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Zusammenfassung

Neutrophilen-chemotaktische Proteine in Nasenpolypen
Timur Sellmann

Zusammenfassung:

Die Histopathologie der Polyposis nasi ist charakterisiert durch
entzindungstypische Veranderungen des nasalen Gewebes, zum Beispiel dem
Auftreten eines massiven Stromaddems, einer gestdrten Epithelproliferation
und -regeneration, sowie der konstanten Akkumulation inflammatorischer Zellen
wie eosinophiler und neutrophiler Granulozyten. Ursachen dieses spezifischen
histopathologischen Bildes sind zur Zeit noch nicht bekannt. Ein mdglicher
Erklarungsansatz ist die Prasenz lokal durch ortsstandige Zellen produzierter
Chemokine, die eine selektive Migration von Granulozyten induzieren. Diese
Arbeit hatte das Ziel, Chemokine aus Nasenpolypengewebe zu extrahieren, sie
bezuglich ihrer biologischen Aktivitat auf neutrophile Granulozyten zu
uberprufen und sie zu identifizieren. Nasenpolypen- und Muschelgewebe wurde
nach einem speziell dafur entwickelten dreistufigen Verfahren mittels Heparin-
Affinitatssaule, praparativer Umkehrphasen-HPLC und Kationenaustausch-
HPLC aufgereinigt und nach jeder chromatographischen Auftrennung mittels
eines Boydenkammer-Assays auf das Vorliegen neutrophilen-chemotaktischer
Aktivitat untersucht. Die in den Fraktionen enthaltenen chemotaktisch aktiven
Peptide wurden schlielich mittels Sandwich und Festphasen ELISA als NAP-2
identifiziert. NAP-2 ist ein thrombozytar synthetisiertes, neutrophilen-
stimulierendes und chemotaktisch wirksames Chemokin der C-X-C Familie, das
durch proteolytische Spaltung von Vorlauferproteinen entstent. Mit dieser
Arbeit wurde NAP-2 als fur die Polyposis nasi wesentlicher, neutrophilen-

chemotaktischer Faktor bestimmt.
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Einleitung 1 - 20

1. Einleitung

1.1. Chemokine

Verschiedene Erkrankungsbilder sind durch ganz bestimmte Verteilungs-
respektive Akkumulationsmuster von Leukozyten und deren Subpopulationen
gepragt, zum Beispiel das Asthma bronchiale®', die zystische Fibrose und auch
die Polyposis nasi. Uber Mechanismen, die die Rekrutierung von Zellen bei der
Polyposis regulieren, wurden im wesentlichen bisher nur fur eosinophile, nicht
aber fur neutrophile Granulozyten Untersuchungen durchgefihrt. In diesen
Studien konnte unter anderem nachgewiesen werden, dafl® Fibroblasten,
Epithelzellen und T-Lymphozyten durch Sekretion von Proteinen wie RANTES
(released upon activation T-cell secreted; Freisetzung aus T-Zellen nach
Aktivierung) und Eotaxin den Einstrom eosinophiler Granulozyten in nasales
Gewebe unterstiitzen* > 1° 70 89 % Farner kommt es durch Aktivierung und
Sekretion von Interleukin (IL)-3, IL-5, IFN-y (Interferon-Gamma) und GM-CSF
(Granulocyte and Macrophage Colony Stimulating Factor) zu einer Umstellung
des Zellstoffwechsels der Eosinophilen, der unter anderem die Verzdgerung der
Apoptose bewirkt® 25 9 103 108 DBadurch wird die Lebensdauer eosinophiler
Granulozyten verlangert. Ergebnisse anderer Studien kommen zu dem
Ergebnis, polypoides nasales Gewebe (sowohl Stroma als auch Epithel)
aufgrund der darin enthaltenen EG2-positiven eosinophilen Granulozyten
generell als aktiviert zu bezeichnen®* ''°. EG2 ist ein monoklonaler Antikorper,
der mit der sezernierten Form des ECP (Eosinophilic Cationic Protein, ein

Produkt aktivierter Eosinophiler) reagiert.

Zur Zeit existieren nur wenige vergleichbare Studien bezlglich des Verhaltens

1?7 konnten

neutrophiler Granulozyten in Nasenpolypen. Vancheri et a
nachweisen, dal® nasale Fibroblasten die Differenzierung myelopoetischer
Stammzellen in neutrophile Granulozyten in vitro durch die Produktion und
Freisetzung von GM-CSF induzierten und bewiesen damit zumindest

experimentell, dal} ortsstandiges Gewebe einen lokalen Entziindungsprozess
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beeinflussen kann. Ferner wurden bisher Bestimmungen neutrophilen-
assoziierter Zytokine wie 1L-8 oder GRO-a. durchgefiihrt® '. Somit findet sich
hier ein zusatzliches Forschungsfeld, das die bisher nicht eindeutig geklarten
pathogenetischen Aspekte der Polyposis nasi um die Betrachtung neutrophiler
Granulozyten und ihrer assoziierten Chemokine erweitert.

Chemokin (chemokine) ist ein aus dem Anglo-Amerikanischen ibernommenes
Kunstwort und bedeutet eigentlich chemoattractant cytokine. Chemokine, oder
auch Zellmigrationsstoffe, sind Bestandteil der Familie der Zytokine, die auch
Zellbotenstoffe genannt werden. Chemokine bilden eine Gruppe von
Polypeptiden mit einem Gewicht zwischen 6 und 15 kDa und einer Lange
zwischen 70 und 130 Aminosauren. Ihre Funktion ist fur die gerichtete Migration
von Zellen entscheidend, sie haben sowohl zellaktivierende als auch
zellselektierende Wirkungen®. Mit bisher Uber fiinfzig differenzierten Vertretern
gehoren sie zu der groRten Gruppe der Zytokine''®. Zytokine, auch als
Interleukine, Monokine oder Lymphokine bezeichnet, sind Mediatoren, die
praktisch von allen Zellpopulationen sezerniert werden kdnnen und die an der
Immunmodulation und der Hamatopoese beteiligt sind. |hre biologischen
Wirkungen sind pleiotrop, redundant oder synergistisch. Pleiotropie ist die
Entfaltung mehrerer biologischer Effekte an verschiedenen Zielzellen.
Redundanz bedeutet den ahnlichen oder gleichen Effekt unterschiedlicher
Zytokine an einer Zielzelle, und Synergismus ist das unterschiedliche Ergebnis
des zeitgleichen oder sequenziellen Einwirkens mehrerer Zytokine auf eine
Zielzelle im Vergleich zur Summe der Einzeleffekte. Im weiteren soll kurz auf
den Unterschied zwischen Zytokinen (Chemokinen) und Hormonen
eingegangen werden. Im Gegensatz zu Zytokinen werden Hormone
ausschlieBlich von spezialisierten Zellen synthetisiert, Hormone haben einen
einmaligen und zugleich limitierten biologischen Effekt, wahrend Zytokine, wie
erwahnt, redundant und pleiotrop sind. Hormone wirken Uber weite Distanzen
systemisch auf eine beschrankte Zahl von Zielzellen, wahrend Zytokine
lokalisiert eine Vielzahl von Zielzellen ansprechen. Ahnlich den Chemokinen

konnen auch die Zytokine eine die Synthese regulierende Wirkung haben.
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Durch eine Struktur- bzw. vorgegebene Proteinsequenz lassen sich bisher vier
Gruppen von Chemokinen unterscheiden'?.

1. C-X-C Chemokine

2. C-C Chemokine

3. C Chemokine

4. C-X-X-X-C Chemokine

C ist das Symbol der Aminosaure Cystein, die Bestandteil (Baustein) eines
jeweils gruppenspezifischen, aus bis zu vier Cysteinen aufgebauten Motivs
(Aminosauresequenz) ist. a- und B- Chemokine enthalten vier Cysteine in einer
bestimmten Anordnung; sie bilden die Familie der vier Cystein Chemokine, der
bisher grofdten Unterfamilie der Chemokine. In der Struktur der Chemokine der
C-X-C Gruppe, oder auch a- Chemokine, werden die ersten beiden der vier
Cysteine durch eine andere Aminosaure getrennt. Die C-C, oder auch p-
Chemokin Gruppe, erhielt ihren Namen aufgrund der in ihrer Anfangssequenz
direkt nebeneinander liegenden Cysteine. Der einzige bisher identifizierte
Vertreter der dritten Familie ist das Lymphotactin, ein Chemokin mit insgesamt
nur zwei Cysteinen®'. Fractalkin, ein membrangebundenes Glykoprotein, stellt
einen Vertreter der vierten Familie dar;, es hat in seiner Sequenz drei

Aminosauren zwischen zwei flankierenden Cysteinen; schematisch C-X-X-X-
C114364

Diese Strukturunterschiede spiegeln sich auch in unterschiedlichem
chemotaktischen Verhalten wider. Wahrend die C-X-C Chemokine, die
nochmals in ELR" und ELR" Untergruppen unterteilt werden, vornehmlich auf
neutrophile Granulozyten (ELR') bzw. T-Zellen (ELR’) wirken, haben die
Chemokine der C-C Gruppe ein weiteres chemotaktisches Wirkungsspektrum,
das unter anderem Makrophagen, Monozyten, teilweise aber auch
Lymphozyten, basophile und eosinophile Granulozyten umfait® 3054 Ferner
wurde nachgewiesen, dal? Chemokine neben ihrer chemotaktischen Funktion
auch noch einen stimulatorischen Effekt auf verschiedene Zellpopulationen wie

Endothelzellen, Fibroblasten und Chondrozyten haben, indem sie diese
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aktivieren und im Anschlu® daran eine Mediatorfreisetzung dieser Zellen
initiieren ' ® 18 8 Als Ursprung der Chemokine werden Endothel- und
Epithelzellen, Fibroblasten, (T- und B-) Lymphozyten, Makrophagen,
Mastzellen, Monozyten und Neutrophile genannt 52747578102,

Die Gruppe der C-X-C Chemokine umfal3t ENA-78, GCP-2, IL-8, MGSA/ GRO-
ao,GRO-B, GRO-y (MGSA = Melanocyte Growth Activating Protein, GRO =
Growth Related Oncogene), PF-4 (Platelet Factor), PBP (Platelet Basic Protein)

und dessen Folgeprodukte' 60 7981123128129

C-X-C Chemokine

SDF-1 (Stroma cell Derived Factor 1)

IL-8 (Interleukin 8; fruher NAP-1)

GRO-q, -B, -y (Growth Related Oncogene)

NAP-2 (Neutrophil Activating Peptide 2)

ENA-78 (Epithelial cell-derived Neutrophile-Activating Protein;
78 Aminosauren)

GCP-2 (Granulocyte Chemotactic Protein 2)

PF-4 (Platelet factor 4)

IP 10 (Interferon Gamma induziertes Chemokin)

MIG (Monokine Induced by IFN-Gamma)

CKa1 und 2 (Bisher nicht naher benannte Chemokine der CXC Familie)

Abb. 1.1.1. Die Familie der C-X-C Chemokine

1.2. Chemotaxis neutrophiler Granulozyten

Aus chemotaktischer Sicht gehéren Monozyten, eosinophile und neutrophile
Granulozyten zu den aktivsten Zellen des menschlichen Korpers. Aktiv deshalb,
da sie auf eine Vielzahl der bekannten Chemokine reagieren kdnnen und da sie

zu den mobilsten Zellen zahlen, die es gibt. So bewegen sich Leukozyten mit
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einer Geschwindigkeit von 30 bis 40 ym/ min, Fibroblasten hingegen nur mit

einer Geschwindigkeit von ungefahr 1 pm/ min®’.

An dieser Stelle sei auf einen grundlegenden Unterschied im migratorischen
Verhalten von Zellen hingewiesen. Zellen konnen auf drei verschiedene Arten
migrieren. Als Chemotaxis wird die durch Chemotaxine stimulierte, gerichtete
Wanderung entlang eines Konzentrationsgradienten einer als Lockstoff
wirkenden, chemischen Substanz bezeichnet. Ferner gibt es die Chemokinese,
bei der die Zellen zwar auch durch Chemokine stimuliert werden, die
Wanderung jedoch nicht entlang eines Konzentrationsgefalles stattfindet.
SchlieBlich mufl noch die komplett ungerichtete, zufallig stattfindende
Bewegung migratorischer Zellen hiervon abgegrenzt werden.

Zu den charakteristischen, speziellen Leistungen der Chemokine und anderer
Entzindungsmediatoren gehort die Induktion von Zelladhasionsmolekulen, die
allerdings auch konstitutiv exprimiert werden kénnen. Zelladhasionsmolekile
dienen in erster Linie der Anhaftung verschiedener Zellen aneinander, ferner
ermoglichen sie dadurch weitere Funktionen wie die Zellkooperation, die
Antigenerkennung und die Diapedese verschiedener Zellpopulationen und
deren weitere Orientierung im Gewebe. Neben diesen eher fur Leukozyten
spezifischen Aufgaben verhelfen sie speziell den Lymphozyten zu einer als

homing bezeichneten, organgerichteten Zellwanderung®.

Leukozytare Zellen zirkulieren standig im Korper und dienen der eher
unspezifischen Immuniberwachung; sie initieren und mediieren die
Entzindungsreaktion auf korperfremde Antigene. Die verschiedenen
Subpopulationen  zeichnen  sich  durch individuell  unterschiedliche
Migrationsmuster aus. So werden neutrophile Granulozyten schnell und in
grollen Mengen an Inflammationsherden zusammengezogen, die sie aus dem

intravasalen Raum heraus erreichen kénnen.

