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Glossar

Liposomen: Arzneistofftragersysteme, die in ihrem Aufbau Aedmbranen &hneln.
Es gibt verschiedene Liposomentypen:

Konventionelle Liposomen: Membranen aus Phosphagipund Cholesterol

Stealth-Liposomen: mit Oberflachenmodifikationeneish durch PEGylierte
Phospholipide, zur Verlangerung der Halbwertszeit i
Blut.

targetisierte Liposomen: Die Liposomen werden duréberflachen-
modifikation, wie die Kopplung von Proteinen,
funktionalisiert. Die ,Funktion® ist die Ausrichtgn
auf ein Ziel, hier die Phagozyten.

Ankerliposomen: Die terminale Tresylgruppe des d#mkers, an die
normalerweise das Protein gekoppelt wird, wird
stattdessen abhydolysiert. Es handelt sich somiteima
Vorstufe fir gekoppelte Liposmen, die in ihren
Eigenschaften PEG-Liposomen entspricht.

Glucose-Oxidase-Liposomen (GOL):Liposomen, die irssvigen Innenraum
das Enzym GO enthalten.

Leerliposmen: Liposomen ohne Inhalt (lediglichfEn)

CGD-Mause: Knock-out-Maus fir die NADPH-Oxidase, im Falle d&gammes
gp9P"*'B6 12956 Cybl™ " wird das membranstandigycoprotein (gp) 91
nicht gebildet.

Reaktive Sauerstoffspezies (ROSBuperoxidanion (&), Wasserstoffperoxid (#D.),
Hydroxylradikal (OH), hypochlorige Saure (HOCI) u.a.

DHR-Assay: Dihydrorhodamin 123 permeiert in Zellen und wircortd durch
intrazellulare reaktive Sauerstoffverbindungen, olel von stimulierten
Granulozyten oder Monozyten gebildet werden, dufkidation in das
fluoreszierende Rhodamin umgewandelt. Es kann dileiZ nicht mehr
verlassen und wird mittels FACS-Analyse in Kanal 1FLgemessen.
(Emmendorffer et al., 1990)

Chemilumineszenz: Die ROS reagieren u.a. mit Verbindungen, die udijese
Doppelbindungen enthalten, wobei unter anderemvatrides Dioxetandions
entstehen. Diese sehr energiereiche Verbindung giergie an
fluoreszenzfahige Molekille in der Zelle ab, die wtatl in einen angeregten
Zustand versetzt werden. Beim Ubergang in den Gaustdnd wird Energie in
Form von Licht freigesetzt (Biolumineszenz). Als r$térkersubstanz wurde
Luminol verwendet. Bei dieser 3-Aminophalsaure sendetDdasion nach der
Oxidation vor allem durch hypochlorige Saure (HOGtht aus. HOCI wird mit
Hilfe der Myeloperoxidase aus,8, gebildet (Albrecht et al. 1992).

Myeloperoxidase (MPO): Enzym in Granulozyten und Monozyten, das die Bilglu
von HOCI katalysiert und fur die griinliche Farbwwon Eiter verantwortlich ist.
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1. Einleitung

Vorbemerkung:

In dieser Arbeit sollte die Wirkung von Glucose-@ase enthaltenden Liposomen auf
die Wiederherstellung der Bildung reaktiver Sawdfgerbindungen nach deren
Aufnahme in Phagozyten, insbesondere Granulozytervjtro und im Mausmodell
untersucht werden. Aus diesem Grunde werden im elRdign die Eigenschaften
normaler und NADPH-Oxidase-defizienter Granulozytedie Bedeutung des
Komplementsystems, sowie die Eigenschaften von ddpwen und der verwendeten

Mausstamme naher charakterisiert.

1.1. Immunologische Grundlagen

1.1.1. Das retikuloendotheliale System

Das retikuloendotheliale System (RES) wird heutghaals mononukleéres Phagozyten-
System (MPS) bezeichnet (Kimelberg 1976; Kaye umthé&dson 1979).

Die Definition aus dem Roche Lexikon Medizin (2008)tet:

.Funktionseinheit aus Zellen, die zur Phagozytosed uSpeicherung von
Stoffen/Partikeln  befahigt sind. Besteht aus Rdtikizellen des retikularen
Bindegewebes, aus Blut- und LymphgefalRendotheliewl waen die Blut- und
Lymphsinus endothelartig auskleidenden Zellen (fikkbendothel), aus Fibrozyten
und aus eigenstandigen Histiozyten; dient wesdéntler Beseitigung von Abfall- und
Fremdstoffen einschlieBlich eingedrungener Mikraoigmen, wobei Antikorper
(Immunoglobuline der Klasse G = IgG) und das Komm@at C3 eine Hilfsfunktion
haben.”

1.1.2. Die physiologische Granulozytenfunktion

Granulozyten spielen in der ersten Phase der iofeddbwehr die grof3te Rolle und
sind mit einer Lebensdauer von 2-3 Tagen relatirzlebig. lhre Bildung erfolgt im
Knochenmark. Uber das Blut, in dem sie einen Anteil ca. 50-70% der Leukozyten
ausmachen, gelangen sie an den Ort der Entziindung.

Dort kommt es, bedingt durch die geringere FlieBgemdigkeit aufgrund erweiterter
GefalRe, zu einer Wechselwirkung mit dem Gefal3emtlobie dafir notwendigen
Integrinrezeptoren werden bei Kontakt mit Fremdstofund Entzindungsmediatoren
durch spezifische Rezeptoren aktiviert. Die Gramytlen andern ihre Form und binden

verstarkt an die auf der Innenseite der Blutgef@aBskommenden Endothelzellen
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(Halliwell et al., 1995). Sie suchen entlang desnchtaktischen Gradienten ihren Weg
aus der Blutbahn zum Ort der Entziindung ins GewRlasen Vorgang bezeichnet man
als Diapedese. Die Auflosung des Gewebes bzw. xkeazellularen Matrix gelingt
durch Freisetzung verschiedener Proteasen aus dmmul@ wie z. B. Collagenase,
Elastase und Gelatinase (Weiss et al., 1989).

Uber Rezeptoren binden die Granulozyten die Fremfféstind ,umflieRen“ sie. Man
spricht von ,coiling phagocytose”, da sich ein Zumend langer werdender
Zytoplasmafortsatz um den zu phagozytierenden Keartvickelt. Schlief3lich wird
dieses Knauel in das Zytoplasma hineingezogen (BuRmester und A. Pezuto, 1998).
Prinzipiell existieren drei Mechanismen der Keintabhg in Granulozyten: das
Extrazellulare Killing, die Abtétung durch lysosolm&nzyme und der oxidative Burst.
Brinkmann et al. (2004) haben gezeigt, dass nehilpZellen nach Aktivierung
extrazellulare Fasern bilden, welche an gram-p@sitind -negative Bakterien binden.
Diese ,neutrophil extracellular traps® (NETs) gentan Gebilde degradieren
Virulenzfaktoren und téten Bakterien ab (extradalkilling).

Bis vor einigen Jahren ging man davon aus, daddiveaSauerstoffspezies (ROS)
(Hampton, 1998), insbesondere hypochlorige Saur@QlH (Klebanoff 1968), die
dominierende Rolle bei der Keimabtotung durch ropltile Granulozyten spielen.
Reeves et al. (2002) hingegen betonen die Bedeuygngomaler Enzyme, vor allem
der Elastase. Wahrend der Phagozytose kommt esnem enassiven Verbrauch an
Sauerstoff. Granulozyten gewinnen ihre gesamte dimemit Hilfe der anaeroben
Glykolyse. Der Sauerstoffverbrauch wird daher beenthung der oxidativen
Phosphorylierung nicht vermindert. So ist der Glamyt im haufig sauerstoff- und
glucosearmen Entzindungsmilieu voll funktionsfald@s zur Phagozytose bendtigte
Glykogen wird wahrend der Reifung im KnochenmarktBgtisiert und eingelagert. So
wird der wenige zur Verfigung stehende Sauerstofisehliel3lich zur Bildung von
Superoxidanionen in der NADPH-Oxidase-Reaktion ezmaet.

Diese ist die Voraussetzung sowohl fiir die HOCHBIlg als auch fur die Aktivierung
der Elastase. Die NADPH-Oxidase, auf die im Anss$llaingegangen wird, akzeptiert
Elektronen von dem Coenzym Nicotinamidadenindinotaiphosphat (NADPH) auf
der zytosolischen Seite und gibt sie an molekul&@auerstoff auf der Au3enseite der
Membran ab. Die Abgabe erfolgt so entweder an demakellularraum oder Uber
Einstlilpungen der Membran in das sich dabei bildeRHagosom. Es entsteht dabei

durch Reduktion das Superoxidanion {0
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Das Enzym NADPH-Oxidase kommt in funktionsfahigema@lozyten in hohen
Konzentrationen vor.

Die NADPH-Oxidase wird aufgrund der englischen Betzeung ,,Phagocyte Oxidase*
in der Regel mit ,phox“ abgekirzt. Sie besteht amehreren Untereinheiten.
Membranstandig sind die Glycoproteine gi¥1und gp28"™ Die Zzahlen geben
jeweils das relative Molekulargewicht in Kilodaltoan. AulRerdem spielt das
membranstandige und durch Phosphorylierung hemnibeiree GTP-bindende Protein
rapla eine Rolle.

Frei im Zytoplasma liegen gp&%* gp4?"** und gp67"°* vor. Mutationen kénnen zu
Storungen in allen Untereinheiten fuhren (Crosslgt1996; Heyworth et al., 1997,
Heyworth et al., 2001; Roos et al., 1996).

Am haufigsten von Mutationen betroffen ist das deim X-Chromosom gelegene Gen
des gp9i"™ Auf die Folgen solcher Erbgutverdnderungen wipditsr (Kap. 1.2.)
eingegangen.

Das Enzym liegt in unstimulierten Phagozyten inaktr. Der membranstandige Anteil
(gP9P™* und gP22" ist das Redoxzentrum und liegt in der Regel bereis
Heterodimer vor. Es wird als Flavohamoprotein Clgtoen b558 bezeichnet.

Bei einer Aktivierung der Granulozyten werden gpP%7sowie ein kleines GDP-
bindendes Protein Uber ein second messenger Syaiender Proteinkinase C unter
ATP-Verbrauch phosphoryliert. GpA'¥ und die entstandene Guanosintriphosphatase
(rac) wandern dann zusammen mit gb%0und gp6%"°* binnen kurzer Zeit an die
Plasmamembran (Bjorgvinsdottier et al., 1996).

Es kommt dann zur Superoxidbildung. Protonen strordarch das @ -bedingte
Ladungsgefalle in das Phagosom ein.

Aus den Superoxidanionen entsteht durch Disprapudaiung oder mit Hilfe der
Superoxid-Dismutase Wasserstoffperog@}” + H'= HO,; 2HO, — H,O, + O,). Durch
die Verschmelzung mit Lysosomen entsteht das Pisgebm. Lysosomen enthalten

vor allem Myeloperoxidase (MPO). Dieses Enzym Kkaialt die Bildung von
hypochloriger Saure (HOCI) aus®, und CI.
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NADPH OXIDASE ACTIVATION

MEMBRANE H,0, 2H*
Cell
activation

gpot
IS
@ =]

2H= Proton

channel
phox k

NADPH NADP+ + 2H*
—_—

CYTOSOL

Abb. 1: Schematische Darstellung der NADPH-Oxid#ssari et al. 2006).
Die Aktivierung erfolgt durch das Anlagern der mgbschen Anteile. Zur raumlich
Orientierung des Enzyms im Phago(lyso)som siehe 2bb

Die Abtétung des Keims durch reaktive Sauerstobiretungen wie HOCI wurde lange
fur den entscheidenden Mechanismus der Keimabtogetwmlten. Dagegen spricht
jedoch die Tatsache, dass totaler Myeloperoxidasgeia keine vermehrte
Infektanfalligkeit zur Folge hat. Das hat die Eimiling automatischer
Hamatologiesysteme vom Typ des ADVIA gezeigt. Hiarden die Leukozyten Uber
ihre Peroxidaseaktivitat differenziert. Die Myelopeidase der Granulozyten fehlt bei
einem erheblichen Teil der Bevdlkerung (1:4000).

Laut Reeves et al. (2002) findet nach der Supebaidng der Ladungsausgleich in
den Phagolysosomen nicht durch Protonen, sondeoh dingestromte Klonen statt.
An sulfatierte Glykoproteine der Membran des Lysososind positiv geladene
Proteasen, vor allem Elastase, gebunden. In diegern sind die Proteasen inaktiv. Die
K*-lonen jedoch verdrangen die Elastase von den Mambimdestellen und leiten so

ihre Aktivierung ein. Das Enzym katalysiert den Ablder phagozytierten Stoffe.

Plasma membrang .
: Membrane Abb. 2: Schematisct

Darstellung des Ladungs-
ausgleiches an ¢
phagosomale Membral
beim Ablauf de
oxidativen Burst
(Reeves 2002).

anclfor F= =
4H*
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1.1.3. Das Komplementsystem
Das Komplementsystem ist Bestandteil der angebaren@inspezifischen)
Immunabwehr und stellt eine der ersten Barrieres iérpers gegen eingedrungene
Bakterien, Pilze und Viren dar (Fujita et al., 2p04
Es konnte gezeigt werden, dass es sich um Proteindelt, die in einem Komplex
miteinander agieren und deren Aktivitat in einerskade ablauft. Mittlerweile weil3
man, dass das Komplementsystem aus mehr als 20m&lasnd Membran-
Glykoproteinen besteht, die vor allem von Lebeerekbynthetisiert werden und an das
Blut abgegeben werden (Caroll, 2004). Die einzeln&omponenten des
Komplementsystem werden mit ,C* bezeichnet (Mutechdt al., 2001). Die meisten
Komplement-Proteine sind Vorstufen von Enzymen, dist nach proteolytischer
Spaltung aktiviert werden (Vollmar et al., 2005).
Es gibt drei Wege der Komplementaktivierung:
1. der alternative Weg (Vollmar et al., 2005), duden das Komplementsystem
stets auf geringem Niveau eingeschaltet ist,
2. der klassische Weg (Whaley und Schwaeble 19@&r)Antikdrper-abhangig ist,
und
3. der Lektin-Weg, der Uber Kohlenhydratreste abe®achen vermittelt wird
(Reid und Turner, 1994).
Die Aktivierung geschieht durch eine Abfolge von d&Nselwirkungen verschiedener
Komplementproteine, die in der Bildung der so gemam C3-Konvertase-Aktivitat
zusammengefasst werden. Das Komplementsystem tweltméine Erregerabwehr
beispielsweise  durch  Opsinisierung  sowie  Zytolysend u dient der
Entzindungsvermittlung. Der ,Membran-attack-compl€%6-C9) bewirkt die Zytolyse
durch Bildung transmembranarer Poren (Walport, 208ls Entziindungsmediatoren
wirken vor allem die Komponenten C3a und Cbha. Stuziert C5a als klassisches
Anaphylatoxin eine zum Infektionsort gerichtete Kigon (Chemotaxis) neutrophiler
Granulozyten. Diese sezernieren lysosomale EnzymieArachidonsdurederivate, die
zu Vasodilatation, Permeabilitatssteigerung und rlaielung fiilhren. C3a und C5a
vermodgen zudem die GefalRpermeabilitat durch Histheisetzung aus basophilen
Granulozyten bzw. Mastzellen zu erhdéhen. C3a sd&her Serotonin aus
Thrombozyten frei. Aul3erdem wird eine direkte Wingudieser Peptide auf die

GefalRwand angenommen.
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klassischer Weg
Antigen:Antikorper-Komplexe mannanbindandas LERtm - = \_ : =
(Pathogenoberflachen) b’gg%ﬁo’ggggm’ - e
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Peptide, Anlocken : toren auf den Phagocyten Komplex, Lyse
von Phagocyten : === bestrm{m‘;erz :ﬁél;ogene
\Vl
Opsonisierung
von Pathogenen
Entfernung
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Abb. 3: Wesentliche Komponenten und Effektormectraen des Komplementsystems
(Janeway 2002). Bei allen drei Arten der Kompleraktitierung finden zu Beginn eine Reihe
von Spaltungsreaktionen statt, die zur Bildung @8fKonvertase flhren. Diese spaltet C3 zu
C3a und C3b. Durch Bindung von C3b an die C3b-Kaage entsteht die C5 Konvertase
(nicht in Abb.) Diese spaltet C5 in C5a und C5b.

Unter Opsonisierung versteht man eine ForderungPteigozytose durch bestimmte
Substanzen (Opsonine). So wird beispielsweise Hegy®&zytose durch Makrophagen
und Granulozyten aufgrund der Bindung der Kompler@mponenten C3b und C5a
an entsprechende Rezeptoren gesteigert.

Andere Beispiele fir Opsonine sind die Immunglateil{Weissman et al., 1975, Hsu
und Juliano, 1982), Albumin (Hernandez-Caselleal.et1993), Fibronektin (Rossi und
Wallace, 1983) und2-Makroglobuline (Yan, 2005).
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Die Regulation des Komplementsystems schiitzt dempé¢évor Uberreaktionen. Sie
erfolgt durch Komplementregulatorproteine, z. Bogardin, Faktor H, Faktor | und
Protektin (Bureeva et al., 2005).

1.1.4. Immunglobuline

Immunglobuline oder Antikérper werden von Plasmigrel zu Effektorzellen
differenzierten B-Lymphozyten, sezerniert. Sie kasnmim Blut und in der
extrazellularen Flussigkeit der Gewebe vor. Antdgirsind Proteine aus der Klasse der
Globuline. Sie werden von Wirbeltieren als Reakteunf bestimmte eingedrungene
Fremdstoffe (Antigene) gebildet und dienen ihrew&hr.

Als Antigene wirken fast ausschlie3lich Makromolkekibder an Partikel gebundene
Moleklle, zum Beispiel Lipopolysaccharide an dere@che von Bakterien. Ein
bestimmtes Antigen induziert in der Regel die Bidunur eines bestimmten, dazu
passenden Antikorpers, der spezifisch nur an diesemdstoff gebunden wird.

Die Bildung und Bindung von Antikérpern kann zumhuanitat fihren.

Jeder Antikorper besteht aus zwei identischen sehwKetten (heavy chains, H) und
zwei identischen leichten Ketten (light chains, dig durch kovalente Disulfidbriicken
zu einer Ypsilon-formigen Struktur miteinander vdikft sind. Die leichten Ketten
bestehen aus jeweils einer variablen und einert@oten Doméne. Bezeichnet werden
diese als Y und G. Die schweren Ketten hingegen haben jeweils eamiable und drei
konstante Doméanen. Bezeichnet werden diese anlodgsaund Gy1-3. Die variablen
Domaénen einer leichten und einer schweren Kettiebiblie Antigenbindungsstelle. Die
Doméane G2 besteht u.a. auch aus einer Kohlenhydratkettegidie Bindungsstelle fir
das Komplementsystem bildet. Die Domang @&t die Fc-Rezeptor-Bindungsstelle zur
Opsonisierung.

Die beiden Leichtketten bilden zusammen mit denrlwddb der Gelenkregion (hinge
region) liegenden Anteil der schweren Ketten dasganbindende Fragment Fab,
welches enzymatisch mit Hilfe von Papain von demuuni@rliegenden kristallinen
Fragment Fc abgespalten werden kann.

Aufgrund ihrer unterschiedlichen Gen-Abschnitte die konstanten Teile der schweren
Kette werden Antikdrper in 5 Klassen eingeteilt. dgeht fur Immunglobulin. Die
verschiedenen Isotypen kommen in verschiedenen Kdmpenten des Korpers vor
und haben unterschiedliche Aufgaben.
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IgG wird erst in einer verzogerten Abwehrphase (Bctén) gebildet und bleibt lange

erhalten. Das Fc-Stiick vermittelt die Phagozytdsiger zwei antigengebundene IgG

wird auRerdem das Komplementsystem aktiviert (edf3000).

v

v

—n

Gy

Abb. 4:

Aufbau  eines  Anti
korpers der IgG<lasse

(Loffler  2000).  Die

Ketten sim Uber nick

kovalente Bindunge

sowie drei Sulfidbriicke

miteinander verbunde

Auch innerhalb eine

Kette werden jewei

innerhalb einer Homo
logieregion (\{, C., Vhu,

Cy 1-3) Disulfidbruckel

ausgebildet.

Die Aufspaltung m

Papain fuhrt zu 2 Fab
und einem Fc-Fragment.

Immunglobuline sind fir diese Arbeit in zweierleinisicht von Bedeutung. IgG spielt

bei der Eliminierung der Liposomeaus dem Blutkreislauf eine Rolle, worauf in

Kapitel 1.4.5. nédher eingegangen werden soll. Nakirvorkommende Antikdrper

gegen Phospholipide kommen im Blut der meisten i8pevor (Alving, 1984) und

l6sen Komplement-vermittelte Opsonisierung von kipmen aus (Wassef, 1984).

Auf der anderen Seite kommt IgG als Ligand fir ésisgerte Liposomen in Frage (Kap.

1.3.2.2.).
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1.2. Septische Granulomatose als Folge der NADPH-@ase-Defizienz
Wenn die NADPH-Oxidase nicht funktioniert, entstelas Krankheitsbild der
septischen Granulomatose, auch Chronic Granulommdbisease (CGD) genannt. Es
handelt sich dabei um eine Erbkrankheit, die zum¥ighromosomal, gelegentlich
auch autosomal-rezessiv weitergegeben wird.

Die septische Granulomatose ist eine sehr seltekiartkung mit einer Inzidenz von
1:1 000 000 bis 1:250 000. Zumeist wird die Erkramk bereits im Kindesalter, haufig
unter zwei Jahren, manifest (Roos et al., 1996)egeatlich wird sie auch erst im
Erwachsenenalter diagnostiziert (Liese et al., 1996 et al., 2002).

Die Betroffenen leiden unter schweren, wiederketieenbakteriellen und mykotischen
Infekten. Betroffen sind in erster Linie die Atentyee aber auch Manifestationen an
Lymphknoten und der Haut sind keine Seltenheit. Kitkationen entstehen haufig
durch abszedierende Krankheitsverlaufe. Meistemsldiaes sich dabei um subkutane
Prozesse, gefolgt von Abszessen der Lunge und L&8sdtener sind Perirektal- und
Hirnabszesse (Winkelstein et al., 2000). Nebenwiederkehrenden Infektionen leidet
ein Teil der Patienten unter den namengebendenstmdkerilen, chronischen
granulomattsen Entzindungsreaktionen. Diese wenddrt ausgeheilten Infektionen
oder schlecht funktionierenden Feed-Back-Mechansniei den Granulozyten
zugeschrieben.

Die haufigsten krankheitsverursachenden Erregeat dia katalasepositiven Bakterien
Staphylococcus aureus, Burkholderia cepacia, Serramarcescens, Nokadia spp
sowie Pilze deAspergillusFamilie (Segal et al., 2000).

Katalasenegative Erreger spielen fur den klinischarlauf der Erkrankung eine
untergeordnete Rolle. Bakterien bilden im Rahmes m@malen Stoffwechsels,B,.
Dieses wird bei katalasepositiven Keimen durch Hagym Katalase sofort wieder
abgebaut, wahrend katalasenegative Keime der graytéten Myeloperoxidase das
Substrat liefern (Klebanoff, 1974).

Am haufigsten ist eine Mutation auf dem Gen firr % die Ursache fiir septische
Granulomatose. Meist findet tiberhaupt keine Exjpoasson gp92"™ statt (60% der
Erkrankungen), das Glykoprotein kann aber auch ziedu(3%) oder normal (<1%)
exprimiert werden. Der Erbgang ist in diesen Féihemer X-chromosomal.

In 25% der Falle findet aufgrund einer Mutation i@®en von gp47 keinerlei
Proteinexpression statt, wahrend in 5% der Fall2dpomplett ausfallt. Der Erbgang

hierbei ist autosomal.
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Die CGD wird tUber den sogenannten Nitroblue Tetlramzo Test (NBT)-Test, mittels
Chemilumineszenz oder molekularbiologisch Uber Vfest Blot und PCR

diagnostiziert.

1.3.Die Therapie der septischen Granulomatose

Bisher wird fast ausschliel3lich symptomatisch thenrd. Dabei missen die Patienten
andauernd tUberwacht werden, da sie selbst bei rakofektionen oft keine typische
Symptomatik zeigen (Gallin et al., 1983). Besondershtig ist die Beachtung der
Resistenzlage der bereits erwahnten Keime. Zur B8enkdes Risikos schwerer
Infektionen wird zudem eine prophylaktische antiroikielle Dauertherapie
durchgefuhrt. Mittel der Wahl sind derzeit eine Kmmation aus Trimethoprim und
Sulfathoxazol (Magrolis et al., 1990; Weening et 4083) sowie das Antimykotikum
Itraconazol (Gallin et al., 2003). Sind Abszess& emmal entstanden, missen sie in
der Regel chirurgisch entfernt werd@usatzlich zur antimikrobiellen Therapie werden
viele Patienten mit Interferory behandelt. Es wirkt Uber die Stimulation von
Makrophagen, die genaue Wirkungsweise ist jedoch micht bekannt. Derzeit nimmt
man an, dass nicht an den oxidativen Burst gebwndetimikrobielle Mechanismen
des Immunsystems aktiviert werden. Es gibt Studiém,einen deutlichen Benefit der
Prophylaxe mit Interferog zeigen (Jackson et al., 2001; Ma et al., 2003).

