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1. Einleitung

1. Einleitung

Das allergische Asthma ist eine chronisch-entziindliche Erkrankung bei dem eine erhohte
Reagibilitit des Tracheobronchialbaums auf unterschiedliche Stimuli Atemwegsobstruktion
mit den Symptomen Stridor und Dyspnoe verursacht (1). Der Grad der Atemwegsobstruktion
variiert beim allergischen Asthma und kann sich spontan oder unter medikamentoser
Behandlung vollstidndig zuriickbilden (2). Bei familidrer Hiufung ist eine Erstmanifestation
im Kindesalter iiblich. In der westlichen Zivilisation ist das allergische Asthma eine haufig
auftretende Erkrankung. Das Auftreten von Asthma verlduft dabei episodisch. Die Privalenz
der amerikanischen Bevolkerung betrug im Jahr 2002 7,6 %, die Pridvalenz in Deutschland lag
im Jahr 2005 bei 6,34 % (3;4). Finnische Daten aus dem Jahr 2003 beschreiben seit 1926 eine
kontinuierliche Zunahme des Krankenstandes bei Ménnern im Alter zwischen 18 und 19
Jahren (5). In Amerika betrigt die Pridvalenz von Asthma im Kindesalter 3,7 %, in
Deutschland 4,9 % (6;7). Die Manifestation wird durch verschiedene Co-Faktoren beeinflusst.
Zu diesen Co-Faktoren zihlen Ubergewicht, minnliches Geschlecht, eine positive
Familienanamnese, die soziale Schicht und Hautfarbe. Das Risiko an Asthma zu erkranken ist
fiir Asiaten relativ gering, wihrend es fiir Menschen afro-amerikanischer Abstammung erhoht
ist (8). Ein fortgeschrittenes Lebensalter und weibliches Geschlecht steigern das Risiko an den
Folgen des allergischen Asthmas zu versterben (9). In diesem Zusammenhang treten
Todesfille in Assoziation zum allergischen Asthma gehiuft in den Wintermonaten auf, hiufig
in Verbindung mit Infektionen der Atemwege (9;10). Die Behandlung von Asthma ist unter
volkswirtschaftlichen Gesichtspunkten aufwendig. Im Jahr 1999 belastete die Therapie des
allergischen Asthmas das deutsche Gesundheitssystem mit Kosten in Hohe von 2,74
Milliarden Euro (4). Hausstaub, Tierhaare, Pollen und Pilzsporen sind die héufigsten

Allergene, die zur Auslosung von allergischem Asthma fithren. In der Diagnostik wird im



1. Einleitung

intrakutanen Allergentest (Pricktest) eine Hyperreagibilitit auf verdidchtige Allergene
nachgewiesen. Im Serum ist hédufig spezifisches IgE messbar. Zwar treten Asthmaanfille
episodisch auf, jedoch ist die Entziindungsreaktion der peripheren Atemwege jederzeit
nachweisbar (2). Im Rahmen der Entziindungsreaktion tritt eine bronchiale
Blutgefisserweiterung mit erhohter GefiBpermeabilitit, paravaskuldrer Odembildung und
Sequestration von Leukozyten auf. Zusitzlich sind eine verstirkte Desquamation bronchialer
Epithelzellen und Epithelmetaplasie mit Driisenhyperplasie vorhanden. Die Kontraktion der
glatten Bronchialmuskulatur und die Hypersekretion von hochviskdsem Mucus verengen die
peripheren Bronchien. Die beschriebenen pathophysiologischen Verdnderungen fithren
klinisch zu einer eingeschrinkten Lungenfunktion mit Abfall der forcierten exspiratorischen

Einsekundenkapazitit (FEV)).

Um das allergisches Asthma auszulosen, miissen Allergene bis in die Alveolen inhaliert
werden. Im Alveolarraum werden die Allergene durch Antigen-présentierende Zellen (APC),
wie Dendritische Zellen und Makrophagen, aufgenommen und prozessiert. Fragmente des
Antigens werden MHC II-vermittelt auf der Zelloberflidche prisentiert. T-Helferzellen binden
mittels T-Zell-Rezeptor an das MHC IlI-prisentierte Antigen. Die aktivierten T-Zellen setzen
Zytokine frei und veranlassen die Proliferation von B-Zellen in antikdrperproduzierende
Plasmazellen, die das Immunglobulin E (IgE) sezernieren (11). Bei wiederholter
Allergenexposition binden Allergene an priformiertes IgE, das auf dem Mastzellrezeptor
FceRI gebunden ist. Eine Allergenbindung zwischen benachbarten mastzellstindigen FAB-
Dominen zweier IgE-Molekiile (cross-linking) verursacht eine Strukturveridnderung am Fc-
Anteil. Es folgt eine Verdnderung der Mastzellmembran mit Mastzelldegranulation und
Mediatorenfreisetzung (12;13). Dieser Vorgang wird als allergische Typ I-Reaktion
bezeichnet. IgE bindet bei Asthmatikern aulerdem an dem ,JLow Affinity Receptor® von

Makrophagen (FceRII, CD23) und fiihrt zur Freisetzung proinflammatorischer Mediatoren
7



1. Einleitung

wie TNF-alpha, IL-1 und IL-8 (14). Diese FceRII abhingige Makrophagenreaktion fiihrt
ebenso wie die beschriebene Typ I-Reaktion zur Bronchokonstriktion (15). Die allergische
Reaktion auf Allergene lisst sich in eine Friih- und eine Spétphase einteilen. Die Frithphase
tritt innerhalb von wenigen Sekunden nach Allergenprovokation auf. Es handelt sich um die
zuvor beschriebene, IgE-vermittelte Freisetzung von Histamin und Leukotrienen aus
Mastzellen. Die Histaminfreisetzung verursacht unmittelbar Bronchokonstriktion. Die
freigesetzten chemotaktischen Mediatoren fithren dann zu einer Immigration von neutrophilen
und eosinophilen Granulozyten sowie von Monozyten bzw. Makrophagen in die
Bronchialschleimhaut. Dieser Prozess wird als Spitphase bezeichnet (16). Die
eingewanderten Entziindungszellen sezernieren proinflammatorische Mediatoren wie
Leukotriene, Proteasen und Sauerstoffradikale. Diese Mediatoren verursachen ebenfalls eine
Konstriktion der Bronchien, Schleimsekretion, Odembildung und Schidigung des
Bronchialepithels. Bei fortdauerndem Antigenkontakt ist eine chronische Entziindung der

Schleimhaut nachweisbar.

1.1. Die Rolle des pulmonalen Surfactants im allergischen Asthma

In der Lunge iiberzieht der pulmonale Surfactant als Fliissigkeitsfilm die Innenwand von
Alveolen und Bronchiolen. Der Surfactant wird von Typ II-Pneumozyten und zu einem
geringen Anteil von Clarazellen produziert (17). Er besteht aus einer Lipidfraktion,
tiberwiegend Phospholipiden und einer Proteinfraktion, den vier surfactantassoziierten

Proteinen A bis D (SP-A, SP-B, SP-C und SP-D).

Lipide stellen mit rund 90 % den GroBteil der Surfactantmasse dar. Die Lipidfraktion besteht

ithrerseits zu 90 % aus Phospholipiden, die iibrigen 10 % vorwiegend aus Cholesterol. Die
8
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amphiphatischen Phospholipide reduzieren die Oberflichenspannung an der Luft-
Flissigkeitsgrenze. Das wichtigste Phospholipid ist das Phosphatidylcholin, das tiberwiegend
an gesittigte Fettsduren konjugiert ist. In diesem Zusammenhang ist die Palmitinsidure die
wichtigste Fettsdure (18;19). Das aus Palmitinsdure und Phosphatidylcholin konjugierte
Dipalmitoylphosphatidylcholin  (DPPC) ist malgeblich fir die Reduktion der
Oberflichenspannung in den Alveolen und Bronchiolen verantwortlich (20;21). Der
hydrophile Cholinrest interagiert mit der alveoldren Fliissigkeitsphase, wihrend der

hydrophobe Palmitinsidurerest in die luminale Luftphase reicht (19).

Die surfactantassoziierten Proteine werden anhand ihrer Wasserloslichkeit in eine hydrophobe
und eine hydrophile Gruppe unterteilt. SP-B und SP-C gehoren zu den hydrophoben
Proteinen. Sie stabilisieren den Phospholipidfilm des Surfactants. Das SP-B ist ein 9 kDa
kleines Protein, das iiber Thiolbriicken Oligomere unterschiedlicher Grofe aufbaut. Die
hiufigste Form ist das Dimer (22). SP-B ist das Schliisselprotein fiir einen stabilen
Surfactantfilm (23). Ein angeborener SP-B-Mangel verursacht bereits in frither Kindheit eine
schwerwiegende Stérung der Lungenfunktion, gefolgt von einem progredienten
respiratorischen Versagen. Das SP-C ist ein stark hydrophobes Protein mit einem
Molekiilgewicht von 45 kDa. Das SP-C spielt eine Rolle in der Adsorption von
Phospholipiden (24). Es stabilisiert, dhnlich dem SP-B, den Surfactantfilm und besitzt keine
bekannte immunologische Aktivitidt. Zu der Gruppe der hydrophilen surfactantassoziierten
Proteine zdhlen SP-A und SP-D. Sie gehoren in die Gruppe der Kollektine und sind wie das
Komplementsystem ein Teil der angeborenen, unspezifischen Immunabwehr und haben
immunregulatorischen Einfluss (25). Das SP-A und das SP-D sind aus vier unterschiedlichen
Untereinheiten aufgebaut. Zu diesen Untereinheiten zdhlen eine aminoterminale Region, eine
kollagenartige Dreifachhelix gefolgt von einer alphahelikalen Halsregion und einer

Kohlenhydraterkennungsdomine am C-Terminus (Carbohydrate Recognition Domain, CRD).
9
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Diese Untereinheiten bilden eine trimere Struktur. Sechs dieser beschriebenen, trimeren
Untereinheiten bilden ein bouquetférmiges octadecameres SP-A Molekiil (26;27), vier der
Untereinheiten bilden das kreuzformige SP-D (Abbildung 1.1.1.). Unter den
Surfactantproteinen stellt das SP-A die grofite Fraktion dar. In vivo liegt es in einer Reihe von
Isoformen mit einem Molekulargewicht zwischen 26 und 38 kDa vor. Die differenten Massen
der Isoformen resultieren aus Unterschieden in der Glykosylierung der CRD. Die C-terminale
Domiine von SP-A und SP-D dhnelt funktional und strukturell den C-Typ Lektinen, in dessen
Gruppe auch das Mannose-bindende Protein oder der Komplementfaktor C1q gehort. Die
Kollagenregion des SP-A ist 20 nm lang. SP-A ist eingeschrinkt wasserloslich und im
Surfactant an Lipide assoziiert. Die oberflachenspannungsreduzierenden Eigenschaften von
SP-A sind vernachldssigbar. Das SP-D ist mit 1/8 der SP-A Masse im Surfactant enthalten.
SP-D besteht aus vier Homotrimeren. Diese Homotrimere sind dodecamer zur einer
kreuzformigen Proteinstruktur mit vier Armen gleicher Lénge organisiert (26;27). SP-D
besitzt eine 171 nm lange Kollagenregion und ist gut wasserloslich. Ebenso wie das SP-A

beeinflusst SP-D die Oberflichenspannung in den Alveolen nicht nennenswert (28;29).

10
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Abbildung 1.1.1: Schematische Darstellung der unterschiedlichen Kollektine. a) Die Kollektine sind aus drei
Polypeptidketten aufgebaut. Jede besteht aus einer aminoterminalen Region, einer Kollagenregion und einer
alphahelikalen Halsregion sowie einer carboxyterminalen Kohlenhydraterkennungsdoméne. b) Das SP-A ist ein
octameres Protein, dessen Kohlenhydraterkennungsdominen bouqetformig an einem Molekiilende gruppiert
sind. ¢) Das SP-D ist ein dodecameres Protein, bei dem die Kohlenhydraterkennungsdoménen kreuzformig tiber
das Molekiil verteilt sind.

