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1. Einleitung

1.1. COPD

1.1.1. Definition

Die WHO definiert die Chronisch Obstruktive Lungenerkrankung als Erkrankung, die durch eine 

Obstruktion der Lunge mit vermindertem Luftfluss charakterisiert ist und mit einer irreversiblen 

Behinderung der normalen Atmung einhergeht.

Eine engere Umschreibung, welche jedoch die der COPD verwandten Krankheiten Lungenem-

physem und chronische Bronchitis nicht mit einschließt, lieferte die Global Initiative for Chronic 

Obstructive Lung Disease (GOLD) 2001 in ihren Leitlinien: „Die COPD ist eine progressiv ver-

laufende chronische Erkrankung, die durch eine nicht vollständig reversible Atemwegsobstruktion 

gekennzeichnet ist. Ihr zugrunde liegt eine entzündliche Reaktion der Atemwege, hervorgerufen 

durch inhalative Schadstoffe“ (Pauwels et al., 2001)

1.1.2. Epidemiologie

Bereits 1990 war die COPD weltweit die sechsthäufigste Todesursache. Doch auch heute stellt die 

Erkrankung noch ein erhebliches gesundheitliches Problem dar. So liegt die Prävalenz der COPD 

in Deutschland bei 10-15% (Weißbuch Lunge, 2005). 

Auch in Zukunft wird die Erkrankung weiter im Fokus der Medizin stehen. Dies liegt unter ande-

rem an der vermehrten Exposition der Lunge mit schädlichen Substanzen. So ist das Einstiegsalter 

für Rauchen heute zwischen das 11. und 15. Lebensjahr vorgerückt, sodass die COPD in Zukunft 

nicht nur Menschen in höherem Lebensalter betreffen wird, sondern auch zunehmend Patienten 

unter dem 45. Lebensjahr. Prognosen besagen, dass die Erkrankung im Jahr 2020 die dritthäu-

figste Mortalitätsursache und Morbiditätsursache sein wird (Murray et al., 1997). So ist sie unter 

den führenden Todesursachen die einzige Erkrankung, die in ihrer Verbreitung zunimmt (National 

Heart, Lung and Blood Institute, 1998). 2020 soll die COPD an Stelle 5 der durch Behinderung/

Arbeitsunfähigkeit belasteten Lebensjahre (DALY: disability adjusted life years) stehen (Pauwels 

et al., 2001). Durch die steigenden Therapiekosten der COPD stellt die Erkrankung außerdem eine 

zunehmende finanzielle Belastung für die Kostenträger, wie Krankenkassen dar (Blanchette et al., 

2012).
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1.1.3. Symptome/Stadieneinteilung	

Nach der Deutschen Atemwegsliga (Worth et al., 2002) und GOLD erfolgen die Diagnose und die 

Stadieneinteilung der COPD durch die typische Anamnese und den Lungenfunktionsbefund.

Erste Hinweise für das Bestehen einer COPD kann ein morgendlicher Husten mit oder ohne Aus-

wurf sein, der im weiteren Verlauf immer ausgeprägter in Stärke und Dauer wird. Später kommt 

Luftnot, bei oder ohne Belastung, hinzu. 

Bei Verdacht auf das Vorliegen der Erkrankung ist die körperliche Untersuchung bei leichter 

COPD zunächst unauffällig. In fortgeschrittenem Stadium fällt der COPD Patient durch ein ver-

längertes Exspirium, Pfeifen/Giemen, Lungenüberblähung mit Zwerchfelltiefstand und hyperso-

noren Klopfschall auf. 

Gesichert wird die Diagnose schließlich mittels Lungenfunktionstest. In der Spirometrie ist die 

COPD durch ein erniedrigtes FEV1 bei normaler Vitalkapazität charakterisiert. Der Tiffeneau-In-

dex ist folglich erniedrigt. Die Stadieneinteilung der COPD erfolgt mittels FEV1 Werten (% vom 

Soll), gemessen nach Gabe eines Bronchodilatators.

Tab.1.: Schweregrad der COPD (GOLD 2005)
Schweregrad Charakteristik
0 (Risikogruppe) · normale Spirometrie

· chronische Symptome (Husten, Auswurf)
I (leichtgradig) · FEV1 > 80 % Soll

· FEV1/VK < 70 %
·  mit oder ohne chronische Symptome (Husten, Auswurf, Dyspnoe - evtl.    
bei starker körperlicher Belastung)

II (mittelgradig) · 50 % < FEV1 < 80 % Soll
· FEV1/VK < 70 %
·  mit oder ohne chronische Symptome (Husten, Auswurf, Dyspnoe)

III (schwer) · 30 % < FEV1 < 50 % Soll
· FEV1/VK < 70 %
·  mit oder ohne chronische Symptome (Husten, Auswurf, Dyspnoe)

IV (sehr schwer) · 30 % < FEV1 < 50 % Soll mit chronisch respiratorischer Insuffizienz
· FEV1/VK < 70 %
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1.1.4. Ätiologie

Die COPD ist eine entzündliche Atemwegserkrankung, die durch bestimmte Noxen getriggert 

werden kann. Ab einem bestimmten Punkt verläuft die chronische Entzündung selbstperpetuie-

rend, auch wenn verursachende Noxen vermieden wurden. Dabei ist die COPD keine lokal be-

grenzte Entzündung, sondern geht mit Aktivierung zirkulierender Entzündungszellen einher. Die 

Mechanismen, welche die chronische Entzündung aufrechterhalten und die Beziehung zwischen 

pulmonalem und systemischem Kompartiment sind jedoch weitestgehend unverstanden. 

Dennoch stehen inzwischen einige Faktoren im Verdacht für die Entstehung einer COPD ver-

antwortlich zu sein. Dabei wird zwischen angeborenen und erworbenen Faktoren unterschieden. 

Es wird vermutet, dass bestimmte genetische Anlagen, wie z.B. der a-1-Antitrypsinmangel, das 

Risiko zu erkranken steigern. Ebenso scheinen Asthma und Atemwegshyperreagibilität Einfluss 

auf die Krankheitsentstehung zu haben (Sluiter et al., 1961). Auch langjähriges Einatmen von Che-

mikalien, Stäuben oder auch die zunehmende Umweltverschmutzung können das Erkrankungsri-

siko steigern. Schwere Lungenerkrankungen in der Kindheit werden ebenfalls mit der COPD in 

Verbindung gebracht (Tager et al., 1988). Der bedeutendste exogene Faktor für die Entstehung der 

COPD scheint aber der inhalative Zigarettenrauch zu sein. Sowohl Aktiv- als auch Passivrauchen 

führen zu einer Veränderung des Lungengewebes sowie der pulmonalen Immunantwort. Unklar 

bleibt jedoch, weshalb nur ein geringer Teil der mit schädlichen Noxen in Kontakt gekommenen 

Individuen eine COPD entwickelt. So wurde früher postuliert, dass nur etwa 15% aller Raucher an 

einer COPD erkranken. Auch wenn neuere Studien davon berichten, dass die COPD häufig nicht 

diagnostiziert wird und der Anteil der Raucher, die an COPD erkranken, fast bei 50% liegt (Lund-

bäck et al., 2003), bleibt immer noch die Frage bestehen, warum die Erkrankung bei nur einem Teil 

der Raucher auftritt. Ebenfalls erwähnenswert ist, dass auch Nicht-Raucher durchaus erkranken 

können (Zhou et al., 2009). Eine mögliche Erklärung für diesen Umstand scheint eine Störung 

der angeborenen Immunität zu sein, die zur Aktivierung neutrophiler Granulozyten innerhalb der 

pulmonalen Mikrozirkulation führt und über eine überschiessende Immunantwort Lungengewebe 

schädigt.
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1.1.5. Abwehrmechanismen der Lunge und Pathogenese

Die Oberfläche der Lungenepithelien beträgt ca. 100m2 und stellt damit die größte innere Fläche 

des Körpers dar, welche in direktem Kontakt mit der Umwelt steht. Um die Lunge zu schützen 

besitzt der Körper intrapulmonal nicht-spezifische und spezifische Abwehrmechanismen. 

Die oberen Luftwege besitzen zu ihrem Schutz einen besonderen Aufbau: neben den in der Tie-

fe immer enger werdenden Verzweigungen von Bronchien und Bronchiolen sorgen der Hus-

tenreflex und die Aktivität des Flimmerepithels für eine kontinuierliche Ausschwemmung von 

Fremdstoffen. Weiterhin trägt das Tracheobronchialsekret mit den dort enthaltenen Enzymen und 

zellulären Komponenten, zur Abwehr bei. Es enthält Enzyme wie Proteasen und Antiproteasen, 

Lysozyme, sowie, Komplement und Defensine und zahlreiche Antioxidantien (z.B. Transferrin, 

Laktoferrin, Glutathion, Albumin). Außerdem bilden die, in dem Sekret enthaltenen Makropha-

gen, neutrophile Granulozyten und dendritische Zellen eine erste Barriere gegen Fremdkörper 

(Physiological Medicine: A Clinical Approach to Basic Medical Physiology, 2000).

Die spezifische Abwehr der Lunge erfolgt antikörpervermittelt über sekretorische Immunglobuline 

(IgA) und Immunglobuline aus dem Blutplasma (IgG), sowie über zelluläre Mechanismen. Dabei 

wird die Rekrutierung der Abwehrzellen über antigenpräsentierende Zellen oder über Ausschüt-

tung von Zytokinen vermittelt (Physiological Medicine: A Clinical Approach to Basic Medical 

Physiology, 2000).	

Während die oben genannten Mechanismen gezielt Fremdkörper, Bakterien und Viren bekämpfen 

ohne Lungengewebe zu gefährden, wird die COPD durch eine chronische Entzündung der Atem-

wege und der Lunge verursacht. Verantwortlich dafür ist ein Ungleichgewicht zwischen inflamm-

atorischen und antiinflammatorischen Mechanismen. So finden sich bei der COPD eine erhöhte 

Zahl von CD8+-Lymphozyten, neutrophilen Granulozyten und Makrophagen in der Lunge (Saetta 

et al.,1999), (Saetta et al., 2001). Während beim Lungengesunden eine Inflammation, beispiels-

weise nach Infektion, nach gewisser Zeit abklingt, produzieren die aktivierten Zellen des COPD-

Patienten verschiedenste Mediatoren und Enzyme, welche die Inflammation permanent aufrecht 

erhalten (Hill et al., 2000). Weiterhin ist bei Lungengesunden das Verhältnis proteolytischer En-

zyme und Antiproteasen ausgeglichen. Dagegen konnte bei COPD-Patienten eine erhöhte Aktivi-

tät der proteolytischen Enzyme (z.B. MMP9) oder eine verminderte Aktivität der Antiproteasen 

(z.B. TIMP 1) nachgewiesen werden (Vignola et al., 1998).
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Alveolarmakrophagen produzieren proteolytische Enzyme sowie proinflammatorische Mediatoren 

wie Leukotrien B4, TNF-a, Interleukin-8, welche neutrophile Granulozyten anlocken. Diese in die 

Lunge immigrierten neutrophilen Granulozyten können nun ihrerseits durch eine überschießende 

Inflammation pulmonale Strukturen angreifen (Saetta et al., 1999). 

Neutrophile Granulozyten sezernieren außerdem Elastasen, welche Kollagen- und Elastinfasern 

der Lunge abbauen. Die Elastasen sind außerdem verantwortlich für die vermehrte Produktion von 

zähflüssigem Mukus, welcher die Zilienfunktion lähmt und so den Abtransport von schädlichen 

Substanzen behindert (Hunninghake et al., 1983), (Cosio et al., 1999). 

Eine zentrale Rolle während der pulmonalen Abwehr spielt weiterhin die Bildung reaktiver Sau-

erstoffmetaboliten (ROS). Um diese zu produzieren besitzen Neutrophile einen Multienzymkom-

plex, die sogenannte NADPH-Oxidase. Die überschießende Produktion von Sauerstoffradikalen 

bei COPD-Patienten kann auf Dauer zu Veränderung der Lungengewebsstrukturen führen (St. 

Geme et al., 1996). So bewirken diese, ähnlich der Elastase, eine vermehrte Mukussekretion und 

eine Schädigung der Zilienbewegung. Zusätzlich fördert oxidativer Stress die Freisetzung von 

chemotaktischen Substanzen, wie IL-8, aus Lungenepithelzellen, wodurch die chronische Ent-

zündung in Gang gehalten wird (Palmer et al., 1987). Sauerstoffradikale können außerdem die 

Inaktivierung von Antiproteasen, wie  z.B. a1- Antitrypsin zur Folge haben, sodass der Einfluss 

von Proteasen auf das Lungenmilieu überwiegt. 

Aus der ständigen Verletzung und dem Versuch, die entstandenen Mikroläsionen zu reparieren, 

resultiert die Bildung von Narbengewebe und somit eine veränderte Struktur der Bronchien und 

Bronchiolen sowie des Lungenparenchyms. Mikroskopisch sichtbar werden diese Veränderungen 

durch eine erhöhte Anzahl mukussezernierender Zellen und Becherzellen bei verminderter Zahl 

zilientragender Zellen (Saetta et al., 2000), (Abb. 1). 

Der Verlust von Kollagen und Elastin des Narbengewebes der Bronchien führt zu einer Engstellung 

der Lumina, wodurch die chronische Obstruktion gefördert wird. Die Zerstörung und die damit 

einhergehende Aufweitung der Bronchiolen führt bei forcierter Exspiration zu einem Kollaps der 

kleinen Atemwege. Beide Mechanismen bewirken, dass eingeatmete Luft in den Alveolen zurück 

bleibt. Letztendlich mündet die daraus resultierende Überblähung der Alveolen in funktionslosen 

Emphysemen (Hale et al., 1980), (Wright et al., 1992). 
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1.1.6. Funktion pulmonaler neutrophiler Granulozyten während der Inflammation

Neutrophile Granulozyten nehmen in der pulmonalen Infektabwehr eine besondere Stellung ein. 

Sie sind die dominierende Zelllinie der Leukozyten in Alveolarraum und Ödemflüssigkeit (Stein-

berg et al., 1994), (Pitted et al., 1997). Zusätzlich hängt die Entwicklung der Inflammation durch 

andere Mechanismen entscheidend von den neutrophilen Granulozyten ab.

Durch Phagozytose und anschließende Phagosomenbildung binden neutrophile Granulozyten 

Gewebetrümmer und Bakterien. Außerdem produzieren sie reaktive Sauerstoffspezies, die in der 

Lage sind Fremdkörper, Gewebe und Bakterien zu zerstören. Weiterhin enthalten neutrophile Gra-

nula verschiedene Moleküle und Enzyme, welche wichtig für den Entzündungsprozess sind (Bor-

regaard et al., 1997).

Während der Inflammation werden von Alveolarzellen und Makrophagen Zytokine wie IL-1, -4, 

-6, -8 und -10 und Tumor Nekrose Faktor α produziert, die neutrophile Granulozyten aktivieren 

und in das Kapillarbett der Lunge locken (Keatings et al., 1996). Dort werden sie am Endothel 

über Verknüpfung von L-Selektin auf den neutrophilen Granulozyten und dem E-Selektin der 

Endothelzellen mit den entsprechenden Liganden locker an das Endothel geheftet (Rolling). An-

Abb. 1: schematische Darstellung der Interaktion zwischen inflammatorischen 
Zellen und Lungengewebe

Elastasen Sauerstoff-
radikale

Inaktivierung 
Antiproteasen

gesteigerte
Mukusproduktion

Störung
Zilienfunktion

Proteasen

 IL8

Lungenepithel

PMN

Makrophagen

direkte Lungen-
schädigung

proinflammatorische 
Mediatoren

direkte
Lungenschädigung
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schließend wird eine feste Verbindung zwischen neutrophilen Granulozyten und Endothel gebil-

det, indem das auf den PMN‘s gebildete Beta2-Integrin (CD11/CD18) mit dem Ligand ICAM auf 

den Endothelzellen interagiert. Die adherierten PMN‘s durchdringen schließlich die Endothel-

wand und transmigrieren zum Ort der Entzündung. Dort angekommen, sezernieren die PMN drei 

verschiedene Arten von Granula und Vesikeln, in welchen sich proinflammatorische Substanzen 

befinden.

Sekretorische Vesikel werden durch zahlreiche Mediatoren (FMLP, LTB4) mobilisiert. Sie bein-

halten Rezeptoren, welche die PMN‘s in einen aktivierten Zustand versetzen und außerdem die 

feste Bindung an vaskulären Epithelien ermöglichen (Murav`ev et al., 2003), (Sengelov et al., 

1993).

Primäre oder azurophile Granula enthalten Defensine, die ein großes antimikrobielles Spektrum 

haben und chemotaktisch wirken. Weiterhin finden sich saure Hydrolasen (saure Phosphatase, 

a-Mannosidase, N-acetyl-β-Glucosaminidase) und neutrale Proteasen (Proteinase-3, Cathepsin 

G, Elastase), welche aktivierend auf Lymphozyten, Makrophagen und Thrombozyten wirken. Im 

Rahmen der chronischen Bronchitis scheint besonders die Elastase, auch Neutrophilen-Elastase 

genannt, erwähnenswert. Sie steht im Verdacht eine Schleimhauthyperplasie mit Schleimhyper-

sekretion zu induzieren und außerdem die Zilien in ihrer Reinigungsfunktion zu beeinträchtigen 

(Barnes et al., 2000), (Stockley et al., 1995). Einen besonders wichtigen Bestandteil stellen auch 

die Myeloperoxidasen dar, welche die Potenz des von der NADPH-Oxidase gebildeten H2O2 stei-

gern (Klebanoff et al., 1999) und somit den oxidativen Burst verstärken.

Sekundäre oder spezifische Granula enthalten Substanzen wie Lactoferrin, die durch Freisetzung 

antimikrobieller Substanzen wichtig für die Phagozytose sind (Sengelov H et al., 1995).

Tertiär Granula oder sekretorische Vesikel schließen hauptsächlich Gelatinase ein. Dieses Enzym 

verursacht an Kollagen in Bindegewebe oder Basalmembranen Schäden und ermöglicht so die 

Diapedese der neutrophilen Granuzolyten. Zusätzlich wird während der Exozytose der Vesikel 

Cytochrom b558 , welches ein Bestandteil der NADPH-Oxidase ist, in die Neutrophilenzellwand 

eingebaut (Muraev‘ev et al., 2003). Alle o.g. Mechanismen dienen direkt oder indirekt zur Reduk-

tion der Infektiosität von Mikroorganismen, indem diese inaktiviert oder abgetötet werden. Das 

Vermögen der peripheren neutrophilen Granulozyten, Mikroorganismen unschädlich zu machen 

und damit eine potentielle Infektion zu verhindern, bezeichnet man als antimikrobielle Kapazität. 
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1.2. Rezeptoren

1.2.1. CD11b

CD11b gehört zu der Gruppe der Leukozytenintegrine. Die Leukozytenintegrine besitzen alle 

eine gleiche β2-Untereinheit, unterscheiden sich jedoch in ihrer α-Untereinheit. Gespeichert wird 

CD11b primär in peroxidasenegativen Vesikeln (Bainton et al., 1987). Inflammatorische Stimuli 

bewirken die Translokation des Rezeptors auf die Zelloberfläche.

