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Die Wirkung von Bronchospasmolytika auf die Ciliarfrequenz in vitro *

N. Konietzko, R. Kasparek, U. Kellner, J. Petro

Ruhriandklinik Essen-Heidhausen

In-Vitro Study of the Effect of Bronchospasmolytic Agents
on the Ciliary Beat Frequency

The frequency of the ciliary beat (CF) and how it is affec-
ted by drugs can be studied in vitro in biopsy-derived nasal
and bronchial mucosa by means of the phase contrast
microscope. In a perfusion chamber the effects of in-
creasing drug concentrations can be registered as dose-
response curves. Tests made with bronchospasmolytic
agents showed a dose-dependent increase in CF for iso-
prenalin and terbutalin after blocking of the a-adrenergic
receptors. An increase in CF up to a maximum of 19 per
cent was also demonstrable for the relatively selective
Bo-adrenergic agonists reproterol and clembuterol when
applied to the nasal mucosa of normal persons or to the
bronchial mucosa of persons with chronic bronchitis.
Theophyllin-ethylene-diamine and iptratropium bromide
also slightly increased CF. The raised CF may be accompanied
by more effective mucociliary clearance. In-vitro studies
are a suitable means of pre-testing drugs, especially those
intended for the treatment of respiratory disorders.

Zusammenfassung

Die Citiarfrequenz (CF) bioptisch entnommener Schleim-
haut des Respirationstraktes (Nasenmukosa/Bronchus-
mukosa) und ihre pharmakologische Beeinflussung 1aRt
sich in vitro unter dem Phasenkontrastmikroskop bestim-
men. In einer Perfusionskammer lassen sich unter steigen-
der Pharmakonzentration Dosiswirkungskurven erstellen.
Die Testung bronchospasmolytisch wirksamer Medika-
mente zeigt eine dosisabhingige Steigerung der CF fiir
Isoprenalin und Terbutalin nach Blockade der alpha-
adrenergen Rezeptoren. Eine Steigerung CF bis maximal
19% 138t sich auch fiir die relativ selektiven §,-adrenergen
Agonisten Reproterol und Clembuterol sowohl an Nasen-
mukosa von gesunden Probanden wie auch an Bronchus-
mukosa von Patienten mit chronischer Bronchitis nach-
weisen, Eine geringe Frequenzsteigerung findet sich auch
bei Theophyllin-Ethylendiamin und Ipratropiumbromid.
Die Steigerung der CF geht parallel mit einer effektiveren
mukociliaren Klirrate, wie sie in der Literatur bei Nor-
malpersonen und Bronchitikern berichtet wird. Sie stellt
ein praktikables Instrument dar zur Vortestung von Medi-
kamenten, insbesondere solcher, die bei der Behandlung
von Atemwegserkrankungen zur Anwendung kommen.

* Mit Unterstitzung der ,,Arbeitsgemeinschaft zur Férderung der

Pneumologie an der Ruhrlandklinik e. V.*

Einleitung und Fragestellung

Die mukociliare Klirfunktion ist das Ergebnis eines kom-
plexen Zusammenspiels bestimmter zelluldrer Elemente
mit dem sie umgebenden Sekret (Tab. 1). Medikamente
beeinflussen dieses System in mannigfacher Weise. Bron-
chospasmolytika fiihren, soweit untersucht, im allgemei-
nen zu einer Verbesserung des mukociliaren Transports
(Wanner 1977, Mebville und Iravani 1980). Allerdings ist
die Bestimmung der mukociliaren Klarfunktion in vivo
beim Menschen methodisch nicht unproblematisch — dies
insbesondere bei Patienten mit chronischer Bronchitis.
Gerade hier wire es wiinschenswert, mit einem einfachen
in vitro-Test den EinfluR von Medikamenten auf das
Selbstreinigungssystem der Lunge zu testen. Die Frage-
stellung der vorliegenden Arbeit war, inwieweit sich der
Einfluf von Pharmaka auf die Citiarfrequenz menschlicher
Mukosa — ,,pars pro toto*“ — bestimmen liit und inwie-
weit ein Riickschlul auf die mukociliare Klarfunktion
aus den Ergebnissen dieser Untersuchungen moglich ist.

Tab. 1 Mukociliares Klirsystem — Einzelfaktoren

1. Cilie
1.1 Kinetik
— Frequenz
- — Lange
— Inotropie

— Schlagmuster

1.2 Koordination

2. Mukus
21 Quantitat
2.2  Qualitét
— Viskositat
— Elastizitat
— Schichtung

3. MC-Koppelung

Methode

In Weiterentwicklung einer Methode, die von Yager et al.
(Yager et al. 1978) beschrieben wurde, wird iiber eine
Bronchusbiirste Epithel entweder bronchoskopisch aus

der Bronchialschleimhaut oder ohne Lokalanisthesie direk
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Abb. 1a und b Schilagfrequenzanderung unter steigenden Konzentrationen von Isoprenalin und Terbutalin nach vorheriger Blockade der

a-adrenergen Rezeptoren durch Phentolamin.