Die Entziindungsreaktion im Rahmen des allergischen Asthmas verursacht ein Kapillarleck
mit Einstrom von Plasmaproteinen in die Alveolen (30). In den Alveolarraum eingedrungene
Phosphatasen und Proteasen inaktivieren Phospholipide und surfactantassoziierte Proteine
durch Spaltung (31-33). Surfactantdysfunktion und Veridnderung der
Surfactantzusammensetzung unterhalten sich gegenseitig im Sinne eines circulus vitiosus (34-
37). Im Tierexperiment wurde gezeigt, dass Surfactantproteine und die Phospholipidfraktion
die Oberflichenspannung in der Lunge reduzieren. Zur Behandlung einer akuten

respiratorischen Insuffizienz auf dem Boden einer Surfactantdysfunktion sind mittlerweile

11



1. Einleitung

verschiedene Surfactantpriparate verfiigbar. Zulassung besitzen das Curosurf® und das
Alveofact®. Curosurf ist ein porcines Surfactant. Es wird aus Schweinelungen isoliert und
besteht zu 99 % aus Phospholipiden und zu 1 % aus Proteinen (Surfactantprotein B,
Surfactantprotein C). Es ist zur Therapie des neonatalen Atemnotsyndroms (RDS) zugelassen.
Alveofact wird aus Rinderlungen durch Lavagierung isoliert. Alveofact besteht zu 88 % aus
Phospholipiden, zu 4 % aus Cholesterol zu 8 % aus weiteren Lipiden und zu 1 % aus den
hydrophoben surfactantassoziierten Proteinen SP-B und SP-C. Alveofact wird ebenfalls zur

Therapie des RDS eingesetzt.

Neben den Surfactantpriparaten mit klinischer Zulassung sind rekombinante
Surfactantproteine bzw. isolierte Surfactantproteine verfiigbar. Diese finden zurzeit keinen
klinischen Einsatz. Sie werden jedoch zur Untersuchung wissenschaftlicher Fragestellungen
und auch in dieser Arbeit eingesetzt. Zu den verfiigbaren rekombinanten Proteinen zidhlen
unter anderem die hydrophilen Surfactantproteine SP-A und SP-D. Beide Proteine besitzen
immunregulative Eigenschaften und sind ein wichtiger Bestandteil der unspezifischen
pulmonalen Infektabwehr. Anti-inflammmatorische Effekte von SP-A und SP-D konnten in
Asthma-Tiermodellen beobachtet werden (38;39). SP-A und SP-D binden partikulédre
Allergene und Pathogene und unterstiitzen deren Elimination aus der Lunge. Zusitzlich
erhohen sie die zillidre Schlagfrequenz des respiratorischen Epithels, was die Elimination von
inhalierten Pathogenen beschleunigt (40;41). Wang et al. konnten in vitro, anhand Blut
juveniler Asthmapatienten zeigen, dass SP-A und SP-D nach Provokation die Proliferation
von Lymphozyten und die Freisetzung von Histamin hemmen (42). Diese Ergebnisse weisen
auf einen Zusammenhang von Lymphozytenproliferation und Histaminfreisetzung hin, ohne
diesen zu erkldren. Allerdings unterdriickt SP-A die Produktion von IL-8 durch aktivierte
Eosinophile und kontrolliert die Leukozytensequestration (43). SP-A und SP-D regulieren

moglicherweise auch die allergische Typ I-Reaktion durch Bindung an Allergene (42). In
12
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vitro inhibiert Surfactant dosisabhidngig die Freisetzung von Histamin aus Vollblut von
Atopikern nach Provokation mit Dermatophagoides pteronyssinus (Der p.) (44). SP-A und
SP-D regulieren ebenso die allergenspezifische Bindung von IgE an Allergene (42). Ebenso
konnte in vitro eine Hemmung der allergeninduzierten Lymphozytenproliferation durch SP-A

und SP-D nachgewiesen werden (42).

Die Phospholipidfraktion reguliert neben der bronchoalveoldren Oberflichenspannung auch
lokale pulmonale Immunreaktionen. Die Phospholipidfraktion moduliert die Aktivierung von
Lymphozyten und deren Proliferation (45-47). Im Fall des allergischen Asthmas fiihrt die
Proliferation von T-Lymphozyten zur Zytokin-vermittelten Differenzierung von B-Zellen in
Plasmazellen und dann zur Produktion von IgE. Die Freisetzung von IL-5 durch aktivierte T-
Zellen lédsst eosinophile Granulozyten in das Lungengewebe einwandern. Sequestrierte
eosinophile Granulozyten unterhalten eine chronische Inflammation durch Freisetzung von
IL-8. Die Surfactantphospholipide und die Kollektine SP-A und SP-D konnen die
beschriebene Lymphozytenaktivierung verhindern und die Entziindungsreaktion regulieren
(45;46;48;49). Eine Verdnderung der Phospholipidfraktion des pulmonalen Surfactant
begiinstigt daher, neben einer Einschrinkung der Lungenfunktion, wahrscheinlich auch eine

Storung des Immunsystems der Lunge (50).

Im bronchoalveoliren Zellbild stellen Alveolarmakrophagen mit iiber 90 % die dominierende
Zellart dar. Alveolarmakrophagen sind die erste Verteidigungslinie des Immunsystems
gegeniiber inhalierbaren Pathogenen aus der Umwelt (51). In diesem Zusammenhang ist der
Einfluss von den surfactantassoziierten Proteinen SP-A und SP-D auf die Interaktion von
Alveolarmakrophagen mit Bakterien und Pilzen gut untersucht. SP-A und SP-D binden iiber
die CRD an verschiedene Pathogene wie Bakterien, Viren, Pilze und Allergene (52;53).

Gleichzeitig binden Kollektine an die Makrophagen, um die Phagozytose von Pathogenen
13
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durch Opsonierung zu erleichtern (54;55). SP-A bindet mit einem Asparagin-gebundenen
Zuckerrest am SP-A-Rezeptor auf Makrophagen bzw. am Fc- bzw. Clg-Rezeptor (56-58).
SP-A vermittelt die Phagozytose unterschiedlicher Pathogene durch Opsonierung. Hierzu
zdhlen beispielsweise Mykobakterien, Staphylokokken, RSV-Viren und Aspergillus fumigatus
(59-62). SP-D bindet auf unterschiedlichen Rezeptoren von Makrophagen. SP-D erleichtert
Alveolarmakrophagen die Phagozytose von Pseudomonas aeruginosa durch Aggregation
(59). Des Weiteren beschleunigt SP-D durch Opsonierung die Phagozytose von
Staphylokokkus aureus, Aspergillus fumigatus und Viren (63). Sowohl SP-A wie auch SP-D
werden von Makrophagen aufgenommen und sind intrazelluldir in Phagolysosomen
nachweisbar (64). Ferner stimulieren SP-A und SP-D Makrophagen zur Produktion von
reaktiven Sauerstoffspezies (ROS). ROS wirken im Gewebe direkt bakterizid (58;65). Zuletzt
hemmen SP-A und SP-D unterschiedliche Pathogene Phagozytose-unabhéngig. SP-A und SP-
D fithren im Fall von gramnegativen Bakterien zu einer Permeabilititserhohung der
Zellmembran (66). Viren und Pilze werden durch eine SP-A- und SP-D-vermittelte Bindung

agglutiniert und inaktiviert (67-69).

Neben Pathogenen interagieren die Kollektine auch mit verschiedenen Allergenen und
beeinflussen dariiber Reaktionen des Immunsystems. SP-A und SP-D binden Calcium-
abhingig an Der p, ein Allergen der Hausstaubmilbe Dermatophagoides pteronyssinus (44).
Eine spezifische Bindung von IgE an Der p wird in Anwesenheit von SP-A oder SP-D
inhibiert. Vermutlich handelt es sich in diesem Fall um eine kompetitive Hemmung oder eine
sterische Behinderung. Ahnliche Interaktionen zwischen SP-A und Allergenen wie z.B.
Pollen sind beschrieben. Hierzu zédhlen vor allem Pollen, beispielsweise von Poa pratensis
(Wiesenrispe) und Populus nigra italica (Pyramidenpappel) (70). Poa pratensis gehort zur
Familie der SiiBgriser, Populus nigra italica ist ein Weidengewichs. Das SP-A bindet an

diese Pollen. Diese Bindung ist durch Mannose kompetitiv inhibierbar (70). Wihrend ihrer
14
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Bliitezeit sind die Pollen von Siigriasern (Dactylis glomerata, Phleum pratense) der
Hauptausloser des allergischen Asthmas (71). Die Pollen von Grésern erreichen aufgrund
thres Durchmessers von 25-60 pm den unteren Respirationstrakt kaum. Die Pollen kénnen
jedoch kleinere Pollenstidrkegranula (PSG) freisetzen. Diese PSG stellen mit ihrer Grée unter
5 um den eigentlichen inhalierbaren Bestandteil von Pollen dar (72;73). Eine Freisetzung von
Pollenstirkegranula nach Regen bzw. bei erhohter relativer Luftfeuchtigkeit oder bei
Luftverschmutzung ist nachgewiesen. Dieser Zusammenhang erklidrt eine Hiufung von
Asthmaanfillen und Allergien in Abhédngigkeit zur Witterung (74-76). Die PSG bestehen aus
Stiarke und komplexen Kohlenhydraten. Fiir verschiedene Griser konnten eine Reihe von
wichtigen Allergenen innerhalb ihrer PSG identifiziert werden. Zum Beispiel im Roggen ist
das maBgebliche PSG-assoziierte Allergen das Lol p 5, im Fall von Phleum pratense das Phl

p 5 (77:77-79).

Eine intra-tracheale Immunisierung von Ratten mit den PSG von Phleum pratense fiihrt zur
Induktion von spezifischem IgE. Nach wiederholter Provokation mit Phleum pratense PSG
war bei Ratten eine Proliferation der mediastinalen Lymphknoten als Hinweis auf eine PSG-
vermittelte zelluldre Immunreaktion nachweisbar (80). Auch Alveolarmakrophagen binden
und phagozytieren PSG (81). Die Phagozytose von PSG durch Makrophagen ist Calcium-

abhingig und kann in vitro mit EDTA inhibiert werden (81).

Wihrend der Einfluss von Surfactant auf die Interaktion zwischen Makrophagen und
Pathogenen gut untersucht ist, fehlen bislang derartige Daten zu Allergenen. Kollektine
binden und inhibieren Pathogene und erleichtern deren Phagozytose durch Opsonierung und
beeinflussen so die Immunreaktion auf Pathogene. In der vorgelegten Arbeit soll untersucht
werden, ob Surfactant einen dhnlichen Einfluss auf Allergene hat und so deren Aufnahme in

Makrophagen beeinflussen konnte.
15
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1.2. Fragestellung

Die Interaktion von Surfactant und dessen Bestandteilen mit Pathogenen ist gut untersucht.
Wie bereits dargestellt, binden SP-A und SP-D spezifisch iiber ihre CRD-Region an
Pathogene wie Bakterien, Pilze und Viren. Diese Bindung erfolgt Ca2+—abh‘angig und ist durch
EDTA kompetitiv inhibierbar. SP-A oder SP-D aggregieren E. coli, Aspergillus fumigatus
und andere Pathogene und fordern als Opsonine die Phagozytose dieser Pathogene durch

Makrophagen.

Griserpollen setzen unter Einfluss von Feuchtigkeit Pollenstirkegranula (PSG) frei. Die
inhalierbaren PSG stellen einen wichtigen Faktor fiir die Auslosung des allergischen Asthmas
dar. Die Interaktion von unterschiedlichen Surfactantkomponenten mit den PSG ist bisher
nicht untersucht worden. Es ergeben sich einige Analogien der PSG zu verschiedenen
Pathogenen, die sowohl die Gré8e als auch die Oberflacheneigenschaften betreffen. Aufgrund
von Daten, die die Interaktion von Surfactant und Pathogenen dokumentieren, wurde
vermutet, dass dhnliche Daten auch fiir die Interaktion mit Allergenen gefunden werden

konnten. Daraus ergibt sich folgende Fragestellung:

1. Interagieren unterschiedliche SP-A- und SP-D-Formen, Curosurf und Alveofact mit

Pollenstirkegranula von Dactylis glomerata?

1.1. Binden Surfactantkomponenten an die PSG?

1.2. Aggregieren die PSG in Kontakt mit den Surfactantkomponenten?

1.3. Welche Strukturen sind fiir eine Bindung und Aggregation
verantwortlich?
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2. Beeinflussen Surfactantkomponenten die Aufnahme von PSG in Makrophagen?

2.1. Vermitteln Surfactantkomponenten die Aufnahme von PSG in
Makrophagen?
2.2. Ist eine mogliche surfactant-vermittelte Aufnahme von PSG in
Makrophagen inhibierbar?
2.3. Gibt es zwischen PSG unterschiedlicher Gréserarten Unterschiede hinsichtlich der

Phagozytose durch Alveolarmakrophagen?