Eine Hauptfunktion des CD11b Rezeptors ist die Bindung an ICAM-1, über das die Leukozy-

tenadhäsion an Endothelzellen vermittelt und damit die Chemotaxis ermöglicht wird (Hynes et al., 

1992). Weiterhin bindet CD11b iC3b auf opsonierten Bakterien und ermöglicht so deren Phagozy-

tose. Im Hinblick auf die COPD ist bekannt, dass eine höhere Anzahl neutrophiler Granulozyten 

im Sputum mit einem höheren Schweregrad der Erkrankung korreliert (Stanescu et al., 1996). 

Verantwortlich für diese erhöhten Zellzahlen ist eine gesteigerte Chemotaxis von PMN aus der 

Blutzirkulation über epitheliales Gewebe in das Bronchuslumen. Für diesen Vorgang werden Ad-

häsionsmoleküle wie ICAM-1 auf submukösen Gefäßen und Bronchialepithelien hochreguliert, 

die dann CD11b binden und so die Migration ermöglichen (Keatings et al., 1996), (Saetta et al., 

2001). Daher wurde CD11b als Marker für eine gesteigerte Migrationsbereitschaft in der Studie 

bestimmt.

1.2.2. CD16

CD16, auch genannt, ist Teil der Gruppe der FcγRIII Rezeptoren, welche für die Bindung von 

Immunglobulinisotypen verantwortlich sind. CD16 gehört dabei der Untergruppe der FcγRIII Re-

zeptoren an. Diese Rezeptoren sind auf die Bindung von IgG spezialisiert und befinden sich auf 

Phagozyten, NK-Zellen, B-Lymphozyten, dendritischen Zellen, dem Fc-Teil von IgG und den 

Komplementfaktor C3b (Hibbs et al., 1994). CD16 unterscheidet sich durch seine Struktur von 

den beiden anderen FcγRIII Rezeptoren CD64 und CD32. Die Bindung von IgG an FcγRIII Re-

zeptoren kann verschiedene Reaktionen auslösen. Im Rahmen der spezifischen Abwehr werden 

IgG gebildet, welche sich an Fremdzellen anheften und diese opsonieren. Bindet nun ein neut-

rophiler Granulozyt mittels CD16 an die IgG Moleküle, werden zytotoxische Substanzen aus-

geschüttet, wodurch die IgG gebundene Zelle angegriffen und letztendlich so ihre Phagozytose 
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eingeleitet wird (Huizinga et al., 1988), (Huizinga et al., 1990a). Eine  Bindung des FcγRIIIb mit 

Immunkomplexen verstärkt jedoch nicht nur die Phagozytose, sondern triggert auch Neutrophilen-

funktionen wie die Degranulation. Im Hinblick auf unsere Studie ist hierbei auch erwähnenswert, 

dass die Bildung von ROS bei Blockade des FcγRIIIb signifikant vermindert ist (Huizinga et al., 

1990b), (Bux et al., 1993), (Flesch et al., 1998). Bei COPD konnte in einer früheren Studie eine 

verminderte Expression von CD16 auf Makrophagen von COPD-Patienten im Vergleich zu Nicht-

rauchern beschrieben werden (Löfdahl et al., 2006). Dieser Fakt weist daraufhin, dass COPD-Pa-

tienten eine verminderte Abwehrleistung gegenüber Bakterien zeigen, welche sich in diesem Fall 

in einer verminderten FcγRIII Rezeptorexpression auf Makrophagen äußert. Ob sich solch eine 

verminderte Phagozytosekapazität auch auf PMN zeigt, sollte anhand der Expression des CD16 

Rezeptors bestimmt werden.

1.2.3. CD66b

CD66b gehört, wie CD66a, -c, und -d, zu der  Familie der carcino-embryogenen-Antigene (CEA), 

die strukturell der Immunglobulin-Superfamilie zugeordnet werden (Skubitzet al., 1992). Da 

CD66b auf allen Granulozyten vorkommt, wird es als auch Marker für diese Zellen eingesetzt. 

CD66b ist durch einen Glykosylphosphatidylinositol- (GPI) Anker in der Zellmembran einge-

bunden und unterscheidet sich von den anderen CD66 Molekülen dadurch, dass es keine eigene 

Transmembrandomäne besitzt (Kuijpers et al., 1993). Die genaue Funktion des Moleküls ist noch 

unklar, jedoch wird vermutet, dass die Aktivierung von neutrophilen Granulozyten unter anderem 

über die Bindung von spezifischen Antikörpern an CD66b läuft (Skubitz et al., 1996). CD66b wur-

de in allen Ansätzen der Studie als Neutrophilenmarker mitbestimmt.

1.2.4. CD62L

Bei CD62L, auch L-Selektin genannt, handelt es sich um ein Adhäsionsmolekül, welches auf neu-

trophilen Granulozyten zu finden ist (Gallatin et al., 1983). L-Selektin besteht aus einem kurzen 

zytoplasmatischen Abschnitt, der über ein transmembranäres Stück mit einem dreiteiligen extra-

zellulärem Abschnitt verbunden ist (Vestweber et al., 1999). Der erste Kontakt zur Migration  aus 

der Blutzirkulation zu einem Entzündungsherd wird über Selektinmoleküle vermittelt (Salmi et 

al., 1997) (Butcher et al., 1996): neutrophile Granulozyten binden mit CD62L über verschiedene 
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Sialylglykoproteine auf Endothelzellen, sodass sie über das Endothel „rollen“ können. Während 

dieses Vorgangs erfolgt eine Aktivierung der Leukozyten, sodass der extrazelluläre Anteil des 

L-Selektins durch membranständige Metalloproteinasen enzymatisch verdaut wird (Shedding) 

(Black et al., 1997). Im Gegensatz zu anderen Rezeptoren bedeutet dies für die Messung durch 

Flowcytometrie, dass eine erniedrigte rMFI für eine Aktivierung der Zellen spricht.

Ähnlich dem CD11b Rezeptor soll der ebenfalls für die Migration von Zellen wichtige CD62L 

Rezeptor einen Indikator für eine veränderte Inflammation im Rahmen der COPD darstellen. So 

berichten Noguera et al. 2004 von einer verminderten CD62L Expression von COPD-Patienten im 

Vergleich zu Nicht-Rauchern.

1.2.5. CXCR1/CXCR2

Die CXC1 und der CXC2-Rezeptoren gehören zur Familie der 7-Transmembran-G-Protein-gekop-

pelten Rezeptoren. Das C-terminale Ende dieser Rezeptorart ragt ins Zytoplasma hinein, während 

der N-terminale Teil für die Bindung von bestimmten Chemokinen verantwortlich ist (LaRosa et 

al., 1992). CXC1-Rezeptoren können IL-8, ENA-78, GCP-2 binden, wobei die Affinität von IL-8 

zu CXCR1 am stärksten ist. An CXC2-Rezeptoren binden, mit etwa gleicher Affinität, IL-8, NAP-

2, ENA-78, GRO-α, GRO-β, GRO-γ (Wuyts et al., 1998). Dockt eines dieser Chemokine an den 

N-terminalen Teil des Rezeptors an, wird ein G-Protein aktiviert, welches über verschiedene Si-

gnalwege Effektorenzyme aktiviert. Über die Bildung von Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat 

durch die Phosphatidylinositol-3-Kinase-γ wird die Proteinkinase B und weitere kleine GTPasen 

aktiviert. Dieser Vorgang führt zu einer Migration entlang einer steigenden IL-8-Konzentration.

Ein weiteres wichtiges Effektorenzym ist die Proteinkinase C: über die Aktivierung der Enzyme 

Phospholipase Cβ2 und Cβ3 wird die Bildung von Diacylglycerat bewirkt, welches wiederum die 

Proteinkinase C aktiviert. Diese wird für einige Neutrophilenreaktionen wie z.B. den oxidativen 

Burst benötigt wird (Hirsch et al., 2000).	

Hat eine Ligandenbindung stattgefunden werden CXC1 und CXC2-Rezeptoren innerhalb von kur-

zer Zeit internalisiert, recycelt und wieder an der Oberfläche gebunden (Oppenheim et al.,

1991).
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1.3. IL-8

IL-8 gehört zu der Familie der chemotaktischen Zytokine. Diese bestehen aus 70-130 Amino-

säuren und enthalten vier hoch konservierte Cysteinreste, die über 2 Disulfidbrücken verbunden 

sind, sodass eine hohe Stabilität erreicht wird (Wuyts et al., 1998). Die Chemokine werden an-

hand der Cysteinreste in 4 Gruppen unterteilt, wobei die CC-Familie und die CXC-Familie die 

wichtigsten Vertreter sind. Diese beiden Gruppen unterscheiden sich durch die Position der ersten 

beiden Cysteine (Baggiolini et al., 1995). Im Gegensatz zu den Chemokinen der CC-Familie be-

sitzen Chemokine der CXC-Familie, zu denen auch das IL-8 gehört, eine Aminosäure zwischen 

den ersten beiden Cysteinresten. Weiterhin unterscheidet man die Chemokine der CXC-Familie an 

ihrem N-terminalen Ende. Besitzen sie eine sogenannte ELR-Sequenz (Glu-Leu-Arg) so wirken 

sie chemotaktisch auf neutrophile Granulozyten. Fehlt diese, bewirkt das Chemokin die Migration 

von Lymphozyten.

IL-8 besteht insgesamt aus 72 Aminosäuren und wiegt 8kDa. Sezerniert wird IL-8 durch zahl-

reiche Zellarten, u.a. von neutrophilen Granulozyten, Monozyten und Bronchialepithelien. Akti-

viert wird die Sekretion von IL-8 durch mikrobielle Antigene und proinflammatorische Zytokine, 

u.a. LPS, TNF-α und durch bestimmten Interleukine (DeForge et al., 1992). Das freigesetzte IL-8 

bindet an CXC1 oder CXC2-Rezeptoren und bewirkt so Chemotaxis, Adhäsion, Migration und 

Aktivierung von Entzündungszellen, insbesondere von neutrophilen Granulozyten (Smith et al., 

1991), (Schröder et al., 1987). Weiterhin erhöht IL-8 in neutrophilen Granulozyten auch die int-

razelluläre Calcium-Konzentration sowie einen schwachen sog. „Respiratory Burst“, d.h. die Ak-

tivierung der NADPH-Oxidase (Schröder et al., 1987; Thelen et al., 1988). Uneinigkeit herrscht 

noch über die Frage über welchen Rezeptor die Chemotaxis der neutrophilen Granulozyten haupt-

sächlich erfolgt. Eine Studie von Hammond (Hammond et al., 1995) besagt, dass die chemotak-

tische Wirkung hauptsächlich über den CXC1-Rezeptor vermittelt wird, während in einer anderen 

Studie (Chuntharapai et al., 1995) postuliert wird, dass IL-8 in entzündungsfernen Bereichen, mit 

mäßiger IL-8 Konzentration, eher mit dem CXC2-Rezeptor interagiert, während es direkt an der 

Entzündungsstelle eher an den CXC1-Rezeptor bindet. Abgebaut und inaktiviert wird IL-8 nur 

langsam durch Proteasen wie Elastase, Metalloproteasen, Proteinase-3 und Cathepsin G.

Zytokine spielen eine zentrale Rolle in der Pathogenese der COPD, da sie eine wichtige Kompo-

nente des Inflammationsprozesses darstellen. Dieser Fakt konnte bereits in einigen Studien be-
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wiesen werden. Exemplarisch zeigten Hackett und Kollegen (Hackett et al., 2008) in ihrer Studie 

eine erhöhte Produktion von TNF-α, IL-10, IL-8 und IL-6 in Lungenepithel von COPD-Patienten, 

im Vergleich zu Kontrollen mit normaler Lungenfunktion. Damiá Ade und Kollegen, (Damiá Ade 

et al., 2011) dokumentieren in Ihrer Studie, dass eine erhöhte IL-8 Konzentration mit erhöhter 

Obstruktion und Dyspnoe einhergeht. Eine andere Studie (Wilkinson et al., 2006) belegte, dass die 

IL-8 Konzentration im Sputum von COPD-Patienten während der Infektexazerbation signifikant 

im Vergleich zu Sputum das in einem infektfreien Intervall entnommen wurde, erhöht war. 

1.4. MMP9

Bei den MMP‘s (Matrixmetalloproteinasen) handelt es sich um zinkabhängige Endopeptidasen. 

Diese sind in der Lage Oberflächenproteine sowie Bestandteile der Extrazellulärmatrix, inklusi-

ve Basalmembran abzubauen. MMP‘s sind durch 2 Zink- und 3 Kalziumionen im katalytischen 

Zentrum charakterisiert, sowie durch eine N-terminale Sequenz, welche nach der Synthese en-

zymatisch abgespalten wird. Dadurch werden sie von einem inaktiven in einen aktiven Zustand 

überführt (Kähäri et al., 1997; Shapiro et al., 1998; Woessner et al., 1998; Murphy et al., 1997). 

Weiterhin können sich die MMP‘s über Aktivierungskaskaden gegenseitig aktivieren.

Unterschieden werden sie anhand ihrer Struktur und Substratspezifität in 4 Untergruppen. 

MMP9 gehört zu der Untergruppe der Gelatinasen. Diese besitzen im katalytischen Zentrum zu-

sätzlich noch drei fibronektin-ähnliche Domänen, welche die Bindung an Gelatin möglich ma-

chen. Gelatinasen können die Kollagene IV, V, VII und X sowie Fibronektin und Elastin spalten 

(Murphy et al., 1991), (Senior et al., 1991), (Matrisian et al., 1992).  MMP9 ist zusätzlich spezi-

fisch für den Abbau der Kollagentypen I, II und V. Das Enzym wird in sekretorischen Vesikeln von 

neutrophilen und eosinophilen Granulozyten gespeichert.

Die Gegenspieler der MMP‘s sind sogenannte TIMP´s (tissue inhibitors of matrixmetalloprotei-

nases). Sie können die Aktivität der MMP‘s hemmen, indem sie mit der N-terminalen Domäne die 

Zinkionen im katalytischen Zentrum der MMP‘s reversibel binden (Sternlicht et al., 2001). Für die 

Inhibition von MMP9 ist TIMP4 verantwortlich. Physiologischerweise herrscht ein Gleichgewicht 

zwischen MMP‘s und TIMP‘s. Zahlreiche Studien beschreiben bereits, dass bei der COPD ein 

Ungleichgewicht zwischen den MMP‘s und den TIMP‘s herrscht, sodass die extrazelluläre Matrix 

der Lunge irreversibel geschädigt wird (Fujita et al., 1990), (Kang et al., 2003), (Higashimoto 
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et al., 2005). Ursächlich für ein Mißverhältniss zwischen den MMP‘s und TIMP‘s scheinen u.a. 

genetische Polymorphismen der Endopeptidasen zu sein. So wurde bereits diskutiert, ob ungün-

stige genetische Varianten der Endopeptidasen zur einem Manifestation der COPD prädisponieren 

(Mocchegiani et al., 2011). Beeh und Kollegen demonstrierten 2003, dass die TIMP-1 Konzentra-

tion im Sputum von Rauchern und COPD-Patienten erhöht ist. 

MMP9 ist jedoch nicht nur verdächtig direkt die Lungenmatrix zu schädigen, sondern man vermu-

tet auch, dass das Enzym für die Modulation der Freisetzung von Chemokinen und Zytokinen ver-

antwortlich ist. So kann das Enzym beispielsweise IL-1 inaktivieren. Weiterhin wurde 2000 eine 

Studie veröffentlicht (Van den Steen et al., 2000), die zeigen konnte, dass MMP9 eine Variante 

von IL-8 erstellen kann, welche im Vergleich zum „Original“ 10mal aktiver ist. Zu den Zytokinen, 

die proteolytisch durch MMP9 aktiviert werden, gehören membrangebundenes TNF-α (Gearing 

et al., 1994) sowie TGF-β (Yu et al., 2000). Aufgrund dieser bereits zahlreichen Hinweise, dass 

MMP9 bei der Pathogenese der COPD eine Rolle spielt, sollte MMP9 als Marker für eine erhöhte 

Aktivität der MMP‘s bestimmt werden.

1.5. Zelltod

1.5.1. Apoptose

Unter Apoptose versteht man eine Form des Zelluntergangs, die durch endogene Prozesse im Zel-

linneren eingeleitet wird. Dabei bleiben die  Zellintegrität sowie die Zellmembran intakt. Während 

der Apoptose durchläuft der neutrophile Granulozyt verschiedene Phasen. Zunächst wird während 

des sogenannten „Membran-Flipflop“ Phosphatidylserin auf der Oberfläche exprimiert (Homburg 

et al., 1995). Danach werden eine Reihe von Caspasen aktiviert, bei neutrophilen Granulozyten 

insbesondere die Caspasen 1,3,4 und 8, welche proteolytische Prozesse in der Zelle in Gang setzen, 

was letztendlich zum Abbau der Zelle führt (Santos-Beneit et al., 2000), (Yamashita et al., 1999).

Bei einigen chronisch entzündlichen Erkrankungen wird vermutet, dass eine verlängerte Überle-

bensspanne der neutrophilen Granulozyten zu einer vermehrten Zerstörung von gesundem Gewe-

be führt. So berichtet eine Studie (Pletz et al., 2004), dass die Apoptose neutrophiler Granulozyten, 

welche aus dem Blut von hospitalisierten Patienten mit COPD stammten, zu bestimmten Zeit-

punkten im Vergleich zu gesunden Freiwilligen erniedrigt war. Ob neutrophile Granulozyten in die 

Apoptose eintreten hängt von verschiedenen Faktoren ab. Eine Reihe pro- und antiapoptotischer 



19

Faktoren finden sich in Tabelle 2.  

Auch ROS scheinen die Apoptose zu beeinflussen. Bekannt ist, dass Apoptose mit einem Funk-

tionsverlust der Phagozytose, Degranulation und Chemotaxis einhergeht. Weiterhin werden oxi-

dative Prozesse ausgelöst und die spezifische Rezeptorexpression der neutrophilen Granulozy-

ten ändert sich. Die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies durch die neutrophilen  Granulozyten 

selbst führt wiederum ebenfalls zur Apoptose der Zellen. Man vermutet, dass die Generierung 

von NADPH den Gehalt an Cytochrom C in der Zelle vermindert, sodass die Aktivität der respi-

ratorischen Kette reduziert ist. Dies führt wiederum zu einer Akkumulation von Elektronen, und 

einem daraus resultierenden Zusammenbruch des Mitochondrienmembranpotentials (Maianski et 

al., 2004).

