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Einleitung und Zielsetzung

1 Einleitung und Zielsetzung

Koffein gehdrt zu den Methylxanthinen und ist aufgt des Vorkommens in vielen
Genussmitteln, wie Kaffee, Tee und Schokolade, wegibreitet. Deswegen ist es schon lange
ein Forschungsthema zahlreicher Studien, die de&Sefluss auf biochemische und
physiologische Prozesse untersucht haben. Basiengihdiesen Studien kann man Koffein
neben den psychoaktiven Effekten auch Einflisseeaudtokrinologische, kardiovaskulare,
respiratorische, renale und gastrointestinale Systeusprechen (ARUNA 1997; MANDEL
2002; ZIEGELSTEIN 2004). In Anbetracht der Vielfalh Auswirkungen von Koffein gab
und gibt es diverse Debatten tber den generellegktEfon Koffein auf die Gesundheit des
Menschen und des Tieres. Die intensivsten Diskassicergeben sich in der Kardiologie;
jedoch verdichten sich die Hinweise, dass Koffemd weren Methylxanthinmetaboliten
ebenfalls einen erheblichen Einfluss auf das Imiystesn ausiben kénnen (JAMES 2004;
ZIEGELSTEIN 2004).

Ziel dieser Studie ist es, die Folgen einer Koff@iplikation fir das Immunsystem des
Nutztieres zu untersuchen. Dabei wurde ein vonFkiena Dr. Schaette AG existierendes
Praparat zur prophylaktischen Behandlung Tiere gadet. Es handelt sich hierbei um
Coffea praeparatawelches ein Decoctum a@offea arabica tostast. Dieses Medikament
wurde in zwei verschiedenen Applikationsformen (o8 subkutan) und im Vergleich zu der
Reinsubstanz Koffein beim Schwaim vivo undin vitro eingesetzt. Schwerpunkt der Arbeit
ist die Charakterisierung der Wirkung vQ@offea praeparataind Koffein auf Immunzellen
und einige lhrer Funktionem vivo und in vitro. Im direkten Vergleich mit Koffein als
Reinsubstanz soll evaluiert werden, ob Koffein dpharmakologisch wirksame
Hauptbestandteil voQoffea praeparatast, oder ob beide Substanzen sich hinsichtlicarih
immunologischen Wirkung unterscheiden. Im Einzelnswil geprift werden, ob die
Substanzen die funktionellen Eigenschaften von beylen andern und ob sie eine
proliferations-modulierende Potenz bei lymphoidesleh aufweisen. Voraussetzung hierfur
ist die genaue Charakterisierung des Wirkmecharssvom Koffein undCoffea praeparata
auf Granulozyten, Lymphozyten und Monozyten. Diégbeit soll hierfir einen Beitrag

leisten.
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2 Literatur

2.1 Geschichte

1820 gelang es dem Chemiker Friedlieb FerdinandgRwnstmals, aus Kaffeebohnen reines
Koffein zu isolieren. 1832 konnten Pfaff und Justusn Liebig mit Hilfe von
Verbrennungsdaten die SummenformelHEN,O, bestimmen. Die chemische Struktur
wurde 1875 von Ludwig Medicus als 1,3,7-Trimethyittan angenommen, und von
Hermann Emil Fischer 1895 durch die erste Synthdes Koffeins bestatigt. Der
Wirkungsmechanismus wurde im 20. Jahrhundert edalg erforscht, wobei es der Firma
Hoechst im Jahre 1957 gelang, die wichtigsten Ruimnkungen des Koffein in seinem
Antagonismus zu Adenosin zu begrinden (EICHLER 19M6GELSTEIN 2004).

2.2 Inhaltsstoffe von Kaffee

Vom Kaffeestrauch werden Kaffeebohné&voffea seménund Kaffeekohleoffea carbd als
Arzneimittel verwendet. Wirksame Inhaltsstoffe siJ7 - 2,85 % Koffein (1,3,7-
Trimethylxanthin), 3,3 - 7,5 % Chlorogensaure, 0,8L,25 % Trigonellin, Atractylin,
Theobromin, Theophyllin, Chinasaure, Vitamin B1 witamin D. Das Kaffeedl macht 10 -
16 % der Kaffeebohne aus, welches Cafestol, Siiost8tigmasterin, Coffeasterin, Wachs,
Kaffeesdure, Coffalsaure und, als Hauptbestandidds Kaffeearomas, Alpha-
Furfurylmercaptan enthalt (ARUNA 1997).

2.2.1 Chemie

Koffein ist ein Trivialname, der der Substanz weglas Vorkommens in Kaffee gegeben
wurde, der jedoch keinen Ruckschluss auf die ch@mmiZusammensetzung zulasst. Nach der
systematischen IUPAC-Nomenklatur lautet die voildige Bezeichnung 1,3,7-Trimethyl-
2,6-purindion, eine Kurzform 1,3,7-Trimethylxanthinnach der chemischen Ableitung des
Koffeins vom Xanthin. Xanthin gehort zur Gruppe dstirlich vorkommenden Purine,
ebenso wie die strukturdhnlichen Dimethylxanthifeedphyllin und Theobromin (Abb.1)
(BLANCHARD u. SAWERS 1983; BENOWITZ 1990)
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2.2.2 Pharmakokinetik

Koffein wird innerhalb der ersten Stunden nach pden Applikation zu 99 % resorbiert und
verteilt sich gleichmafdig im gesamten Korperwagh®kRKS u. KELLY 1973; BONATI et
al. 1982; BLANCHARD u. SAWERS 1983). Die hydrophaobBestandteile des Koffeins
erlauben die Passage durch alle biologischen Mermehbrand die Blut-Hirn-Schranke wird
ebenso mihelos Uberwunden (LACHANCE et al. 1983NAKA et al. 1984) wie die
Plazentaschranke (IKEDA et al. 1982; KIMMEL et 4P84). Es wurden 5- bis 20-fach
hohere Koffein-Konzentrationen in Foten als in dbtutter gemessen. Maximale
Serumkonzentrationen bei oraler Aufnahme koénnerh rieg bis 120 Minuten gemessen
werden, wobei eine Dosis von 1 mg pro kg Korpermdkd/) p.o. beim Menschen zu einem
Peak-Plasmaspiegel von ca. 1 mg/L fuhrt. Diesesr®dspiegel kann tierartlich variieren,
beim Pferd wird laut Greene (1993, unverdtffenticBaten) bei einer Gabe von 4 mg/kg KM
ein Spiegel von 10 mg/L Serum erreicht. Bei Rind @Gthwein liegen noch keine gesicherten

Angaben vor.

Die Halbwertszeit fur Koffein variiert von Spezies Spezies stark und richtet sich nach der
Metabolisierung von Koffein in der Leber durch Dehyierung, Oxidation und

anschlie3ender Bildung von Aminouracilen.

Beim Menschen ist eine durchschnittliche Halbweitszon 6 Stunden (ARNAUD 1987)
angegeben, beim Schwein von 12 (CUNNINGHAM 1968) beim Pferd sogar von bis zu
48 Stunden. Sie richtet sich in der Regel nachAdtévitat und Quantitat des Zytochrom von
P 450 CYP 1A2, einem Hamproteinen mit enzymatischitivitat (FUHR et al. 1996;
MINERS et al. 1996). Beachtenswert ist ein deutldtersabhangiger Unterschied in der
Halbwertszeit von Koffein bei allen Spezies. DieBspekt muss bedacht werden, wenn man
die Wirkung von Koffein beim adulten auf das judentier Ubertragen will. Man fihrt dieses
auf eine verringerte Aktivitat des Zytochroms P 4B0juvenilen Tier zuriick (ARANDA et
al. 1977; LE GUENNEC u. BILLON 1987). In der Lebeird Koffein in Theophyllin (1,3-
Dimethyl-Xanthin), Theobromin (3,7-Dimethyl-Xanthirund Paraxanthin (1,7-Dimethyl-
Xanthin) (70-85 %) abgebaut (FREDHOLM et al. 1998)ichtig ist hierbei die Tatsache,
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dass samtliche Metaboliten des Koffeins selbst mphkologische Eigenschaften besitzen
(LOSCHER et al. 1997).

" AR G O Ay O
J o Ay J o J Ly
Q T ] H 4] T O li!

CHj CH, CHa

Koffein Paraxanthin Theobromin Theophyllin

Abb. 1 Strukturformel von Koffein und dessen Derivatend. nacH OSCHER et al. 1997).

Sie werden ihrerseits in der Leber durch Monooxggen und CYP weiter abgebaut,
gelangen jedoch auch in die Blutbahn. Dort kdnnienesne pharmakologische Wirkung
entfalten, die der des Koffeins entspricht (LOSCH&ERI. 1997). Theophyllin ist in der Rolle
des Adenosinrezeptorantagonisten 3- bis 5-mal pateads Koffein. (FREDHOLM et al.

1999) Weniger als 2 % des aufgenommenen Koffeingdeve nicht metabolisiert wieder

ausgeschieden.

2.2.2.1 Wirkungen des Koffeins im Kérper

Koffein vermittelt seine pharmakologischen Wirkungen Kérper tber zwei Mechanismen.
Beide beruhen auf einer starken Strukturhomologiefagenden im Korper ubiquitar
vorkommenden Stoffen: Adenosin (Abb. 2) und denoSddViessenger c-AMP (zyklisches
Adenosinmonophosphat) (Abb. 6) (HORRIGAN et al. @0Mie Wirkungen von Koffein
werden in Abschnitt 2.5 ausfuhrlich behandelt. eim besseres Verstandnis werden die

Funktionen und Wirkungen von Adenosin und cAMP ialgeénden dargestellt.
2.3 Adenosin

Adenosin ist ein aus der Nukleinbase Adenin und d&mker B-D-Ribose bestehendes

Nukleosid mit der Summenformel §113Ns0,.

Es ist einer der Hauptbestandteile der DNA. Sokaié Zelle stirbt, werden die Nukleotide,
und damit auch Adenosin, freigesetzt. Adenosindes Weiteren Hauptbestandteil des c-
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AMP. C-AMP dient als wichtiger Second-Messenger de&i zellularen Signaltransduktion
und fuhrt insbesondere zur Aktivierung von Protgiaken. Zur Rolle und Funktion des c-
AMP wird in einem spateren Abschnitt ausfuhrlicle@ngegangen, da in diesem Second-

messenger eine Wirkungsvermittlung von Koffeintieg

Neben diesen Funktionen besitzt Adenosin eine veeiebenswichtige Aufgabe. Es ist der

Bestandteil des ATP (Abb. 2), das die unmittelberfiigbare Energie in jeder Zelle darstellt
(GARRETT 2009).

NH,
O 0 0o NN
I i I a N
HO—P—0—P—0—F—0 P
OH OH OH o N

Abb. 2 Strukturformel von ATP (GARRETT 2009).

Werden die Phosphoanhydrid - Bindungen zwischenRissphat-Gruppen durch Enzyme
hydrolytisch  gespalten, entsteht das Adenosindiphais (ADP) bzw. das
Adenosinmonophosphat (AMPJHASKO 2007) Bei einer weiteren Spaltung entsteht
Adenosin, welches als frei verfligbares Signalmdle#tient (ZIMMERMANN 2000).
Adenosin reichert sich auf diesem Weg passiv inleBelund Gewebsstrukturen hohen
Energiebedarfes an, wie etwa Muskelzellen, Nerndarzeund Immunzellen. Zu den
Nukleotid -abbauenden Ektoenzymen gehdren neben HEonukleosid-Triphosphat-
Diphosphohydrolasen (E-NTPDase) auch Ectonukldeyicdphosphatasen/
Phosphodiesterasen (E-NPP), alkalische Phosphatgsie) und Ekto-5"-Nukleotidase
(5°NT, CD73) (THOMSON et al. 1990).

Das Protein CD73 stellt den letzten Schritt desk&dsnformigen ATP-Abbaus dar
(ELTZSCHIG et al. 2003). Es hydrolysiert AMP zu Awbsin. CD73 ist ein 70 kDa grol3es,
glykosyliertes, Glycosylphosphatidylinositol- (GRjeankertes Membranprotein, das neben
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seiner Funktion als Ekto-Nukleotidase gleichzedtig Co-Rezeptor in der T-Zellaktivierung
und als Zelladhasionsmolekul dient (SNYDER u. HENRHON 1973; NARRAVULA et al.
2000). Dieses Ektoenzym wird unter physiologischemd patho-physiologischen
Bedingungen auf unterschiedlichen Zelltypen expmniln humanen Geweben wurde es
sowohl auf verschiedenen Endothel- und Epithelspbjationen als auch auf 15 % der
peripheren Blutlymphozyten nachgewiesen (AIRASIe1995; STROHMEIER et al. 1997).
Das Gen fur CD73 wird auf den meisten B-Zellen §pund CD8+-T-Zellen (51 %), aber
auch auf einer CD4+-Subpopulation (11 %) exprim@&JTENSOHN et al. 1995; RESTA et
al. 1998). Das Molekul unterliegt einem ,Turnoved,h. es kommt zu einem sténdigen
Austausch zwischen Zelloberflache und zytoplasmiatis Membranen (RESTA et al. 1998).
Neben dieser membranstandigen Form ist noch eslehé Variante des CD73 bekannt.
Einige Arbeiten liefern Hinweise darauf, dass CD7#h der Regulation von
Entziindungsreaktionen beteiligt ist (LUDWIG et 8099). Es wurde gezeigt, dass es bei
einer akuten Entzindung zur Aktivitats- und Expi@sssteigerung von CD73 kommt
(NARRAVULA et al. 2000). Dadurch kommt es zu eineérhéhung des extrazelluléaren
Adenosinspiegels. Adenosin wird unter normalen Bgaingen schnell wieder von
Adenosindeaminasen abgebaut (HERSHFIELD 1998).e¥awl auf vielfaltige Weise an der
Zelloberflache verankert, um in raumlicher Nahe Reeeptoren wirken zu kdénnen. So ist die
ADA durch CD26 direkt mit der Zelle verbunden (KAMKA et al. 2006).

Es kann mehr ADA an der Zelle gebunden werden, ghrnCD26 vorhanden ist. Die
zellularen Level von CD26 verandern sich im Laufr dReifung einiger Immunzellen,
insbesondere der Lymphozyten, und kdnnen so eille Ba der negativen Selektion spielen
(KAMEOKA et al. 2006). Es weist vieles darauf hidass in einem hochkomplexen,
regulatorischen Netzwerk der Effekt von Adenosimctudas ekto-ADA, welches an CD26
gebunden ist, einen weiteren modulatorischen Baud#astellt.

Ergebnisse einer Arbeitsgruppe um Herrera habepigiezlass ADA auch direkt mit den
Adenosinrezeptoren (Al und A2a) gekoppelt sein KiMBERRERA et al. 2001), jedoch sind
diese Daten noch nicht reproduziert worden. Diespilggische Halbwertszeit von Adenosin
liegt bei wenigen Sekunden, wobei ein durchschetigr extrazellularer Adenosinspiegel im

unteren nmol Bereich erreicht wird (MONACO et al002). Dieser recht niedrige
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Adenosinspiegel kann bei einer Entzindung oderneihgpoxischen Zustand auf bis zu
100 umol ansteigen (FREDHOLM et al. 1984; SOTTOF®RI et al. 2001).
Lipopolysaccharide (LPS) von einigen Bakterien inakvbphagen koénnen zu einer
vermehrten Ausschuttung von Adenosin fiuhren (MCCGatLal. 2006). Dies kann ein
Escape-Mechanismus sein. Als Escape-Mechanismsgehieman einen Mechanismus, den
Krankheitserreger oder Tumoren benutzen, um dasekéigene Immunsystem zu tauschen.

Hierdurch wird eine adaquate Immunantwort verhihder

2.3.1 Adenosinrezeptoren

Adenosin interagiert mit den umliegenden Zellen ribegenannte Adenosinrezeptoren.
Hierbei handelt es sich um eine Klasse von G-Rregekoppelten, transmembranstandigen,
hepta-helikalen Rezeptoren, die zu der Familie g@earinergen Rezeptoren gehdren
(FREDHOLM et al. 1984; OLAH et al. 1995). Diese kén grob in zwei Klassen unterteilt
werden: P1 und P2 (BURNSTOCK 2004). Die P1 Rezeptoverden durch Adenosin
respektive durch dessen Agonisten und Antagonistegesprochen (BURNSTOCK u.
WILLIAMS 2000). Als P2 werden die Rezeptoren bdtjtan welche ATP und AMP binden
(LEVINE et al. 1999) (siehe Abb. 3). Es ist eindirsbeterogene Gruppe von Rezeptoren,
deren genaue Funktion noch naher untersucht wendiss.

P1 wird in 4 Subtypen unterteilt; dabei handelsieb um die Adenosinrezeptoren Al, A2a,
A2b und A3 (FREDHOLM et al. 2001). Sie besitzen rakeeristische Funktionen und
Distributionsverhéltnisse im Organismus. Der priendffektor aller Subtypen ist die
Adenylatzyklase, dessen Aktivitat je nach Subtypveder stimuliert oder gehemmt wird
(MERIGHI et al. 2003). Adenylatzyklasen sind an dedllmembran gebundene Enzyme der
Klasse der Lyasen. lhre Aufgabe ist die Katalyser &ynthese von zyklischem
Adenosinmonophosphat (cCAMP) aus Adenosintriphosph@&P) (FREDHOLM et al. 2001).
Die Funktion dieses Enzyms wird physiologisch inhRan der Signaltransduktion durch G-
Proteine reguliert (SEXL et al. 1997; FEOKTISTOVakt1999; SEIDEL et al. 1999).

19



Literatur

Adenosin

Abb. 3 Signaltransduktionskaskade von Adenosin-Rezeptoren

Adenosin bindet an die Rezeptorsubtypen und aktigie. Daraufhin werden G-Proteine produziert.
Diese kdnnen die Adenylatzyklase entweder stimetiglGs) oder hemmen (Gi). Dadurch kommt es
zu einer Aktivierung oder Hemmung der c-AMP Prodkt Gleichzeitig kdnnen die G-Proteine

Kalzium- und Natriumkanéale 6ffnen und so die elisktie Aktivitdt der Zelle zu beeinflussen (mod.

nach (HASKO 2007).

Die Rezeptoren Al und A3 vermitteln ein inhibitches G-Protein-gekoppeltes Signal
(MUNSHI et al. 1991), das zu einem Abfall des c-AMPder Zelle fuhrt. Die Rezeptoren
A2a und A2b hingegen bewirken eine G-Protein-gektipStimulation der Adenylatzyklase,
wodurch eine Steigerung des intrazellularen c-AMiRe§els zustande kommt (SEXL et al.
1997). Neben diesem Signalweg gibt es noch einkeReeiterer Informationswege, die fur
alle Subtypen beschrieben sind (siehe Abb. 4) videaitigsten sind die Offnung von Kalium-
und die Hemmung von Kalziumkanalen bei den inhiistthes Rezeptoren (Al und A3).
Daraus folgt eine Verringerung der Neurotransnirgeetzung (DUNWIDDIE u. MASINO
2001). Die Rezeptoren A2a und A2b fuhren hingegerimer Steigerung des intrazellularen
Kalziumspiegels (LINDEN et al. 1999)
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Abb. 4. Adenosinrezeptor-Signalwege (K.A. JACOBSEN, GAG; 22006).

Aktivierung des A1R und A3R hemmen die Adenylatagd durch die Aktivierung von Pertussis-
toxin-sensitiven G-Proteinen, welche zu einer ggstéen Aktivitat der PLC durch G-Protein-
Untereinheiten fuhrt. Aktivierung der A2aR und A2lgRigern die Adenylatzyklaseaktivitat und
durch die Aktivierung des G-Proteins. AktivierungsdA2aR induziert gegebenenfalls die Bildung
von Inositolphosphat tUber Pertussis-toxin-sensiti&e-Proteinen (HAKONARSON u. GRUNSTEIN
1998). A2bR induziert die Aktivierung von Phosppake C (PLC). Alle 4 Subtypen der AR kénnen
mit der MAPK (Mitogen-activated protein kinase)drdgieren, welches die Rolle des Adenosins bei
dem Zellwachstum, Uberleben, Zelltod und Differenang wiederspiegelt (SODERLING 1999;
GERMACK u. DICKENSON 2000; LI et al. 2000).

2.3.1.1 Verteilung der Adenosinrezeptorsubtypen

Adenosin-Rezeptoren findet man auf fast jedem yellDabei verhalt sich ihre Verteilung
zum einen von Gewebe zu Gewebe unterschiedlich, angieren kommt es zur Ausbildung
unterschiedlicher Adenosinrezeptorsubsets (FREDHOIlé al. 2001). Die bisher

gewonnenen Erkenntnisse stammen tberwiegend vorsdiien oder von der Maus.
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Den Adenosin 1-Rezeptor (A1R) findet man hauptséchim Gehirn, im Herzen und den
BlutgefaRen. Seine Funktion ist die Regulationersthiedlicher Mechanismen, wie die
ischamische Prakonditionierung im Gehirn oder diaardloprotektive  Wirkung

(ABBRACCHIO u. CATTABENI 1999). Der A1R ist des Weien in die Regulation der
Neurotransmission involviert (AMBROSIO et al. 199 Die Funktion des Adenosin als
Vasodilatator in den BlutgefalRen wird ebenfalls dédR zugeschrieben (MARSHALL

2000). Der A2aR ist der wichtigste Rezeptor fur dasmunsystem und vermittelt
immunsuppressive Funktionen (CRONSTEIN 1994; HORRNIG:t al. 2006).

Der A2bR ist von allen Subtypen der am weitesterbretete (FREDHOLM et al. 2001).
Man findet ihn konstitutiv in jedem Zelltyp auf diggem Expressionsniveau (PIERCE et al.
1992). Er beteiligt sich an der Regulation der @tlanéale im Darm (STROHMEIER et al.
1997) und der Aktivitat des ,cystic fibrosis contlutce Regulators® (CFTR) (CLANCY et
al. 1999). A2bR induziert in verschiedenen Zelltyggoptose (PEYOT et al. 2000) und hat
auf viele Zellen eine wachstumshemmende Wirkung W&Aet al. 1999) Innerhalb des
Immunsystems aktiviert er die Degranulation der fekelfen und ist fur die broncho-
konstriktive Wirkung des Adenosins des Asthma vevartlich (FORSYTHE u. ENNIS
1999).

Die A3R sind hauptsachlich im Gehirn lokalisiertp 8ie eine neuroprotektive Rolle bei
ischamischen Prozessen spielen und bei der Regienevder Apoptose neuronalen Gewebes
beteiligt sind (CARR et al. 1997; VON LUBITZ et dl999). Im Gegensatz zu den anderen
Adenosinrezeptoren ist der A2aR nicht redundantnWdieser Rezeptor ausfallt, kommt es
zu keiner Erh6hung im Expressionsmuster der andédemosinrezeptoren. A2aR-knockout-
Mause zeigen eine héhere Morbiditat und Mortahiatdie Kontrolltiere (LUKASHEYV et al.
2003; MCCOLL et al. 2006).

2.3.2 Adenosin und das Immunsystem

Es ist seit einer Dekade bekannt, dass Adenosimigdose Immunantwort im Allgemeinen
als auch die Entziindung im speziellen unterdriidieem (LOKSHIN et al. 2006). Bis zum
heutigen Tage werden die Mechanismen erforscht Adenosin bzw. dessen Agonisten und
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Antagonisten (Bsp. Koffein) mit Immunzellen inteileg@n konnen. Die Entdeckung des c-
AMP-PKA-NFkB Weges eroffnete der Entwicklung von zielgerichteMedikamenten neue
Bahnen. Die Rolle des Adenosins im Immunsystem \aigd eine ,Gegenmal3nahme” des
Organismus gesehen, um als Regulativ in das Entzigisgjeschehen einzugreifen und damit
verbundene Gewebsschaden zu begrenzen (HASKO @062). Adenosin verhindert die
Bildung destissue factorsauf Monozyten und fiuhrt so zu einer Rekonstituigruaes
Gewebes und einem Ende der Entziindung (PARKS &88%). Es begrenzt die Bildung von
weiteren Koagula und Thromben um die Versorgung@ewebes mit Sauerstoff wieder zu
gewéhrleisten (ZHOU et al. 2004). Da sich Adenosutomatisch in entzindlichen,
hochenergetischen, sauerstoffarmen Geweben anrgickiekt es als selbstlimitierender
Faktor (BROUSSAS et al. 2002).

2.3.2.1 Monozyten

Monozyten sind eine heterogene Population ubiquitdrkommender mononuklearer
Phagozyten, die in diversen immunologischen, homafisshen und inflammatorischen
Prozessen eine Rolle spielen (MOSSER 2003; STOUSUITLES 2004). Zirkulierende
Monozyten sind eine mobile Reserve fur funktion@mpetente Immunozyten. Sie kénnen
als Antwort auf eine Anreicherung von Chemokinerroainderer taktiler Substanzen in das
Gewebe einwandern (MULLER u. RANDOLPH 1999). Doitfedenzieren sie sich zu
Makrophagen aus, wobei deren unterschiedlichen dtden im Gewebe den Einfluss des
sie umgebenden Gewebes verdeutlichen (STOUT u. 883 12004).

Adenosin ist in der Lage, alle Aspekte der Aktivieg von Makrophagen zu regulieren und
somit die Entwicklung einer Entzindung zu beeirdars (HASKO et al. 2002). Der
Rezeptorsubtyp A2a spielt laut Literaturangabembieiedie bedeutenste Rolle (KHOA et al.
2001). Adenosin beglnstigt einen anti-inflammatdren Phanotyp, der durch die verringerte
Produktion von pro-inflammatorischen Mediatoremeei schwécheren Phagozytoseleistung
sowie einer steigenden Produktion des anti-inflatonschen Zytokins IL-10 charakterisiert
ist.

Die Phagozytoseleistung von Makrophagen wird dubctenosin reduziert (PIKE et al.

1978). Dies konnte sowohl mit einer direkten imeAStimulation mit Adenosin, als auch tber
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eine Stimulation mit Adenosindeaminase-Blockerneggizwerden (LEONARD et al. 1978;

SUNG u. SILVERSTEIN 1985). Die AdenosindeaminaseeRer steigern den Gehalt an
extrazellularem Adenosin, da dies nicht weiter dlage werden kann. Man postuliert fur die
inhibitorische Wirkung auf die Phagozytoseleistuhg Stimulation von A2 Rezeptoren, da
der Effekt des Adenosins mit einem Proteinkinagebiitor aufgehoben werden kann (SUNG
u. SILVERSTEIN 1985). Desweitern zeigen Studien A& Rezeptor-knock-out-Mausen

eine erhdhte Phagozytoseaktivitat (OHTA u. SITKOWSRD01).

Eine Forschergruppe fand heraus, dass undiffenda@zi®onozyten eine vermehrte
Phagozytose zeigen, wenn sie mit einem Al Rezéjjonisten stimuliert werden. Dies
stellt eine neue Erkenntnis Uber die Rolle des A&zdptors bei der fFeRezeptor-vermittelten
Phagozytose dar (J. E. SALMON et al. 1993).

Durchflusszytometrische Untersuchungen haben gezkags auf juvenilen, undifferenzierten
Monozyten vermehrt Al-Rezeptoren gebildet werdephingegen auf ausdifferenzierten
Makrophagen der A2-Typ deutlich dominiert (EPPELlak 1989).

Nach der erfolgreichen Phagozytose von Antigenerdevediese durch die Produktion von
freien Sauerstoffradikalen O und HO,) eliminiert (FORMAN u. TORRES 2002). Die
Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (odeactive oxygen species” ROS) wird durch
Adenosin in Monozyten und Makrophagen sehr potetiegimt (BROUSSAS et al. 1999).
Die A2R scheinen dabei eine Ubergeordnete Rollspielen; jedoch ist dieser Aspekt noch
nicht abschlieBend geklart (THIELE et al. 2004). s®eiteren wird durch
Adenosinstimulationin vitro das Zytokin-Expressionsmuster der Monozyten/Makagen
verandert. So wird die Produktion von TNFund IL-12 herab reguliert, wohingegen
vermehrt IL-10 produziert wird (LE VRAUX et al. 199BOUMA et al. 1994; LE MOINE et
al. 1996). Fir diese Anderungen im Zytokin-Expressinuster ist der A2a-Rezeptor wohl
von entscheidender Bedeutung (PRABHAKAR et al. 298®i Versuchen mit Knock-out-
Mausen, welche Uber keinen A2a-Rezeptor verflugemgdevnach einer Adenosinstimulation
ein verandertes Expressionsmuster der Zytokinengefu (LUKASHEYV et al. 2003; DAY et
al. 2004; DAY et al. 2005) . Ddrssue factorist ein integrales Membranprotein, das nach
Blutkontakt zu Koagulation und ThrombosebildungrfifMORRISSEY 2004). Monozyten
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bilden in der Regel keinetissue factoraus, sind jedoch nach Stimulation dazu in der Lage
und so an der Wundheilung beteiligt (OSTERUD 1998).

Adenosin verhindert die Bildung déssue factorsauf Monozyten und fuhrt so zu einer
Rekonstitution des Gewebes und einem Ende der &hiriyy (PARKS et al. 1985). Es

begrenzt die Bildung von weiteren Koagula und THsemum die Versorgung des Gewebes
mit Sauerstoff wieder zu gewéhrleisten (ZHOU et24l04). Wichtig hierbei ist, dass sich

Adenosin automatisch in entzindlichen, hochenesgiedin, sauerstoffarmen Geweben
anreichert. Durch die vermehrte Bildung und denringerten Abbau, wirkt es als

selbstlimitierender Faktor (BROUSSAS et al. 2002).