3. Was geschieht mit PSG nach der Phagozytose in Makrophagen?
3.1. Sind die PSG nach Aufnahme iiber einen bestimmten Zeitraum in den
Alveolarmakrophagen nachweisbar?
3.2. Welche Bedeutung hat ein moglicher Verbleib der PSG in den

Alveolarmakrophagen?
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1.3. Verzeichnis verwendeter Abkiirzungen

APSP-A Surfactantprotein A von Patienten mit
Alveolarproteinose

BAL Bronchoalveolire Lavage

BALF Bronchoalveolire Lavagefliissigkeit

CHO-Zellen Chinese Hamster Ovary Zellen

CRD Carbohydrate Recognition Domain

DPPC Dipalmitoylphosphatidylcholin

EDTA Ethylendiamintetraacetat

FACS Durchflusszytometer

FEV1 Forcierte Exspiratorische Einsekundenkapazitét

MHC Haupthistokompatibilitatskomplex (Major
Histocompatibility Complex)

Ig Immunglobulin

IL Interleukin

kDa Kilodalton

LPS Lipopolysaccharid

PBS Phosphatgepufferte Saline

PSG Pollenstidrkegranula

RDS Atemnotsyndrom

rthSP-D Rekombinantes Fragment des humanen

Surfactantprotein D

rhSP-A Rekombinantes Humanes Surfactantprotein A
ROS Reaktive Sauerstoffradikale

rSP-D Rekombinantes Surfactantprotein D der Ratte
NO Stickstoffmonoxid

TNF Tumor Nekrose Faktor



2. Material und Methoden

2. Material und Methoden

2.1. Studiendesign

Die vorliegende Studie gliedert sich in eine Reihe von aufeinander aufbauenden
Experimenten. Zunédchst wurde die Interaktion von Surfactantkomponenten mit den PSG in
einem Bindungs- und Aggregationsassay untersucht. PSG von Dactylis glomerata wurden mit
unterschiedlichen Surfactantproteinen inkubiert. Die Bindung wurde mittels konfokaler
Mikroskopie und Durchflusszytometrie untersucht. Die Aggregation von PSG durch
Surfactantkomponenten wurde mit Hilfe der Durchflusszytometrie quantifiziert. Mittels
unterschiedlicher Inhibitoren wurde die Hemmung der Aggregation untersucht. In einem
weiteren Ansatz wurde der Einfluss unterschiedlicher Surfactantkomponenten auf die
Phagozytose von PSG durch Alveolarmakrophagen gemessen. Dazu wurden
Alveolarmakrophagen mit Surfactantkomponenten und PSG inkubiert und der Anteil
phagozytierter Zellen wurde mittels Durchflusszytometrie und konfokaler Mikroskopie
bestimmt. Durch den Einsatz unterschiedlicher Inhibitoren wurde versucht, die Wirkung der
Surfactantkomponenten zu studieren. Die Alveolarmakrophagen wurden nach Phagozytose
bis zu 96 Stunden in Kultur gehalten, um das intrazelluldre Schicksal der phagozytierten PSG
mittels Durchflusszytometrie und konfokaler Mikroskopie zu verfolgen. Zusitzlich wurde

untersucht, ob sich fiir PSG anderer Graserpollen dhnliche Effekte zeigen.
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2.2. Isolation, Vermessung und Farbung der PSG

Die Pollen von Dactylis glomerata wurden von der Firma Biopol Laboratory Inc., Spokane,
Washington, USA bezogen, die Pollen von Phleum pratense von der Firma Allergon,
Angelholm, Schweden. Die Pollenstirkegranula von Dactylis glomerata oder Phleum
pratense wurde basierend auf einem Protokoll von Currie et al. gewonnen (81). Zu 200 mg
Pollen wurden 20 ml autoklaviertes, deionisiertes Wasser und 0,05 % Tween 20 hinzugefiigt.
Diese Suspension wurde 3 Minuten auf dem Riittler durchmischt und danach fiir 2 Stunden
bei 4 °C rotiert. Nach einer vier-miniitigen Zentrifugation bei 50 g und 4 °C wurde der
Uberstand durch einen 20 um Nylonfilter (VWR International, Hannover, Deutschland)
filtriert. Das gewonnene Filtrat wurde fiir 10 Minuten bei 4 °C und 2500 g zentrifugiert. Das
Pellet wurde in 20 ml steril-filtriertem, deionisierten Wasser aufgenommen und durch einen 3
pum Nylonfilter (Osmonics Minnetonka, MN, USA) filtriert. Es folgte eine erneute zehn-
miniitige Zentrifugation bei 2500 g und 4 °C. Das Pellet wurde in 1 ml sterilem PBS
(BioWhittaker, Walkersville, MD, USA) aufgenommen und zur weiteren Verwendung bei 4
°C aufbewahrt. Zur Quantifizierung der isolierten PSG wurde eine 1:100 Verdiinnung in PBS
hergestellt und die PSG wurden mit Hilfe einer Neubauer Kammer (Improved) gezihlt. Die
Menge der isolierten PSG betrug zwischen 12,0 * 10® PSG bis 19,2 * 10® PSG.

Die PSG wurden mit den Fluoreszenzfarbstoffen Alexa Fluor 488 (Molecular Probes, Eugene,
Oregon, USA) oder Alexa Fluor 546 (Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA) markiert.
Eine Suspension bestehend aus maximal 10° PSG in 500 pl sterilem PBS und 0,1 M
Natriumbikarbonat wurde dazu in ein mit Alexa Fluor-Farbstoff gefiilltes Rohrchen
aufgenommen. Die Alexa Fluor- Farbstoffe bestehen aus einem Succinimidylester, der mit
primdren Aminen von Proteinen einen stabilen Farbkomplex bildet. Durch Zugabe von
Natriumbikarbonat wurde die Fiarbelosung auf pH 8,3 eingestellt, so dass die

Succinimidylester des Farbstoffes mit den primdren Aminen der PSG-Proteine reagieren. Das
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Absorptionsmaximum des gebildeten Farbkomplex liegt fiir Alexa 488 bei 494 nm und fiir
Alexa 546 bei 556 nm. Die Emissionsmaxima liegen jeweils bei 519 nm und 573 nm. Die
Suspension wurde bei Raumtemperatur eine Stunde lichtgeschiitzt rotiert. Im Anschluss
wurden die gefarbten PSG zweimal mit 15 ml sterilem PBS gewaschen. Das PSG-Pellet
wurde nach 10miniitiger Zentrifugation bei 2500 g und 4 °C in 1 ml PBS aufgenommen. Nach
erneuter Zihlung in der Neubauer Kammer (Improved) wurden die PSG in den in vitro

Versuchen eingesetzt.

2.3. Rasterelektronenmikroskopische Bestimmung der PSG- Grofie

Die Linge und der Durchmesser der PSG wurden rasterelektronenmikroskopisch vermessen.
500 pg PSG wurden in 10 ml faserfreiem Aqua bidest. resuspendiert und im Ultraschallbad
10 Sekunden geschiittelt. Die Suspension wurde auf einen 47 mm Nucleoporefilter mit der
PorengroBe 0,2 um aufgezogen. Eine Filterprobe wurde auf den Probenteller geklebt und mit
Gold bedampft. Nach Einschleusung in das Rasterelektronenmikroskop erfolgte bei

5000facher VergroBerung die computergestiitzte Vermessung von jeweils 220 Granula.

2.4. Surfactantproteine und Surfactantkompositionen

2.4.1. Surfactantprotein A von Patienten mit Alveolarproteinose (APSP-A)

Als Quelle fiir das APSP-A diente die broncho-alveoldre Lavagefliissigkeit (BALF), die bei

der therapeutischen Bronchoskopie von Patienten mit Alveolarproteinose anfillt (82). Das

APSP-A wurde freundlicherweise von J.R. Wright, Duke University, Durham NC, USA, zur
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Verfiigung gestellt. Fiir die Experimente wurde eine APSP-A Stammlésung mit einer

Konzentration von 2 mg/ml und einem Endotoxingehalt <200 pg/mg verwendet (83).

2.4.2. Rekombinantes Humanes Surfactantprotein A (rhSP-A)

Als Alternative zur Isolierung von nativem humanen SP-A wurde im Jahr 1991 von Byk
Gulden Konstanz (heute Altana Pharma AG, Konstanz) die gentechnische Herstellung von
rhSP-A entwickelt (84). Diese Substanz wurde freundlicherweise von der Altana Pharma AG,

Konstanz zur Verfiigung gestellt. Der Endotoxingehalt des rhSP-A betrug <44 pg/mg Protein.

2.4.3. Rekombinantes Humanes homotrimeres SP-D Fragment (rfhSP-D)

Das rekombinante Humane SP-D Fragment (rfhSP-D) wurde in Escherichia coli iiber
Bakteriophagen exprimiert (85). Es handelt sich beim rfhSP-D um ein kleines homotrimeres
Molekiil mit einer GréBe von 60 kDa, wéahrend das humane SP-D eine Molekiilgrofle von 540
kDa besitzt. Das rfhSP-D besteht aus einer alpha-helikalen Halsregion mit acht Gly-Xaa-Yaa
Wiederholungen und drei CRD am C-Terminus, die dem humanen SP-D gleichen. Obwohl
das rfhSP-D wesentlich kleiner als das native SP-D ist, hat es fiir verschiedene Funktionen
immunologische Aktivitit (85;86). Das rthSP-D wurde ebenfalls von der Altana Pharma AG,

Konstanz, Deutschland zur Verfiigung gestellt. Der Endotoxingehalt des rfthSP-D betrug 40

pg/mg.

2.4.4. Rekombinantes Surfactantprotein D der Ratte (rrSP-D)
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Das rekombinante Surfactantprotein D der Ratte (rrSP-D) wurde in Chinese Hamster Ovary
Zellen (CHO-K1-Zellen) durch Transfektion mit dem SP-D cDNA-clone pEE14 der Ratte
synthetisiert (87). Das rrSP-D wird als vollstindiges Dodecamer exprimiert und ist
posttranslational glykosyliert und hydroxyliert. Es ist in Struktur und Grée vom natiirlichen
SP-D der Ratte nicht zu unterscheiden (48). pEE14-transfizierte CHO-K1 Zellen wurden fiir
acht Tage kultiviert (87). Der Zelliiberstand der Kulturen wurde gegen eine 25 mM Tris-
Aminomethanlosung (140 mM NaCl, 2 mM CaCl,) dialysiert und anschlieBend iiber einer
Maltosesdule gereinigt. Die Konzentration des gewonnenen 1rSP-D  wurde mittels
Bicinchoninicsdure-Assay (BCA-Assay, Pierce, Rockford, USA) bestimmt. Der
Endotoxingehalt betrug < 0,460 pg/ug Protein (QLC-1000 Limulus Amebocyte Lysate

Assay).

2.4.5. Surfactantextrakt aus der Schweinelunge (Curosurf)

Bei Curosurf (Nycomed Pharma GmbH, UnterschleiBheim, Deutschland) handelt es sich um
porcines Surfactant. Curosurf wird aus zerkleinerten Schweinelungen durch eine Kombination
aus Waschen, Zentrifugieren, Methanol-Chloroformextraktion und Flissigkeits-Gel-
Chromatographie gewonnen. Die isolierte Phospholipidfraktion wird in Chloroform gelost
und tiber ein Hochdruck-Filtersystem sterilisiert. Neutrale Lipide wie Cholesterol werden
chromatographisch entzogen. Curosurf liegt in einer Gesamtkonzentration von 80 mg/ml bei
pH 6,2 vor, entsprechend 74 mg/ml Phospholipiden in 0,9 %iger Natriumchloridlosung (88).
Es handelt sich zu 90 % um Phospholipide und zu 1 % um Proteine (Surfactantprotein B,

Surfactantprotein C). Die Phospholipidfraktion unterteilt sich zu 41-48 % in gesittigte
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Phospholipide (DPPC) und zu 51-58 % in andere Phospholipide. SP-A und SP-D sind im

Curosurf nicht enthalten.

2.4.6. Phospholipidfraktion aus der Rinderlunge (Alveofact)

Alveofact (Boehringer Ingelheim, Biberach, Deutschland) wird zur Therapie des
Atemnotsyndroms (RDS) eingesetzt. Es wird aus Rinderlungenlavage iiber Chloroform-
Methanol Extraktion und Zentrifugation isoliert und enthdlt 50,76 mg - 60,00 mg
Phospholipide in der Trockenmasse. Es besteht zu 88 % aus Phospholipiden, zu 4 % aus
Cholesterol, zu 8 % aus weiteren Lipiden und zu 1 % aus den hydrophoben
surfactantassoziierten Proteinen SP-B und SP-C. Alveofact enthilt keine relevante Menge an
hydrophilen surfactantassoziierten Proteinen (SP-A und SP-D). Es wird als Lyophilisat mit 50
mg Phospholipiden zur Suspension in 1,2 ml Losungsmittel (NaCl, NaHCOs;, H,O)
resuspendiert. Alveofact wurde freundlicherweise von Boehringer Ingelheim Pharma GmbH

& Co. KG, Biberach, Deutschland zu Verfiigung gestellt.