Tab.2.: Apoptose modulierende Faktoren neutrophiler Granulozyten (Marshall et al., 1997))

Mediatoren/Prozesse Verzögerung der Apoptose
Beschleunigung 
der Apoptose

Lösliche Mediatoren IL-1b IL-6 *

IL-2 IL-10

IL-6 * TNF *

CXCL-8 Fas Ligand

GRO-a O2-

G-CSF

GM-CSF

INF-g

TNF *

C5a

Endotoxin (LPS)

Glukokortikoide

Zelluläre Prozesse b2-Integrin-Adhäsion
Phagozytose von 
Escherichia coli

erhöhte intrazelluläre 
Kalziumkonzentration

Reduziertes intrazel-
luläres Glutathion

* über diese Mediatoren bestehen widersprüchliche Daten
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1.5.2. Nekrose

Im Gegensatz zur Apoptose bezeichnet die Nekrose den Zelltod durch äußere Einflüsse verschie-

dener Art, z.B. durch mechanische oder toxische Faktoren. Beispielsweise können Sauerstoffra-

dikale als toxische Faktoren die Nekrose von Zellen auslösen. Durch die Freisetzung von Pneu-

molysin und Wasserstoffperoxid bewirken beispielweise Pneumokokken eine verstärkte Nekrose 

bei neutrophilen Granulozyten (Bejo et al., 2000). 

Während der Nekrose schwillt die Zelle zunächst an bis schließlich die Membran platzt. Dadurch 

werden Zellorganellen und Zytosol in die Umgebung abgegeben, was wiederum zu einer verstär-

kten Entzündungsreaktion im umliegenden Gewebe führt. 

Bei der COPD könnte eine verstärkte Nekrose, durch die permanente Anwesenheit von pronekro-

tischen Substanzen, die Entzündungsreaktion zusätzlich aufrechterhalten.

1.6. Oxidativer Burst

Neutrophile Granulozyten bilden im Rahmen der Inflammation reaktive Sauerstoffspezies. Dieser 

Vorgang erfolgt über einen Multienzymkomplex, genannt NADPH-Oxidase. Die NADPH-Oxida-

se besteht aus zwei membrangebundenen und drei zytosolischen Komponenten, sowie einem nie-

dermolekularen G-Protein. Zunächst liegt das Enzym in einem inaktiven Zustand vor. Erfolgt ein 

adäquater Stimulus von außen, werden die zytosolischen Komponenten über kontraktile Elemente 

des Zytoskeletts, sowie Proteinkinase C-abhängiger Phosphorylierung an die Plasmamebran an-

genähert und mit den membrangebunden Komponenten verschaltet, sodass die Oxidase in einem 

aktiven Zustand, wie in Abb. 2 sichtbar, vorliegt (Vignais et al., 2002), (Cell Mol Life Sci, 2002). 
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Die aktivierte NADPH-Oxidase kann aus NADPH und Sauerstoff große Mengen an Superoxidani-

onen produzieren. Diese dienen als Vorstufe für weitere reaktive Sauerstoffspezies. Zunächst kann 

Superoxid entweder spontan oder katalysiert durch die Superoxiddismutase zu Hydrogenperoxid 

reduziert werden, welches wegen seiner fehlenden Polarität in Zellen eindringen kann. 

Aus Hydrogenperoxid können zwei weitere sehr potente Sauerstoffspezies entstehen. Zum einen 

kann es durch Oxidation von Metallsalzen in das aggressive Hydroxylradikal OH- überführt wer-

den. Andererseits reagiert Hydrogenperoxid mit Chloridionen, katalysiert durch die Myelopero-

xidase, zu Hypochlorsäure. Die zugehörigen Reaktionen sind in Abb. 3 aufgeführt. Neben diesen 

wichtigen Sauerstoffspezies existieren noch eine Reihe anderer Radikale (Tabelle 3).

	

  a) NADPH + 2O2  a  NADP+ + H+ + 2O2
-

  b) 2O2
- + 2H+ a O2 + H2O2

  c) H2O2 + Cl- + H+ a HOCl + H2O

  d) H2O2 + Fe2+ a 2OH- + Fe

Abb. 3: Redoxreaktionen des oxidativen Bursts		

	

Abb. 2: Schematische Darstellung der NADPH-Oxidase. Der membrangebundene Teil besteht aus 2 Unterein-
heiten: p22phox und gp91phox. Der zytosolische Teil besteht aus 3 Untereinheiten: p67phox and p47phox und dem 
accesorischen p40phox Protein. Das Rac-GTP binding protein wird durch bestimmte Stimuli an die Zellmembran 
transloziert, sodass der NADPH Oxidase Komplex in aktivierter Form vorliegt.
Modifiziert nach Assari Medical Immunology, 2006
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Tab. 3: endogen gebildete Sauerstoffradikale

freie Radikale Nichtradikale

O2
-Superoxide H2O2 Hydrogenperoxid

OH Hydroxyl HOCl Hypochlorsäure

RO2 Peroxyl O3 Ozon

RO Alkoxyl ROOH Hydroperoxid

HO2 Hydroperoxyl

Die gebildeten Sauerstoffspezies können direkt die extrazelluläre Matrix sowie Proteine und 

Nukleinsäuren schädigen oder aber auch indirekt, über eine Inaktivierung von Proteaseinhibitoren, 

diese Strukturen zerstören. 

Eine Hypothese in der Pathogenese der COPD besagt, das die chronische Inflammation unter an-

derem durch ein Missverhältnis zwischen Oxidantien und Antioxidantien aufrechterhalten wird. 

So konnte bereits gezeigt werden, dass eine gute Ernährung mit antioxidativen Stoffen, wie Vita-

minen, sich positiv auf die Lungenfunktion auswirkt. In der NHANES III Studie konnte dargestellt 

werden, dass die Blutkonzentration von Vitamin C, Vitamin E, Selen und β-Carotin positiv mit 

dem FEV1 korreliert (Hu et al., 2000). Auch die MORGEN Studie (Grievink L., 1998) konnte 

denselben Zusammenhang zwischen Vitamin C und β-Carotin mit dem FEV1 herausarbeiten. 

Aber auch körpereigene Enzyme dienen dem Schutz vor Sauerstoffradikalen. Glutathion gehört 

mit seinen Redoxenzymen zu einem wichtigen protektiven antioxidativen System. Es konnte ge-

zeigt werden, dass die Glutathionkonzentration in Lungen von Ratten und in vitro nach Zigaret-

tenrauchexposition reduziert war. Nach der Exposition war die Glutathionkonzentration aufgrund 

eines Reboundeffekts einige Zeit erhöht (Rahman et al., 1995), (Li et al., 1994). In einer aktuellen 

Studie (Drost el al., 2005) wurde nun herausgearbeitet, dass Glutathion, als Schutz vor oxidativem 

Stress, während einer starken Exazerbation bei COPD-Patienten, sowie bei einer schwachen Exa-

zerbation, als auch sogar bei COPD-Patienten in stabilem Zustand signifikant erniedrigt ist. Schon 

früh konnte eine reduzierte Glutathionenmenge im Sekret von Rauchern gefunden werden (Cantin 

et al., 1987). Neben Glutathion existieren noch weitere antioxidativ wirkende Enzyme. Eine zen-

trale Rolle spielt die Magnesium Superoxid Dismutase (MSOD), welche hauptsächlich von AT2 

Zellen produziert wird (Dobashi et al., 1993) und als Einzige wirksam gegen Sauerstoffradikale 
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ist, welche von Leukozyten produziert werden. Die MSOD Expression lässt sich durch Zigaret-

tenrauchexposition steigern (Stringeret al., 2004). Weiterhin wurde von Harju et al demonstriert, 

dass die Expression des Enzyms in 30-50% von Raucherlungen und dort besonders in AT2 Zellen 

erhöht ist.

Neben diesen Hinweisen, dass antioxidative Mechanismen bei COPD gestört sind, beleuchten an-

dere Studien den Fakt, dass COPD-Patienten im Vergleich zu lungengesunden Rauchern einen hö-

heren oxidativen Burst aufweisen. Besonders im Fokus der Untersuchung stand die Dysregulation 

von Redoxenzymen und die damit einhergehende übersteigerte Sauerstoffradikalbildung. Dass 

diese Veränderungen in starkem Zusammenhang mit Tabakexposition auftreten, ist auch weithin 

untersucht und anerkannt. So konnte gezeigt werden, dass Passivrauchen zu einer gesteigerten 

neutrophilen Inflammation und einer vermehrten Freisetzung von Sauerstoffradikalen führt (An-

derson et al., 1991).

Oxidativer Stress kann eine Reihe von Reaktionen in der Lunge auslösen, die zu einer Schädigung 

des Gewebes führen. Zunächst wird beschrieben, dass das Ungleichgewicht zwischen Proteasen 

und Antiproteasen, welche bei der COPD vermutet wird, durch eine Inaktivierung von Antipro-

teasen durch Sauerstoffradikale hervorgerufen wird. So beschreibt Bieth (Bieth et al., 1992), dass 

die Oxidation eines Methioninrestes von α1-Antitrypsin im Reaktionszentrum zu einer starken 

Reduktion der Inhibitionskapazität führt. Weiterhin wird postuliert, dass Oxidantien die Mukus-

produktion steigern (Nadel et al., 2001). Außerdem können H2O2 und HOCL die Ziliarfunktion 

der Bronchialzellen negativ beeinflussen, was von einer Reduktion des Zilienschlages bis zum 

kompletten Verlust der Bewegung reicht (Rogers et al., 2001). Oxidativer Stress wirkt außerdem 

direkt auf die Lungenzellen. So wurde eine gesteigerte Durchlässigkeit der Alveolarzellen in vitro 

und in vivo nach Zigarettenrauchexposition beschrieben (Morrison et al., 1999), (Rusznak et al., 

2000), (Li et al., 1994). Zusätzlich kann oxidativer Stress die Freisetzung von chemotaktischen 

Substanzen wie IL-8 aus Endothelzellen stimulieren, sodass die Inflammation gefördert wird. In 

einer Studie dazu wurde belegt, dass Epithelzellen von COPD-Patienten mehr IL-8 sezernieren 

als Epithelzellen von Rauchern oder gesunden Probanden (Drost et al., 1992). Weiterhin wurde 

in der Studie vermutet, dass Sauerstoffradikale die Verformbarkeit von neutrophilen Granulozy-

ten reduzieren, indem Aktinfilamente durch die oxidativen Stoffe vermehrt polymerisiert werden. 

Die verminderte Verformbarkeit der neutrophilen Granulozyten führt letztendlich dazu, dass  sie 
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vermehrt in das Kapillarbett der Lunge abgegeben werden und von dort aus in das Lungengewebe 

migrieren, um dort die Inflammation aufrechtzuerhalten.

Aus neueren Studien geht außerdem hervor, dass oxidativer Stress durch die Hochregulierung von 

redoxsensitiven Transkriptionsfaktoren wie NF-κB die Inflammation unterstützt (Rahman I et al., 

2006). NF-κB reguliert die Transkription zahlreicher inflammatorischer Mediatoren. Es liegt in 

seiner inaktiven Form, gekoppelt an das inhibitorische Protein IκB, im Zytosol vor. Wirken Oxi-

dantien auf diesen Komplex ein, wird IκB durch die IκB Kinase phosphoryliert und IκB von NF-

κB getrennt und schließlich in Proteasomen abgebaut. Da Inflammation mit vermehrter Bildung 

von Oxidantien einhergeht, resultiert ein Kreislauf aus vermehrter Produktion von Sauerstoffradi-

kalen, welcher wiederum in verstärkter Inflammation mündet. Eine Zusammenfassung der schädi-

genden Wirkung von Sauerstoffradikalen im Zusammenhang mit COPD gibt Abb. 4.

Abb. 4: Schädigungsmechanismen von Sauerstoffradikalen 
in der Lunge
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tionsfaktoren, 

inflammatorischer 
Substanzen

gesteigerte 
Produktion von 

Mukus und 
chemotaktischen 

Substanzen
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1.7. Fragestellung und Zielsetzung

Im Rahmen dieses Forschungsvorhabens sollten PMN von COPD-Patienten und Kontrollen im 

Hinblick auf Zellaktivierung und antimikrobielle Kapazität genauer charakterisiert werden. Da-

bei suchten wir Hinweise auf Unterschiede in der angeborenen Immunantwort der PMN von 

COPD-Patienten.  

Wir prüften, ob periphere neutrophile Granulozyten bei COPD-Patienten im Vergleich zu lungen-

gesunden Patienten einen stärkeren oxidativen Burst zeigen. Dabei sollte der oxidative Burst auch 

in einem entzündlichen Milieu, repräsentiert durch bronchoalveoläre Lavageflüssigkeit untersucht 

werden.

Es sollte herausgearbeitet werden, ob sich neutrophile Granulozyten von COPD-Patienten und 

Probanden im Hinblick auf die Expression von für Chemotaxis und Migration relevanten Oberflä-

chenrezeptoren unterscheiden.

Da es Hinweise darauf gibt, dass Chemokine und Matrixmetalloproteinasen eine wichtige Rolle in 

der Pathogenese der Krankheit spielen, untersuchten wir außerdem, ob und in welcher Form eine 

veränderte Aktivität der PMN von COPD-Patienten im Vergleich zu lungengesunden Patienten 

bezüglich der Freisetzung von IL-8 und MMP9 vorliegt. 
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2. Material

2.1. Geräte

·	 Durchflußzytometer FACScan 		  (Becton Dickinson, Heidelberg) 

·  	 Macintosh Power PC 7300 			   (Becton Dickinson, Heidelberg)

· 	 Software Lysis 2, CellQuest 			   (Becton Dickinson, Heidelberg)

·	 Microplate Reader, Model 680 		  (Bio-Rad, München)

·	 Microplate Manager, Version 5.2.1		  (Bio-Rad, München)

·	 Zentrifuge Rotina 35 R 			   (Hettich, Tuttlingen)

·	 Zentrifuge Cytospin-2 			   (Shandon, Frankfurt)

·	 Mikroskop Axioskop 20 			   (Zeiss, Oberkochen)

·	 Cell Counter AC-8 				    (Assistant, Frankfurt)

·  	 MS2 Minishaker IKA 				   (Werner Hassa, Lübeck)

· 	 Magnetrührer Ikamag RCT 			   (IKA-Labortechnik, Staufen)

·	 Schüttler 					     (Heidolph, Schwabach)

·	 PH Meter 					     (WTW, Weilheim)

·	 Laborwaage Delta Range AG 204 		  (Hassa, Lübeck)

·	 Sterile Werkbank 				    (Nuaire, Frankreich)

·	 Brutschrank Cell House 200 			   (Allerod, Dänemark)

· 	 Eismaschine Icematic F90 Compact 		  (Hauschild, Lübeck)

·	 Gefriertruhe Nuaire -85°C 			   (Zapf Instrumente, Sarstedt)

2.2. Durchflußzytometer Antikörper

·	 IgM FITC, Isotypenkontrolle			  (BD Pharmingen, Heidelberg)

·  	 IgG1 PE, Isotypenkontrolle 				          “

· 	 IgG2b PE, Isotypenkontrolle				          “

· 	 CD66b FITC						            “

·	 CD11b PE						            “

·	 CD62L PE						            “
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·	 CXCR2 PE						            “

·	 CXCR1 PE						            “

·	 CD16 PE						            “

·	 Annexin - V FITC					           “

·  	 Propidium Iodid PE					           “

· 	 FMLP						      (Sigma, Hamburg)

·	 PMA						      (Sigma, Hamburg)

·	 DHR						      (Molecular Probes, Eugene, US)

2.3. Reagenzien

·	 GIBCO DPBS 10x				    (GIBCO, Karlsruhe)

·  	 D - PBS 1x					     (PAA Laboratories, Pasching, Österreich)

·  	 BSA (Bovines Serumalbumin)		  (Roth, Karlsruhe)

· 	 Natrumazide					     (Sigma, Steinheim)

· 	 Paraformaldehyd				    (Merck, Darmstadt)

· 	 RPMI 1640					     (Biochrom, Berlin)

· 	 Lymphocyte seperation medium		  (PAA Laboratories, Pasching, Österreich)

· 	 Polyvinyl Alkohol (PVA)			   (Merck, Darmstadt)

· 	 Aqua Dest.					     (DeltaSelect, Dreieich)

· 	 May-Grünwald-Färbung			   (Greiner, Nümbrecht)

· 	 Giemsa-Färbung				    (Merck, Darmstadt)

· 	 LPS						      (Sigma, Hamburg)

· 	 FCS (Fetal calf serum)			   (Biochrom, Berlin)

· 	 Ficoll						      (Pharmacia Fine Chemicals, Inc., 		

			        Uppsala,Sweden)
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2.4. ELISA

· 	 IL-8 ELISA Kit				    (R&D, Minneapolis, USA)

· 	 GMCSF ELISA Kit				    (R&D, Minneapolis, USA)

· 	 MMP9 ELISA Kit				    (R&D, Minneapolis, USA)

· 	 ELISA Platte					     (Nalge-Nunc, Hereford, UK)

2.5. Minilavage

· 	 Flexibles Fiberglasbronchoskop IF20		 (Olympus, Hamburg)

· 	 Sterile Absaugkatheter QTY50		  (Sherwood Medical, Tullamore, Irland)

2.6. Sonstiges

· 	 Monovetten, Serum 9ml			   (Sarstedt, Nümbrecht)

· 	 Monovetten, EDTA 9ml			   (Sarstedt, Nümbrecht)

· 	 Monovetten, Lithium-Heparin 9ml		  (Sarstedt, Nümbrecht)

· 	 PP-Röhrchen 15ml				    (Greiner, Nürtingen)

· 	 PP-Röhrchen 50ml				    (Greiner, Nürtingen)

· 	 Falcon Röhrchen 2053			   (Becton Dickinson, Heidelberg)

· 	 Eppendorf Pipette				    (Eppendorf, Hamburg)

· 	 Combitip plus					    (Eppendorf, Hamburg)

· 	 Superfrost microscope slides			   (Menzel-Gläser, Braunschweig)

· 	 PP-Röhrchen 15ml				    (Greiner, Nürtingen)

· 	 PP-Röhrchen 50ml				    (Greiner, Nürtingen)

· 	 Falcon Röhrchen 2053			   (Becton Dickinson, Heidelberg)
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3. Methoden

3.1 Studiendesign und Untersuchungskollektiv 

3.1.1. Studiendesign

In die Studie eingeschlossene Patienten waren mit Infektexazerbation oder ambulant erworbener 

Pneumonie als Einweisungsdiagnose bei bestehender COPD stationär aufgenommen worden. 

Nach einer Lungenfunktionsprüfung folgte bei klinisch gegebener Indikation eine Bronchoskopie. 

Das gewonnene Material wurde aufgearbeitet, aliquotiert und eingefroren. Im infektfreien Inter-

vall wurden diese Patienten erneut einbestellt, um venöses Blut aus der Ellenbeuge für die durch-

flußzytometrische Messungen zu gewinnen. Zusätzlich wurde eine zweite Lungenfunktion durch-

geführt. Fünf zuvor eingeschlossene und bronchoskopierte Patienten lehnten eine Blutentnahme 

im infektfreien Intervall ab. Diese wurden durch infektfreie COPD-Patienten gleichen Geschlechts 

und Alters ersetzt. Als Kriterium für Infektfreiheit galt eine entsprechend beschwerdefreie Ana-

mnese und ein niedriger CRP Wert.