aus der Nasenschleimhaut entnommen. Die Biirste wird in
einem Nihrmedium durch Schiitteln von Zellen befreit

und in Form einer ,hingenden Tropfenpriparation mit
einem Phasenkontrastmikroskop betrachtet. Sobald schla-
gende Zilien gesehen werden — dies ist bei Normalperso-
nen immer der Fall — wird ein winziger Lichtstrahl in den
Bereich der schlagenden Zelle oder einer Zellgruppe mani-
puliert und die durch den Zilienschlag bedingten Unter-
brechungen des Lichtstrahls iber eine Photozelle gemessen.
Die Schlagfrequenz kann dann direkt iiber ein Speicher-
oszilloskop oder einen schnellen Schreiber registriert und
ausgezihlt werden (Konietzko et al. 1981). Fiir pharmako-
logische Testungen wird unter konstanter Einhaltung von
Temperatur und pH, welche beide einen groflen Einflul
auf die Ciliarfrequenz ausiiben (Hesse et al. 1980), auf
zweierlei Weise vorgegangen: Entweder wird bei der punkt-
formigen Messung Schleimhaut in die zu testende Losung
mit dem Pharmakon gegeben und ein zweiter Teil in eine
Vergleichslosung ohne Medikament und in beiden Proben
die Frequenz iber die Zeit — gewohnlich 30 Minuten —
verfolgt (Hesse et al. 1981). Oder es wird das zu unter-
suchende Biopsiesample in eine Perfusionskammer einge-
bracht, welche sich iiber einen kapillaren Zu- und Abflufl
konstant durchstromen lifit. Man wihlt die Druckflufiver-
héltnisse so, daff die markierte Zelle nicht davongeschwemmt
wird, das Strtomungsprofil sich gleichmifig iiber die Kam-
mer verteilt und die Stromung grof genug ist, um Unschirfen
in der Front der Pharmakakonzentration infolge Diffusion
zu vermeiden; so 1afit sich ein kontinuierlicher Konzentra-
tionsgradient als Funktion der Zeit annehmen. Die zur Er-
zielung einer steigenden Konzentration erforderliche Misch-
einrichtung besteht aus einem Vorratsgefil mit der pharma-
konhaltigen Lésung und einem Mischgefif, welches die
wirkstofffreie Nahrlosung enthilt. Aus diesem Mischgefif3
wird die Losung mit konstanter Geschwindigkeit in eine

Tab. 2 EinfluB von Bronchospasmolytika auf Mucociliartransport
{MCT) und Ciliarfrequenz (CF) 1 = Steigerung, = = keine Anderung,
(1) = geringe Steigerung, 1/} = dosisabhangige Zu- und Abnahme

Bronchospasmolytikum Normalpersonen Bronchitiker
MCT/CF MCT/CF
Isoprenalin t t t /=1
Terbutalig t t t =1
Theophyllin t 1 t 1

Ipratropiumbromid = t) oty

Kammer gepumpt; durch entsprechende Wahl der Volumina
und der FluBgeschwindigkeit erreicht man ein zeitlineares
Ansteigen der Konzentration des Pharmakons in der Per-
fusionskammer. Der Vorteil der Methode liegt darin, dafl
man ein und dieselbe Zilie, bzw. ein und denselben Zilien-
komplex unter kontinuierlich steigender Pharmakonkon-
zentration beobachten kann. Der Nachteil ist darin zu se-
hen, daf infolge unbekannter Ansprechzeit des Ziliarappa-
rates auf unterschiedliche Konzentrationen des Pharma-
kons eine Parallelverschiebung der Dosiswirkungskurve
auftreten kann. Dies 1488t sich jedoch durch zusitzliche
punktférmige Messung mit einer konstanten Pharmakon-
konzentration ,,nachkalibrieren*‘.

Ergebnisse
Untersucht wurden die folgenden Bronchospasmolytika:

1. B-Sympathikomimetika
2. Theophyllin-A thylendiamin
3. Ipratropiumbromid.
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Die Dosiswirkungskurven wurden generell an Nasenmukosa
von Gesunden erstellt, die punktférmigen Pharmakatestun-
gen erfolgten an Bronchialschleimhaut von Patienten mit
bronchopulmonalen Erkrankungen. Die Ergebnisse sind in
Abb. 1 und Tab. 2 zusammengefafit.

Diskussion

Ubereinstimmend mit allen Voruntersuchungen — sowohl
bei verschiedenen Tierspezies wie auch bei Menschen, in
vivo wie in vitro — fand sich auch mit der hier ange-
wandten Methodik eine signifikante Steigerung der Ciliar-
frequenz unter -adrenerger Stimulation (Foster et al.
1975, Konietzko et al. 1975). Nach alpha-adrenerger
Blockade durch Phentolamin findet sich praktisch die
gleiche Steigerungsrate fir Isoprenalin und Terbutalin,
was den Riickschlu} auf eine spezifische §,-adrenerge
Stimulation der Ciliarfrequenz zulafit (Kellner 1982).
Auch an der Bronchusmukosa von Kranken it sich in
vitro eine Stimulation mit simtlichen getesteten f-Adren-
ergika nachweisen. Dies gelingt in vivo bei der Bestim-
mung der mukocilaren Klirfunktion nicht immer. Diese
Diskrepanz erklirt sich jedoch zwanglos aus der Tat-
sache, daf} bei Patienten mit unterschiedlichen Schwere-
graden der chronischen Bronchitis die Schleimhaut unter-
schiedlich starken morphologischen Umbau zeigt. Es ist
verstindlich, daR bei ausgedehnten Epithelmetaplasien
und Epitheldysplasien eine f-Stimulation auf das ,smuko-
cilare Rollband‘‘ nicht mehr wirken kann.

Fiir die Xanthinderivate gilt Analoges (K6hler et al. 4981).

Ipratropiumbromid stimuliert, zumindest in niedriger
Konzentration, die Ciliarfrequenz signifikant. In vivo wird
bei Bestimmung der mukocilaren Klirfunktion unter
Ipratropiumbromid bei Patienten mit chronischer Bronchi-
tis sowohl eine Verlangsamung als auch eine Beschleuni-
gung beobachtet. Die Erklirung fir das unterschiedliche

N. Konietzko, R. Kasparek, U. Kellner, J. Petro

Ansprechen in vivo kénnte in einer unterschiedlichen
Schichtung des Schleimgels (Sol-Gel-Phase) liegen (Pavia
etal. 1979).
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