Die Gabe von Leukozytentransfusionen wird vor allem lebensbedrohlichen
Situationen eingesetzt. Hier stltzt man sich aef Aihnahme, dass auch ein kleiner
Prozentsatz normaler Neutrophiler ausreicht, umAdieehrfunktion der Granulozyten
aufrechtzuerhalten. Dies konnte zum eimervitro gezeigt werden (Rex et al., 1990),
zum anderen wird es bei einzelnen weiblichen Metkirégern der x-chromosomalen
Form der CGD deutlich, bei denen nur 5% der Grazytiém funktionstiichtig sind und
die Betroffene gesund ist (Winkelstein et al., 2000

Die Transfusionen werden gut vertragen, leiderelregeine gesicherten Studien Uber
die Wirksamkeit vor. Trotz standiger Behandlungeetien heute noch immer ca. 50%
der CGD-Patienten nicht das 20. Lebensjahr.

Es wird auch arkurativen Therapieansatzengeforscht. Die Ergebnisse sind jedoch
bisher noch nicht tberzeugend:
Knochenmarkstransplantationen wurden bereits an einigen Patienten durchgefuhrt.

Alle Uberlebenden Patienten zeigten nach der Betmgdeine annahernd normale
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Resistenz gegenuber Infektionen (Clavino et al9619%Seger und Ezkowitz, 1994,
Watanabe et al., 2001). Allerdings ist ein gutes@elheitszustand fur den Eingriff
erforderlich. Aul3erdem ist es oft schwierig, eipassenden Spender zu finden.
Zukunftsweisend ist der Ansatz derGentherapie Da aufgrund der
Knochenmarkstransplantationen sicher ist, dass geemleutrophile zur Heilung
ausreichen, ist die CGD ein optimaler Kandidat &ime somatische Gentherapie.
Zelllinien und Mausmodelle liefern hierzu vielversphende Ergebnisse (Brenner et al.,
2003, Kumer und Dinauer, 2000; Saulnier et al.,0200dedoch ist auch fur diese
Therapieform ein guter Allgemeinzustand vor demgéfhwichtig.

Erste klinische Versuche verliefen ebenfalls viedpeechend (Malech et al., 1997). Die
Beobachtungen eines Therapieversuchs an zwei eseaeh Patienten sind noch nicht
abgeschlossen und werden in Kapitel 5.7.4 erla(¢@ttet al 2006, Zeit online 2006).
Auch fur diese Therapieform ist ein guter Allgenzeistand vor dem Eingriff wichtig.

1.3.1. Rekonstitution des oxidativen Bursts der Plgozyten mit Hilfe

eines geeigneten Enzyms

In dieser Arbeit sollte der oxidative Burst der bmyten durch GO-enthaltende
Liposomen wieder hergestellt werden. Diese Theragievor allem fur den Einsatz in
der Intensivmedizin und zur Vorbereitung kurativexher fir den Korper sehr

belastender Therapien wie Knochenmarktransplamaiier die Gentherapie gedacht.

1.3.1.1. Glucose-Oxidase (GO) als Modellprotein zuRekonstitution

des oxidativen Bursts

Die Glucose-Oxidase ist ein saures, gut wassestiesdi Flavoprotein. In der von ihr
katalysierten Reaktion wird BD-Glucose in Gegenwart molekularem Sauerstoff zu

D-Gluconolacton oxidiert, dabei entsteht Wassefiséobxid:

B-D-Glucose + @ SlucoseOxdase o 1y Glyconod-lacton + HO,

GO reagiert vor allem spezifisch mit R-D-Glucosberaauch langsam mit anderen
Mono- oder Disacchariden wie-Glucose, Mannose, Galactose, Saccharose oder
Laktose (Gibson et al., 1964).

Glucose-Oxidase kann aus verschiedenen PilzspeziesAspergillus niger und
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Penicillum amagasakiensgewonnen werden. Die in dieser Arbeit verwendete
Glucose-Oxidase stammt véspergillus nigeund wurde rekombinant hergestellt.

Ihr Molekulargewicht betragt etwa 156.000 Da. Irssgat 604 Aminosauren bilden
zwei identische Untereinheiten. Als Cofaktoren &ezyms dienen 2 Molekile FAD
pro Molektl Glucose-Oxidase.

Die Glucose-Oxidase ist sehr stabil. Die Denatunigstemperatur liegt bei tber 72 °C
(Nakamura et al., 1976; Tsuge et al., 1975). DieSpabilitat des Enzyms reicht von pH
5 bis 8. Als pH-Optimum werden Werte zwischen pB bnd 6 angegeben. Die
Lagerstabilitaten des aufgereinigten Enzyms lidggirmehreren Jahren, ebenso die des
lyophilisierten Enzyms.

Zur Stabilitat des Enzyms in Pufferlosung (pH AMyrden bereits Untersuchungen
durchgefuhrt (Falk, 1999). Die wassrige Losung Bezyms zeigte nach 4 Wochen
Lagerung bei 4 °C in einer Pufferlésung mit pH Agth 60% der Ausgangsaktivitat.
Dies liel3 sich durch einen Zusatz von Albumin a@#8steigern. In der zitierten Arbeit
wurden ebenfalls Langzeitaktivitatsstudien mit $#pmal verkapselter GO
durchgefuhrt. In liposomaler Umgebung zeigte die @&h 4 Wochen noch eine
Aktivitat von 90% der Ausgangsaktivitat.

Eine schwache Produkthemmung erfolgt durch dastaemsne D-Gluconolacton
(Gibson et al.,, 1964; Nakamura und Ogura, 1962)clves sich im katalytischen
Zentrum der GO anlagert.

Glucose-Oxidase wird bislang hauptsachlich in deagbostik zur Messung von
Sauerstoff- bzw. Glucosekonzentrationen eingesatztKombination von GO mit
Katalase entsteht ein antioxidatives System,

B-D-Glucose + @ Clucose:Oxidase oy Glyconod-lacton + HO,
H,0, Catalase | Hzo +1% 0

welches auch pharmazeutische Anwendungen findent&diuppoor und Niebergall,

1996; Uppoor et al., 2001). Voraussetzung hierf@renvnatirlich eine ausreichende
Vertraglichkeit der GO. Lautn vivo Studien ist diese zumindest im Mausmodell
gegeben (Samoszuk et al., 1993). Befurchtungenm deghamoglobinamie bzw. einer
Hypoglykamie haben sich bis zu Dosen von 500 U @M{krpergewicht (ca. 10 U/
Maus) bei i. v. Gabe von Lésungen freien Enzymhbtribestatigt (Kimpfler, 2003).

Es existieren bereits mehrere Ansatze zur Verwemaon liposomal verkapselter GO.
Taylor et al. (1995) machten Versuche zur Verwegdwon liposomaler GO in
immobilisierter Form als Biosensor in der Diagnotei Diabetes mellitus.

Die H,O,-Bildung von GO-Liposomen wurde in Hinblick auf einantitumorale
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Wirkung bei bestimmten Arten des Plasmacytoms (Samio et al.,, 1996) und bei
soliden Tumoren (Ben-Yoseph und Ross, 1994) untbtsu

Ob die Glucoseoxidase beim Menschen eingesetztemekednn, hangt unter anderem
von dem Ausmald der Antikdrperbildung ab, die insdieArbeit untersucht werden
sollte.

Des weiteren war zu klaren, ob die von GO katalisidReaktion unter den im

Entziindungsgebiet herrschenden Bedingungen stidtfikann.

1.3.2. Liposomen

Liposomen ahneln im Aufbau Zellmembranen (vgl. ABb.und werden schon seit
einigen Jahren als Arzneistofftragersysteme geniriztler Literatur sind sie als nicht
toxisch und nicht immunogen beschrieben (Lasic lgt1®€98). Sie eignen sich als
Trager fur hydrophile und fur lipophile Arzneisteffin ihrem wassrigen Innenraum
konnen hydrophile Stoffe verkapselt werden. In dieser Arbeit betraf dasPBS
geléstes Enzym Glucose-Oxidase und fur Aufnahmeeeesdas FITC-Dextran.

Die Doppelmembranen eignen sich zur Inkorporation Npophilen Stoffen, was in
dieser Arbeit bei den Aufnahmeversuchen zur Maudkigr mit dem
Fluoreszenzfarbstoff Rhodamin-PE genutzt wurde.

Lipide (EPC, EPG, Choal)

lipophile Stoffe (Rhodamin-PE)

hydrophile Stoffe (FITC-Dextran;
GO)

Abb. 5: Schematische Darstellung eines unilameallaiposoms mit verkapseltem hydrophilem
und inkorporiertem lipophilem Wirkstoff

Neben vielen topischen, therapeutischen und kosoheth Préparaten gibt es bereits
eine Auswahl liposomaler Zubereitungen, die intredge appliziert werden (z.B.
Daunoxome®, Doxil®, Ambisome®).
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Hierbei handelt es sich um Praparate mit problesolaén, nebenwirkungsreichen
Arzneistoffen. Durch das Einbringen der Stoffe ie dposomale Matrix werden in
vielen Fallen Nebenwirkungen abgeschwacht (Guthl@@01; Moog, 1998). Die
Wirkstoffe liegen sozusagen maskiert in den Liposonvor. Die Wirkungen der
Arzneistoffe auf den Zielorganismus, wie auch diert¥ilung der Wirkstoffe ist so
nicht mehr nur von den Eigenschaften der Stoffessehbhangig, sondern in grof3em
Malie von den Eigenschaften der liposomalen Matrix.

Liposomen konnen aber auch fur empfindliche Arzois, wie z. B. Enzyme, eine
maogliche Applikationsform darstellen. Die liposom&llembran kann einen Schutz des
Stoffes vor enzymatischem oder hydrolytischem Ablbaw. der Erkennung durch
eventuell bereits vorhandene Antikdrper bieten.

Intravends applizierte Liposomen verbleiben nureegewisse Zeit im Blutkreislauf.
Diese Verweilzeit hangt stark von der durchschoit#n Grol3e der Vesikel ab.

Gro3e Lipsomen (>200 nm) werden aufgrund einerkestéan Aktivierung des
Komplementsystems schneller durch das RES aus detkré&slauf eliminiert, als
Vesikel mit einer GréRe kleiner als 200 nm (Haraghet al., 1995).

Die in den Vorarbeiten verwendeten ca. 200 nm groBBC:EPG:Chol-Liposomen
waren etwa nach 70 min zur Halfte aus dem Blut ieient (Kimpfler 2003). Die
Kumulation, unter anderem in der Leber, lasst jadboffen, die dort bei CGD-
Patienten haufig vorkommenden Abszesse mit ihribe Hehandeln zu kdnnen.

Das, abgesehen von der erhofften Wirkung in deret,ebnerwiinschte Clearance-
Verhalten der Liposomen, kann durch Oberflachenfii@dionen abgeschwacht

werden.

1.3.2.1. Modifizierung von Liposomen mit PEG-Phospdlipiden

Die Verlangerung der Zirkulationszeit von Liposomemrde in vielen Arbeiten
angestrebt. Der Einbau von Gangliosid GM1 in Lippsamembranen verlangert die
Halbwertszeit im Blut deutlich (Allen und Chonn,8® Allen et al., 1989). Der Grund
dafur ist vermutlich eine Verringerung der Opsoniagerung durch das grol3e
Volumen, die Hydrophilie und Flexibilitat der Zuekepfgruppe.

Nach dem gleichen Prinzip funktionieren Polyethglgkol (PEG)-Kopfgruppen,
wobei die Vertraglichkeit im Organismus deutlichsber ist. Die Halbwertszeiten mit
den neuen PEG-Lipiden waren sogar noch deutliopei&a(Blume und Cevc, 1990). Fur

die langzirkulierenden Liposomen wurde der komnedlei Name “Stealth®-
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Liposomen* eingefihrt.

Heute haben sich PEG-Lipide mit einer Molekularreagen 1-5 kDa durchgesetzt
(Woodle und Lasic, 1992; Woodle et al., 1994). Biegesetzte Menge an PEG-Lipid
hangt von der Kettenlange des PEG-Restes ab. Sié fiir die am haufigsten
verwendeten Derivate mit einer PEG-Kettenlange @nkDa (entsprechend 45
Ethylenoxid (EO)-Einheiten) mit 5 Mol% angegebemm Aveitesten verbreitet ist die
Verwendung von PEG-Derivaten gesattigter Phospylatithnolamine (PEG-PE) wie
PEG2000-5000-Diasteraol-SN-Glycero-3-Phosphoetlaamol (DSPE).

Der hydrophile PEG-Anteil der Derivate ist fur diEentstehung einer flexiblen,
hydrophilen Corona um das Liposom verantwortlichie D/erankerung in der
Lipidmembran geschieht durch die Fettsaurereste. dethoxygruppe am distalen
Ende der PEG-Kette verhindert die Bildung von LipEG-Lipiden (Dimeren).

Doxil® bzw. Caelyx ist das erste zugelassene Paipam dem MPEG2000-DSPE
eingesetzt wird.

Doxorubicin-haltige Liposomen werden in der Chemeodipie eingesetzt. Sie entgehen
der schnellen Eliminierung aus der systemischekuEition (Allen et al., 1991) und
zeigen weniger schwere Nebenwirkungen als der i&finkestoff.

Der genaue Mechanismus, der zur Umgehung des RE§ it noch nicht eindeutig
geklart (Price et al., 2001). In der Literatur wird Allgemeinen davon ausgegangen,
dass das hoch hydratisierte PEG-Polymerschild uns daposom sowohl
elektrostatische als auch hydrophobe Interakticsterisch unterbindet. Dadurch wird
die Anlagerung von Plasmakomponenten verhindesi¢Let al. 1991; Woodle & Lasic
1992; Torchilin et al. 1994; Papisov 1998; Ishitlale 2002a).

Auch die Lagerungsstabilitat der Liposomen wird aiuiPEGylierte Lipide glnstig
beeinflusst. Aggregation und Fusion werden reduZieedham et al., 1992) und die
Stabilitat der Vesikel gegeniiber chemischem ungraaischem Abbau gesteigert.

Da PEG-Liposomen von Phagozyten nicht ohne weitaneggenommen werden, war fur

unsere Zwecke eine Modifizierung notwendig.

1.3.2.2. Koppelung von Liganden an liposomale Obdéchen

Um ein aktives Targeting mit Liposomen zu erreichéedarf es einer weiteren
Modifikation der Vesikeloberflache. Liganden sollgpezifisch mit einem Zielgewebe
interagieren. Dadurch wird die Konstruktion einagelligenten Drug-Carrier-Systems

maglich.
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Zur Fixierung von Liganden an den Liposomen werdender Regel gesattigte
Phospholipid-Derivate verwendet. Der Einbau in ld@somenmembran erfolgt meist
direkt wéhrend der Herstellung der Vesikel, was Wierkapselungsmdoglichkeiten
einschrankt. Moderne Ligand-modifizierte Liposomeichnen sich durch die
Kopplung des Vektors an den PEG-Terminus aus.

Eine grundsatzlich fur die Verkapselung von GO geeie Kopplungsform ist beim
Kooperationspartner in Freiburg fur BSA etablieBtgenpal’, 2006). Dabei wird die

liposomale Oberflache durch PEGylierte Sojastemalehtraglich funktionalisiert.

1.3.2.3. Verkapselung von GO in Liposomen

Schon 1979 (Ismail et al.) gab es die Uberlegurag \Wasserstoffperoxid-bildende
Enzym Glucose-Oxidase aAspergillus nigemit Hilfe von Liposomen in Phagozyten
einzubringen. Dadurch konnte ein defektes NADPHed@se-System umgangen
werden. Aufgrund von Fortschritten in der Liposomeehnologie wurde diese Idee in
Kooperation mit dem Institut fir pharmazeutischehirelogie der Universitat Freiburg
wieder aufgegriffen.

Dabei ist die meist unerwlinschte schnelle Bluteleee der Liposomen durch
Aufnahme in Granulozyten und Makrophagen von grataishem Vorteil: In
verkapselter Form sollte das Enzym GO als neug,fDonor schnell in die Zelle
eingeschleust werden.

Wird den CGD-Zellen KD, zur Verfigung gestellt, sind sie aufgrund der itegak
Myeloperoxidase in der Lage, HOCI zu bilden (Geréeal, 2001). Die Substrate der
GO, Glucose und ) liegen im Korper in ausreichender Menge vor. Alas Literatur
ist bekannt, dass die liposomale Membran von beiflebstraten permeiert werden
kann (Bresseleers etal984; Subczynski et.all989).

In vorausgegangenen Arbeiten (Falk, 1999) konnteigé werden, dass einfache, nicht
modifizierte Liposomen verschiedener Lipidzusamménsgen direkt in die
Fresszellen aufgenommen werden. Bei einer Inkubasigierter Zellen mit Liposomen
wurden deutlich héhere Aufnahmewerte mit negatiladgnen Liposomen erreicht,
diese Unterschiede nivellieren sich allerdings beiubation der Liposomen im
Vollblut.

Die Wirksamkeit von in EPC:EPG:Chol-verkapselte @@dein vitro mittels Killing-
Assay anhand der Reduktion der KbE von Staph. auvem Gerber et al. (2001)

nachgewiesen.
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Es gibt Hinweise, dass das Lipid EPG Ausloser psallelgischer Reaktionen sein
konnte (Szebeni, 2001). Die Arbeiten von KimpflexduGerber an Mausen (Kimpfler,
2003) ergaben diesbeziglich keinerlei Anhaltspuniiiierdings kann eine hohere
Empfindlichkeit beim Mensch nicht ausgeschlosserdes

AulRerdem stellen die Vorschriften fur Parenteraiadeutschen Arzneibuch bei den
bisher gewdahlten LiposomengréRen (200 nm) ein PBrobldar. Bei der

vorgeschriebenen Sterilfiltration mit 200 nm grof¥@oren wird viel GO freigesetzt.

Daher sind von technologischer Seite betrachteadomen mit kleinerem Durchmesser
wiunschenswert. Diese werden allerdings ohne Matibken voraussichtlich kaum
durch Phagozyten aufgenommen. Als Modifikation kdmdie bereits erwahnte

Kopplung von Proteinen in Frage. Die gut wasseadbsl Glucose-Oxidase kann im
wassrigen Innenraum der Liposomen verkapselt werdefgrund der Grél3e von ca.
156.000 Da verbleibt ein einmal verkapseltes EnaymLiposomeninnenraum. Eine
Diffusion durch die Membran findet bei lipophobetoffen lediglich bis zu einer

Molekulgrofle von 1.000 Da statt. Die Extrusion Istekein geeignetes

Herstellungsverfahren fir stabile und gut charadienbare Liposomen dar (Falk,
1999). Wechselwirkungen zwischen dem Enzym und dgosomenmembranen

konnten damals bereits ausgeschlossen werden.

Mit den Glucose-Oxidase-Liposomen hat sich ein @ygsgefunden, durch welches den
CGD-Granulozyten die Fahigkeit der Bildung von tean Sauerstoffverbindungen

(H20,) zurickgegeben werden kann.

1.3.2.4. Das Serum in Wechselwirkung mit Liposomen

Die Anhaftung von Plasmaproteinen auf der OberBadér Liposomen, die sogenannte
Opsonisierung, fuhrt zu einer raschen PhagozytasehdPhagozyten. Diese sorgen flr
einen Abtransport der Vesikel in Leber und Milz glaet al., 1991; Van Etten et al.,
1998). Die Menge und Arten der Opsonine, die siagh Iposomalen Oberflachen

anhaften, hangen stark von den Eigenschaften gersbmen wie z. B. ihrer Grolie,

Oberflachenladung und Lipidkomposition ab (Yan, 200

Bestimmte Liposomen umgehen diese Mechanismen aeérhdaher eine langere
Bluthalbwertszeit. Die sogenannten Stealth-Liposorsied durch einen hydratisierten
PEG-Polymermantel um das Liposom gegen elektrestai und hydrophobe

Interaktionen mit Plasmakomponenten abgeschirnghdi nicht geklart ist, warum es

bei wiederholter Injektion in Maus, Ratte und Redigs zu einer dramatischen
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Verklrzung der Zirkulationszeit mit einer Anreicheg der Liposomen in der Leber
kommt (Bendas et al., 2003, Ishida et al., 200d)bleme bei mehrfacher Applikation
von sterisch stabilisierten Liposomen wurden beiransthen noch nicht publiziert,
allerdings wurde in der Regel Doxirubicin verkapsetlas die Aufnahme in
Makrophagen hemmen kann (Lavermann, 2001).

Ein Problem bei intravenoser Gabe von Liposomentebésin der geringen
Serumstabilitdt und somit einer beschleunigten date von liposomal
eingeschlossenen Substanzen (Allen und Cleland))1%8bei spielen verschiedene
Mechanismen eine Rolle. Zum einen werden PhospHeligus dem Liposomenbilayer
in die Lipoproteine hoher Dichte (HDL) aufgenomme@adurch wird die
Liposomenmembran durchlassiger (Scherphof et af78)l Cholesterol kann
Wechselwirkungen zwischen Liposomen und HDL weitgeh verhindern. Dadurch
werden die Liposomen wesentlich stabiler im Ser@nre@oriadis und Davis, 1979).
Interaktion und Fusionsprozesse mit den Lipopreteirgeringerer Dichte (LDL)
werden durch Cholesterin jedoch nicht verhindeak@&tova et al., 1993).

Aus der Literatur ist bekannt, dass Liposomen zunerei Aktivierung des
Komplementsystems fiihren konnen. Diese Aktivierwngde im Serum von Menschen
(Alving et al., 1977; Marjan und Devine, 1994; Bieadet al., 1998; Price et al., 2001),
Ratten (Funato et al., 1992; Devine et al., 199dralshima et al., 1996; Ishida et al.,
1997, 2000 und 2001), Meerschweinchen (Chonn ei@81; Huong et al., 1999 und
2001) und Rind (Liu et al., 1997) nachgewiesen. DPasnplementsystem wird
beispielsweise durch die Bindung von C3b an dieoggmen aktiviert. Es kommt zu
einer Destabilisierung der Liposomem vivo kommt es zur Phagozytose der

Liposomen durch Makrophagen (Funato et al., 1992).

Diese meistin vitro durchgefuhrten Studien lieferten vielféltige, alaeich manchmal
widerspruchliche Berichte Uber Komplement-LiposorAm@eraktion. Grund dafur
waren die Unterschiede in der Versuchsdurchfiihrudeyy Serumspezies oder den
Eigenschaften der benutzten Liposomen.

Allgemein scheint zu gelten, dass Liposomen das plementsystem Uber den
klassischen oder den alternativen Weg aktiviereabedD spielen die Eigenschaften der
Liposomen eine wichtige Rolle (Yan, 2005).

In Bezug auf die vorliegende Arbeit spielt Folgeméae Rolle:

Neben der Liposomenoberflache und —grof3e spieltsebdie Lipidzusammensetzung
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der Liposomen eine wichtige Rolle in der Komplenagtivierung (Ishida et al., 2001).

Neutrale Liposomen (z.B. EPC:Chol) sind schwache tivakoren des

Komplementsystems. Negativ geladene Phospholipidee (EPG) kodnnen eine
Komplementaktivierung auslésen (Szebeni 1998; Dewiral., 1994).

Die LiposomengrofRe besitzt ebenfalls einen entdeineien Einfluss auf die
Opsonisierung durch das Komplementsystem. So wedtig@somen grofRer als 200 nm
bevorzugt durch das Komplementsystem angegriffan @t al., 1988). Sie werden
somit von den Phagozyten besser erkannt und irmSecdhneller eliminiert als kleine
Liposomen (Haraschima et al., 1995).

Das Komplementsystem spielt eine wichtige Rolleder in vitro Aufnahme von

Liposomen in isolierte Leberzellen (Harashima gtl#95).

Die Aufnahme durch humane neutrophile Granulozyten nativem Serum ist

signifikant hoher als in hitzeinaktiviertem Seru8tigzka et al., 1990).

Vorarbeiten zu dieser Arbeit haben gezeigt, dasstro EPC:EPG:Chol-Liposomen zu
einer Hochregulation des Macl, einem Leukozytegime bei Granulozyten und
Makrophagen fuhren. Sie war fur den Anteil CD 18gapragter als fur CD 11b. Der
CR1 Rezeptor (CD 35) wurde ebenfalls hochreguliPdktorarbeit Johanna Bayer,
Tubingen, in Preparationem.)

Die Aktivierung des Komplementsystems durch i.vplegerte Liposomen kann zu
anaphylaktischen Reaktionen fihren (Szebeni et1@09 und 2000; Wassef et al.,
1989), dabei sind lebensbedrohliche Symptome abkens Diese anaphylaktischen
Reaktionen lassen sich bei geeigneter Applikatiorddihrung (z. B. langsamere

Infusion der Liposomenpraparation) deutlich verneimd(Szebeni, 1998).

1.4. Das CGD-Mausmodell

Es gibt fur die septische Granulomatose zwei Tigkelle, beide auf der Basis von
C57BL6/J-Méausen (Pollock et al., 1995).

Wichtig ist es, die Besonderheiten des Stammes inblidk auf Probleme bei der

Zucht der defizienten Mause zu kennen.

C57Bl/6J-Mause werden haufig als Grundlage fir @eneration transgener Mause
genutzt. Sie sind gut zu zlchten, haben eine hatenserwartung und sind wenig
anfallig fur Tumore. Allerdings neigen sie zu emiigsbedingter Obesitas mit den
Folgen Typ Il Diabetes und Atheriosklerose. Es tliegne hohe Inzidenz flr

Mikrophtalmie und assoziierte Augenabnormalitateor. vErblicher Hydrocephalus
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kommt bei 1-4% der Tiere vor. Die Knochenmarksdicigt gering. Es kommt zu
Haarverlust durch tbertriebenes Putzverhalten (Jég@®data sheet).

X-CGD gp91°"™" Mause (CGD-Mause): Sie werden bei Jackson Laboratoryrunte
dem NamerB6.129S6-CyHB'P™" gefiihrt. Auch ein Protokoll fur die Genotypisiegun
ist angegeben. Der Erbgang ist X-chromosomal (Eklket al., 1995). Abweichende
Molekulargewichte bei den einzelnen Glykoproteinger Maus sind durch eine
geringere Glycosylierung bedingt. Die Aminosauretausind weitgehend identisch, es
kobnnen sogar funktionelle Maus/Mensch Heterodimehergestellt werden
(Bjorgvinsdottier et al., 1996).

