3 Ergebnisse

3.1 Westernblots zur Detektion der PLA,

Zunichst galt es, die verschiedenen Phospholipasen in PMN mit Hilfe des Westerblots zu be-
stimmen. Es wurde grundsétzlich davon ausgegangen, dafy die Gruppen IVa cPLA,, VIaiPLAg
und ITa sPLA5 in diesen Zellen vorhanden sind, da sie in &hnlichen Zellen nachgewiesen wur-

den.

3.1.1 Detektion der Gruppe IVa cPLA,

Die verwendeten cPLAs —Antikorper wurden uns freundlicherweise von Frau Dr. L. Marshall
(Department of Immunopharmacology, King of Prussia, PA, USA) zur Verfiigung gestellt.
Die PMN wurden isoliert, mit 1,2 mM CaCls und 1,0 mM MgClsy inkubiert und eine Probe
5 Minuten mit 100 nM fMLP stimuliert. Durch Lysepuffer und Zentrifugieren wurde die
Reaktion gestoppt und die Enzyme mittels Elektrophorese mit anschliefendem Elektroblot
bestimmt. Als Kontrolle dienten A431 Zellen, von denen bekannt ist, dafl sie die cPLAs, nicht
aber die iPLAy besitzen [153].

Die Gruppe der IVa kalziumabhéngigen cPLAj lief bei exakt 85 kDa (siche Abbildung 3.1).

3.1.2 Detektion der Gruppe Vla iPLA,

Die iPLAs —Antikoérper konnten von der Firma Cayman erworben werden. Der Versuchsauf-
bau entsprach dem des Westernblots zur Detektion der cPLAs.

Die Gruppe der Vla iPLAs wurde bei einem leicht erhéhten Wert von ca. 85-90 kDA de-
tektiert. Dies steht im Einklang mit Ergebnissen der Arbeitsgruppe von Dennis et al.. Diese
arbeitete in Monozytensystemen und hierbei war der gleiche Effekt sichtbar [7].

3.1.3 Zusammenfassung

Es konnte der Nachweis erbracht werden, dafl3 die Gruppen IVa cPLAs und VIa iPLAs in hu-
manen PMN vorhanden sind. Fiir die Gruppe der I1a sPLAs waren keine Antikorper erhéltlich.
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Abbildung 3.1: Westernblots zur Detektion der ¢cPLA5 (linke Abbildung) und zur Detektion
der Gruppe VIa iPLAj in humanen PMN (rechte Abbildung), siche Kapi-
tel 3.1.

Der Nachweis blieb hier aus.

3.2 Die Effekte der PLA.—Inhibitoren auf die AA—Freisetzung

Die PLAs und die PLD sind die bedeutensten Mediatoren fiir die agonist—induzierte Frei-
setzung der AA in den meisten Zelltypen [46]. Die Aktivierung der einzelnen Enzyme ist
abhéngig von dem jeweiligen Zellstimulator. In dieser Arbeit wurde vorwiegend fMLP als
Zellaktivator verwendet. Mit Hilfe von verschiedenen Inhibitoren wurde die AA—Freisetzung

untersucht.
Zur direkten Hemmung der Phospholipasen standen folgende Inhibitoren zur Verfiigung:
e BEL hemmt von den PLAj selektiv die iPLAg, zudem hemmt BEL die PAP [7].
e Propranolol ist ein Hemmstoff der PAP [121].
e MAFP ist ein Inhibitor der Gruppen IVa cPLA3 und VIa iPLA; [100].
e SB 203347 wurde als Inhibitor der 14 kDA sPLAj [174] verwendet.
e 12-epi-SLD ist bekannt als Inhibitor der Gruppe ITa sPLAy [13].

Bei diesen Versuchsreihen wurden die PMN, wie in Kapitel 2.2 beschrieben, aus Vollblut
isoliert, auf eine Konzentration von 5 - 105 PMN /ml eingestellt, mit CaCly/MgCly und den

entsprechenden Inhibitoren fiir 5 Minuten bei 37°C im Wasserbad inkubiert und anschlie-
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Bend mit 100 nM fMLP aktiviert. Die Reaktion wurde nach 5 Minuten mit 3,8 ml Metha-
nol/Chloroform/Essigséure (2:1:0,04, Vol./Vol./Vol.) gestoppt. Es folgte eine Extraktion nach
Bligh und Dyer [22].

Die zugesetzte AA (1,4 uM, spezifische Aktivitdt 50 mCi/mmol) wurde zu 71,5 % + 2,54 %
(n = 8) aufgenommen. Die freie AA mit einer Restaktivitit von 28,5 % + 2,54 % wurde

entfernt.

Die Fraktionen wurden mittels Radiodiinnschichtchromatographie getrennt und ihre Radio-

aktivitdt mit Hilfe der Fliissigkeitsszintilationsmessung bestimmt.

3.2.1 MAFP, ein Inhibitor der iPLA, und cPLA,

MAFP ist ein irreversibler Hemmer der Phospholipasen, die Serin enthalten. Es kann da-
bei nicht zwischen iPLAy und c¢PLAs unterschieden werden [100]. Zuerst wurde in einem
Vorversuch die Konzentration von MAFP mit der hochsten inhibitorischen Wirkung auf die

AA—Produktion ermittelt. Dazu wurde folgender Versuchsaufbau gewihlt:

e Kontrollgruppe ohne fMLP-Aktivierung,

Kontrollgruppe mit fMLP—-Aktivierung,

Kontrollgruppe mit 5 uM MAFP ohne fMLP—-Aktivierung,

e Zellen mit 0,5 uM MAFP mit fMLP—-Aktivierung,

Zellen mit 1 uM MAFP mit fMLP—-Aktivierung,
e Zellen mit 5 uM MAFP mit fMLP-Aktivierung,
e Zellen mit 10 uM MAFP mit fMLP—Aktivierung.
Die Abbildung 3.2 zeigt die Ergebnisse dieses Vorversuches.

