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1 Einleitung

Vorbemerkung:

In dieser Arbeit sollte die Funktion der Granul@ytbei den Krankheiten Sepsis und
Zystische Fibrose (CF) untersucht werden. Zwisathem beiden Krankheiten gibt es durch
die in beiden Fallen Gbermafig vorhandenen neulmplsranulozyten (Neutrophile) viele
Zusammenhange. Die Zahl der Neutrophilen ist imt Bin Sepsispatienten massiv erhéht,
und im Sputum von Patienten mit Zystischer Fibrigs@ine enorme Anzahl an neutrophilen
Granulozyten enthalten. Bei beiden Krankheitsbiidsepielen ahnliche Krankheitsserreger,
wie Staphylococcus aureus und Pseudomonas aeragieime wichtige Rolle. So besiedelt
Pseudomonas aeruginosa chronisch Kranke wie CEffeati, kann aber auch Sepsis
verursachen (Giamarellos-Bourboulis et al., 2088i. der Sepsis sollte untersucht werden,
ob es erst eine Phase gibt, in der die Granuloziereaktiv sind und bei der sie durch
Produktion groRer Mengen an reaktiven Sauerstdifedungen und durch lytische Enzyme
Schaden an Epithelien und Organen auslosen (SIRSterSic inflammatory response
syndrome), um dann in einer zweiten Phase (CARSnp@asatory antiinflammatory
response syndrome) vollig funktionslos zu werden die Krankheitserreger nicht mehr
bekdmpfen zu kdnnen und somit zum schweren Vedadfeventuell sogar Tod der Patienten
beizutragen (Osuchowski et al., 2006).

Ein groRes Problem bei der Erbkrankheit ZystischbroBSe ist die Schéadigung des
Lungenepithels. Man geht davon aus, dass die imtuSpun groRer Zahl enthaltenen
Neutrophilen durch die Produktion reaktiver Sawdfgerbindungen und lytischer Enzyme
zur Destruktion der Epithelzellen beitragen unceeenhthte Ceramidkonzentration fur deren
Apoptose verantwortlich ist. Hemmstoffe der Cerdmidling kdnnen die erhohte Epithelzell-
Apoptoserate verringern (Teichgraber et al., 2008).

Deshalb soll im Folgenden naher auf Granulozyteap(t€l 1.1.1 und 1.1.2), die Produktion
reaktiver Sauerstoffverbindungen und lytischer Bmey (Kapitel 1.1.3), die beiden
Krankheitsbilder Sepsis (Kapitel 1.2) und Zystisélierose (Kapitel 1.3) sowie die Apoptose
(Kapitel 1.4) und die Ceramidbildung (Kapitel 1éshgegangen werden.

1.1 Immunologische Grundlagen
1.1.1 Granulozyten

Das Immunsystem lasst sich prinzipiell in zwei ebisdene Bereiche einteilen: das

angeborene und das erworbene Immunsystem. Ein igechizellularer Bestandteil des
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angeborenen Immunsystems sind die Phagozyten, t@®z&llen. Zu ihnen gehoéren
Granulozyten und Monozyten.

Die Granulozyten sind dabei die herausragendeneiZelin der ersten Phase der
Infektionsabwehr. Granulozyten lassen sich in 3 nfer unterteilen, in neutrophile,
eosinophile und basophile Granulozyten. Diese sokaiden sich mikroskopisch durch ihre
unterschiedliche  Anfarbbarkeit aufgrund unterscitedr Granula. Eosinophile
Granulozyten lassen sich mit dem Farbstoff Eosinbrasophile Granulozyten mit basischen
Farbstoffen blau und neutrophile Granulozyten gelntranfarben. Granulozyten besitzen sehr
viele Granula, von denen sich auch ihr Name abldi® gibt drei unterschiedliche Arten von
Granula. Die azurophilen Granula enthalten untedesam Myeloperoxidase (MPO),
Elastase, Defensine und saure Hydrolasen (wie @sithe). Die spezifischen (sekretorischen)
Granula enthalten unter anderem Lysozym, Kollagenaskalische Phosphatase und
Cytochrom lgsg. Die tertiaren Vesikel enthalten Gelatinase. Durchadgdzytose und
anschlieBende Abtotung der Erreger durch Bilduraktreer Sauerstoffverbindungen und
Aktivierung von Proteasen und anderen lytischenyBren findet, noch bevor das erworbene
Immunsystem aktiv wird, bereits eine wichtige mikimde Abwehr statt.

Durch eine spezielle Enzymausstattung wird den @oagten die Bildung reaktiver
Sauerstoffverbindungen (reactive oxygen speciesS)REmoglicht. Zentrales Enzym dabei
ist die NADPH-Oxidase (E.C. 1.6.3.1), die unter emedh durch Bindung und Phagozytose
von opsonisierten Infektionserregern aktiviert wiih Defekt der NADPH-Oxidase fiihrt zur
Septischen Granulomatose, englisch Chronic Graratlioms Disease (CGD). Diese schwere
Krankheit &ufRert sich in immer wiederkehrendenkigie und Granulombildung und fihrt

haufig zum friihen Tod der Betroffenen.

1.1.2 Aktivierung von Granulozyten

Die Bildung von Granulozyten erfolgt im Knochenmaiach Ausschittung ins Blut leben
sie dort nur ca. 8 bis 12 Stunden. Ungefahr 50 %7@er Zellen im Blut sind Granulozyten.
Uber Kohlenhydrat-bindende Adhé&sionsmolekiile, sagete Selektine, kénnen sich die
Granulozyten voribergehend an Endothelzellen bindes als ,rolling“ bezeichnet wird
(siehe Abbildung 1). Leukozyten exprimieren auf d@berflache L-Selektin (CD62L),
Endothelzellen E-Selektin und die Blutplattchen dbegtin. Bei einer Entziindung herrscht
durch erweiterte Gefalie eine verringerte FlieRgeschgkeit. Inflammatorische Mediatoren
(Komplementfaktor Cb5a, Interleukin 8, Leukotrien B4 Plattchen-Aktivierungsfaktor
(PAF)) (Klotz et al., 1994) werden von Granulozyti#oer spezifische Rezeptoren erkannt
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und bewirken die Aktivierung von IntegrinrezeptarBurch Abspaltung eines extrazellularen
Anteils durch eine endogene Protease wird L-Selekinerhalb von wenigen Minuten
proteolytisch auf der Zelloberflache abgebaut udsith in Granula befindlichen Integrine,
wie der Komplementrezeptor CD11b/CD18, werden anQlverflache gebracht (Carlos und
Harlan 1994). -2-Integrine bestehen aus eineKette (CD18) und der-Untereinheit, hier
CD11b, und dienen der festen Bindung an EndotHelzeHdie das Intercellular adhesion
molecule 1 (ICAM-1) exprimieren, an das der Intaggzeptor Mac-1 (CD11b/CD18) der
Neutrophilen bindet (Carlos und Harlan 1994, sighb. 1).

Raollen Anhalten Feste Adhfsion Durchwanderung

@ =

L-Selektin ICAN-1 LFA-1/ 1ICAM-1 -1
E-Selektin MAdCAKM-1 Mac-1/ 1CAM-1 Cadhering
P-Sealektin VCAM-1

Abbildung 1: Adhasion der Granulozyten an die Ehdlztellen und
Wanderung ins Gewebe

Im Entztindungsfall heften sich die GranulozytehdasRezeptoren
auf Endothelzellen wie ICAM-1 und wandern durch die
Endothelzellschicht aus der Blutbahn ins GewebAML:
intercellular adhesion molecule, MAACAM-1: mucosascular
addressin cell adhesion molecule, VCAM-1: vascoéradhesion
molecule-1, LFA-1: Lymphocyte function-associatetiggn 1, Mac-
1: CD11b/CD18; PECAM-1: platelet endothelial cetireesion
molecule.

(Abbildung modifiziert nach Carlos und Harlan 1994)
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Es gibt verschiedene Adhasionsmolekile auf Endogfieh wie ICAM-1, PECAM-1
(Platelet endothelial cell adhesion molecule-1) AXG1 (Vascular cell adhesion molecule-1)
und MAdCAM-1 (Mucosal vascular addressin cell adtresmolecule-1), an die sich die
Neutrophilen tUber Selektine oder Integrine anlag@men. L-Selektin bindet an MAdCAM-
1 und bewirkt dadurch ein Anlagern der LeukozytBie Integrine LFA-1 (Lymphocyte
function associated antigen, CD11a/CD18) und MAG=D11b/CD18) bewirken Uber die
Bindung an ICAM-1 die feste Leukozytenadhéasion Bndothel. PECAM-1 bewirkt Uber die
Wechselwirkung mit Integrinen die Durchwanderung dar Blutbahn ins Gewebe.

Die Expression endothelialer Adhasionsproteinedisth Cytokine oder Lipopolysaccharid
(LPS) regulierbar und kann z. B. bei gram-negatisepsis durch zirkulierendes Endotoxin
beeinflusst werden (Carlos und Harlan, 1994).

Patienten mit der autosomal rezessiven ErbkranKteikozytenadhéasionsdefizienz (LAD)
weisen einen Defekt der Leukozytenadhasion auf. LA | - Granulozyten weisen eine
intakte vorubergehende Anheftung auf, sind aberadhigf zur festen Bindung an
Endothelzellen, weil sie wenig oder keine2-Integrine exprimieren und somit keine
ausreichende Granulozytenwanderung zum Ort detiBdtng stattfinden kann. LAD Typ I
—Granulozyten besitzen eine normal@-Integrin-Expression, aber die Granulozyten sind
nicht zur voriibergehenden Anheftung an das auf theticellen vorkommende E-Selektin
fahig und somit auch nicht zur Integrin-vermittaltéesten Bindung mit nachfolgender
Migration (Chemotaxis). Diese beschreibt die aktiViebewegung zu einem Stoff. Im Fall
einer Entziindung gelangen die Granulozyten au8ldg¢ibahn ins Gewebe (Diapedese). Hier
folgen sie einem chemotaktischen Gradienten, dervan den Erregern abgegeben wird, bis
zum Ort der Entzindung. Krankheitserreger gebenst@nben wie das Peptid N-formyl-
Methionyl-Leucyl-Phenylalanin (N-formyliertes Metriin, NfMLP) ab. Uber Rezeptoren aus
der Superfamilie der G-Protein gekoppelten Rezeptavird NfMLP erkannt und fuhrt nach
Aktivierung der Phospholipase C zur Bildung von ®&iglycerol (DAG) und Inositol-1,4,5-
triphosphat (IB). DAG bewirkt die Aktivierung der Proteinkinase uhd nachfolgend der
NADPH-Oxidase. IR filhrt zur Ausschittung von &amit nachfolgender Degranulation.
Aktivierte Endothelzellen kdnnen IL8 abgeben undzeo Granulozytenmigration beitragen
(Carlos et Harlan 1994). Die Auflésung der extragaten Matrix erfolgt durch Freisetzung
verschiedener Proteasen (z. B. Collagenase, EdastakGelatinase), die durch eine limitierte
Bildung von ROS zuvor aktiviert werden (Weiss 1989 Lebenszeit nach Auswanderung
ins Gewebe betragt ca. 1-2 Tage.

Die Granulozyten binden sich Uber Rezeptoren arfrdiraden Stoffe (Bakterien, Pilze) und
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~umflieen” sie. Durch den Mechanismus der Phagmssytgelangen diese Uber Vesikel ins
Zellinnere (Phagosom) und es kommt zur Verschmelznit Granula. Der pH-Wert in dieser

.Phagolysosom“ genannten Vakuole steigt zuerstdamch Superoxidanion-Bildung, siehe
Abbildung 3, S. 15) und sinkt spater wieder ab, wasrst die Aktivierung kationischer

Proteine (z.B. Defensine) bewirkt und anschlieRdndch den gesunkenen pH-Wert den
lysosomalen Enzymen die Arbeit ermdglicht.

Die Krankheitserreger werden durch Proteolysezsistort. Zeitgleich kommt es zur Bildung

reaktiver Sauerstoffverbindungen, die ebenfallginer Zerstdrung der Fremdpartikel fuhren.
Mit dem Beginn der Bildung von Superoxidanion (O kommt es dabei zu einer

kaskadenartigen Bildung verschiedener Sauerstdfilspewie in Kapitel 1.1.3 beschrieben.

1.1.3 Abt6tung von Krankheitserregern

Beim ,klassischen“ oxidativen Burst werden reakti$auerstoffverbindungen wie ;0
Wasserstoffperoxid (#0,) und Hypochlorige Saure (HOCI) mit Hilfe von Enzgmbzw.
spontan (@ H.O,) gebildet. Bei Anheftung des Granulozyten an einnfeheartikel
kommt es iiber "¥ messenger'-Systeme wie z.B. Proteinkinase C zuividkung des
Multikomponenten-Enzyms NADPH-Oxidase (Abbildung 2)

NADPH OXIDASE ACTIVATION

CELL HOCK 3 /
MEMBRANE \\ H,0, oH=
cell

@mnmnl

activation
phox

2H* Proton
@ p40 channel
_phox phox

phox | phox NADPH NADP*+ + 2H+*
—_—— T

CYTOSOL

Abbildung 2 Schematische Darstellung der NADPH-Oxidase-Aktivig

Die NADPH-Oxidase besteht aus verschiedenen Umieeden, die
sowohl in der Membran als auch im Cytosol lokalisisind. Die
Aktivierung erfolgt durch die Anlagerung der zylosthen an die

membranstandigen Untereinheit§Assari, 2006)

Die NADPH-Oxidase besteht zum einen aus den merstitadigen Glykoproteinen gp91*
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und gp22"* die auch als Cytochrom b558 bezeichnet werdee. Zdhlen geben das
Molekulargewicht in Kilodalton an, die Bezeichnympox“ kommt vom englischen Begriff,
Phagocyte Oxidase. Im nichtaktivierten Zustandtlidig NADPH-Oxidase inaktiv vor, bei
Stimulierung des Granulozyten wandern die sich frei Cytoplasma befindenden
Untereinheiten gp40° gp4?"™ und gp67"™ zur Plasmamembran und es kommt zur
Aktivierung der NADPH-Oxidase (Bjorgvinsdéttier etl., 1996). Am haufigsten von
Mutationen betroffen ist gp81™ das auf dem X-Chromosom codiert wird.

Aus einem Sauerstoffmolekil fentsteht durch die NADPH—-Oxidase Superoxidanion
(02, das entweder spontan disproportioniert oder \ier Superoxiddismutase in
Wasserstoffperoxid (#D,) umgewandelt wird (& + H™ FHO,; 2HO, H.O; + Oy).
Spontan entsteht reaktiver Singlett-Sauerstoff,residh durch die Superoxiddismutase (SOD)
Triplett-Sauerstoff, also unser normaler Atmungsssioff, entsteht.

Die MPO setzt das Peroxid zu hypochloriger Sau@CH um.

O+ NADPH———» Q" +NADP'+H" — HO,+H +CI —
NADPH- +Superoxid- Myelo-
Oxidase Dismutase peroxidase

HOCI + H,O

Hypochlorige Saure ist ein starkes Reagenz zur tAbtH von Krankheitserregern. Die
Bildung des Superoxidanions ist nicht nur fir desgiBn der Kaskade der Sauerstoffspezies-
Bildung wichtig, sondern ist auch ausschlaggebéndlie Regulation des pH-Wertes und die
Aktivierung der Proteasen innerhalb der VakuoleHlsiAbbildung 4, S. 17).

Die Fahigkeit zur ROS-Bildung wird auch als ,oxidat Burst“ bezeichnet und kann mit der
Chemilumineszenzmethode gemessen werden, wobeb&Hdyristat-Acetat (PMA) und
opsonisiertes Zymosan A zur Stimulation dienen. PMAwirkt als Phorbolester die
Aktivierung der Proteinkinase C mit nachfolgendektiierung der NADPH-Oxidase.
Opsonisiertes Zymosan A besteht aus Bruchstickes @er Zellwand der Hefe
Saccharomyces cerevisiae, die durch Inkubation nmttmanem Serum von
Komplementfaktoren wie C5 und C3b und Antikérperesdtzt und durch Phagozytose

aufgenommen werden.

Nachfolgend ist in Abbildung 3 die schematische ikhing eines ROS-produzierenden
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neutrophilen Granulozyten zu sehen.

/ Phagocyuc Vacuoie \
Protein
02 ©)

Halogenation
{Microbicidai)

OXIDASE
Cytochrome b
Flavoproteins

02
Membrane Hzo.‘:——@—-— H,02 —-EL’ H,0
Receptors GSH PO
2GSH GSSG
GSSG-RED
NADP NADPH

G-6-P @ PENTOSE
o "

Abbildung 3 Schema der ROS-Produktion

Die Bildung von ROS lait sich in mehrere Schritigtedeilen: 1.
Sauerstoff wird durch die NADPH-Oxidase zu Supeéamion (Q7). 2.

O," zerfallt spontan zu #, und Q. 3. HO, und Chlorid werden im

Phagolysosom durch die MPO zu HOCI. 4. Aus dem éliisgsom
austretendes © wird durch die SOD in kD, umgewandelt. Die Bildung
der ROS in Schritt 1 bis 4 dient zur Abtotung dekrbbrganismen im
Phagolysosom.

5. Catalase spaltet 0, zu HO und Q. 6. HO, kann auch Uber das
Glutathion (GSH)-System entgiftet werden, dabaiieri es mit Hilfe der
Glutathion-Peroxidase (GSH-PO) Glutathion. Das dabexidierte

Glutathion (GSSG) wird durch die Glutathion-Reduskta(GSSG-Red)
unter NADPH-Verbrauch reduziert. 7. Der Hexose-Mamusphat-Shunt
(HMS) bzw. die Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenasét®ea stellt

NADPH zur Verfigung. Schritt 5 bis 7 sind Schutiztieaen, die der
Granulozyt firr eine gewisse Zeit zum Uberleben tigino

(Abbildung modifiziert nach Metcalf et al., 1986).
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Obwohl der Granulozyt fur die Abtotung der Mikroargsmen viel Energie ben6tigt,
produziert er das dafur notwendige ATP nicht Gberedfektive oxidative Phosphorylierung
(CeH1206 + 6 & 6 CO, + 6 H,O, Energiegewinn > 30 ATP pro Glucosemolekiil). Eine
experimentelle Hemmung der oxidativen Phosphomytigr vermindert beim Granulozyten
den Sauerstoffverbrauch nicht, was darauf hinwdests Granulozyten ihre Energie mit Hilfe
der anaeroben Glykolyse gewinnen (Glucose Laktat; Energiegewinn 2 ATP pro
Glucosemolekdl). Dies macht insofern Sinn, als @Glazyten vor allem an Entziindungsorten
bendtigt werden, an denen Sauerstoff (und Gluckaejn vorhanden sind. So wird der
wenige zur Verfigung stehende Sauerstoff aussdiclefur Bildung von Superoxidanionen
in der NADPH-Oxidase-Reaktion verwendet. Da dern@lazyt wahrend seiner Reifung im
Knochenmark groe Mengen an Glykogen (der Speiohmarfder Glucose) synthetisiert,
macht er sich auch von der im interstitiellen Gesvkum vorhandenen Glucose unabhangig.
Bis vor kurzem war die vorherrschende Theorie, dasaktive Sauerstoffspezies,
insbesondere hypochlorige S&aure, die wichtigsteleRdlei der Keimabtotung durch
neutrophile Granulozyten spielen (Hampton et aR98). Allerdings wurde seit der
Einfuhrung durchflusszytometrischer Systeme wiealdsder Peroxidasereaktion beruhenden
Advia 120 zur Blutzelldifferenzierung in der hamlagischen Routinediagnostik entdeckt,
dass ca. jedem 2000 bis 4000. Menschen die Myealgarse fehlt und deshalb kein HOCI
gebildet werden kann (Nauseef, 1988). Der Advia différenziert die Leukozyten tber ihren
Peroxidasegehalt. Die Klassifikation der Leukozytem anderen Durchflusszytometertypen
wie dem Sysmex erfolgt durch Peroxidase- unabh&nigigthoden und ist daher nicht in der
Lage, eine Myeloperoxidasedefizienz zu erkennerigdgen der Erwartungen sind MPO-
defiziente Patienten klinisch jedoch unauffalligdureigen normalerweise keine vermehrte
Infektanfalligkeit. In diesem Zusammenhang ist deobachtung von Reeves et al.
interessant, die 2002 Uber die zentrale Bedeutysgsbmaler Enzyme, vor allem der
Elastase, fur die effektive Abtétung von Mikroorgamen berichteten. Nach der Bildung
negativ geladener Superoxidanionen entsteht deurigghusgleich in den Phagolysosomen
durch Einstromen positiv geladener lonen. Reevés hierbei von K-lonen aus, wahrend
neuere Befunde keinen Einfluss durch die HemmumgB#eKanale zeigen, was gegen den
K*-lonen-Einstrom spricht. Stattdessen scheinen Reotofir den Ladungsausgleich
verantwortlich zu sein (Essin et al., 2009).

Positiv geladene inaktive Proteasen wie Elastasd sBn Lysosom in der Membran der
azurophilen Granula an sulfatierte Glykoproteinebugglen. Positiv geladene Teilchen

(wahrscheinlich Protonen) machen den sauren pH-Wadkalisch, ermadglichen die
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Freisetzung der Elastase und anderer Proteaserbemigken so ihre Aktivierung, wie in

Abbildung 4 schematisch dargestellt. Die Elastas®die anderen lytischen Enzyme kdnnen
die phagozytierten Mikroorganismen abbauen. Aneti&telle wird die enorme Bedeutung
der Superoxidanionen auch bei dieser Theorie dbutWas die drastischen klinischen

Symptome bei der Septischen Granulomatose erklart.

Plasma mambrans
Mambrana

H+

Df'
P%unaticm

b

and/or
JH*

Abbildung 4: Schematische Darstellung des Ladunggiaiches an der
phagosomalen Membran beim Ablauf des oxidativestBur

Durch Aktivierung der NADPH-Oxidase wird negativlagenes
Superoxidanion gebildet. Durch den Einstrom vontpogeladenen
lonen ins Phagolysosom kommt es durch Ladungsacisglem pH-
Anstieg und damit zur Freisetzung der an die Membdes
Lysosoms gebundenen positiv geladenen Proteasea, der

Elastase. Nach Reeves et al., 2002.

Auch Rada et al. (2004) stimmen dieser neuen Saikenzu, betonen aber die Wichtigkeit
beider Ablaufe (lonen-Einstrom und Bildung von ROBje die Superoxidanionproduktion
begleitende Depolarisation (in ruhenden neutrophil&ranulozyten -60 mV, nach
Aktivierung durch PMA wurde ein Membranpotential nvot60 mV gemessen) mit
nachfolgendem loneneinstrom sei wichtig, aber ebed® Wirkung der aggressiven
Sauerstoffmetabolite. Allerdings raumen sie die édg#dng der Enzyme in Regionen mit
geringer Sauerstoffversorgung, z.B. in Abszessan Roos und Winterbourn halten diesen
neuen Ansatz in einer 2002 erschienen Rezessiorsdiir interessant, fihren aber noch
verschiedene kritische Argumente an: so sei die Reaves et al. vorgeschlagene alleinige
neue Rolle der MPO als Entgifter fup®b (aufgrund ihrer Katalase-Aktivitat) fraglich, well



Einleitung 17

die in den Experimenten gewahlte®4-Konzentration von 100 mM viel zu hoch sei, so dass
die MPO zu schnell inaktiviert wirde.

Vor kurzem wurde ein weiterer Mechanismus des Adn$tvon Krankheitserregern entdeckt.
Beim ,Killing“ bilden die aktivierten Granulozyteaxtrazellulare Fasern aus, mit denen sie
sich an Bakterien anheften (siehe Abbildung 5).sBieetzartigen ,neutrophil extracellular
traps® (NETs) bestehen zu 70 % aus Chromatinproten geringeren Teilen aus
Granulaprotein (v.a. Elastase) und DNA (Brinkmabale 2004) und werden von aktivierten
Granulozyten zum Zeitpunkt des Todes freigesetis® neue Art des Zelltodes ist weder
apoptotischer noch nekrotischer Art, es handeh sim einen neuen Sterbemechanismus.
NETs sind in der Lage, sowohl Gram-positive undrereegative Bakterien als auch Pilze
abzutéten (Urban et al., 2006). Stimulation neuti@p Granulozyten mit IL8, LPS oder
PMA induzieren nach 45 Minuten NETs-Bildung (Brinknm et al., 2004; Gupta et al.,
2005). Stimulation mit lebenden Bakterien oder Piliviert die NADPH-Oxidase und die
ROS-Produktion. Interessanterweise sind die nebii@p Granulozyten von CGD-Patienten
nicht in der Lage, NETs zu bilden. Dies ist erstm&timulation mit HO, mdglich, weil fur

die NETs-Bildung reaktive Sauerstoffverbindungendigt werden (Fuchs et al., 2007).
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Abbildung 5: mechanische Bakterienabwehr

Granulozyten bilden neutrophil extracellular trapNETs), die von
Neutrophilen abgegeben werden und dem mechanisEh#angen von
Bakterien dienen. In diesem Bild verfangen sich g&8kdn, die
stéabchenformigen Erreger der Bakterien-Ruhr, in betzen.

Quelle: V. Brinkmann, MPI fur Infektionsbiologiegin

1.2 Sepsis

Unter Sepsis versteht man eine systemische Entagndlie durch Infektion mit Bakterien

oder Pilzen verursacht wird. Am haufigsten sind &q@ositive Bakterien und Pilze als

Ausloser zu finden (Martin et al., 2003).

Besonders in Krankenh&usern ist sie durch resiggemtordene Keime nach haufigem
Antibiotikaeinsatz verbreitet und stellt ein grol¥@soblem dar. Sepsis ist die haufigste
Ursache fur die Mortalitat in Krankenhausern. ZWwese 20 und 50% der Sepsispatienten
sterben. Die Kosten fir die Behandlung eines Spasenten belaufen sich auf 50 000 US-
Dollar, was allein in den USA fast 17 Millionen U%sllar Kosten jahrlich verursacht.
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Manner sind fur die Entwicklung einer Sepsis gedéter als Frauen. Die jahrliche Inzidenz
fur schwere Sepsis liegt in den IndustrienationenS0 bis 100 Fallen pro 100 000 Personen
(Moss, 2005).

Andere Autoren beschreiben die Inzidenz alleindigérUSA mit ungefahr 700 000 Fallen pro
Jahr mit mehr als 200 000 Toten jahrlich (Martinakt 2003; Angus et al., 2001). In
Deutschland betragen die Kosten flr die Sepsislbinag ungefahr 2 Milliarden Euro pro
Jahr, also 20 bis 40% der Gesamtkosten fur diensitmedizin. Ein Patient mit schwerer
Sepsis verursacht hier Kosten von ungefahr 40 Q00.Bie Inzidenz wird sich wegen der
ansteigenden Altersstruktur der Bevolkerung undereinerbreiteten Verwendung von
Immunsuppressiva, z.B. bei Knochenmarkstranspliame, wahrscheinlich um 1,5%
jahrlich erhéhen.

Die Symptome der Erkrankung sind zu Beginn oft samgpezifisch. Nach Definition der
ACCP/SCCM-Konsensus-Konferenz von 1992 lasst sehkadankheitsverlauf in 3 Stadien
unterteilen (ACCP/SCCM Consensus Conference Com@ift992; Bone et al., 1992).

1. Das Systemic inflammatory response syndrome §plRt durch mindestens zwei der
folgenden Symptome gekennzeichnet: Fieber oderriémperatur, die Temperatur betragt
mehr als 38°C oder weniger als 36°C. Die Atmungd&dggtweniger als 20 Atemzige pro
Minute oder es liegt Hyperventilation vor. Der Pigismit einem Herzschlag von mehr als 90
Schlagen pro Minute erhoht, die Leukozytenzahlsist stark erhéht und betragt mehr als
12 Mio pro ml. Der Prozentsatz unreifer stabkerni@eanulozyten liegt bei tber 10%.

2. Oft entwickelt sich das SIRS-Stadium zur Sepsier (definiert durch SIRS-Symptome
und Nachweis einer Infektion). Bei zusatzlicher &tgung der inneren Organe spricht man
von schwerer Sepsis, was sich in Symptomen wie eNissuffizienz mit Oligurie und
erhohtem Kreatininwert aufRert und bis zum Nieresagen reichen kann. Auch die Leber
zeigt schwere Stérungen wie GerinnungsstorungerBilirdbinamie. Die Thrombozytenzahl
ist erniedrigt, es kommt zu Blutungen und Sauefisiafgel. Der hohe Laktatspiegel im
Serum bewirkt eine Ubersauerung des Blutes (Lakitidae).

3. In 20 bis 50% der Falle kommt es zum nachstadi@t, dem septischen Schock, bei dem
Sepsis und refraktare Hypotension (der systoli&tb&lruck liegt bei weniger als 90 mmHg),
Nierenversagen und allgemeines Organversagen egerli 2001 wurde auf der
Internationalen Konferenz zur Sepsisdefinition 88RS-Begriff abgeandert und die PIRO-
Definition eingefuhrt in der Absicht, durch Berlakgigung vieler unterschiedlicher
Faktoren eine genauere Diagnostik zu erreicherteli® fir Pradisposition, | fur Infektion, R

fur Antwort (Response) auf die Infektion (einscBlieh SIRS) und O steht fur
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Organdysfunktion (Remick, 2007, Levy et al.,, 2008)lerdings findet dieses Konzept
momentan in der Praxis keine Anwendung. Der Kraigherlauf ist bei den einzelnen
Patienten unterschiedlich, bei manchen liegt mbgliweise eine UberschieRende
Entziindungsreaktion vor, wahrend bei anderen aingezinge Immunabwehr zu beobachten
ist. Bei Sepsis findet man neben einer stark egrwhinzahl neutrophiler Granulozyten eine
starke Cytokinausschittung. Vor allem erh6hte MarageIL1, IL6, IL8, IL12 und TNFalpha
sind zu finden. Eventuell lasst sich das untersilitiee EntzGndungsprofil durch die
Untersuchung sowohl pro- als auch antiinflammatiwes Cytokine verfolgen (Osuchowski et
al., 2006).

Bei den Bakterien sind als Gram-positive Erreger allem Staphylococcus aureus und
Streptokokken, bei den Gram-negativen vor allemefeitakterien und Pseudomonas zu
nennen. Die Behandlung erfolgt vor allem mit betesthm Antibiotika wie Cephalosporin
und seit neuestem mit rekombinant hergestellterviakiem Protein C, wobei dies allerdings
aufgrund der Blutungsgefahr stark diskutiert wiklf3erdem werden Hydrocortison und

Volumenersatztherapie sowie Catecholamingabe estzjes

1.3 Zystische Fibrose

Zystische Fibrose (englisch cystic fibrosis, CF} &ne haufige autosomal rezessive
Erbkrankheit, einer von 25 Menschen ist Trager reMetation, 1 von 2500 Kindern ist
betroffen (Ratjen, 2004). Das CFTR-Molekul (Cydabrosis Transmembrane Conductance
Regulator) liegt auf Chromosom 7 (Riordan et &89). Der CFTR-Kanal z&hlt zu den ABC-
Transportern und kommt auf den Schleimhauten v&, in Darm und in der Lunge. Der
cAMP-abhangige Chloridkanal besteht aus 1480 Andinen und ist sehr wichtig fiur den
Transport von Chlorid durch die apikale Membran Bpithelzelle (Akabas, 2000). Damit es
zur Auspragung der Krankheit kommt, mussen beiderfl Trager der Mutation, also
heterozygot in Bezug auf das CFTR-Gen, sein. Oftl dies erst festgestellt, wenn die Eltern
bereits mehrere erkrankte Kinder haben.

Mutationen im CFTR-Gen werden in 6 Klassen eindfetBallmann et Smaczny, 1998). Bei
manchen Mutationen wird durchaus ein funktionsfahi@FTR-Molekdil gebildet, allerdings
in geringerer Anzahl als bei Gesunden. Deshalberan die unterschiedlichen Mutationen in
der Schwere der Krankheitsauspragung. DE508—Mutation ist mit 71% aller Falle in
Deutschland die haufigste Mutation, die ein Fehl@m Phenyalanin und dadurch eine
fehlerhafte Faltung des Proteins bewirkt. Das Bnotérd unzureichend transportiert und frih

intrazellular abgebaut. Es erscheint deshalb nehit der Zelloberfliche. Das héaufige
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Vorkommen der F508- Mutation ist erstaunlich. Eine Erklarung fiier kdnnte ein
Heterozygotenvorteil gegenuber Krankheiten seinteld@ygote sind eventuell resistenter
gegen Cholera, weil das Choleratoxin den cAMP-Sgieghtht und somit die Chlorid-
Abgabe durch den CFTR-Kanal und die Flussigkeitabbgin das Darmlumen drastisch
erhoht. Bei Typhus ist bekannt, dass Salmonellaitgps CFTR-Molekull als Eintrittspforte
in den Korper benutzt. Menschen mit reduzierter RFKlanal-Anzahl kénnten resistenter
gegen diese Krankheiten sein (Pier et al., 199&yri€laet al., 1994). Die Haufigkeit der
einzelnen CFTR-Mutationen variiert stark in Abhaykgit von der geographischen Lage. In
Europa ist die F508-Mutation im Norden verbreiteter als im Stden.

Symptome sind bei schwerer CFTR-Mutation Pankresafiizienz mit mangelhaftem
Ernahrungszustand, Mekoniumileus, Lebererkrankungaeammlung zéahen Schleims in der
Lunge, Infektionen mit Erregern wie Pseudomonasigirosa und Staphylococcus aureus,
chronische Lungenentzindung, Lungenversagen, Trdsahiegelfinger und Uhrglasnégel.
Bei den Patienten ist die Menge an Chlorid- undribiationen im Schweil3 erhdht, wie Sant”
Agnese et al. 1953 entdeckten. Mit einem Schweif3tder sogenannten Pilocarpin-
lonotophorese, Uber den Gibson et al. 1959 bet®hte kann die erhéhte
Elektrolytkonzentration im Schweil3 nachgewiesen dear ebenso durch genetische
Untersuchungen zum Nachweis der Mutationen. Beiu@adsn werden Krankheitserreger
meist ohne Probleme aus der Lunge entfernt, besaueErkrankungen kommt. Bei CF-
Patienten ist dies aus ungeklarten Grinden niclgliohty man findet bei ihnen sehr haufig
eine bakterielle Besiedelung der Lunge, sehr oft Pseudomonas aeruginosa. Mit
zunehmendem Alter nimmt die PseudomonasbesiedéeleinBatienten immer mehr zu (Stern
et al.,, 2002). Es gibt verschiedene Theorien, wadies so ist. Die Lungen werden von
Epithel ausgekleidet, auf dem eine dinne Flusdiggehicht aufliegt (airway surface liquid,
ASF). Eventuell beeintrachtigt die bei CF erhohtdzkEonzentration dieser Flussigkeit die
Wirkung der Defensine gegen Krankheitserreger (@ald et al., 1997, Smith et al., 1996)
und der in der Lunge vorhandene Schleim dient a#hrbbden fur Bakterien. Die
Entziindungsreaktion in der Lunge ist ein groRe®lBm. Mit zunehmendem Alter kommt es
zur Zerstérung des Lungenepithels, die durch di€grZahl an eingewanderten Granulozyten
und die hohe Proteasekonzentration, z.B von frElastase, verursacht wird. CF-Epithel
sezerniert grof3e Mengen an proinflammatorischerkiyen wie IL6 und IL8, aber wenig
entziindungshemmendes IL10 (Bonfield et al., 19B%). bisherige Therapie besteht in der
Verabreichung von Antibiotika (beta-Lactame, Amihy@side), von Mukolytika

(Schleimloser), DNase, Glucokortikoide gegen die tzEndung, Antiproteasen,
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Physiotherapie (Lockern des Schleims), Ernahrungsibeg zur Verbesserung des
Gesamtzustandes und schlief3lich als letzte thetiapbe Malinahme

Lungentransplantationen. All diese Verfahren reichber noch nicht aus, um die Krankheit
ausreichend behandeln zu kénnen. 2008 veroffetdlidie Arbeitsgruppe um Erich Gulbins
in Nature Medicine einen Artikel Uber erhdhte Ceidhionzentrationen in den Lungen
CFTR-defizienter Mause mit erhdhter Empfanglichkért Pseudomonas-Infektionen und die
Reduktion sowohl der erhdohten Ceramidkonzentratiords auch der Pseudomonas-
Anfalligkeit durch das trizyklische Antidepressivuimitriptylin (Teichgraber et al., 2008).

Ceramide sind mal3geblich an der Ausbildung der #gs® beteiligt und kénnen so zum

Absterben des Lungenepithelgewebes beitragen.

1.4 Apoptose

Es gibt zwei Arten von Zellsterben: bei der Nekrgshwillt die Zelle an und zerplatzt, das
Zellinnere (Cytoplasma, DNA und Zellorganellen) aget ins Auf3enmedium und wird von
den Phagozyten in einer Entziindungsreaktion bgseith Gegensatz hierzu schrumpft die
Zelle beim programmierten Zelltod (Apoptose), ddsdinatin im Zellkern kondensiert und
die DNA wird aufgrund von erhohter Endonukleaseatéi in kleine Stlcke definierter
GroRRe zerteilt. Membranvesikel mit Zellinhalt (apaijc bodies) schniren sich ab, die von
Makrophagen aufgenommen werden. So gelangt dasaié nicht nach auf3en und die
Entztindungsreaktion bleibt aus.

Die Apoptose ist ein wichtiger Mechanismus bei ngphilen Granulozyten, um alte
Granulozyten zu eliminieren, was durch Apoptosektidn mit nachfolgender Phagozytose
durch Makrophagen geschieht. Die Apoptose spietie eigroRe Rolle bei vielen
Krankheitsbildern, z. B. liegt bei rheumatoider I&itis in der Frihphase der Krankheit eine
verzogerte Apoptose vor, was an der Cytokin-Zusanseizung in der Synovial-Flissigkeit
aus vorwiegend antiapoptotischen Cytokinen (IL2,ILL15, GM-CSF) liegen kdnnte (Raza
et al., 2006). Ein Wirkmechanismus antirheumatischeedikamente ist die Apoptose-
Induktion (Herman et al., 2005, Liptay et al., 2D03enerell weisen die Granulozyten alterer
Menschen eine beschleunigtere Apoptose auf aldivejeren (Tortorella et al., 1998, Fllop
et al., 1997).

Bei der Apoptose unterscheidet man zwei verscheed&fege. Der extrinsische bendtigt
Todesrezeptoren und fihrt zur Fas-vermittelten &ss8-Aktivierung. Der intrinsische wird
z.B. durch oxidativen Stress ausgeldst und fuhtostiondrien-abhé&ngig zur Aktivierung der
Caspase 9 (Ueda et al., 2002). Beide Wege endeterimdktivierung von Caspasen, der
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sogenannten Caspase-Kaskade (siehe Abbildung @&keDProteasen besitzen Cystein im
aktiven Zentrum und schneiden Proteine nach AspBReaten (@steinyl-Asm@artas¢. Beim
Menschen sind 11 unterschiedliche Caspasen bekaagterev et al., 2003).

Beim intrinsischen Weg wird Cytochrom ¢ durch einglembranporenkomplex in der
aulReren Mitochondrienmembran freigesetzt, bindetApaf 1 (apoptotischer Protease-
Aktivierungsfaktor-1), das nun ATP-abhéngig oligoisiert und ermdglicht dadurch die
Bindung von Procaspase 9 an Apaf 1. Es kommt ZduBg des Apoptosoms. Jetzt kann die
Caspase 9 aktiviert werden. Uber eine Caspase-Haska deren Verlauf verschiedene
andere Caspasen wie Caspase 3, 6 und 7 aktiviedemekommt es zur Apoptose.

Beim extrinsischen Weg leiten extrazellulare Signalie zum Beispiel Tumor-Nekrose-
Faktor (TNF) oder Apo oder Fas durch Bindung aereiRezeptor der TNF-Rezeptor-Familie
wie CD95 die Apoptose ein. Durch nachfolgende Trisierung erfolgt die Bildung einer
membranstandigen Todesdomane, an welche das TNépiReassoziierte Protein (TRADD)
bindet. Hieran bindet das FAS-assoziierte Proteih Tndesdomane (FADD), an das die
Procaspase 8 bindet. Diese wird autokatalytisciviakt und es kommt genauso wie beim
intrinsischen Weg zur Auslosung der Caspase-Kashkadkteren Verlauf die Procaspasen 3, 6
und 7 aktiviert werden, die ihrerseits Enzyme ak&tien, die vor allem DNA abbauen. Es
kommt zum Abbau der Zelle.
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Abbildung 6:Apoptosewege

Der extrinsische Weg fihrt durch Aktivierung der gexmannten
Todesrezeptoren (z. B. TNHRezeptor) zur Aktivierung von Caspase 8.
Beim intrinsischen Weg bewirkt Stress eine Fraisgfavon Cytochrom c
aus den Mitochondrien, das an das AdaptorproteiafApbindet und zur
Aktivierung der Caspase 9 fuhrt. Die Caspasen flihzer Apoptose.
Modifiziert nach Loffler, Basiswissen BiochemieAgGflage, 2005.

Beim extrinsischen Weg bewirkt CD95-Aktivierung eiSpaltung von Sphingomyelin in der
Zellmembran, Ceramid wird freigesetzt und es koraort Apoptose. P53 bewirkt ebenfalls
eine Spaltung von Sphingomyelin in der Zellmembigefplgt von Ceramidfreisetzung und
einem Anstieg an Superoxidanion. Die Bildung reaktiSauerstoffverbindungen fihrt zur
Apoptose.

Die Aktivierung des intrinsischen Weges fiihrt duffnung des Porenkomplexes in den
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Mitochondrien zu vermehrter Bildung von freien Radén wie Superoxidanion, zur
Oxidation von Coenzym NADPHInd zur Bildung von GSSG aus GSH. Gleichzeitig mggia
in einer frihen Phase der Apoptose Phosphatidglsen der cytoplasmatischen Innenseite
der Membran auf die extrazellulare AuRenseite. @i&organg wird als Flip-Flop-Reaktion
bezeichnet. Bei Vorhandensein von Calcium kanncda85 kD grof3e Protein Annexin V an
das Phosphatidylserin binden und so die Apoptoseizem frihen Zeitpunkt nachweisen.
Wenn an Annexin ein Farbstoff wie FITC gekoppeltt, ikann die Apoptose
durchflusszytometrisch bestimmt werden. Weil bei Mekrose die Zellmembran geschadigt
ist, wird auch hier Phosphatidylserin erkannt, umdiar auf der Innenseite der
permeabilisierten Membran. Durch gleichzeitige k&d mit Propidiumjodid, das an die
DNA im Zellkern bindet, kbnnen doppelt positive [@el, die sowohl Annexin als auch
Propidiumjodid binden, als nekrotische Zellen erkanverden. Allerdings kann keine

eindeutige Unterscheidung zu Zellen in der spateoptose getroffen werden.

1.5 Pseudomonas bei CF: Rolle von Ceramid bei der Apopse

Pseudomonas aeruginosa-Infektionen stellen ein egrdRroblem dar, insbesondere bei
immunsupprimierten Patienten oder bei VerbrennunBben Letalitat betragt ungefahr 20 %,
bei zusatzlichen Komplikationen sogar 30 bis 50%&V/et al., 1996). Aul3erdem ergibt sich
die groRe Bedeutung dieses Bakteriums aus derchasdass es bei 40 % aller Todesfélle
bei Beatmungs-Pneumonie eine Rolle spielt (Crouc.e1996). Die Hauptbedeutung liegt
aber in den Komplikationen, die Pseudomonas aeosgitbei zystischer Fibrose verursacht.
Wahrend des Krankheitsverlaufes kommt es bei st &F-Patienten zu einer chronischen
Pseudomonas aeruginosa-Infektion, die zu Lungeiiedtmg mit Gewebezerstérung und
fruthem Tod fuhrt. Es ist unklar, weshalb CF-Pagentso anféllig fur Pseudomonas-
Infektionen sind. Der bei zystischer Fibrose defekCFTR-Kanal besitzt eine
Chloridkanalfunktion. Eventuell ergeben sich datdude Veranderungen in der Fluiditat der
Schleimschicht, die die Entfernung von Krankhersgern erschweren kénnen (Sheppard
und Welsh, 1999). Hierdurch konnten sich auch \V@egmgen in der Salzkonzentration
ergeben, die zu einer Hemmung der Defensine votraghilen Granulozyten fiihren und
somit zu einer schlechteren Pseudomonas-Eliminge(@oldman et al., 1997). Ebenso kann
das von mehreren Autoren bei CF-Patienten besameshngleichgewicht zwischen pro-
und antiinflammatorischen Cytokinen zur erhdhtefektionsanfalligkeit bei CF-Patienten
beitragen. Sezerniert werden bei Infektion mit Es@wonas aeruginosa vor allem
proinflammatorische Cytokine wie IL1, IL8 und TNkpha (Schultz et al., 2002; Oceandy et
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al., 2002, Tabary et al., 2001; Tirouvanziam et a000; Inoue et al., 1994). Die IL8-
Expression ist bereits bei nicht-infizierten CFT&idienten M&usen in der Trachea erhdht
(Inoue et al., 1994). Gleichzeitig werden von diesédusen sowohl im Grundzustand als
auch nach Infektion weniger antiinflammatorischeakine wie IL10 gebildet. Epithelzellen
weisen neben vermehrter Ausschittung proinflamnsaoer Cytokine auch eine erhdhte
NFkappaB-Aktivitat auf (Venkatakrishnan et al., Q0Bonfield et al., 1995).

Pseudomonas aeruginosa bewirkt in Epithelzellerokbwn vitro als auch in der Lunge eine
Aktivierung des CD95Rezeptor/CD95-Ligand-Systemst mmachfolgender Apoptose
(Jendrossek et al., 2003, Jendrossek et al.,, 2B6dssmé et al., 2000). Pseudomonaden
aktivieren in Saugerzellen die saure Sphingomysénaund sorgen so fur die
Ceramidfreisetzung und die Bildung Ceramid-reicklrmbranplattformen (Grassmé et al.,
2003; Esen et al.,, 2001, Grassmé et al., 1997)sidle dann aufgrund der biochemischen
Ceramid-Eigenschaften zu grof3en Membranplattformegsammenschlielen (Hauck et al.,
2000). In diesen Plattformen werden verschiedenee®ermolekile wie z.B. CD95
angehauft, was auch als Clustern bezeichnet wiel Apoptose der befallenen Zellen ist fur
die Beherrschung der Infektion von entscheidendedeBitung. Bei CFTR-defizienten
Epithelzellen konnte eine gestdrte Apoptoseinduktidurch Pseudomonas aeruginosa-
Infektion nachgewiesen werden (Kowalski und Piedp4). Die Stimulation des CD95-
Rezeptors bewirkt ebenfalls eine Aktivierung deursa Sphingomyelinase (Grassmé et al.,
2001; Cremesti et al., 2001). Auch Pseudomonagyemrsa infiziert Uber die Rezeptorcluster
die Epithelzellen und 16st so die Apoptose dereekhus. Die Bedeutung des CFTR- Kanals
fur den Ceramidstoffwechsel liegt eventuell auckleéssen Eigenschaft als ABC-Transporter,
der u.a. eine Rolle beim Lipidtransport spielt (pawde et al., 2001, Sheppard und Welsh,
1999; Bodzioch et al., 1999). Durch das Fehlen €6TR kommt es deshalb eventuell zu
einer Anderung im Sphingolipidstoffwechsel in dellthembran. Moglicherweise ist CFTR
ein Transporter fir Sphingosin-1-phosphat. Durcim deansport durch CFTR von der
Aul3enseite nach innen kdnnte Sphingosin-1-Phospinath eine Lyase abgebaut werden,
siehe Abbildung 7. Bei CFTR-defekten Zellen wirdeakso zu einer Sphingosin-1-phosphat-

Anhaufung kommen, ebenso der Vorlauferprodukte@geamid (Boujaoude et al., 2001).
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ASM aufRen

Sphingomyelin—— Ceramig—> Sphingostt» Sphsaigd -phosphat

CFTR

Abbau durch Lyase

innen

Abbildung 7: Sphingolipidstoffwechsel

Sphingomyelin wird durch die saure Sphingomyelir@®M) zu Ceramid abgebaut,
das Uber die Sphingosinzwischenstufe zu Sphindeghisphat umgewandelt wird.
Durch den CFTR-Kanal gelangt dieses auf die Innémsker Membran, wo es durch
eine Lyase abgebaut wird.

Abbildung nach J. Riethmdaller, Universitatsklinilir fKinder- und Jugendmedizin

Tlbingen

CFTR-defiziente Mause weisen erhdohte Ceramidkonagomen in der Lunge und in der
Trachea auf. Die Reduktion der Ceramidkonzentra(itumch trizyklische Antidepressiva wie
zum Beispiel Amitriptylin) verringert bei diesen Mgen die Pseudomonasanfalligkeit. Bei
nichtinfizierten CFTR-defizienten Mausen wird einer@nderter alkalischer pH-Wert
beobachtet. Dieser bewirkt ein Ungleichgewicht ziwen Ceramidbildung und —verbrauch,
so dass es zur Ceramidanreicherung mit nachfolgendistarkter Empfanglichkeit far
Pseudomonas aeruginosa-Infektionen kommt. TrizglésAntidepressiva wie Amitriptylin
hemmen die saure Sphingomyelinase, bewirken einemalsierung des erhohten
Ceramidspiegels und verringern die Pseudomonasigh&it bei CFTR-defizienten Mausen
(Teichgraber et al., 2008). Die genaue Wirkweiseeseli Blockierung der sauren
Sphingomyelinase in vivo ist noch ungeklart, manedoch, dass Amitriptylin in vitro
einen proteolytischen Abbau der sauren Sphingomgsd mit Verminderung der Expression
verursacht (Hurwitz et al., 1994).

Die Bedeutung der Ceramide fur die Apoptose wurdehavon anderen Arbeitsgruppen
postuliert: Seumois et al. beschreiben in einer728schienenen Publikation den Anstieg
intrazellularer Ceramide mit 16 und 24 Kohlenhydtamen (C16 und C24-Ceramide) und
der Caspasen 3, 8 und 9 mit nachfolgender Apofteseeutrophilen Granulozyten in Kultur.
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Die Zugabe synthetischer C(16) und/oder C(24)-Cetanzu Kulturen aus neutrophilen
Granulozyten bewirken eine rasche Apoptose, diehlduiugabe von GM-CSF verhindert
werden kann, was zu der Vermutung fuhrt, dass deas@apoptotische Wirkung auf die
Hemmung der Ceramidanhaufung zurickzufihren isstiGaet al. beschreiben 2007 den
stimulierenden Einfluss von Wasserstoffperoxid auwfie Apoptoseinduktion in
Atemwegsepithelzellen durch Aktivierung der newnal Sphingomyelinase 2 mit
nachfolgender Ceramidgeneration. Zu &hnlichen Hrgebn kommt auch Son et al. in
seinem 2007 erschienenen Artikel. Wasserstoffpdroxarhéht den intrazellularen
Ceramidspiegel und fuhrt zur Apoptoseinduktion im-60-Zellen, allerdings sah diese
Gruppe keine Anderung der Sphingomyelinaseaktjwtéis auf einen anderen Syntheseweg
fur Ceramide in HL-60-Zellen schlieRen lasst. Augtheel-Toellner betont die Bedeutung
der ROS-Bildung fur die Ceramidanhaufung mit nalddénder Apoptoseinduktion (Schell-
Toellner et al., 2004 a).