Von Dinauer (2001) wurden CGD-Mause fur Genthenagiguche genutzt. Hemizygote
Mannchen sowie homozygote Weibchen sind, genau kbé@woffene Menschen,
aufgrund der fehlenden ROS-Produktion, anfallig ftaph. aureus Aspergillus
fumigatusund Burkholderia cepacigDinauer et al., 2001). In der Literatur sind kein
Angaben Uber das Blutbild des Stammes zu finderso#sm Rahmen dieser Arbeit
untersucht werden.

Die Applikation aller Lipiddispersionen bei C57BM&ausen hatte in der Vorarbeit
(Kimpfler) Gewichtsschwankungen der Tiere zur Folge

Verlieren Mause im Verlauf einer Applikation mehs 40-15 % ihres urspriinglichen
Gewichtes befindet man sich im Bereich der maxito#drierten Dosis. Nach einer
internen Richtlinie des deutschen Institutes fiebd&forschung ist ein Gewichtsverlust
von 20 % ein Kriterium zur vorzeitigen Totung daer€. Lediglich bei der hdchsten
Dosierung (150 U/kg Kérpergewicht GOL, 60 mM Gedgnat) war bei den Versuchen
von Kimpfler eine Gewichtsabnahme im Median bi2@6 zu beobachten.

In der vorliegenden Arbeit wurden Dosierungen gdtyadie im Vorversuch keine
massiven Gewichtsverluste zur Folge hatten und hdeh mit reiner PBS-Gabe
durchgefuhrt. Damit wurde der Einfluss des Stredssess der i.v.-Applikation als
Ursache fur die Gewichtsabnahme einschatzbar.

Bei den Vorarbeiten mit GO-L6sungen kam es, wieagt®t, zu Todesfallen, wenn auch
die zu beobachtenden Nebenwirkungen langst nichtAdesmal der von Samoszuk et
al. (1993) beschriebenen erreichten. Eine Erklaruhgerfir koénnten die
unterschiedlichen Mausrassen sein, die fur die uérs eingesetzt wurden, sowie
Enzyme aus verschiedenen Quellen.

Die Verteilung von konventionellen EPC:EPG:Choldspmen wurde ebenfalls in der

vorhergehenden Arbeit (Kimpfler, 2003) untersuchDabei waren die
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Liposomenmembranen markiert nili-Cholesteryloleylether, und als Modellsubstanz
fir GO wurde**C-Carboxyl-Dextran in die Liposomen verkapselt.

Die Blutclearance der Liposomen verlief wie erwlanteeinem recht kurzen Zeitraum.
Schon nach ca. 70-80 min war die Halfte def-bzw. “C-Aktivitat aus dem
Blutkreislauf verschwunden. Dies deckt sich mitéitsrvorliegenden Literaturwerten.
Bei der hoher konzentrierten Lipiddispersion stellsich nach einer schnell
eliminierenden Anfangsphase ein Lipidlevel von3@% der Ausgangslipidmenge ein,
wahrend die niedriger dosierte Liposomendisperdimmerhalb der 8 Stunden fast
komplett aus dem Blutkreislauf eliminiert wurde.eBikdnnte durch eine Abséattigung
des RES erklart werden. Das RES von Mausen kanonsgtit 1 mg Lipid / Maus
abgesittigt werden (Mauk und Gamble, 1979). Eirssdre Abséattigung der im Blut
zirkulierenden phagozytierenden Zellen (Makrophag@émanulozyten) wird bei der
hoher dosierten Praparation ebenfalls mit in Bétragezogen werden. Das ist fur

unseren Therapieansatz von Vorteil.
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2. Ziele der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit wird die Aufnahme undnktion von konventionellen,
targetisierten und PEGylierten Glucose-Oxidase4gomoen in NADPH-Oxidase
defiziente Phagozyten vitro und im Mausmodell untersucht.

Die Aufnahme verschiedener Liposomentypen in Leyt@r soll mit Hilfe von
Fluoreszenzmarkierungen durchflusszytometrisch  rsatht  werden. Die
Rekonstitution des oxidativen Bursts durch GO-Lgroen soll mit Hilfe von FACS-
Analysen und Chemilumineszenzmessungen uberpriiftene

Fur die CGD-Mause gibt es keine Literaturangaben Blutbild. Das Blutbild und die
Rekonstitution des oxidativen Bursts vitro im Vergleich zu Humanblut sollen
Uberprift werden.

Die GO-EPC:EPG:Chol-Liposomen sollen im defizienkéausmodell insbesondere im
Hinblick auf die Rekonstitution des oxidativen Bmsrsuntersucht werden. Die
Vertraglichkeit der Liposomen soll Gberprift werdersbesondere die Antigenitat von
verkapselter im Gegensatz zu unverkapselter GOuDeird die Etablierung eines
ELISAs zum Nachweis muriner Antikdrper gegen GOemtiggbt. Ob eine Aktivierung
des Komplementsystems unter Therapiebedingungettfirgtat, soll anhand der
Expression geeigneter Komplementrezeptoren aufaadkn tberpruft werden.

Die Effizienz der GOL soll anhand von Therapievels®n an infizierten defizienten
Mausen uberpruft werden. Als Infektionsmodelle kaenndieStaph. aureugeritonitis
und dieBurk. cepaciaSepsis in Frage.

Neue Liposomenformulierungen werden aus zwei Gniirzahgestrebt:

Andere Lipidzusammensetzungen sind aufgrund deskdRispseudoallergischer
Reaktionen auf negative konventionelle Liposomestrebenswert (Szebeni, 2001).
Aufgrund der GroRRe der Liposomen (200nm) wird keiich deutschen Arzneibuch fir
Parenteralia vorgeschriebenen Sterilfiltration ziel vinhalt freigesetzt. Kleine
Liposomen werden jedoch durch Phagozyten nicht olwederes aufgenommen,
weshalb eine Targetisierung durch Proteinkopplumgeatrebt wird. Dazu soll 1IgG im
Hinblick auf den Fc-Rezeptor der Granulozyten verhet werden.

Um die Effekte der Targetisierung beurteilen zu né€m soll die Verteilung und
Effizienz kleiner, PEGylierter Liposomen als Ausgsliposomen fur die Kopplung
untersucht werden. Im Tierversuch soll ihre Phawwkadetik Gberprift werden.
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3. Material und Methoden
3.1. Material

3.1.1. Biologisches Material
3.1.1.1. Bakterienstamme

35

Bakterien Herkunft

Staphylococcus aureus Stamm 502 A Mary Dinaueraihagholis
Burkolderia cepacia Stamm 25609 Mary Dinauer, Inapolis
3.1.1.2. Mause

Mause Herkunft/Lieferant

gp9P"*"B6 12956 CybB"
(CGD-Mause)
|

nstitut  far

Dr. M. Grez (GSH, FB 16), Chemotherapeutisg
Forschungsinstitut Georg-Speyer-Haus Frankfur
Dr. F. von Loewenich, Prof. C. Bogdan,

Medizinische Mikrobiologie
Hygiene, Abteilung Mikrobiologie, Freiburg
dann Eigenzucht

un

C57BI6/J Charles River, Sulzfeld/ Eigenzucht Kinderklinik
(Wildtyp)
Balb c Eigenzucht Kinderklinik

3.1.2. Reagenzien
3.1.2.1. Antikorper

Antikorper Abkurzung, ggf. Ziel Firma
Konzentration
Fluorescein Isothiocyanate (FITC)CD21/35 FITC, Komplement Pharmingen
conjugated Rat anti mouse (ram)| 0,5 mg/ml -rezeptoren 1(BD)
CD21/35 (CR2/CR1, CD21a/21b und 2 San Diego
Monoclonal Antibody (mab) CA, USA
FITC-conjugated Rat Igég Isotype | Rat IgG, FITC Isotypen- Pharmingen
Control Immunglobulin 0,2 mg/ml kontrolle (BD)
San Diego
CA, USA
FITC-conjugated ram CD18 CD 18 FITC Leukozyten-| Pharmingen
(integrin 32 chain) mab integrin,B2>- |(BD), San
0,5 mg/ml Kette Diego, CA,
USA
Human IgG, purified IgG unspezifisch; Sigma
Immunoglobulin Reagent Grade Deisen-
hofen
Monoclonal Anti-Glucose OxidaseMab anti GO Glucose- |Sigma
(mouse IgG isotype) Clone GO-4( Oxidase Deisen-

Mouse Ascites Fluid

hofen
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Antikorper Abkirzung, ggf. Ziel Firma
Konzentration
Polyclonal Antibody (pab) to Anti-Maus-HRP Maus-Anti- | Acris,
Mouse IgG Fc-HRP, Rabbit korper IgG | Hidden-
(Fc-Teil) hausen
PE-conjugated Rat Igglsotype | Rat IgG, PE Isotypen- Pharmingen
Control Immunglobulin 0,5 mg/ml kontrolle (BD), San
1:2in PBS Diego, CA,
USA
Pab to Glucose Oxidase Anti-GO-HRP Glucose- DPC Bier-
(Aspergillus niger): Horseradish |10 mg/ml Oxidase mann, Bad
Peroxidase (HRP), Rabbit Nauheim
R-Phycoerythrin (PE)-conjugated| CD 11b PE Leukozyten-| Pharmingen
ram CD11b (IntegrimM-chain, 0,2 mg/ml integrin,aM |(BD), San
Mac-1a chain) mab 1:2 in PBS -Kette Diego, CA,
USA

3.1.2.2. Chemikalien und Reagenzien

Chemikalien/Substanzen

Hersteller/Vertrieb

Acrylamid (30% mit 0.8% Bisacrylamid)

Roth, Karle

Ammoniumperoxodisulfat (APS)

Serva, Heidelberg

AmpliTaq Gold® DNA Polymerase

Applied Biosystems, Weiterstadt

Aqua bidest(Ampuwa)

A

[«

Fresenius, Bad Homburg bzw.
Millipore-Anlage

AUS

BSA (Rinderserumalbumin)

Sigma-Aldrich, Minchen

RD-Glucose

Sigma, Steinheim

Catalase from bovine liver (105 mg
Protein/ml, 58000 U/mg, 6,09x 10/ml)

Sigma,Deisenhofen

Complete, Mini (Protease-Inhibitoren-
Cocktail)

Roche Diagnostics, Mannheim

Desoxyribonukleosidtriphosphate
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP; je 100 mM)

Roche Diagnostics, Mannheim

Dihydrorhodamin 123 (DHR) 29 mM

Sigma, Deisenhofen

EDTA (Ethylendiamin-tetraacetic acid)

Sigma, Delsafien

Ethanol (100%, RNAse-und DNAse-frei

ApplieChemriDatadt

Ether “Aether zur Narkose”

Chinosol, Seelze

Ethidiumbromid

Roth, Karlsruhe

Formaldehyd-Fixativ 10%

Universitatsklinik-Apothekébingen

Glucose-Oxidase (GO) 281 U/mg

Roche Diagnostics, Mannheim

H.O, 30% (Wasserstoffperoxid)

Sigma, Deisenhofen
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Chemikalien/Substanzen

Hersteller/Vertrieb

HCI (Salzsaure, 1 M)

Merck, Darmstadt

Hexanucleotide-Mix (10x)

Roche Diagnostics, Marnnhe

Histopaque 1119 und 1077

Sigma, Deisenhofen

Luminol
(5-Amino-2,3-dihydrophtalazine-1,4-dior

Sigma, Deisenhofen

)

May-Grinwald-Ldsung
eosinsaures Methylenblau in Methanol:
Glycerin (2:1)

Merck, Darmstadt

Molekulargewichtsmarker Nr. VIII
(110-1114 bp)

Roche Diagnostics, Mannheim

o-Phenyldiamin 5 mg Tabletten

Sigma, Deisenhofen

Peroxidase Type Il (horseradish)

Sigma, Deisenhofen

Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA)

Sigma, Deisdih

Primer

Roth, Karlsruhe

Triton-X-100 Sigma-Aldrich, Miinchen
Tween 20 Sigma, Deisenhofen
Zymosan Sigma, Deisenhofen

3.1.2.3. DNA-Analyse

3.1.2.3.1. DNA-Isolierung und Primer

Blood & Cell Culture DNA Kit Mini Hersteller
25 Qiagen Genomic-tip 20/G (S&aulen), Saulenhalteh, Lysis Qiagen, Hilden
Buffer C1, General Lysis Buffer G2, Equilibratiomfier QBT,
Wash Buffer QD, Elution Buffer QF, Quiagen Protea$andbuch
Primer Sense/Antisense | Sequenz (57-3) Produktlange
IMR 0517 Antisense AAG AFA AAC TCC (240 bp
Firma Roth, TCT GCT GTG AA (=Wildtyp)
Karlsruhe Sense IMR 0518
IMR 0518 Sense CGC ACT GGA ACC 240 bp

. CCT GAG AAA GG oder
Firma Roth, 195 bp
Karlsruhe Antisense IMR 0517/0519 (disrupted allele)
IMR 0519 Antisense GTT CTAATT CCA |195bp
Firma Roth, 'IC':%A GAA GCT TAT | (disrupted allele)
Karlsruhe Sense IMR 0518
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8% Polyacrylamidgel fur DNA-Gelelektrophorese (26fim zwei Gele)

Material Bendtigte Menge
Acrylamid 30% mit 0,8% Bisacrylamid 16,6 ml

APS 10% in Aqua bidest. 174,3 pl

Aqua bidest. 15,7 ml
Tris-Borat-EDTA (TBE) 10x 2,5ml
N,N,N"N"-Tetramethylendiamin (TEMED)24,9 ul

3.1.2.4. Liposomen
3.1.2.4.1. Lipide

Chemikalien/Substanzen

Hersteller/Vertrieb

Cholesterol (Chol)

Caelo, Hilden

Distearoyl-sn-glycero-3-
phosphoethanolamin-N-[methoxy-
poly(ethylenglycol)-2000] (PEG)

Genzyme Pharmaceuticals

Eiphosphatidylcholin (EPC)

Lipoid, Ludwigshafen

Eiphosphatidylglycerol (EPG)

Lipoid, Ludwigshafen

3.1.2.4.2. Liposomenzusatze

Chemikalien /Substanzen

Hersteller /Vertrieb

ethoxilierte Sojasterole, BPS 30, (Anker

Nikko Chemicals, Tokio, Japan

BSA (Rinderserumalbumin)

Sigma, Deisenhofen

Fluoresceinisothiocyanatdextran
M:=148000 (FITC-Dextran)

Sigma, Deisenhofen

Glucose-Oxidase (GO) 281 U/mg

Roche Diagnostics, Mannheim

IgG from human serum (IgGh)

Sigma, Deisenhofen

IgG from murin serum (IgGm)

Sigma, Deisenhofen

Lissaminé™ rhodamine
B1,2-dihexadecanoyl-sn-glycero-3-
phosphoethanolamine,/triethylammoniur

Molecular Probes, Leiden, Niederlande

>

salt
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3.1.2.4.3. Liposomenpraparationen

Grol3e konventionelle Liposomen mit Rhodamin- bzw. A C- Markierung,
steril

Liposomentyp Lipid- |Durch- |Lipid- [Poly- Label
verhaltnis | messer| konz| Index
[Mol%] [nm] [mM] (1)
EPC:Chol 70:30 230 40 0,20F 0,1 mol%o
EPC:.EPG: Chol 40:30:30 214 40 0,096 Rhodamin
EPC:EPG: Chol:PEG 37,5: 27,5: 191 4( 0,123
27,5: 7.4
EPC:Chol S.0. 239 40 0,196 0,5 mol%6
EPC:.EPG: Chol S.0. 202 40 0,11 Rhodarin
EPC:EPG: Chol:PEG S.0. 195 40 0,106
EPC:Chol S.0. 219 40 0,078 2,5 mol%s
EPC:.EPG: Chol S.0. 204 40 0,059 Rhodamin
EPC:EPG: Chol:PEG s.0. 196 40 0,116
EPC:Chol s.0. 201 40 0,117 EE (2) 1%
EPC:.EPG: Chol S.0. 180 40 0,074 FITC-
EPC:EPG: Chol:PEG S.0. 165 40 0,08 Dextran

Liposomen fur Chemilumineszenz und DHR- Assay
Liposomentyp Lipid- |Durch- |Lipid- [Poly- | GO
verhaltnis | messer| konz.,| IndexX (EE n.d))
[Mol%] | [nm] [mM] )
EPC:EPG:Chol 40:30:30 186 40 ohne GO
EPC:EPG:Chol-GO 40:30:30 178 ca.4,2 0,424 mit GO

GO verkapselt in Liposomen fur Tierversuche (GOLs) steril

Versuchs- Liposomentyp Lipid- | Durch-| Lipid- | Poly- |EE (2b)
reihe verhaltnis| messen konz| Index (%)
[Mol%] | [nm] [mM] GO
AK-Bildung | EPC:EPG: Chol-GO | 40:30:30 172,46 37 0,081  12f7
Staph. 178 36,55| 0,096 8,1
aureus
Burkh. 177,6 33 | 0,086 145
cepacia ca. 30%
niedriger
Kinetik nachlEPC:EPG: Chol-PEG-GO 37,5: 27,5: 111 4 0,069 4
i.v.-Gabe s.0. -BPS-Anker-GO 27,5:7,5 113 400 0,075 4




Material und Methoden

Proteingekoppelte EPC:Chol-Liposomen

40

Liposomentyp Lipid- [Durch- |[Lipid- |Poly- |abel Protein-
verhalt- |[messer | konz.| Index gehalt
nis [nm] | [mM] g Protein/
[Mol%] pmol Lipid
EPC:CHOL 70:30 130 20| alle alle n.d.
s.0. IgG gekoppelt 140 2 unter| 0,5 mol% (nicht b
s.0. BSA gekoppelt 137 1.6 0,1 Rhodamin stimmt)
also
s.0. lgG gekoppelt 140 2 monof  Aufnahme-
s.0. HSA gekoppelt 140+/- 10 2,1 modale versuche
s.0. BSA gekoppelt 140+/-10 2,11 Ver-
teilung
BPS-Anker 120nm 20 abhydrolisi
EPC:Chol 120nm 20
EPC:Chol-lgG 140+/-1p 2,1 26,5
140+/- 10 1,66 21
EPC:Chol-HSA 140+/-10 2,1 26,5
140+/-10f 2,1 13,25
140+/- 10 2,25 6,5
140+/-10f 2,1 3,25
EPC:Chol-lgG 160 2 0,07 26,5
EPC:Chol-HSA 160 2 0,07 not done
EPC:Chol 100 20 0,07 n. d.
EPC:Chol (KEPC) | k =Klein 104 20 0,069 ohne
EPC:Chol (QEPC) | g=grof3 231,220 0,249 Protein
EPC:Chol-lgG murin 165/3 2,01 0,035 n. d.
s.0. human 1747 2,11 0,136 n. d.
EPC- BSA 196,8 2,08/ 0,08 n. d.
EPC:Chol 100 Aufnahme ohne
EPC:Chol-HSA 16D nach Vorinkut n.d.
EPC:Chol-lIgG 160 bation mit Ig¢ n.d.

(1) Polydispersitatsindex Mal3 fur die Breite der jeweiligen GroRenvertegun

gemessen mittels Photonen-Korrelations-Spektroskopi

(3) n.d.: not done, keine Charakterisierung

(2) Einschlusseffizienzfir FITC-Dextran geschatzer We2h: bestimmter Wert

=
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3.1.2.5. Stammldsungen und Puffer

Stammlésung /Puffer

Zusammensetzung /Hersteller

Acrylamidl6sung fur Polyacrylamidgele

30% Acrylam@8% Bisacrylamid in
Wasser; Roth, Karlsruhe

Ammoniumchloridpuffer(1 )
(Lyse)

8,42 g NHCI, 1 g KHCQ und
0,037 g NaEDTA:-2H,0 in 1l Aqua bidest.
Universitatsapotheke Tubingen

APS 10% (50 ml)

50 ml Aqua bidest. und 10% APS

Blockpuffer

400 mg BSA in 40 ml PBS (1% m/v)

Bromphenolblau 1%

0,1 g Bromphenolblau auf 10 nQHEt

Citrat-/Phosphatpuffer 0,2 M

Stammldsung A (0,1 M):
21,01 g GHgO7x H20O
Stammlosung B (0,2 M):
28,4 g NaHPO,
jeweils auf 1 | mit Aqua bidest. auffullen
48,5 ml A+ 51,5 ml B, pH 5,0 einstellen

Coatingpuffer fur Sandwich-und
funktionellen GO- ELISA 0,1 M

1,78 g NaCO3

4,2 g NaHCQ

auf 500 ml mit Aqua bidest. auffullen un
pH 9,6 einstellen

Coatingpuffer fur ELISA zur
GO-Antikdrperbestimmung in Mausseru

5 ul GO in 6 ml Citrat-/Phosphatpuffer
m

DNA-Farbeldésung

60% Sucrose/5 mM Cresolrot
(6 g Sucrose, 19,12 mg Cresolrot,
1 ml H,0)

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
ohne C&'und Md*, (PBS spezial)

Biochrom KG, Berlin

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline n
cdund Md¢* (PBS)

nBiochrom KG, Berlin

Einfriermedium flur Bakterien

90% LB-Medium, 10%y&érol

Ethidiumbromid-Gebrauchslésung
(1 pg/ml; 500 ml)

10 ml Ethidiumbromid-Stammldsung aut
490 ml Aqua bidest.

Ethidiumbromid-Stammlésung
(50 pg/ml; 100 ml)

5mg Ethidiumbromid auf 100 ml
Aqua bidest.

FACS Lysing Solution (10x)

Becton Dickinson, Heiokelg

FACS-Flow (Laufpuffer FACS)

Becton-Dickinson, Heliderg

FCS (Fotales Kalberserum)

Biochrom, Berlin

Formaldehyd-Losung 4% (v/v)

Universitatsklinik-Apeke

Formaldehyd-Fixierpuffer fiur FACS

Formaldehydlosuig (v/v)
1:2 mit PBS spezial

Giemsa-LOsung:
Azur Il und eosinsaures Azur Il in
Methanol: Glycerin (1:1)

Merck, Darmstadt

HBSS (Hank's Balanced Salt Solution)
(mit C&*und Md*, ohne Phenolrot)

Biochrom, Berlin

Heparin Canusal 100 Units/ml,

CP-Pharmaceutics Ltd Werxhan UK

2 ml Ampullen
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Stammldsung /Puffer

Zusammensetzung /Hersteller

Ladepuffer (6x, fur PCR)

MBI Fermentas, St. Leon-Ro

Ladepuffer fr DNA-Gelelektrophorese
(1x; 16 pl)

5,3 ul 3x Ladepuffer und
10,7 pl TE-Puffer ergeben
16 pl 1x Ladepuffer

Ladepuffer far

(3x)

DNA-Gelelektrophore

56x Ladepuffer mit TE-Puffer
1:2 verdunnen und so
3x Ladepuffer erstellen

Laufpuffer 1 bzw. 10x TBE

Uniklinik-Apotheke Tulgen

PBS spezial eigene Herstellu(®l)
(PBS spez. e. H.)

0,4 g KCI, 0,4 g KHPO,, 16,0 g NaCl un
2,3 g NaHPQO, auf 2 | mit Aqua bides
auffullen und auf pH 7,0 einstellen

Primergebrauchslésurig uM)

Sense- und Antisense-Primerstamm
ungen (100 puM) werden 1:5 in DEP|
Wasser verdunnt (= 20 uM); Beide 20 |
Primerldsungen werden zusammen
DEPC-Wasser 1:5 verdinnt und erge
eine 4 uM Primergebrauchslésung

Primerstammldsun(iL00 pM)

nach Anweisung geldst, es entsteht eine
100 uM Stammlbsung

lyophilisierte Primer werden in TE-Puffer

L

[.