Infektexazerbierte COPD Patienten (10)

Bronchoalveoläre Minilavage
- Überstände werden asserviert und eingefroren

erneute Einbestellung der Patienten
im infektfreien Intervall (n =15)

pneumologisch gesundes, infektfreies
Kontrollkollektiv (n = 13)

Entnahme von periphervenösem Vollblut:
- Serum wird asserviert und eingefroren
- Isolation periphervenöser neutrophiler Granulozyten
- Charakterisierung der systemischen PMN hinsischtlich: Zellaktivität, Oberflächenexpression 
  der CXCL-8 Rezeptoren, Zellapoptose und Bildung intrazellulaerer reaktiver Sauerstoffradikaler

In vitro Versuche

Autologe Stimulation der PMN 
mit Lavageüberständen oder LPS:
- Charkterisierung der PMN

Heterologe Stimulation der PMN
mit Lavageüberständen oder LPS:
- Charakterisierung der PMN

Entnahme von perivenösem Vollblut
- Serum wird asserviert und eingefroren

Abb. 5: Studiendesign im Flussdiagramm
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In die Studie eingeschlossene Probanden waren stationäre Patienten, die aus nicht pneumolo-

gischen Gründen aufgenommen wurden. Ihnen wurde ebenfalls venöses Blut aus der Ellenbeuge 

entnommen und die Lungenfunktionsprüfung durchgeführt (siehe Abb.5). 

3.2. Untersuchungskollektiv

3.2.1. Kollektiv I: Patienten mit Infektexazerbation oder ambulant erworbener Pneumonie 

bei bestehender COPD

Das erste Kollektiv bestand aus 15 Patienten (11 männlich, 4 weiblich; 6 Raucher, 9 Ex-Raucher; 

mittleres Alter 67,8 Jahre). Bei allen war eine chronisch obstruktive Lungenerkrankung bekannt. 

Das forcierte exspiratorische Volumen in der ersten Sekunde (FEV1) lag bei allen Patienten < 80% 

des Soll-Wertes. Acht der Patienten wurden zum Zeitpunkt der Blutentnahme mit systemischen 

Kortikosteroiden behandelt. Zehn Patienten des Gesamtkollektivs wurden nach klinischer Indika-

tionsstellung bronchoskopiert. Mit dem gewonnenen Material erfolgte eine autologe Stimulation 

ihrer peripher venösen neutrophilen Granulozyten. Die neutrophilen Granulozyten der anderen 

fünf Patienten wurden heterolog stimuliert. Hierfür wurden bronchoalveoläre Lavagen genutzt, 

welche von Patienten stammten, die die Einschlußkriterien der Studie erfüllten, jedoch nicht zur 

Blutabnahme bereit waren. Tabelle 4 zeigt die jeweiligen Ein- und Ausschlusskriterien.

Tab. 4: Ein- und Ausschlusskriterien für Kollektiv I

Einschlusskriterien Ausschlusskriterien

COPD Alter < 18 Jahre, Schwangere

Infektexazerbation oder Pneumonie manifeste Leber- oder Nierenfunktionsstö-
rung

Diabetes mellitus Typ I

Karzinomerkrankung

Immunsupprimierende Erkrankungen oder 
Therapieformen
Andere Atemwegserkrankungen, die zu einer 
chronisch obstruktiven Ventilationsstörung 
führen

invasive oder nicht-invasive Beatmung   
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3.2.2. Kollektiv II: Probanden ohne pneumologische Grunderkrankung

Das zweite Kollektiv schloss 13 Probanden ein, die wegen nicht pneumologischer Erkrankungen 

stationär aufgenommen worden waren. Diese Patienten wurden entsprechend ihres Geschlechtes 

und Alters dem ersten Kollektiv angepasst und ausgewählt (9 männlich, 4 weiblich; mittleres Alter 

66,6 Jahre). Zwei der Probanden waren Raucher, sechs Ex-Raucher, fünf hatten nie geraucht. Eine 

pneumologische Grunderkrankung wurde mittels Anamnese, Lungenfunktion und radiologischer 

Bildgebung der Lunge ausgeschlossen. Das FEV1 lag bei einem durchschnittlichen Tiffeneau In-

dex von 99% zwischen 114% und 78%. Weiterhin hatten alle Probanden einen niedrigen CRP 

Wert. Tabelle 5 zeigt Ein- und Ausschlusskriterien für Kollektiv II. Die demographischen Daten 

der Patienten und Probanden sind in Tabelle 6 zusammengefasst.

Tab. 5: Ein- und Ausschlusskriterien für Kollektiv II

Einschlusskriterien Ausschlusskriterien

Lungengesund Alter < 18 Jahre, Schwangere

manifeste Leber- oder Nierenfunktionsstörung

Diabetes mellitus Typ I

Karzinomerkrankung

Immunsupprimierende Erkrankungen oder The-
rapieformen

invasive oder nicht-invasive Beatmung  

manifeste entzündliche Prozesse
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Tab. 6: Demographische Daten von Kollektiv I und II

Parameter Kollektiv I Kollektiv II P

Alter (Jahre) 67,8 ± 8 66,6 ± 7,4 NS

Geschlecht (m:w) 11:4 9:4 NS

Raucherstatus 
(Raucher:
Ex-Raucher:Nicht-Raucher)

6:9:0 2:6:5 NS

Packyears 47,8 ± 30,9 11,3 ± 15,0 < 0,001

FEV 1 
bei Blutentnahme (%) 47,1 ± 18,5 84,8 ± 17,5 < 0,001

Tiffeneauindex   
bei Blutentnahme (%) 72,7 ± 17,4 99,1 ± 12,4 < 0,001

Schweregrad der 
COPD nach GOLD 2,7 ± 0,8 - -

systemisches Kortison 
bei Blutentnahme 
(ja : nein)

8:7 - -

inhalative Glukokortikoide
(ja:nein) 11:4 - -

Stimulation 
(autolog : heterolog) 5:10 0:13 -

3.2.3. Ethik und Finanzierung

Von allen Patienten wurde eine Einverständniserklärung unterschrieben. Die Studie wurde am 

14.11.2006 von dem Ethikkomitee der Medizinischen Universität Lübeck unter dem Aktenzeichen 

06-165 gebilligt und registriert.

Die Studie wurde mit den Mitteln der medizinischen Fakultät der Universität zu Lübeck (A25-

2007) gefördert.
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3.3. Neutrophilenisolation

Unter verschiedenen anerkannten Isolationsmethoden wurde die Trennung über einen Ficoll-Gra-

dienten mit anschließender Lyse der Erythrozyten mit Aqua dest. angewandt. Der Grund für die 

Auswahl dieser Methode war der hohe Reinheitsgrad der Neutrophilenpopulation, der in jedem 

Fall über 95% betrug. Weiterhin konnte in Vorversuchen gezeigt werden, dass trotz Lyse der 

Erythrozyten die neutrophilen Granulozyten nicht in vitro stimuliert werden (siehe Tab. 7).

Tab. 7: Vergleich von Neutrophilenparametern hinsichtlich der Isolation mit bzw. ohne Erythrozy-
tenlyse. Angabe von CD66b und CD62L in rMFL. Annexin und Propidiumjodid (PI) in %. (n =1)

1h Medium 1h LPS
mit Erythro-

zytenlyse
ohne Erythro-

zytenlyse
mit Erythro-

zytenlyse
ohne Erythro-

zytenlyse
CD66b 16,81 14,92 CD66b 30,49 31,65
CD62L 27,27 28,16 CD62L 4,25 5,06

Annexin V 3,22 2,93 Annexin V 4,42 3,49
PI 0,65 0,89 PI 1,36 3,07

45ml venöses mit EDTA versetztes, bzw. 18ml venöses Li-Heparin Vollblut wurden 1:2 mit 1x PBS 

verdünnt. Danach wurden in drei 50ml PP-Röhrchen jeweils 30ml verdünntes EDTA-Vollblut auf 

10ml Lymphozyten Separationsmedium geschichtet. In vier 15ml PP-Röhrchen wurde jeweils 9ml 

verdünntes Li-Heparin Vollblut auf 3ml Lymphozyten Separationsmedium geschichtet. Nach 20-

minütiger Zentrifugation mit 419g, ohne Bremse wurden in den Röhrchen verschiedene Banden 

sichtbar, in welchen die Blutbestandteile je nach ihrer Dichte aufgetrennt waren (siehe Abb.6).

Der Überstand wurde bis zu dem Neutrophilenring abgesaugt. Das Sediment der EDTA bzw.. 

Li-Heparin Probe wurde in jeweils einen 50ml Messzylinder gegeben, mit 50ml PVA aufgefüllt, 

gemischt und 20-30min unter der Sterilbank stehen gelassen. Nach Überpipettieren der Über-

stände in 50ml PP-Röhrchen, erfolgte eine 10-minütige Zentrifugation mit 419g mit Bremse. Die 

entstandenen Überstände wurden verworfen, während die Pellets zur Lyse der Erythrozyten in 

5ml Aqua dest. geschwenkt wurden. Nach 45sek wurde die Lyse durch Zugabe von 5ml 37°C 

warmen D-PBS gestoppt. Nach erneuter 8-minütiger Zentrifugation mit 419g ohne Bremse wur-

den die Überstände abgenommen und das EDTA-, bzw. Li-Heparin- Pellet in definierter Menge 

RPMI Medium aufgenommen. Zur Überprüfung der Reinheit der Neutrophilensuspension wurden 

May-Grünewald gefärbte Cytospin Präparate erstellt. Danach erfolgte die Zählung der Zellen mit 

einer Neubauerzählkammer. Nach Bestimmung der Zellzahl wurde die Suspension auf 5 x 106 
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neutrophile Granulozyten /ml Zellkulturansatz eingestellt. 

3.4. Bronchoskopie und Minilavage

Nach Lokalanästhesie mit 4%-iger Lidocainlösung (Dalhoff et al., 1990) wurde das röntgenolo-

gisch am stärksten betroffene Segment aufgesucht. Bei diffuser Verteilung wurde der Mittellappen 

gewählt. Am häufigsten Anwendung fand die Minilavage. Sie ist in ihrem diagnostischen Wert bei 

eitrigen Pneumonien der bronchoalveolären Lavage ebenbürtig (Palmer et al., 1995) (Papazian 

et al., 1995). Nach Anspülen mit 0,9%- iger NaCl-Lösung wurde die Lavage sofort aspiriert und 

auf ein Endvolumen von 50ml verdünnt. Nach Filterung durch 4-lagige Gaze und 10minütiger 

Zentrifugation bei 400g mit Bremse bei 4°C, wurde der Überstand abgesaugt, das Pellet vorsichtig 

aufgerüttelt, mit PBS-Phosphatpuffer auf 50ml verdünnt und erneut zentrifugiert. Zuletzt wurde 

der Überstand auf exakt 2ml eingestellt. In einer Neubauer-Zählkammer wurde mikroskopisch 

zunächst die Zellzahl ermittelt und anschließend, um das Zellbild zu differenzieren, ein Ausstrich 

mit May-Grünwald-Giemsa angefärbt. 

Serum

Monozyten

Erythrozyten & 
Neutrophile Granulozyten

Abb.6: Schichtung nach Zelldichte
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3.5. Zellkultur

Die neutrophilen Granulozyten wurden über einen Zeitraum von 24h bei 37°C mit 5% CO2 inku-

biert. Um sicherzustellen dass die Zellen zu den Messzeitpunkten vital sind, wurde Apoptose und 

Nekrose nach 0h, 1h, 3h und 24h bestimmt. Hierbei zeigte sich eine deutlich Zunahme der Nekrose 

und Apoptose nach ca. 8h, sodass anzunehmen war, dass die Zellen ex vivo, sowie zu den Zeit-

punkten 1h und 3h zum großen Teil vital sind (Abb. 7a und b). Bei allen Ansätzen wurde mit einer 

LPS Konzentration von 1mg/ml bzw. einer BAL Menge von 90ml gearbeitet. Das Gesamtvolumen 

jedes Röhrchens betrug 1ml. 

Zur Stimulation der Neutrophilen wurde eine Reihe Zellkulturansätze mit Medium, sowie zwei 

Reihen weiterer Zellkulturansätze erstellt, in denen die Neutrophilen mit BAL bzw. LPS stimuliert 

wurden. So lagen zu jedem Zeitpunkt eine Mediumzellkulturreihe als Negativkontrolle, eine LPS 

Zellkulturreihe als Positivkontrolle, sowie die BAL stimulierte Zellkulturreihe vor. Tabelle 8 gibt 

einen Überblick über die Zusammensetzung der Zellkulturreihen.  

Für die Inkubation derjenigen Ansätze, in denen Apoptose und Nekrose sowie die Oberflächen-

antigene gemessen wurden, wurde als Medium RPMI + 5% FCS verwendet. Vorversuche haben 

gezeigt, dass bei dieser FCS Konzentration die Zellen über 24h länger vital sind, jedoch nicht 

wesentlich stimuliert werden. In den Ansätzen in welchen der oxidative Burst bestimmt wurde, 

benutzten wir dagegen  RPMI mit 1% FCS. 

Für die Stimulation der Neutrophilen in Zellkulturreihe drei wurde die Menge an LPS so gewählt, 

dass eine Konzentration von 1mg/ml vorlag. Diese Konzentration ermöglicht eine deutliche Stimu-

lation der Zellen. Aufgrund der begrenzten Menge an BAL, die aus den Bronchoskopien gewonnen 

werden konnte, wurden zur Stimulation der Zellen in Zellkulturreihe zwei 90ml BAL verwendet. 

Dieses materialsparende Volumen erwies sich in Vorversuchen als ausreichend für die Stimulation 

der Zellen. Abb. 7c und 7d zeigen anhand einer repräsentativen Messung der Parameter CD66b 

und CXCR2 (Versuchsanzahl: n=3) die Stimulierbarkeit der neutrophilen Granulozyten durch eine 

BAL-Menge von 90 ml.

Nach abgelaufener Inkubationszeit wurden  die Falcon Röhrchen bei 256g ohne Bremse 5 Minu-

ten zentrifugiert. Die Überstande wurden für die spätere Bestimmung von Zytokinen aliquotiert 

und bei -80°C eingefroren. Die Pellets wurden je nach folgender Untersuchungsmethode mit 2ml 

FACS Puffer, 2ml eiskaltem PBS oder mit 2ml PBS + 1% FCS gewaschen. Die Zellpellets für die  
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Abb. 7b:  Nekrose in %: auch die Nekrose beginnt bei LPS stimulierten Neutrophilen im Vergleich 
zu Neutrophilen in Medium verzögert. Mit BAL stimulierte Zellen zeigen bereits nach 24h hohe 
Nekroseraten. Grund dafür sind möglicherweise zellschädigende Substanzen, z.B. Bakterien, in 
der BAL, (n = 3)

Abb.7a: Apoptose in %: die Apoptose beginnt nach ca. 8h. Während die mit Medium stimulierten 
Zellen nach 24h zu etwa 70% apoptotisch sind, setzt die Apoptose der LPS stimulierten Zellen 
verzögert ein. Zellen, die mit BAL stimuliert wurden, treten statt in Apoptose gehäuft in Nekrose 
ein, (n = 3) 

in
 %

in
 %
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Abb. 7c und d: Mittelwert der rMFI von CD66b und CXCR2: bereits nach 60min wird eine Sti-
mulation der Zellen durch die BAL sichtbar: die CXC2-Rezeptorexpression in BAL liegt unter 
der CXC2-Rezeptorexpression in Medium. Nach 150min sind die Neutrophilen durch die BAL 
genauso stark stimuliert wie durch LPS (siehe rel. Mean CD66b, CXCR2), (n=3)

Bestimmung der Apoptose und Nekrose wurden daraufhin in 500ml Annexinpuffer aufgenommen 

und im Kühlschrank bei -20°C bis zur weiteren Verarbeitung aufbewahrt. Die Pellets für die Be-

stimmung der Oberflächenmarker wurden in 100ml  FACS Puffer aufgenommen und ebenfalls bei 

-20°C gelagert. Zur Messung des oxidativen Bursts wurden die Pellets der jeweiligen Ansätze in 

100ml PBS + 1% FCS gelöst und auf Eis gestellt.

ZKR 1 ZKR 2 ZKR 3

Medium 900 ml 810 ml 850 ml 

BAL - 90 ml -

LPS - - 50 ml 

Neutophilen 
- suspension 100 ml 100 ml 100 ml 

Tab.8: Zusammensetzung der Zellkulturreihen

rM
FI

rM
FI
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3.5.1. Wahl der Messzeitpunkte

Die Messungen der Expression der Oberflächenantigene, der Freisetzung von Zytokinen und des 

oxidativen Bursts wurden zu verschiedenen Zeitpunkten durchgeführt. 

Für die Bestimmung der Oberflächenantigene erwies sich eine Messung nach 3h als optimal. Ex-

emplarisch hierfür waren die Ergebnisse von CXCR2 bei den COPD-Patienten. Hier zeigte sich 

eine erhöhte Expression von CXCR2 nach 3h in Medium auf der Zelloberfläche. Währenddessen 

erzeugte die Inkubation der neutrophilen Granulozyten in BAL und LPS im Vergleich zu Medium 

zu diesem Zeitpunkt eine maximale Downregulation der Rezeptoren (Abb. 8). Ähnlich maximale 

Effekte auf die Stimulationen ließen sich bei CXCR1, CD11b, CD66b, CD62L und CD16 darstel-

len.

Der oxidative Burst der Zellen wurde nach 1h bestimmt. Es zeigte sich in Vorversuchen, dass be-

reits zu diesem Zeitpunkt eine maximale Freisetzung von Sauerstoffradikalen erzielt werden kann. 

Pathophysiologisch sinnvoll erscheint die Wahl dieses Zeitpunktes ebenfalls, da die Freisetzung 

von Sauerstoffradikalen während der Inflammation sehr früh abläuft, insbesondere die nicht re-

zeptorvermittelte Expression. Weiterhin wird vermutet, dass Sauerstoffradikale auch die Expressi-

on von Oberflächenantigenen beeinflussen. 

IL-8 wurde nach 24h in den Zellkulturüberständen gemessen. Zu den frühen Zeitpunkten 1h und 

3h war in Vorversuchen die IL-8 Konzentration zu klein um Unterschiede zwischen den Stimu-

Abb. 8: Expression von CXCR2 peripherer neutrophiler Granulozyten von COPD-Patienten nach 
0h, 1h und 3h unter Stimulation mit BAL/LPS im Vergleich zu Medium. Dargestellt als Median (n: 
0h Med = 11, 1h und 3h Med/BAL = 14, 1h und 3h LPS = 13)

I
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 us. 