In Abbildung 8 ist die Bedeutung der Aktivierungrdauren Sphingomyelinase durch ROS-

Bildung fir die Apoptose zu sehen.



Einleitung 29

Aktivierung des

Granulozyten

ASM(i) —» ASM(a)
(ASM=Saure Sphingo-
myelinase) «

Sphingomyelin | — | ceramid

l

Apoptose

Abbildung 8: Moglicher Wirkmechanismus von Amitiipt bei der
Apoptose der Granulozyten

Nach Glutathionabfall und Anstieg reaktiver Saueffserbindungen
kommt es zur Aktivierung der sauren Sphingomyadindis Sphingomyelin
in Ceramid umwandelt. Ceramid fuhrt zur ApoptoseSMA saure
Sphingomyelinase, i= inaktiv, a= aktiv, GSH= Glutimin
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Die ROS-Bildung fiihrt zum Glutathionabfall und durdCystein-Oxidation zu einer
Aktivierung der sauren Sphingomyelinase. Diese pzat aus Sphingomyelin Ceramid, das
die Apoptose auslost. Das trizyklische Antidepnassi Amitriptylin - hemmt die

Ceramidbildung und kann so die Apoptose verhindern.

Das saure Sphingomyelinase-Ceramid-System spimdtveichtige Rolle bei der Infektion von
Saugetier-Zellen mit verschiedenen Krankheitserregaie Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus und Saltteotyphimurium. Ceramid ist von grol3er
Bedeutung fir die Induktion der Apoptose bei irdizen Endothel- und Epithelzellen,
besonders nach Infektion mit Pseudomonas aeruginu$astaphylococcus aureus (Grassmé
et al., 2008). In diesem Zusammenhang ist die Ektdey verringerter Ceramidspiegel im
Plasma von CF-Patienten im Vergleich zu Gesundmagsant (Guilbault et al., 2008) Eine
maogliche Erklarung fur die starke Verbreitung destisrten CF-Allels ist, wie bereits
erwahnt, der Heterozygotenvorteil durch vermindé&itepfanglichkeit fir Krankheiten wie
Cholera und Typhus, die als Eintrittspforte in dedrper bzw. flir den Ablauf des
Krankheitsgeschehens den CFTR-Kanal bendétigen.rdiMigs konnten die verminderten
Ceramidspiegel zu einer schlechteren Beseitigumgedeger beitragen. Noch ist unklar, ob
die Ceramidspiegel von Heterozygoten ebenfallsedrigt sind oder sich annahernd auf
Normalniveau befinden. Ceramid kommt bei verschede biologischen Prozessen eine
Rolle zu, z.B. bei der Vermittlung von Signalwegdurch Bildung langer Domanen in der
Zellmembran, die fur die Reorganisation zellul&Rezeptoren und Signalmolekiile wichtig
sind, besonders bei bakteriellen Infektionen derdeuund bei Sepsis (Becker et al., 2008).
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2 Ziele der Arbeit

Ziel der Arbeit war es, in klinischen Studien diellR der Granulozyten bei zwei wichtigen
Krankheitsbildern zu untersuchen. Bei Sepsis statk®rhohte Granulozytenzahlen im Blut
zu finden und lassen daher die Vermutung zu, dassu®zyten eine sehr wichtige Rolle fir
den Krankheitsverlauf spielen. Es sollten versamed Aspekte analysiert werden, die die
Reaktivitdt der Granulozyten betreffen. So ist @ginch, dass Sepsisgranulozyten erst eine
hyperreaktive Phase durchlaufen, in der sie die ébewund Organe durch anhaltende und
Ubermagige Produktion reaktiver Sauerstoffverbigaguanschadigen. Hieran kénnte sich eine
hyporeaktive Phase anschlieen, in der die Graydozfunktionsunfahig sind und so
eventuell zum Tod der Patienten beitragen. Aul3ere&an von Interesse, ob die in der
Bevolkerung recht héufig vorkommende Myeloperoxettesizienz eine Rolle fur den
Verlauf der Sepsis spielt, obwohl sie generellikth unauffallig ist. In der longitudinalen
GZF-Sepsis-Pilotstudie wurden Granulozyten aus ¥efiblut von 5 Sepsispatienten Uber
mehrere Tage untersucht und mit den Granulozyterbvgontrollpersonen verglichen.

Bei der Zystischen Fibrose (CF) wandern sehr vietanulozyten in die Atemwege der
Betroffenen ein und sind deshalb in bedeutendengglenm Sputum vorhanden. Es ist
unklar, ob die Granulozyten zum schweren Verlauf @& durch Gewebezerstérung der
Lunge beitragen und warum sie nicht in der Lagel,sthe Infektionen mit Erregern, vor
allem Pseudomonas aeruginosa, zu eliminieren. Hel#rgpielt eine verdnderte Apoptose
eine Rolle, wie sie fur CF-Epithelzellen nachgewreswurde. In der doppelblinden,
plazebokontrollierten randomisierten crossover @étfudie APAII sollte der Einfluss eines
trizyklischen Antidepressivums (Amitriptylin) auf r@nulozyten untersucht werden, well
diese Substanzklasse als Apoptosehemmer bekan@trastulozyten in Blut und Sputum von
18 CF-Patienten wurden auf eine Veranderung derpfgse unter Amitriptylineinfluss
untersucht. Ebenso war von Interesse, wie sich uBpilberstand von mit Amitriptylin
behandelten CF-Patienten auf gesunde Granulozytewitkt. Desweiteren wurde die
Fahigkeit von CF-Granulozyten zur Sauerstoffraditdling unter Einfluss von Amitriptylin
untersucht. Von einer kooperierenden Arbeitsgruppevurde in einer
Lungenfunktionsuntersuchung untersucht, ob Amigtipt die Lungenfunktion der CF-
Patienten beeinflusst und welche Cytokinzusammeunsgt im Sputum und im Blut

vorhanden sind.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien und Reagenzien

Chemikalie

Firma

Amitriptylin

Sigma, Taufkirchen

Cytochalasin B

Sigma, Taufkirchen

D+-Glucose

Sigma, Taufkirchen

DimethylSulfoxid (DMSO)

Merck, Darmstadt

Ethanol 100 %

Merck, Darmstadt

Gelatine

Merck, Darmstadt

HCI 1M

Merck, Darmstadt

Heparin Canusal,0ounits/ml, 2 ml Ampullen

CP-Pharmaceutics Ltd Werxhan UK

Histopaque 1077

Sigma, Taufkirchen

Histopaque 1119

Sigma, Taufkirchen

Low-melt Agarose

Sigma, Taufkirchen

Luminol (5-Amino-2,3-dihydrophtalazine-1,4-dion)

Sigma, Taufkirchen

NaOH 1M

Merck, Darmstadt

N-formyl-Methionyl-Leucyl-

Phenylalanin (NfMLP)

Sigma, Taufkirchen

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

Sigma, Taufkien

Staurosporin

Sigma, Taufkirchen
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Trypanblau Sigma, Taufkirchen
Zymosan A Sigma, Taufkirchen

3.1.2 Stammldsungen und Puffer

Stammldsungen und Puffer

Zusammensetzung/Hersteller

Dulbecco’s PhosphatBuffered Saline (PE
mit Ca™ und Mg™,

ohne NatriumBicarbonat

Gibco, Berlin

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (
ohne Ca2" und MgZ™,

ohne NatriumBicarbonat
=PBS spezial

Gibco, Berlin

PBS mit C&" und Mg™ und
5 mM D+-Glucose =PBS/Glucose

Selbst hergestellt aus PBS (Gibco, Berli
und D+-Glucose von Sigma, Taufkircher

Il

FACS-Flow

Becton Dickinson, Heidelberg

FACSInkubationspuffer aus Annexin V
Fluos Staining KIT

Roche, Mannheim

Formaldehyd-L6sung 4 %

Universitatsapotheke, Tidrng

Giemsa-LOsung

Merck, Darmstadt

Glutaraldehyd-Lésung 25 %

Merck, Darmstadt

Hank's Balanced Salt Solution (HBSS) n
Caund Mg™, ohne Phenolrot, 1x und 1(

g)lgiochrom, Berlin

N-(2-Hydroxyethyl)piperazin-N"-(2-
ethansulfonsaure) (Hepes) (1M)

Biochrom, Berlin

Lysepuffer Ammoniumchlorid®uffer (0,82
wiv)

Universitatsapotheke, Tubingen

May-Griinwald-Lésung
eosinsaures Methylenblau in Methanol:
(2:1)

Merck, Darmstadt

Rinse (Spullésung fur FACS)

Becton Dickinson, Hdierg

Safe (Hypochlorit zur FACSReinigung)

Becton DiclansHeidelberg
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Antikorper Abkilrzung Ziel Firma
Annexin V Fluos Staining Kit: Roche,
Annexin V FITC Annexin Phosphatidylserin Mannheim
Propidiumjodid PJ DNA
CD 11b APC CD11b Mac1l, beta2 Integrin, Becton
Komplementrezeptol Dickinson,
Heidelberg
CD 18 FITC CD1is Macl, beta 2 IntegrinBecton
Komplementrezeptol Dickinson,
Heidelberg
CD62L (Selektin) FITC CD62L Leukozyten-Selektin| Becton
Dickinson,
Heidelberg
Phagozytose Assay Kit FITC- Phagozyten Molecular
markierte Probes/Invit-
_ rogen,
E. coli Karlsruhe
Toll-Like-Rezeptor 2 Antikoérpg TLR 2 TLR2 eBioscience
PE San Diego
USA
Toll-Like-Rezeptor 4 Antikorpe TLR 4 TLR4 eBioscience
PE San Diego
USA
gl/Ra-lgG-Maus-Isotyp FITC/PH Isotyp Maus Becton
Dickinson,

Heidelberg
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3.1.4 Gerate
Gerate Hersteller /Vertrieb
ADVIA 120 Bayer/Siemens, Fernwald

Brutschrank, Heracell

Heraeus, London, England

Coolpix 4500 (Kamera fur Mikroskop)

Nicon, Minster

FACSCalibur

Becton Dickinson, Heidelberg

Feinwaage MC1

Sartorius, Géttingen

Heizplatte mit Magnetrihrfunktion

Heidolph, Kelheim

Mikroskop 473047

Zeiss, Oberkochen

pH-Meter, pH 535 MultiCél

WTW, Weilheim

Sterile Werkbank, HeraSafe

Heraeus, Osterode

Tropix TR 717 Microplate Luminometer

PE Applied r&er City, USA

Vortexer, Reax top

Heidolph, Kelheim

Waage E 400 D OHAUS

Sartorius, Géttingen

Wasserbad

Memmet, Schwabach

Wasserdestillationssystem zur Herstellu
von Aqua bidest., Milli-Q biocel

n
laillipore, Schwalbach

Zentrifuge Mikro 22R (Eppendorf-Gefald

glettich Zentrifugen, Tuttlingen

Zentrifuge, Rotixa 50 RS

Hettich Zentrifugen, Tintjen

Zytozentrifuge

Thermo Shandon, Frankfurt
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3.1.5 Verbrauchsmaterial

Verbrauchsmaterial Hersteller/Vertrieb
BD-Falcon 6 mPolystyrene Round Bottq , . _ . . &
Tube (FACS-Rohrchen) BD-Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA
Einwegpipetter{1 ml, 2 ml, 5 ml, 10 ml) |Costar, Fernwald
Filter fir Zytozentrifuge, Probenvolumer| Thermo Shandon, Frankfurt
Mikrotiterplatten(96 Kammern) Nunc, Wiesbaden
Objekttrager ca. 77 x 26 mm R. Langenbrinck, Teamg
Pipetten (10, 100, 200, 1000 ul), Pipetmeﬁ"son’ Villiersde Bel, Frankreich; Eppel
amburg
PipettenspitzeL0 pl) Biozym, Hess
Pipettenspitze00 pl, 1000 pl) Sarstedt, Nurnbrecht
ReaktionsgefalRg,5 ml, 2 ml) Eppendorf, Hamburg
Softasept N (Desinfektionsmittel) Braun, Melsungen
Spritzen(1 ml, 5 ml, 20 ml, 50 ml) Braun, Melsungen
Sterilfilter 40 um Sarstedt, Nurnbrecht
Zentrifugenréhrche@5 ml, 50 ml) Greiner, Frickenhausen
Zellsieb 40 pm BD Biosciences, Heidelberg
3.1.6 Programme
Software /Version Verwendung Hersteller /Vertrieb
CellQuest FACS-Messung und | Becton Dickinson, Heidelberg
Auswertung
Microsoff®-Excel 2000 | Tabellenkalkulation Microsoft-Corporation, Redmor
Microsoft®-Word 2000 | Textverarbeitung USA
Winglow-Software Chemilumineszenz Berthold Techd Bdildbad

3.2 Methoden

Im Vollblut sind unterschiedliche Leukozytenzellpdggtionen vorhanden, die sich bei vielen
Methoden nicht voneinander unterscheiden lassen gicld eventuell sogar gegenseitig
beeinflussen. Um klare Ergebnisse hinsichtlich erielunterschiedlicher funktioneller
Parameter einzelner Zellpopulationen zu erhaltaiss@n sie gesondert betrachtet werden.

Bei der longitudinalenSepsis-Studie GZF unter der Leitung von PD Dr. Joachim

Riethmuller wurden Granulozyten aus dem VollbluthvBepsispatienten untersucht. Die
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Studiendurchfihrung zur Entnahme von Laborprobethzur Verwendung der Daten wurde
von der Ethikkomission genehmigt. Nach der Isolgruwvurden die Granulozyten mit
verschiedenen Methoden auf ihre Fahigkeit zur Bitdueaktiver Sauerstoffspezies (ROS),
zur Chemotaxis und Degranulation untersucht. Autklriiber die morphologische
Beschaffenheit der Oberflachenrezeptoren der Goagtén gibt die FACS-Analyse, die es
als einzige der hier verwendeten funktionellen Med#n erlaubt, die Populationen
auseinander zu halten und deshalb in Vollblut mschlielender Erythrozytenlyse
durchgefuhrt werden konnte, ebenso der durchflissmtrische Phagozytose-Test.
Studiendesign GZF-Studie 5 Patienten tber 18 Jahre (4 Manner und 1 Fraschen 58
und 82 Jahre, Durchschnittsalter 67 Jahre + 9,4i2)Systemic Inflammatory Response
Syndrome (SIRS) (a) oder schwerer Sepsis (b odsuen in die Studie aufgenommen. Als
SIRS-Patient(a) wurde eingestuft, wer mindestens zwei derdiotten Symptome aufwies:
Fieber > 38 °C oder Hypothermie < 36 °C, Herzsct#ag§0/min, Atmungsrate >20/min,
Hyperventilation mit PaC®< 33 mmHg, Leukozytose > 12 000 Zellen/freukopenie <
4000 Zellen/mm und mehr als 10 % unreife Granulozyten. Als Sepsispt wurde
eingestuft, bei wem (b) SIRS vorlag und eine gesiehmikrobiologische oder klinische
Infektion oder (c) eine schwere Sepsis mit Orgahahdion: entweder kardiovaskulare
Dysfunktion (systolischer arterieller Druck < 90 fdmmoder mittlerer arterieller Druck 50 bis
70 mmHG trotz adaquatem Volumenersatz oder Vassmres (Dopamin > 5ug/kg/min oder
Norepinephrin oder Vasopressin oder Epinephrimales Dysfunktion: Diurese < 0,5 ml/kg/h
oder Kreatininanstieg > 2mg/dl, Thrombozytopenie 100000 mm, metabolische
Dysfunktion: Basenuberschuss > -5,0 mmol/l odesikdaktat > 3 mmol/I.
Ausschlusskriterien waren das Vorliegen von aflerietHdypotension (MAP < 50 mmHG),
einer schweren Anamie (Hb < 8g/dl), HIV-, HBV-, H@nfektion oder Tuberkulose,
Operationen innerhalb der letzten 7 Tage, Drogesikonund Schwangerschatft.

Bei der prospektiven doppelblinden plazebokoneaiin randomisierten crossove@f-
Studie APAII (Ethikantragsnummer 129/2006AMG1) unter der Leitung PD Dr. Joachim
Riethmuller wurden die in den Sputen von CF-Pagiergnthaltenen Zellen auf Objekttrager
geschleudert (Cytospin) und morphologisch untersugle Apoptoserate der Zellen wurde
durchflusszytometrisch bestimmt und ein Trypanldautdurchgefuhrt. Isolierte Blut-
Granulozyten von CF-Patienten wurden auf den pitozéen Anteil apoptotischer Zellen
untersucht und die Fahigkeit zur ROS-Bildung (m#r dChemilumineszenz-Methode)
Uberpraft.

Die Uberstande der abzentrifugierten Sputen wusdegefroren und nach dem Auftauen mit
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frisch isolierten Granulozyten gesunder Spendeubidet. Die Apoptoserate und die Bildung
reaktiver Sauerstoffverbindungen wurden bestimmisafzlich wurde der Einfluss von
Amitriptylin auf die Apoptose, die ROS-Bildung undie Degranulation gesunder
Granulozyten untersucht.

Studiendesign APAII-Studie: 18 Patienten (9 Manner und 9 Frauen im Alter ziagsc18
und 47 Jahren, Durchschnittsalter 27 £ 7,6 Jahiepesicherter Zystischer Fibrose wurden
in die Studie aufgenommen. Einschlusskriterien wadas Vorliegen einer Zystischen
Fibrose, Einwilligungsfahigkeit, Alter 0ber 18 Jahr keine akute pulmonale
Begleiterkrankung  (Virusinfekt) und  Mdglichkeit  der Lungenfunktionsprifung.
Ausschlusskriterien waren Vorliegen eines Glaukoenses zerebralen Anfallsleidens, einer
Herzinsuffizienz, einer depressiven/manischen E#uiag sowie Vorliegen einer aktuellen
pneumologischen Begleiterkrankung (z. B. BronchAusg¢healstenose, Tuberkulose,
Thoraxtrauma, ARDS), Benétigung intravendser Awtilia-Therapie sowie Anzeichen fur
eine endotracheale oder bronchiale Blutung. Audtnentlasteter Pneumothorax und die

Teilnahme an einer weiteren Studie waren Ausschkiiisgen.

3.2.1 Bestimmung des Differentialblutbildes am Advia 120

Prinzip:

Die einzelnen Zellpopulationen im Vollblut kénnerufgrund ihrer unterschiedlichen
morphologischen und biochemischen Merkmale mit eHikkines Durchflusszytometers
bestimmt werden. Hierfur gibt es unterschiedlichgst&me, die auf verschiedenen
Parametermessungen basieren. Fir unser Labor stamktvia 120-Gerat von Bayer, jetzt
Siemens (Fernwald), zur Verflgung, das wu. a. aufr dBestimmung des

Myeloperoxidasegehalts fur die Leukozytendifferenzing beruht.

Durchfihrung:

Nach der Blutabnahme werden die im EDTA- Vollbluitrealtenen Zellen bestimmt und
quantifiziert. Die Zellen werden anhand ihrer Padageaktivitait und ihres

Streulichtverhaltens analysiert. In der Peroxid@saktionskammer (Abbildung 9) werden
nach Erythrozytenlyse 4-Chloro-Naphtol undQGd zugegeben, die Myeloperoxidase der
neutrophilen Granulozyten und Monozyten und die®Rdase der eosinophilen Granulozyten
reagieren hiermit und werden angefarbt. Sie erselmeauf dem Leukogramm weit rechts,
wahrend die basophilen Granulozyten und die Lymptewe keine Peroxidase besitzen und
deshalb ganz links zu finden sind. Die neutrophi&anulozyten besitzen viele Granula,
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deshalb streuen sie den Lichtstrahl stark und wevast oben auf der Streulichtskala der y-
Achse abgebildet (siehe Abbildung 9a). Die eosiflephGranulozyten sind im Leukogramm
nicht ganz richtig ,kleiner” als die Neutrophilerbgebildet, weil die vielen angefarbten
Vesikel ein verandertes Streulichtmuster ergebanGegensatz hierzu besitzen Lymphozyten
keine Granula und sind deshalb weit unten zu finda basophilen Granulozyten und die
Lymphozyten befinden sich im gleichen Feld und reiisgaher durch eine weitere Analyse-
Methode mit Phtalsdure und HCI voneinander untésgelm werden, bei der die
Plasmamembran bei allen Leukozyten aufRer den bi#deopBranulozyten zerstort wird.
Durch unterschiedliches Streuwinkelverhalten (Ngpaimkel 2-3° und Hochwinkel 5-15°)
konnen die unversehrt gebliebenen basophilen Goayidn von den restlichen Leukozyten

im Nukleogramm unterschieden werden (Abbildung 9b)
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Leukozytenanalytik: Differenzierung/Perox

Peroxidase Kanal (Leukogramm)

Neutrophile

Reife und unreife
Granulozyten

Streulicht-
Licht-
Signal

Volumen

(fl)

Eosinophile
Granulozyten

Lymphozyten,
Basophile

NRBC's

Thrombozyten-
a) Aggregate

—_—
Absorption, Peroxidase - Aktivitat

Leukozytenanalytik: Basophilen - Kanal

Baso Kanal (Nukleogramm )

Niedrig-
winkel- v
signal Basophile - - -
2.3° Granulozyten --
7y Baso-
(Volu- Suspect

men,
1)

Mononukleére Polymorphkernige

Blasten (Neutrophile,
Eosinophile )

b) Hochwinkel 5%-15 chie des Kernchromatins

D ——
Hochwinkelsignal 5 - 15 ° Chromatindichte

Abbildung 9: Graphische Darstellung einer ADVIA-Idesg,

Leukogramm von Bayer-Vital (Siemens), Fernwald

a) Perox-Kanal, b) Baso-Kanal
Die ,Perox“-Graphik (a) zeigt auf der x-Achse naebhts ansteigend die Peroxidaseaktivitat.
Auf der y-Achse ist das Streulichtverhalten derletelzu sehen. Unten links befinden sich
Trummer, Thrombozyten und die Non Red Blood CelNRBCs). Daruber sind die
Lymphozyten und basophilen Granulozyten zu findenFeld oben links werden die grof3en
unidentifizierten Zellen (large unstained cells, @&) abgebildet, rechts davon die
Monozyten. Rechts oben sind die reifen neutrophB&anulozyten zu sehen und im Feld
darunter die eosinophilen Granulozyten.
Im basophilen Kanal (b) kénnen basophile Granulzytvon Lymphozyten nach
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Chemikalienbehandlung durch unterschiedliches &iréeelverhalten unterschieden werden.
Die basophilen Granulozyten sind links oben zu mmkea, wahrend die Lymphozyten und
Monozyten im Feld darunter liegen und die neutrlgphund eosinophilen Granulozyten im

rechten unteren Feld.

Auswertung:
Die Auswertung erfolgt mit Hilfe unterschiedlichBiagramme, zum Beispiel wird im Dot

Plot der Myeloperoxidasegehalt gegen das Streukchalten aufgetragen.

3.2.2 lIsolierung von Granulozyten aus Vollblut

Prinzip:

Die unterschiedlichen Zellen des Blutes besitzer einterschiedliche Dichte und sammeiln
sich deshalb bei einer Zentrifugation mit LOsungenterschiedlicher Dichte in den

verschiedenen Schichten an und kdnnen so aufgeétnanden.

Durchfihrung:

Die Isolierung von Granulozyten aus Vollblut erfi!lgmit Hilfe von Histopaque-
Dichtegradienten (Abb. 10). 18 ml heparinisiertediMut von Sepsispatienten wurden fir
die Dichte-Gradienten-Zentrifugation mit 13,5 misttipaque 1119 und 13,5 ml Histopaque
1077 bei 633x g und 18 °C fur 25 min in einem 50 Zentrifugenréhrchen (Greiner)
zentrifugiert. Die einzelnen Zellen des Blutes waieine unterschiedliche Dichte auf und
sammeln sich deshalb in den beiden unterschiedihweren Gradientenschichten an
(Abbildung 10). Periphere mononukleare Blutzelldfofozyten und Lymphozyten, PBMC)
und Granulozyten wurden durch Absaugen geerntetdimdranulozyten zweimal mit PBS
spezial (ohne C&/Mg'™) gewaschen und in 3 ml PBS mit‘UMg*™ (PBS) und 5 mM D-
Glucose aufgenommen (PBS/Glucose). Bei CF-Blut emirdurchschnittlich 10 ml Vollblut

verwendet.
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Plasma
PBMCs

Granulozyten

Histopaque 1077

Histopaque 1119
Erythrozyten

Abbildung 10: Nach Dichtezentrifugation mit Histope 1119 und
Histopaque 1077 sammeln sich die Blutzellen enthgred ihrer
jeweiligen Schwere auf den beiden Histopague-Zomait der
unterschiedlichen Dichte an. Oben ist das Plasmaehen, darunter die
Ansammlung  peripherer mononuklearer Zellen (PBMO3arunter
sammeln sich idealerweise die Granulozyten und ganien die
Erythrozyten an.

Auswertung: Die Messung der Zellzahl erfolgte am Advia 120.e DRReinheit der
Granulozyten betrug stets mindestens 98 %.
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b PEROX BASO

>98 % Granulozyten

Abbildung 11: Beispiel: Vergleich der Granulozyter und nach

Isolation

Vollblut einer Kontrollperson (a), im Vergleich i@ sind die
isolierten Granulozyten der gleichen Kontrollpersomach
Dichtezentrifugation im Histopaquegradienten zu eseh(b).
Dargestellt sind jeweils die Peroxidaseaktivitat Peroxidase-

Histogramm (Perox) und der Basophilen-Kanal (Baso).

Beim Vergleich der Granulozytenpopulation im Vollbund von isolierten Granulozyten im
Advia 120 in Abbildung 11 fallt auf, dass die issten Granulozyten durch Peroxidaseverlust
eine Linksverschiebung in das Monozytenfeld aufemisim Basophilenfeld hingegen
befindet sich der allergrof3te Teil der Zellen (slisyte Kerne) angereichert im Feld der
polymorphkernigen Strukturen (Neutrophile und Eopinile).

Durch die Dichtegradientenzentrifugation wahrend ldelation scheinen die Granulozyten

bereits eine Aktivierung zu erfahren.
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Bei der Isolierung werden neben den neutrophileanGozyten auch die eosinophilen
Granulozyten gewonnen. Dies hat allerdings keineswitkung auf die Ergebnisse der
Versuche, weil die neutrophilen Granulozyten wdieri 90 % der Gesamtgranulozyten

ausmachen.

3.2.3 Degranulation

Prinzip:

Granulozyten besitzen Granula mit Enzymen wie &Beloperoxidase. Bei Vorhandensein
eines chemotaktischen Reizes (z.B. NfMLP, das vaki@&ien freigesetzt wird) wird ein Teil
des Inhaltes der Granula ins AulBenmedium abgegeben.vorherige Inkubation mit
Cytochalasin B erleichtert diese Freisetzung deranderungen im Zytoskelett (Zerstérung
durch Aktinpolymerisation). Die Granulozyten von pSespatienten wurden auf ihre
Befahigung zur Degranulation im Vergleich zu gesm@ersonen untersucht, ebenso wie der
Einfluss von Sputumiberstanden von CF-Patienten vod reinem Amitriptylin auf

Granulozyten von gesunden Spendern.

Durchfihrung:

6 Millionen Granulozyten in 2 ml PBS mit C&Mg™ und 5 mM Glucose wurden fiir 10
Minuten bei 37 °C erst mit Cytochalasin B (2,5 mg/m DMSO gelést; 5 pl fur 1000 pl
Probe) und anschlieRend mit NFMLP ™ in DMSO (10 pl fur 1000 pl Probe, f.c. =40
M) inkubiert. Granulozyten ohne Inkubation mit Nfialdienten als Kontrolle.

Auswertung:

Die Degranulation wurde aufgrund der Myeloperoxeédessetzung im Advia 120 als
Verschiebung der Granulozytenwolke nach links bebts, was sich in einem sogenannten
Perox X—Diagramm darstellen liel3, bei dem auf déckse der Gehalt an Myeloperoxidase

angegeben ist.

In Abbildung 12 ist ein Beispiel einer Degranulasantersuchung wahrend der Sepsisstudie

Zu sehen.
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Abbildung 12: Beispiel: Degranulation bei der Segsidie

3 Millionen isolierte Granulozyten pro ml PBS/Glgeoeiner Kontrollperson
wurden im Advia 120 gemessen. Die MPO-reichen Goagten befinden sich
auf der Peroxidase-Achse (x-Achse) im Perox-Kanakit wrechts
(Adviadiagramm 1a), ebenso in der zugehtrigen Rdememessung (Perox X,
1b). Die Zugabe von Cytochalasin B bewirkt keindekang der Lage (2a, 2b).
NfMLP [10° M]-Zugabe bewirkt eine Verschiebung der Granuloayiake
nach links (Adviadiagramm 3a). Diese Linksversammpist auch im Perox X-
Histogramm zu sehen (3b).

1a): Advia Perox-Kanal ohne Chemikalien-Zugabe; Zogehdriges Perox X-
Histogramm.

2a):Advia Perox-Kanal nach Zugabe von CytochalaBin2 b) zugehoriges
Perox X-Histogramm.

3a): Advia Perox-Kanal nach Zugabe von NfMLP, 3h)gehdriges Perox X-
Histogramm.
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3 Millionen isolierte Granulozyten pro ml PBS/Glseo (Reinheit > 98 %) einer
Kontrollperson besitzen im Perox-Kanal des AdviaOl2ine grol3e Menge an
Myeloperoxidase und sind daher bei Darstellung Myeloperoxidase auf der x-Achse weit
rechts zu sehen. Allerdings befindet sich ein GeibRter Granulozyten im Monozytenfeld,
weil durch den mechanischen Stress wahrend delersny (Histopaque-Gradient, lange
Zentrifugation) die Granulozyten teilweise degragnein. Nach Zugabe von NfMLP werden
die Granula nach vorheriger Aufweichung des Cytledie durch Cytochalasin B teilweise
entleert, der Myeloperoxidasegehalt der Granulozyekt, und die Granulozytenwolke
rutscht auf der x-Achse nach links in das MonozZgdleh In den zugehorigen Perox X-
Histogrammen kann diese Linksverschiebung graphigehau erfasst, mit dem Lineal
ausgemessen und die Differenz zwischen dem Zeitpiinlkohne Chemikalienzugabe und

nach Behandlung mit NfMLP abgelesen werden (redatMald).

3.2.4 Aufarbeitung von frischen Sputumproben von CF-Patiaten

Prinzip:

Die Sputumproben waren meist ganz frisch, weibsiedem Weg zur Untersuchung im PKW
erst ausgehustet wurden. Allerdings wurden die éradn einigen Tagen bereits friher am
Tag produziert und dann das bereits mehrere Sturadken Sputum zur Untersuchung
mitgebracht. Die Patienten kamen aufgrund unteesilicher Lebenssituationen zu
verschiedenen Zeiten zur Untersuchung, weil dienkhaitsauspragung unterschiedlich war
und einige Patienten einer Arbeit nachgehen konrdadem kamen die Patienten aus dem
erweiterten Umkreis von Tubingen, zum Teil bis 2ukm weit und waren teilweise darauf
angewiesen, von den Eltern nach deren Arbeitsmeityntersuchung gefahren zu werden.

So kamen einige Patienten bereits vormittags, @wlachmittags und wieder andere konnten
erst in den spaten Abendstunden zur Untersuchumgmien. Diese Unterschiede in der
Tagesperiodik  kénnten einen Einfluss auf die Zéllzaim Sputum, die
Sputumzusammensetzung sowie weitere Parameter isk@3atat und Apoptose haben. Um
eine Anderung der Osmolaritat und dadurch ReizwergGtanulozyten zu vermeiden, wurde
darauf verzichtet, das Sputum durch Induktion m855M Saline zu gewinnen, und die
Sputumabgabe erfolgte spontan. In Ausnahmefallesstaudas Sputum allerdings induziert

werden. Auf Ausnahmen wird im Ergebnisteil eingeggm

Durchfihrung:
Die Sputumproben wurden gewogen und nach Zugab&vdeaewichtsteilen PBS spezial mit
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der Pipette gut gemischt und wahrend einer Zewgation bei 400 x g fur 5 Minuten durch
ein Zellsieb (40um) gefiltert, um bei den nachfoiden Messungen im Advia 120 und

FACS-Geréat keine Verstopfung zu verursachen.

Auswertung:

Die Messung der Zellzahl erfolgte am Advia 120, wiabu beachten ist, dass das Programm
nicht auf Sputum ausgerichtet ist und die AngabeZddlenwerte bei der Differenzierung der
Leukozyten in Monozyten, Lymphozyten und Granulemytnicht mit der tatsachlichen
Situation Ubereinstimmt. Man erhalt aber durch dé&rgleich der Graphikwolke von
Peroxidase- und Basophilenkanal Informationen iloeiDegranulation und kann den Anteil
von Granulozyten zumindest abschéatzen. Aus diesaimdswurden Cytospins angefertigt,
bei deren Auszahlung genau gepruft werden kannyigle Granulozyten und andere Zellen

(%-Verteilung) sich tatsachlich im Sputum befinden.

In Abbildung 13 sind als Beispiel Sputumzellen isalierte Blutgranulozyten desselben CF-
Patienten im Advia 120 dargestellt.
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Abbildung 13: Beispiel: CF-Sputum und isolierte Bhanulozyten im
Advia 120
Die Zellen im Sputum eines Patienten wurden nagdiveung mit PBS

und Filterung durch ein 40 um Zellsieb im Advia 1¢&messsen und
sowohl im Perox-Kanal (Perox) als auch im Basoptknal (Baso)
dargestellt (a). Zum Vergleich sind die isoliertaBlutgranulozyten

desselben Patienten dargestellt (b).

Die gezeigten Zellen im Sputum des Patienten bestebm gréf3ten Teil aus Granulozyten,
wie in Abbildung 13a) ersichtlich wird. Zum Vergthi sind in Abbildung 13b) die aus dem
Vollblut desselben Patienten isolierten Granulozyk® sehen, die nach der Isolation im
Histopaquegradienten bereits eine Linksverschiebanigveisen. Die Sputumgranulozyten
weisen ebenfalls eine Linksverschiebung auf, diarkset ist als bei den isolierten

Blutgranulozyten. Im Basophilen-Kanal zeigen die utdmzellen eine deutlich
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uneinheitlichere Population als die Blutgranulonyte

3.2.5 Trypanblaufarbung
Prinzip:
Die Trypanblaufarbung ist eine Methode zur Bestimguer Zellvitalitat, weil nur tote

Zellen durch den sauren Farbstoff Trypanblau amgefgerden.

Durchfuhrung:

Eine Suspension aus 1 zu 4 mit PBS verdinntem Bputurde nach Filterung durch ein
Zellsieb (40pm) mit einer Konzentration von mehrekillionen Zellen pro ml (5 Millionen
bis 40 Millionen, abhangig vom jeweiligen Sputumud 2 mit Trypanblau gemischt und in

einer Neubauer-Zahlkammer ausgezahlt.

Auswertung:
Es wurden 100 Zellen in den 16 Kleinquadraten deubduer-Zahlkammer ausgezahlt, und
anschlielend wurde der Prozentsatz der toten lfidsiogefarbten) Zellen bestimmt.

Abbildung 14: Beispiel: Trypanblauféarbung von Zelien Sputum
Sputum eines CF-Patienten wurde 1 zu 2 mit Tryganbefarbt und im
Lichtmikroskop bei 100facher Vergréf3erung ausgezahl

Die Auszéahlung der toten Zellen im Sputum nach @njgaufarbung war wegen der vielen

Trimmer im Sputum, die ebenfalls blau gefarbt wahéwifig schwierig.
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3.2.6 Cytospins

Prinzip:

Da die Differenzierung der Zellen im Advia 120 imdaerem Material als Vollblut nur

unzureichend erfolgt, musste das Sputum in Hinblekf seine Zusammensetzung
mikroskopisch tberprift werden. Durch Zentrifugaterfolgt eine Anreicherung der Zellen,
die auf einen Objekttrager "geschleudert” werdearcB Farbung nach Pappenheim kann
eine mikroskopische Beurteilung erfolgen. So karer @rozentsatz an Granulozyten,

Monozyten, Makrophagen, Lymphozyten und sonstigelfed bestimmt werden.

Durchfihrung:

0,05 Mio Zellen wurden 1 zu 10 in PBS spezial verdiund in einer Zytozentrifuge fir 5

Minuten bei 800 rpm auf einen Objekttrager gesateetl Die Farbung der Cytospins erfolgte
nach der Pappenheim-Methode, bei der die Cytogpiasst 5 min in May-Grinwald-Lésung

gefarbt, danach mit destilliertem Wasser gespidt nach 15 min in Giemsa-Ldsung nach

erneutem Spulen mit destilliertem Wasser an der ¢geifrocknet und mikroskopiert wurden.
Auswertung:
Die Auswertung erfolgte durch Auszahlen der Cytospunter dem Mikroskop. Von 100

Zellen wurde der Prozentsatz der unterschiedlidtedlen ermittelt.

In Abbildung 15 wird ein Beispielbild eines Cytospigezeigt.
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Abbildung 15:Beispiel: Cytospin mit Sputum aus @ErStudie

Im Sputum eines Patienten sind wahrend der Behagdhit 50 mg
Amitriptylin taglich auf dem Cytospin nach Pappenhé&arbung bei

400facher VergrofRerung neben Schleim vor allem Gaayten zu sehen.

Im Sputum des gezeigten Patienten sind wahrendEderahme von 50 mg Amitriptylin
taglich in der 400fachen VergroRerung nach PappemRéarbung vor allem Schleim und
reife Granulozyten mit einer starken Unterteilureg @ellkernes zu sehen. Die Granulozyten
scheinen in Schleim eingebettet zu sein. Die Zusansetzung der einzelnen Sputen der
verschiedenen Patienten war sehr unterschiedligingsdie Auszahlung im Ergebnisteil,
Kapitel 4.3.4.2).

3.2.7 Luminolabh&ngige Chemilumineszenz

Prinzip:

Mit Hilfe der Chemilumineszenz kénnen reaktive Satadfverbindungen nachgewiesen
werden. Die zuvor mit Stimulantien wie PMA oder Zysan A aktivierten Granulozyten
produzieren ROS, die mit ungesattigten Doppelbigeanin der Zelle reagieren. Hierbei
entstehen energiereiche Verbindungen wie Dioxetarate. Fluoreszenzfahige Molekuile der
Zelle nehmen diese Energie auf und geben sie bdrigdekkehr in den Grundzustand in Form
von Photonen ab. Zur Verstarkung der Photonenabdime Luminol (Muller-Peddinghaus
1984).



Material und Methoden 52

Die Fahigkeit der Granulozyten von Sepsispatienteth von CF-Patienten zum ,oxidativen
Burst“ wurde Uberprift. Hierzu wurde entweder daoi®olester PMA zugegeben, der eine
2"messenger-Kaskade mit Aktivierung der Proteinlkéna@ auslost, die p47 (ein
cytoplasmatisches Protein der NADPH-Oxidase) phogpilert. Oder es erfolgte eine Zugabe
von opsonisiertem Zymosan A, welches aus ZellwardnHefe Saccharomyces cerevisae
gewonnen und von Phagozyten wie Granulozyten dehagozytose aufgenommen wird und

somit den , oxidativen Burst* auslost.

Durchfihrung:

Fur die luminolabhéngige Chemilumineszenz wurddx D Zellen in 100 pl PBS/ Glucose

in einer nichttransluminenten 96-well-Platte fr idihuten untersucht. 25 pl Luminol (1,75
mg/ml in DMSO, 1 zu 50 in PBS spezial verdinnt, Endentration 4 pg/ml pro well)

wurden zugegeben. Die Zellen wurden bei den Sdpaignten mit PMA oder opsonisiertem
Zymosan A stimuliert, bei den CF-Patienten nur episonisiertem Zymosan. PMA (2mg/ml)
wurde in PBS/Glucose 1:2500 verdinnt, die Endkomagan betrug 100 ng/ml pro well.

Opsonisiertes Zymosan A wurde durch Inkubation Zgeosans mit AB-Serum tber Nacht
hergestellt (20 mg/ml), bei — 20 °C aufbewahrt, dndu 10 in HBSS oder PBS/Glucose
verdunnt. Die Endkonzentration betrug 250 pg/mlpedl.

Pipettierschema:

PBS/ | Zellen PMA Opsonisiertes
Glucose Zymosan A
Unstimuliert | 75 ul 100 pl (1x 18&ml in -
PBS/Glucose)
stimuliert 50 pl 100 ul (1x 1&mlin 25 pl (100 ng/ml f.c.) | 25ul (250 pg/mi f.c.)
(PMA oder PBS/Glucose)

opson. Zymosan)

In alle wells kommen 25 pl Luminol, bei den unstlraien wells ohne weiteren Zusatz, bei

den stimulierten wells zusatzlich 25 pl PMA odernd2Zymosan.

Auswertung:
Als Negativkontrolle dienten unstimulierte ZellerDie Aufzeichnung erfolgte als
Kurvenverlauf der Lichtemission wahrend 30 MinutBie Flache unter der Kurve wurde als

Integral berechnet, und die Photonenemission wualie ,Relative Light Unit“[RLU]
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gemessen. Aus 3fach bzw. 6fach-Werten wurden Migge gebildet.

Durchschnittliche LichtintensitaMio RLU]
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Abbildung 16: Beispiel: ROS-Produktion bei isol@rtGranulozyten
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Isolierte Granulozyten wurden tber 30 Minuten mutriinol inkubiert. In

den ersten 6 wells (F1 bis F6) sind

unstimuliertsolierte

Blutgranulozyten (1 Million/ml) zu sehen, wahrendden wells 7 bis 12

stimulierte Granulozyten zu sehen sind. Als Stinmiéa dienten
opsonisiertes Zymosan A (Reihe F 7 bis 12) und FRéthe G 7 bis 12).
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Unstimulierte Granulozyten sind bereits durch d@dtion im Histopaquegradienten aktiviert
und weisen eine ROS-Produktion auf, die schnelldeneabsinkt. Nach Stimulation mit
opsonisiertem Zymosan A (f.c. 250 pg/ml) steigt B@®S-Produktion stark an und beginnt
nach ca. 30 Minuten langsam wieder abzusinken. Uion mit PMA (f.c. 100 ng/ml)
bewirkt einen sehr steilen Anstieg, der schneleeritiohepunkt erreicht und anschlieRend
schnell absinkt.

3.2.8 Fluorescence Activated Cell Sorter (FACS)

Prinzip:

Ein Laserstrahl trifft auf eine Zelle und wird aferwartsstreulicht (Forward Scatter, FSC)
und als Seitwartsstreulicht (Side Scatter, SSGaktiert. Mit der gemessenen FSC-Intensitat
kann eine Aussage Uber die Grol3e der Zelle gemveetden. Das SSC lasst eine Aussage
Uber die Granularitat der Zelle zu. Zusatzlich @sdm Messprinzip regt der Laserstrahl mit
einer bestimmten Wellenlange von 488 nm und/ode& 66 die Elektronen eines uber
spezifische Antikorper an die Zelle gebundenen fésmenzfarbstoffs zum Ubergang in einen
hoheren Energiezustand an. Bei der Rickkehr inGremdzustand geben die Elektronen die
Energie in Form von Licht ab, das als spezifisckesissionsspektrum detektiert werden
kann.

Bei Granulozyten von Sepsispatienten wurde die &gion von Selektinen, Integrinen und
Toll-Like-Rezeptoren 2 und 4 auf der Zelloberflaahersucht sowie die Aufnahme FITC-
markierter E.coli-Bakterien (Phagozytosetest). B&+Patienten wurde die Apoptoserate in
frischem Sputum und bei Blutgranulozyten mit Hilleon Annexin V FITC und
Propidiumjodid bestimmt. Ebenso wurde die Apoptease frisch isolierten Granulozyten von
gesunden Spendern nach 5-stindiger Inkubation nftS@utumiberstand und nach

Inkubation mit reinem Amitriptylin untersucht.

Durchfihrung:

Sepsisstudie:

Die Sepsisuntersuchungen erfolgten im Vollblut. tihbheparinisiertes Vollblut wurde mit
PBS ohne Cd/Mg*™" bei 400 x g und 18 °C fiir 5 Minuten gewaschen das! Pellet in 1,5 ml

PBS mit C&"/Mg** und 5 mM D-Glucose aufgenommen.

Fur die Bestimmung der Oberflachenproteine wurdeh fiuoreszierender Antikérper zu 100
ul Vollblut gegeben. CD18 FITC, CD62L FITC, TLR2 did PE wurden unverdinnt
verwendet, wahrend CD11b APC 1 zu 10 in PBS vertinurde. Die Isotypenkontrolle
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diente als Negativkontrolle und erhielt 2 pl Iso#ptikorper. Die Inkubation erfolgte fiir 20
Minuten bei 4 °C, anschlieRend wurden die Zellenmal mit PBS ohne CiMg™
gewaschen.

Fur den Phagozytoseversuch wurden 100 pl Vollblat2® pl E. coli FITC (1 zu 20) fir 15
Minuten bei 37 °C inkubiert, dann 100 pl eiskalteyganblaulésung (1 zu 4 in PBS mit
Ca/Mg™ und 5 mM Glucose) zugegeben und einmal mit 3 mb PBi 6 °C gewaschen.
Eine Probe ohne E. coli Zugabe diente als Negatitrkle und eine auf Eis mit E.coli
inkubierte Probe wurde als Eiskontrolle verwendet.

Nach Inkubation mit Antikdrpern oder E. coli wurddie Erythrozyten bei allen Proben mit
Ammoniumchlorid Puffer (0,829% wi/v) lysiert. Diestechen Leukozyten wurden zweimal
mit PBS spezial gewaschen und dann mit Formald€B9y6) fixiert und bis zur Messung
dunkel bei 4 °C aufbewahrt.

CF-Studie:

Die Detektion der Apoptoserate bei der CF-Studielgie im Sputum und bei isolierten Blut-
Granulozyten von CF-Patienten mit Annexin V FITGludropidiumjodid. Sputum wurde 1
zu 4 mit PBS spezial verdinnt und durch Zentrifiggatiurch ein Zellsieb (40 um) gefiltert.
Nach Waschen mit PBS spezial wurden 0,1 Mio Ze(Blut-Granulozyten oder Sputum-
Zellen) mit 100 pl FACS-Inkubationspuffer, 2 pl AssanV FITC und 2 pl Propidiumjodid
fur 10 Minuten dunkel bei Raumtemperatur inkubigrtl anschliel3end sofort gemessen, weil

es sonst zu falsch positiven Ergebnissen kommen. kan

Auswertung:

Die Auswertung erfolgte durch Detektion von 10008llegh mit dem FACSCalibur von
Becton Dickinson. Es wurde ein spezieller Beremih (gate") gesetzt und die Zellen wurden
im Histogramm (Sepsis) oder als Quadranten (CF)gesrtet. Beim Histogramm
unterschied das Setzen eines Markers den Bererghodéiven und negativen Zellen (bis zur
Fluoreszenzintensitat 1@egativ), und so konnten der Prozentsatz fluoresaiter Zellen
und die mittlere Fluoreszenzintensitat einer Zékstimmt werden, siehe Beispiel Abb. 17.
Die Quadrantenstatistik gab den jeweiligen Prozgntder Zellen fir die 4 Quadranten an,
siehe Beispiel Abb. 18. Die Analyse der Daten gt®Imit dem CellQuest Programm von
Becton Dickinson.
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Abbildung 17: Beispiel: Integrinmessung bei derstsgiudie

Vollblut einer Kontrollperson wurde im FACS nachrbdng mit CD18
FITC als Dot Plot (a) aufgezeichnet. Die einzelnéellpopulationen
wurden in drei Felder (gates) eingeteilt. 1) Graozytten, 2) Monozyten,
3) Lymphozyten. Die Auswertung erfolgte im Histagra(b).

In Abbildung 17 wurde Vollblut einer Kontrollpersamdhrend der Sepsis-Studie mit CD18
FITC gefarbt und nach der Erythrozyten-Lyse im FA@Snessen. Im Dot Plot wurde die
GroRRe der Zellen (FSC) gegen ihr Streulichtvermal{&SC) aufgetragen. Die drei
Zellpopulationen Granulozyten, Monozyten und Lympyten sind auf Grund ihrer
unterschiedlichen Eigenschaften deutlich voneinandeterscheidbar. Das Histogramm
bezieht sich auf das Granulozyten-Gate (1), derkbBfamurde an der Negativkontrolle
eingestellt, die mit FITC Isotyp behandelt wurdds Asotypen werden Antikérper aus der
Maus bezeichnet, die mit humanen Zellen nicht erag. So konnte der Anteil CD18-
positiver Zellen im Markerbereich oder die durchstthche Zellfluoreszenz bestimmt

werden.
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Abbildung 18: Beispiel: Bestimmung der Apoptose MNed#trose bei der
CF-Studie

Das Sputum eines Patienten wéahrend der Einnahme 2®nmg

Amitriptylin wurde mit Annexin V FITC und Propidijodid gefarbt.

Gezeigt sind Dot Plots (links FSC gegen SSC, reélmtsexin gegen
Propidiumjodid). a) ohne Farbung b) NegativkonteolFITC Isotyp c)
Farbung mit Annexin FITC und Propidiumjodid. Diestertung erfolgte
durch Setzen eines Markers und Unterteilung in @eadranten. Unterer
linker Quadrant: lebende Zellen, unterer rechter aQrant: friih

apoptotische Zellen, rechter obererer Quadrant: roékche und spét
apoptotische Zellen.

Sputum eines CF-Patienten wurde durch ein Zellglébum) gefiltert und nach Farbung mit
Annexin V FITC und Propidiumjodid im Durchflusszyteter wie in Abbildung 18 gezeigt in
einem Dot Plot dargestellt, indem die GroRRe jederzednen Zelle (FSC) und ihr
Streulichtverhalten (SSC) bestimmt und in eine &rafingetragen wurden. Jeder Punkt
entspricht einer einzelnen Zelle. In einem weiteBot Plot werden Annexin FITC und

Propidiumjodid gegeneinander aufgetragearch Inkubation mit Annexin FITC werden die
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apoptotischen Zellen angefarbt, indem sich Anné’iiC an das Phophatidylserin anlagert,
das sich eigentlich an der Innenseite der Zellmamimefindet und in einer frihen Phase der
Apoptose an die AuRRenseite gelangt. Durch Inkubatimt Propidiumjodid werden die
nekrotischen Zellen angefarbt, weil bei diesenetellie Zellwande angegriffen sind und das
Propidiumjodid sich an die DNA im Zellkern anlagetann. Die nekrotischen Zellen sind
gleichzeitig auch Annexin-positiv, weil das sichfader Innenseite der Zellmembran
befindliche Phosphatidylserin durch die offene @elinbran ebenfalls zuganglich wird. Die
sich in einer spaten Phase der Apoptose befindlicBellen werden ebenfalls durch
Propidiumjodid angefarbt und befinden sich in derswertung bei den nekrotischen Zellen.
Als Kontrolle dient eine Probe ohne Zusatz von Benth und eine Probe mit Zusatz von
FITC Isotyp, einem Antikorper, der aus der Mausmstd und mit humanen Zellen nicht
reagieren durfte. An dieser Probe wurde der Masdiegestellt, weil Annexin FITC haufig
eine hohe Eigenfluoreszenz besitzt.