Os-
C_
M
mit
ben

Proteinaseinhibitorpuffer

1 Tablette complete niini
7 ml PBS spezial ohne €aund M¢*

Rinse (Spullésung fur FACS)

Becton Dickinson, Hédeg

Safe (Hypochlorid zur FACSreinigung)

Becton DickinsHeidelberg

Substratpuffer fir Sandwich-
und GO-Ak-ELISA

1 Tablette o-Phenyldiamin (5 mg) in
12,5 ml Citrat-Phosphatpuffer I6sen
und unmittelbar vor Gebrauch

10 pl HO, (30%) zugeben

Substratpuffer fur Aktivitats-ELISA

125 mg Glucosel2,414 ml Citrat-
Phosphatpuffer 16sen, 86 pul POD und 5i
Tablette o-Phenyldiamin hinzufiigen

ng

Tris-Borat-EDTA (TBE) 10x

Uniklinik-Apotheke TUubiranp

TBE-Laufpuffer fur DNA-Gelelektro-
phoresg10X, 1 1)

108 g Tris, 70,9 g Borsaure und 7,44 g
EDTA-Dinatrium werden mit Aqua bides
auf 1 | aufgefillt

—F

TBE-Laufpuffer fir DNA-Gelelektro-
phoresg1X, 1 1)

ein Teil 10x TBE-Laufpuffer auf 9 Teile
Aqua bidest

N,N,N"N"-Tetramethylendiamin (TEMED

)Roth, Karlsruhe

TE-Puffer (pH 8)

Fluka, Taufkirchen

Verdiunnungspuffer (ELISA) (VP)

45 ml PBS spezigezie Herstellung und
5 ml FCS (10%), ggf. mit 50 ul Triton

Waschpuffer (ELISA)

2 | PBS spezial eigene Heratedl und

1 ml Tween 20
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3.1.3.Verbrauchsmaterialien, Gerate und Software

3.1.3.1. Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial

Hersteller/Vertrieb

BD-Falcon 5 ml Polystyrene Round
Bottom Tube (FACS-ROhrchen)

BD-Biosciences, Franklin Lakes, NJ, US

Blutagarplatten

Heipha, Heidelberg

C8 Maxi-Sorb Nunc Immuno Module

Nunc, Wiesbaden

Clinitubes 100 pl, caps, mixing wires

Radiometeilligth

Einfrierrdhrchen

Costar, Fernwald

Einwegpipetter{1 ml, 2 ml, 5 ml, 10 ml)

Costar, Fernwald

Hamatokritkapillare 32 mm/9 pl

WDT, Garbsen

Hollenstein-Atzstift (Silbernitrat)

Ryma-Pharm, &fan

Kapillarblutentnahmesystem
GK 150 EDTA, 200 pul, neutrale Kapillarg

KABE Labortechnik, Nimbrecht-
sRlsenroth

Kapillarenkivetten heparinisiert (50 ul)

Pfaff, Nbewg

Kunststoff EinmalkUvetten

Sarstedt, NUmbrecht

LB-Medium

Kinderklinik Forschung

Mikrotiterplatten(96 Kammern)

Nunc, Wiesbaden

Muller-Hinton-Agar

Heipha, Heidelberg

Objekttrager ca. 77 x 26 mm

R. Langenbrinck, Teamg

Pipettenspitzel0 pl)

Biozym, Hess

Pipettenspitze200 pl und 1000 pl)

Sarstedt, NUrnbrecht

ReaktionsgefaRg,5 ml und 2 ml)

Eppendorf, Hamburg

Reaktionsgefal3e fur PQROO pul)

Biorad, Willich

Softasept N (Desinfektionsmittel)

Braun, Melsungen

Spritzen(Insulin, 1 ml, 5 ml, 20 ml, 50 mi

Braun, Melsungen

Zentrifugenréhrche5 ml, 50 ml)

Greiner, Frickenhausen

Zucht- und Haltungsfutter

Kliba, Heidelberg

3.1.3.2. Gerate

Gerate

Hersteller /Vertrieb

ADVIA 120

Bayer, Fernwald (ab 2007 Siemens,
Fernwald)

Brutschrank, Heracell

Heraeus, London, England

Coolpix 4500 (Kamera fur Mikroskop)

Nicon, Munster

Diana/95 1,6 (Kamera fur Gele)

Raytest, Straubetihar

einzeln ventilierten Kéfige (IVCs)

Tecniplast, Holpei3enberg

FACSCalibur (FACS)

Becton Dickinson, Heidelberg

Feinwaage MC1

Sartorius, Gottingen

Gen Quant Il Spectrophotometer

Pharmacia BioteisicaRaway, NJ, USA

Hamatokritzentrifuge

HetticBentrifugen, Tuttlingen

Micro Tissue Grinder Kit (Morser)

Wheaton, Milleld| NJ, USA

Mikroskop 473047

Zeiss, Oberkochen

Milenia Kinetik Analyser (ELISA-Reader

DPC-BiernrarBad Nauheim

Minigel Twin (Gelelektrophoresekamme

) Biometra t@igen

One Touch Ultra Blutzuckermel3gerat

Life Scan, Negianind

pH-Meter, pH 535 MultiC4l

WTW, Weilheim

A
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Geréate

Hersteller /Vertrieb

Pipetten (10, 100, 200, 1000 pl), Pipetm

an Gilsblhers-le Bel, Frankreich;
Eppendorf, Hamburg

Scheren, Pinzetten

Braun, Tuttlingen

Spannungsquellen fir DNA-Gelelektro-
phorese, PowerPac 1000

Bio-Rad, Miinchen

Sterile Werkbank, HeraSafe

Heraeus, Osterode

Thermocycler, Thermocycler 60

Biomed, Diubendorhvéeiz

Titramax 100 (Schuttler)

Heidolph, Kelheim

Tropix TR 717 Microplate Luminometer

PE Applied rEier City, USA

Ultrospec Plus Spectrometer

Pharmacia Biosysteorsidt City, USA

UV-Transilluminator

RaytesEtraubenhardt

Vortexer, Reax top

Heidolph, Kelheim

Waage E 400 D OHAUS

Sartorius, Gottingen

Wasserbad

Memmet, Schwabach

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

ndillipore, Schwalbach

Zentrifuge Mikro 22R (Eppendorf-Gefald

p) Hettich #gagen, Tuttlingen

Zentrifuge, Rotixa 50 RS

Hettich Zentrifugen, Tiaiglen

3.1.3.2. Software

Software /Version

Verwendung

Hersteller /Vertrieb

AIDA 2.1 Gel-Dokumentation Raytest, Straubenhardt
CellQuest FACS-Auswertung Becton Dickinson, Heidelberg
GIMP Graphikbearbeitung Freeware

Microsoft®-Excel 2000
Microsoff®>-Word 2000

Tabellenkalkulation
Textverarbeitung

Microsoft-Corporation,
Redmont, USA

Origin 6.1 Berechnung von Graphen OriginLab-Corporation,
Northhampton, MA, USA
Soft Max Pro Auswertung ELISA Molecular Devices

Downigtown, PA, USA

Chemilumines

Winglow-Software

zenz Berthold Techdg Béildbad




Material und Methoden 45

3.2. Methoden

3.2.1.Herstellung und Charakterisierung der Liposonenpraparationen

Die Herstellung und Charakterisierung der Liposoredolgte durch Markus Gante

rt

(Prof. Rolf Schubert), Lehrstuhl fir pharmazeuteschechnologie der Universitat

Freiburg.

Herstellung und Charakterisierung der Liposomenpragarationen
Die in dieser Arbeit verwendeten Praparationen waordlurch das Extrusionsverfahr

hergestellt: Es wurden Lipidfiime auf einen Tragerfaufgetragen. Die trockenen Filme

wurden durch Zusatz der entsprechenden Menge Paipsgter (mit oder ohne Zusatz einer

verkapselnden hydrophilen Substanz) abgeltst, walgh spontan grof3e multilamellare

Vesikel (MLVs) bildeten. Das Verhéaltnis der verweteh Lipide ist in Kap. 3.1.2.4.
angegeben.

Sollte in die extrudierten Liposomen eine hydroptiubstanz verkapselt werden (z.B. G
wurden die Praparationen nach der MLV-Bildung ndéhf Frier-/Tauzyklen unterworfer

bevor der eigentliche Extrusionsvorgang erfolgtezld wurden die MLVs milliliterweise

mittels eines LiposoFa@SExtruders durch Polycarbonatmembranen extrudi€iir die
konventionellen Liposomen wurden Membranen mit eiferengrofie von 200 nm gewal
durch die die Praparation 21x bis zur GrolRenkozggapresst wurde. Sollten beispielsweise
gekoppelte Liposomen kleinere Vesikel hergesterden, wurde die Prozedur mit ein
80 nm-Membran wiederholt. Die Liposomengrof3en wnardenittels PCS-Messunge
kontrolliert.

Um zur Verbesserung des therapeutischen Effekis legssere Aufnahme in Phagozyten
erreichen, wurden targetisierte Glucose-Oxidas@d4dmen entwickelt.

Durch IgG-Molekiile sollen die Fc-Oberflachenrezeptoder Phagozyten angesteuert werg
Als Vergleichsproteine dienten BSA und HSA.

Die Proteine wurden dabei mit Hilfe einer neuenhigéic an die Liposomen gekoppelt. Die
wird als ,post functionalization technique“ bezeaieh und wurde am Lehrstuhl fi
Pharmazeutische Technologie und Biopharmazie deer&Ludwigs-Universitat Freiburg fi
das Protein BSA bereits etabliert (Steenpal’ 08I6).

Bei dieser Methode wird in einem ersten Schrittraiheiner am PEG-Kettenende befindlich
Trifluorethansulfonséure (Tresyl-Gruppe) aktivisrt®EG-Sterol mit dem entsprechenc
Protein umgesetzt. Bei pH 8,4 kommt es zur kovalem@indung von Protein und PEG-Ste
unter Abgang der Tresyl-Gruppe. Die Bindung erfalger die freien Amino-Funktionen de¢
Antikorpers. Diese Reaktion wird zu bestimmten @Faitkten mit einem Uberschuss
Histidin-HCI-L6sung gestoppt. Im zweiten Schrittrdeeaktion lagert sich das PEG-Ster|
Proteinkonjugat bei Raumtemperatur in fertige Lgroenpraparationen ein. Das nig
eingelagerte Proteinkonjugat wird mittels Gelchrtogeaphie abgetrennt. Diese Art d
Kopplung sollte nun an das System der Glucose-Qridaposomen mit IgG adaptiert werdg
Um die angestrebten Eigenschaften garantieren mug musste eine ausreichende liposon
Antikérperlast und gleichzeitig eine GréRen- bzwagerstabilitdt der Liposomen gewéhrleis
sein.

Als Kontrolle dienten sogenannte Ankerliposomen, dmen lediglich abhydrolisiertes PE
Sterol eingesetzt wurde.
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3.2.1.1. Inkorporation von Substanzen in Liposomen

3.2.1.1.1. Markierung von Liposomen mit RhodaminB-E

In dieser Arbeit wurde RhodaminB-PE (Rhodamin) \emdet, das im FACS im Kanal
FL2 detektiert wird. Es handelt sich dabei um dmo$phatidylethanolamin, bei dem an
der Kopfgruppe der Fluoreszenzfarbstoff Rhodamisugéden ist. Rhodamin-PE wurde
der Lipidmischung vor dem Losen in organischem bgsmittel in den
Konzentrationen von 0,1 Mol%, 0,5 Mol%, oder 2,5I%ozugesetzt. Da bei hohen
Konzentrationen Membranibergange des Farbstoffeshbieben sind (Scherphof und
Crommelin, 1996), wurde eine mdglichst geringe Kameation bei gut sichtbaren
Ergebnissen ermittelt. Fur die Versuche mit gektdppeliposomen wurde dann
durchweg eine Konzentration von 0,5 Mol% eingesetdDer weitere

Herstellungsvorgang verlief wie unter 3.2.1 besaiten.

3.2.1.1.2. Verkapselung von Glucose-Oxidase und FCFDextran

Die in der Arbeit verwendeten hydrophilen Substanzeirden dem Herstellungspuffer
zugesetzt. Nach der Herstellung wurde der Antaihtvierkapselter Substanz mittels
GrolRenausschlusschromatographie abgetrennt. Dahedew die Préparationen
verdiunnt und mussten anschlieRend aufkonzentried auf den gewiinschten
Lipidgehalt eingestellt werden. Dies geschah nsttétrazentrifugation.

Das EnzymGlucose-Oxidase(GO) hat eine Molmasse von 156.000 Da. Es wurde in
der Regel in einer Konzentration von 5 mg/ml in R8st
Fluoresceinisothiocyanat-Dextran (FITC-Dextran) diente bei den
Aufnahmeversuchen als fluoreszierender hydropMarker und Modellsubstanz der
GO. Es wurde ein FITC-Dextran mit einer der GroBe@O annahernd entsprechenden
Molmasse von 148.000 Da eingesetzt und in einerzKotmation von 5 mg/ml in PBS
gelost.

Nach der Losung der hydrophilen Substanzen in PB&levdie Liposomenherstellung
im Extrusionsverfahren (siehe 3.2.1.) durchgefilmt.den meisten Fallen wurde
anschlielBend zur Aufkonzentration eine Ultrazemgation durchgefiihrt. Dies war
jedoch fur die proteingekoppelten Liposomen niclitghch, da sie sich danach nicht

mehr resuspendieren liel3en.



Material und Methoden 47

3.2.1.2. Liposomencharakterisierung

Die Liposomencharakterisierung wurde in Freiburg Wbarkus Gantert durchgefihrt,

daher sollen hier nur kurz die Grundprinzipien @e#t werden, um die Eigenschaften

der Liposomen verstandlich zu machen.

Die Bestimmung desmittleren Liposomendurchmessers (Z-average, Zave) und des

Polydispersitatsindex welcher ein Mald fir die Breite der jeweiligen Gedverteilung
darstellt, erfolgte mittels Photonen-Korrelatiorze&troskopie.

Lipidgehalt: Die Quantifizierung des Lipidgehaltes erfolgte n&drtlett. In jedem Moleki
eines Phospholipids befindet sich ein Phosphorafaim.Bestimmung der Lipidkonzentratic

einer Praparation kann somit tiber eine BestimmuargPthosphorkonzentration erfolgen. Uber
die Phospholipidkonzentration konnte dann bei Radjmnen, in denen auch andere Lipide wie

z. B. Cholesterol beinhaltet waren, die Gesamtkpittentration berechnet werden. Hie

wurde mit einer modifizierten Methode nach Bartldie Phospholipidkonzentration nach

oxidativer Veraschung ermittelt (Bartlett et aB59).
Einschlusseffizienz(EE%):

ZUu

Unter Einschluss- oder Verkapselungseffizienz edtsinan die Menge Substanz, die durch den
entsprechenden Herstellungsvorgang liposomal vegtapird, bezogen auf die Gesamtmenge

der eingesetzten Substanz, normiert auf 100 %. ieeentsprechenden Methoden werden
Anteile freier und liposomaler Fraktionen bestimmt.
Die tatsachliche Einschlusseffizienz (EE%) beretliwh dann aus:

liposomale Fraktion
Einschlusseffizienz (%) 1 000 0000O0OOOOOOO  x100

liposomale Fraktion + freie Fraktion

Die EE% fur den Einschluss von GO konnte Uber digivitdt bestimmt werden. Fur die
Gesamtmenge der eingesetzten GO wurde eine Prabkt diach der Extrusion vor der

Abtrennung der unverkapselten Substanz (vor SawWS)ygezogen. Die Aktivitat der Prok
nach Abtrennung der freien Fraktion unverkapsdgR€r (nach Séule = NS) stellte die Men
verkapselter GO dar. Diese Proben wurden in 1:10#Ben mit Puffer verdinnt, im erste
Verdinnungsschritt wurde zur Freisetzung der GO @&mil Puffer durch 200 mM

Natriumcholat-Losung ersetzt. Der Zusatz von Natdbolat beeinflusst die Aktivitat der GO

nicht (Falk, 1999). Die Proben VS wurden insgesdni0.000, die Proben NS 1:1.0
verdinnt.

Mittels eines ABTS (=2,2'-Aza-bis(3-ethylbenzthidzes-sulfonséure))-Assays wurden di

Aktivitaten der Proben bestimmt. ABTS liegt alsbélies Radikal in der reduzierten Form v
Durch Oxidantien wie kD, kann es in der Gegenwart von Peroxidase in didierte Form
uberfihrt werden. Dabei verschiebt sich das UV-Apsonsmaximum von 340 nm zu 405 n
(Arnao et al., 1990). Eine Zunahme vosChH macht sich also tber eine Absorptionszunalt
bei 405 nm bemerkbar. Beim ABTS-Assay berechnet amsnder Zunahme der Absorption [
Minute (=Steigung) die Aktivitat der EnzymldsungielBerechnung erfolgte nach folgend
Formel unter Einbeziehung der jeweiligen Verdinmmg

Aktivitat NS
EE%= gooon x 100

Aktivitat VS

die
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3.2.2. Bestimmung des menschlichen Blutbildes

3.2.2.1. Blutentnahme
Die freiwilligen Blutspenden erfolgten gemaf Etmkag (Projektnummer 16/2002V).

Das bendtigte Blut wurde jeweils kurz vor dem Vetsabgenommen.

Dabei wurde 1 ml Heparin [100 Units] auf 20 ml \alit verwendet. Zur
Serumgewinnung wurde Blut in eine gesonderte Spraafgezogen. Plasma wurde
beim Isolieren der Zellen oder vor der Erythrozigse gewonnen. Dazu wurde nach
einer Zentrifugation tiber acht Minuten bei 400 aeg Uberstand abgenommen.

Von jedem Spender wurde ein Blutbild mittels ADVIA20 erstellt und auf
Auffalligkeiten gepruft. Es wurde nur Blut von gesien Spendern und einem CGD-

Patienten ohne akute Infektionen verwendet.

3.2.2.2. Mikroskopische Bestimmung des Differentilutbildes

Zur Anfertigung eineBlutausstriches wurde ein Tropfen EDTA- oder Heparin-Blut
mit einem Objekttrager auf einem Objekttrager assgdnen und luftgetrocknet. Die
Blutausstriche wurden mittels der panoptischen d&glmach Pappenheim gefarbt. Die
Objekttrager wurden zunachst 5 Minuten in der Magir®vald-LOosung gefarbt und
kurz mit Aqua bidest. gespult. Danach erfolgteFhaebung in Giemsa-Gebrauchslésung
fur 15 Minuten und erneutes Wassern. Die mikroskdm Differenzierung der
Leukozyten erfolgte bei 800-facher Vergrof3erung. e DAusstriche wurden
maanderformig durchgemustert, bis 100 Leukozytega@zahlt waren.

® 9

Abb. 6.: Leukozyten im Blutausstrich, gefarbt n&appenheim (Pschyrembel 1993)
Von links nach rechts: Stabkerniger neutrophilerartatozyt, zwei segmentkern
neutrophile Granulozyten, eosinophiler Granulozytd ukleiner Lymphozyt, basophi
Granulozyt, grof3er Lymphozyt (Virozyt), Monozyt
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Bei der Differenzierung der Leukozyten wurden foilde Zellfraktionen nach Grolie,
Form, Struktur und Anfarbbarkeit von Zellkernen Wediplasma unterschieden:

* Neutrophile Granulozyten: Sie zeichnen sich durch ein neutrophiles Zytoptasmt
vereinzelten blassvioletten Granula aus. Der Kstndunkelviolett und grobscholli
strukturiert. Beim segmentkernigen Neutrophilerdsiie Kernsegmente durch Briick
verbunden, welche schmaler als 1/3 der Segmerdbsaitl. Bei der juvenilen Forn
dem stabkernigen Neutrophilen, ist der Kern etwasiger dunkel, grobschollig un
lediglich gebogen, bei Mausen auch ringférmig.

* Eosinophile Granulozyten: Das Plasma enthalt orange, grobe, gleichgroRRe|und
ungleichmaRig verteilte Granula. Der Kern ist oftedappig, kann auch stab- oder
segmentkernig sein.

« Basophile Granulozyten Das Plasma enthdlt schwarzviolette Granula
ungleichmaRiger GroRe, Farbintensitat und Vertgilun

* Monozyten: Das Plasma stellt sich blassblau dar. Der Kemviédgjestaltig, blassvioleft
aufgelockert, meist mit plasmatische und nukledfakuolen.

* Lymphozyten: Sie sind recht vielgestaltig. Meist ist der Zyeghasaum schmal und
blaugrau. In der aktivierten Form, die auch also¥yt bezeichnet wird, ist er etwas
breiter. Der Kern ist rund bis polygonal, blass @unkelviolett und feinstrukturiert.

[l (™]

o =

Die einzelnen Zellfraktionen wurden in Prozentwera@gegeben.

3.2.2.3. Bestimmung des grof3en Blutbildes mit demDVIA 120

Messprinzip:
Ca. 120 pul gerinnungsgehemmtes Vollblut (EDTA oHeparin) werden angesaugt und tber
ein Scherventil in verschiedene Reaktionskammerénibglobinmessung, Vorbereitung der
Leukozyten, Erythozyten und Thrombozyten] verteiid anschlieRend durchflusszytometrisch
gemessen. Es werden ca. 40 000 Erythozyten un@@Q&ukozyten ausgewertet.
Leukozyten werden am ADVIA 120 im Peroxidase- unmd Basophilen-Messkanal optis¢ch
gemessen und differenziert.
In der PEROX-Reaktionskammer (Abb. 7) werden dileBeanhand ihrer unterschiedlichen
Peroxidaseaktivitat charakterisiert. Hierzu werdbke Erythrozyten in einem ersten Schritt
lysiert und dann die Leukozyten mit 4-Chloro-Namhtlund HO, versetzt. Neutrophile
Granulozyten und Monozyten besitzen Myeloperoxidasesinophile Granulozyten eine
eosinophile Peroxidase. Dadurch kommt es zu eix@aflon des 4-Chlor-Naphtols und einer
Anfarbung der Zelle. Lymphozyten, basophile Gramyten und grof3e, peroxidase-negat]

ungefarbt.

Nach der Farbung werden die Zellen einzeln vernmessed validiert. Dabei wird ei
Vorwartsstreulichtsignal (Forward Scatter) und @ibsorption jeder Zelle gemessen.
Absorption kommt durch die endogene Peroxidasetitider Zellen zustande. Die Messung
wird in ein Zytogramm (Leukogramm) projiziert. Jéher die Peroxidaseaktivitat der Zellen ist,
desto weiter sind sie im Peroxkanal nach rechtslauk-Achse verschoben. Auf der Grundlage
des zellularen Peroxidasemusters und der Zellgwiffe mittels Cluster-Analyse eine exakte

Trennung der Zellpopulationen voneinander erreldbutrophile und eosinophile Granulozyten
sowie Monozyten konnen allein anhand dieses KathHtsenziert werden.
Basophile Granulozyten und Lymphozyten mussen snist Hilfe des Basophilen-Kanals

differenziert bestimmt werden. Eine besondere Kaiegbilden "grofRe, Peroxidase-negatjve
Zellen (LUC) ". Sie sind in der Routinediagnostiiin Menschen oft lymphatischer Natur, und
werden bei Limitiiberschreitung nachdifferenziert.




Material und Methoden 50

Leukozytenanalytik: Differenzierung/Perox Abb. 7:

Peroxidase Kanal (Leukogramm) Leukogramm anhand ¢
fgﬁt“cm_ Reife und unreife ADVlA-MeSSUHQ (Baye’f
Signal Granulozyten Vital, Fernwald), di

.Perox“-Graphik zeigt at

Xg'ume” der x-Achse nach réts
ansteigend die Peroxidase

Lymphozyten, Eosinophile aktivitat. Auf der yAChse IS

Basophile Granulozyten das Streuverhalten C

NRBC's Zellen aufgetragen. LC

Thrombozyten- einzelnen Zellpopulation

Aggregate

sind beschriftet.

—_—

Absorption, Peroxidase - Aktivitat

Im Basophilen oder Kernsegmentierungsmesskanal(Abb. 8) wird die Zellkern
beschaffenheit mittels LASER-Diod& € 670 nm) optisch gemessen und beurteilt. Nach der
Erythrozytenlyse werden die Leukozyten mit speerelReagenzien (Phthalsdure und HCI)
zytoplasmatisch "gestrippt". Dabei bleiben lediglidie basophilen Granulozyten unverletzt.
Mit Hilfe der hydrodynamischen Fokussierung werdemneils singulare Zellkerne gemessen
und validiert. Das Doppelwinkel-Vorwartsstreuli¢fbrward Scatter in zwei Streulichtwinkeln:
2-3 ° und 5-15°) jedes Zellkerns wird von Detektor@ufgefangen und in ein Zytogramm
(Nukleogramm) projiziert. Die Trennung der Zellkerand unverletzten Basophilen erfogt Uber
die Kerngréf3e und die Chromatindichte auf der Glagelder Cluster-Analyse. Es werden Jier
Cluster unterschieden. Mononukleare Zellkerne stamron Monozyten und Lymphozyten.
Polymorphe Kerne stammen von neutrophilen und egpkifen Granulozyten. Basophile
Granulozyten sind als ganze Zellen klar differeriae. AuRerdem kénnen Blasten beider
Genesen vorkommen. Bei Blastenalarm und Linksvegbaing mit oder ohne unreife
Granulozyten wird in der Routinediagnostik nachatiénziert.

Abb. 8.

Leukozytenanalytik: Basophilen - Kanal Nukleogramm anhand ¢

Baso Kanal (Nukleogramm) ADVIA-Messung (Baye{

L _ e T vital), in der ,Baso*

signal T ‘ Graphik werden d

2-3° Granulozyten .

- Baso- basophilen Granulozyten u

il Suspect die Zellkerne der ander
fl) Leukozyten nach Zerstérgn

; E——— der Plasmamembran mitt
Mononukleare Detergentien dargeste
— Dabei wird Kleinwinke

(2-3°) gegen Grofdwink
(5-15°) aufgetragen.

Hochwinkelsignal 5 - 15 ¢ Chromatindichte

Auf die anderen Parameter, die der ADVIA 120 misst| hier nur kurz eingegangen

werden, da sie fur die Arbeit eine untergeordneikeRspielen.

Erythozyten: Sie werden vor der Analyse isovolumetrisch ,gelltigann wird mit Hilfe
des Lasers die GréRe (MCV) und der Hb-Gehalt (M{gder einzelnen Zelle bestimn

Thrombozyten: Messung direkt mittels Laser, Auswertung bei Verswarg von
heparinisiertem Vollbut nicht mdglich (falsch eriggt).

~—*
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3.2.2.3. Isolierung von Granulozyten, mononuklearenZellen bzw.

Gesamtleukozyten aus menschlichem Vollblut

Prinzip:

Zur Gewinnung von Gesamtleukozyten wurden ledigliehErythrozyten lysiert.

Wurden hingegen einzelne Blutbestandteile bendtigtfolgte die Auftrennung Ube
Dichtegradienten. Zur Isolierung von Granulozytew yperipheren, mononukleéaren Blutzellen
(PBMC) aus Vollblut, wurde in der vorliegenden Aitddistopaque 1119 und 1077 verwendet.
Das Verfahren beruht auf den unterschiedlichen &rdid Dichten der Zellen. Im Gegensatz
zur ebenfalls sehr gebrauchlichen Ficoll-Trennuregden dabei die Erythrozyten weitgehgnd
von den Granulozyten isoliert.

=

—I Plasma Abb. 9: Auftrennung vo
| PBMCs Vollblut durch Dichtegradiente
mit Hilfe von Histopaque 11:
und 1077, Schittung nac

Granulocyten Zentrifugation

Histopagque 1077

Histopaque 1119

.~ Ervthrocyten

In ein 50 ml Zentrifugationsréhrchen wurden 15 métbipaque 1119 vorgelegt und
vorsichtig mit 15 ml Histopaque 1077 tberschichitetgleicher Weise wurden dann 20
ml Vollblut aufgetragen. Es folgte eine Zentrifugat bei 18° C und 633 x g fur 25
Minuten, wonach vorsichtig abgebremst wurde. Diehi@dung der einzelnen
Fraktionen kann Abb. 9 entnommen werden.

