicht.

Auch eine "deckungsgleiche" Kompartimentierung von Typ-I-Kollagenase und
Laktoferrin in den spezifischen Granula scheint nicht gegeben zu sein. Die groBen
Unterschiede in der Laktoferrin-Ausschiittung durch FNLPNTL- und CB/FNLPNTL-
behandelten Neutrophilen deuten auf eine Speicherung von Anteilen des Proteins in den
azurophilen Granula hin. Diese Annahme wird durch die Laktoferrin-Verteilung in
Sediment und Uberstand bei Untersuchungen zur Assoziation der Granula mit dem
Zytoskelett (4.5./Abb.33) unterstiitzt. Auch Parmley et al. (1982) beschreiben das

Vorkommen des Proteins in azurophilen Granula.
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Leucin-Enkephalin ist ein zu den endogenen Opiaten gehorendes Pentapeptid, dessen
Konzentration im Blutplasma - bedingt durch unterschiedliche physische oder
psychische Belastung - gréf8eren Schwankungen unterliegt.

Auch durch Zusatz hoher Leu-Enk- Konzentrationen ist keine gesteigerte Degranulation
der PMNL zu verzeichnen (4.3.3./Abb. 19). Moglicherweise wird der EinfluBl einer
schwankenden bzw. steigenden Leu-Enk -Konzentration auf die Neutrophilen durch
eine membranstindige Peptidase moduliert. Diese neutrale Endopeptidase (=
Enkephalinase) spaltet kurze Peptide, u.a. auch Leu-Enk [Painter et al., 1988]. Auch der
Zusatz von Bradykinin, ebenfalls ein Substrat der Enkephalinase [Erdos et al., 1989],
fiihrt nicht zu einer weitreichenden Steigerung der Proteinsekretion durch neutrophile

Granulozyten [Schettler, 1988].

5.2.3. Granulafreisetzung phagozytierender PMNL

Die Sekretion durch FNLPNTL- vorstimulierte und phagozytierende PMNL zeigt
ebenfalls starke Unterschiede in bezug auf die untersuchten Proteine (4.3.4./Abb. 20).
Die Laktoferrinsekretion ist hierbei, moglicherweise spenderabhidngig, auffallend
gering. Bentwood & Henson (1980) beschreiben eine 30 %-ige Laktoferrin-freisetzung
wiahrend der Phagozytose. Hierbei wurden die Versuche jedoch in Suspension
durchgefiihrt, so daf} eine Proteinfreisetzung auf Grund "frustrierter Phagozytose" (siche
2.2.1.4.) nicht ausgeschlossen werden kann. Desweiteren wurden die PMNL fiir langere
Zeit bei 49C inkubiert, was zur Depolymerisierung der Mikrotubuli und Abnahme des
F-Aktingehalts in den Zellen fiihrt [Keller et al., 1985 / Cassimeris et al., 1990].

Zymosan, vor allem opsoniertes Zymosan, erhéht die FNLPNTL- induzierte
Degranulation.Lichtmikroskopische und REM- Untersuchungen zeigen die Aufnahme
einer Vielzahl von Partikeln und deren intrazellulire Verdauung durch die Zellen
(4.3.4./Abb. 22 // 4.6.1./Abb. 36/37). Die dabei in geringem Mal auftretende Elastase-
und Laktoferrinausschiittung (keine Myeloperoxidasesekretion) belegt, dall diesen

Proteinen vor allem bei der intrazelluliren "Verdauung" bzw. Abtdtung von
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Mikroorganismen Bedeutung zukommt [Hoffstein, 1980 / Neuman & Lang, 1989 /
Hamers & Roos, 1985]. Trotz des groflen Anteils abgestorbener Zellen ist auch nach 60
min nur ein geringer Anteil an Myeloperoxidase, Laktoferrin und Elastase in den
Uberstéinden zu messen (Abb. 22/36/37).

Wabhrscheinlich ist dies u.a. auf den intrazelluliren Abbau bzw. die Inaktivierung der
Proteine durch Autoproteolyse und/oder toxische Sauerstoffmetabolite (siche

2.2.1.3./2.2.2.1) zuriickzufiihren.