In der Quadrantenstatistik wird der Dot Plot dudgm Marker in vier Quadranten eingeteilt
und der Prozentsatz der sich im jeweiligen Quaérambiefindlichen Zellen bestimmt. Links
unten befinden sich die ungefarbten Zellen, reanten die apoptotischen Zellen der frihen
Phase und rechts oben die doppelt positiven nekiwh Zellen, die sowohl mit Annexin
FITC als auch mit Propidiumjodid geféarbt sind. Hgind auch spat apoptotische Zellen zu
finden. Ebenso wird der Anteil apoptischer Zellem ¢ben Granulozyten von CF-Patienten im

Blut bestimmit.

3.2.9 Chemotaxis

Prinzip:

Granulozyten kdnnen sich auf einem mit Gelatinechiebteten Objekttrager entlang eines
Gradienten auf ein chemotaktisch wirksames Stinsulanbewegen. So kann die Beféahigung
der Granulozyten von Sepsispatienten zur Chemotaxigergleich zu gesunden Probanden

bestimmt werden.

Durchfihrung:

Herstellung von 10 Gelatine-Agaroseobjekttragery Gelatine wurde in 200 ml Millipor-
Wasser auf einer Heizplatte gelost und nach Abkidilwurden Objekttrager damit
Uberzogen. Das Kulturmedium wurde aus 5 ml HBS)(1D25 ml 1 M HEPES und 15 ml
Miliporwasser hergestellt und unter Ruhren mit Na@H pH 7,5 eingestellt. Danach wurde
auf 25 ml mit Millipor-Wasser aufgefullt, 0,5 g Gé&he dazugegeben, bei ca. 60 °C unter



Material und Methoden 59

Ruhren gel6st und bei 48 °C im Wasserbad warmdiedtein konnte die fir 15 Minuten
gequollene low-melting-Agarose (1 g in 25 ml Mibipvasser) bei hochstens 80 bis 85 °C
gelést, mit dem Kulturmedium vermischt und die @e&Objekttrager mit dieser
Agaroselésung Uberzogen werden.

Die so vorbereiteten Objekttrager konnten in eifgeichten Kammer bis zu 10 Tagen im
Kihlschrank bei 4 °C aufbewahrt werden.

In die Agaroseschicht wurden in einer Reihe 3 Lodmestanzt, das obere wurde mit 10 pl
PBS mit Glucose, das untere mit 10 ul NfMLP®1@ gefiillt. Insgesamt wurden 3 Reihen
gestanzt (siehe Stanzschema, Abb. 19). Nach eioenRbation bei 37 °C in einer feuchten
Kammer fir 30 Minuten, um das Diffundieren des NRAL in die Agaroseschicht zu
ermoglichen, wurde in das mittlere Loch 10 pl ei@manulozytensuspension in PBS mit
Glucose (1 Mio) pipettiert. Die Inkubation erfoldi@ 3 Stunden in einer feuchten Kammer
im Brutschrank, anschlieRend wurde mit 2,5 % Galterhyd fur 30 Minuten fixiert, nach 15
Minuten erfolgte ein Durchspilen der Ldcher, um hhicgewanderte Granulozyten
auszuspulen. Die Agaroseschicht wurde unter flidBen Wasser abgespilt und die

Objekttrager mit der Pappenheim-Farbung gefarbt.

Auswertung:
Die Auswertung erfolgte mit einem Mikroskop mit Mdmeterokular. Die spontane

Migration wurde von der Migration gegen den Gratbherabgezogen.
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PBS/Glucose — T O O O
Granulozyten ——1—— O O
NfMLP 10°M —1— O O O

Abbildung 19: Stanzschema der Chemotaxis-Objeldtrag

Mit einer Metallstanze wurden vorsichtig 9 Lécherdie Agaroseschicht
des Objekttragers gestanzt, ohne die darunterlidge@elatineschicht zu
beschadigen. In die obere Reihe wurden je 10 pl PBS mM Glucose
als Kontrollésung pipettiert und in die untere Reje 10 pl NfMLP [16
M]. Nach 30 Minuten Einwirkzeit bei 37 °C in einfsuchten Kammer
wurden je 1 Million Granulozyten in 10 pl in jedesch der mittleren
Reihe pipettiert und fir 3 Stunden in einer feucht@mmer bei 37 °C
inkubiert. Die lila Flache zeigt die Laufstreckerd@&ranulozyten auf
NfMLP zu.
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Abbildung 20: Wandernde Granulozyten auf Chemodténekttrager
Die Granulozyten wanderten zum Chemotaktikum NfMuf, in der
Ubersichtsfotografie gezeigt (a). Bei 400facher gréBerung im

Lichtmikroskop aufgenommen zeigen sich weitere iBetavie eine
Veranderung des Cytoskeletts (b).

Die Granulozyten wanderten auf das ChemotaktikuMI¥f zu. In der VergroRerung sieht
man eine Formveranderung der wandernden Granulozyte
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3.2.10In vitro-Inkubation von gesunden Granulozyten mit Amitriptylin

Prinzip:

Amitriptylin wurde den Patienten wahrend der CFeftuin unterschiedlichen Mengen in
Tablettenform verabreicht um zu untersuchen, obimsn Einfluss auf die Granulozyten der
CF-Patienten besitzt. Deshalb wurde Amitriptylindirei verschiedenen Konzentrationen mit
frisch isolierten Granulozyten gesunder Spendenbiget. Untersucht wurde der Einfluss auf
die Apoptose, die Bildung reaktiver Sauerstoffvedoingen mit Hilfe der Chemilumineszenz

und die Degranulation.

Durchfihrung:

Frisch isolierte Granulozyten gesunder Spender ewrflir 4 Stunden mit Amitriptylin
inkubiert. Die Amitriptylin-Gaben wurden so bereehin dass sie in den gewahlten
Konzentrationen einer Tagesdosis von 25 mg Amytiipt 75 mg Amitriptylin oder 125 mg
Amitriptylin entsprachen. Als Ausgangswert wurdaesdurchschnittliche Blutmenge von 5
Litern angenommen, das entspricht bei 25 mg 15,9IpAmitriptylin pro Liter Blut, bei 75
mg 47,7 pMol Amitriptylin pro Liter Blut und bei &mg 79,6 pMol Amitriptylin pro Liter
Blut.

Untersucht wurde der Einfluss von reinem Amitriptyl auf die Apoptose im
Durchflusszytometer durch Farbung mit den fluoresziden Farbstoffen Annexin FITC und
Propidiumjodid  (siehe  3.2.8). Die Untersuchung deBildung reaktiver
Sauerstoffverbindungen erfolgte mit Hilfe der Chieimineszenzmethode (siehe 3.2.7) und
die Degranulation mit Hilfe des Advia 120 (sieh2.3).

Auswertung:

Ausgewertet wurde die Apoptose im Durchflusszyt@netie in 3.2.8 beschrieben, die ROS-
Bildung mit Hilfe der Chemilumineszenz nach Stintida mit PMA oder opsonisiertem
Zymosan A, wie in 3.2.7 beschrieben. Die Degramutatvurde mit Hilfe der Perox X-

Histogramme des Advia 120 ausgewertet, wie in 2sthrieben.

3.2.11Inkubation von gesunden Granulozyten mit Sputum-Ubestand aus der CF-
Studie

Prinzip:

Bei der Lungenfunktionsuntersuchung konnte bei geni Patienten unter

Amitriptylinbehandlung eine Verbesserung der Lurfgektion festgestellt werden.
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Sputumiberstand wurde von jedem Patienten an jedersuchstag eingefroren, sofern
gentgend produziert wurde, und anschlie3end di&uWNg der Sputumiberstdnde, bei denen
eine Lungenfunktionsverbesserung zu beobachten avdrdie Apoptose und die Bildung

reaktiver Sauerstoffverbindungen von Granulozytesugder Spender untersucht.

Durchfihrung:

Wahrend der CF-Studie wurde bei jedem Patientenjedem Versuchstag Sputumiberstand
aus technischen Griinden teils bei -20 °C, teils&@iC eingefroren.

Frisch isolierte Granulozyten gesunder Spender gurdit Sputumuberstand in PBS/Glucose
inkubiert. Das Sputum wurde auf Eis gelagert, % znit eiskaltem PBS spezial verdiinnt und
bei 12 000 x g fur 15 Minuten bei 4 °C zentrifugiéfierdurch wurden Zellen und Bakterien
entfernt. Der Uberstand wurde abgenommen undHieils20 °C, teils bei -80 °C eingefroren.
Es wurden das Sputum vom ersten und dritten TagAsesriptylinzyklus, in dem eine
Lungenverbesserung zu verzeichnen war, und daprentende Plazebosputum verwendet.
Als Plazebopraparat erhielten die Patienten Maissta

Fur die Untersuchung der Apoptose wurden die Goaytén mit 20 % Sputumuiberstand fur
5 Stunden inkubiert, und es wurde mit Staurosp@Endkonzentration 5 uM, in DMSO
gelost) als Positivkontrolle Apoptose induziert. cNa Zugabe von Annexin und
Propidiumjodid erfolgte die Messung im Durchflussegeter. Fir die Untersuchung des
oxidativen Bursts wurde direkt nach Zugabe von 10S@autum-iberstand zu gesunden

Granulozyten nach Stimulation mit PMA oder Zymogaim Luminometer gemessen.

Auswertung:

Die Apoptose wurde mittels Quadrantenstatistik inrdhflusszytometer gemessen, so wie
unter 3.2.8 beschrieben. Die Bildung reaktiver $stoéfverbindungen wurde wie in 3.2.7 mit

Hilfe der Chemilumineszenz gemessen und der Migglaus Dreifachwerten gebildet und in
der Einheit RLU aufgetragen.

3.2.12Cytokinbestimmung in Blut und Sputum

Prinzip:

Die Bestimmung der Cytokine im Blut und im Sputuer @€F-Patienten erfolgte durch die
Arbeitsgruppe von PD Dr. Joachim Riethmdller. Hieveurde bei den Blutproben das Serum

abgenommen und bei - 20 °C weggefroren. Ebensoendad Sputum bei - 20 °C

eingefroren. Die Sputumproben wurden mit Puffedient, wenn es erforderlich war.
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Durchfihrung:

Die Cytokine Interleukin 1 (IL-1) sowie IL-6, IL-8nd IL-10 wurden ebenso wie das
Lipopolysaccharid-bindende Protein quantitativ hhife des Enzyme-linked Immunosorbent
Assay (ELISA) Immulyt& der Firma DPC Biermann GmbH, Bad Nauheim gemessen.

Auswertung:

Die Auswertung erfolgte durch die mitgelieferte Baire.

3.2.13Bestimmung der Pseudomonaszahl im Sputum

Prinzip:

Die Pseudomonaszahl im Sputum der CF-Patientenemdudch die Arbeitsgruppe von PD
Dr. Joachim Riethmuller untersucht. Es wurden \Jeestene Methoden wie
Koloniemorphologie, Grampraparate und zusatzliclethidden wie Oxidase und 3-Hamolyse

auf Blutplatten verwendet.

Durchfihrung:

Die Sputumproben wurden mit Dithiothreitol (DTT,p&asol”, Firma Oxoid aus Wesel) 1 zu
2 verdunnt, 30 Sekunden mit dem Vortexer gemisottfiir eine Stunde bei Raumtemperatur
inkubiert. Anschliel3end erfolgte mit dieser Stansulig eine Verdinnungsreihe, bei der das
Sputum-DTT-Gemisch mit einer 0,9 % NaCl-Lésung &0F 10" und 16 verdiinnt wurde.
Von der Stammlésung wurden 20 pl und von den Veandigen je 100 ul auf einer Endo-

Agarplatte ausplattiert und fur 48 Stunden bei G6rfi Brutschrank inkubiert.

Auswertung:

Die Bakterienkolonien wurden auf der Platte mit déchsten Verdinnungsstufe ausgezahlt,
bei der die einzelnen Kolonien zu erkennen warea.UDnrechnung der Kolonienzahl pro mi
Sputum erfolgte durch Multiplikation mit dem Fakider entsprechenden Verdinnungsstufe
(x 10° fur die Stammldsung, x 2xi0fir die 1G-Verdinnung, x 2x10 fur die 1d-
Verdiinnung und x 2x¥Giir die 16-Verdiinnung).
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4 Ergebnisse
4.1 Einflhrung

Granulozyten gehoéren zu den Fresszellen, die Keitddrreger eliminieren. Sie spielen eine
bedeutende Rolle bei vielen Krankheiten. Bei depsBefallen die enorm erhdhten
Granulozytenzahlen im Blut auf, ebenso das Vorkomnstabkerniger, also unreifer
Granulozyten. Im Sputum von EHatienten sind massive Granulozytenzahlen zu lobod,
was darauf schlieRen lasst, dass Granulozyten laeictiieser Krankheit eine wichtige Rolle
spielen.

Untersucht wurden verschiedene Funktionsparametar @ranulozyten, verschiedene
Oberflachenmolekile und die Apoptoserate.

4.2 Sepsis

Untersucht wurden die Granulozyten aus dem Blut&&epsispatienten der Medizinischen
Klinik der Universitat Tubingen wéhrend des Kranikbeerlaufs an den ersten vier Tagen, am
7.,am 10. und am 17. Tag. Zwei der Patienten atarb

Patient 1 war ein 58jahriger Mann, der chronischen Alkohabksbrauch betrieb. Er blieb fur
7 Tage wegen akuter nekrotischer Pankreatitis reld¥, Anamie und CRP-Anstieg auf der
Intensivstation, wo eine Antibiotika-Behandlung m@iprofloxacin begonnen wurde.
Anschlie3end konnte er auf die Normalstation venegl bald entlassen werden, so dass eine
Untersuchung am 17. Tag nicht mehr mdglich war.

Patient 2war eine 66jahrige Frau mit akutem Nierenversaljgoh Urosepsis, die fur 7 Tage
auf die Intensivstation musste. Symptome waren dfjeldnamie, Kreatinin- und CRP-
Anstieg. In der Urinkultur wurden E. coli nachgesga. Die Therapie mit Antibiotika
bestand in der Behandlung mit Ciprofloxacin und fdeitdazol. Fur zwei Tage wurde die
Gabe von Norepinephrin notwendig.

Patient 3 war ein 82jahriger Mann, der an Respirationsinsigfiz bei gleichzeitigem
Diabetes und Niereninsuffizienz nach Beatmunguittl fir 9 Tage auf der Intensivstation
war. Zwei Tage nach Beatmung traten SIRS-Symptdfrebér, Leukozytose, CRP-Anstieq)
auf. Es wurde mit den Antibiotika Cephalosporin ulichinoglycosid behandelt. Fur zwei
Tage wurde die Therapie mit Norepinephrin notwenbligch 6 Tagen konnte die Beatmung
beendet und der Patient auf eine Normalstatioragsegh werden. Allerdings verschlechterte
sich der Zustand des Patienten kurz darauf wiexlee, erneute Beatmung wurde notwendig
und der Patient verstarb trotz aller Bemihungerairag. Der zweite Tag wurde bei diesem

Patienten nicht untersucht.



Ergebnisse 66

Patient 4 war ein 67jahriger Mann, der an einer Pneumonie Stéphylococcus aureus-
Infektion und pulmonalen Abszessen litt und fir @& intensivmedizinisch betreut werden
musste. Anfangssymptome waren Fieber, Anamie, Latgkse und CRP-Anstieg. Behandelt
wurde mit den Antibiotika Chinolon und Aminoglycdsi Zwei Tage nach Aufnahme
wurden mechanische Beatmung, Catecholaminbehandiunty Dialyse notwendig. Der
Patient verstarb an einem septischen Schock-Syndrnodh. Tag.

Patient 5war ein 60jahriger Mann mit Urosepsis und nachgsener E. coli-Infektion. Fur 3
Tage wurde ein Aufenthalt auf der Intensivstatiostwendig. Anfangssymptome waren
Fieber, Andmie, Leukozytose und CRP-Anstieg. Bebhldndurde mit dem Antibiotikum
Chinolon.

Um den Zustand eines Intensivpatienten zu ermjtigird vom medizinischen Personal der
Intensivstation eine Vielzahl unterschiedlicher dPaeter wie Leukozytenzahl, Fieber,
Herzfrequenz, Atemfrequenz etc. im sogenannten APRAGcore (Acute Physiology And
Chronic Health Evaluation) zur Risikoabschatzunganmamengefasst (Tabelle 1). Je héher der

berechnete Wert, desto grol3er ist das Sterberisiko.

Tabelle 1: Uberblick tiber den APACHE Score in dextem drei Tagen nach Studienbeginn

APACHE Score | APACHE Score | APACHE Score
Tag 1 Tag 2 Tag 3

Patient 1 14 13 6

Patient 2 26 20 20

Patient DY) | 21 19 13

Patient 4tD4) | 30 33 37

Patient 5 17 18 11

Die Risikobewertung mit Hilfe des APACHE Scores ietrgeinen Uberblick tber das

Sterberisiko. Von 0-4 Punkten liegt das Sterbeoidiki 4 %, von 5 bis 9 Punkten bei 8 %, 10
bis 14 Punkte 15 %, 15 bis 19 Punkte 25 %, 20 #iB@nkte 40 %, 25 bis 29 Punkte 55 %,
30 bis 34 Punkte 75 % und mehr als 34 Punkte 8Bighdchste Punktzahl erreichte Patient
4, der am dritten Tag ein Sterberisiko von 85 %n@eg und tatsachlich am vierten Tag

verstarb. Die niedrigste Punktzahl erreichte Patlerder von allen Patienten die schwéchste
Sepsis-Form aufwies. Bei dem ebenfalls verstorbétarenten 3 ergab sich fir den dritten

Tag ein Sterberisiko von 15 %, das sich allerdinigzum 9. Tag geandert haben kann.
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4.2.1 Untersuchung der neutrophilen Granulozyten aus denBlut von

Sepsispatienten

Aus Vollblut von Sepsispatienten wurden mittelstbiimque-Dichtegradientenzentrifugation
Granulozyten isoliert. Als Kontrolle dienten flinkesunde freiwillige Spender aus dem
Umfeld der Kinderklinik (3 Frauen und 2 Méanner inttek von 23 bis 50 Jahren). Untersucht

wurden die Leukozytengesamtzahl und der Prozentsd#er und stabkerniger neutrophiler

Granulozyten.
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Abbildung 21: Blutbilder von Sepsispatienten imiAd20

Die Leukozytenzahl und der Anteil reifer neutroph@Granulozyten
und stabkerniger Granulozyten wurde im zeitlichenauf tber
mehrere Tage mit dem Advia 120 bzw. mikroskopisdblgt. Als
Kontrolle dienten 5 gesunde Patienten. Die Kontvelite sind als
Mittelwert, n=5, +/- S.D. angegeben. a) Leukozytgéberlebende, b)
Neutrophile, Uberlebende, c) Leukozyten, VerstabdhNeutrophile,
Verstorbene

Die gesunden Kontrollpersonen wiesen eine durchglitime Gesamtleukozytenzahl von 6,4
Millionen pro ml auf, davon ungefahr 60 % reife Gudbzyten. Die stabkernigen unreifen
Granulozyten kommen bei Gesunden kaum im Blut valwurden hier nicht extra von Hand
ausgezahlt. Die Differenzierung der neutrophilemr@itozyten im Blutausstrich war naétig,
weil der Advia nicht in der Lage ist, unreife Gréomyten zu erkennen. Der in der Literatur
erwahnte Durchschnittswert liegt fur gesunde Parsdrei ungefahr 0-3 %.

Bei den Sepsispatienten war die Leukozytenzahk stdroht, bei den verstorbenen Patienten
besonders stark auf bis zu 30 Millionen Leukozyfgo ml Blut. Der Anteil unreifer
Neutrophiler war bei allen Patienten erhdht, watieiiberlebenden Patienten zu Beginn der

Erkrankung mehr unreife Neutrophile im Blut aufwéesals die Verstorbenen. Der Anteil
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reifer Neutrophiler war bei allen Sepsispatientemdbt, der verstorbene Patient 3 wies die
hdchsten Werte auf und stieg teilweise auf Ube¥oQ&inzig der ebenfalls verstorbene Patient
4 bildete hier eine Ausnahme und zeigte mit unged@t6 erniedrigte Neutrophilenzahlen in
der Adviamessung. Die Auszéhlung des Blutausstiengab allerdings erhohte Werte reifer
Neutrophiler von 70 bis 80 % (siehe Tabelle 2).e@$ichtlich lag bei einem Teil der

Neutrophilen des Patienten 4 eine (partielle) Mgeloxidasedefizienz vor. Der Advia 120

erkennt Granulozyten u.a.durch die Aktivitat der dibperoxidase. Fehlt diese patrtiell,
werden die Zellen nicht als Granulozyten, sonddsnMonozyten oder grof3e ungefarbte
Zellen (LUCs) gewertet. Falls sie ganz fehlt, kdmdé Zellen nicht eingeordnet werden und

werden als LUCs klassifiziert.
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Abbildung 22: Vergleich von Vollblut von Kontrolgen 1 und Patient 4 im
Advia 120.

Im Vollblut von Kontrollperson 1 (a) sind die eifren Populationen im Perox-
Kanal deutlich voneinander abgrenzbar (1a). Die tngphilen Granulozyten (1)
sind als sehr Myeloperoxidase-reiche Zellwolke weithts erkennbar, die
Monozyten (2) links daneben und die Lymphozyteml§3Yellen ohne Granula
und Myeloperoxidase ganz links unten. Rechts uriefinden sich die

eosinophilen Granulozyten (4), die viel eosinopRiggoxidase enthalten. Auf der
x-Achse ist die Peroxidase aufgetragen, auf declys@ das Streulichtverhalten.
Im Basokanal (1b) sind die polymorphkernigen (5d wtie mononukledren
Leukozyten (6) sowie die basophilen Granulozytgrz(i7sehen. Bei Patient 4
(2a) lassen sich die einzelnen Zellpopulationen Rerox-Kanal nicht

voneinander abgrenzen. Im Baso-Kanal (2b) sind wheisten Zellen nicht

polymorphkernig, sondern im mononuklearen Bereich.
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Die einzelnen Zellpopulationen lieBen sich im Vhltb durch den Advia 120 bei
Kontrollperson 1 deutlich voneinander abgrenzenn Mekennt die Myeloperoxidase — und
granulareichen neutrophilen Granulozyten oben sgchilarunter die Eosinophilen
Granulozyten. Links von den Granulozyten sind di@nbizyten und links unten die
Lymphozyten. Bei Patient 4 war eine Unterscheiddeg einzelnen Zellpopulationen nicht
madglich. Im Perox-Kanal ist teilweise eine mass8teeuung nach rechts zu beobachten. Die
Zellen im LUC-Feld kénnen friihe Peroxidase-negatieekamie-Vorstufen sein. Im Baso-
Kanal sind bei diesem Patienten viele Zellen im eBdr der nicht-polymorphen
Kernmorphologie (Monozyten, Lymphozyten und Blagtdargestellt, was ein Hinweis auf
eine myeloische Leukamie ist.

Tabelle 2: Vergleich Blutausstrichauszéhlung Pdtiémit Advia 120-Messung

Patient 4 Blutausstrich Advia 120

Tag 1

Leukozyten gesamt - 24,09 Mio/ml
Reife Neutrophile 68 % 37,3 %
Stabkernige Neutrophile 9 % -

LUCs - 36 %
Monozyten 9 % 21,4 %
Lymphozyten 9 % 4,4 %

Tag 2

Leukozyten gesamt - 22,95 Mio/ml
Reife Neutrophile 82 % 36,8 %
Stabkernige Neutrophile 11 % -

LUCs - 28,5 %
Monozyten 3 % 27,4 %
Lymphozyten 3 % 6,1 %

Tag 3

Leukozyten gesamt - 29,94 Mio/ml
Reife Neutrophile 81 % 42,2 %
Stabkernige Neutrophile 5% -

LUCs - 29,9%
Monozyten 1% 21,6 %
Lymphozyten 12 % 5,3 %

Einige Werte wie zum Beispiel der Anteil stabkesniginreifer) Granulozyten kénnen mit dem Advia

120 nicht ermittelt werden und sind mit einem &t gekennzeichnet. LUC = large unstained cells

Wie in Abbildung 21 ersichtlich, war der Anteil wifier stabkerniger Neutrophiler bei allen
Patienten erh6ht und lag teilweise tUber 20 %, nabar im zeitlichen Verlauf deutlich ab.

Bei der Sepsis werden auch unreife neutrophile @oagtenformen aus dem Knochenmark
ins Blut ausgeschittet, die vom Advia 120 nicht Bitherheit ausgezahlt werden kénnen.

Die Gesamtleukozytenzahl ermittelt der Advia nidhtch Z&ahlung der Peroxidase-positiven
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Zellen, sondern mit Hilfe des ,Baso-Kanals* durcleddung der Zellkernformen. Deshalb
kann diese Zahl ibernommen werden. Bei Patientbddga Advia 120, wie in Tabelle 2
ausgefuhrt wird, den Anteil von reifen Neutrophilam der Gesamtzellzahl am ersten Tag mit
37 % an im Gegensatz zu 68 % Neutrophilen, dieAwsizéhlung des Blutausstrichs am
Mikroskop ermittelt wurden. Am zweiten Tag gab delvia 120 wiederum 37 % an, obwohl
die mikroskopische Untersuchung 82 % Neutrophiggler Am dritten Tag wurden im Advia
120 42 % Neutrophile gezahlt, unter dem MikroskbpraB81l %. Bei Patient 4 schienen also
nur ungefahr 40 % der Neutrophilen ,normale“ Myedopxidaseaktivitat zu enthalten.
Gleichzeitig war eine enorme Zahl von ca. 30 % LU@sge unstained cells) zu detektieren
(Normalbereich 0 bis 4,7 %). Die enorme Anzahl anl3gn unidentifizierten Zellen kdnnte

ein Hinweis auf eine myeloische Leukamie sein.

ZusammenfassungBei den Sepsispatienten lagen im Blut erhohtekbeytenzahlen mit

erhohten Anteilen reifer und unreifer neutrophil@ranulozyten vor, die sich im
Behandlungsverlauf bei den Uberlebenden Patientemeist wieder verringerten. Die
Verstorbenen wiesen besonders hohe Leukozytenzahl@iut auf. Bei den Uberlebenden
lieRen sich zu Beginn der Erkrankung mehr unreigutibphile im Blut beobachten als bei
den Verstorbenen. Bei Patient 4 wurden durch Adarghder Blutausstriche im Mikroskop
wesentlich mehr neutrophile Granulozyten detekistmit dem Advia 120. Dies deutet auf
eine myeloische Leukamie mit erworbener Myelopetagedefizienz bei diesem Patienten

hin. Das konnte mit eine Ursache fur den letaleriavé der Erkrankung gewesen sein.

4.2.2 FACS-Untersuchungen

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie (Fluorescencetitated Cell Sorter (FACS-Methode))
kann die Expression bestimmter Molekile auf derr@ehe von Zellen durch Bindung von
gegen diese Strukturen gerichteter fluoreszenzmxdeki Antikdrper untersucht werden.
Ausgewertet wurde entweder wie hoch der Anteil aliled war, die die gesuchten Molekile
auf der Oberflache exprimierten oder wie starkldtachtintensitat der einzelnen Zellen war,
um Ruckschlisse auf die durchschnittliche Ober#aeixpression ziehen zu kénnen. Bei der
Prozentauswertung handelt es sich also eher um ceiaktative, bei der Auswertung der
Leuchtintensitat um eine quantitative Auswertungit Mem Phagozytose-Test konnte
untersucht werden, wie viele der neutrophilen Gi@nden FITC-markierte E. coli durch
Phagozytose aufgenommen haben (Prozentauswertmagjiher die Leuchtstarke konnten
Ruckschlisse auf das Ausmal3 der Phagozytose agetreen Zelle gezogen werden (mittlere

Zellfluoreszenz).



Ergebnisse 73

4.2.2.1 Phagozytose von fluoreszierenden E. coli
Untersuchung des Anteils fluoreszierender Zellen
Die Fahigkeit der Granulozyten zur Phagozytose wundit FITC-markierten E. coli-

Bakterien durchflusszytometrisch untersucht und demnteil fluoreszierender Zellen

ausgewertet.
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Abbildung 23: Untersuchung des Anteils phagozytigee Granulozyten

Granulozyten von Sepsispatienten wurden durch ki bei 37°C mit
FITC-markierten E. coli untersucht. Es wurde deteNnfluoreszierender
Zellen ermittelt. a) Uberlebende, b) Verstorbenentolle: Granulozyten
von 5 gesunden Spendern (n=5, MW +/- S.D). Als ddgmtrolle

dienten Proben ohne Zugabe von E.coli und fur d#ékdhtrolle wurden
die Granulozyten mit Bakterien auf Eis inkubienrti Batient 3 wurde Tag

2 nicht untersucht.
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Sowohl bei den Kontrollpersonen als auch bei depsiSpatienten phagozytierten fast alle
Granulozyten die FITC-markierten E.coli-Bakteriewr der Uberlebende Patient 1 zeigte
einen geringeren Anteil phagozytierender Zelleni @&n Uberlebenden schien der Anteil
phagozytierender Zellen im Verlauf der Studie et@bgunehmen. Ein Problem waren die
Eiskontrollen, die bei einigen Patienten leider mis zu 20 % sehr hoch waren. Die
Inkubation auf Eis sollte die Aufnahme der Bakterirch Granulozyten stark einschrénken,
was bei den Kontrollgranulozyten auch stets del Wwat. Eventuell handelt es sich um ein
Anlagerungsproblem, bei dem sich die fluoreszieean®akterien an die Granulozyten

anhefteten.

Untersuchung der Leuchtintensitat
Die Fahigkeit der Granulozyten zur Phagozytose wundit FITC-markierten E. coli-
Bakterien durchflusszytometrisch untersucht und digrchschnittliche Leuchtintensitéat

ausgewertet.
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Abbildung 24: Untersuchung der Phagozytoseintehsita Granulozyten
Die Phagozytose der Granulozyten von Sepsispatiemterde durch
Inkubation bei 37°C mit FITC-markierten E. coli argucht. Es wurde die
Leuchtintensitat ermittelt. a) Uberlebende, b) Varsene

Kontrolle: Granulozyten von 5 gesunden Spenderb (MW +/- S.D). Als
Negativkontrolle dienten Proben ohne Zugabe vorolE.end fir die
Eiskontrolle wurden die Granulozyten mit Bakteraarf Eis inkubiert. Bei

Patient 3 wurde Tag 2 nicht untersucht.

Die Aufnahme von E. coli in Granulozyten war beir déntersuchung der mittleren

Leuchtintensitat einer Zelle bei den Uberlebend@psBpatienten ahnlich wie bei der
Kontrollgruppe, wobei die Granulozyten von Patieht eine wesentlich verminderte

Phagozytoseintensitdt aufwiesen. Bei den versterdpatienten wiesen die Zellen von
Patient 3 eine eher verminderte Phagozytoseaktiaii®, wahrend die Granuolzyten von
Patient 4 eine verstarkte Phagozytoseintensitgjterei Patient 3 verstarb am 9. Tag und
wurde wie im Studienprotokoll vorgesehen zuletzt &mTag untersucht, so dass keine

Aussage uber die Phagozytose kurz vor dem Todffgtrarerden kann.
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Zusammenfassungsowohl bei den Sepsispatienten als auch bei demrélen war der

Anteil phagozytierender Granulozyten sehr hoch. Ratient 1 bildete mit einem geringeren
Anteil phagozytierender Zellen eine Ausnahme. Imlaé der Studie nahm bei den meisten
Patienten der Anteil phagozytierender Zellen alReaubei den beiden verstorbenen Patienten
3und 4.

Die durchschnittliche Leuchtintensitat, also dienge phagozytierter E. coli- Bakterien, war
bei den Uberlebenden Patienten ahnlich wie beikdmrtrollgruppe. Als Ausnahme wies
Patient 1 eine verminderte PhagozytoseintensitéatBai den verstorbenen Patienten war bei
Patient 3 eine niedrige Phagozytoseaktivitat zuohebten, wahrend der verstorbene MPO-
defiziente Patient 4 eine verstarkte Phagozytosesit&t aufwies.

4.2.2.2 Integrine und Selektine

Auf Leukozyten werden spezifische Oberflachenmarletprimiert, unter anderem

Adhasionsmolekile wie Selektine. L-Selektin (CD6Xonmt nur auf Leukozyten vor und

befahigt die im Blut zirkulierenden Granulozyterr zoribergehenden kurzen Anheftung an
die Endothelzellen der Blutgefalle mit anschlieBendébrollen und erneutem

Mitschwimmen im Blutstrom (,Rolling“). Auf der ObB&che von Endothelzellen wird E-

Selektin exprimiert und P-Selektin kommt auf Blétpthen vor. Im Entziindungsfall erlaubt
die Bildung von Integrinen (z.B. CD 11b und CD1&ndGranulozyten die feste Anheftung
an die Endothelzellen. Durch Schwellung der Endediien und durch Granula-Elastase
lockert sich die Extrazellulare Matrix (ECM) undedGranulozyten kdnnen sich aus der
Blutbahn ins Gewebe ,quetschen®. Dort folgen siernshtaktischen Reizen entlang eines
Gradienten, beispielsweise NfMLP (N-formyl-Methidthyeucyl-Phenylalanin), das von

Bakterien gebildet wird.

L-Selektin (CD62L)

Untersuchung des Anteils fluoreszierender Zellen

Die Expression des auf Leukozyten vorkommenden k8ete CD62L wurde
durchflusszytometrisch mit FITC-markiertem Antikérp untersucht und der Anteil

fluoreszierender Zellen ermittelt.
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Abbildung 25: Untersuchung des Anteils L-Selektiprienierender
Granulozyten

Die Expression von L-Selektin (CD62L) der Granuleay von
Sepsispatienten wurde durch Inkubation mit FITCegpleltem
Antikérper untersucht und mit Granulozyten von gesm Spendern
verglichen. Es wurde der Anteil fluoreszierendellefeermittelt. a)
Uberlebende, b) Verstorbene. Kontrolle: Granulomyton 5
gesunden Spendern (n=5, MW +/- S.D). Als Negativktia dienten
Proben mit Zugabe von mausspezifischem Kontrokamer gla/g2,

Isotyp). Bei Patient 3 wurde Tag 2 nicht untersucht

Der Anteil L-Selektin-exprimierender Granulozyteambei den Sepsispatienten ebenso hoch
wie bei den Kontrollzellen und lag bei annahern@ ¥ Nur Patient 4 zeigte mit knapp tUber
80 % verringerte Werte an den ersten 3 Tagen darslrchung und verstarb am 4. Tag. Der
Anteil L-Selektin-exprimierender Zellen war beimeelfalls verstorbenen Patienten 3 nicht
verringert. Die Isotyp-Kontrollen wurden mit Mausi&brper @laf?) gefarbt, der nicht an
humane Zellen binden kann. Erwartungsgemal waeBxjpressionswerte sehr gering (unter
1 %).
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Untersuchung der Leuchtintensitat
Die Expression des auf Leukozyten vorkommenden Iekdaes CD62L wurde
durchflusszytometrisch mit FITC-markiertem Antikérpuntersucht und die durchschnittliche

Leuchtintensitat ermittelt.
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Abbildung 26: Untersuchung der L-Selektin-Expreassiatensitat
Die Expression von L-Selektin (CD62L) der Granuleayvon
Sepsispatienten wurde durch Inkubation mit FITCeppleltem
Antikérper untersucht und mit Granulozyten von gesm Spendern
verglichen. Es wurde die durchschnittliche Leudetisitat ermittelt.
a) Uberlebende, b) Verstorbene. Die Kontrolle bedtaaus
Granulozyten von 5 gesunden Spendern (n=5, MW .B} @1d gilt
fur beide Gruppen von Sepsispatienten als Vergigiclppe. Als
Negativkontrolle dienten Proben mit Zugabe von repeszifischem
Kontrollantikorper (1a/ 2, Isotyp). Bei Patient 3 wurde Tag 2 nicht
untersucht.
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Fur die CD62L-Expressionsintensitat ergaben siclersohiedliche Ergebnisse bei den
Sepsispatienten. Die meisten Uberlebenden exptiemerweniger CD62L auf der
Granulozytenoberflache als die Kontrollgranulozytgegen Ende des Krankheitsverlaufes
stiegen die Werte oft wieder an. Patient 1 wieg @rhohte CD62L-Expression auf. Bei den
verstorbenen Patienten liel3 sich bei den Granwozybn Patient 3 eine verringerte CD62L-
Expression beobachten, wahrend bei Patient 4 k&imkerung im Vergleich zur Kontrolle
festzustellen war. Nur am letzten Tag vor dem Tielddie Expression etwas ab. Die teilweise
hohen Isotyp-Werte lassen sich vielleicht dadurcklaeen, dass die Maus-Antikorper
durchaus in der Lage sind, an Trimmer von humangierZ zu binden. Auch bei der
Auswertung des Anteils sind die Werte fur die IpeKontrollen niemals 0. Wenn nur einige
fluoreszierende Antikdrpermolekile an wenige Zeldergelagert sind, so ergibt dies in der
Prozentauswertung fur die Isotypkontrolle zwar euren geringen Anteil fluoreszierender
Zellen, aber bei der Auswertung der durchschnitdic Fluoreszenz kann ein hoher Wert
angegeben werden, weil sich an diese Trimmer \Aglekorpermolekile unspezifisch
anlagern. Eventuell ergibt sich die Fluoreszenmsitdt dieser Molekile durch
Clusterbildung der Antikdrpermolekuile. Bei den Grimzyten der Gesunden waren die Werte
der Isotyp-Kontrollen auch bei Auswertung der dgotinittichen Expression gering,
wahrscheinlich sind bei den Granulozyten der Sepatgenten teilweise mehr , Trimmer*®

vorhanden.

ZusammenfassungDer Anteil CD62L-positiver Granulozyten war beerd Gberlebenden

Patienten unverandert im Vergleich zur KontrolleeirB verstorbenen MPO-defizienten
Patienten 4 war der Anteil CD62L-exprimierender i&azyten verringert.

Die durchschnittliche CD62L-Dichte auf der Zelloti@che war bei den Uberlebenden
Patienten im Vergleich zu den Kontrollen verringeNur Patient 1 exprimierte im

Behandlungsverlauf mehr CD62L als die Kontrollgiaayten. Bei den verstorbenen
Patienten wies Patient 3 eine verringerte CD62LrEsgion auf, wahrend bei Patient 4 kein
Unterschied zu den Kontrollgranulozyten festgeistedirden konnte. Einen Tag vor dem Tod

sank die Expression etwas ab.
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4.2.2.3 Integrine (CD11b und CD18)
CD11b und CD18 bilden die beiden Untereinheiten ldesgrins Macl. Im Entzindungsfall

wird dieses Integrin hochreguliert.

Integrin CD11b
Untersuchung des Anteils fluoreszierender Zellen

Die CD11b-Expression wurde mit FITC-markiertem Agtper untersucht und der Anteil

fluoreszierender Granulozyten ermittelt.
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Abbildung 27: Untersuchung des Anteils CD11b-exjaiender
Granulozyten

Die Expression von Integrin (CD11lb) der Granulomytevon

Sepsispatienten wurde durch Inkubation mit FITCepgleltem
Antikdrper untersucht. Es wurde der Anteil fluofesander Zellen
ermittelt. a) Uberlebende, b) Verstorbene. Kon&olEranulozyten von 5
gesunden Spendern (n=5, MW +/- S.D). Als Negativktla dienten
Proben mit Zugabe von mausspezifischem Kontrokamer (1la/ 2,

Isotyp). Bei Patient 3 wurde Tag 2 nicht untersucht
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Fast alle Kontrollgranulozyten exprimierten CD11lnf ader Zelloberflache. Bei den
Uberlebenden Sepsispatienten war keine Veranderimg Vergleich zur Kontrolle
festzustellen, nur bei Patient 1 exprimierte einngerer Anteil der Zellen CD11b.

Bei den verstorbenen Patienten war kein UnterschiuedKontrollgruppe festzustellen.

Die Isotyp-Kontrollen waren sowohl bei den Kontesllals auch den Sepsispatienten sehr
gering, unter 1 %.

Untersuchung der Leuchtintensitat
Die CD11b-Expression wurde mit FITC-markiertem Adtper untersucht und die
durchschnittliche Leuchtintensitat ermittelt.
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Abbildung 28: Untersuchung der CD11b-Expressiomsisitat

Es wurde die durchschnittliche Leuchtintensitéat it C-gekoppeltem
CD11b-Antikorper ermittelt. a) Uberlebende, b) Mtersene. Kontrolle:
Granulozyten von 5 gesunden Spendern (n=5, MW +D).SAls
Negativkontrolle dienten Proben mit Zugabe von rapesifischem
Kontrollantikdrper (1a/ 2, Isotyp). Bei Patient 3 wurde Tag 2 nicht

untersucht
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Die Kontrollen wiesen eine durchschnittliche Zeltfteszenzintensitat von ungefahr 200 auf.
Die Uberlebenden Patienten zeigten eine geringBxE16-Verteilung auf den Granulozyten,
am wenigsten CD11b exprimierten die Zellen vond?atil. Bei den verstorbenen Patienten
wies Patient 3 ebenso wie die Uberlebenden eirmingerte CD11b-Expression auf, wahrend
sich bei Patient 4 eine verstarkte CD11b-Dichtedmuf Granulozyten beobachten liel3, die am
Tag vor dem Tod absank. Kurz vor dem Tod wiesen \aiestorbenen Patienten die
niedrigsten Expressionswerte auf.

Ein Problem waren die Isotyp-Werte, die manchmht $ech sind. Eventuell bindet hier der

Mausantikorper unspezifisch in Clustern (siehe &tkhg bei Selektin CD62L).

ZusammenfassungBei den Uberlebenden Sepsispatienten exprimidriegkeich groRRer

Anteil an Granulozyten CD11b wie bei der Kontraligpe. Nur bei Patient 1 war der Anteil
CD11b-exprimierender Zellen vermindert. Bei denst@benen Patienten 3 und 4 war kein
Unterschied zur Kontrollgruppe zu beobachten.

Die Uberlebenden Sepsispatienten exprimierten wen@D11lb pro Granulozyt als die
Kontrollen, ebenso der verstorbene Patient 3. Bmstorbene Patient 4 wies eine hohere
CD11b-Expression auf der Zelloberflache auf als dantrollzellen. Kurz vor dem Tod
wiesen beide verstorbenen Patienten die niedrigstpnessionswerte auf.

Integrin CD18
Untersuchung des Anteils fluoreszierender Zellen

Die CD18-Expression wurde mit FITC-markiertem Aitiger untersucht und der Anteil

fluoreszierender Zellen ermittelt.
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Abbildung 29: Untersuchung des Anteils CD18-exmiamder

Granulozyten

Es wurde der Anteil fluoreszierender Zellen von rGitazyten von
Sepsispatienten mit Hilfe eines FITC-gekoppeltenl&Bntikdrpers
untersucht. a) Uberlebende, b) Verstorbene. Dietkdlie bestand aus
Granulozyten von 5 gesunden Spendern (n=5, MW +D).SAls
Negativkontrolle dienten Proben mit Zugabe von rapesifischem

Kontrollantikdrper (1a/ 2, Isotyp). Bei Patient 3 wurde Tag 2 nicht

untersucht.

Beim Anteil CD18-exprimierender Zellen gab es kaumterschiede, weder zwischen den
Sepsispatienten und der Kontrollgruppe noch zwisclieen Uberlebenden und den
verstorbenen Sepsispatienten. Nur beim verstorb&sienten 4 zeigte sich ein minimal
verringerter Anteil CD18-exprimierender Granulozytdllerdings waren diese Unterschiede

so gering, dass sie wohl eher den natirlichen Sckavegen zuzurechnen sind.

Untersuchung der Leuchtintensitat

Die CD18-Expression wurde mit FITC-markiertem Amtiger

83

untersucht und die
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durchschnittliche Leuchtintensitat ermittelt.
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Abbildung 30: Untersuchung der CD18-Expressionsisitét

Es wurde die durchschnittliche Leuchtintensitat ®ranulozyten von
Sepsispatienten mit FITC-gekoppeltem CD18-Antikbrpegersucht. a)
Uberlebende, b) Verstorbene. Kontrolle: Granulomyte®n 5 gesunden
Spendern (n=5, MW +/- S.D). Als Negativkontrollerden Proben mit
Zugabe von mausspezifischem Kontrollantikorpdra{2, Isotyp). Bei

Patient 3 wurde Tag 2 nicht untersucht.

Zwischen den Uberlebenden Sepsispatienten und dertrdflgruppe lie3 sich kein
Unterschied im Hinblick auf die CD18-Expression @Gganulozyten feststellen, nur Patient 5
besall am ersten Untersuchungstag eine erhthte SSkpre Die Expressionsintensitat war
beim verstorbenen Patienten 3 genauso wie bei detréllgruppe, wahrend Patient 4 eine
verstarkte CD18-Expression aufwies.

Teilweise war der Isotypwert héher als die CD184egpion. Die erhéhten Isotypenwerte
lieBen sich nur bei den Sepsispatienten und niehtdbn Kontrollen feststellen. Eventuell
binden die Mausantikérper an die vielleicht vermelrei den Sepsisgranulozyten

vorkommenden Triummer (siehe Erklarung im Abschritier die durchschnittliche
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Leuchtintensitat bei Selektin CD62L).

Zusammenfassung Der Anteil CD18-exprimierender Granulozyten warei ballen

Sepsispatienten gleich wie bei der Kontrollgruppe.
Die CD18-Expression pro Zelle war bei den Patientad den Kontrollen gleich, nur bei

Patient 4 war sie deutlich hoher.

4.2.2.4 Toll-like-Rezeptor 2 und 4

Toll-like-Rezeptoren (TLR) befinden sich auf weil¥lutzellen. Sie dienen der Erkennung
bestimmter bakterieller Oberflachenproteine, degesannten PAMPs (pathogen-associated
molecular pattern). Es gibt viele verschiedene TLE® erkennen TLR2-Molekile
Lipoteichonsauren in der Zellwand von Gram-positivBakterien wie zum Beispiel
Staphylococcus aureus. TLR4-Molekile erkennen Lopggaccharid in der Zellwand von

Gram-negativen Bakterien wie zum Beispiel Eschéicbli.

Untersuchung des Anteils fluoreszierender Zellen
Die Expression von TLR2 und 4 wurde mit PE-marleertAntikorper untersucht und der

Anteil fluoreszierender Zellen ermittelt.
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Abbildung 31: Untersuchung des Anteils an TLR-ew@ienden
Granulozyten

Der Anteil TLR2- und 4- fluoreszierender Granulemyt von
Sepsispatienten wurde durch Inkubation mit PE-gpkttem Antikorper
untersucht. a) Uberlebende, b) Verstorbene. Kolgrdbranulozyten von
5 gesunden Spendern (n=5, MW +/- S.D). Als Negatitrklle dienten
Proben mit Zugabe von mausspezifischem Kontrokarger (1la/ 2,

Isotyp). Bei Patient 3 wurde Tag 2 nicht untersucht

Nur wenige der Kontrollgranulozyten exprimiertenR2.und 4 auf der Oberflache. Bei den
Uberlebenden Patienten war der Anteil TLR2-positZellen erhdht, besonders bei Patient 1,
bei dem zusatzlich auch der Anteil TLR4-exprimielen Granulozyten erhdht war. Die
verstorbenen Patienten wiesen ebenfalls einen hoRAateil TLR2-exprimierender
Granulozyten auf, vor allem bei Patient 4 war digseteil mit 40 % sehr hoch. Allerdings
war es bei diesem Patienten sehr schwer, die Graytehwolke von der Monozytenwolke zu
trennen (siehe Abbildung 32Dies ist deshalb von Bedeutung, weil Monozyten mEQOR
exprimieren als Granulozyten. Auch der Anteil TLBprimierender Zellen ist bei diesem
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Patienten erhoht.

R1

R3

Abbildung 32: Blutzellen von Sepsispatienten im SAC

Im FACS-Dot Plot werden die Blutzellen nach Farbung TLR2-PE
anhand von Gro3e (FSC) und Streuungsverhalten (BSGjanulozyten
(R1), Monozyten (R2) und Lymphozyten (R3) untexrdehi a) Patient 1

am ersten Studientag, b) Patient 4 am ersten Sitatje

Im FACS lassen sich die einzelnen Zellpopulationeeil3er Blutkérperchen im Blut
(Lymphozyten, Monozyten und Granulozyten) im DototPhut darstellen, indem die
ZellgroRe und das Streulichtverhalten gegeneinaadfgetragen werden. Bei Sepsispatient 1
in Abbildung 32 a) waren alle drei Populationenttieln voneinander abgegrenzt.

Die Blutzellen von Patient 4 zeigten dagegen zwanphozyten, aber die Monozyten und
Granulozyten waren als eine einzige grofRe Zellppr nicht voneinander abgrenzbar
(siehe Abbildung 32 b).

Untersuchung der Leuchtintensitat einer Zelle
Die Expression von TLR2 und 4 wurde mit PE-marlaertAntikorper untersucht und die

durchschnittliche Leuchtintensitat ermittelt.
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Abbildung 33: Untersuchung der TLR-Expressionsitén

Die durchschnittliche Leuchtintensitat fur TLR2 ur@l auf den
Granulozyten von Sepsispatienten wurde durch Infknbamit PE-
gekoppeltem Antikérper untersucht und mit Granukizyvon gesunden
Spendern verglichen. a) Uberlebende, b) VerstorbeKentrolle:
Granulozyten von 5 gesunden Spendern (n=5, MW +D).SAls
Negativkontrolle dienten Proben mit Zugabe von mpezifischem
Kontrollantikrper (1a/ 2, Isotyp). Bei Patient 3 wurde Tag 2 nicht

untersucht.

Bei den Kontrollgranulozyten war die TLR-Expressgahr gering, sowohl fir TLR2 als auch
fur TLR4. Die Granulozyten der Uberlebenden Patienteigten eine verstarkte TLR2-
Expression, nur bei Patient 1 blieb die Expresgierch. Die Expressionsintensitat von TLR4
war bei allen tberlebenden Patienten erhoht, beserioki Patient 2. Bei den verstorbenen
Patienten war die TLR2-Expressionsintensitat eshébhenso die TLR4-Rezeptordichte auf
den Granulozyten, insbesonders bei Patient 3, wdleeilntensitat der TLR2 und TLR4-

Expression bei Patient 4 im Vergleich zu den and®atienten schwéacher ausgepragt war.

