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1. Einleitung

1. Einleitung

In der vorliegenden Arbeit sollte anhand von humaNasalepithel-Spheroiden gesunder
Probanden und Patienten mit allergischer Rhiniiensucht werden, ob IL-13 die
mukozilidre Funktion und ihre Stimulierbarkeit dar&TP beeinflusst.

Dazu wurde die Rotationsfrequenz von Nasalepitipble®oiden als Parameter fir die
mukoziliare Funktion verwendet.

Im folgenden Kapitel soll ein Uberblick tiber herkiwtiche Methoden zur Beurteilung der
mukozilidren Funktion und das Spheroidmodell gegeberden. Aulierdem wird auf die
Bedeutung der Allergie und den Einfluss von IL-IRIWATP auf die mukoziliare Funktion

eingegangen.

1.1. Die mukoziliare Funktion

Die mukozilidgre Funktion wird vom Flimmerepithelsgefihrt, das die Nasenschleimhaut,
den Epipharynx und den unteren Respirationstraitdey Trachea bis in die Bronchioli
terminales ausgekleidet. Sie hat die Aufgabe, aitmgete Partikel und Krankheitserreger aus
den Atemwegen abzutransportieren und stellt s;meinehtigen Abwehrmechanismus der
Atemwege dar (36, 75). Die mittlere mukozilidre kKuon in der Nase erfolgt mit einer
Geschwindigkeit von ca. 4,3 mm/sec (64). Dabezush einen der Mukus von Bedeutung: Er
wird von Becherzellen und Glandulae bronchialegseeart und besteht aus glykosilierten
Muzin-Makromolektlen. Die richtige Zusammensetzdeg Mukus und somit eine optimale
Viskoelastizitéat ist fur die mukoziliare Funktioow grof3er Bedeutung (20, 60, 62, 75).

Zum anderen ist das Schlagen der Zilien eine wgehtiomponente der mukoziliaren
Funktion: Die eingeatmeten Partikel und Erregeiblele auf dem Mukus haften, der durch
das Schlagen der Zilien richtung Pharynx transeudnvird (20). Beim Schlagen bewegen
sich die Zilien in der periziliaren Flussigkeitner niedrigviskdsen Lésung, die von
Clarazellen sezerniert und deren Zusammensetzungeto Zellen des respiratorischen
Epithels moduliert wird (10, 36, 44). Nur die Spitzder Zilien ragen in den auf der
periziliaren Flussigkeit schwimmenden Mukus undsgortieren durch ihr Schlagen den
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Mukus und die periziliare FluRigkeit (36, 4Kalziumoszillationen koordinieren das
Schlagen der Zilien (17, 18): Die Zilien der Nasgrsimhaut schlagen in metachronen
Wellen mit einer Frequenz von 8-11 Hz (11, 31, 8 synchrone Ablauf des
Zilienschlages ist entscheidend fur die Effektilvita

Die ziliare Schlagfrequenz kann einerseits durddtimente Noxen wie z. B. Dieselabgase
vermindert und andererseits z. B. durch sympathatsthe Substanzen oder ATP erhdht
werden (12, 49, 63).

1.2. Konventionelle Methoden zur Untersuchung der mkoziliaren Funktion

Die mukozilidgre Funktion kann mit verschiedenen ivbeten beurteilt werden. Im Folgenden
sollen vier konventionelle Methoden, sowie dasieser Arbeit verwendete Spheroid-Modell

kurz dargestellt werden:

1.2.1. Die Photoverstarkermethode

Bei der Photoverstarkermethode werden die entnoramBroben des respiratorischen
Epithels oder das als adharenter Monolayer kult@isespiratorische Epithel in ein Medium
gebracht, dem die Testsubstanzen zugegeben w@®wernu untersuchende Probe steht unter
einem Mikroskop und wird von Licht durchstrahlt. D&chlagen einzelner fokusierter Zilien
verursacht Schwankungen der Lichtintensitat. Digg®vankungen werden Uber einen
Photodetektor an einen PC weitergeleitet. MittelstiFourier Transformation werden die
Intensitatsschwankungen des Lichtes auf dem Compugen Frequenzspektrum

umgewandelt, Gber das die ziliare Schlagfrequematieit wird (8).
1.2.2. Die digitale Highspeed-Video-Methode
Hier wird der Zilienschlag einer Monolayer-Kultuioér ein Mikroskop und eine daran

angeschlossene Highspeed-Videokamera gefilmt. Dadeen bis zu 500 Aufnahmen pro

Sekunde gemacht. Durch langsames Vorspulen karmdiarziliare Schlagfrequenz ermittelt
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werden. Zusétzlich zur Messung der Frequenz kagmalich der Ablauf des Zilienschlages
direkt beobachtet werden (8, 81).

1.2.3. Die Rhinoszintigraphie

Mit der Rhinoszintigraphie wird die mukoziliare Fion in vivo bestimmt. Dazu tropft man
Probanden eine Losung mit Tc-99m-Albumin in dereteant Nasengang. Der mukozilidre
Transport des Tc-99m-Albumin wird tber eine Gammadsa verfolgt und die

Transportgeschwindigkeit errechnet (64)

1.2.4. Der Saccharin-Test

Eine weitere Methode zur Messung der mukozilianenkEon in vivo stellt der Saccharin-
Test dar: Dabei wird ein Saccharin-Stiickchen aufGtecha nasalis inferior plaziert und die
Zeit bestimmt, nach der die Probanden den Geschaexkaccharins wahrnehmen. Diese
betragt in der Regel 12-15 Minuten (24, 35).

1.3. Die Spheroid-Methode

Diese Methode wurde in unserem Labor etabliert,spiter im Detail erklart werden wird.
Zunachst wird ein Birstenabstrich von respiratbese Epithel in flissigem Medium mit
eigenem Mukus kultiviert. Dabei lagern sich die elligysteten Epithelstreifen zu kugeligen
Gebilden, den sogenannten Spheroiden, zusammegrulf des koordinierten, in eine
Richtung weisenden Schlages der Zilien auf ihreer@iche rotieren die Spheroide in ihrem
eigenen Mukus um ihre Achse. Die RotationsfrequiizSpheroide wird als Parameter fur
die mukozilidre Funktion gewertet. Zur Bestimmumy Rotationsfrequenz werden die
Spheroide unter einem Mikroskop beobachtet undBlereegung auf Video aufgezeichnet.
Durch langsames Vorspulen der Videoaufzeichnung dénn die Rotationsfrequenz der

Spheroide bestimmt.
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1.4. Die mukoziliare Funktion bei Allergikern

Die allergische Rhinitis stellt ein ausgesprochéufiges Krankheitsbild dar. Sie z&hlt zu den
Erscheinungsformen der Atopie, ebenso wie die béadi Patienten mit allergischer Rhinitis
auftretende Dermatitis atopica und das allergigetstbma bronchiale. Nach Sensibilisierung
werden IgE-Antikdrper gegen individuell verschiedélergene gebildet und tber IgE-
Rezeptoren auf Mastzellen gebunden. Bei erneutemiakomit dem Allergen kommt es
nach Bindung des Allergens an das IgE zur Degréinalder Mastzelle. Dabei werden
Histamin, Interleukine und weitere Cytokine freigis. Diese Mediatoren vermitteln tber
ihre Wirkung an Blutgefassen, exokrinen Driisen Nedvenfasern die Ausbildung der
typischen Symptome der allergischen Rhinitis wiedgn, Rhinorrhoe und behinderte
Nasenatmung (26, 38, 77). Welche Auswirkungen ligegasche Rhinitis und die an ihrer
Genese beteiligten Mediatoren auf die mukoziliarekion der Nasenschleimaut haben, ist
jedoch noch nicht bis ins Detail bekannt.

Die Arbeitsgruppe um Adam Wanner zeigte, dass iléee Schlagfrequenz bei gesunden
und allergischen Schafen gleich ist (74). Bayrandflaei in vitro Versuchen heraus, dass sich
auch beim Menschen die zilidre Schlagfrequenz viterdikern und Gesunden nicht
unterscheidet (4). Andererseits wird eine mukozli@ysfunktion bei Allergikern
beschrieben (3, 52, 73), die durch die oben geearidhtersuchungen nicht auf eine

Verminderung der ziliaren Schlagfrequenz zurtckatdi ist (74).

1.5. Interleukin (IL-) 13

1.5.1. Die Bedeutung von IL-13 fiir die allergisch®hinitis (s. Abbildung 1)

Wie oben erwahnt, kommt es im Rahmen einer allelhgis Reaktion zur Ausschittung
bestimmter Mediatoren, unter anderem IL-13. BellB handelt es sich um ein Zytokin der
TH2-Immunantwort (6, 66). Es wird vor allem von Maslen und aktivierten
T-Lymphozyten gebildet, insbesondere von CD 4-pasit TH2-Lymphozyten und in
geringerem Mal3 von TH1-Lymphozyten, CD 8-positivetien sowie von Keratozyten,
basophilen Granulozyten und allen CD3-positiveriefe(6, 53, 71, 78). Die Wirkung von



1. Einleitung

IL-13 an den Zielzellen wird tber den IL-13-Rezeptermittelt. Da der IL-13-Rezeptor zur
Halfte von der IL-4-Rezeptar-Kette gebildet wird, ist auch IL-4 in der Lage, dan IL-13-
Rezeptor zu binden und auf die Zelle zu wirken @8, Dies zeigt die enge Beziehung dieser
beiden Zytokine und ihre gemeinsame Rolle bei adestEhung einer Allergie (71).

Seine physiologische Rolle hat IL-13 in der TH2-lomantwort bei der Abwehr von
Ektoparasiten, gastrointestinalen Parasiten, sowder Gegenregulierung der TH1-
Immunantwort (19).

Zu den Effekten von IL-13 gehdren: Class-switch Igi-Produktion in Plasmazellen (6, 56),
Expression von MHC II-Molekilen auf B-Zellen und Naxyten (28), sowie VCAM-
Expression am Endothel (2, 14, 67). Uber die Prtdok/on Chemokinen veranlasst IL-13
die Einwanderung eosinophiler Granulozyten und k&dln ins Gewebe. Durch diese
Pathomechanismen stellt IL-13 auch einen zentidlediator der allergischen Immunantwort
Typ 1 dar (38, 56, 8Q)nd ist entscheidend an der Entwicklung von alkatgem Asthma
bronchiale und der allergischen Rhinitis sowie @reit Erkrankungen des allergischen
Formenkreises beteiligt. Bei Patienten mit alleziges Rhinitis wurden erhdhte 1L-13-Spiegel
im Blut festgestellt (2). Rezeptoren fir IL-13 wardvermehrt in Zellen des nasalen

respiratorischen Epithels von Allergikern nachgesie(2, 43).
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4 = @ 3

Mononukledre Mastzelle  Th2-Helferzelle Basophiler

Zelle X / Granulozyt

IL-13

Endothel

TH 1 Zellen Expression von 31-Integrin
Hemmung der IL-12- und VCAM 1

und INF y-Produktion

Monozyten
Plasmazellen Hemmung des

Class-switch zu / respiratory burst

IGE und 1GG4 ((

E osinophile Granulozyten

Respiratorisches Epithel Chemo_taxis
Dyskrinie und Aktivation
Dysplasie von Becherzellen Uberleben

Storung der Ziliogenese
lanasamerer Zilienschlag

Abbildung 1 zeigt schematisch die Sekretion und Wirkung vori 3

IL-13 wird von mononuklearen Zellen, Mastzellen, ZFBellen und basophilen Granulozyten
sezerniert. Es bewirkt bei TH1-Zellen eine Hemmugy IL-12- und INF y-Produktion. Bei
Plasmazellen wird durch IL-13 ein class-switch Puoduktion von IgE und 1gG4 herbeigefuhrt. An
Zellen des respiratorischen Epithels fuhrt IL-13etnier vermehrten Schleimsekretion, Dysplasie der
Becherzellen sowie zu einer Stérung der Ziliogenesd Verlangsamung des Zilienschlages. In
Monozyten wird durch IL-13 der respiratory burshgmmt, Endothelzellen exprimieren unter dem
Einfluss von IL-13 R1l-Integrin und VCAM 1. Eosindigh Granulozyten werden chemotaktisch
angelockt, aktiviert und ihr Uberleben verlangertq, 14, 53, 56, 58, 71, 78).
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1.5.2. Der Einfluss von Interleukin 13 auf das regmtorische Epithel

IL-13 ist in der Lage, eine Uberproduktion von Mskueine allergeninduzierte

Hyperreagibilitdt und Eosinophilie, sowie einenréitischen Umbau der Atemwege und eine
erhohte Resistance hervorzurufen (38, 71, 72).

Es wird vermutet, dass IL-13 auch direkt, ohne Mthamg Uber eosinophile Granulozyten,

auf Zellen des respiratorischen Epithels wirkt und diese Weise die Schleimproduktion
erhoht (38). Laoukili berichtet von einem negatieinfluss von IL-13 auf die Ziliogenese

und die zilidre Schlagfrequenz (39).

So kann man annehmen, dass IL-13 auch die mukezHiénktion in der Nase beeinflusst.

1.6. Die Wirkung von ATP auf die mukoziliare Funktion

ATP spielt bei vielen Vorgdngen im menschlicheng@&ireine wichtige Rolle. Unter
anderem bei der Regulation der mukoziliaren Fumktio vivo wird ATP parakrin von den
Zellen des respiratorischen Epithels sezerniert4R551, 76, 82). Es vermittelt, ebenso wie
andere 5 Nukleotide, die Reaktion der mukozilidFenktion auf intraluminalen Stress (13,
23, 25, 61, 76): ATP gilt als potenter Stimulus giééren Schlagfrequenz, der diese um das
2-3-fache erhohen kann (42, 49, 61). AuRerdemestedgTP die Chloridsekretion der
Epithelzellen und die Mukus-Degranulation aus Bex¢léen (23, 25, 41). Die Antwort des
respiratorischen Epithels auf ATP wird Uber zweliRazeptoren, den P2Y- und den P2X-
Rezeptor, vermittelt. Beim P2Y-Rezeptor erfolgt 8iaganltransduktion an ein G-Protein
gekoppelt Uber die Aktivierung von PhospholipasénGler weiteren Signalkaskade wird
Uber IP3 Kalzium aus dem endoplasmatischen Retikiitaigesetzt. Uber einen von DAG
gedffneten Kalzium-Kanal stromt Kalzium auch vofden in die Zelle. Auch eine
Beteiligung von NO an der Signaltransduktion wupdschrieben (48, 49, 69). Zusatzlich
werden auch der Ablauf und die Amplitude der Kailzi@szillationen erhéht (17, 18). Der
genaue Mechanismus, Gber den Kalzium den Zilieagdbéschleunigt, ist noch nicht
bekannt. Man vermutet eine Vermittlung durch Calolimd(17, 18).

Bei P2X-Rezeptoren handelt es sich um lonenkaiadle Durch Bindung von ATP wird eine
Pore geoffnet und es entsteht ein lonenkanal fiirilda, Kalium und Kalzium. Neben der

Erh6hung des intrazellularen Kalzium-Spiegels suhaiich der Ausstrom von Kalium durch



1. Einleitung

kalzium-aktivierte Kanale und die dadurch entsteleeMembran-Hyperpolarisation eine
Rolle fur die Steigerung der ziliaren Schlagfrequenn spielen (42, 65). Auf welche Art
jedoch diese Membran-Hyperpolarisierung die ziliakdivitat steigert, ist bisher ungeklart
(48).

Zusammenfassend erhoht ATP die ziliare Schlagfreguenodifiziert durch Steigerung der
Chlorid- und Wassersekretion die Zusammensetzung Mekus und der periziliaren

Fllssigkeit und optimiert somit die mukoziliare ktian.

1.7. Fragestellung

In der vorliegenden Arbeit sollte der Einfluss Mbrl3 auf die mukozilidre Funktion und

ihre Stimulierbarkeit durch ATP an Nasalepithel-8@iiden von gesunden Probanden und

Patienten mit allergischer Rhinitis untersucht veerdm Rahmen dieser Untersuchung

stellten sich folgende Fragen:

1. Ist es mdglich, aus respiratorischem EpithelNiese rotierende Spheroide zu kultivieren?

2. Gibt es Unterschiede in der basalen Rotatiogséez der Nasalepithel-Spheroide von
gesunden Probanden und Patienten mit allergisthigits?

3. Kann die Rotationsfrequenz der Nasalepithel-Bpte von gesunden Probanden und
Patienten mit allergischer Rhinitis durch ATP gégtrt werden?

4. Hat IL-13 einen Einfluss auf die Kultur von Nesathel-Spheroiden?

5. Wie wirkt sich die Kultur mit IL-13 auf die bdsaoder stimulierte Rotationsfrequenz der

Nasalepithel-Spheroide gesunder Probanden unen@ati mit allergischer Rhinitis aus?
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2. Materialien und Methoden

2.1. Die Herstellung von Grundmedien und Agarplatta

Zunachst sollen grundlegende Methoden zur Kultur nespiratorischem Epithel, welche die
Voraussetzung fur die Kultivierung von NasalepiBgheroiden sind, erlautert werden.
Jeder der im Folgenden beschriebenen Arbeitsselertblgte unter sterilen Bedingungen und

unter einem Arbeitsplatzabzug (Laminar Airflow, 2B725, Fa. Haereus, Minchen).