Das Plasma, die PBMC und die Granulozyten wurdenheiaander vorsichtig
abgenommen und in je ein 50 ml Falcon-Rdhrchenflubgr Dieses wurde mit PBS
spezial aufgefillt und 10 Minuten bei 400 x g urkd € zentrifugiert. Nach Absaugen
des GroRteils des Uberstandes erfolgte die Lysenden vorhandenen Erythrozyten.
Hierzu wird das Pellet in den belassenen Resterytdesstandes resuspendiert und das
Zentrifugenréhrchen mit Ammoniumchloridpuffer auigé. Eine gute Durchmischung
vor und wahrend der Lyse ist wichtig. Daher wurdeachst vorsichtig gevortext und
dann auf dem Schattler 15 min auf Eis lysiert. dnavurde bei 400 x g und 4°C fur
10 Minuten abzentrifugiert.

Nach Absaugen des Uberstands wurden die Zellemzavenit PBS spezial gewaschen.
Anschliel3end wurde die Zellzahl mit Hilfe des ADVIER0 bestimmt und auf eine
bestimmte Anzahl pro ml eingestellt.

Bei der Gewinnung von Gesamtleukozyten durch Eogtytenlyse wurde &hnlich
vorgegangen. 5 ml heparinisiertes Vollblut wurdeih 45 ml Lysepuffer behandelt. 50

oder 100 pl wurden direkt im Facsrohrchen mit 3Amimoniumchloridpuffer lysiert
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und jeweils 5 min bei 350 g zentrifugiert.
Wenn fir den anschlieRenden Versuch die Zellenasr®a, Serum oder inaktiviertem
Serum bendotigt wurden, wurden sie nach dem let?faschen in der entsprechenden

Menge resuspendiert.

3.2.3. Gewinnung und Charakterisierung von Mausblut

3.2.3.1. Blutentnahme, Serumgewinnung, Blutglucosesasung

Die Blutentnahme am lebenden Tier erfolgte in degdt an der Schwanzspitze.
Blutglucose wurde direkt durch das Abnehmen einepféns mit dem Teststreifen des
betriebsbereiten One Touch Ultra-Messgerates elinitt

Zur Bakterienanzucht bei Sepsisversuchen wurde der Blutentnahme die
Schwanzspitze mit Softasept N desinfiziert und 1@Blut in eine sterile mit 90 pl
sterilem Ampuwa versehenen Insulinspritze aufgezoge

Wenn grof3ere Mengen Blut benétigt wurden (50 pl.bx@0 pl), wurde das Blut in
entsprechende Heparinkapillaren aufgenommen. Zunr@ng von Plasma wurde die
Kapillare (Pfaff) in der Hamatokritzentrifuge zafugiert, zwischen Blutkuchen und
Plasma aufgebrochen und das Plasma anschlieRendeingt Eppendorfpipette
enthnommen.

Zur Erstellung von Blutbildern mit Hilfe des ADVIAoder zur Durchfihrung
bestimmter in-vitro-Versuche wurden unter Ethernarkose grof3ere MenBkr
retrobulbar entnommen. Die narkotisierte Maus wurdiedem zu punktierenden Auge
nach oben auf die Arbeitsplatte gelegt. Mit Zeiggér und Daumen der linken Hand
wurde das Tier im Genick so fixiert, dass es zugleur Stauung der Jugularvene kam.
Mit der rechten Hand wurde retrobulbdr die hepashichtete
Mikrohamatokritkapillare (WDT) unter leichten Dredwegungen vorsichtig am Bulbus
vorbei in okzipitaler Richtung etwa 1-2 mm tief g#fiihrt und so der retrobulbare
Venenplexus punktiert.

Das Blut wurde entweder in einem 1,5 ml Reaktioféfgenit 10 pul Heparin oder in
einem EDTA-Kapillarblutentnahmesystem zur Aufnahmen 200 pl Blut nach
Entfernung der Kapillare aufgefangen. Nach LosenStaudruckes auf die Jugularvene
wurde die Mikrohdmatokritkapillare entfernt.

In vielen Fallen erfolgte die Blutentnahme bei deitung unter C@Betdaubung.
Hierbei hat es sich bewahrt, zunachst heparinesevtollblut am Auge zu gewinnen,

dann den Brustkorb zu erdffnen und am rechten Morhid einer etwas Heparin
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enthaltenden Insulinspritze  zun&chst  heparinigserteund  dann nicht
gerinnungsgehemmtes Vollblut zu entnehmen.
Zur Gewinnung von Serum wurde das 1,5 ml Reaktiefdédyy 5 min bei 400 x g

zentrifugiert.

3.2.3.2. Mikroskopische Bestimmung des Differentiblutbildes der

Maus

Die Bestimmung erfolgte analog zum menschlicherfeehtialblutbild (siehe 3.2.2.2.).
Die Morphologie von Mausleukozyten stimmt weitgethemit der von humanen
Leukozyten tberein und ist in Kapitel 3.2.2.2. lvemben.

Eine geringe Granulozytenzahl ist fur C57BI6-Mauseder Literatur dokumentiert.
Charles et al. 1975 nennen die in Tabelle 1 gédisteeukozytenzahlen. Im Vergleich
dazu sind die Leukozytenzahlen beim Menschen dilijg®schyrembel, 1993).

Tabelle 1: Differentialblutbild von C57BI6-MausemiVergleich zu den Werten beim
Menschen. Es werden die Werte fir mannliche undhebie Tiere im Alter von 3 Monaten
gezeigt.

Lymphozyten | Granulozyten Monozyten
neutrophile eosinophile
C57BI6 weibl. {91% 6% 0,1% 1,6%
mannl. 89% 8% 0,4% 1,7%
Mensch 20-30% 60-70% 2-4% 2-6%

3.2.3.3. Bestimmung des grof3en Blutbildes mit demDVIA 120

Mausblut wurde in der Regel zu VetMedLab (Ludwigspweschickt, da dieses Labor
Uber das Multispecies-Programm verfugt.

Um eine erste Einschatzung von Blutproben zu bekemmoder zur
Zellzahlbestimmung bei lysiertem Vollblut, wurdeie ¢Proben am ADVIA 120, der im
Labor der Kinderklinik zur Verfugung steht, gemassallerdings ist an diesem Gerat
nur das Auswertungsprogramm fur humane Blutprolwrhanden. Da das Messprinzip
aber 100% identisch mit dem fur Mauseblut ist, kenanhand der graphischen
Ausdrucke ein orientierendes Blutbild erhalten weerdEin direkter Vergleich der
Auswertungen aliquotierter Mausblutproben mit demmbanen und murinen ADVIA-
120-Programmen ist im Ergebnisteil, Kap. 4.3.2)2zeigt.

Abb. 10 zeigt Ausschnitte eines mit dem Multi-SpeziProgramm erstellten

Runscreens.
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Abb. 10: Ausdruck einer ADVIA-120 Messung von munim Blut einer Maus mit Multispecies-
Programm (BayerVital)

A: Die ,Perox“-Graphik zeigt auf der x-Achse nadtits ansteigehdie Peroxidaseaktiviti
Auf der yAchse ist das Streuverhalten der Zellen aufgetrabem Pfeile bzw. der Kring
weisen auf die fir Mause typischen Thrombozytenegggpe hir

1. eosinophile Granulozyten,

2. neutrophile Granulozyten,

3. Monozyten,

4. Lymphozyten und basophile Granulozyten;

5. Large unstained cells (LUCs)
B: In der ,Baso“-Graphik werden die basophilen Giazyten und die Zellkerne der anderen
Leukozyten nach Zerstorung der Plasmamembran mifietergentien dargestellt. Dabei wird
Kleinwinkel (2-3°) gegen GroRRwinkel (5-15°) aufgeden. Der Pfeil weist auf fir Mause
typische Zelltrimmer im Rauschen hin.

a) polymorphkernige Zellkerne (Neutrophile und Eoghile);

b) runde Zellkerne (Lymphozyten und Monozyten)

¢) Basophile Zellen
Aus den Ergebnissen berechnet das Gerat die Zkdizder einzelnen Leukozytenpopulationen
und das Differentialblutbild.

Zur raschen Abschatzung von Zellzahlen waren wiaufeangewiesen, auf den ADVIA
der Kinderklinik ohne Mausprogramm zurtickzugreiféitas man dabei beachten
musste, wird im Ergebnisteil (Kap. 4.3.2.2.) datglts
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3.2.4. Analyse von humanen und murinen Blutzellenra FACSCalibur

3.2.4.1. Kurzbeschreibung des Gerats

Prinzip:
Wie bei der Messung am ADVIA handelt es sich auighm bm eine durchflusszytometrische
Zellcharakterisierung. Ein Laserstrahl trifft auhe Zelle und wird als Vorwartsstreulicht
(Forward Angle Light Scatter, FSC) und als Seitasgtreulicht (Side Scatter, SSC) detektiert.
Mit der gemessenen FSC-Intensitat kann eine Aussbge die GroRRe der Zelle gemaght
werden. Das SSC lasst eine Aussage Uber die Graaubier Zelle zu.
Zusatzlich zu diesem Messprinzip regt der Lasdmstmner definierten Wellenldange dje
Elektronen eines bestimmten Fluoreszenzfarbstoffesn Ubergang in einen hoheren
Energiezustand an. Bei der Rickkehr in den Grunidmdsgeben die Elektronen die Energie in
Form von Licht ab, das als spezifisches Emissiagldspm detektiert werden kann.
In der Arbeit wurden die Kanale FL1 (DHR, FITC) uRd2 (Rhodamin PE, PE) verwendet, der
Laser hat eine Wellenlange von 488 nm.

Aufgrund  der  Morphologie und der Eigenfluoreszenzassen  sich
Leukozytensubpopulationen mit Hilfe des Durchflyssmeters differenzieren.

Wegen ihrer hoheren morphologischen Komplexitat erstheiden sich die
Granulozyten im SSC von mononukledren Zellen (PBMRBMCs kdnnen wiederum
aufgrund ihrer unterschiedlichen Gro3e im FSC chffieiert werden, da Monozyten
und Makrophagen im Durchschnitt grof3er als Lymphkerzysind. Nicht bericksichtigt
werden die basophilen und eosinophilen Granulozytemei deren Anteil am Blutbild
vernachlassigbar ist.

Bei der Auswertung mit dem Programm CellQuest (RifBecton-Dickinson) kdnnen
durch das Setzen von Gates im Dot-Plot bestimmtipafrilationen einzeln auf ihre
Eigenschaften hin betrachtet und in Histogrammerer o¥fierfelderdiagrammen
ausgewertet werden. Mit Hilfe der Negativkontroleirde zwischen positiven und
negativen Zellen durch Setzen eines Markers oderteiiing in Quadranten
unterschieden. Der Anteil fluoreszierender Zellan jeweiligen Gate (% gated) oder
Quadranten (Upper Right, Upper Left, Lower Righgwler Left) wurde in Prozent
angegeben.

Nach der Messung wurde das Gerét je 5 min durclicoepannen eines R6hrchens mit
.Safe”, |Rinse” und destilliertem Wasser gereinigt.

Beim Mensch (Abb. 11) sind Lymphozyten, Monozytend uGaranulozyten im
Forward-Sideward-Scatter gut als separate Popoktiom Dot-Plot zu erkennen. Die
grof3te Population stellen die Granulozyten, gefetgt Monozyten und Lymphozyten.
Auf die Auswertung der Fluoreszenz wird im Zusamhesmg mit den einzelnen

Markierungen eingegangen.
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Abb. 11: Charakteristische durchflusszytometrisgiveiparameterdarstellungen (,DBtot")
humaner Leukozyten, im Rahmen der Versuche erstéliCellQuest. In der Abbildung ist
oforward scatter* (FSC-H) gegen den ,side scat@SCH) aufgetragen. Dabei werden
morphologischen Eigenschaften detl@e miteinander korreliert. Die Abszisse entspridhl
ZellgroRe und die Ordinate der Granularitat derleZeDie gesetzten Ausschnitte (Ga
entsprechen den Populationen von

R1) Granulozyten,

R2) Monozyten,

R3) Lymphozyten

Die Differenzierung der Zellpopulationen im Maudb{Abb. 12) ist schwieriger, ein
zweiter Dotplot, in dem SSC gegen FL aufgetragéndient als Hilfe. Im Gegensatz
zum Mensch stellen bei der Maus die Lymphozytengdigdte Population dar, gefolgt
von den Monozyten. Bei gesunden Tieren sind ledliglwenige Granulozyten

vorhanden (vgl. Kap. 3.2.3.2)
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Abb. 12: Charakteristische durchflusszytometriséiveiparameterdarstellungen

(,Dot-Plots*) muriner Leukozyten. Die Abbildung stant aus der Messung einer

Negativkontrolle (CGD-Maus, Blut inkubiert mit DHReine Zusatze) im DHR-Assay.

Linkes Diagramm: ,forward scatter* (FSC) gegen gsgtatter” (SSC).

Es werden morphologische Eigenschaften der Zell&geimander korreliert. Die Abszisse

entspricht der Zellgrof3e und die Ordinate der Kaxpét der Zelle. Die gesetzten Ausschnitte
(Gates) entsprechen den Populationen von

R1) Granulozyten, R2) Monozyten, R3) Lymphonyte

Rechtes Diagramm: Vierfeldertafel ,side scatterSCSH)1 gegen FL1 (FL-H) zur besseren
Differenzierung der Zellpopulationen.

Dabei haben die Lymphozyten die geringste und den@ozyten die héchste Komplexitat. Die
Messung der Fluoreszenz der Zellen erfolgte in KdnaDa es sich um ungefarbte Zellen
handelt, sind im oberen und unteren rechten Quéshianur eigenfluoreszierende Zellen zu
erkennen.

Im Folgenden werden die Aufnahmeversuche mit mesdaelLiposomen, der DHR-
Assay sowie die durchflusszytometrische Bestimmuley Komplementrezeptoren

erlautert.

3.2.4.2. Art und Vorbereitung der Blutproben

Nach der Blutabnahme (siehe Kapitel 3.2.2.1.) wirdBblut mit Ammoniumchlorid-
oder FACS-Lysepuffer lysiert. Humane Blutproben damr teilweise durch
Dichtegradientenzentrifugation weiter aufgetrennt. Die Lyse mit
Ammoniumchloridpuffer ist bereits in Kap. 3.2.2.&eschrieben. Hier bleiben die
Leukozyten unfixiert und kdnnen beispielsweise nagiosomen aufnehmen. In der
Regel erfolgt dann vor der Messung eine Fixation2% Formalin.

Bei der Lyse mit FACS-Lysepuffer erfolgt die Fiati direkt wahrend der Lyse. Es
kommt dann zu keinen Veranderungen mehr. Wann uady@nau lysiert wurde, ist bei

den einzelnen Versuchen beschrieben.
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3.2.4.3. Aufnahme der markierten Liposomen in Leukenyten

Vorbereitung der Proben: Die meisten Aufnahmeversuche wurden mit humanem
Vollblut von gesunden Spendern, einige auch mitlblal eines CGD-Patienten
durchgefuhrt. Wenn isolierte Granulozyten und PBM@er lysiertes Vollblut
verwendet wurden, ist dies gekennzeichnet.

Bei den Aufnahmeversuchen mit CGD-Mausblut wurddbiiat und lysiertes Vollblut
verwendet. Die Resuspension der humanen wie muiBietzellen erfolgte je nach
Bedarf in den Puffern PBS spezial oder HBSS, iivaat (nicht inaktiviertem) Plasma
oder Serum oder in mit tber 30 min bei 56°C hitakiiviertem Serum oder Plasma.
Die verwendeten Liposomen sind in Kapitel 3.2.sdbeieben. In der Regel wurden die
Liposomen fur die Aufnahmeversuche auf 2 mM voruerd.

Inkubation der Proben mit den Liposomen:Das Blut oder die Zellsuspension wurde
in FACSrohrchen vorgelegt und in der Regel mit dagteichen Volumen
Liposomensuspension versetzt und vorsichtig gexbrt&blicherweise betrug die
Endkonzentration der Liposomen 1 mM. Bei Liposomemt unter 2 mM
Ausgangskonzentration wurde gegebenenfalls dasnveuder Liposomensuspension
und das Endvolumen vergréf3ert. Das Endvolumen dpetindestens 100 ul (davon 50
ul Vollblut oder Zellsuspension) und maximal 225 (davon 100 pl Vollblut oder
Zellsuspension). Die Inkubation erfolgte tUber 30,d8ler 120 Minuten im Wasserbad
bei 37°C. Ein Teil der Proben wurde auf Eis inkutiend diente als Negativkontrolle.
Bis zur erfolgreichen Etablierung der Negativkol&roauf Eis wurden Zellen mit
ungelabelten Liposomen zum Einstellen des FACSaalibls Negativkontrolle
mitgefuhrt.

Teilweise wurde Cytochalasin D als Phagozytosehemmstoff zugefugt, um die
Phagozytose besser als durch reine Kihlung zu hemibezu wurden 100 ul Vollblut
je FACSr6hrchen vorgelegt und ein Teil mit 2 uM,d} oder 50 uM Cytochalasin D
10 Minuten bei Raumtemperatur vorinkubiert. All@Ben wurden dann vor der Zugabe
der Liposomen auf Eis gestellt. Es folgte die Ziegabn 100 pl 2 mM mit 0,5 Mol%
Rhodamin gelabelten EPC:Chol-, EPC:EPG:Chol- und C:EPG:Chol:PEG-
Liposomen. Die Endkonzentration (f.c.) der Liposombetrug 1 mM, die des
Cytochalasin D 1 uM, 5 uM oder 25 pM.

Die Positivkontrolle, Vollblut mit Liposomen ohneytochalasin D, wurde 1h bei 37°C
im Wasserbad inkubiert. Auch eine Probe ohne Cylagin D auf Eis wurde
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mitgefuhrt. Proben mit Cytochalasin D wurden zurstBellung der optimalen
Konzentration bei 37° inkubiert. Um beide Hemmeféeku nutzen, wurde eine Probe
mit der hohen Cytochalasin D-Konzentration bei @UECEis inkubiert.

Lysieren und Waschen:Es wurde im Verlauf der Versuche mehrfach modifizie

In den ersten Versuchen wurde das Vollblut mit Ammmchloridpuffer lysiert und
dreimal mit PBS spezial gewaschen. Anschlie3endievanit 2% Formaldehydldsung
im Verhaltnis 1:2 fixiert. Dabei wurde das Einhaltder Kihlkette, insbesondere im
Hinblick auf die Negativkontrollen, zunehmend opgém, unter anderem durch das
Kihlen der Pufferlésungen. Einige technische Problebeim Waschen, wie das
Erwadrmen der Zentrifuge beim Beladen und das Erwéarrder Zellpellets beim
Resuspendieren, stellten sich als uniberwindbauseDeshalb wurde auf die Lyse mit
fixierendem FACS-Lysepuffer (formalinhaltig) umgelt

Auch die Behandlung der isolierten Granulozyten WBMC wurde modifiziert.
Zunachst wurde, wie bereits beschrieben, direkt hnader Isolierung mit
Ammoniumchloridpuffer lysiert. Zur Schonung der [Bal wurde die Lyse der
verbliebenen Erythrozyten bei spateren Isolatiomest nach der Inkubation mit
Liposomen durchgefiihrt. Dabei wurde in beiden Ralach dem Waschen mit 2%
Formalin fixiert. Schliel3lich wurde stattdessen mater Inkubation und vor dem
Waschen mit FACS-Lysepuffer lysiert und fixiert, ugBtress” fur die Zellen zu

vermeiden.

3.2.4.3.1. Analyse liposomenhaltiger Zellen am FA@:&libur

Die durchflusszytometrische Analyse der Liposomématume erfolgte mit dem
FACSCalibur. Es wurden jeweils 10 000 Zellen audgéz Im Vollblut wurden die
Granulozyten, Monozyten und Lymphozyten gegated.dge isolierten Granulozyten
diente das Gaten lediglich dem Ausschluss von tdfetien und der besseren
Auswertung. Bei den PBMC wurden Monozyten und Lyompiien gegated und separat
ausgewertet. Mit Hilfe von Histogrammen wurde dahie Anzahl fluoreszierender
Zellen an den im Gate befindlichen Zellen ermit(étt gated). Dazu wird mit Hilfe der
Negativkontrolle ein Marker gesetzt. Maximal 5% igoe Zellen in der
Negativkontrolle wurden aufgrund der Eigenfluoreszaktivierter Zellen toleriert.
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3.2.4.3.2. Vorinkubation mit IgG

Derksen et al. (1986) beschrieben Aufnahmeversuetie Kaninchen IgG-gekoppelte
Liposomen und Kupferschen Sternzellen von Ratteabed wurde die Aufnahme durg
hitzeaggregiertes 1IgG von Menschen oder Kaninchaniiber 75% gehemmt, nicht jedo
durch gleiche Mengen BSA.

Rezeptoren fur den Fc-Teil von Antikdrpern gibt sswvohl auf Monozyten als auch auf
neutrophilen Granulozyten (Messner et al 1970)-Ag@korper kdnnen unterschiedlich gut an
die zwei Zelltypen binden, wobei auch die Antikéghehte eine Rolle spielt.

553

Die Aufnahme von EPC:Chol-Liposomen mit und ohnkogpelte Proteine (IgG und
HSA) wurde nach Vorinkubation von Vollblut mit nam und hitzeaggregiertem IgG
untersucht. Dazu wurde humanes IgG in einer Komagoh von 5mg/ml in 0,9% NacCl
gel6st und ein Teil davon bei 56°C 30 Minuten haygregiert.

Humanes heparinisiertes Vollblut wurde 15 min net dleichen Menge NaCl 0,9%
(Kontrolle), inaktivierter IgG-Losung und nativegG-Losung vorinkubiert.

Jeweils 100 pl dieses Gemisches wurde anschlieSeadStunde lang mit 100 pul 2 mM

Liposomen im Wasserbad bei 37°C inkubiert.

3.2.4.4. Messung der intrazellularen BO,-Produktion mit Hilfe des
DHR-Assays

Prinzip:
Dihydrorhodamin 123 permeiert in Zellen und wird rtda@urch intrazellulare reaktive
Sauerstoffverbindungen, welche von stimulierten n@lazyten oder Monozyten gebildet
werden, durch Oxidation in das fluoreszierende Rhid umgewandelt. Es kann die Zellen
nicht mehr verlassen und wird mittels FACS-Analiis&anal FL1 gemessen. (Emmendorffer
et al., 1990). Diese Methode wurde sowohl im Tiesueh als auch bei menschlichen Zellen
eingesetzt. In beiden Fallen diente der Assay Zoerpliifung, ob Zellen NADPH-Oxidase-
defizient sind oder diente zur Messung der Rektgin des oxidativen Bursts in NADPH-
defizienten Zellen.

Bendtigte Losungen:

e Lyse-Puffer (ohne Formalin)

e DHR 123: 29 uM in PBS-Puffer

« HBSS

*  PMA: 10 ng/ml in PBS-Puffer

» Catalase-Ldsung (auf 500 U/ml in PBS verdinnt)

Durchfihrung: 30 pl- 50 pl heparinisiertes Vollblut wurde mit 3 inyse-Puffer
versetzt, die Erythrozyten fur 10 min lysiert urahdch 2 mal mit PBS spezial bei 350x
g und 4 °C gewaschen. Die Pellets wurden in 10HBES resuspendiert. Nach
Resuspendieren und der Zugabe der Catalase wupdePMA hinzugefugt und der
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Ansatz fir 5 min bei 37 °C inkubiert. AnschlieRendrden 1,5 pl DHR 123-Lésung
zugegeben. Nach einer Inkubation Uber 15 min bet@7ivurden die Zellen bis zur
Messung auf Eis gestellt. Die Zugabe von PMA varZlggabe von DHR bewahrte sich
an dieser Stelle.

Als Positivkontrolle dienten PMA-stimulierte, nicRADPH-Oxidase-defiziente Zellen.
Um eine zeitbedingte Oxidation des DHR und somiscta positive Ergebnisse
auszuschlieBen, wurde die Negativkontrolle (in Begel NADPH-Oxidase-defiziente
Zellen, die mit PMA und DHR inkubiert wurden) stedts letzte Probe nochmals
gemessen. Versuche, bei denen die Negativkontioll®erlauf der Messung positiv
wurde, wurden nicht gewertet. Die Auswertung ettiolgm FACSCalibur.

3.2.4.5. Messung der Komplementrezeptorexpressionufa murinen

Blutzellen

Es wurden die murinen Komplementrezeptoren CD11b18; CD21 und CD35
untersucht. Damit sollte Uberpruft werden, ob digposomen in vivo das
Komplementsystem aktivieren, speziell, ob sie eifdochregulation der

Rezeptorendichte verursachen.

Bei den FaktorerCD 11b und CD 18handelt es sich um Untereinheiten von Leukozyten-
integrinen. Sie kommen auf Makrophagen, myeloisathemtritischen Zellen, Monozyten und
polymorphkernigen Leukozyten vor. Die b2-Kette (CLb) und die aM-Kette (CD 18) bilden
zusammen den Komplementrezeptor 3 (CR3) (Janewawl.e£002). Daran bindet der
Komplementfaktor C3b (Moghimi, S. M., Patel, H.M(2).

CD 21/35 wird in erster Linie von reifen B-Zellen und fddlilaren dentritischen Zelle
exprimiert. CD 21 entspricht dem Leukozyten-Kompdetnezeptor 2 (CR2), CD 35 dem
Leukozyten-Komplementrezeptor 1 (CR1). Beide dienan Fremdantigen kovalent
gebundenem C3d als Rezeptor. Bei Mausen ist CDu2h &ir iC3b und CD 35 fur C4b und
C3b Rezeptor. (Haas, K.M. et al. 2002).