FUr die Revaskularisation des Gewebes ist es wjicbdass Makrophagen nach Stimulation
mit Adenosin und insbesondere A2a-Agonisten veringan vaskuldren Wachstumsfaktor
(VEGF, vasculary endothelial growth factor) ausste@mj welcher im umgebenden Gewebe
zu einer Angiogenese fuhrt (SEMENZA 2003). Dientlienter physiologischen Konditionen
einer besseren Blutversorgung gestresster Gewela,alyer von Tumoren ausgenutzt um
ihre eigene Blutversorgung sicherzustellen (HASHIM®Det al. 1994; LEIBOVICH et al.
2002). Tumore selbst produzieren grof3e Mengen aendsin um die Angiogenese zu
beginstigen (LEWIS et al. 1995).

2.3.2.2 Dendritische Zellen
Auch die dendritischen Zellen verfliigen Uber deneRer A2a (PANTHER et al. 2001).

Adenosin unterdrickt die Synthese von IL-12 auferewie auch auf unreifen dendritischen
Zellen (PANTHER et al. 2001). IL-12 ist ein esseldéis Zytokin fur die Entwicklung von
Th1 Zellen. Indem Adenosin die Produktion von ILr#erdriickt, greift es in die Einleitung
der zellgerichteten Immunantwort ein. Es hemmt evhih die Expression von Molekilen,
die fir die Migration der dendritischen Zellen wighsind (CCR5, MIP-B/CCL19, und
MDR-1) und verlangsamt sa vitro undin vivo die Migration von reifen DC’s. Dieses hat
einen indirekten hemmenden Einfluss auf die T-¥ehlmittelte Immunantwort
(CRONSTEIN 1994; TRINCHIERI u. SCOTT 1995; HOFERaEt2003).
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2.3.2.3 Lymphozyten

2.3.2.3.1 T-Lymphozyten

Adenosin hat einen stark hemmenden Einfluss auT digmphozytenfunktion, insbesondere
auf die T-Zell-Rezeptor-gesteuerte Proliferatiot@&NG et al. 1997), die Synthese von IL-2
(BUTLER et al. 2003), pro-inflammatorischem IFNind TNFe (SAJJADI et al. 1996). Es
hemmt ebenso die Aktivierung von zytotoxischen Tlefe deren Adhésion an ihre Zielzellen
und die anschlieRende granulare Exozytose (KOSH#&BAIl. 1997; MACKENZIE et al.
2002). Die bedeutende Rolle des Adenosins konnteim@m Modell mit A2a_Rezeptor-
knock-out Mausen demonstriert werden, denn diesgiusih fehlte das regulatorische
negative Feedback fur das Entziindungsgeschehenmnstziindungsmodell zu exzessiven
Leberschéaden fuhrte (OHTA u. SITKOVSKY 2001).

2.3.2.3.2 B- Lymphozyten

Auch bei den B-Lymphozyten bewirken hohe Konzerir@n an Adenosin und seiner
Agonisten einen hemmenden Effekt auf die Zellfumkti(SEEGMILLER et al. 1977;
SAMET 1985). Die zellulare Proliferation sowie diatikbrpersynthese werden unterdrickt,
was in ADA-defizienten Mausen belegt werden konfBLACKBURN et al. 1996;
ALDRICH et al. 2003). Die Akkumulation von Adenosinin einem
entzundlichen/hypoxischen Gewebe kann so die humotmmmunantwort regulieren
(HERSHFIELD 2005).

2.3.2.3.3 Natdrliche Killerzellen (NK-Zellen)

NK-Zellen haben die Fahigkeit, virusinfizierte umdkoplastische Zellen abzutbten. Sie
produzieren eine Reihe pro-inflammatorischem Zyteki wie IFNy und TNFe
(PAPAMICHAIL et al. 2004). Auch hier stellt sich &dosin als ein Hemmstoff fir die
Zellaktivitat dar (WILLIAMS et al. 1997). Die Pro#tion pro-inflammatorischer Zytokine
wird reduziert und die zytotoxische Aktivitat wiggthemmt (MILLER et al. 1999; LOKSHIN
et al. 2006). Ursache fur die Hemmung der Zelladéivist ein Anstieg des intrazellularen
CAMP-Spiegels mit anschlieRender PKA-Aktivitdat. AlBolge kommt es zu einer
Unterdrickung der N&EB-Antwort (ALBRECHT et al. 1995). Da der A2a-Rezeptler fur
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diesen Signalweg (cCAMP) dominierende Rezeptorsuistypvird angenommen, dass die NK-
Zellen Gber ihn beeinflusst werden (HARISH et &02; MINGUET et al. 2005).

2.3.2.3.4 Zytotoxische Effekte auf Lymphozyten

Wahrend B- und NK-Zellen in der Regel immun gegehéhDosen von Adenosin zu sein
scheinen, reagieren T-Tellen auf einen hohen Adespegel mit Apoptose (FLEISHER
1997; S. APASOV et al. 2000a).

Man nimmt an, dass Adenosin praferentiell eine Aps@ in CDACDS8-Thymozyten
induziert (KIZAKI et al. 1988), wohingegen die Letsahigkeit von CD4CDS8 -,
CD4'CD8 -, oder CDACDS8" -Thymozyten nicht beeinflusst wird (S. G. APASOY at.
2000b). Der Grund hierfir ist noch nicht genau hasben.

Generell postulieren Kizaki et al., dass es durcd starke Erhohung der cAMP-
Konzentration zu einer Aktivierung von Endonukleadeommt, die wiederum zu einer

internukleosomalen DNA-Fragmentation fuhren (KIZAdtlal. 1990).

2.3.2.4 Neutrophile Granulozyten

Neutrophile Granulozyten stellen die Mehrheit dékuierenden Leukozyten dar. Am
Entzindungsort initiieren sie die Immunantwort, and sie Antigene phagozytieren, freie
Sauerstoffradikale produzieren und proteolytischezyhe ausschitten (CASSATELLA
1999). Neutrophile werden als sehr kurzlebige, teamn differenzierte Zellen des
Immunsystems mit hoher Bedeutung flr dessen Reéguléieschrieben (SAWYER et al.
1989). Sie produzieren Zytokine, Chemokine und iexieren antimikrobielle Proteine sowie
extrazellulare Matrixproteine (WAKSMAN et al. 199Mleben diesen fir den Organismus
natzlichen Eigenschaften zeichnen sich die neuttephGranulozyten durch enorme
destruktive Fahigkeit aus, die signifikante Gewebé&sgen verursachen kénnen (ROOS u.
DOLMAN 1990; TOTH et al. 2004; FANTONE u. WARD 1985Eine nicht regulierte
Aktivitat dieser Zellen ist mit einer Vielzahl vafrankheiten assoziiert, wie Ischamie, Sepsis
und rheumatoide Arthritis (PILLINGER u. ABRAMSON 99). Neutrophile kénnen unter
anderem IL-B, TNF-, IL-8, Macrophage-inflammatory-peptide-(MIR)IMIP-13, MIP-2a,
MIP-30, Arachidonsaurederivate, Leukotriene, ProstagladiPGE) und Thromboxane
generieren und ausschitten (BUSSE 1998; FASANQ. €t988; MALONEY et al. 1998).
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Sie haben auf diesem Weg das Potential, die Aktimg der Immunzellen zu beeinflussen
(EDWARDS 1994).

Beim Menschen und bei der Maus sind auf Neutrophilglle 4 Subtypen der
Adenosinrezeptoren nachgewiesen worden. Das Haygnawerk liegt, wie bei allen
Immunzellen, auf dem A2a-Rezeptor, der nach Aktinig zu einem Anstieg des c-AMP
fuhrt (IANNONE et al. 1989; GESSI et al. 2000). D&t-Rezeptor, der durch minimale
Adenosinkonzentrationen aktiviert wird, fihrt zm&i Anregung der Neutrophilenfunktionen.
Die Adhasion an das Endothel wird verstarkt, diedelzytoseleistung nimmt zu (J. E.
SALMON u. CRONSTEIN 1990; CRONSTEIN et al. 1992).

Bei htheren Konzentrationen von Adenosin (durclz@miungen, Substitution, etc.) wird der
A2a —Rezeptor aktiviert, was einen inhibitorisctgfekt auf die Funktion der Neutrophilen
(CRONSTEIN et al. 1992) hat.

Dadurch wird die Produktion von TNéblockiert und die von MIPd, MIP-13, MIP-2a und
MIP-3a gehemmt (MCCOLL et al. 2006). Es scheint jedochmarginale Beeinflussungen
auf die Produktion von IL-8, sowie auf die Migratider Zellen von den BlutgefalRen in das
entzuindliche Gewebe zu geben (MONTESINOS et al.7198CCOLL et al. 2006). Bei
Mensch und Maus konnte in einer Reihe vonvitro-Versuchen mit den chemotaktisch
aktiven Substanzen fMLP, IL-8, und LTB keine Bekis$ung der Wanderung neutrophiler
Granulozyten nachgewiesen werden (MOSER et al.)1989

Die Phagozytoseleistung der neutrophilen Granu@eywird, wie die der Makrophagen,
unter Adenosineinfluss gehemmt. Dies geschieht Ubiee A2a-Rezeptor-gekoppelte
Erhéhung des c-AMP-Spiegels in der Zelle (J. E. BI®N u. CRONSTEIN 1990;
CRONSTEIN 1994). Als ein Bestandteil der zellularenmunitat Gbernehmen sie eine
wichtige Funktion bei der Abwehr von Mikroorganism@&RIFFIN et al. 1975).

Adenosin hemmt, wie bei den Makrophagen, den oxeéat burst® in Neutrophilen
Granulozyten. Es herrscht jedoch Uneinigkeit dariibes zu welcher Stufe Adenosin die
ROS-Bildung und die Degranulation hemmt (CRONSTE®94; BOUMA et al. 1997).

Die LPS- und TNFs vermittelte Freisetzung von Elastasen, Defensureh Perforinen wird
ebenfalls unterdruckt. Dies geschieht nach Stimarlatles A2a-Rezeptors, wie Studien mit
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hochaffinen A2a-Agonisten und —Antagonisten zeig@mnten (TRAPANI u. SMYTH
2002).

Adenosin  beeinflusst Uber A2a-Rezeptor-Agonistenchaudie Freisetzung von

Arachidonsauren (AA) sowie Leukotrienen; hier kenrstogar ein kompletter Stopp der
Produktion nachgewiesen werden (FONTEH et al. 199RUMP et al. 1996). Die 5-

Lipoxygenase-Translokation im neutrophilen Nuklevisd negativ beeinflusst, sodass die
LT-Biosynthese gestoppt wird (FLAMAND et al. 2000).

Im Gegensatz zu den beobachteten Ergebnissen ébdretinmenden Einfluss von Adenosin
auf den Lipoxigenase-Weg, fuhrt eine Al- und A2aéptor-vermittelte Stimulation sowohl
auf mMRNA Ebene, wie auch auf Ebene des exprimieResieins zu einer vermehrten
Ausschuittung von Cyclooxygenase-2 (COX2) (CADIEWak 2005). Dies bedeutet jedoch
keine erhdhte Synthese von Prostaglandin (EGE). Wie bereits erwahnt, fuhrt die
Aktivierung von A2aR zu einem Block der AA-Freisetmy, was sich negativ auf die
Produktion von Eikosanoiden auswirkt (POULIOT et2002). Auf der anderen Seite kann
jedoch eine erhbéhte PGBiosynthese durch eine exogene Erhdhung des Alelsesrreicht
werden. In einem entzindlichen Milieu wird AA vordehadigten Zellen freigesetzt und
steht so den Neutrophilen zur Verfligung. In di&aration metabolisieren inflammatorische
Neutrophile AA und generieren PG@Hetzteres lauft Gber den COX-2 Pfad, anstelledigsh
Adenosin gehemmten 5-LO Pfades (POULIOT et al. 200%E selbst ist ein potenter
Immunmodulator, der die Chemotaxis, Aggregation,SREildung, Lysosomenfreisetzung,
LTB und Zytokingeneration unterdriickt. Adenosin edah in der Lage zu sein, in das
entziindliche Gewebe einwandernde neutrophile Goagytén zu PGEproduzierenden
Zellen zu transformieren (CADIEUX et al. 2005).

Dieser Shift im Eikosanoidprofil von LPB zu P&Eann eine wichtige Bedeutung fur die
Begrenzung einer Entziindung haben und ist einengsentlichen anti-inflammatorischen
Aktivitaten von Adenosin (CADIEUX et al. 2005).

2.3.2.5 Endothelzellen

Man hat bisdato auf Endothelzellen den A2aR und A2bR gefunden (RREWAJU et al.
2000). Einige Studien erwéhnen auch das Vorhandemws® A1R und A3R. Sie wurden
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jedoch nur Uber die Rezeptor-mRNA nachgewieseektdir funktionale Rezeptoren wurden
nicht gefunden (SCHADDELEE et al. 2003).

Adenosin kann sowohl autokrin als auch parakrin dimelzellen beeinflussen. Die
Modulation des vaskularen Tonus war historisch lgesedie erste Funktion, die man dem
Adenosin zugesprochen hat (DRURY u. SZENT-GYORGY29).

Durch Stimulation mit verschiedenen Zytokinen velém sich die Auspragung der
Adenosinrezeptoren auf den Endothelzellen. Die Zyibkine IL-1 und TNFe erhéhen die
Expression von A2aR und A2bR, wohingegen H-Nind hypoxische Zustande die
Expression von A2bR erhodhen, die von A2aR jedochrhen (NGUYEN et al. 2003).

Wahrend einer Entzindung rollen Leukozyten an deerfiche von Endothelien entlang.
Gelangen sie an den Ort der Entziindung, verlangsasiee ihre Rollbewegung, bleiben
schlie3lich stehen und migrieren zwischen Endod#illelz in das Gewebe (MCEVER et al.
1995). Dieser Vorgang wird durch bestimmte Obeh&uonarker erreicht, die auf

Endothelien, wie auch auf Immunzellen exprimiert rdem. Die wichtigsten

Oberflachenmarker auf Seiten der Endothelzelled dia E- und P- Selektine und auf Seiten
der Immunzellen die L-Selektine (SPRINGER 1995)rdMiun auf den Zellen die Anzahl der
exprimierten E-, L-und/oder P- Selektine erniedngtd so indirekt die Migration der Zellen

in das Gewebe negativ beeinflusst. Dieser Effektnégativen Regulation wird durch A2aR
vermittelt. Sowohl in Leukozyten wie auch auf Erudtzellen kommt es zu einer cCAMP-

vermittelten Expressionsreduzierung (BOUMA et &96).

Adenosin erhoht nicht nur die VEGF-Produktion deeukozyten, sondern auch die
Freisetzung von angiogenetischen Faktoren wie dasic fibroblast growth facto(bFGF)
undinsulin-like factor-laus den Endothelzellen (Abb. 5) (FEOKTISTOV e&l02; ADAIR

et al. 2005). Diesen Mechanismus nutzen Tumorzeitetem sie grofe Mengen Adenosin
freisetzen und so die Angiogenese und damit ihgeres Nahrstoffversorgung begtinstigen.
(LEIBOVICH et al. 2002).
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Hypoxie

O O,

Blutfluss Adenosin

Endothelfunktionen:

Vasodilatation
Barriere
Anti-Koagulant

Angiogenese

Abb. 5 Adenosinabhangige Regulierung der Endothelfunktimindem Ziel der Homdostase
sicherung (HASKO 2007).

Adenosin wirkt als selbstlimitierender Faktor baetzindlichen, hochenergetischen, sauerstoffarmen
Bedingungen. Es verhindert die Bildung dissue factorsauf Monozyten und begrenzt die Bildung
von weiteren Koagula und Thromben um die Versorgdag Gewebes mit Sauerstoff wieder zu
gewahrleisten.

24 C-AMP

C-AMP vermittelt alssecond messengenehrere Tansduktionswege. Es steuertogidic-
nucleotode gateCNG) lonenkanale (KAUPP u. SEIFERT 2002) ugdanine nuclieotide
exchange factor¢GEFs) (DE ROOIJ et al. 2000) und bedingt eineiA&tung der c-AMP
abhangigen Protein Kinase A (PKA). PKA ist einei®@hreonin Kinase, bestehend aus
zwei katalytischen Untereinheiten (C), die von gineDimer aus regulatorischen
Untereinheiten (R) in einem inaktiven Stadium gtdralwerden. Dieser R2C2-Komplex ist
inaktiv, die regulatorischen Untereinheiten blockie die katalytischen Zentren. Die
kooperative Bindung zweier Molekile c-AMP an die URtereinheiten fuhrt durch
Dissoziation des Komplexes in R2 und zwei aktivé&Ji@ereinheiten zur Aktivierung der
PKA. Die PKA wird bereits durch c-AMP-Konzentratemin der Gré3enordnung von 10 nM
(10-9 mol/L) aktiviert (CORBIN et al. 1973; BECKEBt al. 1990). Wichtige zellulare

Prozesse wie der Metabolismus, lonenkanalleitfaitgk synaptische Transmission,
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Zellwachstum, Zellteilung, Gentranskription undigemandere Prozesse werden durch PKA
vermittelte katalysierte Phosphorylierung modul{@COTT 1991; HAYNES et al. 1992).

Die c-AMP-abhangige Signaltransduktion wird durchs dAbsenken des c-AMP-Spiegels
gestoppt. In der Zelle vorhandene Phosphodiester@ieE) reduzieren das c-AMP zu AMP
(MONS u. COOPER 1995). Horrigan beschreibt, dagsAdestieg des zellularen c-AMP-
Spiegels zu einer agonistischen Wirkung auf alleaRXermittelten Aktionen fuhrt.

(HORRIGAN et al. 2006).
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Abb. 6 Strukturformel vom zyklischen AdenosinmonophosBARRETT 2009).

2.5 Koffein

Koffein vermittelt seine Wirkungen auf den Koérpdreil 2 Wege. Zum einen ist Koffein ein
Antagonist fur Adenosin (FREDHOLM et al. 1999), zamderen ein Hemmer der c-AMP-
PDE (WELLS et al. 1975; FREDHOLM 1978). Dies fllkwie bereits beschrieben zu einer
Aktivierung der PKA (HORRIGAN et al. 2004). Die Heming der PDE liegt in der

Strukturhomologie zu Koffein begrindet. Es bindetdde PDE, wird jedoch nicht von ihr

abgebaut (WELLS et al. 1975). Koffein gelangt Utheiselben Mechanismen in die Zelle wie
Adenosin (FREDHOLM 1985).
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Coffein Adenylat-
(First Messenger) cyklase

G Protein

A2a Rezeptor

e Second
7 /I’messenger

Zellkern

Abb. 7 Wirkungsvermittlung des Koffeins auf die Immunzelle

Koffein bindet als Antagonist an den A2aR und bieaksomit die Aktivierung des G-Protein-
Komplexes und der Adenylatzyklase. Gleichzeitigdeirn in die Zelle gelangtes Koffein die PDE, es
kommt zu einer c-AMP Anreicherung (HASKO 2007).

2.5.1 Immunologische Wirkung von Koffein auf Zellen des

Immunsystems

Die Menge an Studien, die es Uber den EinflussKmifiein auf das Immunsystem gibt, ist
begrenzt. Derzeit verotffentlichte Studien haben demfluss von Koffein auf das
Immunsystem beim Menschen und bei Nagetieren (¥mtfggmodell) zum Thema. Es ist zu
berticksichtigen, dass bei den meisten Studien dgiche, durchschnittiche Konsum an
Kaffee zugrunde gelegt wird nicht die pharmakologiswirksame Menge Koffein
(HORRIGAN et al. 2006). Bisdato wurden zudem hauptsachlicm-vitro-Studien
durchgefuhrt.

Einige der Effekte von Koffein auf das Immunsysteberuhen, wie bei anderen
Organsystemen, nicht in einem Antagonismus zu Asiensondern auf dem hemmenden

Effekt, den Koffein auf die c-AMP-PDE hat. So vesacht Koffein einen zellularen Anstieg
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des c-AMP-Spiegels und fuhrt so zu einer agoniséisdWirkung auf alle A2aR-vermittelten
Aktionen (HORRIGAN et al. 2006).

Bisherige Studien haben ergeben, dass niedrigerDiatein die Produktion von TNk-in
LPS-stimulierten Monozyten unterdriicken kénnen (HRDBRAN et al. 2004), héhere Dosen
hingegen haben keinen Einfluss auf die TiNProduktion (MEINERS et al. 2004). Weiterhin
unterdriickt Koffein die Chemotaxis von fMLP-stimarien Monozyten (HORRIGAN et al.
2006). Bei in vivo-Versuchen ist eine Erh6hung déonozyten-Zellzahl im Blut nach
Koffeingabe festgestellt worden (24 h nach Gab&MRNAVICIENE et al. 2004).

Bei den durchgefiihrteim-vitro-Studien kann kein Effekt von Koffein auf die NKiEe
Zytotoxizitat nachgewiesen werden (KANTAMALA et d990). Zu anderen Ergebnissen
kommen die durchgefihrtem-vivo-Studien; wahrend niedrige (2 mg/Kg) und hohe (18
mg/kg) Dosen an Koffein die Zytotoxizitdt nicht be®issen, kann in einer mittleren
Konzentration (6 mg/kg) eine Hemmung festgesteditden (KANTAMALA et al. 1990).

Die Mastzellen reagieren auf Koffein mit einer \fiegerung der Histaminfreisetzung, die
mastzellvermittelte Hypersensibilitatsreaktion nitmabenfalls ab (SAXENA et al. 1984;
SHIN et al. 2000).

In Bezug auf die neutrophilen Granulozyten zeigee 8&tudien, dass bei niedrigen
Konzentrationen an Koffein (<5 pg) beim Menschenn&eVeranderung in der ROS-
Produktion festgestellt werden kann (SULLIVAN et 8092; JAFARI u. RABBANI 2000).

Jedoch wird eine vermehrte Freisetzung von Mylempdase gemessen (SULLIVAN et al.
1995). Myleoperoxidase Kkatalysiert die Oxidationnvd&hloridionen mit Hilfe von

Wasserstoffperoxid. Die gebildeten Hypochloritionexidieren verschiedene Biomolekile
und tragen somit zur Erkennung und Aufnahme apigotuen Materials durch Phagozyten
bei. Koffein unterdriickt die Chemotaxis von fMLRastilierten neutrophilen Granulozyten
(SULLIVAN et al. 1992; HORRIGAN et al. 2006). Ben-vivo-Versuchen wurde eine
Erhéhung der Neutrophilenzellzahl im Blut 24 h nadfoffeingabe festgestellt

(RAMANAVICIENE et al. 2004).

Die T-Zellen wurden durch Koffeingabe nach ConAangfiation an der Produktion der
Zytokine IL-2, IL-4 (ROSENTHAL et al. 1992) sowieder Zytokine IL-5 und IFN¢
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gehemmt (HORRIGAN et al. 2006), die Produktion JMbrlf ist hiervon nicht betroffen
(VAN FURTH et al. 1995).

Einige in-vitro-Versuche mit separierten Milzzellen zeigen eine dukéon der
Antikorperproduktion (SAXENA et al. 1984; ROSENTHA&t al. 1992), was auf eine
Beeinflussung der B-Zell-Aktionen durch Koffein Heutet. Korrespondierend hierzu zeigen
in-vivo-Studien auf, dass eine niedrige Koffeinkonzerdrati (<5 pM) die
Antikdrperproduktion steigert, hohere Dosen diesegégen hemmen (LAUX et al. 1973;
SAXENA et al. 1984).

Koffein unterdriickt die Proliferation von MNC sowoim Anwesenheit von PHA (T-Zell
Mitogen) als auch von PWM (T- und B-Zell Mitogenjeses spricht fur eine Unterdrickung
der Proliferation bei T- und B-Zellen durch KoffeitKANTAMALA et al. 1990;
ROSENTHAL et al. 1992; HORRIGAN et al. 2006). Ein&rhéhung der
Lymphozytenzellzahl im Blut nach Koffeingabe konmtein-vivo-Versuchen nachgewiesen
werden (BISHOP et al. 2005).

Zusammenfassend hat eine Reihe wowitro undin-vivo-Studien demonstriert, dass Koffein
und seine Metaboliten sowohl fiir das angeborene, amch das erworbene Immunsystem
eine modulatorische Wirkung haben. So unterdriskdie Chemotaxis von neutrophilen
Granulozyten und Monozyten, hemmt die Produktion-ipflammatorischer Zytokinen,
hemmt die T-Zell-Proliferation und beeintrachtige éroduktion von IL-2, IFNs IL 4, IL 5
und IL 10. Einige Studien konnten auch eine vermitelAntikdrperproduktion nachweisen.
Summa summarundeutet dies darauf hin, dass Koffein, wie auch aleiteren
Methylxanthine eine anti-inflammatorische Wirkurgstizen (HORRIGAN et al. 2006)

Im Hinblick auf Koffein, Adenosin, Adenosinrezepar und dem Schwein wird ein
Hauptaugenmerk der Forschung auf das Herz, died.odgr die Fortpflanzung und Fertilitat
gelegt, hierzu liegen diverse Studien vor. Die riatéonen von Adenosin und Koffein mit
dem porzinen Immunsystem sind nur in wenigen Studgezielt untersucht worden
(ONDRACKOVA et al. 2012; ONDRACKOVA et al. 2013) drsollen aus diesem Grunde
hier mit Schwerpunkt auf Veranderungen im Zellbildnhd einiger ausgewahlter

immunologischer Funktionen zZu neuen Erkenntnissen Uhreh.
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3 Gerate, Material und Methoden
3.1 Gerate

Aqua dest. Aufbereitungsanlage Umkehr-Osmose Anjagp RO
50/14SMB Typ I*

(Wasser und Regenerierstation,
Barsbiittel)

Aqua tridest. Aufbereitungsanlage ,SG ReinstwaSgatem Typ SG-RS90-4Wasser- und Regenerierstation,

UF*

Autoklav Typ GE406
Biometra T-Gradient

BioPhotometer
Brutschrank mit C@Begasung, Baureihe 5060

Bunsenbrenner mit automatischer Ziindung

Centricorf— Filtrationssystem

CO,-Flasche zur Sterilfiltration
Druckbehalter zur Sterilfiltration ,stainless stpeéssure vessel”

Eismaschine Typ UBE 30-10

Fluoreszenz-Durchflusszytometer, Modell FACScan®angeschlossener
Computereinheit

Fluoreszenzmikroskop Eclipse 80 i mit Phasenkotgiaschtung
Heilluftsterilisator , Typ ST5050"

Heizblock Techne Dir-Block DB.3

Invertmikroskop

Kihlschrank mit Gefrierfach (-20°C)

Kihlzentrifuge Varifuge K mit Tragwinkelrotor,
Hochgeschwindigkeitsaufsatz und Mikrotiterplattenro

Laborfeinwaage ,B6“
Labor-pH-Meter ,,766 Calimatic”

Laborwaage ,BL310"
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Barsbttel)

(Getinge AB,
Getinge/Schweden)

(biomedizinische Analytik
GmbH, Gottingen)

(Eppendorf, Hamburg)
(Heraeus, Hanau)

(Warté:i@01.000),
Gottingen)

(Amicon, Beverly/MA, USA)

(Kohlensaurewerke Hannover,
Hannover)

(Alloy Products (XX670053)
Wisconsin, USA)

(Ziegra, Isernhagen)

(Becton Dickinson, Heidelberg)

(Nikon GmbH, Dusseldorf)
(Heraeus, Hanau)
(Thermo Dux, Wertheim)
(Zeiss, Oberkochen)
(Einzelhandel)

(Heraeus Instruments, Osterode)

(Mettler, Zurich/Schweiz)
(Knick, Berlin)

(Sartorius GmbH, Gottingen)
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MACS®MultiStand Metallstander

Magnetrihrer mit Heizplatte

Microcomputer Gelelktrophoresis power supply cohsor
MIDI MACS™ Separations-Einheit

Mini-Sub® Cell GT Gelelektrophorese-Kammer
Minizentrifuge

Molecular Imager Gel Doc XR

Nihon Kohden MEK-6180g
Pipette, einstellbar , Transferpettg2-20 pl)

Pipetten, einstellbar ,pipetman*” (1-20 pl,

10-100 pl,20-200 pl, 100-1000 pl)

Pipettierhilfe ,accu-jét*

Plastikbox mit Gittereinsatz

Plattenzentrifuge mit Plattenrotor (UJ Il KS)

Reinwerkbank Laminair HL2448

Rattler fur Mikrotiterplatten ,AM69 Microshaker"
Schlauchpumpe zum Absaugen von Flussigkeiten ,R0®b1
Schittelinkubator RS 90-4 UF

StepOnePlus® Real-Time PCR System

Stethoskop

Thermometer (steril)
Tiefkuhltruhe -80°C

Tischzentrifuge ,Hermle Z230M*

Transmigrationskammer 10 wells; 400285l

Uhr
Zahlkammer nach Birker
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(Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach)

(Janke und Kunkel, Staufen)

(Keutz Laborgeréte,
Reiskirchen)

(Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach)

(BioRad Laboiato6GmbH,
Minchen)

(National Labnet CO.,
Woodbridge, NJ, USA)

(BioRad Laboratories GmbH,
Minchen)

(Nihon Kohden
Corporation,Tokyo, Japan)

(Brand, Wertheim)

(Gilson, Villers Le
Bel/Frankreich)

(Brand, Wertheim)
(Einzelhandel)
(Hews-Christ. Osterode)
(Heraeus-Christ, Hanau)
(Inatec, Zug/Schweiz)
(Heidolph, Schwabach)
(SG Barsbiuittel)

(Applied Biosystems,
Darmstadt)

(Littmann)
(Precision)
(Kendro, Hanau)

(Hermle, Gosheim)

(Neuro Probe, Gaithersburg,
MD/USA)

(Einzelhandel)
(Brand, Wertheim)
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Zentrifuge ,Megafuge 1.0R"

Zentrifuge Multifuge 1 S-R

3.2 Materialen

3.2.1 Klinikbedarf

Butterfly-Kaniile ,Micro-FId™“ 21G 0,8mm

Desinfektionsldsung Vetisep? %

Kantlen, Neoprirft (0,9x0,4mm, 0,8x40mm)
Kantilen, Stericah(0,9x40mm, 1,20x40mm)
Spritzen, Norm-Je€t(2ml, 10ml, 20ml)
Staukette nach Witte