5.2.4. Hemmung der Degranulation durch Erhohung des cAMP- Spiegels

In der Literatur wird nach Erhohung des intrazelluliren cAMP- Spiegels ein
sekretionshemmender Effekt in bezug auf die B-Glukoronidase neutrophiler
Granulozyten beschrieben [Nourshargh & Hoult, 1986]. Bei den hier durchgefiihrten
Sekretions-experimenten wurde die Erhohung des cAMPjiptrazell.- Spiegels durch
Zusatz des Phosphodiesterase-Inhibitors Zardaverin erreicht. Die Stimulierung der
PMNL ruft bei gleichzeitiger Hemmung der Phosphodiesterase eine 10- fache Erhdhung
des cAMPjptrazell.- Spiegels hervor [Schudt et al., 1991]. Die sekretionshemmende
Wirkung eines erhohten cAMPiptrazell- Spiegels ist wahrscheinlich auf die
Aktivierung cAMP- regulierter Kinasen (A- Kinasen) [Alberts et al., 1989] und auf den
verringerten Ca2 - Influx [Takenawa et al., 1986 / Schudt et al., 1991] zuriickzufiihren.

Wie unter 4.3.5. (Abb. 23/Tab. 4) dargestellt, wird auch die FNLPNTL- induzierte
Degranulation der Gelatinase-, Typ-I-Kollagenase- und Laktoferrin- enthaltenden
Granula durch einen erhdhten CAMPintrazell - Spiegel gehemmt, dies jedoch in einem
unterschiedlichen Ausmall (60 % - 112 %). Diese Unterschiede in bezug auf die
Sekretionshemmung der einzelnen Proteine/Enzyme sind ein weiterer Beleg flir die

unterschiedliche =~ Kompartimentierung  der  hier  untersuchten  Proteine.

Die CB/FNLPNTL- induzierte Degranulation wird ebenfalls durch Zardaverin-
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Behandlung inhibiert, eine 100 % -ige Hemmung kann jedoch dabei nicht erreicht
werden (Abb. 24/Tab. 4).

5.3. Einfluf} des Zytoskeletts auf die Granulafreisetzung neutrophiler
Granulozyten
5.3.1. Assoziation der Granula mit dem Zytoskelett

Bei Lyse der Zellen durch leichte Ultraschall-Behandlung und Abtrennung von
Zytoskelett / Zytoskelett-assoziierten Bestandteilen durch Zentrifugation (2200 g) zeigt
sich nach  Zerstérung der Granula in Sediment und Uberstand ein deutlicher
Unterschied in der Granula- bzw. Proteinverteilung (4.5./Abb. 33). Die Assoziation
spezifischer Granula/C-Partikel mit dem Zytoskelett ist, verglichen mit den Laktoferrin-
/Elastase-/Myeloperoxidase- enthaltenden Kompartimenten, wesentlich schwicher
(Abb. 33).

Nach Zentrifugation des Zell-Lysates befinden sich nur 15 % - 40 % der azurophilen
Granula (Elastase/Myeloperoxidase) und Laktoferrin-speichernden Kompartimente - im
Gegensatz zu > 90 % der Typ-I-Kollagenase- und Gelatinase- enthaltenden Granula -
im Uberstand.

Auf Grund der Ergebnisse des Kontrolltests (Abb. 34) ist auszuschlieBen, dal3 der hohe
Gelatinase-/Kollagenaseanteil im Uberstand durch Sekretion wihrend der
Inkubationszeit bedingt ist. Eine weitreichende Kosedimentation der groBeren
azurophilen Granula mit dem Zytoskelett durch bloBes "Herunterdriicken" durch
Filamentnetzwerke etc. wihrend der Zentrifugation ist auf Grund der Ultraschall-
Behandlung und des mehrfachen Vortexens (nach Lyse der PMNL) auszuschlieBen.