=}

Antikérpermarkierung: Mit PE markierte Antikdrper (vgl. 3.1.2.1.) wurdeavor 1:2
mit PBS verdunnt. 30 pl murines Vollblut wurde paitl pl Antikorperldsung versetzt.
Als Isotypenkontrolle dienten Rat IgG2b FITC und Rg52b PE. Die entsprechenden
Rezeptoren wurden mit CD11b PE ram, CD 18 FITC tard CD 21/35FITC ram
markiert. Die Inkubation erfolgte tGber 15 Minutesi B°C. Es wurde zweimal mit 3 ml
PBS gewaschen und bei 350 x g 5 min zentrifugiet, Uberstand abgegossen und
gevortext. Die Fixierung erfolgte mit 100 pl Foreahyd-Fixierpuffer. Anhand von
Negativ- und Positivkontrolle wurden die Messeillstggen modifiziert und Gates

gesetzt.
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3.2.5. Messung der Bildung reaktiver Sauerstoffspézs mit Hilfe der

Chemilumineszenz

Prinzip:
Die Chemilumineszenz dient dem Nachweis der Bildueaktiver Sauerstoffverbindungen
(ROS) in lysiertem Vollblut oder isolierten Granejten beziehungsweise PBMC.

Die ROS reagieren mit ungesattigten Doppelbindungererhalb der Zelle, wobei unter
anderem Derivate des Dioxetandions entstehen. D8ebe energiereiche Verbindung gjbt
Energie an fluoreszenzfahige Molekule in der Zabledie dadurch in einen angeregten Zustand
versetzt werden. Beim Ubergang in den Grundzustaitd Energie in Form von Lich
freigesetzt. Diesen Vorgang bezeichnet man alsuBimleszenz. Als Verstarkersubstanz wurde
Luminol verwendet. Bei dieser 3-Aminophalsaure serths Dianion nach der Oxidation Vior
allem durch hypochlorige Saure (HOCI) Licht aus.E®vird mit Hilfe der Myeloperoxidast
aus HO, gebildet (Albrecht et al. 1992).

Zur Stimulation des oxidativen Burst werden derrBbtester PMA und opsonisiertes Zymosan
eingesetzt.
PMA |6st eine 2nd-messenger-Kaskade mit Aktivierdeg Proteinkinase C aus, die gp47 (gin
zytoplasmatisches Protein der NADPH-Oxidase) phogpiert. Zymosan wird aus Zellwanden
der Hefe Saccharomyces cerevisae gewonnen undhago®yten aufgenommen, wodurch der
oxidative Burst ausgelost wird.

1%

In einer nicht-translumineszenten 96-well-Platte rdem Zellen mit HBSS bzw.
Liposomen inkubiert. In alle "Wells" wurde durchsddropix TR 717 Microplate
Luminometer Luminol pipettiert, und zu einigen Vgelvurde zusatzlich vom Gerat
PMA oder von Hand Zymosan zugegeben.

Die Zellen wurden auf 100 000 in 50 pl mit HilferwblBSS eingestellt.

Das Luminol (1,75 mg/ml) wurde 1:50 mit PBS vorvandt, das PMA (2 mg/ml)

1: 2500 in HBSS verdunnt.

Wenn die Liposomen in héheren Konzentrationen gerta wurde auf 4 mM verdinnt
und 50 pl eingesetzt.

Je nach Ansatz wurden in die einzelnen Wells falgeMengen vorgelegt:

e Zellen mit HBSS (175 pl)
e Zellen mit HBSS (150 pl) vor PMA-Zugabe (durch Gera

oder vor Zugabe von 25 pl Zymosan (0,25 mg/ml kerz vor Messung)
e Zellen mit der benétigten Menge Liposomen zum Ehen einer 1 mM Konzentration

Wurden Vorinkubationen mit Liposomen durchgefitugyde Vollblut 15 min bei 37°C
mit den Liposomen vorinkubiert und dann lysiert.s8hlielBend wurden die Zellen auf
20 000 Zellen pro ml HBSS eingestellt und in diell/pipettiert.

Bei der Stimulation mit PMA erfolgte die Zugabe vaim ul (100 ng/ml f.c.) unmittelbar
vor der Messung durch das Gerat. Die Zugabe voml2Bbuminol (4 ng/ml f.c.) in

jedem Well wurde ebenfalls durch das Gerat durdhigef Die Messung und
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Auswertung erfolgte kontinuierlich tber 30 Minutemt dem Photomultiplier. Dieses
Gerat zeichnet den Verlauf der Lichtemission alsviéuauf und berechnet die Flache
unter der Kurve fur die Auswertung (Integrale). Bieotonenabgabe wird in der Einheit
.Relative Light Units" (RLU) gemessen.

Als Negativkontrolle dienten unstimulierte Zelléie ermdglichten eine Aussage Uber
den Grundzustand, der eine Beurteilung der stimaheZellen zulasst.

3.2.6. Zucht, Haltung und Genotypisierung der CGD-Mwuse
3.2.6.1. Zucht und Haltung der Mause

Die Mause wurden mit einer Dichte von maximal 6 ledu Tieren in einzeln

ventilierten Kafigen (IVCs, Firma Tecniplast) in rdespezifisch pathogenfreien
Tierhaltung der Kinderklinik gehalten.

Der Lichtrhythmus fur Mause betrug 12 Stunden hltl 12 Stunden dunkel. Die
Luftfeuchte betrug 55% bei maximal 10% Abweichumgl ®ine Raumtemperatur von
21°C. Futter und autoklaviertes Wasser standenraegen ad libitum zur Verfigung.

3.2.6.2. Molekularbiologische Charakterisierung deMause

Fur die in vitro und in vivo-Versuche mit den CGD-Mausen ist es von grof3er
Bedeutung, dass der X-chromosomale Gendefekt hayobxzgrliegt.

Dies wurde daher bereits bei der Einfuhrung detererguchtpaares und im Rahmen

dieser Arbeit fr nachfolgende Zuchttiere Gberprift

Isolierung der DNA aus Vollblut

Prinzip:

Die Isolation der DNA erfolgte mit Hilfe des QiagBiood & Cell Culture DNA Kit.
Die gereinigte DNA ist gemald Handbuch gut zum Serrevon transgenen Tieren geeignet.
Die gewonnene genomische DNA ist 20-150 kb langjeiniem Durchschnitt von 50-100 kb.
Es wurden zunéchst die Zellen und die Kerne lydevi. Proteine verdaut. Das Lysat wurde
Uber eine Anionenaustauscher-Saule geschickt, ®MA an das ,Quiagen Anion Exchange
Resin“ bindet. RNA, Proteine, Farbstoffe und niedglekulare Verunreinigungen wurden
durch Waschen entfernt. Die DNA wurde dann mit mirstark salzhaltigen Puffer eluiert und
durch Isopropanolpréazipitation gefallt.

Den Elterntieren wurden ca. 50 pl Vollblut abgenagnmDie einzelnen Puffer sind in
Kap. 3.1.2.3.1 erlautert. Puffer C1, Ethanol 70% wdlestilliertes Wasser wurden auf
4°C gekuhlt; die anderen Puffer wurden zimmerwasmnwendet. Die Blutprobe wurde
mit gleicher Menge eiskalten Puffer C1 und 3-facMenge eiskaltem destillierten
Wasser in einem 15 ml Zentrifugenréhrchen gemisalt 10 min auf Eis inkubiert. Im
Anschluss wurde bei 1300 x g und 4°C 15 min zergrdrt. Nach dem Absaugen des
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Uberstandes wurde das Pellet in 0,25 ml eiskaltéfePC1 und 0,75 ml eiskaltem dest.
Wasser resuspendiert und erneut gewaschen. Danade wdie Probe bis zur weiteren
Verarbeitung bei —20°C gelagert. Die weiteren &oingsschritte fanden unmittelbar
vor der Durchfihrung der PCR statt. Die aufgetdtitebe wurde in 1 ml Puffer G2
resuspendiert und grundlich gevortext. Nach Hingafiivon 25 pl Proteinase K wurde
60 min bei 50°C inkubiert. Das Quiagen Genomic Wprde auf 15 ml Rohrchen
gesetzt und mit 2 ml Puffer QBT equilibriert. Dadggetaute Probenpellet wurde 10 s
stark gevortext und sofort eingefullt. Wahrend DeschflieRens fand die Bindung der
DNA statt. AnschlieRend wurde die Saule 3 x mit [1Puffer QC gewaschen. Danach
wurde die DNA mit 1 ml warmen Puffer QF aus der|8&dn ein sauberes Réhrchen
eluiert. Mittels 1,4 ml Isopropanol wurde die DNA&pipitiert. Nach dem Mischen
wurde sofort bei 8000 x g 15 min bei 4° C zentriéuy Danach wurde der Uberstand
vorsichtig abgesaugt und das Pellet mit 1 ml kal#®%o Ethanol kurz gevortext und
erneut bei 8000 x g 10 min bei 4°C zentrifugieracN erneutem Absaugen fand die
Trocknung im Heizblock bei 59°C statt. SchlieR3lebrde die DNA in 0,1-2 ml Puffer
(TE, pH 8) 1-2 h bei 55°C resuspendiert.

Spektrophotometrische Konzentrationsbestimmung deDNA

Prinzip:
Die Proben wurden im Spektrophotometer bei einedldfkénge von 260 nm (Maximur
Nucleotide) und 280 nm (Maximum Aminosauren) geraBess

=

Durchfuhrung: Eine Probe der DNA wurde 1:50 in DEPC-Wasser vemtliumd in
einer Quarzkuvette mit Hilfe eines Spektrophotomseteei Wellenlangen von 260 nm
und 280 nm gemessen. Die unverdinnte DNA kannd@edifoewahrt werden.
Auswertung: Die Konzentration der DNA wirdvom Spektrophotometer berechnet
(Angabe in in pg/ml). Das Verhaltnis OD 260/0OD 28@ibt den Reinheitsquotienten,
der zwischen 1,7 und 1,9 liegen sollte. Bei niezheg Werten kann man von einer

Verunreinigung der DNA durch Proteine ausgehen.
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Identifizierung der defekten Gene mit Hilfe der PCR

Prinzip:

Die ,Polymerase-Chain-Reaction“ (PCR) dient demtNe&is bestimmter DNS-Sequenzen mit
spezifischen Primern. Durch das Verfahren der Afikglion konnen geringste DNS-Mengen
nachgewiesen werden. Fir eine PCR braucht man diegahgs-DNS mit der z
amplifizierenden Sequenz, zwei spezifische Oligéentidprimer (sense und antisense), €ine
thermostabile DNA-Polymerase, AusgangsmateriatfdPuind die vier Desoxy-Nukleotide.

Der Sense-Primer bindet sich an einen DNS-Stramg, Ahtisense-Primer bindet an den
komplementaren Strang und das dazwischenliegenidek Stird von der DNA-Polymeras
amplifiziert. Bei einer PCR wiederholen sich st@n@i Schritte: Die Trennung hybridisierter
Strange (Denaturierung) findet bei einer hohen Teatpr statt. Die Anlagerung der Primer
(Annealing) an die Einzelstrange erfolgt bei einexdrigeren Temperatur, die nicht hher sein
sollte als die Schmelztemperatur der Primer. Dareofdglicht die optimale Temperatur der
Tag-Polymerase die Strangverlangerung (Elongatiod)zuletzt gibt eine lange Zeitspanne der
Taq die Mdglichkeit, ihre Arbeit zu beenden.

In dem verwendeten Mausmodell ist das X-chromoser@an fur die gP-91 Untereinheit der
NADPH-Oxidase ausgeknockt. Der allgemeine sensmd?riMR0518 amplifiziert mit de
Primer IMR0O517 das Wildtypallel (240 bp) und mithdérimer IMR0519 das disrupted allele
(195 bp) (Dinauer et al. 1995).

Im Wesentlichen wurde das Genotypisierungs-Protokid Mause des Stammes
B6.129S6-CybB"°" verwendet.

Die Primer wurden in TE-Puffer geldst und als 10W8I-8tockldsung bei -20 °C

eingefroren. Vor dem PCR-Versuch wurde die Stockigs (100 uM) mit DEPC-

Wasser 1:5 verdunnt.

Um Pipettierfehler moglichst gering zu halten, waurein Mastermix hergestellt. Der

Ansatz setzte sich wie folgt zusammen:

3,15 ul DEPC-Wasser

1,20 pl 10x PE-Puffer li

1,20  ul MgC} (25 mM)

0,96 uldNTP (2,5 mM)

1,66 pl DNA-Farbelésung

0,03 pl Tag-Polymerase (5 U/ul)

8,2 ul Mastermix
In ein spezielles Reaktionsgefal3 wurden jeweils @l6Primer (20 puM; f.c. im
Reaktionsansatz 1 uM) vorgelegt, dazu kamen 8)2gstermix und 2 pul DNA.

Cycler-Einstellungen:

Schritt Temperatur Dauer
1 94°C 3min

2 94°C 30 sec
3 56°C 30 sec
4 72°C 30 sec
5 72°C 30 sec
6 4°C

Die DNS-Pellets in den Reaktionsgefallen wurden Z8hn Minuten bei 60°C
getrocknet. Im Anschluss an die PCR erfolgte dieABBElelektrophorese.
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DNA-Gelelektrophorese

Prinzip:
Die Gelelektrophorese dient in der Molekularbioglazu, Proteine oder Nukleinsauren| in
einem elektrischen Feld aufzutrennen. Als Tragetimaird dabei Agarose oder Polyacrylamid
verwendet. Bei DNA-GroRRen bis zu 1000 bp werdery&wllamidgele empfohlen.
Negativ geladene Phosphatgruppen sind am Aufbau Zleker-Phosphat-Rickrats von
Nukleinséuren beteiligt. Dies ist der Grund, weBldie DNA wahrend einer Elektrophorese|in
Richtung Anode wandert und dabei nach ihrer GroB&gesrennt wird. Dabei ist die
Wandergeschwindigkeit nur von der MolekilgréRe algihgy die das Verhalten der
Nukleinsdure bei unterschiedlicher Spannung uneémpRe der Tragermatrix beeinflusst.
Die Visualisierung der Banden erfolgt tber Ethidoromid. Die planare Struktur des Molekils
erlaubt eine Interaktion mit der Nukleinsdure. Dadratsteht eine Wechselwirkung zwischen
den aromatischen Ringen des Ethidiumbromids und ldeteroaromatischen Ringen der
Nukleinsdurebasen. Der interkalierte Farbstoff kdarch UV-Licht zur Fluoreszenz angerept,
und die DNA somit sichtbar gemacht werden.

Es wurden 8% Polyacrylamidgele zwischen die Platiger Minigel Twin
Gelelektrophoresekammer gegossen (vgl. Kap. 3.2)2.Bie auspolymerisierten Gele
wurden in die dafiir vorgesehenen Kammern einges$pamh mit 1x TBE-Laufpuffer
Uberschichtet. Die Taschen wurden mit den DNA-Pnob@6 pl) und dem
.Molekulargewichtsmarker Nr. VIII“ (5 ul) beladeiie Auftrennung der Nukleinsédure
erfolgte bei 200 mV so lange, bis die Markerban@eegolrot) das Ende des Gels
erreicht hatte (circa 1 h). Danach wurden die G&l&linuten in einer Ethidiumbromid-
Gebrauchslosung (1 pg/ml) gebadet und dann sctmélgich unter UV-Licht
fotografisch erfasst. Die Auswertung der digitalBidder erfolgte mit der Software
AIDA (Firma Raytest).

3.2.7. Methoden im direkten Zusammenhang mit den Erversuchen
3.2.7.1. Monitoring der Mause, Blutentnahme und Bdsnmung der

Blutbilder, Blutzuckermessungen, Probenentnahme

Die Mause wurden gemald Versuchsprotokoll gewogenh der Gesundheitszustand
regelmafig kontrolliert.

Die Blutentnahme und die Blutglucosemessung wunde,in Kap. 3.2.3. beschrieben,
durchgefuhrt. Die mikroskopische Bestimmung derfddé@ntialblutbilder wurde im
Anschluss an die entsprechenden Untersuchungermdaschlichen Blutes in Kap.
3.2.2. abgehandelt.

Nach der Totung der Mause wurden die gesamte Lélier, beide Nieren und das

lleum als kotfreies Stiick des Dinndarms aus decldaihle entnommen und entweder
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in Formalin fixiert oder bis zum Wiegen in PBS a@fwell-Platten auf Eis gekuhilt.

Bei einigen Versuchen wurden zuséatzlich ThymuszHeunge, der Femur als Quelle
fur Knochenmark, sowie Gehirn entnommen. Die Anaamd Art der entnommenen
Organe sowie ihre Konservierung (Formalin oder €)0° kdnnen den

Tierversuchsprotokollen (Vgl. Anhang) entnommendeer.

3.2.7.2. Bestimmung der GO-Konzentration und des fiktionellen

Enzyms in Serum und Organproben

Um eine Aussage Uber die Verteilung der Glucosed@se (GO) im Organismus treffen
zu konnen ist es wichtig, die GO-Konzentration iendGeweben und im Serum
ermitteln zu konnen. AulRerdem stellt sich die Fraapedas Enzym noch aktiv vorliegt
und somit seinen Zweck erfiillen kann.

Dabei wurden Testsysteme flr zwei verschiedendrBesingsverfahren verwendet.

a) Bestimmung der GO-Konzentration

Prinzip:
Die Platte wird mit dem Primarantikérper, der gede® gerichtet ist, ,gecoated“. Darauf
kommen die Proben bzw. eine StandardverdiinnungsrBile probeneigene GO bzw. die GO
aus dem Standard binden an die Platte und werdemdaohsten Schritt von dem mit
Meerrettichperoxidase (=HRP) -gekoppelten Detek@mikdrper erkannt. Im Substratpuffer fist
o-Phenyldiamin (OPD) und J@, enthalten, jedoch keine Glucodaie HRP der gebundenen
Detektionsantikorper setzt das im Substratpuffeshatene OPD mit Hilfe des J, um,
wodurch es zu einer Gelbfarbung kommt. Die Reaktidrd mit Schwefelsdure @#$0y)
abgestoppt.

Die Menge des umgesetzten OPDs ist damit der gelmemdMenge an Antikérpern und somit
der GO direkt proportional. Mit dem ELISA-Readerdvilie Extinktion gemessen. Daraus wjrd
anhand der aus der Standardverdiinnungsreihe alfgasEichkurve von dem Programm Soft
Max Pro der GO-Gehalt berechnet. Da es sich umkimezentration handelt, ist die Einheit hei
Gewebeproben pg Protein pro ml OrganhomogenisaBltiiproben pg Protein pro ml Serum
oder Plasma.

96-well Maxi-Sorb-Platten wurden mit 50 pul CoatiRgffer, in deml pl mab anti-GO
in 5 ml gel6st sind, Gber Nacht bei 4°C gecoatetndzh wurde viermal mit 200 pl
Waschpuffer pro Well gewaschen und mit 200 pl Bpdker zwei Stunden bei
Raumtemperatur geblockt und dann erneut viermalagelen. Es wurden, wenn
maoglich, 50 mg der tiefgefrorenen Organe abgewagah 1:2 (m/v) mit 4°C kaltem
Proteinaseinhibitorpuffer (mindestens jedoch 50, pBrsetzt und mit dem Morser
homogenisiert. Danach wurde bei 15000 x g 15 Mimugei 10°C abzentrifugiert und
der Uberstand abgenommen. Die Probe wurde 1:50 Umetd (107,8 ul
Verdinnungspuffer und 2,2 ul Uberstand).
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Erstellung derEichkurve: Die GO-Stammlésung (10 mg/ml) wurde 1:1000 mitSPB
spezial verdinnt. Danach erfolgte die weitere Verding mit Verdinnungspuffer. Als
Standard 1 dienten 0,5 pg/ml, dann wurde bis Stdndé0,007 pug/ml) 1:2 verdinnt.

Je 50 ul Verdiinnungspuffer (Leerwert), Standard. 2neben wurden im Doppelansatz
auf die Platte aufgetragen. Die Inkubation erfolgjté bei Raumtemperatur auf dem
Schuttler. Nach erneutem Waschen wurde mit demkietesantikorper, anti-GO-HRP
1:10000 in Verdunnungspuffer, jeweils 100 pl/wetll hei Raumtemperatur auf dem
Schittler inkubiert. Es folgte erneutes Waschen died Inkubation mit 50 pl/well
Substratpuffer Sandwich/Ak fir 15-30 min, bis zaegi deutlichen Gelbfarbundie
Reaktion wurde mit 50 ul $0, (1M) /well gestoppt. Die Messung erfolgte bei 480

gegen 650 nm im ELISA-Reader und wurde mit Soft Rax ausgewertet.

b) Bestimmung der funktionellen GO

Prinzip:
Die ersten Schritte dhneln denen des Sandwich-Ed |$#&diglich die Antikdrpermenge beim
Coaten der Platten ist deutlich héher und die Kotration des Standards wird anders gewahit.
Nach dem Auftragen der Proben und der Standarduwatdigsreihe wird mit einem Glucose-
und HRP-haltigen Substratpuffer inkubiert. Die mobigene GO bzw. die GO aus dem
Standard produziert J@,, mit dessen Hilfe die Meerrettichperoxidase daQitnsetzt, eg
erfolgt eine Gelbfarbung. Das Abstoppen der Reaktitie Messung und die Auswertung
erfolgen wie im Sandwich-ELISA beschrieben. Diettsit ist funktionelles Protein pro ml. Es
wird dabei nur Enzym erfasst, welches in der LageGlucose umzusetzen und dabgDkkzu
produzieren.

Durchfihrung :

96-well Maxi-Sorb-Platten wurden mit 50ul Coatingfer, in dem 6 pl mab anti-GO
pro 5ml gelost war, Uber Nacht bei 4°C gecoatets Mdaschen, Blocken und
Homogenisieren der Organe erfolgte wie beim SanuhiiclISA beschrieben. Die
Uberstande wurden 1:20 verdinnt.

Erstellung der Eichkurve: Die GO-Stammlésung (10 mg/ml) wurde 1:1000 mitSPB
spezial verdinnt. Danach erfolgte die weitere Verding mit Verdinnungspuffer. Als
Standard 1 dienten 1 pg/ml, dann wurde bis Stand@dg016 pg/ml) 1:2 verdinnt.
Standard, Leerwert und Proben wurden wie im Sartd&IdSA beschrieben
aufgetragen, inkubiert und anschlieBend gewasctsh. pl/well Substratpuffer
(funktionelle GO) wurden binnen 30 bis 45 min direlon der GO aus der Probe
umgesetzt. Bei deutlicher Gelbfarbung wurde, wieerolbeschrieben, abgestoppt,
gemessen und die Konzentration funktioneller G@diamet.
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3.2.8. Tierversuche

3.2.8.1. Langzeituntersuchung an CGD-Méausen nach Bifachgabe
von GO-EPC:EPG:Chol-Liposomen (GOL) im Vergleich zu
unverkapselter GO und PBS

Prinzip:
Zu beantworten war die Frage, ob es durch die Akppbn der GOLs zu einer
Antikérperbildung gegen GO kommit.
Theoretisch sind drei Auswirkungen denkbar:
* Die Liposomen konnten das korperfremde Enzym GO der Erkennung durch das
Immunsystem schitzen (= keine Antikérper-Bildung).
* Es konnte GO im Korper aus den Liposomen freigésetrden, so dass Antikorper
gebildet werden (= gleichbleibende Antikdrperbilgun
« Es konnte im Vergleich zu freier GO sogar zu ewenstarkten Antikdrperbildung durgh
das langere Verweilen der GO im Organismus und Atljavanswirkung der Liposomen,
wie sie fur DNA-Vakzinen genutzt wird (Gregoriadisal 2002), kommen. T

Um die Auswirkung von in Liposomen verkapselter G&DL) im Vergleich zu freier
GO zu uberprufen wurde ein Tierversuch durchgefuhd die gewonnenen Seren auf
Antikoérper untersucht.

Es standen 8 CGD-Mause, davon 5 Weibchen und 3 &hémy aus eigener Zucht zur
Verfigung. Sie wurden im Alter von 11 Wochen gegesrkapselte bzw. freie
Glucoseoxidase immunisiert, beziehungsweise alsatidgntrolle mit PBS spezial
behandelt. Zur Herstellung der Stammlésung fur fdéée wie auch die verkapselte
Form, wurden 5 mg des Enzyms (281 U/mg GO) in PBfb geldst.

Die verwendeten GOL-EPC:EPG:Chol-Liposomen sind Kap. 3.1.2.4.3.
charakterisiert. Entsprechend der Verkapselungsefiz der Liposomen wurde zur
Gabe der freien GO die Stammlosung (5 mg/ml) miSP®&If 12,7% verdinnt und
sterilfiltriert. Die Aktivitat einer Injektionsdosi(100 ul) lag somit bei 17,84 Units GO.
Im Verlauf des Versuches wurde das Monitoring deBubt wie beschrieben
durchgefuhrt. Zwei Mause erhielten als Negativkolier lediglich PBS, jeweils 3
Mause erhielten GO-Lésung und GO-Liposomen.

Am Tag vor der ersten Gabe wurden Gewicht und datgBicosegehalt der Tiere
ermittelt. Die Gewichtskontrolle erfolgte wahrengsd/ersuchs taglich.

An Tag O wurden jeweils 100 ul PBS spezial, geldstev. liposomal verkapselte
Glucoseoxidase intravends appliziert. Den Tierendeweine Stunde nach der Injektion
Blut an der Schwanzvene entnommen, das zur Ermgftiles Blutglucosespiegels und
zur Durchfihrung des DHR-Assays verwendet wurddat/Atunden nach der Injektion

wurde die Blutglucose erneut kontrolliert.