Insgesamt war die durchschnittiche TLR4-Expresslm den Sepsispatienten starker
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ausgepragt als die TLR2-Expression. Bei den Koletnajab es keinen Unterschied.

Zusammenfassungei den Kontrollgranulozyten exprimierte nur eiehs geringer Anteil

TLR2 und 4 auf der Zelloberflache und es war kemtdischied zwischen dem Prozentsatz
TLR2- und TLR4-exprimierender Granulozyten festbtal Bei allen Sepsispatienten
exprimierte ein grol3er Anteil an Zellen TLR2 aufr dlloberflache, wahrend der Anteil
TLR4-exprimierender Zellen nur bei dem Uberleben@atienten 1 und bei dem verstorbenen
MPO-defizienten Patienten 4 erhdht war.

Die Intensitat der TLR2-Expression war bei den mesisiberlebenden Patienten erhoht.
Ebenso war die TLR4-Expression bei den Granulozgeniuberlebenden Patienten erhéht,
besonders bei Patient 2. Auch die Verstorbeneneniesne erhohte TLR2- und TLR4-
Expressionsintensitat auf, wobei besonders Patientiel TLR4 pro Zelle exprimierte.
Insgesamt war bei den Sepsispatienten die TLR4dSgpyn starker ausgepragt als die TLR2-
Expression.

Bei den Granulozyten von Sepsispatienten schesat @i gro3erer Anteil der Zellen TLR2
auf der Zelloberflache zu exprimieren, aber dadlreit die Rezeptordichte auf diesen Zellen
fur TLR4 starker zu sein.

Interessant ist hier der Zusammenhang mit den fiofeén der Patienten. Bei Patient 2 und
bei Patient 5 wurde E. coli nachgewiesen, das esnGegatives Bakterium LPS besitzt und
somit die hohe TLR4-Expression bei diesen Patiemtdnzieren kann. Bei Patient 4 wurde
Staphylococcus aureus nachgewiesen, das als Grsith+pe Bakterium Lipoteichonséure in
der Zellwand besitzt und deshalb, so wie beobachtetExpression von TLR2 induzieren

kann.

4.2.3 Untersuchung der Bildung reaktiver Sauerstoffverbirdungen an isolierten
Granulozyten

Granulozyten bilden beim oxidativen Burst reaktBauerstoffverbindungen (ROS). Nach der
bisherigen Lehrmeinung kommt es Uber verschiedemischenstufen wie Superoxidanion
und Wasserstoffperoxid zur Bildung hypochlorigeu®a(HOCI), die auf Mikroorganismen
stark abtotend wirkt. Nach einer neuen Theorie koremndurch die Bildung des negativ
geladenen Superoxidanions mit nachfolgendem Eimstvon positiv geladenen lonen zur
Alkalisierung des Zellmilieus und in weiterer Folgeur Aktivierung bestimmter
intrazellularer Enzyme, wie z. B. der Elastase.sBieermdglicht den Granulozyten die

Abtdtung von Mikroorganismen. Eventuell sind beMergénge wichtig fur die effektive
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Erreger-Bekdmpfung.

Die Bildung der ROS kann mit Hilfe der Chemiluminesz untersucht werden, bei der die
ROS, besonders HOCI, mit der Verstarkersubstanzihainthemisch reagieren, die dann
Licht emittiert. Isolierte Granulozyten (1 Mio/miyurden mit den Substanzen PMA und
opsonisiertes Zymosan A stimuliert. PMA wirkt aué diNADPH-Oxidase der Granulozyten

ein, Zymosan A besteht aus Hefebruchstiicken undl ilier Phagozytose aufgenommen.
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Abbildung 34: Bestimmung der ROS-Produktion

Die ROS-Produktion bei Sepsispatienten wurde mitfeHider
Chemilumineszenz untersucht und mit Granulozyten gesunden
Spendern verglichen. Pro Ansatz wurden 1 Milliora@rozyten pro mi
verwendet und die wahrend der 30minitigen Messumgtandenen
Lichtteilchen als Counts in der Einheit Relativeghti Units (RLUS)
gezahlt.

a) Uberlebende, b) Verstorbene. Kontrollgruppe: @rzyten von 5
gesunden Spendern (n=5, MW +/- S.D). Als Negativkbbe dienten
Proben ohne Zugabe von Stimulanzien. Bei Patiemtif@gle Tag 2 nicht

untersucht.

Die Granulozyten der Uberlebenden Sepsispatient@dupierten teilweise bereits im
Grundzustand wesentlich mehr reaktive Sauerstdiimdungen als die Kontrollgranulozyten
(in Abb.34 nicht ersichtlich). Die ROS-Bildung gii@ach Stimulation mit PMA um das 100
bis 300fache oder mit opsonisiertem Zymosan A us Sliéfache an. Die Granulozyten der
verstorbenen Patienten wiesen eine geringere Bildeaktiver Sauerstoffverbindungen auf
als die Granulozyten der Uberlebenden, aber immechndeutlich mehr als die

Kontrollgranulozyten. Die geringste ROS-Bildunggten die Granulozyten von Patient 4.
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Die im Vergleich mit den anderen Patienten stankingerte ROS-Bildung kdnnte mit der
teilweisen Myeloperoxidasedefizienz der Granuloayten Patient 4 zusammenhéngen, die
aufgrund der Ergebnisse der Advia-Messung nahd. liege bei der Chemilumineszenz
verwendete Verstarkersubstanz Luminol reagiert allem mit HOCI, das erst durch die

Reaktion der Myeloperoxidase mit Wasserstoffper@xitsteht.

ZusammenfassungDie Granulozyten der Uberlebenden Sepsispatiefiioieten ohne

Stimulation bereits deutlich mehr reaktive Saudhgtobindungen und lie3en sich wesentlich
besser stimulieren als die Kontrollgranulozyten.e DiGranulozyten der verstorbenen
Sepsispatienten produzierten zwar wesentlich méb$ RIs die Kontrollgranulozyten, aber
deutlich weniger als die Zellen der Uberlebendezsddiders gering war die ROS-Bildung bei

dem verstorbenen MPO-defizienten Patienten 4.

4.2.4 Untersuchung der Chemotaxis

Im Fall einer Entziindung gelangen die Granulozyaes der Blutbahn ins Gewebe. Hier
folgen sie einem chemotaktischen Gradienten, derdem Erregern abgegeben wird, bis zum
Ort der Entzindung. Chemotaxis beschreibt die aktinbewegung zu einem Stoff. In
diesem Versuch diente NfMLP als Lockstoff und PB8#Bse als Negativkontrolle. Es
wurde die Laufstrecke ausgemessen, die die Graytelozum Lockstoff zurlcklegten und
davon die Strecke abgezogen, die die Granulozypemtan auf den PBS/Glucose-Puffer
zuwanderten. In der folgenden Abbildung ist desmalbdie ,Netto“-Wanderbewegung zum
Stimulans zu sehen (vgl. Material und Methoden Akf)).
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Abbildung 35: Untersuchung der Chemotaxis

Die Chemotaxis bei Sepsispatienten wurde untersuctitmit der von
Granulozyten gesunder Spender verglichen. NfMLP(#) diente als
Chemotaktikum, ein PBS/Glucose-Puffer als Kontrdlezeigt wird die
Differenz aus der Wanderung zum Chemotaktikum @nd/AManderung
zum Puffer (siehe Abbildung 20 im Material- und helenteil). a)
Uberlebende, b) Verstorbene. Kontrollgruppe: Grammyten von 5
gesunden Spendern (n=5, MW +/- S.D). Bei PatiewuBde Tag 2 nicht

untersucht.

Die Granulozyten der Uberlebenden Sepsispatienteigten im Vergleich zu den
Kontrollgranulozyten meist eine verringerte Chemi#f@higkeit. Bei Patient 1 war an zwei
Tagen die Wanderung zum Puffer rechnerisch stéaakerzum Chemotaktikum NfMLP,
deshalb ergab sich ein negativer Wert. Die Granyozdes verstorbenen Patienten 3 wiesen
tendentiell eine verringerte Chemotaxis auf. Dieartaitozyten von Patient 4 wiesen die

geringste Chemotaxis auf, am ersten untersuchtgmwaaderten die Granulozyten gar nicht.

Zusammenfassun@ei den Sepsispatienten lasst sich im Vergleiclden Kontrollen eine

verringerte Chemotaxis beobachten. Die geringsten@iaxis wies Patient 4 (MPO-Mangel)
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auf.

4.2.5 Untersuchung der Degranulation

Granulozyten besitzen Granula mit Enzymen wie MBeloperoxidase, die im Falle einer
Infektion ins AufRenmedium abgegeben werden konmendiesem Versuch wurde die
Degranulation der Granulozyten durch Gabe von Qulasin B, einem Stoffwechselprodukt
aus Pilzen, vorbereitet. Darauf erfolgte eine zehiitige Inkubation mit dem von Bakterien
abgegebenen Stoff NfMLP, worauf die Granulozytee iGranula entleerten. Der Advia 120
misst die in den Granulozyten enthaltene Myelopeiase. Bei Entleerung der Granula
kommt es deshalb zu einer messbaren Linksversamiglilie mit dem Lineal ausgemessen
und somit in willktrlich gewahlter Einheit (,mm*“)uzntitativ charakterisiert werden kann.
Die Lage der Granulozyten in einem Perox X-Diagranaes Advia 120 vor
Chemikalienbehandlung wurde ausgemessen und daven gémessene Lage der
Granulozyten nach Vorbehandlung mit CytochalasinuBd Inkubation mit NfMLP
abgezogen. So wurde die Linksverschiebung der Graytenwolke in mm ermittelt (siehe
auch Material und Methoden, Abbildung 12).
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Abbildung 36: Untersuchung der Degranulation

Die Degranulation bei Sepsispatienten wurde untersund mit der von
Granulozyten von gesunden Spendern verglichen. RfMlente als
Stimulanz zur Abgabe der Granula und die Lage demGlozyten vor
und nach Chemikalienzugabe im Perox X-Histogrammrdevu
ausgemessen. Gezeigt wird die LinksverschiebungDédferenz der
ausgemessenen Strecke vor und nach Zugabe von NfM)P
Uberlebende, b) Verstorbene. Kontrollgruppe: Grammyten von 5
gesunden Spendern (n=5, MW +/- S.D). Bei PatiemuBde Tag 2 nicht

untersucht.

Die Fahigkeit zur Degranulation war bei den Ubeztelen Patienten im Vergleich zur
Kontrollgruppe vermindert. Bei Patient 1 stieg gggen Ende des Krankheitsverlaufes wieder
an. Bei den verstorbenen Patienten war die Degaioal ebenfalls verringert, besonders bei
Patient 4. Die Degranulationsfahigkeit der Granyiez von Patient 4 war nur qualitativ zu
beurteilen. Bereits ohne Zugabe von NfMLP war nueeeringe Myeloperoxidaseaktivitét
feststellbar (siehe Abb. 37). Wie bei der Bestimghder Granulozytenzahl gesehen, konnte
der Advia 120 bei Patient 4 nur ca. 40 % Granulzyrmitteln, wahrend die Auszahlung
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des Blutausstriches ungefahr 90 % Granulozyterber@#ensichtlich leidet dieser Patient an
einer partiellen MPO-Defizienz. Abbildung 37 ist entnehmen, dass der gro3te Teil dieser
Granulozyten ganz links angeordnet ist. Allerdinggseht man eine deutliche
Granulozytenwolke auch im Monozytenfeld (2a). Ne&&timulation mit NfMLP ist diese
deutlich nach links verschoben, aber quantitativGund des Ubergangs der MPO-negativen
Zellen schwer auszuwerten. Qualitativ l&sst sidbr@dihgs sagen, dass die Degranulation
dieser MPO-defizienten Zellen durchaus nach Stitimrianit NfMLP stattfindet.
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la 1b

2a 2b

Abbildung 37: Vergleich der Degranulation von Kalperson 1 und Sepsispatient 4
(partielle MPO-Defizienz)

Die Kontrollgranulozyten besitzen zum Zeitpunktvty Chemikalienzugabe viele

Myeloperoxidase-Granula (1a), im Dot Plot und imré&e X-Histogramm sind die

Granulozyten weit rechts auf der x-Achse. Nach Bagson NfMLP geben die

Granulozyten ihre Inhaltstoffe (z. B. MPO) ab usdkemmt zur ,Linksverschiebung*

wie in Dot Plot und Perox X-Histogramm zu sehen).(Ihie Auswertung erfolgte

durch Ausmessen der Lage des Peaks im Perox Xerston und Berechnung der
Differenz zwischen Zeitpunkt t0 ohne Chemikalieazagund nach Zugabe von
NfMLP.

Die Sepsisgranulozyten (P4) weisen bereits vorCGlermikalienzugabe zum Zeitpunkt
t0 eine Linksverschiebung auf, wie in Dot Plot Uperox X-Histogramm auf der

Peroxidase-Achse ersichtlich wird (2a). Nach Zugabte NfMLP sieht man auch hier
eine deutliche Linksverschiebung der Granulozyti@MPO besitzen und sich formal

zu Beginn (Abbildung 2b) im Monozytenfeld befinden.

Beim Vergleich der Fahigkeit zur Degranulation ibbdung 37 féallt sowohl im Dot Plot als
auch im Histogramm auf, dass die meisten Granutozyivon Patient 4 wenig
Myeloperoxidase besal3en (2a). Nach Zugabe von NfiaPaber auch hier Degranulierung
der wenigen MPO-haltigen Granulozyten zu beobachi@n). Die Granulozyten von

Kontrollperson 1 besaflien zum Zeitpunkt tO viel Mperoxidase (1a) und verloren nach
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Zugabe von NfMLP durch Degranulierung sehr vieMyeloperoxidase (1b).

Zusammenfassung:Die Granulozyten der Uberlebenden Sepsispatientgesen im

Allgemeinen eine verringerte Degranulation im Veigh zu den Kontrollgranulozyten auf.
Ebenso die verstorbenen Patienten, wobei die datwé Auswertung von Patient 4
schwierig war, da er offensichtlich einen MPO-Mangeifwies und die Messung der

Degranulation tUber die Peroxidase-Aktivitat erfelgt

4.2.6 Zusammenfassung der Ergebnisse der Sepsisstudie
Um die Ergebnisse der Sepsisstudie zusammenzufasgerden die Ergebnisse der
Kontrollpersonen als 100 % gesetzt und die Ergsenier Sepsispatienten darauf bezogen.

Somit wird ein Vergleich der Sepsispatienten umtereder moglich.

Tabelle 3: Vergleich der Ergebnisse der Sepsisptaig Kontrolle = 100%

Phagozytose

Phagozytoseantej P1 P2 P3 P4 P5

E. coli, 37°C

D1 8% 115% 109% 108% 106%
D2 64% 87% NU 107% 101%
D3 29% 104% 104% 102% 113%
D4 47% 81% 96% 104%
D7 35% 70% 101% 101%
D10 54% 69% 37%
D17 84% 26%
Phagozytose- P1 P2 P3 P4 P5
intensitéat, E. coli,

37°C

D1 11% 204% 105% 137% 125%
D2 37% 60% NU 158% 123%
D3 23% 71% 78% 143% 133%
D4 51% 57% 59% 56%
D7 37% 52% 73% 91%
D10 39% 38% 29%
D17 89% 37%
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Selektin
CD62L Anteil P1 P2 P3 P4 P5
D1 100% 100% 98% 88% 94%
D2 98% 100% NU 84% 94%
D3 97% 96% 100% 88% 98%
D4 98% 99% 100% 100%
D7 99% 98% 100% 100%
D10 92% 99% 100%
D17 101% 97%
CD62L Intensitat | P1 P2 P3 P4 P5
D1 107% 77% 64% 96% 89%
D2 96% 58% NU 104% 81%
D3 101% 54% 64% 81% 86%
D4 199% 65% 61% 86%
D7 165% 71% 72% 90%
D10 157% 69% 91%
D17 127% 88%
Integrin CD11b
CD11b Anteil P1 P2 P3 P4 P5
D1 77% 103% 101% 98% 102%
D2 56% 102% NU 99% 102%
D3 90% 103% 86% 97% 81%
D4 13% 102% 94% 101%
D7 71% 102% 92% 99%
D10 94% 57% 102%
D17 101% 99%
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Integrin CD11b
CD11b Intensitat | P1 P2 P3 P4 P5
D1 11% 79% 72% 266% 72%
D2 8% 34% NU 114% 66%
D3 14% 86% 42% 59% 80%
D4 6% 47% 52% 52%
D7 10% 67% 34% 37%
D10 27% 45% 42%
D17 36% 47%
CD18
CD18 Anteil P1 P2 P3 P4 P5
D1 100% 100% 100% 96% 100%
D2 100% 100% NU 97% 100%
D3 99% 100% 100% 95% 99%
D4 100% 100% 100% 100%
D7 100% 99% 100% 96%
D10 100% 100% 99%
D17 100% 97%
CD18 Intensitat |P1 P2 P3 P4 P5
D1 66% 80% 144% 254% 149%
D2 69% 63% NU 257% 104%
D3 55% 96% 83% 176% 103%
D4 85% 78% 86% 79%
D7 80% 99% 68% 81%
D10 99% 70% 73%
D17 86% 61%
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TLR2

TLR2 Anteil P1 P2 P3 P4 P5

D1 1023% 224% 864% 4024% 257%
D2 1442% 137% NU 3078% 441%
D3 1051% 403% 328% 3605% 147%
D4 716% 1016% 165% 304%
D7 805% 140% 134% 99%
D10 356% 100% 75%
D17 112% 65%
TLR2 Intensitat | P1 P2 P3 P4 P5

D1 162% 405% 181% 461% 403%
D2 161% 167% NU 259% 529%
D3 158% 329% 139% 286% 390%
D4 119% 185% 432% 209%
D7 129% 801% 785% 1333%
D10 163% 1995% 528%
D17 544% 1569%
TLR4

TLR4 Anteil P1 P2 P3 P4 P5

D1 318% 38% 78% 178% 149%
D2 280% 32% NU 497% 66%
D3 175% 44% 50% 630% 85%
D4 317% 44% 60% 94%
D7 376% 50% 64% 128%
D10 285% 74% 74%
D17 73% 85%
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TLR4
TLR4 Intensitat | P1 P2 P3 P4 P5
D1 361% 321% 2890% 277% 453%
D2 154% 10106% NU 221% 616%
D3 206% 1790% 416% 270% 684%
D4 112% 484% 2900% 1691%
D7 752% 818% 752% 1459%
D10 178% 1063% 978%
D17 4106% 2158%
Chemilumineszen
unstimuliert P1 P2 P3 P4 P5
D1 118% 224% 6% 215% 83%
D2 50% 164% NU 33% 138%
D3 25% 106% 23% 12% 94%
D4 12% 69% 24% 106%
D7 62% 68% 84% 23%
D10 220% 63% 115%
D17 52% 241%
PMA P1 P2 P3 P4 P5
D1 1694% 834% 176% 333% 532%
D2 1161% 738% NU 340% 972%
D3 582% 741% 643% 110% 793%
D4 309% 712% 456% 705%
D7 713% 272% 537% 433%
D10 435% 181% 551%
D17 18% 111%
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Chemilumineszen
Zymosan P1 P2 P3 P4 P5
D1 388% 100% 31% 123% 216%
D2 387% 140% NU 145% 318%
D3 136% 219% 245% 56% 310%
D4 41% 277% 145% 371%
D7 137% 144% 72% 406%
D10 78% 143% 482%
D17 280% 79%
Chemotaxis P1 P2 P3 P4 P5
D1 74% 108% 104% Keine CT| 124%
D2 54% NU 47% 78%
D3 61% 77% 41% 148%
D4 41% 55% 101% 162%
D7 95% 58% 128% 78%
D10 119% 51% 148%
D17 81% 153%
Degranulation P1 P2 P3 P4 P5
D1 69% 57% 74% Quantitativ | 71%

auswertbar

D2 58% 64% NU 55%
D3 44% 63% 53% 55%
D4 58% 53% 91% 72%
D7 88% 66% 15% 59%
D10 93% 42% 57%
D17 30% 47%

Durch die Berechnung der Ergebnisse der Sepsiggatiemit Bezug auf die Kontrollergebnisse, die
als 100 % gesetzt wurden, ist ein Vergleich dexaditen Patienten miteinander mdglich. NU = nicht

untersucht

In Tabelle 3 wurde der Durchschnitt der Kontrolldvgisse als 100 % festgelegt und die
Werte der Patienten darauf bezogen. Wenn der Paiieen Wert von 150 % besitzt, dann ist
der Wert im Vergleich zur Kontrolle um 50 % geséagWenn der Wert des Patienten bei 50

% liegt, dann ist der Wert im Vergleich zur Konteolum 50 % gesunken. Bei der
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Chemilumineszenz wurde der jeweilige Kontrollweet @ntsprechenden Behandlungsgruppe
verwendet, die unstimulierten Granulozyten der Bpasienten wurden also mit den
unstimulierten Zellen der Kontrollgruppe verglicherbenso die PMA-stimulierten
Granulozyten der Sepsispatienten mit den Granwozger Kontrollpersonen nach PMA-

Stimulation.

Der besseren Ubersichtlichkeit halber wurden dieahen Werte noch mit + oder — beurteilt.
Keine Veranderung ergibt ein *, ab einer Zunahnme &6 bis 50 % wird ein + vergeben, ab
einem Anstieg von 51 % bis 100 % ein + + und Ul2€ % ein +++. Absinken um 1 % bis 50

% wird mit einem — beurteilt, bei Abnahme um 51 %100 % erfolgt die Vergabe eines - - .

Tabelle 4: Bewertung der Ergebnisse der einzelragieRten

Phagozytose

Phagozytoseanteil |P1 P2 P3 P4 P5
D1 - - + + + +
D2 - - NU + +
D3 - - + + + +
D4 -- - - +
D7 -- - + +
D10 - - --
D17 - --
Phagozytose- P1 P2 P3 P4 P5
intensitat

D1 -- +++ + + +
D2 -- - NU ++ +
D3 -- - - + +
D4 - - - -
D7 -- - - -
D10 -- -- --
D17 - --




Ergebnisse

Selektin

CD62L Anteil

P1

P2

P3

P4

PS5

D1

I+

I+

D2

I+

NU

D3

I+

D4

I+

I+

D7

I+

I+

D10

I+

D17

CDG62L Intensitat

P3

P4

PS5

D1

D2

NU

D3

D4

++

D7

++

D10

++

D17

Integrin CD11b

CD11b Anteil

P1

P3

P4

D1

D2

NU

D3

D4

D7

D10

D17

CD11b Intensitat

P4

D1

+++

D2

D3

D4

D7

D10

D17
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CD18
CD18 Antell P1 P2 P3 P4 PS5
D1 + + + - +
D2 * * NU - *
D3 - + + - -
D4 + + + +
D7 * - + -
D10 * * -
D17 * -
CD18 Intensitéat P1 P2 P3 P4 P5
D1 - - + +++ +
D2 - - NU +++ +
D3 - - - ++ +
D4 - - - -
D7 - - - -
D10 - - -
D17 - -
TLR2
TLR2 Antell P1 P2 P3 P4 PS5
D1 +++ +++ +++ +++ +++
D2 +++ + NU +++ +++
D3 +++ +++ +++ +++ +
D4 +++ +++ + +++
D7 +++ + + -
D10 +++ + -
D17 + -
TLR2 Intensitat P1 P2 P3 P4 P5
D1 ++ +++ ++ +++ +++
D2 ++ ++ NU +++ +++
D3 ++ +++ + +++ +++
D4 + ++ +++ +4++
D7 + +++ +4++ +++
D10 ++ +++ +++
D17 +4++ +++
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TLR4
TLR4 Anteil P1 P2 P3 P4 P5
D1 +++ -- - ++ +
D2 +++ -- NU +++ -
D3 ++ -- - +++ -
D4 +++ -- - -
D7 +++ - - +
D10 +++ - -
D17 - -
TLR4 Intensitéat P1 P2 P3 P4 P5
D1 +++ +++ +++ +++ +++
D2 ++ +++ NU +++ +++
D3 +++ +++ +++ +++ +++
D4 + +++ +++ +++
D7 +++ +++ +++ +++
D10 ++ +++ +++
D17 +++ +++
Chemilumineszenz
unstimuliert P1 P2 P3 P4 P5
D1 + +++ -- +++ -
D2 - ++ NU -- +
D3 -- + -- -- -
D4 -- - -- +
D7 - - - --
D10 +++ - +
D17 - +H+
PMA P1 P2 P3 P4 P5
D1 +++ +++ ++ +++ +++
D2 +++ +++ NU +++ +++
D3 +++ +++ +++ + +++
D4 +++ +++ +++ +++
D7 +++ +++ +++ +++
D10 +++ ++ +++
D17 -- +
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Chemilumineszenz
Zymosan P1 P2 P3 P4 PS5
D1 +++ + -- + +++
D2 +++ + NU + +++
D3 + +++ +++ - +++
D4 - - +++ + +++
D7 + + - +++
D10 - + +++
D17 +++ -
Chemotaxis P1 P2 P3 P4 P5
D1 - + + NN +
D2 NF - NU -- -
D3 NF - - -- +
D4 -- - + ++
D7 i ; ¥ -
D10 + - +
D17 - ++
Degranulation P1 P2 P3 P4 PS5
D1 - - - Nicht -
guantitati\
wertbar
D2 - - NU -
D3 - - - - -
D4 - - - -
D7 - - -- ;
D10 ; . -
D17 -- --

Die Ergebnisse der Sepsispatienten wurden mit einddewertung eingeteilt. Keine
Anderung im Vergleich zur Kontrolle bedeutet +, Ziame von 1% bis 50 % bedeutet ein +,
Zunahme um 51 % bis 100 % ein ++ und Zunahme 0@1%4 ein +++. Eine Abnahme
zwischen 1 % und 50 % wird mit - bewertet, eineahibme um 51 % bis 100 % mit - - .
NF=Versuch hat nicht funktioniert, NU= es wurde micintersucht, NN=Nicht nachweisbar,

Ergebnis war O

Zusammenfassund@ei Patient 1 und 2 war der Anteil der phagozetielen Granulozyten

leicht verringert, wahrend bei den verstorbeneneRtEn 3 und 4 der Anteil Phagozytose-
durchfuhrender Zellen erhdht war, ebenso bei Patien wobei hier der Anteil

phagozytierender Zellen gegen Ende der Krankhe#darn abnahm. Die_ durchschnittliche
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Phagozytoseintensitfiro Zelle war bei Patient 1 und 2 erniedrigt, Batient 3 bis auf den

ersten Tag auch. Patient 4 und 5 wiesen eine earhdahirchschnittliche Anzahl
aufgenommener Bakterien auf.

Der Anteil Selektin (CD62L)-positiver Zellewar bei Patient 1, 2 und 4 erniedrigt, wahrend

Patient 3 und 5 im Vergleich zur Kontrolle unverérid bis leicht verminderte Anteile
Selektin-positiver Zellen aufwiesen. Die durchsttiohe Selektinexpressionsintensitgto

Zelle war bei Patient 1 im Vergleich zur Kontrokehoht, wahrend sie bei den anderen
Patienten verringert war. Nur Patient 2 wies amuhd Patient 4 am zweiten Tag eine leichte
Erh6hung auf.

Der Anteil Integrin-positiver Zellenvar fir CD11bbei Patient 2 und Patient 5 grol3tenteils

erhoht, bei den anderen vermindert. Die Intensitt bei Patient 4 an den ersten beiden

Tagen erhoht, bei den anderen Patienten verminBért.CD18war der_Anteil Integrin-

exprimierender Zellerunverandert, nur bei Patient 4 und zum Teil bdieRa 5 war er

vermindert. Patient 4 und Patient 5 wiesen einedldeh durchschnittiche CD18-

Integrinexpressiompro Zelle auf, Patient 3 nur am ersten Tag. Bei aederen Patienten war

eine leichte Verminderung zu beobachten. Fir Thir#t bei allen Patienten sowohl der

Anteil positiver Zellenals auch die durchschnittliche Rezeptordichtd der Oberflache

zumeist stark erhoht. Patient 1, 4 und zum TeihaRatient 5 wiesen einen erhdhten Anteil

TLR4-positiver Zellenauf, wéahrend Patient 2 und 3 eine Verminderungteri Die

Expression von TLR4&uf der Zelloberflache war bei allen Patientenkseahoht.

Behandlung mit PMAergab bei allen Patienten eine starke Erh6hundgdéung reaktiver

Sauerstoffverbindungerrir Zymosan Aergab sich fir Patient 1, 2 und 5 grof3tenteile ein

starke Erhéhung der ROS-Produktion, bei PatienaBim Krankheitsverlauf ein Anstieg zu
beobachten, der vor dem Tod absank. Bei Patienadan den ersten beiden Tagen eine
leichte Erh6hung und am letzten Tag vor dem Tod b@ePatient 3 eine Verringerung der
Bildung reaktiver Sauerstoffverbindungen zu sehBei Patient 1, 2 und 4 war die
Chemotaxis verringert, wahrend Patient 3 und 5 eher eine Wrhg zeigten. Die

Granulozyten der Sepsispatienten wiesen eine \gemi@ Degranulatio auf.

4.2.7 Cytokine
Von der Arbeitsgruppe von PD Dr. Joachim Riethnriiverde der Cytokingehalt im Plasma
der Sepsispatienten mit Hilfe eines ELISA-Testsitteth
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Tabelle 5: Cytokingehalt im Plasma der Sepsispadien

Patient 1
D1

D2

D3

D4

D5

D6

D7

D10
Patient 2
D1

D2

D3

D4

D5

D6

D7

D10

D17
Patient 3
D1

D2

D3

D4

D5

D6

D7
Patient 4
D1

D2

D3

IL1b(pg/ml) IL6(pg/ml)
<5 172

<5 114

<5 79,4

<5 81,3

<5 73,6

<5 59

<5 43,6

<5 18,8
IL1b(pg/ml) IL6(pg/ml)
<5 799

<5 578

<5 313

<5 129

<5 61,5

<5 41,1

<5 26,4

<5 22,7

<5 16,8
IL1b(pg/ml) IL6(pg/ml)
6,2 15200
<5 10160
<5 6560

<5 8240

<5 7000

<5 5200

<5 4160
IL1b(pg/ml) IL6(pg/ml)
22,4 3332
27,2 2760
107 >40000

IL8(pg/ml)

17,6
15,7
14,5
15,2
13,8
13,5
14,7
18,4

IL8(pg/ml)

23,2
13,4
8,4

11,3
<5

119
15,9
14,9
12,4

IL8(pg/ml)

140
86,2
70,1
77,5
88,3
70,1
75,9

IL8(pg/ml)
50,1
60,8

213

110

IL10(pg/ml) LBP(ng/ml)

6,9 106350
<5 91197
<5 77995
<5 61226
<5 84677
<5 82738
<5 58969
<5 42087
IL10(pg/ml) LBP(ng/ml)
8,1 86515
6 91618
<5 92665
<5 95196
<5 60833
<5 37938
<5 33102
<5 24419
<5 17734
IL10(pg/ml) LBP(ng/ml)
118 113040
58,8 92390
46,4 88625
37,7 74200
72,1 94574
38,4 70375
38,2 52916
IL10(pg/ml) LBP(ng/ml)
62 >200000
42,6 169399
133 150589
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Patient 5 IL1b(pg/ml) IL6(pg/ml) IL8(pg/ml) IL10(pg/ml) LBP(ng/ml)

D1 - 34,9 54,2 35,1 62324
D2 - 465 38,8 61,1 43542
D3 - 132 20,8 20 43467
D - 172 14,4 15,6 34363
D5 - 79,7 8,5 11,9 35895
D6 - 90,8 11 11,6 34888
D7 - 80,6 10,9 12,7 32351
D10 - 32,8 13,6 7,4 21082
D17 - 81 17,5 10,2 12437

Von den Sepsispatienten wurde an den ersten 7 Tagkan Tag 10 und 17 der
Cytokingehalt im Blut mit Hilfe eines ELISAs ersitttLBP =Lipopolysaccharid-bindendes

Protein

Der Cytokingehalt wurde von der Arbeitsgruppe vah Br. Joachim Riethmidiller im Plasma
der Sepsispatienten wahrend der ersten 7 Tagenud@éraTagen 10 und 17 mit Hilfe eines
ELISAs bestimmt. Bei allen Patienten vermindertechsiim Sepsiverlauf der
Lipopolysaccharid-bindendes Protein (LBP)-Wert. Preinflammatorischen Cytokine IL1b
und IL6 waren bei den beiden verstorbenen PatieBtemd 4 erhoht, besonders bei dem
Myeloperoxidasedefizienten Patienten 4, ebensdidatie Chemotaxis verantwortliche IL8.
Das antiinflammatorische Cytokin IL10 war allerdéngebenfalls bei den verstorbenen
Patienten erhonht.

Patient 3 wies von allen Patienten den hochsterSihi@gel im Plasma auf und zeigte eine
verstarkte Chemotaxis im Vergleich zu den Kontralle

Trotz des erhohten IL8-Gehalts im Plasma war dien@taxis bei Patient 4 nicht erhoht,
sondern sogar vermindert. Mdglicherweise spielen Wweitere Faktoren wie die Freisetzung
antiinflammatorischer Cytokine eine Rolle, weil did0-Konzentration im Plasma sehr hoch

war.
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4.3 Zystische Fibrose (CF)

In einer kleinen Pilotstudie mit vier CF-Patient@nrde die Wirksamkeit des trizyklischen
Antidepressivums  Amitriptylin auf die Verbesserunder Lungenfunktion und die
Verringerung der Empfanglichkeit fir Pseudomonasugiaosa-Infektionen nachgewiesen
(Riethmdller et al., 2009). Dieses Ergebnis saitteciner randomisierten, doppel-blinden,
Plazebo-kontrollierten Cross-over-Studie der PhBseystematisch an 19 Patienten mit
zystischer Fibrose Uberprift werden. Bei allendPdéin war das Atemwegssystem chronisch
mit unterschiedlichen Keimen, wie Pseudomonas &svsg, Burkholderia cepacia,
Methicillin-resistenter Staphylococcus aureus (MR®Aer anderen bakteriellen Pathogenen
besiedelt (Zusammensetzung der Patienten und iofekt siehe Tabelle 6). Die Gabe von
Amitriptylin erfolgte in unterschiedlichen Mengenrv25, 50 oder 75 mg taglich in 3 Zyklen,
wobei in einem der Zyklen statt Amitriptylin eina2ebo (Maisstéarke) gegeben wurde. Pro
Zyklus gab es 4 Untersuchungstage (Tag 0, Tag @, IWaund Tag 28). Zwischen den
einzelnen Zyklen gab es eine vierwochige Pause yamschphase®). Bei manchen Patienten
wurde wegen infektbedingter Ausfalle ein vierteikllys notwendig. Bei allen untersuchten
Patienten wurde Sputum gewonnen (Messung von Letéozaind prozentualem Anteil an
Zellen sowie Apoptose) und bei der Halfte der Pétie die Apoptose der aus Vollblut
isolierten Granulozyten, ebenso wurde die FahigteitGranulozyten zur Bildung reaktiver
Sauerstoffverbindungen (ROS) als Funktionsparanmatsetimmt. Das Sputum wurde nativ
verwendet, das heil3t, es wurde auf eine Induktigrb/85 M NaCl-Spray verzichtet, weil die
Anderung der Osmolaritat eventuell schon einen l&sf auf die Zellen im Sputum hat.
Einige der Patienten produzierten kaum Sputum,ass eveder Apoptose noch ROS-Bildung
untersucht werden konnten. Von der die Studiende@ Arbeitsgruppe (AG Riethmiiller)
wurden zusétzlich die Lungenfunktion, die Besiedglder Lunge mit Mikroorganismen, der
DNA-Gehalt im Sputum und die Cytokine in Blut unduum bestimmt. Leider verzogerte
sich der urspringlich far den Friihsommer vorgesel@&ndienbeginn, so dass erst im Herbst
begonnen werden konnte wund viele Patienten wegefektionen zu einigen
Untersuchungsterminen nicht erscheinen konnten.ldioig 38 gibt einen Uberblick uber

das Studiendesign.
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Abbildung 38: Ubersicht iiber das Studiendesign
Gezeigt ist der Ablauf der Studie mit 3 Zyklen dadwischen jeweils vierwdchiger
Auswaschphase ohne Gabe des Medikaments. D=Vetagchaischwaschphase=

ohne Einnahme des Prifpraparates bzw. des Plazebos
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4.3.1 Ubersicht tber die Patientenmedikation
Die Patienten bekamen wéahrend der drei Zyklen dedi& in zufélliger Reihenfolge 25, 50
oder 75 mg Amitriptylin pro Tag oder das Plazebpprat. Zwischen den einzelnen Zyklen

erfolgte eine vierwdchige Auswaschphase ohne Medgkdengabe.

Tabelle 6: Ubersicht Uiber die Patienten und die Mation

Patient Ge- Alter Z1 z2 Z3 Z4 Chronische FEV;
schlecht | (Jahre) Infektion (%)

1 W 28 Plazebo | 50 mg | 25 mg Burk/Pseu/S | 48

2 W 20 Plazebo | 75 mg | 50 mg Pseu/MRSA | 74

3 W 29 Plazebo | 25 mg | 75 mg Burk 33

4 M 20 25 mg Plazebo 75 mg Sp 102

5 W 21 75 mg Plazebo| 25 mg Pseu 80

6 M 22 Plazebo | 25 mg | 50 mg Pseu 20

7 W 24 50 mg Plazebo| 25 mg Pseu,St 71

8 M 22 25 mg 75 mg | Plazebo| 25 mg Pseu/MRSA | 51

9 W 32 75 mg Plazebo| 50 mg | 50 mg Pseu 28

10 M 25 Patient brach die Studie ab Pseu, Sp 76

11 M 28 25 mg 50 mg | Plazebo Pseu 37

12 M 22 Plazebo| 75 mg 25 mg C,K 86

13 M 47 50 mg Plazebo 75 mg St 56

14 w 25 50 mg 75 mg Plazeho 50 mg Sp 82

15 M 37 Plazebo | 50 mg | 75 mg Pseu, Sp 39

16 M 37 25 mg Plazebo| 50 mg Pseu 52

17 M 29 75 mg 25 mg Plazebo 75 mg Pr 72

18 W 18 75 mg 50 mg | Plazebo Pseu/MRSA | 50

19 W 20 - 25mg | Plazebo Pseu/MRSA | 90

Patient 1 bis 19 wurden in der Studie untersuclitbev Patient 10, 13, 18 und 19 so gut wie kein
Sputum produzierten und deshalb fir diesen Stuglanitht weiter untersucht werden konnten. Die

Patienten wiesen unterschiedliche chronische badter Keimbesiedelung und unterschiedliche

Lungenfunktion auf (FEM forciertes expiratorisches Volumen pro Sekunde).

Burk = Burkholderia cepacia, MRSA = Methicillin-iegenter Staphylococcus aureus, Pseu =

Pseudomonas aeruginosa, S = Serratia marcescens,Sphingomonas spec, St = Stenotrophomonas
maltophilia, C = Citrobacter spec, Pr = Proteus galis, K = Klebsiella pneumoniae. Pseudomonas-

oder Burkholderia-infizierte Patienten sind grauntarlegt

Die Patienten waren zu Beginn der Studie zwisclgearid 47 Jahre alt, neun waren weiblich
und neun mannlich. Ein Patient brach die Studieiraib wird deshalb hier nicht aufgefihrt.
Die Patienten 13, 18 und 19 produzierten so gutkeia Sputum und konnten in diesem

Studienteil nicht weiter untersucht werden.
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Die Patienten waren chronisch mit unterschiedlidbekteriellen Krankheitserregern infiziert.
13 der Patienten waren mit Pseudomonas aerugirtesa, bei CF haufigsten Erreger,
infiziert. Die Wahrscheinlichkeit einer Infektion imPseudomonas aeruginosa steigt mit
zunehmendem Alter der CF-Patienten an (Stern et2@D2). Zwei Patienten waren mit
Burkholderia cepacia infiziert und vier mit MRSAIir{ge Patienten wiesen Besiedelungen
mit mehreren Erregern gleichzeitig auf). Die resiéin Patienten waren chronisch mit anderen
bakteriellen Erregern wie Sphingomonas spec., Qdicter spec., Klebsiella pneumoniae,
Proteus vulgaris, Serratia marcescens oder Stgtmnoonas maltophilia infiziert, die fir den
Krankheitsverlauf keine solch schwerwiegenden Rolgewirken wie die anderen Erreger.
Diese Patienten produzierten meist deutlich weni§putum als die mit Pseudomonas
aeruginosa, Burkholderia cepacia oder MRSA bediedleCF-Patienten und wiesen in der
spirumetrischen Untersuchung meist eine bessergdninnktion auf (FEY = forciertes
expiratorisches Volumen pro Sekunde, Einsekundeaddtjt). In Tabelle 6 sind die
Lungenfunktionsdaten zu Beginn der Studie gezeigt.

In den meisten Fallen wurde das Sputum ohne vaydéniduktion kurz vor der Untersuchung
auf dem Weg in die Klinik produziert, so dass dpat8m bis zum Versuchsbeginn nicht alter
als zwei bis vier Stunden war. Die Patienten kamaufgrund unterschiedlicher
Lebenssituationen zu sehr unterschiedlichen Tagpam&ten zur Untersuchung, was auch
die Laboruntersuchungen teilweise etwas komplizjegtaltete. Bei einigen Patienten musste
das Sputum doch induziert werden oder die Sputubgpweurde bereits im Lauf des Tages
einige Stunden vor der Untersuchung produzierteEioberblick iber die Ausnahmen gibt
Tabelle 7.
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Tabelle 7: Ubersicht iber die Ausnahmen bei deriuBmoroben

P1 Plazebo, D28 | 25 mg, D7
45h 55h
P2 50 mg, D14
6,5h
P4 25mg, DO | 25 mg, D14
induziert 11h
P9 Plazebo, D14
10 h
P12 Plazebo, DO | Plazebo, D7 | Plazebo, D14 | Plazebo, D28
induziert 8h 8h 45h
25 mg, Do 75 mg, D7
induziert, 5h | 55h
P14 50 mg, DO 50 mg, D7 50 mg, D28 | 75mg, DO + D
induziert induziert induziert induziert
P15 50 mg, D14
45h
P16 Plazebo, DO | 50 mg, D7
induziert 7h
P17 Plazebo, D7
induziert

116

4.3.2 In vitro-Versuche mit Amitriptylin

Vor Beginn der eigentlichen Studie wurde Amitrijmtylmit Granulozyten von gesunden
Spendern inkubiert, um zu sehen, ob eine Wirkuaggkmverden konnte.

Granulozyten von gesunden Spendern wurden mit Agtylin in drei verschiedenen
Konzentrationen behandelt. Untersucht wurde defli&as auf die Apoptose, die Bildung
reaktiver Sauerstoffradikale und die Degranulati@ie Amitriptylingaben wurden so
berechnet, dass sie in den gewdahlten Konzentratiogzieer Tagesdosis von 25 mg
Amitriptylin, 75 mg Amitriptylin oder 125 mg Amitptylin entsprachen. Als Ausgangswert
wurde eine durchschnittliche Blutmenge von 5 Litangenommen, das entspricht bei 25 mg
Amitriptylin pro Tag 15,9 pMol pro Liter Blut, bei5 mg 47,7 pMol und bei 125 mg 79,6
pnMol Amitriptylin pro Liter Blut.
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4.3.2.1 Einfluss von Amitriptylin auf die Apoptose/Nekrose

Der Einfluss von Amitriptylin auf die Apoptose umdekrose wurde durch Inkubation mit
Amitriptylin in drei Konzentrationen mit Granuloay Gesunder und mit anschlieRender
Annexin-Messung im FACS untersucht (Abbildung 39).

300
250 T
200 -
150 |
100 |
50 |
0|

O Apoptose
B Nekrose

Granulozyten]

%-Werte (100% = unbehandelte

Ami 15,9 pM | Ami47,7 uM| Ami 79,6 pM

Oh 4h 4h 4h

Abbildung 39: Einfluss von Amitriptylin auf die Aggose und Nekrose von
Granulozyten gesunder Spender

Amitriptylin wurde in drei Konzentrationen (f.c.,95.Mol pro Liter, 47,7
puMol pro Liter und 79,6 pMol pro Liter) mit isolimn Granulozyten von
gesunden Spendern fur 4h inkubiert.

t0 = Granulozyten direkt nach der Isolierung. Dempdptose- und
Nekrosetest wurde im Durchflusszytometer mit Amnexind
Propidiumjodid durchgefuihrt (siehe Material und Metlen). Der Anteil
Annexin-positiver Zellen ergibt den Apoptose-Weatgppelt-positive
Zellen (sowohl Annexin— als auch Propidiumjodidies) werden als
nekrotisch erfasst. Granulozyten ohne Behandlunglemuebenso wie die
mit Amitriptylin behandelten Proben 4h inkubierduals Referenzwert fur

diese verwendet, indem sie als 100% gesetzt wund@y+ S.D

Zu sehen sind die Ergebnisse aus drei VersucheStamidardabweichung. Als Referenzwert
wurden die Granulozyten nach 4stindiger Inkubatione Amitriptylin als 100% gesetzt und
die anderen Werte im prozentualen Verhaltnis hi&emechnet. Frisch isolierte Granulozyten
gesunder Spender wurden fur 4 Stunden bei 37 °@mitriptylin in einer Endkonzentration

von 15,9 uMol pro Liter, 47,7 uMol pro Liter und 79,6Vi@l pro Liter inkubiert, was einer

Amitriptylingesamt-Tagesdosis von 25 mg, 75 mg oti25 mg entspricht. Direkt nach der
Isolation (t0) wiesen die Granulozyten gesundem8peeine um 20 % niedrigere Apoptose
auf als 4 h spater. Die Nekrose war zum Zeitpudkirh 100 % erhoht und damit doppelt so

hoch wie bei den 4h alten Granulozyten.
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Die 4stundige Inkubation mit Amitriptylin in dreevschiedenen Konzentrationen bewirkte im
Vergleich zu den ohne Amitriptylin inkubierten Gudozyten eine Erhdhung der Apoptose
um 30 bis 50 %. Die héchste Apoptoserate war mit #4M Amitriptylin zu beobachten. Die

Nekrose sank wéahrend der Amitriptylininkubation aem 80 %. Fiur jeden Versuch wurden
die Granulozyten eines anderen Spenders verwetmeApoptoseniveau unterschied sich bei
Granulozyten von verschiedenen Spendern, wodudh die hohen Standardabweichungen

ergeben.

4.3.2.2 Einfluss von Amitriptylin auf die Bildung reaktiver Sauerstoffverbindungen

Der Einfluss von Amitriptylin auf die Bildung reakér Sauerstoffradikale wurde durch
Inkubation mit Amitriptylin in drei Konzentrationemit Granulozyten Gesunder und mit
anschlieBender Chemilumineszenz (CL)-Messung uwrdbtsFur die Auswertung wurde der
Wert der Granuloyten, die ohne Amitriptylin inkuttigvurden, als 100 % gesetzt (Abbildung
40).
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Abbildung 40: Wirkung von Amitriptylin auf die Biidg reaktiver

Sauerstoffverbindungen (Luminol vermittelte CL-Meg3

Amitriptylin wurde in drei verschiedenen Konzeribaen (f.c. 15,9
puMol pro Liter, 47,7 puMol pro Liter und 79,6 pMatgoLiter) mit frisch

isolierten Granulozyten gesunder Spender inkub@ranulozyten ohne
Behandlung wurden ebenso wie die mit AmitriptyBhdndelten Proben
4h inkubiert. AnschlieRend wurde ein Teil der Zellait PMA oder
Zymosan A stimuliert, unstimulierte Zellen dientds Kontrolle. Die

Chemilumineszenz-Messung erfolgte fur 30 Minuten 33 °C im

Luminometer. Als Referenzwert fir die Amitriptydehandelten Zellen
dienten die unbehandelten Granulozyten, die al®/d@@setzt wurden.
n=3,£S.D

Zu sehen sind die Ergebnisse aus drei VersucherStaitdardabweichung. Unstimulierte
Zellen dienten als Kontrolle und wurden als Refevesrt (100 %) verwendet und die anderen
Werte im prozentualen Verhaltnis hierzu berechiResch isolierte Granulozyten (1 Mio/ml)
gesunder Spender wurden fur 4 Stunden bei 37 °@mitriptylin in einer Endkonzentration
von 15,9 uMol pro Liter, 47,7 uMol pro Liter und 79,6Vipl pro Liter inkubiert, was einer
Amitriptylingesamt-Tagesdosis von 25 mg, 75 mg a2 mg entspricht. Nach Stimulation
mit PMA oder Zymosan A wurde fur eine halbe Stuhée 37 °C die Chemilumineszenz-
Messung im Luminometer durchgefuhrt. Ohne Stimafatsank die ROS-Bildung mit
steigender Amitriptylinkonzentration im Vergleichh den unbehandelten Granulozyten stets
weiter ab. Mit 79,6 uM sank die ROS-Bildung im Vieigh zu unbehandelten Granulozyten
signifikant (p<0,01). Die Stimulation mit PMA (100g/ml) fiihrte im Vergleich zu den
unbehandelten Granulozyten zu einer Verringerumdr@S-Bildung um 25 %. Mit Zymosan
A (250 pg/ml) war ein mit steigender Amitriptylinkpentration wachsender teils
signifikanter Anstieg der ROS-Produktion zu beobec{p< 0,01).
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4.3.2.3 Einfluss von Amitriptylin auf die Degranulation

Der Einfluss von Amitriptylin auf die Fahigkeit $&ech isolierter Granulozyten zur
Degranulation wurde nach Inkubation mit Amitriptylintersucht, indem Cytochalasin B und
NfMLP zugegeben wurde. Cytochalasin B hemmt dieissktlagerung und zerstort so das
Cytoskelett. Nach NfMLP-Stimulus kdénnen die Gramayten die Inhaltsstoffe der Granula
teilweise abgeben. FUr die Auswertung wurde der tWaar Granuloyten, die ohne

Amitriptylin inkubiert wurden, als 100 % gesetzt#ildung 41).
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Abbildung 41: Wirkung von Amitriptylin auf die Degulation

Frisch isolierte Granulozyten (3 Mio/ml in PBS/Ghse) wurden fir 4
Stunden bei 37 °C mit drei unterschiedlichen Kotra¢ionen
Amitriptylin inkubiert (f.c. 15,9 pMol pro Liter,747 pMol pro Liter und
79,6 puMol pro Liter). Die Linksverschiebung der @Guéozytenwolke
nach Behandlung mit NFMLP wurde im Perox X-Histogna des Advia
120 ausgemessen. Granulozyten ohne Behandlungdiaig Kontrolle
und wurden ebenso wie die mit Amitriptylin behatetelProben 4h
inkubiert und als Referenzwert fir diese verwenidelem sie als 100%

gesetzt wurden. n=3, £+ S.D.