Die Messung von weniger als 2 % des Elastasegehaltes im Uberstand und
mikroskopische Untersuchungen belegen, da3 die Granula im Gegensatz zu den Zellen
durch leichte Ultraschall-Behandlung nicht zerstdrt werden. Dies ist auf die hohe
Stabilitdt der Granula zuriickzufiihren, die nach ihrer Isolierung noch fiir 24 Std. intakt

bleiben (bei RT/in Puffer) [Baggiolini, miindliche Mitteilung].
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Die Depolymerisation der Aktinfilamente (30-miniitige CB-Behandlung) vor Lysierung
der Zellen bedingt eine Erhohung des Anteils freier azurophiler Granula im Uberstand
um 20 % - 30 % (Abb. 35). Ein fiir die C-Partikel/spezifischen Granula ermittelter Wert

von > 90 % wird jedoch auch dabei nicht erreicht.

5.3.2. Beteiligung der Mikrotubuli an der Granulafreisetzung

Der Einflu8 der Mikrotubuli an der Degranulation wurde durch Inkubation der PMNL
mit Colcemid (Col), einem Colchicin-Derivat, untersucht. Colchichin, ein Alkaloid der
Herbstzeitlosen, fithrt durch Bindung an Tubulin zur Depolymerisierung der
Mikrotubuli (MT) [Wilson et al., 1974].

Wie in der Literatur fiir die B-Glukoronidase der PMNL nachgewiesen [Zurier et al.,
1973], 14Bt sich auch die FNLPNTL- induzierte Freisetzung von Typ-I-Kollagenase,
Gelatinase und Laktoferrin durch ein Mikrotubuli- zerstorendes Agens zu 70 % - 100 %
inhibieren; die Proteinausschiittung durch unbehandelte Kontrollzellen wird ebenfalls
durch die Zerstérung der Mikrotubuli reduziert. Weiterhin zeigte sich (4.3.6./Abb.
27+28), dal auch die nach CB/FNLPNTL-Zusatz einsetzende Degranulation fast
vollstédndig durch Col zu inhibieren ist (Spendergruppe 1).

Fiir eine Reihe von Zelltypen wurde gezeigt, dal die Mikrotubuli zusammen mit sog.
"Motorproteinen" (Dynein/Kinesine) das Transportsystem fiir sekretorische Vesikel
und Organellen darstellen [Gelfand, 1989].

Auch bei PMNL scheint sowohl die FNLPNTL- induzierte, als auch die durch
CB/FNLPNTL- Behandlung hervorgerufene Proteinsekretion von intakten Mikrotubuli
abhingig zu sein. So beschreiben Rothwell et al. (1989) den Anstieg von MT-
Granulakomplexen nach FMLP- Stimulierung von PMNL sowie die Isolierung einer
MT-aktivierten ATP-ase aus den Zellen. Das Molekulargewicht und die
immunologischen  Eigenschaften dieser ATP-ase entsprechen denen des

"Motorproteins" Kinesin.
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5.3.3. Mikrofilamente und Granulafreisetzung

Die Zerstorung der Mikrofilamente durch Cytochalasin B fiihrt zu einer Steigerung
bzw. Induzierung der Proteinsekretion neutrophiler Granulozyten.

Aunis et al. (1988) haben an chromaffinen Zellen gezeigt, daB Aktinfilamente eine
Barriere der Exozytose, d.h. der Granulafreisetzung, darstellen. Dabei wird einem
submembrandren Aktinfilamentnetz diese Funktion zugeschrieben. Auch andere motile
Zellen besitzen einen dreidimensionalen Aktin-Cortex, der grofBere Partikel und
Organellen im darunterliegenden Zytoplasma zuriickhdlt [Burgoyne & Cheek, 1987 /
Alberts et al., 1989]. Ein solches unter der Plasmamembran gelegenes Filamentnetz
wird auch fiir PMNL beschrieben [Boyles & Bainton, 1979 / Roschger, 1990].