Deutlich wurde, daB MAFP in der Konzentration von 5 uM die stérkste Inhibition aufweist.
Eine weitere Steigerung der Konzentration verstéirkte die Inhibition nicht. Nachweisbar war
zusétzlich, daB der Inhibitor in dieser Konzentration keine aktivierende Wirkung auf die
Zellen hatte: die Zellen, die mit 10 uM MAFP versetzt wurden, ohne anschlieBend mit fMLP
stimuliert worden zu sein, wiesen die gleiche Menge an AA auf, wie Zellen ohne den Zusatz
von MAFP.

Als n#chster Schritt wurde die maximale Inhibition der AA-Produktion durch MAFP an
mehreren Tagen mit PMN unterschiedlicher Spender ermittelt. Dazu wurden die PMN, wie
oben beschrieben, mit dem Inhibitor versetzt und anschliefend mit fMLP stimuliert. Wie im

Vorversuch ermittelt, wurde mit einer Konzentration des MAFP von 5 uM gearbeitet.

KAPITEL 3. ERGEBNISSE 37



3.2. DIE EFFEKTE DER PLAy-INHIBITOREN AUF DIE AA-FREISETZUNG

100

AA-Freisetzung (% der Kontrolle)

Abbildung 3.2: Vorversuch zur Ermittlung der MAFP-Konzentration mit der hochsten in-
hibitorischen Wirkung auf die AA-Produktion in PMN nach Stimulierung
mit 100 nM fMLP. Die PMN wurden mit verschiedenen Konzentrationen von
MAFP vorinkubiert, es folgte die Stimulierung mit 100 nM fMLP und die Be-
stimmung der cpm—Werte, wie in Kapitel 2.2 beschrieben. Die Werte wurden
in Prozent der Kontrolle angegeben. Definition der Kontrolle als Differenz der
Menge der nach 5 Minuten gebildeten AA in An- und Abwesenheit von fMLP.
Die Kontrollwerte ohne MAFP Vorinkubation betrugen 406 +43 A cpm. Die
Angaben erfolgten in Mittelwert + SD, n = 4 (siehe Kapitel 3.2.1).
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Bei den unterschiedlichen Spendern konnte eine Inhibition von 84,4 +3,8 % (n = 4) ermittelt
werden. Die Kontrollwerte ohne MAFP-Zugabe betrugen 513 +76 A cpm.

3.2.2 BEL, ein Inhibitor der Gruppe Vla iPLA, und PAP

BEL ist ein irreversibler Hemmstoff der iPLAs. Es zeigt eine hohe Selektivitdt in der Hem-
mung der iPLAs gegeniiber cPLA [11]. BEL ist auch als Inhibitor der Mg?*-abhingigen
Phosphohydrolase der PA bekannt [10].

Zunichst wurde die Konzentration mit dem maximalen Effekt auf die Inhibition der AA er-
mittelt. Verwendete BEL-Konzentrationen waren 1, 2, 5 und 10 pgM. Die Zellen wurden mit
BEL und CaCly/MgCly inkubiert und mit 100 nM fMLP stimuliert. BEL hatte in der Kon-
zentration von 5 uM den groBiten Effekt, der sich durch weitere Steigerung der Konzentration
nicht verstirkten lie. Nachweisbar war zusétzlich, dafl der Inhibitor in dieser Konzentration

keine aktivierende Wirkung auf die Zellen hatte.

In der nachfolgenden Versuchsreihe wurde BEL in einer Konzentration von 5 pM benutzt.
Nach Inkubation der Zellen mit dem Inhibitor und CaCly/MgCls und anschliefender Akti-
vierung mit 100 nM fMLP wurde die maximale AA—Inhibition in PMN von sechs Spendern
ermittelt. Die AA-Freisetzung in den Zellen wurde zu 33,6 + 2,8 % gehemmt (siche Abbil-
dung 3.3).

3.2.3 Propranolol, ein PAP—Inhibitor

Der 3—Adrenorezeptorantagonist Propranolol greift in den PLD-Weg ein, indem er die Mg?*-
abhéngige Phosphohydrolase der PA blockiert [121]. In der Versuchsreihe wurden die Zellen
5 Minuten mit 100 M Propranolol inkubiert, mit 100 nM fMLP stimuliert und die Freisetzung
der AA bestimmt (siehe Abbildung 3.4).

Die Hemmung der AA-Freisetzung entsprach mit 36,8 + 4,3 % etwa der Inhibition, die mit
BEL erreicht wurde.