Material und Methoden 70

An Tag 1 wurde der erste Boost durch die Applikation jeweils 100 pl Flussigkeit
I.v. gesetzt. Das Monitoring der Blutglucose erfelgn Tag 1 und 2 wie an Tag 0.

An Tag 2 erfolgte erneut ein i.v.-Boost. An dergiiden Tagen wurden ggf. Lasionen
am Schwanz mit Wundsalbe behandelt.

An Tag 11 erfolgte die Totung der Tiere mit Serumigaung, Blutglucosemessung
und Organentnahme. Der GO-Gehalt und die GO-Akitivder Organe und des Serums
wurde mittels Sandwich-bzw. funktionellem GO -ELI8Anittelt (siehe 3.2.7.2.-3.)

Zur Bestimmung des Antikorpertiters im Serum wuede ELISA etabliert, der im

folgenden Kapitel erlautert wird.

3.2.8.1.1. Bestimmung der Antikdrper gegen GO im $em

Prinzip:
Ziel der Untersuchung war es, die Antikérperbilduagh Gabe von freier GO bzw. GOL-Gabe
vergleichen zu kbénnen. Ein in der Immunologie (tdie Verfahren ist die Ermittlung des
Antikorpertiters. Hierbei wird das Serum so langerdéinnt, bis keine Antikdrper mehr
nachweisbar sind. Die letzte Verdinnungsstufe, an mbch Antikbrper nachzuweisen sind,
stellt den Titer da. Dazu wurde ein ELISA etabliert

Etablierung des ELISA:

Als GO-Stammlésung wurden 10 mg GO in 1 ml PBS ispegelost und als 10 pul-
Aliquots bei —20°C aufbewahrt. Zunachst wurden Miaxi-Sorb 96-well Platten mit
verschiedenen GO-Konzentrationen (0,25 pl-10 pim@tihsung auf 6 ml Puffer) in
verschiedenen Puffern (Citrat-Phoshat-Puffer, pH PBS spezial pH 7 und
Coatingpuffer pH 9,6) tber Nacht mit 50 pl pro Wi 4°C gecoatet.

Der Erfolg wurde nach 4 maligem Waschen mit 200Wdschpuffer pro well und
zweisttindigem Blocken mit 200 ul Blockpuffer pro NMait Hilfe des polyklonalen
anti-GO-HRP-Antikoérpers Uberpriuft. Nach 1 h Inkubatbei 37°C auf dem Schiittler
folgte erneutes Waschen und die Inkubation mit BBybstratpuffer pro Well fur 15-

30 min. Bei deutlicher Gelbfarbung wurde die Reaktivie bereits bei dem Sandwich-
ELISA (3.2.7.2) beschrieben gestoppt, gemesserausgewertet.

Coating:

Bei insgesamt sehr guter Bindung déO lieferten 5 pul GO in 6 ml Citrat-
Phosphatpuffer die besten Ergebnisse. Das entsgiioer Menge von 0,83 pg GO/mi
bzw. 7,025 Units Enzym pro Well.
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Erst- bzw. Serumantikorper:

Als Erstantikorper wurde in der Positivkontrolle manti-GO [Monoclonal Anti-
Glucose Oxidase (mouse lg@otype) Clone GO-40 Mouse Ascites Fluid] verwdnde
Mit seiner Hilfe wurde der Antikorpertiter den Serproben zu ermittelt.

In der Titration gegen den Detektionsantikdrpein-B#aus-HRP (Polyclonal Antibody
to Mouse IgG F(c)-HRP, Rabbit) stellte sich einedimnung desmab anti-GO von

1: 25 000 bis 1 600 000 in Verdunnungspuffer al$ detektierbar heraus. Die
Nachweisgrenze wurde daher bei 1: 1 600 000 fesigel

Detektionsantikorper:

Der Detektionsantikdrpenti-Maus-HRP wurde in Verdiinnungen von

1: 625 bis 1: 20 000 uberpruft und lieferte distba Ergebnisse in einer Konzentration
vonl: 2 500. Die Inkubation mit dem Substratpuff@ndwich/Ak und die Messung
erfolgte wie oben beschrieben.

Einfluss des Mausserums auf die Messung:

Zur Uberprufung der Eignung der Methode zum Screerm murinen Serumproben
wurde zunachst mab-anti-GO (Maus) zu Seren vonharizelten Mausen gegeben. Bei
geringen Verdunnungen wurde die Messung rechtidauikeinflusst. Die Werte fielen
niedriger aus als in Verdunnungspuffer, es kam ghdaicht zu falsch negativen
Ergebnissen. Bei starkeren Verdinnungen wurde itierBnz zwischen in Serum bzw.
Verdunnungspuffer geléstem Antikorper geringer.

Der Grad des Serumeinflusses hing jedoch vom eiemelSerum ab. Starker
hamolytische Seren beeinflussten die Ergebnissegéengen Verdinnungen etwas
starker. Bis zu einem Standard von 1: 1 600 000 ambGO in Verdiunnungspuffer
traten selbst bei unverdiinnten Serumproben keisehfgpositiven Ergebnisse auf. Bei
1: 3 200 000 kam es bei einzelnen Seren zu faleshiyen Ergebnissen, daher wurde
als Detektionsgrenze die Verdinnung des mab anti{@@us) von 1:1 600 000
gewahlt.

Aufgrund  der  Serumeigenschaften bot sich der Amnp&diter als
Auswertungskriterium also an. Der Wert entspricht Werdinnungsstufe des Serums,
in dem gerade noch Antikérper nachweisbar sind. Biefluss des Serums auf die
Messung wird also minimiert.

Die Verduinnung der Proben erfolgte zunachst 1:1&chdem so der zu erwartende
Bereich eingegrenzt war, wurde in diesem Bereich It#-Verdinnungen gearbeitet.
Jede Serumprobe wurde also zuné&cht 1:10, 1:1000Q.:and 1:10000 verdinnt. War
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beispielsweise 1:100 das letzte positive Ergebmsiden 1:64 (Kontrolle, tblicher
Wert), 1:128, 1:256 und 1:512 Uberprift. Aufgruret drof3en Unterschiede zwischen
den Titern (1:16 bis Gber 1:2048) hat sich diesesy¥hen bewahrt

Durchfihrung des Serumtests auf Antikorper:

96-well Maxi-Sorb-Platten wurden mit 50 pl CoatiRgffer, in dem 5 pl GO in 6 ml
Citrat-Phosphatpuffer gelost sind Uber Nacht b& g&coatet. Danach wurde viermal
mit 200 ul Waschpuffer pro Well gewaschen und roid 1 Blockpuffer zwei Stunden
bei Raumtemperatur geblockt und dann erneut viegeahschen.

Zur Erstellung der Eichkurve wurde mab anti GO vion25 000 bis 1:1 600 000
verdunnt. Je 50 ul Verdinnungspuffer (Leerwertyn8ard bzw. Serumproben wurden
im Doppelansatz auf die Platte aufgetragen. Dieafidn derSerumproben erfolgte
zur Eingrenzung des Titerbereiches zunachst 1:1@® un diesem Bereich wie
beschrieben 1:2.

Die Inkubation erfolgte 1 h bei Raumtemperatur deafm Schuittler. Nach erneutem
Waschen wurde mit demDetektionsantikbrper, anti-Maus-HRP 1:2500 in
Verdunnungspuffer, jeweils 100 pl/well 1h bei Raemperatur auf dem Schittler
inkubiert. Es folgte erneutes Waschen und die lakoh mit 50 pl/well Substratpuffer
Sandwich/Ak fur 15-30 min, bis zu einer deutlich@albfarbungDie Reaktion wurde
mit 50 pl BSO, (1M) /well gestoppt. Die Messung erfolgte bei 488 gegen 650 nm
im ELISA-Reader und wurde mit Soft Max Pro ausgéeter

3.2.8. Infektionsversuche

Prinzip:

Mit Hilfe der Infektionsversuche sollte die Effeltét der Liposomerin vivo am Mausmodel
uberpruft werden. Als Infektionserreger wurden zwei CGD-Patienten haufig Probleme
verursachende Bakterien gewahlt) Staph. aureus wird mit 30-50% der Isolate aus
Patientenproben am haufigsten nachgewiesen undseeht verschiedene Krankheitsbilder
(Wahn et al 1998). Bei dem gewahlten Infektionspkoll steht die Peritonitis im Vordergrund.
2) Burk. cepacia ist bei 13% der Bakteriamien bei CGD-Patientenutigache (Winkelstein et
al 2000). Gegenuber den haufiger nachgewiesenemoBallen bietet dieser Krankheitserreger
den Vorteil, dass er bei CGD-Patienten, nicht disrMenschen oder Mausen mit normaler
Abwehrlage zur Infektion fuhrt.

3.2.8.1. Mikrobiologische Methoden

Anzucht der Bakterien fur die Infektionsversuche

Bei —80°C gelagerte Aliquote von in Einfriermediususpendierten Bakterien
Staphylococcus aureus Stamm 50Bz&v. Burkholderia cepacia Stamm 25608irden
aufgetaut. Jeweils 100 pl daraus wurden Gber Na@h87°C in LB Medium kultiviert.
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Davon wurden jeweils 10 pl fraktioniert ausplattiend Gber Nacht bei 37°C bebrutet.
Fur Staph. aureusvurden zum Ausplattieren stets Blutagarplattemweadet, furBurk.
cepacia Mueller-Hinton-Platten. Eine so gewonnene Koloniaerde erneut in LB-
Medium aufgenommen und Uber Nacht bei 37°C kultiviBie Bakteriensuspension
wurde in Einfriermedium aufgenommen und aliquoti@®ite so gewonnenen Aliquots
wurden flr alle Versuche verwendet.

Vor dem eigentlichen Versuch wurden die Bakteriaa wben beschrieben aufgetaut
und kultiviert. Von der Platte wurden 1-4 Koloniabgenommen und in 1 ml PBS
eingerieben. Die Trubung der Bakteriensuspensiamevmit dem Photometer bei

600 nm gemessen. Durch weitere Verdinnung wurdéM@sswert belStaph. aureus
auf 0,600 eingestellt. Das entspricht etwa einémigahl von 6 x 1®Kolonie bildenden
Einheiten pro ml. Es erfolgte eine Verdiinnung m#SPauf 1 x 18 KbE/ml. Die
Infektionsdosis betrug 0,2 x 1&bE/ml und wurde durch intraperitoneale Injekticon
200 pl der Suspension verabreicht.

Die Burk. cepaciaSuspension wurde auf eine Absorption von 1,000gestellt,
entsprechend 2 x I&XbE/ml. Aufgrund der zu erwartenden hohen Virulenzde die
Suspension mit PBS verdinnt. Die Infektionsdosigdeuim Verlauf der Versuche
angepasst. Sie wurde durch intraperitoneale Imgektvon 100 pl entsprechender
Verdinnungen verabreicht.

Den Tieren ohne Infektion wurde eine entsprechénelege steriles PBS injiziert.

Zur Berechnung der tatsachlichen Keimzahl wurde Alissgangssuspension 1%10
1:10° und 1:16 verdinnt und 10 pl davon ausplattiert. Unter Blesightigung der
Verdinnung wurde die durchschnittliche Anzahl deldfie bildenden Einheiten pro

Milliliter und daraus die tatséchliche Infektionsitberechnet.

Bakterienanzucht aus Peritoneallavage, Blut und Leér

Probengewinnung:

Das Fell der mit C@betdubten Mause wurde im Bauchbereich durch Eagsprmit
SoftaseptN vor der Blutentnahme am Auge und dam@sinfiziert. Der Hautschnitt
erfolgte mit einer Schere in der Medianen sowiden Inguinalgegend, das Fell wurde
zur Seite prapariert. Die Totung erfolgte durch Buten am Herz. Mit einer sterilen
Schere und Pinzette wurde dann die Bauchhohlenetbéind mit Kantlen seitlich so
aufgespannt, dass ca. 2 ml steriles PBS im Bauch®latz hatten. Aus einer vollen 5

ml Spritze mit aufgesetzter gelber Kanile wurden & ml steriles PBS in den
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Bauchraum gegeben, wieder aufgesogen und in eiml1Bohrchen gegeben. Dieser
Vorgang wurde ca. 3x wiederholt, bis die Spritzer levar. Dabei wurden die Organe
vorsichtig verlagert und pathologisch-anatomischsbesondere im Hinblick auf
Abszesse, beurteilt.

Ggf. wurden 50 mg aus dem mittig-abdominal gelegeneappen fur die
Keimzahlbestimmung steril entnommen.

Bakterienanzucht

Ziel der Bakterienanzucht war es, Parameter fur derlauf und die Schwere der
Erkrankung zu erhalten.

Die Bakterienanzucht aus der Leber wurde aufgrued llomogenen Verteilung
milliarer Abszesse bei Burkholderiainfektionen chgefuhrt. Dazu wurde die Leber mit
sterilen Stempeln aus 1 ml Spritzen in 2 ml Eppéigegfaien homogenisiert und 1:5,
1:100 sowie 1:10000 mit sterilem PBS verdinnt ured Ergebnisse der Anzucht auf
KbE/mg Leber hochgerechnet.

Die Anzucht aus der Peritoneallavage wurde sowalthnStaphylococcus- als auch
nach Burkholderiainfektion vorgenommen.

Bei Staphylococcusversuchen wurden 2,5 ml der dtexdtllavage bei 3000 x g
zentrifugiert, das Pellet in 250 pl PBS resuspendied 10 pl davon in 90 pul Ampuwa
zwecks Freisetzung eventuell intrazellularer Keigegeben. Drei mal 33 pl wurden
ausplattiert. Die Keimzahlangabe erfolgte danrivittelwert (KbE/Platte).

Weitere 10 ul der PBS-Suspension wurden tber Nac®®0 pl LB-Medium bei 37°C
kultiviert und ggf. am nachsten Tag gemal Versuadtskoll ausplattiert.

Bei Burkholderiaversuchen erfolgte die Anzucht klirgus der Peritoneallavage

(50 pl/Platte), sowie nach 1:100 und 1:10000-Vending. Die Ergebnisse wurden auf
KbE/ml hochgerechnet.
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3.2.8.2. Therapie mit GO-Liposomen nachStaphylococcus aureus-

Infektion

Fur den Versuch wurden 23 CGD-Mause aus der eigéoeht verwendet, davon 11
Weibchen und 12 M&annchen, alle zwischen 12 und d4h&h alt.

Als Negativkontrolle wurden sowohl 3 nicht infizierunbehandelte, als auch zwei nicht
infizierte behandelte (urspriinglich 3, ein Ausfadipwie 8 (urspriinglich 9, ein Ausfall)
infizierte, nicht behandelte Tiere mitgefuhrt. Oiedesursache der beiden Tiere konnte
trotz Einsendung zur Pathologie und bakteriologgschintersuchung bei VetMedLab

nicht geklart werden. Der eigentliche Therapievensiand an 9 infizierten Tieren statt.

Die Tiere wurden an Tag 0 mit 200 pl Staph.-aui®uspension, entsprechend einer
Infektionsdosis von 2 x 10 KBE, intraperitoneal infiziert. An Tag 5 wurde 10 in
EPC:EPG:Chol-Liposomen verkapselte GO, entsprecBestsi g Lipid und 0,041 mg
GO (11,52 Units) i.v. in die Schwanzvene verabreittach der GOL-Gabe wurde die
Blutglucose sofort, sowie nach 60, 120, 240 und 48Muten gemessen. Die
Beendigung des Versuches und die Totung der Maokgefan Tag 6. Mit dem
gewonnenen  Blut wurde die Expression von  Komplenegeptoren
durchflusszytometrisch untersucht. Das Ausplattierder Peritoneallavage zur
Feststellung der KbE erfolgte sofort nach der Auoftentration. Serum, sowie die
Organe Leber, Milz, Niere, Darm (lleum), Thymus rHd.unge, Muskel, Knochen und
Gehirn, wurden bis zur Durchfiihrung des GO-ELISAs+20°C gelagert.

3.2.8.3. Therapie mit GO-Liposomen nachBurkholderia cepacia-

Infektion

Prinzip:
CGD-Patienten neigen aufgrund ihrer gestorten Aloveem Bakteriamien (Sepsis), also der
Vermehrung von Bakterien im Blut.
Burkholderia cepaciavird nach Winkelstein et al. (2000) in 13% der ®ailedmien gefunden.
Das Besondere an diesem Keim ist, dass er beirndesuMenschen, im GegensatzStaph.
aureus keine Infektion auslost. Aus diesem Grund wurde die Infektionsversuche ein
deutlicher Unterschied zwischen behandelter unclhiabdelter Gruppe erwartet. Der Verlauf
der Bakterieamien lasst sich anhand von Blutkultuireerpriifen (Dinauer et al. 2001).
Allerdings mussten bei Knochenmarkstransplantatiobei CGD-Méausen mindestens 30%
Granulozyten zum oxidativen Burst fahig sein, urhétlberlebensraten nach Infektion mif 10
KbE Burk. cepacia zu erreichen (Dinauer et al. 2001
Beim Menschen hingegen gibt es klinisch unauffélhgeibliche Merkmalstrager, bei dengn
lediglich 5% der Granulozyten NADPH-Oxidase begitfé/inkelstein et al. 2000).
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Ubersicht Uber die Teilversuche

Die Tiere wurden an Tag 0 mit 100 |Blurk. cepaciaSuspension intraperitoneal
infiziert. Der verwendet&tamm 2560%urde aus einem CGD-Patienten gewonnen, vor
der Verwendung zur Sicherung der Monoklonalitabfgdzwei bis dreimal passagiert.
Insgesamt wurden 4 Teilversuche durchgefuhrt, wowder zweite ein reiner
Infektionsversuch war. Es wurde pro Behandlung A0 EPC:EPG:Chol-Liposomen
verkapselte GO gegeben, entsprechend 3,3 pug Ligld05 mg (14,5 Units) GO.

Bei der Berechnung wurde berlcksichtigt, dass dexilfitration bereits vor dem
Versand aus Freiburg und den Analysen stattfand, das Risiko einer LPS-
Kontamination zu minimieren. Bei der Sterilfiltrati wird GO freigesetzt, weshalb die
tatsachliche Einschlusseffizienz nach Voruntersangea ca. 30% niedriger liegt. Es
wurde daher 10% Einschlusseffizienz (EE) angenomrbém genauen Eigenschaften
der Liposomen kénnen Kap. 3.1.2.4.3. entnommenaverd

* Vorversuch 1: Therapie durch einmalige intrapeetda Gabe von GOL eine
Stunde nach Infektion mit $KBE Burk. cepacia Tétung der Tiere zwei Tage
nach der Infektion.

e Vorversuch 2: Titration der Infektionsdosis: Untesisung der Pathogenitat der
verwendeten Bakterien anhand des Krankheitsvedaldei verschiedenen
Infektionsdosen, Ermittlung einer fur Therapievets geeigneten
Infektionsdosis.

» Therapieversuch 1: Therapie analog zu Vorversuchmit verénderter
Infektionsdosis (10 KbE) und dem Krankheitsverlauf angepassten
Totungszeitpunkt

* Therapieversuch 2: Dreifachgabe, erste Gabe maaifidurch Vorinkubation
der GOL mit Vollblut von CGD-Spendertieren (Simudat ex-vivo- Inkubation

von Eigenblut mit Liposomen)

Das Gewicht der Tiere wurde in allen Versuchen¢adtontrolliert.

Die Aufarbeitung der Organproben sowie die Bestimghwon GO-Gehalt und
Aktivitat (Kap. 3.2.7.2.), die Gewinnung des Serurflsap. 3.2.3.1) und die
Bestimmung des Antikdrpertiters gegen GO im SerKap(3.2.8.1.1.) erfolgte fir die

Teilversuche wie bereits beschrieben.
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Vorversuch 1: Es standen 3 Mannchen und 5 Weibchen im Alter vWbchen zur
Verfigung. Als Negativkontrolle wurde ein nicht imértes unbehandeltes und zwei
nicht infizierte behandelte Tiere mitgefuhrt. ZwBere wurden infiziert sowie nicht
behandelt und drei Tiere infiziert sowie behandetiyon eines bereits nach 3 h getétet
wurde.

Der Versuch erfolgte gemald eines fur den verwendBekterienstamm bestehenden
Protokolls der Arbeitsgruppe Mary Dinauer, Indiaolgg Dabei werden die Tiere zwei
Tage nach der Infektion mit 1&bE getotet.

Zur Uberprufung der Sepsis wurden 10 pl Vollblut zuvor desinfizierten Schwanz in
90 pl Ampuwa aufgenommen und jeweils 33 ul im Rx@iFAnsatz ausplattiert. Von
der Peritoneallavage wurden 50 ul unverdinnt, 50:100 sowie 1: 10000 verdinnt in
Ampuwa ausplattiert. Der Keimnachweis in der Lebdolgte nach Homogenisierung
von ca. 50 mg Leber 1:2 in PBS, sowie in einer @:a08d 1.1000 Verdinnung ebenfalls
durch Ausplattieren. Weitere Untersuchungen sirehdieschrieben.

Vorversuch 2: Es galt nach den Ergebnissen des Vorversuchesidivedwendeten,
zweimal passagierten Keime die Pathogenitat anhdesl Krankheitsverlaufs zu
ermitteln. Aufgrund der Ergebnisse wurde ein eigehdektionsprotokoll erarbeitet.
AulRerdem wurde die Organaufarbeitung im Hinblick @en Keimnachweis optimiert.
Dabei stand die Frage, ob an der Keimzahl in Leiper Peritoneallavage die Schwere
der Erkrankung festgemacht werden kann, im Mittekbu

Es wurden 5 Méause, davon 4 weibliche und eine nméml infiziert. Die
Infektionsdosis betrug £010* und bei drei Tieren 1 x 18 KbE/100 pl. Die Tiere
wurden bei deutlicher Beeintrdchtigung des Allgerhefindens, nach hohen
Keimzahlen in der Blutkultur des Vortages oder Bin@ewichtsverlust von mehr als
20% des Ausgangsgewichtes getotet. Der KeimnachausisBlut und Peritoneallavage
erfolgte wie oben beschrieben. Die Aufarbeitung deberstiickes wurde etwas
modifiziert. Es wurde stets ein etwa gleich grol8itick an der gleichen Stelle
unmittelbar nach der Peritoneallavage enthommerchN#er Homogenisierung 1.5
(m/v) mit PBS erfolgte eine kurze Zentrifugationusdidem Uberstand sowie aus einer
1:100 und einer 1:1000 Verdinnung wurden je 5Qugphattiert.

Therapieversuch 1: Aufgrund der Ergebnisse des reinen Infektionsvdrssiovurde
eine Infektionsdosis von 1 x 1KbE/100 pl gewéhlt und die Tiere wie bereits im

Vorversuch beschrieben behandelt und nach den lokschriebenen Kriterien getotet.
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Die Mause waren 10 Wochen alt, 6 weiblichen undd#®michen Geschlechts. Ein nicht
infiziertes Tier wurde mit GOL behandelt, 5 Tieranden lediglich infiziert und 6 Tiere
wurden infiziert und mit GOL behandelt.

Therapieversuch 2: Es wurde eine Optimierung des Therapieprotokollgeatrebt.
Dazu wurde eine Dreifachgabe mit besonderer Madiing der ersten Gabe gewahlt.
Vor der ersten, intraperitonealen Liposomengabedemurdie GOLs 1:2 mit Vollblut
von einem ebenfalls defizienten Spender 10 minmkaibiert und davon 200 ul 1 h
nach der Infektion intraperitoneal gegeben. Bei fidgenden Gaben wurden je 100 pl
reine GOL gegeben. Die zweite Gabe erfolgte inmége4 h und die dritte Gabe 7 h
nach der Infektion intraperitoneal. Die Totungsdiign und die Aufarbeitung der
Proben wurde beibehalten und die bereits beschm&bévlessungen durchgefiuhrt.
Soweit moglich, wurden zusatzlich von den TierermzZeitpunkt der Toétung

Blutausstriche angefertigt.

3.2.9. Pharmakokinetik von GO-Anker und GO-EPC:EPGChol:PEG-

Liposomen nach einmaliger i.v.-Applikation in gesude Mause

Prinzip:

Untersucht werden sollte die Halbwertszeit der kigpoen und ihre Verteilung im Blut und d
Organen.

Fur den Einsatz im Mausversuch werden Liposomeneitbegen ausreichender Konzentratjon
bendtigt, da kaum mehr als 100 pl appliziert werklénnen. Eine Aufkonzentration der 1gG-
gekoppelten Liposomen mit Hilfe der Ultazentrifugat war jedoch nicht méglich und der
Einsatz von 2 mM Pré&parationen erschien nicht sihnv
Bei der Sterilfiltration von kleineren LiposomerD@nm-150 nm Durchmesser) sollte weniger
GO freigesetzt werden. Allerdings ist auch eineemedPharmakokinetik zu erwarten. Um djes
zu Uberprifen wurden kleine EPC:EPG:Chol:PEG-Lipuso, sowie die dem gleichen
Herstellungsprozess wie die geplanten IgG-Liposomerierworfenen Ankerliposomen
Mausen intravends gegeben. Im Idealfall sollten dakerliposomen die gleichen
Eigenschaften haben wie die EPC:EPG:Chol:PEG-Lipasn Das wirde dann fir die Qualitat
des fir die Kopplung notwendigen Verfahrens spreche
Wenn die technologischen Schwierigkeiten bei derrstédung von IgG-Liposomen
Uberwunden sind, kdnnen dann ihre Eigenschaften deiten der Ausgangsliposomgn
verglichen werden.

1%
5

Durchfiihrung:

FUr den Versuch standen 22 CGD-Méause (vgl. Anhamg) Verfigung. Allerdings

konnten einige Tiere aufgrund von Injektionsschigiegiten nicht in die Auswertung
aufgenommen werden.