3.6. Durchflußzytometrie

Für die durchflußzytometrische Messung wurde ein FACScan der Firma Becton Dickinson be-

nutzt. Das FACScan zeichnet sich durch einen Argon-Ionen-Laser, sowie durch zwei Streulichtka-

näle und drei Fluoreszenzkanäle aus. 

Über ein Ansaugsystem werden Zellen einzeln durch eine Quarzküvette geschossen und durch den 

Argon-Laser erfasst. Trifft der Laser auf eine Zelle, können durch die Streuung des Lichts Aussa-

gen über Größe und Granularität der Zelle getroffen werden. Dafür verantwortlich  sind die beiden 

Streulichtkanäle, Forward-Scatter (FSC) und Side-Scatter (SSC). Der Forward-Scatter erkennt die 

Streuung des Lichts zwischen 0°-10° und kann so Daten zur Charakterisierung der Zellgröße lie-

fern. Der Side-Scatter erkennt die Ablenkung des Laserlichts im 90° Winkel und kann die Stärke 

der Granulierung und die Dichte von Zellen darstellen. 

Für die Darstellung von Oberflächenantigenen ist der Argonlaser im Zusammenspiel mit den Flu-

lationen darzustellen. Im Gegensatz dazu, konnte MMP9 als schnell sezernierte Protease bereits 

nach 1h in großen Mengen in den Zellkulturüberständen nachgewiesen werden. Hier stellten sich 

bereits maximale Unterschiede durch die verschiedenen Stimulationen dar, sodass für MMP9 1h 

als Meßzeitpunkt gewählt wurde. Einen Überblick über die Meßzeitpunkte der einzelnen Parame-

ter gibt Tabelle 9.

0h 1h 3h 24h

Apoptose und 
Nekrose + + + +

Oberflächen-
antigene + - + -

Oxidativer 
Burst + + - -

IL-8 - - - +

MMP9 - + - -

Tab. 9: Zu bestimmende Parameter zu den 
jeweiligen Zeitpunkten
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oreszenzkanälen verantwortlich. Um die zu untersuchenden Oberflächenantigene auf den Zellen 

sichtbar zu machen, werden sie zunächst mit einem an einen monoklonalen Antikörper gebun-

denen Farbstoff, markiert. Die Elektronen dieser  Farbstoffe werden durch den Argonlaser auf ein 

höheres Energieniveau gebracht. Fallen sie auf ihr ursprüngliches Niveau zurück, wird Energie in 

Form von Licht bestimmter Wellenlänge frei. Dieses Licht wird über verschiedene Fluoreszenz-

kanäle erfasst, wobei die Fluoreszenzintensitäten mit der Antigenmenge des untersuchten Proteins 

pro Zelle korrelieren. Das FACScan besitzt drei Kanäle: 

	 1) Kanal 1 detektiert Licht im grünlichen Bereich  -  Fluorescein-Isothiocyanat (FITC, 	

	     Emissionsmaximum bei 525nm)

	 2) Kanal 2 detektiert Licht im orangenen Bereich  - Phycoerythrin (PE, Emissions-      	

	     maximum bei 575nm)

	 3) Kanal 3 detektiert Licht im roten Bereich - Phycoerythrin-Cyanat (PE-Cy5, 		

	     Emissionsmaxiumum 610nm)

Für alle zu untersuchenden  Oberflächenantigene wurden also Antikörper gewählt, die mit einem 

der drei oben genannten Farbstoffe konjugiert waren.

Für die Datenauswertung wurde das Programm CellQuest verwendet. Als Darstellungsform der 

Daten wurden Punktwolken (Dot Plot) und Häufigkeitsverteilungen (Histogramme) gewählt. 

Abb. 9: Schematische Darstellung eines Durchlußzytometers
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Für die Charakterisierung von Zellpopulationen wurde zu Beginn jedes Experiments zunächst ein  

Dot Plot erstellt. Auf der y-Achse wurden die Daten des Side-Scatters aufgetragen und auf der x-

Achse die Daten des Forward Scatters. So konnten Zelltrümmer, Lymphozyten, Monozyten und 

Granulozyten voneinander abgegrenzt werden. Für die weiteren Analysen wurde dann ein „Gate“ 

um die Granulozytenpopulation gesetzt. 

Diese Trennung ermöglichte die Untersuchung der neutrophilen Granulozyten unter Ausschluss 

störender Einflüsse von anderen Zellpopulationen (siehe Abb. 10).

Für die Analyse der Oberflächenantigenexpression wurden Histogramme erstellt. Bei Histogram-

men handelt es sich um Häufigkeitsverteilungen. Auf der x-Achse ist die Intensität der Fluoreszenz 

logarithmisch und in aufsteigender Reihenfolge aufgetragen. Die y-Achse zeigt die Zellzahl der 

jeweiligen Intensität an. Für die statistische Weiterverarbeitung der Daten aus den Histogram-

men, wurde der relative Mittelwert der Fluoreszenzintensität berechnet. Dieser entsteht aus dem 

Quotienten der mittleren Fluoreszenzintensität des monoklonalen Antikörpers und der mittleren 

Fluoreszenzintensität der Isotypenkontrolle.

Zur Analyse des oxidativen Bursts wurden ebenfalls Histogramme verwendet (siehe Abb. 11a und 

b). Mit Hilfe einer Negativkontrolle konnten neutrophile Granulozyten, welche Sauerstoffradikale 

produzierten, von denen welche  kein Sauerstoff produzierten, im Histogramm unterschieden wer-
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Abb. 10: Darstellung von Zellpopulationen im Dot Plot. 1 = neutrophi-
le Granulozyten, 2 = eosinophile Granulozyten, 3 = Lymphozyten, 4 = 
Zelltrümmer. y-Achse = SSC. x-Achse = FSC
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den. Durch das anschließende Setzten eines Gates um die sauerstoffradikalproduzierende Popula-

tion  wurde der prozentuale Anteil der sauerstoffradikalproduzierenden neutrophilen Granulozyten 

berechnet.

Um die Daten der Apoptose und Nekrose auszuwerten wurde eine zweidimensionale Darstellung 

im Dot Plot gewählt. Hierbei wurden die positiv markierten Populationen ebenfalls in Prozent 

ausgedrückt.

3.6.1. Vorbereitung der Zellen für die Durchflußzytometrie -  Apoptose&Nekrose

Um die Apoptoserate der neutrophilen Granulozyten zu bestimmen, wurden die Zellen mit einem 

an Annexin V gekoppelten Fluoreszenzfarbstoff angefärbt. Annexin V ist ein Protein, welches 

Ca2+-abhängig Phosphatidylserin bindet. Phosphatidylserin befindet sich normalerweise auf der 

Innenseite der doppelschichtigen Zytoplasmamembran und kann so nicht von dem Annexin V er-

reicht werden. Tritt die Zelle jedoch in die Apoptose ein, wird das Phosphatidylserin auf die zyto-

plasmatische Membranaußenseite verlagert, sodass das Annexin V daran binden kann. Von Vorteil 

ist Annexin V für die Bestimmung der Apoptoserate deshalb, weil es eine sehr hohe Affinität zum 

Phosphatidylserin hat. Es bindet also sehr schnell, sodass Zellen in frühen Apoptosephasen gut mit 

erfasst werden.

Da Annexin V auch nekrotische Zellen anfärbt, deren Zellmembran aufgrund des Nekroseprozesses 

durchlässig geworden ist, wurden die Zellen gleichzeitig mit Propidiumjodid angefärbt. Propidi-

Abb. 11a: Negativkontrolle im Histogramm Abb. 11b: Histogramm mit 99% ROS-
positive Zellen
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umjodid ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der die Kernmembran von nekrotischen Zellen durchdringt 

und sich im Kern an die DNA anlagert. 

Durch diese Doppelfärbung ließen sich im Dotplot vier Populationen (Abb. 12) voneinander un-

terscheiden: 

		  1)	 Vitale Zellen, die weder durch Annexin V noch Propidiumjodid ange-	

			   färbt wurden

		  2)	 Apoptotische Zellen, die nur durch Annexin V angefärbt wurden

		  3)	 Nekrotische Zellen, die nur durch Propidiumjodid angefärbt wurden

		  4)	 Spätapopotische oder nekrotische Zellen, die sowohl Annexin V und 	

			   Propidiumjodid positiv waren

Für die Doppelfärbung wurden vier Falcon Röhrchen mit Zellsuspension benötigt. Jedes Falcon 

Röhrchen enthielt 500ml Annexinpuffer, sowie 5 x 106 neutrophile Granulozyten /ml. Ansatz eins 

wurde nicht gefärbt. Um die Kompensation am Durchflußzytometer einzustellen wurden zu An-

satz zwei 5ml Annexin V und zu Ansatz drei 10ml Propidiumjodid hinzu pipettiert. Ansatz vier 

wurde mit jeweils 5ml Annexin V und 10ml Propidiumjodid doppelt gefärbt. Nach einer Ruhe-
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Abb. 12: Zellpopulationen im Dotplot
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zeit von 15min, im Dunkeln bei Raumtemperatur wurden die Proben innerhalb einer Stunde am 

Durchflußzytometer gemessen. Wichtig war die Verwendung von neutrophilen Granulozyten, die 

aus EDTA antikoaguliertem Vollblut gewonnen wurden, da Vollblut, dass durch Heparin antikoa-

guliert ist, die Apoptose induziert.

Um die Korrektheit der Annexin V/ Propidiumjodid Doppelfärbung zu sichern, wurden  apopto-

tische und nekrotische Zellen ebenfalls anhand der May-Grünwald gefärbten Zytospins über Mi-

kroskop ausgezählt (Abb.13a und 13b).

3.6.2. Vorbereitung der Zellen für die Durchflußzytometrie - Anfärbung der Oberflächenan-

tigene

Zu den nach der Zellkultur vorbereiteten Falcon Röhrchen, die 100ml FACS Puffer und 5 x 106 neu-

trophile Granulozyten /ml enthielten, wurde jeweils 5ml fluoreszenzmarkierte Antikörper hinzuge-

geben. Die meisten Ansätzen verlangten die Herstellung von Doppelfärbungen. Dort wurden die 

5ml Antikörper nacheinander hinzupipettiert. Danach wurden die Falcon Röhrchen gut gemischt 

um eine gute Verteilung der Antikörper zu sichern. Für die Inkubation erfolgte die Lagerung der 

Falcon Röhrchen 20 Minuten bei -4°C im Kühlschrank. Nach abgelaufener Inkubation wurden die 

Ansätze mit jeweils 2ml FACS Puffer gewaschen und in 200ml FACS Puffer aufgenommen.

Um die Zellen zu konservieren wurde an die extrazelluläre Markierung der neutrophilen Granu-

lozyten eine Fixierung mit 3% Paraformaldehyd angeschlossen. Hierfür wurde zu den Ansätzen 

200ml 3% Paraformaldehyd hinzugefügt und die Proben gemischt. Die Falcon Röhrchen konnten 

so bei 4°C bis zu 24h im Dunkeln gelagert werden. Vor der Messung wurde das Paraformaldehyd 

Abb. 13a: Apoptotische Zellen Abb. 13b: Nekrotische Zellen

apoptotische
Zellen

Nekrotische
Zellen



45

mit 2ml FACS Puffer ausgewaschen. Die Proben wurden in 200ml FACS Puffer aufgenommen 

und im Dunkeln zum Durchflußzytometer transferiert. 

3.6.3. Vorbereitung der Zellen für die Durchflußzytometrie - Oxidativer Burst

Gesunde Leukozyten produzieren Sauerstoffradikale zur Abwehr von Krankheitserregern. Wich-

tig für die intrazelluläre Produktion dieser Substanzen ist die NADPH-Oxidase. Dieser Enzym-

komplex wandelt während des oxidativen Bursts Superoxid Anionen schnell in Hydrogenperoxide 

und Hydroxylradikale um. Heute weiß man bereits, dass dieser Mechanismus der Infektabwehr bei 

zahlreichen Krankheiten gestört ist. So werden entweder zu wenige oder zu viele Sauerstoffradika-

le gebildet, was Folgen für die Immunabwehr und die Integrität des Gewebes hat.

Um die Menge an gebildeten Sauerstoffradikalen nachzuweisen wurde in diesem Versuch Dihy-

drorhodamin 123 (DHR) verwendet. DHR 123 ist ein fluoreszierendes Substrat, welches frei in 

der Zelle permeabel ist und sich in den Mitochondrien anlagert. Durch das, während des oxida-

tiven Bursts in den Mitochondrien produzierte O2, H2O2 oder O2- wird Dihydrorhodamin 123 zu 

Rhodamin 123 reduziert. Dieses hat eine maximale Absorption bei 530nm und kann so im grünen 

Bereich im Durchflußzytometer gemessen werden. Um Unterschiede des oxidativen Bursts zwi-

schen den verschiedenen Kollektiven möglichst sensitiv nachzuweisen wurden die neutrophilen 

Granulozyten zusätzlich mit zwei verschiedenen Substanzen stimuliert. Dies war einerseits das 

chemotaktische Peptid N-formyl-Met-Leu-Phe (FMLP) als membranvermittelter Stimulus. Ande-

rerseits wurde für eine maximale Stimulation der neutrophilen Granulozyten Phorbol-12-Mystrat-

13-Acetat (PMA) verwendet. Sowohl DHR, als auch FMLP und PMA wurden vor jedem neuen 

Versuch mit PBS +1% FCS auf die gewünschte Konzentration verdünnt.

Für den oxidativen Burst Test verwendeten wir 3 Falcon Röhrchen, die nach der Zellkultur auf Eis 

gestellt wurden. Alle enthielten zunächst 100ml PBS + 1% FCS, sowie eine halbe Millionen Zel-

len/ml, die zuvor aus heparinisiertem Vollblut isoliert wurden. Zu allen Ansätzen wurde zunächst 

4ml verdünntes DHR zupipettiert und danach mit einer Pipettenspitze kräftig gemischt. Danach 

folgte eine genau 10-minütige  Inkubation im Wasserbad mit 37°C. Nach Ablauf der Zeit erfolgte 

die sofortige Lagerung der Proben auf Eis. 4ml FMLP wurde zu Ansatz zwei pipettiert, während 

2ml PMA nur zu Ansatz drei zugefügt wurde. Alle Röhrchen wurden erneut gemischt und noch 

einmal 10 Minuten bei 37°C im Wasserbad inkubiert.  Danach erfolgte die Messung.
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3.7. ELISA

Für den Nachweis von Interleukin 8 (IL-8) und Metalloproteinase 9 (MMP9) wurden die Über-

stände der 24h Zellkulturansätze mittels ELISA untersucht. Die Durchführung des ELISA folgte 

anhand der Arbeitsanweisungen. Zunächst wurde eine Mikropipettierplatte mit einem für das Zy-

tokin spezifischem Antikörper beschichtet. Dieser Primärantikörper reagierte nach Zugabe der 

Probe mit den in der Probe enthaltenen Zytokinen. Danach wurde ein biotin-konjugierter Sekun-

därantikörper auf die Zytokine gegeben, sodass das in einem zweiten Schritt hinzugefügte Enzym 

Streptavidin-Peroxidase mit dem Biotin reagieren konnte. Nach Zugabe eines Farbstoffes wurde 

ein Farbumschlag sichtbar, dessen Intensität direkt proportional zur Zytokinkonzentration in der 

Probe war. Nachweisbar wurden so Zytokinkonzentrationen in einem Messbereich zwischen 

31 - 2000 pg/ml.

3.8. Statistische Auswertung

Die empirisch erhobenen Daten der einzelnen Messungen wurden tabellarisch gesammelt. Unter 

Bildung des Medians als Lagemaß und der Standardabweichung als Streuungsmaß erfolgten Ver-

gleiche zwischen den beiden Kollektiven mit und ohne Stimulation durch BAL bzw. LPS.  Die 

Signifikanzprüfung für nicht gepaarte, parametrische Stichproben erfolgte mit dem 1-ANOVA 

Test. Eine Normalverteilung der Werte ergab sich bei jeder Messung. Dargestellt wird der p-Wert 

als Ausdruck der Stabilität. Eine Irrtumswahrscheinlichkeit < 5% wurde als statistisch signifikant 

angesehen. Korrelationen wurden mit der Rangkorrelation nach Spearman errechnet. Die Berech-

nungen erfolgten mit dem Programm SPSS for Windows, 21.0.

Die Darstellungen der Daten in den Abbildungen erfolgte als Median ± Interquartilsabstand. Es 

wurde das Programm Graph pad prism 16.0 verwendet.



47

4. Ergebnisse

4.1. Oberflächenexpression der CXC-Rezeptoren, CXCR1 und CXCR2

Bei der ex vivo Expression von CXCR1 der neutrophilen Granulozyten der untersuchten Kol-

lektive konnten zum Zeitpunkt 0h keine Unterschiede sichtbar gemacht werden (COPD: 14,80 ± 

5,01 vs. Kontrolle: 15,07 ± 3,28; p = 0,976). Es findet sich jedoch ex vivo eine signifikant erhöhte 

CXCR2 Expression auf den PMN der COPD-Patienten im Vergleich zu den Kontrollen (COPD: 

40,29 ± 15,64 vs. Kontrolle: 28,69 ± 9,57; p < 0,027), (Abb.14). 

Abb. 14: Expression von CXCR1 und CXCR2 peripherer neutrophiler Granulozyten von COPD-Pa-
tienten und Kontrollen ex vivo. Dargestellt als Median und Interquartilsabstand. (n CXCR1/COPD = 
13, n CXCR1/Kontrolle = 11; n CXCR2/COPD = 11, n CXCR2/Kontrolle = 12)
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Nach 3h zeigten die PMN der COPD-Patienten ohne Stimulation und unter Stimulation mit BAL 

bzw. LPS eine gesteigerte Expression von CXC-Rezeptoren im Vergleich zu den Kontrollen. Die 

gesteigerte Expression von CXCR1 auf den COPD PMN zeigte sich jedoch nicht signifikant. Bei 

Betrachtung der CXCR2 Expression fanden sich signifikante Unterschiede zwischen der CXCR2 

Expression nach 3h ohne Stimulation und unter Stimulation mit BAL, (Abb. 15).

Abb. 15: Expression von CXCR1 und CXCR2 peripherer neutrophiler Granulozyten von COPD-Pa-
tienten und Kontrollen nach 3h unter Stimulation mit BAL/LPS im Vergleich zu Medium. Dar-
gestellt als Median und Interquartilsabstand. (n CXCR1/COPD/Med = 14, n CXCR1/Kontrolle/Med = 11, n 
CXCR1/COPD/BAL = 5, n CXCR1/Kontrolle/BAL = 4, n CXCR1/COPD/LPS = 13, n CXCR1/Kontrolle/LPS = 11; 
n CXCR2/COPD/Med = 14, n CXCR2/Kontrolle/Med = 10, n CXCR2/COPD/BAL = 14, n CXCR2/Kontrolle/BAL 
= 10, n CXCR2/COPD/LPS = 13, n CXCR2/Kontrolle/LPS = 11)
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4.2. Oberflächenexpression der Adhäsionsantigene: CD11b und CD62L

Im Vergleich der ex vivo Expression von CD11b auf den PMN zwischen den beiden Kollektiven 

konnte kein Unterschied dargestellt werden (COPD: 34,86 ± 12,77 vs. Kontrolle: 29,75 ± 10,15; p 

= 0,935; N CD11b/COPD = 14, N CD11b/Kontrolle = 13), (Abb. 16). 