3.2.4 12-epi—SLD und SB 203347, zwei Typ Il PLA; Inhibitoren

12-epi—SLD ist ein Naturprodukt aus dem Meer, das aus Schwémmen gewonnen wird (Ca-
cospongia Mollior). Die Wirkung in PMN wurde unter anderen Versuchsbedingungen von
Marshall et al. untersucht [107]. Es hemmte in den beschriebenen Versuchen die 14 kDa
sPLAs stark, wiahrend die Gruppe IVa cPLAy nur schwach inhibiert wurde. SB 203347 ist
ein Inhibitor der 14 kDA sPLAjy. In der folgenden Versuchsreihe wurde 12—epi—SLD in einer
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Abbildung 3.3: Effekt von BEL auf die Freisetzung von AA in humanen PMN nach Stimu-
lierung mit 100 nM fMLP. Die PMN wurden mit 5 yM BEL vorinkubiert, es
folgte die Aktivierung mit 100 nM fMLP und die Bestimmung der cpm—Werte,
wie in Kapitel 2.2 beschrieben. Die Werte wurden in Prozent der Kontrolle
angegeben. Definition der Kontrolle als Differenz der Menge der nach 5 Minu-
ten gebildeten AA in An- und Abwesenheit von fMLP. Die Kontrollwerte ohne
Vorinkubation mit BEL betrugen 362 +43 A cpm. Die Angaben erfolgten in
Mittelwert £ SD, n = 6 (sieche Kapitel 3.2.2).
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Abbildung 3.4: Die Wirkung von Propranolol auf die Freisetzung von AA nach Stimulierung
mit 100 nM fMLP in PMN. Die PMN wurden mit 100 ¢M Propranolol vor-
inkubiert, es folgte die Aktivierung mit 100 nM fMLP und die Bestimmung
der cpm—Werte, wie in Kapitel 2.2 beschrieben. Die Werte wurden in Prozent
der Kontrolle angegeben. Definition der Kontrolle als Differenz der Menge
der nach 5 Minuten gebildeten AA in An- und Abwesenheit von fMLP. Die
Kontrollwerte ohne Vorinkubation mit Propranolol betrugen 367 £54 A cpm.
Die Angaben erfolgten in Mittelwert + SD, n = 3 (siehe Kapitel 3.2.3).
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Abbildung 3.5: Einfluff von 5 uM 12-epi—-SLD auf die Freisetzung von AA in PMN. Die PMN
wurden mit 5 uM 12—epi—SLD vorinkubiert, es folgte die Aktivierung mit 100
nM fMLP und die Bestimmung der cpm—Werte, wie in 2.2 beschrieben. Die
Werte wurden in Prozent der Kontrolle angegeben. Definition der Kontrolle
als Differenz der Menge der nach 5 Minuten gebildeten AA in An- und Ab-
wesenheit von fMLP. Die Kontrollwerte ohne Vorinkubation mit 12—epi—SLD
betrugen 385 +34 A cpm. Die Angaben erfolgten in Mittelwert &= SD, n = 4
(siche Kapitel 3.2.4).

Konzentration von 5 uM verwendet, SB 203347 bis zu einer Konzentration von 10 uM. Die

Versuche wurden, wie in Kapitel 3.5 beschrieben, durchgefiihrt.

Es zeigte sich, dafl 12—epi—SLD einen grofien Effekt auf die AA—Freisetzung hatte, die Inhibiti-
on betrug in vier unabhéngigen Versuchen bei einer Konzentration von 5 uM 82,3 + 3,0 %. Al-
lerdings sind diese Ergebnisse vor dem Hintergrund zu betrachten, dal der Inhibitor zusétzlich

einen grofien EinfluB auf das [Ca®T]; zeigte (siehe Kapitel 3.5.5).

SB 203347 hatte keinen Effekt auf fMLP—stimulierte PMN. In drei unabhéngigen Versuchen
betrugen die Werte 104,5 =+ 8,7 % der Kontrolle. Dies steht im Einklang mit anderen
Autoren [174]. Im Gegensatz dazu steht die starke Inhibition der AA-Freisetzung in PMN
nach Ca?*-Tonophore A23187-Aktivierung [108].
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3.2.5 Zusammenfassung

Die verwendeten Inhibitoren des Phospholipidstoffwechsels zeigen eine unterschiedliche Inhi-

bition der AA-Freisetzung. Eine Ubersicht wird in Tabelle 3.1 gegeben.

Inhibitor | Konzentration | Wirkung auf | AA-Freisetzung (% der Kontrolle)
MAFP 5 M cPLAs, iPLA, 15, 643, 8(4)
BEL 5 uM iPLA,, PAP 66, 42, 8(6)
Propranolol 5 uM PAP 63,244, 3(3)
SB 203347 10 M SPLA, 104, 548, 7(3)
12-epi SLD 5 M SPLA, 17, 7+3,0(4)

Tabelle 3.1: Effekt verschiedener Inhibitoren des Phospholipidstoffwechsels auf die Freiset-
zung von AA in fMLP-stimulierten PMN. Die Werte wurden in Prozent der
Kontrolle angegeben. Definition der Kontrolle als Differenz der Menge der nach
5 Minuten gebildeten AA in An- und Abwesenheit von fMLP. Die Angaben er-
folgten in Mittelwert £ SD, die Zahl der Versuche ist in Klammern angegeben
(siehe Kapitel 3.2).

3.3 Die zeitabhangige AA—Freisetzung in PMN

Zur Untersuchung der zeitabhéingigen A A—Freisetzung wurden die Zellen, wie in Kapitel 2.2
beschrieben, aus Citratblut isoliert, auf eine Konzentration von 5 - 10 PMN /ml eingestellt,
mit CaCly/MgCly fiir 5 Minuten bei 37°C im Wasserbad inkubiert und anschlieBend mit
100 nM fMLP aktiviert. Die Reaktion der einzelnen Fraktionen wurde nach 5-300 Sekunden
gestoppt.

Die Abbildung 3.6 zeigt die Kinetik dieser Versuchsreihe. Bei der Auswertung konnte eine
zeitabhéingige Freisetzung der AA festgestellt werden. Angedeutet war ein biphasischer Ver-
lauf. Zunéchst war ein kleiner Anstieg nach 15-20 Sekunden sichtbar, dem ein groferer Anstieg

nach 2 Minuten folgte.