Vacutainer Brand Luer Adapters
Vacutaine? System, Halter

Vacutainerréhrchen, 10 ml, Heparin (170 IU)

3.2.2 Laborbedarf

Abdeckung fur PCR-Platten optical adhesive covers
adhésive Objekttrager "HistoBofid

Combitips, 1,25 ml

Cryo-Freezing-Container

Einmal-Filter, Celluloseacetate Membrane, 0,2 t8rjls
Einmal-Kuvetten UltraVette 8,5 mm
Einmal-Pasteurpipetten aus Pe-Ld
Eppendorf-Reaktionsgefal3, 1,5 ml

Flachboden Zellkulturplatten mit Abdeckung, steril
24 Vertiefungen

Flachboden—Mikrotiterplatten mit Abdeckung, steril
96 Vertiefungen

Laborflaschen mit Gewinde, 500 ml
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(Heraeus Instruments, Osterode)

(Thermo Scientific, Osterode)

(Fa. Industria Biomedica (AS2102),
Mailand/Italien)

(Albrecht, Aulendorf)

(Einzelhandel)

(Braun AG, Melsung)

(Henke Sass Wolf, Tuttlingen)
(Eickemeyer, Tuttlingen)

(Becton Dickinddaidelberg)
(Fa. Becton Dickinson, Heidelberg)

(Becdokinson, Heidelberg)

Applied Biosystems, Darmstadt)
(Marienfeld (0810000), Lauda-Kdnigshofen)
(Eppendorf (0030069.420), Hamburg)
(Nalgen Co., Rochester,. USA)
(Renner (26146040), Dannstadt)

(Brand (54061 20%rtheim)

(Merck (612F1mB&@)mstadt)

(Greiner (6162Bfifkenhausen)
(Biochrom (P92965), Berlin)

(Biochrom (P92960), Berlin)

(VWR internatib(#15L.1516), Hannover)
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MACS Pre-Separation Filters

MACS Séaulen LS Columns

Mikrobank-System Cryobank™

Pasteurpipetten, 22,5 mm aus Glas

(Miltenyi Biotec(13018407), Bergisch
Gladbach)

(Miltenyi Biotec(130-042-30Rergisch
Gladbach)

(Mast Diagnostika (2996 ®einfeld)
(Brand (747V28jtheim)

PCR-Platten Micro Amp" Fast 96-well plate (Applied Biosystems, Darmstadt)

PCR-Reaktionsgefal3 0,2 ml

Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (PMA)
Pipettenspitzen 200 und 1000 pl

(Biozym Scientific Gmbtdss. Oldendorf)

Sigma-Aldrich (P-8139),Steinheim

(Sarstedt (70/762002) (70/760002),
Frickenhausen)

Pipettenspitzen safe seal Tipps 10, 100, 1000 pl ioz¢Bn Scientific GmbH, Hess. Oldendorf)

Polycarbonat-Membran 25 x 80 mm, 3 um Porengré®e, P (Neuro Probe (PRB3-50), Gaithersburg,

Membranen

Polystyrolréhrchen

MD/USA)

(Nerbe Plus (62 161 0000) Winsen/Luhe)

Roéhrchen fur die Durchflusszytometrie, 5 ml (Bechinkinson (352008), Heidelberg)
Rundboden-Mikrotiterplatten mit Abdeckung; ste4i8 (Gechno Plastic Products TRP
Vertiefungen Trasadingen/Schweiz)
Rundboden-Mikrotiterplatten mit Abdeckung; ste®i (Gechno Plastic Products TRP
Vertiefungen Trasadingen/Schweiz)

Saugpipetten, 10 ml

(Sarstedt (86.1254.01), Nirnbrecht)

Transwell Membraneinsatze (permeabel) 3 um Por@egré  (Coster GmbH (3402), Bodenheim)

Zellkulturflaschen, 200 ml

Zellkulturflaschen, 75 ml

(Nunc (156499), Wiesha)de
(Nunc (136196), Wiesbaden

Zentrifugenréhrchen, 15 ml aus Polypropylen (skeril (Sarstedt (62.554.502), Nurmbrecht)

Zentrifugenréhrchen, 50 ml aus Polypropylen (Fascateril) (Corning (430829), Wiesbaden)

3.2.3 Reagenzien

1 Kb Plus DNA Ladder
Acridin-Orange

Agarose

(Invitrogen (10787-026), Karlsruhe)
(Sigma-Aldrich (A-6014), Steinheim)

(Life Technologies (15510-027), Paisely,
Scotland)
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Albumin Fraktion V, bovine, pulv. 98 %
Ampicillin
Bromphenolblau (3', 3', 5', 5'-Tetrabromhenol-spitfalin)

Concavalin A (ConA)

CXCL 8, human, rekombinant (rhCXCL 8).

Deoxynucleotide Triphosphates (ANTPs)
Dimethylformamid (DMF)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Di-Natriumhydrogenphosphat (bdPQy)

E.coli Bakterien zur Plasmidklonierung non-K-12
Wildtyp, W-Stamm
EDTA (Ethylendiamine-Tetraacetic Acid)

Ethanol 641, absolut, vergallt

Ethidiumbromid

(Roth (802%.Karlsruhe)
(Sigma-Aldrich (A-9518), Steinheim)
(Severin (15375), Heidelberg)

(Amersham Bioscience (17-0450-01),
Freiburg)

(cell conte@mbH (C-20008-ME),
Umkirch)

(PromegaZa)],2Mannheim)
(Sigma-Aldrich (D-4551), Stdeim)
(Sigma-Aldrich (D-5879), &hheim)

(Sigma-Aldrich (S-0876), Steinheim)

(ATCC No. 9637, S.A. Waksman)

(Sigma-Aldrich (ED2SS), Steinheim)
(CG Chemikalien, tzaa)

(Sigma-Aldrich (E87A51), Steinheim)

FCCP (Carbonylcyanide-4-(trifluoromethoxy)-phenydngzone) (Sigma-Aldrich (C-2920), Steinheim)

Fetales Kéalberserum (FCS), Virus und Mykoplasmdagiet

FITC (Fluoreszein Isothiocyanate)

Fluo 4 Acetoxymethyl Ester Calcium Indikator
Formaldehyd 37 %, p.a., ACS, Rotiufan

Fura red Acetoxymethyl Ester Calcium Indikator
Gel Staf Nucleic Acid Stain

Giemsa-Ldsung
Goat-Anti-Mouse IgG/IgM, FITC-konjugiert

Hind Il Restriktionsenzym aus Haemophilus influaaz
IPTG (Isopropyl-3-D-thiogalactopyranosid)
Iscové’ DMEM mit L-Glutamin

JC-1 (5'5'6'6' Tetrachloro-1'1'3'3' Tetraethylbemdazol-
Carbocyanin Jodid)
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(Biochrom (S0 113/431B), Berlin)
(Sigma-Aldricif260), Steinheim)
(Imaigen (F14201), Karlsruhe)

(Roth (49794.1), Karlsruhe)
{tragen (F3021), Karlsruhe)
(Lonza (50535), Rockland, Mdln8A)

(Merck, (52710615), Darmstadt)
(Dianova, (115-095-068), Hamburg)

(Invitrogen (15207-012), Karlsruhe)
(Inviteay (15529-019), Karlsruhe)

(PAA Laboratories (E15-819),
Linz/Osterreich)

(Invitrogen (T-3168), Karlsruhe)
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Kaliumchlorid (KCI), kristallin
Kaliumhydrogencarbonat reinst (KHGO
Kupfer(ll)-sulfat-5-hydrat

L-Arginin

LB Agar

LB Base

L-Glutamin

L-Histidin

Lipopolysaccharid von Escherichia coli Serotyp (b:

Lymphozytenseparationsmedium

Natriumazid (Nap), 10 %ig
Natriumcarbonat (N&£Os)
Natriumchlorid (NacCl)
Natriumhydrogencarbonat (NaHGO
Natriumhypochlorid (NaCIO)

Mausserum

May-Grinwald
Oligo (dt) 15.1g Primer

Plasmidextraktionskit "QIAprep Spin Miniprep
Kit"
Phythemagglutinin

Phagote&tTest Kit for the quantification of
Phagocytic activity

Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (PMA)

Penicillin-Streptomycin-Glutamin-L&sung liquid100fa
konzentriert
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(Biochrom (T046-10Berlin)
(Merck (3852), Darmstadt)

(Roth (8174.1), Karlsreh
(Sigma-Aldrich (A5131), Steinheim)
(invitrogen (00705091), Karlsruhe
(Invitrogen (00705241), Karlsruhe)
(Biochrom (K0283), Berlin)
(Sigma-Aldrich (8776), Steinheim)
(Sigma-Aldrich (L-2637), Steinheim)

(PAA Laboratories {04%),
Linz/Osterreich)

(Sigma-Aldrich (S-2002), Steinheim)
(Sigma-Aldrich (S-2127), Steinheim)
(Roth (9265.2), Karlsruhe)
(Sigma-Aldrich (S-63295), Steinheim)
(Sigma-Aldrich (4250448 heim)

(hergestellt durch das Anatomische
Institut der Tierarztlichen Hochschule
Hannover)

(Roth (T863.2), Karlsruhe)

Invitrogen (18418-012), Karlsruhe)

(Qiagen (27104), Hilden)

(Amersham Bioscience (27363001),Freiburg)

(Orpegen, 69115 Heidelberg)

Sigma-Aldrich (P-8139),

Steinheim
(Invitrogen (10378-016), Karlsruhe)
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Percoll™ (spezifisches Gewicht: 1,130 g/ml)

Phosphatgepufferte Kochsalzldsung (PBS) Dulbedtoe o
Ca++/Mg++

Propidiumiodid (PI)

QIA Gel Extraction Kit
QIAquick® PCR Purification Kit
QlAprep® Spin Miniprep Kit

Rekombinantes porcines TNF-
RNaqueous Kit

RNaseOUT" Ribonuclease Inhibitor

RPMI liquid mit Hepes und L-Glutamin

Scal Restriktionsenzym aus Streptomyces caespitosus
Staphylokokken-Enterotoxin A (SEA), lyophilisiert
Substance P Acetate Salt Hydrate

Superscript” Il Reverse Transkriptase

SYBR Green® PCR Master Mix

TOPO TA Clonin§ Kit

Tri-Natriumcitrat (2 x HO)

Tris (Trizma Base)

Tris Boric Acid EDTA-Puffer (TBE) 10-fach konzerdrt

X-Gal (5-Brom-4-chlor-3-indolyl-beta-D-galactopy@sid)

Coffea praeparata

(Amersham Biesce (170-89101),
Uppsala/Schweden)

(Biochrom (L18210), Berlin)

(Calbiochem (537059), Bad Soden)

(QIAGEN GmbH (28704), Hilden)
(QIAGEN GmbH (28104), Hilden)
(QIAGEN GmbH (28104), Hilden)

(Serotec (PPP003))
(Ambion (AM 1912), Austin, Texas/USA)

(Invitrogen (10777-019)rkkeuhe)
(Calbiochen8{®59), Bad Soden)
(Invitrogen (15436-017), Karlsruhe)
Sifma-Aldrich (S-9399), Steinheim)
(Sigma-Aldrict883p, Steinheim)
(Invitrogen (18064-0X&Isruhe)
(Appiled Biosystems (@B8855), Darmstadt)
(Invitrogen (K 450641) Karlsruhe)
(Serotec (PBP 005), Oxford/UK)
(Sigma-Aldrich (T8524), Steinheim)

(Bio Rad Laboratories GmbH (161-0770),
Minchen)

(Invitrogen (15520-034), Karlsruhe)

Bei dem eingesetzten Medikam&affea praeparataler Firma ,Dr. Schaette AG* handelt es

sich um ein Decoctum (Herstellung eines Auszugsplmarmakologischen Subszanzen durch

Abkochen mit Wasser) aus Coffea arabica tosta @egaflanze) zur subcutanen und peroralen

Gabe. Chargen-Nr. 0656 (ArtikelNr. 11114541).
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Koffein-L6sung

Die eingesetzte Koffein-Losung besteht aus Koff@js0 % (m/V) in 0,9% NaCl-Ldosung.
Diese Zusammensetzung wurde so gewahlt, dassmi&diein-Gehalt (2mg/ml) deSoffea

praeparataentspricht.

3.2.4 Versuchstiere

Bei den Schweinen, denen Blut zur Zellgewinnungn@mmen wurde, handelte es sich um
Tiere der Rasse ,Deutsche Landrasse* und ,DeutsEldetschwein®, sowie aus Hybriden
beider Sorten. Alle verwendeten Tiere (n=60) waddamsch gesund und stammten entweder
aus der Klinik fur kleine Klauentiere, Forensisdledizin und Ambulatorische Kliniloder
aus dem Lehr- und Forschungsgut Ruthe der Tieiérett Hochschule Hannover. Die
Tierversuche wurden mit Hybridschweinen im durcinsitichen Alter von 5 Wochen

durchgefuhrt (Lauferschwein) (siehe 3.3.1).

3.2.5 Mono- und polyklonale Antikorper

Monoklonale Antikdrper wurden fur die Charaktensiggy von Oberflachenstrukturen
porzinen Leukozyten, fir die Separation porzinemblyten aus peripherem Blut und fir die
Herstellung von Referenzzellen verwendet. Die Airjler stammen von den Firmen AbD
Serotec, Dusseldorf oder Biomol GmbH, Hamburg; gantemmen derjenigen ohne
erkennbare Spezifitat. Eine Ubersicht Uber die esdeten Antikorper und deren Spezifitét

istin Tab. 1 dargestellt.

Die Verdinnung erfolgte in MIF-Puffer (3.2.6). D&@ntikdper ohne erkennbare Spezifitat fur
Zelloberflachenstrukturen wurde im Rahmen d&s I&ternational Swine CD Workshops
(HAVERSON 2001) an teilnehmende Einrichtungen vedsaind im Rahmen dieser Arbeit
als Isotypkontrolle eingesetzt (MAK: monoklonalerntkorper; pAk: polyklonaker

Antikorper).

Als Sekundéarantikorper fur die Membran-Immunfluaes sowie die Herstellung von
Referenzzellen dienten affinitditschromatographisgéreinigte, polyklonale Antikorper:

Ziege-anti-Maus-IgG und IgM (schwere und leichte  tt&e). Der mit

43



Gerate und Material

Fluoresceinisothiocyanat (FITC) gekoppelte Antilgrpvar gegen Human-, Rinder- und
Pferdeserumproteine absorbiert. Dieser Antikérperde in der Verdinnung 1:40 (in MIF-

Puffer 3.2.6) eingesetzt.

Tab. 1 Monoklonale Antikorper.

Name Spezifitat Donor/IsotypKopplung Verdiinnung Referenz
(Laborcode)

pAk A2aR A2a RezeptorRabbit/lgG  keine 1:10.000 (NOWAK et al. ;
GESSI et al. 2000)

mAk EW563 CD 62L Maus/lgG keine 1:10 (SOPP u. HOWARD

Lecam-1 2001)

mAK Keine2 Maus/lgG2a keine 1:10 HAVERSON (2001)

CDSW3#12

mAK IFN-y Maus/lgG  keine 1:10 (HASVOLD et al.

MCA1783F 2002)

mAKk IL-Al11l CD4 Maus/IgG, keine 1:20.000 (HOWARD u.

(ILRI) NAESSENS 1993)

mAk Bo 1 MHC-I Maus/lgG keine 1:1 (SCHUBERTH et al.
1991)

mAKk MCA humanes Maus/lgG, PE 1:50 (C. N. JACOBSEN et

1568PE CD1#4 al. 1993)

mAk CC63 CD8+ Maus/lgG.  keine 1:10 (NAESSENS 1993)

PE=Phycoerythrin
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3.2.6 Kulturmedien, Puffer und Losungen

Alle Medien wurden, wenn nicht anders angegebeAgim tridestangesetzt.

Zellkulturmedien und Zuséatze

Fur die Kultivierung von Leukozyten wurden die Medi RPMI und Iscov® (3.2.3)

verwendet. Das eingesetzte fetale Kéalberserum (B@S3) wurde bei 56°C flr eine Stunde
inaktiviert, um Komplementaktivitdt auszuschlielier eventuell vorhandene Mykoplasmen
abzutéten. Ein mit Penicillin-Streptomycin-Losung.2.3) versetztes Medium wurde mit

einem hochgestellten ,+-Zeichen gekennzeichnet.

Iscove®-Medium mit 10 % (v/v) fetalem Kalberserum [10F") (3.2.3):

Iscove® DMEM mit L-Glutamin ad 500 ml
Fetales Kéalberserum (hitzeinaktiviert) 50 mi
Penicillin-Streptomycin 10 mg

RPMI-Medium mit 10 % (v/v) fetalem Kalberserum (R10F") (3.2.3):

RPMI” liquid mit Hepes und L-Glutamin ad 500 mi
Fetales Kéalberserum (hitzeinaktiviert) 50 mi
Penicillin-Streptomycin 10 mg

Phosphatgepufferte Salzlosung (PBS) mit EDTA (2 mnih) (3.2.3):
EDTA 292 mg

PBS ad 500 ml
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Lipopolysaccharid-Stammlésung (3.2.3):
Die LPS-Stammlésung (1 mg/ml PBS) wurde bei -206@®ewahrt.

ConA Stammlésung (3.2.3):

Bei einer Endkonzentration von 10 pg/ml (ConA) inerstuch und einem eingesetzten
Volumen von 25 pl wurden jeweils 7-fach konzentaeStammlosungen von ConA in

Kulturmedium angelegt.

PHA Stammldsung (3.2.3):

Bei einer Endkonzentration von 1 pg/ml (PHA) im $&h und einem eingesetzten Volumen
von 25 ul wurden jeweils 7-fach konzentrierte Stddsungen von PHA in Kulturmedium

angelegt.

3.2.6.1 Material fUr die Separation von Zellen
Lymphozytenseparationsmediun?(3.2.3):

Lymphozytenseparationsmeditinist eine isotone, wéassrige Lésung aus Natriumidist
und einem hochmolekularen Zucker mit Zusatz destg&mkontrastmittels Isopaque. Bei
10°C besitzt das Separationsmedium eine Dichtelydon7 g/ml. In dieser Arbeit wurde das

Lymphozytenseparationsmeditiranverdiinnt verwendet.

Percoll” (3.2.3):

Percoll’ ist ein synthetisches Sol aus Polyvinyl-Pyrolidmschichteten Silikatpartikeln mit
einem spezifischen Gewicht von 1,130 g/ml bei 2Maxch Zugabe von 0,9 g NaCl pro Liter

Percoll’ wurde die Isotonie erreicht (100 %-iges, isotaRescoll’).
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Natriumchloridlésung, 0,9 %

NacCl 8,77 ¢

Aqua tridestad 1000 ml

Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS) ohne EDTA (33:

Die PBS-Trockensubstanz wurde Agua tridest gelost. Es wurden folgende Bestandteile

eingewogen:

NacCl 8,0 g
KCI 124 g
NaHPO, 0,2 g
KH,POy 02 g
Aqua tridestad 1000 mi

Der Puffer hatte einen pH-Wert von 7,4. Die Lagegrerfolgte bei 4°C.

Phosphatpuffer, doppelt konzentriert (2 x PBS) (2.3):

Zur Herstellung wurde die doppelte Menge an PBS:Henosubstanz eingesetzt und auf 1000

ml erganzt.

Paraformaldehydlésung zum Fixieren von Referenzzedh (3.2.3):

Paraformaldehyd 40 mg
PBS ad 1000 ml

Die Lagerung erfolgte bei 4°C.
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Acridin-Orange-Ethidiumbromid-L6sung fur  die lichtm ikroskopische und
durchflusszytometrische Zellzahlung (3.2.3):

Acridin-Orange 250 mg
Ethidiumbromid 250 mg
PBS ad 100 mi

Die Lagerung erfolgte bei 4°C.

3.2.6.2 Ldsungen fur die Durchflusszytometrie

Zur Reinigung des Gerates wurde das Messkanalsystrh den Messungen mit steril

filtriertem A. tridest und 1 %iger Natriumhypochlorid-Lésung (3.2.3) gespuilt.

Tragerflussigkeit

Als Tragerflussigkeit fur die durchflusszytomethsc Messung wurde steril filtriertes
(0,2 um) PBS mit 0,1 mg/ml NaNNatriumazid) verwendet (3.2.3).

Propidiumjodid-Stammldsung (3.2.3):
Die Stammldsung (100 pg Propidiumjodid/ml Trages$ligkeit) wurde in aliquoten Teilen
bei -20°C gelagert. Zum Anfarben toter Zellen wurdker Tragerfllissigkeit entsprechende

Teile der Stammldsung zugesetzt, um eine Endkoratent von 2 pg/ml zu erreichen.

Brefeldin Stamml6sung (3.2.3):

Brefeldin wurde zu 10 mg/ml in Methanol gel6st umait Kulturmedium auf eine
Konzentration von 0,5 mg/ml verdiinnt, aliquotientibei -28°C eingefroren. Fir den Einsatz
in der Zellkultur wurde die Losung mit Kulturmediuin7 verdinnt, so dass ein 7-fach-
Konzentrat der Endkonzentration vorlag (3,5 pg/migvon je 25 pl pro Vertiefung einer
Rundboden-Mikrotiterplatte eingesetzt wurden (0,59/mp). Fir den Einsatz als
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Losungsmittelkontrolle wurde Methanol entsprechemd Kulturmedium verdidnnt, so dass

ein 7-fach-Konzentrat von Methanol (0,005 %) vorlag

Wasch- und Verdunnungspuffer fur die Membranimmunfluoreszenz

(MIF-Puffer) (3.2.3):

bovines Serumalbumin 5,0 g
Natriumazid (Nal) 0,1 g
PBS ad 1000 ml

Die Lagerung erfolgte bei 4°C.

Puffer und Losungen fir die DNA-Analyse (3.2.3):

1x TBE-Puffer, pH 8,4
Der 10-fach konzentrierte TBE-Puffer wurde @ittridestverdiinnt und bei RT gelagert.

TE-Puffer, pH 7,5
Tris 10,0 mmol/L

EDTA 1,0 mmol/L

Geldst inA. tridestwurde der Puffer 20 Min. bei 123°C und 2,8 bamoklaviert, aliquotiert
und bei RT gelagert.

Blaumarker
Glycerol 30 % (v/v)
Bromphenolblau 1 % (w/v)

Geldst in 1x TBE-Puffer wurde der Marker bei beC4jelagert.
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Zusatze, Medien und Nahrbdden fur Bakterienkulturen
Ampicillin : 200 mg/ml inA. tridest, Lagerung bei -20°C.

IPTG: 100 mg/ml inA. tridest, Lagerung bei -20°C.

X-Gal: 100 mg/ml in Dimethylformamid (DMF), Lagerung b&D°C.

LB-Medium
Jeweils 20 g LB-Trockenpulver wurden in 1A. tridest geldst und fir 20 Min. bei 135°C
und 2,8 bar autoklaviert. Nach Abkihlung auf ~5%tlgte die Zugabe von Ampicillin in

einer Konzentration von 100 pg/ml. Das Medium wurde4°C bis zu 1 Monat gelagert.

LB-Agar

Es wurden 32 g LB-Agar-Pulver in 1 A. tridestgelost und fur 20 Min. bei 135°C und
2,8 bar autoklaviert. Nach Abkihlung auf ~55°C warrd.00 pg/ml Ampicillin, 80 pg/ml X-
gal und 40 pg/ml IPTG zugegeben und das Gemisar sterilen Bedingungen zu je 20 ml
in Petrischalen gegossen. Anschliel3end wurdenldieeR an einem sterilen Arbeitsplatz fir
15 Min. bei Raumtemperatur ausgehértet. Die Ag#mlakonnten flr 1 Monat bei 4°C

gelagert werden.

Phorbol-Myristat-Acetat

Phorbol-Myristat-Acetat (PMA,3.2.3) greift ohne B#igung von Rezeptoren in die
Enzymkaskade ein, die an der Bildung von reakti@auerstoffmetaboliten beteiligt ist
(EMMENDORFFER et al. 1990). Durch PMA wird die Reimkkinase C und damit indirekt
auch der fur die Bildung von reaktiven Sauerstoitalen wichtige NADPH-
Oxidasekomplex aktiviert. Die Stammlosung von 1 fim&®MA in DMSO wurde bei -
100°C gelagert und bei Bedarf mit PBS auf 100ol/L verdinnt. Diese Lésung wurde in
aliquoten Teilen zu 200L bei -20°C gelagert.
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Dihydrorhodamin 123 (3.2.3)

Peroxidasen katalysieren bei Anwesenheit von Stfgretaboliten die Oxidation des von
Zellen aufgenommenen nicht fluoreszierenden Dihgwdamin 123 (DHR 123) zum
grunfluoreszierenden Rhodamin 123 (EMMENDORFFERalet1990). Gekoppelt an die
Zellmembran ist dieser Farbstoff durchflusszytomekr nachweisbar und stellt ein MaR3 fur
die ROS-Bildung einer Zelle dar. Mit Hilfe der Tkamsubstanz und DMSO wurde eine
Stammlosung (1,5 mg/L) hergestellt und in aliquoféailen zu 100uL bei —100°C

aufbewahrt. Durch eine Verdinnung mit PBS (1:100)tstand die Gebrauchs-

Ausgangslésung, die bei —20°C gelagert wurde.

Plasmid fur die Herstellung von Standardreihen

Fur die Klonierung von Gensequenzen in chemischpeatemteEscherichia coli(E. coli)
wurde das im TOPO-Cloning-Kit (3.2.3) enthaltenashiid pCR2.1-TOPG verwendet
(SIPKA 2008).

Primer

Die Oligonukleotid-Primer wurden aufgrund bereierdffentlichter Sequenzen ausgewéhlt
(KRUGER 2009). Alle Primer wurden von der Firma MGaUs Ebersberg bezogen. Die
optimale Konzentration der Primer im StepOnePlufk8ystem (3.1) wurde durch eine vom
Hersteller beschriebene Primer-Optimierung (3.28). ermittelt. Die Sequenzen der
verwendeten Primer, die eingesetzte Konzentratioviesdie Lange des Amplikons und die

Referenzen sind in Tab. 2 dargestellt.
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Tab. 2 Primer Sequenzen und die Konzentrationen fir Rie-BCR.

Gen  Vorwarts- (for) und RuUckwarts- (rev) Lange des Referenz
Primer (5 = 3) und Konzentrationen Amplikons

(nmol/L)
for ATGATCTACCCGCCTCACAC
(300) (BLITEK et al
et al.
PTGS2  rev GAAAAGCAGCTCTGGGTCAAAC 285 2006)
(300)
for TGGATAAGCTGCAGTCACAGAAC
(300)
IL-6 rev ATCCGAATGGCCCTCAGGC 108 (MOUE et al.
(300 2008)

for CTCTTCTGCCTACTGCACTTC

(300)
TNF-a (TAYLOR et al.
rev GCTTTGACATTGGCTACAACGTG 149 2009)
(900)
for TATCGATGGATGGAGTGGAACC selbst hergestellt
ALOXE (900) 170 Acc.
rev GACTGGAACATGTGCATGAAGC No.:NG_011437
(50)

% Acc. No: Accession-Nummer der Nukleotid-Sequenz NEBI Gen-Datenbank, welche fir die
Erzeugung der Primer benutzt wurde.
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3.3 Methoden

3.3.1 Tierversuch

Der Tierversuch wurde an Schweinen im Lehr- unds€mungsgut Ruthe der Tierarztlichen
Hochschule vorgenommen (3.2.4). Als Zielgruppe wuar@0 gesunde Absatzferkel im Alter
von 5 Wochen ausgewahlt, die in 5 Gruppen eindeseifden. Nach dem Absetzen wurde
den Ferkeln einige Tage Ruhe gewéhrt, um die dumtistallung erzeugten Stressfaktoren
maoglichst zu minimieren. Um die Rolle genetischeidispositionen zu reduzieren, bestand
jede Tiergruppe aus Ferkeln verschiedener Wirfer Beginn sowie wahrend des
Tierversuches wurde jedes Ferkel einer Allgemensoichung unterzogen, um
offensichtlich kranke Tiere von dem Versuch aushlisBen. Des Weiteren wurde auf ein
moglichst homogenes Gewichtsverhaltnis in den Ceopmeachtet. Jede Gruppe an
Schweinen bekam je eine Substar@offea praeparata Koffein-Zubereitung, physiol.
Kochsalzlsg.) (3.2.3) in einer bestimmten Applikasform (per injectonem, subcutan, per
0s) verabreicht. Die Menge der applizierten Sulxgarergab sich aus den vom Hersteller
empfohlenen Dosierungen fdoffea praeparatger os und per injectionem. Als Richtwert
diente der vom Hersteller angegebene Mittelwertr idre mogliche Darreichungsmenge.
Anzumerken ist, dass die Herstellerangaben flpdieos applizierte Menge 2,6-mal héher

sind als die subcutan verabreichten Mengen.

Der Tierversuch ist durch das Niedersachsische ésamt fir Verbraucherschutz und
Lebensmittelsicherheit (LAVES)genehmigt worden (Vorgangsnummer 33.12-42T02-
04207/1244).

Durchfihrung

Aus 60 Ferkeln wurden 5 Gruppen a 12 Tiere gebilBet der Gro3e der Gruppe wurden
Reserven fir etwaige Ausfalle, Krankheiten oder &igge bertcksichtigt, wobei es wéahrend
des Tierversuches jedoch zu keinen Abgéngen inetierelnen Gruppen kam. Die Haltung

erfolgte in den Zwdlfergruppen. Bei der Kontrollgpe erfolgte die Gabe mittels Injektion.
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Es war die Applikationsart mit der invasivsten Meth, daher wurden hierbei am ehesten

Effekte erwartet. Es ergaben sich die in Tab. §elstellten Gruppen:

Tab. 3 Tabelle der im Tierversuch eingesetzten Gruppent mntsprechenden
Wirkstoffmengen- und Applikationsart.