Auch nach 3h bestehen zwischen der Expression von CD11b auf PMN von COPD-Patienten und 

Kontrollen keine signifikanten Unterschiede. 

Unter Vergleich der PMN der Kollektive nach Stimulation durch BAL findet sich eine nicht si-

gnifikante Steigerung der CD11b Expression bei den COPD-Patienten (COPD: 38,84 ± 16,28 vs. 

Kontrolle: 30,95 ± 11,99; p = 0,714), während nach Stimulation mit LPS die CD11b Expression 

der Kontrollguppe numerisch erhöht ist (COPD: 57,00 ± 24,56 vs. Kontrolle: 65,43 ± 14,25; p = 

0,977), (Abb. 17).

 

Abb. 16: Expression von CD11b und CD62L peripherer neutrophiler Granulozyten von COPD-Pa-
tienten und Kontrollen ex vivo. Dargestellt als Median und Interquartilsabstand. (n CD11b/COPD  = 
14, n CD11b/Kontrolle = 13, n CD62L/COPD = 12, n CD62L/Kontrolle = 11)
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Abb. 17: Expression von CD11b peripherer neutrophiler Granulozyten von COPD-Patienten und 
Kontrollen nach 3h unter Stimulation mit BAL/LPS im Vergleich zu Medium. Dargestellt als Me-
dian und Interquartilsabstand. (n COPD/Med = 13, n COPD/BAL = 8, n COPD/LPS = 13, n Kontrolle/Med = 
12, n Kontrolle/BAL = 8, n Kontrolle/LPS = 12)

Die PMN von COPD-Patienten zeigten ex vivo keine signifikant verringerte Expression von 

CD62L an der Zelloberfläche im Vergleich zu den Probanden. (COPD: 35,42 ± 9,13 vs. Kontrolle:  

48,63 ± 10,51; p = 0,178), (Abb. 16).

Die PMN beider Kollektive lassen sich nach 3h gut durch LPS stimulieren, was zu einer deut-

lichen Reduktion der gemessenen Werte bei beiden Kollektiven führt. Unter Vergleich der Expres-

sion von CD62L ohne Stimulation und nach BAL-Stimulation zeigt sich ein leichter Abfall der 

CD62L-Rezeptorexpression an der Zelloberfläche auf den COPD-PMN, (Abb. 18). 
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Abb. 18: Expression von CD62L peripherer neutrophiler Granulozyten von COPD-Patienten und 
Kontrollen nach 3h unter Stimulation mit BAL/LPS im Vergleich zu Medium. Dargestellt als Me-
dian und Interquartilsabstand. (n COPD/Med = 13, n COPD/BAL = 8, n COPD/LPS = 13, n Kontrolle/Med = 
12, n Kontrolle/BAL = 8, n Kontrolle/LPS = 12)
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4.3. Aktivitätsmarker CD16 & Neutrophilenmarker CD66b

Zum Zeitpunkt 0h unterscheidet sich die CD16 Expression beider Kollektive nicht (COPD: 558,95 

± 180,03 vs. Kontrolle: 554,88 ± 147,40; p = 0,723; N COPD/Kontrolle = 13). 

Dies ändert sich jedoch nach 3 Stunden: die Expression von CD16 auf den PMN der COPD-Pa-

tienten bleibt in etwa konstant zur Expression ex vivo (3h: Med: 586,64 ± 122,17, BAL: 582,92 

± 119,91, LPS: 543,12 ± 144,17). Dagegen fällt der rMFI Wert bei den Kontrollen sowohl bei 

den unstimulierten, als auch bei den stimulierten Zellen nach 3h ab (Med: 475,30 ± 88,70, BAL: 

443,43 ± 136,74, LPS: 385,20 ± 132,76). Es ergibt sich so eine erniedrigte Expression von CD16 

der Kontrolle im Vergleich zu den COPD-Patienten nach 3h, die nach LPS-Stimulation signifikant 

ausfällt (COPD vs. Kontrollen: 3h Med: p = 0,369, 3h BAL: p = 0,176, 3h LPS: p < 0,048), (Abb. 

19). 

Abb. 19: Expression von CD16 peripherer neutrophiler Granulozyten von COPD-Patienten und 
Kontrollen nach 3h unter Stimulation mit BAL/LPS im Vergleich zu Medium. Dargestellt als Me-
dian und Interquartilsabstand. (n COPD/Med = 13, n COPD/BAL = 12, n COPD/LPS = 12, n Kontrolle/Med = 
13, n Kontrolle/BAL = 13, n Kontrolle/LPS = 13)

Für CD66b ergeben sich zu allen Zeitpunkten keine Unterschiede zwischen Patienten und Kon-

trollen. Unter Stimulation mit LPS zeigt sich eine deutliche Steigerung der Rezeptorexpression bei 

beiden Kollektiven (3h COPD: Med: 15,89 ± 10,89 vs. LPS: 27,20 ± 13,6; p < 0,016; Kontrolle: 

Med: 16,29 ± 5,50 vs. LPS: 32,30 ± 9,02; p < 0,001).
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 4.7. Oxidativer Burst

4.7.1. Oxidativer Burst unter FMLP Stimulation

Um den oxidativen Burst der PMN zwischen COPD-Patienten und Kontrollen zu vergleichen, 

wurden die Versuchsansätze zunächst mit FMLP, einem schwachen, rezeptorvermittelten Stimulus 

des oxidativen Bursts versetzt. Die Ergebnisse wurden in % dargestellt, d.h. es wird angegeben wie 

viele Zellen im Vergleich zur Gesamtzellzahl der Probe eine höhere Fluoreszenzintensität als die 

Negativkontrolle aufweisen. Bei diesem Anteil der Zellen findet eine Umwandlung von Dihydror-

hodamin zu Rhodamin, also oxidativer Burst statt. 

Ex vivo, nach 10minütiger Prästimulation mit FMLP, zum Zeitpunkt 0h, zeigt sich eine tendenziell 

höhere Bereitschaft der PMN der COPD-Patienten zum oxidativen Burst (COPD: 33,11 ± 23,47 

vs. Kontrolle: 16,74 ± 15,46; p = 0,238). Der Median-Wert des prozentualen Anteils ROS-posi-

tiver Zellen in der COPD Gruppe ist dabei annähernd doppelt so hoch wie der Median Wert in der 

Kontrollgruppe (Abb. 20). 

Abb. 20: Oxidativer Burst peripherer neutrophiler Granulozyten von COPD-Patienten und Kon-
trollen ex vivo nach Stimulation mit FMLP oder PMA. Dargestellt als Scatter plot mit Median. (n 
FMLP/COPD = 13, n FMLP/Kontrolle = 12; n PMA/COPD = 13, n PMA/Kontrolle = 12)
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Vergleicht man den oxidativen Burst nach FMLP Stimulation innerhalb der Kollektive nach einer 

Stunde finden sich keine Unterschiede, (Abb. 21). 

Abb. 21: Oxidativer Burst peripherer neutrophiler Granulozyten von COPD-Patienten und Kon-
trollen nach Prästimulation mit FMLP, ohne Stimulation und nach Stimulation mit BAL oder LPS. 
Dargestellt als Scatter plot mit Median. (n COPD/Med = 14, n COPD/BAL = 14, n COPD/LPS = 14, n Kon-
trolle/Med = 13, n Kontrolle/BAL = 13, n Kontrolle/LPS = 13)

4.7.2. Oxidativer Burst unter PMA Stimulation

Um die Kapazität des oxidativen Burst der PMN zwischen COPD-Patienten und Kontrollen zu 

vergleichen, wurden die Versuchsansätze mit PMA, einem starken, rezeptorunabhängigen Sti-

mulus des oxidativen Bursts, versetzt. Die Ergebnisse wurden ebenfalls prozentual angegeben. 

Allen Ansätzen ist gemeinsam, dass bereits initial, sowohl bei COPD-Patienten als auch bei Kon-

trollen, interindividuell starke Schwankungen in der Produktion von oxidativen Spezies bestehen. 

Trotzdem zeigen die PMN von 10 der 13 COPD-Patienten zum Zeitpunkt 0h bereits eine maximal 

gesteigerte Sauerstoffradialproduktion (COPD: 99,00 ± 21,67 vs. Kontrolle: 85,60 ± 29,57; p = 

0,265), (Abb. 20).

In allen Ansätzen nach einer Stunde findet sich weiterhin ein stark erhöhter oxidativer Burst der 

PMN in der COPD-Gruppe, wobei sich die Unterschiede zur Probandengruppe nicht signifikant 

darstellen. (Med: COPD: 99,42 ± 12,82 vs. Kontrolle: 85,77 ± 29,26; p = 0,624; BAL: COPD: 

99,65 ± 14,63 vs. Kontrolle: 77,47 ± 29,54; p = 0,417; LPS: COPD: 99,69 ± 1,46 vs. Kontrolle: 

97,16 ± 38,55; p < 0,116), (Abb. 22).
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Abb. 22: Oxidativer Burst peripherer neutrophiler Granulozyten von COPD-Patienten und Kon-
trollen nach Stimulation mit PMA, ohne Prästimulation und nach Prästimulation mit BAL oder 
LPS. Dargestellt als Scatter plot mit Median. (n COPD/Med = 12, n COPD/BAL = 12, n COPD/LPS = 12, n 
Kontrolle/Med = 12, n Kontrolle/BAL = 12, n Kontrolle/LPS = 12)
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4.8. IL-8

Die IL-8 Konzentration wurde in den bronchoalveolären Lavagen der Patienten sowie in den Zell-

kulturüberständen nach 24h bestimmt. Nach 24h ergaben sich folgende Ergebnisse: In den Zell-

kulturüberständen der Kontrollen befindet sich bei allen 3 Stimulationsarten mehr IL-8 als in de-

nen der Patienten (Med: COPD: 6,89 ± 20,06 vs. Kontrolle: 25,62 ± 138,36; p = 1,0; BAL: COPD: 

680,79 ± 601,39 vs. Kontrolle: 1248,45 ± 1423,14; p < 0,031; LPS: COPD: 85,20 ± 406,69 vs. 

Kontrolle: 420,88 ± 701,20; p = 0,883), (Abb. 23). Dieser Unterschied zeigt sich nach Stimulation 

mit BAL signifikant. Wie bei der Messung des oxidativen Bursts unterliegt die Produktion von 

IL-8 großen interindividuellen Schwankungen. 

Abb. 23: IL-8 in pg/dl in den Zellkulturüberständen neutrophiler Granulozyten von COPD-Pati-
enten und Kontrollen nach 24h ohne Stimulation und unter Stimulation mit BAL/LPS. Dargestellt 
als Scatter Plot und Median. (n COPD/Med = 13, n COPD/BAL = 11, n COPD/LPS = 14, n Kontrolle/Med = 9, 
n Kontrolle/BAL = 9, n Kontrolle/LPS = 6)
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4.9. MMP9

Die MMP9 Konzentration wurde in den bronchoalveolären Lavagen, sowie in den Zellkultur-

überständen nach 1h bestimmt. Nach dieser Zeit zeigten sich keine signifikanten Unterschiede 

zwischen den beiden Kollektiven, wobei die Freisetzung von MMP9 in der Kontrollgruppe unter 

Stimulation mit BAL oder LPS wenig gesteigert war, (Abb. 24). 

Abb. 24: MMP9 in pg/dl in den Zellkulturüberständen neutrophiler Granulozyten von COPD-Pati-
enten und Kontrollen nach 24h ohne Stimulation und unter Stimulation mit BAL/LPS. Dargestellt 
als Scatter Plot und Median. (n COPD/Med = 11, n COPD/BAL = 12, n COPD/LPS = 11, n Kontrolle/Med = 11, 
n Kontrolle/BAL = 11, n Kontrolle/LPS = 11)
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4.10. Apoptose und Nekrose

Um zu klären, ob die Expression von Oberflächenantigenen und der oxidative Burst durch vorzei-

tigen Zelltod ex vivo und in vitro beeinflusst wurden, wurde zu den Zeitpunkten 0h, 1h und 3h der 

prozentuale Anteil von apoptotischen und nekrotischen Zellen gemessen. Dabei lag der Median 

für den prozentualen Anteil apoptotischer Zellen in jedem Fall unter 5%. Der Median für den An-

teil nekrotischer Zellen überschritt in keinem Fall 3%.

Tab. 20: Apoptose und Nekrose nach 0h,1h und 3h von COPD-Patienten und Kontrollen. Darge-
stellt in Prozent.

Kollektiv Apoptose Anzahl (N) Nekrose Anzahl (N)

COPD 0h 1,17 ± 2,08 14 0,90 ± 3,51 14

Kontrolle 0h 2,05 ± 0,86 12 0,95 ± 2,12 12

COPD 1h Med 1,70 ± 1,97 14 0,02 ± 0,19 14

Kontrolle 1h Med 1,83 ± 2,27 11 0,21 ± 0,14 11

COPD 1h LPS 1,61 ± 2,35 14 0,46 ± 0,45 14

Kontrolle 1h LPS 2,77 ± 2,37 11 0,50 ± 0,68 11

COPD 3h Med 3,00 ± 2,34 13 0,40 ± 0,26 13

Kontrolle 3h Med 3,40 ± 5,36 11 0,59 ± 0,84 12

COPD 3h BAL 4,91 ± 3,21 10 0,50 ± 0,26 11

Kontrolle 3h BAL 4,29 ± 5,95 9 0,66 ± 0,90 12

COPD 3h LPS 2,20 ± 2,27 13 0,63 ± 0,41 13

Kontrolle 3h LPS 4,90 ± 3,47 11 1,40 ± 2,86 12
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5. Diskussion

Ziel dieser Studie war es, die angeborene Immunität durch vergleichende Charakterisierung peri-

phervenöser PMN von COPD-Patienten im stabilen Stadium mit PMN von Lungengesunden zu 

untersuchen. Dabei fokussierten wir uns auf Unterschiede der beiden Patientengruppen hinsicht-

lich Aktivierungsparametern, Oberflächenexpression von Chemokinrezeptoren und der Bildung 

reaktiver Sauerstoffspezies. Um die Zellen sowohl im Grundzustand, als auch unter inflammato-

rischen Stimuli vergleichen zu können, inkubierten wir die PMN neben LPS auch in bronchoalve-

olären Lavagen, die bei COPD-Patienten während einer akuten Exazerbation entnommen wurden. 

Die bronchoalveoläre Lavage wurde in dieser Studie erstmalig zum Stimulieren von Zellen be-

nutzt, um ex vivo ein inflammatorisches Milieu zu schaffen, das dem intrapulmonalen Milieu bei 

exazerbierter COPD ähnlich ist.

Infektexazerbationen und Zigarettenrauch führen zu einer vermehrten Migration von PMN ins 

pulmonale Kompartiment (van der Vaart et al., 2005). Die Ergebnisse unserer Studie lassen vermu-

ten, dass auch ohne Anwesenheit beider Faktoren ex vivo bereits eine erhöhte Aktivität der PMN 

bei COPD-Patienten existiert. CD16 als Aktivitätsmarker war auf den PMN von COPD-Patienten 

nach Stimulation mit LPS höher exprimiert als auf den PMN der Kontrollen. Der CD16 Rezeptor 

gilt nicht nur als Marker für eine erhöhte zelluläre Aktivität, sondern ist auch ein wichtiger Phago-

zytoserezeptor. Über eine veränderte Phagozytosekapazität von Entzündungszellen in Zusammen-

hang mit Lungenerkrankungen wurde bereits in der Literatur diskutiert (Donnelly et al., 2012). Im 

Fokus hierbei standen bislang eher Makrophagen. Beispielsweise konnten Löfdahl und Kollegen 

(Löfdahl et al., 2006) eine erniedrigte Expression des CD16 Rezeptors auf Makrophagen von 

COPD-Patienten im Vergleich zu Nicht-Rauchern zeigen. So könnte die gesteigerte CD16 Expres-

sion in unseren Versuchen auf eine stärkere Phagozytosekapazität der PMN von COPD-Patienten 

hinweisen. Der CD16 Rezeptor ist neben seiner Funktion als Phagozytosevermittler auch ein Mar-

ker für Apoptose. Ein Verlust von CD16 auf der Zelloberfläche weist auf beginnende Apoptose hin 

(Dale et al., 1999). In unseren Versuchen zeigte sich, einhergehend mit einer verminderten Expres-

sion von CD16 auf den Kontrollzellen nach 3h, im Vergleich zur COPD Gruppe eine tendenziell 

erhöhte Apoptoserate der Kontrollzellen ohne Stimulation und unter Stimulation mit LPS. Zu-

sammengenommen deuten diese Ergebnisse auf einen antiapoptotischen Effekt der entzündlichen 
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Stimulierung bei COPD-Patienten hin. Die Stimulation der Zellen der Probanden mit LPS führte 

zu einer deutlichen Downregulation des Rezeptors, während die Stimulation der Patientenzellen 

mit LPS nur in einer minimalen Downregulation resultierte. Hier zeigt sich ein Unterschied der 

Zellkollektive im entzündlichen Millieu. Ob eine verzögerte Apoptose von neutrophilen Granulo-

zyten zur Perpetuierung der Inflammation bei COPD führt, wurde bereits in früheren Studien 

untersucht. So konnte Pletz (Pletz et al., 2004) eine erniedrigte Apoptoserate von peripheren PMN 

bei COPD-Patienten mit akuter Exazerbation nachweisen. 