Die stark sekretions- steigernde Wirkung und die belegte Verringerung des F-
Aktinanteils durch Cytochalasin B (4.3.1.) weisen darauf hin, da3 auch bei PMNL die
Mikrofilamente (vor allem ein intaktes kortikales Aktinnetzwerk) in Abhanigkeit von
der GranulagroBBe eine Sekretionsbarriere darstellen. So erfolgt die Degranulation der
kleinsten Protein-speichernden Kompartimente (C-Partikel/Gelatinase) bei Stimulierung
mit FNLPNTL am stirksten; sie tritt auch wihrend der Lyse und bei unstimulierten
Kontrollen in einem deutlich hoheren Maf} auf als die der groBBeren Granula. Auch wird
eine weitreichende Freisetzung (> 6 %) des grofiten der drei beschriebenen
Granulatypen (azurophile Granula) trotz Stimulierung der Zellen mit verschiedenen
Agentien erst nach Zerstdrung der Aktinfilamente erreicht. Eine der CB- induzierten
Steigerung vergleichbare Elastase-/Myeloperoxidasefreisetzung kann auch durch ein

weiteres Mikrofilament-zerstorendes Agens (Cytochalasin D) erreicht werden (4.3.1.1.).

Wie hier gezeigt (4.3.1./Abb. 11/12/13) ist das Ausmall der CB-induzierten
Proteinsekretion von der Inkubationsdauer mit dem Cytochalasin abhdngig und
korreliert mit der Abnahme von F-Aktin (4.3.1.1./Tab.3) [Henson et al., 1978].

Mikroskopischen Untersuchungen an CB- behandelten PMNL und die starke
Inhibierung der CB- induzierten Degranulation durch Erhohung des cAMPjptrazell.-
Spiegels und Zerstorung der Mikrotubuli belegen, dall die Sekretionssteigerung durch
eine solche Behandlung nicht auf der spontanen Verschmelzung mit der Zellmembran

oder durch Zerstérung der Zellen bedingt ist.
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Die Mikrofilament- zerstorende Wirkung von Cytochalasin B und die damit verbundene
Verdnderung der Zellmorphologie konnte durch lichtmikroskopische Untersuchungen
(4.3.1.) und Darstellung der Aktinfilamente mittels Fluoreszenzmarkierung
(4.3.1.1./Abb. 16) gezeigt werden. Die nach CB-Zusatz zu beobachtende diinne, dem
Substrat aufliegende Zytoplasmasschicht weist nur einen geringen F-Aktin Gehalt auf.
Die Zerstorung der Mikrofilamente durch Cytochalasin (Zerstérung des kortikalen
Aktinnetzwerks) filihrt offenbar zu einem Verlust der Zellspannung und zum
"ZerflieBen" des Zytoplasmas iiber das Substrat. Dieser Vorgang ist auch in REM-
Aufnahmen deutlich zu erkennen (4.6.1./Abb. 38 c), dabei zeigen sich unter der
Membran globulédre Strukturen, die in ihrer Grof3e den Granula entsprechen [Baggiolini,
1980 / Damiano et al., 1988]. Moglicherweise ist die erhohte Proteinsekretion nach CB-
Zusatz und  Stimulierung vor allem durch Degranulation aus diesen
Zytoplasmabereichen bedingt.

Mit CB vorinkubierte PMNL weisen auch nach 20-miniitiger FNLPNTL-Stimulierung
keine Polarisierung auf, sondern zeigen blasenartige Ausstiilpungen auf ihrer
Oberflache ("round-blebbed-shape"), die nur einen geringen Anteil an F-Aktin
aufweisen. Auch Watts et al. (1991) beschreiben nach Vorbehandlung mit Cytochalasin
und anschlieBendem FMLP-Zusatz das Verbleiben der Zellen in einem "round-blebbed-
shape" Stadium, was auf die Verringerung der initialen Aktinpolymerisation

zuriickgefiihrt wird.

5.3.4. Anheftung und Proteinsekretion

Die Anheftungsrate der PMNL variiert bei Behandlung mit verschiedenen Agentien:
Cytochalasine und FNLPNTL erhohen die Adhdrenz, Prostaglandin Fy, dagegen setzt
sie herab (4.3.7.1./Abb. 30/29).