Gruppen-Nr. Applizierte Substanz Menge Art der Applikation
Gruppe K™ Negativkontrolle 1,5 ml per injectionem

12 Tiere physiologische Kochsalzlsg. subcutan (Kniefalte)
Gruppe Cpf Coffea praeparata 1,5 ml per injectionem

12 Tiere 2 mg/ml Koffein subcutan (Kniefalte)
Gruppe Cf? Coffea praeparata 4,0 ml Manuelle Eingabe
12 Tiere 2 mg/ml Koffein per os

Gruppe Kii° Koffein-Zubereitung 1,5 ml per injectionem

12 Tiere 2 mg/ml Koffein subcutan (Kniefalte)
Gruppe KA™ Koffein-Zubereitung 4,0 ml Manuelle Eingabe
12 Tiere 2 mg/ml Koffein per os

Die Substanzen wurden je vier Mal in zweitagigerst@hden appliziert, an Tag 0, Tag 2,
Tag 4 und Tag 6. Blutproben wurden durch Punktienv&na jugularisrespektive deWena
cava cranialisunter sterilen Kautelen gewonnen. Eingesetzt wdedeVacutainersystem mit
heparinisierten (Natrium-Heparinat) Rohrchen (3.20ie Blutenthahmen von jeweils 10 ml
Blut fanden am Tag O, Tag 2 und Tag 7 statt. Am Tamd 2 erfolgte dies vor Applikation
der Substanzen (Tab 4)
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Tab. 4 Behandlungsschema des Tierversuch.

Tag O Tag 2 Tag 4 Tag 6 Tag 7
Blutentnahme Blutentnahme Blutentnahme
Applikation Applikation Applikation Applikation

Untersucht werden sollte, ob es nach Applikatioriurktionellen Unterschieden im Hinblick
auf das Immunsystem kam. Die Blutentnahme und &e8&mde Versuchsreihe diente zum
Einen der Gewinnung von Erkenntnissen Uber die Sdimkeit vonCoffea praeparateei
einmaliger Applikation. Zum Anderen sollte bei Blatnahme an Tag 7 ein eventuell
vorhandener Langzeiteffekt oder eine Adaptation @eganismus untersucht werden. Nach
der jeweiligen Probenentnahme am Lehr- und Forggdgut Ruthe wurden die Proben
schnellstmdglich in das Labor der Arbeitsgruppe Ummologie der Tierarztlichen
Hochschule Hannover verbracht und dort verarbeltgh die Beeinflussungen auf das
angeborene und das erworbene Immunsystem zu uchersu wurden die folgenden

Parameter untersucht:

Expression des Adenosinrezeptors Typ A2a auf Leytkoz(angeboren / erworben)
- Einfluss der Substanzen auf das Blutbild (angebbezworben)

- Expression von L-Selektinen bei PMN und MNC (angehd erworben)

- Einfluss auf die Migrationsfahigkeit der PMN (angedn)

- Einfluss auf die Proliferation der MNC (erworben)

- Einfluss auf die Phagozytoseleistung (angeborewdrden)

- Einfluss auf die Genexpression von TNFIL-6, PGHS-2 und 5-LO (angeboren /

erworben)
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3.3.2 Gewinnung porziner Leukozyten

Gerinnungsgehemmtes  (heparinisiertes) Vollblut rflp wurde in ein 50 ml
Zentrifugenrdhrchen (3.2.2) Uberfuhrt. Alle weiter8chritte wurden auf Eis oder bei 4°C
durchgefuhrt. Die Erythrozyten des Vollblutes wurdeif folgende Weise hypoton lysiert:

- Gabe von 20 ml Aqua tridest. in das Zentrifugenctian, 20 sec. schwenken

Hinzufligen von 20 ml doppelt konzentriertem PBSagh PBS, siehe 3.2.6); 20 sec.

schwenken

- Zentrifugation bei 220x g fir 8 Min. (3.1) , anBeRend Dekantieren des
Uberstandes

- Resuspension des Pellets; erneute Lyse wie aisahbeben
- erneute Zentrifugation, anschliel3end Waschen dist®durch Resuspension in

20 ml PBS, dann bei 220 x g fur 8 Min. zentrifugie

Wiederholung des Waschvorganges und Einstelluhdialgewinschte Zellzahl

3.3.3 Gewinnung einzelner Leukozytensubpopulationen desliées

Blutproben wurden durch Punktion d€ena jugularisunter sterilen Kautelen gewonnen.
(Vacutainersystem mit heparinisierten (Natrium-Hep) Rohrchen (3.2.1)).

- Verdinnung des Blutes im Verhaltnis 1:2 mit PBS

- Schichtung tiber Lymphozytenseparationsme@i(@x2.6) in einem 50 ml Réhrchen

- Zentrifugation (30 Min., 4°C) bei 1000 x g ohne Bise
Durch die Zentrifugation separierten sich die €inge Zellpopulationen aufgrund ihrer
spezifischen Dichte. Die ,Interphase’ mit MNC udateilen der Thrombozytenfraktion
befand sich zwischen Plasma und Lymphozytensepasiedium, Unterhalb des

Lymphozytenseparationsmediufrisefanden sich die Erythrozyten und die PMN.
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3.3.4 Gewinnung von mononuklearen Zellen

Absaugung der Interphase mit einer weitlumigen f®pend Uberfiihrung in ein

50 ml Zentrifugenréhrchen mit vorgelegtem PBS (1P m
Auffillen mit PBS auf 30 ml
drei Waschschritte (je 10 Min.,°€; 500 x g, 250 x g und 100 x g)

Entfernung kontaminierender Erythrozyten im Zellgedurch hypotone Lyse nach
dem ersten Waschschritt (Zugabe von 10Agua tridest fur 20 Sek., anschliel3end

Zugabe von 10 ml 2-fach konzentriertes PBS).

3.3.5 Gewinnung von Granulozyten

Verwerfung des Plasmas, der Interphase und des hgmypenseparationsmediufhs

Lyse der Erythrozyten aus der verbleibenden Phasghdzweimalige hypotone Lyse
mit 20 mlAqua tridestfir 20 Sek.

Zugabe von 2-fach konzentriertem PBS
Zentrifugation der Zellsuspension fur 10 Min. b805« g bei 4°C

Dekantieren des Uberstandes, Suspendieren des pelfal durch Ritteln der
Rohrchen und hypotones Lysieren nach Zugabe vanlxyua tridest(nach 20 Sek.
+ 10 ml 2-fach konzentriertes PBS)

zweimaliges Waschen der Zellen mit 20 ml PBS beT 48r 10 Min. (250 x g,
100 x g).

Einstellung der gewlnschten Zellzahl (PMN-Populaio mit einer Reinheit von 90
% bis 95).
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3.3.6 Durchflusszytometrie

Bei der Durchflusszytometrie werden Zellen vereinae einem Laserstrahl vorbeigeleitet.
Das hierdurch gestreute Licht des Lasers (488 niteWange) wird in Richtung des Strahls,
als so genanntes Vorwartsstreulicht (Forward Sca@8C), oder im 90° Winkel dazu, als
Seitwartsstreulicht (Side Scatter, SSC), erfasstrc die Vorwartsstreuung werden die
GroRe des Partikels und dessen Refraktionsindexchduwlie Seitwartsstreuung die
Komplexitat (Oberflachenbeschaffenheit und Grarnt@grcharakterisiert. (SIPKA 2009).

Die Signale werden aufgefangen und an den angesarien Computer weitergeleitet. Mit
Hilfe dieses Computers werden die Geréteeinstedlangpntrolliert, Messereignisse erfasst
und gespeichert (ORMEROD u. IMRIE 1990). Bei dem diiese Versuche verwendeten
Durchflusszytometer handelte es sich um ein FAC®céhl) mit einem Argonlaser, der
Licht einer Wellenlange von 488 nm erzeugte. DagaGerfasst mit entsprechenden
Detektoren Fluoreszenzlicht-Emissionen in drei efeiedenen Wellenlangenbereichen (FL-
1=Griunfluoreszenz: 515-545 nm; FL-2=Orangefluoregzze 564-606 nm; FL-
3=Rotfluoreszenz: >650 nm). Jede Zelle oder jedartikel wird folglich durch flunf
verschiedene Parameter (FSC, SSC, FL-1, FL-2, FlcBarakterisiert und als ein
Messereigniss festgehalten. Mit Hilfe der SoftwgfCSExpress® Version 3“ erfolgt die
computergestitzte Auswertung der Daten. Wahrend nexch den Messungen konnten
MessereignisseEfrent$ mithilfe sogenannter elektronischer Fens@atgd eingegrenzt und
in mehreren unterschiedlichen Fenstern logischnigsk werden (SIPKA 2009, KRUGER
2008).

3.3.6.1 Quantifizierung vitaler Zellen mittels Referenzzelmethode

Da ein Teil derin vitro eingesetzten Zellen im Laufe der Inkubationszegrande ging,
mussten die noch lebenden Zellen von diesen to&dierZ unterscheiden werden, um eine
quantitative Aussage Uber die Menge vitaler Zetteffen zu kénnen. Es wurde hierzu eine
bekannte Menge Zellen, die sich in mindestens eiRamameter von den zu beprobenden
Zellen unterschieden, hinzugegeben. Diese beidgean Zellen konnten nun zueinander
ins Verhaltnis gesetzt werden und so die Mengevitiglen Zellen ermittelt werden.

58



Methoden

3.3.6.2 Herstellung von Referenzzellen

Uberfiihrung von 2 x 10frisch separierten bovinen mononukleéren Zelles Bletes
in ein 15 ml Réhrchen

- Zentrifugation bei 80 x g fir 5 Min. und 4°C mitsalieRendem Dekantieren

- Resuspension des Zellpellets in 100 ul PBS undaBEeigvon 100 pl eines
monoklonalen Antikdrpers Bo 1 (3.2.5)

- Inkubation fiir 15 min. bei 4°C

- Waschen mit 5 ml MIF-Puffer (3.2.6) anschlieBendestrifugieren fir 7 min. bei

80 x g und einer Temperatur von 4°C

- Versetzen des Zellpellets mit 100 ul eines 1d@@imnten FITC-konjugierten Ziege-
Anti-Maus Antikorpers (3.2.5)

- Inkubation fur 20 Min. unter Lichtabschluss bei 4°C
- Erneutes Waschen und Resuspendieren in 50 ml PBS
- Erneutes Zentrifugieren und anschlie3endes FixidegrZellen in 30 ml einer
4 %-igen Paraformaldehyd-L6sung (3.2.6)
- Inkubation fir 24 h bei 4°C unter Lichtabschlus$ darauffolgender Zentrifugation
- Erneutes Waschen

- Aufnahme des Zellpellets in PJ-haltige Tragerflgissit (2 pg/ml PJ) und auf
4x10 Zellen/ml eingestellt
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3.3.6.3 Herstellung von  ReferenzzellenQuantifizierung  vitaér  Zellen am
Durchflusszytometer

Die kultivierten Zellen wurden im Verhéltnis von feReenzzellen zu Kulturzellen von ca. 1:1
bis 1:3 eingesetzt. Waren hohere oder niedrigehderiader Kulturzellen zu erwarten, wurde
die Zahl eingesetzter Referenzzellen entsprechegdpasst. Nach durchflusszytometrischer
Erfassung des Zellgemisches (10.000 Ereignisse)devudie Zahl der Ereignisse flr
Referenzzellen (FL1+/PJ+) und fur vitale kultiveerEZellen (FL1-/PJ-) nach Setzen eines
Fensters auf morphologisch erkennbare Zellen im /8SC-Diagramm gemessen. Die

Absolutzahl vitaler Kulturzellen konnte nun wiedoberechnet werden:

Gemessene Ereignisse Kulturzellen x eingesetzteRefkrenzzellen
Anzahl Kulturzellen =

Gemessene Ereignisse Referenzzellen

3.3.7 Indirekte Membranimmunfluoreszenz (MIF)

Mit der indirekten Membranimmunfluoreszenz wurde r délachweis exprimierter

Oberflachenstrukturen auf Zellen durchgefihrt. Eslén hierflr spezifische Antikorper an
Strukturen, die ihrerseits von einem zweiten, Fdbebrom-markierten Antikorper erkannt
werden. In der vorliegenden Arbeit wurden sowohl ®Nals auch PMN auf das
Vorhandensein etwaiger Adenosinrezeptoren des Agas untersucht. Es sollte weiterhin
untersucht werden, ob die Gabe vGoffea praeparatawahrend des Tierversuches eine

Auswirkung auf die L-Selektin-Exprimierung hatte.

Testdurchfihrung

- Uberfithrung von 2x10Zellen frisch separierter porziner Blutzellen pfertiefung in
96-Well-Rundbodenmikrotiterplatte (3.2.2) in Trigtansatzen

- Zentrifugation (200 x g; 4 Min., 4°C) mit anschlefélem Dekantieren der Uberstande

- Waschen der Zellen in 175 ul MIF-Puffer (3.2.6)dier Reihenfolge: Resuspension,

Zentrifugation, Abschlagen der Uberstande, Resusperies Bodensatzes
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- Zugabe von 25 pl eines verdunnten spezifischengyan Antikorpers (3.2.5)
- 20-mindtige Inkubation bei 4°C
- Zweimaliges Waschen der Zellen mit 175 ul MIF-Puffe

- Zugabe von 25 ul eines sekundaren FITC-konjugieiege-anti-Maus-Antikorpers
(3.2.5) und Inkubation bei Lichtabschluss fur 48€ 20 Min

- Zweimaliges Waschen und Aufnahme der Zellen in ib60ragerflissigkeit (2 pg/ml
PJ) (3.2.6), Uberfiihrung in FCM-R6hrchen (3.2.201 wlurchflusszytometrische (3.1)
Erfassung

- Bestimmung der FITC-positiven, vitalen Zellen
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98,40% 1,60% 49,20% 50,80%
768 768
T
Q 512
)
%)
256 -
to o 0,00% 0,00%
0-1 '."'""\ 4 URALLL | LR oo 0 " ! ! ! "
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FSC-H FSC-H

Abb. 8 Beispielhafte Darstellung eines Dichtediagrammdrasitionierung einds/e gates
fur MNC.

MNC wurden nach Separation verdinnt und im Durdsiiytometer mit den Abhangigkeiten
Forward (FSC) gegen Side Scatter (SSC) gemessshivB@atewurde im jeweiligen Kontrollansatz
(links) so gewahlt, dass ca. 2 % aller nicht stientgn Zellen im entsprechendive gatedargestellt

wurden. AnschlieRend wurden unter Beibehaltungldesgatesdie jeweiligen Stimulationsansatze
(rechts, Beispielhaft ein Ansatz) gemessen. Higgelektin-Messung bei MNC im Tierversuch (4.3).

Doppelfluoreszenz-Messungen

Zur Bestimmung zellularer Subpopulationen wurdetiefewie oben beschrieben in der
indirekten MIF markiert. Der zweite Sekundarantpe@r war hier PE-markiert (3.2.3). Sein
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Licht konnte im Bereich des Fluoreszenzdetektors -2FLemittiert und so

durchflusszytometrisch erfasst werden. Nach setreas Fensters auf vitale, Propidiumjodid-
negative Zellen erfolgte die Darstellung in einearri&lierten Punktediagramm (FL1 gegen
FL2). Durch das Setzen eines Quadranten konnten adi&korpernegativen von den

antikorperpositiven Zellen unterschieden und searsgewertet werden.

3.3.8 Hamatologisches Profil porzinen Blutes

Um ein hamatologisches Profil der wahrend der Beuche gewonnenen Blutproben zu
erhalten, wurden jeweils mindestens 2 ml einernegewonnenen Blutprobe im Labor der
LKlinik fur kleine Klauentiere der Tierarztlichen déhschule Hannover® untersucht, wo

zusatzlich ein Diffferentialblutbild erstellt wurde

Hierzu wurden ca. 50 pl jeder Probe mittels des hgdi Kohden MEK-6108
Hamatologieanalysators” (3.1) vollautomatischfaldende Parameter untersucht:

WBC, RBC, HGB, HCT, MCV, MCH, MCHC; RDW, PLT und RD

AnschlieRend wurde ein Blutausstrich durchgefitug/cher mittels Pappenheim-Farbung
(siehe unten) gefarbt und anschlieRend manuekréifiziert wurde. Hierzu wurden jeweils
200 weil3e Blutzellen auf jedem Objekttrager bestimmd anschlieRend die Prozentzahlen

ermittelt.

Anfertigen eines Blutausstriches

Es wurden jeweils 2 Objekttrager (3.2.2) beno#gtf einem Objekttrager wurde ein Tropfen
des zu untersuchenden Blutes appliziert und amdtdnid mit einem weiteren Objekktrager
ausgestrichen. Dabei war zu beachten, dass mamwkaten Objekktrager mit einem Winkel

von ca. 30 Grad langsam Uber den liegenden Objelettrzog.

Pappenheim-Farbung

Mit der Pappenheim-Farbung ist es mdglich, die cleexlenen Blutzellen und ihre
Bestandteile so unterschiedlich anzufarben, dass miikroskopische Differenzierung aller

Zelltypen erfolgen kann.
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Durchfihrung

Nach ausreichender Lufttrocknung der Blutausstrigheca. 15 Minuten wurden diese fir 3
Minuten in unverdinnte May-Grinwald-Losung (Firmargk Darmstadt) (3.2.3) getaucht.
Daraufhin erfolgte eine Spilung mit Phosphatpuffan die sich eine 15-mintige
Gegenfarbung mit 1:20 verdinnter Giemsa-Losungm&irMerck Darmstadt) (3.2.3)
anschloss. In einem letzten Schritt wurden allersidbgissigen Farbelésungen mittels einer
Pufferlosung (3.2.6) ausgewaschen. Nach der Troaknder Schnitte erfolgten die

mikroskopische Untersuchung und die manuelle Dafiererung der Zellen.

Hierfir wurden die Zellpopulationen an Makrophag@manulozyten und Lymphozyten bis
zu einer Gesamtzellzahl von mindestens 200 Zelézélgt und anschliel3end die jeweiligen
prozentualen Anteile der einzelnen Zellpopulatioream der ermittelten Gesamtzellzahl

berechnet.

Die einzelnen Bestandteile farben sich nach BOC389) wie folgt an:

Erythrozyten rosa

Kerne der Leukozyten rotviolett
Eosinophile Granula Ziegelrot
Basophile Granula dunkelviolett
Neutrophile Granula hellviolett
Zytoplasma der Lymphozyten hellblau
Monozytenplasma graublau
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3.3.9 In-vitro-Migration der PMN

Aufbau der Transmigrationskammer

Die 10-Well-Transmigrationskammer (3.1) besteht aiser Acrylbodenplatte mit 10

Rundboden-Vertiefungen mit einem Volumen von 415@0 x 101 x 11mm), einer

Acryldeckplatte mit korrespondierenden Bohrungentsgmechend der Bodenplatte
(50 x 101 x 6 mm), einer Silikondichtungsmatte ursgtchs Schraubenmuttern. Beim
Zusammenbau werden die Boden- und die Deckplattechdieine zwischengelegte

Polycarbonatmembran getrennt, welche den Bodedidlivertiefungen der Deckplatte bildet.
Die mit korrespondierenden Ldchern ausgestattdicoBmatte zwischen den beiden Platten
dient der Abdichtung. Mit Hilfe der Gewindestangand Schraubenmuttern werden die
beiden Acrylplatten maRig fest aneinander geprd3st. Polycarbonatmembran hat eine
GroRe von 25 x 80 mm und ist 10 um dick. Die Pdresitzen einen Diameter von 3 um;
damit befinden sich 2 x £®Poren auf einem Quadratzentimeter der Membran.

Testdurchfiihrung

- Gabe von 315 pl Medium RPMI 1640 (3.2.6) in die &wden-Vertiefungen der
Acrylbodenplatte (unterer Kammerteil)

- Unterschichtung des Mediums mit 100 pl 100 %-tigemtonem Percdll (3.2.6)
- Beifugung von IL-8 (100 ng/ml) (3.2.6) als chemdisthes Agens
- Bedeckung des unteren Kammerteils mit einer Pdbmamtmembran

- Legen der Silikondichtung auf die Membran mit Aktzng des oberen Kammerteils

und Fixation mittels Schraubenmuttern

- Gabe von 200 pl Zellsuspension (2%1Gesamtleukozyten) in die Bohrungen der

Acryldeckplatte (oberer Kammerteil) mit Zusatzempch Versuchsaufbau

- Inkubation bei 37°C und 5 % GQ@ber 2 Stunden
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- Nach Inkubation Abpipettierung der Zellsuspensiomen oberen Vertiefungen (=
nicht gewanderte Zellen), Uberfiihrung in Durckfimytometer-Rohrchen in denen

100 pl Tragerflissigkeit und 50 pl Referenzzellergelegt waren
- Entfernung der Silikonmatte und Membran

- Durchmischung der Zellsuspension des unteren Kampamts und anschlie3end
Uberfiihrung in Durchflusszytometer-Rohrchen, inated00 pl Tragerflissigkeit und

50 ul Referenzzellen vorgelegt waren

Auswertung

Zellen aus den oberen und den unteren Kompartimemteden durchflusszytometrisch mit
der Referenzzellmethode quantifiziert. Aus diesegrtdh errechnete sich die Migrationsrate

nach folgender Formel:

o Zellen aus der unteren Kammer
Migrationsrate % = x 100
Zellen aus der oberen Kammer + Zellen aus der emi€éammer

3.3.9.1 CXCL-8-induzierte Migration durch Coffea praeparataund Koffein in-vivo

Um eine Beeinflussung des Migrationsverhaltens B8N durch Coffea praeparata
respektive Koffein zu untersuchen, wurde die obeschriebene Transmigrationskammer
verwendet. In den unteren Kompartimenten befand €XCL8 (100 ng/ml) oder Medium
(RPMI 1640) als Kontrolle der Spontanmigration. Die Tierversuch gewonnenen, durch

Ficoll-Separation separierten, PMN wurden mithalée Transmigration (3.3.10) untersucht.

3.3.10 In-vitro-Proliferationsmessungen

Mononukleare Zellen kdnnen durch bestimmte Substardazu angeregt werden, sich zu
teilen und den zellularen Stoffwechsel zu erhoheruoliferierende mononukleare Zellen
nehmen vor der Teilung an Gr6éRe zu. Durch die \Wamg im Plasma/Kern-Verhaltnis

steigert sich die Komplexitdt der Zellen. Dadurchtewscheiden sich die Blasten bei
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durchflusszytometrischer Erfassung von den klemerehenden Lymphozyten. In dieser
Arbeit wurde die morphologische Veranderung derlefelnach mitogener Stimulation

durchflusszytometrisch bestimmt. Um zu prifen, @psehiedene Mitogene eine potentiell
modulierende Wirkung voloffea praeparataund Koffein anzeigen kdénnen, wurden zwei
verschiedene Lektine (ConA, Concanavalin A; PHAytR@magglutinin) (3.2.3) eingesetzt.

Da proliferierende, sich teilende Zellen vor deildreg an Grol3e zunehmen und sich durch
die Veranderung im Plasma/Kern-Verhaltnis auchkaienplexitat der Zellen steigert, weisen

sie hohere FSC- und SSC-Werte auf (vgl.3.3.6)ulemde Lymphozyten.

Vorversuch

In mehreren Vorversuchen wurde Uberprift, ob eitarek Zelldifferenzierung mittels
Durchflusszytometrie im verdinnten Vollblut beimh8ein zu reproduzierbaren Ergebnissen
fuhrt. FOr die Humanmedizin wurde dieses in Studbameits bestatigt, wobei sich ein
Mischungsverhaltnis von 1:10 mit Serum als optireekies. (BROMELOW et al. 2001,
SVAHN et al. 2003; WENDELBO u. BRUSERUD 2003). Hierwurde Vollblut (1:10 mit
Medium verdinnt) mit durch Ficoll-Separation (3)3.Zewonnenen Leukozyten
durchflusszytometrisch verglichen.
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Abb. 9 Vergleich leukozytarer Zellpopulationen nach dulesdzytometrischer Erfassung.

Zellen im Vollblut (1:10 in PBS) wurden mit Acridinange (AO) (3.2.3) gefarbt und mit einem
Fenster auf grun fluoreszierende (AO-positive) &ellm Forward (FSC) gegeBide-Scatel(SSC)
Dotplot erfasst (links). Leukozyten wurden von Brgizyten mittels hypotoner Lyse separiert und
analog gemessen (rechts).

Durchfihrung

Verdinnung der im Tierversuch gewonnenen BlutprabeiVerhaltnis von 1:10 mit
fetalem Kalberserum (3.2.6)

Verbringung von jeweils 500 pl der Zellsuspensiorein Well einer 48-well-Platte
(3.2.2)

je nach Ansatz Inkubation mit 1 pg/ml PHA, 10 ug@dnA oder Medium fur die
Kontrollgruppe (3.2.3) fur 48 Stunden (37°C, 5 %@,Gn Luft)

Uberfiihrung des Inhaltes eines jeden Wells in éd€$-Rohrchen und Substitution

von 300 ul einer Acridinorange-Ethidiumbromid-Logui3.2.6)

Messung mittels Durchflusszytometrie von jeweil@G&ellen je Ansatz

Setzen eines Gates auf morphologisch identifizrerZallen im FSC/SSC dotplot
Ausschluss von toten Ethidiumbromid-positiven ZeNen der Analyse

Bestimmung des Verhaltnisses von blastisch tramséten Zellen zu nicht

transformierten Zellen
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Trotz unterschiedlicher Lage in der zweidimensienaDarstellung lassen sich in beiden
Verfahren PMN von MNC eindeutig unterscheiden. Eoebleiben die relativen Anteile der

Haupt-Zellpopulationen erhalten (Daten nicht gegeig

3.3.11 Messung der Phagozytosefahigkeit
Die Phagozytosefahigkeit der Zellen wurde mit deéPmggotest*-Kit der Firma ,Orpegen*

getestet (3.2.3). Dieses Testsystem arbeitet mibMtproben und wird routinemaRig in der
Diagnostik angewandt (HIRT et al. 1994). Aus dent Kiammen alle im Folgenden
beschriebenen Reagenzien. Alle Arbeitsschritte emtoei Raumtemperatur durchgefihrt.

Der Phagotest ermdglicht eine quantitative Bestimgnuler Leukozytenphagozytose in
heparinisiertem Vollblut. Das Kit enthalt Fluorestsothiocyanat (FITC)—markierte
opsonisierte Bakterien E( colrFITC) und alle notwendige Reagenzien. Es kann der
prozentuale Anteil der Monozyten und Granulozyt&stimmt werden, die phagozytieren
(Aufnahme von einem oder mehreren Bakterien) undhaderen Phagozytoseaktivitat
(Anzahl aufgenommener Bakterien pro Zellen und)Za&ituf diesem Weg wird sowohl eine
guantitative als auch qualitative Aussage Uber Rli@gozytose ermdglicht. Es wurde der
Einfluss vonCoffea praeparatauf die Phagozytose im Tierversuch Uberpruft.

Testdurchfiihrung

Alle Mischvorgange fanden auf einem Vortex-Misch8rl) statt. 100 ul heparinisiertes
Vollblut je Ansatz wurden gemischt und auf den Bo@@mes 5 ml-Probenrbhrchens (3.2.2)
aliquotiert. Es sollte darauf geachtet werden, da&as Blut an den Réhrchenwénden haften
bleibt. Die Butproben mussten vor der Zugabe deitd3@en ca. 10 min. im Eiswasserbad

(3.1) inkubiert werden, um sie auf 0°C herunterhuén.

Die vorgekuhltenE. Col-Bakterien wurden gut vermengt und pro Ansatz 20zuf
Vollblutprobe gegeben. Alle Réhrchen wurden noclsrggmischt. Die R6hrchen mit den
Kontrollansatzen blieben auf Eis stehen. Die Rédmamit den Testansatzen wurden 10 min.

bei 37°C im Wasserbad inkubiert, das geschlossed wuargewarmt sein musste.
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Inkubationszeit und Temperatur wurden exakt einlgehaDie Rohrchen befanden sich alle
in einem Reagenzglasgestell, um einen gleichzeaitifart und/oder Stopp der Inkubation zu

gewabhrleisten.

Exakt zum Ende der Inkubationszeit wurden alle Enolgleichzeitig zum Abstoppen der
Phagozytose aus dem Wasserbad genommen und agésfdlt. Je Ansatz wurden 100 pl
eiskalte Quenchlosung zugegeben. Alle Proben wuetethlielend gemischt. Je Ansatz
wurden direkt im Anschluss 3 ml Waschlésung zugelneth kurz vermengt. Die Rohrchen
wurden fur 5 min. bei 250 x g und 4°C zentrifugieknschlieRend wurde der Uberstand
dekantiert. Die Zellsuspension wurde erneut mitl3Maschlosung 5 min. bei 250 x g und
4°C zentrifugiert. Die Vollblutproben wurden bei iRatemperatur durch die Zugabe von je
2 ml Lysing solution (vorgewarmt auf Raumtemperptiysiert und fixiert. Die Proben

wurden nach Zugabe gemischt und anschlieBend 20 Imein Raumtemperatur inkubiert.

AnschlieRend wurde fir 5min. bei 250 x g und 4°@éntafugiert und der Uberstand

dekantiert. Die Proben wurden anschlie3end mit 3aschlosung gewaschen und fir 5 min.
bei 250 x g und 4°C zentrifugiert. Nach Zugabe 289 ul DNA-Farbeldsung wurde kurz

gemischt und die Proben 10 min. auf Eis inkubiétierbei wurde ein lichtgeschutztes
Eiswasserbad benutzt werden. Die Zellsuspensiorsteusnerhalb von 60 min. gemessen

werden.
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Durchflusszytometrische Analyse

Die Zellen wurden im Durchflusszytometer bei blauggr Lichtanregung analysiert (488 nm
Argonlaser). Wahrend der Datenaufnahme wurde inogiamm der Rotfluoreszenz dive-
gateauf diejenigen Ergebnisse gesetzt, die mindestendNA-Gehalt einer diploiden Zelle
besal’en (siehe Abb. 10). Dies diente dem AusschiussBakterienaggregaten. Pro Probe
wurden 10-15000 Leukozyten akquiriert.