In den nachfolgenden Versuchen wurden die PMN mit 5 uM MAFP oder mit 5 uM BEL
vorinkubiert, dann erfolgte die Aktivierung mit 100 nM fMLP. Es fiel auf, dafi bei Verwendung
von MAFP die AA-Freisetzung biphasisch verlief. Einem kleinen Anstieg nach 15 Sekunden
folgt ein groBerer nach 3 Minuten (siehe Abbildung 3.7). Bei der Benutzung von BEL zeigte
sich ein langsamer Anstieg der AA—Freisetzung. Ein biphasischer Verlauf war nicht sichtbar
(sieche Abbildung 3.8).
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Abbildung 3.6: Versuch zur zeitabhéngigen Freisetzung von AA in PMN nach Stimulierung
mit 100 nM fMLP. Die Reaktion der einzelnen Fraktionen wurde nach 5-300
Sekunden gestoppt. Die Angaben erfolgten in Mittelwert + SD, n = 3 (siehe

Kapitel 3.3).
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Abbildung 3.7: Zeitkurve der MAFP resistenten A A—Freisetzung. Die PMN wurden mit 5 uM
MAFP vorinkubiert, dann erfolgte die Aktivierung mit 100 nM fMLP. Die
Reaktion der einzelnen Fraktionen wurde nach 5-300 Sekunden gestoppt. Ge-
zeigt ist ein représentativer Velauf bei zwei durchgefiihrten Versuchen (siehe

Kapitel 3.3).
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Abbildung 3.8: Zeitkurve der BEL resistenten A A—Freisetzung. Die PMN wurden mit 5 yM
BEL vorinkubiert, dann erfolgte die Aktivierung mit 100 nM fMLP. Die Re-
aktion der einzelnen Fraktionen wurde nach 5-300 Sekunden gestoppt. Die

Angaben erfolgten in Mittelwert + SD, n = 3 (siehe Kapitel 3.3).
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3.4 Die Bildung von 5-LOX Produkten in PMN

In diesen Versuchsreihen wurde untersucht, welche Faktoren einen Einflufl auf die Synthese der
5-LOX-Produkte in PMN spielen. Die Untersuchungen erfolgten mittels zweier unabhéngiger
Methoden. Zum einen durch Diinnschichtchromatographie zur Bestimmung der gesamten 5-
LOX Produkte, zum anderen mit ELISA zur spezifischen Bestimmung des LTBy.

3.4.1 Der EinfluB von AA auf die 5-LOX

Fiir die Bestimmung der gesamten 5-LOX Produkte wurden die Zellen mit *C-AA vorin-
kubiert, zur Beseitigung der freien Sédure mit Serumalbumin enthaltendem Medium inkubiert
und in zwei Fraktionen geteilt, von denen eine mit fMLP stimuliert, die andere als Kontroll-
gruppe nicht aktiviert wurde. Die Lipide wurden, wie in Kapitel 2.2.4 beschrieben, extrahiert.

Die Verteilung der Radioaktivitdt nach fMLP—-Stimulierung ist in Tabelle 3.2 wiedergegeben.

Gesamtaktivitit in % 4+ SD
polare Lipide 18,41+5,38
LTB4 + Isomere 0,866+0, 36
5-HETE 0,506+0, 03
AA 4,08+0, 75
Triacylglycerine 76,585£6, 78

Tabelle 3.2: Verteilung der '4C-Gesamtaktivitit auf die untersuchten Gruppen nach fiinfmi-
niitiger IMLP-Stimulierung, n = 6 (siehe Kapitel 3.4.1).

Der grofite Teil der C-AA wurde in die Triacylglycerine eingebaut und nicht durch die
fMLP-Stimulierung beeinflufit. In der Gruppe der verschiedenen Phospholipide wurden die
Fraktionen der PC und PS/ PI am hochsten markiert, wéhrend die PE nur schwach markiert

warern.

Durch Aktivierung mit fMLP konnte an Phospholipde gebundene A A mobilisiert werden. Die
AA-Fraktion machte 4 % der Radioaktivitit aus, wihrend in den Fraktionen der 5-LOX-—

Produkte ca. 65 % weniger Radioaktivitit vorhanden war.

3.4.2 Der EinfluB des fMLP auf die 5—LOX Aktivitat

Die Bestimmungen der 5-LOX-Aktivitéit in humanen PMN nach fMLP Stimulierung ergaben
unterschiedliche Ergebnisse. Wihrend es bei allen Versuchen zu einem Anstieg der AA kam,

war der Anstieg der 5-LOX-Produkte nicht konstant: Bei einigen Versuchen konnte kein

KAPITEL 3. ERGEBNISSE 47



3.4. DIE BILDUNG VON 5-LOX PRODUKTEN IN PMN

Anstieg der 5-LOX Produkte beobachtet werden, bei anderen ein Anstieg auf 300 % des
Basiswertes (sieche Abbildung 3.9).

3.4.3 Vorbehandlung der PMN mit Staurosporin und Diphenyliodonium

Staurosporin ist ein PKC Inhibitor, der dadurch einen indirekten Einflu} auf die NADPH-
Oxidase besitzt [120]. Die Vorbehandlung der Zellen mit Staurosporin (0,3 M) fithrte sowohl
zu einem Anstieg der AA, als auch zu einem Anstieg der 5-LOX-Produkte: Nach Aktivierung
mit fMLP wurden 112 & 3 % der basalen 5-LOX-Konzentration, nach Vorinkubation mit
Staurosporin und anschlieBender Aktivierung mit fMLP 133,3 + 5 % der basalen 5-LOX-
Konzentration gemessen (siehe Abbildung 3.10).

In der néchsten Versuchsreihe wurde Diphenyliodonium (DPI) verwendet, ein Antagonist der
mitochondrialen NADPH-Dehydrogenase und Inhibitor des ,, Respiratory Burst* [126, 102].