Eine Erhohung der Adhédsion durch Formyl-Peptide wird auch in der Literatur
beschrieben und auf die Aktivierung der Proteinkinase C, in Zusammenhang mit einem
ansteigenden F-Aktin- Gehalt und verinderten Ca2t-Spiegel zuriickgefiihrt [Davies et
al., 1990]. Die Steigerung der Anheftungsrate nach Cytochalasin-Behandlung scheint

nicht auf den gleichen intrazelluliren Mechanismen zu beruhen, denn CB/CD und
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FNLPNTL zeigen in bezug auf die Adhdrenz der Zellen keinen synergistischen Effekt
(Abb. 29). Auch fiihrt der Zusatz von Cytochalasinen nicht zu einem Anstieg der
Ca2+intrazen.—Konzentration und bedingt eine Abnahme des F-Aktingehalts [White et
al., 1983 / Omann & Sklar, 1988]. Moglicherweise beruht die gesteigerte Adhdrenz der
Neutrophilen nach Behandlung mit Cytochalasinen auf der VergroBerung der dem
Substrat aufliegenden Membranbereiche (4.3.1.1./Abb. 16 // 4.6.1./Abb. 38), und damit
auf einer erhohten Anzahl Adhirenz-vermittelnder Rezeptoren [Mege et al., 1990 /
Osborn, 1990], die mit dem Substrat wechselwirken konnen.

Aus der Literatur sind keine Untersuchungen iiber die Wirkung von PGFp, auf die
Adhésion oder das Zytoskelett von PMNL bekannt. Die hier verzeichnete (Abb. 30)
Verringerung der Anheftungsrate steht wahrscheinlich ebenfalls mit einer

Reorganisation des Zytoskeletts in Zusammenhang.

Die an suspendierten/angehefteten PMNL durchgefiihrten Sekretionsexperimente
zeigen eine durch Anheftung deutlich erhdhte Gelatinase-/Typ-I-Kollagenase-
Ausschiittung durch stimulierte und nicht stimulierte Zellen (4.3.7.2./Abb. 31). Dies ist
wahrscheinlich auf die Aktivierung der Proteinkinase C und die gleichzeitig erfolgende
Erhéhung des Ca2¥iyazell- Spiegels bei linger andauernder Anheftung
zuriickzufiihren [Boyles & Bainton, 1979 / Davies et al., 1990].

Die CB- bzw. CB/FNLPNTL- induzierte Proteinfreisetzung (Elastase/Laktoferrin) wird
dagegen durch Anheftung der PMNL eher verringert (Abb. 32). Dies konnte darauf
zuriickzufiihren sein, dall der bei andauernder Adhédrenz beobachtete, sehr stabile
Anstieg von F-Aktin im Cortex [Boyles & Bainton, 1979 / Southwick et al., 1989] dem
Mikrofilament-zerstorenden und sekretionssteigernden Effekt ("Barrierefunktion” des

Aktinnetzwerkes) des Cytochalasins entgegenwirkt.
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5.4. Untersuchungen zur Elastasesekretion

54.1. Assoziation der Elastase mit unloslichen Zellbestandteilen

Bei der Bestimmung des Protein-Gesamtgehalts in  Zell-/Granulalysaten
(Gesamtlysate) war ein 40-50 % -iger Aktivitdtsverlust in bezug aus die Elastase nach
Abtrennung von unléslichen Bestandteilen (verglichen mit nicht zentrifugierten
Lysaten) zu verzeichnen. Dieses Ergebnis deutet auf eine Assoziation des Enzyms mit
Membran- bzw. Zellbestandteilen hin. Auch bei den von Postma et al. (1986)
durchgefiihrten Experimenten werden Diskrepanzen bei der in Uberstand/Sediment und
Gesamtextrakt gemessenen Enzymmenge beschrieben.