2.5. Alexa 488-Fluoreszenzmarkierung von SP-A und SP-D

Eine Dialysekassette (Slide-A-Lyzer 05-3,0 ml, 10,000 MWCO, Pierce, Rockford, USA)
wurde fiir 30 Sekunden in 200 ml PBS mit 5 pl Tween 20 gewissert. Es folgte die Injektion
von 100 pg des zu markierenden rrSP-D oder APSP-A in 1000 ul PBS in die Dialysekassette,
dann eine vierstiindige Dialyse gegen 0,1 M Natriumbikarbonatlosung (500 ml) bei 4 °C. Eine
Ampulle Alexa 488 wurde in 1 ml Natriumbikarbonatpuffer bei pH 8,3 gelost. Diese Losung

enthilt 6,2 * 10® mol Alexa 488. Zum Firben von 100 ug SP-D wurden gemil
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Herstellerangaben umgerechnet 3,3 * 10° mol Alexa benotigt, bzw. 60 ul der 6,2 * 108
molaren Alexa 488-Stammlosung. Zur Fluoreszenzmarkierung von 100 ug APSP-A wurden
4,4 * 10 mol Alexa bendtigt was 72 ul der 6,2 * 10™ molaren Stammldsung entspricht. Zur
Fluoreszenzmarkierung von 100 pg rrSP-D wurden 60 upl der Alexastammlosung in die
Dialysekassette injiziert, fiir 100 pg APSP-A wurden 72 ul verwendet. Es folgte eine
achtstiindige Inkubation in feuchter, lichtgeschiitzter Kammer unter leichter Agitation bei 4
°C. Ungebundenes Alexa 488-Fluorochrom wurde dem Ansatz danach durch 14stiindige
Dialyse gegen 2x 0,5 Liter calcium- und magnesiumfreies PBS entzogen. Das Dialysat wurde
nach 6 Stunden erneuert. Es folgte die Entnahme des fluoreszenzmarkierten
surfactantassoziierten Proteins aus der Dialysekassette und die lichtgeschiitzte Verwahrung

bei 4 °C.

2.6. Isolation der Alveolarmakrophagen aus der Sprague-Dawley Ratte

Minnliche Sprague-Dawley Ratten wurden von Charles River bezogen. Fiir den Umgang und
die Haltung der Tiere wurden die Richtlinien des NIH beachtet (‘“Principles of Laboratory
Animal Care” and the “Guide for the Care and Use of Laboratory Animals” prepared by the
Institute of Laboratory Animal Resources, National Research Council, and published by the
National Academy Press, revised 1996.). Das Gewicht der Ratten betrug zum Zeitpunkt des
Experiments 300 bis 470 g. Die Ratten wurden durch eine intraperitoneal applizierte, letale
Dosis von 160 mg Narcoren (Veterinaria AG Ziirich, Schweiz) schmerzlos getotet. Das
Abdomen wurde mittels Medianschnitt er6ffnet und die Lebervene zur Exsanguination
durchtrennt. Es folgte die cervicale Priparation und Kaniilierung der Trachea. Der Thorax
wurde durch einen linksseitigen Parasternalschnitt vom Xiphoid aus eroffnet, und die Lunge

wurde samt Trachea aus dem Thorax entnommen. Rattenalveolarmakrophagen wurden mittels
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bronchoalveoldrer Lavage (BAL) gewonnen. Nach Entnahme wurde die Lunge 8mal mit 10
ml PBS lavagiert. Die gewonnene BALF wurde bei 250 g fiir 10 Minuten zentrifugiert, der
Uberstand wurde anschlieBend verworfen. Nach Resuspension des Zellpellets in 5 ml
Medium (RPMI 1650 mit L-Glutamin + 10 % fetales, hitzeinaktiviertes Kélberserum + 1 %
Penicillin/Streptomycin) wurde ein Teil der Zellen mit Trypanblau gefidrbt und Zellzahl sowie
Vitalitdt wurden mit Hilfe der Neubauer-Zihlkammer bestimmt. Darauf wurden die Zellen

entsprechend der Versuchsprotokolle aufgeteilt und inkubiert.

2.7. Konfokale Mikroskopie

Das verwendete konfokale Mikroskop war ein Zeiss LSM 510 META (Zeiss, Jena,
Deutschland). Das Mikroskop ist mit einem Argonlaser (488 nm) und zwei Helium-
Neonlasern (543 nm und 633 nm) ausgestattet. Bei der konfokalen Mikroskopie konzentriert
sich der Laserstrahl auf einen Punkt im Untersuchungsobjekt. Der Strahl wird im
Rasterverfahren Punkt fiir Punkt und Zeile fiir Zeile iiber das Prédparat gefiihrt. Durch die
punktformige Fokussierung ergeben sich bei iibereinander gestapelten Ebenen rdumliche
Bilder. Zur Auswertung der Bindung, Aggregation und Aufnahme von PSG in
Alveolarmakrophagen sowie der Bindung von Alexa Fluor 488 gefirbten Surfactantproteinen
an die PSG wurde ein 63 x Olimmersionsobjektiv verwendet. Die Zellen wurden fiir die
konfokale Mikroskopie fixiert, mit Evans Blue gefdrbt und in Chamber slides unter dem
Mikroskop betrachtet. Der Vorteil der Chamber sildes gegeniiber herkommlichen Zytospin-
Préparationen liegt darin, dass die Zellen ihre kugelférmige Struktur behalten und nicht flach
auf den Objekttrager gedriickt werden. Das ermdglicht die eindeutige Darstellung der
gebundenen beziehungsweise aufgenommenen PSG pro Zelle. Fiir die Auswertung wurden

mindestens 100 Alveolarmakrophagen pro 3D-Bild gezihlt. Die Fluoreszenz von Alexa 488
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wurde mit dem Argonlaser bei einer Wellenlidnge von 488 nm angeregt und die Emission bei
500 bis 530 nm detektiert. Alexa 546 und Evans Blue wurden mit dem Heliumlaser angeregt

und die Wellenldnge bei 560 nm gemessen.

2.8. Durchflusszytometrie (FACS)

Mittels Durchflusszytometrie wurden die Bindungs- und Aggregationsassays sowie die
Phagozytoseassays durchgefiihrt. Verwendet wurde ein FC 500 Durchflusszytometer
(Beckman Coulter, Fullerton, USA). Das Durchflusszytometer war mit einem 488 nm
Argonionenlaser und mit einem 635 nm Diodenlaser bestiickt. Es wurden pro Experiment
mindestens 5000 Zellen analysiert. Die Zellzdhlung erfolgte anhand positiver Zellkernfarbung
mittels To-Pro 3. Die Durchflusszytometrie ermoglicht die Analyse einzelner Zellen anhand
ihrer optischen Eigenschaften. Das von der Zelle in Richtung des Laserstrahls gestreute Licht
wird von einem ,Forward-Scatter“-Detektor (Vorwirtsstreulicht, FSC) in der Ebene des
Laserstrahls detektiert, der ,,Sideward-Scatter‘-Detektor (Seitwértsstreulicht, SSC) und die
Fluoreszenz werden rechtwinklig zum Laserstrahl gemessen. Das Vorwirtsstreulicht
korreliert mit der Zell- bzw. Partikelgrole, das Seitwértsstreulicht dient der Detektion der
internen Struktur, der Granularitit der Zelle. Neben Grofle und Granularitidt kann das FACS
simultan emittiertes Licht von drei unterschiedlichen Wellenldngen (FL1, FL2, FL3)
quantitativ  bestimmen. Diese wellenldngenspezifische Lichtemission wird durch
Fluoreszenzfarbstoffe, die an Zellbestandteile gekoppelt werden, erzielt. Fiir die Experimente
wurden die Fluoreszenzfarbstoffe Alexa 488 (Molecular Probes, Eugene, OR, USA) und
Alexa 546 (Molecular Probes, Eugene, OR, USA) verwendet. Zusitzlich wurde To-Pro 3

(Molecular Probes, Eugene, OR, USA) als Kernfarbstoff verwendet.
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Die durchflusszytometrische Analyse der Aggregation erfolgte im FSC-Kanal, der die
Granulagroe misst. Dieses Verfahren wurde bereits fiir Aggregation von Bakterien und
Zellen beschrieben (89;90). Als Kontrolle dienten PSG, die nicht mit Surfactantproteinen
inkubiert wurden. Die gemessene mittlere Intensitit im FSC-Kanal wurde prozentual zur
Kontrolle (=100 %) ausgedriickt. Die Bindung von Surfantantprotein an PSG wurde ebenfalls
durchfluBzytometrisch bestimmt. Fiir den Bindungsassay erfolgte die Fluoreszenzmarkierung
von PSG mittels Alexa 546 und den Surfactantproteinen mittels Alexa 488. Als Kontrolle
wurde EDTA hinzugegeben, das die calciumabhidngige Bindung der Surfactantproteine
verhindert. Fiir die Phagozytoseassays erfolgte eine Zellfarbung mit To-Pro 3, die PSG
wurden mit Alexa 488 gefarbt. Aus jeder Probe erfolgte die Analyse von mindestens 5000

Ereignissen.

2.9. Bindungs- und Aggregationsversuche

Fir den Bindungsassay wurden APSP-A und 1rSP-D mit Alexa Fluor 488
fluoreszenzmarkiert. Die PSG von Dactylis glomerata wurden mit Alexa Fluor 546 gefirbt.
Fir den Bindungsassay wurden 2 * 10° Alexa 546-gefarbte PSG mit den geférbten
Surfactantproteinen APSP-A (1-10 pg) und rrSP-D (1 pg) in 1 ml Medium fiir acht Stunden
inkubiert. Fiir die konfokalmikroskopische Analyse wurden Zytospinprédparate angefertigt.

Im Aggregationsassay wurden 2 * 10° PSG (Alexa 546-fluoreszenzmarkiert) mit
verschiedenen Surfactantproteinen in 1 ml Medium ohne Zellen fiir acht Stunden bei 37 °C
inkubiert. Die Surfactantkomponenten rhSP-A (1-30 pg/ml), APSP-A (1-10 pg/ml), rthSP-D
(1-30 pg/ml) und rrSP-D (1 pg/ml) wurden hinzugefiigt. Es wurden hdhere Konzentrationen
von Surfactantproteinen eingesetzt, wenn bei niedrigen Konzentrationen keine Effekte

nachweisbar waren. Weitere Ansitze enthielten zusitzlich die Inhibitoren EDTA (10 mM),
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Maltose (100 mM) und Galaktose (100 mM) (42;91). Die Negativkontrollen ohne Inhibitoren
wurden bei 4 °C inkubiert. Nach der Inkubation wurden die PSG zentrifugiert, fixiert und
analysiert. Die Auswertung erfolgte mittels Durchflusszytometrie und konfokaler
Mikroskopie. Die GroBBenbestimmung der Aggregate erfolgte im Durchflusszytometer durch
die Bestimmung der durchschnittlichen Intensitit im FSC-Kanal. Diese Methode wurde
bereits fiir Zellen und Bakterien beschrieben (89;90). Die Messungen wurden auf die nativen
PSG, die ohne Surfactantprotein inkubiert wurden, normiert (=100 %). Fiir die konfokale
Mikroskopie wurden die Alveolarmakrophagen mit Paraformaldehyd fixiert und mit Evans

Blue gefirbt.

2.10. Phagozytose der PSG durch Alveolarmakrophagen

Fiir diese Versuche wurden die Alveolarmakrophagen (2 * 105) in 1 ml Medium (RPMI 1640
+ 10 % FCS + 1 % Penicillin/Streptomycin) in Kultur genommen. Es folgte die Inkubation
mit unterschiedlichen Surfactantkomponenten (250 pg/ml Curosurf, 250 pg/ml Alveofact, 30
pug/ml rhSP-A, 1 pg/ml APSP-A, 30 pg/ml rthSP-D, 1 pg/ml rrSP-D) fiir 40 Minuten bei 37
°C und 5 % Kohlendioxidgehalt in Polypropylen Rohrchen. Zur Bestimmung der
Dosisabhingigkeit auf die Bindung und Aufnahme der PSG durch Alveolarmakrophagen
wurden APSP-A und rrSP-D in den Konzentrationen 0,1 pg, 0,25 pg, 0,5 pg, 1,0 ug, 2,5ng,
5,0 ng eingesetzt. Eine Kontrolle wurde ohne Surfactantzusatz und eine weitere Kontrolle mit
Surfactant bei 4 °C mitgefiihrt. Es wurden in einen Verhéltnis von 10:1 die mit Alexa 488-
gefirbten PSG (Dactylis glomerata, Phleum pratense) mit den Alveolarmakrophagen fiir acht
Stunden bei 37 °C, beziehungsweise bei 4 °C fiir die Negativkontrolle, inkubiert. Zur
Vorbreitung fiir die durchflusszytometrische Analyse wurden die Zellen fiir 10 Minuten bei

250 g und 4 °C zentrifugiert und das Zellpellet mit 2 ml einer 2 %igen
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Paraformaldehydlosung (Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland) mit 12 mM Natriumazid
(Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland) fiir 20 min bei Raumtemperatur fixiert. Die fixierten
Zellen wurden mit 1 ml PBS gewaschen, erneut zentrifugiert und in einem Gesamtvolumen
von 400 pl PBS aufgenommen. Fiir die anschlieBende Durchflusszytometrie wurde eine
Kernfarbung mit 2 yumol To-Pro 3 durchgefiihrt. Pro Probe wurden 10.000 Zellen im
Durchflusszytometer gezihlt, hierzu wurde ein Gate auf die To-Pro 3-positiven Zellen gelegt.
Der Prozentsatz PSG-positiver Zellen wurde ermittelt, indem ein Gate auf die positiven

Zellen gesetzt wurde.