Die Zellen wurden 5 Minuten mit DPT in verschiedenen Konzentrationen und CaCLy/MgCly
inkubiert und anschliefend mit fMLP stimuliert. In drei unabhéngigen Versuchen lief sich bei
Steigerung der Konzentrationen des DPI ein Anstieg der 5-LOX-Metabolite erreichen (siche
Abbildung 3.11).

3.4.4 EinfluB von MAFP auf die 5—LOX-Aktivitait

MAFP, ein Inhibitor der Gruppen IVa cPLA3 und VIa iPLA5, hemmt die AA—Freisetzung in
PMN nach fMLP-Stimulierung zu 84,4 % =+ 3,8 % (siehe Kapitel 3.2.1).

In diesem Versuch wurde der Einflufl des MAFP auf die 5-LOX in PMN untersucht.

Die Zellen wurden 5 Minuten mit MAFP und 300 nM Stauroporin vorinkubiert, dann mit
100 nM fMLP aktiviert. In Vorversuchen wurde die Konzentration bestimmt, durch die die
grofite Inhibition erlangt wurde. Diese lag wie auch bei den Versuchen zur Bestimmung der
AA-Freisetzung bei 5 M. Durch weitere Konzentrationssteigerungen lief} sich der Effekt nicht

erhohen.

Die Kontrollwerte der 5-LOX-Produkte betrugen nach fMLP-Aktivierung ohne MAFP Vor-
inkubation 220 + 18,8 A cpm. Die gemessenen 5—-LOX—-Produkte wurden durch Vorinkubation
der Zellen mit 5 uM MAFP zu 47,12 % + 4,03 % (Mittelwert + SD) gehemmt, n = 3.
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Abbildung 3.9: Variation der 5-LOX-Aktivitdt in fMLP-stimulierten PMN. Die obere Ab-

bildung zeigt ein Beispiel fiir eine fehlende Bildung von Produkten des 5-
LOX-Weges, wihrend in der unteren Abbildung eine positive Reaktion auf
die fMLP—-Aktivierung zu sehen ist. Die Versuche wurden jeweils zweimal
durchgefiihrt, gezeigt ist jeweils ein représentativer Versuch, Dreiecke= AA,
Kreise= 5-HETE, Quadrate= LTB,4. In Versuch A wurde nach 5 Minuten
eine LTB4—Produktion von 120 cpm, eine 5-HETE-Produktion von 137 cpm
gemessen. Der cpm-Wert der AA betrug 426,5. In Versuch B wurde nach 5
Minuten eine LTB4—Produktion von 174,5 cpm, eine 5-HETE-Produktion
von 198,4 cpm und eine AA—Freisetzung von 402,5 cpm gemessen. Um die ge-
samte Verteilung der '4C-Gesamtaktivitit in PMN nach fMLP Stimulierung
zu beriicksichtigen, erfolgten die Angaben in % der totalen Radioaktivitéit
(siche Kapitel 3.4.2).
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Abbildung 3.10: Effekt von Staurosporin auf die 5-LOX-Aktivitdt in fMLP-stimulierten
PMN. Es wurden zunichst die basalen Konzentrationen der 5-LOX Pro-
dukte LTB4 und 5-HETE bestimmt. Diese Werte wurden als Kontrolle ver-
wertet. Die basale LTB4 Konzentration betrug 126,4 + 5,0 cpm, die basale
5-HETE Konzentration betrug 140,5 4+ 11,2 cpm. Nachfolgend wurden die
PMN mit 100 nM fMLP stimuliert. In der zweiten Versuchsreihe wurden die
Zellen zunéchst mit 0,3 uM Staurosporin vorinkubiert und dann mit 100 nM
fMLP stimuliert. Die Angaben erfolgten in Mittelwert + SD, n = 3 (siehe
Kapitel 3.4.3).
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Abbildung 3.11: Wirkung von DPI auf die 5-LOX-Aktivitat in fMLP-stimulierten PMN. Die
PMN wurden 5 Minuten mit DPI in verschiedenen Konzentrationen inku-
biert und nachfolgend mit 100 nM fMLP stimuliert. Die Angaben erfolgten
in cpm (Mittelwert + SD), n = 3 (siehe Kapitel 3.4.3).
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Abbildung 3.12: Effekt von BEL auf die 5-LOX-Aktivitdt. Die PMN wurden mit 5 yM BEL
vorinkubiert, es folgte die Aktivierung mit 100 nM fMLP und die Bestim-
mung der cpm—Werte der 5-LOX Produkte, wie in Kapitel 2.2 beschrie-
ben. Die Werte wurden in Prozent der Kontrolle angegeben. Definition der
Kontrolle als Differenz der Menge der nach 5 Minuten gebildeten 5-LOX
Produkte in An- und Abwesenheit von fMLP (siche Kapitel 2.2.11). Die
Kontrollwerte ohne Vorinkubation mit BEL betrugen 210 4+24 A cpm. Die
Angaben erfolgten in Mittelwert + SD, n = 3 (siehe Kapitel 3.4.5).
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3.4.5 EinfluB der PAP—Inhibitoren BEL und Propranolol auf die
5-LOX—Aktivitat

BEL, der Inhibitor der iPLAs und der PAP, wurde zur Untersuchung der 5-LOX—-Aktivitit
eingesetzt. Die Zellen wurden fiir 5 Minuten mit verschiedenen Konzentrationen des Inhi-
bitors und 300 nM Staurosporin inkubiert, mit 100 nM fMLP stimuliert, und es folgte die
Bestimmung der 5-LOX-Metabolite mittels Diinnschichtchromatographie. Die Kontrollwerte
ohne Vorinkubation mit BEL betrugen 210 £+ 24 A cpm. Durch BEL wurde die 5-LOX-
Aktivitdt gehemmt (siche Abbildung 3.12). In drei unabhéngigen Versuchen wurde bei einer
Konzentration von 1 uM BEL eine Inhibition von 59,39 43,23 % der Kontrolle festgestellt.