Zu sehen sind die Ergebnisse aus drei VersucherStaitdardabweichung. Unbehandelte
Granulozyten dienten als Kontrolle und wurden aéfelRenzwert (100%) gesetzt und die
anderen Werte im prozentualen Verhaltnis hierzederet.

Die Degranulation wurde unter dem Einfluss von dugiterschiedlichen Amitriptylin-
Konzentrationen (f.c. 15,9 uMol pro Liter, 47,7 pMwo Liter und 79,6 uMol pro Liter,
entsprechend einer Tagesdosis von 25 mg, 75 mglB&dng Amitriptylin) vor und nach
Zugabe von Cytochalasin B und NfMLP untersucht,emddie Linksverschiebung der

Granulozytenwolke durch Ausmessen des Perox X-piatoms des Advia 120 bestimmt
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wurde. Amitriptylin hemmte die Fahigkeit der Grammyten zur Abgabe der Granula ins
AulRenmedium signifikant um ca. 40 bis 50 % im Veigh zu unbehandelten Granulozyten
ohne Amitriptylinbehandlung (p<0,01). Zwischen desrschiedenen Konzentrationen lie3en

sich keine Unterschiede feststellen.

Zusammenfassungimitriptylin verstarkte die Apoptose und bewirldme Verminderung der
Nekrose.

Amitriptylin hemmte die ROS-Produktion signifikar$timulation mit PMA verringerte die
Bildung reaktiver Sauerstoffverbindungen, wohinge§imulation mit Zymosan A zu einer
teilweise signifikanten konzentrationsabhangigemst&kung der Bildung von ROS fihrte.
Amitriptylin hemmte die Degranulation der Granultey signifikant, unabhangig von der

Konzentration.

4.3.3 Untersuchungen in CF- Blut

Es ist bekannt, dass im Sputum von CF-Patienten Glianulozytenzahl erhéht ist

(Tirouvanziam et al., 2000). Manche der Patientamd schronisch mit verschiedenen

problematischen Bakterien wie Pseudomonas aerugirigkholderia cepacia oder MRSA

infiziert. Andere hingegen weisen eine chronisclian@infektion mit anderen CF-typischen

bakteriellen Erregern wie Sphingomonas spec, Gictdy spec, Klebsiella pneumoniae,
Proteus vulgaris oder Stenotrophomonas maltophilfaEs sollte untersucht werden, welche
Leukozytenzahlen die unterschiedlich infizierten-R4&tienten im Blut aufwiesen und wie die
Produktion reaktiver Sauerstoffverbindungen war.

4.3.3.1 Leukozytenzahl im Vollblut

In EDTA-Vollblut von CF-Patienten wurden mit Hiltees Advia 120 die Zellzahlen bestimmt
und sind im Folgenden in die 3 Infektionsgrupperud®monas, Burkholderia oder MRSA
und andere bakterielle Erreger eingeteilt. Fir feBatienten sind innerhalb dieser Gruppen
die Ergebnisse nach der Amitriptylinkonzentrati@ngestellt (erst Plazebo, dann die niedrige
und danach die hohe Amitriptylinkonzentration). Débersichtlichkeit halber sind die
Ergebnisbalken der Plazebogabe schwarz gefarbtnigerigen Amitriptylinkonzentration
weild und der hohen Amitriptylinkonzentration grdts konnte nicht an allen Tagen Blut
abgenommen werden. Die entsprechenden Tage wuhthenWert dargestellt.

Patienten mit _chronischer Pseudomonas aerugindsktibn wiesen folgende
Leukozytenzahlen im Blut auf (Abbildung 42):
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Abbildung 42: Gesamtleukozyten und Anteil an nghiiten Granulozyten

im Blut von CF-Patienten mit chronischer Pseudonselméektion

In EDTA-Vollblut wurde die Gesamtzahl an Leukozyied der Anteil
neutrophiler Granulozyten untersucht. Zum Vergleish der jeweilige
Referenzbereich an Leukozyten und neutrophilen @oapten bei
Gesunden waagrecht gezeigt. a) und c¢) Leukozyyemdd) Neutrophile.
D = Tag, Z = Zyklus, Plaz = Plazebo. Ohne Wert #nkBlut

Im Blut von chronisch mit Pseudomonas aeruginosdizierten CF-Patienten war im
Vergleich zu Gesunden (waagrechter Bereich) eihéhée Anzahl an Leukozyten (5 bis 14
Mio/ml) und eine deutlich erhohte Anzahl an neulvign Granulozyten (60 bis 80 %)
feststellbar. Es war kein Zusammenhang mit der GaheAmitriptylin zu beobachten.

Im Vergleich hierzu in Abbildung 43 die Leukozytamten im Blut von mit_Burkholderia
cepacia oder MRSA infizierten Patienten:
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Abbildung 43: Gesamtleukozyten und Anteil an negibiten
Granulozyten im Blut von CF-Patienten mit chronexctBurkholderia
cepacia- oder MRSA- Infektion

In EDTA-Vollblut wurde die Gesamtzahl an Leukozytemd der Anteil
neutrophiler Granulozyten untersucht. Zum Vergleish der jeweilige
Referenzbereich an Leukozyten und neutrophilen @oagyten bei

Gesunden waagrecht gezeigt. Burkholderia (Patienintl 3), MRSA
(Patient 2 und 8.)

a) Leukozyten, b) Neutrophile. D = Tag, Z = Zykle®z = Plazeb. Ohne
Wert = kein Blut

Chronisch mit Burkholderia cepacia (Patient 1 updder MRSA (Patient 2 und 8) infizierte
CF-Patienten wiesen im Vergleich zu Gesunden e ®£rhohte Leukozytenzahl im Blut
auf (ca. 8 bis 15 Mio/ml), ebenso war der Anteiutnephiler Granulozyten sehr hoch
(zwischen 70 und 86 %). Patient 2 und 8 wiesentzligd eine Pseudomonasinfektion auf.
Es war kein Zusammenhang mit der Amitriptylinmediika feststellbar.

Mit anderen bakteriellen Erregernbesiedelte CF-Patienten zeigten folgende
Leukozytenzahlen im Blut:
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Abbildung 44: Gesamtleukozyten und Anteil an ng@hiten Granulozyten
im Blut von CF-Patienten mit anderen bakteriellenegern
In EDTA-Vollblut wurde die Gesamtzahl an Leukozyted der Anteil

neutrophiler Granulozyten untersucht. Zum Vergleish der jeweilige
Referenzbereich an Leukozyten und neutrophilen @oapten bei
Gesunden waagrecht dargestellt. a) Leukozyten ebitridphile. D = Tag,
Z = Zyklus, Plaz = Plazebo. Ohne Wert = kein Blut

In Abbildung 44 sind bei mit anderen bakteriellemei§ern infizierten CF-Patienten teilweise
im Vergleich zu den Werten Gesunder im Blut sowethiohte Leukozytenzahlen als auch
eine erhohte Anzahl neutrophiler Granulozyten Zemnen (Leukozyten 7 bis 16 Mio/ml,

Neutrophile 55 bis 80 %). Es war kein Zusammenhaitgder Gabe von Amitriptylin zu

beobachten. Im Vergleich zu den CF-Patienten deteram Infektionsgruppen wiesen
besonders die Burkholderia— oder MRSA-infiziertatiéhten hohere Leukozytenzahlen auf.
Der Anteil Neutrophiler war bei der Burkholderia//ldR Gruppe ebenso wie bei den

Patienten mit Pseudomonasinfektion deutlich erhdht.

Zusammenfassundm Vollblut von CF-Patienten waren sowohl die Leaitenzahl als auch
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der Anteil neutrophiler Granulozyten erhdht, bessadstark bei Patienten mit Burkholderia—
oder MRSA- Infektion. Es war kein Zusammenhang mér Amitriptylinbehandlung

festzustellen.

4.3.3.2 Apoptose und Nekrose der Granulozyten im Blut von €-Patienten

Granulozyten wurden aus heparinisiertem Vollblutn v&€F-Patienten mithilfe eines
Histopaque-Gradienten isoliert. Die Untersuchung dgoptose der Blutgranulozyten
erfolgte durch eine Farbung der Zellen mit AnneXnFITC und Propidiumjodid. Die
Messung erfolgte im Durchflusszytometer, die Auswey durch die Einteilung in 4
Quadranten mit Hilfe der Quadrantenstatistik dutcfassen des Prozentsatzes an Zellen in
den jeweiligen Feldern (siehe Material und Method&apitel 3.2.8, Abb. 18). Die
Bestimmung der Apoptose und Nekrose bei Granulozyterde bei ungefahr der Halfte der
Patienten durchgefihrt. Es konnte nicht an allegehaBlut abgenommen werden, die
entsprechenden Tage wurden ohne Wert dargestellt.

Aufgrund von Durchfiihrungsproblemen bei der ApoptB&stimmung im ersten Zyklus sind

die Ergebnisse dieses Zyklus nicht gezeigt.

Die frisch isolierten Granulozyten gesunder Spewdesen einen durchschnittlichen Anteil
apoptotischer Zellen von ca. 5 % auf, siehe Kagitel5 (Untersuchung der Wirkung von CF-
Sputumuiberstanden auf isolierte Granulozyten vaumggen Spendern). Durch die Isolation
im Histopaquegradienten wurden die Granulozyteriteemechanisch gestresst, was an der
deutlichen Linksverschiebung der Granulozytenwolen Advia 120 sichtbar wurde
(Indikator fur Degranulation, siehe Material und thleden, Kapitel 3.2.2, Abbildung 11,
Granulozyten von Kontrollperson 5 vor und nach dsoh) und gehen deshalb eventuell

leichter in die Apoptose.

In Abbildung 45 sind die Apoptose und Nekrose beartalozyten von CF-Patienten mit

chronischer Pseudomonas aeruginosa-Infektion difigef
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Abbildung 45: Ubersicht (iber die Apoptose und Ns&rovon

Blutgranulozyten bei CF-Patienten mit Pseudomoriaktion

Granulozyten wurden aus Vollblut isoliert, mit ArimeV FITC und
Propidiumjodid geféarbt und so die apoptotischen ne#rotischen Zellen
durchflusszytometrisch bestimmt. Die waagrechtechda zeigt den
durchschnittlichen Anteil apoptotischer Zellen biisch isolierten
Granulozyten gesunder Kontrollpersonen. Die Ergsbaiken der
Apoptose sind einfarbig dargestellt (Plazebo sclawaAmitriptylin weif3),
die Nekroseergebnisse gemustert (Plazebo schwarmudgert,

Amitriptylin weil3 gemustert). Plaz = Plazebo. OWdert = kein Blut

Patienten mit Pseudomonasinfektion wiesen meise eder niedrige Apoptose der
Blutgranulozyten von ungeféahr 5 % oder darunter Big Nekrose war bei einigen Patienten
mit bis zu 25 % sehr hoch. Es war weder fur die gffpse noch fir die Nekrose ein

Zusammenhang mit der Einnahme von Amitriptylin $estbar.

Im Vergleich hierzu sind in Abbildung 46 die Apoptound Nekrose bei Blutgranulozyten
von CF-Patienten mit Burkholderia- oder MRSA-Infektdargestellt.
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Abbildung 46: Ubersicht Uber die Apoptose und Ns&rovon
Blutgranulozyten bei CF-Patienten mit_Burkholderi@der MRSA-

Infektion

Granulozyten wurden aus Vollblut isoliert, mit ArimeV-FITC und

Propidiumjodid gefarbt und so die apoptotischen ne#trotischen Zellen
durchflusszytometrisch bestimmt. Die waagrechteclidd zeigt den
durchschnittlichen Anteil apoptotischer Zellen bfisch isolierten

Granulozyten gesunder Kontrollpersonen. Die Ergsbaiken der

Apoptose sind einfarbig dargestellt (Plazebo sclawamitriptylin weil?

bzw. grau), die Nekroseergebnisse gemustert (Ptazetwarz gemustert,
Amitriptylin weil3 bzw. grau gemustert). Burkholde(Patient 1 und 3),
MRSA (Patient 8.) Plaz = Plazebo. Ohne Wert = i&dint

Bei Patienten mit Burkholderia (Patient 1 und 33leoMRSA (Patient 8)- Infektion lag die
Apoptose ebenso wie bei Patienten mit Pseudomde&son meist um 5 % oder darunter,
bei einem Patienten erreichte die Apoptose bis Zu¥®2 Die Nekrose war bei einigen
Patienten mit bis zu 27 % sehr hoch. Leider koiweieden Burkholdria-infizierten Patienten
kein Plazebozyklus zur Auswertung kommen. Patientwigs eine Doppelinfektion

(Pseudomonas und MRSA) auf.

Es schien weder bei Apoptose noch bei Nekrose einrersammenhang zur

Amitriptylinbehandlung zu geben.

In Abbildung 47 ist die Apoptose und Nekrose beutBtanulozyten von mit anderen

bakteriellen Erregern infizierten CF-Patienten @atgllt.
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Abbildung 47: Ubersicht tiber die Apoptose von Blaglozyten bei CF-

Patienten mit anderen bakteriellen Erregern

Granulozyten wurden aus Vollblut isoliert, mit ArimeV FITC und
Propidiumjodid gefarbt und so die apoptotischen umakrotischen
Zellen durchflusszytometrisch bestimmt. Die wadyee€lache zeigt
den durchschnittlichen Anteil apoptotischer Zelldei frisch

isolierten  Granulozyten  gesunder  KontrollpersonenDie

Ergebnisbalken der Apoptose sind einfarbig dardist@lazebo
schwarz, Amitriptylin weil3 bzw. grau), die Nekragebnisse
gemustert (Plazebo schwarz gemustert, Amitripty@il3 bzw. grau

gemustert).Plaz = Plazebo. Ohne Wert =kein Blut

Bei Patienten mit anderen bakteriellen Erregern wder Anteil apoptotischer

Blutgranulozyten eher niedrig und lag, wie bei d@mntrollgranulozyten gesunder Spender
und den beiden anderen Infektionsgruppen, um 5 i Patient wies im Vergleich zu den
anderen Patienten dieser Gruppe eine erhthte Agopton bis zu 20 % auf. Die hochste
Nekroserate lag bei 15 %. Es war weder bei der Aqsep noch bei der Nekrose ein

Zusammenhang zur Amitriptylineinnahme feststellbar.

Zusammenfassundpie Apoptose war generell bei den CF-Blutgranutemyunverandert im
Vergleich zu den Granulozyten Gesunder. Viele Cid@ghnulozyten wiesen eine hohe

Nekrose auf. Es war weder fur die Apoptose nocluigiiNekrose ein Zusammenhang mit der

Amitriptylinbehandlung festzustellen.
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4.3.3.3 Bildung reaktiver Sauerstoffverbindungen von CF-Blugranulozyten

Granulozyten wurden aus heparinisiertem Vollblutn v&€F-Patienten mithilfe eines

Histopaque-Gradienten isoliert. Die Messung rea&ktisauerstoffverbindungen erfolgte
mittels Chemilumineszenzmessungen nach Stimulattoonl Mio Granulozyten pro ml mit

opsonisiertem Zymosan A. Unstimulierte Zellen deentals Kontrolle. Luminol wird als

Verstarkersubstanz  eingesetzt, die mit beim owdati Burst gebildeten

Sauerstoffverbindungen (vor allem HOCI) reagierdapei in einen angeregten Zustand
versetzt werden und bei ihrer Ruckkehr in den Grusthnd Photonen emittieren. Die
Emission von Licht wird 30 Minuten lang gemesserd uhe Durchschnittswerte aus 3
gleichen Proben als Kurve aufgezeichnet. Die Flagher der Kurve wird als Integral

berechnet und in relativen Lichteinheiten (Relativght Units, RLUS) gemessen. Bei der
Halfte der Patienten wurden Blutproben abgenomrsnkonnte nicht an allen Tagen Blut

abgenommen werden, die entsprechenden Tage wundenVdert dargestellt.

In Abbildung 48 ist die Bildung reaktiver Sauer$tefbindungen bei Granulozyten von CF-

Patienten mit chronischer Pseudomonas aerugindsktion aufgefihrt.
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Abbildung 48: Produktion reaktiver Sauerstoffverhingen von CF-

Granulozyten bei Patienten mit Pseudomonasinfektion

Granulozyten wurden aus Vollblut isoliert und mitilfél der

Chemilumineszenz-Methode wurden bei 1 Mio/ml Gaaysén die
Bildung von ROS mit der Verstarkersubstanz Lumgeohessen und
in der Einheit relative Lichteinheiten RLU angegebevobei die
Skala in Millionen RLU dargestellt ist. Die Stimtitan der Zellen
erfolgte mit opsonisiertem Zymosan A. Als Kontrottdissen
unstimulierte und stimulierte Zellen von Gesundemvendet werden
(der Kontrollwert nach Stimulation mit Zymosan Adks waagrechte
Flache eingezeichnet). Die Ergebnisbalken mit S#tan sind

einfarbig dargestellt (Plazebo schwarz, Amitriptyieil3 bzw. grau),
ohne Stimulation gemustert (Plazebo schwarz gemusimitriptylin

weild bzw. grau gemustert). Plaz = Plazebo. Ohne Wkein Blut

Die Blutgranulozyten von mit Pseudomonas infiziert€F-Patienten produzierten im
Grundzustand meist weniger ROS als die Granuloz€gesunder (Werte in Abb. 48 nicht
erkennbar). Sie zeigten meist eine deutlich vet®#aROS-Bildung nach Stimulation mit
Zymosan A im Vergleich zu Kontrollgranulozyten (& 43 Mio RLU). Die Behandlung mit
Amitriptylin bewirkte im Vergleich zur Plazebobeltinng eine erh6hte ROS-Produktion.

In Abbildung 49 ist die Produktion reaktiver Sauefiyerbindungen bei Blutgranulozyten
von CF-Patienten mit Burkholderia- oder MRSA-Infektdargestellt.
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Abbildung 49: Produktion reaktiver Sauerstoffvechingen von CF-

Granulozyten bei Patienten mit Burkholderia- oddR&A-Infektion

Granulozyten wurden aus Vollblut isoliert und mitilfél der

Chemilumineszenz-Methode wurden bei 1 Mio/ml Grayten die
Bildung von ROS mit der Verstarkersubstanz Lumgeshessen und in
der Einheit relative Lichteinheiten (RLU) angegebenbei die Skala in
Millionen RLU dargestellt ist. Die Stimulation déellen erfolgte mit
opsonisiertem Zymosan A. Als Kontrolle missen mndgrte und

stimulierte Zellen von Gesunden verwendet werdeprdem (der

Kontrollwert nach Stimulation mit Zymosan A ist alaagrechte Flache
eingezeichnet). Die Ergebnisbalken mit Stimulatismd einfarbig

dargestellt (Plazebo schwarz, Amitriptylin wei3 bzgrau), ohne
Stimulation gemustert (Plazebo schwarz gemustaritriptylin weil3

bzw. grau gemustert). Burkholderia (Patient 1 updMRSA (Patient 8).
Plaz = Plazebo. Ohne Wert = kein Blut

Patienten mit Burkholderia (Patient 1 und 3)- obl&SA (Patient 8)- Infektion produzierten
im Grundzustand meist weniger ROS als die Grantdozesunder (Werte in Abbildung 49
nicht erkennbar). Sie wiesen, ebenso wie Patiemi&nPseudomonasbesiedelung, nach
Stimulation eine vermehrte ROS-Produktion im Vedjlezu Gesunden auf (5 bis 23 Mio
RLU). Bei Patienten mit Burkholderiainfektion schiémitriptylinbehandlung die ROS-
Produktion eher zu verringern, der MRSA-infizieRatient wies eine erhohte ROS-Bildung
auf.

In Abbildung 50 ist die ROS-Produktion bei Blutguémzyten von mit anderen bakteriellen
Erregern infizierten CF-Patienten dargestellt.
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Abbildung 50: Produktion reaktiver Sauerstoffvechingen von CF-

Granulozyten bei Patienten mit anderen baktericeregern

Granulozyten wurden aus Vollblut von CF-Patientaliert und mit Hilfe

der Chemilumineszenz-Methode wurden bei 1 Mio Goagten/ml die
Bildung von ROS mit der Verstarkersubstanz Lumgeshessen und in
der Einheit [RLU] angegeben, wobei die Skala in ligllen RLU

dargestellt ist. Die Stimulation der Zellen erfa@gtnit opsonisiertem
Zymosan A. Als Kontrolle muissen unstimulierte sowienulierte

Granulozyten von Gesunden verwendet werden weddgrKontrollwert

nach Stimulation mit Zymosan A ist als waagrecliéetie eingezeichnet).
Die Ergebnisbalken mit Stimulation sind einfarbigrgestellt (Plazebo
schwarz, Amitriptylin weil3 bzw. grau), ohne Stiniola gemustert
(Plazebo schwarz gemustert, Amitriptylin weil3 tgnau gemustert). Plaz
= Plazebo. Ohne Wert = kein Blut

Patienten mit anderen bakteriellen Erregern pratem im Grundzustand weniger ROS als
die Granulozyten Gesunder (Werte in Abbildung 5¢hnhierkennbar). Die meisten der mit
anderen bakteriellen Erregern besiedelten Patiewiesen nach Stimulation eine erhdhte
Bildung reaktiver Sauerstoffverbindungen im Verghezu Granulozyten gesunder Spender
auf (3 bis 9 Mio RLU), die allerdings weniger alge dProduktion der beiden anderen
Infektionsgruppen betrug. Die Behandlung mit Anpitylin schien keinen eindeutigen

Einfluss auf die ROS-Bildung zu besitzen.

Zusammenfassundpie Granulozyten von CF-Patienten produzierterGrandzustand meist

weniger reaktive Sauerstoffverbindungen als die ugesr Kontrollpersonen. Nach
Stimulation konnte eine vermehrte ROS-Produktion Wergleich zu diesen beobachtet

werden. Patienten mit Pseudomonasinfektion oder MR$ktion wiesen nach Stimulation
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die hoéchste ROS-Bildung auf. Bei diesen Patientdmes Amitriptylin eine verstarkende
Wirkung auf die ROS-Produktion zu besitzen. Beiidtdén mit Burkholderiainfektion war
die Bildung reaktiver Sauerstoffverbindungen im §leich zu Patienten mit anderer
bakterieller Keimbesiedelung nicht erhéht und Aiptylin schien moéglicherweise eine

hemmende Wirkung auf die ROS-Bildung zu besitzen.

4.3.4 Untersuchungen in CF-Sputum

Vorbemerkungen: Bei der Arbeit mit CF-Sputum mussigmnge Dinge beachtet werden: Der
Advia 120 ist nur fur die Analyse von Blutprobersgestattet und daher ist die Auswertung
von Sputumproben ungenau. Desweiteren sind keirgaten Uber die Dauer mdglich, wie
lange sich die Zellen (meist Granulozyten) beréits Sputum vor dessen Gewinnung
befanden. Auch ist generell nichts Uber die Stdiilder Zellen im Sputum bekannt. All

dieses muss bei der Interpretation der Daten bsréluigt werden.

In diesem Kapitel werden die Zellen des Sputumé malgenden Kriterien charakterisiert:
4.3.4.1 Gesamtleukozytenzahl

4.3.4.2 Zusammensetzung der Leukozyten im Sputyto$pin)

4.3.4.3 Bestimmung toter Zellen (Trypanblau)

4.3.4.4 Charakterisierung apoptotischer und nedcbér Zellen

4.3.4.4.1 Vergleich der Plazebogruppe mit Patientaih Amitriptylinbehandlung

Dabei wurde jeweils folgende etwas willktrliche &€itung vorgenommen:

Patienten mit Pseudomonasinfektion
Patienten mit Burkholderia — oder MRSA-Infektion

Patienten mit anderen bakteriellen Erregern

4.3.4.1 Gesamtleukozytenzahl im Sputum

Da der Advia 120 die Leukozytenzahlen u.a. aufBhsis der Peroxidase-Aktivitat bestimmt
und die sich im Sputum befindlichen Granulozytedligenteils degranuliert bzw. teilweise
auch abgestorben sind, kann kein richtiges Diffes#isiutbild erstellt werden. Da aber die
Gesamtleukozytenzahl in einem zweiten, Peroxidasdhiéngigen Kanal (,Baso-Kanal®)
Uber die Kernform nach dem ,cytoplasmatic strippiegnittelt wird, wird die Gesamtzahl
der Leukozyten richtig bestimmt. In Abb. 51 sindemelarisch die Advia-Bilder einer
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Sputumprobe und einer Vollblutprobe eines Patiegegeniubergestellt.

Sputum von CF-Patienten wurde gewogen und eine 4 Yeardinnung mit PBS hergestellt,

indem zu einem Teil Sputum die dreifache Menge &% Rjegeben wurde. Um eine
Verstopfung des Advia 120 zu vermeiden, wurde dpstuin durch ein 40 pum-Zellsieb

gefiltert. Der Advia ist eigentlich nur fir Vollbluausgelegt, deshalb wird nur die
Gesamtleukozytenzahl (= Gesamtzellzahl) im Sputurgegeben und nicht die weitere
Differenzierung in die verschiedenen Zelltypen.&genauere morphologische Auswertung
wird im nachsten Kapitel durch die Auszahlung voytdSpins dargestellt. Ein Problem war
die Konsistenz der Sputumproben, die vor allem Batienten mit schwerer Infektion

(Pseudomonas, Burkholderia, MRSA) wesentlich zéherfester war als bei Proben von CF-

Patienten mit anderen bakteriellen Erregern.

a)

b)

Abbildung 51:Beispiel: Sputum eines CF-Patienteroiwia 120 und zum
Vergleich die Blutprobe desselben Patienten

a) Sputum von Patient 3 wurde nach 1 zu 7-VerdimnomAdvia 120
gemessen.

b) Analyse des Vollbluts von Patient 3 im Advia 120

CF-Sputum wurde nach Verdlinnung im Advia 120 gesresss sind sehr viele Trimmer zu
sehen. Die mikroskopische Auszahlung der Zelleatemy 100 % neutrophile Granulozyten,
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wie in Kapitel 4.3.4.2 gezeigt. Die numerisiertengaben bezlglich des Prozentsatzes an
Neutrophilen im Advia stimmen wegen der Degranalatinicht. Im Vergleich zu
Blutgranulozyten gesunder Kontrollpersonen zeigit & Abbildung 51 bereits eine deutliche
Linksverschiebung, siehe Material und Methoden, iteqf3.2.4 (Aufarbeitung von frischen
Sputumproben von CF-Patienten, Abbildung 13). Diesigt eine bereits erfolgte
Degranulation der Granulozyten. Generell ist dig¢dtbtheidung zwischen Granulozyten und
Monozyten im Sputum im Advia 120 deshalb sehr sehgi Es konnte nicht an allen Tagen

Sputum produziert werden, die entsprechenden Tageéen ohne Wert dargestellt.

In Abbildung 52 ist die Leukozytenzahl im Sputumnv@F-Patienten mit chronischer
Pseudomonasinfektion dargestellt.
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Abbildung 52: Leukozytenzahlen bei CF-Patienten mit
Pseudomonasinfektion

Im CF-Sputum wurden die Leukozytenzahlen im Ad@sbestimmt.
a) Patient 5, 6, 9, b) Patient 11, 15, 16. Plaza®ibo. Ohne Wert = kein
Sputum

Mit Pseudomonas infizierte CF-Patienten wiesen beytenzahlen im Sputum von bis zu

300 Mio/ml auf. Amitriptylin schien keinen eindegin Einfluss auf die Leukozytenzahl im
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Sputum zu besitzen.

In Abbildung 53 sind die Ergebnisse der Leukozyestilmmung im Sputum bei Patienten mit
Burkholderia — oder MRSA-Infektion abgebildet.
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Abbildung 53: Leukozytenzahl im Sputum von CF-Rtdie mit
Burkholderia- oder MRSA-Infektion

Die Leukozytenzahlen wurden im Advia 120 gemesBerkholderia

(Patient 1 und 3), MRSA (Patient 2 und 8). PlazaZ@bo. Ohne Wert =
kein Sputum

Aus Abbildung 53 wird ersichtlich, dass die Leukmyzahl im Sputum von Patienten mit
Burkholderiainfektion (Patient 1 und 3) geringes bBei Patienten mit Pseudomonasinfektion
war. Amitriptylin schien keine eindeutige Wirkungfadie Leukozytenzahl im Sputum zu
besitzen. Die Leukozytenzahl im Sputum von CF-PR&tie, die mit MRSA besiedelt waren
(Patient 2 und 8), schien ungefahr so hoch zu seie bei Patienten mit
Pseudomonasinfektion. Beide Patienten waren zud#tmit Pseudomonas besiedelt. Hier

schien Amitriptylin eine Verringerung der Leukozyrahl im Sputum zu bewirken.

Die Leukozytenzahl im Sputum von Patienten mit aedebakteriellen Erregern ist in
Abbildung 54 dargestellt.
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Abbildung 54: Leukozytenzahl im Sputum von CF-Rtdie mit anderen
bakteriellen Erregern

Im Sputum wurden die Leukozytenzahlen im AdviagéP@essen. Plaz=
Plazebo. Ohne Wert = kein Sputum

Bei Patienten mit einer Besiedelung mit andereridsadtlen Erregern lag die Leukozytenzahl
im Sputum selten tber 50 Millionen pro ml. Amitgjh schien bei manchen Patienten eine
Erh6hung der Leukozytenzahl im Sputum zu bewirken.

Die Zahl an Leukozyten im Sputum von Patientenanidleren bakteriellen Erregern war im
Vergleich zu Patienten der anderen Infektionsgrappsgesamt gering, besonders bei Patient

14. Hier ist zu beachten, dass das Sputum vonrRdtteimmer induziert war (siehe Tabelle
7).

Zusammenfassungm Sputum war die Leukozytenzahl bei Patienten Rseudomonas-

Burkholderia- oder MRSA-Infektion im Vergleich zuatiRenten mit anderen bakteriellen
Erregern erh6ht. Nach Behandlung mit Amitriptylersingerte sich bei Patienten mit MRSA-

Infektion, die zusatzlich mit Pseudomonas besiedaten, die Zahl der Leukozyten im
Sputum.
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4.3.4.2 Zusammensetzung der Leukozyten im Sputum (Cytospin)
Auszahlung der im Sputum enthaltenen Zellen miteHibn Cytospins

CF-Sputum aus der APA II-Studie wurde mit PBS vardiund durch ein 40 um-Zellsieb
gefiltert. 50 000 Zellen aus dem Sputum wurdenSivinuten bei 800 rpm mit Hilfe der
Zytozentrifuge von Shandon auf einen Objekttrdgeeschleudert. Nach May-
Grunwald/Giemsa-Farbung wurden die Zellen unter ddikroskop in der 400fachen
VergroBerung ausgezahlt, indem 100 Zellen ermitbeltl die prozentualen Anteile der
jeweiligen Zellsorten bestimmt wurden. Die Cytospmurden fir jeden Patienten am ersten
und am letzten Tag der 3 Zyklen ausgezahlt. War dem jeweiligen Tag kein Sputum
vorhanden, wurde der Cytospin von Tag 7 oder Taguisbezéahlt. Ausgewéhlte Cytospins

wurden im Mikroskop in einer 400fachen Vergrol3ertotggrafiert.

Die Ergebnisse sind wieder nach Infektionen unigrterst werden die Patienten mit
Pseudomonasinfektidmetrachtet, deren Ergebnisse in Tabelle 8 darijestel.

Tabelle 8: Auszahlung der Cytospins von CF-Patiemé Pseudomonasinfektion

Patient 5 Plazebo, | Plazebo, | 25 mg, | 25 mg, 75 mg, | 75 mg,
D7 D14 DO D28 DO D28

Neutrophile 98 99 98 KeinSputum 98 99

Epithelzellen 1 1 1

Speicherzellen 1 1

Lymphozyten 1 1

Monozyten 1

Patient 6 Plazebo, | Plazebo, | 25 mg, | 25 mg, 50 mg, | 50 mg,
DO D28 D7 D28 DO D28

Neutrophile 99 100 99 100 100 100

Lymphozyten 1

Myelozyt 1

Patient 9 Plazebo, | Plazebo, | 50 mg, | 50 mg, 75 mg, | 75 mg,
DO D14 DO D14 DO D14

Neutrophile 97 61 100 99 100 90

Epithelzellen 3 38 7

Speicherzellen 1

Eosinophile 1 3
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Patient 11 Plazebo, | Plazebo, | 25 mg, | 25 mg, 50 mg, | 50 mg,
DO D28 DO D28 DO D28
Neutrophile 100 96 100 99 100 98
Epithelzellen 3 1
Lymphozyten 1 1
Eosinophile 1
Patient 15 Plazebo, | Plazebo, | 50 mg, | 50 mg, 75 mg, | 75 mg,
DO D28 DO D28 DO D28
Neutrophile 100 100 100 100 99 100
Epithelzellen 1
Patient 16 Plazebo, | Plazebo, | 25 mg, | 25 mg, 50 mg, | 50 mg,
DO D28 DO D28 DO D14
Neutrophile 93 92 100 100 100 94
Epithelzellen 7 8 6

Die Cytospins von mit Pseudomonas infizierten Ckelfgen wurden nach
Farbung mit May-Grunwald/Giemsa im Mikroskop bed#@her Vergrolierung

ausgezahlt und der prozentuale Anteil der jewatdligelltypen ermittelt.

Patienten mit Pseudomonasbesiedelung wiesen fast Newtrophile im Sputum auf.

Amitriptylin schien keinen Einfluss auf die Zusanmsetzung des Sputums zu besitzen.

In Abbildung 55 ist ein typisches Mikroskopbild zehen.
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Abbildung 55: Sputum eines Patienten mit
Pseudomonasinfektion, 400fache VergréRerung

Neben Schleim sind vor allem neutrophile Granukazyt
einzeln (schwarze Pfeile) oder in Gruppen (weil3e
Pfeile) im Sputum zu finden. Die Probe zeigt spweda

Sputum aus dem Plazebozyklus.

Die mikroskopische Betrachtung der SputumprobenRatienten mit Pseudomonasinfektion
ergab fast nur Neutrophile, die entweder einzeler @ad Gruppen vorkamen und gréf3tenteils

in Schleim eingebettet waren, wodurch die Zellabgoag deutlich sichtbar wurde.

Die Auszahlung der Cytospins von Patienten mit Bot#teria- oder MRSA-Infektiorergab

folgende Ergebnisse, die in Tabelle 9 dargesteit. s
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Tabelle 9: Auszahlung der Cytospins von PatienteBarkholderia — oder MRSA-Infektion

Patient 1 Plazebo, | Plazebo, | 25 mg, 25 mg, | 50 mg, 50 mg,
DO D28 DO D28 DO D28

Neutrophile 99 99 98 100 100 95

Epithelzellen 2 3

Speicherzellen 1

Lymphozyten 1 1 1

Patient 2 Plazebo, | Plazebo, | 50 mg, 50 mg, | 75 mg, 75 mg,
DO D28 DO D14 DO D28

Neutrophile 98 100 97 92 95 100

Epithelzellen 1 8 4

Speicherzellen| 1 1

Monozyten 3

Patient 3 Plazebo, | Plazebo, | 25 mg, 25 mg, | 75 mg, 75 mg,
DO D28 DO D14 DO D28

Neutrophile 99 98 100 100 100 100

Epithelzellen 1

Speicherzellen| 1 1

Patient 8 Plazebo, |Plazebo, 25 mg, 25 mg, | 75 mg, 75 mg,
DO D28 DO D28 DO D28

Neutrophile 100 99 NurSchlein 98 93 100

Epithelzellen 1 5

Speicherzellen 1

Lymphozyten 2

Monozyten 1

Die Cytospins von mit Burkholderia- (Patient 1 u)doder MRSA (Patient 2 und 8)-
infizierten Patienten wurden nach Farbung mit Magi#@vald/Giemsa im Mikroskop
bei 400facher VergroRerung ausgezahlt und der promde Anteil der jeweiligen
Zelltypen ermittelt.

Patienten mit Burkholderia (Patient 1 und 3)- oeltSA (Patient 2 und 8)-Infektion wiesen
fast nur Neutrophile im Sputum auf. Zusatzlich kiemn vor allem Epithelzellen und
Speicherzellen beobachtet werden. Die beiden MR&W#eRten wiesen zusatzlich eine
Pseudomonasinfektion auf. Teilweise wurden unter itéptylinbehandlung mehr

Epithelzellen gezahilt.

In Abbildung 56 ist ein typisches Mikroskopbild dastellt.
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&

Abbildung 56: Sputum eines Patienten mit MRSA-iaiek 400fache
VergrofRerung

Neben Schleim sind vor allem neutrophile Granukzyteinzeln
(schwarze Pfeile) oder in Gruppen (weil3er Pfeil) $putum zu finden.

Die Probe zeigt spontanes Sputum aus dem Plazdbszyk

Bei dem Patienten mit MRSA-Infektion waren Neutnigh Schleim und Trimmer zu
erkennen. Die Neutrophilen sind in die Schleimdah&ngebettet.

Patienten mit anderen bakteriellen Erregsresen die in Tabelle 10 dargestellten Ergebnisse

auf.
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Tabelle 10: Auszahlung der Cytospins von Patientgranderen bakteriellen Erregern

Patient 4 Plazebo, | Plazebo, | 25 mg, | 25mg, | 75 mg, | 75 mg,
D8 D28 DO D14 DO D14

Neutrophile 46 77 83 59 58 74

Epithelzellen 45 13 17 40 42 24

Speicherzellen 7 2

Lymphozyten 1 10

Monozyten 1

Promyelozyt 1

Patient 12 Plazebo, | Plazebo, | 25 mg, | 25 mg, | 75 mg, | 75 mg,
DO D28 DO D28 DO D28

Neutrophile 56 54 63 Kein 95 14

Sputum

Epithelzellen 44 38 26 1 86

Speicherzellen 10 2

Lymphozyten 8 1 2

Patient 14 Plazebo, | Plazebo, | 50 mg, | 50 mg, | 75 mg, | 75 mg,
DO D28 DO D28 DO D7

Neutrophile Kein Kein 52 58 94 43
Sputum Sputum

Epithelzellen 2 1 1

Speicherzellen 31 42 4 54

Lymphozyten 15

Monozyten 1 1

Eosinophile 1

Patient 17 Plazebo, | Plazebo, | 25 mg, | 25 mg, | 75mg, | 75 mg,
D7 D28 D7 D28 DO D14

Neutrophile 71 47 18 95 94 93

Epithelzellen 28 52 80 4 6 7

Speicherzellen 1 2 1

Lymphozyten 1

Die Cytospins von Patientensputum wurden nach HRégbumit May-
Grunwald/Giemsa im Mikroskop bei 400facher Vergrolg ausgezahlt und der

prozentuale Anteil der jeweiligen Zelltypen erntitte

Bei Patienten mit anderen bakteriellen Erregeanen sehr viele abgeschilferte Epithelzellen

im Sputum zu finden, ebenso viele Neutrophile updi€erzellen. Patient 14 wies besonders

viele Speicherzellen auf. Bei diesem Patienten teusas Sputum immer induziert werden.
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Es ist kein Zusammenhang zur Amitriptylinbehandl@egfzustellen. In Abbildung 57 ist ein
typisches Mikroskopbild zu sehen, im Vergleich hierist in Abbildung 58 ein
Mikroskopbild von Patient 14 (viele Speicherzelldaygestellt.

~
/

Abbildung 57: Sputum eines Patienten mit anderdaedoillen Erregern,
400fache VergroRRerung

Neben Schleim, Trimmern und abgeschilferten Zéleil3er Pfeil) sind
neutrophile Granulozyten (schwarze Pfeile) im Sputzu finden. Die

Probe zeigt induziertes Sputum aus dem Plazebazyklu

Im Sputum eines Patienten mit Besiedelung mit aerdéakteriellen Erregern fielen neben
Neutrophilen, Schleim und abgeschilferten Epithédpe die vielen Trimmer auf. Das
Sputum musste an diesem Tag induziert werden. @kmer die Induktion des Sputums bei
Patienten mit Besiedelung mit anderen bakteridieregern viel haufiger notwendig als bei
den anderen Gruppen. Bei Patient 14 musste dasr8poimer induziert werden und enthielt

sehr viele Speicherzellen (Abbildung 58).
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-
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Abbildung 58: Sputum mit Speicherzellen (Patient), 1400fache
VergrolRerung

Neben Neutrophilen (schwarze Pfeile), Schleim, Twmém und
abgeschilferten Zellen sind Speicherzellen (weifil) im Sputum zu
finden. Die Probe zeigt induziertes Sputum wahréexdBehandlung mit

50 mg Amitriptylin.

Das Sputum von Patient 14 wies neben Neutrophifeh abgeschilferten Zellen sehr viele
Speicherzellen auf.

Zusammenfassung:

Patienten mit Pseudomonas-, Burkholderia- oder MR8éktion wiesen fast nur
Neutrophile im Sputum auf. Bei Patienten mit andebakteriellen Erregern bestand das
Sputum oft aus Neutrophilen und Epithelzellen. Beitient 14, dessen Sputum immer
induziert werden musste, waren sehr viele Speielierz zu beobachten. Bei einigen
Burkholderia- und MRSA-Patienten schien Amitriptyldie Anzahl an Epithelzellen im

Sputum zu erhéhen.
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4.3.4.3 Bestimmung toter Zellen (Trypanblau)

Natives CF-Sputum aus der APA II-Studie wurde Mzmit PBS verdinnt und durch ein 40
um-Zellsieb gefiltert. Die Zellen aus dem Sputunraean 1:2 mit Trypanblau gemischt und
in einer Neubauerzahlkammer wurde der Prozentsatgefarbten blauen, also toten Zellen
bestimmt. Es konnte nicht an allen Tagen Sputundymert werden. Diese Tage wurden
ohne Wert dargestellt. Von einigen ausgewahltenbéhro wurde exemplarisch ein

Mikroskopbild gemacht.

In Abbildung 59 sind die Ergebnisse der Trypanhleswaertung im Sputum bei Patienten mit
Pseudomonasinfektion dargestellt.

tote Zellen [%]
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tote Zellen [%)]

Patient 11 Patient 15 Patient 16

Abbildung 59: Ubersicht Uber den prozentualen Anteier Zellen im

Sputum bei CF-Patienten mit Pseudomonasinfektion

Plaz = Plazebo, ohne Wert = kein Sputum

Der Anteil der toten Zellen im Sputum pseudomorfagerter Patienten lag durchschnittlich
bei ungefahr 20 bis 45 %. Es scheint sich bei emiBatienten ein Trend zur Zunahme der
toten Zellen wéhrend der Amitriptylinbehandlung abzichnen. Bei Patient 16 wies das

bereits 7 Stunden alte Sputum des siebten TagesBdaandlungszyklus mit 50 mg
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Amitriptylin eine besonders hohe Anzahl toter Zelgauf.

In Abbildung 60 ist eine typische Mikroskopaufnahmuesehen.

/

Abbildung 60: Trypanblaufarbung von PseudomonassputlOOfache
VergrolRerung

CF-Sputum wurde 1 zu 2 mit Trypanblau gefarbt. beleeZellen sind

weild (schwarzer Pfeil). Tote Zellen sind blau (weiBfeil).

Bei dem in Abbildung 60 gezeigten Pseudomonasspsiadnur wenige Zellen zu erkennen.
Die lebenden Zellen sind weil3, die toten vom Trygan blau gefarbt. Es sind sehr viele
Trummer zu erkennen, bei denen es sich eventuélleise um Aggregate toter Zellen
handelt.

In Abbildung 61 ist der Prozentsatz toter Zellem ©F-Patienten mit Burkholderia — oder
MRSA-Infektion gezeigt.
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Abbildung 61: Ubersicht {iber den prozentualen Antetier Zellen im
Sputum bei CF-Patienten mit Burkholderia (Patieninti 3)- oder MRSA
(Patient 2 und 8)-Infektion,

Plaz = Plazebo, ohne Wert = kein Sputum
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Der durchschnittliche Anteil toter Zellen in Burkberia- oder MRSA-Sputum betrug wie bei
Pseudomonas-infizierten Patienten ungefahr 20 5i804 Bei einigen Patienten schien sich
ein Trend einer erhéhten Rate toter Zellen wahdardAmitriptylinbehandlung abzuzeichnen
(was aber teilweise auch bei Plazebozyklen zu lddea war). Im 50 mg Amitriptylinzyklus
wies das bereits fast 7 Stunden alte Sputum voierRa an Tag 14 eine innerhalb dieses
Zyklus hohe Anzahl toter Zellen auf.

N

Abbildung 62: Trypanblaufarbung von MRSA-Sputum,Ofd€he
VergrofRerung

CF-Sputum wurde 1 zu 2 mit Trypanblau gefarbt. beleeZellen sind
weil3 (schwarzer Pfeil). Tote Zellen sind blau (weiBfeil).

Bei dem in Abbildung 62 gezeigten MRSA-Sputum sitgle lebende und einige tote Zellen
zu sehen, ebenso einige Trimmer.

In Abbildung 63 ist der prozentuale Anteil toterllZe bei CF-Patienten mit anderen
bakteriellen Erregern dargestellt.
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Abbildung 63: Ubersicht (iber den Anteil toter Zelien Sputum bei CF-
Patienten mit anderen bakteriellen Erregern

Plaz = Plazebo, ohne Wert = kein Sputum
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Der Anteil toter Zellen im Sputum von Patienten randeren bakteriellen Erregern liegt
durchschnittlich bei ungefahr 20 bis 40 %. Es stlsieh bei einigen Patienten ein Trend zu
einer erhéhten Anzahl toter Zellen wahrend der Aptiflineinnahme abzuzeichnen. Bei
Patient 4 wies das 11 Stunden alte Sputum desdgeslides Behandlungszyklus mit 25 mg

Amitriptylin eine sehr hohe Anzahl toter Zellen auf

/

Abbildung 64: Trypanblaufarbung von Sputum mit aadebakteriellen

Erregern, 100fache VergrofRerung
CF-Sputum wurde 1 zu 2 mit Trypanblau gefarbt. beleeZellen sind

weild (schwarzer Pfeil). Tote Zellen sind blau (weiRfeil).

Bei dem in Abbildung 64 gezeigten Sputum mit anddryakteriellen Erregern sind lebende

und tote Zellen zu sehen, ebenso einige Trummer.

ZusammenfassungDurchschnittlich ergab die Trypanblauauszahlungere Anteil von

ungefahr 20 bis 45 % toter Zellen im CF-Sputum.kigante bei einigen Patienten eine
erhohte Anzahl toter Zellen wahrend der Amitriptilehandlung festgestellt werden.

4.3.4.4 Charakterisierung apoptotischer und nekrotischer Zélen im Sputum

Die Apoptose im Sputum wurde bestimmt, indem nati@gutum mit PBS verdinnt wurde.
Anschlie3end erfolgte eine Filterung durch ein 4@ftisieb, um das empfindliche FACS-
Gerat nicht zu verstopfen. Die Untersuchung der pApge und Nekrose der Zellen im
Sputum erfolgte durch eine Farbung der Zellen mihéxin V FITC und Propidiumjodid. Die
Messung erfolgte im Durchflusszytometer des GeypsetFACSCalibur, die Auswertung
durch die Einteilung in 4 Quadranten mit Hilfe d@uadrantenstatistik durch Erfassen des
Prozentsatzes an Zellen in den jeweiligen Feldategen Durchfihrungsproblemen im ersten
Zyklus bei der Apoptosebestimmung sind die Ergedmidieses Zyklus nicht gezeigt. Es
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konnte nicht an allen Tagen Sputum produziert werdde entsprechenden Tage wurden

ohne Wert dargestellt.

In Abbildung 65 ist der Anteil apoptotischer bzwekmotischer Zellen im Sputum von CF-

Patienten mit Pseudomonasinfektion gezeigt.
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Abbildung 65: Ubersicht Uber den Prozentsatz apigtber und
nekrotischer  Zellen im  Sputum  bei  CF-Patienten  mit

Pseudomonasinfektion

Die Ergebnisbalken der Apoptose sind einfarbig @atgllt (Plazebo
schwarz, Amitriptylin weild bzw. grau), die Nekrogebnisse gemustert
(Plazebo schwarz gemustert, Amitriptylin weil3 gnau gemustert).

Plaz = Plazebo, ohne Wert = kein Sputum

Die Patienten mit Pseudomonasbesiedelung wies@&m éiahen Anteil apoptotischer Zellen
von 20 bis 80 % auf. Der Prozentsatz nekrotischadte@ lag zwischen 10 und 50 %. Es
konnte kein Zusammenhang zwischen der Behandlungmmitriptylin und der Anderung der
Apoptose und Nekrose beobachtet werden.
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Abbildung 66 zeigt die Anteile apoptotischer undknoéischer Zellen im Sputum von
Burkholderia- oder MRSA-Patienten.
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Abbildung 66: Ubersicht (iber den Prozentsatz apiigtber und
nekrotischer Zellen im Sputum bei CF-Patienten Buoitkholderia- oder
MRSA- Infektion

Die Ergebnisbalken der Apoptose sind einfarbig éatgllt (Plazebo

schwarz, Amitriptylin weil3 bzw. grau), die Nekrogeénisse gemustert
(Plazebo schwarz gemustert, Amitriptylin wei3 bgnau gemustert).

Plaz = Plazebo, ohne Wert = kein Sputum

Die Patienten mit Burkholderia- oder MRSA-Infektiamesen eine hohe Apoptose zwischen
45 und 85 % auf. Der Anteil nekrotischer Zellen kg 5 bis 35 %. Patient 2 und 8 wiesen
zusatzlich eine Pseudomonasinfektion auf. Es konk&n Zusammenhang zur

Amitriptylinbehandlung hergestellt werden.

In Abbildung 67 sind die Ergebnisse der Patientégranderen bakteriellen Erregern zu sehen.
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Abbildung 67: Ubersicht tber den Prozentsatz apigitber und
nekrotischer Zellen im Sputum bei CF-Patientenaméderen bakteriellen

Erregern
Die Ergebnisbalken der Apoptose sind einfarbig éatgllt (Plazebo

schwarz, Amitriptylin weil3 bzw. grau), die Nekragebnisse gemustert
(Plazebo schwarz gemustert, Amitriptylin weil3 bgwau gemustert).

Plaz = Plazebo, ohne Wert = kein Sputum

Im Sputum von CF-Patienten mit anderen bakteridieegern lag die Apoptose bei 10 bis
75 % (durchschnittlich 20 bis 50 %). Die Nekrosg l@her als bei den anderen Gruppen
(zwischen 5 und 65 %, durchschnittlich 10 bis 5Q %g konnte kein Zusammenhang zur
Amitriptylinbehandlung festgestellt werden. Das &pu von Patient 12 war am ersten Tag
des Behandlungszyklus mit 25 mg Amitriptylin sowatdiuziert als auch 5 Stunden alt und
wies viele apoptotische Zellen auf, ebenso warspasitane Sputum des 7. Tages des 75 mg-

Zyklus fast 6 Stunden alt und enthielt viele aptipthe Zellen.