Bei der Expression von CD11b zeigten sich keine Unterschiede zwischen den Kollektiven. Beide 

Gruppen zeigen eine deutliche Zunahme der Oberflächenexpression des Rezeptors unter Inkubati-

on mit LPS. Die Expression von CD11b ist eine Voraussetzung für die Transmigration der Zellen 

aus der Zirkulation ins Entzündungsgebiet (Liu et al., 2004), die einen wichtigen Mechanismus 

in der Pathogenese der COPD darstellt. So wurde im Sputum von COPD-Patienten eine erhöhte 

Anzahl von neutrophilen Granulozyten gefunden (Keatings et al., 1996, 1997). Weiterhin konn-

ten Yamagata et al. (Yamagata et al., 2007) eine signifikant negative Beziehung zwischen der 

Expression von CD11b und CXCR1 mit dem FEV1 bei COPD-Patienten herausarbeiten. In einer 

weiteren, erst kürzlich veröffentlichen Studie von Blidberg (Blidberg et al., 2012) wird eine er-

höhte chemotaktische Reaktion von peripheren neutrophilen Granulozyten von Rauchern mit und 

ohne COPD auf Stimulation mit IL-8 beobachtet. Einhergehend damit konnten die Autoren eine 

tendenziell gesteigerte CD11b Expression auf PMN von COPD-Patienten nachweisen. Die Mehr-

zahl der zu diesem Thema durchgeführten Studien fanden erhöhte CD11b Expressionen auf PMN 

von COPD-Patienten . In einer Studie von 1998 (Noguera et al., 1998) wurde die Expression von 

Oberflächenmolekülen von Probanden, COPD-Patienten im stabilen Stadium und Exazerbation 

verglichen. Dabei konnte eine erhöhte CD11b Expression bei COPD-Patienten ohne Exazerbati-

on dargestellt werden. Während der Exazerbation war die CD11b Expression auf ähnlichem Ni-

veau wie bei den Lungengesunden. Pignatti und Kollegen (Pignatti et al., 2005) wiesen ebenfalls 

erhöhte CD11b Level auf PMN von COPD-Patienten nach. Die Unterschiede zwischen unserer 

Studie und den genannten Untersuchungen können verschiedene Gründe haben: COPD-Patienten 

werden häufig mit systemischen und/oder inhalativen Glukokortikosteroiden therapiert, von denen 

bekannt ist (Albelda et al., 1991), dass sie eine Herunterregulation von Adhäsionsmolekülen be-
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wirken können. Weiterhin reduziert Zigarettenrauch vor der Blutentnahme die CD11b Expression 

und damit auch die Mobilität von PMN (Wehlin et al., 2005). Zusätzlich zeigen einige Studien eine 

Herunterregulierung von Adhäsionsmolekülen bei Anwesenheit von oxidativem Stress (Rahmann 

et al., 1996). 

Als Vermittler des ersten Kontaktes zwischen Endothel und Zellen spielt auch CD62L bei der 

gesteigerten Migration von PMN ins Lungenparenchym eine zentrale Rolle (Salmi et al., 1997), 

(Butcher et al., 1996). Daher untersuchten wir durch Bestimmung von CD62L auf Patienten- und 

Kontrollzellen unter verschiedenen Konditionen vergleichend die Expression dieses Liganden. Es 

zeigte sich bereits ex vivo und zu allen folgenden Messzeitpunkten eine niedrige Expression von 

CD62L auf den Zellen der COPD-Patienten, die nach Inkubation der Zellen in Anwesenheit von 

LPS besonders deutlich war. Im Vergleich zu den Probandenzellen zeigten sich keine signifikanten 

Differenzen. Noguera et al 2004 konnten zeigen, dass die Expression von CD62L von COPD-Pati-

enten im Vergleich zu gesunden Kontrollen im stabilen Stadium sowie während der Exazerbation 

erniedrigt war. Dieser Zustand ging weiterhin einher mit einer verminderten Anwesenheit von 

sICAM, einem Marker für die Endothelexpression von ICAM (Rise et al., 1994, 1995), (Shiota 

et al., 1996). Selektine spielen danach ebenfalls eine Rolle in der Pathogenese der COPD. Daher 

befassen sich auch aktuell Studien mit der Möglichkeit, Selektinkonzentrationen so zu beeinflus-

sen, dass überschiessende Inflammation in der Lunge verhindert wird. So verringern u.a. die in 

der Therapie der COPD insbesondere bei Patienten mit häufigen Exazerbationen verwendeten in-

halativen Steroide die Expression von Selektinen (Man et al., 2009). Außerdem wird versucht zur 

Therapie der COPD Selektinantagonisten herzustellen. Klinisch verwertbare Ergebnisse hierzu 

stehen jedoch noch aus (Romano, 2005), (Woodside et al., 2008).

Inflammation, Chemokinexpression und die Pathogenese der COPD hängen eng zusammen. Es 

wird vermutet, dass inhalativer Zigarettenrauch als entzündungsfördernde Noxe eine große Rolle 

spielt. So waren alle COPD-Patienten der Studie zumindest Exraucher. Eine signifikante Korrela-

tion zwischen kumulativer Tabakexposition (Packyears) und IL-8 Konzentration im Zellüberstand 

konnten wir nicht finden. Dies entspricht den Ergebnissen einer kürzlich veröffentlichten Studie, 

die keine Korrelation zwischen Tabakexposition und der Expression von CXCR1 und CD11b zei-

gen konnte (Yamagata et al., 2007). Gründe hierfür sind u.a. das Fortbestehen der Inflammation 
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nach Beendigung des Nikotinkonsums sowie die erhebliche genetische Variabilität der Empfäng-

lichkeit von Rauchern für die Entwicklung einer COPD. Dass CXC2-Rezeptorexpression, Inflam-

mation und Zigarettenrauch miteinander verknüpft sind, konnte dennoch in einer früheren Studie 

(Thatcher et al., 2005) nachgewiesen werden. Hierbei wurden Mäuse über drei Tage inhalativem 

Zigarettenrauch ausgesetzt. Ein Kollektiv wurde zusätzlich mit einem CXCR2-Antagonisten be-

handelt. Die Mäuse, die mit dem Antagonisten behandelt wurden, zeigten eine wesentlich gerin-

gere Inflammation mit Neutrophilen in der BAL. In Anbetracht dieser Erkenntnisse wird daher 

aktuell die Frage diskutiert, ob eine Behandlung mit CXCR- oder IL-8-Antagonisten eine über-

schiessende Inflammation und damit die Entstehung der COPD verhindern kann.

Um den möglichen Zusammenhang zwischen neutrophiler Inflammation und Dysregulation der 

angeborenen Immunantwort der PMN genauer zu charakterisieren, haben wir in unserer Studie die 

Expression der Chemokinrezeptoren CXCR1 und CXCR2 bestimmt. Für CXCR1 zeigte sich nach 

3h keine signifikante Mehrexpression des Rezeptors auf den Patientenzellen. Nach Stimulation der 

Zellen in BAL oder LPS kam es in beiden Kollektiven erwartungsgemäß zu einer Downregulation 

des Rezeptors. 

Ein signifikanter Unterschied fand sich dagegen zwischen Patienten und Kontrollen hinsichtlich 

der CXC2-Rezeptorexpression auf den PMN. Hier zeigte sich eine ausgeprägt höhere Expression 

von CXCR2 bei den COPD-Patienten. Ex vivo bestand bereits zum Zeitpunkt t0 ein signifikanter 

Unterschied in der Expression zwischen beiden Kollektiven. 

In unseren Versuchen fanden sich darüberhinaus Unterschiede in der Expression von CXCR2 un-

ter Stimulation der Zellen mit BAL und LPS. Hierbei reagierten die COPD Zellen mit einer signi-

fikanten Downregulation des CXCR2 im Vergleich zu den Kontrollen. In früheren Studien, welche 

PMN von Patienten und Kontrollen nur im unstimulierten Zustand verglichen haben, konnten 

keine Unterschiede zwischen den Kollektiven in der Expression von CXCR1 und 2 festgestellt 

werden (Pignatti et al., 2005), (Sapey et al., 2011). Unterschiede in den Patientenkollektiven und 

das Fehlen des entzündlichen Reizes können diese Differenzen erklären. Unterstützt werden un-

sere Ergebnisse dadurch, dass in einer früheren Studie unserer Arbeitsgruppe (Strassburg et al., 

2004) gezeigt werden konnte, dass PMN von Patienten mit ambulant erworbener Pneumonie und 

bestehender COPD eine höhere Expression von CXCR1 und CXCR2 aufwiesen, als PMN von 

Patienten mit Pneumonie ohne COPD. Aus den erhobenen Ergebnissen schließen wir daher, dass 
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PMN von COPD-Patienten, besonders im inflammatorischen Milieu, erhöhte Level von Chemo-

kinrezeptoren auf der Zelloberfläche exprimieren, wodurch die Ansprechbarkeit auf neutrophilen-

stimulierende Chemokine erhöht wird. Wir vermuten, dass dies zu einer gesteigerten Chemotaxis 

mit konsekutiv gesteigerter Entzündungsreaktion beiträgt. Dieser Mechanismus könnte ein wich-

tiger Angriffspunkt für neue Behandlungsoptionen gegen die COPD zu sein. 

So existieren bereits einige Studien, welche sich mit dem Einsatz von CXCR-Antagonisten im 

Tiermodell für eine antiinflammatorische Therapie beschäftigt haben. Im Detail wurde dabei Na-

getiere bzw. Affen mit Sch527123, einem CXC1 und 2-Rezeptorantagonist behandelt. Hiernach 

konnten Effekte wie eine verringerte Chemotaxis von Entzündungszellen in die Lunge erreicht 

werden. (Chapman et al., 2007, 2009). Ähnliche Ergebnisse erzielte eine Studie, in welcher Meer-

schweinchen zunächst inhalativ mit LPS behandelt wurden. Die daraufhin enstandene pulmonale 

Inflammation mit erhöhten Zahlen neutrophiler Granulozyten, erhöhtem IL-1ß und TNF-α Gehalt, 

sowie Fieber konnte unter vorheriger oder nachfolgener Behandlung mit dem Chemokinligand 

CXCL8(3-74)K11R/G31P, einem weiteren CXC-Rezeptorantagonist, reduziert werden (Gordon 

et al., 2005).

In einer aktuellen Studie  (Hu et al., 2009) wurde erneut die wichtige Rolle von IL-8 für die Pa-

thogenese der COPD bestätigt, indem eine direkte Beziehung zwischen der IL-8 Konzentration 

im Lungengewebe und der Lungenfunktion bzw. dem Stadium der COPD nachgewiesen werden 

konnte. IL-8 wird sowohl von Bronchialepithelzellen als auch von systemisch zirkulierenden und 

im Alveolarbereich residenten (Alveolarmakrophagen) Leukozyten produziert. Bindet IL-8 über 

CXC1 und CXC2-Rezeptoren an PMN, kann neben einer vermehrten Chemotaxis auch eine Akti-

vierung mit Degranulation und Freisetzung von Sauerstoffradikalen ausgelöst werden (Yao et al., 

2008). Außerdem wird über die Bindung von IL-8 an zirkulierende Zellen die weitere autokrine 

und parakrine Bildung inflammatorischer Substanzen gefördert. So konnten Browning et al. 2000 

zeigen, dass die Freisetzung von IL-8 durch Monozyten und PMN über Stimulation der Zellen 

durch „immobilisiertes IL-8“ gesteigert werden konnte, wobei der Effekt der autokrinen IL-8 Pro-

duktion der Monozyten sich im Vergleich zu den PMN wesentlich stärker darstellte. Neutrophi-

le Granulozyten produzieren also IL-8, welches dann in parakriner und autokriner Weise seine 

Wirkung entfaltet (Bazzoni et al., 1991) (Atta-ur-Rahman et al., 1999).  Daher untersuchten wir, 
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ob PMN von COPD-Patienten vermehrt IL-8 produzieren und so eine verstärkte Inflammation 

unterstützen. 

Entgegen unseren Erwartungen fanden wir bei den Zellüberständen nach 24h keine Steigerung 

der IL-8 Konzentration bei den COPD-Patienten nach Stimulation mit BAL und LPS. Um dieses 

Ergebnis erklären zu können, muss die intrazelluläre Signalübertragung nach Bindung von IL-8 an 

CXC-Rezeptoren genauer betrachtet werden. In einer Studie von 1995 (Chuntharapai et al., 1995) 

konnte gezeigt werden, dass nach Inkubation von PMN mit IL-8 die CXC-Rezeptoren nach Kopp-

lung mit IL-8 in die Zelle aufgenommen werden und nach Abbau des IL-8 wieder auf der Ober-

fläche exprimiert werden. Dabei ist der CXCR1 bereits nach 1,5 Stunden wieder vollständig auf 

der Zelloberfläche nachweisbar (Samanta et al., 1990). Der CXCR2 benötigt allerdings annähernd 

drei Stunden für eine vollständige Reexpression (Muehlstedt et al., 2001). Während der Kopp-

lung von Rezeptor und Ligand findet nicht nur die Signaltransduktion statt, sondern es werden 

auch weitere Mechanismen zur Rezeptorregulation aktiviert. Wichtig hierbei ist v.a. die De- und 

Resensibilisierung des Rezeptors. Dieser Feed-Back Mechanismus schützt die Zelle vor akuter 

oder chronischer Überstimulation. Im Falle der CXC-Rezeptoren gibt es 3 Regulatorproteine, wel-

che die Desensibilisierung beeinflussen: die „second-messenger“-abhängigen Proteinkinasen, die 

G-Protein-gekoppelten Rezeptor-Kinasen (GRKs) und die Arrestine. Die durch GRK-hervorge-

rufene Phosphorylierung führt zur Entkopplung von Rezeptor und G-Proteinen. Dass dieser Vor-

gang bei dem CXCR1 abläuft, konnte durch Richardson (Richardson et al., 1998) gezeigt werden. 

Auch CXCR2 durchläuft den Prozess der Rezeptorphosphorylierung an bestimmten Ser-Resten 

am C-Terminus (Mueller et al., 1997), der Desensibilisierung und Internalisierung (Feniger-Barish 

et al., 1999). Wichtig für den Prozess der Internalisierung ist auch, das β-Arrestin, welches an den 

phosphorylierten Rezeptor binden kann. Die Bindung verhindert zum einen die Wechselwirkung 

zwischen Rezeptor und G-Protein, zum anderen initiiert es die Internalisierung des Rezeptors in 

Vesikel. Nach dieser Endozytose kann der Rezeptor zur Degradation ins Lysosom wandern (He-

runterregulierung). Zusätzlich kann die Rezeptorzahl auch durch eine verminderte mRNA- und 

Proteinbiosynthese, bzw. durch Degradation bereits existierender Rezeptoren (Ferguson, 2001) 

reduziert werden. In diesem Zusammenhang ist erwähnenswert, dass in einer Studie (Noguera et 

al., 1998) eine Dysexpression der G-Protein-Untereinheit Gas bei COPD-Patienten nachgewiesen 

werden konnte. Dies unterstützt die Idee, dass eine veränderte intrazelluläre Signalübermittlung 
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bei neutrophilen Granulozyten von COPD-Patienten besteht. 

In unserer Studie unterscheidet sich die IL-8 Produktion der unstimulierten PMN von COPD-Pati-

enten und Kontrollen nach 24h nicht. Wir fanden allerdings tendenzielle Unterschiede beider Kol-

lektive in der IL-8 Produktion nach Stimulation unserer Zellen mit BAL und LPS. Aus früheren 

Studien ist bekannt, dass die Stimulation von gesunden PMN mit LPS zur gesteigerten Freisetzung 

von IL-8 führt (Altstaedt et al., 1996). Dies geht mit unseren Ergebnissen einher, bei denen der IL-

8-Gehalt in den 24h Überständen der COPD-Patienten nach Stimulation mit LPS im Vergleich zu 

dem IL-8-Gehalt der Kontrollen numerisch reduziert war. Das Fehlen einer signifikanten Differenz 

führen wir auf die großen interindividuellen Unterschiede in der Chemokinsekretion und die be-

grenzte Zahl untersuchter Patienten zurück. Als Erklärungsmodell für diese Ergebnisse bietet sich 

an, dass über bislang noch unbekannte intrazelluläre Mechanismen eine Hyporesponsivität bezüg-

lich der autokrinen IL-8 Produktion der COPD PMN nach Prästimulation durch inflammatorische 

Mediatoren wie LPS und BAL resultiert. Ähnliche Beobachtungen zum verminderten Ansprechen 

von monozytären Zellen nach Prästimulation konnten bereits bei Alveolarmakrophagen gefunden 

werden. Chen (Chen et al., 2007) zeigte in seinen Versuchen, dass sowohl die IL-8 mRNA Expres-

sion, als auch die IL-8 Zytokin Produktion von durch LPS prästimulierten Alveolarmakrophagen 

von Rauchern im Vergleich zu denen von Nicht-Rauchern deutlich reduziert war. Hervorzuheben 

bei unserem Erklärungsversuch ist allerdings, dass unser Versuchsaufbau ein geschlossenes Zell-

kulturystem ex vivo darstellt. Ob ähnliche Ergebnisse, wie wir sie gefunden haben, auch in vivo 

zu finden sind, sollte in weiteren Studien untersucht werden.

Zusammen mit den Ergebnissen der CXC-Rezeptorexpression, deuten diese Experimente auf eine 

gesteigerte chemotaktische Aktivität der PMN von COPD-Patienten hin. Dieser Mechanismus 

könnte zu der für die Erkrankung charakteristischen chronisch persistierenden Entzündung beitra-

gen. Ob diese Erkenntnisse sich für die Therapie nutzen lassen, bleibt abzuwarten. In den letzten 

Jahren wurden einige Studien publiziert, welche die Wirkung von Antagonisten gegen IL-8 bzw. 

CXCR2 auf die Aktivität von neutrophilen Granulozyten getestet haben. Auf zellbiologischer Ebe-

ne konnte de Boer (de Boer 2005, 2002) unter dieser Intervention eine verminderte Aktivität und 

Degranulation von neutrophilen Granulozyten zeigen. Einen ersten Hinweis auf klinische Effekte 

durch Chemokinantagonisten konnten Donald und Kollegen (Donald et al., 2004) verzeichnen, 

indem sie durch Behandlung von COPD-Patienten mit IL-8-Antikörpern eine Besserung des Dy-
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spnoe-Index TDI (Transition Dyspnea Index) erreichten. Ein Effekt auf weitere klinisch bedeut-

same Endpunkte konnte bislang nicht gezeigt werden (rev Barnes,  2000).

Sauerstoffradikale werden in hoher Konzentration während des Zigarettenrauchens inhaliert. Es 

wird angenommen, dass pro Zug an einer Zigarette 104 oxidative Metaboliten eingeatmet wer-

den (Church et al., 1985). Sauerstoffradikale werden aber auch von aktivierten neutrophilen Gra-

nulozyten und Monozyten/Makrophagen produziert. Dabei weisen neuere Studien daraufhin, dass 

Sauerstoffradikale aus verschiedenen Quellen unterschiedliche physiologische Effekte haben. So 

beeinflussen Sauerstoffradikale aus dem Umsatz der zytosolischen NADPH-Oxidase intrazellu-

lär bevorzugt Wege der Signaltransduktion, während Sauerstoffradikale aus Mitochondrien zum 

programmierten Zelltod beitragen (Bindoli et al., 2008). Extrazellulär freigesetzte Sauerstoffra-

dikale haben neben antimikrobiellen Eigenschaften die Fähigkeit, umgebendes Wirtsgewebe zu 

schädigen. Bei PMN steht hierbei die Freisetzung von Superoxidanionen, Hydrogenperoxid und 

Hydroxylradikalen im Vordergrund (Bowler et al., 2004). 