Relative Zellzahl

FL3 Fluoreszenz

Abb. 10Unterscheidung DNA-haltiger Zellen von Bakterieriteis FACS.
In der FL3-Fluoreszenz wird elive-gateauf alle DNA-haltigen Zellen (Pfeil) gelegt.

Es wurde der prozentuale Anteil an Zellen ausgetiedie phagozytiert hatten (Monozyten
und Granulozyten), und deren mittlere Fluoreszeamgitat (Zahl der aufgenommenen
Bakterien pro Zelle). Hierzu wurde die entsprecleeh@ukozytenpopulation (Abb.11) im
Streulichtdiagramm eingegrenzt und anschlielend=disfluoreszenz im FL1-Histogramm
analysiert. Zu diesem Zweck wurde im Grinfluoreghgstogramm der 0°C-Kontrolle ein
Marker so gesetzt, dass weniger als 1 % der Ergsbrpositiv waren (Abb. 11). Unter
Beibehaltung dieser Markerposition wurde im Ansesklin den Testansatzen der Prozentsatz
an phagozytierenden Zellen bestimmt. Die mittleleofeszenzintensitat entsprach der

Anzahl an aufgenommenen Bakterien je Leukozyt.
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Side scatter
Side scatter

99.15%4¢== 0.859
Forward-scatter FL1-Fluoreszenz

o

Side scatter

10.02% == 89.98%
FL1-Fluoreszenz

Abb. 11 Exemplarische Dot plots FSC/SSC und FL1 des Phageetests.

Setzen einebve-gatesauf PMN (oben rechts), Messung der Negativkorgr@ben links), Messung
der erfolgten Phagozytose (unten). Inkubationsz®itjeweils 10 min bei 37°C.

3.3.12 Molekularbiologische Verfahren

Die Methoden der molekularbiologischen Verfahremdsbei Kriiger und Sipka ausfihrlich
beschrieben (KRUGER 2009, SIPKA 2008) und werden \dallstandigkeit halber kurz

erlautert.
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3.3.12.1Aufbereitung von mRNA aus porzinen Leukozyten fir de real time PCR

Aus dem Tierversuch gewonnene, separierte porzatierzwurden nach Zentrifugation und

Verwerfung des Uberstandes im Lyse-Puffer des RNAga®-Kit (3.2.3) aufgenommen und

gegebenenfalls bis zur weiteren Verarbeitung bd°C9 gelagert. Die im Folgenden

genannten Reagenzien stammen aus diesem Kit. Dieeitdschritte wurden bei

Raumtemperatur durchgefuhrt.

Aufnahme der Zellen in ein 1,5 ml Eppendorfgefa.@
Zugabe von 500 pl Lyse-Puffer

mehrmaliges Auf- und Abpipettieren und Uberfuhruhgs Inhaltes in ein 1,5 ml
Eppendorf-Gefal

Hinzugabe eines aquivalenten Volumens an 64 %igénans!

Auftragen auf das im Kit enthaltene Filter-Systanmd Zentrifugation fir 1 min. bei
16000 x g (3.1).

Einmaliges Waschen mit 700 ul der Waschlésungu#id. zweimaliges Waschen mit
500 pl der Waschlosung # 2 durch Gabe Uber dasrf8lgstem und anschlie3ende
Zentrifugation fir 1 min. bei 16000 x g

Einmaliges Leer-Zentrifugieren um ethanolhaltigeckdiénde der Waschlésungen

vollstandig zu entfernen

Verbringung des Filter-Systems in ein neues 2 nmi8alrohrchen und Elution der
RNA mit 50uL Elutions-Losung, (80°C) mit anschlieRender Zduagation flur
30 sek. bei 16000 x g

Wiederholung mit 30 ul Elutions-Lésung und Lagerawod Eis

Uberpriifung der Reinheit und Konzentration der gavemen RNA mittels Eppendorf
Biophotometer (3.1) Gber die Extinktion bei 260 and 280 nm

Verdinnung der Proben auf 1:50 mit TE-Puffer (3.26hd Pipettierung in
UltraVetten (8,5 mm) (3.2.2)
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Die Konzentration (C) in pg/ml wurde anhand deiisgbten Dichte bei 260 nm (QE) nach

folgender Formel berechnet:
Clpug/ml] = ODyx 50

Nach der Beurteilung der Reinheit und der Bestimgnader Konzentration wurden die Proben
auf 50 ng Gesamt-RNA pro ul eingestellt. Anschlref@/urde die RNA entweder sofort in
cDNA umgeschrieben oder bei -95°C gelagert.

Synthese von cDNA durch reverse Transkription

In der Reversen-Transkriptase-Reaktion wurde dsedam Zellen gewonnene RNA durch das
Enzym Superscript™ 1l Reverse Transcriptase (3.2i8) komplementare cDNA
umgeschrieben. Es wurden Oligo—(dts-Primer (3.2.3) verwendet, um die mRNA in cDNA
umzuschreiben. Diese lagern sich an das Poly-A-EledenRNA Molekile an und dienen
damit als Ausgangsregion fir die Reverse Transksgt

Mischen von 10 pl der RNA, 1 ul Oligo-(gthgPrimern und 1 pl Trinukleotiden in
einem 200 pl Reaktionsgefal (3.2.2)

- Inkubation fir 5min. bei 65°C im Biometral-Gradient (3.1) um die

Sekundarstrukturen der RN&ufzufalten

- Lagerung auf Eis und Hinzugabe von jeweils 7 ul thesgestellten Mastermix
(Tab. 5)

- Weitere Inkubation bei 42°C fir 2 min

- Zugabe vonlpul (200 U) SuperScriff 1l Reverse Transkriptase (3.2.3) mit

anschlie3ender Inkubation bei 42°C fir 50 min.
- Durchfiihrung einer Enzym-Denaturierung bei 70°Cifaimin.

Die auf diesem Wege gewonnene einzelstrangige cRdite fur 14 Tage im Kihlschrank
oder fur mehrere Monate bei -20°C gelagert werden.
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Tab. 5 Mastermix fur die Umschreibung von mRNA in cDNA.

Reagenz Volumen Endkonzentration

5 x First-Strand-Buffer (250 mmol/L Tris-HCI,

4,0 pl
375 mmol/L KCI, 15 mmol/L MgG)
RNase Inhibitor (RNaseOU'™") 1,0 pl 40 U
Reduktionsmittel (DTT, Dithiothriol) 2,0 pl 0,1 mibl

3.3.12.2Herstellung externer Standardreichen fur die real ime PCR

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Genexpressionldame absolute Quantifizierung der in
der quantitativen real time PCR gemessenen Produkteenommen. Dazu wurde von jeder
Zielsequenz ein externer Standard, ein sogenarmissplasmid, hergestellt. Es wurden
Genabschnitte der jeweiligen Zielkomponenten méz#schen Primern amplifiziert und in
einen Vektor kloniert. Mit dem rekombinanten Plagmvurde ein chemisch kompetenter
E.coli-Stamm transformiert, in dem das Plasmid vervigffiwurde. Nach Extraktion aus
den Bakterien wurden Lange und Sequenz des klenieGenabschnitts verifiziert.
Standardreihen der linearisierten Messplasmide &vughrallel zu den Proben in der gPCR

gemessen und zur Berechnung der Kopienzahl deiliggreGene herangezogen.

3.3.12.2.Z5ewinnung der Zielsequenzen

Alle fur die Klonierung erforderlichen Sequenzenrden aus cDNA porziner Zellen
gewonnen. Nach der Separation von porcinen MNCvaun$sem Blut wurden sie kultiviert
und durch Zugabe von Lipopolysaccharid (LP$giml) und Staphylokokken Enterotoxin A
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(SEA, 1 ng/ml) zur Produktion von Zytokinen anger&yje RNA der Zellen wurde, wie oben

beschrieben, extrahiert und in cDNA umgeschrieben.

3.3.12.2.Amplifikation der cDNA mittels konventioneller RT-P CR

Die Amplifikation der Zielsequenzen fur die naclgiehde Klonierung erfolgte mittels

konventioneller PCR in einem Biometra T-Gradientdb€3.1).

Ansetzen von pl cDNA und dem in Tab. 6 dargestellten Mastermixinem sterilen
200ul PCR-R06hrchen

- Denaturierung der cDNA fur 3 min. bei 94°C

- Durchlaufen von 30 Zyklen aus jeweils einem Denatungsschritt fir 45 sek. bei
94°C, einer Primer-Anlagerung fir 30 sek. bei 58m@ einer Verlangerung des
Produkts fir 1 min. 30 sek. bei 72°C

- Extension fur 10 min. bei 72°C

Tab. 6 Mastermix fur PCRhermo-cycler, T-Gradient".

Reagent Volumen Finale Konzentration
10x PCR rxn Buffer without MgGF 5ul 1x

10 mmol/l ANTP Mix* 1l 0.2 mmol/l

50 mmol/l MgCh* 1.5 pl 1.5 mmol/l

Primer Mix (10 pmol/l) 2.5 ul 0.5 pmol/l
TaqPolymerase (5 U/uf) 0.25 pl 1U

RNAse/DNAse-free water 34.75 pl

Die Substanzen wurden von den Firmen Invitrdgerd Sigma Aldrichbezogen.
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3.3.12.2.Klonierung der Zielsequenz in den Vektor

In dieser Arbeit wurde das Plasmid p&RL-TOPC® (3.2.3) mit einer Lange von 3931
Nukleotiden verwendet. Es verflugt sowohl Gber eem®&ir Ampicillinresistenz als auch Uber
ein lacZ Gen an der Ligationsstelle. Bei der TOPO®ning Reaktion wurden @l des
frischen PCR Produktes, dl Salzlésung und 1ul Wasser (RNase-/DNase-frei) mit i
TOPO® Vektor fur 15 min. bei Raumtemperatur inkubie

3.3.12.2.5Transformation chemisch kompetenterk. coli

Unmittelbar anschlieRend erfolgte die Transfornmaties Plasmids in chemisch kompetente
E.coli (non-K-12 Wildtyp, W-Stamm, ATCC # 9637, S.A. Wakan) mittels
Hitzeschocktransformation

- Mischen von 2ul des Ligationsansatzes mit h0der Bakterien und Inkubation fir 30

min. auf Eis

- Offnung der Zellwand und Aufnahme der Plasmide kittitzeschock bei 42°C fiir 30
Sekunden

- Zugabe von 25@l S.O.C. Medium (3.2.6) und Rutteln der Probenfir auf einem
Ruttler bei 37°C und 200 rpm

- Inkubation Uber Nacht bei 37°C auf einem Ampicilhaltigen Agar um verbliebene
nicht erfolgreich transformierten Bakterien zu heamm

- Zugabe von x- Gal, einem chromogenen Substrat 4Baldktosidase (3.2.3), in den

Festagar

- Durch Verfarbungen des Agars ermoglichte Vorsebektider gewinschten
Bakterienkolonien, anschlielende Isolierung undmérung in LB-Flissigmedium
(3.2.6)
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3.3.12.2.6Plasmidextraktion, Agarose-Gelelektrophorese und Mssplasmid-
linearisierung

Die Plasmidextraktion erfolgte mittels des QIAptepSpin  Miniprep Kits nach

Herstellerangaben. Mithilfe der Agarosegelelktrapse (1%-iges Gel) konnte sowohl die
ZielsequenzgrofRe anhand von vorherigem Restriktendau ermittelt werden, als auch die
Linearisierung des Messplasmids Uberprift werdeie Dnearisierung erfolgte mit den

Restriktionsenzymen Scal oder Hindlll, wobei daramfi achten war, dass die
Restriktionsschnittstelle nur einmal im Plasmid uncht in der Zielsequenz vertreten war.
AnschlieRend erfolgte die Reinigung des Restrildamsatzes durch das QIAquick® PCR

Purification Kits.

3.3.12.2.Berechnung der Kopienzahl

Die Konzentration (C) der doppelstrangigen PlasrbitlA wurde mittels Eppendorf
Biophotometers (3.1) durch Messung der optischeht®ibei 260 nm (Of3y) ermittelt und
mit der folgenden Formel errechnet.

MW = P x 660g/mol

6x1*Kopien/mol] x DNA[g/uL]

S[Kopien/uL] = MW[g/mol]

MW = Molekulargewicht des PCR-Produkts

P = PCR-Produktlange in Basenpaaren

S = Standardkonzentration

DNA = im Photometer gemessene DNA Konzentration
660 g/mol = Durchschnittliches molekulares Gewibéit Basen

Aus der Stockldsung mit der berechneten AnzahlKmpien pro pl wurde im Anschluss eine
Verdiinnungsreihe hergestellt {6100 KopieniL) und bei -20°C gelagert
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3.3.13 Quantitative real time PCR

Prinzip der gPCR

Bei der gPCR erfolgte die Quantifizierung der PQRdRkte wahrend der
Amplifikationszyklen. Der zugegebene Farbstoff SYEBReen (3.2.3) fluoreszierte nach
Anlagerung an doppelstrangige DNA grin. Diese Hapenz steht in einem direkten
Verhaltnis zur Menge der amplifizierten DNA, eina@f2eichnung erfolgte Gber die Software
StepOné" Version 2.0.

Die grtPCR setzte sich aus der Wiederholung (Zykdusier Reaktionsschritte zusammen:
- Aufschmelzen der doppelstrangigen DNA
- Anlagerung der Primer
- Verlangerung des Produkts

Die PCR umfasste 40 bis 50 solcher Zyklen. Je rexohdiie viel Ausgangs-DNA in der
Probe enthalten war, steigt die Fluoreszenzinténali einem gewissen Moment exponentiell
an. Der Moment, wenn das Signal aus dem Hintergawsdhen heraustritt und somit
festgestellt werden kann, wird als Cycle threst{@Qlgl bezeichnet. An die exponentielle Phase
schlie3t sich eine lineare Phase an, welche durblbition durch Reaktionsprodukte und
Enzymlimitierung entsteht. AnschlieBend folgt didatPauphase. Da SYBR Green
unspezifisch an jede doppelstrangige DNA bindetsstal nach den Amplifikationszyklen
eine Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt werden (ABph.Dabei werden die Proben schritt-
weise denaturiert. Abhangig von der GroRR3e der Afkplionsprodukte zerfallen diese zu
einem bestimmten Zeitpunkt, und es findet ein gEri@ger Abfall der Fluoreszenz statt.
Befinden sich verschiedene Produkte im Reaktiorsgangiird dies durch eine mehrgipfelige
(mehrere Peaks) Schmelzkurve sichtbar.
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Abb. 12 Schmelzkurve einer qRT-PCR.

Exemplarische Darstellung einer Schmelzkurve vorOXB in der ersten negativen Ableitung des
Reporter-Farbstoffs SYBR Green (Derivative Rep@far)) gegen die Temperatur aufgetragen mit
einem einheitlichen Peak bei 82,3°C.

Primeroptimierung

Da die optimale Konzentration von Vorwarts- und Rudrts-Primern je nach Primer und
Gerat unterschiedlich sein konnte, wurden vor jédessung fur jede Probe die optimalen
Primer-Konzentrationen fur das zu untersuchende ég@ittelt. Entsprechend der Matrix aus
Tab. 7 wurde fir jede Konzentration ein Duplikas aler Standardreihe (1000 Kopien/pl,
Positivkontrolle) und ein Duplikat DNase/RNase-#eWasser (Negativkontrolle) eingesetzt.
Ausgewahlt wurde diejenige Kombination von Vorwartsind Ruckwarts-Primer-

Konzentration, bei der eine hochstmogliche Sengitivbei niedriger oder fehlender

Amplifikation in der Negativkontrolle vorlag.
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Tab. 7 Matrix fur die Primeroptimierung. Kombination deinzelnen Konzentrationen von
Vorwarts- und Ruckwarts-Primern (nmol/L).

Ruckwarts-Primer (nmol/L)

50 300 |900

300

900

Vorwarts-Primer (nmol/L)

Messung der im Tierversuch gewonnenen Proben

In der gRT-PCR wurde die Beeinflussung der Genesgioe des Zytokins IL-6 und der
Enzyme Prostaglandin-G/H-Synthase- 2 und Lipoxygefaim Blut nach Gabeon Coffea
praeparata oder physiolog. Kochsalzlosung getestet. Des Wéitewurdein vitro die
Beeinflussung der Genexpression des Zytokins GN¥en Leukozyten (separiert) nach
vorheriger Inkubation mi€Coffea praeparatader physiologischer Kochsalzldsung analysiert.
Fur die Durchfihrung wurde der SYBR Green® PCR kladlix verwendet. Die Proben
wurden wie in 3.3.12.1 beschrieben extrahiert undcDNA umgeschrieben. Fir jede
Messung wurden mindestens funf Punkte der Staneiaedi(100 Kopien—10 Kopien) und
eine Negativkontrolle (Mastermix + Wasser) eingeiseh eine Micro Amp TM Fast 96-well
PCR-Platte wurde pro Vertiefung jeweils [l cDNA und 24 ul des entsprechenden
Mastermix (Tab. siehe unten) pipettiert. Alle Arxsiitwurden in Duplikaten angelegt. Zu
Beginn der PCR wurden die Proben zur vollstdandienaturierung der DNA einmalig fur
10 Minuten auf 95° C erhitzt. Danach erfolgten 4klén mit je einer Denaturierung der
Proben bei 95°C Uber 15 Sekunden und der Anlagatan@rimer und der Verlangerung des
Produkts bei 60°C dber 1 Minute. Nach Ablauf der pAfikationszyklen wurde eine
Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt, was dazu diiet®einheit des PCR-Produkts anhand
von Peaks zu beurteilen. Dabei wurden die Proben6@5C in Schritten von 0,3°C unter
standiger Aufzeichnung der Fluoreszenz auf 95°@ztrh
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Tab. 8 Mastermix fur IL-6, Volumen in ul pro Versuchsatzsa

Reagents Volumen (pl)

SYBR Greeft PCR master mix 12,5
Water (RNAse-, DNAse-free) 8,5

Forward primer (5 pumol/L) 1,5

Reverse primer (5 umol/L) 1,5

Tab. 9 Mastermix fur TNFe, Volumen in pl pro Reaktion.

Reagents Volumen (ul)

SYBR Greefi PCR master mix 12,5
Water (RNAse-, DNAse-free) 5,5
Forward primer (5 umol/L) 15
Reverse primer (5 umol/L) 4,5

Tab. 10 Mastermix fir Lipoxygenase-5, Volumen in ul proaReon.

Reagents Volumen (pl)

SYBR Greefi PCR master mix 12,5
Water (RNAse-, DNAse-free) 6,75
Forward primer (5 pmol/L) 4,5

Reverse primer (5 pmol/L) 0,25
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Tab. 11 Mastermix fur Prostaglandin-G/H-Synthase-2, Volurirep! pro Reaktion.

Reagens Volumen (ul)

SYBR Greefi PCR master mix 12.5
Water (RNAse-, DNAse-free) 5.5
Forward primer (5 pmol/L) 4.5
Reverse primer (5 pmol/L) 15

Auswertung

Mittels der StepOn¥ Software wurde die Fluoreszenz von SYBR Greeneaéighnet. Es
wurden fir jede Probe®Verte festgelegt. Ebenso wurden diese fir dieesiegzten Punkte
des externen Standards mit bekannter Kopienzahiinbes AnschlieRend wurden die
ermittelten GWerte (G) gegen die Kopienzahl der Standardpunkte ins \fgrikagesetzt,
wodurch eine Standardkurve (RegressionsgeraddpedtsAnhand dieser Kurve konnten die

in den Proben enthaltenen Kopienzahlen abgelegedamn.

Zur Validierung der PCR wurden die Parameter Stejgder Regressionsgraden, Effizienz,
BestimmtheitsmaR @Rund Giite der Schmelzkurve herangezogen.

3.3.14 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung wurde mithilfe des Paogms SAS 9.1 (SAS Institute Inc.,
Cary/North Carolina, USA, 1988) und Microcal Origiturchgefuhrt. In der deskriptiven
Statistik wurden die Daten mit dem Shapiro-Wilk-Teuf Normalverteilung geprift.
Normalverteilte Daten wurden durch Mittelwert unda®lardfehler beschrieben und
dargestellt. Nicht normalverteilte Daten wurden afuMinimal- und Maximalwerte, das
obere und untere Quartil sowie den Median charsikter und in Boxplots dargestellt. (Abb.
13).
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Abb. 13Exemplarische Darstellung eines Boxplots.

Exemplarische Darstellung von Messwerten einesniesgs in einem Boxplot. Die zentralen 50 %
der Daten befinden sich in der Box, in der der Maddurch eine horizontale Linie und der
arithmetische Mittelwert durch ein Rechteck gekemctmet sind.

Um zu dberprifen, ob sich in voneinander abhéngi§ichproben zwei qualitative
Merkmale beziglich eines quantitativen Merkmals eipander unterscheiden, wurde bei
normalverteilten Daten der gepaarte Student’s t-Tmewendet, wahrend bei nicht
normalverteilten Daten der Wilcoxon Signed-Rank tTesrwendet wurde. Unterschiede
zwischen Parameterklassen mit einer Irrtumswahislitigkeit (p) von< 0,001 wurden als
hdchst signifikant, jene mit g 0,01 als hoch signifikant und p-Werte0,05 als signifikant
bezeichnet. Werte mit p > 0,05 galten als nicht nisikant.
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4 Ergebnisse

4.1 Expression des Adenosinrezeptors Typ A2a auf porzam Zellen

Im Rahmen dieser Arbeit sollte mittels Membranimftworeszenz (3.3.6) geprtft werden,
welche porzinen Immunzellen im Blut den Adenosiemar des Typs A2a exprimieren.
Nach Markierung mit einem A2a-spezifischen Antilkégrp wurden Zellen
durchflusszytometrisch charakterisiert.

Sowohl die neutrophilen Granulozyten als auch domomuklearen Zellen erwiesen sich als
A2aR-positiv (Abb. 14). Wahrend Neutrophile einfaitliches Bindungsmuster des A2aR-
spezifischen Antikoérpers aufwiesen, zeigten MNCGeemehrgipflige Verteilung (Abb. 14).

Im Gegensatz hierzu konnten unter den eosinopl@emulozyten keine A2aR—positiven

Zellen dargestellt werden (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 14 Expression von A2a-Rezeptoren auf neutrophilen n@oeyten (A) und
mononukledren Zellen (B).

NeutrophileGranulozyten und mononukleare Zellen wurden mieirA2aR-spezfischen Antikdrper
markiert und durchflusszytometrisch erfasst. Damjitssind die Fluoreszenzhistogramnuer
Negativkontrolle (kein Antikorper, graue Linie) udds Markierungsansatzes (schwarze Linie).
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Zur naheren Analyse des Expressionsmusters untem deINC wurden

Mehrfachfluoreszenzanalysen durchgefihrt um die ré&sgon des A2aR unter den
Monozyten (CD14+), T-Zellen (CD4+, CD8+)A-T-Zellen, und MHC-lI+ Zellen zu

charakterisieren.

A)

681

Zellzahl
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Abb. 15 Expression von A2a-Rezeptoren auf Subpopulationemomukledrer Zellen.

Porcine MNC wurden mit zwei Antikérpern doppelt kiart. Der FITC-markierte Antikérper gegen
den A2a-Rezeptor wurde in separaten Ansatzen mim&ikierten Antikbrpern gegen CD14 (A),
CD4+CD8+ (B),yA-T (C), oder MHC-II (D) eingesetzt. Nach Setzenresirensters auf die zellulare
Subpopulation wurde in FluoreszenzhistogrammenA®aRR-Emissionsprolil aufgetragen (schwarze

Linien). Ansatze ohne Markierung mit

dem A2aR-sfiedien Antikorper dienten als

Negativkontrolle (graue Linie). Dargestellt singporésentative Ergebnisse fur die Zellen eines (von

drei gepriiften) Tieres.
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Unter den untersuchten Subpopulationen, CD14+ @gliob.15A), CD4+CD8+ T-Zellen
(Abb. 15B), yAT-Zellen (Abb15C) und MHC-lI+ Zellen (Abbl15D), ergg sich die
Expressionsverteilung des A2a-Rezeptors als dicho®omit werden A2aR auf einem Tell
der Zellen exprimiert; basierend auf den Fluoresgpektren, auf jeweils 30-40% der Zellen
einer bestimmten mononukledren Subpopulation. Npbtle Granulozyten wiesen mit
63,5£2% den hochsten Anteil an A2aR-positiven Zeliuf. eosinophile Granulozyten
konnten mit dem verwendeten A2arR-AK nicht markveerden.

Unter den positiven Zellen der verschiedenen Sublptipnen erwies sich die relative
Expressionsstare des A2aR vergleichbar (Abb. 16).
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Abb. 16 Anteil A2a-R-positiver Zellen bei leukozytaren Sopplationen.

Nach Doppelmarkierungen mit Subpopulations-spetiie Antikdrpern und einem A2a-R-
spezifischen Antikorper wurden die Zellen durchdlngometrisch erfasst. Nach Setzen eines Gates
auf die jeweilige Subpopulation wurde mittels Quendenanalyse der Anteil A2a-R-positver Zellen
bestimmt (vgl. Abb. 15); n=3.
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4.2 Einfluss von Coffea praeparataind Koffein auf das hamatologische

Profil porzinen Blutes im Tierversuch

Um den Einfluss vonCoffea praeparataund Koffein auf die Zusammensetzung des
Blutbildes der Tiere zu untersuchen, wurde jede remdh des Tierversuches gewonnene

Blutprobe mittels automatischer und manueller Zagldifferenziert (3.3.8).

4.2.1 Einfluss auf die Leukozytenzahl (G/l)

Die mittlere Zahl der Leukozyten im Blut lag zwigeh10,4 und 15,4 G/l (Abb. 17). Wahrend
sich in der Gruppe CB' ein Anstieg in der Leukozytenzahl sowohl von Deguf Tag 7 als
auch von Tag 2 auf Tag 7 (Abb. 17) als statistigehingradig signifikant (p<0,05) zeigte,
konnte in der Gruppe Rhein statistisch signifikanter Anstieg nur von Taga@f Tag 7
(p<0,05) beobachtet werden (Siehe Abb. 17). In @emppen K™, Cp=und Krf™ stieg die
Zahl der Leukozyten von Tag 0 zu Tag 7 zwar leafmtdies war allerdings nicht statistisch
signifikant (Abb. 17 A,B).

An Tag 2 wies die Gruppe €pinesignifikant (p<0,5) ggr. hthere Leukozytenzahl)(gdf,
als Gruppe CPH* undKn®@ (Abb. 17C). Am 7. Tag der Untersuchung wies die @BiCf
eine signifikant (p<0,5) ggr. hthere Leukozytenzabf, als die Gruppen Khund Krf™
(Siehe Abb. 17A,B).
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Abb. 17 Quantifizierung der Leukozyten (G/I) naCloffea und Koffein-Gabe im Blut.

Coffea praeparatdCp) und Koffein (Kn) wurden je vier Mal in zwegigen Abstéanden (Tag 0, Tag
2, Tag 4 und Tag 6) in einer Konzentration von & mg/ml auf zwei verschiedenen Wegen
(subcutan, 1,5ml*) oder per os, 4 ml°®) appliziert. Als Kontrolle diente physiologische
Kochsalzlésung, die subcutan verabreicht wurd8"¢l€ 1,5 ml). Die absoluten Leukozytenzahlen der
Gruppen R™ | Cp®und Kri® (A) und absoluten Leukozytenzahlen der Grupp&H KCg™ und Krf™

(B) wurden an Tag O, 2 und 7 bestimrBtatistische Signifikanzen dieser Leukozytenzal{(@t)
finden sich in Tab. C. Die groRen Buchstaben stalien Vergleich innerhalb einer einzelnen Gruppe
zwischen den einzelnen Versuchstagen dar, wahredldinen Buchstaben die Vergleiche der
einzelnen Gruppen untereinander an einem Versughs&mergeben; n=50, 5 Gruppen a 10 Tiere.
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4.2.2 Einfluss auf die absolute und relative Lymphozytenahl im Blut

Die mittlere Zahl der Lymphozyten im Blut lag zwmen 6,7 und 9,5 G/I, wobei der mittlere
Anteil der Lymphozyten an den Leukozyten im Blutsehen 52 und 70,8 % betrug (Abb. 18
A-D).

Die absoluten Lymphozytenzahlen (G/l) unterschiesieh innerhalb der einzelnen Gruppen

an den Untersuchungstagen 0, 2 und 7 nicht sigmfikoneinander.

Jedoch stellte sich beim Vergleich zwischen derp@en Cp und Kri® am Untersuchungstag
2 und am Tag 7 jeweils ein statistisch signifikatdaterschied dar §0,01) (Abb. 18 E, F).

Im Vergleich mit der Kontrollgruppe R" ergaben sich keine Unterschiede.

Die relativen Lymphozytenzahlen weisen in der Geu@p‘im Verlauf des Versuches einen
geringgradigen jedoch signifikanten Abfall auf, weitddessen die Gruppe ®hnur an Tag

2 einen signifikanten Abfall zeigt. Diese signifikan Unterschiede bestehen auch im
Vergleich zur Kontrollgruppe K". Die Gruppe K stellt sich signifikant geringgradig
niedriger als die KontrollgruppeR" dar. (Abb. 18 A-D).
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Abb. 18 Quantifizierung der absoluten und relativen Lympfien nachCoffea praeparata
und Koffein-Gabe im Blut.