Nach Behandlung des Sediments mit 1 M NaCl zeigt sich, da3 eine Assoziation der
Elastase mit unloslichen Zellbestandteilen vorliegt (4.7.1./Abb. 39). Durch Behandlung
mit 1 M NaCl sind 40 % des Enzyms aus dem Pellet (P1) zu eluieren, wobei nach
erneuter Zentrifugation noch etwa 8 % des Elastasegehalts im Pellet (P2) verbleiben.
Die Summe der im Uberstand (1/2) und Sediment zu messenden Elastaseaktivititen
stimmt dabei gut mit dem in nicht zentrifugierten Gesamt-Lysaten derselben Spender
ermittelten Werten iiberein (4.7.1./Tab. 6).

Die beobachtete Assoziation der Serinprotease mit unloslichen Zellbestandteilen,
konnte durch die von Stein et al. (1985) beschriebene Wechselwirkung des Enzyms mit

der Kernmembran bedingt sein.

Wie unter 4.3. dargestellt, kann bei Stimulierung der Neutrophilen trotz Zusatz von CB
eine Elastasefreisetzung tiber 50 % nicht induziert werden. Dies ist jedoch nicht durch
eine Assoziation des sezernierten, bei pH 7 positiv geladenen Enzyms mit der
Zellmembran (negativ geladen) bedingt. Nur 2-5 9% der Gesamtaktivitit der
Serinprotease sind nach Abnahme des Uberstandes durch NaCl (U 2) von der Membran

stimulierter PMNL zu eluieren (4.7.1./Abb. 40).

Die Konzentration von Elastase im Uberstand 2 wurde im photometrischen Test und

mittels ELISA bestimmt, wobei die in beiden Testverfahren gemessenen Werte gute

112



5. Diskussion

Ubereinstimmung zeigten (4.7.1.). Mikroskopische Untersuchungen konnten belegen,

daB3 die PMNL durch eine 5-6 - miniitige Salzbehandlung nicht zerstort werden.

5.4.2. Darstellung sezernierter Elastase

Elastase kommt in drei verschiedenen Formen vor, die sich durch variierende Glykosy-
lierung unterscheiden; Aktivitatsunterschiede der drei Formen sind nicht festzustellen
[Green et al., 1991].

Die Darstellung der Aktivitdt sezernierter Elastase in SDS-Substratgelen (4.7.2./Abb.
40) belegt, dal die durch Stimulierung der Neutrophilen erreichte Freisetzung alle drei
Formen (30 kDa/ 33 kDa/ 36 kDa) des Enzyms umfafit (bei der Priperation bzw.
Einengung der Proteinase wurde DPBS + 1 M NaCl verwendet).

Dabei ist die Aktivitit der 33 kDa- Form Elastase in den Proben am groften, die der

36 kDa- Form am schwéchsten. Dies stimmt z.T. mit den in der Literatur angegebenen
Mengenverhélnissen der drei Elastaseformen (aus Zellextrakten) iiberein [Baught &
Travis, 1976]. Von Watorek wird ebenfalls ein geringer Anteil der schwersten Form
beschrieben; dagegen soll die Isoform mit dem kleinsten Molekulargewicht den gréfiten
prozentualen Anteil ausmachen. Moglicherweise ist der Unterschied zwischen den hier
dargestellten und in der Literatur ermittelten Anteilen der 33 kDa- und 30 kDa- Form
durch den Abbau der Zuckerseitenketten (33 kDa ---> 30 kDa) bedingt. Auch bei dem
eingesetzten Standard (HL-Elastase aus humanem Sputum) zeigt sich eine schwache
Aktivitdt der 35 kDa- Form, wéhrend die Aktivitdt der mittleren (33 kDa) und kleinsten
Form (30 kDa) etwa gleich grof3 ist (Abb. 40 a-c).