In unserer Studie zeigten die PMN der COPD-Patienten ex vivo und eine Stunde nach PMA Sti-

mulation eine maximale, im Vergleich zur Kontrollgruppe tendenziell erhöhte Bereitschaft Sau-

erstoffradikale zu produzieren. Diese Ergebnisse sind gut mit einer Studie von 2001 vereinbar 

(Noguera et al., 2001). Hier konnte gezeigt werden, dass die von PMN produzierten Sauerstoff-

radikale von COPD-Patienten höher lagen, als bei Rauchern mit normaler Lungenfunktion oder 

Nicht-Rauchern. Unter FMLP Stimulation konnte dieser Unterschied in unserer Studie nicht re-

produziert werden. Es zeigte sich nach einer Stunde die Sauerstoffradikalexpression der Kon-

trollen numerisch den Werten der Patientengruppe sogar überlegen (ebenfalls nicht signifikant). 

Unsere Ergebnisse sind insoweit mit den Ergebnissen einer früheren Studie vergleichbar (Wehlin 

et al., 2005), in der der oxidative Burst von PMN, von COPD-Patienten, Rauchern mit norma-

ler Lungenfunktion und Nichtrauchern unter Stimulation mit FMLP, TNF-α, sowie FMLP und 

TNF-α verglichen wurde. Es zeigte sich eine signifikant verminderte Sauerstoffradikalproduktion 

der Raucher und COPD-Patienten im Vergleich zu den Nichtrauchern. Trotz des „Priming“ mit 

entzündungsförderndem TNF-α konnten die PMN in dieser Studie nicht zu einem verstärkten oxi-

dativen Burst angeregt werden (Elbim et al., 1994). Die Diskrepanz der Sauerstoffradikalproduk-

tion der neutrophilen Granulozyten nach PMA und FMLP Stimulation lässt sich am ehesten durch 
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die unterschiedliche intrazelluläre Signalübertragung erklären. Eine bereits früher beschriebene 

Desensibilisierung durch Überstimulation des FMLP Rezeptors (Blackwood et al., 1996) könnte 

die verminderte Ansprechbarkeit der Zellen von COPD-Patienten auf diesen Stimulus erklären. 

Weiterhin weist eine neuere Studie daraufhin, dass Rauchen die FMLP Rezeptorzahl auf PMN be-

einflusst (Matheson et al., 2003). Daneben können auch methodische Aspekte eine Rolle spielen, 

da auch die Wahl des Fluoreszenzfarbstoffs einen Einfluss auf die Messung des oxidativen Bursts 

hat (Walrand et al., 2003). Unsere Ergebnisse sprechen in Zusammenschau mit den Daten aus der 

Literatur für eine wichtige Rolle des oxidativen Bursts in der Pathogenese der COPD, da eine 

maximale Produktion von Sauerstoffradikalen bei PMN von COPD-Patienten unter rezeptorun-

abhängiger Stimulation gefunden wurde. Dabei können Sauerstoffradikale die Struktur der Lunge 

nicht nur direkt schädigen, sondern bewirken auch die Aufrechterhaltung der Inflammation über 

die intrazelluläre Aktivierung von Transkriptionsfaktoren (Poli et al., 2004), Chromatinumgestal-

tung und vermehrte Genexpression proinflammatorischer Mediatoren (Jansen-Heininger et al., 

2002), (Rahman et al., 2004). So werden Zytokine wie IL-8 und TNF-α durch Transkriptionsfak-

toren wie NF-κB reguliert. NF-κB liegt in seiner inaktivierten Form, gebunden an IκB, im Zytosol 

vor. Oxidativer Stress bewirkt die Abspaltung von IκB von NF-κB und somit die Aktivierung des 

Transkriptionsfaktors (Rahmann et al., 1998), (Schulze-Osthoff et al., 1995). In Studien konnte 

gezeigt werden, dass Oxidantien die Freisetzung von inflammatorischen Substanzen wie IL-8, 

Il-1 und NO bewirken. Zusätzlich wird dieser Vorgang begleitet von einer gesteigerten Expressi-

on der Gene dieser Mediatoren, sowie einer gesteigerten Aktivität von NF-κB (Watchorn et al., 

1998), (Parmentier et al., 1999). Ein Zusammenhang zwischen COPD und der Aktivität von NF-

κB konnte in einer unlängst veröffentlichten Studie (Kang-Yun et al., 2012) gefunden werden. Es 

zeigte sich in den untersuchten mononukleären Blutzellen von COPD-Patienten eine verminderte 

Expression des „NF-κB repressing factors“ (NRF), welcher die Transkription von NF-κB unter-

drücken kann. Einhergehend damit stellte sich eine erhöhte IL-8-Konzentration und eine erhöhte 

Aktivität von NF-κB in den untersuchten Zellen dar.

Die Erkenntnis, dass eine gesteigerte Produktion von Sauerstoffradikalen und eine verminderte 

Anwesenheit von Antioxidantien an der Entstehung der COPD beteiligt sind, eröffnet interessante 

Therapieoptionen. Eine Kohortenstudie mit 2633 Teilnehmern konnte einen Zusammenhang zwi-

schen der Versorgung mit dem antioxidativ wirksamen Vitamin E und einer verbesserten Lungen-
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funktion (Britton et al., 1995) demonstrieren. Diese Studie unterstützt die Hypothese, dass anti-

oxidativ wirkende Vitamine möglicherweise als präventive Therapie gegen die Entstehung einer 

COPD eingesetzt werden könnten (Steinberg et al., 1995). In einer jüngst veröffentlichten Studie 

(Milara et al., 2012) zeigte sich nach Behandlung von peripheren neutrophilen Granulozyten von 

COPD-Patienten mit N-Acetyl-Cystein eine Minderung der Chemotaxis, sowie der Freisetzung 

von Elastase und Sauerstoffradikalen. Andere Antioxidantien, die zur Therapie der COPD ein-

gesetzt werden könnten, sind Thiolgruppenspender, Polyphenole, Flavinoide, Nrf2-Aktivatoren, 

die als Induktoren der Glutathionbiosynthese wirken, Superoxiddismutase und Glutathionpero-

xidase Mimetics (Rahman, 2008), (Biswas et al., 2012). Bislang liegen überzeugende Ergebnisse 

klinischer Studien bezüglich der therapeutischen Wirksamkeit antioxidativer Substanzen jedoch 

nicht vor, sodass diese noch nicht für die Therapie der COPD eingesetzt werden können. Weitere 

Studien zu antioxidativen Substanzen als Therapieoption der COPD erscheinen erforderlich.

Ähnlich wie beim panlobulären Lungenemphysem im Rahmen eines hereditären α1- Antitrypsin-

mangels könnte ein unausgeglichenes Verhältnis zwischen Metalloproteasen (MMP) und tissue 

inhibitors of metalloproteases (TIMP) eine Rolle bei der Entstehung der COPD spielen. Auf der 

Basis experimenteller Studien wird angenommen, dass eine vermehrte Aktivität der MMP‘s sowie 

eine verminderte Aktivität der TIMP‘s zu einem Abbau der pulmonalen Matrix führt und dadurch 

die Entstehung einer COPD begünstigt wird. So konnte in früheren Studien gezeigt werden, dass 

MMP9 sich vermehrt in den bronchoalveolären Lavagen von COPD-Patienten findet (Betsuyaku 

et al., 1995), (Finlay et al., 1997). Auch Tabakexposition bewirkt eine vermehrte Expression vom 

MMP9 und MMP12 (Han et al., 2003; Lavigne et al., 2005). Im Sputum von COPD-Patienten 

konnte ebenfalls eine erhöhte Aktivität von MMP9 nachgewiesen werden (Vernooy et al., 2005). 

In einer weiteren Studie (Mercer et al., 2005) wurde eine erhöhte MMP9 Konzentration und eine 

erniedrigte TIMP1 Konzentration im Sputum während akuten Exazerbationen gefunden. Anderer-

seits zeigte sich, dass die Expression von Genen von Gewebsreparaturenzymen, darunter MMP9, 

bei COPD-Patienten reduziert ist (Gosselink et al., 2010). Aufgrund der bisherigen Erkenntnisse 

wurden bereits Versuche gestartet, mittels Pharmazeutika die Freisetzung von MMP‘s zu reduzie-

ren, um so eine verminderte Inflammation in der Lunge zu erreichen. So konnten Ganesan und 

Kollegen (Ganesan et al., 2010) im Tiermodell das Fortschreiten der Emphysembildung durch Be-
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handlung von Mäusen mit Quercetin erreichen, was mit einer verminderte Expression von MMP9 

und MMP12 einherging. Die MMP-Produktion von PMN von COPD-Patienten ex vivo wurde 

bislang noch nicht im direkten Vergleich zu lungengesunden Patienten untersucht. Daher bestimm-

ten wir in unserer Studie die Freisetzung von MMP9 nach 1h um zu untersuchen, ob aktivierte 

PMN zu einer Überproduktion der MMP‘s beitragen. Entgegen unserer Erwartungen fanden wir 

jedoch keine signifikant unterschiedlichen MMP9 Konzentrationen zwischen den beiden Kollek-

tiven. Möglicherweise spielen PMN im Vergleich zu Monozyten/Makrophagen und strukturellen 

Zellen der Atemwege bei der COPD eine untergeordnete Rolle als MMP-Produzenten. Für die 

Pathogenese der COPD könnte sich eine wechselseitige Beziehung zwischen Sauerstoffradikalen 

und MMP9 Produktion als wichtig erweisen, da MMP9 auch eine wichtige Rolle beim Reparieren 

und Reorganisieren von Lungengewebe spielt (Yoon et al., 2007). Eine niedrige MMP9 Konzen-

tration würde in diesem Fall für ein fehlendes Reparaturvermögen während akuter Inflammation 

sprechen. 

Die von uns gefundene Aktivierung der Chemokinrezeptoren und von CD16 weisen auf eine ver-

mehrte chemotaktische Aktivität der PMN hin. Dieser Mechanismus kann zu der für die COPD 

charakteristischen persistierenden Inflammation in den Atemwegen beitragen und somit zur De-

struktion des pulmonalen Gewebes führen und bietet einen Ansatzpunkt für zielgerichtetere anti-

entzündliche Therapieoptionen dieser bislang nur unzureichend therapierbaren Erkrankung.

Bei Betrachtung unserer Ergebnisse müssen folgende Einschränkungen berücksichtigt werden: 

zunächst wurde versucht die zu untersuchenden Gruppen in ihren Eigenschaften so vergleichbar 

wie möglich zu halten. Dennoch war die Übereinstimmung zwischen den beiden Kollektiven hin-

sichtlich wichtiger Eigenschaften nicht komplett. So befanden sich fünf nichtrauchende Probanden 

in der Studie, obwohl alle COPD-Patienten zumindest Ex-Raucher waren. Darüberhinaus war die 

Zahl der untersuchten Individuen aufgrund des experimentellen Aufwands und der Einschlusskri-

terien limitiert.Weiterhin differiert die Anzahl der gemessenen Proben aufgrund der verfügbaren 

Materialmenge und methodischer Fehler im Einzelfall für verschiedene Parameter von Patient zu 

Patient. Schließlich muss noch beachtet werden, dass zahlreiche nicht standardisierbare Variablen 

auf die Aktivität der PMN Einfluss haben können. Zu nennen wären hier u.a. die Einnahme von 

inhalativen Steroiden und inhalatives Zigarettenrauchen vor der Blutentnahme.
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6. Zusammenfassung

Die COPD ist durch eine chronische Entzündung der Atemwege gekennzeichnet. Warum die Ent-

zündung sich ab einem bestimmten Punkt, ohne Trigger von außen, selbständig aufrechterhält, ist 

noch unzureichend erklärt. Unsere Ergebnisse lassen vermuten, dass eine Dysfunktion der ange-

borenen Immunität der PMN zu der kontinuierlichen Entzündung beiträgt. So handelt es sich bei 

der COPD nicht nur um eine lokal begrenzte, sondern vielmehr um eine systemische Erkrankung.

Um die Dysfunktion der PMN zu charakterisieren, erfolgten Messungen der Expression von Akti-

vierungsmarkern, Chemokinrezeptoren, des oxidativen Bursts sowie der Freisetzung von IL-8 und 

MMP9. Dabei fokussierten wir uns auf die Darstellung von Unterschieden zwischen den PMN 

von COPD-Patienten und Probanden unter verschiedenen Bedingungen, welche durch Stimulation 

der PMN durch BAL und LPS geschaffen wurden. Die Messungen wurde nach Vorversuchen an 

für die jeweiligen Parameter optimalen Zeitpunkten durchgeführt. Zu diesem Zweck wurden bei 

15 COPD-Patienten während einer akuten Exazerbation bronchoalveoläre Lavagen entnommen 

sowie Vollblut einige Wochen später während einer stabilen Phase. Zur Kontrolle wurde Vollblut 

von 13 Patienten entnommen, welche wegen extrapulmonaler Erkrankungen hospitalisiert waren.

Die Messungen der Oberflächenmarker, sowie des oxidativen Bursts, erfolgte mittels Dreifarben-

Durchflusszytometrie an einem FACScan Analyzer. Die Bestimmung der Konzentration der Che-

mokine erfolgte mittels handelsüblicher ELISA Kits.

Unsere Ergebnisse zeigten eine veränderte Expression von Oberflächenmarkern und Freisetzung 

von Sauerstoffradikalen und Zytokinen der PMN von COPD-Patienten im Vergleich zu den Kon-

trollen. Diese war charakterisiert durch eine signifikant gesteigerte Produktion von CXC2-Re-

zeptoren der COPD-Patienten ex vivo (COPD: 40,29 ± 15,64 vs. Kontrolle: 28,69 ± 9,57; p < 

0,027) sowie nach 3h (Med: COPD: 50,59 ± 19,8 vs. Kontrolle: 24,13 ± 9,61; p < 0,002, BAL: 

COPD: 38,41 ± 18,98 vs. Kontrolle: 18,67 ± 8,07; p < 0,011). Einhergehend damit war eine si-

gnifikant erniedrigte IL-8-Konzentration nach 24h in den Zellkulturüberständen der COPD-Pa-

tienten nach BAL Stimulation (BAL: COPD: 680,79 ± 601,39 vs. 1248,45 ± 1423,14 pg/dl; p < 

0,031). Weiterhin fanden wir eine erhöhte Zellaktivierung der PMN der COPD-Patienten, reprä-

sentiert durch eine erhöhte Expression von CD16 Rezeptoren im Vergleich zu den Kontrollen. 
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Nach Stimulation mit LPS zeigte sich der Unterschied signifikant (COPD: 543,12 ± 144,17  vs. 

Kontrolle: 385,20 ± 132,76 ; p < 0,048). CD62L war in allen Zellkulturansätzen auf den PMN der 

COPD-Patienten numerisch erniedrigt. Der oxidative Burst der COPD-PMN unter Stimulation mit 

FLMP, einem rezeptorvermittelten Stimulus des oxidativen Bursts, zeigte sich zum Zeitpunkt t0h 

im Vergleich zu den Kontrollen nicht signifikant gesteigert. Wir fanden unter PMA-Stimulation, 

nach 0h und 1h, einen maximal gesteigerten oxidativen Burst bei den PMN der COPD-Patienten, 

welcher im Vergleich zu den Kontrollen jedoch nur tendenziell erhöht war. Es zeigten sich keine 

Unterschiede in der MMP9 Freisetzung nach Kollektivvergleich der PMN von COPD-Patienten 

und Probanden.

Anhand unseren Ergebnissen vermuten wir, dass bei COPD-Patienten eine angeborene Dysfunk-

tion der PMN mit gesteigerter über CXC-Rezeptoren vermittelter Chemotaxis, höherem Aktivie-

rungsgrad und erhöhter Freisetzung von Sauerstoffradikalen vorliegt. Hieraus resultiert die für die 

COPD charakterisitische Inflammation. Insbesondere aus der erhöhten Expression von CXCR2 

könnten sich neue Ansatzpunkte für dringend benötigte antiinflammatorische Therapien der bis-

lang in ihrem Fortschreiten kaum beeinflussbaren Erkrankung ergeben.
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8. Abkürzungen

AT2-Zellen	 Alveolarepithelzellen Typ 2

BAL		  Bronchoalveoläre Lavage

BSA		  Bovines Serumalbumin

CD		  Cluster of Differentiation

CXCR1/2	 Chemokin Receptor Typ 1/2

CO2		  Kohlenstoffdioxid

COPD		 Chronic obstructive pulmonary disease

CRP		  C-reaktives Protein

DALY		  Disability adjusted life years

DHR 123	 Dihydrorhodamine 123

DNA		  Deoxyribonucleic acid

EDTA		  Ethylendiamin-tetraacetat

ELISA		 Enzyme-linked immunosorbent assay

ENA-78	 Epithelial cell-derived neutrophil-activating peptide 78

FCS		  Fetal calf serum

FEV1		  Forciertes exspiratorisches Volumen in einer Sekunde (Einsekundenkapazität)

FITC		  Fluorescein-Isothiocyanat

FMLP		  N-Formylmethionyl-Lencyl-Phenylalanin

FSC		  Forward-Scatter

GCP-2		 Human granulocyte chemotactic protein-2

G-CSF		 Granulocyte-Colony Stimulating Factor

GM-CSF	 Granulocyte macrophage colony-stimulating factor

GOLD		 GloBAL Initative for Chronic Obstructive Lung Disease

GPI		  Glykosylphospatidylinositol

GRK		  G protein-regulated protein kinase

GRO-a/β/γ	 Growth regulated oncogene-a/β/γ

GTP		  Guanosintriphosphat

H		  Hour
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H2O2		  Wasserstoffperoxid

ICAM		  Intercellular Adhesion Molecule

IκB		  Inhibitor of NF-kB

INF-g		  Interferon-g 

IgA		  Immunglobulin A

IgG		  Immunglobulin G

IL-		  Interleukin-

LPS		  Lipopolysaccharid

LTB4		  Leukotrien B4

Med		  Medium

MMP		  Matrix Metalloproteinase 

MORGEN	 The monitoring project on risk factors and health in The Netherlands

MRNA		 Messenger ribonucleic acid

MSOD		 Magnesium Superoxid Dismutase

NaCl		  Natriumchlorid

NADPH	 Nicotinamid-adenin-dinukleotid-phosphat-hydrate

NAP-2		 Neutrophil-activating protein-2

NF-κB		 Nuclear factor ‚kappa-light-chain-enhancer‘ of activated B-cells

NHANES	 National Health and Nutrition Examination Survey

NO		  Stickstoffmonoxid

O2		  Sauerstoff

PBS		  Phosphate-buffered saline

PE		  Phycoerythrin

PE-Cy5	 Phycoerythrin-Cyanat

PMA		  Phorbol-12-myristate-13-acetate

PVA		  Polyvinylalkohol

PMN		  Polymorphonuclear neutrophils

rMFL/rMFI	 Relative mean fluorescence intensity

ROS		  Reactive Oxygen Species

RPMI		  Roswell Park Memorial Institute Medium
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SD		  Standard deviation

SICAM	 Soluble Intercellular Adhesion Molecule

SSC		  Side-Scatter

TDI		  Transition dyspnea index

TGF-a/β	 Transforming growth factor-a/β

TIMP		  Tissue Inhibitor of Metalloproteinases

TNF-a		 Tumor necrosis Factor a

VK		  Vitalkapazität

ZKR		  Zellkulturreihe
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