Auch fiir die konfokale Mikroskopie wurden die Alveolarmakrophagen mit Paraformaldehyd
fixiert. Die Fdrbung der Zellen erfolgte mit Evans Blue. Evans Blue diffundiert in das
Cytoplasma fixierter Zellen und firbt diese gleichméBig blau an. Mittels dreidimensionaler
Rekonstruktion der Schichtaufnahmen durch konfokale Mikroskopie wurde differenziert, ob
die Alexa 488-markierten PSG auf der Oberfldche der Alveolarmakrophagen gebunden waren
oder intrazellulidr lagen. Auch fiir diese Versuche wurden Zellen bei 4 °C inkubiert, da bei
dieser Temperatur keine Phagozytose der PSG erfolgt und eine intrazellulire Aufnahme
ausgeschlossen werden konnte. So konnte der Anteil der Zellen ermittelt werden, die die PSG

lediglich gebunden hatten. Insgesamt wurden ca. 100 Zellen pro Sektion ausgewertet.

2.11. Funktionelle Untersuchung der rrSP-D vermittelten Phagozytose von PSG

(Inhibition)

Um den Mechanismus der Phagozytose von SP-D zu untersuchen, wurden in 2% 10°
Alveolarmakrophagen jeweils die Inhibitoren (10 mM EDTA, 100 mM Maltose, 100 mM
Galaktose), und 1 pg rrSP-D pipettiert. Die Zellen wurden fiir 40 Minuten bei 37 °C und 5 %
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Kohlendioxidgehalt vorinkubiert. Eine weitere Inkubation erfolgte fiir acht Stunden nach
Zugabe von 2% 10° Alexa Fluor 488 gefirbten PSG. Im Anschluss wurden die

Alveolarmakrophagen zentrifugiert, fixiert und mittels Durchflusszytometrie ausgewertet.

2.12. Untersuchung des Einflusses von Calcium auf die rrSP-D vermittelte

Phagozytose von PSG

2 * 10° Alveolarmakrophagen wurden in 1ml RPMI 1640 Medium mit 1 %
Penicillin/Streptomycin ohne FCS aufgenommen und einmal mit und einmal ohne 1 mg rrSP-
D bei 4 °C und bei 37 °C fiir 40 Minuten inkubiert. Alexa 488-markierte PSG von Dactylis
glomerata wurden in einem Verhiltnis von 10:1 zu den Zellen pipettiert. Es folgte eine
Inkubation von acht Stunden bei 4 °C und 37 °C bei 5 % Kohlendioxidgehalt. In weiteren
Ansitzen wurde 1 mM CaCl, zugefiigt. Die Aufbereitung der Zellen fiir die FACS-Analyse

erfolgte analog zu den vorhergehenden Versuchen.

2.13. Langzeitbeobachtung der phagozytierten PSG in den Alveolarmakrophagen

2 * 10° Alveolarmakrophagen wurden mit und ohne rrSP-D (1 pg) fiir 40 Minuten bei 37 °C
und 5 % Kohlendioxidgehalt vorinkubiert. AnschlieBend wurden Alexa 488-gefirbte PSG
von Dactylis glomerata im Verhiltnis 20:1 zu den Zellen hinzugefiigt und fiir acht Stunden
inkubiert. Um nach acht Stunden Inkubationszeit eine weitere PSG-Aufnahme zu verhindern,
erfolgte die Separation der Alveolarmakrophagen von den PSG iiber einen Percollgradienten.
Aus der Percollstammldsung (Amersham, Buckinghamshire, UK) wurde mit PBS eine 5 %ige
und 65 %ige Losung hergestellt. In 15 ml Falconrohrchen (Becton Dickinson, Heidelberg,

31



2. Material und Methoden

Deutschland) erfolgte die Uberschichtung der 5 % Percollésung (3 ml) auf die 65 % Losung
(3 ml). Die Zellsuspension wurde iiber den Percollgradient geschichtet und fiir 35 Minuten bei
3500 g und 4 °C zentrifugiert. Nach Zentrifugation befanden sich die Alveolarmakrophagen
in der Zwischenphase, wihrend sich die freien, ungebundenen PSG am Boden des Rohrchens
befanden. Die Zwischenphase wurde mit Hilfe einer 2 ml Messpipette (Becton Dickinson,
Heidelberg, Deutschland) abgenommen und zweimal mit 1 ml PBS gewaschen. Nach der
letzten Zentrifugation (250 g bei 4 °C) wurde der Uberstand abgesaugt und die Zellen erneut
mit 0,5 ml Vollmedium in Kultur genommen. Die Zellen wurden direkt nach der
Percollseperation sowie nach 24 Stunden, 48 Stunden, und 96 Stunden nach der Separation
zur FACS-Analyse aufgearbeitet. Zur Analysevorbereitung wurden die Zellen wie oben
beschrieben fiir 10 Minuten bei 250 g und 4 °C zentrifugiert. Das Zellpellet wurde mit 2 ml
einer 2 %igen Paraformaldehydlosung mit 12 mM Natriumazid fiir 20 min bei
Raumtemperatur fixiert. Es folgte Waschen mit 1 ml PBS und erneute Zentrifugation bei 250
g und im Anschluss Resuspension in einem Gesamtvolumen von 400 ul PBS. Fir die

anschlieende FACS-Analyse wurde eine Zellkernfarbung mit To-Pro 3 durchgefiihrt.

2.14. Statistik

Die statistische Datenanalyse fiir Einzelwerte erfolgte mittels ungepaartem, zweiseitigem t-
Test. Die Signifikanzgrenzen wurden unter Beachtung der Bonferronikorrektur angegeben.

Werte von p<0,05 wurden als statistisch signifikant betrachtet.
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2.15. Material- und Geriteliste

Reagenzien Hersteller

Alexa Fluor 488 Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA

Alexa Fluor 546 Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA

Alveofact Boehringer Ingelheim Pharma GmbH,
Biberach

APSP-A J. R. Wright, Duke University, Durham
NC, USA

Calciumchlorid Sigma-Aldrich, Miinchen

Curosurf Nycomed Pharma GmbH,
Unterschleissheim

Dactylis glomerata Pollen

Evans blue
Fotales Kilberserum
Galaktose

Limulus Amebocyte Lysate Assay QLC-1000

Maltose

Narcoren

Natriumazid
Natriumphosphatpuffer (ph 7,5)
Paraformaldehyd 2 %

PBS

Biopol Laboratories Inc., Spokane
Washington, USA
Sigma-Aldrich, Miinchen
Biochrom, Berlin

Sigma-Aldrich, Miinchen
Bio-Whittaker, Walkersville, Maryland,
USA

Sigma-Aldrich, Miinchen
Veterinaria AG, Zirich, Schweiz
Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen

Bio-Whittaker, Walkersville, Maryland,
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Penicillin/Streptomycin
Percoll

Phleum pratense Pollen
rfthSP-D

rhSP-A

rrSP-D

RPMI 1640

To-Pro 3

Tween 20

Gerite und Materialien

USA

Sigma-Aldrich, Miinchen

Amersham, Buckinghamshire, UK
Allergon, Angelhom, Schweden

Altana Pharma, Konstanz

Altana Pharma, Konstanz

J.R. Wright, Duke University, Durham
NC, USA

Bio-Whittaker, Walkersville, Maryland,
USA

Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA

Sigma-Aldrich, Miinchen

Hersteller

20 um Nylonfilter

3 um Nylonfilter

Cytomics Durchflusszytometer

Neubauer Zdhlkammer (Improved)

Nucleoporefilter 0,2 um

Polypropylenrohrchen, Falcon

Rasterelektronenmikroskop
Slide-A-Lyzer (05-3,0 ml)

Zeiss LSM 150 Meta Zeiss

VWR International, Hannover
Osmonics Minnetonka, Minnesota, USA
Becton Dickinson, Heidelberg

Merck, Darmstadt

VWR International, Hannover

Becton Dickinson, Heidelberg
Carl-Zeiss Optik und Messtechnik, Jena
Pierce, Rockford, USA

Carl-Zeiss Optik und Messtechnik, Jena

34



3. Ergebnisse

3. Ergebnisse

3.1. Rasterelektronenmikroskopische Darstellung der Grofie und des Durchmessers der

PSG von Dactylis glomerata und Phleum pratense

Es erfolgte rasterelektronenmikroskopische (REM) Vermessung von 212 Dactylis glomerata
PSG bzw. 212 Phleum pratense PSG (Abbildung 3.1.1). Die PSG wiesen iiberwiegend eine
ovale Form auf. Die mittlere PSG-Lénge fiir Phleum pratense betrug 1,49 + 0,53 um bzw.
1,34 + 0,43 pum fiir Dactylis glomerata. Der mittlere PSG-Durchmesser fiir Phleum pratense
betrug 0,99 + 0,33 um und 0,95 + 0,24 um fiir Dactylis glomerata. Somit waren die Phleum

pratense PSG eher groBler als die Dactylis glomerata PSG (Abbildung 3.1.2).

Abbildung 3.1.2: Rasterelektronenmikroskopische Darstellung der PSG-Freisetzung aus Pollen.
Links unten im Bild ist ein Pollenkorper der PSG freisetzt (Taylor et al. J Allergy Clin Immunol
2002).
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Abbildung 3.1.2: Rasterelektronenmikroskopische Vermessung der PSG von Dactylis glomerata
sowie Phleum pratense PSG. Die X-Achse stellt Linge bzw. Durchmesser in um dar, die Y-Achse die
Anzahl der PSG in Abhingigkeit der Grofe auf der X-Achse.

3.2. Aggregation von PSG durch rrSP-D und im geringen Maf} von APSP-A

Die Dactylis glomerata PSG aggregieren in Anwesenheit von rrSP-D (Abbildung 3.2.1). Die
in der Kontrolle bei 37 °C gemessene Aggregation entsprach 100 % (n=7). In Gegenwart von
1 pg/ml rrSP-D (n=6) betrug die relative Aggregation von Dactylis glomerata PSG 2495 +
121 % (Abbildung 3.2.2.). Die relative Aggregation in Anwesenheit von 10 ug/ml APSP-A
war mit 313 + 166 % (n=6) signifikant geringer als die unter rrSP-D-Einfluss (rrSP-D vs.
APSP-A, p < 0,001, t-Test). Die iibrigen Surfactantpriparate rhSP-A (30 pg/ml, n=4) und
rfhSP-D (30 pg/ml, n=4) hatten keinen messbaren Einfluss auf die Aggregation von Dactylis
glomerata PSG. Die rrSP-D-vermittelte Aggregation konnte durch Entzug von Calciumionen

(n=5) vollstdndig inhibiert werden (rrSP-D vs. rrSP-D + EDTA, p<0,001, t-Test). 100 mM D-
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Maltose (n=5) fiihrten zu einer signifikanten und 100 mM D-Galaktose (n=3) zu einer nicht-
signifikanten, partiellen Inhibition der rrSP-D vermittelten Aggregation von PSG (rrSP-D vs.
rrSP-D + Maltose, P < 0,001, t-Test). Die schwache APSP-A vermittelte Aggregation wurde

durch EDTA unspezifisch und Maltose spezifisch inhibiert.

ohne rrsP-D . +rSP-D ( 1pg)
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Abbildung 3.2.1: FACS-Analyse der rrSP-D-vermittelten PSG-Aggregation (1 ug rrSP-D/ml). Die
Grafiken links zeigen die Negativkontrolle in Abwesenheit von rrSP-D. Die Grafiken rechts stellen die
PSG Aggregation unter rrSP-D-FEinfluss dar. Die oberen Grafiken stellen die Partikelgrosse auf der X-
Achse (FSC) dar, die Partikelgranularitdt auf der Y-Achse (SSC). Die unteren Grafiken stellen die
Ereignissumme (gezédhlte PSG-Partikel) auf der Y-Achse in Abhiingigkeit von der Partikelgrofe (FSC)
dar.
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Abbildung 3.2.2: Messung der SP-vermittelten PSG-Aggregation im FACS. Eine maximale
Aggregation von Dactylis glomerata PSG im Vergleich zur 37 °C-Kontrolle erfolgte unter Einfluss
von rrSP-D (¥*,p<0,01 ). AP-SP-A fiihrte im Vergleich zur 37 °C-Kontrolle ebenfalls zu einer
messbaren PSG-Aggregation (*, p<0,05), jedoch signifikant geringer als im Vergleich zu rrSP-D (+,
p<0,05). Der Einfluss von rrSP-D auf die PSG-Aggregation wurde vollstindig durch EDTA (###,
p<0,001) und partiell durch Maltose (Mal) (##,p<0,001) und Galaktose (Gal) (#, p>0,05) inhibiert. Die
APSP-A vermittelte Aggregation wurde durch EDTA (---, p>0,05) unspezifisch und spezifisch durch
Maltose (--, p>0,05) und Galaktose (-, p>0,05) inhibiert (t-Test).