ZusammenfassungDer Anteil apoptotischer Zellen war bei Patienteit Pseudomonas,

Burkholderia oder MRSA im Vergleich zu Patientert amderen bakteriellen Erregern sehr
hoch, wahrend die Nekrose verringert zu sein schien war kein Zusammenhang zur

Amitriptylinbehandlung festzustellen.

Im Folgenden werden Apoptose und Nekrose im Spueinden Patienten gezeigt, bei denen
der Plazebozyklus in die Wertung aufgenommen werkiemte. Dies war nur fur CF-
Patienten mit Pseudomonasinfektion und Infektion MRSA oder anderen bakteriellen
Erregern maoglich.
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4.3.4.4.1 Vergleich der Plazebogruppe mit Patienten nach Aptytinbehandlung
Der Anteil apoptotischer und nekrotischer Zellels desten Tages des Plazebozyklus wurde
als 100% gesetzt und die anderen Zyklen daraufgegzdn Abbildung 68 ist die prozentuale

Auswertung fir CF-Patienten mit Pseudomonasinfektiargestellt.
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Abbildung 68: Anteil apoptotischer und nekrotisclzllen im Sputum
von CF-Patienten mit Pseudomonasinfektion nach
Amitriptylinbehandlung im Vergleich zur Plazebokotfie (= 100 %)

Der Wert des ersten Tages des Plazebozyklus wuitdeld@% als
Referenzwert gesetzt und die Werte der Amitriptyklen darauf
bezogen. Pat = Patient. Die Ergebnisbalken der Apsg sind einfarbig
dargestellt (weil bzw. grau), die Nekroseergebrnigsaustert (weild bzw.

grau gemustert).

2 CF-Patienten mit Pseudomonasinfektion zeigten wigher Einnahme von Amitriptylin
eine Verstarkung der Apoptose um 200 %. Bei derelmd beiden Patienten war keine
Anderung bzw. eine leichte Verringerung festzustell Die Nekrose stieg unter
Amitriptylineinfluss bei 2 Patienten um ca. 50 80 % an. Bei einem Patienten war eine
leichte Verringerung zu beobachten.

In Abbildung 69 ist der Vergleich von Plazebosputumit Sputum wahrend der
Amitriptylinbehandlung bei Patienten mit anderenktbdellen Erregern oder MRSA
dargestellt.
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Abbildung 69: Anteil apoptotischer und nekrotisclzllen im Sputum
von CF-Patienten mit anderen bakteriellen Erregexter MRSA nach
Amitriptylinbehandlung im Vergleich zur Plazebokofte (= 100 %).

Der Wert des ersten Tages des Plazebozyklus wuitlelG8% als

Referenzwert gesetzt und die Werte der Amitrigtyklen darauf bezogen.
Die Ergebnisbalken der Apoptose sind einfarbig éatgllt (weil3 bzw.
grau), die Nekroseergebnisse gemustert (weil bzew gemustert).

Patient 4 und 17: andere bakterielle Erreger, Pati8: MRSA

Ein CF-Patient mit anderen bakteriellen Erregerngtee wahrend der Einnahme von
Amitriptylin einen Anstieg des Anteils apoptotischéellen um 100 % im Vergleich zur
Plazebogruppe, ein weiterer sowie der MRSA-infieid?atient eine Verringerung. Der Anteil
nekrotischer Zellen fiel unter Amitriptylineinflugaim Teil stark ab, nur der MRSA-infizierte

Patient zeigte einen Anstieg um 50 %.

ZusammenfassungBei einigen Patienten mit Pseudomonasinfektion wwhrend der

Behandlung mit Amitriptylin ein Anstieg der Apoptsind der Nekrose zu beobachten. Bei
Patienten mit anderen bakteriellen Erregern wagruaimitriptylineinfluss eine Verringerung
der Nekrose zu beobachten, der MRSA-Patient zeigtéAbsinken der Apoptose und einen
Anstieg der Nekrose.
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4.3.4.4.2 Vergleich des Zelltods im Sputum durch Apoptosetlds&bestimmung oder
Trypanblauauszahlung

Einen Vergleich zwischen dem mit unterschiedlicidathoden (Apoptose/Nekrose oder
Trypanblau) untersuchten Zelltod im Sputum gibt @lkb11. Zur besseren Ubersichtlichkeit
ist auch der Prozentsatz an neutrophilen Granwozyaus der Cytospinauszahlung

angegeben.
Tabelle 11: Ubersicht tiber den Zelltod im Sputum @&-Patienten
Neutrophile,Cytospin, | Apoptose/NekroseGesam Trypanblau,
Plazebozyklus DO Plazebozyklus DO Plazebozyklus
Pseudomonas
Patient 5 98% 21%/14% = 35% 26%
Patient 6 99% 14%/2% = 16% 43%
Patient 9 97% 62%/12% = 74% 17%
Patient 11 100% 65%/9% = 74% 41%
Patient 16 93% 12%/24% = 36% 32%
MRSA
Patient 8 100% 80%/14% = 94% 34%
Andere
Patient 4 46% 16%/52% = 68% 31%
Patient 17 71% 32%/51% = 83% 46%

Bei dieser Methode wurden generell bei der Apoptdseersuchung mit Annexin (FACS)
hohere Werte gefunden als bei der Trypanblauausaghim Mikroskop. Nur in 2 Fallen
stimmte der in der Apoptoseuntersuchung ermiti&tieeil sterbender Zellen (Apoptose und
Nekrose) mit dem in der Trypanblauzéhlung ermgteltAnteil toter Zellen Uberein.

Durchschnittlich ergab sich ein um 30% niedrigéksteil toter Zellen bei der Auszahlung.

4.3.5 Untersuchung der Wirkung von Sputumuiberstand auf fisch isolierte
Granulozyten gesunder Personen

Die Untersuchungen zum Anteil apoptotischer undratgdcher Zellen im Sputum von

Patienten sind nur von begrenztem Aussagewertede kAngaben dartber verfiigbar sind,

wie lange sich die betreffenden Zellen (d.h. dregewvanderten Granulozyten) bereits vor Ort

aufhielten und sich dadurch auch ohne besonderéassalauf dem ,nattrlichen® Weg zur
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Apoptose befanden. Um der Frage nachzugehen, ctudemmensetzung des Sputums einen
Einfluss auf die Apoptose bzw. auf die Funktior@lider Granulozyten hat, wurden
Granulozyten gesunder Spender mit zellfreien Spptaben von Patienten der APA II-
Studie inkubiert und deren Einfluss auf die Apoptoand die Bildung reaktiver

Sauerstoffverbindungen (Auslésung des oxidativersB) untersucht.

4.3.5.1 Wirkung von CF-Sputumiberstand auf die Apoptose undNekrose gesunder
Granulozyten
Wahrend der APA II-Studie wurden aus dem Sputum @&aPatienten, die entweder mit
unterschiedlichen Konzentrationen Amitriptylin oggnem Plazebo behandelt wurden, durch
Zentrifugation fur 5 Minuten bei 12000 x g Uberstargewonnen und bei — 80 °C bzw. — 20
°C eingefroren. Sie wurden spéater aufgetaut ungloZBputumuiberstand wurde fir 5 Stunden
bei 37 °C mit frisch isolierten Granulozyten gesem8pender inkubiert. Es konnten nur die
Patienten untersucht werden, bei denen Sputum wetaneund dritten Tag vorlag, sowohl
aus dem Zyklus in dem sie mit Amitriptylin als aushs dem Zyklus in dem sie mit einem
Plazebo behandelt wurden. Dies war nur bei 6 Ratiemit Pseudomonas-, Burkholderia-
oder MRSA-Infektion moglich, weil diese ausreicheé®putum produzierten (4 Patienten mit
Pseudomonas (Abbildung 70), 1 Patient mit Burkhaddeund 1 Patient mit MRSA
(Abbildung 71)). Staurosporin diente als Positivikole, es wurde jeweils alleine und
zusammen mit Sputumuiberstand auf seine Apoptosésansie Wirkung Uberprtft. Es wurde
in DMSO gelost, das deshalb ebenfalls auf seinepfgs®-verursachende Wirkung getestet
wurde. Abbildung 70a/71a zeigt die Ergebnisse invAgenheit von Staurosporin, Abbildung
70b/71b in dessen Gegenwart.
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Abbildung 70: Apoptose und Nekrose nach 5-stindifjdqubation von gesunden

Granulozyten mit Sputumiberstanden von CF-Patiemi¢fseudomonasinfektion

Frisch isolierte Granulozyten von gesunden Spendaurden 5 Stunden mit 20 % CF-
Sputumiberstédnden aus der APA II-Studie bei 37 rDhiert. Verglichen wurden die
Uberstande des ersten und dritten Tages des Amyiiripyklus, der eine
Lungenfunktionsverbesserung erbracht hatte, mit édszebozyklus. Als Vergleich dient
die Apoptosemessung der jeweiligen GranulozytenZaitpunkt tO (direkt nach Isolation)
und nach 5 h ohne Sputumuiberstand. Staurosporaui@t diente als Positivkontrolle und
wurde beim unteren Schaubild zeitgleich mit dem ti®pilberstand inkubiert. Die
apoptotischen und nekrotischen Zellen wurden diusbzytometrisch bestimmt und mit
Hilfe der Quadrantenstatistik ausgewertet. Ko=Kafi. Die Ergebnisbalken der
Apoptose sind einfarbig dargestellt, die Nekrosebngsse gemustert. a) ohne

Staurosporin; b) mit Staurosporin
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Die Inkubation von Sputumiberstand von Patienteh Bseudomonas (Abbildung 70)
bewirkte in einigen Fallen bereits eine ErhdhungAjsoptose bei Blutneutrophilen gesunder
Spender. Die Inkubation mit Sputumuberstand, dehrar@ der Amitriptylinbehandlung

gewonnen wurde, bewirkte teilweise eine Erhdhung Apoptose im Vergleich zum

entsprechenden Sputumuberstand, der wéhrend eiaeseb®behandlung produziert wurde.
Die jeweiligen Schaubilder gehéren zusammen und Patient wurden sowohl als

Positivkontrolle Staurosporin sowie dessen LosurigshiDMSO mitgefihrt. Vor allem zum

Zeitpunkt tO war eine hohe Nekroserate zu beobachte

Staurosporin wurde in einer Konzentration von 5 pifigefihrt und |0ste bei allen Proben
Apoptose aus. DMSO wurde in einer entsprechendeng®lesingesetzt, weil darin das
Staurosporin gelést wurde. Es loste keine Apoptase Nach gleichzeitiger Inkubation der
Granulozyten mit Sputumiberstand und Staurospo@n ave Apoptose bei allen Proben
hoher. Bei den meisten Proben fiel die Apoptose tkeichzeitiger Inkubation von

Sputumuberstand nach Amitriptylinbehandlung und uisporin im Gegensatz zur

Inkubation mit Plazebosputum und Staurosporin ab.

In Abbildung 71 sind die Ergebnisse der Inkubatieon Granulozyten Gesunder mit
Sputumuberstand von Burkholderia — bzw. MRSA-P#&tiergezeigt.
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Abbildung 71: Apoptose und Nekrose nach 5-stiindigkubation von
gesunden Granulozyten mit Sputumiberstéanden vorPaliEnten mit
Burkholderia— oder MRSA-Infektion

Frisch isolierte Granulozyten von gesunden Spendarrden 5 Stunden
mit 20 % CF-Sputumiberstanden aus der APA I1I-Stumée 37 °C

inkubiert. Verglichen wurden die Uberstande desegrsind dritten Tages

des Amitriptylinzyklus, der eine Lungenfunktionbesserung erbracht
hatte, mit dem Plazebozyklus. Als Vergleich dieéatApoptosemessung
der jeweiligen Granulozyten zum Zeitpunkt O (dine&th Isolation) und

nach 5 h ohne Sputumuiberstand. Staurosporin dst&ositivkontrolle

und wurde beim unteren Schaubild zeitgleich mit &putumuberstand
inkubiert. Die apoptotischen und nekrotischen Zellewvurden

durchflusszytometrisch bestimmt und mit Hilfe dera@rantenstatistik
ausgewertet. Ko=Kontrolle. P2 MRSA, P3 Burkholderia

a) ohne Staurosporin; b) mit Staurosporin
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Auch bei Inkubation mit Sputumuberstand von eine3A-CF-Patienten (Abbildung 71,
Patient 2) erhOohte sich meist die Apoptose der rigutrophilen von Gesunden.
Sputumuberstand eines Amitriptylin-behandelten MRZienten ergab eine Verringerung
der Apoptose im Vergleich zum Plazebosputum, wahféanBurkholderiasputum (Patient 3)
eher ein Anstieg der Apoptose bzw. keine Anderungbe@obachten war. Vor allem zum
Zeitpunkt tO war eine hohe Nekroserate zu beobachte

Bei gleichzeitiger Inkubation mit Sputumuiberstandd uStaurosporin zeigte sich eine
generelle Erhdhung der Apoptose. Inkubation mit t@muberstand, der wéahrend der
Behandlung mit Amitriptylin gewonnen wurde, beweleine Verringerung der Apoptose im
Vergleich zu Plazebo-Sputumuberstand.

ZusammenfassungBei manchen Patienten erhdhte die Inkubation npiit@miberstand

generell die Apoptose. Bei Inkubation mit AmitriptySputumiberstand stieg der Anteil
apoptotischer Zellen bei manchen Pseudomonas-Ratiem. Gleichzeitige Inkubation der
Granulozyten mit Staurosporin und Sputumiberstaedvirkte bei allen Proben eine

verstarkte Apoptose.

In der folgenden Abbildung 72 ist der durchschicitié Wert fur Apoptose und Nekrose aller
in dieser Versuchsreihe untersuchten Patientes¢dddmonas, 1 Burkholderia, 1 MRSA,

n = 6) dargestellt, sowohl ohne (Abbildung 72a)alsh mit Staurosporin (Abbildung 72b).
Die Werte sind auf die Probe ohne Sputumiberstanaiert.
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Abbildung 72: Apoptose und Nekrose nach 5-stindigkubation von

gesunden Granulozyten mit Sputumiberstanden vonPaiiEnten,

jeweils bezogen auf den Wert ohne Sputumuiberstand

Frisch isolierte Granulozyten von gesunden Spendeunden mit CF-

Sputumuiberstéanden aus der APA II-Studie inkubi2id. Zelltodeswerte
nach Inkubation mit Uberstianden des ersten undtedritTages des
wirksamsten Amitriptylinzyklus sowie des Plazedagywurden auf den
Wert ohne Sputumiberstande bezogen, der als 108&tzgjavurde. Die
apoptotischen und nekrotischen Zellen wurden dlusktytometrisch
bestimmt und mit Hilfe der Quadrantenstatistik aavegrtet.

a) ohne Staurosporin; b) mit Staurosporin, n=6,.BS

In der auf den Wert ohne Sputumiberstand normieBesamtauswertung aller Patienten
zeigte sich eine leicht verstarkte Apoptose dertrigutrophilen gesunder Spender im
Vergleich zur Inkubation mit Plazebosputumiberstddieé Nekrose war bei Inkubation mit
Plazebosputumiberstand des ersten Tages starkgeztriBei gleichzeitiger Inkubation mit
Staurosporin  zeigte sich eine ungefahr 3fach so eholpoptose, die durch

Amitriptylinsputumuberstand verstarkt wurde.
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4.3.5.2Wirkung von CF-Sputumuberstanden auf die ROS-Produltion gesunder
Granulozyten

Die Wirkung von Sputumiberstand aus der CF-Studie gesunde Granulozyten wurde

untersucht. Hierzu wurden die Sputumuiberstandectioonisch mit Pseudomonas besiedelten

CF-Patienten wéahrend der Studie frisch bei 12 00@ xentrifugiert, die Uberstande

abgenommen und eingefroren (siehe 4.3.5.1). Spéteten Granulozyten (1 Mio/ml) hiermit

versetzt (es wurden 20 pl Sputumiberstand zu B$I/Glucose gegeben).

Die Bildung reaktiver Sauerstoffverbindungen wuideGegenwart und Abwesenheit der
Sputumuberstande nach Aktivierung der Granulozyteih PMA bzw. opsonisiertem
Zymosan A Uuber die Messung der Luminol-verstark@nemilumineszenz uber einen
Zeitraum von 30 Minuten gemessen (Abbildung 73 9. In Abbildung 73 sind die
Ergebnisse fir Patienten mit Pseudomonasinfektimgestellt.
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Abbildung 73: Wirkung von Pseudomonas-Sputumubeissaif den oxidativen Burst von
Granulozyten gesunder Spender

Die Sputumiberstande von CF-Patienten mit chroeisdPseudomonasinfektion wurden
mit Granulozyten gesunder Personen inkubiert uedRIDS-Bildung anschlieRend tber 30
min in einem Luminometer gemessen. Zur Stimulatiorden PMA (f.c. 100 ng/ml) und
opsonisiertes Zymosan A (250 pug/ml) verwendet.itdoBerte Zellen dienten als Kontrolle.
Angegeben ist die Summe der emittierten Photonen3ibMinuten in der Einheit Relative
Lichteinheit (RLU
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Sputumiberstand von mit Amitriptylin behandeltenel®®monas besiedelten Patienten
schien bei stimulierten Neutrophilen gesunder Seemd vielen Fallen eine héhere ROS-
Produktion im Vergleich zu Plazebosputum zu bewirkBei zwei Patienten wiesen die
Neutrophilen bereits in unstimulierten Zustand olmieubation mit Sputumiberstand eine

hohe ROS-Produktion auf, die durch Inkubation npiittmuberstand absank.
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Abbildung 74: Wirkung von Burkholderia- oder MRSA#sImuberstand auf den oxidativen
Burst von Granulozyten gesunder Spender

Die Sputumuiberstdnde von CF-Patienten mit MRSA€d/a2)- oder Burkholderia (Patient
1 und 3)-Infektion wurden mit Granulozyten gesundersonen inkubiert und die ROS-
Bildung anschlieend Gber 30 min in einem Luminemgemessen. Zur Stimulation
wurden PMA (f.c. 100 ng/ml) und opsonisiertes Zymao& (f.c. 250 pg/ml) verwendet.
Unstimulierte Zellen dienten als Kontrolle. Angegebist die Summe der emittierten
Photonen tber 30 Minuten in der Einheit Relativehkginheit (RLU).

Inkubation mit Sputumuberstand von MRSA (Patiertu®d Burkholderia (Patient 1 und 3) -
infizierten Patienten ergab eine durchschnittli@rimggere ROS-Bildung als die Inkubation
mit Pseudomonassputumuiberstand, wobei die Inkubatimt burkholderiainfiziertem

Sputumiberstand generell eine hdhere Bildung neak8auerstoffverbindungen bewirkte als
die Inkubation mit MRSA-Sputumuiberstand. Besondias Sputum von Patient 1 induzierte
eine starke ROS-Produktion. Patient 1 war zusdizhet Pseudomonas infiziert. Die

Inkubation mit amitriptylinbehandeltem Sputumibanst dieser Patienten ergab keine

veranderte bzw. eine verringerte ROS-Produktion.
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Zusammenfassundnkubation mit Sputumuiberstand bewirkte einek&dROS-Bildung. Die

hochste Produktion reaktiver Sauerstoffverbindungerfolgte nach Inkubation mit
Sputumuiberstand von Pseudomonasinfizierten. Antytiipbehandelter
Pseudomonasputumuberstand bewirkte meist eine teri@®S-Bildung bei stimulierten

Neutrophilen gesunder Spender.

In Abbildung 75 ist die Wirkung von Sputumubersté@nd/on 7 Patienten mit Pseudomonas-,
Burkholderia- oder MRSA- Infektion auf die Basisverbzw. den mit PMA und
opsonisiertem Zymosan A induzierten oxidativen Bg@&hemilumineszenz) dargestellt. Als
100 %-Wert wurden dabei die jeweiligen Werte voar@iozyten verwendet, die anstelle von

Sputumiberstand mit PBS inkubiert wurden.

160
140
120

ohne

Sputumiberstand]

100 O unstimuliert
80 m PMA
60 0O Zymosan
40 |
20 -
0 T T

Ami DO Plazebo Ami D14 Plazebo
DO D14

%-Werte [100%

Abbildung 75: Wirkung von Sputumdiberstand auf dedadiven Burst

von Granulozyten gesunder Spender, bezogen aufAtiealutwert der

Probe ohne Sputumiberstand.

Die Sputumiberstande von CF-Patienten mit chroriséseudomonas-,
Burkholderia- und MRSA-Infektion wurden mit Grarmtien gesunder
Personen inkubiert und die ROS-Bildung anschlieRgner 30 min in

einem Luminometer gemessen. Zur Stimulation wuklA (f.c. 100

ng/ml) und opsonisiertes Zymosan A (f.c. 250 pg/mdywendet.

Unstimulierte Zellen dienten als Kontrolle. Angegelist die Summe der
emittierten Photonen tber 30 Minuten in der Einliatative Lichteinheit

(RLU).n=7,£S.D.

Sputumuberstand von CF-Patienten aus der CF-Shedugrkte bei Granulozyten gesunder

Spender im Grundzustand eine verringerte Produkteaktiver Sauerstoffverbindungen,
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wéahrend bei mit PMA oder opsonisiertem Zymosan Anglierten Granulozyten eine
vermehrte ROS-Bildung zu beobachten war. Inkubatmit Amitriptylinbehandeltem

Sputumiberstand fiuhrte unter Stimulation mit PMArodpsonisiertem Zymosan A zu einer
hoheren Bildung reaktiver Sauerstoffverbindungenbkai Inkubation mit Sputumuiberstand

aus einem Plazebozyklus.

4.3.5.3 Wirkung von CF-Sputumiberstanden auf die Degranulaion gesunder
Granulozyten
Die Degranulation gesunder Granulozyten wurde n&stindiger Inkubation mit
Sputumuberstand von CF-Patienten untersucht. Léidente aus Mangel an Sputum kein
CF-Sputumiberstand aus der APA 1I-Studie verwenaetlen, weshalb Sputum aus der CF-
Ambulanz der Universitatsklinik fur Kinder- und &rgimedizin Tldbingen untersucht wurde.
Frisch isolierte Granulozyten gesunder Spender @umit Sputumiberstand inkubiert und
vor und nach Zugabe von Cytochalasin B und NfMLPtetsucht, indem die
Linksverschiebung der Granulozytenwolke durch Aussea des Perox X-Histogramms des
Advia 120 bestimmt wurde. In Abbildung 76 sind di&rgebnisse von 3
Degranulationsversuchen dargestellt.
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Abbildung 76: Wirkung von Sputumiberstand auf degranulation von
Granulozyten gesunder Spender

Die Sputumiberstdnde von CF-Patienten wurden mian@ozyten
gesunder Personen inkubiert und die Degranulatiobsgrechend der

Linksverschiebung ausgemessen. n = 3,+ S.D.

Sputumiberstand verminderte die Degranulation vean@ozyten gesunder Spender. Die
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hohen Standardabweichungen der Proben mit Sputustdbd koénnen aufgrund der
unbekannten Infektionslage und der Heterogenitétades der CF-Ambulanz stammenden

Sputumproben erklart werden.

4.3.6 Korrelation der Leukozytenparameter mit einer Verbesserung der
Lungenfunktion durch Amitriptylinbehandlung

Wahrend der APA II-Studie wurde die Lungenfunktider CF-Patienten wahrend der
Einnahme von Amitriptylin untersucht. Bei den merstPatienten konnte wahrend der
Behandlung mit 25 mg Amitriptylin nach 14 Tagen eecimelative Verbesserung der
Lungenfunktion festgestellt werden (Riethmdilleragt 2009). Dies galt vor allem fur mit

Pseudomonas infizierte Patienten.

In Tabelle 12 sind die verschiedenen leukozytenfpelzen Parameter der Patienten zu
sehen, die wahrend der Amitriptylineinnahme nachraden eine relative Verbesserung der

Lungenfunktion aufwiesen.
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Tabelle 12: Ubersicht tiber die relative Anderungsekiedener Parameter bei CF-Patienten mit einer

Verbesserung der Lungenfunktion durch Amitriptylin

Blut Blut Sputum Sputum Sputum- Sputum-
Leukos (Mio/ml)/ | ROS Zellzahl Apoptose Uberstand | Uberstand
Neutros (%) (Zymosan) (Mio/ml) (%) Apoptose ROS
(Mio RLU) (9%0) (Zymosan)
(Mio RLU)
Patient5 | -3/-0,08 -5 Kein Kein Kein Kein
(25 mg) Sputum Sputum Sputum Sputum
Patient6 | -1,38/-0,02 KeineCl| -63 -27 Zu wenig | Zu wenig
(25 mg) Sp-U Sp-U
Patient9 | Infektion -0,1 -200 Kein FACS 1 -1,6
(75 mg) (Leukoanstieg
Patient 11 | -2/-0,12 KeineClj 197 6 0 2,8
(50 mg)
Patient 15 | 2,5/3,3 KeineCl| -98 24 1 0,7
(50mg)
Patient 15 | -0,04/-0,9 KeineCl| -9 8 -1 1,2
(75mg)
Patient 16 | Infektion Keine C| 42 32 7 0,5
(50 mg) (Leukoanstieg
Patient 1 Infektion 0,88 8 5 (nw) nu -0,24
Patient 2 -3,35/-6,9 Keine C| -88 -10 (nw) -4 -1,3
Patient 3 2,55/kein 1,87 159 -11 (nw) -1 -2
Leuko-Diff

Es wurde die Differenz nach mehrwochiger Amitripgihnahme (meist nach 4 Wochen) berechnet
und so die relative Anderung untersucht.
Leuko-Diff: Differenzierung der Leukozyten, nw =<hti gewertet, nu = nicht untersucht, Sp-U =

Sputumiberstand

Die Untersuchung der Auswirkung der auf die Lungekfion positiv wirkenden
Amitriptylinkonzentration auf die Granulozytenpareier ergab folgende Ergebnisse:

Bei Patienten mit Pseudomonasinfektion (Patiert, ®, 11, 15, 16) verringerte Amitriptylin
die Anzahl der Leukozyten sowie des Anteils Nettilgp im Blut. Uber die Bildung von
reaktiven Sauerstoffverbindungen durch die Blutregltilen unter Amitriptylineinfluss lasst
sich aufgrund zu weniger Daten keine Aussage trefide Gesamtzellzahl im Sputum (das
fast nur aus Neutrophilen bestand, siehe Kap. £ Fgutumzusammensetzung) sank ab, die

Apoptose der Sputumzellen stieg an. Sputumiberstaod Amitriptylineinnahme bewirkte
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eine verstarkte ROS-Bildung bei Neutrophilen GesunDiese Effekte konnten bei Patienten
mit Burkholderia- oder MRSA-Infektion (Patient 132 nicht beobachtet werden.

Zusammenfassunddie Korrelation der Granulozytenparameter mit dengebnissen der

Lungenfunktionsuntersuchung ergab flr pseudomofiaisirie Patienten wahrend der
Amitriptylineinnahme eine Verringerung der Neutrdghzahl in Blut und Sputum. Die
Apoptose im Sputum stieg bei diesen Patienten &enso bewirkte Inkubation mit

Sputumiberstand einen Anstieg der Bildung reak®Baarerstoffverbindungen.

4.3.7 Cytokinkonzentrationen im Serum und Sputum von CF-Ritienten

In der vorliegenden, von PD Dr. Joachim Riethmufeteiteten Studie wurde von dessen
Arbeitsgruppe auch die Bestimmung der Cytokinspiage Serum und in den Sputen
durchgefuhrt, die hier der Vollstandigkeit halberden folgenden Tabellen (Tabelle 13 bis
16) zusammengefasst dargestellt sind. Dabei werderst die Serumspiegel und dann die
Konzentrationen im Sputum dargestellt, wobei wikahldie Einteilung

a) mit Pseudomonasinfektion, b) mit BurkholderiadeloMRSA-Infektion und c) Infektion
mit anderen bakteriellen Erregern erfolgte. Die elatpemessenen Cytokine umfassen die
proinflammatorischen Cytokine IL1, IL6 und das Clutaxis-induzierende IL8. TNF alpha
bewirkt Apoptose. Zu den antiinflammatorischen @yten zahlen GM-CSF und IL10.

4.3.7.1 Cytokinkonzentrationen im Serum

In den Tabellen 13 bis 15 werden die Ergebnisse@g@okinmessung im Serum der CF-
Patienten dargestellt. In Tabelle 13 sind die Emngd® fur Patienten mit
Pseudomonasinfektion zu sehen.

Tabelle 13: Serumcytokine bei CF-Patienten mit Beewnasinfektion

P5 Plaz, Plaz, Plaz, 25mg, | 25mg, | 25mg, | 75 mg, | 75 mg, | 75 mg,
DO D14 D28 DO D14 D28 DO D14 D28

IL6 4,77 4,35 5,61 17,88 | 5,11 - 2,6 1,85

(pg/ml)

IL8 7,67 15,67 | 12,99 | 10,84 | 8,06 - 5,8 5,8 -

(pg/mli)

IL10 0 0 0 1,24 1,34 - 0 0 -

(pg/ml)

TNF 0,43 0,43 0,43 1,29 3,96 - 1,8 0

(pg/ml)
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P 6 Plaz, Plaz, Plaz, 25mg, | 25 mg, | 25 mg, | 50 mg, | 50 mg, | 50 mg,
DO D14 D28 DO D14 D28 DO D14 D28
IL6 30,4 8,48 9,41 16,68 | 10,6 38,23 | 12,93 | - 18,12
(pg/mli)
IL8 10,78 | 9,44 9,25 14,16 | 10,78 | 14,16 | 10,69 | - 8,45
(pg/ml)
IL10 0 0 0 1,36 0 0,93 2,41 - 8,12
(pg/ml)
TNF 0 0,43 1,8 1391 | 1,8 0 2,19 - 1,29
(pg/ml)
P7 Plaz, Plaz, Plaz, 25mg, | 25 mg, | 25 mg, | 50 mg, | 50 mg, | 50 mg,
DO D14 D28 DO D14 D28 DO D14 D28
IL6 1591 | 2,75 24,35 | 6,69 0,95 - 9,94 6,17 16,81
(pg/mli)
IL8 19,28 | 11,43 | 14,08 | 7,98 10,61 | - 13,54 | 11,43 | 21,12
(pg/mli)
IL10 1,44 0 9,93 1,29 14 - 0 0 1,36
(pg/ml)
TNF 0,43 0 0 2,19 0,37 - 0 0 1,8
(pg/ml)
P9 Plaz, Plaz, Plaz, 50 mg, | 50 mg, | 50 mg, | 75 mg, | 75 mg, | 75 mg,
DO D14 D28 DO D14 D28 DO D14 D28
IL6 46,59 | 31,63 | - 31,37 | - - 31,88 |11 -
(pg/ml)
IL8 18,09 | 16,71 | - 141 - - 1792 | 11,15 |-
(pg/ml)
IL10 0 0 - 14 - - 0 0 -
(pg/ml)
TNF 0 0,43 - 0,37 - - 1,8 0 -
(pg/ml)
P11 Plaz, Plaz, Plaz, 25mg, | 25 mg, | 25 mg, | 50 mg, | 50 mg, | 50 mg,
DO D14 D28 DO D14 D28 DO D14 D28
IL6 4,66 12 8,75 8,07 6,17 8,88 4,49 7,8 10,37
(pg/ml)
IL8 56,24 | 15,08 | 106,63 | 19,45 | 22,94 | 12,81 | 9,44 15,49 | 17,62
(pg/mli)
IL10 1,51 1,67 1,29 0 0,48 0 0 0 1,51
(pg/ml)
TNF 0 0,37 0 0,43 0 0 0 0 0,37
(pg/mli)
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P 15 Plaz, Plaz, Plaz, 50 mg, | 50 mg, | 50 mg, | 75 mg, | 75 mg, | 75 mg,
DO D14 D28 DO D14 D28 DO D14 D28

IL6 4,49 2,75 7,4 5,33 - 13,75 |18 16,22 | 4,43

(pg/mli)

IL8 10,97 | 7,06 16,11 | 8,45 - 9,46 4,08 7,28 12,67

(pg/ml)

IL10 0 0,66 1,53 1,18 - 2,87 1,4 1,95 1,73

(pg/ml)

TNF 2,43 1,8 1,8 0,37 - 0,37 0,37 0,37 0,37

(pg/ml)

P 16 Plaz, Plaz, Plaz, 25mg, | 25 mg, | 25 mg, | 50 mg, | 50 mg, | 50 mg,
DO D14 D28 DO D14 D28 DO D14 D28

IL6 1,8 10,48 | 6,46 32,37 | 154 7,8 1,58 2,23 -

(pg/mli)

IL8 12,52 | 16,5 18,07 | 17,32 | 15,76 | 10,68 | 18,67 | 13,27 | -

(pg/mli)

IL10 2,41 2,18 2,41 0,29 0 0 1,95 1,29 -

(pg/ml)

TNF 0,37 0,37 0 5,38 0,43 0 0 0 -

(pg/ml)

In Tabelle 14 sind die Serumcytokine bei PatiemteéinBurkholderia- oder MRSA-Infektion

dargestellt.

Tabelle 14: Serumcytokine bei CF-Patienten mit Baliteria- oder MRSA-Infektion

P1 Plaz, Plaz, Plaz, 25mg, | 25 mg, | 25 mg, | 50 mg, | 50 mg, | 50 mg,
DO D14 D28 DO D14 D28 DO D14 D28

IL6 10,07 7,13 15,66 | 7,15 - - 7,53 2,15 5,89

(pg/ml)

IL8 5,36 8,27 7,06 7,43 - - 3,29 3,05 3,89

(pg/ml)

IL10 0 0 0 1,07 - - 0 0 0

(pg/mli)

TNF 0,43 0,43 0,43 1,29 - - 0,43 0 0

(pg/mli)
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P2 Plaz, Plaz, Plaz, 50 mg, | 50 mg, | 50 mg, | 75 mg, | 75 mg, | 75 mg,
DO D14 D28 DO D14 D28 DO D14 D28

IL6 7,13 6,72 28,43 | 17,88 | 27 31,01 | 6,72 18,46 | -

(pg/mli)

IL8 6,43 6,85 14,7 9,22 12,21 | 13,57 | 11,15 | 12,36 | -

(pg/ml)

IL10 1,69 0 0,29 1,73 1,73 2,64 0 0,48 -

(pg/ml)

TNF 0 0,43 1,8 0,37 0,83 0 0,43 0 -

(pg/ml)

P3 Plaz, Plaz, Plaz, 25mg, | 25mg, | 25mg, | 75 mg, | 75 mg, | 75 mg,
DO D14 D28 DO D14 D28 DO D14 D28

IL6 17,95 12,82 | 10,47 | 10,87 | - - 16,7 28,7 18,71

(pg/mli)

IL8 11,25 13,18 | 15,32 | 10,87 |- - 13,57 | 18,29 | 14,63

(pg/mli)

IL10 0,39 0 0 0 - - 5,78 45,33 | 8,05

(pg/ml)

TNF 3,04 3,64 0,43 1,8 - - 0,37 1,29 0,37

(pg/ml)

P8 Plaz, Plaz, Plaz, 25mg, | 25mg, | 25mg, | 75 mg, | 75 mg, | 75 mg,
DO D14 D28 DO D14 D28 DO D14 D28

IL6 20,15 9,44 16,11 | 19,97 | - - 36,52 | 36,16 | -

(pg/ml)

IL8 378,22 | 15,01 | 9,46 16,45 | - - 20,29 13,9

(pg/ml)

IL10 1,62 5,34 1,84 1,86 - - 1,02 0,48

(pg/ml)

TNF 0,37 0,37 0,37 3,64 - - 0,43 0

(pg/ml)

In Tabelle 15 sind die Ergebnisse fur Patientenamiteren bakteriellen Erregern dargestellt.
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P4 Plaz, Plaz, Plaz, 25mg, | 25mg, | 25mg, | 75mg, | 75mg, | 75mg,
DO D14 D28 DO D14 D28 DO D14 D28

IL6 2,45 0,18 6,72 6,72 6,17 3,2 5,11 2,01 -

(pg/ml)

IL8 0 0 0 0 0 0 17,25 | 1,71 -

(pg/ml)

IL10 1,36 0,75 3,3 6,97 0,84 2,91 4,67 9,21 -

(pg/mli)

TNF 1,8 1,8 0,43 8,68 1,8 1,8 0,37 2,19 -

(pg/mli)

P12 Plaz, Plaz, Plaz, 25mg, | 25mg, | 25mg, | 75 mg, | 75 mg, | 75 mg,
DO D14 D28 DO D14 D28 DO D14 D28

IL6 4,21 1,85 5,05 0,95 0,53 2,23 8,75 8,29 13,63

(pg/ml)

IL8 0 3,29 4,58 6,96 3,83 6,65 6,01 6,65 10

(pg/ml)

IL10 0 0 0,29 1,95 1,79 1,84 2,41 1,51 3,82

(pg/ml)

TNF 0,43 0,43 0,43 0,37 1,29 2,19 0 0,37 1,29

(pg/ml)

P 14 Plaz, Plaz, Plaz, 50mg, | 50mg, | 50 mg, | 75 mg, | 75 mg, | 75 mg,
DO D14 D28 DO D14 D28 DO D14 D28

IL6 0 0,33 3,21 0 - - 0,43 - -

(pg/ml)

IL8 1,36 |367 |258 [019 |- - 325 |- -

(pg/ml)

IL10 0,86 0,81 0,76 0 - - 1,18 - -

(pg/mli)

TNF 0 0,37 0 0,43 - - 0,37 - -

(pg/mli)
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P17 Plaz, Plaz, Plaz, 25mg, | 25mg, | 25mg, | 75 mg, | 75 mg, | 75 mg,
DO D14 D28 DO D14 D28 DO D14 D28

IL6 0,53 - 0,74 3,21 34,31 2,66 24,97 - -
(pg/mli)

IL8 9,07 - 5,37 9,38 7,04 5,05 4,24 - -
(pg/mli)

IL10 1,18 - 1,07 1,29 1,62 1,07 0 - -
(pg/mli)

TNF 0,37 - 0,37 0,37 0,37 0,37 7,6 - -
(pg/ml)

Im Serum von CF-Patienten wurden sowohl die pramfhatorischen Cytokine IL6 und IL8
als auch das antiinflammatorische Cytokin IL10 mpshiesen, ebenso das Apoptose
induzierende TNF alpha.

Bei einigen Patienten konnte unter Amitriptylinduss eine Verminderung der
proinflammatorischen Cytokine und ein Anstieg destiiflammatorischen Cytokins
beobachtet werden.
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4.3.7.2 Cytokinkonzentrationen im Sputum
Die pro— und antiinflammatorischen Cytokine wurdmich im Sputum der CF-Patienten
bestimmt und sind in den Tabellen 16 bis 18 zuselmeTabelle 16 sind die Ergebnisse fur

pseudomonasinfizierte CF-Patienten dargestellt.

Tabelle 16: Sputumcytokine bei CF-Patienten miuBsenonasinfektion

PS5 Plaz, | Plaz, | Plaz, | 25mg,| 25 mg, | 25 mg,| 75 mg, | 75 mg, | 75 mg,
DO D14 D28 DO D14 D28 DO D14 D28

IL1beta| - - - 4654,42 43300,8 0 2603,27 6160,56 -
(pg/mli)
IL6 - - - 0 0 0 0 0 -
(pg/ml)
IL8 - - - 14798,9 176645| 0 103647 109790 -
(pg/ml)
IL10 6,02 [1758 |0 15,56 | 15,56 | -
(pg/ml)
GM-CSH - - - 0 147,17] 0 22,44 | 459 |-
(pg/mli)
TNF |- - - 125,41 777,79| 0 60,21 | 156,39 -
(pg/mli)

P 6 Plaz, Plaz, Plaz, | 25 mg,| 25 mg, | 25 mg, | 50 mg, | 50 mg, | 50 mg,
DO D14 D28 DO D14 D28 DO D14 D28

IL1beta] 158337 69115,6 63344, 43693,6 350700 111803 0 - 128610
(pg/ml)

IL6 162,04] 90,93 [ 61,4 |60,12 |320,74] 1713 |0 - 79,12

(pg/ml)

IL8 293633 346585 192413| 41976,8 428451] 490260] 0 - 339395
(pg/mli)

ILI0 | 15,56 | 30,68 | 16,99 | 7,99 |2548 [1534 |0 - 22,79

(pg/mli)

GM-CSF 623,32 | 453,37 | 340,73 | 192,95 | 982,94 449,62 0 - 524,71
(pg/ml)

TNF | 1881,48 1276,14 1109,8% 971,97 | 5770,96 3285,13 0 - 2467,72

(pg/ml)
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P7 Plaz, Plaz, Plaz, 25mg, | 25mg, | 25 mg, | 50 mg, | 50 mg, | 50 mg,
DO D14 D28 DO D14 D28 DO D14 D28
IL1beta | 7147,13| 16609,7| 13554,6| 25830,8| 20944,3| - 18352,9| 20305,7| 28285,8
(pg/ml)
IL6 0 0 0 0 0 - 0 0 0
(pg/ml)
IL8 39553,5| 74945,3| 54889,7| 64622,6| 70270,7| - 91579,5| 50474,4| 71690,2
(pg/ml)
IL10 17,4 10,65 10,53 43,17 19,26 - 17,4 25,93 30,68
(pg/ml)
GM-CSK 45,82 | 119,82 | 89,86 | O 0 - 148,07 | 131,84 | 196,46
(pg/ml)
TNF 178,92 | 346,65 | 245,18 | 377,52 | 421,17 | - 386,13 | 334,63 | 524,35
(pg/ml)
P9 Plaz, Plaz, Plaz, 50mg, | 50mg, | 50 mg, | 75mg, | 75 mg, | 75 mg,
DO D14 D28 DO D14 D28 DO D14 D28
IL1beta | 5227,26| 4366,46| - 62172,5| - - 61990,9| 5594,05| -
(pg/ml)
IL6 0 8,68 - 0 - - 52,81 |0 -
(pg/ml)
IL8 10663,4| 9378,06| - 74151,6] - - 264807 | 19641,6| -
(pg/ml)
IL10 31,66 | 18,09 | - 3451 | - - 27,38 | 13,69 | -
(pg/ml)
GM-CSFK 0 0 - 133,54 | - - 343,23 | 52,74 -
(pg/ml)
TNF 92,1 120,44 | - 1333,65| - - 1068,15| 143,72 | -
(pg/ml)
P11 Plaz, Plaz, Plaz, 25mg, | 25mg, | 25 mg, | 50 mg, | 50 mg, | 50 mg,
DO D14 D28 DO D14 D28 DO D14 D28
IL1beta | - 43551,5| 104714 | 52532,9| 189487 | 32792,8| 38386,1| 52777,9| 14245,4
(pg/ml)
IL6 - 0 0 66,18 | 13593 | 35,42 | 45,94 | 107,82 | 12,51
(pg/ml)
IL8 - 41948,1| 38879,4| 203355 | 155273 | 74106,8| 169520 | 274100 | 39065,3
(pg/ml)
IL10 - 31,09 |4145 | 13,05 |27,38 | 18,05 | 23,76 |21,26 | 27,19
(pg/ml)
GM-CSF - 147,17 | 315,17 | 272,12 | 618,62 | 212,94 | 314,71 | 459,08 | 81,33
(pg/ml)
TNF - 800,19 | 1440,55| 808,54 | 1474,42| 689,78 | 967,94 | 1385,29| 469,6
(pg/ml)
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P 15 Plaz, | Plaz, | Plaz, | 50 mg,| 50 mg, | 50 mg,| 75 mg, | 75 mg, | 75 mg,
DO D14 D28 DO D14 D28 DO D14 D28

IL1beta] 187891 28639, 36034,2 77625,2 233659
(pg/ml)

IL6 168,35 20,32 | 27,09 | 125,02 213,78
(pg/ml)

IL8 259609 75409 | 84307,5 183289 255063
(pg/mli)

IL10 | 41,08 |- - - - 22,63 | 33,17 | 39,19 | 45,24

(pg/mli)

GM-CSK 97511 - - - - 272,58| 314,27 665,11 1201,14
(pg/ml)

TNF | 2762,62 - - - - 729,93 904,75 | 1879,16 3439,52
(pg/ml)

P 16 Plaz, | Plaz, | Plaz, |25 mg,| 25 mg,| 25 mg,| 50 mg, | 50 mg, | 50 mg,
DO D14 D28 DO D14 D28 DO D14 D28

IL1beta| 2766,47 4600,02 27462,1 50363,8 - - 12729,8 25040,% -
(pg/ml)
IL6 141 |0 64,31 | 49,93 | - - 0 85,74 | -
(pg/ml)
IL8 17386,% 16565,1 43275,7 212529 - - 25506,8 84010,% -
(pg/ml)
IL10 | 11,37 | 15,94 | 22,63 | 15,56 | - - 21,26 | 27,19 |-
(pg/ml)
GM-CSF 0 0 204,32 364,05/ - - 38,39 | 229,58 -
(pg/ml)
TNF | 108,99 128,42 715,29 882,8 | - - 395,21| 825,83] -
(pg/ml)

Die Ergebnisse der Bestimmung der Cytokine im Sputwon CF-Patienten mit
Burkholderia— oder MRSA-Infektion sind in Tabell@ gezeigt.
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Tabelle 17: Bestimmung der Sputumcytokine bei Riemit Burkholderia-oder MRSA

P1 Plaz, Plaz, Plaz, 25mg, | 25mg, | 25mg, 50mg, | 50 mg, | 50 mg,
DO D14 D28 DO D14 D28 DO D14 D28

IL1beta | 119708 | 30393,3 | 95772 69431,4 | 150815 | - 61683,1 | 156581 | 50644,5

(pg/ml)

IL6 113,69 | 30,2 56,06 0 0 0 18,59 148,99 | 12,4

(pg/ml)

IL8 75593,6 | 65456,9 | 95043,2 | 61002,6 | 129385 | - 86926,5| 164387 | 94108,3

(pg/ml)

IL10 23,01 24,07 31,62 24,86 35,92 - 26,11 30,68 30,68

(pg/ml)

GM-CSF| 623,32 | 243,87 | 421,32 | 259,88 | 323,01 | - 304,92 | 675,18 | 297,17

(pg/ml)

TNF 2001,18 | 741,71 | 1195,11| 1153,24| 1730,61 | - 934,69 | 6437,84| 998,86

(pg/ml)

P2 Plaz, Plaz, Plaz, 50 mg, | 50 mg, | 50mg, 75mg, | 75mg, | 75 mg,
DO D14 D28 DO D14 D28 DO D14 D28

IL1beta | 45310,8 | 114992 | - 41019 24363 - 57965 120457 | -

(pg/ml)

IL6 4,56 88,14 - 0 0 - 37,75 6,2 -

(pg/ml)

IL8 96724,5| 216957 | - 91222,3 | 86129,8 | - 208416 | 146000 | -

(pg/ml)

IL10 26,71 30,4 - 28,88 44,21 - 28,01 8,7 -

(pg/ml)

GM-CSF| 172,8 581,36 | - 59,27 0 - 387,98 | 74,03 -

(pg/ml)

TNF 363,64 | 1582,67 | - 1420,56 | 600,27 | - 1248,58 | 281,93 | -

(pg/ml)

P3 Plaz, Plaz, Plaz, 25mg, | 25mg, | 25mg, 75mg, | 75mg, | 75 mg,
DO D14 D28 DO D14 D28 DO D14 D28

IL1beta | 129425 | 85368,2 | 60303,9 | 57062,4 | - - 243596 | 230460 | 579756

(pg/ml)

IL6 103,91 | 107,83 | 41,61 58,1 - - 1,43 97,27 163,37

(pg/ml)

IL8 225014 | 273810 | 412585 | 226513 | - - 76321,9| 137179 | 252707

(pg/ml)

IL10 0,4 25,48 33,97 18,05 - - 30,05 26,94 45,59

(pg/ml)

GM-CSF| 595,36 | 435,56 | 388,84 | 277 - - 677,07 | 861,25 | 1582

(pg/ml)

TNF 1866,53 | 1344,05 | 1305,87 | 882,8 - - 4164,26 | 13707,9 | 25393,4

(pg/ml)
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P8 Plaz, Plaz, Plaz, 25mg, | 25mg, | 25mg, | 75 mg, | 75 mg, | 75 mg,
DO D14 D28 DO D14 D28 DO D14 D28

IL1beta| 85131,6| 66706,4 33944 | 24203,3 - - 15891 | 52334,9 -

(pg/ml)

IL6 0 0 0 6,08 |- - 0 4416 |-

(pg/ml)

IL8 158949 127082 | 144408 | 209985 - - 30779,4 150783 -

(pg/ml)

IL1I0 | 44,09 |60,75 |43,17 [20,75 |- - 17,4 21,26 |-

(pg/ml)

GM-CSF 0 2758 |0 189,61 | - - 68,74 | 330,78 | -

(pg/ml)

TNF | 12835 | 1066,92 672,03 | 544,1 | - - 326,91 | 943,95 | -

(pg/ml)

Die Ergebnisse der Bestimmung der Cytokine im Sputwon Patienten mit anderen

bakteriellen Erregern sind in Tabelle 18 dargestell
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Tabelle 18: Bestimmung der Sputumcytokine bei Riemit anderen bakteriellen Erregern
P4 Plaz, Plaz, Plaz, 25 mg, | 25 mg, 25 mg, 75 mg, 75 mg, 75 mg,
DO D14 D28 DO D14 D28 DO D14 D28
IL1beta | 11563,2 | 40525,2 | 603,63 1085,67 | 10924,4 | 27350 8178,64 | 32419 -
(pg/ml)
IL6 26,4 80,2 20,81 278,47 | 58,34 90,93 0 249,95 | -
(pg/ml)
IL8 19451,4 | 79974,3 | 5544,84 | 5643,62 | 70509,4 | 115160 | 15599,3 | 120206 | -
(pg/ml)
IL10 7,02 10,53 0 0 10,65 7,22 5,42 7,08 -
(pg/ml)
GM-CSF| 101,64 | 272,12 1,88 0 105,47 257,27 | 0O 42,49 -
(pg/ml)
TNF 242,42 964,54 25,35 69,73 326,91 801,03 194,49 829,99 -
(pg/ml)
P12 Plaz, Plaz, Plaz, 25 mg, | 25 mg, 25 mg, 75 mg, 75 mg, 75 mg,
DO D14 D28 DO D14 D28 DO D14 D28
IL1beta | 115341 | 172324 | - 1224,66 | 2771,46 | 5437,35 | 23005,1 | 4562,84 | 3044
(pg/ml)
IL6 223,48 39,6 - 58,18 25,48 0 60,63 82,71 5,24
(pg/ml)
IL8 240961 | 52597,2 | - 7207,12 | 10572,7 | 70827,9 | 23191,1 | 18377,4 | 4188,06
(pg/ml)
IL10 26,11 7,99 - 4,01 12,35 12,41 18,16 14,84 15,38
(pg/ml)
GM-CSF| 699,29 137,06 | - 0 0 0 185,14 | O 0
(pg/ml)
TNF 1854,76 | 341,42 - 54,27 72,39 151,01 715,29 154,81 71,71
(pg/ml)
P 14 Plaz, Plaz, Plaz, 50mg, | 50mg, | 50 mg, 75 mg, 75 mg, 75 mg,
DO D14 D28 DO D14 D28 DO D14 D28
IL1beta | - - - 1057,13 | - - 6542,13 | - -
(pg/ml)
IL6 - - - 428,86 | - - 784,98 | - -
(pg/mli)
IL8 - - - 27096,8 | - - 41322,2 | - -
(pg/ml)
IL10 - - - 0,05 - - 4,07 - -
(pg/ml)
GM-CSF| - - - 28,46 - - 35,52 - -
(pg/ml)
TNF - - - 112 - - 322,64 | - -
(pg/ml)
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P17 Plaz, Plaz, Plaz, 25mg, | 25mg, | 25mg, | 75mg, | 75 mg, | 75 mg,

DO D14 D28 DO D14 D28 DO D14 D28
IL1beta | 213,06 | 147,03 | 3567,79| 602,67 | 4109,73| 3131,25| 7565,86| - -
(pg/ml)
IL6 25,74 20,32 0 56,96 0 1,41 0 - -
(pg/ml)
IL8 3350,37| 17677,5| 21481,1| 16974,5| 12478,6| 4929,73| 53905,8| - -
(pg/ml)
IL 10 1,94 13,73 7,69 73,2 15,94 7,69 13,05 - -
(pg/ml)
GM-CSF| 0 0 0 0 0 0 57,16 - -
(pg/mli)
TNF 0 110,45 | 108,99 | 53,78 92,1 91,52 171,18 | - -
(pg/ml)

Im Sputum von CF-Patienten waren sowohl pro- alshaantiinflammatorische Cytokine
nachweisbar. Wahrend der Behandlung mit Amitriptydchien bei manchen Patienten eine
Erh6hung des Entziindungen entgegenwirkenden IL1iepbachten sein. Auch der Spiegel
des Chemotaxis induzierenden IL8 stieg bei einigatienten unter Amitriptylineinfluss an.

Bei manchen Patienten liel3 sich durch Amitript@in Absenken der entztindungsférdernden

Cytokine wie IL1beta und IL6 beobachten.

4.3.8 Bestimmung von Pseudomonas im Sputum von CF-Patiesrt

Die Pseudomonaszahl im Sputum der CF-Patientenemwod der Arbeitsgruppe von PD Dr.
Joachim Riethmdller untersucht und die Ergebnissia den Tabellen 19 bis 21 dargestellt.

In Tabelle 19 sind die Ergebnisse fiur pseudomoffiasrte CF-Patienten dargestellt.
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Tabelle 19: Pseudomonaszahl im Sputum von PatieniteAseudomonasbesiedelung

P5 Plaz, Plaz, Plaz, | 25mg,| 25 mg, | 25 mg,| 75 mg,| 75 mg, | 75 mg,
DO D14 D28 DO D14 D28 DO D14 D28
Pseu- | 3,2E+08 7,9E+07| 5,6E+07 1,6E+08 1,5E+08 75000 | 2,5E+08

domo-

nas

P 6 Plaz, Plaz, Plaz, | 25 mg,| 25 mg, | 25 mg, | 50 mg, | 50 mg, | 50 mg,
DO D14 D28 DO D14 D28 DO D14 D28
Pseu- 5,8E+07 2,3E+07| 1E+08 | - 8,7E+07 1,9E+07 1,5E+07| - 4166666

domo-

nas

P7 Plaz, Plaz, Plaz, | 25 mg,| 25 mg, | 25 mg, | 50 mg, | 50 mg, | 50 mg,
DO D14 D28 DO D14 D28 DO D14 D28
Pseu- 2E+08 | 2,7E+08 3,1E+08 1,3E+08 1,3E+08 - 74666671 2,8E+07| -

domo-

nas

P9 Plaz, Plaz, Plaz, | 50 mg,| 50 mg, | 50 mg, | 75 mg, | 75 mg, | 75 mg,
DO D14 D28 DO D14 D28 DO D14 D28
Pseu- 8,9E+08 1,7E+09 - 2,3E+09 - - 7,9E+08 2,8E+08 -

domo-

nas
P11 Plaz, Plaz, Plaz, | 25 mg,| 25 mg, | 25 mg, | 50 mg, | 50 mg, | 50 mg,
DO D14 D28 DO D14 D28 DO D14 D28

Pseu- 3,3E+07| 1,4E+08 8,4E+07 3,4E+07, 1,1E+08 6,9E+07 6,5E+07| 8,5E+07 6,5E+07|

domo-

nas
P 15 Plaz, | Plaz, | Plaz, |50 mg,| 50 mg,| 50 mg,| 75 mg,| 75 mg, | 75 mg,
DO D14 D28 DO D14 D28 DO D14 D28

Pseu- 1,8E+08 8,6E+07| 1,5E+08 9737842 208416 | 1733333 5E+07 | 3,6E+07| 2,3E+07|

domo-
nas

P 16 Plaz, | Plaz, | Plaz, |25 mg,| 25 mg,| 25 mg,| 50 mg, | 50 mg, | 50 mg,
DO D14 D28 DO D14 D28 DO D14 D28
Pseu- 4,4E+07| 1,2E+08 1,2E+09 9,8E+07| 5,5E+07 1,6E+08 1,9E+09 1,7E+09 -

domo-
nas

In Tabelle 20 sind die Ergebnisse fur Burkholdemaler MRSA-infizierte CF-Patienten
dargestellt.
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Tabelle 20: Pseudomonaszahl im Sputum von PatieniieBurkholderia- oder MRSA-Infektion

P1 Plaz, Plaz, Plaz, | 25 mg,| 25 mg, | 25 mg, | 50mg, | 50 mg, | 50 mg,
DO D14 D28 DO D14 D28 DO D14 D28
Pseu- 4,8E+07| 6,7E+07| - 1,7E+0§ 3,7E+07| - 3,4E+08 3,9E+08 7,4E+08

domo-

nas

P2 Plaz, Plaz, Plaz, | 50 mg,| 50 mg, | 50 mg, | 75mg, | 75 mg, | 75 mg,
DO D14 D28 DO D14 D28 DO D14 D28
Pseu- 6,7E+08 1,1E+08 1,8E+08 1,9E+08 2,8E+08 - 1,4E+08 - -

domo-

nas

P3 Plaz, Plaz, Plaz, | 25 mg,| 25 mg, | 25 mg, | 75mg, | 75 mg, | 75 mg,
DO D14 D28 DO D14 D28 DO D14 D28
Pseu- 1,9E+08 4,6E+07| 3,7E+07| 2,5E+08| - - 3,3E+04 5,6E+08 3,4E+08|

domo-

nas

P8 Plaz, Plaz, Plaz, | 25 mg,| 25 mg, | 25 mg, | 75mg, | 75 mg, | 75 mg,
DO D14 D28 DO D14 D28 DO D14 D28
Pseu- 4,3E+08| 2,5E+08 3,9E+08 4E+08 | - - 8,9E+08 1,9E+09 -

domo-

nas

In Tabelle 21 sind die Ergebnisse fur CF-Patienteih anderen bakteriellen Erregern
dargestellt.

Tabelle 21:Pseudomonaszahl im Sputum von Patienten mit andbeddariellen Erregern

P4 Plaz, | Plaz, | Plaz, |25 mg,| 25mg, | 25 mg,| 75 mg,| 75 mg, | 75 mg,
DO D14 D28 DO D14 D28 DO D14 D28

Pseu- - 52000 16778 1278 408333 | 2917 66667 35333 | -
domo-

nas
P12 Plaz, | Plaz, | Plaz, |25 mg,| 25mg, | 25 mg,| 75 mg,| 75 mg, | 75 mg,
DO D14 D28 DO D14 D28 DO D14 D28

Pseu- 1000000 875000 | 106316 | 7,1E+07| 4,5E+07 2,3E+07 738889 | 50889 275000
domo-

nas
P14 Plaz, | Plaz, | Plaz, |50 mg,| 50mg, | 50 mg,| 75 mg,| 75 mg, | 75 mg,
DO D14 D28 DO D14 D28 DO D14 D28

Pseu- | - - - 0 - - 389 - -
domo-

nas
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P17 Plaz, | Plaz, Plaz, |25 mg,| 25mg, | 25 mg, | 75 mg,| 75 mg, | 75 mg,
DO D14 D28 DO D14 D28 DO D14 D28
Pseu- 300000 | 2,5E+07] 1311111 108333 | 258333 | 166667 | 1,3E+07| -

domo-

nas

Patienten mit Pseudomonasinfektion wiesen eine Rsleedomonaskeimzahl im Sputum auf.

Patienten mit Burkholderia- oder MRSA-Infektion & ebenfalls viele Pseudomonaskeime
auf. Die mit MRSA infizierten Patienten waren zadéh mit Pseudomonas infiziert.

Auch Patienten mit anderen bakteriellen Erregemsemn Pseudomonas im Sputum auf, aber
in weit geringeren Mengen als die Patienten deesexdGruppen.

Bei Patienten mit Pseudomonasinfektion nahm dieudRseaonasbesiedelung wahrend der

Einnahme von Amitriptylin teilweise ab.

Zusammenfassundsmitriptylin verstarkte bei manchen Patienten ili8-Konzentration und

das antiinflammatorische Cytokin IL10 in Blut undousum, wahrend manchmal eine
Verringerung der proinflammatorischen Cytokine Ikfd und IL6 beobachtet wurde. Die
Pseudomonasbesiedelung nahm bei manchen Pseudpatieraen wahrend der Behandlung

mit Amitriptylin ab.
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5 Diskussion

5.1 Einleitung

In der nun folgenden Diskussion sollen die Ergedmidieser Arbeit in Bezug auf die Rolle
der Granulozyten bei Sepsis und Zystischer Fibbedeuchtet werden. Hierzu sollen zuerst
die Sepsis(Kapitel 5.2) und anschlielBend d#ystische Fibrose (Kapitel 5.3) genauer
besprochen werden. Erst wird auf eigene Ergebr@sggegangen, um dann Korrelationen

zu Ergebnissen aus der Literatur aufzuzeigen.

5.2 Sepsis

5 Sepsispatienten (4 Manner und 1 Frau, Alter v8rbs 82 Jahre) wurden Uber einen
Verlaufszeitraum von insgesamt 17 Tagen untersudldg. Messungen erfolgten an den
ersten vier Tagen, an Tag 7, Tag 10 und Tag 17.i Pagenten verstarben wahrend der

Studie, Patient 3 am neunten Tag und Patient 4iartem Tag.

5.2.1 Bestimmung des Blutbildes

Von allen Sepsispatienten wurde an jedem Unterswggtag EDTA-Vollblut sowohl mit dem
Advia 120 gemessen als auch ein Blutausstrich antigif Die Leukozyten und besonders
der Granulozytenanteil und der Anteil unreifer &w&iiger Granulozyten waren bei allen
Sepsispatienten im Vergleich zur Kontrollgruppes dus 5 gesunden freiwilligen Spendern
bestand (2 Manner und 3 Frauen, Alter 24 bis 50e)aktark erhdht. Bei einigen Patienten
normalisierten sich die Zellzahlen und der Anteilraeifer Granulozyten zum Ende des
Sepsisverlaufes wieder.

Die zwei verstorbenen Sepsispatienten wiesen bessmwhe Leukozytenzahlen im Blut auf.
Einer der beiden verstorbenen Patienten hatte siffietiich eine akute myeloische Leukéamie
mit erworbener partieller MPO-Defizienz, bei der raiwa 40 % der Granulozyten aktive
Myeloperoxidase besalien. Friiher dachte man, dess siehr reaktive Verbindung im Korper
entscheidend zur Bekampfung von Krankheitserredgeeitrgt, aber seit Einsatz der
durchflusszytometrischen Systeme zur Blutbilddéfezierung weild man, dass ungefahr jeder
2000. bis 4000. Gesunde an einer MPO-Defizienzeteisbhne klinische Symptome
aufzuweisen (Nauseef 1988). Hierzu passt die Ektoervon Reeves et al., die 2002 uber
die wichtige Rolle des Superoxidanions berichtetias Uber einen Ladungsausgleich einen

Einstrom positiv geladener lonen (wie von Essiale2009 berichtet anscheinend nicht,K
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sondern Protonen) bewirkt und somit durch Aktivieguler Elastase eine weitere Moglichkeit
zur Abtétung von Krankheitserregern ertffnet unchhinotwendigerweise der Sequenz 'O
H.O, HOCI eine so grof3e Bedeutung zumisst. Allerdingd ver MPO unter extremen
Bedingungen, wie z.B. wahrend einer Sepsis, duslegne Rolle bei der Bekampfung der
Mikroorganismen zugestanden. Ob die MPO-Defiziemgachlich mit dem Ableben des

Patienten in Zusammenhang stand, lasst sich ratimicht beurteilen.

5.2.2 Selektine/Integrine und Toll-like-Rezeptoren

Sowohl bei den Uberlebenden Sepsispatienten alslaiaden Kontrollgranulozyten besal3en
fast alle Granulozyten L-Selektin auf der OberfécBei dem verstorbenen Patienten mit
MPO-Defizienz ergab sich ein verminderter Anteile®an-exprimierender Granulozyten.

Die durchschnittliche Intensitat der Selektinexpr@s pro Granulozyt (mittlere
Zellfluoreszenz) war sowohl bei den Uuberlebendes alch bei den verstorbenen
Sepsispatienten verringert. In der Literatur wiel Bepsispatienten generell eher von einer
CD62L-Abnahme berichtet. Bei Schockpatienten urtdvecer Sepsis ist in den ersten drei
bis 4 Stunden ein L-Selektin-Anstieg zu beobachtiamach fallt die L-Selektin-Expression
stark ab. Bei schwacheren Formen der Sepsis isteim& geringe CD62L-Anderung zu
beobachten (Maekawa et al., 1998). Nach EndotaXimsion wurde bei 6 Freiwilligen eine
Abnahme der durchschnittlichen L-Selektin-Expresdi@obachtet (Solomkin et al., 1994).
Die Selektinabnahme ist sinnvoll, weil bei einefektion die Expression von Integrinen den
Granulozyten die feste Anlagerung an die Endothielzeerméglicht, um ins Gewebe
auswandern zu konnen. Antikbper gegen CD62L tragerverbesserung des Sepsisverlaufes
bei (Lewis et al., 2009).

FUr die Untersuchung des-Integrins CD11b/CD18 (Mac-1) ergaben sich folgerme
diskutierende Ergebnisse. So gut wie alle Granwéoryler Sepsispatienten und Kontrollen
exprimierten CD11b und CD18 auf der Zelloberflaghateil fluoreszierender Zellen). Die
Uberlebenden Sepsispatienten exprimierten ebenso ewier der verstorbenen Patienten
weniger CD11b auf der Zelloberflache als die Kolipeysonen, wahrend der verstorbene
MPO-defiziente Patient durchschnittich mehr CD1dbd CD18 auf den Granulozyten
exprimierte (mittlere Zellfluoreszenz). Bei beideerstorbenen Patienten sank die CD11b-
und CD18-Expression kurz vor dem Tod. In der Liteéravird sowohl erhdhte CD11b—
Expression bei Sepsispatienten (Chishti et al.,42@usswurm et al., 2002) als auch
verringerte CD11b—Expression erwéhnt (Nakae atl8bg), abhangig vom Schweregrad der
Sepsis und dem Verlauf.
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Bei einigen wenigen Proben waren bei der Untersughder Fluoreszenzintensitat erhbhte
Kontrollwerte zu beobachten. Bei der Prozentauswertsind die Kontrollen stets negativ.
Hierbei wird nur die Anzahl der Zellen, die sicmarhalb des Markerbereiches befinden,
gewertet. Bei Auswertung der mittleren Fluoreszgpielt die Leuchtintensitat der Zellen die
entscheidende Rolle, so dass sich zwar nur wengerZzim negativen Bereich befinden,
diese aber stark leuchten kdnnen. Bei den Kontaoliglozyten gab es dieses Problem nicht,
so dass vermutet werden konnte, dass bei den §epuidozyten viele Trimmer vorliegen
und der Maus-Antikoérper auch an Trimmer humandegddinden kann.

Toll-like-Rezeptoren (TLR) erkennen spezifische @lBehenstrukturen auf Bakterien
(PAMPs, pathogen associated molecular pattern).ZTéRennt Lipoteichonsauren auf der
Oberflache von Gram-positiven Bakterien wie zumspal Staphylococcus aureus. TLR4-
Molektle erkennen Lipopolysaccharid (LPS) in derlhd@nd von Gram-negativen
Bakterien, wie zum Beispiel Escherichia coli. TLB@wirkt bei Infektion mit Aspergillus
fumigatus, einem h&aufigen Pneumonierreger nach HKemmwmarkstransplantation, die
Aktivierung von oxidativen Signalwegen durch Frézseg von Gelatinase und
proinflammatorischen Cytokinen, wohingegen TLR4mBPS-Kontakt die Freisetzung von
Myeloperoxidase und antiinflammatorischen Cytokimea IL10 bewirkt (Bellocchio et al.,
2004).

Bei den Sepsispatienten exprimierte bei allen eimigser Anteil der Granulozyten TLR2, zu
einem besonders hohen Prozentsatz (30 bis 40 %} rdieulozyten des mit Gram-positiven
Staphylococcus aureus infizierten MPO-defizientatiddten. Bei diesem Patienten waren die
Granulozyten und  Monozyten sowohl im Advia 120 alsauch im
Fluoreszenzdurchflusszytometer kaum voneinander ugabnzen (siehe Ergebnisse,
Abbildung 32). Die Intensitdt der TLR2-Expressianitflere Fluoreszenz) war bei der
Uberlebenden Patienten erhdht. Die TLR4-Expressitarssitat war bei mit Gram-negativen
E. coli- infizierten Uberlebenden und dem nicht-MB€fizienten Verstorbenen stark erhoht.
Beim mit Gram-positivem MRSA Infizierten MPO-Defeziten war die Expressionsintensitat
von TLR2 und 4 leicht erhoht.

5.2.3 Phagozytose und oxidativer Burst

Die durchflusszytometrischen Messungen ergaben Howodr die Granulozyten der

Uberlebenden als auch der verstorbenen Sepsideatiemen etwa genauso hohen Anteil
phagozytosefahiger Granulozyten im Vergleich zuldentrollen.

Die Phagozytoseaktivitat, also die durchschnitdick. coli-Aufnahme pro Granulozyt
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(mittlere Zellfluoreszenz), war bei den GberlebenBatienten &hnlich ausgepragt wie bei den
Kontrollgranulozyten. Bei den zwei verstorbenenidtdén zeigten die Granulozyten des
einen eine verringerte Phagozytoseaktivitat, wahidie Granulozyten des MPO-defizienten
Patienten eine verstarkte Phagozytoseaktivitdt i@sBm. Die bei diesem verstarkte
Phagozytoseintensitat konnte auf eine Kompensagak8on der mangelnden Bildung von
HOCI hindeuten, indem die verstarkte Phagozytose Abtétung der Erreger durch das
nichtoxidative System mit Enzymen wie Lysozymen ubdfensinen ermdoglicht. Eine
verstarkte Phagozytoseaktivitdt bei MPO-defizien@&anulozyten wurde bereits 1996 von
Gerber et al. beschrieben.

Die Bildung reaktiver Sauerstoffverbindungen wurdait der luminolabhangigen
Chemilumineszenz sowohl im Grundzustand als auch Béimulation gemessen.

Die Granulozyten der Giberlebenden Sepsispatienldetén ohne Stimulation bereits deutlich
mehr reaktive Sauerstoffverbindungen und lieReh siesentlich besser stimulieren als die
der gesunden Kontrollpersonen. PMA (100 ng/ml pelmbewirkte eine deutlich starkere
Stimulation als opsonisiertes Zymosan A (250 pgsnal well), wahrend dieser Unterschied
bei den Kontrollgranulozyten nicht feststellbar warder Literatur wurde bei Sepsispatienten
ebenfalls eine erhéhte ROS-Bildung sowohl im Grustiand als auch nach Stimulation mit
verschiedenen Substanzen beschrieben (Marting €088).

Die verstorbenen Sepsispatienten wiesen eine ge@riCL-Bildung als die Uberlebenden
Patienten auf, besonders der MPO-defiziente Patieag mit der teilweisen MPO-Defizienz
der Granulozyten zusammenhangt, da die bei der {mameszenz verwendete
Verstarkersubstanz Luminol vor allem mit HOCI reagi das erst durch die Reaktion der

Myeloperoxidase mit Wasserstoffperoxid entsteht.

5.2.4 Chemotaxis und Degranulation

Die Granulozyten der Sepsispatienten wiesen im Nmig zur Normalkontrolle eine
schwéachere Chemotaxis auf. Diese verminderte Cleeasotwird auch in der Literatur
beschrieben (Alves-Filho et al., 2008). Bei Pagaenmit septischem Schock konnte eine
verminderte Chemotaxis gegen IL8 beobachtet werffehishti et al., 2004). Wenn
Staphylococcus aureus in den Wirt eindringt, lostie Komplementkaskade mit Bildung von
Cbha aus. Immunzellen verfugen Uber Rezeptoren 5a @hd fur formylierte Peptide (C5aR
und FPR). IL8 wird Uber die Chemokinrezeptoren CAXGRd CXCR2 erkannt (de Haas et
al., 2004). Derselbe Autor berichtet Uber die Eengteines Chemotaxis-hemmenden Proteins,
Uber das Staphylococcus aureus verfugt. Dieses Gtagis Inhibitory Protein (CHIPS) wird



Diskussion 189

in mehr als 60 % aller klinischen Isolate gefundes.hemmte die Wanderung zu den zuerst
gebildeten Chemoattraktoren NfMLP und C5a von nemimeutrophilen Granulozyten in
einem Maus-Peritonitis-Modell, aber nicht die Chésme zu dem spater produzierten 1L8
(de Haas et al., 2004). Dies korrelierte mit detdeokung einer Zeitverzégerung von zwei
Stunden bei der Wanderung von Leukozyten zum Ortlfektion mit einem virulenten
Staphylococcus aureus—Stamm (Agarwal, 1967). DerOMEfiziente Patient war mit
Staphylococcus aureus infiziert, eventuell nahmsetieEinfluss auf die Fahigkeit der
neutrophilen Granulozyten des Patienten zur Chensotallerdings tragt CHIPS vor allem
zur erfolgreichen Kolonisation zu Beginn einer kifen bei und wird vor allem zu Beginn
der Infektion bendtigt. Es wird von weiteren Cheaxi¢-inhibierenden Proteinen bei
Staphylococcus aureus wie dem Extracellular Adreréirotein (EAP) berichtet (Chavakis et
al, 2002).

Die mit Enzymen gefillten Granula der Granulozytearden im Falle einer Infektion
teilweise nach auf3en abgegeben. In dieser Arbetievdie Degranulation der Granulozyten
durch Gabe von Cytochalasin B, einem Stoffwechselpkt aus Pilzen, vorbereitet.
Cytochalasin B bindet an Aktinfilamente und hemrnet weitere Anlagerung von Aktin. Das
Zytoskelett wird zerstort. Darauf erfolgte eine metnitige Inkubation mit dem von
Bakterien abgegebenen Stoff NfMLP, wodurch die @Glazyten ihre Granula teilweise
entleerten. Der Advia 120 misst die in den Granafdghaltene Myeloperoxidase. Bei
Entleerung der Granula kommt es deshalb zu einesinaegen Verschiebung der Granulozyten
nach links (X-Achse: Peroxidaseaktivitat) (siehgdbmisteil, Kapitel 4.2.5, Abb. 36 und 37).
Die Lage der Granulozyten in einem Perox X-Diagranmaes Advia 120 vor
Chemikalienbehandlung wurde ausgemessen und daven gémessene Lage der
Granulozyten nach Vorbehandlung mit CytochalasinuBd Inkubation mit NfMLP
abgezogen. So wurde die Verschiebung der Grandowyilke nach links in relativen
Einheiten ermittelt (siehe auch Material und Megrodapitel 3.2.3).

Die Granulozyten der Patienten wiesen im Verglermghder Normalgruppe eine verringerte

Degranulation auf.

5.2.5 Cytokine im Sepsisblut

Bei allen 5 Patienten wurden von der AG Riethmilige Cytokine Lipopolysaccharid-
bindendes Protein (LBP), die proinflammatorischeytokine IL1beta und IL6 sowie das
Chemotaxis-induzierende IL8 und antiinflammatoresciL10 untersucht. LBP bindet an

LPS, prasentiert es CD14-Rezeptor-tragenden Imnienzend tragt so zum LPS-Abbau bei.
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Bei allen Patienten verringerte sich LBP wahrensl Slepsisverlaufes. Bei allen Patienten mit
Ausnahme des MPO-defizienten sanken im Krankhei@sveLBP, IL6, IL8 und IL10 ab.
Der verstorbene MPO-defiziente Patient wies zwae diBP-Verringerung auf, aber alle
anderen untersuchten Cytokine, auch IL1beta, sti@geKrankheitsverlauf an, was auf eine

massive Entzindungsreaktion hinweist.

5.2.6 Die mogliche Bedeutung der MPO-Defizienz bei Sepsis

Es ware eventuell sinnvoll gewesen, fur die Auswegtdie Ergebnisse der uberlebenden
Patienten als Mittelwert zusammenzufassen und dlesezusammengefassten Ergebnissen
der verstorbenen Patienten gegeniberzustellen. dibeeinzelnen Patienten sind aufgrund
des MPO-defizienten Patienten nicht wirklich vergiiar.

Myeloperoxidasedefizienz kommt bei ungefahr jededO® bis 4000. Menschen vor, wie
man seit der Entwicklung durchflusszytometrischgst&me in der Hamatologie weil3, die die
Blutzellen auf Grund ihres Peroxidasegehaltes mhiffeieren (Nauseef 1988). Allerdings
arbeitet nur der Advia 120 mit diesem Peroxidadesys andere hamatologische
Durchflusszytometer wie Sysmex nicht und somit kdieses auch keine Myeloperoxidase-
defizienz detektieren. Die MPO-Defizienz ist klicismeist unauffallig, was sehr tberrascht,
denn urspringlich ging man davon aus, dass diehddie Myeloperoxidase produzierte
HOCI fur die Abtétung der Mikroorganismen zustandigd essentiell ist (Gaut et al., 2001)
und eine Defizienz ebensolche massiven gesundfgti Folgen hervorruft wie die
Septische Granulomatose. Diese ist eine rezessbladhkheit, bei der die NADPH-Oxidase
defekt ist, was die Bildung reaktiver Sauerstoffwedungen verhindert und massive
gesundheitliche Auswirkungen wie Anfalligkeit furnféktionen mit vor allem
katalasepositiven Krankheitserregern sowie Pilzen 8. Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia cepacia upérgifus niger) und Granulombildung
bewirkt. Die Abtotung katalasenegativer Erreger V@geptococcus pneumoniae bereitet
kaum Probleme. Anscheinend wird von diesen Erregegenigend eigenes
Wasserstoffperoxid gebildet. Die neutrophilen Glamyten von Patienten mit chronischer
Granulomatose weisen ein abgeschwéchtes Apoptdsdtesr auf, was die Beteiligung von
ROS bei diesem Prozess nahe legt (Ottonello 2@01).

Bei der MPO-Defizienz gibt es eine erbliche undeegnworbene Form. Der Schweregrad ist
unterschiedlich und reicht von teilweisem Mangelkeuschiedlicher Auspragung bis zu
vollstandiger Defizienz. Die erworbene Form wirdufig mit hAmatopoetischen Stdrungen
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wie z.B. akuter myeloischer Leukamie in Verbindgedpracht (Grossl et al., 1993).

Der MPO-defiziente Patient wies sowohl im Advia 186 auch im FACSCalibur eine sehr
ungewodhnliche Zellpopulation mit Merkmalen von Magiten und Granulozyten gleichzeitig
auf (siehe Ergebnisteil, Kapitel 4.2.1, Abb. 22 wapitel 4.2.2.3, Abb 32). Die Messung im
Advia 120 zeigt Blastenverdacht und viele groR3eleniifizierte Zellen (LUCs), was auf eine
myeloische Leukamie hinweist. Aus der Blutaussaugzahlung von Patient 4 im Vergleich
zur Advia 120-Messung ist bekannt, dass nur ungedih Halfte der Granulozyten aktive
Myeloperoxidase besitzt, was auf eine partielle Mpyeroxidasedefizienz hinweist. Der
FACSCalibur misst die Granularitat der Zellen mitlféd des SSC-Streulichtverhaltens.
Eventuell ist die fehlende bzw. inaktive MPO, dieGranula gespeichert wird, verantwortlich
fur das seltsame morphologische Bild, weil die Gtamyten weniger Granula als normal
besitzen. Die Granulozyten wiesen eine verstarkiagbBzytoseaktivitat bei verminderter
Bildung reaktiver Sauerstoffverbindungen auf, wie such Gerber et al. 1996 bei MPO-
defizienten Granulozyten beobachteten.

Bereits im Grundzustand schienen die GranulozyeenSEepsispatienten stark degranuliert zu
sein. Der Advia 120 detektiert Granulozyten auf iigkuhres Peroxidasegehaltes, was eine
Erklarung fur die starke Degranulation sein konitie. Granulozyten sind nicht degranuliert,
sie erscheinen aber so.

Dieser partielle MPO-Mangel ist normalerweise Idofi unauffallig, weil Krankheitserreger
auch ohne Myeloperoxidase effektiv abgetttet weradea Reeves et al. 2002 berichteten.
ROS-Bildung und MPO-Aktivitdt alleine sind fir da&btdten von Erregern nicht
ausreichend. Durch die NADPH-Oxidase wird aus Sda#rnegativ geladenes Superoxid
gebildet, das einen Ladungsausgleich durch Einstfmositiver lonen, wahrscheinlich
Protonen (Essin et al., 2009), in die Phagozytemolek bewirkt. Durch Anstieg des pH-
Wertes werden die an saure Glycoproteane gebundermeasen wie z.B. Elastase und
Cathepsin G aktiviert. Andere Wissenschatftler lgmgbenfalls Bedenken gegen die zentrale
Bedeutung der reaktiven Sauerstoffverbindungen WOC| bei der Abtdtung der
Mikroorganismen vor (Segal 2005, Ruggeberg e2abp).

Die Bedeutung der Enzyme flr die Abtétung von Kiagitserregern erklart die Abwesenheit
klinischer Symptome bei der MPO-Defizienz. Allerggnweisen einige wenige Personen mit
MPO-Defizienz eine vermehrte Anfalligkeit fur Infednen auf (Lehrer et al., 1969) und bei
MPO-defizienten-Mausen werden haufige Infektioneit @andida albicans beobachtet
(Aratani et al., 1999). Kalinski et al. beschreit#807 den Fall einer schwangeren Frau mit

Praeklampsie und Myeloperoxidasedefizienz, die édwdiche Candidasepsis entwickelte.
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Anscheinend besitzen MPO-defiziente Granulozytezthaine gestorte bakterizide Wirkung
gegen Staphylococcus aureus und eine gestorte megtian (Breton-Gorius et al., 1975). In
diesem Zusammenhang ist es interessant, dass beiMRO-defizienten Patienten als
einzigem der 5 Sepsispatienten eine Infektion nmi#pBylococcus aureus nachgewiesen
wurde.

Im Gegensatz hierzu konnte bei Neutrophilen-Elastidizienten Mausen keine vermehrte
Empfanglichkeit fur Infektionen mit Staphylococcasreus beobachtet werden, daflr aber
mit Gram-negativen Erregern, wie Klebsiella pneurmerund Escherichia coli (Belaaouaj et
al., 1998). Dieselbe Gruppe weist 2005 die gleitiyse Bedeutung der Myeloperoxidase
nach, denn auch MPO-defiziente Mause sind empféndlir Klebsiella pneumoniae (Hirche
et al., 2005).

Interessant sind die Experimente von Clauditz etda¢ 2006 bei Staphylococcus aureus ein
Carotinoid namens Staphyloxanthin in der Zellwamddeckten, das eine Resistenz gegen
reaktive Sauerstoffmetabolite wie WasserstoffpatpoSiuperoxid Radikal, Hydroxyl Radikal
und Hypochlorit vermittelt und vor neutrophilem Kilg schitzt. Eventuell deutet die
Existenz dieses Schutzmechanismus auf die durclmmbhandene Bedeutung der ROS fir die
Mikrobenabwehr hin. Zusétzlich wurde vor kurzem deckt, dass eine Anderung der
Teichonsédurezusammensetzung in der ZellmembranhdDrélanylierung Gram-positive
Bakterien gegen die meisten antimikrobiell wirksan8bstanzen wie z. B. Defensine oder
Myeloperoxidase schiitzt. So sind bei Staphylocoetusus die GraRS-Regulationsgene flr
die D-Alanylierung zusténdig und schutzen vor Abid durch neutrophile Granulozyten
(Kraus et al., 2008). Wenn Krankheitserreger Medman sowohl zum Schutz vor den
aggressiven Sauerstoffverbindungen als auch vominbbiell wirksamen Enzymen
entwickelt haben, scheinen beide eine Rolle beEdeygerabwehr zu spielen.

Besonders wichtig kdnnte das Zusammenspiel beigge®e bei schweren Krankheiten sein,
bei denen das Immunsystem an seine Grenzen stitkéhnte ein Mangel an MPO eine
Auswirkung auf den schweren Sepsisverlauf habeil,iwelieser Extremsituation auch auf
die MPO zurickgegriffen werden muss. Der schnelled Tdes MPO-defizienten-
Sepsispatienten scheint darauf hinzuweisen, dasslehen Extremsituationen die MPO und
ihr Produkt, die HOCI, eine bedeutende Rolle spieleeventuell durch direkte
Erregerbekéampfung oder durch die Rickwirkung aafMIADPH-Oxidase mit nachfolgender

Hemmung der ROS-Bildung, um Gewebsschadigung ugdr@ersagen zu vermeiden.
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5.2.7 Zusammenfassung Sepsis

Die untersuchten Sepsispatienten wiesen eine sthdhte Anzahl an Leukozyten mit einem
erhohten Anteil reifer und unreifer Neutrophiler iBlut auf. Die Verstorbenen wiesen
besonders hohe Leukozytenzahlen auf. Bei den Udmsrtien lieRen sich zu Beginn der
Erkrankung mehr unreife Neutrophile im Blut beoliech Bei einem der verstorbenen
Patienten wurden durch Auszahlung der Blutausdrich Mikroskop wesentlich mehr
neutrophile Granulozyten detektiert als mit dem i&di20, zugleich eine enorme Anzahl an
grof3en unidentifizierten Zellen, was auf eine akumgeloische Leukamie mit erworbener
MPO-Defizienz hindeutet.

Die Neutrophilen von Sepsispatienten wiesen kearénderte Phagozytose auf,

nur der eventuell MPO-defiziente Patient zeigte eierstarkte Phagozytoseintensitat.

Die Sepsispatienten wiesen zumeist eine verring8&e&ektin (CD62L)-Dichte auf der
Zelloberflache auf. Bei dem MPO-defizienten Pagentwar der Anteil Selektin-
exprimierender Granulozyten verringert, wahrend theegrinexpression (CD11b/CD18)
verstarkt war.

Die TLR2 und 4-Expression war bei allen Sepsisp#die verstarkt. Bei dem mit Gram-
positiven  Staphylococcus aureus infizierten MPQazigften Patienten wurde
erwartungsgemal wegen der Lipoteichonsaure eimmestke TLR2-Expression festgestellt,
wahrend zwei mit Gram-negativen Escherichia cdiziarte Uberlebende Patienten aufgrund
des LPS eine deutlich verstarkte TLR4-Expressidwiagen.

Die Granulozyten von Sepsispatienten bildeten séwwwh Grundzustand als auch nach
Stimulation mehr ROS als die Kontrollgranulozytemobei die Granulozyten der
verstorbenen Patienten weniger ROS als die Graytélozder Uberlebenden bildeten.
Besonders gering war die ROS-Bildung bei dem vdrsto MPO-defizienten Patienten. Bei
den Sepsispatienten lief3 sich im Vergleich zu dentiSllen eine verringerte Chemotaxis
beobachten, wobei der MPO-defiziente Patient disngste Chemotaxis aufwies.

Die Granulozyten der Uberlebenden Sepsispatientesew eine verringerte Degranulation im
Vergleich zu den Kontrollgranulozyten auf. Ebenge derstorbenen Patienten, wobei die
extrem geringe Degranulation des einen Patiententaell auf eine akute myeloische
Leukdmie mit einer teilweisen Myeloperoxidasedefiz zurtckgeht, weil im Blutausstrich
wesentlich mehr Granulozyten ausgezahlt wurdervaits Advia 120 angegeben. Auch die
verminderte ROS-Produktion weist in diese Richtulmge fir die Chemilumineszenz
verwendete Verstarkersubstanz Luminol reagiertalern mit HOCI, das erst durch die MPO
aus HO, gebildet wird.
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Bei den Granulozyten der Sepsispatienten konnt@disie fir die Phagozytose, das Integrin
CD11b und die Chemotaxis gegen Ende der Untersgcheine hyporeaktive Phase
festgestellt werden, zumeist bei Gberlebenden Rtatie

Bei allen Patienten verminderte sich im Sepsisuérlader LBP-Wert. Die
proinflammatorischen Cytokine IL1b und IL6 waren den verstorbenen Patienten erhdht,
besonders bei dem MPO-defizienten Patienten. Béaistorbene wiesen hohe Werte des fur
die Chemotaxis verantwortlichen IL8 auf. Das afismmatorische Cytokin IL10 war
allerdings ebenfalls bei den verstorbenen Patiesrtiedht.

Besonderes Augenmerk sollte in zukinftigen Untdrangen auf die Ermittlung des MPO-
Status gelegt werden, ob MPO-Defizienz bei Seps&pan gehauft vorkommt und zu einem
negativen Krankheitsverlauf beitragt. In dieserdsiusind die Fallzahlen sehr gering. Von
funf untersuchten Patienten starben zwei, was @fGkfahrlichkeit der Sepsis und den
dringenden Forschungsbedarf hinweist. Diese Stsmliee auf jeden Fall mit mehr Patienten
wiederholt werden. Zusatzlich zum MPO-Status sallee Apoptose untersucht werden, well
in der Literatur Uber die Bedeutung der Apoptose epsis berichtet wird. So ist bei
Patienten mit schwerer Sepsis eine verringerte fgsapder Granulozyten zu beobachten
(Weiss et al., 2003) ebenso wie veranderte Leukozyind Endothelapoptose (Wesche et al.,
2005). Taneja et al. finden 2004 eine verzogertatidphilenapoptose bei Sepsispatienten,
beruhend auf verlangerter Aktivierung der NFkB welminderten Caspase-3-Spiegeln.
Fialkow et al. berichten in einer 2006 erschienemarblikation von einer umgekehrt
proportionalen Korrelation der Neutrophilenapoptosar Schwere der Sepsis. Eine
verlangerte Lebensspanne konnte mit vermehrter G&wbadigung zusammenhangen.
Delogu et al. fanden 1999 erhdhte Ceramid- und alRa-Spiegel bei Sepsispatienten mit
Multiorganversagen. TNF scheint den Sphingomyelgn&weg mit Ceramidbildung zu
aktivieren und zu einer verstarkten Apoptose besgen. Granulozyten, die mit dem Poren
bildenden Toxin Streptolysin O permeabilisiert wamd spalten L-Selektin von der
Oberflache ab und weisen eine erhdhte Ceramidlglddurch Aktivierung der neutralen
Sphingomyelinase auf (Walev et al., 2000). Patienmé schwerer Sepsis weisen eine erhéhte
Sphingomyelinaseaktivitat mit verstarkter Ceramgtanmlung und nachfolgender Apoptose
mit Organversagen auf. ROS bewirken eine postraoside Modifikation der
Sphingomyelinaseaktivitat (Claus et al., 2005).

Auch die Erythrozytenapoptose (,Eryptose”) ist B&psispatienten verstarkt, was sich in
der bei den meisten Sepsispatienten vorhandenemi@nauf3ert. Die Inkubation von

Erythrozyten Gesunder mit Sepsisplasma oder mitrdifxeden von Sepsis auslésenden
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Erregern fuhrt zu Sphingomyelinaseaktivierung undratidbildung und letztlich zu
Apoptose (Kempe et al., 2007).

Trotz all dieser interessanten Funde zur BedeutlergApoptose bei Sepsis konnte dieser
Parameter aus zeitlichen Grinden im Rahmen dieg&tieSnicht untersucht werden. Es
wurde spéter vergeblich versucht, Sepsisblut flropdpsemessungen zu erhalten. In
zukunftigen Versuchen und Studien sollte auf jeBalh die Apoptose im Verlauf der Sepsis

naher untersucht werden.

5.3 Zystische Fibrose

Fur die CF-Studie wurden insgesamt 18 CF-Patief@evianner und 9 Frauen, Alter von 18
bis 47 Jahre) mit unterschiedlicher Krankheitsa@gpng untersucht. Vier der 18 Patienten
produzierten kein oder nur sehr wenig Sputum. DaistiBn wurde fast immer frisch vor
Versuchsbeginn ohne vorherige Induktion durch ieintd Kochsalzlésung gewonnen, um
eine Beeinflussung der Granulozyten durch Veramdgder Osmolaritéat zu verhindern. Die
meisten Patienten sind chronisch mit unterschibdhic Erregern wie Pseudomonas
aeruginosa, Burkholderia cepacia oder Methicilésistenter Staphylococcus aureus (MRSA)
infiziert.

Bereits 2003 entdeckten Grassmé et al. die Bedgutwuon Ceramid fir die
Apoptoseinduktion und die Regulation der Cytokimaont in pseudomonasinfizierten Zellen.
Zur Verbesserung der Lungenfunktion wurde deshathitdptylin, ein Hemmstoff der
Ceramidbildung aus der Substanzklasse der triohdis Antidepressiva, eingesetzt. Die
Wirkweise von Amitriptylin liegt im proteolytischeAbbau der sauren Sphingomyelinase
begrindet, die Sphingomyelin zu Ceramid spaltetkBeet al., 2010). Durch Amitriptylin
wird weniger Ceramid gebildet, welches sonst diesgédnmlung von CD95 auf der
Zelloberflache bewirkt. Durch diese ,Todesclust&kdmmt es zur Anlagerung von Fas-
Ligand mit nachfolgender Apoptose (Grassmé eR@D8). Dieselbe Arbeitsgruppe um Erich
Gulbins publizierte 2008 eine weitere Arbeit, irr dee auf die Bedeutung des erhdhten pH-
Wertes bei nichtinfizierten CFTR-defizienten Ma&usdmnweist. Dieser bewirkt ein
Ungleichgewicht zwischen Ceramidbildung und -—vewbla so dass es zur
Ceramidanreicherung mit nachfolgender verstarktenpfanglichkeit fir Pseudomonas
aeruginosa-Infektionen kommt. Die Behandlung mit iptylin bewirkt eine
Normalisierung des erhdhten Ceramidspiegels, einerringerung des verstarkten
Epithelzellsterbens und verringert die Empfanglmhk fur die Infektion mit
Krankheitserregern (Teichgraber et al., 2008).
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In der hier vorliegenden Arbeit wurde der Einflve Amitriptylin in vitro auf Granulozyten
gesunder Spender, in vivo auf die Sputumzusamnmansgt und verschiedene
Granulozytenparameter untersucht, wie die Apoptased die Bildung reaktiver
Sauerstoffverbindungen bei CF-Patienten. Zusatzhiiahde von der Arbeitsgruppe von PD
Dr. Joachim Riethmiller der Cytokingehalt in BlutduSputum und die Erregeranzahl im

Sputum ermittelt.

5.3.1 Einfluss von Amitriptylin auf Granulozyten gesunder Probanden

Amitriptylin wurde als Amitriptylin-Hydrochlorid inPulverform in drei Konzentrationen (25
mg, entsprechen 16 pMol/l Vollblut, 75 mentsprechen 48 pMol/l Vollblut, 125 mg
entsprechen 80 pMol/l Vollblut) fir 4 Stunden zwlisrten Granulozyten gesunder
freiwilliger Spender gegeben und die Apoptose Blidung reaktiver Sauerstoffverbindungen
und die Degranulation untersucht.

Amitriptylin bewirkte eine Verstarkung der Apoptosen bis zu 50 % im Vergleich zur
spontanen Apoptose, besonders mit einer Konzemtrathn 48 uM. Dies steht im Gegensatz
zur Theorie, dass Amitriptylin durch Hemmung deursa Sphingomyelinase die Bildung
von Ceramid und somit die Apoptose verringert. Bekrose wurde durch Amitriptylin leicht
erhoht.

Eine Inkubation von Amitriptylin mit frisch isoliegn Granulozyten gesunder Spender
bewirkte im Vergleich zur spontanen ROS-Bildugige Verringerung um bis zu 30 %, die
mit der hochsten Amitriptylinkonzentration von 8Msignifikant war (p<0,01). Nach PMA-
Gabe war eine Verminderung der ROS-Produktion uAtaitriptylineinfluss im Vergleich
zur spontanen Bildung reaktiver Sauerstoffverbimgumum ca. 20 % zu beobachten. Die
Zugabe von opsonisiertem Zymosan A fihrte zu edeertlichen konzentrationsabhangigen
und teils signifikanten Steigerung der Bildung s Sauerstoffverbindungen um bis zu 40
%. Opsonisiertes Zymosan A wird uUber Phagozytodgemommen, maoglicherweise tragt
Amitriptylin zur Verstarkung der Phagozytoseakévibei.

Die Degranulation wurde wunter dem Einfluss von drei unterschiedlche
Amitriptylinkonzentrationen ohne und nach Zugaben v@ytochalasin B und NfMLP
untersucht. Amitriptylin  hemmte die Fahigkeit derraGulozyten zur Abgabe des
Granulainhaltes ins AuRenmedium in allen Konzeinan signifikant (p<0,01). Zwischen
den verschiedenen Konzentrationen lie3en sich Reéimerschiede feststellen.
Zusammenfassend lasst sich also sagen, dass Amiditrideutliche in-vitro-Effekte auf die
Granulozyten zeigte. Amitriptylin bewirkte im Veggth zur Kontrollgruppe eine verringerte
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Abgabe von Granula sowie eine niedrigere ROS-Primluk Hierzu passt die durch
Hemmung der sauren Sphingomyelinase mit nhachfolgencgerer Ceramidbildung erhéhte
Apoptose. All diese Faktoren kénnen dazu beitragié®,Atemwege vor allzu aggressiven
Stoffwechselprodukten der Granulozyten zu schitzgélerdings kann die verringerte
Abgabe des mikrobiziden Granulainhalts ins Phagsigsn auch zu einer schlechteren
Eliminierung von phagozytierten Krankheitserregbaitragen. Die verstarkte Apoptose der
Granulozyten konnte langfristig zu einer Verflussig des Sputums fiihren, weil weniger
Granulozyten in den Atemwegen bei ihrem Zerfall igen DNA freisetzen, die stark zur

Verfestigung des Sputums beitragt.

5.3.2 Zellzahl und Apoptose im Blut der CF-Patienten

Im Vollblut von CF-Patienten waren die Leukozytemzaind der Anteil neutrophiler
Granulozyten erhoht, besonders bei Patienten nfiggktion mit Pseudomonas aeruginosa,
Burkholderia cepacia und MRSA. Der Anteil an aptipthen Granulozyten nach deren
Isolierung aus dem Blut erwies sich meist als geaagering wie bei den Granulozyten
Gesunder. In der Literatur wird ebenfalls kein Wsthied in der Apoptoserate zwischen
Blutgranulozyten von CF-Patienten und Gesundeigésstllt (Adib-Conquy et al., 2008).
Manche CF-Blutneutrophile wiesen eine erhthte Nekron Vergleich zu Gesunden auf. Es
war weder fir die Apoptose noch fir die Nekrose e&nsammenhang mit der

Amitriptylinbehandlung festzustellen.

5.3.3 Bildung reaktiver Sauerstoffverbindungen bei Blutgranulozyten von CF-
Patienten
Die Bildung reaktiver Sauerstoffverbindungen duBRlatgranulozyten konnte bei ungefahr
der Halfte der CF-Patienten untersucht werden. Bienulozyten von CF-Patienten
produzierten im Grundzustand (d.h. ohne Aktiviejungeniger ROS als die gesunder
Kontrollpersonen, unabhangig von der Art der Infaktund der Amitriptylingabe. Die ROS-
Bildung war nach Stimulation mit opsonisiertem Zywao A (250 pg/ml) bei den meisten
Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollpersoadroht, besonders bei Patienten mit
Pseudomonas- oder MRSA-Infektion. Auch in der later wurde bei CF-Blutgranulozyten
nach Stimulation mit opsonisiertem Zymosan einestéekte oxidative Aktivitat beobachtet
(Adib-Conquy et al., 2008). Amitriptylin schien diBOS-Produktion bei Patienten mit
Pseudomonas- oder MRSA-Infektion noch zu steigern.

Die verstarkte ROS-Bildung bei den CF-Patientenclludie Granulozyten kdnnte eine
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schadigende Wirkung auf das Lungen- und Bronchveddpe der Patienten bewirken.
Andererseits kdnnen ROS in Neutrophilen Uber Ceafproduktion mit CD95-Clustern
Caspase-8 aktivieren und sind so an der Auslésangpoptose beteiligt, was wiederum eine
schitzende Wirkung auf die Atemwege haben konnao(8t al., 2004, Scheel-Toellner et
al.,, 2004 a). Auch Glutathion spielt eine wichtig&olle. In alternden neutrophilen
Granulozyten wird die Apoptoseinduktion durch vegerte Glutathionspiegel begunstigt.
Zudem wirkt Glutathion der ROS-Bildung entgegenh@a-Toellner et al., 2004 b).
Andererseits kbnnte die gesteigerte ROS-Produktiominer verbesserten Bekdmpfung der
Erreger bei chronischer Besiedelung beitragen. Deyringerte Bildung reaktiver
Sauerstoffverbindungen bei CF-Granulozyten im Gruisthnd kdnnte eine Erklarung fur die
mangelnde Bekampfung der Erreger im Lungen- unch@rialgewebe sein. Eventuell liegt
auch eine Anderung der Phagozytosefahigkeit vorsoBisiertes Zymosan wird durch
Phagozytose aufgenommen. Die verstarkte ROS-Bildaec) Zymosangabe konnte auf einer
erhohten Phagozytosefahigkeit beruhen, denn dera2detegrin-Rezeptor Mac-1
(CD11b/CD18) ist ein Komplement-Bindungsrezeptdr @ranulozyten und Monozyten, der
fur die Phagozytose von opsonisiertem Zymosan kgndird und zugleich den Phagozyten
die feste Adhasion an das Endothel erméglicht (Rets¥etvicka, 1993). Auch fur die
Apoptose spielen die Phagozytose und der Mac-1{Rezeine wichtige Rolle, da Uber eine
Mac-1-vermittelte Phagozytose-induzierte ROS-Bilgluiver die Aktivierung von Caspase-8
und -3 der extrinsische Weg der Apoptose ausgeliidt(Zhang et al., 2003). Zugleich geht
eine verstarkte Mac-1-Expression mit einer versggrkChemotaxisbefahigung einher (Liles
et al., 2001).

5.3.4 Zusammensetzung des Sputums und Apoptose der Zellen Sputum von
CF-Patienten

Die Messung der Zellzahl, insbesondere aber derpfyse und Nekrose im Sputum ist
grundsatzlich problematisch, weil zum Zeitpunkt d&putumentnahme nicht bestimmt
werden kann, wie lange sich die Granulozyten bemeitlen Atemwegen befanden.
AulRerdem kann mit dem Advia 120 nur der Gesamtaerteukozyten bestimmt werden.
Allerdings kann bei Betrachtung der Graphik (siddildung 9, Material und Methoden) ein
gewisser Ruckschluss auf die Zusammensetzung dekokgten und die Qualitat der
Granulozyten gezogen werden, z.B. im Hinblick aufe dDegranulation. Das
Differentialblutbild des Sputums wurde durch Audm@ly der zeitgleich angefertigten

Cytospins bestimmt.
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Die Bestimmung der Apoptose und Nekrose im Sputsinam sich problematisch, weil das
Sputum kein standardisiertes System ist und diecd@ssigkeit der verfligbaren Apoptose—
und Nekrose Assays unter diesen Umstanden schwmriguschatzen ist. Auf diese
analytische Problematik wird im Kapitel 5.3.4.1 hawsfihrlich eingegangen.

Im Sputum war die Zellzahl bei Patienten mit Pseooioas aeruginosa-, Burkholderia
cepacia- oder MRSA-Infektion im Vergleich zu Pateanmit anderen bakteriellen Erregern
erhoht.

Die Zellzusammensetzung des Sputums war bei deelegn Patienten unterschiedlich, bei
den mit Pseudomonas-, Burkholderia-, MRSA-Keimesidielten Patienten bestand es nur
aus Granulozyten, bei Patienten mit Besiedelunghdandere bakterielle Erreger auch zu
einem grofRen Teil aus Epithelzellen und SpeichlenzeBei Patient 14 (weiblich, 25 Jahre,
besiedelt mit Sphingomonas spec.) musste das Sputamer durch Inhalation von 5,85 M
Kochsalzldsung induziert werden. Das Sputum wieg grol3e Anzahl Speicherzellen und
anderer Zelltypen (Lymphozyten, Monozyten, Eosinlg)tauf. Die Salzlésung scheint einen
grof3en Einfluss auf die Sputumzusammensetzunglzenhavas nicht verwunderlich ist, weil
sich durch die Induktion die Viskositat des Sputwos sehr zah zu dunnflissig andert. Diese
optische Anderung kann auch Auswirkungen auf dighadtenen Zelltypen haben.
Wahrscheinlich kommt das induzierte Sputum tietes den Bronchien als natives Sputum.
Bei einigen Patienten schien Amitriptylin die Ankah Epithelzellen im Sputum zu erhéhen
und gleichzeitig die Granulozytenzahl zu senken.ithgfzellen l6sen sich nur im
abgestorbenen Zustand aus dem Epithelverband wadddsinn im Sputum zu finden. Dies
scheint im Widerspruch zur Theorie zu stehen, dasstriptylin eine Hemmung der
Apoptose der Epithelzellen bewirkt. Allerdings istit hoher Wahrscheinlichkeit ein
konzentrationsabhangiger Mechanismus wirksam, deemamid wird fur die Zellerhaltung
bendtigt und darf nicht vollstandig entfernt werd@d mg Amitriptylin kénnte bereits zu
hoch dosiert sein. Man weil3, dass Amitriptylin whler Konzentration, wie zur Behandlung
von Depressionen verwendet, in seltenen FallenrNeenie auslésen kann.

Die Cytospins wurden ebenso wie die Zellzahlbestimgn im Advia 120 und die
Apoptosemessung mit Sputum, das nach Verdinnung®B& durch ein 40 um Zellsieb
gefiltert wurde, durchgefihrt. Dies war fur die Mesgen mit Durchflusszytometern (Advia
120, FACSCalibur) zwingend notwendig, um ein Vaoto dieser empfindlichen Gerate zu
vermeiden. Fiur die Cytospins ware dies nicht unigtdnotwendig, aber bei Vorversuchen
mit ungefiltertem Sputum zeigte sich, dass die €pyilms aufgrund der groRen Menge

Schleims nur eingeschrankt auszahlbar waren. Atigedbleiben im Zellsieb, abhéngig von
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der Sputumviskositét, unterschiedliche Sputummermeick, so dass diese Methode nicht
wirklich standardisierbar ist. Fir den Vergleich igehen Advia-120-Messung und
Auszahlung von Cytospins eines Patienten am sellagnspielt dieses Problem aber keine
Rolle, weil beide Male dasselbe gefilterte Sputienmendet wird. Einmal mehr zeigt dieses
Vorgehen generell die Einschrdnkung der Aussagefigieh einer genauen Analytik der
Sputumproben. Es liegt in der Natur der Sache, diessAnalytik nicht so genau und
standardisiert durchgefuhrt werden kann wie z.Bt miutproben. Die ,quantitativ"
ermittelten Werte konnen also realistischerweisgigleeh als ,Trendwerte® angesehen
werden.

Die Auszahlung des Sputums nach Trypanblaufarbugabeeinen durchschnittlichen Anteil
von ungefahr 20 bis 45 % toter Zellen im Sputunsgbsamt schwankten die Zahlen, was
aber mit der schwierigen Situation im Sputum zusammangen kann: Es ist teilweise sehr
schwer, zwischen Trimmern und deformierten noclerldbn Zellen zu unterscheiden.
Amitriptylin schien bei einigen Patienten eine Hrbiig der Anzahl toter Zellen zu bewirken.
Der mit Trypanblaufarbung bestimmte Anteil totetl&e im Sputum liel3 sich nicht mit dem
Anteil apoptotischer Zellen im Sputum korrelieren.

Patienten mit Pseudomonas-, Burkholderia- oder MR8éktion wiesen eine hohe
Apoptoserate im Sputum von bis zu 80 % auf, baeRttn mit anderen bakteriellen Erregern
war sie geringer. Amitriptylin bewirkte bei Normigrg auf die Plazebowerte bei einigen
Patienten mit Pseudomonas-Infektion einen Anstexgighoptose.

Die starke Auspragung der Apoptose konnte durch Abgabe von Exotoxinen der die
Atemwege besiedelnden Bakterien bewirkt werden éUshal., 2002).

Bei manchen Patienten, vor allem mit Besiedelungldandere bakterielle Erreger, trat eine
hohe Nekroserate auf, die wahrend der Amitriptydimindlung meist geringer wurde. Die

Nekrose ist nicht unproblematisch, weil sie Entziimgsreaktionen hervorruft.

5.3.4.1 Generelle Probleme der Sputumanalyse

Grundsatzliche methodische Probleme:

Grundsatzlich musste zuerst entschieden werdennattves oder induziertes Sputum
verwendet werden soll. Natives Sputum gibt den Miehén Zustand in den Atemwegen
wieder, ist aber sehr zah. Auch erhebt sich digdsrab das Sputum mit Dithiothreitol (DTT)
verflissigt werden soll. DTT kann eine Verdnderugs Glutathionspiegels und eine
Aktivierung der Neutrophilen bewirken (Tirouvanziaet al., 2008). In dieser Studie

entschieden wir uns fur natives Sputum, das frisetersucht und nicht mit DTT behandelt
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wurde. Allerdings musste in Ausnahmefallen indue®r Sputum verwendet werden.
Manchmal waren die Sputumproben bereits mehrenmed8tuzuvor produziert worden. Diese
Ausnahmen sind im Ergebnisteil in Tabelle 7 damgi#sils zusatzliches Problem kamen die
Patienten aufgrund unterschiedlicher Lebenssitnatio zu vollig unterschiedlichen
Zeitpunkten im Tagesverlauf zur Untersuchung (miesgenittags, nachmittags oder erst in
den spéaten Abendstunden), so dass ein gewissdudsrder Tagesperiodik auf das Sputum
und die Sputumzusammensetzung nicht ausgeschlassden kann.

Die Bestimmung der Apoptose der Zellen im Spututrprsblematisch, weil nicht bekannt
ist, wann die Granulozyten in die Lungen und Broecteinwandern und wie lange die Zellen
bereits dort verweilen. Nicht induziertes Sputummkat haufig aus den Bronchien. Es ist
unbekannt, ob die Granulozyten in festen zeitlicdgklen oder kontinuierlich einwandern.
Deshalb ist es schwierig zu klaren, ob die Grand&zgenerell im Sputum von CF-Patienten
eine verzogerte oder eine verlangerte Apoptose esén. Auch die verfigbaren
Analysemethoden zur Ermittlung apoptotischer odekratischer Zellen sind nicht auf
Sputum ausgelegt und somit ist unklar, inwieweitnngich auf die Aussagekraft dieser
Testsysteme im Sputum verlassen kann. Hinzu komiat génerelle Problematik der
Unterscheidung von apoptotischen und nekrotischadlerz, weil mit dem hier verwendeten
Annexin-Nachweis nur frihapoptotische Zellen alemptisch gewertet werden, wéhrend
spatapoptotische Zellen gemeinsam mit nekrotisélefien erfasst werden.

Auch gibt es in neuester Zeit Hinweise darauf, ddiesVorgange in der Zelle nicht so
eindeutig sind wie bislang angenommen. Es wurde &ischenform zwischen Apoptose
und Nekrose entdeckt, die sogenannte Nekroptoden(itiet al., 2008). Hierbei handelt es
sich um eine Unterform der Nekrose bzw. eine Mischaus Apoptose und Nekrose, die
ebenso wie die Apoptose gezielt induzierbar istghétierweise ist die Entscheidung, ob eine
Zelle apoptotisch oder nekrotisch ist, also gahiso eindeutig zu treffen.

Ein weiteres Problem ist die Konsistenz des SputuBgs den meisten in der Literatur
veroffentlichten Studien wird induziertes Sputunmwendet. In dieser Studie wurde natives
Sputum verwendet, um die Granulozyten so wenig migglich durch Veranderung der
Osmolaritat zu beeinflussen. Allerdings wurde festgllt, dass natives Sputum sehr
unterschiedlich in der Konsistenz und der Zusametznsg ist. Weil die Konsistenz sowohl
zwischen den Patienten als auch an einzelnen Tagjahemselben Patienten stark schwankt,

sollte in Zukunft Gber weitere Moglichkeiten nactigeht werden.
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In der Literatur verdffentlichte Daten:

Apoptose:n der Literatur gibt es mittlerweile viele Dateanz Zellsterben im Sputum, wobel
allerdings generell auf die Problematik der ApoptEstimmung im Sputum kaum
eingegangen wird. Es gibt Publikationen, die desiélmt sind, dass bei CF eine beschleunigte
Apoptose der neutrophilen Granulozyten vorliegt. iB@st Sputum von CF-Patienten mit
Pseudomonas- oder Burkholderiainfektion viele apigthe Granulozyten auf (Watt et al.,
Thorax, 2005), wobei allerdings unklar ist, wane @ranulozyten verstorben sind und seit
wann sie sich in den Atemwegen befanden. Zudemtarktsdas Pseudomonas-Exotoxin
Pyocyanin die Apoptose von normalen neutrophilean@Glozyten (Usher et al., 2002).
Allerdings scheint das Sputum auch einen schitzeidiekt auf die Granulozyten zu haben
und die Apoptose zu verzdgern. Die Abschwachungdpeptose wird auf die Interaktion mit
CF-Epithelzellen zurtickgefuihrt (Adib-Conquy et aRP08). So gibt das CF-Epithel
Granulozyten-Makrophagen-koloniestimulierenden  &iakt (GM-CSF) ab, der die
Neutrophilenapoptose verzégert (Saba et al., 208213h wurden bei CF-Patienten erhthte
Plasmaspiegel des Macrophage migration inhibitoagtdr (MIF) entdeckt, der die
Neutrophilen-Apoptose verzogert (Baumann et alQ30Der Glutathiongehalt spielt eine
wichtige Rolle fir die Apoptose und ist bei CF-Heizellen erhdht, wahrend der
Ceramidspiegel erniedrigt ist. Hierdurch wird dipoptose verzogert (Vilela et al., 2006). Im
Gegensatz hierzu berichten Tirouvanziam et al. 20@% einer Verringerung des
intrazellularen GSH-Spiegels bei lebenden Zellen i&putum im Vergleich zu
Blutneutrophilen. Dies konnte die Apoptoseinduktienleichtern. Zugleich wurde eine
verstarkte CD11b-Expression auf der Oberflache 8paotumneutrophilen im Vergleich zu
Blutgranulozyten beobachtet. Diese Unterschiedsawven Blut— und Atemwegsneutrophilen
wurden aber auch bei Gesunden beobachtet. Evergudies eine notwendige Anpassung an
die Umgebung der Atemwege. Dieselbe Gruppe betictter eine negative Korrelation der
Anzahl lebender Neutrophiler im Sputum mit der Lemfynktion.

Unsere eigenen Ergebnisse scheinen auf eine beaniCbis zu 80 % stark ausgepragte
Apoptose im Sputum bei Patienten mit Pseudomoraskholderia- oder MRSA-Infektion
hinzuweisen.  Apoptose ist ein wichtiger Prozess zweherrschung von
Entzindungsreaktionen. So fuhrt eine Unfahigkeitr Rildung von ceramidreichen
Membranplattformen zu einer mangelnden Apoptoses ve&ch in einer standigen
Entziindungsreaktion mit massiver IL1-Freisetzung Entwicklung einer Sepsis bei Mausen
bemerkbar macht (Grassmé et al., 2003).

Ceramid spielt eine wichtige Rolle bei bakteriellafektionen (besonders der Lunge) und bei
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Sepsis, insbesondere mit den Erregern Staphylosaagreus und Pseudomonas aeruginosa
(Becker et al., 2008). Bei CF-Patienten wurden iasia niedrigere Ceramidspiegel als bei
Gesunden entdeckt. Bei CFTR-Knockout-Mausen sirahflis erniedrigte Ceramidlevel in
von CF betroffenen Organen, wie Lunge, Bauchsp#ddige, Illeum und Plasma,
nachweisbar. Fenretinid [N-(4-hydroxyphenyl) Retmd 4-HPR] ist ein synthetisch
hergestelltes Retinoid (Vitamin A-Derivat) und lesantiproliferative Eigenschaften. Es ist
weniger toxisch als all-trans-Retinsdure und kane diese eine Redifferenzierung von
Tumorzellen bewirken. Die Behandlung mit Fenretimchdohte den Ceramidspiegel und
ermdoglichte den Mausen eine verbesserte Bekampfuorg Pseudomonas aeruginosa-
Infektionen (Guilbault et al., 2008). Allerdingseben diese Ergebnisse im Widerspruch zu
denen der Arbeitsgruppe von Erich Gulbins, die edénedhte Ceramidkonzentration bei
CFTR-defizienten-Mausen fanden. Die Gulbins-Gruepdart die erniedrigten Ceramidwerte
von Guilbault mit der Verwendung vollkommen CFTRidienter Mause, die eine spezielle
Diat einhalten missen, um nicht an Darmverschlussterben. Diese Diat bewirkt einen
Cholesterolanstieg und hierdurch wird die Aktivitdr sauren Sphingomyelinase reduziert
(Teichgraber et al., 2008). Auch gibt es Hinweidass die von Guilbault verwendeten
Testsysteme neben Ceramid auch Dihydroceramid ftikstek. Fenretinid hemmt dessen
Umwandlung zu Ceramid, wodurch sich die erniedng@eramidspiegel erklaren lassen
(Becker et al., 2010).

5.3.5 Cytokine, Lungenfunktion und Ceramidkonzentration

Cytokine und Interleukine:Im Sputum von CF-Patienten wurden in der Literatur

apoptoseinduzierende Cytokine wie TNF alpha undnfleanmatorische Interleukine wie

IL1, IL6 und IL8 gefunden. Aber ebenso sind antanimatorische, wie GM-CSF und IL10,

zu detektieren, die einen hemmenden Einfluss aefApoptose austben konnen. Adib-
Conquy et al. verglichen in einer 2008 erschieneNendffentlichung 1065 Gene von

neutrophilen Blut— und Atemwegsgranulozyten von Fzfienten, die keine Infektion mit

Pseudomonas aufwiesen, mit den Granulozyten voar@es. Die Blutgranulozyten von CF-
Patienten weisen eine Hochregulation von IL3, IL80 und GM-CSF auf. Bei den CF-

Granulozyten aus spontanem Sputum sind 6 Gene dgarert, darunter G-CSF, IL10R

alpha, TNF-Rezeptor und Caspase-1.

Petit-Bertron et al. verglichen 2008 Blut- und Spagranulozyten von CF-Patienten mit den
jeweiligen Granulozyten gesunder Spender und ektelec eine Veranderung der

Oberflachenmarker (z.B. Toll-like-Rezeptoren) sodez IL8-Sekretion und stellten fest, dass
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die Granulozyten aus dem Sputum nicht auf rekonmbasa IL10 reagieren und somit
unempfindlich fur antiinflammatorische Signale ainsscheinen.

Die Arbeitsgruppe von PD Dr. Joachim Riethmdullett ma&hrend dieser CF-Studie die
Cytokinspiegel in Blut und Sputum sowie die Pseudoaszahlen im Sputum untersucht. Die
Spiegel der Entziindungscytokine IL1beta und IL6keanbei einigen Patienten unter Gabe
von Amitriptylin. Amitriptylin schien in einigen H&n den Spiegel des fiir die Chemotaxis
wichtigen Cytokins IL8 in Blut und Sputum zu erhahe

Das Cytokin IL8 scheint auch eine wichtige Rolle der Apoptose zu spielen. So bewirkt die
Behandlung von CF-Epithelzellen mit dem Apoptoskmes TNF eine starke IL8-
Produktion, die durch Fenretinid gesenkt werdemkdenretinid 16st bei CF-Epithelzellen
keine Apoptose aus, wahrend bei Epithelzellen vesuBden eine verstarkte Apoptose, aber
keine Verringerung der TNF-induzierten IL8-Prodoktibbeobachtet wird (Vilela et al., 2006).

Die Untersuchung der Pseudomonaszahl im Sputum Nalshweis einer chronischen
Besiedelung ergab bei Patienten mit Pseudomon&stioriewie erwartet eine hohe Zahl an
Pseudomonas aeruginosa, auch bei Patienten mith&ldesia — oder MRSA-Infektion. Bei
einigen pseudomonasinfizierten Patienten schien dahl im Sputum wahrend der
Behandlung mit Amitriptylin etwas zu sinken.

Lungenfunktion und Ceramidkonzentration in Nasethetzellen

Die Uberpriifung der Lungenfunktion erfolgte durde drbeitsgruppe von PD Dr. Joachim
Riethmuller. Nach Behandlung mit Amitriptylin, vatlem in der niedrigsten Dosis von 25
mg taglich, verbesserte sich bei einigen PatierdEn Lungenfunktion signifikant. Die

Arbeitsgruppe von Professor Erich Gulbins unterteictie Ceramidspiegel in nasalen
Epithelzellen der CF-Patienten. Unter Amitriptylimiduss war eine signifikante Reduktion
der Ceramidkonzentration in nasalen Epithelzelleon vCF-Patienten nachweisbar
(Riethmdiller et al., 2009).

5.3.6 Einfluss zellfreier Sputen von CF-Patienten auf did-unktion von
Granulozyten gesunder Probanden

Wahrend der Studie wurde an jedem UntersuchungSfagum bei -80°C bzw. -20°C

weggefroren, wenn der Patient genigend Sputum predihatte. Die Wirkung der Sputen

wurde bei den Patienten ndher untersucht, bei desieh aus der spirumetrischen

Untersuchung eine Verbesserung der Lungenfunktigalbe Es wurden nur die Ergebnisse
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des ersten und dritten Untersuchungstages desrechgmden Amitriptylinzyklus verwendet,
weil viele Patienten am vierten Tag aus Krankheitisden nicht gewertet werden konnten. Es
konnten nur Sputumuiberstande von Patienten mit d@seonas— oder MRSA-Infektion

verwendet werden, weil nur bei diesen Patienterigend Sputum vorhanden war.

a) Apoptose

Das zellfreie Sputum wurde durch Zentrifugatiosdhen nativen Sputums bei 12000 x g fur
15 Minuten gewonnen, indem der Uberstand abgenomuomeh eingefroren wurde. Die
Auswertung der Einzelergebnisse ergab, dass Spbnstand an sich bei manchen Patienten
die Apoptose gesunder Granulozyten erhdhte. Gleitge Inkubation der Granulozyten mit
dem Apoptoseinduktor Staurosporin und Sputumibedsteewirkte bei allen Proben eine
verstarkte Apoptose.

In der auf den Wert ohne Sputumiberstand normieBesamtauswertung aller Patienten
zeigte sich im Vergleich mit Plazebosputumuberstaime leicht verstarkte Apoptose der

Blutneutrophilen gesunder Spender bei InkubationAmiitriptylinsputumuiberstand.

b) Bildung reaktiver Sauerstoffverbindungen

Die ROS-Bildung ,gesunder Granulozyten“ verringersech im Grundzustand ohne
Stimulation unter Einwirkung von Sputumuiberstand.

Die Inkubation von mit PMA oder opsonisiertem ZymosA stimulierten Granulozyten
gesunder Spender mit Sputumuberstand bewirktestamke ROS-Produktion, besonders mit
Uberstand von Pseudomonasinfizierten. In der Uitersst ebenfalls eine verstarkte ROS-
Bildung bei gesunden Granulozyten durch InkubatrohCF-Sputumuiberstand beschrieben.
Verantwortlich sind eventuell bakterielle Endotaxiader Immunkomplexe (Kharazmi et al.,
1987).

Die Auswertung der auf die Probe ohne Sputumzugaloeierten Messung ergab, dass die
Inkubation mit amitriptylinbehandeltem Sputumibanst von CF-Patienten aus der CF-
Studie bei Neutrophilen gesunder Spender unter ulilon mit PMA oder opsonisiertem
Zymosan A eine starkere Bildung reaktiver Sauehgabindungen als bei Inkubation mit

Sputumuberstand aus einem Plazebozyklus bewirkte.

c) Degranulation

Die Granulozyten von gesunden Probanden wurden GRHSputumuiberstdnden von 3

Patienten ohne Amitriptylinbehandlung inkubiert unbegranulationsuntersuchungen
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durchgefihrt. Hierbei hemmten die Sputumiberstamie Degranulation, was im
Widerspruch zur Literatur steht, nach der Elastagghes-CF-Sputum eosinophile
Blutgranulozyten gesunder Spender degranulierest (881 et al., 1999). Ebenso wird in der
Literatur von einer verstarkten Degranulation bé&i-Blut-Granulozyten (Eosinophile und

Neutrophile) berichtet (Tirouvanziam et al., 2088|ler et al., 1995).

5.3.7 Wirt-Erreger-Interaktion

Die Interaktion zwischen Neutrophilen und Krankkeitegern ist ein sehr komplexer Prozess
voller Wechselwirkungen. So produzieren Krankheresger eine Vielzahl von Faktoren, die
Einfluss auf das Immunsystem nehmen, wahrend digrdjghilen ihrerseits Stoffe gegen die
Mikroorganismen bilden.

Die Virulenz Gram-negativer Bakterien wie Pseudoasoaeruginosa liegt in der Produktion
von Endotoxinen und Lipopolysaccharid (LPS) auf d&ufRenseite der Membran
(Giamarellos-Bourboulis et al., 2004). LPS gehdrt den sogenannten Modulinen. Auch
Gram-positive Erreger besitzen diese Moduline. I8fyoccus aureus bildet das Phenol-
|6sliche-Modulin (Phenol-Soluble-Modulin, PSM), dasrch den Formyl-Peptid-Rezeptor 2
(FPR2) erkannt wird (Rautenberg et al., 2010). DBurteraktion mit dem TLR2-Molekul
bewirken PSM Entzindungsprozesse durch Aktivieruag NFkB sowie Cytokinbildung
(vor allem von TNF alpha, IL1beta und IL6). Nebenee verstarkten Bildung reaktiver
Sauerstoffverbindungen wird gleichzeitig die Apg®ogehemmt (Liles et al., 2001). Ein
weiteres Protein von Staphylococcus aureus, dgsh§dtecoccal virulence factor protein A,
interagiert mit dem TNF-Rezeptor-1 im Atemwegsegitund 16st, ebenso wie TNF,
Apoptose  aus (Fournier  und Philpott, 2005). Eine ddémng der
Teichonsédurezusammensetzung in der ZellmembrarhdDrélanylierung schitzt Gram-
positive Bakterien gegen die meisten antimikrobieirksamen Substanzen wie z. B.
Defensine oder Myeloperoxidase. So bewirkt bei IBtegzoccus aureus D-Alanylierung der
Teichonséuren einen Schutz vor Abtdtung durch ppbtle Granulozyten (Kraus et al.,
2008).

Auch andere Faktoren tragen zur Virulenz diesenkhaitserreger bei. So stellten Berlutti et
al. 2005 eine Eisenuberladung im CF-Sputum fed, l#i Pseudomonas aeruginosa und
Burkholderia cepacia die Biofilmbildung beginstigid so das Anheften an Epithelzellen
erleichtert. In Gegenwart von reduzierten EiseretorfFé*) kann in der Fenton-Reaktion
durch Neutrophile Hydroxylradikal gebildet werdalgs ceramidfreisetzende Enzyme, wie
die saure Sphingomyelinase, aktiviert (Scheel-heelet al., 2004 b). Das Hydroxylradikal
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kann zur Gewebeschadigung beitragen. All diesedfaktdeuten darauf hin, dass sowohl die
Krankheitserreger als auch das Immunsystem selbsipahologischen Prozessen wie
permanenten Entzindungsreaktionen an ZellmembranenGeweben bei CF beitragen.
Eventuell kann Amitriptylin durch seine Wirkung audutrophile Granulozyten einen Beitrag
zur Milderung der Symptomatik bei CF leisten, indeéie® Neutrophilen vermehrt in Apoptose
gehen und die Atemwegsepithelien stabilisiert werdie verstarkte ROS-Bildung durch die
stimulierten Granulozyten konnte zu einer effekire Abtotung der Krankheitserreger

fuhren.

5.3.8 Zusammenfassung CF-Studie

l. In-vitro-Untersuchungen

Bei methodisch klar zu standardisierenden Untensugén der Wirkung von Amitriptylin auf
Granulozyten gesunder Spender wurde eine deutlitikung auf Apoptose, Bildung

reaktiver Sauerstoffverbindungen und die Degramndestgestellt:

a) Apoptose: Amitriptylin bewirkte eine Verstarkumgr Apoptose um bis zu 50 % im
Vergleich zur spontanen Apoptose, besonders mar édonzentration von 48 pM. Dies steht
im Gegensatz zur Theorie, dass Amitriptylin duradimiinung der sauren Sphingomyelinase
die Bildung von Ceramid und somit die Apoptose wgert. Die Nekrose wurde durch

Amitriptylin leicht erhoht.

b) ROS-Bildung: Inkubation von Amitriptylin mit &ch isolierten Granulozyten gesunder
Spender bewirkte im Vergleich zur spontanen RO8tBif eine Verringerung um bis zu 30
%, die mit der hochsten Amitriptylinkonzentratioarv80 uM signifikant war (p<0,01). Nach
PMA-Gabe war eine Verminderung der ROS-Produktiortelu Amitriptylineinfluss im
Vergleich zur spontanen Bildung reaktiver Sauefgéobindungen um ca. 20 % zu
beobachten. Zugabe von opsonisiertem Zymosan Atelbku einer deutlichen, teils
signifikanten konzentrationsabhangigen Steigerung er d Bildung reaktiver
Sauerstoffverbindungen um bis zu 40 %. Opsoniseffgnosan A wird Uber Phagozytose
aufgenommen, moglicherweise tragt Amitriptylin 2derstarkung der Phagozytoseaktivitat
bei.

c) Degranulation: Amitriptylin hemmte die Fahigkaler Granulozyten zur Abgabe des
Granulainhaltes ins AuRenmedium in allen Konzeanan signifikant (p<0,01). Zwischen



Diskussion 208

den verschiedenen Konzentrationen lief3en sich Kéimerschiede feststellen.

Il. Untersuchungen an CF-Patienten

a) Lungenfunktion und Ceramidspiegel in nasaleriiefiellen:

Die Lungenfunktion der Patienten verbesserte sighifskant unter Einnahme von 25 mg
Amitriptylin taglich im Mittel um 4,0 = 7%, (p=0,@}. Auch mit Konzentrationen von 50 und
75 mg Amitriptylin taglich war eine Verbesserung dengenfunktion ersichtlich. Eine von
der Arbeitsgruppe von Professor Gulbins in Essemchdyefihrte Untersuchung der
Ceramidkonzentration der nasalen Epithelzellen@eiPatienten der APAII-Studie mittels
Fluoreszenzmikroskopie ergab eine signifikant wegerte Ceramidkonzentration unter
Amitriptylinbehandlung  (Plazebogruppe: MW + S.D. 02,+ 1,55 relative
Fluoreszenzintensitat, Amitriptylin 0,92 + 0,67 atle Fluoreszenzintensitat, p=0,042)
(Riethmdiller et al., 2009).

b) Sputumzusammensetzung, Erregerzahl und Apoptose:

Sputumzusammensetzung und Erregerz@fi:Patienten mit schwerwiegender chronischer

Infektion (Pseudomonas aeruginosa, Burkholderiaa@ep Staphylococcus aureus) wiesen
erhohte Leukozytenzahlen mit erhdhtem Granulozyteiaim Blut auf. Im Sputum waren
enorme Mengen an Zellen vorhanden. Bei PatientérPseudomonas-, Burkholderia- oder
MRSA-Infektion setzte sich das Sputum fast nur @wanulozyten zusammen. Bei einigen
Patienten mit anderen bakteriellen Erregern kanee $peicherzellen und Epithelzellen vor.
Fast alle mit Pseudomonas aeruginosa, Burkholdssmacia oder Staphylococcus aureus
besiedelten Patienten wiesen eine zeitgleiche Belsieg mit Pseudomonas auf. Diesem
Keim kommt eine besondere Bedeutung im CF-Krankbgegchehen zu, weil CF-
Sputumneutrophile kaum in der Lage sind, Pseudomoaaruginosa abzutdten. Die
Pseudomonaszahlen im Sputum Pseudomonasinfizeaméen unter Amitriptylineinfluss oft
ab.

Apoptose und Nekrose:

Der Anteil apoptotischer Granulozyten war im Sputder CF-Patienten mit 40 bis 80 %
hoch, vor allem bei Patienten mit Pseudomonas-kigideria- oder MRSA-Besiedelung.
Vergleich mit der Plazeboeinnahme ergab fir dieaBdlung mit Amitriptylin bei manchen
Pseudomonas-Patienten eine erhdhte Apoptose undod$éekBei Patienten mit anderen

bakteriellen Erregern fiihrte die Einnahme von Apiijtin zu einem Absinken der Nekrose.
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Allerdings ist die Bestimmung der Apoptose bzw. Male im Sputum problematisch, weil
nicht klar ist, seit wann die in die Atemwege ewgaderten Granulozyten sich bereits dort
befinden und eine Standardisierung deshalb schyisri

CF-Blutneutrophile wiesen erwartungsgemaf eine miksle niedrigere Apoptose als
Sputumneutrophile auf, die im Normalbereich bi$24 lag.

Bei Granulozyten gesunder Spender erhéhte die htlabmit Uberstand von Sputumproben
aus der CF-Studie oft die Apoptose. Bei Inkubatimh Amitriptylin-Sputumtberstand stieg
der Anteil apoptotischer Zellen bei manchen Pseud@as Patienten an. Gleichzeitige
Inkubation der Granulozyten mit Staurosporin undut8muberstand bewirkte bei allen
Proben eine verstarkte Apoptose. In der auf dent Wkene Sputumuiberstand normierten
Gesamtauswertung aller Patienten zeigte sich inglgieh mit Plazebosputumiberstand eine
leicht verstarkte Apoptose der Blutneutrophilen upeler Spender bei Inkubation mit
Amitriptylinsputumuiberstand.

¢) ROS-Bildung und Degranulation:

ROS-Bildung: Die ROS-Bildung der Blutgranulozyten war bei CHi@aden im
Grundzustand verringert und nach Stimulation mitmdgan A vor allem bei mit
Pseudomonas- oder MRSA- besiedelten PatientenavieisDie Einnahme von Amitriptylin
verstarkte die ROS-Bildung bei pseudomonasbesetélatienten.

Uberstand von wahrend der CF-Studie gewonnenenuBgubben bewirkte bei Granulozyten
gesunder Spender im Grundzustand ohne Stimulaten\erringerung der Bildung reaktiver
Sauerstoffverbindungen. Inkubation von mit PMA odepsonisiertem Zymosan A
stimulierten Granulozyten gesunder Spender mit (8puberstand fuhrte zu einer starken
ROS-Produktion. Die Inkubation mit amitriptylinbetteltem Sputumiberstand von CF-
Patienten aus der CF-Studie bewirkte bei Neutrephgesunder Spender unter Stimulation
mit PMA oder opsonisiertem Zymosan A eine starkeiildung reaktiver
Sauerstoffverbindungen als bei Inkubation mit Sputberstand aus einem Plazebozyklus.

Degranulation: Sputumuberstand von nicht mit Amitriptylin behahele CF-Patienten

bewirkte eine Hemmung der Degranulation bei Granyien gesunder Spender.

d) Cytokine: Patienten, die mit Amitriptylin behandelt wurdereigten erhdohte Werte des
Chemotaxis-induzierenden Cytokins IL8 und des afd@immatorischen Cytokins IL10 in

Blut und Sputum. Bei manchen mit Amitriptylin beklaften Patienten wurde eine
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Verringerung der proinflammatorischen Cytokine Iefd und IL6 im Behandlungsverlauf
beobachtet.

Amitriptylin bewirkte eine Verbesserung der Lungamition bei vielen Patienten.

Die  Korrelation der  Granulozytenparameter mit  den rgelBnissen  der
Lungenfunktionsuntersuchung ergab flr pseudomofiagirie Patienten wahrend der
Amitriptylineinnahme eine Verringerung der Neutrdphzahl in Blut und Sputum.
Gleichzeitig stieg die Apoptose im Sputum an. Dikesin auf eine Schutzwirkung von
Amitriptylin fur die Atemwege hinweisen. Indem wgar Granulozyten in der Lunge
vorhanden sind, weil die vorhandenen Granulozytesgoptose gehen, kann die Schadigung
der Atemwege verringert werden.

Aufgrund der Ergebnisse, die auf eine positive Wdk von Amitriptylin auf das
Krankheitsgeschehen in den Atemwegen bei CF-Patidminweisen, sollte die Wirkung von
Amitriptylin auf CF-Patienten an einem grol3eren idtdénkollektiv untersucht werden.
Wegen des grofR3en Infektionsrisikos in der Wintergellten diese im Sommer stattfinden.
Hierbei sollte besonderes Augenmerk auf die Spuewnhung gelegt werden. So ist es
eventuell doch von Vorteil, induziertes Sputum zerwenden, um eine bessere
Vergleichbarkeit zu gewahrleisten.

Auf jeden Fall sollte die Degranulation bei Grarayken aus Sputum von CF-Patienten nach
Amitriptylinbehandlung untersucht werden.

Die Apoptose in CF-Sputum ist schwer standardisierdventuell sollten andere Testsysteme

auf ihre Eignung untersucht werden.
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6 Zusammenfassung

Granulozyten(Neutrophile Granulozyten) spielen sowohl bei deps$s als auch bei der
Zystischen Fibrose eine herausragende Rolle, wasitbedurch ihr zahlenmaRig enorm
gesteigertes Vorkommen im Blut (Sepsis) und im @mugZystische Fibrose) angezeigt wird.
Um die Rolle der Granulozyten bei diesen beidemKinaitsbildern genauer zu untersuchen,

wurden klinische Studien durchgefuhrt.

Sepsis:

In der GZF-Studie, einer longitudinalen klinischd?ilotstudie an 5 Sepsispatienten
(Probanden: 4 Manner, 1 Frau, Alter 58 bis 82 Jdbn¢ersuchung an den Tagen 1-4, 7, 10,
17) unter Leitung von PD Dr. med. Joachim Rietherill wurden verschiedene
Oberflachenmolekille sowie funktionelle Parameter @ ranulozyten untersucht. Die
untersuchten Sepsispatienten wiesen eine starlhtert&nzahl an Leukozyten sowie einen
erhohten Anteil reifer und unreifer neutrophilera@ulozyten im Blut auf. Die spater
Verstorbenen (2/5) wiesen besonders hohe Leukazatden auf, wohingegen sich bei den
Uberlebenden zu Beginn der Erkrankung mehr unneéfetrophile Granulozyten im Blut
befanden. Bei 4 von 5 Sepsispatienten wiesen die Granulozyeime verringerte
Selektindichte auf der Zelloberflache im Verglemmh gesunden Kontrollen (n=5) auf. Bei
einem der verstorbenen Patienten fiel eine verstahktegrinexpression bei gleichzeitig
verringerter Selektinexpression auDie TLR2 und 4-Expression war bei allen
Sepsispatienten verstarkt. Bei einem mit Gram-p@sit Staphylococcus aureus infizierten
Patienten wurde erwartungsgemald aufgrund der Llighmtesdure eine sehr starke TLR2-
Expression festgestellt, wahrend zwei mit Gram-tiega Escherichia coli infizierte
Patienten aufgrund des Lipopolysaccharids eine lideutverstarkte TLR4-Expression
aufwiesen. Die Granulozyten der Sepsispatientadetsh sowohl im Grundzustand als auch
nach Stimulation mehr reaktive Sauerstoffverbindam¢ROS) als die Kontrollgranulozyten,
wobei die Granulozyten der spater verstorbenereRat weniger ROS als die Granulozyten
der Uberlebenden bildeten. Bei den Sepsispatidi@Brsich im Vergleich zu den Kontrollen
eine verringerte Chemotaxis und Degranulation belotem, insbesondere bei einem der
spater verstorbenen Patienten. Dieser zeigte Zickétine verstarkte Phagozytoseintensitat
der Granulozyten. Bei diesem Patienten wurde amaA@i20 ein partieller Myeloperoxidase
(MPO)-Mangel festgestellt, moglicherweise litt deatient an einer myeloischen Leukamie.
Bei den Granulozyten der Uberlebenden Sepsispatiannte teilweise fur die Phagozytose,

die Expression des Integrins CD11b und die Chenmigegen Ende der Untersuchung eine
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hyporeaktive Phase festgestellt werden.

Bei allen Patienten verminderte sich im Sepsisuérider Wert des Lipopolysaccharid-

bindenden Proteins im Plasma. Die proinflammatbascCytokine IL1b und IL6 waren bei

den verstorbenen Patienten erhéht, besonders eMiO-defizienten Patienten. Die beiden
spater Verstorbenen wiesen auffallend hohe Wersefistedie Chemotaxis verantwortlichen
IL8 auf. Bei einem der Verstorbenen war die Chemistatark ausgepragt, wahrend der
MPO-defiziente Patient eine sehr schwache Chenmtxiwies. Das antiinflammatorische
Cytokin IL10 war ebenfalls bei den verstorbenendpagn erhoht.

Zukunftig sollte bei den Advia-Blutbildern von Seégmsatienten speziell darauf geachtet
werden, ob ein MPO-Mangel vorliegt und ob dieseidPt#n einen dramatischeren

Krankheitsverlauf zeigen.

Zystische Fibrose (CF):
In der APAII-Studie, einer randomisierten plazebatkollierten doppelblinden Cross-over-
Studie unter Leitung von PD Dr. med. Joachim Ridthen wurde an 18 CF-Patienten die

Wirkung von 3 unterschiedlichen Konzentrationen dedgyklischen Antidepressivums
Amitriptylin (25 mg, 50 mg, 75 mg p.o.) untersu¢Rtobanden: 9 Frauen, 9 Manner, Alter 18
bis 47 Jahre, Untersuchung an Tag 0, 7, 14 unge28,Zyklen, Zeitraum Herbst 2006 bis
Sommer 2007).

Von diesen Probanden wurden in Blut und nativem t8pu verschiedene
Granulozytenparameter wie Zellzahl, Apoptose, Biglueaktiver Sauerstoffverbindungen
und Degranulation bestimmt.

Zuvor wurde die Wirkung von Amitryptilin auf isoli Granulozyten gesunder Probanden in
vitro untersucht. Amitriptylin verstarkte die Apa@se, hemmte aber die Bildung reaktiver
Sauerstoffverbindungen sowohl im Grundzustand ad$ anach Stimulation mit PMA. Auch
die Degranulation der MPO war nach Behandlung miitAyptilin signifikant vermindert.

Im Blut von CF-Patienten waren die Leukozytenzahlemd der Anteil neutrophiler
Granulozyten erhoht. Die Granulozyten der CF-P&meiildeten im Grundzustand weniger
reaktive Sauerstoffverbindungen a® von Gesunden. Durch Stimulation mit Zymosan A
erhohte sich die ROS-Bildung. Wahrend der Behargdimit Amitriptylin war eine weitere
Steigerung bei mit Pseudomonas- oder MRSA-infieie@F-Patienten zu beobachten.

Die Auszahlung der Cytospins ergab fur Sputen vom PRseudomonas aeruginosa-,
Burkholderia cepacia- oder MRSA-besiedelten CFep#in fast nur neutrophile

Granulozyten (> 90 %), wahrend im Sputum von P&temit anderen bakteriellen Erregern
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neben Neutrophilen viele Epithelzellen und Speizbiégn zu finden waren. Bei einem
Patienten mit Besiedelung durch andere bakteriEleeger musste das Sputum immer
induziert werden. Dieser Vorgang scheint einenl&ssf auf die Sputumzusammensetzung zu
besitzen, weil bei diesem Patienten sehr vielecBpezellen beobachtet wurden.

Die quantitativeAuswertung der Apoptosebestimmungen in SputumpraleerCF-Patienten
war problematischyeil nicht klar ist, wann die Zellen ins Sputum ggmandert sind. In
dieser Studie wurden mit dem Annexin-Testsysteneh@boptoseraten im Sputum von CF-
Patienten beobachtet, die bei Pseudomonaspatidnteh Amitriptylin noch anstiegen. Die
Pseudomonasanzahl im Sputum verringerte sich wédhdem Amitriptylinbehandlung bei
manchen Patienten.

Darlber hinaus wurden Granulozyten von gesundendgpe mit APAII-Sputumiberstanden
der CF-Patienten inkubiert. Die Sputen einiger Bemwonaspatienten fuhrten zu einer
Erh6hung der Apoptose und zu einer verstarkten B@dang bei stimulierten Granulozyten,
insbesondere Sputen von mit Amitriptylin behandeRatienten. CF-Sputumuberstand ohne
Amitriptylinbehandlung hemmte die Degranulation 8O gesunder Granulozyten.

Die Lungenfunktion verbesserte sich unter der Bdheng mit Amitriptylin bei vielen
Patienten. Die Korrelation der Lungenfunktionsvedsrung mit den entsprechenden
Granulozytenparametern ergab unter Amitriptylinkeiss fliir pseudomonasinfizierte Patienten
eine Abnahme der Neutrophilen in Blut und Sputuwisceine Zunahme der Apoptose im
Sputum. Die Abnahme der neutrophilen Granulozytemies die verstarkte Apoptose kénnten
zu einergeringeren Schadigung der Atemwege fuhren. Allgslisteht die Zunahme der
Apoptose im Gegensatz zu der Annahme, dass Anylinglie Apoptose hemmt, wie dies fur
Epithelzellen durch Verminderung des Ceramidspggakchgewiesen wurde (Riethmdller et
al., 2009). Eventuell wirken bei Granulozyten aedéechanismen.

Trotz einiger Hinweise auf eine regulierende Wirgwon Amitriptylin auf die Granulozyten
Im Sputum lasst sich also noch keine generelle Zgesszur Wirkung treffen. In kinftigen
Studien sollte eine grélRere Anzahl an CF-PatienmtgnAmitriptylin behandelt werden und
die Studien sollten unbedingt vor Beginn der Hefdéinterzeit abgeschlossen werden, um
den Einfluss von viralen Infekten zu minimierenn&weitere, gerade abgeschlossene Phase
[I-Studie der Arbeitsgruppe bestétigte die positWirkung auf die Lungenfunktion. Ein
weiteres Problem war die Verwendung nativen Sputumiseser Studie. So erhalt man zwar
die Granulozyten in moglichst unverandertem Zustaamoer durch die unterschiedliche
Viskositat ergeben sich Probleme bei der Standardisg. Zukinftig sollte wegen der

besseren Vergleichbarkeit induziertes Sputum vetleewerden.
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7 Summary

Granulocytes (neutrophil granulocytes) play an ingoat role for sepsis as well as for cystic
fibrosis, obvious through the enormous numbershm lblood (sepsis) and in the sputum
(cystic fibrosis). To examine the role of neutrdphwithin these two diseases, clinical trials

were carried out.

Sepsis:

In the GZF-study, a longitudinal clinical pilot stywith 5 sepsis patients (probands: 4 male,
1 female, age 58 until 82 years, examination on t&y 7, 10, 17) under supervision of
associate professor MD Joachim Riethmduller, differsurface molecules and functional
parameters of granulocytes were analysed. The eeginmsepsis patients had a strongly
increased amount of leucocytes and an increasecemtage of mature and premature
neutrophils in blood. The afterwards deceased (B#s) especially high leucocyte numbers,
whereas the survivors had more premature neutragahulocytes in the blood at the
beginning of the disease. Granulocytes of 4 frosefisis patients showed a decreased density
of selectin at the cell surface compared to heattintrols (n=5). One of the deceased had an
increased expression of integrin with reduced esgpom of selectin at the same time. TLR2
and 4-expression was increased for all sepsis rntati€@One patient with Gram-positive
Staphylococcus aureus showed a very strong TLRBesegn, as expected due to
lipoteichoic acid. Two patients with Gram-negati#&scherichia coli showed a clearly
heightened TLR4-expression, due to lipopolysacdearihe granulocytes of sepsis patients
produced in the ground state as well as after $&timm more reactive oxygen species (ROS)
than the control granulocytes. ROS production ef liter deceased was lower than that of
survivors. Sepsis patients showed in comparisorh vaontrol persons a diminished
chemotaxis and degranulation, especially one ofafterwards deceased. Additionally, the
granulocytes of this patient showed an increasthsity of phagocytosis. For this patient, a
partially myeloperoxidase (MPO)-deficiency could $een with the Advia 120, possibly the
patient had a myeloic leukaemia.

Granulocytes of surviving sepsis patients showedighg at the end of the study a
hyporeactive phase for phagocytosis, the expressiariegrin Cd11b and chemotaxis. In the
course of sepsis, the value for lipopolysacchabieeling protein in plasma decreased for all
patients. Proinflammatory cytokines IL1b and IL6revécreased for the deceased, especially

for the MPO-deficient patient. Both later deceasbdwed high values of the chemotaxis
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inducing IL8. One of them had a distinct chemotaxisile the MPO-deficient patient
showed a very low chemotaxis. The anti-inflammatoyiokine 1L10 was as well increased
for the deceased.

In the future, attention should be payed for MP@etkency in Advia-blood counts and if

these patients show a more dramatically coursésebde.

Cystic fibrosis (CF):

In the APAII-study, a randomized placebo controltexnible blinded cross-over-trial with 18

CF-patients under supervision of associate profddébJoachim Riethmuller, the efficacy of
3 different concentrations of the tricyclic antidegsant amitriptyline were investigated (25
mg, 50 mg, 75 mg p.o.) (probands: 9 male, 9 fenade, 18 until 47 years, examination on
day 0, 7, 14 and 28, 3 cycles each, period autudde 2o summer 2007). From this probands
different granulocyte parameters were evaluated ¢i&ll amount, apoptosis, production of
ROS and degranulation. Previously, the effect oftrgotyline to isolated granulocytes from
healthy probands was examined. Amitriptyline insesh apoptosis, but reduced ROS-
production as well in ground state as after stitnutawith PMA. Also, degranulation of
MPO was significantly diminished after treatmenthnamitriptyline.

In the blood of CF-patients, the leucocyte amouatsl the percentage of neutrophil
granulocytes were increased. The granulocytes epaients produced in ground state less
ROS than granulocytes from healthy donors. Stinardawith Zymosan A heightened ROS-
production. During treatment with amitriptyline, ather rise was observed for CF-patients
infected with Pseudomonas aeruginosa or MRSA.

The enumeration of cytospins from CF-patients dskxh with Pseudomonas aeruginosa,
Burkholderia cepacia or MRSA resulted in almost eheneutrophils in sputum (> 90 %),
whereas in sputa from patients colonised with otieaterial pathogens besides neutrophils
many epithelial cells and storage cells were fouflde sputum from one patient with
colonisation with other bacterial pathogens hadaghbmo be induced. This procedure seems
to have an influence on the sputum composite, secaulot of storage cells could be seen
here.

The quantitative evaluation of apoptosis deternmmain sputum probes of CF-patinets was
problematically, because it is unclear, when aamiligrate into sputum. In this study high rates
of apoptosis were seen with the annexin test syste@F-sputum, increasing for patients
with Pseudomoas aeruginosa under amitriptylinetrtreat. The amount of Pseudomonas

aeruginosa in the sputum decreased for some patening taking of amitriptyline.
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Beyond that, granulocytes from healthy donors wereubated with APAIll-sputum
supernatant from CF-patients. The sputa from somedlients caused an enhancement of
apoptosis and an intensified ROS-production aftanudation, especially for sputa from
patients treated with amitriptyline. CF-Sputum sup#ant without amitriptyline treatment
inhibited the degranulation of MPO from granulosyteom healthy donors.

The pulmonary function of many patients was enhdniog therapy with amitriptyline.
Correlation between pulmonary function with the responding granulocyte parameters
showed for patients with Pseudomonas aeruginoser umiience of amitriptyline a decrease
of neutrophils in blood and sputum as well as a dsapoptosis in sputum. The decline of
neutrophil granulocytes as well as the increaseptaygis in sputum could account for less
damage in the respiratory tracts. However, the em®ed apoptosis is contrary to the
assumption of an apoptosis inhibition through aptigtine, like proved for epithelial cells
through reduction of ceramide level (Riethmulleakt 2009). Eventually other mechanisms
are valid for granulocytes. Despite of some consiilens for a regulating influence of
amitriptyline on granulocytes in sputum, no genstatement can be made yet.

In further trials, a higher amount of CF-patiet®@dd be treated with amitriptyline and the
studies should end before beginning of autumn/witdeminimize the influence of viral
infections. Another just finished phasell-trial thfe working group confirmed the positive
effect on the pulmonary function.

Another problem was the usage of native sputurhisdtudy. That way, granulocytes are as
unmodified as possible, but there are problems i standardisation because of the
different viscosity. In the future induced sputunogld be used due to a better comparability.
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