Die transendotheliale Migration, ein nur in bestimmten Geweben zu

beobachtendes, sehr komplexes Geschehen, lauft unter Beteiligung
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verschiedener Zelladhésionsmolekiile, Zytokine und Chemokine ab' '© ©3 8 ynd
geht mit einer mediatorvermittelten, entzindlichen Vasodilatation einher. Dieser
Vorgang wird innerhalb des Iymphatischen Gewebes in hohen
Venolenendothelien (HEV, high endothelial venules) und aullerhalb des
lymphatischen Gewebes in postkapillaren Venolen beobachtet. Hierbei handelt
es sich um spezialisierte Venolen mit einer aufgefaltenen Oberflache und einem
plumpen, fast kubischen Endothel. Die transendotheliale Migration umfaf3t nach
heutigem Wissen vier bekannte, aufeinanderfolgende Teilaktionen, deren

Abfolge kaskadenformig verlauft.

Der erste fur die Einleitung der transendothelialen Migration notwendige Schritt,
die Selektin-Induktion auf den Endothelzellen, geschieht innerhalb weniger
Minuten durch proinflammatorische Zytokine wie Interleukin 1 (IL-1) und TNF-
o®. Innerhalb von zehn Minuten wird das erste Selektin, P-Selektin,
nachweisbar auf der Zelloberflache von Thrombozyten und Endothelien
exprimiert, jedoch nach kurzer Zeit durch E-Selektin, ein wesentlich starker
bindendes Selektin auf der Oberfliche von Endothelien, ersetzt®*® *'. Die
Selektine Uberragen aufgrund ihrer Lange die Glykokalix der Endothelzellen. So
konnen die neutrophilen Granulozyten aus dem Blutstrom gebunden werden,

um dann zunéchst locker an den Endothelzellen entlang zu rollen*?.

Der nachste Schritt, die feste (firme) Adhasion wird durch Integrine, eine
Gruppe leukozytarer, heterodimerer Membran-Glykoproteine, vermittelt. Sie
bestehen aus einer a- und einer B- Untereinheit; ihre Einteilung basiert auf
unterschiedlichen B- Untereinheiten. Die wichtigsten leukozytaren Integrine sind
B1-Integrin, auch VLA (Very Late Antigen) Protein genannt, und B2-Integrin,

auch als leukozytares Zelladhasionsmolekul bekannt.

VLA-4, ein B1-Integrin, mediiert die lymphozytare und monozytare (Monozyten,
Eosinophile und Basophile) Bindung an VCAM-1 (Vascular Cell Adhesion

Molecule)*, jedoch nicht die von neutrophilen Granulozyten. Im Gegensatz
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dazu binden B2-Integrine bevorzugt an endotheliales ICAM-1 (Interstitial Cell

Adhesion Molecule) und -2.

Neutrophile Granulozyten werden durch Chemokine aus der Endothelzell-
Glykokalix, zum Beispiel IL-8 oder GRO-a (Growth Related Oncogene; aus der
C-X-C Chemokin Familie mit IL-8 &hnlichen Wirkungen) stimuliert** '°°. Durch
die Auspragung von ICAM-1, einem Protein aus der Superfamilie der
Immunglobuline, werden die neutrophilen Granulozyten immobilisiert; ein
weiteres Entlangrollen an der GefiRwand wird somit unterbunden'®. Im
Anschluss verandern sie ihre Form und lagern sich flach an die Gefalkwand an.
Das Interaktionsmuster leukozytarer und endothelialer Membranproteine ist
jeweils spezifisch fur einzelne Subpopulationen. So interagieren neutrophile
Granulozyten vorrangig mit p2-Integrinen und ICAM-1, um eine Adhasion
auszuldsen’ '®. Im Gegensatz hierzu werden eosinophile Granulozyten durch
die Bindung an VLA-4, ein B1-Integrin, und VCAM-1 an der Gefaldwand fixiert.
VCAM-1 ist ebenfalls ein Protein aus der Superfamilie der Immunglobuline.
Sowohl ICAM-1 als auch VCAM-1 werden durch proinflammatorische Zytokine

auf entziindetem Endothel exprimiert'”.

Der letzte Schritt der Diapedese, die eigentliche transendotheliale Migration,
wird nach Stimulation durch proinflammatorische Zytokine ebenfalls durch
Integrine und die Mitglieder der Immunglobulin-Superfamilie vermittelt'® ¢.

Der Ablauf der transendothelialen Migrationskaskade bietet ein Beispiel fur
einen selektiven, an mehreren Punkten exakt steuerbaren, schnell zu
beeinflussenden Prozess leukozytarer Adhasion, bei dem das Fehlen oder die
gestdrte Ausflihrung einzelner Bestandteile, zum Beispiel im Bereich der

Adhasion, bereits Krankheitswert haben kann.

Nach der transendothelialen Migration konnen die neutrophilen Granulozyten
am eigentlichen Einsatzort ihre zellspezifischen Aufgaben ausflhren, zu denen
unter anderem die Freisetzung toxischer Produkte aus cytosolischen Granula

und die Induktion des respiratorischen Burst zahlen.
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1.3. Polyposis nasi

Zu den haufigsten Leiden des Menschen gehdren neben den bdsartigen
Tumoren, den Kkardiovaskularen und den muskulo-skelettal bedingten
Krankheiten auch die Erkrankungen des oberen und unteren Respirations-
traktes''2. Einen besonderen Stellenwert nehmen die Entziindungen der oberen
Atemwege (speziell Nasenschleimhaut und Nasennebenhdhlen) ein, bei denen
zwischen akuten und chronischen Erkrankungen differenziert werden kann.
Kennzeichen sowohl der akuten als auch der chronischen Entzindung einer
oder mehrerer NasennebenhoOhlen sind eine gestorte Ventilation und ein
behinderter Schleimabflu®. Die akute Sinusitis wird als Infektionsfolge viraler
oder bakterieller Genese, die chronische Sinusitis als eine durch
Gewebeproliferation im ostiomeatalen Komplex hervorgerufene Obstruktion
definiert’ ** 7 82 Der ostiomeatale Komplex stellt die anatomische

SchlUsselstelle der Sinusventilation und Drainage dar.

B 1101/92F s q 1 e 1181782 F
55 2.9 1

DRES. TE]

Abb. 1.3.1. CT- Aufnahmen zweier Patienten mit Polyposis nasi
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Als Polyposis nasi werden blal3-grau gestielte Nasenpolypen bezeichnet, die
klinisch-diagnostisch entweder im Bereich des mittleren Nasenganges, der
unteren Nasenmuschel oder im Siebbeinbereich sichtbar werden®. Tos”" und
Stammberger'"!  lokalisierten  Uibereinstimmend den Ursprung dieser
Gewebeausstulpungen in der Schleimhaut des mittleren Nasenganges.
Offensichtlich handelt es sich hierbei um die einzige Proliferationsstelle; die
Schleimhaut der unteren Nasenmuschel tragt, soweit bekannt, nicht zur

Polypenbildung bei’® '8

Die Polyposis nasi ist seit uber 3000 Jahren bekannt und gehort damit zu den
altesten beschriebenen Erkrankungen des Menschen. Es handelt sich hierbei
um eine Erkrankungsform der oberen Atemwege mit bislang ungeklarter bzw.
kontrovers diskutierter Atiologie. Die Pravalenz wird mit ca. 4% in einer

45 69 70

Population angegeben , jedoch muss davon ausgegangen werden, dafl

die Prévalenz in speziellen Gruppen wesentlich héher ist*® 196177,

Daruber hinaus existieren deutliche regionale Unterschiede in der Inzidenz
einzelner Polypenarten. So wurden zum Beispiel in einer 1984 durchgefuhrten
Studie die Haufigkeit eosinophiler Nasenpolypen in verschiedenen Regionen
miteinander verglichen: 85 % aller Polypen in Wien, 83,6 % aller Polypen in
Finnland und 83,3 % aller Polypen in Deutschland waren eosinophil, aber nur
26 % aller Polypen in Chiba, Japan'®. Seitdem steigt die Haufigkeit dieser
Polypenart in Japan kontinuierlich an. Alle bis zu diesem Zeitpunkt gewonnenen
Ergebnisse deuten auf eine nicht spezifisch zuzuordnende Entziindung hin, da
in Gewebeproben aus Nasenpolypen sowohl eosinophile (85-80%) als auch
neutrophile (10-15%) Granulozyten nachgewiesen werden konnten. Aufgrund
neuerer physiologischer und pathophysiologischer Aspekte konnten weitere
Ansatze zum Verstandnis entzundlicher Nasennebenhodhlenerkrankungen
entwickelt werden. Diese wurden vor allem durch aktuelle Erkenntnisse auf den
Gebieten der Morphologie, Physiologie (speziell Stromungsphysiologie und
mukoziliare Clearance) und Mikrobiologie ermdglicht. Aus diesen Erkenntnissen

ergaben sich auch neue Behandlungsschemata der Polyposis nasi. Die friher
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praktizierte radikal operative Nasennebenhdhlenchirurgie ist heute einer mehr
Schleimhaut erhaltenden Operationstechnik gewichen, die die funktionellen
Aspekte sowohl der Nasen- und Nasennebenhdhlenanatomie als auch ihrer
Physiologie berlcksichtigt. Die endoskopischen Operationen (FES = functional
endoscopic surgery) der ethmoidalen Engstellen und Kompartimente verfolgen
das Ziel der Wiederherstellung der Drainage- und Ventilationsfunktion der
erkrankten groReren Sinus (diese bendtigen per se selten weitere

Manipulationen)'"’

. Ungeachtet dieser Fortschritte in der Behandlung der
Polyposis nasi werden auch heute noch schwere, therapierefraktare Falle
beobachtet, in denen es trotz moderner operativer und konservativer
MaRRnahmen zu Rezidiven kommt, die nicht auf die ublichen

Behandlungsstrategien ansprechen®.

Neben dem Nachweis von Chemokinen, im speziellen NAP-2, und dem Beweis
ihrer Bedeutung fur die chemotaktische Aktivitat neutrophiler Granulozyten in
Nasenpolypen, soll es das Ziel dieser Arbeit sein, die so gewonnenen
Ergebnisse zur Klarung der unzulanglichen atiologischen und pathogenetischen
Kenntnisse uber die Polyposis nasi einzusetzen. Ferner sollen diese
Erkenntnissen dazu beitragen, die angewendeten Therapieoptionen kritisch zu

betrachten.

Die unklare Atiologie und Pathogenese der Polyposis nasi spiegelt sich auch in
der teils kontroversen Diskussion verschiedener Autoren wider. Einige

favorisieren die Acetylsalicylsaureintoleranz*' 4° 72

, andere bevorzugen Ausldser
immunologischer Natur, zum Beispiel Allergien gegen inhalative Allergene oder
Bestandteile verschiedener Bakterienspezies, als Erklarungsversuch dieser

haufig vorkommenden Erkrankung?’.
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Abb. 1.3.2. Endoskopische Aufnahme einer Polyposis nasi im mittleren

Nasengang

Fur eine immunologische Genese spricht zum Beispiel die Erkenntnis, dall die
Polypenbildung bei der allergischen Nasennebenhdhlenmykose, einer lokalen
Immunreaktion, durch Immunglobuline, spezifische IgE- und IgG-Antikorper,
hervorgerufen werden kann®® '®. Ein weiterer Hinweis auf einen méglichen
immunologischen Zusammenhang zwischen chronischer Entzindung und
Polypenbildung lasst sich im Tiermodell finden. Hier gelang es experimentell, in
bakteriell infizierten Kieferhdhlen polypoides Gewebe zu erzeugen®®. Trotzdem
bleibt es weiterhin fraglich, ob den spezifisch gegen Bakterien oder deren

Bestandteile gerichteten IgE Antikérpern hierbei eine Schllsselrolle zukommt,
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wie es typisch fur eine Erkrankung allergischer Genese ware, da sich diese
ubiquitar in einer Population, das heilt auch bei Patienten ohne
Atemwegserkrankungen, nachweisen lassen®’. Die Polyposis nasi tritt jedoch
bei Patienten, die unter anderen allergischen Erkrankungen wie allergischer
Rhinitis oder atopischer Dermatitis leiden, selten in Kombination auf®® 7. Die
Tatsache, dal® diese Erkrankungen aber offenbar ein hyperreagibles
Immunsystem voraussetzen, spricht daher gegen eine allergische Genese der
Polyposis nasi®’ ' '8 Eine Erkrankung auf dem Boden einer viralen Genese
ist zum jetzigen Zeitpunkt nicht nachzuweisen; die Suche nach auslosenden
Viren respektive ihrer DNA durch Hybridisierungen ist bis jetzt fur alle
untersuchten Virusspezies negativeg. Auch Theorien bezlglich der
Aerodynamik, der Hamodynamik und der Polypeninduktion durch
Epithelschadigungen mit konsekutiver Granulationsgewebebildung sind immer