Coffea praeparatdCp) und Koffein (Kn) wurden je vier Mal in zweiigen Abstanden (Tag 0, Tag 2,
Tag 4 und Tag 6) in einer Konzentration von jewdlsg/ml auf zwei verschiedenen Wegen
(subcutan, 1,5ml*}) oder per os, 4 ml°®)) appliziert. Als Kontrolle diente physiologische
Kochsalzlésung, die subcutan verabreicht wurd®"@€ 1,5 ml). Die absoluten Lymphozytenzahlen
der Gruppen R™ , Cp°und Kr* (A) und absoluten Lymphozytenzahlen der Grupp&H KCg™'und
Kn°? (B) wurden an Tag 0, 2 und 7 bestimite relativen Lymphozytenzahlen finden sich unter C
und D. Statistische Signifikanzen der Lymphozytéea (G/I und %) finden sich in Tab. E und F.
Die groRen Buchstaben stellen den Vergleich indlerle@ner einzelnen Gruppe zwischen den
einzelnen Versuchstagen dar, wahrend die kleinash&aben die Vergleiche der einzelnen Gruppen
untereinander an einem Versuchstag wiedergebef®, 5=Gruppen a 10 Tiere.

4.2.3 Einfluss auf die absolute und relative Anzahl segnmekerniger
Granulozyten im Blut

Abbildung 19 kann entnommen werden, dass die mattl2ahl der segmentkernigen
Granulozyten im peripheren Blut zwischen 2,31 urB965/I lag (A und B) und der mittlere
Anteil der segmentkernigen Granulozyten an den beyien im Blut zwischen 21,15 und
44,3 % (C und D) betrug.

Tiere der Gruppen Cp Kn°® und Kri® reagierten im Verlauf des Versuches mit einem
Anstieg der Granulozytenzahlen, welcher bei derpeuCp®im Vergleich zwischen Tag 0
und Tag 7 bei den absoluten wie auch den relaffedimahlen, bei der Gruppe Rivon Tag?

auf 7 und bei Gruppe Kfi' von Tag 0 auf Tag 2 in den absoluten signifikaat g < 0,05)
(Abb. 19 E;F)

In der Gruppe C3" fielen die relativen Werte von Tag 0 auf Tag hiigant ab, um von
Tag 2 auf Tag 7 signifikant anzusteiges@®1) (Abb. 19 D).

Vergleicht man die Applikationsart stellten sich dan Untersuchungstagen signifikante
Unterschiede zwischen diesen @nffea praeparataind auch fur Koffein dar (siehe Abb. 19
D,E). Die Granulozytenzahlen unterschieden sichejlswon oraler zu subkutaner Gabe
signifikant voneinander. Insgesamt stiegen die Zaid der Anteil der Granulozyten an den
Leukozyten im Verlauf der Applikation in 3 der 4 ¥k&toffgruppen signifikant an, Gruppe

Cp”® bildet hier eine Ausnahme. Alle 4 Wirkstoffgruppemigten eine ggr., jedoch

signifikante Erhéhung der Granulozytenwerte im \ieidh zu den Tieren der Gruppé™K
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Abb. 19 Beeinflussung der Granulozytenzahlen n&diffea praeparataund Koffein-Gabe
im Blut.

Coffea praeparatdCp) und Koffein (Kn) wurden je vier Mal in zweiigen Abstanden (Tag 0, Tag 2,
Tag 4 und Tag 6) in einer Konzentration von jewdlsg/ml auf zwei verschiedenen Wegen
(subcutan, 1,5ml*}) oder per os, 4 ml°®)) appliziert. Als Kontrolle diente physiologische
Kochsalzlésung, die subcutan verabreicht wurd®"tl€, 1,5 ml). Die absoluten Granulozytenzahlen
der Gruppen R Cp°und Kri® (A) und absoluten Granulozytenzahlen der Grupp®h KCf™® und
Kn°? (B) wurden an Tag 0, 2 und 7 bestimite relativen Granulozytenzahlen finden sich ui@er
und D. Statistische Signifikanzen der Granulozyééten (G/I und %) finden sich in Tab. E und F.
Die groRen Buchstaben stellen den Vergleich indlerlener einzelnen Gruppe zwischen den
einzelnen Versuchstagen dar, wahrend die kleinash&aben die Vergleiche der einzelnen Gruppen
untereinander an einem Versuchstag wiedergebef®, 5=Gruppen a 10 Tiere.

4.2.4 Einfluss auf die Monozyten-Anzahl im Blut (G/I)

Die mittlere Zahl der Monozyten im Blut lag zwisch®,1 und 0,95 G/I, der mittlere Anteil
der Lymphozyten an den Leukozyten im Blut lag zWwest 1 und 6% (siehe Abb. 20 A-D)

Die Gruppe CP? zeigte im Verlauf der Untersuchung einen statibtisdchstsignifikanten
Anstieg der Monozytenzahlen von Tag 0 tber Tag®,@01) auf Tag 7 ¢0,01). Von Tag 0
zu Tag7 im direkten Vergleich zeigte sich so h&gigsifikante Erhohung der
Monozytenzahlen (0,001). Dies trifft sowohl fir die absoluten wiechuflr die relativen
Zellzahlen zu (Abb. 20E,F). Die Gruppen€pnd K@ zeigte im Verlauf des Versuches
einen signifikanten Anstieg der Monozyten von Taaud Tag 2 (g0,01), gefolgt von einem
ggr. aber signifikanten Rickgang am Tag ¥0(01), dies ebenfalls wieder zutreffend fur die
absoluten, wie auch die relativen Werte. Beim Madli der absoluten Monozytenzahl (G/I)
stellten sich bei Tieren der Grupp€"Kuntereinander keine signifikanten Unterschiede an
den 3 Tagen der Untersuchung dar. Im Vergleich Geuppen untereinander waren
signifikante Unterschieden insbesondere der Gru@pd?® zu den ubrigen Gruppen
festzustellen (siehe Abb. 20 A-F).
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Abb. 20 Beeinflussung der Monozytenzahlen n&biffea praeparataind Koffein-Gabe im
Blut.

Coffea praeparatdCp) und Koffein (Kn) wurden je vier Mal in zwegigen Abstanden (Tag 0, Tag 2,
Tag 4 und Tag 6) in einer Konzentration von jewdlsg/ml auf zwei verschiedenen Wegen
(subcutan, 1,5ml*}) oder per os, 4 ml°®)) appliziert. Als Kontrolle diente physiologische
Kochsalzlésung, die subcutan verabreicht wurd8"@€ 1,5 ml). Die absoluten Monozytenzahlen der
Gruppen K™ | Cpund Kri® (A) und absoluten Monozytenzahlen der Gruppéti KCF™® und Krf"™

(B) wurden an Tag 0, 2 und 7 bestimiie relativen Monozytenzahlen finden sich unterr@ .
Statistische Signifikanzen der Monozytenzahlen (@4 %) finden sich in Tab. E und F. Die grof3en
Buchstaben stellen den Vergleich innerhalb einerzedhen Gruppe zwischen den einzelnen
Versuchstagen dar, wahrend die kleinen Buchstabien \érgleiche der einzelnen Gruppen
untereinander an einem Versuchstag wiedergebef®, 5=Gruppen a 10 Tiere.

4.2.5 Einfluss auf die absolute und relative Anzahl eoswphiler
Granulozyten

Bei den Blutuntersuchungen wurden keine signifigant/nterschiede sowohl zwischen den
einzelnen Tiergruppen als auch innerhalb der Tigngen zu den verschiedenen Zeitrdumen
bei der absoluten Zahl der Eosinophilen Granulozfgstgestellt (Abb. 21 A, B, E).

In Bezug auf die relative Zellzahl weisen die bei@ruppen CB* und C°am Tag 7 einen
signifikanten Abfall auf, CB® von 2,1% am Tag 2 auf 1,2% am Tag Zq®5) bei nahezu
gleicher absoluter Zellzahl (G/I) auf (Abb. 21 G,B). Vergleicht man die einzelnen Gruppen
untereinander, so kommt es an Tag 2 zu geringgeadadper signifikanten Unterschieden in
den Gruppen C¥f', Cp°und Kri{Abb. 21 F).
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Abb. 21 Beeinflussung der Eosinophilenzahl ndcbffea praeparataund Koffein-Gabe im
Blut.

Coffea praeparatdCp) und Koffein (Kn) wurden je vier Mal in zweiigen Abstanden (Tag 0, Tag 2,
Tag 4 und Tag 6) in einer Konzentration von jewdlsg/ml auf zwei verschiedenen Wegen
(subcutan, 1,5ml*}) oder per os, 4 ml°®)) appliziert. Als Kontrolle diente physiologische
Kochsalzlésung, die subcutan verabreicht wurd®"¢l€ 1,5 ml). Die absoluten Eosinophilenzahlen
der Gruppen R™ | Cp°und Kr (A) und absoluten Eosinophilenzahlen der Grupp&# KCg™ und
Kn°? (B) wurden an Tag 0, 2 und 7 bestimibte relativen Eosinophilenzahlen finden sich ur@er
und D. Statistische Signifikanzen der Eosinophiédten (G/l und %) finden sich in Tab. E und F. Die
grol3en Buchstaben stellen den Vergleich innerhider eeinzelnen Gruppe zwischen den einzelnen
Versuchstagen dar, wéahrend die kleinen Buchstabien \érgleiche der einzelnen Gruppen
untereinander an einem Versuchstag wiedergebef®, 5=-Gruppen a 10 Tiere.

4.2.6 Einfluss auf die Anzahl basophiler Granulozyten imBlut

Bei den Blutuntersuchungen wurden weder zwischen eéi@zelnen Tiergruppen noch

innerhalb der Tiergruppen zu den verschiedenenragiten signifikanten Unterschiede

festgestellt. Dies gilt sowohl fur die absolute Ahkals auch den prozentualen Anteilen der
basophilen Granulozyten im peripheren Blut (Abb). 22
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Abb. 22 Beeinflussung der basophilen Granulozytenzahl n&ciffea praeparataund
Koffein-Gabe im Blut.

Coffea praeparatdCp) und Koffein (Kn) wurden je vier Mal in zwegi@en Abstanden (Tag 0, Tag 2,
Tag 4 und Tag 6) in einer Konzentration von jewdlsng/ml auf zwei verschiedenen Wegen
(subcutan, 1,5ml°) oder per os, 4 ml°®)) appliziert. Als Kontrolle diente physiologische
Kochsalzlésung, die subcutan verabreicht wurd®"¢#€ 1,5 ml). Die absoluten Basophilenzahlen der
Gruppen K™ | Cp°und Kri (A) und absoluten Basophilenzahlen der Grupp®f kCg@™® und Krf"™

(B) wurden an Tag 0, 2 und 7 bestimmie relativen Basophilenzahlen finden sich unteur@ D.
Statistische Signifikanzen der Basophilenzahleh (&d %) finden sich in Tab. E und F. Die gro3en
Buchstaben stellen den Vergleich innerhalb einezedhen Gruppe zwischen den einzelnen
Versuchstagen dar, wahrend die kleinen Buchstabien \térgleiche der einzelnen Gruppen
untereinander an einem Versuchstag wiedergebef®, &5=Gruppen & 10 Tiere.

4.3 Einfluss von Coffea praeparataauf die Expression von L-Selektinerex
Vivo

Im Folgenden wurde untersucht, Gbffea praeparatdei oraler Applikation (Gruppe €8)
einen Einfluss auf die Expression von L-SelektihMNC und PMN nimmt (3.3.6).

Der Prozentsatz L-Selektin-positiver MNC (52+2 %idudie mittlere Fluoreszenzintensitat
positiver Zellen der Gruppe °K" war zu keinem der drei Zeitpunkte signifikant
unterschiedlich (Abb. 23 A,B). In der Gruppe®Ejstieg die mittlere Fluoreszenzintensitat an
Tag 2 nach oraler Gabe signifikant an, um an Taga@h Applikation wieder auf das

Ausgangshiveau zu fallen. Tiere der Grupp&Epnterschieden sich beziglich der mittleren
Fluoreszenzintensitat und des Anteils L-Selektisipeer MNC an Tag 2 nach oraler Gabe

signifikant von den Kontrolltieren (Abb. 23).
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Abb. 23 Quantifizierung der L-Selektin-Expression von MN@ch oraler Applikation von
Coffea praeparata.

Tieren der Gruppe CB' (n=10) wurdeCoffea praeparatager os (4 ml) je vier Mal in zweitagigen
Abstanden (Tag O, Tag 2, Tag 4 und Tag 6) in ef@rzentration von 2 mg/ml Koffein appliziert,
wahrend Kontrolltiere (R, n=10) physiologische NaCl-Lésung (per os 4 mbjiaten. Blut-MNC
wurden an Tag 0, 2 und 7 gewonnen und nach Anfariieeinem L-Selektin-spezifischen Antikorper
durchflusszytometrisch auf den Anteil positiver I€el(A) und auf die mittlere Fluoreszenzintensitat
positiver Zellen (B) gepruft. Statistische Vergleczwischen den Tagen und den Gruppen finden sich
fir A) und B) unter der Abbildung (C und D). Untelgedliche Kleinbuchstaben bedeuten signifikante
Unterschiede (p<0,05); n=20, 2 Gruppen a 10 Tiere.

Der Prozentsatz L-Selektin-positiver PMN beider @ren (C5® und K™) blieb im Laufe
des Versuches konstant. Jedoch lag der Prozerbsatzder Gruppe Cff' wahrend des
gesamten Verlaufes signifikant auf einem hoherevedli als die Kontrollgruppe (Abb. 24
A). In Bezug auf die Fluoreszenzintensitdt beiderugpen zeigten sich keine
Beeinflussungen. Beide Gruppen wiesen vergleichdsede auf (Abb. 24B,D).
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Abb. 24 Quantifizierung der L-Selektin-Expression von PMBch oraler Applikation von
Coffea praeparata.

Tieren der Gruppe CB' (n=10) wurdeCoffea praeparatger os (4 ml) je vier Mal in zweitagigen
Abstanden (Tag 0, Tag 2, Tag 4 und Tag 6) in eif@rzentration von 2 mg/ml Koffein appliziert,
wahrend Kontrolltiere (R, n=10) physiologische NaCl-Losung (per os 4 mhjiaten. Blut-PMN
wurden an Tag 0, 2 und 7 gewonnen und nach Anfariieainem L-Selektin-spezifischen Antikorper
durchflusszytometrisch auf den Anteil positiver Igal(A) und auf die mittlere Fluoreszenzintensitéat
positiver Zellen (B) gepruft. Statistische Vergleczwischen den Tagen und den Gruppen finden sich
fir A) und B) unter der Abbildung (C und D). Untelngedliche Kleinbuchstaben bedeuten signifikante
Unterschiede (p<0,05); n=20, 2 Gruppen a 10 Tiere.
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4.4 Einfluss von Coffea praeparataind Koffein auf die Migrationsfahigkeit
von PMN

Im Folgenden wurde untersucht, Gloffea praeparaté&Einfluss auf die Transmigrationsrate
von porzinen PMN‘s hatte. Das Blut der einzelnear@diuppen wurde separiert und fir 2

Stunden in die Transmigrationskammer verbrachhésg3.9).

Weder die PMN innerhalb der Tiergruppen noch digsgppenibergreifend verglichen
wiesen  signifikant  unterschiedlichen Migrationsmate in den In  vitro-
Transmigrationsversuchen auf. Mit Ausnahme einer. gggnifikant unterschiedlichen
Migrationsrate an Tag 2 zwischen den Grupperi® @§1,86 %) und C}¥' (65,18 %)
unterschieden sich die Raten ebenfalls nicht imgM&h zwischen den Gruppen an den
verschiedenen Tagen nach einer ein- oder mehrfadppfikation von Coffea praeparata
und Koffein, was tberdies auch unabhangig von gugalikationsform war (Abb. 25).
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Abb. 25 Beeinflussung der CXCL8-induzierten Transmigratrates von PMN durctCoffea
praeparataund Koffein.

Coffea praeparatgCp) und Koffein (Kn) wurden je vier Mal in zwegifien Abstanden (Tag O, Tag 2,
Tag 4 und Tag 6) in einer Konzentration von jewdlsg/ml auf zwei verschiedenen Wegen
(subcutan, 1,5ml*) oder per os, 4 ml°®) appliziert. Als Kontrolle diente physiologische
Kochsalzlésung, die subcutan verabreicht wurd®"@€ 1,5 ml). PMN wurden nach Blutentnahme
und Separation an Tag 0, 2 und 7 in die obere BdehtTransmigrationskammer verbracht. Die
unteren Vertiefungen enthielten Medium mit CXCL8é&mer Konzentration von 100 ng/ ml. Die
Zellen verblieben fiir der Gruppen K Cp*° und K° dar, Grafik B die prozentuale
Transmigrationsrate der Grupperf"k Cp”™ und K@, Tabellarische Darstellung der statistischen
Signifikanzen der Migrationsraten finden sich irbT&. Die groRen Buchstaben stellen den Vergleich
innerhalb einer einzelnen Gruppe zwischen den EieneVersuchstagen dar, die kleinen Buchstaben
stellen die Vergleiche der einzelnen Gruppen uirtareler an einem Versuchstag dar; n=20, 5
Gruppen & 4 Tiere.
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4.5 Einfluss von Coffea praeparataind Koffein auf die Proliferation von

mononuklearen Zellen im Tierversuch

Die im Tierversuch gewonnenen Blutproben wurden 48 Stunden jeweils mit 2 in
Vorversuchen evaluierten Mitogenen, ConA (3.2.3)d uRHA (3.2.3), stimuliert und
anschlieend durchflusszytometrisch auf Effektaigkezh morphologischer Veranderung der

Zellen untersucht (3.3.10). Als Indikator dientd{dlalie Veranderung der Zellen im FSC-H.

r

Mit Ausnahme der Kontrollgruppe R’ reagierten die MNC aller Gruppen auf die
Stimulation mit ConA fiir 48 Stunden mit einer ggber signifikanten Zunahme ihrer Grol3e

im Laufe der Untersuchung.

Hierbei reagierten die Gruppen €pCp”® und K vergleichbar mit einem ggr., jedoch
signifikanten Anstieg der Gro3e (ermittelter FSCiid)Verlauf des gesamten Tierversuches
von Tag 0 tber Tag 2 auf Tag 7, wobei die ZellenGieippe C mit einer relative
GroRenzunahme von Tag 0 auf Tag 7 um den Faktqp2(?001) die deutlichste Zunahme
zeigten (siehe Abb. 26 A,B,E) . Die Grupp&WKies ebenfalls einen geringgradigen Anstieg
Ihrer ZellgroRe auf, jedoch war dieser nur von Zaf 7 signifikant.

Im Vergleich der Gruppen untereinander an den &éereTagen des Versuches sind neben
den signifikanten Unterschieden aller Gruppen mis#ahme der Gruppe®¥an Tag 2 zu der
Gruppe K™ insbesondere die signifikanten Unterschiede zweisctien Gruppen Cpund
Cp”? sowie den GruppenKund K@ auffallend, der gleiche Wirkstoff unterscheidethsi
hier an Tag 2 applikationsabhéangig. Dieser Unteesctvar an Tag 7 nur noch zwischen den
Gruppen Keund K@ darzustellen (siehe Abb. 26 E).

Nach Stimulation mit PHA fiir 48 Stunden zeigtechsitr die Gruppen Cpund Cj™ die
gleichen Tendenzen wie in demt ConA stimulierten Proben, jedoch war hier derstleg
der Zellgro3e noch dezenter (siehe Abb. 26 C, \&)fallend war der vergleichbare Verlauf
der Gruppen Cund CS"™, welche mit einem ggr. moderaten aber signifikarastieg der
ZellgroRe im Verlauf des Versuches reagierte (27d2#. 292+4 an Tag 0 auf 3102 resp.
322+3 am Tag 7) und das Verhalten der Grupp&ukd K@ | bei denen keine signifikanten
Veranderungen zwischen den Untersuchungstagen georlaGruppe R reagierte wie
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vorher mit keiner signifikanten Veranderung beirBehtung der ZellgréRe im Verlauf des
Tierversuches.

Bei den Vergleichen der einzelnen Gruppen am jégexil Tag des Versuches ergaben sich
insbesondere zwischen den Gruppe°Gpd C™ an allen Untersuchungstagen signifikante
Unterschiede (siehe Abb. 26 F), wahrenddessen diersthiede zwischen den Gruppeti K
und K@ nur an Tag 2 signifikant waren (Abb. 26 F).
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Abb. 26 Proliferationsrate anhand der GrofRenzunahme vononukhedren Zellen unter
Einfluss vonCoffea praeparataind Koffein.

Coffea praeparatdCp) und Koffein (Kn) wurden je vier Mal in zwegi@en Abstanden (Tag 0, Tag 2,
Tag 4 und Tag 6) in einer Konzentration von jewdlsng/ml auf zwei verschiedenen Wegen
(subcutan, 1,5ml°) oder per os, 4 ml°®) appliziert. Als Kontrolle diente physiologische
Kochsalzlésung, die subcutan verabreicht wurd®"¢l 1,5 ml). Die gewonnenen Proben wurden
nach Blutentnahme an Tag 0, 2 und 7 mit ConA (1@W)g{Grafik A und B), respektive mit PHA
(Lpg/ml) (Grafik C und D) Uber 48 Stunden inkuhie@rafik A stellt die Proliferation der
Mononukleéren Zellen im Tierversuch nach Stimutatinit ConA der Gruppen K", Cp°und K*
dar, Grafik B die Proliferation der Mononukleéresll&n mit ConA der Gruppen® , CF#® und
K°4. Grafik C und D dementsprechend die Proliferatien Mononukledren Zellen im Tierversuch
nach Stimulation mit PHA. Tabelle E stellt die sfiganten Unterschiede der Stimulation mit ConA
dar, Tabelle F die signifikanten Unterschiede den@ation mit PHA. Die grof3en Buchstaben stellen
den Vergleich innerhalb der einzelnen Gruppen Zwdacden einzelnen Versuchstagen dar, die
kleinen Buchstaben stellen die Vergleiche der divezreGruppen untereinander an einem Versuchstag
dar; n=50, 5 Gruppen a 10.

4.6 Modulatorische Wirkung von Coffea praeparataund Koffein auf die

Phagozytoseleistung im Tierversuch

Die Fahigkeit des Koffeins, die Phagozytose quatititoder qualitativ zu beeinflussen sollte

im Rahmen des Tierversuches, wie auchigitro-Studien tberpruft werden (3.3.11).

Dabei war von Interesse wie viele Zellen phagozriytatten (Anzahl) und welche Menge an
Bakterienzellen aufgenommen worden war (Leistulg einzelnen Tiergruppen wurden
sowohl mit der Negativkontrolle als auch unteredenverglichen. Mit Ausnahme der
Gruppen Cf und CB™ konnten weder fir den Punkt Anzahl noch fir denkPiLeistung
statistisch signifikante Anderungen der Phagozytosebachtet werden. Die Gruppen®Cp
und CP™ zeigten am Tag 2 im Vergleich zu den drei anderasp@en sowohl in Bezug auf
die Menge an phagozytierenden Zellen als auch aaf Ahzahl der aufgenommenen
Bakterien pro Zelle einen signifikanten Abfall (ABYE). Hierbei zeigte sich zudem, dass
die Gruppe C§* an Tag 2 eine statistisch signifikant niedrigerenide an phagozytierenden
Zellen als die Gruppe Cpaufwies.
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Abb. 27 Phagozytoseleistung von porzinen Leukozyten uGtdfea praeparataind Koffein
in Vollblut.

Coffea praeparatdCp) und Koffein (Kn) wurden je vier Mal in zweiigen Abstanden (Tag 0, Tag 2,
Tag 4 und Tag 6) in einer Konzentration von jewdlsg/ml auf zwei verschiedenen Wegen
(subcutan, 1,5ml*}) oder per os, 4 ml°®)) appliziert. Als Kontrolle diente physiologische
Kochsalzlésung, die subcutan verabreicht wurd® ¢l 1,5 ml). Die gewonnenen Proben wurden
nach Blutentnahme an Tag 0, 2 und 7 auf ihre Phagezeingenschaften mittels eines Phagotests
(Orpegen) untersucht. Grafik A stellt den Prozemtphagozytierender Zellen der Gruppeti"KCp*®

und K¢ dar, Grafik B den Prozentsatz phagozytierendefe@efler Gruppen K", Cp”™ und K.
Grafik C und D dementsprechend die Menge der aofgemenen Bakterien indirekt Uber den FL-1
mean bestimmt. Tabelle E stellt die signifikantamtddschiede der Menge an phagozytierenden Zellen
dar, Tabelle F die signifikanten Unterschiede dk%-Mean dieser Zellen. Die grol3en Buchstaben
stellen den Vergleich innerhalb der einzelnen Geumppwischen den einzelnen Versuchstagen dar, die
kleinen Buchstaben stellen die Vergleiche der direzreGruppen untereinander an einem Versuchstag
dar; n=50, 5 Gruppen & 10.

4.7 Einfluss von Coffea praeparatauf die mRNA-Expression ausgewahlter

Gene in Gesamtleukozyten

Coffea praeparatavurde auf die Fahigkeit untersucht, einen Einfldssch orale Applikation
auf die Genexpression von IL-6, Prostaglandin-GjiHtBase- 2 und Arachidonat-5-
Lipoxygenase in Gesamtleukozyten auszutben (3.31313). Im Folgenden werden die

Gesamtzahlen der Kopien angegeben, welche sidh ing%5esamt-RNA befanden.

Nur die Tiere der Gruppe €p wiesen von Tag 0 zu Tag 2 eine geringgradige, aber
signifikante Reduktion der Expression von IL-6 a#in Tag 7 blieb das Niveau der
Expression hingegen auch fur diese Gruppe unverfi(glehe Abb. 28A). Im Vergleich zur
Kontrollgruppe zeigte sich jedoch keine signifikant Veranderung an allen
Untersuchungstagen (Siehe Abb. 28 B)

Die Prostaglandin-G/H-Synthase- 2 Genexpressiom@unach Gabe voBoffea praeparata
bei der Gruppe Cf' hochsignifikant reduziert. Diese Reduktion konneriden Verlauf des
Versuches, von Tag 0 zu Tag 2 und weiter zu Tagrgestellt werden (Siehe Abb. 28C)
Nach 7 Zagen und mehrmaliger Applikation des WoKsts kam es zu einer Reduzierung der
Genexpression um das Vierfache@01). Die Unterschiede zu der Grupp®'Kvaren am

Tag 2 und 7 erwartungsgemal signifikartqy01).

109



Ergebnisse

Die Genexpression der Arachidonat-5-Lipoxygenaserdevudurch Gabe vonCoffea
praeparata sowohl nach einmaliger, wie auch nach mehrmaliggplikation nicht
beeinflusst. Insgesamt blieb die Genexpressioresngm sehr niedrigen Niveau (siehe Abb.
28E ). Statistisch gesehen ergaben sich keine hftiede innerhalb der Gruppen®Gund
K™ an den Untersuchungstagen. Beide untersuchte @muppterschieden sich jedoch
voneinander (siehe F). Die Grupp&Kzeigte beziiglich aller 3 gemessenen Genexpressione
im Verlauf der Untersuchungen an den drei Untersoghzeitrdumen keine statistisch

signifikanten Veranderungen (siehe Abb. 28).
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Abb. 28 Genexpression von IL-6, Prostaglandin-synthasae2Arachidonat-5-Lipoxygenase
in Gesamtleukozyten des Blutes unter dem EinflossGoffea praeparata.

Tieren der Gruppe CB' (n=10) wurdeCoffea praeparatager os (4 ml) je vier Mal in zweitagigen
Abstanden (Tag 0, Tag 2, Tag 4 und Tag 6) in eif@rzentration von 2 mg/ml Koffein appliziert,
wahrend Kontrolltiere (R, n=10) physiologische NaCl-Lésung (per os 4 mihigten. Die
Blutproben wurden an Tag 0, 2 und 7 gewonnen, Gisalkozyten separiert und mittels PCR auf die
Genexpression von IL-6 (A), Prostaglandin-synthas@) und Arachidonat-5-Lipoxygenase (E)
untersucht. Die mMRNA-Expression ist in Anzahl depien bezogen auf 50g Total-RNA angegeben.
Die Tabellen B, D und F geben die signifikantendssthiede zu den jeweils vorgestellten Grafiken
wieder. Die groRen Buchstaben stellen den Verglgichrhalb einer einzelnen Gruppe zwischen den
einzelnen Versuchstagen dar, die kleinen Buchstabellen die Vergleiche der einzelnen Gruppen
untereinander an einem Versuchstag dar; n=12, pperua 6.

4.8 Einfluss von Coffea praeparatauf die mMRNA-Expression von TNFe
In vitro

Um zu uUberprifen, olCoffea praeparatan der Lage ist, die Expression von TNFzu
beeinflussen, wurden Leukozyten fur 16 Stunden mdi#én Coffea praeparata-
Konzentrationen 0,1 ml/ml (1/10), 0,01 ml/ml (1/30Q ul/ml (1/1000) und 0,01 pli/ml
(1/200000) inkubiert und anschlieRend mittels gPALR die Anzahl der Kopien je 50 ng
RNA untersucht (3.3.13 3.3.13).