2.1.1. Herstellung von Airway Epithelial Cell BasaMedium (AECBM)

In 500 ml AECBM-Grundlésung (#C-21260, Fa. Promdl,G¢eidelberg) wurde der Inhalt
der Supplement-Packung ( #C39160, Fa. Promo Ceitdtberg) gegeben:
2 ml Rinder-Hypophysenextrakt
0,5 pg/ml EGF (humaner rekombinanter EpidermaWw@nd-actor)
5,0 mg /ml Rinder-Insulin
500 pg/ml Hydrocortison
500 mg/ml Epinephrin
6,5 ng/ml Trijodthyronin
10 mg/ml Transferrin
100 ng/ml Retinolsaure
Weitere Zusatze fur das AECBM waren:
Penicillin-Streptomycin (Penstrep ® #151401141k&e Technologies GmbH,
Karlsruhe) mit einer Endkonzentration von Penicill0 U/ml und
Streptomycin 10 pg/ml
Amphotericin B ( Funginzone ® #15290-026, Fa. Lichnologies GmbH, Karlsruhe)
mit einer Endkonzentration von 1ug/mi
10 % NCS ( Neugeborenen Kélberserum, hitzederatu#26010-041, Fa. Life
Technologies GmbH, Karlsruhe)

Die fertige Nahrlésung konnte bei 4 °C Uber zWechen gelagert werden.
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2.1.2. Herstellung von Dulbecco’s Modified Eagle MEum (DMEM)

Eine doppelt konzentrierte DMEM-L6sung (Dulbecchladified Eagle Medium, Pulver,
#52100-021, Fa. Life Technologies GmbH, Karlsrukejde mit HEPES (N-2-
Hydroxyethylpiperacin-N-2-Ethansulfonsaure, Pulwr] 344-025, Fa. Life Technologies
GmbH, Karlsruhe) gepuffert und ein pH-Wert von ¥,3,1 eingestellt. Mit Hilfe eines
Bakterienfilters (Minisart, Porengrof3e 0,2 um, #345-a. Sartorius AG, Gottingen) wurde

die Lésung steril filtriert und bei 4 °C aufbewahrt

2.1.3. Herstellung der Agar-Platten

2,25 g Agarpulver (Agar nobl@ulver, #214220, Fa. Becton Dickinson, Sparks, USA)
wurden in 150 ml Aqua dest. bei 50 °C geldst. Diesege Agarlosung wurde anschliel3end
in Aliquots zu je 30 ml aufgeteilt und autoklaviddach dem Abkuhlen wurde der Agar bei
4 °C gelagert.
Zum Herstellen von 10 Agarplatten wurde folgendesiMm vorbereitet:
30 ml doppelt konzentriertes DMEM
+ 75 ul nichtessentielle Aminosauren (# 11140-@26,Life Technologies GmbH,
Karlsruhe),
+ 6 ml NCS (Neugeborenes Kélberserum, hitzederaaty#26010-041, Fa. Life
Technologies GmbH, Karlsruhe)
+ 120 ul Penstrep® (Penicillin, Streptomycin, 10000m| — 10000 pg/ml, #15140-114, Fa.
Life Technologies GmbH, Karlsruhe)
+ 240 ul Fungizone®Amphotericin B, 250 pg/ml, #15290-026, Fa. Lifechnologies
GmbH, Karlsruhe)
Ein Aliquot Agar (30 ml) wurde in der Mikrowelleweéarmt bis der Agar flissig wurde.
Nachdem der Agar etwas abgekunhlt war, wurde edemt vorbereiteten Medium (s.0.)
vermischt. Die fertige Losung wurde mit Hilfe eirleml| Pipette in die Wells der
Gewebekulturplatten (24 Well Companion Platten 16rb Durchmesser #3504 Fa. Labor
Schubert und Weiss, Minchen) verteilt. In jedes|Walden 0,2 ml Agar gegeben. Die
fertigen Agarplatten wurden verpackt und bei 4 &lagert.
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2. Materialien und Methoden

2.2. Kultivierung von Spheroiden aus nasalem respatorischen Epithel

2.2.1. Gewinnung von Nasalepithel

Eine Genehmigung der Ethikkommission der LMU Muincleg fur die Entnahme von
respiratorischem Epithel zu Forschungszwecken vor.

Das respiratorische Epithel wurde von freiwilligeérobanden und von Patienten, die der
Probenentnahme zugestimmt hatten, mit einer Zyieligste aus dem unteren Nasengang
entnommen. Hierzu wurde die Biirste in ihrer Hill@lén unteren Nasengang eingefuhrt.
Anschlie3end wurde die Blirste aus der Hille gesamoind an der Wand des Nasenganges
vor und zuriick bewegt. Die auf diese Weise abgedtigrs Zellen, Epithelstreifen und der
Schleim wurden von der Burste in ein Zentrifugemetien (14 ml, #188 261 Fa. Greiner
Labortechnik, Solingen) mit physiologischer Koclggung (0,9 % Natriumchloridlosung
von Braun) abgestreift. Dies erfolgte durch wieddéds Hereinziehen und Herausschieben
der Burste aus ihrer Hiille.

Allgemeine Ausschlusskriterien waren Rauchen oatealeuter respiratorischer Infekt.
Gesunde Probanden sollten keine chronische Ateneslagsmkung, insbesondere keine
allergische Rhinitis in der Anamnese haben. Auf3ardellte ihr Intracutantest (Pricktest) auf
folgende Allergene negativ sein: Grasermischungydea, Birke, Hasel, Erle, Buche, Eiche,
Esche, Beifuss, Spitzwegerich, Dermatophagoidesmyssinus und farinae, Hundehaare,
Katzenhaare, Pferdehaare, Alternaria alternataeyiljus fumigatus, Cladosporium
herbarum.

Fur Patienten mit allergischer Rhinitis wurden &ide Einschlusskriterien angewandt:
Allergische Rhinitis in der Anamnese und positilrgracutantest auf eines der oben
genannten Allergene mit positiver Reaktion, dagtenit einer Infiltration von ca. Bim
Durchmesser. Andere chronische Atemwegserkrankudgdten nicht vorliegen. Die

Probenentnahme erfolgte nicht wahrend akuter adieingr Rhinitis.
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2. Materialien und Methoden

2.2.2. Kultivierung des nasalen respiratorischen Bfhels

Das durch Burstenabstrich aus der Nase gewonnetexibdabestehend aus Schleim, sowie
einzelnen Zellen und Streifen von respiratoriscligithel, wurde zweimal in AECBM
gewaschen und auf agarbeschichtete Gewebekultempldberfihrt. Die Agarbeschichtung
verhinderte ein adharentes Wachstum des respseal@am Epithels am Boden der
Gewebekulturplatten. Das bei einem Abstrich entnemerMaterial wurde auf vier Wells
aufgeteilt. Zusatzlich wurde in jedes Well 100 |H@BM gegeben, so dass die

Birstenabstriche in flissiger Lésung auf dem Agamammen.

Anschlie3end wurden die Proben im Brutschrank (Byg60 EC/CO2, Heraeus, Hanau,
Deutschland) bei 37 C° mit 5 % CO2 und nahezu 1QQ:fBeuchtigkeit inkubiert. Jeden
zweiten Tag wurden 50 pl des AECBM abpipettiert dacch frisches Medium ersetzt.

Nach einigen Stunden in Kultur hatten sich dieegrSpheroide gebildet, die in dem sie

umgebenden Schleim rotierten.

Durch Burstenabstrich Zu Spheroiden
entnommenes zusammengelagertes
respiratorisches Epithel respiratorisches Epithel

Abbildung 2 zeigt schematisch die Zusammenlagerung der Nag@eftreifen eines
Burstenabstriches zu Nasalepithel-Spheroiden.
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2. Materialien und Methoden

2.2.3. Beurteilung der entstandenen Spheroide

Die Proben wurden taglich phasenkontrastmikroskbpk®ntrolliert. Dabei wurde auf das

ausreichende Vorhandensein von Medium und bakeiegrunreinigungen geachtet.

AulRerdem wurden die entstandenen Spheroide béuDg&l Spheroide jedes einzelnen Wells
wurden gezahlt und der Anteil der rotierenden Spiderermittelt. Die Menge des Schleims

wurde semiquantitativ bestimmt.

Im Mittel hatten sich nach funf Tagen in Kultur eeishend Spheroide fur die Bestimmung
der Rotationsfrequenz gebildet. Wenn nach siebgeffaoch keine rotierenden Spheroide

entstanden waren, wurde die Probe verworfen.

2.3. Bestimmung der mukozilidren Funktion

Die Rotationsgeschwindigkeit der Spheroide wurdeParameter fir die mukoziliare
Funktion verwendet. Die Rotationsfrequenz der Spberist, wie die mukozilidre Funktion

in vivo, vom Schlagen der Zilien und der Zusamméens®y des Mukus abhangig.

2.3.1. Versuchsaufbays. Abbildung 3)

Fur die Bestimmung ihrer Rotationsfrequenz wurdienSpheroide in eine eigens dafur
entwickelte Versuchskammer gebracht. Bei der Védrskmmmer handelte es sich um eine
doppelwandige Metallkammer (siehe Abbildung 3)dénen Mitte sich die eigentliche
Versuchskammer befand. Als Boden fur diese innemaider wurde vor jedem Versuch ein
Deckglaschen (Durchmesser 15 mm, Starke 3 #100&%draultheiss) mit Silikon-Paste
(Baysilone mittelviskos, #3501 12071 Fa. Bayer (HeerLabor Schubert und Weiss,
Minchen) eingeklebt. Zum Schutz vor Verdunstungdeutie Kammer mit einem weiteren
Deckglaschen abgedeckt. Mit ihrem glasernen Bodenlevdie Kammer auf ein
Phasenkontrastmikroskop (Stemi 2000C Fa. Carl Zé&sg; Mikroskoplamp®&AG
G/281243 40 V A, Fa. Carl Zeiss, Jena) gestellt.

13



2. Materialien und Methoden

Die Kammer war durch Schlauche mit einem Warmelfeal GFL) verbunden, das etwa
dreil3ig Minuten vor Versuchsbeginn temperiert wuidg Hilfe einer Pumpe ( BP742 Fa.
Fresenius Apparatebau, Bad Homburg) wurde erwaritesser durch die doppelte
AulRenwand der Kammer gepumpt, so dass in der inamenmer konstant eine Temperatur
von 35 * 0,5C gehalten werden konnte. Die Temperatur konnéz é@lm fest in der inneren
Kammer installiertes Messgerat (GTH 1200, Fa. @Grges Elektronik) kontrolliert und bei
Bedarf Uiber Veranderung der Temperatur im WarmeinadAnderung Durchlauf-
geschwindigkeit nachreguliert werden.

Das Mikroskop, auf dem die Versuchkammer stand,amagine Videokamera angeschlossen,
so dass die Rotation der Spheroide auf Video aefgezet werden konnte (Videokamera
Typ EB 512, Fa. Ebro; Videorekordé&g7350, Fa. Panasonic, Monit®V BM1400, Fa.
Panasonic, Titlef-X Titler WJ-AVE 1).
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2. Materialien und Methoden

Mikroskop

Durchfluff vom
Wirmebad

Versuchskammer

N

C )
\‘_J/ Lichtquelle

Abbildung 3 zeigt den Versuchsaufbau zur Bestimmung der Rwisfiequenz von Nasalepithel-
Spheroiden.

2.3.2. Bestimmung der Rotationsfrequenz

Wahrend der Versuche wurde die Rotation der Sptiergefilmt und anschlieRend offline
ausgewertet. Dazu wurde die Zeit, die ein Sphdioiéine Drehung um seine Achse
bendétigte, gemessen.

Die Rotationsfrequenz (R) lasst sich aus der Zgitie fur eine bestimmte Anzahl von
Umdrehungen (U) bendtigt wird, nach folgender Fdroeeechnen:

R=U:t
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2. Materialien und Methoden

2.4. Versuchsreihe 1: Versuche mit NPE-caged-ATP

In den folgenden Versuchen sollte die Wirkung vdtENcaged-ATP auf die
Rotationsfrequenz von Nasalepithel-Spheroiden sttt werden.

Bei caged-probes handelt es sich um Molekile, dememische Wirksamkeit im
Grundzustand durch Bindung von Seitengruppen, soggan caging-groups, blockiert ist.
Durch Bestrahlung mit UV-Licht erfolgt in einer ghohemischen Reaktion die Abspaltung
der caging-group und die Substanz liegt in ihr&amcisch wirksamen Form vor.

Das fir diese Arbeit verwendete caged-ATP (AdereoSiATriphosphat, P3- (1-(2-
Nitrophenyl)ethyl) Ester, Disodium Salt , #A-104&. Mobitec, Gottingen)

war an eine (1-(2-Nitrophenyl)ethyl) Ester-Grupgdgnden, die durch Bestrahlung mit UV-

Licht einer Wellenlange von 365 nm abgespalten amicdnnte.

2.4.1. Kultivierung der Nasalepithel-Spheroide

Die Kultivierung der Nasalepithel-Spheroide erfelgiach der oben beschriebenen Methode.

Verwendet wurde ausschlie3lich Nasalepithel vogésn Probanden.

2.4.2. Konzentrationen von NPE-caged-ATP

Verschiedene Arbeitsgruppen untersuchten den EffaktATP auf die mukoziliare Funktion
und zeigten, dass es nach Gabe von ATP zu einevatdbgingigen Steigerung der ziliaren
Schlagfrequenz kommt. In diesen Untersuchungen evukibnzentrationen von
extrazellularem ATP im Bereich von 10 pumol/l bisminol/l (37, 49, 50, 65, 81) verwendet.

Darum wurden die folgenden Versuche in vier Grupgarchgefihrt:

1) Versuche ohne NPE-caged-ATP als Kontrolle
2) Versuche mit 100 pmol/l NPE-caged-ATP

3) Versuche mit 1 mmol/l NPE-caged-ATP

4) Versuche mit 10 mmol/l NPE-caged-ATP
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2. Materialien und Methoden

Als Medium fur die Versuche wurde DMEM (Dulbeccdlsdified Eagle Medium, #22320-
014 Fa. Life Technologies GmbH, Karlsruhe) verwénde

Welil die caged-ATP-L6sung in der Versuchskamme¥arhéltnis 1:1 mit dem DMEM, in
dem die Spheroide transportiert wurden, gemischtdeumussten folgende Verdinnungen
von ATP in DMEM vorbereitet werden:

1) Fir die Kontrollen wurde DMEM verwendet
2) 200 pmol/l caged-ATP in DMEM
3)2 mmol/l caged-ATP in DMEM
4) 20 mmol/l caged-ATP in DMEM

Samtliche Arbeitsschritte zur Verdiinnung des NPgedaATP erfolgten in einem
abgedunkelten Raum. Die Kryordhrchen (Cryo Vial¥#277, Fa Greiner Labortechnik,
Solingen), in denen die Aliquots eingefroren wurdearen zum Schutz vor Licht mit
Alufolie umwickelt.

Fur die Kontrollen wurde einfaches DMEM verwendédr jedem Versuch wurden die

bendtigten Aliquots frisch aufgetaut und im Warnwhaf 35 °C erwarmt.

2.4.3. Versuchsablauf

Die Nasalepithel-Spheroide wurden mit 100 pl DMEMlie vorbereitete Versuchskammer
versetzt.

Anschlie3end wurden 100 pl einer Lésung von NPEeda§TP in DMEM hinzugefiugt. Die
Konzentration des NPE-caged-ATP in der Kammer lgetntsprechend der zugefligten NPE-
caged-ATP-L6sung nach Randomisierung jeweils O, olthyd mmol/l oder 10 mmol/l bzw.

in der Kontrollgruppe kein NPE-caged-ATP.

Um eine vorzeitige Aktivierung des NPE-caged-ATRvethindern, wurde die Lichtquelle

des Phasenkontrastmikroskops durch einem UV-Kitedow P0O01 13500, Fa. Cokin, Paris)
abgedeckt. Ein weiterer UV-Filter wurde auf die Meshskammer gelegt. Zusatzlich war

wahrend der Versuche der Raum abgedunkelt.
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2. Materialien und Methoden

Nach einer Adaptationszeit von finf Minuten wurdke Botation der Spheroide Gber zwei
Minuten, je eine Minute vor und eine Minute nachi®ierung des NPE-caged-ATP, auf
Video aufgezeichnet.

Zur Aktivierung des NPE-caged-ATP wurde der Inldglt Versuchskammer 10 Sekunden
lang mit UV-Licht einer Wellenlange von 365 nm laktt (UV-Lampe # 2950600, Fa.
Herolab GmbH, Wiesloch, Wellenlange 254/365 nm). dlenProben besser bestrahlen zu
konnen, war eine Seite der Aul3enwand der Versuatsia leicht abgesenkt.