' der

noch Gegenstand der Diskussion um Atiologie und Pathogenese'?
Polyposis nasi. Selten jedoch ftritt sie solitar auf; klinisch betrachtet gibt es
Assoziationen mit anderen, teilweise systemischen Erkrankungen, die gehauft
in Kombination mit der Polyposis nasi auftreten®. Zum Beispiel ist sie in bis zu
40 % mit intrinsischem Asthma assoziiert, in bis zu 25 % aller Polyposis
Erkrankungen findet sich eine  Acetylsalicylsaureintoleranz,  deren
pathogenetische Ursache vermutlich durch einen erhdhten Leukotrien- und
einen erniedrigten Prostaglandinspiegel als Konsequenz der
Cyclooxygenaseinhibition gekennzeichnet ist. Bis zu 20 % an zystischer Fibrose
Erkrankter leiden zusatzlich an einer Polyposis nasi, wobei ein Zusammenhang
zwischen den hierbei haufig auftretenden Pseudomonas aeruginosa Infektionen
der Atemwege und einer Reaktion auf die toxischen Stoffwechselprodukte der
Erreger angenommen wird (zum Beispiel die deutliche Reduktion der
mukocilidren Clearance durch Pyocyanin)®*. Weitere gesicherte Assoziationen
der Polyposis bestehen zu dem Kartagener-Syndrom, einem Ziliendys-
kinesiesyndrom, das durch die Trias situs inversus, Bronchiektasien und
aplastische Nasennebenhéhlen gekennzeichnet ist*” *° %2, dem Churg-Strauss-

122

Syndrom, einer allergischen, granulomatdésen Immunvaskulitis und dem

Young-Syndrom (auch sinubronchiales Syndrom; Vorkommen in Kombination

12
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mit obstruktiver Azoospermie®?). Das Auftreten einer massiven Polyposis nasi
bei Aplasie des Sinus frontalis in der Kindheit wird als Woakes-Syndrom
bezeichnet; bei Persistenz kommt es in seltenen Fallen zur Entwicklung
viscerocranialer Verformungen, die zur Auftreibung des Nasengerustes (bis
zum Hypertelorismus), und zu Verdrangungserscheinungen gegen Orbita,
Nervus Opticus und Neurocranium fiihren koénnen®®. Das Auftreten von
kortikosteroid-sensiblem Asthma bronchiale, Acetylsalicylsaureintoleranz und
Polyposis nasi wird als Samter's Trias bezeichnet'®. Die Erstbeschreibung
erfolgte 1922 durch Widal, Abrami und Lermoyez, typischerweise tritt das
Asthma zuerst auf, die Acetylsalicylsaureintoleranz folgt nach einem Jahr;
Nasenpolypen entstehen innerhalb von 10 Jahren. Haufig finden sich nur zwei

der Komponenten, zum Beispiel Asthma und Acetylsalicylsaureintoleranz.

Erkrankung Haufigkeit (%)

Allergische Pilz Sinusitis bis 85%
Churg- Strauss- Syndrom bis 50%

(granulomatose Immunvaskaulitis)

Acetylsalicylsaureintoleranz
Zystische Fibrose
Asthma bronchiale des Erwachsenen
a) Intrinsisch
b) Atopisch (allergisch, extrinsisch)
Chronische Rhinosinusitis

a) nicht allergisch

bis 36%

bis 20%
insgesamt bis 7%
bis 13%

bis 5%
insgesamt bis 2%
bis 5%

b) allergisch bis 1,5%
Asthma bronchiale im Kindesalter bis 0,1%
Kartagener Syndrom unbekannt
Young Syndrom unbekannt
Tabelle 1.3.1. Haufigkeit der Polyposis nasi bei systemischen

Erkrankungen modifiziert nach Settipane
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1.4. Histopathologische Kennzeichen der Polyposis nasi

Aufgrund der nach heutigem Wissensstand gesicherten Vielzahl mdglicher
Ausldser einer Polyposis nasi mull von einer multifaktoriellen Genese dieser
Erkrankung ausgegangen werden; die Hypothese eines einzeln ausgeldsten,
solitaren  Krankheitsgeschehen  wird  zunehmend  verlassen.  Aus
histopathologischer Sicht scheint es zunachst sinnvoll, nach Aufarbeitung des
Operationsgutes eine grobe Einteilung in eosinophile (80 - 85%) und
neutrophile (10 - 15%) Polypen vorzunehmen. Jedoch bedarf diese
ursprungliche Einteilung nach den heutigen Erkenntnissen einer genaueren
Klassifikation. Zur Zeit unterscheidet man vier verschiedene Arten von
Nasenpolypen, je nach vorherrschendem histopathologischen Befund. Es gibt
allergische Polypen (diese sind mit 80 - 85 % aller untersuchten Polypen am
haufigsten) und fibroinflammatorische Polypen, die durch eine chronische
Entzindung mit Metaplasien gekennzeichnet sind. Ferner existiert ein nicht
naher benannter dritter Typ, der allergischen Polypen ahnelt, dariber hinaus
jedoch eine Hyperplasie seromukoser Drusen zeigt. SchlieBlich gibt es Polypen
mit Stromaatypien, die sehr selten auftreten und aufgrund der Atypien das

Risiko beinhalten, mit malignen Neoplasien verwechselt zu werden®®.

Eine verminderte Vaskularisation mit Odem oder Fibrose und eine verminderte
Anzahl an submukdsen Drusen bei oftmals geschadigtem Epithel sind
histologische Charakteristika eosinophiler Nasenpolypen. Ferner finden sich
Lymphozyten, Plasmazellen, Mastzellen, neutrophile Granulozyten und, als
Folge der chronischen Entzindungsreaktion, eine erhdhte Anzahl von
Makrophagen und anderen antigenprasentierenden Zellen wie zum Beispiel

dendritische Zellen” 114119116
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Abb. 1.4.1. HE gefarbtes Schnittbild eines Nasenpolypen

Immunbhistologisch lasst sich durch Einsatz verschiedener Antikérper MHC Il
(Major Histocompatibility Complex) positives Epithel nachweisen, das zur
Antigenprasentation befahigt ist*®; vermutlich wird es in Folge der chronischen
EntzGndung aktiviert. Zusatzlich findet sich eine erhdhte Anzahl von Mastzellen
im  Polypengewebe, unabhangig vom Vorliegen einer allergischen
Sensibilisierung™’. Durch immunhistochemische Farbungen kénnen generell
zwei verschiedene Mastzellpopulationen differenziert werden, von denen die
eine, formalinsensitive und CAE- (Chloralazetatesterase) negative Population
im Epithel, die andere, formalinresistente und CAE-positive Population im
Stroma sowohl des Polypen als auch des Polypenstieles anzutreffen ist®® 8. Die
in der Uberwiegenden Anzahl aller Polypen vorherrschende starke
Gewebeeosinophilie gilt seit Jahren als entscheidender Faktor bei der
Entstehung der Polyposis nasi. Die mutmalliche Pathogenese der eosinophilen
Polyposis beinhaltet chronische Infektionen, T-Zell-Funktionsstérungen und
Staphylokokken Enterotoxin Superantigen Reaktionen. Den eosinophilen

spezifischen Granula, deren Anzahl mit dem Aktivierungsgrad der Zelle
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korreliert und die unter anderem basische zytotoxische Proteine wie MBP
(Major Basic Proteine) ECP (Eosinophil Cationic Protein), EPO (Eosinophilen-
peroxidase) und EDN (Eosinophil Derived Neurotoxin) enthalten, kommt hierbei

die ausschlaggebende Rolle zu®® 7.

Das potente Pyotoxin MBP wirkt
helminthotoxisch und bakterizid, es kann Histamin aus basophilen Granulozyten
freisetzen, neutrophile Granulozyten aktivieren und somit zu Gewebeschaden,
zum Beispiel der Desquamation von Epithelien, beitragen*’ 8. Harlin et al®®
konnten eine positive Korrelation zwischen Epithelschaden und MBP-

Ablagerungen in der Schleimhaut des Sinus maxillaris nachweisen.

Protein Wirkung

MBP 1. Potentes Pyotoxin
(Major Basic Proteine) 2. Helminthotoxische und  bakterizide
Wirkung
3. Histaminfreisetzung aus Basophilen
4. Aktivierung neutrophiler Granulozyten
ECP 1. Starkstes Toxin Eosinophiler
(Eosinophil Cationic 2. Schleimproduktion in Luftwegen
Proteine) 3. Exfoliation respiratorischer Zellen
EPO 1. Je nach Anwesenheit verschiedener
(Eosinophilenperoxidase) Stoffe Wirkung als Kation oder als
Peroxidase
2. Toxisch fur Parasiten, Bakterien, Viren,
Mikroplasmen und sogar Pilze
EDN 1. Relativ schwache toxische Wirkung
(Eosinophil Derived 2. Homolog zur pankreatischen
Neurotoxin) Ribonuklease
3. Bei Alkalisierung wird das gesamte
toxische Potential aufgehoben
Tabelle 1.4.1. Proteine eosinophiler Granulozyten und ihre Wirkungen
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Neutrophile Granulozyten werden in ungefahr 15-20 % der histologisch

aufbereiteten Polypen gefunden'”’

. Im Falle einer Assoziation der Polyposis
nasi mit anderen Erkrankungen wie dem Young-Syndrom, dem Kartagener-
Syndrom und der zystischen Fibrose gelten die neutrophilen Granulozyten als
die histologisch vorherrschende Zellart im Entzindungsgeschehen. Neben
Neutrophilen werden in diesen Praparaten aber auch eosinophile Granulozyten
im Verhaltnis 3:1 (Neutrophile : Eosinophile) gefunden®. Ergéanzt wird dies
durch die Beobachtung, dald in bis zu 70% urspringlich als eosinophil
bezeichneter histologisch aufgearbeiteter Polypen ein umgekehrtes Verhaltnis

von 1:3 (Neutrophile : Eosinophile) existiert.

Neutrophile Granulozyten weisen weitaus mehr Fahigkeiten auf als die bis vor
einiger Zeit angenommene reine Phagozytoseaufgabe einer zur Diapedese
befahigten, terminal differenzierten Zelle. So kann diese Zellart zum Beispiel
Elastasen, Kollagenasen, Gelatinasen und Uber 20 weitere, verschiedene
proteolytische und potentiell destruktiv wirkende Enzyme und Sauerstoffradikale
bilden und speichern“’. Es sind protektiv wirkende Plasmaenzyme wie die a1-
Antiproteinase (auch a1-Antiprotease genannt; ein Proteaseinhibitor, der
Trypsin, Chymotrypsin, Plasmin und auch Elastase hemmt) oder o2-
Makroglobulin (ein Plasmininhibitor) nétig, um eine durch Neutrophilenenzyme
eingeleitete Gewebedestruktion zu unterbinden, deren Freisetzung, zum
Beispiel durch Stimulation, sekundenschnell erfolgen kann und einen
sogenannten ,respiratory burst® oder ,oxidative burst®, die Freisetzung toxischer
Radikale und aggressiver Enzyme, verursacht®® ''°. Neben der Synthese dieser
destruktiv wirkenden Enzyme haben neutrophile Granulozyten auch die
Fahigkeit zur Produktion sogenannter Lipidmediatoren. Bei diesen Mediatoren
handelt es sich um Derivate mehrfach ungesattigter Fettsauren, insbesondere
der Arachidonsaure; sie werden auch unter dem Begriff der Eicosanoide
zusammengefalt und spielen eine Rolle bei Uberempfindlichkeits- und
Entzindungsreaktionen. Zu ihnen zahlen unter anderem Leukotrien B4, PAF
(Platelet Activating Factor) oder Thromboxan AZ2. Zusatzlich werden auch

proinflammatorische Zytokine wie Interleukin 13 (IL-1p) oder Interleukin 6 (IL-6)
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und IL-8 synthetisiert. Die IL-8 Synthese ermoglicht den Neutrophilen wiederum
die Stimulation eosinophiler Granulozyten, die zuvor durch Interleukin 5 (IL-5),

zum Beispiel autokrin durch Eosinophile selbst, ,geprimt" wurden?®,

Die zuvor beschriebene Gewebedestruktion durch die aus neutrophilen
Granulozyten freigesetzte Elastase konnte mittels Immunfluoreszenz-
mikroskopie auch fur die Polyposis nasi nachgewiesen werden, so dal} ein
Zusammenhang zwischen dem Auftreten Neutrophiler wahrend der Erkrankung
zumindest als genauso wahrscheinlich angenommen werden darf wie die Rolle
der eosinophilen Granulozyten fiir die Pathogenese der Polyposis nasi*. Die
Untersuchung Uber die Funktion von Zytokinen beim Mechanismus neutrophiler
EntzGndungsreaktionen in der Nasenschleimhaut, unter anderem bei zystischer
Fibrose, belegte eine fuhrende pathogenetische Rolle dieser Mediatoren,
andere Untersuchungen ergaben sogar, dal® IL-8 in der akuten
EntzGndungsreaktion das dominierende Zytokin ist. Sowohl bei der chronischen
Sinusitis als auch bei der Polyposis nasi hingegen stehen andere Mediatoren im
Vordergrund, zum Beispiel IL-5 bei der Polyposis oder Interleukin 3 (IL-3) bei

der chronischen Sinusitis’ 8 1.
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Produkte Wirkung

Elastasen Gewebedestruktion
Kollagenasen Gewebedestruktion
Gelatinasen Gewebedestruktion
Sauerstoffradikale Variable Schadigung von Biomolekulen

Lipidmediatoren:

1. Leukotrien B4 a) Erhoéhung der Kapillarpermeabilitat
b) Chemotaktischer Einfluf3 auf
Leukozyten

2. PAF (platelet activating a) Steigerung kutaner Permeabilitat
factor) b) Steigerung der Kontraktionen glatter
Muskulatur
c) Aktivierung von Neutrophilen, Makro-
phagen und Thrombozyten
3. Thromboxan A2 a) Vasokonstriktion

b) Plattchenaggregation

Proinflammatorische TNF-a, IL-1p oder IL — 6

Zytokine

Interleukin 8 (IL-8) 1. Stimulation eosinophiler Granulozyten
2. Veranderung der Morphologie

neutrophiler Granulozyten

3. Exozytose azurophiler Granula; Frei-
setzung aggressiver Enzyme

4. Induktion der NADPH-Oxidase; Pro-
duktion von Wasserstoffsuperoxyd

5. Produktionssteigerung von Leukotrien
B4

Tabelle 1.4.2. Syntheseprodukte neutrophiler Granulozyten
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1.5. Fragestellung und Ziele der Arbeit

Die Polyposis nasi wird heute nicht als ein solitéar entstandenes Erkrankungsbild
verstanden, sondern wird vielmehr als eine multifaktoriell ausgeloste
entzundliche Erkrankung der Nase und der Nasennebenhohlen unklarer
Atiologie erklart. Histologisch ist die Polyposis nasi durch eine Infiltration mit
verschiedenen Arten von Leukozyten und ihren Subtypen gekennzeichnet,
wobei vor allem der Mechanismus der selektiven Migration der
unterschiedlichen Zellarten unklar ist. Neben panleukotaktischen Faktoren
werden zellspezifische Chemokine beschrieben, die entscheidend die Art der
Entzindung bestimmen und die fur das jeweilige Erkrankungsbild eine
biologische Relevanz darstellen. Das Ziel der Arbeit ist, neutrophilen-
chemotaktische Proteine aus Nasenpolypen- und Nasenmuschelgewebe zu
extrahieren. Hierfur wurde mittels der HPLC (High pressure liquid
chromatography) eine Methode entwickelt, die es erlaubt, Chemokine aus
Polypengewebe zu extrahieren und aufzureinigen, um ihre biologische Aktivitat
in einem Neutrophilen-Chemotaxis-Assay zu Uberprufen. Desweiteren erlaubt
diese schrittweise Aufreinigung der Chemokine die Charakterisierung neuer

Substanzen bis zu ihrer Proteinstruktur.
Die vorliegende Arbeit umfalit folgendes Arbeitsprogramm:
1. Extraktion neutrophilen-chemotaktischer Proteine aus Nasenpolypen-
und Kontrollgewebe (Nasenmuschel) mittels HPLC (High Pressure

Liquid Chromatography).

2. Uberpriifung der biologischen Aktivitat der in der HPLC aufgereinigten

Chemokine im Chemotaxis-Assay.

3. ldentifizierung der eluierten Chemokine durch ELISA (Enzyme Linked
Immuno Sorbent Assay) und Chemotaxis-Inhibitionstests.
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2. Methoden

2.1. lIsolierung neutrophilen-chemotaktischer Mediatoren

2.1.1. Patienten

Nach Uberprifung und Genehmigung der Studie durch die Ethikkommission der
Westfalischen Wilhelms-Universitat Munster und schriftlicher Zustimmung aller
beteiligten Patienten wurden die fir diese Arbeit bendtigen Gewebeproben bei
35 Patienten mit Nasenpolypen wahrend routinemaliger Operationen
entnommen, gefroren und bei -80 °C fiir weitere Untersuchungen gelagert.
Kontrollproben von 30 Patienten, die sich einer Septumplastik mit Reduktion der
Nasengangsmucosa unterzogen, wurden ebenfalls gesammelt, wobei eine

vorbestehende chronische Sinusitis ein Ausschlusskriterium bedeutete.

2.1.2. Extraktion und Aufreinigung neutrophilen-chemotaktischer Faktoren aus

den Gewebeproben

Die in den Polypen- und Nasenmuschelgewebe enthaltenen Chemokine
wurden mit Hilfe einer dreistufigen Hochdrucks-(Hochleistungsleistungs-)
Fllssigkeitschromatographie [High Pressure (Performance) Liquid
Chromatography (HPLC)] aufgereinigt und charakterisiert, erganzt durch
mehrfache Leukozyten Chemotaxis-Assays zur Testung der biologischen
Aktivitat sowie die Verwendung eines Festphasen- und Sandwich-ELISA zur
genauen ldentifikation der enthaltenen Chemokine. Daruber hinaus wurde ein
Chemotaxis-Inhibitionstest zum Nachweis eines eventuell vorliegenden,

chemokin-spezifischen Hemmmusters verwendet.
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2.1.3. Isolierungsmethoden

Infolge der biochemischen Eigenschaften der Chemokine (stark kationische,
basische, ausgesprochen hydrophobe Proteine mit einem Molekulargewicht von
6 - 10 kDa) kommt es bei der Extraktion zu quantitativen Verlusten aufgrund
ihrer Anhaftung an den Oberflachen der Auffanggefalde. Um diesem Problem
besser begegnen zu kdnnen, wurde flur die Extraktion aus nasalem Gewebe ein
saurer ethanolischer Puffer gewahlt; hierdurch konnten die an der
extrazellularen Matrix gebundenen Chemokine besser extrahiert und die
Verluste minimiert werden. Daruber hinaus erlaubt dieser Puffer die weitere
Applikation des Probenmaterials an bestimmte Chromatographiesaulen, die im
weiteren Ablauf verwendet wurden. Ferner wird die Konzentration stérender
hochmolekularer Proteine durch Verarbeitung der Proben in einem sauren
ethanolischen Puffer deutlich gesenkt.

Direkt nach der Exzision des Muschel- und Polypengewebes wurden die
Proben mit einem Gewicht von jeweils ca. 500 mg in flussigem Stickstoff
schockgefroren und bis zur weiteren Verwendung bei —80 °C zwischengelagert.
200 mg des jeweiligen Probenvolumens wurden im Rahmen der Aufbereitung in
gefrorenem Zustand pulverisiert, anschliefend in 2 ml 0,1 M Zitronensaure (pH
2,5) aufgenommen und mit 96%igem Ethanol versetzt. Diese Losung wurde im
Eiswasserbad mittels eines Ultraschallhomogenisators eine Minute lang mit 20
ImpulsstoRen homogenisiert. Nach zehnminatiger Zentrifugation (1000 G, 4 0C)
wurde der Uberstand abgenommen und fiir die weitere Prozessierung
vorbereitet. Die chemotaktischen Peptide wurden durch verschiedene
Verfahren, wie zum Beispiel die Affinitatstrennung durch HPLC mit
heparinbindenden Saulen, die RP-(reversed phase) HPLC, sowie die
Kationenaustausch-Chromatographie, isoliert und anschliefiend mittels

verschiedener Chemotaxis-Assays auf ihre biologische Aktivitat untersucht.
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2.2. Affinitdtstrennung heparinbindender Proteine und HPLC

2.2.1. Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC) von Peptiden

Die HPLC unterscheidet sich von der herkommlichen Chromatographie, bei der
die mobile Phase nur durch geringen Uberdruck oder nur der Schwerkraft
folgend bewegt wird, durch den hierbei angewendeten hohen Druck, mit der die
mobile durch die stationare Phase gepumpt wird. Bei der Extraktion der C-X-C
Chemokine konnen verschiedene Trennmechanismen angewendet werden, die
aufgrund unterschiedlicher Wechselwirkung zwischen der mobilen und der

verwendeten stationaren Phase (Verpackungsmaterial) zustande kommen.

Die Verteilungschromatographie, zu der auch die reversed phase (RP) HPLC
zahlt, nutzt die unterschiedliche Ldslichkeit von Proben in den beiden Phasen
zur Trennung aus. Es werden hierbei grundsatzlich zwei Methoden
unterschieden: In der Normalphasen-Verteilungschromatographie ist die
stationare Phase polarer als die mobile Phase, in der reversed Phase
Verteilungschromatographie verhalt es sich genau umgekehrt. Die stationare
Phase kann entweder an ein Tragermaterial chemisch gebunden werden, oder

das Tragermaterial wird einfach mit der stationaren Phase belegt.

2.2.2. Affinitatstrennung heparinbindender Proteine (Heparin-Sé&ule)

Die zunachst durchgefiihrte Uberdruckfiltration (Ausschlussgrenze 3 kDa) in
einer Amicon-Kammer fuhrte zu einer Reduktion des Probenvolumen auf 4 ml.
Die konzentrierte Proteinldsung wurde auf eine Heparinsaule aufgetragen, die
gegen einen Puffer A (0,01 M Tris und 0,01 M Zitronensaure, pH 7,4)
aquilibriert wurde. Die nicht heparinbindenden Fraktionen aus den Durchlaufen
wurden fiir spatere Untersuchungen bei -20 °C gelagert. Im Anschluss wurden

die heparinbindenden Fraktionen mit Hilfe eines 2 molaren NaCl Gradienten
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eluiert. Die so gewonnene Fraktion wurde aufgefangen und ebenfalls bei -20 °C
bis zur weiteren Verwendung im Chemotaxis-Assay gelagert.

2.2.3. Umkehrphasen HPLC (RP-8 Séule)

Die HPLC Trennung der Polypeptide wurde bei Raumtemperatur mit einer
Spectra-Physics-HPLC-Pumpe (SP 8700+R), einem Kratos Spectro-Flow 783
UV Detektor (Kratos, Westwood, NJ) und einem Spectra-Physics-Rechner-
Integrator (SP 4270) durchgefuhrt. Nur die heparinbindenden Proteine wurden
in Amicon-Kammern mit einem Volumen von ca. 2 ml unter Verwendung von
Filtern mit einer Ausschlussgrenze von 3 kDa bis auf ein Volumen unter 300 pl
konzentriert und, nach vorheriger Aquilibrierung mit 0,1 % TFA
(Trifluoressigsaure) in HPLC-Wasser (Promochem), Uber eine vorgepackte RP-
8 HPLC Saule (300-7 Cg Nucleosil, 250 x 12,6 mm, Marcherey und Nagel,
Duren, Deutschland) gegeben. Der UV-Detektor wurde auf 215 nm eingestellt,
die Proben mit einer Flussrate von 1 ml pro Minute gegen Acetonitril und 0,1 %
TFA eluiert. Die Eluate wurden manuell fraktioniert aufgefangen und bis zur
weiteren Verarbeitung bei -70 °C gelagert. Da die chemotaktische Aktivitat der
Chemokine konzentrationsabhangig einen glockenformigen Verlauf zeigt, die in
den Proben enthaltene Menge an Chemokinen quantitativ jedoch unbekannt
war, wurden sowohl Aliquote mit einem Volumen von 30 ul als auch 60 ul
getestet, um mit moglichst hoher chemotaktischer Aktivitat arbeiten zu kénnen.

In dieser Arbeit werden die Ergebnisse der 60 ul Aliquote verwendet.
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2.2.4. Kationenaustausch-Chromatographie (Mono-S Sé&ule)

Nachdem die Eluate des ersten Umkehrphasen-HPLC-Laufs auf ihre
biologische Aktivitat getestet waren, wurden diejenigen mit einer biologischen
Aktivitat erneut mittels der Kationenaustausch-Chromatographie aufgetrennt.
Bei dieser Form der Chromatographie besteht die stationare Phase aus einer
polymeren Matrix (z.B. Kieselgel mit einer definierten Porengrdlde), an deren
Oberflache saure oder basische Gruppen gebunden sind. Geladene Teilchen in
der mobilen Phase werden durch die entsprechenden funktionellen Gruppen
unterschiedlich stark angezogen und damit getrennt.

Die Proben mit einem durchschnittlichen Volumen zwischen 100 und 400 pl
wurden Uber eine Mono-S PC 1,65 HPLC-Saule (Pharmacia Freiburg,
Deutschland) mit einer Smart HPLC-Anlage (Pharmacia Freiburg, Deutschland)
gegeben, um die Trennung der unterschiedlichen Gruppen durchzuflhren. Die
Proteine wurden gegen einen ansteigenden HCL-Gradienten mit einem
Maximum von 1 Molar (1M) mit einer Durchflussrate von 100 pl/ Min.
aquilibriert. Die Aufzeichnung der Chromatogramme erfolgte bei 280 nm. Die
Proteineluate wurden mechanisch fraktioniert aufgefangen.

2.3. Durchfihrung eines Boydenkammer-Assays zur  Bestimmung
biologischer Aktivitat von Chemokinen

Das Prinzip des Chemotaxis-Assay mit Boydenkammern basiert auf der
Fahigkeit neutrophiler Granulozyten zur aktiven Migration durch Filter mit
vorgegebener PorengroRe. Zunachst erfolgte die Extraktion neutrophiler
Granulozyten aus peripher-vendés entnommenem Blut. Das untere
Kompartiment der Boydenkammern wurde mit 100 pl der aufgereinigten
Chemokin-Fraktionen aus den Gewebeproben befullt und durch Auflage eines
vorbehandelten Polykarbonatfilters vom oberen Kompartiment, das in den

Verschluss der Boydenkammer eingelassen ist, abgetrennt. Danach erfolgte die

25



Methodik 21 — 30

Pipettierung der isolierten Granulozyten, die zuvor in eine genau definierte
Konzentration gebracht wurden, in das obere Kompartiment. Durch den
chemotaktischen Gradienten, der durch die aufgereinigten Chemokin-
Fraktionen im unteren Kompartiment erzeugt wird, kommt es zur Migration der

Granulozyten durch den Filter.