Bei zunehmender Konzentration des eingeset@lefiea praeparatasank die Anzahl der
Kopien je 50 ng mRNA. Bei der geringsten Verdinnwog 0,01 ul/ml lag die Anzahl der
Kopien bei 28 585+17 669 £0,05). Die Mittelwerte mit dieser Konzentration Goffea
praeparatainkubierten Zellen wiesen damit eine um 40 % ggme Genexpression von
TNF-o im Vergleich zur Kontrolle auf. Die Streuung igtrdsrafik (Abb. 29A) zu entnehmen.
Bei einer Konzentration von 1 pl/ml lag die Genegsion auf vergleichbarem Niveau (Abb.
29A,B). Ab einer Konzentration von 0,01 mil/ml sadle Genexpression hochsignifikant ab
(Abb. 29B) und lag um ca. 68% niedriger als die alle (p je<0,05). Zellen, welche mit
einer Konzentration von 0,1 ml/ml inkubiert waraviesen kaum noch eine Genexpression
auf. Es ergab sich eine Reduktion um 99% (sieh&, 7).
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Abb. 29 Darstellung des Einflusses vQoffea praeparatauf die Genexpression von TNF

Separierte Zellen wurden fir 16 Stunden mit Coffpeaeparata-Dosen unterschiedlicher
Konzentration (0,01 pl/ml, 1pl/ml, 0,01ml/ml,0,1/ml) inkubiert. AnschlieBend wurde mithilfe der
PCR die Anzahl der Kopien pro 50ng Gesamt-RNA wwutehnt (Grafik A). Tabelle B stellt
signifikante Unterschiede zwischen den einzelnenz€atrationen dar; n=5.
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5 Diskussion

5.1 Expressionsverteilung des Adenosinrezeptors Typ AZdifferiert auf

porzinen Immunzellen

Koffein vermittelt seine Wirkungen im Organismusnzuleil durch die Analogie zum
korpereigenen Adenosin (HORRIGAN et al. 2006). Dated als der wesentliche Schritt die
Kopplung an den Adenosinrezeptor angesehen (FREMH@&Lal. 2001). Aus der Literatur
geht hervor, dass der fir die Rolle im Immunsystedeutendste Rezeptorsubtyp der am
weitesten verbreitete Adenosinrezeptor A2a ist BN et al. 1999) und dieser in jedem
Zelltyp des Organismus - wenn zum Teil auch aufimgem Expressionsniveau - vertreten zu
sein scheint (PIERCE et al. 1992).

Ziel dieses Versuches war es, die Expression desRe&zeptors auf porzinen Leukozyten
nachzuweisen. Mithilfe der Membranimmunfluoreszerkonnte bei neutrophilen
Granulozyten ein hoher Anteil A2aR-positiver Zelldargestellt werden, was sich mit den
Darstellungen Cronsteins deckt (CRONSTEIN et a9

In der Literatur wird in Bezug auf die eosinophil&manulozyten das Augenmerk eher auf
den Rezeptorsubtyp A3 gelegt (KOHNO et al. 1996;J&NT et al. 1997; WALKER et al.
1997); uber den Subtyp A2a fehlen ausreichender&efen. An dieser Stelle kann dartber
spekuliert werden, ob das Fehlen in der Literatur ldinweis darauf sein konnte, dass
Eosinophile generell eher den Subtyp A3 als A2aiiexeren. Dies wirde erklaren, warum
der Subtyp A2aR in der vorliegenden Arbeit nicht Bosinophilen nachgewiesen werden
konnte. Da der eingesetzte Antikorper bei Neutrdgphiallerdings schlissige Ergebnisse
lieferte, kann eine schlechte Bindung des Antikispas Ursache fur niedrige Fluoreszenz
ausgeschlossen werden. Koshiba et al. haben féchiedene Leukozyten (Neutrophile und
T-Zellen) dargestellt, dass sie erst nach Aktivigrarermehrt Rezeptoren auf der Oberflache
auspragen (KOSHIBA et al. 1997). Es konnte ein Hilsvdarauf sein, dass auch Eosinophile
den Rezeptorsubtyp nicht konstitutiv exprimiereondern nach Bedarf und Stimulus

ausbilden.
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Dass Monozyten Adenosinrezeptoren insbesonderd#aR exprimieren, stimmt mit den in
der Literatur gemachten Angaben Uberein (FREDHOLMak ; J. E. SALMON u.
CRONSTEIN 1990; FREDHOLM 1995; FREDHOLM et al. 20MASKO et al. 2008).
Auch die A2aR-Verteilung auf porzinen Lymphozytemsets ist in der Literatur beschrieben
und konnte in dieser Arbeit dementsprechend gexagiilen (ONDRACKOVA et al. 2012;
ONDRACKOVA et al. 2013).

5.2 Coffea praeparataind Koffein beeinflussen insbesondere die
Monozytenzellzahl des peripheren Blutes bei mehrmajer oraler Applikation

beim Schwein

Ziel dieses Versuches war es, zu untersuchen,ngbedn- oder mehrmalige Gabe von Coffea
oder Koffein die Anzahl der Leukozyten im Blut uddmit Teile des Blutbilds statistisch
beeinflusst. Dass samtliche Leukozytenwerte alles &am Tierversuch teilnehmender
Probanden im Referenzbereich (Referenz: Labor dénikK fir kleine Klauentiere,
Tierarztliche Hochschule Hannover) der Tierart fggeoll vorab nicht unerwdhnt bleiben.
Insgesamt ergab sich ein homogenes Bild mit verigbeiren Leukoztenwerten, lediglich zwei
Gruppen fielen durch einen geringgradigen, jedagnifskanten Anstieg der Leukozyten
innerhalb des Referenzbereiches auf. In den Grupp®f und Kri® erfolgte am Tag 7, nach
mehrmaliger Applikation, ein geringradiger jedoangikanter Anstieg.

Der Anstieg der Leukozyten kann in normalen, phggischen tierartichen Schwankungen
begriindet sein. Anzumerken ist, dass sich gegenidtmr Kontrollgruppe keine
Veranderungen in Bezug auf die Leukozytenzahl elitsh. In der Literatur gibt es keine
Hinweise auf eine Veranderung der absoluten Leukozghlen durch Koffein.

Da es sich um eine geringe Schwankung handeltindigghysiologischen Bereich liegt,
konnten auch Messungenauigkeiten eine Rolle géspielben, wobei auf eine

Standardisierung in allen Probenentnahmen und Befiangen geachtet wurde.
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Bei Betrachtung der absoluten LymphozytenzahldBelesich insgesamt keine substanziellen
Unterschiede bei den verschiedenen applizierterst&nben feststellen. Wed€offeanoch
Koffein waren in der Lage, die Lymphozytenzahl aeinflussen.

Die relativen Werte wiesen im Verlauf der Unterawudp einige geringgradige aber
signifikante Veranderungen zwischen den Gruppenlief Absenkung der Lymphozyten der
Gruppe K™ von 65 % auf 56% gefolgt von einem Anstieg am Taguf 65% ist hier
besonders hervorzuheben (Abb. 19 D). Ursache &iwvdranderungen der relativen Werte ist,
dass sich die Werte anderer Blutzellen, wie etwaMignozyten andern und so indirekt die
relativen Prozentzahlen der anderen Blutwerte eiriflussen. Relevanter ist demnach eine
Veranderung der absoluten Zahlen.

Bei einer Studie von Bishop et al. wurde festgéstss eine Stunde nach Gabe von Koffein
die Lymphozytenzellzahl vor allem des Subsets CBRmifikant hoher waren als in der
Kontrollgruppe. Nach dieser Stunde erfolgte einer®0itige sportliche Betéatigung (Laufen)
als Stimulus. Die Erh6hung der Lymphozytenzahl ule$ Subsets CD8+ war nach der
sportlichen Betéatigung und einige Stunden spaggistisch nicht mehr darzustellen (BISHOP
et al. 2005). Interessanterweise zeigten die Eiigebrvon Bishop, dass die CD4+CD69+ und
die CD8+CD69+ Zellen eine Stunde nach Koffeingatwis nach 90-minitiger Betatigung
anstiegen. Auch wenn dieser Effekt nach einigemdn nicht mehr darstellbar ist, gilt
CD69+ jedoch als eimarly-activation markerder mit einer gesteigerten T-Zell Proliferation
und zytotoxischen Aktivitat assoziiert wird (MUELEE et al. 2002). Im vorliegenden
Tierversuch wurde das Blut ca. 24 Stunden nach Gabetwaige Effekte untersucht. Die
hier gewonnenen Ergebnisse decken sich auch mitEdgebnissen von Bishop. Um den
beschriebenerearly-activation-Effektnachweisen zu kbénnen, wére eine Messung ca. 2
Stunden nach Applikation ziehlfihrend gewesen. @#snen ist eine weitere Untersuchung
Uber das Verhalten der einzelnen Subsets (CD4+HCR8 die genauere Charakterisierung

hilfreich. Eine Differenzierung beider Subsets faud Praktikabilitdtsgrinden nicht statt.

Bei 3 der 4 Wirkstoffgruppen stiegen die Zahl ured Anteil der neutrophilen Granulozyten
an den Leukozyten im Verlauf der Applikation sidkdit an. Gruppe Cf! bildete hier eine
Ausnahme. Der moderate Anstieg bewegte sich im Ralaer Referenzwerte und war bei 3
Gruppen gut darzustellen. Da die Tiere des Versielreem vergleichbaren Stress ausgesetzt
waren, kann auch hier der Grund in den verandedestiegenen Leukozytenzahlen in den
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physiologischen Schwankungen der Granulozytenzahden finden sein. Auch die
Kontrollgruppe reagierte mit einem geringgradigmdoch nicht signifikanten Anstieg der
neutrophilen Granulozyten. Da jedoch 3 der 4 Graopfenliche Verlaufe aufwiesen, kann
auch eine mogliche vermehrte Rekrutierung der sattamigen Granulozyten auf
physiologischem Niveau nicht ausgeschlossen werééme Steigerung der neutrophilen
Granulozytenzahlen im Blut konnte bei der Maus besthohen Dosen Koffein festgestellt
werden. Versuche mit verschiedenen KonzentraticaerKoffein zeigten, dass es erst ab
einer 10-fach hoheren Dosierung, als in diesem uéeryverwendet wurde, zu signifikanten
Effekten in Bezug auf die Granulozytenzahlen konfRAMANAVICIENE et al. 2004).
Diese hohen Dosierungen spiegeln jedoch nicht Herrpakologisch eingesetzten Mengen

wieder und sind deswegen fur die hier vorliegendgéstellung irrelevant.

Beim Betrachten der Ergebnisse im Hinblick auf tMenozyten fallt insbesondere der
hochsignifikante Anstieg der Monozytenzahlen dengpe C™ im Verlauf des Versuches
auf, der an Tag 7 sogar Uber dem physiologischdar&ebereich liegt. Diese Monozytose
trat nur bei der Gruppe B auf. Zwei weitere Gruppen reagierten ebenfalls efiter

signifikanten Steigerung der Monozytenzahlens{@pd Krf™), jedoch nur nach einmaliger
Applikation. Der Grund fiur die geringeren Anstiege den Ubrigen Gruppen mag der
Tatsache geschuldet sein, dass im Vergleich zdasaben Applikationsform die Menge des
eingesetzten Wirkstoffes 2,6-mal hoher war. Beteichman die sehr gute orale
Bioverfugbarkeit von Koffein (MARKS u. KELLY 1973;BONATI et al. 1982;

BLANCHARD u. SAWERS 1983), erklaren sich viele diutlicheren Befunde in dieser
Gruppe, da mit einem vergleichbaren Wirkstoffspiegei oraler, wie bei subkutaner
Applikation gerechnet werden kann (BONATI et al829 Derselbe Grund durfte wohl auch
erklaren, warum signifikante Effekte in der Grugfe®™ darstellbar waren, nicht jedoch in

der Gruppe Kif. Auch hier liegt die Menge des eingesetzten Wairfiiss 2,6-mal hoher.

Hervorzuheben ist insbesondere der Anstieg dereptoalen Monozyten in Gruppe EHum
das Dreifache von 0 auf Tag <(p005). (Abb. 21 B,D). Bei einer Studie mit Mausender
die Monozytenzahl im Blut nach Administration vomfiein untersucht wurde, stellten sich
vergleichbare Ergebnisse dar. Die eingesetzten Btengn Koffein in der Studie waren

allerdings hoher, als die hier verwendeten, jedsiod die sichtbaren Effekte tendenziell die
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gleichen. In der Studie stieg die Anzahl der Morieayim Blut um den Faktor 2.5<f,05)
(RAMANAVICIENE et al. 2004).

Da Monozyten sowohl in der angeborenen als auatlemerworbenen Immunantwort eine
wichtige Rolle spielen, schei@offea praeparataund auch Koffein durch die Rekrutierung
vermehrter Monozyten eine Beeinflussung des Imnstesys zu bedingen. Eine weitere
Untersuchung auf die Expression von Monozyten-dterenden Faktoren (IL-12, IFM-etc.)

kann hier weiterflhrende Erkenntnisse bringen.

Die absolute Zahl der eosinophilen Granulozyten Biut zeigte keine signifikanten
Veranderungen im Verlauf des Versuches. So schelwdfea praeparataund Koffein bei
den eingesetzten Konzentrationen nicht in der lzagsein, einen Einfluss auf die Menge der
zirkulierenden Eosinophilen zu haben. Signifikadtgerschiede in den prozentualen Zahlen
zwischen den Gruppen lassen sich eher mit einescWiegbung in Bereichen anderer

Leukozyten erklaren.

Eine Studie von Ramanaviciene an Mausen ergab eiestieg der Eosinophilen
Granulozyten erst bei deutlich hoheren Koffeindasigen. Bei Verabreichung
vergleichbarer Mengen von Koffein ergaben sich abehder Studie keine signifikanten
Effekte (RAMANAVICIENE et al. 2004).

Coffea praeparataund Koffein scheinen keinen Einfluss auf die Zaldr basophilen
Granulozyten im Blut zu haben. Nach eingehendeeraitirrecherche fanden sich keine

Quellen zu diesem Thema.

In Bezug auf die Auswertung des Zellbildes lassh $esthalten, dagSoffea praeparataind
Koffein nur auf Monozyten- und Granulozytenzahlanea Effekt haben. Hierbei liegen
deutliche Unterschiede in der Applikationsart uret @ingesetzten Substanz. Eine orale
Applikation mit hoheren Dosen fihrt insbesondere den Monozyten aber auch bei den
Granulozyten zu signifikanteren Anstiegen. Deswertevirkt Coffea praeparatgotenter als
Koffein im Hinblick auf Zellbildveranderungen. Dignnahme, das€offea praeparataind
Koffein immunmodulierende Wirkungen haben, bestétich und deckt sich sehr gut mit den
in der Literatur bereits erwahnten Studien. Der algnrezeptor als ein
Wirkungsmechanismus der eingesetzten Substanzemek@uf beiden Zelltypen in dieser

Studie dargestellt werden.
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5.3 Coffea praeparatasteigert die Expression von L-Selektinen auf MN@x

vivo nhach einmaliger Gabe

Bei L-Selektin (CD62L) handelt es sich um ein aufeukozyten exprimiertes
Oberflachenmolekul, das das ,Rollen” und die ,Arthafy* der Leukozyten entlang und an
die Gefallwand unterstitzt. Die Wechselwirkungen ndién gefallwandstandigen
Oberflachenmolekulen fuhren zu einer reversiblenhéftung. Dies fihrt letztlich zur
Diapedese der Leukozyten (ROBBINS 1998).

Im Falle einer erhéhten L-Selektin-Expression kémsezu einer vermehrten Abwanderung
von MNC's aus dem Lumen des Blutgefalles. Da eirererbarer Effekt vonCoffea
praeprata und Koffein auf die Monozyten und einige Effektef aandere Leukozyten

eingetreten ist, sollte Gberpruft werden, ob diddechanismus hier zum Tragen kam.

Der Test wurde an der Tiergruppe mit den stark€téekten und der Kontrollgruppe
durchgefuhrt, die wie zu erwarten keine Verandeemngeigte. Sowohl der Prozentsatz L-
Selektin-positiver MNC wie auch die mittlere Fluszenzintensitat positiver Zellen der
Gruppe Cf® stiegen nach einmaliger Gabe \@offea praeparataignifikant an. Der Abfall
nach mehrmaliger Administration kann auf einen Gawihgseffekt des Koffeins
zurtckzufiihren sein, wie schon durch Horrigan undeae beschrieben (HORRIGAN et al.
2006). Eine hohe Expression von L-Selektinen aufitmzellen ist ein frihes Signal fir die
Aktivierung und Ausdifferenzierung (KOHN et al.)alZoffea praeparatan der eingesetzten
Konzentration zu einer Erhéhung von L-Selektin-pesn Zellen gefiihrt hat, kann eine
immunmodulierende Wirkung zumindest nach einmali§dministration vermutet werden.
Ein Langzeiteffekt stellt sich, das L-Selektin le#fiend, nicht ein. In der Literatur finden sich
lediglich Studien tber die Wirkung von Adenosin alig L-Selektin-Produktion, nicht von
Koffein. In einer Studie wurde dargestellt, dasseAasinagonisten zu einem signifikanten
Verlust von L-Selektin positiven Zellen fuhrt (TAJA et al. 2001). Koffein (und damit auch
Coffea praeparatpals Antagonist des Adenosins musste diese Wirkaamigindern, oder ihr

entgegenwirken. Die hier dargestellten Ergebnis#&zen diese Theorie. Eine weitere Studie
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hat die Rolle des A3-Repeptors bei Entzindungerersumtht. Hier erfolgte zwar eine
verringerte Ausbildung des Leukotriens B4 (LTB4x¢ch wurde die L-Selektin-Ausbildung
nicht beeinflusst (KNIGHT et al. 1997). Die PMN wen keine signifikanten Veranderungen
in Ihnen L-Selektin-Expressionsmustern auf. Diesktisich mit den Ergebnissen von Knight
et al. (KNIGHT et al. 1997). Nicht abschlielBend lgek ist der geringgradige, jedoch
signifikante Unterschied zwischen der Kontroligrapmd der Gruppe €f'in Bezug auf den

Anteil positiver Zellen. Die Niveaus beider Gruppemrandern sich im Laufe der

Untersuchung nicht, sind jedoch unterschiedlich.

5.4 Coffea praeparataund Koffein haben keinen nachweisbaren Effekt auf

die Migrationsfahigkeit von Leukozyten

Eine wichtige funktionelle Eigenschaft von Leukaaytist deren Fahigkeit, auf einen
chemotaktischen Reiz hin zu wandern. ExtravasatimhMigration zu einem Infektionsherd
und von einem lymphatischen Gewebe zum anderen wimntitige Funktionen von
Leukozyten. Unter Chemotaxis versteht man die perte Bewegung von Zellen entlang
eines Konzentrationsgradienten bestimmter chemetiidr Faktoren (JANEWAY 2002).
Mithilfe der Transmigrationskammer sollte tUberpnivitrden, ob dies den Zellen behandelter

Tiere schwerer oder leichter fallt.

Sowohl Coffea praeparatals auch Koffein haben in keiner der beiden Amdldnsformen
positiven oder negativen Einfluss auf die Transatignsfahigkeit der Immunzellen. Obwohl
aus den Literaturquellen vereinzelnd eine solchedWation zu erwarten gewesen ware,
konnte sie in der vorliegenden Arbeit mit diesemrséehsaufbau und den gewahlten
Intervallen nicht belegt werden. Die bisher erfeigtStudien konzentrierten sich auf das
Adenosin und dessen Fahigkeit, die Transmigratmm Xellen in das Entziindungsgeschehen
zu beeinflussen. Ergebnis dieser Studien war eedlidhe Steigerung der Migrationsrate
nach Stimulation mit Adenosin oder entsprechendgarndsten (IUR'EVA et al. 2014; RING
et al. 2015). Die Untersuchungen wurden einige &omach Inkubation durchgefuhrt. Da
Koffein ein Antagonist des Adenosins ist, wurdeeeReduzierung der Migrationsfahigkeit

oder eine fehlende Beeinflussung erwartet. Sullietal. haben in ihren Versuchen Koffein
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benutzt und keine Beeinflussung der Migrationsfiéigfeststellen konnen (SULLIVAN et
al. 1992).

Coffea praeparataespektive Koffein hemmen 24 Stunden nach einrealigabe und auch
nach Langzeitadministration die Transmigrationgjiébit der Zellen nicht. Die hier
erhobenen Ergebnisse decken sich mit einigen degitbedurchgefihrten Studien. Dass
Koffein und damit auchCoffea praeparatakeine antagonisierenden Wirkung auf die
Adenosinfunktion ausibt, kann an den Messintermatider der zu geringen Konzentration

liegen.In-vitro-Studien mit Adenosinantagonisten liegen derzehtnior.

5.5 Coffea praeparataund Koffein fiihren zu einer verstarkten Proliferation

von mononuklearen Zellen

Es sollte Uberprift werden, oBoffea praeparataund Koffein in der Lage sind, die
Proliferation der mononukledren Zellen, insbesoadias Zellwachstum zu beeinflussen. Der
Indikator fUr die Proliferation war die morphologiee Veranderung, die mittels FACS im
FSH-H dargestellt werden kann. Zum Einsatz kameei zsrschiedene Mitogene, da in der
Literatur in denn-vitro-Versuchen verschiedene Mitogene mit unterschieehdErgebnissen
eingesetzt wurden. Die Mitogene wurden in Vorvengucauf Ihre Fahigkeit der Proliferation

getestet.

Bei den mit ConA stimulierten Zellen erfolgte eirggr. Grol3enzunahme, die mit
zunehmender Applikationsdauer auf niedrigem Niveaunahm. Dies betraf alle 4
Wirkstoffgruppen. Die Kontrollgruppe verandertehsizei Stimulation nicht signifikant. Die
Gruppe K°reagierte im Laufe des Versuches mit den geringsteriinderungenCoffea
praeparatawar in beiden Applikationsformen fahig, die Immefien zu stimulieren; Koffein
demgegentber war in der oralen Applikationsart dreskazu in der Lage, als in der
injizierten. Dieser Effekt wurde in unterschiedikchVersuchsreihen dieser Arbeit festgestellt.
Wie bereits erwahnt, wird der wahrscheinlichste @rdaran liegen, dass im Vergleich zur
subkutanen Applikationsform die Menge des eingéset¥Virkstoffes bei oraler Gabe 2,6-
mal héher war. Die sehr gute orale Bioverfigbarkeit Koffein (MARKS u. KELLY 1973;
BONATI et al. 1982; BLANCHARD u. SAWERS 1983) wurbereits erwahnt.

121



Diskussion

Betrachtet man die Ergebnisse fur die StimulatiognRH A, fallt auf, dass nur die miZoffea
praeparataapplizierten Tiere eine Reaktion zeigen. Koffelleia hat keine Auswirkungen
auf die Proliferation nach Stimulation mit PHA. Bieveist darauf hin, dass die Ubrigen
Substanzen, welche i@offea praeparatanthalten sind, einen nicht unerheblichen Tegshr
pharmakologischen Wirkungsprofils ausmachen und damit eine Reduzierung v@offea
praeparatarein auf den Gehalt an Koffein fir bestimmte Feagkungen nicht belegt werden

konnte.

Huang et al. zeigten auf, dass das Adenosin eitemk femmenden Einfluss auf die T-
Lymphozytenfunktion hat (HUANG et al. 1997), Blackn et al. wiesen diesen hemmenden
Effekt auch fur die B-Zellen nach (BLACKBURN et d996; ALDRICH et al. 2003). Es ist
davon auszugehen, dass Koffein als Adenosinantstgomieiner Steigerung der Proliferation
oder zumindest zu einer Aufhebung der Hemmung fillEstliegen bislang nur Ergebnisse
von in-vitro-Versuchen Uber die Rolle des Koffeins hinsichtligr Proliferation vor. Diese
Ergebnisse zeigen eine Dosis-abhangige Wirkung Kagteins auf die Proliferation. Bei
hohen Dosierungen von Koffein wurde eine geringg@adJnterdrickung der Proliferation
von T- und B-Zellen (KANTAMALA et al. 1990; ROSENTAL et al. 1992; HORRIGAN et
al. 2006) erreicht. Bei den hier vergleichbar es®jeten Dosen trat kein Effekt auf
(KANTAMALA et al. 1990; ROSENTHAL et al. 1992; HORRAN et al. 2006).

In denin-vitro-Studien, die eine geringgradige Unterdriickung &gen, wurden die Zellen
langer inkubiert, zwischen 72 Stunden und 120 Tagerfgrund des unterschiedlichen
Studiendesigns konnen unterschiedliche Ergebnisgsteden. Die in diesem Versuch
aufgezeigte GroRRenzunahme der MNC, insbesondere Gabe vonCoffea praeparata,

spricht far immunmodulatorische Fahigkeiten der Sabz, die nicht nur auf dessen
pharmakologisch wirksamen Bestandteil Koffein zudidihren ist. Im direkten Vergleich

beider Substanzen stellte sich Koffein als wenpggent dar.
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5.6 Coffea praeparataund Koffein haben nach einmaliger Gabe einen

hemmenden Einfluss auf die Phagozytoseleistung imerversuch

Die Phagozytose ist ein essentieller Mechanismiisnseder neutrophilen Granulozyten und
der Makrophagen, um Antigene zu bekdmpfen. Wahdieses Prozesses werden Antigene
mittels Invagination in sogenannte Phagosomen saidessen, die dann in der Zelle mit

Lysosomen zu Phagolysosomen verschmelzen (JANEWFO2)R

Die erhobenen Daten ergeben eine Reduktion phagoawytier Zellen nach einmaliger
Applikation vonCoffea praeparatan beiden Darreichungsformen. Dieser Effekt isthatiir
die mit Koffein behandelten Gruppen nachweisbatodk in Bezug auf ihre FL-1-Mittelwert,
also der Menge der aufgenommenen Bakterien. Koffdsnalleiniger Wirkungstrager im
Coffea praeparataerscheint unwahrscheinlich, da die korrespondaeDosis an Koffein
allein einen deutlich geringeren Effekt auf die Radrung der Phagozytose hatte.

Beachtenswert ist die Tatsache, dass die Redugieden Phagozytosefahigkeit nur nach
einmaliger Administration auftrat. Bei mehrmaligéabe erfolgte keine Verringerung der
Phagozytoseleistung mehr, einige Gruppen reagiestegar mit einer ggr. gesteigerten
Phagozytoseleistung. Ein Gewo6hnungseffekt durche ditochregulation der Rezeptoren
erscheint hier wahrscheinlich (HORRIGAN et al. 2006 der Literatur finden sich einige
Studien, die die Rolle des Adenosins in Bezug @iPthagozytose beschreiben. Generell galt
lange, dass die Phagozytoseleistung von Makrophdgeatn Adenosin reduziert wird (PIKE
et al. 1978). Vor einiger Zeit fanden einige Foesgnuppen jedoch heraus, dass bei
Stimulation mit einem Al Rezeptor-Agonisten undiéigzierte Monozyten eine vermehrte
Phagozytose zeigen (J. E. SALMON et al. 1993). Badinzierte und juvenile Monozyten
exprimieren vermehrt den Al-Rezeptor (EPPELL etl8B9). Der Al-Rezeptorweg wurde
auch fur die Anregung der Neutrophilenfunktionenrgéatellt; auch hier nahm nach
Stimulation des A1R die Phagozytoseleistung zuE(JSALMON u. CRONSTEIN 1990;
CRONSTEIN et al. 1992).

Der Al1-Rezeptor wird bereits durch minimale Adenksinzentrationen aktiviert, bei hGheren
Konzentrationen von Adenosin (durch Entzindungeamys8tution, etc.) wird der A2a —
Rezeptor aktiviert, was einen inhibitorischen Effeuf die Funktion der Neutrophilen
(CRONSTEIN et al. 1992) hat.
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Moglicherweise reichen die einmalig gegebenen DamefQoffea praeparataund Koffein
aus, um den Al-Rezeptor, nicht jedoch den A2aRrzaganisieren. Nach Gewdhnung de
Zellen an die Wirkstoffe kommt es zu einer Hochtagan insbesondere des A2aR
(SVENNINGSSON et al. 1997). Um die Unterschiede Werhalten der eingesetzten
Praparate zu erklaren, spielen méglicherweise veeibehaltsstoffe de€offea praeparata
eine wichtige Rolle. Wie den Ergebnissen zu entreghist, reagierten alle Gruppen inklusive
der Kontrollgruppe mit einer Erniedrigung an derrige der aufgenommenen Bakterien nach
einmaliger Applikation. Fur die Kontrollgruppe udde Gruppen, die Koffein erhalten hatten,
war diese Erniedrigung jedoch nicht signifikantef® Erniedrigung in Bezug auf die Menge
der augenommenen Bakterien kann an einer stregsamtkn Immunsupression durch die

Manipulationen an Tag 0 und 1 zu erklaren sein.

5.7 Coffea praeparataeduziert die Genexpression von Prostaglandin-G/H-
Synthase- 2, hat jedoch keinen Einfluss auf die Gerpression von IL-6 und

Arachidonat-5-Lipoxygenase im Tierversuch

Die Cyclooxygenase-2 (COX-2 oder PGHS-2), ist eimzy#n, das, Arachidonsaure zu
Prostaglandin-H2 oxidiert und bei Lasionen syn#iett wird (O'BANION 1999).

Coffea praeparatdhat einen messbaren Einfluss auf die m-RNA-Expoasgon (PGHS-2).
Es war in der Lage, seine Expression bei Langzaitaidtration um den Faktor 4 zu senken.
Bereits einmalige Gaben vo@offea praeparatahatten einen statistisch nachweisbaren
Effekt. Eine mogliche antiinflammatorische FunktidesCoffea praeparatanit protektiven

Effekten flr den Organismus kénnte in dieser Emgechg der COX-2 liegen.

Cadieux et al. wiesen nach, dass Adenosin zu eiier und A2a-Rezeptor-vermittelten
Stimulation der COX-2 auf mMRNA Ebene fihrt. Diesgsrde auch fur das exprimierte
Protein COX-2 selbst bestatigt (CADIEUX et al. 2D0Bouliot et al. postulierten durch die
Beschreitung des COX-2 Pfades die wichtige Rolls Aelenosins bei der Entziindung
(POULIOT et al. 2002). Koffein als einer der Inisaloffe desCoffea praeparatawirkt als

Antagonist des Adenosins. Im beschriebenen Vergedte sich dieser Antagonismus und

lag somit im Einklang zu den bisher erhobenen $tudi
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IL-6 gehort zu den Zytokinen, welche die Entziindiregktion des Organismus regulieren.
Interleukin-6 ist ein Aktivator der Akute-Phase-feine und ist ein Lymphozyten-
stimulierender-Faktor (TAGA u. KISHIMOTO 1992; GRAE et al. 1993).Im Falle einer
Entziindung gehoéren neutrophile Granulozyten zuedsten Immunzellen vor Ort. 1I-6 fuhrt
zu einer verringerten Einwanderung von Granulozyteth im Gegenzug zu einer vermehrten
Rekrutierung von Lymphozyten (GRAEVE et al. 1993).