Die Versuche wurden in allen vier Versuchsgruppachrfolgendem Schema durchgefihrt:

Zeitpunkte der Bestimmung der Rotationsfrequenz

Aktivierung
von ATP
basale ) ) )
Rotationsfrequenz stimulierte Rotationsfrequenz
@ L L o——O0—O0—O0——0——O0—=0
-80 -60 -40 -20 0 20 40 60 80
Zeit in Sekunden

(Wert, auf den normiert wurde)

Abbildung 4 zeigt das Schema des zeitlichen Ablaufs und digiekte der Messung der
Rotationsfrequenz der Versuche in Versuchsreihe 1
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2. Materialien und Methoden

2.4.4. Bestimmung der Rotationsfrequenz

Die basale Rotationsfrequenz der Spheroide wurtimkyende Weise bestimmt (siehe
Abbildung 4):

60, 40 und 20 Sekunden vor UV-Bestrahlung wurdesjsvdie Zeit bestimmt, die das
beobachtete Spheroid fur drei Umdrehungen bendtigte

Zur Erfassung der stimulierten RotationsfrequenzSgheroide wurde sofort nach UV-
Bestrahlung, sowie innerhalb der folgenden Minategils im Abstand von 10 Sekunden die
Zeit gemessen, die das Spheroid fur drei Umdrehubgadtigte.

Die Rotationsfrequenz wurde wie oben beschriebeechaet und ausgewertet.

Um die Rotationsfrequenz der Nasalepithel-Spheroate individueller Unterschiede
untereinander vergleichen zu konnen, wurden diatelten Ergebnisse jeweils auf den Wert

der letzten Messung vor Stimulation normiert:

Messwert/ letzten Wert vor Stimulation durch ATP

2.5. Versuchreihe 2: Versuche mit Nasalepithel-Sph&iden gesunder Probanden
und Patienten mit allergischer Rhinitis nach Kultivierung mit oder ohne IL-13

und Stimulation durch freies ATP

In den folgenden Versuchen sollte untersucht werderes in der Kultur von Nasalepithel-
Spheroiden, ihrer basalen Rotationsfrequenz un&tiewlierbarkeit der Rotationsfrequenz
durch freies ATP Unterschiede zwischen gesundebdpaden und Patienten mit allergischer
Rhinitis gibt und ob Inkubation mit IL-13 einen Hirss darauf hat.

Fur diese Untersuchungen wurde ATP (Adenosine phdsphate Disodium Salt #A6419,

Sigma Aldrich) in einer bereits aktiven Form in ¥iersuchskammer gegeben.
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2. Materialien und Methoden

2.5.1. Kultur der Nasalepithel-Spheroide mit IL-13

Fur diese Versuchsreihe wurde respiratorisches&ldiiei gesunden Probanden und bei
Patienten mit allergischer Rhinitis entnommen.én ldteratur wurden Untersuchungen mit
IL-13 in Konzentrationen von 1 ng/l bis 100 ng/rekhrieben (14, 15, 39, 55, 67, 68).
Darum wurde eine IL-13-Konzentration von 10 ng/mhéhlt.

Die Kultivierung von Nasalepithel-Spheroiden mit1B erfolgte analog zu der oben
beschriebenen Kultur ohne IL-13:

Die entnommene Schleimhaut eines Probanden wufdeeaiVells einer agarbeschichteten
Gewebekulturplatte aufgeteilt. In zwei der vier Welurden 100 ul AECBM mit IL-13 in
einer Konzentration von 30 ng/ml (# 158854 Fa. IBidmedicals GmbH, Eschwege)
gegeben, so dass nach Umverteilung die IL-13—-Emzanation eines Wells mit 100 pl
Medium und 200 pl Agar schlief3lich 10 ng/ml betrbmgdie beiden tbrigen Wells wurden je
100 pl AECBM ohne IL-13 gegeben. Die Auswahl derllg/en die das IL-13 gegeben
wurde, erfolgte nach Zufall.

Jeden zweiten Tag wurden 50 pl des Kulturmediurpsgpaltiert und durch frisches Medium
ersetzt: In die Wells ohne IL-13 wurden je 50 pl@8M gegeben. In die beiden Wells mit
IL-13 wurden jeweils 50 ul AECBM mit IL-13 in einé&onzentration von 10 ng/ml
pipettiert.

2.5.2. Versuchsprotokoll

In dieser Versuchsreihe wurden die Nasalepitheke8ptle mit einer ATP-Konzentration von
0,5 mmol/l stimuliert. Die Konzentration von 0,5 ralth ATP befindet sich im mittleren
Bereich der Angaben aus der Literatur (37, 4963065). Da hier ATP in einer bereits
aktiven Form verwendet wurde, musste das ATP wahdess laufenden Versuches in die
Versuchskammer pipettiert werden. Um den EffektAlEB von den Auswirkungen der
mechanischen Irritation durch das Pipettieren enrten, wurde als Kontrolle in jedem
Versuch zusétzlich DMEM in die Kammer pipettierdutie Rotationsfrequenz entsprechend
auch nach Zugabe des DMEM bestimmt. Daraus ergsibkerzwei Protokolle zur

Versuchsdurchfihrung:
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2. Materialien und Methoden

Versuchsprotokoll A

Zugabe Zugabe
von ATP von DMEM
basale durch ATP Rotationsfrequenz
stimulierte nach Zugabe

Rotationsfrequenz !
Rotationsfrequenz von DMEM

o—eo—o—o O v O O vvvee e v— v —v——v

T T T T T T T T T T T 1

30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360

Zeit (Sekunden)

Abbildung 5 zeigt schematisch den Versuchsablauf nach PrdtAkahd die Zeitpunkte der Messung
der Rotationsfrequenz.

Versuchsprotokoll B

Zugabe Zugabe
von DMEM von ATP
Rotationsfrequenz durch ATP
basale S
. nach Zugabe stimulierte
Rotationsfrequenz von DMEM Rotationsfrequenz
° ® ° ® A A A A O O

T T T T T T T T T T T 1

30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360
Zeit (Sekunden)

Abbildung 6 zeigt schematisch den Versuchsablauf nach PrdtBkahd die Zeitpunkte der Messung
der Rotationsfrequenz.
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2. Materialien und Methoden

Welches der beiden Versuchsprotokolle zur Anwendwamy, wurde jeweils ausgelost.
Fur die Versuche wurden die Spheroide eines Weksne Petrischale mit DMEM versetzt
und zusammen mit 150 ul DMEM in die Versuchskampngettiert. Die

Versuchsdurchfihrung verlief nach den bereits dimsthriebenen Schemata:

Protokoll A:

- Versetzen der Spheroide im eigenen Schleim zosammmit 150 pul DMEM in die
Versuchskammer

- Adaptationszeit von finf Minuten

- Aufzeichnung der basalen Rotationsfrequenz étvei Minuten

- Zugabe von 25 pl einer 3,5 mmol/l ATP-L6sungdass in der Kammer eine ATP-
Konzentration von 0,5 mmol/l erreicht wurde

- Aufzeichnung der stimulierten Rotationsfrequéber zwei Minuten

- Zugabe von 25 yl DMEM und Aufzeichnung der Riotadfrequenz tber

zwei Minuten

Protokoll B:

- Versetzen der Spheroide im eigenen Schleim zosammmit 150 pul DMEM in die
Versuchskammer

- Adaptationszeit von finf Minuten

- Aufzeichnung der basalen Rotationsfrequenz étvei Minuten

- Zugabe von 25 ul DMEM und Aufzeichnung der Riotadfrequenz tber zwei
Minuten

- Zugabe von 25ul 4 mmol/l ATP-L6sung, so dasdeanKammer eine ATP
Konzentration 0,5 mmol/l erreicht wurde

- Aufzeichnung der stimulierten Rotationsfrequéber zwei Minuten

Die bendtigten Aliquots der DMEM-ATP-LAsung wurdiém jeden Versuch frisch aufgetaut
und im Warmebad auf 35 °C erwarmt.
Aufgrund dieser Schemata und der Aufteilung deregplde nach Probanden und

IL-13-Inkubation ergaben sich folgende Versuchsgamp
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2. Materialien und Methoden

Versuchsgruppe 1 Spheroide gesunder Probanden, ohne IL-13 kuitjvikeotokoll A
Versuchsgruppe 2 Spheroide gesunder Probanden, ohne IL-13 kuitjyigotokoll B
Versuchsgruppe 3 Spheroide gesunder Probanden, mit IL-13 kulttyiérotokoll A
Versuchsgruppe 4:Spheroide gesunder Probanden, mit IL-13 kultiviergtokoll B
Versuchsgruppe 5:Spheroide allergischer Probanden, ohne IL-13 keltivProtokoll A
Versuchsgruppe 6:Spheroide allergischer Probanden, ohne IL-13 keltivProtokoll B
Versuchsgruppe 7:Spheroide allergischer Probanden, mit IL-13 kudtitziProtokoll A
Versuchsgruppe 8:Spheroide allergischer Probanden, mit IL-13 kuditji Protokoll B

2.5.3. Bestimmung der Rotationsfrequenz

Die Bestimmung der Rotationsfrequenz erfolgte ampaloden Versuchen mit NPE-caged-

ATP.

In dieser Versuchsreihe wurden die Ergebnisse enletzten Messwert vor Zugabe von

ATP bzw. DMEM normiert. Die Messungen erfolgtenfastgesetzten Zeitpunkten wahrend

eines Versuchs.

Protokoll A (siehe Abbildung 5) :

- Vier Messungen der basalen Rotationsfrequenzilgwe Abstand von 30 Sekunden

- Vier Messungen der stimulierten Rotationsfrequeszh Zugabe von ATP jeweils im
Abstand von 30 Sekunden

- Vier Messungen nach Zugabe von DMEM jeweils inst&@nd von 30 Sekunden

- Normierung auf den letzten Messwert vor Zugahe A®P

Protokoll B (siehe Abbildung 6):

- Vier Messungen der basalen Rotationsfrequenzilgwe Abstand von 30 Sekunden

- Vier Messungen nach Zugabe von DMEM jeweils inst&@nd von 30 Sekunden

- Vier Messungen der stimulierten Rotationsfrequeszh Zugabe von ATP jeweils im
Abstand von 30 Sekunden

- Normierung auf den letzten Messwert vor Zugabe DMEM
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2.6. Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte mittels de#v&arepackets "Sigma Stat for Windows",
Version 2,03, Copyright 1992-1997, SPSS Inc (USA).

Fur den Vergleich zweier unabhéngiger Variablendeuter t-Test verwendet.

Fur den Vergleich mehrer abhangiger Variablen waleleOne Way Repeated Measures
Analysis of Variance Test (One Way RM ANOVA) vervaen.

Waren die Ergebnisse nicht normal verteilt, wurderiedman Repeated Measures Analysis
of Variance on Ranks Test (RM ANOVA on Ranks) angeget. Fir den Vergleich von

Untergruppen wurde bei statistischer Signifikare Dunn's Methode verwendet.
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3. Ergebnisse

3. Ergebnisse

3.1. Versuchsreihe 1: Versuche mit NPE-caged-ATP

In diesen Versuchen wurde die Wirkung von NPE-ca§€g auf die mukoziliare Funktion
anhand von Nasalepithel-Spheroiden gesunder Prebhandersucht.

3.1.1. Ergebnisse der Kultur der Nasalepithel-Spheide

Grundlage fur die Untersuchung der mukoziliarenkon in dieser Arbeit waren rotierende
Spheroide aus nasalem respiratorischem Epithelr&gmératorische Epithel wurde bei den
Probanden durch einen Blrstenabstrich aus dememidasengang entnommen und fir zwei
bis sieben Tage kultiviert. Im Folgenden soll zisidargestellt werden, wie hoch die
Ausbeute an fur Versuche geeigneten Nasalepithe¢i®pmlen war.

Das nasale respiratorische Epithel wurde bei 18&rden, neun Frauen und neun Mannern,
im Alter von 22-53 Jahren, mittleres Alter 29,3 ,¥ 9ahre (Mittelwert mit
Standardabweichung), entnommen und Uber eine drib\8 + 1,3 Tage (Mittelwert mit

Standardabweichung) kultiviert.
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3. Ergebnisse

Zahl der entstandenen Spheroide
pro Proband und Anteil der
rotierenden Spheroide
(Mittelwerte mit Standardabweichung)

800 ~ T

600 -

400

Anzahl der Spheroide

200 A

:
w2, Irn

0 Vz77]

Entstandene Sphe- Entstandene Sphe- Entstandene Sphe-
roide gesamt und roide Méanner und roide Frauen und

Anteil der Anteil der Anteil der rotierenden
rotierenden rotierenden Spheroide

Spheroide Spheroide pro Probandin

pro Proband pro Proband

Abbildung 7 zeigt die Anzahl der entstandenen Spheroide pbd”d und den Anteil der rotierenden
Spheroide aller Probanden aufgeteilt nach Gesch#&siMittelwert mit Standardabweichung.

Aus dem entnommenen Nasalepithel aller Probandgmten sich Spheroide zusammen. Bei
15 Probanden bildeten sich rotierende SpheroigefidiVersuche genutzt werden konnten.
Die Anzahl der entstandenen Spheroide (folgendeaBenq jeweils als Mittelwert mit
Standardabweichung) betrug pro Proband 442 + 3&rdrotierten 28 + 40 Spheroide.
Zwischen der Anzahl der Spheroide von weiblichégb(# 284) und mannlichen Probanden
(421+ 381) konnte kein signifikanter Unterschiest¢estellt werden. Auch fur die Zahl der

rotierenden Spheroide gab es keinen statistisctifigignten Unterschied zwischen Mannern
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3. Ergebnisse

(38 £ 52) und Frauen (16 £ 16) (t-Test P=0,965¢ itierenden Spheroide hatten einen
Durchmesser von 49-216 pm, im Mittel betrug derdduresser 86,3 + 23,6 um.

Abbildung 8 zeigt Nasalepithel-Spheroide
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3. Ergebnisse

3.1.2. Vergleich der basalen Rotationsfrequenz detier Versuchsgruppen

Um eine mogliche vorzeitige Aktivierung oder eirterischen Effekt von NPE-caged-ATP
aufzudecken, wurde die basale Rotationsfrequen3pleeroide aus allen vier
Versuchsgruppen untersucht. Dazu wurde die Rotftiequenz der Spheroide aus
Versuchsgruppe 1 (Kontrollgruppe ohne NPE-caged)AVErsuchsgruppe 2 (NPE-caged-
ATP in einer Konzentration von 100 pumol/l), Verssghuppe 3 (NPE-caged-ATP in einer
Konzentration von 1 mmol/l) und Versuchsgruppe R\caged-ATP in einer Konzentration

von 10 mmol/l) jeweils vor Bestrahlung mit UV-Lichtiteinander verglichen.

Vergleich der basalen Rotationsfrequenz
der Spheroide aus Versuchsreihe 1

0,5+
0,4 1

0,3 1

0,2 1 *

0,1

Basale Rotationsfrequenz [Hz]

0,0
Versuchs- yersychs- Versuchs- Versuchs-
gruppe 1 gryppe 2 gruppe 3 gruppe 4
Kontrolle 100 pmol/l 1 mmoll 10 mmol/l

ohne caged-ATP caged-ATP d-ATP
caged-ATP g g cage

Abbildung 9 zeigt die basale Rotationsfrequenz der Spheraidé/arsuchsreihe 1 vor Aktivierung
des ATP durch UV-Bestrahlung als Mittelwert undri8t@rdabweichung zusammengefasst nach den

vier Versuchsgruppen. * Signifikanzen siehe Text
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3. Ergebnisse

Im Vergleich der basalen Rotationsfrequenzen zeigte dass die Spheroide der
Kontrollgruppe (Versuchsgruppe 1) signifikant laawger rotierten als Spheroide der
Versuchsgruppen 2-4 mit NPE-caged-ATP in untersitisiezen Konzentrationen (Kruskal-
Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks P 508Q). Zwischen den basalen
Rotationsfrequenzen der Versuchsgruppen 2-4 zsigjtekein signifikanter Unterschied
(Dunn's Method P <0,05).

3.1.3. Versuchsgruppe 1: Kontrollgruppe ohne NPE-aged-ATP
In den Versuchen der Kontrollgruppe sollte untelnsueerden, ob die Bestrahlung mit
UV-Licht einen Einfluss auf die Rotationsfrequerez &pheroide hat. Daftir wurden die

Spheroide mit DMEM-L6sung, die kein NPE-caged-ATeheelt, in die Versuchskammer
gebracht und entsprechend des Versuchprotokol&kQnden lang mit UV-Licht bestrahlt.
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3. Ergebnisse

Versuchsgruppe 1: Kontrolle ohne NPE-caged-ATP
(n = 39 Spheroide)

Relative Rotationsfrequenz der Spheroide
(Mittelwerte mit Standardabweichung;

normiert auf letzten Wert vor UV-Bestrahlung)

*

| pepE

Zeit in Sekunden

T T T T T T T 1

-80 -60 -40 -20 O 20 40 60 80

!

UV-Bestrahlung
0-10 Sek.

Abbildung 10 zeigt die Rotationsfrequenz der Spheroide der Kdigtuppe als Mittelwerte mit

relative Rotationsfrequenz

Standardabweichung vor und nach UV-Bestrahlunghihdhgigkeit von der Beobachtungszeit. Die
Ergebnisse wurden auf den letzten Messwert vor @gtiahlung (-20 Sekunden) normiert.