2.3.1. Isolierung neutrophiler Granulozyten aus peripher-venésem Blut

40 ml frisch entnommenes peripher-vendses Blut wurden mit einer sauren,
antikoagulatorisch wirkenden Citratdextran Losung versetzt [2,5 g Natriumcitrat,
1,366 g Zitronensaure und 2,0 g Dextran T-70 (Sigma, Minchen, Deutschland)
auf 100 ml Aqua dest.]. AnschlieRend wurde das Blut 20 Minuten bei
Raumtemperatur zentrifugiert (1800 U/ min). Die uberstehende Schicht,
bestehend aus Plasma und Zellen mit niedrigeren Sedimentationskonstanten,
wurde vorsichtig abgesaugt. Danach wurde die geldste, auf Kdrpertemperatur
vorgewdrmte Gelatine (37 °C) auf das Sediment gegeben und vorsichtig
gemischt. Die Gefalte wurden locker verschlossen zur Inkubation 30 Minuten in
ein Wasserbad bei 37 °C gestellt. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde der
Gelatineuberstand abgenommen, in neue Gefal3e Uberflihrt und zehn Minuten
bei 1600 Umdrehungen zentrifugiert. Der so entstandene Uberstand wurde
verworfen und das nunmehr mit Leukozyten angereicherte Sediment vorsichtig
in Ammoniumchlorid suspendiert, auf 10 ml aufgefullt und sieben bis zehn
Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen. AnschlieRend erfolgte eine
erneute Mischung und der Ammoniumchloridhaltige Uberstand wurde 10
Minuten lang bei 4 °C zentrifugiert (1200 U/ min). Der Uberstand wurde
abgesaugt und das Leukozytenpellet mit PBS (Phosphatpuffer) gewaschen und
nochmals zehn Minuten bei 1200 Umdrehungen zentrifugiert; dieser Schritt
wurde im Anschlufd wiederholt. Das Sediment wurde in ein definiertes Volumen
Komplettpuffer (BSA 1%) aufgenommen, verdinnt und eine Probe auf eine
Zahlkammer gebracht, um die Konzentration der Granulozyten zu ermitteln.

Anhand der so ermittelten Anzahl konnte die fur die Boydenkammer-Assays
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bendtigte Konzentration errechnet werden und die Losung gegebenenfalls
weiter verdinnt werden. Durch den Trypanblau-Ausschluftest konnte
nachgewiesen werden, dall in der durch diese Methode erhaltenen
Zellsuspension 90% neutrophile Granulozyten enthalten sind, die zu 98 % vital

sind.

2.3.2. Boydenkammer-Assay

Stephen Boyden hat diese Methode zum Nachweis zellularer Migration bereits
1962 entwickelt. Das Verfahren wurde jedoch durch Schroeder 1987 modifiziert.
In dieser Arbeit wurden Polyacrylatkammern der Firma Costar, Deutschland,
verwendet, deren Fullmenge des unteren Kompartiments 100 ul betragt. Da die
durch HPLC aufgereinigten, chemotaktischen Fraktionen nicht ohne weiteres im
Chemotaxis-Assay verwendet werden koénnen, erfolgte zunachst die
Lyophilisierung der Proben und anschlieend eine Mischung mit 300 ul PBS.
Daraufhin wurde der untere Kammeranteil zunachst mit 130 ul der
chemotaktischen Fraktionen gefullt und 100 pl der Granulozytensuspension
nach Auflage eines Filters und Verschluss des unteren Kompartiments in die
dafur vorgesehene Vertiefung des Deckels gegeben. Die Trennung zwischen
unterem und oberen Kompartiment erfolgte durch vorbehandelte
Polykarbonatfilter mit einer Porengrof3e von 3 um, deren Durchmesser passend
fur die Kammern auf 8 Millimeter gestanzt wurden. Durch die Vorbehandlung
mit 1 M NaOH und 50 %igem (V/V; Volumen pro Volumen) wassrigem Ethanol
entsteht innerhalb der Filter eine anionische Ladung, die ihre Bedeutung bei
dem Transport kationischer Chemokine hat. Der Uberstand des unteren
Kammeranteils, ca. 20 bis 30 pl, wurde nach Auflage des Filters abgesaugt und
verschlossen. In den Deckel wurden 100 pl der Granulozytensuspension mit
einem Gehalt von je 200.000 Zellen gegeben, die in 1%igem Rinderserum
aufgenommen waren. Die Boydenkammern wurden eine Stunde lang im
feuchten Milieu im Brutschrank inkubiert. Im Anschlufd wurde die Zellsuspension

abgesaugt, die Deckel wurden abgeschraubt und die Filter vorsichtig entfernt.
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Nach Zugabe von 10 pl 1 %iger Triton-X-Losung in das untere Kompartiment
wurden die gewanderten Zellen innerhalb von funf Minuten lysiert. Diese
Ldsung wurde auf Mikrotiterplatten umpipettiert und jeder Fraktion wurden 100
pl B-Glucoronidase [Substrat p-Nitrophenyl-B-G-Glucoronid (Sigma) 10 mM in
0,1 M wassriger Natriumacetatlésung pH 4,0) hinzugeflugt. Die Mikrotiterplatten
wurden im Brutschrank zwolf Stunden lang inkubiert. Die enzymatische
Umsetzungsreaktion wurde im Anschlu® daran durch Zugabe von 100 pl einer
0,1 M Glycin-Puffer-Loésung (pH 10,0) gestoppt. Das so entstandene Substrat,
P-Nitrophenolat, wurde in der Mikrotiterplatte spektrophotometrisch bei einer
Wellenlange von 405 nm gemessen. Um die echte chemotaktische Migration
der Leukozyten bestimmen zu konnen, wurde gleichzeitig eine definierte Anzahl
neutrophiler Granulozyten mittels Triton lysiert und die Konzentration der -

Glucoronidase gemal den oben genannten Vorgaben gemessen.

Die so durchgefihrten Bestimmungen der chemotaktischen Aktivitat erfolgten
im Doppelansatz, dies bedeutet, dal} jeweils zwei Aliquote der zu
untersuchenden Fraktion gemessen wurden und der Mittelwert ermittelt wurde.
Reine Pufferldsung diente als Negativ-, fNLP (N-Formyl-Nle-Leu-Phe, Sigma) in
einer Konzentration von 10® M als Positivkontrolle. Um das MaR der
chemotaktischen Aktivitat zu objektivieren und vergleichbar zu machen, wurde

der chemotaktische Index (Cl) jeder Probe bestimmit.

Zellwanderung unter Stimulation
Cl

Zufallige Zellwanderung

28



Methodik 21 — 30

2.4. Charakterisierung und Bestimmung der Chemokine

2.4.1. Festphasen-ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

Festphasen-ELISA stellen sensible Nachweismethoden dar, mit denen bereits
geringe Mengen von Antigenen detektiert werden kénnen. Flir den Nachweis
von NAP-2 wurde eine ELISA Mikrotiterplatte mit 96 Vertiefungen (Nunc,
Roskilde, Danemark) verwendet. Die Vertiefungen wurden mit jeweils 10 pl
HPLC Fraktionen gefullt, die mit Acetonitril lyophilisiert wurden. Daraufhin
wurden 100 ul ,coating® Puffer (0.1 M Na,CO3;, pH 10.5) in jede Vertiefung
gegeben und die Platte wurde Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Nach Reinigung
der Platte mit PBS/ Tween [0,05 % (w/v; Masse pro Volumen)] wurde erneut
inkubiert, dieses Mal mit den beiden monoklonalen Antikdrpern mAb 46E5 und
52E8. Beide Antikoérper sind Mitglieder der IgG Familie, 46E5 gehort zur
Untergruppe der 1gG2,, 52E8 zur Untergruppe des IgG+. Entscheidend fur die
Auswahl der Antikorper ist ihre Spezifitat: 46ES5 reagiert speziell auf R-
Thromboglobulin und homologe Peptide, wohingegen 52E8 IL-8 spezifisch
ist'". Als Positivkontrolle diente IL-8, dessen Nachweisgrenze bei 5 ng lag; als
Negativkontrolle wurde gegen einen Leerwert gemessen. Nach der Inkubation
wurden Peroxidase-markierte  Anti-Kaninchen-IG  Antikérper (Dianova,
Hamburg, Deutschland) in entsprechender Verdinnung und o-Phenylenediamin
als Substrat fur den Nachweis der Peroxidase Aktivitat hinzugegeben.

2.4.2. Quantitativer GRO-a und IL-8 Sandwich-ELISA

Alle Fraktionen der Kationenaustausch-Chromatographie, deren chemo-
taktischer Index (Cl) im Boydenkammer-Assay > 1,5 war, die jedoch keine
Reaktion auf die im Festphasen-ELISA verwendeten monoklonalen Antikorper
mAb 46ES5 und 52E8 zeigten, wurden in einem fur IL-8 und GRO-a spezifischen
Sandwich-ELISA gemald den Vorgaben des Herstellers (R&D, Wiesbaden,
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Deutschland) angewendet. Die Detektionsgrenze fur die Chemokine wird mit
31pg/ ml angegeben; somit war im Vergleich zu dem Festphasen-ELISA eine
sensiblere und quantitative Bestimmung der Chemokin-Konzentrationen
mdglich. Die hierbei ermittelten Ergebnisse sind in den Abbildungen 3.2.2. und

3.2.3. sowie 3.3.2. bis 3.3.4. wiedergegeben.

2.5. Chemotaxis-Inhibitionsstest

Die inhibierende Wirkung eines monoklonalen Antikorpers (mAb) auf die
chemotaktische Aktivitat der Chromatographie-Fraktionen, die NAP-2
enthielten, wurde unter Verwendung eines Boydenkammer-Assays untersucht.
Reihenverdinnungen des Antikorpers C24 (Konzentration 1mg/ml), der selektiv
auf alle bekannten Mitglieder der R-Thromboglobulin-Antigen-Familie
einschlieRlich des NAP-2, reagiert?®, wurden zunéchst 10 Minuten mit der zu
untersuchenden Fraktion aus der Kationenaustausch-Chromatographie bei
Raumtemperatur prainkubiert. Als Negativkontrolle wurden Antikorper-
verdunnungen mit PBS inkubiert. Danach wurden die Proben in die unteren
Kompartimente der Boydenkammer geflullt und mit Polycarbonat Filtern
(PorengrofRe 3um) abgedeckt. PMN (polymorphnukleare Granulozyten) wurden,
wie zuvor bereits beschrieben, aus vendsem Blut frisch isoliert und in einer
Konzentration von 2x10° Zellen/ ml PBS suspendiert. Jeweils 100ul dieser
Ldsung wurden in das obere Kompartiment gegeben und eine Stunde bei 37°C
inkubiert. Die Zahl der innerhalb einer Stunde chemotaktisch gewanderten
Zellen wurde anhand einer indirekten Zahimethode bestimmt. Die Ergebnisse
wurden als Prozent einer Kontrolinettochemotaxis angegeben (Stimulierte

Migration - Migration durch Puffer).
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3. Ergebnisse

3.1.  Untersuchung neutrophilen-chemotaktischer Polypeptide aus

Nasenpolypen und Nasenmuschelschleimhaut

3.1.1. Isolierung der Proteinfraktionen, Heparinaffinitdtschromatographie

Nachdem die Chemokine mittels eines Zitratpuffers aus den Gewebeproben
isoliert wurden, erfolgte im Anschluss eine Konzentrierung der Proteinldsung in
einer Amicon-Kammer (Amicon-YM-3-Filter), die fur die daraufhin erfolgende
Affinitdtstrennung an der Heparinsaule (Uberdruckinfiltration) umgepuffert
wurde. Zu diesem Zweck wurde ein Puffergemisch verwendet, das gegen die
Heparinsaule aquilibriert wurde. Nach der Heparinaffinitatschromatographie
erschienen die nicht heparinbindenden Peptide im Durchlauf; die
heparinbindenden Peptide wurden jedoch reversibel an der Heparinsaule
gebunden und erst nach Auswaschen der Saule mit einem NaCl-Gradienten

aufgefangen.

Die Eluate der heparinbindenden Fraktionen aus der Affinitats-
Chromatographie, die nach Auswaschen der Saule mit einem NaCl-Gradienten
aufgefangen wurden, enthielten ebenfalls mehrere Proteingipfel. Im Gegensatz
zu den nicht heparinbindenden Fraktionen liel3 sich in einigen dieser Fraktionen
eine Neutrophilen-chemotaktische Aktivitat mittels Boydenkammer-Assay
nachweisen. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde die Neutrophilen-
chemotaktisch positiv getestete, heparinbindende Fraktion einer weiteren
Prozessierung zugefuhrt. Diese Charakterisierung umfasste als nachsten
Schritt die Auftrennung der Fraktion durch die praparative RP-8-HPLC-Saule.
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3.1.2. Charakterisierung neutrophilen-chemotaktischer Polypeptide durch eine

Umkehrphasen-Ausschlusschromatographie (RP-8-HPLC)

Die heparinbindenden Fraktionen aus der Affinitats-Chromatographie wurden
konzentriert und einer Umkehrphasen-RP-8-HPLC zugeflhrt. Hierbei wurden
mehrere Proteingipfel registriert, die wiederum in jeweils einzelne Fraktionen
getrennt gesammelt wurden. Sowohl die Extrakte aus Nasenmuschelgewebe
als auch aus Polypengewebe zeigten bei einem erneut durchgefihrten
Boydenkammer-Assay neutrophilen-chemotaktische Aktivitat. Die sich gemaf
des Eluatmusters der RP-8-HPLC entsprechenden Fraktionen wurden fur die
weitere Prozessierung an der Mono-S-Kationenaustausch-Chromatographie zu-

sammengeflhrt.