Probe AA-Produktion in % + SD | LTB4—Bildung in % + SD
Kontrolle 406 4+ 16 91£5
Propranolol (200M) 316 £15 152+ 8

Tabelle 3.3: Divergierende Effekte des PAP—Inhibitors Propranolol auf die fMLP—induzierte
AA—Produktion und die LTB4—Bildung in PMN nach Vorinkubation mit dem
Inhibitor und 300 nM Staurosporin (siehe Kapitel 3.4.5).

In der darauf folgenden Versuchsreihe wurde Propranolol, ein PAP-Inhibitor, eingesetzt. Nach
Inkubation der Zellen mit 5 uM Inhibitor und 300 nM Staurosporin wurden die Metabolite
der 5-LOX bestimmt. Die Kontrollwerte ohne Vorinkubation mit Propranolol betrugen 200
+18 A cpm. Dieser Inhibitor zeigte, wie schon in Kapitel 3.2.2 beschrieben, einen hemmenden
Effekt auf die AA-Freisetzung. Im Gegensatz zu MAFP und BEL stimulierte er jedoch die
LTB4—Bildung. Dies 148t die Vermutung zu, dafl durch die Blockade des PLD Weges die AA
zunehmend durch den 5-LOX-Weg abgebaut wurde (siehe Tabelle 3.3).

In der nachfolgenden Versuchsreihe wurde der synergistische Effekt von BEL und Propranolol
auf die AA—Produktion und die 5—LOX—-Aktivitéit untersucht. Die PMN wurden zum einen
mit 200 M Propranolol zum anderen mit 200 gM Propranolol und 5 pM BEL vorinkubiert,
es folgte die Aktivierung mit 100 nM fMLP und die Bestimmung der cpm—Werte der 5-LOX
Produkte, wie in Kapitel 2.2 beschrieben. Propranolol konnte den inhibitorischen Effekt von
BEL auf die LTB,—Synthese teilweise auftheben (siche Abbildung 3.13).

3.4.6 Uberpriifung der Ergebnisse durch ELISA

Durch ELISA konnte spezifisch die LTB4—Synthese nach fMLP—Stimulierung bestimmt wer-
den. Die Versuche wurden, wie in Kapitel 2.2.7 beschrieben, durchgefiihrt. Nach 7 miniitiger
Aktivierung der Zellen mit 100 nM fMLP konnte ein Anstieg der LTB, Freisetzung auf 5,8 ng/
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Abbildung 3.13: Effekt von Propranolol und BEL auf die 5-LOX-Aktivitéit. Die PMN wurden
zum einen mit 200 pM Propranolol zum anderen mit 200 M Propranolol
und 5 uM BEL vorinkubiert, es folgte die Aktivierung mit 100 nM fMLP
und die Bestimmung der cpm—Werte der 5-LOX Produkte, wie in Kapi-
tel 2.2 beschrieben. Die Angaben erfolgten in Mittelwert + SD, n = 3 (siehe
Kapitel 3.4.5).
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107 Zellen verzeichnet werden. Die LTB,Konzentration war weitaus geringer als nach Akti-
vierung der Zellen mit Ca?*—Tonophore A23187 [108].

Durch 5-miniitige Vorinkubation mit 5 M BEL ging die LTB4—Freisetzung nach fMLP Sti-
mulierung auf 1,71 ng/ 107 Zellen zuriick. Dies entspricht einer Inhibition von 70 %. 12-epi-
SLD (5 pM) hemmte die LTBy4 Freisetzung nach Zellaktivierung mit fMLP zu 87,77 %. MAFP
(5 uM) konnte die LTB4 Freisetzung nur schwach beeinflussen. Nach Inkubation (7 min, 37°C)
mit anschlieBender fMLP-Stimulierung wurde eine Inhibition von 30 % bestimmt. Im Gegen-
satz zur totalen Zellaktivierung mit Ca?t-Ionophore A23187 wurden in diesen Versuchen
nur geringe Mengen LTB, freigesetzt. Demzufolge ist eine alleinige Bestimmung der LTB4—
Konzentration mittles ELISA zur Beurteilung der 5-LOX—-Aktivitéit unter diesen Bedingungen

nicht sinnvoll.

3.5 Die Beeinflussung der [Ca®"]; in fMLP-stimulierten PMN

Die PMN wurden, wie in Kapitel 2.2.1 beschrieben, gewonnen und mit Fura II inkubiert.
Die Messung erfolgte nach Inkubation mit 1,2 mM CaCly und 1,0 mM MgCly. Die Akti-
vierung der PMN durch 100 nM fMLP erzeugte ein Fluoreszenzsignal, das in den ersten
Sekunden stark anstieg, langsam abfiel und nach 4-5 min wieder das Basisplateau erreichte.
In einigen Messungen war nach dem ersten Anstieg ein zweiter kleinerer Anstieg sichtbar. Die
Basiskonzentration wie auch der Anstieg der [Ca®T]; nach fMLP-Stimulierung waren starken
Schwankungen unterworfen. So waren je nach Spender Basiswerte von 80-190 nM moglich.
Die Konzentrationen stiegen bei fMLP-Stimulierung auf Werte von 380-1200 nM an (siehe
Tabelle 3.4). Eine reprisentative Kalziumkurve wird in Abbildung 3.14 gezeigt.

In der Auswertung wurde zur Vergleichbarkeit der einzelnen Versuche folgende Darstellung
benutzt: Die Differenz zwischen Basiskonzentration und der Konzentration nach fMLP—Stimu-
lierung wurde im Kontrollversuch als 100 % angegeben. Wenn eine Substanz einen inhibito-
rischen Effekt auf die [Ca?']; besitzt, so sind Werte von unter 100 %, bei Aktivatoren Werte

von iiber 100 % zu erwarten.