3.3. rrSP-D bindet calciumabhingig an Dactylis glomerata PSG

Mittels konfokaler Mikroskopie erfolgte ein qualitativer Bindungsnachweis von rrSP-D an
Dactylis glomerata PSG. Die Abbildung 3.3.1 links zeigt das fluoreszenzmarkierte rrSP-D
(griin) auf der Oberfliche der PSG. Diese Bindung zwischen rrSP-D und PSG erfolgt
calciumabhiéngig und war durch EDTA vollstindig inhibierbar Abbildung 3.3.1 rechts. Im
Gegensatz zum rrSP-D konnte keine Bindung von APSP-A an die PSG nachgewiesen werden.
Auch bei 10fach hoherer Konzentration (10 pg/ml) konnte mit dieser Technik fiir das APSP-

A keine Bindung an Dactylis glomerata PSG nachgewiesen werden.

38



3. Ergebnisse

Abbildung 3.3.1: Dactylis glomerata PSG binden rrSPD. Das Foto auf der linken Seite zeigt Alexa
488-markiertes rrSP-D (griin), dass an die Alexa 546-markierten PSG (rot) bindet und sie aggregiert.
Im Vergleich zeigt die rechte Seite Alexa 546-markierte PSG unter Einfluss von EDTA. Entzug der
Calciumionen durch EDTA inhibiert vollstindig die Bindung von rrSP-D an die PSG.

Die Bindung von rrSP-D an PSG konnte auch mittels FACS quantifiziert werden (Abbildung
3.3.2). Die Bindung wurde im FACS mit Alexa 488-markiertem rrSP-D gemessen (n=3) und
zeigte 67,8 £9,2 % rrSP-D positive PSG (1rSP-D, p < 0,05, t-Test). Zugabe von EDTA fiihrte
zu einer vollstindigen Inhibition der Bindung von rrSP-D an PSG (n=3), mit 1,2 + 1,6 %
positiven PSG (rrSP-D vs. rrSP-D + EDTA, p < 0,05, t-Test). Die Bindung von Alexa 488-

markierten SP-A an die PSG konnte auch mit dieser Technik nicht nachgewiesen werden.
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Abbildung 3.3.2: Durchflusszytometrisch konnte nur fiir Alexa 488-markiertes rrSP-D eine Bindung
an Dactylis glomerata PSG nachgewiesen werden. Diese Bindung konnte durch Entzug von Calcium
durch EDTA vollstindig inhibiert werden. Fiir APSP-A konnte auch mit dem Durchflusszytometer
keine Bindung an PSG nachgewiesen werden.

3.4. Nur rrSP-D fordert die Bindung bzw. Phagozytose von Dactylis glomerata PSG

durch Alveolarmakrophagen

Alveolarmakrophagen inkubierten fiir 40 Minuten bei 37 °C mit 250 pg/ml Curosurf (CS,
n=4), 250 pg/ml Alveofact (AF, n=4), 30 ug/ml rthSP-A (n=4), 1 ug/ml APSP-A (n=7), 30
pg/ml rthSP-D (n=4) und 1 pg/ml rrSP-D (n=7). Alexa 488-fluoreszenzmarkierte Dactylis

glomerata PSG wurden im Verhiltnis von 1:10 zugefiigt und fiir 8 Stunden bei 37 °C (n=7)
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weiter inkubiert. Die Alveolarmakrophagen und die markierten PSG wurden bei 37 °C und 4
°C fiir 8 Stunden inkubiert. In der Durchflusszytometrie zeigte die 37 °C Kontrolle 14,3 + 1,9
% PSG-positive Zellen, die 4 °C Kontrolle 7,1 + 1,1 % PSG-positive Zellen. Die Inkubation
mit 1 mg/ml rrSP-D erhohte die Anzahl PSG-positiver Zellen im Vergleich zur 37 °C-
Kontrolle signifikant auf 44,6 + 4,6 % (p < 0,001, t-Test). Im Vergleich zur 37 °C Kontrolle
zeigten auch hohe Konzentrationen von APSP-A (10 pg), thSP-A (30 pg) und rfthSP-D (30
pg) keinen Einfluss auf die PSG Aufnahme durch Alveolarmakrophagen (Abbildung 3.4.1).
Weder Curosurf noch Alveofact beeinflussten die Bindung bzw. Phagozytose von PSG durch
Alveolarmakrophagen. Aus diesem Grund wurden auf die Verwendung dieser Préparate in

den tibrigen Experimenten verzichtet.
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Abbildung 3.4.1: Phagozytose von Dactylis glomerata PSG in Gegenwart unterschiedlicher
Komponenten des Surfactant. Weder Curosurf (CS) noch Alveofact (AF) bzw. rhSP-A und APSP-A
konnten die Phagozytose von PSG durch Alveolarmakrophagen erhohen. Allein das dodecamere rrSP-
D fiihrte zu einer signifikanten Induktion von Bindung/ Phagozytose (* im Vergleich zur 37 °C
Kontrolle, p < 0,001,t-Test). Die 4 °C und 37 °C-Kontrollen enthielten PSG und Zellen. Die trimere
rfhSP-D Variante zeigte keinen Einfluss auf die Phagozytose von PSG.
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Die Auswertung mittels dreidimensionaler, konfokaler Mikroskopie erlaubte die
Differenzierung zwischen intrazelluldrer und extrazelluldrer Lage der PSG. Zur Auswertung
wurden insgesamt ca. 100 Alveolarmakrophagen pro 3D-Bild gezihlt. Nach Inkubation bei 37
°C ohne 1rSP-D fanden sich bei 11 £ 1 % der Zellen Alexa 488-fluoreszenzmarkierte PSG auf
der Oberfliche, bei 13 + 2 % der Zellen liel sich eine intrazelluldre Lage nachweisen.
Wurden die fluoreszenzmarkierten PSG sowohl intrazellulir wie auch extrazellulir
nachgewiesen, wurden die entsprechenden Alveolarmakrophagen zu der Gruppe
wintrazelluldre PSG* gerechnet. Mit rrSP-D inkubierte Alveolarmakrophagen waren zu 28 + 2
% positiv fiir intrazellulire PSG und zu 14 + 2 % fiir extrazelluldres PSG. Die Auswertung
der Durchflusszytometrie und der konfokalen Mikroskopie zeigte, dass eine Inkubation der
Zellen mit rrSP-D (1pg/ml) sowohl die Bindung von PSG an Alveolarmakrophagen als auch
die Aufnahme von Dactylis glomerata PSG in Alveolarmakrophagen erhohte. Die Abbildung
34.2 zeigt exemplarisch die konfokale Mikroskopie von 1rSP-D-inkubierten

Alveolarmakrophagen nach Phagozytose von Alexa 488-fluoreszenzmarkierten Dactylis

glomerata PSG.

Abbildung 3.4.2: Die konfokale Mikroskopie zeigt Makrophagen (rot) nach Bindung und Phagozytose
von Alexa 488-fluoreszenzmarkierten Dactylis glomerata PSG (gelb).
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3.5. Nur rrSP-D zeigt eine Dosis-Wirkungsbeziehung bei Aufnahme von PSG durch

Alveolarmakrophagen

Alveolarmakrophagen wurden 40 Minuten mit APSP-A und rrSP-D in Konzentrationen von
0,1 pg/ml bis 5 pg/ml vorinkubiert und anschlieBend mit Alexa 488-fluoreszenzmarkierten
PSG fiir 8 Stunden inkubiert. Das Verhiltnis von Zellen zu PSG betrug 1:10. Mit steigender
rrSP-D Konzentration zeigte sich eine verstirkte Aufnahme bzw. Bindung der PSG durch die

Alveolarmakrophagen mit annihernd linearem Anstieg (Abbildung 3.5.1).
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Abbildung 3.5.1: Bindung/Phagozytose von PSG durch Makrophagen unter Einfluss von rrSP-D. Es
war im Vergleich zum 37 °C-Basalwert ohne rrSP-D eine lineare Dosis-Wirkungsbeziehung zwischen
rrSP-D und Aufnahme von PSG nachweisbar (* p <0,05, **p<0,01, t-Test).
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3.6. Die rrSP-D-vermittelte PSG Aufnahme/Bindung ist durch Inhibitoren wie D-

Galaktose und D-Maltose kompetitiv hemmbar

Alveolarmakrophagen wurden in Gegenwart fluoreszenzmarkierter Dactylis glomerata PSG
wahlweise ohne und mit 1 pg/ml rrSP-D bei 4 °C (n=6) bzw. 37 °C (n=6) inkubiert. 10 mM
EDTA, 100 mM D-Maltose (n=6) und 100 mM D-Galaktose (n=6) wurden mit
Alveolarmakrophagen und 1pg/ml rrSP-D 40 Minuten bei 37 °C bzw. 4 °C inkubiert. Nach
Zugabe der Alexa 488-fluoreszenzmarkierten PSG folgte eine weitere achtstiindige
Inkubation bei 4 °C bzw. 37 °C. Die Phagozytose fluoreszenzmarkierter PSG in der 37 °C-
Kontrolle war mit 10, 9 + 2,8 % doppelt so hoch wie die Phagozytose in der 4 °C Kontrolle
mit 6,9 = 4,0 % (p < 0,05, t-Test). Bei 37 °C fiihrte die Anwesenheit von rrSP-D zu einer
signifikanten Steigerung der Phagozytose fluoreszenzmarkierter PSG (10,9 + 2,8 % vs. 51,9 +
6,7 %, p > 0,001, t-Test). Entzug von Calcium durch EDTA fiihrte zu einer vollstindigen
Inhibition der rrSP-D-vermittelten Phagozytose bei 37 °C (50,7 £ 6,7 % vs. 6,6 £ 1,5 %, p<
0,001, t-Test). Die rrSP-D vermittelte Phagozytose bei 37 °C war durch D-Maltose (50,7 +
6,7 % vs. 10,0 £ 1,5 %, p< 0,001, t-Test) und schwicher durch D-Galaktose (50,7 + 6,7 % vs.
15,7 £ 2,3 %, p< 0,001, t-Test) inhibierbar. Bei 4 °C fiihrte rrSP-D zu einer signifikanten
Steigerung der PSG-positiven Alveolarmakrophagen. Da bei 4 °C aufgrund enzymatischer
Hemmung keine Phagozytose stattfindet, handelt es sich hier nur um die PSG-Bindung an die
Oberfliche der Alveolarmakrophagen. Die Zugabe von D-Maltose (21,4 +5,2 % vs. 5,7 £ 1,6
%, p< 0,001, t-Test) und D-Galaktose (21,4 + 5,2 % vs. 6,1 £ 1,3 %, p< 0,001, t-Test)
inhibierten in der 4 °C Gruppe die rrSP-D-vermittelte Bindung fluoreszenzmarkierter PSG an
Alveolarmakrophagen. Entzug von Calcium hemmt die rrSP-D-abhidngige PSG-Bindung (4

°C) und Phagozytose (37 °C) (Abbildung 3.6.1).
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Abbildung 3.6.1: Inhibition der rrSP-D vermittelten Assoziation von PSG und Alveolarmakrophagen.
Bei 4 °C findet definitionsgemil keine Aufnahme von PSG durch Alveolarmakrophagen statt. rrfSP-D
verstirkt signifikant die Bindung bei 4 °C (- ,p<0,01) und bei 37 °C die Bindung/Aufnahme (+ ,
p<0,01). Die Zugabe von EDTA inhibiert die rrSP-D-vermittelte Bindung (###, p<0,01) bzw.
Bindung/Aufnahme (+++, p<0,01) vollstindig. Unter Maltose wird die Bindung (##, p<0,01) sowie
die Bindung/Aufnahme (**, p<0,01) kompetitiv inhibiert. Derselbe Effekt ist schwicher fiir die
Bindung (#, p<0,01) und Bindung/Aufnahme (¥, p<0,01) unter Galaktose nachweisbar (t-Test).

3.7. Die rrSP-D vermittelte Bindung/Phagozytose von Dactylis glomerata PSG durch

Alveolarmakrophagen ist Ca2+-abhéingig

2 * 10° Alveolarmakrophagen wurden in FCS-freiem Medium (calciumfrei) aufgenommen.
Bei 4 °C und bei 37 °C folgte die 40miniitige Inkubation mit und ohne rrSP-D. Darauf folgte
eine weitere achtstiindige Inkubation nach Zugabe von Alexa 488-fluoreszenzmarkierten
Dactylis glomerata-PSG in Abwesenheit (n=6) und in Gegenwart von 1 mmol/l Ca® (n=4).