Die in diesen Laufen gemessene biologische Aktivitat war mit der Aktivitat des
als Positivkontrolle verwendeten fNLP (N-Formyl-Nle-Leu-Phe) vergleichbar.

Far die Fraktionen 10-11, 12-14, 15, 16-17 sowie 18-19 aus den
Nasenpolypenextrakten wurde eine starke, fur die Fraktionen 20-25 nur eine
schwache chemotaktische Aktivitat bestimmt, gemessen an den Werten fur die
Positivkontrolle (Abb. 3.1.2.1.). Die Aktivitat in den Fraktionen 9-14 aus

Nasenmuschelextrakten (Abb. 3.1.2.2.) fiel schwacher aus.
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Abb. 3.1.2.1. Heparinbindende Proteine aus Nasenpolypen enthalten

neutrophilen-chemotaktische Aktivitat

Die heparinbindenden Fraktionen des Nasenpolypengewebes aus der Affinitéts-

Chromatographie wurden an einer Umkehrphasen-HPLC (RP-8) weiter

aufgetrennt, fraktioniert aufgefangen und anschlieend in einem Chemotaxis-

Assay auf ihre biologische Aktivitdt beziiglich neutrophiler Granulozyten

untersucht, hier durch die Sé&ulen dargestellt. FNLP diente als Positiv-,

Pufferlbsung als Negativkontrolle. Gezeigt sind die Ergebnisse fiir die 60 ul

Aliquote.
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Abb. 3.1.2.2. Heparinbindende Proteine aus Nasenmuscheln ent-

halten neutrophilen-chemotaktische Aktivitat

Die heparinbindenden Fraktionen der Nasenmuschelextrakte aus der Affinitats-
Chromatographie wurden an einer Umkehrphasen-HPLC (RP-8) weiter
aufgetrennt, fraktioniert aufgefangen und anschlieend in einem Chemotaxis-
Assay auf ihre biologische Aktivitdt beziiglich neutrophiler Granulozyten
untersucht, hier durch die Sé&ulen dargestellt. FNLP diente als Positiv-,
Pufferlbsung als Negativkontrolle. Gezeigt sind die Ergebnisse fiir die 60 ul
Aliquote.
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3.1.3. Aufreinigung von biologisch aktiven neutrophilen-chemotaktischen

Proteinen durch Kationenaustausch-Chromatographie (Mono-S-HPLC)

Die durch Ausschluss-Chromatographie mittels RP-8 Saule charakterisierten
benachbarten Proteinfraktionen mit neutrophilen-chemotaktischer Aktivitat
wurden sowohl aus den Nasenpolypen- als auch aus den Nasenmuschel-
extraktlaufen vereinigt und anschlielend an einer Mono-S-HPLC Saule

chromatographiert.

3.2. Ergebnisse der Chromatographie von Nasenmuschelextrakten

Nach den RP-8-HPLC Laufen wurde biologische Aktivitat in den Fraktionen 9-
10, 11-13, 15-16 und 19-24 nachgewiesen; in vier Proteinfraktionen getrennt,
wurden diese zur weiteren Charakterisierung auf die Mono-S-Saule
aufgetragen. Die Auswertung zeigte einen Proteingipfel im Chromatogramm; im
Rahmen des Boydenkammer-Assays zur Uberpriifung der biologischen Aktivitat

wurde keine nennenswerte Neutrophilen-Chemotaxis nachgewiesen.

In den Abbildungen 3.2.1. bis 3.2.4. werden sowohl die einzelnen
Chromatogramme als auch die chemotaktischen Aktivitat der jeweiligen
Fraktionen dargestellt. Im direkten Vergleich zur Positivkontrolle fallt die nur
sehr schwach ausgepragte chemotaktische Aktivitat der einzelnen Fraktionen
auf. Alle Untersuchungen zur Uberpriifung der neutrophilen-chemotaktischen
Aktivitat mittels Boydenkammer-Assay wurden im Doppelansatz gepruft und
wiesen eine Standardabweichung des Mittelwertes von maximal 20 % auf. Die
Identifikation eventuell vorliegender Chemokine wurde in einem Festphasen
ELISA durch Verwendung der monoklonalen Antikorper mAb 46E5 und 52E8
getestet, die spezifisch auf die - Thromboglobulin Ag Familie (46ES5) bzw. IL-8
(52E8) reagierten. Daruber hinaus wurden Fraktionen, die im Boydenkammer-
Assay einen chemotaktischen Index (Cl) > 1,5 aufwiesen, jedoch ohne
Reaktion auf die monoklonalen Antikdrper mAb 46E5 und 52E8 blieben, mittels
eines quantitativen ELISA auf den Nachweis von GRO-a und IL-8 getestet.
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Abb. 3.2.2. Kationenaustausch-Separation der RP- 8 gereinigten Nasen-

muschelextrakte ohne deutliche neutrophilen-chemotaktische
Aktivitat

Gezeigt sind die in der Kationenaustauschchromatographie gereinigten
ehemaligen Fraktionen 11-13 der RP-Séulenfraktionen des
Nasenmuschelgewebes. Der Boydenkammer-Assay (Graph 2) zeigte moderate
chemotaktische Aktivitdt, die im quantitativen ELISA als GRO-a in einer
Konzentration von 4230 pg9/ ml bestimmt wurde.
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Abb. 3.2.3. Kationenaustausch-Separation der RP- 8 gereinigten Nasen-
muschelextrakte ohne deutliche neutrophilen-chemotaktische
Aktivitat

Gezeigt sind die in der Kationenaustauschchromatographie gereinigten
ehemaligen Fraktionen 15-16 der RP-Séulenfraktionen des
Nasenmuschelgewebes. Der Boydenkammer-Assay (Graph 2) zeigte moderate
chemotaktische Aktivitat, die in einem quantitativen ELISA als IL-8 in einer

Konzentration von 2520 pg/ ml bestimmt wurde.
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Abb. 3.2.4. Kationenaustausch-Separation der RP- 8 gereinigten Nasen-
muschelextrakte ohne deutliche neutrophilen-chemotaktische
Aktivitat

Gezeigt sind die in der Kationenaustauschchromatographie gereinigten
ehemaligen Fraktionen 19-24 der RP-Séulenfraktionen des
Nasenmuschelgewebes. Der Boydenkammer-Assay (Graph 2) zeigte eine nur
moderate chemotaktische Aktivitat.
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3.3. Ergebnisse der Chromatographie von Nasenpolypenextrakten

Die biologisch aktiven Fraktionen aus den RP-8 HPLC Laufen ergaben
insgesamt sechs neue Proteinfraktionen. Diese Proben wurden erneut, dieses
Mal mittels Kationenaustausch-Chromatographie, einer Charakterisierung
unterzogen und die so erhaltenen Fraktionen ebenfalls auf ihre
chemotaktischen Eigenschaften untersucht. Zu diesem Zweck wurden jeweils 3
Ml der Fraktionen lyophilisiert und in 300 pl Komplettpuffer zur Testung in

Boydenkammern gelost.

Aus diesem Boydenkammer-Assay wurden unterschiedliche Resultate ermittelt:
Die starkste neutrophilen-chemotaktische Aktivitat, die die Aktivitat der
Positivkontrolle (FNLP) um mehr als den Faktor zwei Uberstieg, entstammte der
ursprunglichen Fraktion 10-11 und ist in Abbildung 3.3.1. dargestellt. Ferner
enthalten die Fraktionen 18-19 starke neutrophilen-chemotaktische Aktivitat, die
ungefahr 75% der Positiv-Kontrolle (FNLP) ausmacht (Abbildung 3.3.2).

Schwach erhohte Aktivitat lie® sich, wie in Abb. 3.3.3. bis 3.3.6. dargestellt, in
den Fraktionen 12-14, 15, 16-17 und 20-25 aus dem RP-8 Lauf nach der
Auftrennung an der Mono-S Saule nachweisen. Diese fiel aber bedeutend

schwacher aus als die in Abb. 3.3.1. registrierte Aktivitat.
Alle Fraktionen, deren chemotaktischer Index > 1,5 war, wurden in einem

quantitativen ELISA flir Gro-a und IL-8 getestet. Die hierbei ermittelten

Ergebnisse sind in den Abbildungen 3.3.2., 3.3.3. und 3.3.4 wiedergegeben.
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Onot. Dichte 280 nm
NaCl (M)

Retentionszeit (min)

Chemotaktischer Index

3,5
2,5
1,5 J
5 15 30 35 FNLP
Fraktionen
ELISA mAb 46E5
3,0
Opt. Dichte
2,0
108
Leerwert
5 15 30 35 Fraktionen
ELISA mAb 52E5
3,0
Opt. Dichte
IL-8
1.0 Leerwert
5 15 30 35 Fraktionen
Abb. 3.3.1. Mono-S- und RP-8-HPLC gereinigte Nasenpolypenextrakte mit

sehr starker neutrophilen-chemotaktischer Aktivitat

Das Diagramm zeigt zum einen das Chromatogramm der biologisch aktiven

Fraktionen 10-11 aus dem RP-8 Lauf, hier erneut mittels Mono-S-Séaule

aufgetrennt. Zum anderen ist der chemotaktische Index der aufgefangenen

Fraktionen eingezeichnet, der wesentlich starker ist als die der Positivkontrolle.

Mit Hilfe des Festphasen-ELISA wurde eine hohe Immunoreaktivitit spezifisch

fur die p-Thromboglobulin-Antigen Familie (mittels mAB 46E5) nachgewiesen.
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Opt. Dichte 280 nm e
NaCl (M)
0

5 10 15 20 . .
Retentionszeit (min)

Chemotaktischer Index

3,5
2,5 *1L-8 2230 pg/ ml
1,5
0 15 30 357~ FNLP _
Fraktionen

ELISA mAb 46E5
3,0

Opt. Dichte 2,0

IL-8
1.0 Leerwert
15 30 35 Fraktionen
ELISA mAb 52E5
3,0
Opt. Dichte 2,0
IL-8
1,0
Leerwert
15 30 35 Fraktionen

Abb. 3.3.2. Mono-S- und RP-8-HPLC gereinigte Nasenpolypenextrakte mit

starker neutrophilen-chemotaktischer Aktivitat

Das Diagramm zeigt zum einen das Chromatogramm der biologisch aktiven

Fraktionen 18-19 aus dem RP-8 Lauf, hier erneut mittels Mono-S-Séaule

aufgetrennt. Zum anderen ist der chemotaktische Index der aufgefangenen

Fraktionen eingezeichnet, der ca. 75 % der Positivkontrolle ausmacht. IL-8 in

einer Konzentration von 2230 pg/ ml konnte mittels quantitativem ELISA

nachgewiesen werden.
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NaCl (M)

Retentionszeit (min)

Chemotaktischer Index

3,5
* GRO-a 2850 pg/ml J
52FNLP

2,5

5 15 30 3

Fraktionen

ELISA mAb 46E5
3.0

Opt. Dichte 5 g

IL-8
1.0
Leerwert

5 15 30 35 Fraktionen

ELISA mAb 52E5
3.0

Opt. Dichte

1.0

5 15 30 35 Fraktionen

Abb. 3.3.3. Mono-S- und RP-8-HPLC gereinigte Nasenpolypenextrakte mit

relativer neutrophilen-chemotaktischer Aktivitat

Das Diagramm zeigt zum einen das Chromatogramm der biologisch aktiven
Fraktionen 12-14 aus dem RP-8 Lauf, hier erneut mittels Mono-S-Sé&ule
aufgetrennt. Zum anderen wurde der chemotaktische Index bestimmt, der in
den Fraktionen 23-25 gréBer 1,5 war; in dem daraufhin durchgefiihrten
quantitativen ELISA wurde GRO-a in einer Konzentration von 2850 pg/ ml

nachgewiesen.
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Opt. Dichte 280 nm e 1
L NaCl (M)

Retentionszeit (min)

Chemotaktischer Index
3,5

2,5

* |L-8 2230 pg/ ml

1,5
5 15 30 35 FNLP Fraktionen

ELISA mAb 46E5
3.0

Opt. Dichte 2.0

1.0 4IL-8
Leerwert

5 15 30 35 Fraktionen

ELISA mAb 52E5
3.0

Opt. Dichte 2.0
IL-8

1.0
Leerwert

Fraktionen

Abb. 3.3.4. Mono-S- und RP-8-HPLC gereinigte Nasenpolypenextrakte mit

niedriger neutrophilen-chemotaktischer Aktivitat

Das Diagramm zeigt zum einen das Chromatogramm der biologisch aktiven
Fraktion 15 des RP-8 Lauf, hier erneut mittels Mono-S-Sé&ule aufgetrennt. Zum
anderen wurde der chemotaktische Index bestimmt, der in den Fraktionen 19-
21 gréBer 1,5 war; in dem daraufhin durchgefiihrten quantitativen ELISA wurde

IL-8 in einer Konzentration von 2230 pg/ ml nachgewiesen.
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Opt. Dichte 280 nm

NaCl (M)

Retentionszeit (min)

Chemotaktischer Index
3,5

1,5

o

15 30 35 ENLP Fraktionen

Abb. 3.3.5. Mono-S- und RP-8-HPLC-gereinigte Nasenpolypenextrakte
mit neutrophilen-chemotaktischer Aktivitat