* Signifikanzen siehe Text

In den Versuchen der Kontrollgruppe zeigten sicdanRotationsfrequenz der Spheroide
keine signifikanten Unterschiede, aul3er fur dieteeMessungen 65 Sekunden nach UV-
Bestrahlung: Hier rotierten die Spheroide signifikeangsamer als vor

UV-Bestrahlung (RM ANOVA on Ranks p = 0,039).
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3. Ergebnisse

3.1.4. Versuchsgruppe 2: Stimulation mit 100 pmolMNPE-caged-ATP

In den Versuchen der Gruppe 2 wurde getestet,abbdse Rotationsfrequenz der Spheroide
durch Stimulation mit NPE-caged-ATP einer Konzetidravon 100 pmol/l steigern lasst.
Die Spheroide wurden in eine NPE-caged-ATP-LAoswg100 umol/l gebracht. Nach
Erfassung der basalen Rotationsfrequenz wurde B&sddged-ATP durch Bestrahlung mit
UV-Licht tber 10 Sekunden aktiviert.

Versuchsgruppe 2: Stimulation mit 100 umol/l NPE-cged-ATP
(n = 38 Spheroide)

Relative Rotationsfrequenz der Spheroide

(Mittelwerte mit Standardabweichung;

normiert auf den letzten Wert vor UV-Bestrahlung)

R e s ae et e

relative Rotationsfrequenz

Zeit in Sekunden

-80 60 -40 -20 O 20 40 60 80

ﬁ

UV-Bestrahlung
0-10 Sek.

Abbildung 11 zeigt die relative Rotationsfrequenz der Spheraiae Versuchsgruppe 2 als
Mittelwerte mit Standardabweichung vor und nachivigtung des NPE-caged-ATP in Abhangigkeit
von der Zeit. Die Ergebnisse wurden auf den letkesswert vor UV-Bestrahlung (-20 Sekunden)
normiert.

In diesen Versuchen kam es zu keiner statistigptifdianten Anderung der
Rotationsfrequenz der Spheroide nach Aktivierung A®P (RM ANOVA on Ranks).
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3. Ergebnisse

3.1.5. Versuchsgruppe 3: Stimulation mit 1 mmol/l IRE-caged-ATP

In Versuchsgruppe 3 wurde untersucht, ob man ditatRasfrequenz der Spheroide mit
NPE-caged-ATP einer Konzentration von 1 mmol/l égrdkann. Dafir wurden die
Spheroide in eine NPE-caged-ATP-Losung mit einemaémtration von 1 mmol/l gebracht.
Durch UV-Bestrahlung tiber 10 Sekunden wurde dasd:@J P aktiviert.

Versuchsgruppe 3: Stimulation mit 1. mmol/l NPE-cagd-ATP
(n = 35 Spheroide)
Relative Rotationsfrequenz der Spheroide

(Mittelwerte mit Standardabweichung;
normiert auf den letzten Wert vor UV-Bestrahlung)

| e

relative Rotationsfrequenz

Zeit in Sekunden

T T T T T T T T 1

-80 60 -40 -20 O 20 40 60 80

!

UV-Bestrahlung
0-10 Sekunden

Abbildung 12 zeigt die relative Rotationsfrequenz der Spheraige Versuchsgruppe 3 als Mittelwert
und Standardabweichung vor und nach AktivierunghfeE-caged-ATP in Abhangigkeit von der
Zeit. Die Ergebnisse wurden auf den letzten MesswarUV-Bestrahlung (-20 Sekunden) normiert.
* Signifikanzen sieh Text
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3. Ergebnisse

In Versuchsgruppe 3 ergaben sich keine statisigptifikanten Unterschiede hinsichtlich der
Rotationsfrequenz der Spheroide unmittelbar nadiviskung von NPE-caged-ATP (One
Way ANOVA ). Nur zum Zeitpunkt der 65-Sekunden-Mess rotierten die Spheroide
signifikant langsamer als vor Aktivierung des cagdd® (RM ANOVA on Ranks p=<0,001).

3.1.6. Versuchsgruppe 4: Stimulation mit 10 mmol/NPE-caged-ATP
Hier sollte untersucht werden, ob eine NPE-cage®-Adsung der Konzentration 10 mmol/I
in der Lage ist, die Rotationsfrequenz der Spheraiderhéhen. Dafur wurden die Spheroide

in eine NPE-caged-ATP-LOsung von 10 mmol/l gebracitt das caged-ATP wurde durch

UV-Bestrahlung von 10 Sekunden aktiviert.
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3. Ergebnisse

Versuchgruppe 4: Stimulation mit 10 mmol/l NPE-cagd-ATP
(n = 25 Spheroide)
Relative Rotationsfrequenz der Spheroide

(Mittelwerte mit Standardabweichung;
normiert auf den letzten Wert vor UV-Bestrahlung)

R

relative Rotationsfrequenz

Zeit in Sekunden

-80 -60 -40 -20 O 20 40 60 80

}

UV-Bestrahlung
0-10 Sekunden

Abbildung 13 zeigt die relative Rotationsfrequenz Spheroide\éarsuchsgruppe 4 als Mittelwerte
mit Standardabweichung vor und nach Aktivierung NP&-caged-ATP in Abhéngigkeit von der
Zeit. Die Ergebnisse wurden auf den letzten MesswarUV-Bestrahlung (-20 Sekunden) normiert.

Auch in Versuchsgruppe 4 ergaben sich keine skgmtien Unterschiede hinsichtlich der
Rotationsfrequenz vor und nach Aktivierung des Nlaged-ATP (RM ANOVA on Ranks).
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3. Ergebnisse

3.2.Versuchsreihe 2: Versuche mit Nasalepithel-Spheroah gesunder Probanden
und Patienten mit allergischer Rhinitis nach Kulivierung mit oder ohne IL-13
und Stimulation durch freies ATP

In der zweiten Versuchsreihe wurde anhand von Mpghel-Spheroiden gesunder
Probanden und allergischer Patienten, die jewatisind ohne IL-13 kultiviert worden
waren, die Stimulierbarkeit der mukozilidren Fuohktdurch freies ATP und der Einfluss von
IL-13 untersucht.

3.2.1. Kultivierung von Nasalepithel-Spheroiden auS$chleimhautabstrichen gesunder
Probanden und Patienten mit allergischer Rhinitismit und ohne

Zugabe von IL-13

Zunéchst sollte untersucht werden, ob sich in détilerung von Nasalepithel-Spheroiden
Unterschiede zwischen gesunden Probanden und teatierit allergischer Rhinitis feststellen
lassen und ob IL-13 einen Einfluss auf die Kultiuiey von Nasalepithel-Spheroiden hat.
Kultiviert wurden die Blrstenabstriche von 19 Pessu Zehn gesunde Probanden und neun
Patienten mit allergischer Rhinitis. Das Alter &obanden lag zwischen 22 und 60 Jahren.
Das entnommene Nasalepithel jedes Probanden urmhfeatwurde nach Randomisierung
zur Halfte mit und zur Halfte ohne IL-13 kultiviebazu wurde das Nasalepithel jedes
Probanden auf vier Wells einer Gewebekulturplatfgeteilt. Davon wurde in zwei Wells
Medium und in die beiden anderen Wells Medium til8 gegeben. Deshalb kann in dieser
Versuchsreihe die Zahl der entstandenen Spheroideer Anteil der rotierenden Spheroide
nur pro Well und nicht wie in Versuchsreihe 1 prolland angegeben werden. Es gehen also
pro Proband jeweils zwei Wells in die Ergebnissekddtur ohne und je zwei Wells in die

der Kultur mit IL-13 ein.
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3. Ergebnisse

Zahl der entstandenen Spheroide
und Zahl der rotierenden Spheroide
pro Well (als Mittelwert mit Standardabweichung)

N

o

o
|

150 A

[y

o

o
1

Anzahl der Spheroide pro Well

0 T T T T
Ges Ges All All

- 1L-13 +I1L-13 -1L-13 + 1L-13
n=20 n=20 n=18 n=18
Wells Wells Wells Wells

mmmm /ahl der Spheroide pro Well
=——= Zahl der rotierenden Spheroide pro Well

Abbildung 14 zeigt die Zahl der entstandenen Spheroide undhdéil der rotierenden Spheroide
pro Well, aufgeteilt nach Diagnose und Inkubatidhlit13 als Mittelwerte mit Standardabweichung.

Aus Material von gesunden Probanden, das ohne kult®iert wurde, entwickelten sich
(folgende Angaben jeweils als Mittelwerte mit Stardhbweichung) nach 4,7 £ 0,8 Tagen
72,1 £ 51,6 Spheroide. Davon rotierten 6,7 + 1HAeBoide. Bei der Kultur von
Nasenschleimhaut gesunder Probanden mit IL-13 ituKantstanden nach 4,7 £ 0,8 Tagen
82,6 £70.7 Spheroide, wovon 7,6 £ 9,9 Spheroidenten.

Bei allergischen Patienten bildeten sich in Kutibne 1L-13 nach 4,5 + 1 Tagen 87,4 + 76,9
Spheroide. Von diesen rotierten 9,8 + 23,5 Spheroid
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3. Ergebnisse

Nach Kultur von Nasalepithel allergischer Probaneh#niL-13 waren nach 4,5 = 1 Tagen
95,3 £ 71,7 Spheroide entstanden. Es rotiertest 3,8 Spheroide.

Hinsichtlich der Anzahl der entstandenen Spheraitteder rotierenden Spheroide zwischen
den vier Versuchsgruppen ergaben sich keine ssatissignifikanten Unterschiede (ANOVA

on Ranks).

Nur bei Spheroiden, die rotierten und mit denemsuehne durchgefuhrt wurden, konnte auch
die Grof3e bestimmt werden. In die folgende Ausweytgingen also nicht die Werte aller
entstanden Spheroide ein, sondern nur die dereatien Spheroide, mit denen Versuche

durchgefuhrt wurden.

Durchmesser der rotierenden Spheroide
(Mittelwerte mit Standardabweichung)

Durchmesser in um

Ges - IL-13 Ges + IL-13 All - IL-13 Al + IL-13
n=21 n=21 n=24 n=23
Spheroide Spheroide Spheroide Spheroide

Abbildung 15 zeigt die Durchmesser [um] der rotierenden Spideraiufgeteilt nach gesunden und
allergischen Probanden und Inkubation mit IL-13Nielwert mit Standardabweichung.
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3. Ergebnisse

Die Spheroide gesunder Probanden, die ohne IL-®ieut wurden, hatten einen
Durchmesser von (folgende Angaben jeweils als Mitee mit Standardabweichung)

94,5 um = 23,1 pm. Bei Inkubation mit IL-13 wurddie Spheroide gesunder Probanden
97,6 um = 33,7 um grof3. Spheroide allergischeeRtn ohne IL-13-Inkubation erreichten
eine Grof3e von 87,2 um = 31,9 um. Die Spheroigegticher Patienten, die mit IL-13
kultiviert wurden, hatten einen Durchmesser von,214m + 49,9 um.

Die Spheroide der vier Versuchsgruppen waren gigioR, die Unterschiede zwischen den
einzelnen Gruppen waren nicht signifikant (ANOVARanks), Allergie oder Inkubation mit
IL-13 hatten keinen Einfluss auf die Grol3e der $pide.

3.2.2. Vergleich der basalen Rotationsfrequenz

In dieser Versuchsreihe sollte zunéchst die ba®atationsfrequenz der Spheroide von
gesunden Probanden und Patienten mit allergischiaitiR verglichen und der Einfluss von
IL-13 auf die basale Rotationsfrequenz untersuatien. Daftr wurde bei Spheroiden
gesunder Probanden und Patienten mit allergischiiti®, die jeweils mit und ohne IL-13
inkubiert worden waren, die Rotationsfrequenz besti: Die Rotation jedes Spheroids
wurde fur zwei Minuten aufgezeichnet. Anhand diesgizeichnung wurde bei jedem
einzelnen Spheroid im Abstand von dreil3ig Sekundkso, insgesamt vier mal, die
Rotationsfrequenz ermittelt. Somit gingen pro Splievier Messwerte in die Auswertung

ein.
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3. Ergebnisse

Basale Rotationsfrequenz
der Spheroide in Versuchsreihe 2

o
&
|

o
IN

Rotationsfrequenz [Hz]
o o
N w
—

o
=
1

o
o

Ges -IL-13 Ges + IL-13 All - IL-13 All + IL-13
n=21 n=21 n=24 n=23
Spheroide  Spheroide Spheroide Spheroide

Abbildung 16 zeigt die basale Rotationsfrequenz der Spheraidé/arsuchsreihe 2, aufgeteilt nach
Diagnose und Inkubation mit IL-13 als MittelwerttrStandardabweichung.

Zwischen den vier Versuchsgruppen ergab sich bstifBenung der basalen
Rotationsfrequenz kein statistisch signifikanteteyschied (ANOVA on Ranks).

3.2.3. Ergebnisse der Versuche nach Protokoll A: Zyabe von ATP nach 120 Sekunden

In den folgenden Versuchen wurde getestet, oblsithrschiede in der Stimulierbarkeit der
Rotationsfrequenz der Spheroide gesunder und eltérgy Probanden zeigen und wie sich
die Inkubation mit IL-13 darauf auswirkt.

Zunachst wurde tUber zwei Minuten die basale Ratafrequenz bestimmt. Anschliel3end

erfolgte die Zugabe von ATP. Nach weiteren zwei lém wurde als Kontrolle zusatzlich
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3. Ergebnisse

DMEM in die Versuchskammer gegeben. Fir die Ausweytwurde die Frequenz auf den
letzten Wert vor Zugabe von ATP normiert.

Versuchsprotokoll A: Zugabe von ATF
nach 120 Sekunden

Mittelwerte der relativen Rotationsfrequenz

normiert auf die Rotationsfrequenz zum Zeitpunkt t= 90 Sekunden
2 -

relative Rotationsfrequenz

Zeit [SekK]
0 - T T T T 1
0 1OC{P 200 /F 300 400
ATP DMEM

—e— Ges - IL-13 n = 10 Spheroide * = signifikante
~+0-- Ges + IL-13 n = 11 Spheroide Erhohung der
—v—- All - IL-13 n = 11 Spheroide Rotationsfrequenz
—v-— All + IL-13 n = 10 Spheroide

Abbildung 17 zeigt die relative Rotationsfrequenz der Spheraidéersuchen nach

Protokoll A, dargestellt als Mittelwerte aufgetraggegen die Zeit. Die Zugabe von ATP erfolgte nach
120 Sekunden, DMEM wurde nach 240 Sekunden in disdhskammer gegeben. Die Ergebnisse
wurden auf den letzen Messwert vor Zugabe von ATHP90 Sekunden) normiert. * Signifikanzen
siehe Text
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3. Ergebnisse

Spheroide von gesunden Probanden, die ohne IL-ii8iktt worden waren, erhéhten nach
Zugabe von ATP ihre Rotationsfrequenz signifik§®ne Way RM ANOVA p=< 0,001).
Auch Spheroide gesunder Probanden mit IL-13 inkadtur rotierten nach Zugabe von ATP
signifikant schneller (One Way RM ANOVA p=< 0,001).

Bei Spheroiden allergischer Probanden, die ohnE3|kultiviert worden waren, kam es nach
Zugabe von ATP zu keiner signifikanten AnderungRetationsfrequenz (One Way RM
ANOVA).

Spheroide allergischer Probanden mit IL-13 in deltl veranderten nach Zugabe von ATP
ihre Rotationsfrequenz nicht signifikant (One Wayl RNOVA).

Beim Vergleich der durch ATP stimulierten Rotatifsaguenz (Messpunkte 150, 180, 210
und 240 Sekunden) zwischen den vier Gruppen zegitdnfolgende Unterschiede (diese
Ergebnisse sind in der obigen Abbildung nicht dsigj#):

Zwischen Spheroiden gesunder Probanden mit und lbhb@-Inkubation ergab sich kein
signifikanter Unterschied (Kruskal-Wallis One WaN@VA on Ranks und Dunn's Method
p < 0,05).

In der Gruppe der allergischen Probanden rotiesgmeroide, die mit IL-13 inkubiert worden
waren, nach Gabe von ATP signifikant schneller Sgdeeroide ohne IL-13-Inkubation
(Kruskal-Wallis One Way ANOVA on ranks p=< 0,001dubunn’s Method p < 0,05).
Spheroide gesunder Probanden ohne IL-13 in Kuttiienten nach Stimulation durch ATP
signifikant schneller als Spheroide allergischetnden mit und ohne IL-13 in Kultur
(Kruskal-Wallis One Way ANOVA on ranks p=< 0,001dudunn’s Method p < 0,05). Die
Spheroide gesunder Probanden, die mit IL-13 kalttwivorden waren, rotierten nach Zugabe
von ATP signifikant schneller als Spheroide allscgier Patienten ohne 1L-13 in Kultur
(Kruskal-Wallis One Way ANOVA on ranks p=< 0,001dubunn’s Method p < 0,05).

Um eine mogliche Verfalschung der Ergebnisse ddeshPipettieren von ATP

auszuschlie3en wurde zusatzlich DMEM als Kontrivlldie Versuchskammer gegeben:
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3. Ergebnisse

Versuchsprotokoll A: DMEM nach 240 Sekundel
Mittelwerte der relativen Rotationsfrequenz
normiert auf die Rotationsfrequenz zum Zeitpunkt t= 210 Sekunden

2 -

relative Rotationfrequenz

Zeit [Sek]

T T T 1
0 100 4\ 200 4\ 300 400

ATP DMEM

—e— Ges - IL-13 n = 10 Spheroide * = signifikante
-0 ges + IL-13 n = 11 Spheroide Erniedrigung der
—v—- All - IL-13 n = 11 Spheroide] Rotationsfrequenz
—<-— All + IL-13 n = 10 Spheroide

Abbildung 18 zeigt die relative Rotationsfrequenz der Spheraidéersuchen nach

Protokoll A, dargestellt als Mittelwerte aufgetraggegen die Zeit. Die Zugabe von ATP erfolgte nach
120 Sekunden, DMEM wurde nach 240 Sekunden in disdhskammer gegeben. Die Ergebnisse
wurden auf den letzen Messwert vor Zugabe von DME#M210 Sekunden) normiert.