Die Auswertung von Bindung und Phagozytose erfolgte mittels Durchflusszytometrie. In der
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4 °C-Gruppe konnte Calcium in Abwesenheit von rrSP-D zu einer geringen Steigerung der
PSG-Bindung an Alveolarmakrophagen fiihren (5,8 + 1,0 % vs. 9,2 £ 1,2 %). In Gegenwart
von rrSP-D bei 4 °C fiihrte die Zugabe von Calcium (1 mmol/l Ca2+) zu einer deutlich
verstiarkten Bindung von PSG an die Alveolarmakrophagen (9,2 + 1,2 % vs. 30,3 + 8,3 %,
p<0,05, t-Test). Bei 37 °C fiihrte die Zugabe von Calcium in Abwesenheit und Gegenwart
von 1rSP-D zu einer signifikanten Steigerung von Bindung/Phagozytose von PSG durch
Alveolarmakrophagen (ohne rrSP-D: 15,0 £ 2,8 % vs. 48,3 + 15,3 %; mit rrSP-D: 13,3 + 2.7

90 vs. 79,5 £ 4,1 %, jeweils p<0,01, t-Test) (Abbildung 3.7.1).
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Abbildung 3.7.1: Einfluss von Ca*" auf die rrSP-D-vermittelte Aufnahme. rrSP-D fordert die Bindung,
gemessen bei 4 °C sowie die Phagozytose, gemessen bei 37 °C nur in Gegenwart von Calcium. Die
Phagozytose ist bei 37 °C in Gegenwart von rrSP-D signifikant hoher als in der Vergleichsprobe ohne
rrSP-D (*) p<0,01, t-Test. Die Phagozytose in Gegenwart von Calcium ist signifikant hoher als in der
Vergleichsgruppe ohne (**) p<0,01, t-Test.
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3.8. Phagozytierte fluoreszenzmarkierte Dactylis glomerata PSG sind fiir mindestens 96

Stunden in Alveolarmakrophagen nachweisbar

Alveolarmakrophagen wurden sowohl ohne als auch mit 1 pg/ml rrSP-D fiir 40 Minuten
vorinkubiert. Es folgte Inkubation mit Alexa 488-fluoreszenzmarkierten Dactylis glomerata
PSG bei 37 °C. Das Verhiltnis der Alveolarmakrophagen zu den PSG betrug 1:20. Die nicht
an Alveolarmakrophagen gebundenen und die nicht phagozytierten PSG wurden mittels
Percollgradient entfernt. Die von ungebundenen PSG gereinigten Alveolarmakrophagen
wurden fiir 24, 48 und 96 Stunden (n=4) bei 37 °C inkubiert. Die 0-Stunden Probe (n=4)
wurde direkt analysiert. rrSP-D fiihrte in der O h-Gruppe zu einer signifikanten Steigerung der
PSG Bindung/Phagozytose durch Alveolarmakrophagen (10,0 + 1,3 % vs. 63,9 = 6,0 %,
p<0,05, t-Test). In den folgenden Stunden (24 h bis 96 h) blieb in der Gruppe ohne rrSP-D der
Anteil der Alveolarmakrophagen gebundenen/-phagozytierten PSG stabil bei 10 % (10,3 %
bis 12,3 %). Unter Einfluss von rrSP-D konnte zwischen 0 Stunden und 24 Stunden eine
Abnahme des Anteils PSG-positiver PSG Zellen beobachtet werden, in den folgenden
Messungen nach 48 Stunden und 96 Stunden blieb der gemessene Anteil im Vergleich zum

24-Stundenwert jedoch weitgehend stabil (Abbildung 3.8.1).
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Abbildung 3.8.1: PSG-positive Alveolarmakrophagen zwischen 0 und 96 Stunden nach Phagozytose
Alexa 488-fluoreszenzmarkierter Dactylis glomerata PSG. Die PSG blieben iiber den gesamten
Beobachtungszeitraum im Vergleich zur 0-Stunden Probe in einem signifikant abnehmenden Anteil
der Makrophagen nachweisbar (* p <0,05, ** p <0,01, t-Test). In Abwesenheit von rrSP-D konnte
keine relevante Abnahme des Anteils PSG-positiver Zellen nachgewiesen werden.

Die Anzahl der PSG-positiven Zellen erhohte sich in der 0-Stunden Probe in Anwesenheit
von rrSP-D auf 63,9 + 6,0 %. Nach 24, 48, 96 Stunden Inkubation schwankten die PSG-
positiven Zellen um Werte von 47 % (44,5 £ 4,7 % bis 50,6 + 8,3 %) (Abbildung 3.8.1). Mit
Hilfe der konfokalen Mikroskopie konnte nach der Separation eine iiberwiegend intrazellulédre
Lage der PSG nachgewiesen werden. Die Abbildungen zeigen Zellen, die mit rrSP-D

vorinkubiert wurden (Abbildung 3.8.2).
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Oh 24 h 48 h 96 h

Abbildung 3.8.2: PSG-positive Alveolarmakrophagen unter Einfluss von rrSP-D. Mit der konfokalen
Mikroskopie konnte eine iiberwiegend intrazelluldre Lage der PSG nachgewiesen werden.

3.9. Auch Phleum pratense PSG unterliegen einer rr-SP-D-vermittelten Bindung/

Phagozytose

Alexa 488-fluoreszenzmarkierte Phleum pratense PSG wurden im Verhéltnis 10:1 bei 4 °C
(n=4) und 37 °C (n=4) ohne Zusatz von rrSP-D mit Alveolarmakrophagen inkubiert.
Zusitzlich wurden die PSG bei 37 °C mit 1 pg/ml rSP-D und Alveolarmakrophagen
inkubiert (n=4). Im Vergleich zur 4 °C-Gruppe hat sich bei 37 °C die Bindung/Phagozytose
von Phleum pratense-PSG durch Alveolarmakrophagen etwa verdoppelt. Unter Einfluss von
rSP-D zeigte sich wie bei den Dactylis glomerata-PSG signifikante Zunahme von

Bindung/Phagozytose (Abbildung 3.9.1).

49



3. Ergebnisse

70+ *
— Hll Phleum pratense
R 60
-
@ 50-
©
N 40-
2
= 307
o
o 20
@ 104
o
0_
37°C 37°C
+ rrSP-D

Abbildung 3.9.1: Bindung/Phagozytose von Phleum pratense PSG durch Alveolarmakrophagen. Unter
rrSP-D- Einfluss ist der Anteil PSG-positiver Zellen ebenfalls signifikant erhoht (* p<0,05, t-Test).
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Diese Arbeit untersuchte den Einfluss von verschiedenen Komponenten des pulmonalen
Surfactant auf Allergene und deren Interaktion mit Alveolarmakrophagen. In vitro wurden
PSG-Bindung, -Aggregation und -Phagozytose durch Alveolarmakrophagen in Abhingigkeit

unterschiedlicher Surfactant-Komponenten gemessen.

Die unterschiedlichen Komponenten des pulmonalen Surfactant sind fiir die lokale
Infektabwehr der Lunge von entscheidender Bedeutung. Die Kollektine SP-A und SP-D
inhibieren oder inaktivieren inhalierte Pathogene direkt durch Bindung oder durch
Aggregation. Zum anderen opsonieren SP-A und SP-D unterschiedliche Pathogene. Die
Opsonierung erleichtert Alveolarmakrophagen die Phagozytose von Pathogenen und damit
deren Elimination aus der Lunge. Dartiber hinaus haben SP-A und SP-D immunregulatorische
Eigenschaften. Zum Beispiel binden SP-A und SP-D an bakterielle Toxine, wie LPS und

schwiichen eine LPS-induzierte Entziindungsreaktion ab (92).

Inhalierte Allergene haben einen direkten Kontakt zum pulmonalen Surfactant und den
Alveolarmakrophagen. Es war bislang nicht untersucht, wie das Surfactant zusammen mit
Alveolarmakrophagen auf inhalierte Allergene wirkt. Die Hypothese dieser Arbeit war es,
dass die Surfactantproteine SP-A und SP-D mit den PSG d&hnlich interagieren, wie mit
Bakterien oder Pilzen, und dass SP-A und SP-D an PSG binden. Ferner wurde vermutet, dass
SP-A und SP-D die PSG aggregieren sowie die Phagozytose von PSG durch Makrophagen

verstiarken.

In den Experimenten konnte gezeigt werden, dass das kreuzformige dodecamere rrSP-D an
PSG bindet und diese aggregiert. Das bouquetformige APSP-A konnte PSG ebenfalls
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aggregieren, jedoch fiel diese Aggregation im Vergleich zum rrSP-D deutlich geringer aus.
Die Unterschiede in der Ausprigung der Aggregation lassen sich wahrscheinlich durch die
unterschiedlichen Strukturen der beiden Surfactantmolekiile erkldren (Abbildung 1.1.1). Das
dodecamere SP-D verteilt seine CRD kreuzformig iiber vier Arme. Rédumlich gesehen
ermoglicht diese Verteilung eine parallele Bindung an verschiedene PSG. Im Gegensatz zum
SP-D liegen beim APSP-A alle CRD polar gebiindelt an einem Ende des Molekiils. Diese
Gruppierung aller CRD auf engem Raum erschwert moglicherweise eine gleichzeitige
Bindung von mehreren PSG oder die Verbindung von Makrophagen mit den PSG.
Moglicherweise begriindet sich der Unterschied in der Aggregation von PSG auch in einer
unterschiedlichen Affinitit der rrSP-D CRD und der APSP-A CRD gegeniiber den
eingesetzten PSG. Diese These wird durch Arbeiten gestiitzt, die ein unterschiedliches
Pathogenbindungsspektrum von SP-A und SP-D beschreiben (59;61-63;92). Wihrend das
dodecamere rrSP-D wie bereits ausgefiihrt zu einer deutlichen Aggregation und Erh6hung der
Phagozytose von PSG fiihrt, konnte das trimere rfhSP-D diese Effekte nicht zeigen. Im
Gegensatz zum rrSP-D besteht das rfhSP-D lediglich aus einer trimeren, spiralisierten
Halsregion und der C-terminalen CRD. Dem rfthSP-D fehlen die cysteinreiche Region sowie
die kollagendhnliche Region. Dennoch besitzt das rthSP-D immunologische Aktivitit und
konnte im Tierversuch die allergische Hyperreagibilitit nach Aspergillus fumigatus-
Provokation verhindern (39). Ferner konnte unter Einfluss von rfhSP-D eine Verminderung
der IgE und IgG-Produktion sowie Bluteosinophilie nach Provokation beobachtet werden. Als
trimeres Molekiil kann das rfhSP-D wahrscheinlich nur an ein einzelnes PSG-Molekiil
binden, eine Vernetzung von mehreren PSG-Molekiilen durch rfthSP-D ist daher
unwahrscheinlich. Moglicherweise wird der positive FEinfluss auf die allergische
Entziindungsreaktion durch andere Mechanismen ausgelost.

In verschiedenen Arbeiten wurde gezeigt, dass das dodecamere SP-D zu einer

Pathogenaggregation fiihrt. Es zeigte sich, dass die Kollagendomédne vom rrSP-D fiir die
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Aggregation von Pathogenen essentiell ist (93;94). Dieser anhand Pathogenen gezeigte Effekt
bestitigte sich in den Aggregationsversuchen mit den PSG. Die Aggregation von PSG durch
Kollektine ist kompetitiv inhibierbar. Die Aggregation von PSG durch rrSP-D und durch
APSP-A wurde durch Zuckermolekiile kompetitiv inhibiert. Die Zucker Maltose und
Galaktose binden mit hoher Affinitdt an rrSP-D und AP-SP-A und inhibieren kompetitiv die
Bindung von rrSP-D und AP-SP-A an Molekiile mit geringerer Affinitit, z.B. PSG. Die
vorgelegten Ergebnisse zeigen, dass rrSP-D in erster Linie durch Maltose und schwicher

durch Galaktose inhibiert wird.