Das Diagramm zeigt zum einen das Chromatogramm der biologisch aktiven

Fraktionen 16-17 aus dem RP-8 Lauf, hier mittels Mono-S-S&ule erneut

aufgetrennt. Zum anderen ist der chemotaktische Index der aufgefangenen

Fraktionen eingezeichnet, der fast 40 % der Positivkontrolle ausmacht. Die

Immunoreaktivitatstestung fir IL-8 und GRO-a lag unter der Nachweisgrenze

und ist deshalb nicht aufgeftihrt.
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Opt. Dichte 280 nm .~
: NaCl (M)

Retentionszeit (min)

Chemotaktischer Index
3,5

2,5

1,5

Fraktionen

Abb. 3.3.6. Mono-S- und RP-8-HPLC-gereinigte Nasenpolypenextrakte
mit neutrophilen-chemotaktischer Aktivitat

Das Diagramm zeigt zum einen das Chromatogramm der biologisch aktiven

Fraktion 20-25 aus dem RP-8 Lauf, hier erneut mittels Mono-S-Sé&ule

aufgetrennt. Zum anderen ist der chemotaktische Index der aufgefangenen

Fraktion eingezeichnet, der ca. 50 % der Positivkontrolle ausmacht. Die

Immunoreaktivitatstestung fir IL-8 und GRO-a lag unter der Nachweisgrenze

und ist deshalb nicht aufgeftihrt.
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Insgesamt lielen sich mittels Festphasen-ELISA mit den spezifischen
Antikdrpern mAB 46E5 und 52E8 folgende Ergebnisse ermitteln:

Antikérper Positivkontr. Negativkontr. Polypengewebe Muschelgewebe

(mAb) IL-8 (5 ng) (Leerwert)

46E5 _ - + _
(B-TG-

AG)

52 E8 + - - -
(IL-8)

3.4. Identifizierung des NAP-2 und seiner biologischen Aktivitat in den HPLC-

Fraktionen

Die Proteinfraktionen der Nasenpolypenextirakte, die nach den HPLC
Aufreinigungen nachweisbar neutrophilen-chemotaktische Aktivitat enthielten,
wurden flr die weitere Verarbeitung zunachst lyophilisiert. Mit Hilfe eines
Festphasen-ELISA Systems konnten die in diesen Proben enthaltenen
Chemotaxine identifiziert und ihre biologische Relevanz mittels eines
Chemotaxis-Inhibitionstests verifiziert werden.

3.4.1. Festphasen-ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

Die biologisch aktiven Fraktionen der Mono-S Saulenpraparate wurden mit den
beiden monoklonalen Antikdrpern mAb 46E5 und mAb 52E8 inkubiert, um
sowohl die Immunoreaktivitat mit IL-8 als auch B-Thromboglobulin nachweisen
zu konnen. Nur die Fraktionen 28-33 der aufgereinigten Mono-S Extrakte der
ehemaligen RP-8 Fraktionen 10-11 zeigten neben einer stark ausgepragten

chemotaktischen Aktivitat eine positive Immunoreaktion auf 3-Thromboglobulin
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(Abb. 3.3.1.). Der monoklonale Antikorper mAb 46E5 besitzt eine universelle
Kreuzreaktivitat gegenuber allen bekannten Varianten des [3-Thromboglobulins
und ist daher indirekt auch geeignet, eine Immunoreaktivitat gegentber NAP-2
nachzuweisen, das eine proteolytisch gespaltene, trunkierte Isoform des [3-
Thromboglobulin darstellt. mAb 46E5 wurde auch deshalb verwendet, da
spezifische NAP-2 Antikdrper nicht kommerziell erhéltlich sind'*. Alle Laufe mit
Nasenmuschelgewebe wurden ebenfalls mit den beiden Antikdrpern mAb 46E5
und mAb 52E8 im Festphasenansatz getestet. Eine Immunoreaktion gegen [3-
Thromboglobulin konnte mit diesen beiden AntikOrpern nicht nachgewiesen

werden.

3.4.2. Sandwich-ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

Die Kationenaustausch-Chromatographie getesteten Nasenmuschel- und
Nasenpolypenfraktionen, deren chemotaktischer Index grofler als 1,5 betrug,
die jedoch keine Reaktion im Festphasen-ELISA zeigten, wurden durch einen
spezifischen Sandwich-ELISA quantitativ untersucht, um die Konzentrationen
von IL-8 und Gro-a ermitteln zu konnen. Die Ergebnisse sind den Abbildungen
3.2.2. und 3.2.3. bzw. 3.3.2 bis 3.3.4 zu entnehmen.

3.5. Chemotaxis-Inhibitionstest

Zur Uberpriifung, ob es sich bei dem im Festphasen-ELISA fiir Polypengewebe
identifizierten Mitglied der B-Thromboglobulin-Antigen-Familie um NAP-2
handelt, wurde die fur dieses Chemokin typische starke biologische Aktivitat auf
neutrophile Granulozyten mittels eines Chemotaxis-Inhibitionstest unter
Verwendung des monoklonalen Antikérpers mAB C24 getestet. Dieser
Antikdrper reagiert, genau wie auch mAB 46E5, auf alle bekannten molekularen
Varianten der B-Thromboglobulin-Antigen-Familie. Die Verdunnungsreihe des
Antikorpers, wie in Abbildung 3.5.1. dargestellt, zeigte in hoheren
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Konzentrationen eine fast 90%ige Blockade der Chemotaxis, wohingegen bei
einer 1:100 verdunnten Dilution immer noch ca. 65% der Chemotaxis inhibiert

waren.
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Abbildung 3.5.1. Chemotaxis-Inhibitionstest

Exemplarisch dargestellt ist die Fraktion 32 der
Kationenaustauschchromatographie, getestet mit einem Probenvolumen von 60
ul. Erkennbar ist die nahezu vollstdndige Hemmung der chemotaktischen
Aktivitat bei hohen Antikbrperkonzentrationen.
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4. Diskussion

Als Polyposis nasi (et sinuum) werden klinisch-diagnostisch bla3-grau gestielte
Polypen im Bereich des mittleren Nasenganges, der unteren Nasenmuschel
oder des Siebbeins definiert. Der Ursprung dieser Polypen wurde sowohl durch
Tos’ als auch durch Stammberger'" iibereinstimmend in der Schleimhaut des
mittleren Nasenganges lokalisiert. Tos konnte ferner nachweisen, dal} sich die
Basis der Polypen fast immer in der Nahe der cellulae ethmoidales findet; vorne
zwischen Processus uncinatus und dem ethmoidalen Infundibulum und
zwischen dem Processus uncinatus und der mittleren Nasenmuschel.
Offensichtlich handelt es sich hierbei um die einzige Proliferationsstelle. Die
Schleimhaut der unteren Nasenmuschel tragt nicht zur Polypenbildung bei*’,
was eventuell durch die anatomische Pradilektion im Bereich der
Sinusoffnungen des mittleren Nasenganges begrindet sein konnte. Etwa 4 %
der Bevolkerung leiden an einer Polyposis nasi, deren Atiologie bislang
weitgehend unbekannt ist. Diskutiert wurden unter anderem virale, bakterielle
oder allergische Faktoren als Ausldser?’ ® % #_Ein wesentliches Merkmal der
Mehrheit aller untersuchten Polypen ist der Nachweis aktivierter, hypodenser
eosinophiler Granulozyten®®. DefinitionsgemaR gelten diese als aktiviert, wenn
die Synthese eosinophilen-spezifischer Proteine wie ECP nachgewiesen
werden kann, was auf einen erheblichen Anteil der Zellen bei Polyposis nasi
zutrifft. Klinisch besteht eine klare Korrelation zwischen der Anzahl aktivierter
Eosinophiler und dem Schweregrad der Erkrankunge. Zur Detektion aktivierter
eosinophiler Granulozyten wird der monoklonale Antikorper EG2 verwendet, der
mit der sezernierten Form des ECP reagiert. Den Granulozyten wird eine Rolle
in der Pathogenese der Polyposis nasi beigemessen, vergleichbar der Rolle als
Ziel- und Effektorzelle der Eosinophilie des Asthma bronchiale. Die
GefalRpermeabilitat innerhalb des Polypengewebes koénnte durch LTC4 und
LTD4, weitere Stoffwechselprodukte der Eosinophilen, beeinflut werden*’. Die
Akkumulation Eosinophiler in der Polyposis nasi wird heute auf selektive
Migrationsmechanismen unter Beteiligung chemotaktischer Proteine der C-C
Familie, RANTES und Eotaxin, zuriickgefiihrt* '3 1476,
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Auch neutrophile Granulozyten besitzen Fahigkeiten analog derer der
Eosinophilen. Sie sind ebenfalls zur Migration innerhalb des Gewebes, zur
Exozytose zytotoxischer Proteine und zur bakteriellen Phagozytose befahigt.
Elastasen, Gelatinasen und Kollagenasen kdénnen nach Aktivierung und
Exozytose aus den Granula der Neutrophilen ihr zytotoxisches Potential
entfalten und so eine Gewebedestruktion bewirken, entsprechend der der durch
Eosinophile synthetisierten Proteine® ®'. Neutrophile Elastase, ein neutrophilen-
spezifisches Protein, konnte durch indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie in
Nasenpolypen nachgewiesen werden**; dies kann als Hinweis auf die
Gegenwart neutrophiler Granulozyten bei der Polyposis nasi und einer damit
verbundenen pathogenetischen Relevanz gewertet werden. Im Falle einer
Assoziation der Polyposis nasi mit systemischen Erkrankungen wie dem
Young-Syndrom, dem Kartagener-Syndrom oder der zystischen Fibrose zeigen
histologisch aufgearbeitete Polypen eine vorherrschende neutrophile Infiltration
des Polypengewebes® "% 2. Eine besondere Stellung nimmt der antrochoanale
Polyp ein, dessen Ursprung innerhalb des Sinus maxillaris liegt und der sich
durch eine akzessorische Offnung des Sinus in den Nasenraum vorwolbt;
dadurch unterscheidet er sich von den klassischen Polypen. Histologisch findet
sich eine Infiltration inflammatorischer Zellen, vorwiegend Neutrophiler, eine

signifikante Reduktion submukdser Driisen sowie ein Stromaddem'®.

Neben der Existenz panleukotaktischer Faktoren tragt offenbar die Synthese
zellspezifischer Chemokine zu der selektiven Ansammlung von Leukozyten und
ihrer Subpopulationen im Polypengewebe bei der Polyposis bei. Daher
beschaftigt sich diese Arbeit speziell mit der Fragestellung, ob das in
aufbereiteten Polypenextrakten enthaltene NAP-2 biologisch relevant fur die

Pathogenese der Polyposis nasi ist.

Fir diese Vorgabe wurde eine spezielle Methode entwickelt, die in
verschiedenen Schritten die Extraktion der Chemokine aus dem Gewebe sowie
deren schrittweise Aufreinigung in neutrophilen-chemotaktische Polypeptide

ermdglicht. Zudem wurde die biologische Aktivitat der aufgereinigten
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Polypeptide in einem Chemotaxis-Assay uberpruft, die durch HPLC
aufgereinigten Peptide wurden mittels verschiedener ELISA Ansatze identifiziert
und ihre biologische Wirksamkeit durch einen Chemotaxis-Inhibitionstest

nachgewiesen.
4.1.  Neutrophilen-chemotaktische Proteine aus Nasenpolypenextrakten

Unter bestimmten Vorraussetzungen kann die Migration neutrophiler
Granulozyten in einem geeigneten Testsystem durch Polypeptide, die
chemotaktisch und aktivierend auf Neutrophile wirken, ausgeldst und
beobachtet werden. Gut untersuchte Chemokine sind die Mitglieder der C-X-C-

Familie, deren Gene auf den Chromosomen 4 und 10 liegen.

Gegenwartig sind mehr als 50 verschiedene Chemokine geklont worden, deren
biologische Aktivitaten gut definiert sind und die oftmals schon im nanomolaren
Bereich wirksam werden. Viele der bekannten Chemokine liegen als Dimere
vor, und erst der Zerfall in Monomere bedeutet den Ubergang in ihre aktive
Form'. Typisch fiir viele Mitglieder der C-X-C-Familie, die auch untereinander
strukturelle Homologien aufweisen, ist das am NH,-terminalen Ende liegende
ELR-Motiv'"". Hierbei handelt es sich um die Aminosauresequenz Glutamin,
Leucin und Arginin (Glu-Leu-Arg), die pro-angiogenetisch wirkt und deren
Deletion die gegenteilige Wirkung, einen Angiogenese vermindernden Effekt,
bewirkt, wie in Untersuchungen an IP-10, PF-4 und MIG beschrieben wurde'".