3.5.1 EinfluB von Inhibitoren des PLA, Signaltransduktionswegs

Kalzium ist wesentlich an der Signaltransduktion der verschiedenen PLAs beteiligt. Die Grup-
pe Ila sPLAs und die Gruppe IVa cPLA> sind direkt kalziumabhéngig. Weiterhin ist bekannt,
daf} die rezeptorvermittelte Zellaktivierung durch fMLP, die PKC und die PLC den Kalzi-
umstoffwechsel beeinflussen. In den folgenden Versuchen wurde der Einfluf} der cPLAs und
PLD-Inhibitoren auf die [Ca?"]; untersucht. Diese Information ist wichtig fiir die Deutung
der Versuche zur AA-Freisetzung und LTB4—Synthese.
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Abbildung 3.14: Die Veréinderung der [Ca®T]; in PMN nach Inkubation mit Fura IT und an-
schliefender Stimulierung mit 100 nM fMLP. Die Pfeile geben den Zeitpunkt
der fMLP—Zugabe an. Gezeigt wird ein représentativer Versuch von 4 durch-
gefithrten Versuchen. Die Angaben der [Ca?T]; erfolgten in nM (siche Kapi-

tel 3.5).
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Spender || [Ca**]; ohne Stimulierung | [Ca?']; nach fMLP-Stimulierung
1 132 034
2 289 1126
3 117 661
4 118 584
5) 138 960
6 180 795
7 93 429
8 82 406
9 170 1038

10 81 393
11 200 656
12 96 411
13 120 374
14 109 576
15 129 430
16 96 411
17 90 408
17 110 250
18 98 255

Tabelle 3.4: Die Verinderung der [Ca®T]; in PMN nach Stimulierung mit 100 nM fMLP,
Angaben in nM (siehe Kapitel 3.5).

An direkten Inhibitoren der verschiedenen PLAy wurden folgende Sustanzen gepriift:
e BEL,
e MAFP,
e 12—epi-SLD und

e Propranolol.

3.5.2 Die Wirkung von MAFP auf die [Ca®?*]; in PMN

MAFP ist ein direkter Inhibitor der Gruppe IVa cPLAs und der Gruppe Vla iPLAs. Da
sowohl die cPLAy wie auch die sPLAs kalziumabhéingig sind, mufite ein direkter Einfluf} des
Inhibitors auf die [Ca®"]; ausgeschlossen werden. In der Versuchsreihe hatte MAFP selbst
in der hochsten Konzentration keinen Effekt auf die [Ca?*];. Unter Verwendung von 20 M
MAFP betrug die Anderung der [Ca®"]; 93,54 11,7 % der Kontrolle (siche Abbildung 3.15).

KAPITEL 3. ERGEBNISSE 57



3.5. DIE BEEINFLUSSUNG DER [CA?T]; IN FMLP-STIMULIERTEN PMN

500 -
400 -
2 300
& 200+
100 4
0
o0 W e W
¥ W T oW T oW @
% \\‘\\y\P A0 \h\\y\P 20 \0}\%
5V OV OV

Abbildung 3.15: Wirkung von MAFP auf die [Ca®"]; in PMN. Die Zellen wurden mit MAFP
und CaCly/MgCly fiir 5 Minuten vorinkubiert und mit 100 nM fMLP stimu-
liert. Die Angaben erfolgten in Mittelwert + SD, n = 3 (siche Kapitel 3.5.2).
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3.5.3 Der EinfluB von BEL auf die [Ca®**]; in PMN

BEL ist ein Inhibitor der Gruppe VIa iPLAs. Es besitzt keine Wirkung auf andere PLAs,
doch es wurde gezeigt, das auler iPLAs ein Enzym des PLD-Wegs beeinflufit wird, die Phos-
phohydrolase der PA. In der Versuchsreihe wurde die [Ca?"]; nach Inkubation der Zellen mit
CaCly/MgCly und verschiedenen Konzentrationen von BEL(1 ,2 und 5 pM) gemessen.

In drei unabhéngigen Versuchen betrug die Verdnderung der [Ca2+]i auch unter Verwendung
der BEL-Konzentration von 5 uM in Bezug auf die Kontrollkurve 97,4 + 3,5 % (Mittelwert
+ SD). Ein direkter EinfluB von BEL auf die [Ca?']; konnte ausgeschlossen wurde.

3.5.4 Der Effekt von Propranolol auf die [Ca®*"]; in PMN

Der B—Adrenorezeptorantagonist Propranolol hemmt ebenso wie BEL die Phosphohydrolase
der PA, hat aber keinen Einflufl auf die PLAs Enzyme. In der Versuchsreihe wurden die Zellen,
wie in Kapitel 2.2.1 beschrieben, isoliert, 5 Minuten bei 37°C mit CaCly/MgCly inkubiert
und mit fMLP stimuliert. Zuniichst wurde die [Ca®*]; ohne Zugabe eines Inhibitors gemessen.
Dann wurde eine Probe mit 5 uM Propranolol und CaCly/MgCly fiir 5 Minuten inkubiert,
die andere mit 5 M Propranolol, 5 uM BEL und CaCly/MgClsy inkubiert. Die Aktivierung
erfolgte mit 100 nM fMLP. Propranolol erzeugte vor der Zugabe von fMLP einen leichten
Anstieg der [Ca®T];. Nach Zugabe von fMLP wurde sowohl die Hohe als auch die Linge der
Aktivierung gegeniiber der Kontrolle beeinflufit. In drei unabhéngigen Versuchen konnte ein

Anstieg von 36,8 + 4,3 % gegeniiber der Kontrolle beobachtet werden.

BEL alleine zeigte, wie oben beschrieben, keinen Effekt. Wenn Propranolol und BEL zu-
sammen zugefiigt wurden, konnte BEL das erhohte Signal des Propranolols senken (siehe
Abbildung 3.16).

3.5.5 Die Wirkung von 12—epi-SLD auf die [Ca®*']; in PMN

12—epi-SLD ist als Inhibitor der 14 kDa Gruppe Ila sPLAy beschrieben worden [13]. Die
Versuchsreihe wurde mit den Konzentrationen 1, 2 und 5 pM durchgefiihrt. Die Zellen wurden
nach 5 miniitiger Vorinkubation mit CaCly/MgCls und diesem Inhibitor mit 100 nM fMLP

aktiviert. Es zeigten sich folgende Ergebnisse:

Bei Verwendung von 1 uM 12-epi-SLD wurde die [Ca®"]; auf 60 % erniedrigt, ab einer Kon-
zentration von 2 M konnten keine Verdinderungen der [Ca?*]; nach fMLP-Stimulation beob-
achtet werden (siehe Abbildung 3.17). Die leicht unterschiedlichen Ausgangskonzentrationen
der [Ca?T]; sind nicht durch Autofluoreszenz bedingt. Der Effekt zeigte sich nicht konstant in

den durchgefiihrten Versuchen.
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Abbildung 3.16: Einflu von BEL und Propranolol auf die [Ca?*]; in PMN. Die Zellen wurden
fiir 5 Minuten mit BEL, Propranolol sowie BEL und Propranolol inkubiert
und anschliefend mit 100 nM fMLP versetzt. Als Kontrollkurve diente die
Veréinderung der [Ca*"]; in PMN nach Stimulierung mit 100 nM fMLP ohne
Zugabe eines Inhibitors. Die Zugabe des fMLP erfolgte in dem Kontroll-
versuch und in der Fraktion mit BEL und Propranolol nach 300 Sekunden,
in der Propranololprobe nach 280 Sekunden. Propranolol verursachte schon
vor der Zugabe von fMLP einen leichten Anstieg des [Ca?t];. Nach fMLP—
Aktivierung kam es zur Steigerung des Kalziumsignal in Héhe und Lénge.
Durch die Zugabe von BEL wurde dieser Effekt vermindert. Das Kalzium-
signal nach alleiniger BEL—Gabe ist nicht gezeigt, es entspricht der Kon-
trollkurve. Gezeigt ist ein représentativer Versuch von drei durchgefiihrten
Versuchen (siehe Kapitel 3.5.4).
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Abbildung 3.17: Wirkung von 2 M 12-epi-SLD auf die [Ca?T]; in PMN nach Aktivierung mit
100 nM fMLP. Die Zellen wurden fiir 5 Minuten mit 12-epi—-SLD inkubiert
und anschliefend mit 100 nM fMLP versetzt. Als Kontrollkurve diente die
Verénderung der [Ca?"]; in PMN nach Stimulierung mit 100 nM fMLP ohne
Zugabe des Inhibitors. Die fMLP—Stimulation erfolgte nach 5 miniitiger Vor-
inkubation mit CaCly/MgCly (in der Abbildung bei 50 und 350 Sekunden),
siehe Kapitel 3.5.5.
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3.6. DIE SUPEROXIDANIONENFREISETZUNG IN PMN

3.6 Die Superoxidanionenfreisetzung in PMN

O5 —Produktion ist durch Reduktion von Cytochrom c spektrometrisch bei einer Wellenldnge
von 550 nm mit einem Mikroplatten—Photometer bestimmbar. Die Versuche wurden, wie
in Kapitel 2.2.9 beschrieben, durchgefiihrt. Berechnen konnte man die O, -Produktion mit
Hilfe des SoftMax Programms, das die maximale optische Dichte (OD) und die maximale
Reaktionsgeschwindigkeit (VD) angibt.

3.6.1 Der EinfluB von DPI auf die O;—Freisetzung

Diphenyliodonium hemmt die mitochondriale NADH—-Dehydrogenase in PMN. In diesem Ver-
such sollte der Effekt auf die O, —Freisetzung untersucht werden. Es zeigte sich eine Hemmung

mit ansteigender Konzentration (siehe Tabelle 3.5).

DPI (pM) 0 uM 0,025 M 0,05 M 0,1 uM 1 uM 2 uM

Vmax 139,2410,2 | 94,2947,6 | 33,4346,7 | 24,6454 | 14,4+4,2 | 9,64+2,4

Tabelle 3.5: Effekt von DPI auf die O; —Freisetzung. Die Angaben erfolgten in Mittelwert 4
SD des Vmax, n = 3.

3.6.2 Der EinfluB von 12—epi—Scalaradial auf die O, —Produktion

Um den Effekt von 12—epi—SLD in PMN eingehender zu betrachten, wurde eine Untersuchung
zum Einflufl des Inhibitors auf die O, —Freisetzung durchgefiihrt. Es zeigte sich eine deutliche
Hemmung. Unter Verwendung von 5 uM 12-epi-SLD wurde eine Inhibition auf ein Vmax

von 9,6 erreicht, die sich mit hoherer Konzentration nicht steigern lief (siche Tabelle 3.6).

12—-epi-SLD (M) 0 uM 1 uM 5 uM 10 uM
Vmax 35.3646,9 | 16,07+4,7 | 9.643,6 | 9,6+4,0

Tabelle 3.6: Effekt von 12—epi-SLD auf die O, —Freisetzung, Angaben in Vmax. Die Angaben
erfolgten in Mittelwert & SD, n = 3.
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