Mit der Durchflusszytometrie und der konfokalen Mikroskopie konnten neben der rrSP-D-
vermittelten PSG-Aggregation auch die Bindung von rrSP-D an die PSG gezeigt werden. Es
wurde vermutet, dass die PSG-Aggregation durch rrSP-D eine Bindung zwischen rrSP-D und
den PSG erfordert. In diesem Fall vernetzt ein rrSP-D-Molekiil iiber seine CRD mehrere PSG.
Interessanterweise konnten wir eine schwache, APSP-A-vermittelte PSG-Aggregation
nachweisen, jedoch konnten wir keine Bindung zwischen APSP-A an die PSG messen. Ein
detektierbarer Bindungsnachweis zwischen APSP-A und PSG gelang selbst bei zehnfach
erhohter APSP-A Konzentration nicht. Diese Ergebnisse erscheinen zumindest in Teilen
widerspriichlich, da fiir eine Aggregation der PSG durch APSP-A auch eine Bindung von
APSP-A an die PSG zu erwarten wire. Es bleibt zu beriicksichtigen, dass die Aggregation der
PSG durch APSP-A eher schwach ausfillt. Moglicherweise ist die Sensitivitit der
Durchflusszytometrie und der konfokalen Mikroskopie hoch genug, um die Aggregation zu
messen, wihrend die Sensitivitit nicht ausreicht, eine geringe Bindung von PSG an APSP-A
nachzuweisen. Die unterschiedlichen Strukturen von APSP-A und 1rSP-D spielen
wahrscheinlich auch in diesem Zusammenhang eine wichtige Rolle. Vielleicht konnen
aufgrund hoherer Affinitit mehr rrSP-D-Molekiile an ein PSG binden als APSP-A-Molekiile,

was zu diesen unterschiedlichen Ergebnissen beitragen konnte.
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Die Ergebnisse aus den Bindungsexperimenten stehen in Konkordanz zu den Ergebnissen aus
den Phagozytoseversuchen. Nur rrSP-D steigerte die Phagozytose von PSG durch
Alveolarmakrophagen. Im Vergleich hierzu zeigten rhSP-A, APSP-A und rfthSP-D keine
Wirkung. Aus diesen Ergebnissen lisst sich schlussfolgern, dass SP-D die Phagozytose von
PSG durch Alveolarmakrophagen erhohen kann, jedoch nur dann, wenn es in seiner
unverdnderten Quaterndrstruktur vorliegt. Beim rrSP-D handelt es sich um ein dodecameres
Molekiil. rfhSP-D ist ein inkomplettes Molekiil dem die kollagendhnliche Doméne fehlt. Es
besteht lediglich aus einem Teil eines der vier Trimere. Es ist beschrieben, dass SP-D iiber
seine kollagendhnliche Doméne an Alveolarmakrophagen bindet (95). Die vorliegenden
Ergebnisse legen den Schluss nahe, dass die rrSP-D-abhingige Steigerung der PSG-
Phagozytose eine Interaktion der CRD mit den PSG einerseits und der kollagenéhnlichen
Doméine des rrSP-D mit den Alveolarmakrophagen andererseits erfordert. Alternativ kann die
Existenz mehrerer CRD in einem Molekiil durch Bindung an PSG einerseits und
Makrophagen andererseits zur Steigerung der Phagozytose fithren. Eine CRD-abhingige
Bindung von rrSP-D an Zuckermolekiile auf der Zellmembran von Makrophagen wurde

ebenfalls beschrieben (64).

Die Bindung von Surfactantproteinen an die PSG und die durch Surfactant verstirkte PSG-
Phagozytose durch Alveolarmakrophagen scheinen in einem kausalen Zusammenhang zu
stehen. APSP-A aggregiert PSG geringfiigig. Die Bindung und Phagozytose der PSG durch
Alveolarmakrophagen kann AP-SPA nicht verstirken. Bereits frither konnte gezeigt werden,
dass SP-A die Phagozytose von Pathogenen wie S. aureus und E. coli durch Bindung an den
Fc-Rezeptor von Alveolarmakrophagen steigert, ohne selbst an das Pathogen zu binden

(57;58).
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Bindung, Aggregation und gesteigerte Phagozytose unter rrSP-D sind durch Maltose und
schwicher durch Galaktose inhibierbar. Die Affinitit der CRD von rrSP-D gegeniiber
einzelnen Monosacchariden ist gering, die Affinitit zu Oligosacchariden ist dagegen sehr
hoch. SP-A und SP-D unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Affinitdt gegeniiber
unterschiedlichen Oligosacchariden. Diese Unterschiede konnten ein unterschiedliches
Wirkungsspektrum von SP-A und SP-D gegeniiber verschiedenen Pathogene erkldren. SP-A
bindet mit hoher Affinitit an N-Acetylmonosamin und Fucose, wihrend SP-D bevorzugt an
Inositol, Maltose und Glucose bindet. Die Bindung von SP-A an Glycokonjugate ist durch
Mannan, Maltose, Glucose und Fucose kompetitiv inhibierbar, von SP-D durch Maltose,
Glukose und Galaktose (96;97).

Die Calciumabhingigkeit von rrSP-D konnte durch die Inhibition der Phagozytose, der
Bindung und der Aggregation unter Einfluss von EDTA gezeigt werden. SP-A und SP-D
binden calciumabhéngig tiber thre CRD an die Kohlenhydratreste auf der Oberfliche von
Pathogenen und Allergenen (47;98). Ein durch EDTA-vermittelter Ca2+—Entzug blockiert
diese Bindung vollstindig.

Die Phagozytose von PSG durch Alveolarmakrophagen ist ein aktiver, temperaturabhéngiger
Vorgang. Das gilt sowohl fiir die spontane Phagozytose von PSG (ohne Surfactantproteine)
wie auch fiir die rrSP-D vermittelte Phagozytose von PSG durch die Alveolarmakrophagen.
Bei 37 °C war die Zahl der PSG-positiven Makrophagen etwa doppelt so hoch wie in der 4 °C
Kontrolle. Wihrend es bei 37 °C neben Bindung von PSG an Makrophagen auch zur
Phagozytose kommt, handelt es sich bei 4 °C um Zellen, die PSG gebunden haben.
Phagozytose ist ein aktiver, zelluldrer Vorgang der bei 4 °C nicht stattfindet. AuBerdem sind
sowohl Bindung als auch Phagozytose calciumabhingig. Das gilt sowohl fiir die spontane wie
auch fiir die rrSP-D-vermittelte Bindung/Phagozytose. EDTA-vermittelter Entzug von

Calcium fiihrte zur vollstdndigen Inhibition von Bindung/Phagozytose bei 4 °C und 37 °C.
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GroBe Teile der phagozytierten Dactylis glomerata PSG blieben {iiber den
Beobachtungszeitraum von insgesamt 96 Stunden in den Alveolarmakrophagen nachweisbar.
Zwar konnte in den ersten 24 Stunden ein signifikanter Abfall an PSG-positiven
Alveolarmakrophagen beobachtet werden. Im weiteren Verlauf blieb die Anzahl der PSG-
positiven Alveolarmakrophagen jedoch bis zu 96 Stunden stabil. Die Daten legen die
Schlussfolgerung nahe, dass unter dem Einfluss von rrSP-D Alveolarmakrophagen entweder
mehr oder schneller angebotene PSG durch Phagozytose aufnehmen und auf diese Art PSG
aus dem Alveolarraum entfernen. Die Entfernung von Allergen aus den Alveolen konnte die
chronische Entziindungskomponente des allergischen Asthmas durch Entzug des auslosenden
Agens positiv beeinflussen. Das intrazelluldre Schicksal phagozytierter PSG nach 96 Stunden
ist unklar. Moglicherweise findet ein Abbau in Phagolysosomen statt, alternativ ist ein
Auswandern ,,gesittigter Alveolarmakrophagen nach Phagozytose von PSG denkbar. Knapp
und Swanson beschreiben ein Bestreben der Makrophagen phagozytierte Partikel in
Lysosomen abzubauen. Ist den Makrophagen dieses nicht moglich, verbleiben phagozytierte
Partikel intrazelluldr in den Phagolysosomen (99). Eine Entfernung von inhalierten Stiduben
durch Phagozytose mittels Alveolarmakrophagen und deren Auswanderung in das
lymphatische Gewebe ist beschrieben wurden (100). Die vorliegenden Ergebnisse deuten
darauf hin, dass dodecameres rrSP-D die Aggregation von PSG sowie deren Phagozytose
durch Alveolarmakrophagen fordert. Daher konnte das SP-D zu einer Elimination von
Allergenen aus dem Alveolarraum beitragen. rrSP-D konnte die alveoldre Allergenbelastung

reduzieren und das allergische Asthma positiv beeinflussen.

Alveofact und Curosurf fiihrten in der vorliegenden Arbeit zu keiner messbaren Steigerung
der Phagozytose von PSG durch Alveolarmakrophagen. Curosurf besteht zu 99 % aus
Phospholipiden, der Proteinanteil ist mit ca. 1 % vernachlidssigbar. Dieser Proteinanteil

besteht aus den lipophilen Surfactantproteinen SP-B und SP-C. Fiir diese Proteine ist keine
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nennenswerte immunmodulatorische Aktivitat, wie fiir die Kollektine SP-A und SP-D,
beschrieben. Fiir Alveofact ist die Situation &hnlich. Es besteht iiberwiegend aus
Phospholipiden und Cholesterol und zu 1 % aus Proteinen. Auch beim Alveofact besteht die
Proteinfraktion aus den hydrophoben Surfactantproteinen SP-B und SP-C. Die
Phospholipidfraktionen sowie SP-B und SP-C reduzieren die alveolidre Oberfldchenspannung.
In den vorliegenden Untersuchungen war der Einfluss der Phospholipid-Priparate auf die

Aggregation und Phagozytose von PSG nicht signifikant.
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5. Schlussfolgerung und Ausblick

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Aggregation von PSG durch rrSP-D und im
geringeren MaBe durch APSP-A erfolgt. Diese Aggregation kann spezifisch durch
unterschiedliche Zucker und unspezifisch durch Entzug von Calcium inhibiert werden. In
diesem Zusammenhang ist die Struktur des SP-D von Bedeutung. Die Bindung von
Surfactantprotein an PSG konnte nur fiir dodecameres rrSP-D nachgewiesen werden, nicht
jedoch fiir das AP-SP-A. Bindung und Aggregation sind Reaktionen, die mdglicherweise
unabhédngig voneinander auftreten. Das APSP-A aggregiert PSG in geringem Mal. Eine
Bindung zwischen dem APSP-A und den PSG war nicht nachweisbar. Sowohl die
Aggregation als auch die Bindung und Phagozytose konnten spezifisch durch Zuckermolekiile
und unspezifisch durch EDTA inhibiert werden. Moglicherweise bindet das rrSP-D mittels
CRD an die PSG und mittels kollagendhnlicher Doméne an den Makrophagen, um so die
Phagozytose auszulosen. Eine Bindung der Alveolarmakrophagen durch die CRD wire

ebenfalls moglich, da Makrophagen auf ihrer Oberfldche zahlreiche Zuckermolekiile tragen.

Die vorliegenden Experimente zeigen, dass die surfactantassoziierten Proteine rrSP-D und

schwiicher auch APSP-A mit inhalierbaren PSG interagieren. Es wire sinnvoll die Effekte der

festgestellten Interaktionen in vivo zu untersuchen.
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6. Zusammenfassung

Die Surfactantproteine SP-A und SP-D gehoren zur Gruppe der Kollektine und modulieren
die Phagozytose verschiedener Pathogene durch Alveolarmakrophagen. Diese Modulation der
Phagozytose konnte neben der Elimination von Pathogenen ebenso eine wichtige Rolle bei
der Elimination inhalierter Allergene spielen. Diese Annahme konnte die
entzindungshemmenden  Eigenschaften von SP-A  und SP-D bei allergischen
Atemwegserkrankungen erkldren. Gréserpollen bzw. deren Pollenstirkegranula (PSG) als
inhalierbares Agens stellen eines der hdufigsten relevanten Allergene fiir das allergische
Asthma dar. In dieser Arbeit wurde der Effekt unterschiedlicher Surfactantkomponenten auf
Bindung, Aggregation und Phagozytose von Pollenstirkegranula von Phleum pratense und
Dactylis glomerata durch Alveolarmakrophagen untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass
nur vollstdndiges SP-D und weniger stark SP-A PSG von Dactylis glomerata binden und
aggregieren kann. Nur das SP-D war in der Lage die Phagozytose von PSG durch
Alveolarmakrophagen zu steigern. Bindung, Aggregation und Phagozytose stellten sich als
substanzspezifische Reaktionen des SP-D dar, die moglicherweise {iiber die
Kohlenhydraterkennungsdomine des SP-D vermittelt sind und durch Maltose und Galaktose
kompetitiv inhibiert werden konnten. Ebenso waren diese Reaktionen calciumabhiingig und
konnten durch EDTA vollstindig inhibiert werden. Die Fihigkeit vom dodecameren SP-D,
Bindung, Aggregation und Phagozytose zu erhdhen, sowie die Unfihigkeit von einem
trimeren Fragment des SP-D, Aggregation und Phagozytose zu steigern, legen den Schluss
nahe, dass die vollstindige dodecamere Form des SP-D eine grundlegende Rolle fiir dessen
Funktion spielt. SP-D moduliert die Bindung und Phagozytose von PSG und konnte so
Einfluss auf die Elimination von Allergenen aus dem Alveolarraum nehmen. Dies ist
vielleicht einer der Mechanismen, durch den das SP-D den Verlauf des allergischen Asthmas

giinstig beeinflussen konnte.
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