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit belegen, da® humane neutrophile
Granulozyten durch Extrakte aus Nasenpolypen chemotaktisch aktiviert werden
konnen. Weitere Untersuchungen, die sich mit der Heparinbindungsfahigkeit
der Chemotaxine beschaftigten, schlossen verschiedene andere Mediatoren,
wie zum Beispiel den Komplementfaktor C5 oder Leukotrien B4, aufgrund ihrer
Unfahigkeit zur Heparinbindung als mogliche Ausloser von Chemotaxis aus, da
nur Chemokine heparinbindende Eigenschaften besitzen.
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Durch verschiedene Prozessierungsschritte im Vorfeld der Arbeit konnten
schliellich Fraktionen mit einer weit Uber der Positivkontrolle liegenden
chemotaktischen Aktivitat fur neutrophile Granulozyten isoliert werden. Nach
dem letzten Schritt der Chemokinaufreinigung (Kationenaustausch-
Chromatographie) wurde ein Peptid mit starker neutrophilen-chemotaktischer
Aktivitat isoliert. Durch einen Festphasen-ELISA Ansatz, in dem die
monoklonalen Antikorper mAb 46E5 und mAB 52E8 verwendet wurden, konnte
eine positive Immunoreaktivitat sowohl fur R-Thromboglobulin als auch fir IL-8

nachgewiesen werden.

R-Thromboglobulin gehort innerhalb der C-X-C Chemokinfamilie zur Unter-
gruppe ELR negativer basischer Plattchenproteine, die jedoch nicht in der Lage
sind, Neutrophile zu aktivieren, genauso wie das ebenfalls in den a-Granula der
Thrombozyten gespeicherte connective tissue activating peptide Il (CTAP-III,
85 AS), das eine trunkierte Form des B-TG darstellt. Sowohl CTAP-III als auch
B-TG wurden als inaktive Vorlaufer von Neutrophilen-aktivierenden C-X-C
Chemokinen wie NAP-2 identifiziert. Der Nachweis biologisch aktiver [3-
Thromboglobulin positiver Fraktionen in Verbindung mit nachgewiesener
Chemoattraktivitat fur neutrophile Granulozyten fuhrte zu der Arbeitshypothese,
dal biologisch aktives NAP-2 in Nasenpolypen vorliegen kdnnte. Um eine
weitere Charakterisierung der NAP-2 Funktion vornehmen zu kdnnen, wurde
mit Hilfe der Boydenkammern ein Chemotaxis-Neutralisationstest durchgefuhrt,
bei dem ein weiterer Antikdrper zum Einsatz kam, der freundlicherweise von E.
Brandt, Immunologisches Zentrum Borstel, zur Verfugung gestellt wurde. Dieser
Antikdrper ist gegen alle bekannten [3-Thromboglobulin Formen aktiv und wurde
deshalb verwendet, da zur Zeit kein spezifischer Antikorper gegen NAP-2
existiert. Das Ergebnis des Inhibitionstests bestatigte unsere Hypothese, da die
hier gemessene biologische Aktivitdt bis zu 80% unter der in vorherigen
Ansatzen ermittelten lag. Dies traf vor allem flr die Reihenverdinnungen

zwischen Konzentrationen von 1:1 bis 1:100 zu.

53



Diskussion 50 — 58

Im Gegensatz hierzu stehen die Ergebnisse der Ansatze mit
Nasenmuschelgewebe, in denen nur eine sehr begrenzte biologische Aktivitat
nachgewiesen werden konnte, die durch die Anwesenheit von IL-8 und GRO-a
gekennzeichnet war. Resultate anderer Studien, in denen durchschnittliche
Konzentrationen von 69,8 pg/ ml IL-8 und 230 pg/ ml GRO-a in 0,1 g
Nasenschleimhautgewebe gemessen wurden, unterstutzen diese
Beobachtungens. Weiterhin konnte in derselben Studie kein signifikanter
Unterschied bezlglich der IL-8 Konzentration in Nasenpolypengewebe und

Nasenschleimhautgewebe nachgewiesen werden.

Das Neutrophilen aktivierende Peptid 2 (NAP-2) ist ein Mitglied der C-X-C-
Chemokinfamilie, dessen Proteinstruktur eine 46-prozentige Homologie zu der
des IL-8 (ehemals NAP-1) zeigt. Es entstammt der Familie des plattchen-
basischen Proteins (PBP, Lange 94 Aminosauren) und wird in den a-Granula
der Thrombozyten synthetisiert. Durch proteolytische Spaltungen des NH,—
terminalen Endes des PBP entstehen zunachst B-Thromboglobulin (Lange 81
Aminosauren) durch Losung der Lys-Gly Bindung an Position 13 des PBP oder,
zu einem wesentlich grofleren Anteil, CTAP-III (connective tissue activating
peptide Ill, Lange 85 Aminosauren) nach der Spaltung einer Arg-Asn Bindung
an Position 9 des PBP. In vitro nachgewiesene Fahigkeiten dieser Proteine sind
unter anderem eine Steigerung der Synthese von DNA, Hyaluronsaure,
Glykosaminoglykanen und Proteoglykanen. Ferner werden die Glukose-
transportrate und die Bildung von Prostaglandin E» gesteigert; eine mitogene
Aktivitat gegenluber Chondrozyten und verschiedene Fibroblastenzellinien
wurde ebenfalls nachgewiesen®® *° . NAP-2 (Lénge 70 Aminosauren) entsteht
gleichfalls durch eine NHy-terminale proteolytische Spaltung des PBP, indem
die Tyr-Ala Bindung an Position 24 gelost wird®2. Es ist chemotaktisch fiir
Neutrophile und bewirkt die Sekretion der azurophilen Granula neutrophiler
Granulozyten. AuRerdem kann CTAP-III durch Proteasen, zum Beispiel die
monozytare Serinprotease, proteolytisch gespalten werden und so auch NAP-2
bilden. Verschiedene in den Granula der Thrombozyten gespeicherte Proteine

beeinflussen die Aktivitat der Serinprotease: Chemotrypsin, Cathepsin, Trypsin
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und Neutrophilen-Elastase steigern, Thromboplasmin und Granzyme inhibieren
die Aktivitit der Protease® 2 *2. Strukturell gesehen stellt das NAP-2 also
ebenfalls eine NHy-terminal trunkierte Form des CTAP-Ill dar. 1993 wurde
erstmals eine biologisch dreimal aktivere Isoform des NAP-2 differenziert, die
aufgrund weiterer proteolytischer Spaltungen am COOH-terminalen Ende
entsteht®® *. Da die MeRwerte der biologischen Aktivitit im Chemotaxis-Assay
sehr hoch Uber denen des als Positivkontrolle verwendeten fNLP (N-Formyl-
Nle-Leu-Phe) lagen, kdnnte es sich hier um eine COOH-terminal trunkierte,

aktivere Isoform des NAP-2 handeln.

4.2. Die pathogenetische Bedeutung von NAP-2 fiir die Polyposis nasi

Die vorliegende Arbeit hatte die Zielsetzung, aufgereinigte Polypen- und
Muschelgewebeextrakte auf ihre chemotaktische Aktivitdt bezlglich
neutrophiler Granulozyten zu untersuchen. Hierbei wurde im Polypengewebe
NAP-2 als biologisch wirksames Chemokin identifiziert. Da die Synthese von
NAP-2 nur in aktivierten Thrombozyten stattfindet, konnten weitere zellulare
Quellen neutrophiler Chemokine wie Epithelien oder Fibroblasten eher eine
untergeordnete Rolle in der Rekrutierung Neutrophiler bei der Polyposis nasi
spielen. Die normale Funktion der Thrombozyten liegt in ihrer essentiellen
Bedeutung fiir die Hamostase und Wundheilung®”. Unter physiologischen
Bedingungen zirkulieren Thrombozyten im inaktiven Zustand durch den
menschlichen Blutstrom. Die Aktivierung der Thrombozyten, wie sie
beispielsweise durch eine Verletzung oder eine Entzindung hervorgerufen wird,
geht nicht zwangsweise mit einer Aggregation einher. Durch die Aktivierung der
Thrombozyten kommt es zu einer Stimulation des Membranlipidstoffwechsels
mit konsekutiver Steigerung der Eicosanoidsynthese, die zu einem erhdhten
Spiegel des plattchenaktivierenden Faktors (PAF) und der vermehrten Bildung
freier Sauerstoffradikale fiihrt®®. Im Rahmen allergischer Entziindungen konnte
neben einer Histaminliberation die Freisetzung von p-Thromboglobulin,
Fibronectin, Platichenfaktor-4, PDGF (Platelet Derived Growth Factor),
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prokoagulatorischer Proteine wie der Von-Willebrand-Faktor, Thrombospondin
sowie verschiedener Adhasionsmolekile und Wachstumsfaktoren aus
Thrombozyten nachgewiesen werden. Die Bedeutung der Thrombozyten als
Entzindungszellen konnte im Tiermodell belegt werden. In diesem Versuch
wurden Ratten Thrombozytenpellets subkutan injiziert, die zu Entzindungs-
reaktionen wie Odembildung, Akkumulation von Myofibroblasten und auch zur
Infiltration neutrophiler Granulozyten filhrten®®. Im weiteren Verlauf kann es zu
einer Kontaktaufnahme zu Monozyten und Leukozyten kommen und, aufgrund
der Produktion neutrophilen-chemotaktischer Stoffe, auch zu einer Aggregation
von Neutrophilen. Diese wird durch die Bindung der Thrombozyten an die
neutrophilen Granulozyten hervorgerufen, die durch die thrombozytare
Expression des Membran-Adhasionsmolekiles GMP 140 (Granule Membrane
Proteine 140) initiiert wird®®. Die Induktion des GMP 140 wird wahrscheinlich
aufgrund der NAP-2 Synthese durch aktivierte Thrombozyten in der Polyposis
nasi ermoglicht. Auf diese Art und Weise wird den Thrombozyten die direkte
Kontaktaufnahme zu den Granulozyten ermdéglicht. Durch P-Selektin, das
bereits in Proteinform in der Endothelzelle gespeichert wird und deshalb fur
eine Expression kurzerhand verfugbar ist, werden die Zellen aus dem Blutstrom

gefiltert und locker an die GefaRwand gebunden® #°

. In der Glykokalix der
Endothelzelle festliegende Chemokine wie IL-8 und GRO-a konnen uber
Rezeptoren auf neutrophilen Granulozyten eine Stimulation, bzw. eine

Triggerung der Integrine auf die Granulozyten bewirken® 9" 1%,

Far die Sezernierung der in den a-Granula der Thrombozyten gespeicherten
Mediatoren ist es unerheblich, ob eine Aggregation stattfindet oder nicht; eine
Freisetzung erfolgt in jedem Fall®. Wahrend der Initialphase findet zuerst die
proteolytische Konversion des CTAP Il durch eine Serinprotease in den
Thrombozyten statt?® *. NAP-2 tritt zundchst in Konzentrationen auf, die zu
niedrig sind, um eine Degranulation der Neutrophilen zu bewirken. Es bindet
sich jedoch an neutrophile Granulozyten und reguliert die Anzahl der CXC2
Rezeptoren auf der PMN Oberflache herab®. Die kontinuierliche Akkumulation
von NAP-2 im weiteren Verlauf bewirkt eine zunehmende Refraktaritat der
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Zellen gegenuber der Stimulation durch NAP-2 oder anderen ELR positiven
Chemokinen. Daher spricht man NAP-2 einen desensibilisierenden Effekt auf

prozessierende Zellen zu.

Die neutrophilen Granulozyten werden nun in einem weiteren Schritt durch die
Expression von ICAM-1 (Interstitial Cell Adhesion Molecule 1) fest an den
Endothelverband gebunden. Die so immobilisierten Granulozyten verandern
ihre Form, indem sie sich flach an den Endothelzellen ausbreiten'?®. Die
Endothelzellen zeigen eine histamin- und thrombininduzierte zytoskelettale
Retraktion, die in der Folge zu einem lokalen Odem flhrt. Fiir NAP-2 wird eine
solche Steigerung der GefaRpermeabilitit ebenfalls beschrieben'®.
Mdglicherweise ist die bei neutrophilen Entzindungsreaktionen zu
beobachtende Plasmaexsudation, speziell die im Gewebe von Nasenpolypen
beobachtete Albuminexsudation auf diesen Aspekt zuriickzufiihren’.

Aufgrund mangelnder Daten bezuglich des Migrationsverhaltens aktivierter
Thrombozyten und des fehlenden histologischen Nachweises infiltrierender
Thrombozyten in Nasenpolypengewebe, wird zur Zeit von einer intra- oder
perivaskularen Akkumulation neutrophiler Granulozyten ausgegangen. Auf
diese Hypothese hin untersuchte Histopathologien aus Polypenpraparaten
boten in 29 von 30 Fallen eine vaskulare Neutrophileninfiltration. Dieses kdnnte
als Hinweis auf eine in den Blutgefallen ablaufende neutrophile Entzindung
dienen, die einen fur eosinophile Granulozyten selektiven, transendothelialen
Migrationsmechanismus induzieren oder unterstitzen kdnnte. Erstmals gelang
es im Rahmen dieser Studie, NAP-2 aus menschlichem Gewebe zu isolieren.
Ferner konnte gezeigt werden, dal biologisch aktives NAP-2 Uber
verschiedene Zwischenschritte einen Anteil an dem eosinophilen
Entzindungstyp tragen kann, indem es neutrophile Granulozyten durch den
Aufbau eines intravaskularen, chemotaktischen Gradienten an der
transendothelialen Diapedese hindert. Da NAP-2 durch aktivierte Thrombozyten
unter Zuhilfenahme einer Protease entsteht, schliessen wir daraus, daf}

Thrombozyten eine wichtige Rolle in der chronischen Entziindung, die sich bei
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der Polyposis nasi findet, spielen. Fur die lokale Entstehung von NAP-2 in
Nasenpolypen  spricht ebenfalls der Nachweis eines erhohten

Proteasenspiegels im Vergleich zu Nasenmuschelgewebe®’.
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