Bei Spheroiden gesunder Probanden ohne IL-13 uhtLrB in der Kultur kam es nach
Zugabe von DMEM zu keiner signifikanten Anderung Retationsfrequenz (Friedman RM
ANOVA).
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3. Ergebnisse

Nach Zugabe von DMEM fiel die Rotationsfrequenz 8pheroide von allergischen Patienten
ohne IL-13 in Kultur signifikant ab (Friedman RM AN/A on Ranks Dunn’s Method p<
0,001).

Die Spheroide allergischer Probanden, die mit ILkdBiviert wurden, veranderten nach
Zugabe von DMEM ihre Rotationsfrequenz nicht. (éiman RM ANOVA on Ranks Dunn's
Method p = 0,016)

3.2.4. Ergebnisse der Versuche nach Protokoll B: fyabe von ATP nach 240 Sekunden
Hier sind die Ergebnisse der Versuche aus derMaesuchsgruppen nach Protokoll B

dargestellt: In Versuchen nach Protokoll B wurdem&a20 Sekunden DMEM und nach 240

Sekunden ATP in die Versuchskammer gegeben.
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3. Ergebnisse

Versuchsprotokoll B: ATP nach 240 Sekunden

Mittelwerte der Rotationsfrequenz
normiert auf die Rotationsfrequenz zum Zeitpunkt t= 210 Sekunden

2ﬁ

relative Rotationsfrequenz

Zeit [Sek]
0 10({h 200 4\ 300 400
DMEM ATP
—e— Ges - IL-13 n = 11 Spheroid * = signifikante
~-0-- Ges + IL-13 n = 10 Spheroide Erhohung der
—v—- All - IL-13 n = 13 Spheroide Rotationsfrequenz
—— All + IL-13 n = 13 Spheroid

Abbildung 19 zeigt die relative Rotationsfrequenz der Spheraiae Versuchsprotokoll B dargestellt
als Mittelwerte aufgetragen gegen die Zeit. Nach $8kunden wurde DMEM in die

Versuchskammer pipettiert. Die Zugabe von ATP gtibhach 240 Sekunden. Die Ergebnisse wurden
auf den letzten Messwert vor Zugabe von ATP nornfier 210 Sekunden). * Signifikanzen siehe

Text
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3. Ergebnisse

Spheroide gesunder Probanden, die ohne IL-13 kedtiworden waren, rotierten nach
Zugabe von ATP signifikant schneller (One Way RM@YA p = 0,033).

Bei Spheroiden gesunder Probanden mit IL-13 inu€ldam es zu keinem signifikanten
Anstieg der Rotationsfrequenz (One Way RM ANOVA).

Spheroide allergischer Probanden, ohne und miBlinXKultur zeigten nach Zugabe von
ATP keinen Anstieg der Rotationsfrequenz (One WElyANOVA).

Im Vergleich der stimulierten Rotationsfrequenz fgleunkte 270, 300, 330 und 360
Sekunden zusammengefasst) der einzelnen Versupipsgrergaben sich folgende
Unterschiede (diese Ergebnisse sind in der obigapl@k nicht dargestellt):

Spheroide gesunder Probanden ohne IL-13-Inkubadiierten nach Stimulation durch ATP
signifikant schneller als Spheroide von allergiscReobanden mit oder ohne IL-13 (One
Way RM ANOVA und Dunn’s Method p=<0,001). Die Sphide gesunder Probanden mit
IL-13-Inkubation rotierten nach ATP-Zugabe niclgrsfikant schneller als Spheroide
allergischer Probanden mit und ohne Kultivierung iil3 (One Way RM ANOVA und
Dunn’s Method).

Bei gesunden Probanden ergaben sich zwischen demciohne IL-13 kultivierten
Spheroiden keine signifikanten Unterschiede deatmisfrequenz nach Zugabe von ATP
(One Way RM ANOVA und Dunn’s Method).

Auch zwischen den Spheroiden allergischer Patiemieand ohne IL-13-Inkubation fand
sich kein Unterschied in der Rotationsfrequenz rétainulation durch ATP (One Way RM
ANOVA und Dunn’s Method).
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3. Ergebnisse

Auch in Versuchen nach Protokoll B wurde DMEM alsritrolle in die Versuchskammer

gegeben und anschlie3end die Rotationsfrequer@pteroide bestimmt:

Versuchsprotokoll B: DMEM nach 120 Sekunden

Mittelwerte der relativen Rotationsfrequenz
normiert auf die Rotationsfrequenz zum Zeitpunkt t= 90 Sekunden
2 -

relative Rotationsfrequenz

Zeit [Sek]
0 T T T T 1
0 100 4\ 200 4\ 300 400
DMEM ATP
* = signifikante
—e— Ges - IL-13 n = 11 Spheroide Erniedrigung der
-0+ Ges + IL-13 n = 10 Spheroide Rotationsfrequenz
—v—- All- IL-13 n = 13 Spheroide nach Zugabe
—v = All + IL-13 n = 13 Spheroide von DMEM

Abbildung 20 zeigt die relative Rotationsfrequenz der Spheraidéersuchsprotokoll B dargestellt
als Mittelwerte aufgetragen gegen die Zeit. Nach $8kunden wurde DMEM in die Kammer
pipettiert. Die Zugabe von ATP erfolgte nach 24&Belen. Die Ergebnisse wurden auf den letzten
Messwert vor Zugabe von DMEM (t = 90 Sekunden) riertn* Signifikanzen siehe Text

Nach Zugabe von DMEM sank die RotationsfrequenSipieroiden gesunder Probanden
ohne IL-13 in Kultur signifikant ab (One Way RM AN@\ on Ranks und Dunn's Method
p =< 0,001).
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3. Ergebnisse

Auch Spheroide gesunder Probanden, die mit IL-18vikert worden waren, rotierten nach
Zugabe von ATP signifikant langsamer (One Way RMGARA on Ranks und Dunn’'s
Method p = < 0,001).

Bei Spheroiden allergischer Probanden ohne IL-kB4ation kam es nach Zugabe von
DMEM zu keiner statistisch signifikanten Anderurer &Rotationsfrequenz (Friedman One
Way RM ANOVA on Ranks).

Spheroide allergischer Patienten, die mit IL-13ikidrt worden waren rotierten nach Zugabe
von DMEM signifikant langsamer (One Way RM ANOVA &anks und Dunn’s Method

p =< 0,001).

3.2.5. Zusammenfassung der Ergebnisse aus Protokéllund B

Um die Reaktion auf Stimulation durch freies ATR &eiden Versuchensprotokollen
zwischen den vier Versuchsgruppen vergleichen numéid, wurden die Messergebnisse
folgendermal3en ausgewertet: Entsprechend der eisu¢hsgruppen wurden alle Werte, die
nach Zugabe von ATP bestimmt wurden, zusammendefass Versuchen nach Protokoll A
gingen somit jeweils acht Werte pro Spheroid urgl\&ersuchen nach Protokoll B jeweils

vier Werte pro Spheroid in die Auswertung ein.

47



3. Ergebnisse

Vergleich aller Messungen
nach Stimulation durch ATP

* signifikante

Erh6hung der
* Rotationsfrequenz

nach Zugabe

2 i
von ATP

*

relative Rotationsfrequenz nach ATP

0 ‘ ‘
Ges - IL-13 Ges + IL-13 All - IL-13 All + IL-13
n=21 n=21 n=24 n=23
Spheroide Spheroide Spheroide Spheroide

Abbildung 21 zeigt die Rotationsfrequenz der Spheroide nacghudition durch ATP als Mittelwert
mit Standardabweichung aufgeteilt nach Diagnoselunkubation mit IL-13.

Es wurden alle Werte nach Zugabe von ATP berickgiclbas heil3t, pro Spheroid gingen vier bzw.
acht Messwerte in die Auswertung ein. * Signifikanzsiehe Text

Spheroide gesunder Probanden, die ohne IL-13 kedtiworden waren, steigerten nach Gabe
von ATP ihre Rotationsfrequenz signifikant. Sidgeden nach Stimulation durch ATP
signifikant schneller als Spheroide der anderen\deesuchsgruppen (Kruskal-Wallis One
Way Analysis of Variance on Ranks p=< 0,001 und DarMethod P < 0,05).

Die Spheroide von gesunden Probanden, die mit Ikedfdviert worden waren, erhéhten

nach Stimulation durch ATP ihre Rotationsfrequegnifikant und rotierten signifikant
schneller als Spheroide von allergischen Patieoiere IL-13 in Kultur (Kruskal-Wallis One
Way Analysis of Variance on Ranks p=< 0,001und Damviethod P <0,05).

Bei Spheroiden allergischer Probanden, die ohnE3|kultiviert worden waren, kam es nach

Zugabe von ATP zu keiner signifikanten AnderungRetationsfrequenz. Sie rotierten
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3. Ergebnisse

signifikant langsamer als die Spheroide der anddrenVersuchsgruppen. (Kruskal-Wallis
One Way Analysis of Variance on Ranks p=< 0,001Dodn’s Method P < 0,05).
Dagegen stieg die Rotationsfrequenz von Spheradergischer Patienten, die mit IL-13
kultiviert worden waren, nach Stimulation mit ATigrgfikant an. Die Spheroide rotierten
signifikant schneller als Spheroide allergischerdPdéen ohne IL-13-Inkubation und
signifikant langsamer als Spheroide gesunder Padyanhne IL-13 in der Kultur (Kruskal-
Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks p=30Qund Dunn's Method P < 0,05).
Zwischen Spheroiden gesunder Probanden mit IL-Kitur und Spheroiden allergischer
Patienten mit IL-13 in Kultur ergab sich kein siiianter Unterschied in der stimulierten
Rotationsfrequenz (Kruskal Wallis One Way ANOVA Ranks p=< 0,001 und Dunn’s
Method P <0,05).

Analog zur Auswertung der Reaktion auf Gabe von AiPden auch alle Werte, die in
Versuchen nach Protokoll A und B nach Zugabe vorEdMyemessen wurden, entsprechend
der vier Versuchsgruppen zusammengefasst. Das te¢daass in Versuchen nach

Protokoll A pro Spheroid vier Messwerte nach Gatve DMEM in die Auswertung

eingingen. Aus Versuchen nach Protokoll B gingenSpheroid ebenfalls vier Werte nach

Gabe von DMEM und vor Stimulation durch ATP in @digsuswertung ein.
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Abbildung 22 zeigt die Rotationsfrequenz der Spheroide nache@ah DMEM als Mittelwert mit
Standardabweichung aufgeteilt nach Diagnose ungbiation mit I1L-13.

Es wurden alle Werte nach Zugabe von DMEM ohne 8#tion mit ATP bertcksichtigt. Das heif3t,
pro Spheroide gingen vier Messwerte in die Auswagtein. * Signifikanzen siehe Text

Nach Zugabe von DMEM kam es bei Spheroiden aller Versuchsgruppen zu einem
signifikantem Abfall der Rotationsfrequenz (Kruskehllis One Way Analysis of Variance
on Ranks P =<0.001).

Im Vergleich der Rotationsfrequenzen der vier Vehsgruppen nach Gabe von DMEM
ergab sich kein signifikanter Unterschied (Dunnativdd P < 0,05).
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4. Diskussion

4. Diskussion

4.1. Diskussion der Methoden und Materialien

4.1.1. Spheroide

Bei Spheroiden handelt es sich um eine nicht adirdreidimensionale Form der
Kultivierung respiratorischer Epithelien. Anhandw8pheroiden aus respiratorischem
Epithel wurden bereits verschiedene Untersuchudgechgefiuhrt:

Pedersen untersuchte anhand von Spheroiden ausit@sgchem Epithel den lonentransport
und die Flussigkeitsabsorption in respiratoriscligpithel (54). Bridges beschrieb die Kultur
von Nasalepithel-Spheroiden und regte an, mit Spthen auch Untersuchungen zur ziliaren
Schlagfrequenz vorzunehmen (5). Laoukili schlig3kaltivierte Spheroide aus geltsten
Zellen einer Monolayer-Kultur zur Untersuchung déiogenese (39).

Bridges und Jorrisson beschrieben in ihren Arbdifei64, 68) rotierende Spheroide aus
respiratorischem Epithel der Nase. Hinsichtlich delitypen und Zilienfunktion gibt es keine
grof3en Unterschiede zwischen Zellen des respisatoen Epithels aus der Nase und den
Bronchien (11). Mit der Kultivierung von Nasalem@ttSpheroiden wurde nun die Spheroid-
Methode, fir die in unserer Arbeitsgruppe bisharBhialepithel verwendet wurde,
modifiziert. Die Verwendung von Nasalepithel wejsgentber der Verwendung von
Bronchialepithel grol3e Vorteile auf:

Nasalepithel kann durch einen Birstenabstrich audldse gewonnen werden, wohingegen
Bronchialepithel nur wahrend einer Bronchoskopimemmen werden kann. Aus diesem
Grund stehen flr Untersuchungen mit Bronchialepdlieh nur Patienten, die sich einer
Bronchoskopie unterziehen missen, als Probandevieztiigung. Die Entnahme von
Nasalepithel hingegen kann wenig aufwendig und @mnoBe Risiken auch bei gesunden
Probanden erfolgen. Die Ein- und Ausschlusskritefie Spender kbnnen dabei genauer
definiert und es kdnnen sehr viele Probanden- atigfengruppen untersucht werden.
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4. Diskussion

4.1.2. Kultur von Nasalepithel-Spheroiden

Die Burstenabstriche vom unteren Nasengang wurdeh Enthahme gewaschen und auf
agarbeschichteten Gewebekulturplatten mit AECBMikelrt. Die Agarbeschichtung und
das Medium verhinderten eine Adhasion der ZelldrdauGewebekulturplatte, so dass sich
die Epithelzellen, um ihre Polaritat beizubehaltanSpheroiden zusammenlagerten.
AECBM war bereits fur andere Untersuchungen unskreeitsgruppe mit Erfolg verwendet
worden. Da AECBM kein Serum enthélt, Bridges abesginen Versuchen die Spheroide in
Medium, das Serum enthielt, kultivierte, wurden deBCBM 5% NCS hinzugegeben (5).
Zur Vermeidung von Verunreinigungen der Kulturerrdan dem Medium Antibiotika und
Antimykotika zugegeben. Das Medium wurde jeden mwmelTag gewechselt, um eine
Beeinflussung durch Nahrstoffmangel, Veranderung®smolaritat und pH-Wert zu

vermeiden (70).

4.1.3. Versuchsaufbau und Bestimmung der Rotationsfquenz der Nasalepithel-

Spheroide

Bei der Anordnung der Geréte zur Versuchsdurchfidnmurde besonderer Wert darauf
gelegt, die Rotation der Spheroide nicht von aufiebeeinflussen:

Watt schreibt, dass respiratorisches Epithel bahaeischer Irritation ATP sezerniert und so
seine mukoziliare Funktion parakrin stimuliert (Z8). Um Erschitterungen, die
maoglicherweise eine ATP-Sekretion auslésen konrevermeiden, standen die Geréte fur
die Versuche auf einer festen Arbeitsflache.

Frihere Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe zeidtess auch Temperaturschwankungen
einen Einfluss auf die zilidre Schlagfrequenz halar optimale Bereich liegt zwischen
35-37 °C (33, 34). Aus diesem Grund wurde die Teatpein der Versuchskammer konstant
auf 35 £ 0,5 °C gehalten.

Die Versuchskammer wurde auf3erdem mit einem Des&lgén verschlossen, um die
Verdunstung von Medium und somit eine Anderung@smolaritat und der Konzentration
der Testsubstanzen zu verhindern (70). Das Miknoskal die Videokamera waren so

angebracht, dass die Videoaufzeichnung auch waldesn&inbringens von ATP oder
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Bestrahlung mit UV-Licht nicht unterbrochen werdeasste. Damit der Inhalt der
Versuchskammer besser mit UV-Licht bestrahlt werklemte, war die Wand der
Versuchskammer auf einer Seite leicht abgesenkt.

Wahrend der Versuche mit NPE-caged-ATP wurde disM#hnskammer von oben und unten
mit Filtern vor einfallendem UV-Licht geschiitzt. Ztzlich wurde der Raum, in dem die
Versuche durchgefiihrt wurden, abgedunkelt.

Zur Bestimmung der Rotationsfrequenz der Spheneiglele anhand der Videoaufzeichnung
der Versuche die Zeit bestimmt, die ein Spheroidiféi Umdrehungen bendétigte. Aufgrund
der asymmetrischen Form der Spheroide konnte mgmBend Ende einer Umdrehung
genau erkennen. Durch langsames Vorspulen des ¥idebanhand der im Video
mitlaufenden Uhr konnte die fir drei Umdrehungendtigite Zeit auf 0,01 Sekunde genau
ermittelt werden. Es wurden jeweils drei Umdrehumgasgezahlt und daraus der Mittelwert
gebildet, um die Messung nicht durch méglicherwgisezeitig auftretende Schwankungen
der mukozilidren Funktion zu verfalschen.