Das Auftreten der einzelnen FElastase- Banden ist abhingig von der jeweiligen
Gesamtaktivitdt in den eingeengten Proben (4.7.2./Tab.7), vom Gelatinanteil der Gele
sowie von der Inkubationsdauer bei 379C. Die im oberen Bereich der Gele auftretenden
Aktivitatsbanden (70-100 kDa) sind auf den Gelatinabbau durch Gelatinase bzw. Typ-I-
Kollagenase zuriickzufiihren [Knduper, 1989 / Oberhoft, 1990].
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Zusammenfassend ist festzustellen: die durchgefiihrten Sekretionsexperimente belegen,

daB3 die Proteine/Enzyme Typ-I-Kollagenase, Gelatinase, Elastase, Myeloperoxidase
und Laktoferrin nicht "deckungsgleich" in den Granula neutrophiler Granulozyten
gespeichert werden. So ergibt sich nach Stimulierung der PMNL mit verschiedensten
Agentien fiir alle untersuchten Proteine ein voneinander abweichendes
Sekretionsmuster. Ebenso varriiert die prozentuale Hemmung der FNLPNTL-
induzierten Freisetzung der Proteine durch Erhohung des cAMPjptrazell.- Spiegels.

Die Sekretion der Proteine/Enzyme, die in der Hauptgruppe der azurophilen Granula
gespeichert werden, ist nur durch gleichzeitige Zerstorung der Mikrofilamente mittels
Cytochalasin B zu induzieren. Die dieser Gruppe zugeordneten Enzyme
Myeloperoxidase und Elastase werden jedoch in unterschiedlichen Subpopulationen der
azurophilen Granula kompartimentiert. Auch ein Teil der Gesamtmenge an Laktoferrin
scheint in dieser Granulagruppe gespeichert zu werden; in der Literatur wird dieses
Protein haufig den spezifischen Granula zugeordnet.

Weiterhin deuten auch Unterschiede bei der Assoziation der Proteine bzw. der sie
speichernden Kompartimente mit dem Zytoskelett und die variierende Freisetzung
durch suspendierte/angeheftete PMNL auf die Existenz mehrerer Subpopulationen der

Granula-Haupttypen mit unterschiedlicher Proteinzusammensetzung hin.

Das Zytoskelett der PMNL hat grofen EinfluB3 auf die Degranulation der neutrophilen
Granulozyten. Die Mikrofilamente (F-Aktin) bzw. das corticale Aktinfilamentnetz der
PMNL stellt, in Abhédngigkeit von der GranulagroBe, eine Sekretionsbarriere dar. So
erfolgt die Freisetzung der in den kleinsten Kompartimenten gespeicherten
Metalloproteinase Gelatinase durch stimulierte und unstimulierte Zellen am stirksten.
Die Sekretion der groften Granula (azurophile) wird - im Gegensatz zu den
spezifischen Granula/C-Partikeln - erst nach Zerstorung der Mikrofilamente erreicht.
Dabei steigt die Sekretionsrate bei verldngerter Inkubationsdauer mit dem F-Aktin-
zerstorenden Agens CB an und korreliert mit der Zunahme an monomerem Aktin im
Uberstand von Zell-Lysaten (Abnahme von F-Aktin in den Zellen).

Auch nach ldngerer Behandlung mit CB ist der Anteil an freier Elastase (azurophile
Granula) im Uberstand wesentlich geringer, als der, der anderen Proteine. Dies ist
jedoch nicht auf die Assoziation des positiv geladenen Enzyms mit der Zellmembran

zuriickzufiihren. Auch ein Ausschluf3 einer der drei Formen der Serinproteinase aus den
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nur zu maximal 50 % freigesetzten, Elastase- speichernden Kompartimenten ist nicht

festzustellen.

Mikrotubuli, eine weitere Hauptgruppe von Zytoskelettproteinen, sind notwendig fiir
die Degranulation neutrophiler Granulozyten. So fiihrt die Zerstérung der Mikrotubuli
durch Colcemid zu einer fast vollstindigen Inhibierung der FNLPNTL- und

CB/FNLPNTL- induzierten Degranulation.

Abb. 42 Proteinfreisetzung und -kompartimentierung neutrophiler Granulozyten
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4. Ergebnisse




	G-Aktin:globuläres Aktin
	CB+FNLPNTL behandelt wurden
	Leu-Enk+FNLPNTL behandelt wurden
	
	CB \〰〨5 yg/ml\〰〩 und anschließender Behandlung �

	Mittelwerte aus allen mit FNLPNTL durchgeführten�



