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1. EINLEITUNG

1.1  Allgemeines

Mukoviszidose, auch als Zystische Fibrose (kurz: CF) bezeichnet, ist die hdufigste angebore-
ne Stoffwechselkrankheit der weillen Rasse. Die Erkrankung wird autosomal rezessiv vererbt
[1]. Wainwright et al. schitzten die Haufigkeit der heterozygoten, symptomlosen Merkmals-
triager auf 5 % [2]. Ubereinstimmend wird auch aktuell fiir die weiBe Rasse eine Genfrequenz

von etwa 1 : 20 bis 1 : 30 angenommen [1, 3].

Daraus ergibt sich eine Inzidenz von 1: 2000 - 2500 aller weilen Lebendgeborenen in Mittel-
europa [1, 3]. Bezogen auf die gesamte weille Bevolkerung ist mit einem Erkrankungsfall auf

2500 bis 3500 Lebendgeborene zu rechnen [4, 5].

Wainwright et al. sowie Knowlton et al. stellten 1985 fest, dass das Mukoviszidose-Gen auf
dem langen Arm des Chromosom 7 lokalisiert ist [2, 6]. Die Lage des CF-Gens konnte 1989
weiter prézisiert werden [7, 8]. Bei der in Mitteleuropa und den U.S.A. hiufigsten Mutation
handelt es sich um eine Deletion in Position 508 des Genproduktes, die fiir Phenylalanin ko-
diert. Diese Mutation, AF508, liegt in Mittel- und Nordeuropa in 70-75 % [1] der Fille vor.
Inzwischen sind allerdings iiber 1300 verschiedene Mutationen bekannt, und mit zahlreichen

weiteren, zur Zeit noch nicht bekannten Varianten ist zu rechnen [1].

Defektes  Veridnderter Chloridsekretion blockiert, Zihes Bronchial-

Gen Proteinkomplex  Natriumabsorption gesteigert sekret

Cr

Abb. 1.1: Basisdefekt bei Zystischer Fibrose



Der Gendefekt fiihrt zur Produktion eines defekten Membrantransportproteins, das als Cystic
Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator (CFTR) bezeichnet wird. Das Protein dient
beim Gesunden als Chloridkanal an der apikalen Membran, durch den Chlorid aus der Zelle
ins Lumen geschleust wird (Abb. 1.1). Dieser Weg ist beim Mukoviszidosepatienten gestort,
so dass sich intrazelluldr C1” ansammelt. Gleichzeitig ist die Aufnahme von Na* aus dem Lu-
men in das Interstitium gesteigert. Den Natriumionen folgt passiv Wasser, das somit dem
Lumen entzogen wird. Dies fiihrt zur Eindickung des Mukus im Lumen, was wiederum die

Sekretelimination erheblich erschwert und die klinische Manifestation der CF bedingt [9]:

e Im Respirationstrakt kommt es zu gehiuften Infekten, Bronchitiden, Bronchopneumonien
und im weiteren Verlauf zur chronischen bakteriellen Besiedlung. Typische Erreger sind
dabei vor allem Haemophilus influencae, Staphylococcus aureus und Pseudomonas aeru-
ginosa [4, 5, 10-13], fiir die das zdhe Bronchialsekret einen idealen Ndhrboden darstellt.
Die Lungen werden schlieBlich irreversibel geschiddigt; Bronchiektasen, Atelektasen,
Lungenfibrose und emphysematische Verdnderungen konnen als Komplikation auftreten.
Diese Veridnderungen bedingen wiederum eine Hypoxie, pulmonale Hypertonie und

Rechtsherzbelastung.

® Im Pankreas kann es zur Obstruktion der Ausfithrungsginge mit nachfolgender Pankreas-
insuffizienz und/oder Pankreatitis kommen. AuBlerdem kann sich ein sogenannter CF-

Diabetes entwickeln.

¢ Im Darmtrakt kann die Obstruktion bis zum kompletten Ileus gehen. Der Mekoniumileus
des Neugeborenen ist die fritheste Manifestationsform der Mukoviszidose. Das Mekoni-
umileusdquivalent bei Kindern oder Erwachsenen wird auch als Distales Intestinales Ob-

struktionssyndrom (DIOS) bezeichnet.

e In der apikalen Zellmembran der Gallengangsepithelzellen fiihrt die gestorte Expression
von CFTR zu abnorm viskosen Gallensekreten. Zu den hepatobilidren Manifestations-
formen der Mukoviszidose gehoren eine cholestatische ,,Cholangitis* des Sduglings,
transiente Hepatomegalie mit Fettleber, Mikrogallenblase, Cholezysto- und Cholangio-
lithiasis, periportale Fibrose, fokale und multilobulidre bilidre Zirrhose mit den entspre-

chenden Folgeerscheinungen.

e Durch Obstruktion des Ductus deferens sind die meisten méannlichen Mukoviszidosepa-

tienten infertil.



e An den Schweifidriisen fithrt der Chloridkanaldefekt dazu, dass aus dem Primirschweif3
kaum NaCl riickresorbiert werden kann, was zu einem im Vergleich mit Gesunden deut-
lich erhohten Verlust von Natriumionen und Chlorid iiber den SchweiB fiihrt. Dieses Pha-
nomen wird bei der Diagnostik der Mukoviszidose im Rahmen des SchweiBtestes genutzt,
bei dem nach Pilocarpinstimulation der Haut eine deutlich erhdhte Na*- beziehungsweise

CI'- Konzentration im Schweill gemessen werden kann [14].

Abb. 1.2 fasst die wichtigsten Manifestationsformen der Mukoviszidose zusammen.

neonatale intesti-— . Mekoniumileus

nale Obstruktion

spitere Verstop- — distale intestinale Ob-

fungssyndrome struktion (DIOS)

gestorte mukozi- —» chronische Pneumonie,
lidre Clearance spéter respiratorische
und kardiale Insuffizi-

enz

genetischer— hochviskose Pankreasgang- __ | Maldigestion, Gedeih-
und moleku- Sekrete Obstruktion storung, Diabetes mel-
larbiologi- litus
scher Basisde-
fekt Gallengangsverle- —» Gallensteine, Leberzir-
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Ductus-deferens-___  Azoospermie, Fertili-
Obliteration tatsstorungen beim
Mann

Schweifl mit ho-, Salzverlustsyndrom

hem Salzgehalt bei Fieber und Hitze

Abb. 1.2: Wichtige Manifestationsformen bei Zystischer Fibrose [1].
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e Ferner konnen Organbeteiligungen von Knochen, Bindegewebe, Gelenken, Nieren und

Harnwegen sowie im HNO-Bereich auftreten.

Vorrangiges Ziel einer addquaten Therapie ist es, die Progredienz der pulmonalen Beteiligung
aufzuhalten. Dazu dienen MalBlnahmen zur Sekretelimination wie konsequente Physiotherapie
und Gabe von Mukolytika wie DNase. Aulerdem ist anzustreben, die Hiufigkeit bakterieller
Infektionen moglichst gering zu halten, beziehungsweise diese bei ihrem Auftreten konse-
quent antibiotisch zu bekdmpfen. Ferner gehoren die Gabe von bronchospasmolytischen und
antientziindlichen Medikamenten zur Standardtherapie [1,15]. Ultima ratio ist die Lungen-

oder gegebenentfalls Herz-Lungentransplantation.

Aufgrund des erhohten Energiebedarfes ist eine hochkalorische Kost erforderlich. Bei beste-
hender Pankreasinsuffizienz miissen auBerdem Pankreasenzyme und Vitamine substituiert

werden.

Ein GroBteil der betroffenen Kinder starb noch bis Ende der sechziger Jahre im Vorschulalter
[1]. Fiir heute geborene CF-Patienten kalkuliert man zwar eine mittlere Lebenserwartung von
ca. 42 Jahren [1]. Trotz bedeutender Therapiefortschritte vor allem durch eine bessere antibio-
tische Therapie und konsequente Inhalations- und Physiotherapie bleibt die Prognose jedoch

insgesamt weiterhin ernst.

Im Folgenden werden die Entziindungsmechanismen im Respirationstrakt ausfiihrlicher dar-

gestellt, da sich die vorliegende Arbeit darauf konzentriert.

1.2  Pathomechanismen der Entziindungsreaktionen in Atemwegen und Lunge bei

Zystischer Fibrose

Aufgrund des defekten CFTR kommt es - wie oben beschrieben - an der apikalen Membran
des respiratorischen Epithels zu einer verminderten Chloridsekretion und einer exzessiv ge-
steigerten Natriumabsorption. Passiv folgt Wasser den Natriumionen in die Zelle. Zusitzliche
Transportwege fiir Chlorid, ndmlich kalziumabhéngige Chlorkanéle und parazelluldre Mecha-

nismen, sind nicht in der Lage, den durch CFTR bedingten Defekt zu kompensieren [1].

Folge der Storungen sind eine erhebliche Viskosititserhohung des Bronchialsekrets und eine
Sekretretention. Dies fiihrt wiederum zu chronischer Bronchialobstruktion und rezidivieren-

den Infektionen. Die komplexen Entziindungsmechanismen, die dabei eine Rolle spielen, sind

4



Gegenstand intensiver Forschung. Von entscheidender Bedeutung ist vor allem eine Storung
des Proteasen/Antiproteasen-Gleichgewichts, insbesondere durch Freisetzung von Elastase
aus neutrophilen Granulozyten. Neutrophile treten im Sputum von CF-Patienten in einer Kon-
zentration von bis zu 10° Zellen/ml auf [16, 17]. AuBerdem fallen durch zugrundegehende
Leukozyten und Epithelzellen, vor allem wiederum durch neutrophile Granulozyten, grof3e
Mengen an DNA im Bronchiallumen an [1,18]. Amin et al. geben diesbeziiglich Werte von
bis zu 3 — 12 mg DNA/ml Sputum an [19]; dhnlich hohe Werte (bis zu 15 mg DNA/ml Sek-
ret) geben Dasgupta et al. [20] und Aitken et al. an (3 — 14 mg DNA/g Bronchialsekret) [21].
Da es sich bei lidngerkettigen DNA-Fragmenten um eine hochviskdse Substanz handelt, fiihrt
dies zu einer weiteren Eindickung des Bronchialsekrets. Dieser Circulus vitiosus ist in Abb.

1.3 schematisch dargestellt.

Ziaher Schleim <

Bronchialkollaps

Schidigung der Bron-

chialschleimhaut

!

Freisetzung von DNA, Leuko-

v

Sekretstau

N\

Schwellung,

zytenelastase u.a.

Bronchospasmus

t

»> Rezidivierende Infektionen

Abb. 1.3: Circulus vitiosus zwischen viskosem Sekret, Sekretretention und rezidivierenden
Infektionen im Respirationstrakt bei Zystischer Fibrose, modifiziert nach [1].

Im folgenden Kapitel sollen die Auswirkungen der massiven Elastasefreisetzung genauer er-

lautert werden.



1.2.1 Rolle der Humanen Neutrophilen Elastase (HNE) im Rahmen der Entziindungs-

reaktion bei Mukoviszidose

Polymorphkernige Neutrophile Granulozyten (PMN) setzen im Rahmen der erfolgreichen o-
der frustranen Phagozytose groBe Mengen lysosomaler Enzyme frei. Goldstein vermutete
1976, dass diese Enzyme entscheidend zur Gewebsschiddigung bei Enziindungsvorgéngen bei-
tragen [22]. Folds et al. [23] sowie Baici et al. [24] wiesen nach, dass PMN-Proteasen in der
Lage sind, in vitro humane Immunglobuline zu spalten. Davis et al. [25] konnten zeigen, dass
die Anzahl von Neutrophilen in der bronchoalveoldren Lavage von CF-Patienten ebenso wie

Enzyme der Neutrophilen, unter anderem Elastase, deutlich erhoht ist.

Speziell fiir CF-Patienten mit Pseudomonas-Infektionen fanden Ddéring et al. [26] folgende

Zusammenhinge:

e [n vivo besteht eine negative Korrelation zwischen IgG-Immunkomplex-Werten und der
HNE-Aktivitdat. Als mogliche Erklarung geben die Autoren eine eventuelle Spaltung der

Immunkomplexe durch PMN-Proteasen an.

¢ Inkubiert man gereinigte HNE {iiber drei Stunden mit CF-Sputum mit hohen Immunkom-
plexwerten, so fiihrt dies zu einer deutlichen Reduktion der Immunkomplexwerte um
90%, unabhingig davon, ob es sich um IgG- oder IgA-Immunkomplexe handelt. In vivo
treten offenbar ausreichend hohe Konzentrationen von HNE auf, um diese Reaktion in
Gang zu setzen, denn es konnten Spaltprodukte von leichten und schweren IgG-Ketten in

einem CF-Sputum nachgewiesen werden.

e Wihrend die intakten Immunkomplexe in vitro neutrophile Granulozyten aktivieren und
einen oxidativen burst triggern, geht diese Eigenschaft fast vollstindig verloren, wenn die

Immunkomplexe zuvor mit gereinigter PMN-Elastase behandelt wurden.

Insbesondere bei IgG handelt es sich um ein ,,Schliisselopsonin® [27, 28]. Auch Komplement-
faktoren, z.B. C3bi, ein weiteres wichtiges Opsonin, und Opsoninrezeptoren an der Oberfla-
che von Phagozyten, wie zum Beispiel CR1, werden durch Neutrophilenelastase zerstort [27-

30].

Indem Elastase die Expression von Interleukin-8 (IL-8) induziert, stimuliert das Enzym auf
diese Weise auBBerdem auch die Chemotaxis von Neutrophilen [32-34]. Des Weiteren fiihrt
die Freisetzung von Elastase zur Hypertrophie und Hyperplasie der schleimbildenden Zellen,

verstirkt die Sekretion von Makromolekiilen durch Epithelzellen und schidigt die anatomi-
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sche Struktur der Atemwege [34-37], insbesondere durch Spalten von Fibronektin (38), und
beeintrichtigt die Zilienfunktion [39, 40]. Ferner gibt es Hinweise, dass Elastase sowohl in

vitro [41] als auch in vivo [42] die Adhédsion von Pseudomonas aeruginosa fordert.
Die Konzentration von HNE im Sputum von CF-Patienten betréigt tiber 100 pg/ml [37].

Alle diese Faktoren erkldren die Persistenz der Enziindungsreaktion und bakterieller Infektio-

nen, wie sie bei CF-Patienten oftmals schon kurz nach der Geburt beobachtet werden [27].

Zusitzlich ist bei Mukoviszidosepatienten die Konzentration des antiinflammatorischen Inter-
leukin-10 (IL-10) erniedrigt, vermutlich weil die Epithelzellen der CF-Lunge nur in einge-

schrinktem Maf3e in der Lage sind, dieses zu produzieren [27, 43].

Allgemein lassen diese Beobachtungen eine Dysregulation der Entziindungsreaktion bei Cy-

stischer Fibrose vermuten.

1.3  Inhalative DNase-Therapie bei Mukoviszidose

Wie in Kapitel 1.2 und Abb. 1.3 beschrieben, findet man im Sputum von CF-Patienten grof3e
Mengen an DNA, die vor allem von abgestorbenen neutrophilen Granulozyten stammt. Da-
durch wird die Viskositit des Sputums weiter erhoht, so dass der in Abb. 1.3 dargestellte Cir-
culus vitiosus aufrechterhalten wird. Um diesen zu durchbrechen, versuchte man schon in den
50er Jahren inhalativ bovine Pankreas-DNase zu verabreichen, mit dem Ziel, die anfallende
DNA auf diese Weise enzymatisch zu spalten. Armstrong et al. [44] hatten 1950 nachgewie-
sen, dass diese DNase die Viskositidt von purulentem Sputum verringerte. Dies konnte durch
verschiedene klinische Studien bestitigt werden [45-49]. Man beobachtete jedoch vermehrt
Sensibilisierungen, die u.a. zu Bronchospasmus fithren konnten [50]. Daher wurde dieser

Therapieansatz zunichst wieder verlassen.

Erst durch die Entwicklung rekombinanter humaner DNase wurde das Problem dieser allergi-
schen Reaktionen gelost, so dass die inhalative Gabe von DNase mittlerweile ein verbreiteter,
bei vielen Patienten bewihrter Bestandteil der CF-Therapie ist [1]. Uneinigkeit besteht jedoch

noch dariiber, ab welchem Stadium der Erkrankung das Medikament eingesetzt werden soll.

In den folgenden Kapiteln werden Eigenschaften und Wirkungsweise von DNase dargestellt;

auBerdem wird beschrieben, welche Wirksamkeitsnachweise vorliegen.



1.3.1 Charakterisierung und Wirkungsweise von rekombinanter humaner DNase I

Humane DNase I ist nachweisbar in menschlichem Speichel, Urin, Pankreassekret und Blut.
Sie ist verantwortlich fiir die Aufspaltung extrazellulirer DNA durch Hydrolyse [5, 51, 52,
53].

1990 konnten Shak et al. humane DNase 1 klonen und sequenzieren [10, 53]. Dabei wurde ein
Klon von 1039 bp isoliert, der fiir ein Polypeptid aus 260 Aminosduren kodiert, entsprechend
einem Molekulargewicht von ungefihr 33000 bis 38000 Dalton. AuBlerdem ist bekannt, dass
die Aktivitdt der humanen DNase ein pH-Optimum von 5,5-7,5 aufweist [53, 54] und abhén-
gig ist von der Anwesenheit von Ca®* und Mg2+ in Konzentrationen von jeweils 4 mmol [53].
Durch Hitze (10 Minuten bei 100°C) wird das Enzym inaktiviert [53]. Aktin stellt einen spe-

zifischen Inhibitor fiir humane DNase dar.

Der Anteil der DNA an den festen Bestandteilen von CF-Sputum liegt bei ca. 3-4 % [55-57].
Durch hydrolytische Spaltung der anfallenden DNA reduziert humane DNase I in signifikan-

ter Weise die Viskositit von purulentem CF-Sputum.

1.3.2  Wirksamkeitsnachweis fiir rekombinante humane DNase I in vitro

1990 konnten Shak et al. [53] nachweisen, dass die Viskositit des Sputums von CF-Patienten
nach Inkubation mit rekombinanter humaner DNase I konzentrationsabhéngig sinkt. Es fand
sich eine Reduzierung der Grofle der DNA-Fragmente im Sputum. Entsprechend dem Wirk-
mechanismus des Medikamentes war keinerlei Effekt zu beobachten, wenn das untersuchte
Sputum von CF-Patienten stammte, die zum Zeitpunkt der Untersuchung an keinem pulmona-

len Infekt litten.

Rubin et al. zeigten 1993, dass rekombinante humane DNase I in vitro die Viskoelastizitéit von
CF-Sputum verringert und den mukozilidren Transport, gemessen als zilidre Transportrate an
einem Froschmodell, erleichtert [58, 59]. Diese Ergebnisse konnten von Zahm et al. [60]
weitgehend bestitigt werden, mit der Einschrinkung, dass eine Verbesserung des mukozilid-
ren Transportes hier nur bei den Sputumproben zu beobachten war, die initial durch eine nied-
rige Transportrate charakterisiert waren. Verschiedene Arbeitsgruppen fiihrten weitere Unter-
suchungen durch, die nachwiesen, dass DNase die rheologischen Eigenschaften von CF-

Sputum verbessert [61, 62].



Die Eigenschaft des CF-Sputums (bzw. analog anderer Substanzen), unter elastischer Defor-
mierung lange Fidden zu bilden, wird als Spinnbarkeit bezeichnet. Nach Inkubation mit 5 ug
DNase/g Sputum iiber 15 Minuten kommt es zu einer signifikanten Reduktion dieses Parame-
ters, wie Dasgupta et al. 1995 zeigten [63]. Shah et al. wiesen 1996 nach, dass noch weitere
Parameter, unter anderem die Hustenclearance, unter einer Inhalationstherapie mit DNase

verbessert werden [64].

1.3.3  Wirksamkeitsnachweis fiir eine Inhalationstherapie mit rekombinanter huma-

ner DNase I in vivo

In Europa liegt rekombinante humane DNase I unter dem Namen Pulmozyme® als Inhalati-
onslosung vor. Verschiedene klinische Studien erbrachten eindeutige Wirksamkeitsnachweise

fiir das Medikament. Dies soll im Folgenden niher erldutert werden.

Eine Studie von Aitken et al. untersuchte 1992 die Vertriglichkeit einer inhalativen DNase-
Therapie [21]. Dabei konnten keine ernsten Nebenwirkungen des Medikamentes festgestellt
werden. Ohne dass dies das eigentliche Ziel der Studie gewesen wire, ergaben die Untersu-
chungen aber auch bereits Hinweise, dass es unter DNase-Therapie zu einer Verbesserung der
Lungenfunktion, gemessen anhand der FVC und des FEV |, kommen kénnte: Beide Parameter
stiegen zu Beginn einer DNase-Therapie, blieben dann unter Fortfithrung der Therapie prak-
tisch unverindert, um nach Absetzen des Medikamentes schlieBlich wieder zum Ausgangs-
wert zuriickzukehren. Parallel dazu kam es gemil der subjektiven Einschidtzung durch die Pa-
tienten anhand eines Dyspnoe-Scores zu einer Verbesserung der klinischen Symptomatik,

nach Absetzen des Medikamentes jedoch wieder zu einer Verschlechterung.

Untersuchungen von Hubbard et al. sowie Shah et al. [59, 65, 66] zeigten, dass der positive
Effekt von DNase nach Absetzen des Medikamentes jedes Mal rasch wieder verschwand, so

dass offensichtlich eine Dauertherapie anzustreben ist.

1993 wurden von Ramsey et al. [59, 67] und Ranasinha et al. [59, 68] jeweils doppelblinde
plazebokontrollierte Phase 2-Studien durchgefiihrt, um zu iiberpriifen, ob bei Mukoviszidose-
patienten unter Dauertherapie mit inhalativer DNase eine Verbesserung von FVC und FEV;
zu erreichen ist. Dabei ergaben Ramseys Untersuchungen eine statistisch signifikante Erho-
hung sowohl der FVC als auch des FEV; im Vergleich zu Patienten mit Plazebo. Unterschied-
liche DNase-Dosierungen (2 x 0,6 mg, 2 x 2,5 mg bzw. 2 x 10,0 mg) zeigten keine weitere

signifikante Verbesserung. Aufféllig war auch, dass die beobachteten Verbesserungen bei Pa-



tienten mit schwererer pulmonaler Beeintridchtigung zwei- bis dreimal groler waren als bei
leichter Betroffenen. Subjektiv gaben die Patienten der Therapiegruppen an, dass es zu einer
Verringerung der Dyspnoe und der Hustensymptomatik kam, dass das Sputum leichter abge-

hustet werden konnte und dass die korperliche Belastbarkeit sowie der Appetit zunahmen.

Ebenso zeigte Ranasinha, dass es unter DNase-Therapie mit 2 x 2,5 mg im Vergleich zur Pla-
zebogruppe zu einer signifikanten Verbesserung des FEV; kam. Tendenziell war auch hier ein
positiver Effekt auf die FVC erkennbar, wobei deren Steigerung jedoch statistisch nicht signi-

fikant war.

1994 folgte eine plazebokontrollierte Doppelblind-Phase 3-Studie von Fuchs et al. [51, 59,
69]. Auch hier konnte gezeigt werden, dass es zu einer signifikanten Verbesserung der Lun-
genfunktion, gemessen anhand des FEV |, kam. Aulerdem traten unter einer Therapie mit 2 x
2,5 mg DNase (weniger ausgeprigt bei einer Dosis von 1 x 2,5 mg) signifikant weniger Ex-
azerbationen pulmonaler Infekte auf. Entsprechende Ergebnisse lieferten eine dhnliche multi-
zentrische Studie von Harms et al. [5] sowie eine Studie von Shah et al. [70], wobei aller-
dings bei der zuletzt genannten die Auswirkungen auf die Haufigkeit pulmonaler Infekte / Ex-

azerbationen nicht mit untersucht wurden.

Die Verbesserung der Lungenfunktion unter DNase-Therapie fiihrte wiederum zu einer Ab-

nahme des Grundumsatzes, wie Amin et al. zeigten [19].

Des Weiteren konnte nachgewiesen werden, dass die Konzentration und Grofe der extrazellu-
laren DNA-Fragmente im Sputum von CF-Patienten unter DNase-Therapie auch in vivo redu-

ziert werden [71].

2001 veroffentlichten Shah et al. eine Fallkontrollstudie, die Hinweise ergab, dass nach vier-
jahriger Inhalation von DNase I bei Mukoviszidosepatienten die Progression der Erkrankung

aufgehalten werden kann [72].

1.3.4  Fragliche Erhohung der Elastaseaktivitiit unter Inhalationstherapie mit DNase

In den Atemwegen werden Proteasen wie Cathepsin G und humane Leukozytenelastase
(HLE, synonym: HNE fiir humane Neutrophilenelastase) nicht nur durch die Antiproteasen
Alpha;-Antitrypsin (®;-AT) und Sekretorischen Leukoproteaseninhibitor (SLPI), sondern
zum Teil auch durch Komplexbildung mit extrazellularer DNA inaktiviert [73-75]. Wird Spu-

tum in vitro mit DNase behandelt, so steigt die proteolytische Aktivitit sowohl von Cathepsin
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G als auch von HLE in der Probe signifikant an [76], vermutlich, weil die Proteasen aufgrund
der DNA-Spaltung aus der beschriebenen Komplexbildung freigesetzt werden. Rochat et al.
untersuchten diesen Zusammenhang in vivo und fanden unter DNase-Therapie einen Anstieg
der Cathepsin G- und der HLE-Aktivitdt im Bronchialsekret von CF-Patienten, wobei jedoch
nur die Cathepsin G-Erhohung statistisch signifikant war [33]. Nach Beendigung der Therapie

kehrten beide Parameter wieder zu ihren Ausgangswerten zuriick.

Eine Studie von Shah et al. erbrachte dagegen ein anderes Ergebnis [77]. In vitro fiel zwar
auch hier nach Inkubation mit DNase ein Anstieg der Elastaseaktivitit im Sputum von Muko-
viszidosepatienten auf. In vivo konnte jedoch fiir keinen der untersuchten Parameter, hier
Leukozytenelastase und Interleukin-8, ein dauerhafter signifikanter Anstieg nachgewiesen
werden. Vielmehr war bei lidngerer Therapie tiber 6 Monate jeweils eine Tendenz zu niedrige-

ren Werten festzustellen, die jedoch ebenfalls nicht signifikant war.

Costello et al. [78] lieBen CF-Patienten tiber 52 Wochen mit DNase inhalieren und bestimm-
ten verschiedene Entziindungsparameter vor Beginn der Therapie, nach 12 Wochen und nach
52 Wochen. Unter anderem wurden dabei die Werte fiir Elastaseaktivitdt im Sputum und fiir
IL-8 im Sputum ermittelt. Auswirkungen auf die IL-8-Werte konnten dabei nicht festgestellt
werden, aber die Elastaseaktivitit im Sputum war nach 12 Wochen Therapie signifikant nied-
riger als vor Beginn der Therapie, eine Beobachtung, die auch nach 52 Wochen Therapie

nachweisbar war.

Die genannten Studien liefern daher beziiglich der HLE insgesamt entgegengesetzte Ergeb-
nisse. Da eine Erhohung der proteolytischen Aktivitit im Sputum infolge von DNase-
Inhalationen problematisch, eventuell sogar gefihrlich sein konnte, ist es wichtig herauszu-

finden, ob eine solche Nebenwirkung tatsdchlich in klinisch relevanter Weise auftritt.

14 Rationale fiir eine Surfactanttherapie bzw. fiir eine Kombinationstherapie von

DNase und Surfactant bei Mukoviszidose

Pumonaler Surfactant senkt die Oberflichenspannung in den distalen Atemwegen und Alve-
olen, wodurch wiederum der Offnungsdruck derselben erniedrigt und ein Wiedererdffnen der
distalen Atemwege erleichtert wird [79]. Des Weiteren konnte nachgewiesen werden, dass
Surfactant sich positiv auf die mukozilidre Clearance auswirkt [80-82], indem es zu einer Er-

hohung der zilidren Schlagfrequenz kommt [81].
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AuBerdem konnte gezeigt werden, dass die pulmonalen Abwehrreaktionen durch Surfactant
beeinflusst werden [82-86]. So weill man von den Surfactantproteinen A und D (SP-A bzw.
SP-D), dass sie Opsoninfunktion ausiiben [82-85], insbesondere auch bei der Abwehrreaktion
gegen Pseudomonas aeruginosa [83, 84], und die Keimaggreation von Klebsiellen fordern
[85]. Ob auch die Aggregation der fiir CF typischen Erreger (Pseudomonas aeruginosa, Staph.

aureus und Haem. influenzae) beeinflusst wird, ist noch unklar.

Man weil} aulerdem, dass bei CF-Patienten die Zusammensetzung des korpereigenen Surfac-
tants alteriert ist [87-93], vermutlich jedoch nicht primér, sondern sekundédr im Gefolge der

chronischen Entziindungsreaktion [87].

Die angefiihrten Griinde sprechen dafiir, dass CF-Patienten von einer Surfactanttherapie profi-
tieren konnten. Eine weitere Uberlegung spricht fiir den Einsatz dieses Medikamentes als
Kombinationstherapie z.B. mit DNase und beruht zum einen auf den spreitenden Eigenschaf-
ten pulmonalen Surfactants. Demnach konnte Surfactant als Carrier fiir andere Medikamente
dienen [94, 95]. Zum anderen konnten andere Medikamente auch aufgrund der Wiedereroft-

nung distaler Atemwege durch Surfactant besser an ihren Wirkort gelangen.

1.5 Ziele dieser Arbeit

e Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, welcher Zusammenhang
zwischen einer bakteriellen Besiedlung des Sputums durch verschiedene Erreger und
DNA- beziehungsweise HNE-Konzentration im Sputum besteht. Zur Kldarung der Frage,
ob eine DNase-Therapie iiber eine eventuelle Erh6hung der Leukozyten-Elastase-Aktivitt
(HNE-AKktivitdt) gravierende negative Folgen haben konnte (vgl. Kap 1.3.4), wurden
Messungen von DNA-Konzentration und HNE-Aktivitdt im Sputum von CF-Patienten un-
ter bzw. ohne DNase-Therapie durchgefiihrt. Auf diese Weise sollte einerseits iiberpriift
werden, ob es unter ldngerfristiger DNase-Therapie zu einer Erhhung der Elastaseaktivi-
tdt kommt, andererseits, ob ein Zusammenhang zwischen DNA-Konzentration und Elasta-

seaktivitit besteht.

¢ Anhand der Quantifizierung der Leukozyten im Sputum von CF-Patienten sollte der Ver-
such unternommen werden, die Indikationsstellung fiir die Einleitung einer DNase-

Therapie zu verbessern.
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Aus den oben angefiihrten Griinden (Kap. 1.4) erscheint eine Kombinationstherapie von
DNase und Surfactant bei Mukoviszidose sinnvoll. Zuvor war zu klidren, ob es zu einer In-
teraktion dieser Medikamente kommt. Zum einen sollte iiberpriift werden, ob die oberfla-
chenaktive Wirkung von pulmonalem Surfactant bei Zugabe steigender DNase-
Konzentrationen unveridndert bestehen bleibt. Zum anderen sollte {iberpriift werden, ob
die DNase-Aktivitdt in Anwesenheit steigender Surfactant-Konzentrationen inhibiert wird.
Sollte es nicht zu einer Interaktion der Medikamente kommen, so wiren durch die Unter-
suchungen der vorliegenden Arbeit die theoretischen Voraussetzungen gegeben, um im
Rahmen weiterer Studien bedenkenlos eine Kombinationstherapie von DNase und Surfac-

tant bei Mukoviszidosepatienten zu erproben.
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2. MATERIALIEN UND METHODEN

2.1 Materialien

2.1.1  Geriite
Folgende Gerite kamen zum Einsatz:

- Casy® 1, Cell Counter und Analyser Schirfe System GmbH, Reutlingen
System, Modell DT

- Pulsating Bubble Surfactometer Electronetics, New York, U.S.A.
- Trio-Thermoblock Biometra, Gottingen

- Elektrophorese-Apparatur

- UV-Kamera (Wellenldnge = 254 nm) Polaroid Corporation, Cambridge, U.S.A.
- Polaroid Gel Cam Film Typ 667 Polaroid Corporation, Cambridge, U.S.A.
- Mikroskop, Typ Dialux Leitz, Wetzlar

2.1.2 Verwendete Medikamente

Als Surfactant wurde Alveofact® (Firma Thomae, Biberach/Rif3), ein Surfactantextrakt aus

Kilberlunge, verwendet.

Als DNase stand Pulmozyme® (Firma Hoffmann La Roche, Grenzach-Wyhlen) zur Verfii-

gung. Dabei handelt es sich um rekombinante humane DNase I.

14



2.1.3 Chemikalien

Folgende Chemikalien wurden eingesetzt:

- Agarose Amresco, Solon, Ohio, U.S.A.

- DNA molecular weight marker II Boehringer Mannheim

- DNA molecular weight marker VI Boehringer Mannheim

- Ethidiumbromid Boehringer Ingelheim

- Kilberthymus-DNA (Natriumsalz) Sigma biochemicals, St. Louis, U.S.A.
- Sputasol SR 089A Oxoid Unipath Ltd., Basingstoke, U.K.
- Trypanblau (Losung 0,4 %) Sigma biochemicals, St. Louis, U.S.A.
- Percoll® Pharmacia, Freiburg

- Methanol Merck Diagnostika, Darmstadt

- Micro BCA Protein Assay Kit No. 23235 Pierce, Rockford, U.S.A.

Alle anderen Chemikalien wurden von der Firma Merck (Darmstadt, Deutschland) bezogen.

Bei Sputasol handelt es sich um eine gefriergetrocknete Chemikalienmischung, die sich zu-

sammensetzt, wie in Tab. 2.1 beschrieben.

Tab. 2.1 Zusammensetzung von Sputasol

0,100 g Dithiothreitol
0,780 g Natriumchlorid
0,020 g Kaliumchlorid

0,112 g Dinatriumhydrogenphosphat
0,020 g Kaliumhydrogenphosphat
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2.1.3.1 Zusammensetzung der DNA-Marker in Basenpaaren (bp)
Die verwendeten DNA-Marker geben jeweils die folgenden Basenpaarldngen an:

1. DNA molecular weight marker 11

Bande 1 23 130 bp
Bande 2 9416 bp
Bande 3 6557 bp
Bande 4 4361 bp
Bande 5 2322 bp
Bande 6 2027 bp
Bande 7 564 bp
Bande 8 125 bp

2. DNA molecular weight marker VI

Bande 1 2176 bp
Bande 2 1766 bp
Bande 3 1230 bp
Bande 4 1033 bp
Bande 5 653 bp
Bande 6 517 bp
Bande 7 453 bp
Bande 8 394 bp
Bande 9 298 bp
Bande 10 234 bp
Bande 11 220 bp
Bande 12 154 bp
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2.2 Methoden

2.2.1  Uberpriifung der DNase-Aktivitit in Gegenwart von Surfactant

Zur Uberpriifung der DNase-Aktivitit in Abhiingigkeit von unterschiedlichen Surfactantkon-
zentrationen wurden 5 Agarose-Gel-Elektrophoresen und an 6 Sputumproben von CF-

Patienten Kompressibilititsmessungen durchgefiihrt.

2.2.1.1 Agarose-Gel-Elektrophoresen

Bei diesen Untersuchungen erfolgten sdmtliche Pipettiervorginge mit autoklavierten Pipetten-

spitzen, um Kontaminationen mit unerwiinschten DNasen zu vermeiden.

2.2.1.1.1 Vorbereitung der Proben

Kilberthymus-DNA wurde in 10 mM TrisHCI pH 7,40 aufgelost. DNase in einer Ausgangs-
konzentration von 1 mg/ml und Surfactant in einer Ausgangskonzentration von 5 mg/ml wur-
den in IM TrisHC1/ 1 mM Ca™ / 10 mM Mg"" pH 7,40 vorverdiinnt. Die Zugabe von Kalzi-
um und Magnesium erfolgte dabei, weil die Aktivitdt der DNase von der Anwesenheit dieser

beiden lonen abhéngig ist.

1 mg/ml DNA wurde mit 0,1 ;0,5 ; 1 ug/ml DNase und 0 ; 10 ; 100 ; 1000 pg/ml Surfactant
versetzt. Als Kontrollen dienten Proben von 1 mg/ml DNA ausschlieBlich (ohne DNase und
ohne Surfactant) und von 1 mg/ml DNA plus 1000 pg/ml Surfactant (ohne DNase). Alle Pro-
ben wurden iiber 2 Stunden bei 37 °C in einem Thermoblock (Trio-Thermoblock, Firma Bio-
metra) inkubiert. AnschlieBend wurden die Proben 15 Minuten bei 100 °C inkubiert, um die

DNase zu inaktivieren und somit die enzymatische Spaltung der DNA zu beenden.

Von den Proben wurden nun jeweils 20 ul-Aliquots entnommen. Diesen wurde jeweils Sul

Auftragspuffer (Zusammensetzung: siehe Tabelle 2.2) zugegeben.
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Tab. 2.2: Zusammensetzung Auftragspuffer

Ansatz fiir 500 pl Auftragseuffer
100 pl Glycerin 50 %
100 pl Bromphenolblau 0,4 %

10 pl TAE 50fach konzentriert
290 pl Aqua dest.

Um zu iiberpriifen, ob Pulmozyme® bei dem beschriebenen Vorgehen tatsidchlich vor dem
Auftragen der Proben auf das Gel vollstindig inaktiviert ist, wurde auflerdem als Kontrolle
Pulmozyme® unverdiinnt vor Durchfiihren der Elektrophorese in der gleichen Weise inakti-

viert, d. h. 15 Minuten bei 100°C inkubiert.

AnschlieBend wurden Gel-Elektrophoresen durchgefiihrt, bei denen 0,1ug/ml dieser vorbe-
handelten DNase im Vergleich zu nicht vorbehandelter DNase der gleichen Konzentration

eingesetzt wurden.

2.2.1.1.2 Vorbereitung der Gelkammer und des Agarosegeles

Um eine eventuelle Kontamination zu vermeiden, wurde die Gelkammer vor jeder Elek-
trophorese komplett mit 0,1 N NaOH gefiillt, in dieser Weise 30 min lang bei Raumtempera-

tur belassen und anschlieBend griindlich mit Aqua dest. gespiilt.

Agarose wurde in 1 x TAE-Puffer (Zusammensetzung: siehe Tabelle 2.3) aufgekocht. Dabei
wurden auf 100 ml 1 x TAE je 2 g Agarose gegeben, d.h. es wurde ein 2 %iges Agarosegel

vorbereitet.

Tab. 2.3: Zusammensetzung TAE-Puffer

Ansatz fiir 1000 ml 50 x TAE (= 50fach konzentriert)
242 g TrisHCI

57,1 ml Eisessig (= Essigsaure 99%)

100 ml 0,5 M Na,EDTA

Aqua dest. ad 1000 ml

davon 20 ml + Aqua dest. ad 1000ml fiir 1 x TAE
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Die abgekiihlte Agaroselosung wurde mit Ethidiumbromidldsung versetzt. Dabei wurden auf
100 ml Agaroselosung je 10 pl Ethidiumbromid 2mg/ml gegeben. AnschlieBend wurde die
Losung in den dafiir vorgesehenen Teil der Gelkammer gefiillt. Ein Kamm wurde in das noch
weiche Agarosegel eingesetzt. Dieser wurde nach Erhirten des Geles entfernt, so dass anstelle
der Zinken ,,Taschen* entstanden, die je nach Art des verwendeten Kammes ein Probenvolu-
men von ca. 10-15 pl fassten. Die Gelkammer wurde nun mit dem Laufpuffer in der Weise
aufgefiillt, dass das Agarosegel komplett mit Pufferlosung bedeckt war. Als Laufpuffer diente
ebenfalls 1 x TAE.

2.2.1.1.3 Durchfiihrung der Agarose-Gel-Elektrophorese und Fotografieren des Geles

Aliquots der zu untersuchenden Proben wurden mit einer Eppendorfpipette in je eine Tasche
des Agarosegeles gegeben. Das Volumen der Aliquots betrug dabei je nach GroéBe der Ta-
schen 5-10 ul. Die Gelkammer wurde daraufhin an eine Gleichspannungsquelle angeschlos-
sen und die Elektrophorese bei einer Spannung von U = 90-100 V durchgefiihrt. Aufgrund der
Phosphatgruppen im Molekiil ist DNA bei neutralem pH negativ geladen und wandert im e-
lektrischen Feld zur Anode. Dabei ist die Linge der zuriickgelegten Strecke umgekehrt pro-
portional zum log;o der Basenpaare der (hier verwendeten) Doppelstrang-DNA. Groflere Mo-
lekiile, die entsprechend mehr Basenpaare enthalten, wandern folglich langsamer im elektri-
schen Feld. Daher kann eine Mischung aus verschiedenen DNA-Fragmenten mit Hilfe der
Agarose-Gel-Elektrophorese in ihre Bestandteile aufgetrennt werden. Die Fragmente bilden je
nach zuriickgelegter Wegstrecke unterschiedliche Banden im Gel. Um zu bestimmen, wie viel
Basenpaare die einzelnen DNA-Fragmente ungefihr enthalten, verwendet man als Kontrolle
Marker-DNA mit DNA-Fragmenten von bekannter Basenpaaranzahl. Wir benutzten zwei
Marker: DNA molecular weight marker II (Boehringer Mannheim) und DNA molecular

weight marker VI (Boehringer Mannheim).

Die Lauffront ist wihrend der gesamten Elektrophorese durch das im Auftragspuffer enthal-
tene Bromphenolblau zu beobachten, so dass auf diese Weise kontrolliert werden kann, wann
die Elektrophorese gestoppt werden muss. Je nach Gelgrofe und angelegter Spannung erga-

ben sich bei uns Laufzeiten von 45 min bis 3 h.

Das zuvor dem Gel zugegebene Ethidiumbromid, ein Fluoreszenzfarbstoff, firbt DNA an, in-
dem es zwischen den Basenpaaren interkaliert. Unter UV-Licht kann die Anfirbung sichtbar

gemacht und das Gel fotografiert werden. Wir fotografierten die Gele unter UV-Licht von 254
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nm Wellenlinge bei einer Blende von 8-11 und einer Belichtungszeit von t = V2 sec (vgl. Abb.

3.17).

2.2.1.2 Kompressibilitit

Zur Bestimmung der viskoelastischen Eigenschaften der Sputen von CF-Patienten in Gegen-
wart von Surfactant und DNase wurde ein Kompressibilitdtsassay nach Mrsny [96] verwen-

det.

Sputen von CF-Patienten wurden gesammelt, innerhalb von einer Stunde eingefroren und bis

zur Verarbeitung bei -20 °C gelagert.

Am Tag der Untersuchung wurde jedes Sputum in 4 Aliquots von jeweils 450-550 ul aufge-
teilt und in Eppendorf-Réhrchen mit bekanntem Eigengewicht (Tara) gefiillt. Danach wurden

die Probengefile erneut gewogen, um das Sputumgewicht in mg zu ermitteln.

Es wurden vier Losungen mit verschiedenen DNase- und Surfactant-Konzentrationen in NaCl

0,9% angesetzt. Die DNase- und Surfactant-Konzentrationen betrugen dabei:

Losung 1: 0 mg/ml Surfactant 0  pg/ml DNase (Kontrolllosung),
Losung 2: 0 mg/ml Surfactant 100 pg/ml DNase,
Losung 3: 10 mg/ml Surfactant 0  pg/ml DNase,
Losung 4: 10 mg/ml Surfactant 100 pg/ml DNase.

Pro 1 mg Sputum wurde jeweils 1 ul Losung zugegeben. Von jedem Patientensputum wurde
je eine Portion mit Losung 1 - 4 angesetzt. Darauf wurden alle Rohrchen erneut gewogen, um

das Gewicht der zugegebenen Losung zu bestimmen.

AnschlieBend wurden die Proben 60 Sekunden gevortext, 2 Stunden bei 37 °C im Wasserbad
inkubiert und darauf 15 Minuten bei 8000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig
mit Insulinspritzen aspiriert und in vorgewogene Eppendorf-Rohrchen gefiillt. Diese wurden
nun erneut gewogen, um das Gewicht des Uberstandes zu erhalten. Von diesem wurde das

Gewicht der jeweils zugegebenen Losung 1 — 4 abgezogen, so dass man das Gewicht des
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Fliissiganteils der Sputen erhielt. Es wurden nun die jeweiligen Quotienten Gewicht Fliissig-
anteil / Gewicht Gesamtsputum gebildet. Anhand dieses Quotienten wurde ermittelt, wie hoch
der relative Fliissiganteil nach Inkubation mit DNase, Surfactant, DNase und Surfactant im

Vergleich zu den Kontrollen mit NaCl 0,9% war.

2.2.2  Charakterisierung der Oberflichenaktivitiit

Zur Uberpriifung, ob die oberflichenaktive Wirkung von Surfactant durch DNase beeinflusst
wird, wurden Adsorptions- und dynamische Messungen der Surfactantaktivitit in Anwesen-
heit unterschiedlicher DNase-Konzentrationen an einem Pulsating Bubble Surfactometer
(PBS, Firma Electronetics, New York, USA) durchgefiihrt, wie sie Enhorning 1977 beschrieb
[97]. Dabei wird in einer mit der jeweiligen Surfactantpriparation gefiillten Messkammer bei
37 °C eine Luftblase erzeugt. Das Volumen dieser Blase kann durch einen mit einem Elektro-
motor betriebenen Kolben zyklisch verdandert werden (Pendelvolumen 0,43 ul). Die Registrie-
rung der Druckveridnderungen erfolgt iiber einen Druckaufnehmer. Bei Kenntnis des Blasen-
radius r und der Druckveridnderung Ap kann die an der Grenze zwischen wissriger Losung
und Luftblase bestehende Oberflichenspannung ¥ nach dem Gesetz von Young/Laplace er-

rechnet werden. Danach gilt:
Ap=27/r.

5 mg/ml Surfactant wurden mit verschiedenen Konzentrationen an DNase (0; 1; 2 und 5
mg/ml DNase) 30 Minuten bei 37 °C im Wasserbad inkubiert. Pulmozyme® ist in einer Kon-
zentration von 1 mg/ml erhiltlich. Die erforderliche Konzentrierung der DNase fiihrten dan-
kenswerterweise Herr Prof. Dr. A. Giinther und Mitarbeiter (Surfactantlabor der Klinik fiir
Innere Medizin, Justus-Liebig-Universitidt Gieen) durch. Dazu wurde Pulmozyme® zunichst
gefriergetrocknet und anschlieend eine Verdiinnungsreihe mit NaCl 0,9% angelegt. Jeweils
50 pl der so erhaltenen Proben wurden mit 200 pl einer Reagenzmischung (Micro BCA Pro-
tein Assa Kit No. 23235, Firma Pierce, Rockford, U.S.A.) versetzt. Als Kontrolle diente Stan-
dardproteinlosung (50 ul Standard + 200 pl Reagenzmischung) mit bekannter Proteinkonzent-
ration. Die Konzentration der DNase wurde daraufthin photometrisch bei 550 nm bestimmt.
AnschlieBend wurde die DNase bis zur gewiinschten Konzentration in NaCl 0,9%/ 3mM Ca*"

verdiinnt.
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Unmittelbar vor jeder Messung im Pulsating Bubble Surfactometer wurde die entsprechende

Probe 1 min gevortext. Danach wurde ein Aliquot in eine Probenkammer gefiillt.

Mit jeder Probe wurden zwei Arten von Messungen durchgefiihrt:

1. Adsorptionsmessung (Ermittlung von Y,qs in mN/m):

Durch die Kapillare der mit der Probe blasenfrei gefiillten Messkammer wird eine Luft-
blase in die Losung gesaugt. Diese Blase wird manuell unter Kontrolle durch ein Okular
auf einen minimalen Blasenradius von 0,4 mm eingestellt. Darauthin wird die Blase au-
tomatisch mit hoher Geschwindigkeit in die Kapillare zuriickgedringt, sofort reaspiriert
und verbleibt dann 10 Sekunden bei minimalem Blasenradius. Wihrend dieser 10 Sekun-
den wurden kontinuierlich die Oberflichenspannungswerte registriert. Dabei kann bei o-
berflichenaktiven Losungen ein zeitabhéngiger Abfall der Oberflichenspannung als Folge

der Adsorption der Molekiile an die Grenzfldche beobachtet werden.

In der vorliegenden Arbeit sind die Werte der Adsorptionsoberflichenspannung nach 1, 2

und 10 sec gegeben.

1. Dynamische Messung (Ermittlung von Ymin und Ymax in mN/m):

Diese Messung wurde jeweils direkt im Anschluss an die Adsorptionsmessung durchge-
fiihrt. Dazu wird die Luftblase iiber einen Zeitraum von 5 min zwischen einem Blasenra-

dius von 0,4 und 0,55 mm oszilliert. Die Pulsationsfrequenz betrdgt dabei 20/min .

Dynamische Messungen wurden iiber 5 min alle 60 sec durchgefiihrt, wobei in der vorlie-

genden Arbeit jeweils die Werte von Ypin und Ymax nach 5 min zugrunde liegen.

Beziiglich der Fallzahlen bei unterschiedlichen DNase-Konzentrationen verweisen wir
hinsichtlich der Adsorptionsmessungen auf die Angaben in Kap. 3.5.1, hinsichtlich der
dynamischen Messungen auf die Angaben in Kap 3.5.2.

Das Pulsating Bubble Surfactometer wurde regelmédlig mit Standardlosungen kalibriert.
Nach jeder Messung erfolgte eine Spiilung mit destilliertem Wasser. Jeder Messung ging
ein Druckausgleich an den Umgebungsdruck voraus. Die Probengefifle wurden nach jeder
Verwendung 15 min im Ultraschallbad behandelt, mit 10 % Methanol und Aqua dest. ge-

spiilt und anschlieend im Luftstrom getrocknet.
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Abb. 2.1 zeigt schematisch den Aufbau des PBS.

[ ]

8 O

1: Wasserreservoir; 2: Probengefdfs; 3: Wasserbad, 4: Okular; 5: Spiilventil;
6: Servo; 7: Elektromotor mit Getriebe; 8: Druckaufnehmer.

Abb. 2.1: Aufbau des Pulsating Bubble Surfactometers
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2.2.3 Semiquantitative Bestimmung der Leukozyten und Erreger im Sputum von CF-

Patienten und Kulturen

Zur ersten Orientierung wurde eine semiquantitative Bestimmung von Leukozyten im Sputum
vorgenommen. Sputumproben von 47 CF-Patienten wurden gesammelt, gegebenenfalls kurz

bei 4 °C gelagert und innerhalb einer Stunde dem Verarbeitungsprozess zugefiihrt.

Eine Sputasollosung wurde vorbereitet wie in Abschnitt 2.2.4.1 beschrieben. Die Sputumpro-
ben wurden 1:1 mit dieser Losung verdiinnt und geschiittelt, bis sie weitestgehend suspendiert

waren. Eine vollstandige Suspension war bei diesem Verfahren oftmals nicht zu erreichen.

AnschlieBend wurde das Material mit einer 10ul-Ose auf einem Objekttriger ausgestrichen
und luftgetrocknet. Der Ausstrich wurde darauthin 10 min mit Methanol fixiert, mit Aqua

dest. gespiilt und mit einer 1:4 mit Aqua dest. verdiinnten Giemsaldsung 10 min geférbt.

Die Ausstriche wurden bei 400facher VergroBerung mit Ol mikroskopiert. Polymorphkernige
Neutrophile Granulozyten, mononukledre Zellen und Plattenepithelzellen wurden auf diese

Weise semiquantitativ bestimmt. Dabei galt folgende Einteilung:

* 0 —10 Zellen / Gesichtsfeld: Bezeichnung ,,vereinzelt* bzw. ,+
* 10 -20 Zellen / Gesichtsfeld: Bezeichnung ,,viel* oder ,,vermehrt* bzw. ,++°
* 20-30 Zellen / Gesichtsfeld: Bezeichnung ,,massenhaft* bzw. ,,+++

Die semiquantitative Bestimmung der Keime erfolgte folgendermalen:

Je 0,1 ml der in Sputasol gelosten Sputumproben wurden auf folgende feste Ndahrmedien aus-
gestrichen: Blut, Kochblut, Mac Conkey, Bromthymolblau-Laktose, Sandy-Agar sowie Sa-
bouraud-Pilzagar (Firma Oxoid, Wesel, Firma Merck, Darmstadt). Anreicherungsmedium

und Platten wurden fiir 48 h bei 37°C inkubiert.

Danach wurden erneut 0,1 ml der Anreicherungsbouillon auf den genannten festen Néihrbo-
den subkultiviert. Die Identifizierung der isolierten Erreger erfolgte nach Standardmethoden

[98].

Quantifizierung der Erreger

¢ <1.000 Keime/ml Sputum: Bezeichnung ,,vereinzelt*
e <10.000 Keime/ml Sputum: Bezeichnung ,,viel* oder ,,vermehrt*

e >100.000 Keime/ml Sputum: Bezeichnung ,,massenhaft*

24



2.2.4  Quantitative Leukozytenbestimmung im Sputum von CF-Patienten
2.2.4.1 Suspendieren der Sputumproben

Sputen von 9 CF-Patienten wurden gesammelt, gegebenenfalls kurz bei 4 °C gelagert und in-
nerhalb von einer Stunde dem Verarbeitungsprozess zugefiihrt. Dabei verwendeten wir eine
Methode, wie sie zuvor von Popov et al. (99, 100) beschrieben wurde. Das Untersuchungs-
material wurde in Probengefifle mit bekanntem Eigengewicht (Tara) gefiillt. Danach wurden
die Probengefille erneut gewogen, um das Sputumgewicht in mg zu ermitteln. 1 Réhrchen
Sputasol wurde in 100 ml sterilem Aqua dest. aufgeldst, sofort verwendet oder maximal 48
Stunden bei 4 °C gelagert. Pro 1 mg Sputum wurden 1,5 ul Sputasol zugesetzt und die Proben
anschlieBend durch wiederholtes Aspirieren mit einer Eppendorfpipette griindlich gemischt.
Danach wurde die Suspension 1:1 mit PBS (phosphate buffered saline) verdiinnt, erneut mit
einer Pipette gemischt und darauf durch eine Mullkompresse filtriert. Das Volumen des Fil-
trates wurde bestimmt und anschlieend bei 1500 Upm und Raumtemperatur 30 min lang
zentrifugiert. Aufgrund der beschriebenen Aufarbeitung setzte sich das Filtratvolumen zu
50% aus dem zugegebenen PBS-Anteil und zu 50 % aus dem Volumen von Sputum plus Spu-
tasol zusammen. Nach dem Filtrieren wurde der Uberstand verworfen und das Pellet in PBS
resuspendiert. Beim Resuspendieren entsprach das verwendete Volumen PBS jeweils der
Hilfte des Filtratvolumens und war somit gleich dem im Filtrat anteilig vorhandenen Volu-

men aus Sputum plus Sputasol.

Zum Teil lieBen sich die Sputumproben nicht vollstindig suspendieren. In diesen Fillen wur-
de die Verarbeitung vor dem Filtrieren abgebrochen, und das Material musste fiir diese Ver-
suchsreihe verworfen werden. Alle erhobenen Daten beruhen daher auf Sputen, die sich prob-

lemlos suspendieren lieBen (vgl. Abschnitt 3.4).

2.2.4.2 Prinzip der Isolierung von Zellen mittels eines Percoll®-Dichtegradienten

Percoll® besteht aus kolloidalen Silikatpartikeln mit einem Durchmesser von 15-30 nm, die

mit Polyvinylpyrrolidon (PVP) iiberzogen sind.
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Wird eine Suspension von Partikeln zentrifugiert, so ist die Sedimentationsrate bei vorgege-
bener Zentrifugalkraft und Viskositidt der Suspension proportional zur Grof3e der Partikel und
zur Differenz aus der Dichte der Partikel und der Dichte der Suspension. Fiir sphérische Par-

tikel gilt:

e dz(q;;pl) X g
mit v = Sedimentationsrate,
d = Partikeldurchmesser,
pp = Partikeldichte,
p1 = Fliissigkeitsdichte,
N = Viskositit des Mediums,

g = Zentrifugalkraft.

Durch Zentrifugation bilden die Silikatpartikel der Percoll®-Losung einen Dichtegradienten
zwischen 1,0 und 1,3 g/ml entlang des Zentrifugenrohrchens. Wird vor Beginn der Zentrifu-
gation das Medium mit einer Zellsuspension iiberschichtet, so sammeln sich die einzelnen
Zelltypen in jeweils der Position, an der ihre Partikeldichte p, und die Dichte des Gradienten
p1 Ubereinstimmen. Auf diese Weise konnen unterschiedliche Zellen aufgrund ihrer Dichte
voneinander getrennt werden, unabhéngig von der Partikelgroe, da in der beschriebenen Po-
sition ja die Differenz p, - p; gleich Null ist. Somit gilt dann auch fiir die Sedimentationsrate

v =0, wie aus der oben angefiihrten Gleichung ersichtlich ist.

Die Percoll®-Losung ist nicht toxisch fiir Zellen und ermoglicht, diese lebend, morpholo-

gisch intakt und voll funktionsfihig zu gewinnen.
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2.2.4.3 Durchfiihrung der Dichtegradientenzentrifugation

Fiir die Dichtegradientenzentrifugation verwendeten wir ein Medium, das sich zusammen-
setzte wie in Tab 2.4 beschrieben. Der pH-Wert des Mediums lag in dieser Zusammensetzung

bei 7.4.

Tab. 2.4 Zusammensetzung des Mediums fiir die Dichtegradientenzentrifugation

Ansatz fiir 20 ml
0,75 ml 4 M NaCl
11,1 ml Percoll®
Aqua dest. ad 20 ml

4 ml dieses Percollansatzes wurden in ein Zentrifugenrohrchen gegeben. Mit Hilfe einer Pas-
teurpipette wurde das Medium dann vorsichtig mit dem gesamten aufbereiteten Probenmate-
rial tiberschichtet. Die Dichtegradientenzentrifugation wurde bei Raumtemperatur mit 1500
Upm iiber 20 min durchgefiihrt. Der entstandene ,,Zellring* wurde ebenfalls mittels einer Pas-
teurpipette abgeerntet, in ein frisches Zentrifugenrhrchen gegeben und zweimal mit PBS
gewaschen (Zentrifugation mit 1350 Upm iiber 10 min). Nach dem 2. Waschvorgang wurde
das Pellet in einem definierten Volumen PBS (je nach Bedarf zwischen 500 pl bis 5 ml) voll-

standig resuspendiert.

2.2.4.4 Vitalfirbung und Auszihlung mittels Neubauer-Zihlkammer

Trypanblaulosung 0,4% wurde 1:3 mit PBS verdiinnt. Diese Losung wurde 1:1 mit der aufbe-
reiteten Sputumsuspension (vgl. Abschnitte 2.2.4.1 und 2.2.4.3) gemischt und 5 min bei

Raumtemperatur inkubiert.

Mit Hilfe einer Kapillare wurde eine Neubauer-Zihlkammer mit der Suspension gefiillt. Die
Leukozyten wurden unter dem Lichtmikroskop bei 40facher VergroBerung ausgezihlt. Dabei
wurde auch der prozentuale Anteil von gefarbten und ungefidrbten Zellen bestimmt. Unter Be-
riicksichtigung der jeweiligen Verdiinnungsschritte konnte aus der ausgezihlten Anzahl die

Leukozytenanzahl pro ml Sputum errechnet werden.
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Bei Trypanblau handelt es sich um einen Vitalfarbstoff, d.h. lebende Zellen mit intakter Zell-
membran verhindern aktiv das Penetrieren der Substanz. Vitale Zellen werden daher nicht
angefirbt, wihrend die Zellmembran toter Zellen passiert werden kann, so dass diese blau ge-

farbt erscheinen.

2.2.4.5 Prinzip der Zellquantifizierung mit dem Cell Counter CASY®1 DT

Zur maschinellen Quantifizierung der Leukozyten benutzten wir den Cell Counter CASY® 1

DT (Abb.2.2).

Als Messvolumen konnen bei diesem Gerét 200 oder 400 ul gewéhlt werden. Aullerdem kon-
nen Ober- und Untergrenze des Messbereiches als Zelldurchmesser in um festgelegt werden.
Das Gerit wird mit einer speziellen Losung des Herstellers (,,CASYclean*) gereinigt und mit
einer isotonen Standardelektrolytlosung (,,CASYton*) geeicht. Bei der Eichung soll der

Background im gewihlten Messbereich unter 100 Counts / ml liegen.

Zur Messung wird die Probe in einem schwachen Elektrolyten (,,CASYton‘) suspendiert, in
einen dafiir vorgesehenen Behilter gegeben und auf dem Probensockel so plaziert, dass die
Messkapillare und eine AuBlenelektrode in die Zellsuspension eintauchen. Mittels einer Va-
kuumpumpe wird ein konstanter Unterdruck erzeugt und die zu untersuchende Probe so mit
gleichbleibender FlieBgeschwindigkeit in die Messkapillare gesaugt. Am Ende der Kapillare

befindet sich eine Prizisionsmesspore.

Die Messkapillare ist vor der Messung mit der isotonen Elektrolytlosung ,,CASYton* gefiillt.
Wihrend der Messung wird iiber zwei Platinelektroden eine Spannung an die Kapillarstrecke
angelegt, wobei die elektrolytgefiillte Kapillare einen definierten Widerstand darstellt. Intakte
Zellen sind nidherungsweise als Isolatoren zu betrachten. Beim Ansaugen einer Zellsuspensi-
on in die Messkapillare kommt es daher zu einer Widerstandserhohung, deren Betrag ein Mal3
fiir das Volumen der Zellen darstellt. Voraussetzung fiir dieses Messprinzip ist, dass die Zel-
len die Messpore einzeln passieren. Sicher erfasst werden auerdem nur intakte, vitale Zellen.

Der gewiinschte Messbereich kann in Form des Zelldurchmessers eingegeben werden.

Das Gerit tastet das Messsignal mit einer Frequenz von 1 MHz ab und berechnet aus den
Einzelmessungen das Integral des Signals, ein Verfahren, das als Pulsflachenanalyse bezeich-
net wird. Insgesamt beruht die Messung daher auf zwei miteinander kombinierten Prinzipien,

ndmlich auf dem Widerstandsmessprinzip und der erwihnten Pulsflichenanalyse.

28



3
O
2 8 4
T 5
] )] =
6 7
5 F 7 |
/
9 10

1: Drucksystem und Netzspannungsversorgung; 2: LED-Leuchtkontrollen; 3: Steigrohr; 4:
Messeinheit; 5: Aufenelektrode; 6: Abfallflasche; 7: Vorratsflasche; 8: Grundplatte; 9:
Probensockel; 10: Prdzisionsmesskapillare.

Abb. 2.2 Schematische Darstellung des Messstandes CASY® 1 DT

2.2.4.6 Auszihlung mittels Cell Counter CASY® 1 DT

Die mittels Dichtegradientenzentrifugation (vgl. Abschnitt 2.2.4.3.) gewonnene Zellsuspensi-
on wurde 1 : 100 mit CASYton verdiinnt. Zum Teil war auch eine Verdiinnung von 1 : 1000

erforderlich, da andernfalls die Zellzahl/ml so hoch war, dass das Gerit Storungen anzeigte.
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Vor jeder Probenmessung wurde das System griindlich mindestens dreimal mit CASYton ge-

spiilt und iiberpriift, dass der Background unter 100 Counts/ml lag.

Als Messbereich wurde ein Zelldurchmesser von 10 — 20 um gewihlt. Das Messvolumen be-
trug jeweils 400 pl. Es wurden von jeder Probe 10 Messungen durchgefiihrt und der Mittel-

wert errechnet.

2.2.5 Messung von DNA und HNE im Sputum

Die Messung der DNA-Konzentration und der HNE-Aktivitidt im Sputum von 51 Proben
fiihrten freundlicherweise Herr Prof. Dr. E. M. App und Mitarbeiter (GSF-Forschungsinstitut

fiir Gesundheit, Miinchen) fiir uns durch.

Dabei wurde die DNA-Konzentration nach enzymatischer Spaltung mit RNase A photome-
trisch bei 260 nm ermittelt. Die Aktivitit der Humanen Neutrophilenelastase wurde unter
Verwendung von Suc-L-alanyl-L-valyl-4nitroanilid als spezifischem chromogenen Substrat

gemessen.

2.2.6  Statistische Methoden

Alle statistischen Analysen wurden mit dem Statistikprogramm WinsStat 3.1. fiir Windows
ausgefiihrt. Dabei erfolgten die erforderlichen Uberpriifungen auf Normalverteilung anhand
des Kolmogoroff-Smirnoff-Testes. Bei Vorliegen einer Normalverteilung wurden Korrelati-

onsanalysen nach Pearson oder Regressionsanalysen durchgefiihrt.

Vergleiche zwischen zwei unabhingigen Stichproben erfolgten mit Hilfe des U-Testes nach
Wilcoxon, Mann und Whitney. Bei mehr als zwei Stichproben wurde entsprechend der H-

Test nach Kruskal und Wallis angewandt.

Als Signifikanzniveau wurde bei allen Testverfahren eine Irrtumswahrscheinlichkeit von

p<0,05 festgelegt [101].
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3. ERGEBNISSE

3.1 Beziehung zwischen DNA-Konzentration im Sputum und bakterieller Besied-

lung

Bei 43 Patienten wurde der Zusammenhang zwischen Erregernachweis und DNA-Menge im

Sputum untersucht.

Bei 4 Patienten konnte keine Kolonisation pathologischer Keime nachgewiesen werden, d.h.
in der Sputumkultur konnten keine Bakterien oder lediglich Keime der physiologischen
Mundflora angeziichtet werden. Der Median der DNA-Konzentration im Sputum betrug bei
diesen Patienten 3,55 mg DNA /g Sputum mit einer Spannweite von 0,47 bis 10,50
mg DNA /g Sputum (vgl. Tab. 3.1).

Bei 39 Patienten fand sich ein positiver Erregernachweis. Bei diesen Patienten betrug der
Median der DNA-Menge im Sputum 6,40 mg DNA / g Sputum mit einer Spannweite von
0,10 bis 42,50 mg DNA / g Sputum (vgl. Tab. 3.1, Abb. 3.1).

Tab. 3.1: DNA im Sputum bei negativer (Bakt. -) bzw. positiver (Bakt. +) bakterieller Spu-
tumkultur.

mg DNA / g Sputum

Bakt. - Bakt. +
n 4 39
Median 3,55 6,4
Spannweite | 0,47 - 10,50 | 0,10 - 42,50
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Abb. 3.1: Darstellung der DNA-Menge im Sputum von CF-Patienten bei negativer (Bakt.
-) bzw. positiver (Bakt. +) bakterieller Sputumkultur.

Boxplot, jeweils Markierung von Median, 5., 25., 75. und 95. Perzentile.

Die Ergebnisse legen nahe, dass trotz der Uberlappung der DNA-Konzentrationen ein Zu-
sammenhang besteht zwischen bakterieller Besiedlung und verstiarkter DNA-Freisetzung.
Aufgrund des geringen Stichprobenumfanges der bakterienfreien Sputumproben lie3 sich dies

jedoch nicht statistisch absichern (p = 0,10).

In der Differenzierung wurden bei den erwihnten 39 Patienten mit pathologischer bakterieller
Besiedlung in 27 Fillen ausschlieBlich Pseudomonas aeruginosa (PSA), in 6 Fillen aus-
schlieBlich Staphylococcus aureus (STA), in 5 Fillen gleichzeitig PSA und STA und in einem
Fall gleichzeitig PSA und Koagulase-negative Staphylokokken (im Folgenden als ,,sonstige*
bezeichnet), nachgewiesen. Der jeweilige Median und die Spannweite fiir die gemessenen
DNA-Konzentrationen sind in Tab. 3.2 aufgefiihrt. In Abb. 3.2 sind diese Ergebnisse gra-

phisch dargestellt.
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Tab. 3.2: DNA im Sputum bei positiver Sputumkultur (vgl. Tab 3.1 und Abb. 3.1: ,,Bakt
+) in Abhdngigkeit von der Art der bakteriellen Besiedlung.

PSA: Pseudomonas aeruginosa; STA: Staphylococcus aureus.

mg DNA / g Sputum

PSA STA PSA u. STA PSA u. sonsti&
n 27 6 5 1
Median 6,30 3,50 12,30 9,30
Spannweite § 0,73-42,50| 0,10 - 13,00 4,50 - 14,70 nicht durchfihrbar
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Abb. 3.2: Darstellung der DNA-Konzentration im Sputum von CF-Patienten in Abhdn-
gigkeit von der Art der bakteriellen Besiedlung. Abkiirzungen: siehe Legende
Tab. 3.2.

Boxplot, Markierung von Median, 5., 25., 75. und 95. Perzentile (Boxplot zu
PSA u. STA: hier liegen der Median mit 12,30 mg/g und die 75. Perzentile mit
13,50 mg/g sehr nah beieinander, so dass die Darstellung des Medians nur ge-
strichelt angedeutet ist und nicht mafistabsgerecht ist).

Auch hier ist aufgrund des geringen Stichprobenumfanges (mit Ausnahme der ausschlielich
mit PSA besiedelten Sputumproben) die Interpretation der Ergebnisse schwierig. PSA scheint
im Vergleich zu Staph. aureus eine stirkere Freisetzung von DNA zu bewirken. Eine statis-
tisch signifikant erhohte DNA-Freisetzung war jedoch bei allen Gruppen nicht nachweisbar

(p jeweils > 0,1).
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3.2 Abhéngigkeit der Neutrophilen Elastase im Sputum von bakterieller Besiedlung

Bei allen unter 3.1 erwidhnten 43 Sputumproben wurde zusitzlich die Aktivitit der Humanen
Neutrophilen Elastase (HNE) im Sputum bestimmt. Anhand dieser Daten wurde der Zusam-
menhang zwischen Erregernachweis und Elastaseaktivitédt untersucht.

Zunichst wurde wiederum die Gruppe der 4 Patienten ohne pathologische bakterielle Besied-
lung mit der Gruppe der 39 Patienten mit pathologischem mikrobiologischen Sputumbefund
verglichen. Dabei ergab sich fiir die Gruppe mit unauffilliger mikrobiologischer Sputumkul-
tur ein Median der Elastaseaktivitit von 844 Units / g Sputum. Bei den 39 Patienten mit pa-
thologischer Sputumkultur betrug die mediane Elastaseaktivitidt 2197 Units / g Sputum (vgl.
Tab. 3.3). Diese Zusammenhinge sind in Abb. 3.3 wiederum als Boxplot dargestellt.

Tab. 3.3: HNE im Sputum bei negativer (Bakt. -) bzw. positiver (Bakt. +) bakterieller Spu-

tumkultur.
Units HNE / g Sputum
Bakt. - Bakt. +
n 4 39
Median 844 2197
Spannweite 0-5012 0-7817
8000+
n=4 n=39
60004
E
2
Ua)' 40004
o
W
<
1) 2000+
c
-] 1l J_
0+ L

Bakt. - Bakt. +

Abb. 3.3: Darstellung der HNE-Aktivitiit im Sputum von CF-Patienten bei negativer
(Bakt. -) bzw. positiver (Bakt. +) bakterieller Sputumkultur.

Boxplot, jeweils Markierung von Median, 5., 25., 75. und 95. Perzentile.
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Demnach scheint eine bakterielle Besiedlung des Respirationstraktes zu hoheren Konzentrati-
onen von HNE im Sputum zu fiihren. Allerdings ist der beobachtete Zusammenhang aufgrund
des geringen Stichprobenumfanges, insbesondere bei der Gruppe mit negativer Sputumkultur

(n = 4), statistisch nicht signifikant (p = 0,09).

Je nach Art der nachgewiesenen bakteriellen Besiedlung ergaben sich die in Tab. 3.4 aufge-

fiihrten und in Abb. 3.4 graphisch dargestellten Werte fiir die Elastaseaktivitit im Sputum.

Tab. 3.4: HNE im Sputum bei positiver Sputumkultur (vgl. Tab. 3.3: ,,Bakt. +) in Ab-
héingigkeit von der Art der bakteriellen Besiedlung.

Abkiirzungen: siehe Legende Tab. 3.2.

Units HNE / g Sputum
PSA STA PSA u. STA PSA u. sonst.
n 27 6 5 1
Median 2696 1015 2197 1978
Spannweite §J 142 - 7817 0-4162 1528 - 3343 nicht durchfiihrbar
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Abb. 3.4: Darstellung der HNE-Aktivitiit im Sputum von CF-Patienten in Abhdingigkeit
von der Art der bakteriellen Besiedlung. Abkiirzungen: siehe Legende Tab. 3.2.

Boxplot, Markierung von Median, 5., 25., 75. und 95. Perzentile.
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Auch hier scheint eine Besiedlung mit Pseudomonas aeruginosa zu deutlich hoheren Werten
zu fiihren, dhnlich, wie dies schon beziiglich der DNA-Freisetzung beobachtet wurde (vgl.
Abschnitt 3.1, Tab. 3.2 und Abb. 3.2). Abermals gilt jedoch, dass dieser Zusammenhang bei

allen Gruppen statistisch nicht signifikant ist (p jeweils > 0,1).

3.3  Zusammenhang zwischen DNA und Humaner Neutrophilenelastase (HNE) im

Sputum von CF-Patienten

Bei 51 Mukoviszidosepatienten zwischen 7 und 35 Jahren wurden Sputumproben gesammelt
und die DNA-Konzentration sowie HNE-Aktivitit untersucht. Der Mittelwert der DNA-
Konzentration betrug 7,58 mg/g Sputum (SEM = 0,94 mg/g). Beziiglich der Elastaseaktivitit
ergab sich ein Mittelwert von 2743 Units/g Sputum (SEM = 301 Units/g). Die Regressions-
analyse ergab eine statistisch signifikante Korrelation von DNA- und Elastasewerten mit ei-
nem Korrelationskoeffizienten r = 0,62 und einer Irrtumswahrscheinlichkeit p < 0,001 (vgl.

Abb. 3.5).

mg DNA / g Sputum

0 2000 4000 6000 8000 10000
Units HNE / g Sputum

Abb. 3.5 Zusammenhang zwischen Humaner Neutrophilenelastase (HNE) und DNA im
Sputum von 51 CF-Patienten (ohne und mit DNase-Therapie).
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Von den untersuchten 51 Patienten inhalierten 15 jeweils einmal tdglich mit 1 Ampulle Pul-

mozyme®, entsprechend 2,5 ml rekombinanter humaner DNase I (Konzentration 1 mg/ml,

1000 Units/ml).

RegelmiBige Inhalation von DNase in dieser Dosis kann moglicherweise zu einer Erhohung
der Aktivitdt der HNE im Sputum fiihren. Es wurde daher in dieser Arbeit ebenfalls unter-
sucht, ob bei den 15 Patienten unter DNase-Therapie die Elastaseaktivitit im Sputum signifi-

kant erhoht war.

Bei den 36 Patienten, die nicht mit DNase inhalierten, ergaben sich ein Median von 5,2 mg
DNA / g Sputum und 1892 Units HNE / g Sputum. Die entsprechenden Werte lagen bei den
15 Patienten unter DNase-Therapie mit 11,0 mg DNA / g Sputum und 2197 Units HNE / g
Sputum hoher (vgl. Tab.3.5). Allerdings ist der beobachtete Unterschied nur beziiglich der
DNA-Konzentration statistisch signifikant (p < 0,02), nicht jedoch hinsichtlich der HNE-
Aktivitit.

Tab. 3.5: DNA und HNE im Sputum von CF-Patienten unter bzw. ohne DNase-Therapie.

Pat. ohne DNase | Pat. unter DNase
n 36 15
Alter (Spannweite) 7-35J. 10 - 35 J.
DNA (Median) 5,2 mg/g 11,0 mg/g
DNA (Spannweite) § 0,10 - 42,50 mg/g | 0,73 - 15,00 mg/g
HNE (Median) 1892 U/g 2197 U/g
HNE (Spannweite) 0-7817 U/g 1230 - 8087 U/g

Die Regressionsanalyse ergab bei getrennter Berechnung fiir die 36 Patienten, die nicht mit
DNase inhalierten, eine im Vergleich zu Abb. 3.5 etwas bessere statistisch signifikante Korre-

lation (r = 0,67) bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit p < 0,001 (vgl. Abb. 3.6).
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Abb. 3.6: Zusammenhang zwischen Humaner Neutrophilenelastase (HNE) und DNA im
Sputum von 36 CF-Patienten ohne DNase-Therapie.

Bei der Gruppe der 15 Patienten unter DNase-Therapie ergab eine entsprechende Regressi-
onsanalyse eine wesentlich schlechtere Korrelation mit einem Korrelationskoeffizienten von r

= 0,37 und einer Irrtumswahrscheinlichkeit p > 0,1 und war somit statistisch nicht signifikant.

Das Kollektiv aller 51 Patienten wurde auBerdem entsprechend der nachgewiesenen DNA-

Menge im Sputum in 3 Gruppen eingeteilt:
* Gruppe 1 mit <5 mg DNA / g Sputum,
* Gruppe 2 mit 5-10 mg DNA / g Sputum,

* Gruppe 3 mit > 10 mg DNA / g Sputum.

Fiir diese Gruppen sind jeweils Median und Spannweite der HNE-Aktivitidt in Tabelle 3.6

aufgefiihrt. Abb 3.7 stellt die beschriebenen Zusammenhinge grafisch dar.
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Tab. 3.6: HNE im Sputum von CF-Patienten bei unterschiedlicher DNA-Menge im Spu-

tum.
mg DNA / g Sputum
<5 5 bis 10 >10
n 21 13 17
Units HNE / g Sputum (Median) 939 2605 4162
Units HNE / g Sputum (Spannweite) 0 - 5641 1508 - 6147 | 1230 - 8087

n=21 n=13 n=17
8000 ¢+ -|-
e 6000+
=
3
(%)
2 4000+
w
pd
T
[%2]
£ 2000+ - J_
ol T

<5 5-10 >10
mg DNA / g Sputum
Abb. 3.7: HNE im Sputum von 51 CF-Patienten bei unterschiedlicher DNA-Menge im

Sputum, Boxplot (jeweils Markierung von Median, 5., 25., 75. und 95. Perzenti-
le.

Die Unterschiede zwischen den drei Gruppen sind dabei statistisch signifikant (p < 0,05), in-
sofern dass sie nach dem Kruskal-Wallis-Test nicht der gleichen Grundgesamtheit entstam-
men. Vergleicht man die einzelnen Gruppen untereinander anhand des Wilcoxon-Testes, so
ergeben sich jedoch wiederum zwischen den einzelnen Gruppen keine statistisch signifikan-

ten Unterschiede (p > 0,1).

Unterscheidet man innerhalb dieser drei Gruppen zusitzlich zwischen Patienten mit und ohne

DNase-Therapie, so ergeben sich die in Tab.3.7 aufgefiihrten HNE-Werte.
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Tab. 3.7: HNE im Sputum von CF-Patienten bei unterschiedlicher DNA-Menge, Unter-
scheidung zwischen Patienten mit (n = 15) bzw. ohne (n = 36) inhalativer DNa-

se-Therapie.

Patienten ohne DNase-Therapie
mg DNA / g Sputum

<5 5 bis 10 > 10
n 17 11 8
Units HNE / g Sputum (Median) 707 2696 4587
Units HNE / g Sputum (Spannweite) 0 - 5641 1508 - 6147 | 2417 - 7871

Patienten unter DNase-Therapie
mg DNA / g Sputum

<5 5 bis 10 > 10
n 4 2 9
Units HNE / g Sputum (Median) 2725 1888 3973
Units HNE / g Sputum (Spannweite) | 1301 - 3401 | 1678 - 2098 | 1230 - 8087

In Abb. 3.8 und 3.9 werden beide Zusammenhinge grafisch veranschaulicht.

n=17 n=11 n=8
8000+
e 6000
2 -
o
N
2 4000+
L
b
2 |
[%2]
-S 20004 T
0+ -
<5 5-10 >10

mg DNA / g Sputum

Abb. 3.8: HNE im Sputum von CF-Patienten bei unterschiedlicher DNA-Menge im Spu-
tum; Patienten ohne inhalative DNase-Therapie.
Boxplot, jeweils Markierung von Median, 5., 25., 75. und 95. Perzentile.
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Abb. 3.9: HNE im Sputum von CF-Patienten bei unterschiedlicher DNA-Menge im Spu-
tum; Patienten unter inhalativer DNase-Therapie (n = 15).
Boxplot, jeweils Markierung von Median, 5., 25., 75. und 95. Perzentile.

Die Ergebnisse lassen vermuten, dass bei Patienten ohne DNase-Therapie eine relativ enge
Beziehung zwischen DNA-Konzentration und HNE-Aktivitit besteht. Diese wird durch die
DNase-Therapie moglicherweise beeintrichtigt. Entsprechend ist der Unterschied zwischen
den Gruppen bei den Patienten ohne DNase-Therapie abermals anhand des Kruskal-Wallis-
Testes statistisch signifikant (p < 0,05, d.h. die Gruppen entstammen nicht der gleichen
Grundgesamtheit), wobei wiederum der Vergleich der einzelnen Gruppen untereinander an-
hand des Wilcoxon-Testses keine signifikanten Unterschiede erbrachte (p > 0,1). Bei den Pa-
tienten unter DNase-Therapie ist von vornherein ein solcher Zusammenhang auch anhand des

Kruskal-Wallis-Testes nicht zu beweisen (p = 0,43).

3.3.1 Verlauf von DNA und HNE im Sputum bei einzelnen CF-Patienten

Bei 7 Patienten wurden DNA und HNE im Sputum jeweils mehrfach bestimmt. Die Ergeb-

nisse dieser Messungen sind in Tab. 3.8 aufgefiihrt.
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Tab. 3.8: DNA und HNE im Sputum von CF-Patienten, Mehrfachbestimmungen.
DNase + : Patient unter DNase-Therapie,
DNase - : Patient ohne DNase-Therapie
zum Zeitpunkt der Sputumgewinnung.

Name, Alter | DNase mg DNA/g Sputum |Units HNE/g Sputum
M.G., 24 J. - 4,50 980]
M.G., 24 J. - 1,50 428
M.G., 25 J. + 8,70 2098
S.H., 19 J. - 13,75 2417
S.H., 19 J. - 8,10 2459]
S.H., 19 J. - 13,80 2009
S.H., 19 J. - 12,00 1508
M.H., 25 J. - 6,30 2918
M.H., 26 J. + 14,30 1230]
M.H., 26 J. + 14,70 2197
M.H., 26 J. + 12,30 1528
M.K., 10 J. + 15,00 8087
M.K., 10 J. - 10,60 3827
M.K., 10 J. - 6,90 1865
M.K., 10 J. - 9,00 4630}
N.U., 15 J. - 3,40 1100]
N.U., 15 J. - 4,00 1143
N.U., 15 J. + 10,60 3973
N.U., 15 J. - 9,40 1115
N.U., 15 J. - 9,60 2386
N.U., 15 J. - 6,40 1821
N.U., 15 J. - 17,00 4540
B.W., 35 J. + 4,5 3259
B.W., 35 J. - 9,3 1978
B.W., 35 J. - 16,5 421
B.W., 35 J. - 17,8 100
S.Z., 25 J. - 0,47 0
S.Z., 25 J. - 8,8 4010
S.Z., 25 J. - 11,8 2703

Bei den Mehrfachbestimmungen ergaben sich gro3e individuelle Unterschiede beziiglich der
Regressionsanalysen. Abb. 3.10 und 3.11 zeigen exemplarisch zwei gegensitzliche Regressi-
onen. Den Regressionsanalysen liegen unabhéngig von der medikamentdsen Therapie ledig-
lich diejenigen Messreihen zugrunde, die sich aus einer groferen Anzahl von Daten zusam-
mensetzen. Im Falle der Patientinnen B.W. (Abb. 3.10) und N.U. (Abb. 3.11) sind dies je-
weils die Messergebnisse, die gewonnen wurden, als die Patientinnen nicht mit DNase inha-

lierten.

42



¢ ohne DNase r=-1,0 (ohne DNase)

20 - ¢ mit DNase p <0,05

5

S5 15 <+

Q.

7]

2104

<

=z

O 54 o

o

£

0 { { { $ $ $ {
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500

U HNE / g Sputum

Abb. 3.10: Zusammenhang zwischen HNE und DNA im Sputum von Patientin B.W., 35
Jahre. Die Angaben von Regressionsgerade und Korrelationskoeffizientem be-
ziehen sich lediglich auf Werte aus Sputen, die gewonnen wurden, als die Pati-
entin nicht unter DNase-Therapie stand. Zusditzlich ist ein Wert der Patientin
eingetragen, der unter DNase-Therapie erhoben wurde.
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Abb. 3.11: Zusammenhang zwischen HNE und DNA im Sputum von Patientin N.U., 14
Jahre. Die Angaben von Regressionsgerade und Korrelationskoeffizientem be-
ziehen sich lediglich auf Werte aus Sputen, die gewonnen wurden, als die Pati-
entin nicht unter DNase-Therapie stand. Zusdtzlich ist ein Wert der Patientin
eingetragen, der unter DNase-Therapie erhoben wurde.

Bei der Patientin B.W. ergibt sich ein Korrelationskoeffizient von r =-1,0, wobei eine hohere

HNE-AKktivitdt mit einer niedrigeren DNA-Konzentration einhergeht. Dagegen verhilt sich
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die Beziehung zwischen HNE und DNA bei der Patientin N.U. genau entgegengesetzt: Hier
korrelieren hohere HNE-Werte mit einer hoheren DNA-Konzentration (r = 0,90). In beiden
Fillen ist der beobachtete Zusammenhang statistisch signifikant mit einer Irrtumswahrschein-
lichkeit von jeweils p < 0,05. Diese Resultate lassen darauf schlieBen, dass beim einzelnen
Patienten die Freisetzung von DNA und die Elastase-Produktion sehr unterschiedlich geregelt

werden.

3.4  Leukozytenquantifizierung im Sputum von CF-Patienten und Vergleich der

Leukozytenzahl mit DNA bzw. HNE

Bei der Aufbereitung des Sputums (vgl. Abschnitte 2.2.4.1 bis 2.2.4.3) ergab sich das Prob-
lem, dass manche Sputumproben sich nicht vollstindig verfliissigen lieBen, so dass das Ver-
fahren nicht routineméfig bei jeder Probe angewandt werden kann. Die folgenden Daten be-

ruhen ausschlieBlich auf Messungen an vollstidndig verfliissigten Sputen.

Bei 9 aufbereiteten Sputumproben wurden die Leukozyten bei 40facher Vergroerung unter
einem Lichtmikroskop in einer Neubauer-Zihlkammer ausgezihlt. Es wurde jeweils die An-
zahl an Leukozyten / ml Sputum errechnet sowie der relative Anteil an vitalen Leukozyten

bestimmt.

Zusitzlich zur lichtmikroskopischen Bestimmung der Leukozytenzahl wurde diese bei 4 Pro-

ben mit Hilfe des Cell Counters Casy® 1 DT (vgl. Abschnitt 2.2.4.5) ermittelt.

Tab. 3.9 zeigt die Ergebnisse dieser Messungen.

Tab. 3.9: Leukozytenzahl im Sputum von CF-Patienten.

Zellzahl / mi

Name, Alter| Datum Zahlkammer Casy 1 DT
N.K., 18 J. |24.07.95 8,33 x 10° 4,89 x 10°
AK., 16 J. | 25.07.95 2,26 x 10° nicht durchgefihrt
N.U., 15 J. | 03.08.95 1,15 x 10’ nicht durchgefihrt
M.K., 10 J. [23.08.95 2,25 x 107 nicht durchgefiihrt
M.K., 10 J. [28.08.95 5,63 x 10° nicht durchgefiihrt
M.S., 16 J. | 30.08.95 1,38 x 10’ nicht durchgefihrt
S.H., 19J. [12.09.95 8,14 x 107 2,97 x 107
M.B., 24 J. | 19.09.95 1,92 x 10° 2,07 x 10°
M.K., 10 J. | 19.09.95 7,62 x 10° 3.98 x 10°
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Fiir die 9 Sputen, die unter der Zdahlkammer ausgewertet wurden, ergab sich ein Median von
1,38 x 10’ Leukozyten / ml Sputum bei einer Spannweite von 1,92 x 10° - 8,33 x 10® Leuko-
zyten / ml Sputum. Bei den 4 Proben, die aulerdem mittels des Cell Counters ausgezihlt
wurden, betrug der Median fiir diese Messungen 1,68 x 10’ Leukozyten / ml bei einer

Spannweite von 2,07 x 10° - 4,89 x 108 Leukozyten / ml.

Vergleicht man die absoluten Zahlen der beiden Auszidhlungsmethoden, so divergieren diese
allerdings fiir jeweils dieselbe Sputumprobe erheblich, wobei jedoch zu beriicksichtigen ist,

dass der Cell Counter nur vitale Zellen erfasst.

Bei den Doppelbestimmungen (Auszdhlung unter dem Lichtmikroskop und mittels Cell
Counter) korrelierten die jeweiligen Ergebnisse sehr gut miteinander (r = 0,99). Trotz der

niedrigen Fallzahl ist diese Korrelation statistisch signifikant (p < 0,001, vgl. Abb. 3.12).
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Abb. 3.12: Vergleich der Leukozytenauszihlung im Sputum von 4 CF-Patienten mittels
Lichtmikroskop und mittels Cell Counter.
r: Korrelationskoeffizient; p: Irrtumswahrscheinlichkeit

Bei vier Proben wurden die mittels Ziahlkammer erhobene Zellzahl mit der Menge an DNA

bzw. HNE im Sputum verglichen. Die entsprechenden Werte sind in Tab. 3.10 aufgefiihrt.
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Tab. 3.10: Leukozytenzahl, DNA und HNE im Sputum von vier CF-Patienten.

Zellzahl / ml
Name, Alter [Datum (Zahlkammer) mg DNA / ] Sputum |Units HNE / ¢} Sputum
N.U., 15 J. 03.08.95 1,15 x 10’ 6,40 1821
M.K., 10J. [23.08.95] 2,25 x 10’ 6,90 1865
S.H., 19 J. 12.09.95 8,14 x 10’ 13,80 2009
M.K., 10J. [19.09.95] 7,62x 10° 9,00 4630

Die Regressionsanalyse von Zellzahl und DNA im Sputum ergab einen Korrelationskoeffi-
zienten von 0,89 (vgl. Abb. 3.13). Dieser Zusammenhang ist jedoch statistisch nicht signifi-
kant (p > 0,1).
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Zellzahl x 107 / ml Sputum (Zahlkammer)

Abb. 3.13: Vergleich der Leukozytenzahl und der DNA-Konzentration im Sputum von 4
CF-Patienten ;
r: Korrelationskoeffizient; p: Irrtumswahrscheinlichkeit.

Ein entsprechender Vergleich der Leukozytenzahl mit der HNE-Aktivitit ergab ebenfalls kei-

nen statistischen Zusammenhang (r = - 0,40; p > 0,1).

3.4.1 Unterscheidung zwischen vitalen und avitalen Zellen und Vergleich mit DNA-

Konzentration bzw. HNE-AKktivitit im Sputum

Die wie in Abschnitt 2.2.4.4 mit Trypanblau inkubierten Leukozyten wurden auB3erdem diffe-
renziert in vitale (d.h. nicht angeférbte) und avitale (d.h. angefirbte) Zellen. Der relative An-

teil vitaler bzw. avitaler Leukozyten ist in Tab. 3.11 dargestellt.
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Der Median lag bei diesen Untersuchungen bei 77,17 % fiir den Anteil vitaler Zellen, bzw.
bei 22,83 % fiir den Anteil avitaler Zellen. Die Spannweiten betrugen 54,24 % - 88,65 % fiir
den Anteil vitaler Leukozyten und 11,4 % - 45,8 % fiir den Anteil avitaler Leukozyten.

Tab. 3.11: Relativer Anteil vitaler und avitaler Leukozyten im Sputum von 9 CF-Patienten

Nr. [Name, Alter JAnteil vitaler Leukozyten |Anteil avitaler Leukozyten
1| NK.,18J. 88,7% 11,4%
2| AK.,16J. 77,1% 22,9%
3] N.U., 15J. 80,9% 19,1%
4| MK. 10J. 88,3% 11,7%
5] MK., 10J. 58,9% 41,2%
6| MS., 16 J. 54,2% 45,8%
7| S.H.,19J. 68,7% 31,3%
8| M.B., 24J. 77,2% 22,8%
9| MK, 10J. 80,9% 19,2%

Bei den Messungen Nr. 4 und 5 handelt es sich um denselben Patienten, wobei das Sputum
fiir Messung Nr. 5 fiinf Tage nach dem fiir Nr. 4 gewonnen wurde. Der Patient stand zu die-
sem Zeitpunkt unter intravendser Antibiose. Der deutlich geringere Anteil an vitalen Leuko-
zyten bei Messung Nr. 5 erklart sich moglicherweise durch die infolge der Antibiose allméh-

lich abklingende Entziindungsreaktion.

Bei denselben vier Proben wie in Tab. 3.10 und Abb. 3.13 wurde der jeweilige Anteil an avi-
talen Leukozyten mit der Menge an DNA bzw. HNE im Sputum verglichen. Die entspre-
chenden Werte sind in Tab. 3.12 aufgefiihrt.

Tab. 3.12: Anteil avitaler Leukozyten, DNA und HNE im Sputum von vier CF-Patienten.

Name, Alter | Datum ] avitale Leukozyten (%) mg DNA /g Sputum |Units HNE /g Sputum
N.U., 15 J. 03.08.95 19,1 6,40 1821
M.K., 10 J. 23.08.95 11,7 6,9 1865
S.H., 19 J. 12.09.95 31,3 13,8 2009
M.K., 10 J. 19.09.95 19,3 9,0 4630

Ein hoherer prozentualer Anteil an abgestorbenen Leukozyten im Sputum scheint demnach

mit einer hoheren Konzentration von DNA im Sputum einherzugehen. Eine entsprechende
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Regressionsanalyse ergab einen Korrelationskoeffizienten von 0,90 (vgl. Abb. 3.14). Dieser

Zusammenhang ist jedoch statistisch nicht signifikant (p > 0,1).
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Abb. 3.14: Vergleich des relativen Anteils avitaler Leukozyten und der DNA-Konzentration
im Sputum von 4 CF-Patienten ;

r: Korrelationskoeffizient; p: Irrtumswahrscheinlichkeit.

Ein entsprechender Vergleich des relativen Anteils avitaler Leukozyten mit der HNE-

Aktivitit ergab keinen statistischen Zusammenhang (r = - 0,47; p > 0,1).

3.5 Untersuchungen zum Einfluss von Pulmozyme® auf die oberflichenaktiven Ei-

genschaften von Alveofact®

Um zu iiberpriifen, ob die oberflichenaktiven Eigenschaften von pulmonalem Surfactant
durch DNase beeintrichtigt werden, wurden Adsorptions- und dynamische Messungen an ei-

ner im Pulsating Bubble Surfactometer erzeugten Luftblase durchgefiihrt.

3.5.1 Ergebnis der Adsorptionsmessungen

Bei allen DNase-Konzentrationen kam es innerhalb von 10 Sekunden zu einer Adsorption
von Alveofact® an der Oberfliche der im PBS erzeugten Blase, wobei die Oberfldachenspan-
nung im Mittel auf 22,29 bis 23,10 mN/m herabgesetzt wurde (vgl. Abb. 3.15 und Tab.
3.13). Ein signifikanter Unterschied (p = 0,82) gegeniiber den Kontrollproben ohne Pulmo-
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zyme® bestand nicht, so dass man davon ausgehen kann, dass die Adsorption von Alveo-

fact® an Oberfldachen durch Pulmozyme® nicht beeinflusst, bzw. nicht beeintrichtigt wird.

Tab 3.13: Oberflichenspannung bei Zugabe von 5 mg Surfactant / ml und unterschiedli-
chen DNase-Konzentrationen.

Angegeben sind jeweils Mittelwert und Standardabweichung (SD) nach 10 sec
Filmadsorption.

DNase-Konzentration (mg/ml) Oberfléchenspannung_ Mean + SD (mN/m) n
0 22,78 + 0,95 13
1 22,29 + 0,75 7
2 22,55 + 0,98 8
5 23,10 + 1,05 5
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Abb. 3.15: Zeitlicher Verlauf der Reduktion der Oberflichenspannung durch Alveofact®
(Konzentration 5 mg/ml) in Gegenwart unterschiedlicher Konzentrationen von
Pulmozyme®; Messung unter statischen Bedingungen.

Angegeben sind jeweils die Mittelwerte aus mehreren Messungen (vgl. Legen-
de).
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3.5.2 Ergebnis der dynamischen Messungen

Bei allen DNase-Konzentrationen kam es bei Oszillation innerhalb von 5 Minuten zu einer
Reduktion der Oberflichenspannung, wobei die minimalen Werte ( Ymin ) im Mittel 0,59 bis
5,28 mN/m betrugen (Tab. 3.14 und Abb. 3.16). Trotz der relativ groBen Spannweite ist die-
ser Unterschied der Proben untereinander, insbesondere auch im Vergleich zu den Kontroll-
proben ohne Pulmozyme®, nicht signifikant (p > 0,1). Die Ergebnisse zeigen daher, dass die
oberflachenaktiven Eigenschaften des pulmonalen Surfactant nicht durch DNase inhibiert

werden.

Tab 3.14: Oberflichenspannung bei Zugabe von 5 mg Surfactant/ml und unterschiedli-
chen DNase-Konzentrationen.

Angegeben sind jeweils Mittelwert und Standardabweichung (SD) der minima-
len Oberflichenspannungen nach 5 min Oszillation.

DNase-Konzentration (mg/ml) Oberfléchenspannung‘ Mean + SD (mN/m) n
0 2,03 + 1,28 13
1 0,59 + 0,47 7
2 1,91 +1,74 8
5 5,28 + 8,12 5
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Oberflachenspannung

0 100 200 300 400
Zeit (sec)

—e— ohne DNase, Oberfiachenspannung (mN/m), n =13

—m— DNase aktiv 1 mg/ml, Oberflachenspannung (mN/m), n=7
—a— DNase aktiv 2 mg/ml, Oberflachenspannung (mN/m), n=8
—%— DNase aktiv 5 mg/ml, Oberfilachenspannung (mN/m), n =15

Abb. 3.16: Zeitlicher Verlauf der Reduktion der Oberflichenspannung durch Alveofact®
(Konzentration 5 mg/ml) in Gegenwart unterschiedlicher Konzentrationen von
Pulmozyme®; Messung unter dynamischen Bedingungen.

Angegeben sind jeweils die Mittelwerte aus mehreren Messungen (vgl. Legen-
de).

3.6 Ergebnisse der Kompressibilititsversuche

Bei diesen Messungen diente der relative Fliissiganteil der Sputen in g (bezogen auf das Ge-
samtgewicht des jeweiligen Sputumaliquots in g) als Mal fiir die Kompressibilitit. Als Kon-
trolle dienten Aliquots von Sputum, die mit NaCl 0,9% behandelt worden waren. Verglichen
wurden diese jeweils mit Aliquots derselben Sputen, die zuvor entweder mit Pulmozyme®
oder mit Alveofact® oder mit Pulmozyme® und Alveofact® behandelt worden waren (vgl.

Abschnitt 2.2.1.2).

Es wurden 7 Sputen untersucht, wobei bei einer Probe die Gesamtmenge zu gering war, um
auch ein Aliquot mit Surfactant zu behandeln. Von dieser Messreihe liegen daher nur 6 Werte

vor.
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Tab. 3.15 Kompressibilitit von CF-Sputen nach Inkubation mit verschiedenen Losungen.
Angegeben ist jeweils der relative Fliissiganteil am Gesamitgewicht des jeweili-
gen Sputumaliquots.

n =7; bzw. n = 6 fiir Messreihe mit Surfactantzusatz.
M: Mittelwert; SD: Standardabweichung; SEM: Standardabweichung des Mit-
telwertes.

Relativer Fliissiganteil nach Inkubation mit:

Kontrolle (NaCl 0,9%) DNase Surfactant | DNase + Surfactant
M 0,401 0,664 0,316 0,548
SD 0,119 0,074 0,109 0,192
SEM 0,045 0,028 0,047 0,073

Bei Inkubation mit DNase ist der Fliissiganteil signifikant hoher (p < 0,05) und liegt im Mittel
bei 66,4 %, bei der Kontrolle mit NaCl 0,9% betrigt er im Mittel nur 40,1%.

Unter Zugabe von Surfactant ergibt sich keine bessere Verfliissigung. Vielmehr liegt der rela-
tive Fliissiganteil mit im Mittel 31,6 % sogar deutlich unter dem entsprechenden Kontroll-
wert, d.h. nach Inkubation mit Surfactant resultiert mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p

< 0,05 eine signifikant schlechtere Verfliissigung.

Bei Inkubation mit DNase und Surfactant ergibt sich mit 54,8 % Fliissiganteil zwar ein hohe-
rer Wert als bei der Kontrolle; dieses Ergebnis ist jedoch statistisch nicht signifikant (p >
0,05). Allerdings ist die Verfliissigung bei Inkubation mit DNase und Surfactant auch nicht
signifikant schlechter (p > 0,05) als bei Inkubation mit DNase alleine.

Insgesamt ergeben die vorliegenden Kompressibilititsmessungen keine statistisch signifikan-

ten Hinweise fiir eine Inhibition der DNase-Wirkung bei Zugabe von Surfactant.

3.7 Ergebnisse der Agarose-Gel-Elektrophoresen

Auf den Gelen waren, mit Ausnahme der Marker-DNA, sozusagen ,,DNA-Schlieren zu se-
hen. Dies war zu erwarten, zum einen, weil die verwendete Kélberthymus-DNA ein Gemisch
aus DNA-Fragmenten unterschiedlicher Lange ist, zum anderen, weil DNA von DNase | un-
spezifisch gespalten wird und somit beim enzymatischen Verdau ebenfalls DNA-Fragmente
unterschiedlicher Basenpaarldnge entstehen. Somit konnten auch keine deutlichen Banden auf

dem Gel erscheinen.
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Entscheidend ist, dass bei Zugabe von DNase in steigender Konzentration zunehmend kleine-
re DNA-Fragmente entstanden, was auf dem Gel daran zu erkennen war, dass sich die Loka-
lisation der ,,Schlieren* entsprechend in Richtung Lauffront verschob. Diese Wirkung von
Pulmozyme® wurde durch Alveofact® in Konzentrationen von 10, 100 und 1000 pg/ml nicht
beeintrichtigt. Vielmehr konnte man beobachten, dass bei Zugabe von Alveofact® in stei-
gender Konzentration noch kleinere DNA-Fragmente entstanden. Der beobachtete Effekt war
zwar sehr diskret und somit keineswegs beweisend; dennoch kann man spekulieren, dass pul-
monaler Surfactant beim enzymatischen Verdau von DNA durch DNase I eventuell sogar sy-

nergistisch wirken konnte.

Inkubierte man Pulmozyme® unverdiinnt 15 Minuten bei 100°C, so wurde das Enzym voll-
standig denaturiert. Entsprechende Gelelektrophoresen, bei denen diese zuvor inaktivierte
DNase verwendet wurde, zeigten, dass kein Verdau der Kilberthymus-DNA mehr stattfand.
Mit diesen Kontrollelektrophoresen wurde also nachgewiesen, dass bei den Vorbereitungen
aller anderen Proben der enzymatische Verdau der DNA vor Durchfiihren der Elektrophorese
mit Hilfe der in Abschnitt 2.2.1.1.1 beschriebenen Methode tatsdchlich vollstindig gestoppt

wurde, wie dies ja auch beabsichtigt war.

Abb. 3.17 zeigt exemplarisch ein Agarosegel.
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: DNA molecular weight standard VI

: 1 mg/ml DNA

: 1 mg/ml DNA + 1000 pg/ml Alveofact®

: 1 mg/ml DNA + 1 pg/ml Pulmozyme®

: 1 mg/ml DNA + 1 pg/ml Pulmozyme® + 10 pg/ml Alveofact®

: 1 mg/ml DNA + 1 pg/ml Pulmozyme® + 100 pg/ml Alveofact®
: 1 mg/ml DNA + 1 pg/ml Pulmozyme® + 1000 ug/ml Alveofact®
: 1 mg/ml DNA + 0,1 pg/ml Pulmozyme®

: 1 mg/ml DNA + 0,1 ug/ml Pulmozyme® + 10 ug/ml Alveofact®

10 : 1 mg/ml DNA + 0,1 pg/ml Pulmozyme® + 100 pg/ml Alveofact®

11 : 1 mg/ml DNA + 0,1 pg/ml Pulmozyme® + 1000 pg/ml Alveofact®

12 : DNA molecular weight standard I1

Abb. 3.17: Agarose-Gel-Elektrophorese von Kdlberthymus-DNA nach Inkubation mit un-
terschiedlichen Konzentrationen von Pulmozyme® und/oder Alveofact®.
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4. DISKUSSION

4.1 DNA-Konzentration und Elastaseaktivitit im Sputum von CF-Patienten: mog-

liche diagnostische und therapeutische Konsequenzen

Bei Mukoviszidose fallen im Rahmen von bronchopulmonalen Infektionen gro3e Mengen an
Leukozyten, vor allem an polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten (PMN) im Sputum
an [16, 17]. Dementsprechend wire zu erwarten, dass eine pulmonale Infektion mit einer er-

hohten DNA-Konzentration und gesteigerten Elastaseaktivitdt im Sputum einhergeht [25, 53].

In der Mukoviszidose-Ambulanz des Zentrums fiir Kinderheilkunde und Jugendmedizin der
Universitit GieBen wird zum gegenwirtigen Zeitpunkt eine inhalative DNase-Therapie in der
Regel dann eingeleitet, wenn Zeichen einer chronischen Entziindung vorliegen [1] und semi-
quantitativ wiederholt ,,massenhaft” Leukozyten im Sputum (d.h. 20-30 PMN/Gesichtsfeld)
nachzuweisen sind. Die Inhalationen werden dann probatorisch iiber einen Zeitraum von ca.
drei Monaten mit 1 x 2,5 ml Pulmozyme® durchgefiihrt. Anschlieend wird je nach Klinik,
Lungenfunktionsbefund und Patientencompliance iiber eine Fortsetzung der Therapie ent-

schieden.

Die Patienten berichten dabei iiber sehr unterschiedliche Erfahrungen mit der Therapie: Die
Schilderungen reichen von positiver Bewertung iiber unveridnderte Beschwerden bis hin zu
subjektiver Verschlechterung des Befindens. Unter der DNase-Therapie fallen zum Teil der-
art exzessive Mengen an Bronchialsekret an, dass die Elimination nicht mehr ausreichend ge-
lingt. Die Lebensqualitit kann dementsprechend aufgrund des stindigen Hustens zusitzlich
verschlechtert sein. Ubereinstimmende Angaben, denen zufolge eine hohe interindividuelle
Variabilitét hinsichtlich des Erfolges einer DNase-Therapie besteht, findet man auch in der

Literatur [102-104].

Einheitliche Kriterien fiir die Indikation zur DNase-Therapie gibt es bislang nicht. Sicher ist,
dass bereits bei einem Teil der Sduglinge mit CF in der bronchoalveoldren Lavage (BAL)-
Fliissigkeit erhohte Interleukin 8-Spiegel, vermehrt neutrophile Granulozyten, erhohte Kon-
zentrationen freier Elastase und vermutlich auch deutlich erhohte DNA zu messen sind [105],
so dass bei ihnen der Einsatz von DNase gerechtfertigt wére. Verlassliche nicht-invasive dia-

gnostische Marker der lokalen Inflammation sind nicht verfiigbar.

In der Literatur finden sich daher verschiedenste Angaben, z.B. dass eine DNase-Therapie

erst bei fortgeschrittenerer Erkrankung zu empfehlen sei. Ebenso findet man aber auch Hin-
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weise, dass bereits bei fehlender oder milder pulmonaler Symptomatik konsequent mit DNase

inhaliert werden sollte [106, 107].

Insgesamt herrscht auf diesem Gebiet noch Unsicherheit, und eine medizinisch sinnvolle
Vereinheitlichung der Therapie — basierend auf einer fundierten Rationale — erscheint wiin-

schenswert, zumal bei einer DNase-Therapie erhebliche Kosten anfallen [102, 103, 108].

Die vorliegenden Untersuchungen zum Nachweis von PMN, DNA und Elastase im Sputum
von CF-Patienten sollten zur einfacheren Indikationsstellung der DNase-Therapie beitragen.
Als problematisch erwies sich jedoch, dass eine nichtenzymatische Isolation der Leukozyten
aus dem iiberwiegend hochviskésen Sputum von CF-Patienten angestrebt wurde. Auf diese
Weise sollte gewihrleistet sein, dass keine Schidigung bzw. Alteration der Leukozyten bei
der Aufbereitung erfolgte. Insbesondere sollte ein kiinstlicher Zellzerfall vermieden werden,
der zu falsch hohen DNA- und Elastase-Werten gefiihrt hitte. Daraus resultierte jedoch die
Schwierigkeit, dass viele Sputen auf diese Weise nicht vollstindig bzw. homogen suspendiert
werden konnten. Dementsprechend konnte auch nur bei einem Teil der Proben, namlich nur
bei homogenen Suspensionen, eine weitere Verarbeitung mit Bestimmung der Leukozyten-
zahl erfolgen. Ein weiteres Problem bestand darin, dass relativ gro3e Sputumproben benotigt
wurden, um eine ausreichende Zellausbeute zu erreichen. Dadurch waren hiufig Parallelbe-
stimmungen weiterer Parameter, beispielsweise von DNA oder HNE, die wiinschenswert ge-
wesen wiren, mangels Untersuchungsmaterial nicht moglich. Lag eine homogene Suspension
vor, so schien sowohl eine Auszidhlung mit dem Counter Casy®1DT als auch lichtmikrosko-
pisch mit Hilfe einer Neubauer-Zihlkammer zuverlidssige Werte zu ergeben (Abb. 3.12). Der
Counter erfasst dabei wegen des zugrundeliegenden Widerstandsmessprinzips (siehe Ab-
schnitt 2.2.3.5) im Gegensatz zur lichtmikroskopischen Auszéhlung nur vitale Zellen. Dies

erklirt den Unterschied der absoluten Leukozytenzahl bei beiden Methoden (Tab. 3.9).

Bei neun Sputumproben fiihrten wir eine Leukozytenfirbung mit dem Vitalfarbstoff Try-
panblau durch. Auf diese Weise war eine lichtmikroskopische Differenzierung von vitalen
und avitalen PMN moglich. Dabei lag der Median fiir den Anteil vitaler Zellen mit 77,2 % re-
lativ hoch (Tab. 3.11). Die Ergebnisse legen die Schlussfolgerung nahe, dass bei CF-
Patienten infolge chronischer Entziindungen des Respirationstraktes permanent Leukozyten
in grofler Zahl aus dem Blut ins Gewebe auswandern, so dass in der Regel der Anteil an noch

vitalen Zellen bei weitem iiberwiegt.
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Als Routineaufbereitung scheint eine nichtenzymatische Verarbeitung der Sputen aufgrund
der beschriebenen Problematik jedoch nicht geeignet. Zu einem &@hnlichen Ergebnis kamen
Cai et al. [109], die CF-Sputen unter anderem zwecks Zelldifferenzierung mit DTT aufberei-
teten und Vergleichsuntersuchungen nach Aufbereitung mit einer Enzymmischung aus DNa-
se, Hyaluronidase und Galaktosidase durchfiihrten. Dabei fiel nach enzymatischer Aufberei-
tung eine wesentlich hohere Zellausbeute auf. Die Autoren empfehlen daher bei CF-Sputen
eine Zellisolierung mit Hilfe der oben genannten Enzymmischung, da andernfalls eine exakte
Quantifizierung der Zellen nicht moglich zu sein scheint. Folglich kann man aus dem von uns
verwendeten Verfahren keine Indikation fiir den Beginn einer DNase-Therapie ableiten. Un-

sere urspriinglichen Erwartungen erfiillten sich daher nicht.

Interessant wire es, der Fragestellung nachzugehen, ob sich nach einer Sputumaufbereitung,
wie Cai et al. sie empfehlen, eine Korrelation zwischen der Leukozytenzahl und DNA bzw.
zwischen der Leukozytenzahl und Elastaseaktivitit im Sputum ergibt. Moglicherweise wire
eine derartige Leukozytenquantifizierung in der Tat als Kriterium fiir das Einleiten einer inha-
lativen DNase-Therapie zu verwenden. Entsprechende Untersuchungen liegen nach unserem

Wissen bisher nicht vor.

Die vorgelegten Untersuchungsergebnisse ergaben ferner Hinweise, dass die DNA-
Konzentration im Sputum von CF-Patienten bei bakterieller Besiedlung deutlich hoher ist,
insbesondere bei Infektion mit Pseudomonas aeruginosa (Abb.3.2), einem typischen Erreger
bronchopulmonaler Infektionen bei Mukoviszidose [1]. Die Ergebnisse waren aufgrund der
kleinen Fallzahl jedoch statistisch nicht signifikant, so dass diesbeziiglich weitere Untersu-

chungen erforderlich wéren.

Auch beziiglich der Elastaseaktivitit stiitzten unsere Ergebnisse die Vermutung, dass ein Zu-
sammenhang zwischen Erregernachweis im Sputum und erhohter HNE-Aktivitét besteht, da
hier ebenfalls eine Tendenz zu erhohter Aktivitit bei bakterieller Besiedlung auffiel. Aller-
dings war auch hier die Fallzahl nicht ausreichend, so dass ebenfalls weiterfiihrende Untersu-
chungen sinnvoll erscheinen. In Ubereinstimmung zu den Beobachtungen beziiglich der
DNA-Konzentration gingen insbesondere Pseudomonasinfektionen mit einer erhdhten Elasta-

seaktivitit einher.

Interessant ist auch die Frage, ob insbesondere bei Pseudomonasinfektionen im Vergleich zu
anderen Infektionen signifikant mit hoheren Leukozytenzahlen im Sputum zu rechnen ist. Da

die anfallende DNA {iiberwiegend, die von uns bestimmte Elastase vollstindig von zerfallen-
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den polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten stammt, ist dies anzunehmen. Auch dies-

beziiglich wiren weitere Untersuchungen sinnvoll.

Betrachtete man die Gesamtzahl der 51 CF-Sputen, bei denen DNA und HNE bestimmt wur-
den, so ergab sich eine hochsignifikante Korrelation (r = 0,62 bei p < 0,001) zwischen beiden
Parametern, d.h. eine hohere DNA-Konzentration ging auch mit einer gesteigerten Elastase-
Aktivitdt einher (Abb. 3.5 und 3.11). Allerdings galt diese Beobachtung nicht fiir alle Patien-
ten. Es gab auch Krankheitsverldufe einzelner Patienten mit negativer Korrelation, bei denen
hohe DNA-Spiegel mit niedrigen HNE-Konzentrationen einhergingen (Abb. 3.10). Dies lasst

auf weitere individuelle Regulationsmechanismen schlieB3en.

4.2 Einfluss von DNase-Inhalation auf Elastase

Bei 15 Patienten, die mit inhalativer DNase behandelt wurden, lagen sowohl die DNA-
Konzentration als auch die HNE-Aktivitdt hoher als bei der Vergleichsgruppe ohne DNase-
Therapie (Tab. 3.5). Statistisch signifikant war dieser Unterschied jedoch nur beziiglich der
DNA-Konzentration. Dieses Ergebnis iiberrascht insofern nicht, als die Therapie nach dem
iblichen Regime der Gielener Mukoviszidose-Ambulanz nur eingeleitet wurde, wenn semi-
quantitativ wiederholt ,,massenhaft* PMN im Sputum nachgewiesen worden waren. Folglich
war auch zu erwarten, dass infolge Zellzerfalls der PMN gro8e Mengen an DNA anfielen.
Dass dennoch keine sichere Beziehung zwischen einer DNase-Therapie und der HNE-
Aktivitdat nachzuweisen war, spricht ebenfalls fiir die Hypothese, dass weitere Mechanismen
einen Einfluss auf die Elastaseaktivitidt haben. Vermutlich hingt die HNE-Aktivitit eher vom
aktuellen Status der Erkrankung bzw. der Entziindungsaktivitdt ab [110]. So wire es bei-
spielsweise vorstellbar, dass bei allméhlich abklingender Entziindungsreaktion zwar noch
grofle Mengen an Leukozyten-DNA nachweisbar sind, da deren Elimination und Expektorati-
on als Folge erhohter Viskositdt und Sekretretention erschwert ist. Die Elastaseaktivitit konn-
te zu diesem Zeitpunkt jedoch bereits deutlich riickldufig sein. Sinnvoll erscheinen daher auch
weitere Untersuchungen an Patienten unter bzw. ohne DNase-Therapie bei paralleler Be-
stimmung von Entziindungsparametern im Serum (CRP, IgM, IgG, IL-8 und Leukozytene-
lastase), im Sputum (Leukozyten, DNA, IL-1, IL-6, TNF o und Leukozytenelastase [111])
sowie von Lungenfunktionsparametern (FVC, FEV). Zum Teil ist dies bereits durch die Ar-
beitsgruppen von Rochat et al., Shah et al. sowie Costello et al. erfolgt [33, 77, 78]. Aus pi-
diatrischer Sicht diirften kiinftig besonders IL-8-Messungen im Atemkondensat von Interesse
sein, die zur Zeit Gegenstand erster wissenschaftlicher Studien sind [112].
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Bei vier Sputen fiihrten wir gleichzeitig Bestimmungen der PMN-Zahl (Auszédhlung mittels
Neubauerzihlkammer), der DNA-Konzentration und der HNE-Aktivitit durch. Aufgrund der
geschilderten Problematik der Sputumaufbereitung zur Leukozytenquantifizierung konnten
nur bei derart wenigen Fillen gleichzeitig alle drei Parameter erhoben werden. Zwar ergab
die Regressionsanalyse Hinweise, dass eine groBere Leukozytenzahl auch mit einer hoheren
DNA-Konzentration einhergeht; das Ergebnis war aber statistisch nicht signifikant. Entspre-
chend scheint eine positive Korrelation zwischen relativem Anteil an avitalen PMN und
nachweisbarer DNA zu bestehen. Auch hier war das Ergebnis jedoch nicht signifikant. Hin-
sichtlich PMN-Zahl und HNE-Aktivitit bzw. beziiglich des relativen Anteils an avitalen
PMN und Elastasaktivitit konnte jeweils kein Zusammenhang festgestellt werden. Die ge-
nannte Fallzahl war daher insgesamt in allen Fillen zu niedrig, um eine sichere Aussage tref-

fen zu konnen (Abb. 3.14).

Armstrong et al. untersuchten die bronchoalveolédre Lavage (BAL) von CF-Patienten unter 6
Jahren hinsichtlich Zytologie der BAL, IL-8-Konzentration und Elastasekonzentration [105].
Dabei ergaben sich signifikante Korrelationen zwischen der Anzahl von neutrophilen Granu-
lozyten und der IL-8-Konzentration, der Anzahl der Neutrophilen und der Elastasekonzentra-
tion sowie zwischen der IL-8- und der Elastasekonzentration. Die hochste Anzahl an
Neutrophilen, die hochsten IL-8- und die hochsten Elastasekonzentrationen wurden dabei je-
weils in Lavagen von Patienten nachgewiesen, die alle mit Pseudomonas aeruginosa besiedelt
waren. Vergleichbare Untersuchungen im Sputum von CF-Patienten wiren wiinschenswert,
da dieses Material ab einem Alter von ca. 6-7 Jahren vergleichsweise einfach zu gewinnen ist
und die jeweiligen Entziindungsparameter als Kriterium fiir die Planung der weiteren Thera-
pie herangezogen werden konnten, z.B. hinsichtlich der Frage, ob eine Inhalationstherapie mit

DNase eingeleitet beziehungsweise fortgesetzt werden sollte.

Die Beobachtungen von Rochat et al. [33] schienen nahe zu legen, dass durch inhalative
DNase-Therapie ein Anstieg der Elastaseaktivitit induziert wird. Als Erkldrung wurde vor al-
lem geltend gemacht, dass DNA freie Elastase bindet und damit inaktiviert [75-77]. Bei Spal-
tung der langkettigen DNA in kiirzere Fragmente gehe diese inhibierende Wirkung auf die
Elastase verloren; es resultiere eine erhohte Elastaseaktivitdt. Die von uns vorgelegten Ergeb-
nisse sprechen eher gegen einen solchen einfachen Zusammenhang. Sie stehen vielmehr im
Einklang mit der These von Shah et al.[77] und Costello et al.[78], dass ein solcher Einfluss

nicht besteht. Eine Untersuchung von Duranton et al. zeigte aulerdem, dass auch kiirzere
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DNA-Fragmente, wie sie unter Inhalationstherapie mit DNase entstehen, in unveridndertem

Ausmal} sowohl HNE als auch weitere Proteinasen inhibieren [113].

4.3 Pulmozyme® und Alveofact®
4.3.1 Untersuchungen zur Interaktion von Pulmozyme® und Alveofact®

Neben einer DNase-Therapie wird seit ldngerer Zeit der potentielle Nutzen einer ergdnzenden
Surfactant-Therapie diskutiert [79-86, 95]. Daher war es wichtig, mogliche Interferenzen zwi-
schen beiden Substanzen auszuschlieBen. Die von uns durchgefiihrten Adsorptions- und dy-
namischen Messungen zur Uberpriifung einer eventuellen Beeinflussung der Surfactantaktivi-
tat durch DNase ergaben keine Hinweise, dass es hierbei zu einer Inhibition von Surfactant

kommt.

Um andererseits eine Beeintriachtigung der DNase-Aktivitit durch Surfactant auszuschlieen,
wurden Agarose-Gel-Elektrophoresen durchgefiihrt (Abschnitte 2.2.1.1.3 und 3.7). Dabei
zeigte sich, dass die Aktivitit von Pulmozyme® durch Alveofact® nicht reduziert wird. Es
ergaben sich sogar Hinweise, dass die verwendete Kélberthymus-DNA bei Inkubation mit

beiden Substanzen moglicherweise besser gespalten wird.

Auch bei den durchgefiihrten Kompressibilitdtsmessungen (Abschnitt 3.6) war keine Beein-
trachtigung der DNase-Wirkung bei Zugabe von Surfactant festzustellen. Hinweise fiir eine
verbesserte Wirksamkeit der DNase unter Zugabe von Surfactant ergaben sich hier jedoch

nicht.

Einschrinkend muss gesagt werden, dass sdmtliche in dieser Arbeit diskutierten Untersu-
chungen mit dem Surfactantpriparat Alveofact® und der bislang kommerziell verfiigbaren
DNase (Pulmozyme®) durchgefiihrt wurden. Die Ergebnisse konnen daher nicht ohne weite-
res auf andere Priparate iibertragen werden. In Deutschland wird zwar im medizinischen Be-
reich iiberwiegend Alveofact® als pulmonaler Surfactant eingesetzt, es gibt jedoch inzwi-
schen eine neuere, aktinresistente DNase [114, 115], iiber deren eventuelle Interaktionen mit

Alveofact® aufgrund unserer Untersuchungen keine Aussagen getroffen werden konnen.

Beziiglich der Beobachtung, dass in der Agarose-Gel-Elektrophorese ein effizienterer DNA-
Verdau nach Inkubation mit DNase und Surfactant nachweisbar zu sein scheint, muss die
Einschrinkung gemacht werden, dass diese Untersuchungen mit Kélberthymus-DNA als

Substrat durchgefiihrt wurden. Entsprechende Untersuchungen mit humaner DNA liegen
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nach unserer Kenntnis bisher nicht vor. Bei den Kompressibilitdtsmessungen war eine derar-
tige verbesserte Wirksamkeit der DNase in Gegenwart von Surfactant nicht festzustellen.
Hier wurden die Untersuchungen an CF-Sputen durchgefiihrt, so dass in diesen Fillen huma-
ne DNA als Substrat diente und die Vergleichbarkeit zur Wirksamkeit in vivo eher gegeben

ist.

4.3.2 Schlussfolgerungen fiir eine inhalative Kombinationstherapie von Pulmozyme ®

und Alveofact ®

Zusammenfassend sprechen die im Abschnitt 4.3 diskutierten Untersuchungen dafiir, dass
Pulmozyme® und Alveofact® sich nicht inhibieren. Ferner besteht aus unserer Sicht auch
keine Gefahr, dass es unter DNase-Therapie zu einer signifikanten Erhohung der Elastaseak-

tivitit kommen konnte.

Daraus ergeben sich als Schlussfolgerungen zum einen, dass eine inhalative DNase-Therapie
sicher und unbedenklich erscheint. Ferner konnte eine gemeinsame inhalative Verabreichung
beider Medikamente bei Mukoviszidosepatienten aus folgenden Griinden sinnvoll sein (vgl.

Abschnitt 1.4):
e Pulmonaler Surfactant erleichtert das Wiedereroffnen distaler Atemwege [79].

e Aufgrund seiner spreitenden Eigenschaften konnte Surfactant dazu beitragen, dass an-

dere Medikamente, z.B. DNase, besser an ihren Wirkort gelangen [94, 95].

e Surfactant verbessert die mukozilidre Clearance [80, 81] durch Erhohung der zilidren

Schlagfrequenz [81].

¢ Die Surfactantproteine A und D iiben Opsoninfunktion aus und spielen somit eine Rol-
le bei der Abwehr pulmonaler Infektionen [83-85]. Einschriankend muss gesagt werden,
dass Alveofact® zwar die Surfactantproteine B und C, nicht jedoch SP-A und SP-D
enthilt. Jedoch ist auch bekannt, dass andere Surfactantbestandteile eine immunologi-
sche Funktion haben: Phospholipide supprimieren die Proliferation, Immunglobu-
linproduktion und Zytotoxizitit von Lymphozyten. Des Weiteren inhibieren Phospho-
lipide das Freisetzen von Endotoxin-stimulierten Zytokinen (TNF, IL-1, IL-6) aus
Makrophagen [82].
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Ferner sind bei CF-Patienten Alterationen des korpereigenen Sufactants beobachtet
worden [87-89]. Insbesondere konnte eine erhebliche Erniedrigung von SP-A und SP-
D nachgewiesen werden [116, 117]. AuBBerdem wiesen Griese et al. nach, dass wichti-
ge oberflichenaktiven Bestandteile des Surfactants, ndmlich Phosphatidylcholin und
Phosphatidylglycerol, bei CF-Patienten signifikant erniedrigt sind [89]. Bei Untersu-
chungen mit dem Pulsating Bubble Surfactometer durch dieselbe Arbeitsgruppe zeigte
der pulmonale Surfactant von CF-Patienten im Vergleich zur Kontrollgruppe daher er-

wartungsgemil eine geringere Oberflachenaktivitit [89].

2002 beobachteten Tegtmeyer et al., dass Alveofact ® offensichtlich die lokale Akti-
vierung von PMN inhibiert [118]. Allerdings handelte es sich dabei um einen Fallbe-
richt bei einem zweijdhrigen Middchen mit ARDS im Rahmen einer Meningokokken-
sepsis. Es ist unklar, inwieweit sich diese Beobachtung auf CF-Patienten iibertragen

lasst.

Umgekehrt gibt es Hinweise, dass DNase sich positiv auf die Surfactantzusammenset-
zung beziehungsweise auf das Phospholipidprofil auswirkt: Zahm et al. [119] inkubier-
ten Sputum von CF-Patienten mit rhDNase oder einer Kontrolllésung aus NaCl und
CaCl; (analog zu der Losung, in der die kommerziell erhiltliche DNase aufgeldst ist).
Bei den mit DNase inkubierten Sputen fielen anschlieBend signifikante Anderungen
des Phospholipidprofiles auf, wobei nach Inkubation signifikant mehr Phospholipide,
dabei wiederum signifikant mehr Phosphatidylglycerol nachweisbar waren. Die Auto-
ren folgern, dass durch Spaltung der DNA unter dem Einfluss von DNase Interaktionen
zwischen DNA und Glycoproteinen veridndert werden und dadurch assoziierte Lipide
quasi ,,demaskiert” werden, so dass diese wiederum oberflachenaktiv wirksam werden
konnen. AuBBerdem wurde von Zahm et al. bei den mit DNase inkubierten Sputen eine
signifikante Verbesserung verschiedener rheologischer Parameter — sowohl der relati-

ven mukozilidren Transportrate als auch der Hustenclearance — beobachtet.

1997 fiihrten Griese et al. mit fiinf jungen erwachsenen CF-Patienten eine doppelblinde, pla-
zebokontrollierte Pilotstudie mit crossover design durch, um die Wirkung einer Inhalations-
therapie von 120 mg Alveoact® an fiinf aufeinanderfolgenden Tagen bei CF-Patienten zu ii-
berpriifen [120]. Zu Beginn der Studie, vor jeder sowie 30 und 90 Minuten nach jeder Inhala-

tion wurden die FVC und FEV, gemessen. Bei dieser Studie ergab sich hinsichtlich der Lun-
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genfunktionsparameter kein signifikanter Effekt. Die Autoren argumentierten, dass dies je-
doch unter Umsténden auf eine unzureichende Surfactantdosis, eine inhomogene Verteilung
des Medikamentes in den Atemwegen oder auf eine Inhibition des Surfactants in der Lunge
zuriickzufiihren sei. Dementsprechend erscheinen weiterfithrende Untersuchungen insbeson-
dere mit hoheren Dosen wiinschenswert. Allerdings wurden fiir die Verabreichung von 120
mg Alveofact® iiber ein Pari-Inhaliergeridt mit Pari IS-2-Kompressor, wie er in Deutschland
bei CF-Patienten hédufig eingesetzt wird, bereits 20 bis 25 Minuten bendtigt. Bei hoherer Do-
sis mit entsprechend lidngeren Inhalationszeiten konnten Compliance-Probleme seitens der
Patienten resultieren, denen allerdings mit Hilfe moderner Inhalationsgerite begegnet werden

konnte [121, 122, 123].

Untersuchungen zur inhalativen Kombinationstherapie von Pulmozyme® und Alveofact®
(oder anderer Surfactantprdparate) liegen unseres Wissens noch nicht vor. Entsprechende
Studien erscheinen wiinschenswert und sinnvoll, zumal nach den vorliegenden Untersuchun-
gen keine gegenseitige Inibition der beiden Medikamente zu erwarten ist. Ebenso konnte die
Arbeitsgruppe um Griese keine Nebenwirkung der Surfactant-Inhalationstherapie beobach-
ten. Ein entsprechender Therapieversuch im Rahmen klinischer Studien wire also aller Vor-

aussicht nach sicher und ethisch vertretbar, wenn auch kostenaufwendig.

63



S. ZUSAMMENFASSUNG

Hintergrund

Sputum von Mukoviszidose(cystic fibrosis, CF)-Patienten enthilt ca. 3 — 15 mg DNA / ml
Sputum, die erheblich zur Viskositdtserhohung des Sputums beitrdgt und somit eine Expekto-
ration desselben erschwert. Uberwiegend stammt die DNA aus zerfallenden polymorphkerni-
gen neutrophilen Granulozyten (PMN). Seit Anfang der 90er Jahre wird rekombinante huma-
ne (rh) DNase I (Pulmozyme®) bei CF-Patienten inhalativ verabreicht. Ziel ist dabei, die 1dn-
gerkettigen DNA-Fragmente zu spalten, somit die Viskositit des Sputums herabzusetzen und
die Expektoration zu erleichtern. Die Erfolge dabei variieren jedoch von Patient zu Patient
erheblich, so dass sich auch wegen der hohen Kosten des Medikamentes die Frage stellt, wel-

che Kriterien fiir die Einleitung einer Inhalationstherapie mit DNase definiert werden sollten.

Es liegen auBBerdem Untersuchungen vor, denen zufolge die Inhalation von DNase I zu einer
Erhohung der Elastaseaktivitit im Sputum fiithren soll. Dies wire bedenklich, da humane

Neutrophilenelastase (HNE) maBgeblich an der Destruktion des Lungengewebes beteiligt ist.

Eine weitere Uberlegung ist, dass die Wirkung von rhDNase moglicherweise durch eine
gleichzeitige inhalative Gabe von pulmonalem Surfactant verbessert werden konnte. Bevor
entsprechende Untersuchungen in vivo erfolgen, war jedoch zu klédren, ob beide Medikamente

sich nicht eventuell gegenseitig inhibieren.

Methoden

Ziel war es, die PMN im Sputum durch eine nichtenzymatische Aufbereitung zu isolieren und
zu quantifizieren. Bei 51 Sputumproben von Mukoviszidosepatienten wurden Messungen der
DNA-Konzentration und der HNE-Aktivitit durchgefiihrt. Dabei wurde die DNA-
Konzentration nach enzymatischer Spaltung mit RNase A photometrisch bei 260 nm ermit-
telt. Die HNE-Aktivitat wurde unter Verwendung von Suc-L-alanyl-L-valyl-4nitroanilid als

spezifischem chromogenem Substrat gemessen.

Zur Uberpriifung der DNase-Aktivitit in Abhingigkeit von unterschiedlichen Surfactantkon-
zentrationen wurden 5 Agarose-Gel-Elektrophoresen und an 6 Sputumproben von CF-

Patienten Kompressibilititsmessungen durchgefiihrt.
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Um zu beurteilen, ob die oberflachenaktive Wirkung von Surfactant durch rhDNase beein-
flusst wird, wurden Adsorptions- und dynamische Messungen der Surfactantaktivitit in An-
wesenheit unterschiedlicher DNase-Konzentrationen an einem Pulsating Bubble Surfactome-

ter durchgefiihrt.

Ergebnisse

Mit dem methodischen Ansatz einer nichtenzymatischen Aufbereitung war es nicht in jedem
Falle moglich, das Sputum von Mukoviszidosepatienten homogen zu suspendieren. Auf der
Grundlage dieser Methode war deshalb eine zuverlidssige Quantifizierung der PMN nicht zu

erreichen.

Die Untersuchungen lieen keinen eindeutigen Zusammenhang zwischen DNase-Therapie
und Hohe der Elastaseaktivitit erkennen, insbesondere ergab sich auch kein Hinweis, dass ei-
ne DNase-Therapie zu einer (potentiell nachteiligen) Erhohung der Elastaseaktivitit fiihren

wiirde.

Die Kompressibilititsmessungen und die Messungen am Pulsating Bubble Surfactometer er-
gaben keine statistisch signifikanten Hinweise auf eine Inhibition der DNase-Wirkung bei
Zugabe von Surfactant und umgekehrt. Eine gegenseitige Inhibition der Wirkung von DNase
und Surfactant konnte durch unsere Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit fiir Pulmozy-
me® und das in Deutschland sehr verbreitete Surfactantpriparat Alveofact® ausgeschlossen

werden.

Schlussfolgerung

Eine nichtenzymatische Aufbereitung des Sputum von Mukoviszidosepatienten ermoglicht
keine zuverldssige Quantifizierung der PMN, was wiederum bedeutet, dass auf diese Weise

kein Kriterium fiir den Beginn einer Therapie mit Pulmozyme® etabliert werden konnte.

Die Ergebnisse unterstiitzen die These, dass die Inhalation von rekombinanter humaner DNa-
se I nicht zu einer Erhohung der HNE fiihrt. Eine Pulmozyme®-Therapie erscheint daher

diesbeziiglich unbedenklich.

Eine gemeinsame inhalative Verabreichung von Pulmozyme® und Alveofact® ist problem-

los moglich, da sich kein Hinweis fiir eine gegenseitige Inhibition der beiden Medikamente
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fand. Weiterfiihrende klinische Studien zur Uberpriifung einer eventuell verbesserten Wir-
kung von Pulmozyme® bei Kombination mit Alveofact® sind daher sinnvoll und wiin-

schenswert.
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6. SUMMARY

Background

The sputum of patients suffering from cystic fibrosis (CF) contains high concentrations of
DNA (about 3 — 15 mg DNA / ml Sputum). It contributes considerably to the high viscosity
of the CF sputum, thus, rendering expectoration more difficult. Most of the DNA is released
by decaying polymorphonuclear neutrophile granulocytes (PMN). Recombinant human (rh)
DNase I (German trade name Pulmozyme®) has been administered to CF patients via
inhalation since the beginning of the 90s. The idea is that long chain DNA fragments may be
cleaved, thereby reducing sputum viscosity and facilitating expectoration. However, the
therapeutic effects show marked interindividual variations. Furthermore, the high costs of the
therapy have to be considered. Thus, the question arises for the criteria according to which an

inhalative DNase therapy is defined as adequate.

Several studies have indicated that inhalation of rhDNase I might result in elevated elastase
activity in the CF sputum. This would point to a potentially harmful side effect of this therapy
consisting in the enhanced release of human neutrophile elastase (HNE) which is known to

contribute considerably to the destruction of pulmonary tissue in CF patients.

The therapeutic effects of thDNase might be improved by inhalative co-administration of
pulmonary surfactant. However, before starting to study the combined effects in vivo it should

be clarified by in vitro studies, whether rhDNase and surfactant inhibit each other.

Methods

The aim was to isolate PMN in sputum by a non-enzymatic assay in order to quantify the

presence of PMN.

In 51 sputum samples from CF patients DNA concentration and HNE activity were assessed.
After enzymatic cleavage with RNase A, DNA concentration was measured photometrically
at 260 nm. HNE activity was measured using Suc-L-alanyl-L-valyl-4nitroanilide as specific

chromogenic substance.
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In order to measure DNase activity in presence of different surfactant concentrations, agarose
gel electrophoresis was performed in sputum samples from 5 CF patients and a compaction

assay was done in 6 CF sputum samples.

Adsorption and dynamic measurements of surfactant activity in presence of different DNase
concentrations were performed using a Pulsating Bubble Surfactometer in order to investigate

whether surface active properties of surfactant are influenced by DNase.

Results

Using the non-enzymatic assay, it was not possible to obtain homogeneous suspensions of CF
sputum for each sample. Thus, based on this method the PMN fraction could not be

quantified reliably in the investigated group of patients.

Our investigations showed no clear relationship between DNase application and elastase
activity levels in CF sputum. In particular, no evidence was obtained that DNase therapy

might induce a (potentially harmful) elevation of elastase activity.

Mutually inhibitory effects of DNase and surfactant applications could be excluded under the
treatment with Pulmozyme® and surfactant preparation Alveofact® commonly used in

Germany.

Conclusions

Non-enzymatic processing of CF sputum with the assay used in the present study does not
allow to quantify PMN reliably. Thus, this approach does not provide a reliable criterion for

the decision whether or not to start a Pulmozyme® therapy.

The results support the hypothesis that inhalation of rhDNase I does not cause an elevation of

HNE. Pulmozyme® therapy therefore appears to be safe in this respect.

There are no objections against the inhalative co-administration of thDNase I and surfactant,
since no indication for mutually inhibitory interactions between these two pharmaceuticals
was found. Further clinical studies are necessary in order to investigate whether the effects of

Pulmozyme® are improved by combination with Alveofact®.
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7. ANHANG

7.1. Glossar

Folgende Abkiirzungen wurden in der vorliegenden Arbeit verwendet:

ARDS adult respiratory distress syndrome

®;-AT ;- Antitrypsin

BAL Bronchoalveoldre Lavage

bp Basenpaare

CF cystic fibrosis, Zystische Fibrose, Synonym fiir
Mukoviszidose

DIOS Distales intestinales Obstruktionssyndrom

DNA deoxyribonucleic acid

(rh) DNase (rekombinante humane) Desoxyribonuclease

DTT Dithiothreitol

EDTA ethylen diamine tetraacetic acid

FEV, Forciertes exspiratorisches Volumen in 1
Sekunde

FVC Forcierte Vitalkapazitit

HLE Humane Leukozytenelastase (Synonym: HNE)

HNE Humane Neutrophilenelastase  (Synonym:
HLE)

IL Interleukin

M mean; arithmetisches Mittel

PBS 1. phosphate buffered saline

2. Pulsating Bubble Surfactometer
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PMN

PSA

PVP

SD

SEM

SLPI

SP-A bzw. SP-D

STA

TAE

TNF o

Polymorphkernige  Neutrophile; Synonym

fiir Neutrophile Granulozyten
Pseudomonas aeruginosa
Polyvinylpyrrolidon

standard deviation; Standardabweichung

standard error of the mean; Standardabwei-

chung des Mittelwertes

Sekretorischer Leukoproteaseninhibtor
Surfactantprotein A bzw. D
Staphylococcus aureus

Tris-Acetat

Tumornekrosefaktor o

Units

Umdrehungen pro Minute
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IL

Name, Vorname Pat. Nr. Geb.-Dat. | Alter (Jahre) | Geschlecht | Probe (Dat.)| Sputum Nr. DNase mg DNA/g U HNE/g
B, K. 21 21.11.85 9 w 04.04.95 47 - 2,50 1090
B., N. 24 16.07.80 15 11.04.95 54 - 2,60 707
B., M. 14 07.03.72 23 w 23.03.95 32 - 42,50 7817
C., H. 29 28.04.82 13 w 27.04.95 66 - -

D,T. 10 17.04.72 23 w 09.03.95 20 3,10 2190
F., M. 44 12.02.88 8 m 28.09.95 147 - 6,00 2696
F., C. 32 17.01.73 23 w 28.09.95 143 - 7,60 2776
F., G. 9 25.02.67 28 m 08.03.95 18 - 10,90 6797
F., G. 9 25.02.67 29 m 04.09.95 126 + 12,60 7047
G, G. 8 16.11.84 10 m 07.03.95 16 - 5,30 2605
G., R. 35 28.03.88 7 w 27.07.95 92 - 3,60 1737
G., M. 2 03.02.71 24 w 16.02.95 4 - 4,50 980
G., M. 2 03.02.71 25 w 24.08.95 122 + 8,70 2098
G., J. 19 23.08.69 26 m 28.03.95 42 - 8,30 4171
G., J. 19 23.08.69 26 m 28.09.95 145 + 11,80 4607
H., H. 7 14.01.64 31 m 02.03.95 14 - 6,00 6147
H., M. 13 03.04.78 17 m 23.03.95 30 - 0,32 0
H., S. 18 01.06.76 19 w 28.03.95 40 - 13,75 2417
H., J. 40 05.07.75 20 m 03.08.95 103 - 6,40 2864
H., M. 15 26.01.70 25 m 23.03.95 34 - 6,30 2918
H., M. 15 26.01.70 26 m 04.10.95 153 + 14,30 1230
H., M. 15 26.01.70 26 m 12.10.95 155 + 14,70 2197
H., M. 15 26.01.70 26 m 12.10.95 157 + 12,30 1528
K,T. 26 10.01.76 19 m 19.04.95 58 - 1,10 534
K., A. 25 22.11.79 15 m 18.04.95 56 - 10,50 5012
K., A. 28 03.09.74 21 w 25.04.95 64 - - -

K., A. 28 03.09.74 21 w 12.09.95 129 - 5,10 1508
K., M. 22 30.09.85 10 m 05.04.95 50 + 15,00 8087
K., M. 22 30.09.85 10 m 11.07.95 84 - 10,60 3827
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Name, Vorname Pat. Nr. Geb.-Dat. | Alter (Jahre) | Geschlecht | Probe (Dat.) | Sputum Nr. DNase mg DNA/g U HNE/g
K., N. 6 04.01.78 17 m 02.03.95 12 - 13,00 4162
L., S. 38 21.01.83 13 w 01.08.95 98 - 12,50 6709
L., K. 20 26.05.63 32 w 30.03.95 44 - 12,30 3343
L., A. 1 22.06.71 24 w 14.02.95 2 - 3,90 4535
L., K. 17 26.10.83 11 w 27.03.95 38 - 2,40 612
M., A. 39 14.11.88 7 w 01.08.95 100 - 2,10 46
M., C. 45 23.07.65 30 w 13.10.95 159 - 2,80 938
M., M. 30 10.02.74 21 m 04.05.95 68 + - -

M., M. 30 10.02.74 21 m 08.08.95 110 + 8,70 1678
M., U. 5 28.07.63 32 w 27.02.95 10 + 0,73 1301
P., D. 33 09.06.84 11 m 11.05.95 78 - 6,40 1805
P., D. 41 22.01.80 16 w 01.09.95 124 1,50 142
R., N. 12 23.01.68 27 w 21.08.95 28 + 13,50 4619
R., M. 36 31.07.74 11 m 27.07.95 94 - 4,50 939
S.,, M. 34 02.02.83 12 w 13.07.95 85 11,00 1793
S.,, M. 3 28.03.79 16 w 16.02.95 6 3,60 3401
T., K. 43 11.07.88 7 w 14.09.95 137 - 3,20 652
u., N. 4 08.08.80 15 w 16.02.95 8 - 3,40 1100
u., N. 4 08.08.80 15 w 30.03.95 46 + 10,60 3973
V., S. 42 19.07.84 11 w 14.09.95 135 - 7,90 1616
V., M. 23 27.02.80 15 w 11.04.95 52 - 1,90 5641
W, T. 27 30.07.74 21 m 20.04.95 62 - - -

W., W. 11 06.03.72 23 m 21.08.95 26 - 0,10 52
W., B. 16 06.04.60 35 w 23.03.95 36 + 4,50 3259
W., B. 16 06.04.60 35 w 20.07.95 87 - 9,30 1978
Z,S. 37 12.01.71 25 w 27.07.95 96 - 0,47 0
Z,S. 31 10.07.78 17 w 04.05.95 72 + - -




€L

Name, Vorname | Pat. Nr. | Sputum Nr. PMN mononukl. Z. | Plattenep. | Pseud. aerug. | Staph. aur. sonstige Bakt.
B., K. 21 47 keine keine viel - einzelne physiolog. Mundflora
B., N. 24 54 vermehrt vereinzelt vereinzelt - - physiolog. Mundflora
B., M. 14 32 vereinzelt vereinzelt kein massenhaft - -

C., H. 29 66 massenhaft| vereinzelt kein - - physiolog. Mundflora
D, T. 10 20 vereinzelt vereinzelt vereinzelt massenhaft - -

F., M. 44 147 massenhaft vereinzelt vereinzelt massenhaft - -

F., C. 32 143 - - - - - -

F., G. 9 18 - - - - - -

F., G. 9 126 keine keine vereinzelt viel - physiolog. Mundflora
G, G. 8 16 keine keine vereinzelt viel - physiolog. Mundflora
G., R. 35 92 - - - - - -

G., M. 2 4 vereinzelt vereinzelt vereinzelt - - physiolog. Mundflora
G., M. 2 122 vereinzelt keine viel viel viel physiolog. Mundflora
G, J. 19 42 massenhaft keine kein massenhaft - -

G, J. 19 145 viel vereinzelt kein massenhaft - physiolog. Mundflora
H., H. 7 14 viel vereinzelt vereinzelt massenhaft - -

H., M. 13 30 vereinzelt vereinzelt vereinzelt - wenig physiolog. Mundflora
H., S. 18 40 viel vereinzelt kein einzelne - physiolog. Mundflora
H., J. 40 103 viel vereinzelt viel viel - physiolog. Mundflora
H., M. 15 34 vereinzelt vereinzelt viel reichlich - Pseud. sp. reichl.
H., M. 15 153 viel viel vereinzelt wenig - physiolog. Mundflora
H., M. 15 155 viel vereinzelt vereinzelt wenig massenhaft physiolog. Mundflora
H., M. 15 157 viel vereinzelt vereinzelt wenig massenhaft physiolog. Mundflora
K., T. 26 58 viel keine vereinzelt massenhaft - physiolog. Mundflora
K., A. 25 56 vereinzelt keine viel - - physiolog. Mundflora
K., A. 28 64 vereinzelt keine vereinzelt massenhaft - physiolog. Mundflora
K., A. 28 129 vermehrt vereinzelt vereinzelt massenhaft - physiolog. Mundflora
K., M. 22 50 - - - - - -

K., M. 22 84
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Name, Vorname | Pat. Nr. | Sputum Nr. PMN mononukl. Z. | Plattenep. | Pseud. aerug. | Staph. aur. sonstige Bakt.
K., N. 6 12 viel vereinzelt kein - massenhaft physiolog. Mundflora
L., S. 38 98 viel viel vereinzelt viel - physiolog. Mundflora
L., K. 20 44 massenhaft keine vereinzelt massenhaft | massenhaft physiolog. Mundflora
L., A. 1 2 keine keine viel massenhaft - physiolog. Mundflora
L., K. 17 38 - - - - - -

M., A. 39 100 - - - - - -

M., C. 45 159 - - - - - -

M., M. 30 68 viel vereinzelt vereinzelt - - physiolog. Mundflora
M., M. 30 110 viel vereinzelt massenhaft | ganz vereinzelt - physiolog. Mundflora
M., U. 5 10 vereinzelt vereinzelt | massenhaft| massenhaft - physiolog. Mundflora
P., D. 33 78 massenhaft vereinzelt vereinzelt - massenhaft -

P., D. 441 124 vereinzelt keine massenhaft| massenhaft - physiolog. Mundflora
R., N. 12 28 massenhaft vereinzelt vereinzelt massenhaft - -

R., M. 36 94 viel vereinzelt kein - viel physiolog. Mundflora
S., M. 34 85 keine keine massenhaft| massenhaft - physiolog. Mundflora
S., M. 3 6 viel vereinzelt vereinzelt massenhaft - -

T, K. 43 137 viel keine vereinzelt viel - physiolog. Mundflora
U., N. 4 8 massenhaft vereinzelt kein massenhaft - -

U., N. 4 46 viel keine vereinzelt viel - physiolog. Mundflora
V., S. 42 135 viel vereinzelt vereinzelt viel - physiolog. Mundflora
V., M. 23 52 vereinzelt keine kein massenhaft - physiolog. Mundflora
W, T. 27 62 massenhaft| vereinzelt vereinzelt massenhaft - physiolog. Mundflora
W., W. 11 26 viel vereinzelt vereinzelt - massenhaft physiolog. Mundflora
W., B. 16 36 massenhaft vereinzelt kein massenhaft massenhaft -

W., B. 16 87 massenhaft | vereinzelt vereinzelt massenhaft - viel koag.-neg. Staph, phys. Flora
Z.,S. 37 96 keine keine kein - - physiolog. Mundflora
Z.,S. 31 72 - - - - - -
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Alexander-von-Humboldt-

Grundschule Eschwege

Friedrich-Wilhelm-Gymnasium

Eschwege

Oberstufengymnasium Eschwege

Abitur

Studium der Humanmedizin an der
Justus-Liebig-Universitit Gieen und

an der Universitidt Bologna, Italien

3. Staatsexamen

unter Prof. Dr. med. Lindemann,
Zentrum fir Kinderheilkunde, Univer-

sitit GieB3en;

Einfliisse auf die Sputum-Deoxyribo-
nucleinsidure bei Mukoviszidose (Zys-

tische Fibrose)



Beruf

1997-2004

06/2004

07/2004 — 03/2006

seit 04/2006
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Ausbildung zur Fachirztin in Kinder-
heilkunde, zuletzt unter Herrn Dr.
med. Koch, Allgemeines Krankenhaus

Hagen, Kinderklinik
Facharztpriifung Kinderheilkunde

Weiterbildung in Neuropédiatrie unter
Herrn Dr. med. Pott, DRK-
Kinderklinik Siegen

Assistenzirztin - am  Sozialpadiatri-
schen Zentrum der Kinderklinik des

Bethlehem-Krankenhauses Stolberg