Im Vergleich zu anderen Methoden zur Untersuchwergdiaren Schlagfrequenz oder der
mukozilidren Funktion, wie etwa der Photoverstamethode oder der Highspeed-Video-
Aufzeichnung, stellt der einfache Versuchsaufbadi-atlauf einen Vorteil der Spheroid-
Methode dar. Anhand der Rotationsfrequenz der Mpghel-Spheroide kdnnen Aussagen
Uber die mukozilidre Funktion gemacht werden. Beifhotoverstarkermethode wird Uber
die Anderungen der Intensitét eines Lichtstrahds,diirch die zu untersuchende Probe strahlt,
die Schlagfrequenz einzelner fokusierter Zilien igeti. So kann die Schlagfrequenz
einzelner Zilien bestimmt werden. Auch rasche keitige Anderungen der ziliaren
Schlagfrequenz kdnne mit dieser Methode erfasstieve(8). Bei der Highspeed-Video-
Aufzeichnung wird anhand einer Videoaufzeichnureyaiidre Schlagfrequenz bestimmt.
Anhand dieser Videoaufzeichnung kann zuséatzliclpgdeaue Ablauf des Schlages einzelner
Zilien untersucht werden (81Allerdings wird bei der Photoverstarker-Methode wied
High-Speed-Video-Aufzeichnung auch nur die Schiegfienz weniger Zilien oder kleiner
Areale von respiratorischem Epithel (8, 81) besttniner die Effektivitat des
Zilienschlages, die rheologischen EigenschafterMigaus und die Interaktion der Zilien mit
dem Mukus kann hierbei keine Aussage gemacht wetdesivo sind jedoch neben der

zilidren Schlagfrequenz weitere Faktoren fiir dikaomiliare Funktion von Bedeutung: Es
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sind viele Zilien in das System der mukoziliaremkion eingebunden und auch die
Orientierung der Zilien, sowie die Ubertragung \&ignalen, die Koordination des
Zilienschlages und die Zusammensetzung des Mukakespeine wichtige Rolle (9, 33, 57).
Mit der Spheroid-Methode kdnnen Aussagen Uber tfekivitat des Zilienschlages grof3erer
Zellverbande und indirekt auch tber die Schlagfeeguder Zilien gemacht werden: Erhéht
ein Spheroid seine Rotationsfrequenz kurzfristigwad dies wahrscheinlich hauptséchlich
Uber eine Erhdhung der zilidren Schlagfrequenzigdsm.

Es ist zu beachten, dass die Ergebnisse der venldsm Versuche nicht reprasentativ sind fur
die ziliare Schlagfrequenz in den gesamten Atemwegges Probanden, denn durch den
Birstenabstrich werden nur einige wenige ZellendsudNase entnommen. Devalia berichtet
zwar, dass die Zilien der Nase und der Bronchietiéhschnell schlagen (11), Rutland aber
schreibt, dass die ziliare Schlagfrequenz in derraken Abschnitten der Atemwege héher ist
als in den kleinen Bronchien (59). Vergleiche nph&roiden aus Bronchialepithel wurden in
dieser Arbeit nicht durchgefuhrt.

Zusatzlich zum Zilienschlag wird bei der Spheroigthbde auch der Mukus in die
Untersuchung mit einbezogen. Die Spheroide rotisreeigenen Mukus und die Zilien sind
von ihrer eigenen periziliaren Flissigkeit umgeligine Veranderung dieser beiden
Komponenten der mukoziliaren Funktion wirkt sichiseahrscheinlich auch auf die
Rotationsfrequenz der Spheroide aus. Es ist afigsdnicht klar, zu welchem Anteil der
Mukus in den Spheroidkulturen weiter gebildet wikdrissen schreibt, dass in Kultur kaum
noch Schleim sezerniert wird (29, 31). Dagegenchést Frigas, dass in Bronchus-
ringkulturen Schleim gebildet wird (21). Des Wegtieikdnnten die Waschvorgange, das
Medium und der Mediumwechsel einen Einfluss aufzlisammensetzung des Schleims
gehabt haben. Die Zusammensetzung und Menge dessviukrde in dieser Arbeit nicht
analysiert.

Beim Saccharin-Test wird die mukozilidre Funktianihrer Gesamtheit, also das Schlagen
der Zilien vieler Zellen, die Koordination des 2ttischlages und der Schleim in vivo
untersucht. Dazu wird die Zeit gemessen, nachidd?Pr@band, bei dem ein Saccharin-
Stuckchen auf der Concha nasalis inferior platziemde, den Geschmack des Saccharins

wahrnimmt (24). In dieses In-Vivo-Verfahren gehderdings Storfaktoren wie der
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Geschmackssinn, Medikation und Motivation der Pnolem mit ein. Das Versuchsergebnis
hangt von der Mitarbeit der Probanden ab und inUieersuchungen von Ho konnten nur
40 % der Probanden den Saccharintest tberhaugtfdbren (24). Diese Nachteile entfallen
bei einer In-Vitro-Untersuchung wie etwa der Spickidethode.

Bei der Rhinoszintigraphie wird die mukoziliarennktion in vivo objektiv gemessen (64):
Hier wird bei ProbandenTc-99m Albumin in den untelasengang getropft und nach
Aufzeichnung lUber eine Gammakamera die Transpattgesdigkeit errechnet. Allerdings
werden bei diesem Verfahren die Probanden einahlBirg ausgesetzt und die Methodik ist
sehr aufwendig.

Wie in unserer Arbeitsgruppe gezeigt wurde, stkditSpheroid-Methode ein geeignetes
Verfahren dar, um mit geringem Aufwand und einfachitteln die mukoziliare Funktion in
ihrer Gesamtheit und den Einfluss verschiedenestanbken auf die mukozilidre Funktion in
vitro zu untersuchen. Durch die Verwendung von INgmsthel kann Material von

verschiedenen Patientengruppen und gesunden Peybantersucht werden.

4.1.4. Versuchsstoffe

In dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob sialch Zugabe von ATP die
Rotationsfrequenz der Nasalepithel-Spheroide vosu@aden und Allergikern stimulieren
l&sst und ob IL-13 einen Einfluss auf die Kultuduthe Rotation von Nasalepithel-
Spheroiden hat.

4.1.4.1. ATP

ATP gilt als potenter Stimulus zur Steigerung de&en Schlagfrequenz (41, 49, 61, 69, 74).

Aus diesem Grund wurde ATP fir die UntersuchungStenulierbarkeit der

Rotationsfrequenz der Spheroide ausgewahlt.
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4.1.4.1.1. NPE-caged-ATP

In der ersten Versuchsreihe sollte untersucht werole die Rotationsfrequenz der
Nasalepithel-Spheroide von gesunden Probanden diREhcaged-ATP gesteigert werden
kann.

Bei NPE-caged-ATP handelt es sich um eine Substimen biologische Wirksamkeit durch
Bindung an eine NPE ((1-(2-Nitrophenyl)ethyl) Esteaging-group blockiert wird. Diese
caging-group wird durch Bestrahlung mit UV-Lichber Wellenlange voh ~ 300- 360 nm
(47) abgespalten. Dadurch wird das ATP frei unchksgine Wirkung entfalten. Der Vorteil
des NPE-caged-ATP ist, dass ohne mechanischditmitder Spheroide, wie etwa
Pipettieren, eine bestimmte Menge ATP in der Varskammer freigesetzt werden kann.
Durch den Versuchsaufbau war es mdglich, die UWiaaking und somit die Aktivierung
des ATP wahrend der Videoaufzeichnung durchzufibrehden direkten Effekt des
freigesetzten ATP zu beobachten. Jedoch hat NP&deA@P nicht nur Vorteile:

Man kann nicht davon ausgehen, dass samtlichesddB&d-ATP durch die UV-Bestrahlung
photolysiert wurde, so dass mit einer niedrigeremzéntration von aktivem ATP als NPE-
caged-ATP gerechnet werden muss (27, 47).

Durch die UV-Bestrahlung zerféallt NPE-caged-ATHreies ATP und Aci-Nitro-Anion, das
sofort weiter zerféllt in Phosphat und Nitrosoapéienon (7). Auch dieses
Abspaltungsprodukt der Nitrophenylethyl-caging-grdidnnte einen Einfluss auf die
Rotationsfrequenz der Spheroide gehabt haben: Beigdacetophenon handelt es sich um
einen reaktiven Stoff, der sich chemisch nichttiwerhalt und einen Stérfaktor fir
Spektralanalysen darstellt (16). Des Weiteren wbekehrieben, dass es bei
Nitrosoacetophenon zu Wechselwirkungen mit Proteunal zur Freisetzung von Protonen
kommen kann (1).

Da fur ATP eine dosisabhangige Wirkung beschrigsenvurden fir die Versuche drei
unterschiedliche ATP-Konzentrationen gewahlt: 1@tojil, 1 mmol/l und 10 mmol/l. In
diesem Bereich wurden auch die in der Literatuchesbenen Untersuchungen durchgefihrt
(37, 49, 50, 61, 65).
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4.1.4.1.2. Disodium-ATP

In der zweiten Versuchsreihe wurde der Einfluss A&bargie und IL-13 auf die
Rotationsfrequenz von Nasalepithel-Spheroiden satdt. Zur Stimulation der mukozilidren
Funktion wurde Adenosin 5 -Triphosphat DinatriumzSaerwendet. Dieses ATP liegt in
bereits wirksamer Form vor. Dadurch konnte sich&gjkt werden, dass die in den
Versuchsansatz gegebene Menge ATP zur StimulaéoRdtationsfrequenz der Spheroide
zur Verfiigung stand. Auch die Aliquotierung, Hanoilnag und Versuchsdurchfiihrung war
hier wesentlich unkomplizierter, weil man diesesPAdicht, wie NPE-caged-ATP, vor einer
vorzeitigen Aktivierung durch Lichteinfall schitzerusste.

Der entscheidende Nachteil bei der Verwendung veiermh ATP gegeniber NPE-caged-ATP
besteht darin, dass freies ATP nach Ablauf der fategmszeit und nach Bestimmung der
basalen Rotationsfrequenz in die Versuchskammeitt@pt werden muss und es dabei zu
einer mechanischen Irritation, Schwankung der Teatpeund somit zu einer zusatzlichen
Beeinflussung der Rotationsfrequenz der Spheradenken kann. Es wird berichtet, dass
respiratorisches Epithel auf Stress wie Mediumwelcbder Pipettieren mit Ausschittung
von ATP reagiert (13, 23, 25, 61, 76). Aus diesemn@ wurde eine moglichst kleine Menge
ATP-LOsung langsam und vorsichtig in die Versuchskeer gegeben, um eine Irritation der
Spheroide gering zu halten.

Morse und Maurer fuhrten Versuche mit respirattreso Epithel in Durchflusskammern mit
einem Fluss von 250 pl/min (49) bzw. 1,2 ml/h (46) zur Bestimmung der zilidren
Schlagfrequenz durch. Dabei wurden Komplikationerckd Ausschittung von ATP nicht
beschrieben. Es ist jedoch unklar, inwieweit diesgebnisse von Versuchen mit Monolayer-
Kulturen zur ATP-Freisetzung und zur Untersuchuegalidren Schlagfrequenz in
Durchflusskammern auf das Spheroid-Modell Gibertnagerden kénnen. Um in dieser Arbeit
eine Verfalschung der Ergebnisse durch das Pipattiufzudecken, wurde zur Kontrolle
DMEM in die Kammer gegeben.

Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe hatten gezizigs die zilidre Funktion
temperaturabhéngig ist. Um eine Temperaturandedunch die Zugabe von ATP zu

verhindern wurde das ATP vor Versuchsbeginn atffiGG&rwarmt. Zusatzlich wurde
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wahrend des gesamten Versuchsablaufs die Tempéarater Versuchskammer
kontinuierlich kontrolliert. Dabei fielen keine waglichen Temperaturschwankungen (> 0,5
°C) auf.

Die Versuche wurden mit 500 pmol/l ATP durchgefiitiet in der Literatur fur diese
Konzentration eine deutliche Steigerung der mukdrah Funktion und der ziliaren
Schlagfrequenz beschrieben wurde (37, 49, 50,15, 8

4.1.4.2. Interleukin 13

IL-13 gilt als ein wesentlicher Faktor in der Pgthgsiologie einer allergischen Reaktion
vom Soforttyp, zu der unter anderem die allergidehmitis zahlt (14, 15, 22, 56, 71, 77, 83).
Es wirkt zum einen durch Aktivierung immunkompetridellen. Zum anderen wird auch
eine direkte Beeinflussung der Zellen des respisatioen Epithels durch IL-13 vermutet:
Nach Applikation von IL-13 kommt es innerhalb vatks Stunden zur Ausbildung einer
Hyperreagibilitdt, noch bevor eine Entziindungsrieakstattfindet (71). Ebenso beschrieben
wurden eine Erhéhung der Anzahl von BecherzelléiruBg der Differenzierung der Zilien
sowie der Polaritat des Epithels und VerlangsandesyZilienschlages (39). Kuperman fand
heraus, dass eine Erhéhung der Schleimsekretiam @&ime direkte Wirkung von IL-13 auf
die Zellen des respiratorischen Epithels vermitigit (38). Somit stellt IL-13 einen
interessanten Zusatz bei der Untersuchung der niiflten Funktion gesunder Probanden
und Patienten mit allergischer Rhinitis dar.

Ubertragen auf die Untersuchung der mukoziliaremkEan anhand des Spheroid-Modells

sind folgende Einflisse von IL-13 denkbar:

1) IL-13 kdnnte durch seine direkte Wirkung die Zmmsnensetzung des Mukus verandern
und so die mukoziliare Funktion beeinflussen.

2) Da im Spheroid-Modell bereits ausdifferenzieipithel untersucht wird, kann IL-13 die
Ziliogenese nicht mehr entscheidend beeintrachtigeer die Inkubation mit IL-13
kénnte zu einem rascheren Verlust der Zilien intkiusowie zu einer langsameren
Schlagfrequenz der Zilien fuhren.

3) Die von Laoukili beschriebene Stérung der Pslarung der Zellen kénnte sich auf die

Zusammenlagerung der Zellen zu Spheroiden ausw{B8&n
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4) Es koénnen auch indirekte Effekte von IL-13 imh8mid-Modell eine Rolle spielen, da
nicht auszuschlief3en ist, dass beim Birstenabstasimophile Granulozyten, Mastzellen
und T-Lymphozyten mit entnommen wurden.

Entsprechend den Angaben in der Literatur wurderVa@irsuche mit einer 1L-13-

Konzentration von 10 ng/ml durchgefihrt (14, 15,39, 68). Bei der Kultur der

Nasalepithel-Spheroide ist zu beachten, dass mgatles Well genau gleich viel Epithel

versetzt wurde und es somit zu Ungenauigkeitereirild 13-Konzentration kommen konnte.

Die Unterschiede in der Menge des Nasalepitheteimeinzelnen Wells sollten durch

Randomisierung bei der Zugabe von IL-13 ausgegticherden.

4.2. Diskussion der Ergebnisse in Versuchsreihe Wntersuchung der Stimulierbarkeit

der mukozilidren Funktion mit NPE-caged-ATP

4.2.1. Kultur von Spheroiden aus Nasalepithel gesder Probanden

Nach maximal sieben Tagen in Kultur hatten sichdmrsZellen der Birstenabstriche aller 18
Probanden Spheroide gebildet. Im Mittel betrug4hibl der entstandenen Spheroide 80 pro
Well. Im Gegensatz dazu waren in Versuchen mit Bnaalepithel in unserer Arbeitsgruppe
nur 10-20 Spheroide pro Well entstanden. Moéglicleeser konnte bei Blrstenabstrichen
wahrend einer Bronchoskopie nicht so viel Mategi@hommen werden oder die
Bronchoskopie schadigte das Epithel starker al®dienentnahme aus der Nase. Zudem
waren die Bronchoskopien bei Patienten durchgefiibrtien, die erkrankt waren und unter
Vormedikation standen. Die Abstriche von Nasalepitharen bei gesunden Probanden ohne
Vorerkrankungen oder Medikation entnommen worden.

Die Spheroide von 15 Probanden rotierten, dabeudeter Anteil der rotierenden Spheroide
im Mittel 6,06 %. Diese Ausbeute war ausreichenauersuche durchfiihren zu kénnen. Die
Rotation der Spheroide erwies sich als sehr stilbi:vier Versuche mussten abgebrochen
werden, weil die untersuchten Spheroide trotz ogieémVersuchsbedingungen nicht wahrend

des gesamten Versuches rotierten.
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Somit konnte gezeigt werden, dass sich auch awemasespiratorischem Epithel
ausreichend rotierende Spheroide kultivieren lassendamit die mukoziliare Funktion zu

untersuchen.

4.2.2. Basale Rotationsfrequenz der Spheroide in ¥&ichsreihe 1

Durch Vergleich der basalen Rotationsfrequenz gaeide sollte eine vorzeitige
Aktivierung von NPE-caged-ATP vor UV-Bestrahlungvs® ein toxischer Effekt von NPE-
caged-ATP ausgeschlossen werden. Es zeigte sish diaSpheroide der Kontrollgruppe
(Versuchsgruppe 1 ohne NPE-caged-ATP) signifikangsamer rotierten als die Spheroide
der anderen drei Versuchsgruppen, bei denen NP&deAg@P in unterschiedlichen
Konzentrationen in die Versuchskammer gegeben wonge. Dies deutet darauf hin, dass
das NPE-caged-ATP bereits vor Versuchsbeginn teveder komplett photolysiert und
somit aktiviert worden war oder dass das ATP dulielNPE-caging-group nicht komplett
blockiert war (1). Die oben genannten Ergebnisselareim folgenden Abschnitt 4.2.3.

ausfuhrlicher diskutiert werden.

4.2.3. Stimulation der Rotationsfrequenz von Nasapgthel-Spheroiden durch NPE-
caged-ATP in Konzentrationen von 100 pmol/l bis 16mol/l und Kontrolle ohne
NPE-caged-ATP

In der Kontrollgruppe (Versuchsgruppe 1 ohne NPgedaATP) sollte zunachst gezeigt
werden, dass eine Bestrahlung mit UV-Licht einedlgwéénge von 365 nm uber

10 Sekunden die Rotationsfrequenz der Nasalepggpkeroide nicht beeinflusst. Die ersten
Messungen (10, 20, 30, 40 und 50 Sekunden) nacBé&Birahlung ergaben keine
signifikante Anderung der Rotationsfrequenz. Ledigbei der letzten Messung 60 Sekunden
nach UV-Bestrahlung rotierten die Spheroide sigaift langsamer als vor UV-Bestrahlung.
Ein Effekt der UV-Bestrahlung wurde somit nicht baohtet.

In den Versuchen mit Versuchsgruppe 2-4 solltersatét werden, ob durch Aktivierung

von NPE-caged-ATP die Rotationsfrequenz der NaghlpgSpheroide gesteigert werden
kann. Dafur wurde NPE-caged-ATP in drei Konzentragn, namlich 100 pmol/l, 1 mmol/l
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und 10 mmol/l, in die Versuchskammer gegeben umdhdBestrahlung mit UV-Licht einer

Wellenlange von 365 nm lber zehn Sekunden aktiviert

In Versuchsgruppe 2 mit 100 uM NPE-caged-ATP undarsuchsgruppe 4 mit 10 mmol/l

NPE-caged-ATP kam es wahrend des gesamten Versmghesner signifikanten Anderung

der Rotationsfrequenz. In der Versuchsgruppe 3 mimol/l NPE-caged-ATP rotierten die

Spheroide, ebenso wie in der Kontrollgruppe ohn&Jf&ged-ATP, 60 Sekunden nach UV-

Bestrahlung signifikant langsamer. Der erwartetstiag der Rotationsfrequenz (49, 50)

blieb aus. Folgende Ursachen kénnten dafur veratitelosein, dass die Rotationsfrequenz

von Nasalepithel-Spheroiden nicht durch NPE-cag&&-festeigert werden konnte:
1) Das NPE-caged-ATP war bereits vor UV-Bestrahlakigy:

NPE-caged-ATP ist auch vor Aktivierung durch Phgdelnicht komplett in seiner
Wirksamkeit blockiert. Es kdnnte also schon vor B¥strahlung teilweise aktiv gewesen
sein (1). Zudem konnte das NPE-caged-ATP trotz ilebhen abgedunkelten Raumen
schon wahrend des Aliquotierens oder des Versugh®V-Bestrahlung teilweise oder
komplett photolysiert worden sein. In beiden Fallgire dann moglicherweise nach UV-
Bestrahlung ein Effekt des aktivierten ATP nichtmeu bestimmen gewesen, weil bereits
vor UV-Bestrahlung das gesamte oder ein Teil deB Aitht mehr blockiert war und

somit nicht mehr zusatzlich aktiviert werden konme Spheroide waren schon vor UV-
Bestrahlung stimuliert gewesen und hétten schnedtesrt. In einem Vergleich der basalen
Rotationsfrequenz vor Aktivierung von NPE-caged-AERte sich, dass Spheroide der
Kontrollgruppe (Versuchsgruppe 1 ohne NPE-cagedjAighifikant langsamer rotierten
als Spheroide der anderen drei Versuchsgruppeulenein NPE-caged-ATP in
verschiedenen Konzentrationen dem Versuchsansaefiigt worden war. Dies weist
darauf hin, dass tatsachlich ein Teil oder dasrges&lPE-caged-ATP vor UV-
Bestrahlung photolysiert oder nicht ausreichenditrt war.

Geht man von einer vorzeitigen Photolyse des gesaMPE-caged-ATP aus, so konnte
durch UV-Bestrahlung kein weiteres ATP mehr aktivieerden und die
Rotationsfrequenz der Spheroide nicht weiter stienthverden. War allerdings nicht das
gesamte NPE-caged-ATP vor UV-Bestrahlung phototyysse hatte nach UV-Bestrahlung
eine hohere Konzentration von aktivem ATP vorgetegs die Rotationsfrequenz der

Spheroide hatte steigern konnen. Es fand sich fetiokeiner der drei Versuchgruppen
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mit NPE-caged-ATP ein Anstieg der Rotationsfrequesazh UV-Bestrahlung.
Moglicherweise waren die ATP-Rezeptoren schon ddeshvorzeitig aktivierte ATP
besetzt oder es kam zu einer Sattigung, so dassveitere Erhéhung der ATP-
Konzentration nach UV-Bestrahlung keinen Effekt mefzielen konnte (49).

2) Das NPE-caged-ATP wurde nicht in ausreichendafl photolysiert:

Durch UV-Bestrahlung wird NPE-caged-ATP nicht o@lmphotolysiert: Ishihara zeigte,
dass nach 0,1 sec UV-Bestrahlung mit 100 W cageldgsrphotolysiert wurden. Die
Photolyse durch Laser war jedoch um das Dreizehefatfektiver als durch Bestrahlung
mit einer UV-Lampe (27). Laut McCray sind 20 mJ wid-Licht einer Wellenlange von
347 nm notwendig, um aus 5 mmol/l NPE-caged-ATP2oifl ATP freizusetzen (47).
Die optimale Wellenlange zur Photolyse von cageabes wird mit 300-360 nm
angegeben (47). Die Bestrahlung erfolgte in dersiaren dieser Arbeit mit UV-Licht
einer Wellenlange von 365 nm, also nicht ganz itmnuogden Bereich.

Des Weiteren ist die HKonzentration entscheidend fiir die FreisetzungATER: Bei
einem pH-Wert von 7,0-7,4, wie er vom Herstellardas DMEM angegeben wird, ist die
Rate von freigesetztem ATP aus NPE-caged-ATP migat im maximalen Bereich, aber
dennoch hoch (47).

Zusammenfassend muss davon ausgegangen werdedadd$BE-caged-ATP nicht zu
100 % photolysiert wurde und die Konzentration W#E-caged-ATP nicht mit der von
aktiviertem ATP gleichzusetzen ist. Wie hoch dienKentration von aktivem ATP
wirklich war, wurde nicht untersucht. Die ATP-Komzeationen waren aber relativ hoch
gewahlt, so dass auch bei geringeren Aktivierurigeraon ATP mit einem Effekt auf die
Rotationsfrequenz gerechnet werden konnte.

3) Das Abspaltungsprodukt der Nitrophenylethyl-ogggroup, das Nitrosoacetophenon,
hatte moglicherweise einen negativen EinflussdeeiRotationsfrequenz der Nasalepithel-
Spheroide:

Bei Nitrosoacetophenon handelt es sich um einédivea Stoff, von dem bekannt ist,
dass er sich rasch chemisch verandern kann und Siefaktor fur Spektralanalysen
darstellt (16). Auch wurde beschrieben, dass e¥&evendung von Nitrosoacetophenon
zu Wechselwirkungen mit Proteinen kommen kannkE$)ist also denkbar, dass

Nitrosoacetophenon in irgendeiner Weise mit dereiselbst, den Zellen der Spheroide
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oder dem Schleim interagierte. Zudem ist Nitrost@g®eenon auch in der Lage, Protonen
frei zu setzen und so den pH-Wert des Mediums dein(1). Uber einen oder mehrere
dieser Effekte von Nitrosoacetophenon kénnte dm8ation der Spheroid-Rotation
behindert worden sein. In Untersuchungen unsereeitsgruppe, bei denen der Effekt von
caged-Isoproterenol auf die Rotationsfrequenz vameéhialepithel-Spheroiden getestet
wurde, stellte sich ebenfalls der Verdacht, dassatigespaltete caging-group die Rotation
der Spheroide negativ beeinflusste.
Kontrolluntersuchungen mit bereits vor Versuchsbegihotolysiertem NPE-caged-ATP
oder isoliertem Nitrosoacetophenon wurden in deliegenden Arbeit nicht durchgefinhrt.
Geht man aber, wie oben beschrieben, davon aus pdasits vor UV-Bestrahlung ein Teil
oder das komplette NPE-caged-ATP photolysiert s@ahatte sich ein toxischer Effekt in
der basalen Rotationsfrequenz der Spheroide inugben mit héheren NPE-caged-ATP-
Konzentrationen gezeigt. Ein solcher lies sich gdieicht nachweisen.

4) Der Beobachtungszeitraum war zu kurz, um eieg8tung der Rotationsfrequenz nach
Aktivierung von NPE-caged-ATP nachzuweisen:
Morse beobachtete den Peak der ziliaren Schlaggregnach Zugabe von ATP nach ca.
zwei Minuten. In den hier durchgefiihrten Versucthemde die Rotationsgeschwindigkeit
der Spheroide nach Aktivierung von NPE-caged-Addd¢h nur fur zwei Minuten
bestimmt. Es ware also mdglich gewesen, dassftektlzon ATP erst gegen Ende oder
nach Beendigung der Versuche eintrat. DagegerispneErgebnisse anderer
Untersuchungen, bei denen ein sehr rascher (ialeweniger Sekunden) Eintritt der
Wirkung von ATP, sowie eine schnellere Wirkung b&heren Konzentrationen
beschrieben wurde (42, 50). Demnach ware zumiradiestleichte Erhéhung der
Rotationsfrequenz der Spheroide im Beobachtungamen von zwei Minuten zu erwarten

gewesen.
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4.3. Diskussion der Ergebnisse in Versuchsreihe ¥ersuche mit Nasalepithel-
Spheroiden gesunder Probanden und Patienten mitlargischer Rhinitis nach
Kultivierung mit oder ohne IL-13 und Stimulation durch freies ATP

In dieser Versuchsreihe wurde die basale und semelRotationsfrequenz von Nasalepithel-
Spheroiden gesunder Probanden und Patienten engialther Rhinitis verglichen. Zusatzlich
wurde der Einfluss von IL-13 auf die Kultur und Ridn der Spheroide untersucht.
Nachdem sich in Versuchsreihe 1 gezeigt hatte, diadRotationsfrequenz von Nasalepithel-
Spheroiden mit NPE-caged-ATP in unserem Versuclasamscht erhéht werden kann, wurde
in Versuchsreihe 2 freies, bereits aktives DisodAif in einer Konzentration von

0,5 mmol/l zur Stimulation der Rotationsfrequene 8pheroide verwendet.

4.3.1. Kultur von Nasalepithel-Spheroiden gesunddProbanden und allergischer

Patienten mit und ohne IL-13

Wie in Versuchsreihe 1 waren auch hier ausreichetierende Spheroide entstanden, um
damit Versuche durchzufuhren. In der Kultur von &legithel-Spheroiden ergaben sich
hinsichtlich der Zahl, dem Anteil der rotierendgrh8roide und deren Durchmesser keine
statistisch signifikanten Unterschiede.

Die Untersuchungen dieser Arbeit zeigten keinerfl&s von Allergie oder Inkubation mit
IL-13 auf die Entstehung von Nasalepithel-Sphenoidultivierung der Spheroide mit IL-13
veranderte nicht den Anteil der rotierenden Splaeroider deren Durchmesser. Laoukili
berichtet, dass IL-13 die Polarisation der Epitkdn durch eine gestdrte Expression der
dafur verantwortlichen Proteine negativ beeinfl88). Aufgrund dieser Ergebnisse héatte
man davon ausgehen kdénnen, dass sich in KultulLrii8 weniger Spheroide
zusammenlagern und diese vielleicht langsamer i@lgenhaupt nicht rotieren. Allerdings
verwendete Laoukili Zellen einer aufgeldsten MogelaKultur von respiratorischem Epithel
fur die Untersuchungen. Somit kbnnen diese Ergebmgcht ohne weiteres auf die Kultur

von Spheroiden aus bereits ausdifferenzierten KHpghelzellen Ubertragen werden (39).
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4.3.2. Vergleich der basalen Rotationsfrequenz

In Versuchsreihe 2 wurde vor Stimulation durch AZtihachst die basale Rotationsfrequenz
der Nasalepithel-Spheroide Uber zwei Minuten bestinZwischen den vier
Versuchsgruppen (Spheroide gesunder Probandenuoldnait IL-13 kultiviert und
Spheroide allergischer Probanden ohne und mit IinXultur) zeigte sich kein signifikanter
Unterschied der basalen Rotationsfrequenz. Weeéddi@dignose allergische Rhinitis noch die
Inkubation mit IL-13 beeinflussten die basale Rotafrequenz der Nasalepithel-Spheroide.
Dieses Ergebnis steht im Einklang mit den Untersangen von Wanner und Bayram, die
zeigten, dass die ziliare Schlagfrequenz bei Alkengn und Gesunden gleich ist (4, 74).
Andererseits gibt es auch Arbeiten, die von einekauilidren Dysfunktion bei Allergikern
berichten (3, 52, 64). Méglicherweise hangt die omiliére Dysfunktion der Allergiker auch
mit einem allergischen Asthma-Anfall zusammen dd#rsaisonal bei der allergischen
Rhinitis auf und zeigt sich nicht im Intervall. Rabeschrieb allerdings bei Asthmatikern
auch in Remission eine verlangsamte mukoziliarek&om (52). In dieser Arbeit wurde bei
Allergikern nicht zwischen perennialer allergiscRdrinitis und saisonaler allergischer
Rhinitis unterschieden. Die Proben von Allergikemrden nicht wahrend der jeweiligen
Rhinitis-Zeit entnommen. Ein Vergleich der mukamién Funktion bei Allergikern wahrend
der Allergie-Saison und in Remission wurde nichictigefuhrt.

Laoukili zeigte, dass in Spheroidkulturen von nasatespiratorischem Epithel unter Einfluss
von IL-13 weniger zilientragende Zellen entstehed die Zilien langsamer schlagen (39). In
der vorliegenden Untersuchung hatte IL-13 keinaril&ss auf die basale Rotationsfrequenz
der Spheroide. Diese unterschiedlichen Ergebnigsetkn durch die Kultivierung der Zellen
bedingt sein: Laoukili kultivierte Spheroide tbeeidNochen aus geldsten Monolayer-
Kulturen, bei denen es erst zur Ziliogenese kommaesste. In unserer Arbeit hingegen
lagerten sich die Spheroide aus bereits differeterieZellen eines Burstenabstriches
innerhalb einer Woche zusammen. IL-13 konnte solictigyweise nicht Gber eine
Beeinflussung der Ziliogenese wirken.

65



4. Diskussion

4.3.3. Stimulation der Rotationsfrequenz durch Disdium-ATP

4.3.3.1. Kontrollmessungen mit DMEM

Zur Stimulation der Rotationsfrequenz wurde in diegersuchsreihe bereits aktives ATP
verwendet. Dieses ATP musste wahrend des Versuthies Versuchskammer pipettiert
werden. Bisherige Untersuchungen unserer Arbeipggr@ergaben, dass die Spheroide sehr
empfindlich auf jede mechanische Irritation reagetUm eine mdgliche Verféalschung der
Ergebnisse durch das Pipettieren aufzudecken, wikleEM in die Versuchskammer
pipettiert. Fur alle Versuche schwammen die Spderoi DMEM in der Versuchskammer,
so dass sich dieses Medium als Kontrollsubstane abrerwartenden Einfluss auf die
Rotation der Spheroide anbot.

In Versuchen nach Protokoll A wurde DMEM zwei Miantnach der Zugabe von ATP in die
Versuchskammer gegeben. Die Zugabe von DMEM edaltgo nach Stimulation der
Rotationsfrequenz. Die Spheroide allergischer Rtdie die ohne IL-13 kultiviert worden
waren, rotierten nach Zugabe von DMEM signifikaarigsamer. In den tGbrigen drei
Versuchsgruppen fiihrte die Zugabe von DMEM zu kesignifikanten Anderung der
Rotationsfrequenz.

In Versuchen nach Protokoll B wurde DMEM vor Stiation durch ATP in die
Versuchskammer gegeben. Nur bei Spheroiden aldrgidatienten ohne IL-13-Inkubation
blieb die Rotationsfrequenz stabil. Bei Spheroigesunder Probanden mit und ohne

IL-13 in Kultur und Spheroiden allergischer Pateamtdie mit IL-13 kultiviert worden waren,
kam es nach Zugabe von DMEM zu einem statistisghifdtanten Abfall der
Rotationsfrequenz.

Wurden alle Messwerte nach Zugabe von DMEM ausdpeitersuchsprotokollen
zusammengefasst, zeigte sich in allen vier Versyrcippen ein signifikanter Abfall der
Rotationsfrequenz. Unterschiede in der Rotationskaz nach Zugabe von DMEM zwischen
den einzelnen Versuchsgruppen fanden sich nicht.

Watt und Grygorczyk berichten, dass respiratoris¢f@thel auf das Hinzupipettieren von
Medium mit Sekretion von ATP (23, 76) reagiert.vi#&e also eine Erhéhung der

Rotationsfrequenz durch die Freisetzung von ATRRratarten gewesen. Die
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Rotationsfrequenz der Spheroide blieb jedoch nagfade von DMEM stabil oder fiel sogar
ab. Somit konnte ausgeschlossen werden, dassenaumd/ersuchsansatz durch
Pipettiervorgange eine zusatzliche Stimulationdd@fRotationsfrequenz der Spheroide
ausgeubt wurde. Ein stimulierender Effekt von ATiPdie Rotationsfrequenz wéare nicht
falschlicherweise verstéarkt worden.

Eine Erklarung fir den beobachteten Abfall der Rotsfrequenz nach Zugabe von DMEM
waére eine Veranderung der Temperatur: Frihere suntBungen unserer Arbeitsgruppe
zeigten, dass die Rotationsfrequenz der Sphereidpdraturabhangig ist. Das DMEM wurde
vor dem Hinzugeben in die Versuchskammer auf 3sdf€gleiche Temperatur die in der
Versuchskammer herrschte, erwérmt. Zuséatzlich wdreldemperatur in der
Versuchskammer wahrend des gesamten Versuchsabeigssen und es wurden keine
Schwankungen registriert. Dennoch kann nicht ausgessen werden, dass sich die
Temperatur in der Versuchskammer nach der Zugabh@®©%EM minimal veranderte und
dies die Rotationsfrequenz der Spheroide beeirtigieh

Auch die mechanische Irritation durch das Pipettievder ein Wegspulen der Spheroide aus
dem sie umgebendem Mukus koénnte fir die langsaRetation nach DMEM verantwortlich

gewesen sein.

4.3.3.2. Stimulation durch Disodium-ATP

Bei Nasalepithel-Spheroiden von gesunden Probamiieohne IL-13 kultiviert wurden, war
ATP in Versuchsprotokoll A und B in der Lage, diet®ionsfrequenz signifikant zu erhdhen.
Fasst man die Werte nach Zugabe von ATP aus b¥&desuchsprotokollen zusammen und
vergleicht sie mit dem Ausgangswert, so zeigte sinlsignifikanter Anstieg der
Rotationsfrequenz. Im Vergleich der stimulierterta&ionsfrequenz der vier
Versuchsgruppen rotierten die Spheroide gesunadraRden ohne IL-13 in Kultur

signifikant schneller als die Spheroide gesundeb&nden mit IL-13 in Kultur und Spheroide
von allergischen Patienten, die mit oder ohne ILkaBiviert worden waren.

Wurden die Nasalepithel-Spheroide der gesundernaRd@n mit IL-13 kultiviert, so fand sich
in der Zusammenfassung aller Werte nach Zugabé\Wéhein signifikanter, jedoch etwas

geringerer Anstieg der Rotationsfrequenz. Diesgglitis zeigt, dass durch in die
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Versuchskammer pipettiertes ATP in einer Konzemmnaton 0,5 mmol/l, wie erwartet, die
Rotationsfrequenz von Nasalepithel-Spheroiden gesuRrobanden gesteigert werden kann.
Levin, Morse, Ovadyahu und kamen zu ahnlichen Hrigslen (42, 49, 50). Die Inkubation
mit IL-13 hatte jedoch einen Einfluss auf die Anthvauf ATP: Spheroide gesunder
Probanden, die mit IL-13 kultiviert wurden, erhdhteach Stimulation durch ATP ihre
Rotationsfrequenz nicht so ausgepragt wie Sphegedander Probanden ohne IL-13 in
Kultur. Nach den Untersuchungen Laoukilis war @iltiser negativer Effekt von IL-13 zu
erwarten gewesen (39). Interessanterweise zeigtedsr negative Einfluss von IL-13 auf die
mukozilidre Funktion erst nach Stimulation durchFAMoéglicherweise war der Effekt von
IL-13 an den Nasalepithel-Spheroiden gesunder Pd#yanicht so stark ausgepragt, dass er
sich bereits in der basalen Rotationsfrequenz ee®yt konnte die Rotationsfrequenz der mit
IL-13 kultivierten Spheroide nur nicht so ausgepigasteigert werden wie die von
Spheroiden ohne IL-13 in Kultur. Auf welche Weitell3 die Rotationsfrequenz der
Spheroide beeinflusste ist nicht klar. Moglich wénee direkte Beeinflussung der ziliaren
Schlagfrequenz, Verminderung der Zilienzahl oderdviderung der Zusammensetzung des
Mukus (38, 39). Anhand der Versuche dieser Arb@itrien dazu keine Aussagen gemacht
werden.

Spheroide von Patienten mit allergischer Rhindis,ohne IL-13 kultiviert wurden, erhéhten
weder in Versuchsprotokoll A noch in VersuchsprotbB ihre Rotationsfrequenz nach
Zugabe von ATP. Auch in der Zusammenfassung allesdWerte nach Zugabe von ATP
zeigte sich kein signifikanter Unterschied gegenislee basalen Rotationsfrequenz. Dieses
Ergebnis konnte der in der Literatur beschriebanakoziliaren Dysfunktion bei Allergikern
entsprechen (3, 9, 64): In der basalen Rotationgéez der Spheroide zeigte sich noch kein
Unterschied zwischen gesunden Probanden und Ratienit allergischer Rhinitis. Durch
Zugabe von ATP konnte die Rotationsfrequenz dee&ptie allergischer Probanden ohne
IL-13-Inkubation jedoch nicht erhéht werden. Wielalei den Spheroiden gesunder
Probanden (s. oben), fallt auch hier auf, dassaithUnterschied in der Rotationsfrequenz
gegeniber den anderen Versuchsgruppen erst nacul&ton zeigt. Moglicherweise erklart
dies, warum es in verschiedenen Untersuchungemtauschiedlichen Ergebnissen bezlglich

der mukozilidren Funktion von Allergikern kam (3,% 64, 73, 74).
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Bei Spheroiden von Patienten mit allergischer Risingdie mit IL-13 inkubiert wurden, kam
es weder in Versuchsprotokoll A noch in Versuchgpoll B zu einer signifikanten
Erh6hung der Rotationsfrequenz nach Zugabe von AffRusammenfassenden Vergleich
aller Werte nach Zugabe von ATP zeigte sich einange signifikante Steigerung der
Rotationsfrequenz. Zwischen Spheroiden allergisBlagienten mit IL-13 und Spheroiden
gesunder Probanden mit IL-13 ergab sich kein sigamter Unterschied in der stimulierten
Rotationsfrequenz. Nach Zugabe von ATP rotiertelmeSude allergischer Patienten mit IL-
13 in Kultur signifikant schneller als Spheroiderdischer Patienten ohne IL-13 in Kultur.
Dieses Ergebnis tUiberrascht. Anhand der Ergebmsden anderen Versuchsgruppen und
Untersuchungen in der Literatur hatte man bei Spten allergischer Patienten mit IL-13 in
Kultur, ebenso wie bei Spheroiden allergischer Bnolen ohne IL-13 in Kultur, keine
Erh6hung der Rotationsfrequenz bzw. eine Verschéeahg der Antwort auf ATP erwartet
(3, 39, 64). Vielleicht bietet die Methode des SpiteModells eine Erklarung: IL-13 kann
eine vermehrte Produktion von Mukus hervorrufen).(8&glicherweise war eine grol3ere
Menge Mukus im Spheroid-Modell von Vorteil, so ddgs mukoziliare Funktion der
Allergiker durch IL-13 verbessert wurde und ein@aR®on auf ATP erméglichte. Diese
Theorie steht allerdings im Widerspruch zu dem Bngge dass IL-13 bei Spheroiden
gesunder Probanden die Antwort auf ATP abschwéachte.

Vielleicht kbnnen zukinftige Untersuchungen eineagee Erklarung fur diese Ergebnisse

liefern.
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5. Zusammenfassung

5.1. Ziele

Ziel dieser Arbeit war es, anhand von Nasalepi8m@teroiden den Einfluss von IL-13 auf die
mukozilidre Funktion und deren StimulierbarkeitduATP bei gesunden Probanden und
Patienten mit allergischer Rhinitis zu untersuchen.

Bei Nasalepithel-Spheroiden handelt es sich umligegezystische Konglomerate, die sich
innerhalb von 48 Stunden aus nasalem respirat@msdtpithel zusammenlagern. Fir die
Kultur der Spheroide wurde durch Birstenabstridin@mmenes nasales respiratorisches
Epithel der Nase in flissigem Medium schwimmenditglrt. Die Oberflache der Spheroide
wird von den Zellen des nasalen respiratorischeth&p gebildet. Durch den koordinierten
Schlag der Zilien auf ihrer Oberflache rotieren Nesalepithel-Spheroide in ihrem eigenen
Schleim um ihre Achse. Die Frequenz ihrer Rotatwinde als Parameter fir die mukoziliare

Funktion verwendet.

In der ersten Versuchsreihe wurde getestet, oRadiationsfrequenz von Nasalepithel-
Spheroiden gesunder Probanden durch StimulatiohRi-caged-ATP erhdoht werden kann.
ATP wurde verwendet, da es als starker Stimulusrdawoziliaren Funktiofoekannt ist.
NPE-caged-ATP schien flir diese Versuche beson@eigiet, da es sich hierbei um ein
Molekul handelt, dessen Aktivitat durch eine Sejgreippe blockiert wird. Durch Bestrahlung
mit UV-Licht wird die Seitengruppe abgespalten i liegt in seiner aktiven Form vor.
Das NPE-caged-ATP konnte bei Versuchsbeginn ivdisuchskammer gegeben werden
und wurde nach Messung der basalen Rotationsfrequiare mechanische Irritation der
Spheroide aktiviert.

In einer zweiten Versuchsreihe wurde das nasapgrag¢srische Epithel von gesunden
Probanden und von Patienten mit allergischer Rhintir Halfte mit IL-13 und zur anderen
Halfte, als Kontrolle, ohne IL-13 kultiviert. Dabgollte untersucht werden, ob IL-13 einen
Einfluss auf die Kultur und Rotationsfrequenz vaashllepithel-Spheroiden hat und sich

Unterschiede zwischen gesunden Probanden und tatierit allergischer Rhinitis zeigen.
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IL-13 wurde fur diese Untersuchungen ausgewahltieses Zytokin einen wesentlichen
Faktor bei der Entstehung einer allergischen Hygagyibilitat darstellt und die ziliare
Schlagfrequenz vermindert. Zusétzlich wurde anltdheser Nasalepithel-Spheroide die
Stimulierbarkeit der Rotationsfrequenz der Nas#tehiSpheroide durch freies Disodium-
ATP, das wahrend der Versuche in die Versuchskarpipettiert wurde, untersucht. Es
wurde freies ATP verwendet, nachdem die Versucheaged-ATP negativ ausgefallen

waren.

5.2. Zusammenfassung der Ergebnisse

1. Bei der Kultur der Nasalepithel-Spheroide wurttdgende Gesichtspunkte beurteilt:
Dauer der Kultur, Zahl der entstandenen Spher@ideeil der rotierenden Spheroide,
sowie Durchmesser der rotierenden Spheroide. iggenesich hinsichtlich dieser
Parameter keine Unterschiede zwischen Nasaleghie¢éroiden gesunder Probanden und
Patienten mit allergischer Rhinitis. Die Inkubatimit IL-13 hatte keinen Einfluss auf
diese GroRRen.

2. Die Rotationsfrequenz der Nasalepithel-Sphergaseinder Probanden konnte durch NPE-
caged-ATP in Konzentrationen von™bis 10° mol/l nicht gesteigert werden. Dieses
Ergebnis zeigt, dass NPE-caged-ATP in diesem \¢bsansatz nicht geeignet war, die
Rotationsfrequenz von Nasalepithel-Spheroidenradhesn.

3. Die basale Rotationsfrequenz war bei Nasalep&pberoiden gesunder Probanden und
Patienten mit allergischer Rhinitis, jeweils mitduohne Inkubation mit IL-13, gleich.

Eine mukozilidre Dysfunktion der Patienten mieedischer Rhinitis oder ein negativer
Einfluss der IL-13-Inkubation lie3en sich in desshlen Rotationsfrequenz der
Nasalepithel-Spheroide nicht feststellen.

4. Die Rotationsfrequenz der Nasalepithel-Sphergeteinder Probanden liel3 sich durch
Zugabe von freiem ATP in die Versuchskammer sigaiit erh6hen. Inkubation mit IL-13
verschlechterte bei Nasalepithel-Spheroiden gesuPrddanden die Antwort auf ATP.

Dies kdnnte ein Hinweis auf direkte Effekte vonlB-auf das respiratorische Epithel sein.

71



5. Zusammenfassung

5. Nasalepithel-Spheroide von Patienten mit alsstyer Rhinitis, die ohne IL-13 kultiviert
wurden, steigerten nach Zugabe von ATP ihre Rwiatrequenz nicht. Dagegen erhdhten
Nasalepithel-Spheroide von Patienten mit allefggsdRhinitis, die mit IL-13 kultiviert
wurden, nach Stimulation durch ATP ihre Rotatioegfienz zwar nur gering, jedoch
signifikant. Im fehlenden Anstieg der Rotationgitenz der Spheroide von Patienten mit
allergischer Rhinitis, die ohne IL-13 kultiviertmden, zeigt sich méglicherweise die bei
Allergikern beschriebene mukozilidre Dysfunktion.

6. Nach Stimulation rotierten Spheroide gesundeb&tden ohne IL-13-Inkubation
signifikant schneller als Spheroide von Patiemtenallergischer Rhinitis, die mit IL-13
kultiviert wurden. Auch das kénnte eine Folge ahetkozilidren Dysfunktion bei
Allergikern sein.

7. Nach Zugabe von DMEM in die Versuchskammer hiiebRotationsfrequenz der
Spheroide stabil oder fiel ab. Dies zeigt, dassaechanische Irritation beim Hinzugeben
von Flussigkeiten in die Versuchskammer nichtdtiilmulierende Wirkung von ATP

verfalschte.

5.3. Schlussfolgerung

Die Ergebnisse fuhren zur Schlussfolgerung, das&ldsalepithel-Spheroid-Methode
geeignet ist, die mukoziliare Funktion und ihre pphakologische Beeinflussbarkeit zu
untersuchen.

Eine mukoziliare Dysfunktion zeigt sich bei Patemmit allergischer Rhinitis darin, dass die
Rotationsfrequenz der Nasalepithel-Spheroide dieagenten nicht durch Zugabe von ATP
gesteigert werden kann.

IL-13 hat moglicherweise einen direkten Einflus§ masales respiratorisches Epithel: Bei
gesunden Probanden verschlechtert es die AntwbAH®R. Bei Allergikern bewirkt IL-13
hingegen eine erhdhte Stimulierbarkeit der mukamin Funktion durch ATP, die jedoch

nicht das Niveau gesunder Probanden erreicht.
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5.4. Ausblick auf zukinftige Fragestellungen

* Ein Vergleich der Ergebnisse aus Untersuchungédem Spheroid-Modell und In-Vivo-
Methoden zur Bestimmung der mukozilidren Funkkdnnte zeigen, in wie weit die
Ergebnisse des Spheroid-Modells auf die Situationvo tbertragbar sind.

« In weiteren Versuchen kénnte die mukoziliarenkiom von Patienten mit allergischer
Rhinitis zu unterschiedlichen Zeitpunkten, ndmlichasymptomatischen Intervall und
wahrend der Rhinitisphase, sowie von Patienterperignnialer Rhinitis verglichen werden.

* Eine interessante Fragestellung wére auch eigl&ieh der mukozilidren Funktion von
Patienten mit chronischer Sinusitis, Polypsis ag@tischer Fibrose, Karthagener-Syndrom
oder anderen Krankheitsbildern im Spheroid-Modell.

» Ferner kdnnte der Einfluss weiterer Zytokine ddkearmaka auf die Kultur von
Nasalepithel-Spheroiden und deren Rotationsfrerjuatersucht werden.

*Von Interesse waren auch Untersuchungen zur Rea#fér Rotationsfrequenz der
Nasalepithel-Spheroide auf verschiedene SubstammenBeispiel weitere Nukleotide,

Pharmaka, Allergene oder Umweltschadstoffe.
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6. Abklrzungen

AECBM: Airway epithelial cell basal medium
ATP: Adenosin 5 Triphosphat

B-Zellen: B-Lymphozyten

CD: Cluster of Differentiation

DAG: Diacylglycerin

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle Medium
EGF: Epidermal Growth Factor

IgE: Immunglobulin E

IL: Interleukin

IL-13: Interleukin 13

IP 3: Inositoltriphosphat

MHC: Major Histocompabilitiy Complex
n: Anzahl

NCS: Newborn Calf Serum

NPE: (1-(2-Nitophenyl)ethyl) Ester

NO: Sickstoffmonoxid

One way ANOVA: One Way Analysis of Variance
One Way RM ANOVA : One Way Repeated Mesuares Analysis of Variance
P2: Purinozeptor Typ 2

R: Rotationsfrequenz

t: Zeit

TH: Thymozyten-Helferzellen

u: Umdrehungen

uVv: ultraviolett
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