Es stellten sich im Tierversuch keine Veranderunigsichtlich der Expression von IL-6
dar. Es erfolgte zwar nach einmaliger Gabe Cmffea praeparataine Reduzierung. Diese

war im Vergleich zur Kontrollgruppe jedoch stassti nicht signifikant.

Uber die Wirkungen von Koffein odeCoffea praeparataauf IL-6 liegen derzeit keine
Studien vor, jedoch zeigen einige Studien eine btegulation diverser Zytokine nach
Koffeinadministration auf. So wurden in-vitro-Versuchen die Expression von IL 2, IL 4
(ROSENTHAL et al. 1992), IL 5 (HORRIGAN et al. 2006 10 (VAN FURTH et al. 1995)

und IFN- y gehemmt (RITTER et al. 2005).

Arachidonat-5-Lipoxygenase (5-LO) oxidiert Arachmd@ure zu Leukotrien A4.Verschiedene
Tumorgewebe zeigen eine erhéhte Ausschiittung vb@.5Es steht im Verdacht, an der
Angiogenese beteiligt zu sein (J. A. SALMON u. HIS@987). Je nach Anwesenheit von
Cox 2 respektive Alox 5 wird die ArachidonsdurePnostaglandinen oder zu Leukotrienen
synthetisiert. Dies ist von einiger Bedeutung fén aveiteren Verlauf einer Entziindung (J. A.
SALMON u. HIGGS 1987; JANEWAY 2002; CADIEUX et &005) .

Coffea praeparatawar in den hier eingesetzten Konzentrationen ueinbvorgegebenen
Versuchsaufbau nicht in der Lage, die GenexpressionArachidonat-5-Lipoxygenase (5-
LO) zu beeinflussen. Es wurden keine signifikaremanderungen festgestellt, so dass eine
maogliche Immunmodulation mit Richtungsweisung aeh dCox-2-Pfad nicht nachzuweisen
war. In der Literatur finden sich einige Quellerelehe sich mit der Rolle des Adenosins bei
der Expression von 5-LO beschaftigen. Es konntee eitemmung der Biosynthese
(FLAMAND et al. 2000) und damit die Lenkung der Emdung Uber den COX-2 Pfad
dargestellt werden (POULIOT et al. 2002). Die ustlredlichen Expressionsniveaus

zwischen beiden Gruppen sind beachtenswert. Jadirémicht au3er Acht gelassen werden,
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dass bei beiden Gruppen die Anzahl der Kopien/S8MNA zwischen 1000 und 3000

Kopien lagen, also auf einem sehr niedrigen Niveau.

Durch seine Rolle als Antagonist des Adenosins wufidr das inCoffea praeparata
enthaltene Koffein eine Steigerung der 5-LO Expogssrwartet. Diese trat jedoch nicht ein.
Grund hierfur kénnte eine zu geringe Dosis von Kioffsein. Weiterhin muss auch bedacht
werden, dass weitere, ilGoffea praeparateenthaltene Substanzen, den antagonisierenden

Effekt des Koffeins wieder aufheben konnten.

Insgesamt decken sich die erhobenen ErgebnissezngBauf die Genexpression sehr gut mit
den in der Literatur beschriebenen Effekten. Koffeis Antagonist fihrt zu einer Hemmung
der COX-2 und darin konnte eine anti-inflammatdresd&Eigenschaft begriindet sein. Diese
Ergebnisse wurden sowohl auf Genexpressionsebsraieh auf der Ebene der Enzyme und
Zytokine bereits fir den Menschen und die Mausétiggt(HORRIGAN et al. 2006). Eine
immunmodulatorische Wirkung des Koffein und damés Coffea praeparatailiber die

Hemmung der Prostaglandin-G/H-Synthase- 2 konntkeiser Arbeit bestatigt werden.

5.8 Coffea praeparatehat einen hemmenden Effekt auf die Genexpression

von TNF-a in vitro

TNF-o wird bei lokalen und systemischen Entzindungernwiemend von Makrophagen
gebildet. Es ist in der Lage auf Immunzellen zukesr, indem es die Zellproliferation anreqt,
die Differenzierung der Immunzellen beschleunigd ulas Expressionsmuster weiterer
Zytokine beeinflusst (LE VRAUX et al. 1993; PRABHAR et al. 1995; SAJJADI et al.
1996).

Bei einer eingesetzten Konzentration @edfea praeparataon 0,1ml/ml findet nahezu keine
Expression mehr statt. Die Koffeinkonzentrationspntht hier 0,2 mg/ml und liegt bereits
im toxischen Niveau (HORRIGAN et al. 2004, 2006).

Auch bei der Konzentrationsverringerung auf 0,01mhliegt der Koffeingehalt im Bereich
des beginnenden toxischen Effektes auf die Zell@eressant ist die Herabregulierung des
TNF-a durchCoffea praeparatabei den niedrigsten Konzentrationen. 0,01 pl/nikncht

0,02 ng/ml Koffein. In dieser Konzentration wurdeuch in anderen Studien eine
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Verminderung der TNFeExpression dargestellt (VAN FURTH et al. 1995; St al. 2000;
HORRIGAN et al. 2004). Die dort festgestellten BEngisse wurden fur das Schwein in dem
hier gewahlten Versuchsaufbau bestéatigt. Eine iaflimmatorische Wirkung kann

deswegen fir die Herabregulation des Té&N&genommen werden.

5.9 Gedanken uber den Einsatz von Koffein in der Tiermdizin

In Anbetracht der Vielzahl an Auswirkungen von Kaiff auf den Organismus gab und gibt es
diverse Debatten uber die generellen Konsequenakg@€rscheinungen von Koffein auf die
Gesundheit des Menschen und des Tieres. Die inttasi Diskussionen ergeben sich in der
Kardiologie, jedoch verdichten sich die Hinweise,assl Koffein und deren
Methylxanthinmetaboliten ebenfalls einen erheblichEinfluss auf das Immunsystem
ausuben konnen (JAMES 2004; ZIEGELSTEIN 2004).

Aufgrund der Bedeutung des Adenosins fur den Kohagrauch Koffein eine grof3e Anzahl
zentraler und peripherer pharmakologischer Wirkangdie auf dem Antagonismus zu
Adenosin beruhen. Auf die Bronchialmuskulatur wirkdie Methylxanthine Koffein und
dessen Derivate relaxierend und daher antiasthchai$©SCHER et al. 1997).

Eine Stimulation der Herzmuskulatur bewirkt eindn¢drte Herzfrequenz, eine verstarkte
Durchblutung der Organe und eine Anderung des pergm GefaRBwiderstandes. Die
Leistungsfahigkeit der Skelettmuskulatur und dieezsifellkontraktilitit nehmen zu, was
sich positiv auf die Atemfunktion auswirkt (FREDH®IL1988). Demgegeniuber nimmt die
Relaxation der glatten Muskulatur zu. Die Diureser dNieren wird ebenfalls erhéht
(ARNAUD 1987). Durch den Antagonismus zu Adenosindvder durch A2AR vermittelte
hemmende Effekt des Adenosins auf die Dopamin&dtiraufgehoben, was einer indirekten
férdernden Wirkung entspricht (FREDHOLM et al. 2D05

Koffein hebt die durch Adenosin ausgeldéste HemmadeigNeuromediator-Ausschittung via
Al1R auf, so dass es nach einer Koffeingabe zur eerten Ausschuittung exzitatorischer
Neuromediatoren kommt (FREDHOLM et al. 2005). DieOEmpfindlichkeit des
Atemzentrums wird erhéht und dadurch das AtemmmudkRimen gesteigert. Koffein

bedingt eine Stimulation des sympathischen Nenstragys. Dies fuhrt zu einem Anstieg der
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Catecholamine Epinephrin und Norepinephrin (GRAHAMSPRIET 1995; GRAHAM et al.
2000). Es konnte eine Steigerung des Cortisolsfseme Plasma nachgewiesen werden
(LAURENT et al. 2000). Zusétzlich zu der direkteedmhflussung der Immunzellen durch
Koffein kdnnen durch diese zentralnerviosen und rosgaen Effekte, etwa auf das Herz-
Kreislauf-System, weitere Auswirkungen auf die Rimk und die Immunzellwanderung
erfolgen (BISHOP et al. 2005).

Wenn man die Wirkungsdauer des Koffeins richtigselr@itzen will, muss man bedenken,
dass die Halbwertszeit von Koffein allein kein lérium hierfiir sein kann, da neben Koffein
auch seine Metabolite pharmakologische Wirkung wem konnen. Diese entstehen durch
einen Abbau in der Leber. Die Beeinflussungen dasunsystems durch diese Metababolite
riicken erst nach und nach in das Blickfeld der @fiehkeit. Der Hauptmetabolit des
Koffeins ist das Paraxanthin. Fir diesen Metabolkennte jingst eine Beeinflussung des
Immunsystems bewiesen werden. Die Auswirkungen pestben denen von Koffein
(HORRIGAN et al. 2006). Die immunmodulatorischenrkdngen von Theophyllin sind
langer bekannt. Es wird seit Jahren gezielt fUrBRdandlung von Asthma eingesetzt. Auch
in der Veterinarmedizin ist der Einsatz von Thedlimyals Bronchiodilatator unumstritten
und eines der wichtigsten zur Behandlung der CQdPiofic obstructive pulmonary disease)
und zur Behandlung der chronischen lymphoioschenk&mie (BASU u. MITRA BASU
2000). Uber die Wirkung von Theobromin gibt es dugl nur wenige Erkenntnisse, die aber
auf eine &hnliche Wirkung wie Koffein hindeuten,nmeauch schwacher in ihrer Auspragung
(CHOROSTOWSKA-WYNIMKO et al. 2004).

Bei der Beurteilung des Medikamentes muss berlckgicwerden, dass der Effekt von
Koffein bei Langzeitdistribution ein anderer seiank, als bei einmaliger Applikation. Es
kommt beim Koffein zu einer Toleranzentwicklung, edizu einer veranderten
pharmakologischen Wirkungsweise fuhren kann. Deterbozeffekt ist fur das Herz-
Kreislauf-System dargestellt (FREDHOLM et al. 1998) die immunologischen Funktionen
jedoch nur spérlich untersucht. Bei der Betrachtdeg Koffeins als Langzeittherapeutikum
oder Prophylaktikum darf nicht aus den Augen gelasgerden, dass eine Langzeitexposition
des Organismus mit Koffein (1-2 Wochen) in einerchi@gulation der A2aR resultiert. Die
vermehrte Expression von A2aR fuhrt dazu, dassAtEnosineinfluss auf die Zielzelle
zunimmt und somit die anti-inflammatorische Wirkungsatzlich verstarkt wird (VARANI et
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al. 2005). Die Daten aus den Tierversuchen zeigste &nsatze einer Verstarkung der anti-

inflammatorischen Wirkung.

Ein Toleranzverhalten ist fir den Einsatz als Madikent von Bedeutung, da diese Gedanken
in die Applikationsstrategie mit einflieRen sollteBei der Betrachtung von bereits
existierenden Studien sollte darauf geachtet werderes sich um eine einmalige oder eine
chronische Gabe des Koffeins handelt. UntersclulkelErgebnisse von Reaktionen kdnnen
damit erklart werden. Die gangige Lehrbuchmeinusig dass Koffein die meisten, wenn
nicht gar alle Effekte Uber den Antagonismus zu riadn vermittelt. Wie Fredholm et al.
(1990) zeigen konnte, hat Koffein das Potentialbstein niedrigsten Konzentrationen mit
allen 4 Adenosinrezeptoren zu interagieren. Degéhém wurde mehrfach postuliert, dass die
Hemmung der cAMP-PDE nur mit Konzentrationen eheiwird, die jenseits der normalen
Aufnahme Uber Kaffee oder der gangigen pharmazdgis Produkte sind (MANDEL 2002).
In Bezug auf die Auswirkungen auf das Immunsystessén aber die Ergebnisse dieser
Arbeit im Einklang mit bereits vorher vertffentlieim Publikationen vermuten, dass die
Hemmung der PDE von entscheidender Bedeutung &1Adswirkungen des Koffein sind.
Adenosin vermittelt, wie im Literaturteil dargestelanti-inflammatorische Effekte. Wenn
nun Koffein ein Antagonist zu Adenosin ist, kannm@nehmen, dass es zu einer Hemmung
des anti-inflammatorischen Effektes des Adenosorarkt, was sich letzten Endes in einem
pro-inflammatorischen Effekt niederschlagen kondesloch zeigen die Ergebnisse klar einen
anti-inflammatorischen Effekt auf. Horrigan et g8004) konnten zeigen, dass es zu einem
deutlichen Anstieg des cAMP in der Zelle nach Kiofflabe kommt. Des Weiteren konnten
sie viele der von Koffein induzierten Wirkungen clutochspezifische cAMP-Antagonisten
(Rp-8-Br-cAMP) blockieren. Bis dato wurden 44 vénsclene PDE-Proteine identifiziert
(CASTRO et al. 2005), die eine Vielzahl von Struktuund Funktionen erfullen. Um die
Rolle des Koffeins als PDE mit anderen schon beteamRDE-Hemmern zu vergleichen, sind
sicherlich noch weitere Studien notwendig. Wie intetaturteil dargestellt, gibt es eine
Vielzahl von Ubertragungswegen, (ber die Adenosiit der Zelle interagiert. Die
Maoglichkeit, dass Koffein auch Uber diese Wege tirkt durchaus gegeben. Der A2aR ist
zwar der wichtigste Adenosinrezeptor auf Immunzeljedoch nicht der einzige. Die Rolle
Des A3R ist das Ziel jungerer Studien (EZEAMUZIED20BARNES 2003).

129



Diskussion

Das Potential anti-inflammatorisch zu wirken, wirdin auch vermehrt zur gezielten
Behandlung von Krankheiten eingesetzt. Bei einigerklinischen Studien konnte Koffein
bei einem Tierversuchsmodell (Nager) gegen dentertdehen Schock die Produktion von
pro-inflammatorischen Zytokinen reduzieren (SUGIYAMet al. 2001). Erste Ergebnisse
einer neueren Studie zeigen einen positiven Eftidg Koffein auf eine experimentelle
Autoimmunenzephalitis, bei der der Beginn und dihvere der Enzephalitis deutlich
reduziert werden kann (TSUTSUI et al. 2004). Di¥s&iekung wird durch eine von Koffein
ausgeloste Erhohung der A1R-Expression im Gehiktaer Durch diese Erhéhung kann

Adenosin einen deutlich starkeren Einfluss aufAdiben ausiiben.

Die Idee des Einsatzes von Koffein als pharmakstdg Substanz ist die der potentiellen
Verstarkung anti-inflammatorischer Wirkungen andéviedikamente. So konnte schon vor
langerer Zeit ein positiver Einfluss von Koffeinfadie Wirkung von Aspirin, Parazetamol,

Indomethazin und Phenylputazon gezeigt werden (\BNR et al. 1976; MAREK 1985).

Es gibt viele Hinweise fur die prophylaktische Wing von Koffein bei verschiedenen
Erkrankungen. Prominentes Beispiel ist eine epitteysche Studie aus dem Jahr 1988, bei
der Uber 72.000 Personen untersucht wurden, beendatie Pravalenz fir Asthma
reziprokproportional zum Level der konsumiertenfiamenge stand (PAGANO et al. 1988).
Inwieweit dieser Effekt auf den bronchodilatatonisn Effekt oder auf die
immunmodulierende Wirkung zurlickzufuhren ist, istdgch nicht untersucht worden.
Weitere epidemiologische Studien haben den Einfluss Kaffee auf die Entwicklung
neuronaler Erkrankungen als Ziel gehabt. Die Erggslendeuten auf einen protektiven Effekt
des Kaffees beziglich Parkinson (SCHWARTZ u. WEIN92) und Alzheimer (MAIA u.
DE MENDONCA 2002) hin. Bei beiden Krankheiten sprel eine unangebrachte
Mikrogliaaktivitdit und neuronale Entzindungen eingesentliche Rolle fur den
Krankheitsverlauf (ROZEMULLER et al. 2005). So iss mdglich, dass Koffein die

protektiven Effekte Uber die anti-inflammatorisdiakung vermittelt.
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5.10 Konklusion und Ausblick: Einsatz von Coffea praeparatan der

Tiermedizin

Viele der hier gezeigten Ergebnisse legen die Vaunginahe, dass Koffein als alleiniger
Wirkungstrager und damit als Referenz fur den thewéischen Inhaltsstoff voCoffea
praeparatanicht korrekt ist. Angenommen wurden vergleichbBrgebnisse der jeweiligen
Applikationsformen per oral und per injectionem Die Unterschiede wurden eher zwischen

den Applikationsarten, auch aufgrund der unterstifcleen Dosierung, erwartet.

Die durch Coffea praeparatainduzierten Wirkungen unterscheiden sich von deden
Reinsubstanz Koffein. Teilweise sind homologe Terde darzustellen, welche jedoch bei
der Reinsubstanz nicht so ausgepragt sind. Tekweistfaltet Coffea praeparataeine
immunmodulatorische Wirkung, wohingegen die Reissaz in derselben Konzentration an
Koffein keine nachweisbaren Effekte aufweist. D&sdfea praeparataals Decoctum mehr
Wirkstoffe als nur Koffein beinhaltet, liegt nahé&ndere pharmakologisch wirksame
Substanzen, wie auch die Wechselwirkung zwischesedi im Decoctum, fihren so bei den
hier eingesetzten Konzentrationen zu einem ausgeprammunmodulatorischen Muster.
Bezlglich der Applikationsform und Dosis ergabechsUnterschiedeCoffea praeparata
scheint wie Koffein eine sehr gute orale Bioverfaideit zu besitzen. Die orale
Applikationsform wies die signifikantesten Ergels@isauf. Die Frage der Menge des
einzusetzenden Medikamentes muss weiter untersveriaken, richtet sich jedoch neben den
immunologischen Effekten vor allen Dingen nach é&eaktikabilitdt der Gabe. Andere
Wirkungen de<Coffea praeparatawie ein gesteigerter Appetit, positive Wirkungauf das
renale, endokrinologische, gastrointestinale, Hé&eslauf und insbesondere auf das
respiratorische System, durfen in Anbetracht desitmen Wirkungen, die Koffein ausubt
(ARUNA 1997), durchaus postuliert werden.

Aufzuzeigen, das€offea praeparatavie auch Koffein beim Schwein Uberhaupt einen lEffe
auf die Immunantwort hat, war Ziel dieser Studiée Drof3te immunologische Modulation
wurde bei der hoher eingesetzten Dosierung erAile zu erwarten, ergaben sich bei
Langzeitadministration Gewdohnungseffekte, welchet mreinem Ho6herregulieren der
Adenosinrezeptoren zu erklaren sind (HORRIGAN e2@04, 2006). Andere Effekte wurden

erst nach mehrmaliger Gabe deutlich. Hier kdnnte rdeeptorunabhangige Wirkungsweg
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Uber die cAMP eine Rolle spielen. Auch darf manhhiaul3er Acht lassen, dass weitere

pharmakologisch wirksame Substanzen i€offea praeparata enthalten sind.
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6 Zusammenfassung

Peter Dziallas Prufung der immunmodulatorischen Wirkung von

Coffea praeparata und Koffein

Koffein ist eine der am haufigsten konsumiertenrptakologisch wirksamen Substanzen. In
Genussmitteln ist es weit verbreitet. Mit der Agiirden seine Wirkungsmechanismen und
Auswirkungen fur die unterschiedlichen Organsystemdorscht und so auch fir
therapeutische Zwecke nutzbar gemacht. Der Eingatz koffeinhaltigen Arzneien und
weiterer Agonisten/Antagonisten seines wichtigftezeptors, des Adenosinrezeptors, steigt
stetig. Dies gilt auch fur die Tiermedizin. Medikante, die Koffein oder dessen Metabolite
enthalten, werden bei Erkrankungen der Atemwegd)bechfall, allgemeinen Stérungen des
Allgemeinbefindens, Fressunlust, Kreislaufstérungeter bei fieberhaften Erkrankungen
eingesetzt. Ziel dieser Studie ist es, den Einfligsr Koffeinapplikation und der Applikation
von Coffea praeparataeines Decoctums aus Coffea arabica tosta, futrdaminsystem des
Schweins zu untersuchen. Dabei lag ein Hauptaugénndarauf, ob Koffein der
pharmakologisch wirksame Hauptbestandteil vd&@offea praeparata ist und zu
vergleichbaren Ergebnissen wie Koffein in Reinsabatfihrt.

Hierzu wurden unterschiedliche Aspekte der Leukeafgtnktion und deren Beeinflussung
durch Coffea praeparataund Koffein ndher untersucht. Da Koffein einen nsei
Wirkungswege uber die Antagonisierung der Adenezi@ptoren (insbesondere A2a)
entfaltet, wurde dargestellt, dass der Adenosimtezelyp A2a auf porzinen Immunzellen
exprimiert wird. Die Untersuchung des Zellbildeefdrte das Ergebnis, dag3offea
praeparata und Koffein in der Lage sind, die Monozytenzellzaimd die Anzahl der
neutrophilen Granulozyten des peripheren Blutesntehrmaliger Applikation zu steigern.
Hierbei wurde der prozentuale Anteil der Monozyéen Blut um das 3-fache gesteigert, die
absolute Menge der Monozyten stieg sogar um dasHlef Die L-Selektin-Produktion wurde
als Marker fur die Anheftung an die Zellwand gehut2offea praeparatasteigerte die
Expression von L-Selektinen ex vivo signifikant ufty %; dieser Effekt war bei
Langzeitadministration allerdings nicht mehr nacisar. Auf die Diapedese, gemessen

mittels Transmigrationsessays, hatten jedoch sowaiifea praeparataals auch Koffein
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keinen nachweisbaren EffekCoffea praeparataund Koffein filhrten jedoch zu einer
verstarkten Proliferation von mononuklearen Zekemohl nach einmaliger, wie auch nach
mehrmaliger Gabe. Um die Leukozytenfunktion nachh&aon Coffea praeparataund
Koffein darzustellen, wurde die Fahigkeit der ZeJIEhagozytose zu betreiben, geprift. Nach
einmaliger Gabe von Coffea praeparata zeigte sich eine Reduzierung der
Phagozytoseleistung um 38 %, bei Koffein wurde e@liReduzierung nur fir die Menge der
aufgenommenen Bakterien erreicht. Dieser Effekt meech mehrmaliger Applikation nicht
mehr nachzuweisen. Um die Art der modulatorischemki¥¥gen besser einschatzen zu
konnen, wurde die Genexpression einiger Enzyme Zytdkine nach Gabe voloffea
praeparatavon gemessen. Dabei zeigte sich eine signifikRet#uzierung der Genexpression
von Prostaglandin-G/H-Synthase- 2 um das 4-faclkeTiNF-o um 38 %. Die Expression von

IL-6 und Arachidonat-5-Lipoxygenase wurde nichtibh#tesst.

Es zeigte sich, dass Koffein u@bffea praeparatan der Auspragung ihrer Wirkungsweisen
unterschiedlich waren. Teilweise waren homologed&ezen und Ergebnisse darzustellen.
Teilweise entfaltet€offea praeparataeine immunmodulatorische Wirkung, wohingegen die
Reinsubstanz in derselben Konzentration an Kofke@ime nachweisbaren Effekte aufwies.
Dies fuhrt zu der Erkenntnis, dass, bezogen auflmasunsystem, Koffein alleine fur die
Wirkungsweise de<Loffea praeparatanicht in Betracht kommt, sondern vielmehr die
Wechselwirkungen der Zusammensetzung des Decoctumsler eine Steigerung der
Koffeinwirkung zu liegen scheint. Viele humanmedigche Studien arbeiteten ebenfalls
nicht mit der Reinsubstanz Koffein, sondern mitfikaf was der Tatsache geschuldet ist, dass

Kaffee einen weit verbreiteten Einsatz erfahrt.

Im Tierversuch und denn-vitro-Versuchen konnte aufgezeigt werden, d&3sffea
praeparata und in schwacherer Auspragung Koffein, in der d_asf, einige Bereiche der
Leukozytenfunktion bei gegebenen Dosierungen zu inbessen. Viele dieser
Beeinflussungen waren nach einmaliger Gabe ausgfepraoder konnten nach
Langzeitadministration nicht mehr nachgewiesen emravie etwa die signifikant gesteigerte
L-Selektin-Expression um 17 % oder die signifikaerminderte Phagozytoseleistung. Es
kann geschlussfolgert werden, dass sich bei Lataghtainistration Gewodhnungseffekte
ergaben. Andere Auswirkungen verstarkten sich naitidd der Gabe, hier insbesondere die
Erh6éhung der Monozytenzahlen, die Steigerung dem@ozytenzahlen im Blut und der

134



Zusammenfassung

hemmende Effekt auf die Produktion von TMFund PGHS-2. Die hier gewonnenen
Erkenntnisse decken sich mit Untersuchungen, wefdhedie Maus und den Menschen
bereits bekannt sindCoffea praeparataind Koffein als Reinsubstanz scheint in Homologie
aller bisher erfolgten Studien, seine protektiveffielde Uber die anti-inflammatorische
Wirkung zu vermitteln. Es ware winschenswert, wemitere pharmakologisch wirksame
Inhaltsstoffe de€offea praeparatauf ihre Auswirkungen auf das Immunsystem untdrsuc
werten wirden, um so die genauen Wirkungsmechanistuecharakterisieren. Es ist damit
zu rechnen, dass der Einsatz Wwffea praeparataind anderer koffeinhaltiger Substanzen in

der Veterinarmedizin weiter zunimmt.
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7/ Summary

Peter Dziallas Examination of the immunomodulatory effect of

Coffea praeparataand caffeine

Caffeine is one of the most commonly consumed pheotogically active substances. It has
a widespread distribution in luxury foods. In theurse of time, its mechanisms of action and
implications for a variety of organ systems haveerbenvestigated and harnessed for
therapeutic purposes. The use of caffeine-contgidnugs and other agonists/antagonists of
its main receptor, the adenosine receptor, incretsadily. This also applies to veterinary
medicine. The aim of this study was to investigaee effects of caffeine application and the
application ofCoffea praeparataa Decoctums from Coffea arabica tosta on theiperc
immune system. One major focus was to identify et caffeine is the main
pharmacologically active component Gbffea praeparataesulting in comparable results
between both substances. Different aspects of @wk&ofunction and their possible
modulation byCoffea praeparatand caffeine were examined. Since caffeine unfettlae

of its effect via the antagonism of the adenosimeeptors (particularly A2a), it was
demonstrated in this study by flow cytometry theg adenosine A2a receptor is expressed on
porcine immune cells. The investigation of blootl ceunts revealed tha&offea praeparata
and caffeine are able to increase peripheral blmodocyte and neutrophile numbers after
repeated application in vivo. Percentages of motescin peripheral blood were increased
about 3 fold, the numbers of circulating monocyiteseased 4-fold. L-selectin expression
was used as a marker for the attachment to thewadll Coffea praeparatasignificantly
increased the expression of L-seleainvivoby 17%. This effect was no longer seen after
long-term administration in vivo. However, bo@offea praeparataand caffeine had no
detectable effect on the in vitro migration of PMNAfter single and repeated administration
of Coffea praeparataand caffeine in vivo, mononuclear cells displayad enhanced
proliferation response towards stimulation with BoiCoffea praeparataesulted in a 38%
reduced phagocytosis capacity after single admatieh. Caffeine administration did not
affect the percentage of phagocytosing neutrofhitsreduced the amount of phagocytosed

bacteria per cell. Both effects were no longer cletede after repeated application. In order to
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address the nature of the modulatory effects, mRAression of selected enzymes and
cytokines of blood leukocytes was measured afterimidtrationof Coffea praeparataTlhis
resulted in a significant reduction of prostaglan@/H synthase-2 mRNA expression (4
times less) and a reduction of TMFMRNA expression by 38%. The mRNA expression of
IL-6 and arachidonate 5-lipoxygenase was not affect

It could be shown that caffeine an@offea praeparataacted differently regarding
effectiveness and modes of action. Partially hogals trends and results could be observed.
Coffea praeparataexerted some immunomodulatory effects, whereasptire substance,
caffeine, had no detectable effects. This leadsth® assumption that the observed
immunomodulatory effects are due to the combingbm@a@nd interactions between different
components of the Decoctum.

The in vivo/ex vivo experiments and sorfimevitro experiments of this study demonstrated
that Coffea praeparataand to a weaker extend, caffeine, can have inflege on selected
leukocyte functions at given dosages. Many of theféects were more pronounced after a
single dose and could no longer be detected afteg-lerm administration (e.g. increased L-
selectin expression or decreased phagocytosis)rédson for this may be due to habituation
effects during long-term administration. On the estlihand, some effects increased with
prolonged administration, especially the increaseblood monocyte and neutrophile cell
counts, and the inhibitory effects on leukocytes=idNand PGHS-2 mRNA expression. The
results of this porcine study are consistent witldi®s in the human and murine system.. In
homology to these previous studiéeffea praeparataand to a lesser extent caffeine, seems
to convey its protective effects in pigs by favgrmore anti-inflammatory pathways.

For a better characterization of the precise mashanit would be desirable to evaluate
further pharmacologically active ingredientsQiffea praeparata

It is anticipated that the use of Coffea praepasatc other caffeinated (or their derivatives

such as theophylline) substances in veterinary onmeli continues to grow.
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