Zwei Tiere erhielten als Negativkontrolle PBS, li@ré GO-Anker-Liposomen und 10
Tiere GO-EPC:EPG:Chol:PEG-Liposomen (vgl. Kap.84.3.) gespritzt.

Die Liposomen hatten aufgrund ihrer geringen Gr¢€e 112 nm) lediglich eine
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Einschlusseffizienz von 4%. Eine Dosis (100 pl) déermM Liposomen enthielt also

0,02 mg GO (5,62 Units). Leider war aufgrund voodktionsschwierigkeiten auch

die Gesamtmenge begrenzt.

Bei einigen Tieren wurden im Verlauf des VersuchBmsmaproben an der

Schwanzspitze entnommen. Zu verschiedenen Zeitpanktgl. Anhang) zwischen 5

min und 24 h wurden die Tiere getottet, Vollblut Udelrum gewonnen und die Organe
entnommen. Mit dem Vollblut wurde sofort ein DHRs&y durchgefuhrt. Das Plasma,
Serum und die Organe wurden auf GO-Gehalt und diektionalitat des Enzyms

untersucht.

Mit Hilfe der Plasma- und Serumwerte wurde die Htiaionsgeschwindigkeit aus dem
Blut beurteilt. Der GO-Gehalt in der Leber als @mneder entscheidenden

Clearanceorgane fir Liposomen wurde in Verhaltnisn zGO-Gehalt des Serums

gesetzt (Serum/Leber Quotient).



Ergebnisse 80

4. Ergebnisse

4.1. Herstellung und Charakterisierung der Liposome

Die Herstellung und Charakterisierung der Liposomamrde von Herrn Gantert in
Freiburg vorgenommen. Die Eigenschaften der veretmd Liposomen sind in
Material und Methoden (Kap. 3.1.2.4.) aufgefihrt.

4.2. Zucht der CGD-Mause

Die Zucht verlief meist relativ problemlos. Als scher Punkt ist das Lichtprogramm
aufgefallen. Das Fehlen der Dunkelheit nachts rditeEinstellung der Reproduktion

zur Folge, sie setzte nach der Korrektur wieder ein

Grol3e, sich gut entwickelnde Wirfe ergaben fris¢bgaarungen relativ junger Mause
(ca. 6 Wochen). Die Jungen sollten etwas langeiwggsverden als normale Mause (ca.
14 Tage).

Im SPF- Screening waren die Tiere stets unauffalligreinzelt traten Granulome auf,

ein Keimnachweis war jedoch nicht moglich. Die €iewurden von Versuchen

ausgeschlossen.

Verschiedene, fir den Ausgangsstamm C57BI6/J tgpiderobleme traten bei der
Zucht und insbesondere bei alteren Tieren auf. @isewar bei alteren Tieren in aller

Regel zu beobachten und vermutlich eine Ursacha\debtlassens der Reproduktion.
Hypertrophe Kardiomyopathie wurde bei einzelnenteral wegen schlechten

Allgemeinbefindens eingeschlaferten Mausen beokacht

Angeborene Mikrophtalmie und Hydrocephalus wurdenjé einem Tier beobachtet.

Die Tiere wurden euthanasiert.

Haarverlust aufgrund Ubertriebenen Putzverhaltestsbiei erwachsenen Tieren ofters
auf. Schlecht heilende Lasionen als Folge davomtdiihzu einigen Euthanasien bei
alteren Tieren.

Einige Wirfe waren abdominal kaum behaart. Das ehfiginbefinden war ungestort
und die Tiere wurden fur Versuche eingesetzt, dieerk jedoch aus der Zucht

genommen. Altere, vollkommen gesunde Tiere wurdechrzur Blutentnahme, aber

nicht mehr fur Tierversuche genutzt.
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4.2.1. Molekularbiologische Charakterisierung der Miuse

Ziel:
Durch diese Untersuchung soll die homozygote Dafizider Mause in Bezug auf die NADPH-
Oxidase sichergestellt werden. Dabei ist bei defitdn Tieren die DNA-Bande mit dem 195 |bp
grol3en disrupted allele, und bei Wildtypmausen Biade des Wildtypallels mit 240 bp zu
erwarten.

Reinheit und Menge der aus dem Vollblut isolierterd mittels PCR amplifizierten
DNA waren bei den 11 getesteten Mausen fur diel&dlephorese geeignet.

Auf den Acrylamidgelen waren sowohl der LangenstéaddV/IIl, als auch die Banden
der DNA getesteter Mause gut zu erkennen (Abb. D83. DNA-Banden bei den
Zuchtméusen lagen knapp oberhalb der 190 bp-Meaaked Die Bande bei der
Wildtypmaus lag etwa auf der Hohe des 242 bp-Matker

Bei sehr breiten Banden (1, 3, 5 und 7) trat estevache Bande zwischen 501 und
692 bp auf. Es war keine Korrelation mit dem Gescihil festzustellen.

Der verwendete sense Primer IMR0518 amplifiziert dem Primer IMR0517 das
Wildtypallel mit 240 bp und mit dem Primer IMRO5#@s disrupted allele mit 195 bp.
Damit bestatigten die Hauptbanden den homozygotemockout-Status der
Zuchtméause. Es gab im Gegensatz zur Positivkoatréinen Hinweis auf das
Vorliegen intakter DNA flr das Glycoprotein 91 ddéADPH-Oxidase.
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Abb. 13: Fotografie zweier Acrylamidgele mit der Kameriafa/95 1.6 unter Verwendung
Ethidiumbromidfilters. Die Aufnahmedauer betrug.2Dée DNA-Proben von den Mausernbl-
sind auf das Gel in Abb. 13a, von den Mausell Guf das Gel in Abb. 13b aufgetragen.
Maus 1-5 und 7-10 handelte es sich um Zgdhtmause, davon waren 4 mannlich (1, 3, 7
9) und funf weiblich (2, 4, 5, 8, und 10). Mauswurde als Wildtyp-Kontrolle mitgefthrt.
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4.3. Vergleichende Charakterisierung von humanen wh murinen

Blutbildern mit Hilfe der Mikroskopie und des ADVIA 120

Die CGD-Maus dient als Modell fir den humanen CGidid¢hten. Daher wurde im
Folgenden das Blut von Mensch und Maus verglichen.

4.3.1. Mikroskopische Bestimmung von humanen und ninen
Leukozyten

Die Morphologie von Blutzellen lasst sich mittelkiBusstrich darstellen. Es wurden in
dieser Arbeit Aufnahmen von typischen Ausschnitieach Pappenheim gefarbter
Blutausstriche gemacht.

Das Blut stammt von einem gesunden Menschen (A@b,. diner C57BI6/J-Maus

(Abb. 15) und einer CGD-Maus (Abb. 16). NADPH-de&dite Zellen sind bei dieser
Farbung nicht zu erkennen.

Abb. 14:

Leukozyten aus nach Pappenh
gefarbten Blutausstrichen eil
Menschen bei 80@ache
VergroBerung. Dargestellt si
oben zwei segmentkern
Granulozyten, unten links ist ¢
Monozyt und unten rechts ¢
Lymphozyt zu sehen.
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Abb. 15:
Leukozyten aus na
Pappenheim gefarb-
ten Blutausstriche
einer C57BI6/J-
Maus bei 80Gache
Vergrof3erung.
Dargestellt sind link
zwei Lymphozyter
oben rechts ist e
Monozyt und uater
rechts ei
Granulozyt.

Abb. 16:

Leukozyten aL
Blutausstrichen ein
CGD-Maus wahren
Burk. cepacia-Sepsis
Der Blutausstric
wurde nach Pappen
heim gefarbt und b
800-facher VergroRer
ung fotografiert.
Oben:

links ein Granuloz
mit Vakuolen, rech
unten ein Lymphozyt
Unten:

drei Granulozyten
toxischer Granulation.

Beim Menschen (Abb. 14) wurde das Bild von Granytea dominiert, wahrend bei
Mausblut (Abb. 15-16) die Lymphozyten im Vordergdustanden. Granulozyten waren
in Mausproben nur sehr vereinzelt zu finden. In3grér Zahl waren sie bei Tieren mit

Sepsis zu finden. Dann waren sie meist sehr stagientiert oder wiesen eine

deutliche Granulierung auf. Darauf soll in Kap..3.4&ingegangen werden.
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Eine geringe Granulozytenzahl ist fir C57BI6/J-M&uis der Literatur dokumentiert
(Charles et al. 1975, vgl. Kap 3.2.3.2.). Da furn deerwendeten Mausstamm
B6 12956 Cybb ™" (CGD-Mause) im Gegensatz zum Wildtyp keine Literddten
Uber Blutbilder vorliegen, wurden drei Ausstrich@nv gesunden CGD-Mausen
ausgezahlt, sowie funf von miBurkholderia cepacia infizierten CGD-Mausen
(Tabelle 2). Bei letzteren konnten aufgrund der Abb. 16 beschriebenen
Veranderungen Granulozyten nicht von Monozyten rgoteeden werden. Die
Lymphozyten waren gut zu erkennen. Aus diesem Gruocdde lediglich zwischen
Lymphozyten und Phagozyten unterschieden. Bei desurglen Tieren wurden im
Mittel ca. 91% Lymphozyten, 7% neutrophile Granyten und je 1% eosinophile
Granulozyten und Monozyten gezahlt. Bei der infiele Gruppe wurden im Mittel
13% Lymphozyten und 87% Phagozyten gezahlt.

Tabelle 2: Leukozytenverteilung in Blutausstriclven CGD-Mausen gefarbt nach Pappenheim

CGD gp91 -/- Lymphozyten | Granulozyten Monozyten
neutrophile eosinophile
gesund 95 5 0 0
94 3 0 3
n=3 85 13 1 1
Mittelwert +/-SD |91,33+/-5,51 |7 +/-5,52 0,33+/-0,58 |1,33+/-1,53
Lymphozyten | Phagozyten
infiziert mit| 23 77
Burkholderia 9 89
cepacia 12 88
15 85
n=>5 10 90
Mittelwert +/-SD |14 +/-5,63 85,8+/-5,26

Eine Infekion fihrt demnach zu massivem Ansteigess dsranulozyten- und

Monozytenanteils im Blut, wahrend die Anteile déraBozyten im Blut gesunder Tiere
sehr gering sind.

Die Unterschiede im Blutbild von Maus und Menschradan auch mit Hilfe des

ADVIA 120 untersucht.
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4.3.2. Bestimmung von humanen und murinen Blutbilden am ADVIA
120
4.3.2.1. Humanes System: Vergleich des Blutbildesnes gesunden

Probanden mit dem eines CGD-Patienten
Die septische Granulomatose ist mittels ADVIA nictu erkennen, da wie bereits
beschrieben, D, im Gerat zugefthrt wird, um 4-Chlornaphtol zu oerén. Das zur
Oxidation benotigte Enzym Myeloperoxidase (MPO) ish Gegensatz zur
NADPH-Oxidase bei CGD-Patienten vorhanden. Daherzwgischen dem Blutbild
gesunder Spender (Abb. 5a) und des CGD-Patientda. (Bb) kein prinzipieller

Unterschied zu erkennen.
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NUR FUR LABORZWECKE
Zeit & Datum:09.09.05 12:48:49

P

Selektivitdt: CBC\DIFF
Probentyp: PATIENT
Geschl. & Alter:
System: ADVIA 120
Sequenz: 171
Spezies: Mensch

Ergebnisse

EROX

86

‘ BASO

e
CBC y
LEU.: 5,08 x103/pL
ERY: L 4,02 x108/uL
HB: 12,7 g/dL
HKT: L. 339 %
MCV: 84,3 fL s - — — -
MCH: 31,5 Pg - PEROX BASO | LEUKO DIFF
MCHC: H 37,4 g/dL s MR LR ] M ]
CHCM: 36,0 g/dL LEUKO P; 5,33 LEUKO B: 5,08 % x103/uL
CH: 30,2 pg Rauschen/Lymph Tal: 21 % BASO:L 0,1
CHVB: 3,65 pg Lymph-Modal: 30,5 % PMN: 77,4 LEUKO: 5,08
EVB: 13,6 % PEROX d/D: 0,91 % MN: 22,2 NEUT: 73,5 3,74
HVB: 2,77 g/dL PEROX %Sdttigung: 1,2 % PMN-Verhilt: 1,0 LYMPH: 16,8 L 0,86
THR: L 119 x103/pL %HPX:  1.59 MN/PMNTal: 17 MONO: 4,8 0,24
MTV: 8,7 fl PEROX Archetyp: 1 % Blasten Suspect: 1,0 EOS: 3,5 0,18
TVB: 60,3 % NEUT X: 68,7 BASO d/D: 0,50 BASO: 0,1 L 0,01
PKT: 0,10 % NEUTY: 67,0 MNx: 13,5 LUC: 1,2 g.gi
Tal-Zdhlung: 44 MNy: 14,4 LI: '
Abb. 17a - PMN:, 327 MPXI: 77
%BASO suspekt: 0,1
PEROX BASO

Kopfzeile - WB

1D
Zeit & Datum: 18.03.05 12:38:49 5
Selektivitat: CBC\DIFF
Probentyp: PATIENT
Geschl. & Alter:
System: ADVIA 120
Sequenz: 1227
Spezies: Mensch

NUR FUR LABORZWECKE

CBC
LEU.: 4,42 x103/pL
ERY: 4,72 x108/puL
HB: 15,5 ardL
HKT: 44.6 % PEROX BASD LEUKO DIFF
MCV: 94,6 fL
MCH: 32,8 Pg LEUKOP: 5,08 LEUKO B: 4,42 % x10%/uL
MCHC: 34,7 g/dL  Rauschen/Lymph Tal: 26 % BASO: 0,8
CHCM: 35,5 g/dL Lymph-Modal: 34,5 %PMN: 60,4 ° LEUKO: 4,42
CH: 334 pg PEROX d/D:  0.83 %MN: 387 NEUT. 603 2,66
CHVB: 3.73 P PEROX %Sattigung: 0.3 % PMN-Verhalt: 1,0 LYMPH: 27,1L 1,20
EVE: 12 8 % XHPX 0.6 MN/PMN Tal: 20  MONO: 7.4 0,33
HVB: 2,70 g/dL PEROX Archetyp: 1 % Blasten Suspect: 1,9 EOs: 2.8 0,12
THR: 156 © X104/l NEUTX: 65,3 BASOd/D: 0,64 BASO: 0.8 0,03
MTV: 8,3 ‘o NEUTY: 70,0 G A || e 16607
TVB: 70,4 % Tal-Zihlung: 255 MNy- 15,4 LI: 2,03
PKT 0.13 " PMNx: 28,4 MPXI: 3.7
Abb. 17b %BASO suspekt: 0,1

Abb. 17: ADVIA-120 Messung von humaneBiut einer gesunden Person (Abb. 17a) und
Person mit CGD (Abb. 17b). Die ,Perox“-Graphik zeagif der xAchse nach rechts ansteig
die Peroxidaseaktivitat. Auf der y-Achse ist dag®terhalten der Zellen aufgetragen:

1) eosinophile, 2) neutrophile Granulozyten, 3)ndpyten,

4) Lymphozyten und basophile Granulozyten, 5) langstained cells (LUC)
In der ,Baso“Graphik werden basophile Granulozyten und Zellkateeanderen Leukozyt
nach Zerstérung der Plasmamembran dargestellt.iDab# Klein- (2-3°) gegen GroRRwink

(5-15°) aufgetragen:

a) polymorphkernige ZellkefiNeutrophile und Eosinophile);

b) runde Zellkerne (Lymphozyten und Monozyten)Bakophile Zellen
Zellzahlen der Leukozytenpopulationen und Diffeiabtutbild werden korreliert.
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4.3.2.2. Murines System

Wie bereits erwahnt, ist an der Kinderklinik ein XA 120 mit einem humanen, nicht
aber murinen Auswerteprogramm (Multi-Species-Pnogna  vorhanden. Da das
Messprinzip in beiden Féllen das Gleiche ist, naraliordnung tber die verschiedenen
Auswerteprogramme Unterschiede macht, wurde zunedlgdm Orientierung bei den
Mauseversuchen das Blut routinemaRig am ADVIA 120Kinderklinik bestimmt. So
konnten beispielsweise Zellsuspensionen auf eisrimte Gesamtleukozytenzahl pro
ml eingestellt werden. In ausgewahlten Fallen wyraellel dazu Blut von der gleichen
Maus zu VetMedLab nach Ludwigsburg geschickt.

4.3.2.2.1. Vergleich der Blutbild-Auswertung am ADVA 120 von
Wildtyp (C57BI6/J) Méausen mit humanem und murinem

Auswerteprogramm

In Abbildung 18a und b sind vergleichend die Blldér von C57BI6/J (BI6)-Mausen
dargestellt, die mit dem murinen (a) und dem humgbg Auswerteprogramm erhalten
wurden. Da es sich bei beiden Messgeraten um aiehg! Art von Bestimmung
handelt, ist die Verteilung der Punktwolken grurdiééh identisch. Allerdings ist die
von der unterschiedlichen Software vorgenommene sdffiaierung der

Leukozytenfelder unterschiedlich. Die richtige Zbwung der Graphik zu den
numerischen Werten ist nur tGber das Mausprogramgliohd Bei Kenntnis der Lage
der Zellen in der Graphik ist es allerdings mdgliabs dem am ADVIA 120 mit dem
Auswerteprogramm flir humanes Blut eine erste umhgefaAbschatzung der

Leukozytenverteilung vorzunehmen.
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Header - WB |

sID: 1878110 .
Time & Date: 9/7/05 7:35742 PM

Perox 1 Baso

2

Selectivity: CBC\DIFF
Sample Type: PATIENT
Sex & Age:
System: IR2094
Sequence: 6
Species: Mouse

FOR LABORATORY USE ONLY

Routine CBCW R o) Jieel |58 i LD
WBC: 6.62 * X103 cells/pL | Routine WBC Differential
RBC: 7.58 X106 cells/pL | % =
HGB k102 g/dL x103 cells/pL :
HCT: L 3.7 % WBC: 6.62
MCV: & 41.8 fL | Neut: iid.2 * 0.74 =
MCH: L 135 pg | Lymph: 83.0 . 5.50 *
MCHC: 323 g/dL Mono: 0.6 * 0.04 :
CHCM: 30.8 g/dL Eos: 1.4 * 0.09
CH: 12.8 pg Baso: 0.3 0.02
RDW: 15.4 % Lc: H 3.5 * 0.23 *
HDW: 1.98 g/dL LI: 2.30
PLY: 1424 x103 cells/pL MPXI: =102
MPV: 6.4 fL WBCP: H 5.40
Abb. 18a
PEROX BASO

Kopfzeile - WB

NUR FUR LABORZWECKE 1zu2
Zeit & Datum:07.09.05 15:19:48

Selektivitat: CBC\DIFF
Probentyp: PATIENT
Geschl. & Alter:
System: ADVIA 120
Sequenz: 20
Spezies: Mensch

CBC
R L 283 » 102 L. et st e LSt A TR T 5
ERY: L 3,68 ¥ x108/uL PEROX BASO LEUKO DIFF
HB: L 4,9 g/dL TR D
K L 56,0 L LEUKOP: L 1,72 * LEUKO B: 2,83 % x103/pL
MCv: L 43,9 b Rauschen/Lymph Tal: 12 % BASO: 0,2
MCH: L 13,4 * pg ph-tlodat: 15.5 %PMN: 56,8 LEUKO: 12,83 e
ACHC: 30,4 soogidl PEROX d/D: 0,75 % MN: 42,7 NEUT:L7,6 *L 0,22 «
“HCM: 29,2 * gjdL PEROX %Sittigung: 2.2 % PMN-Verhdlt: 6,0 LYMPH: 345+L 0,98 «
CH: 12,8 pg %HPX: 533 MN/PMN Tal: 18 MONO:H23,6*H 0,67 +
CHVB: 1,77 pg PEROX Archetyp: 1 % Blasten Suspect: 1,5 EOS: 1,9 * 0,05 +
EVB: 14,3 * % NEUT X- BASOd/D: 0,00 BASO: 0,2 L 0,01
HVB: 1,97 rcaial NEUT Y: MNx: 17,0 LUC:H32,1 *H 0,91 «
THR: H 616 + x103/pL Tal-Zihlung: 932 MNy: 11,5 Li: *L 1,87 «
MTV: 7.8 i) PMNx: 26,2 MPXI: H 27,2
TVB: 43,3 .0% %BASO suspekt: 0,0
PKT: 0,48 ol "
|
Abb. 18b

Abb. 18: ADVIA-120 Messung von Blut einer BI6-Maumit murinem (Abb. 18a) und r
humanem Auswerteprogramm (Abb. 18b), in b wurda 2 zerdinnt.
Die ,Perox“-Graphik (1-5) zeigt auf der Xehse nach rechts ansteigend die Peroxidaseak:
Auf der y-Achse ist das Streuverhalten der Zellgigetragen:

1) eosinophile, 2) neutrophile Granulozyten, 3)ndpyten,

4) Lymphozyten und basophile Granulozyten 5) langstained cells (LUC)
In der ,Baso“-Graphik (a) werden die basophilen Granulozyten und die Zefie der ander:
Leukozyten nach Zerstérung der Plasmamembran delige®abei wird Klein- (23°) gege
GrolRwinkel (5-15°) aufgetragen: a) polymorphkerrdgéikerne (Neutro- und Eosinophile);

b) runde Zellkerne (Lymphozyten und Monozyten)Basophile Zellen
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Auffallig am murinen im Vergleich zum humanen Blst der sehr hohe Anteil an
Lymphozyten (83%) und der niedrige Anteil an nepliten Granuloyzten (11,2%),
sowie die im Vergleich zu humanen Neutrophilen kstaach links verschobene
Punktwolke im Perox-Kanal. Diese ist auf eine imrdfeich zum Menschen stark
reduzierte Aktivitat der Mause-Myeloperoxidase ohdufiihren.

Die murinen Granulozyten liegen in der humanen Aartwng Uberwiegend im
Monozytenfeld. Bei der Nutzung des humanen ADVIAO1Rann daher der
Monozytenwert nédherungsweise zum Abschéatzen denuBraytenzahl bei Mausen

herangezogen werden.

4.3.2.2.2. Charakterisierung des Blutes von CGD-M&en ohne und

mit Infektion mit Hilfe des murinen Auswerteprogrammes

Die CGD-Mause basieren auf dem Wildtyp C57BL6/J6}§BDa es in der Literatur fur
den relativ neu entwickelten Knock-out-Stamm keibaten Uber das Blutbild gibt,
wurde Uberpruft, ob es in der Verteilung der Bll&edem des Wildtypes entspricht.

Header - WB Perox i : Baso s

Time & E!ate: 01 !!!m4 7:04

Selectivity: CBC\DIFF
Sample Type: PATIENT |
Sex & Age: |
System: IR 2094 |
Sequence: 22
Species: Mouse

2

FOR LABORATORY USE ONLY

Routine CBC |
WBC: 7.32 * x103 cells/pL ‘{ Routine WBC Differential
RBC: 7,55 X x1068 cell g 5 %
HGB: L ”5'7 * g/c(i)L _— % x103 cells/pL
HCT: 41,7 ® % WBC: 7,32 »
MCV: 55,2 LA Neut: L 6,8 L 0,50
MCH: 15,4 it s ‘ Lymph: 87,8 6,42
MCEHEC: L. 27:9 *  gjdL [ Mono: 1,2 0,09
CHCM: L 24,6 *  g/dL 5] Eos: 2,4 0,18
CH: 13,6 . pg [ Baso: H 0,7 0,05
RDW: 12,4 * % LUC: v 0,08
HDW: 1,56 - g/dL Lk 1,90
PLT: 1143 x103 cells/pL ‘ MPXI: 9,1
MPV: S fL | WBCP: H 6,26

Abb. 19: ADVIA-120 Messung von Blut einer CGD-MauBie ,Perox“-Graphik zeic
auf der x-Achse die Peroxidaseaktivitdt der Zell&uf der yAchse ist de
Streuverhalten aufgetragen: 1) eosinophile, 2)rophtle Granulozyten,
3) Monozyten, 4) Lymphozyten und basophile Granytierz, 5) LUC
In der ,Baso“-Graphik (&) werden basophile Granulozyten und Zellkerne aedere
Leukozyten dargestellt. Dabei wird Klein- (2-3°)gga Grol3winkel (5-15°) aufgetragen:
a) polymorphkernige Zellkerne (Neutro- und Eosintg)h
b) runde Zellkerne (Lymphozyten und Monozyten)Bagophile Zellen
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Auffallig war wieder die geringe Granulozytenzahl7%) und die hohe

Lymphozytenzahl (88%). Wie auch beim Menschen wiegeder Grol3e noch Lage der
Leukozytenpopulationen von defizienten (Abb. 193 wgesunden (Abb. 18a) Tieren
prinzipielle Unterschiede auf.

Von einer an fur septische Granulomatose typiscieréinderungen leidenden Maus
(Granulom an der Schnauze) wurde ebenfalls Blwgraatht. Pathologisch-histologisch
waren Kokken in granulomatts verdndertem Gewebéweisbar; die Bakteriologie

blieb jedoch ergebnislos. Ein Enterokokkenproblem Bestand war bekannt. Diese
gramnegativen, normalerweise apathogenen Darmlaktekénnen auch bei

menschlichen CGD-Patienten zu Problemen fuhren.

Die Granulozytenzahl bei dem erkrankten Tier (ABB) [58%] war deutlich héher als
bei den gesunden Tieren (Abb. 19) [7%].

Blut von im Rahmen der Tierversuche infizierten ré&re wurde aus

infektionsrechtlichen Griinden nicht verschickt.

Untersuchung Ergebnis ‘Normalbereich  MaBeinheit

Blutbild
Leukozyten 18.2 G/1
Erythrocyten 9.05 T/1
Hamoglobin 11.4 g/dl
Hamatokrit 43 %
MCV 48 £1
HbE 13 P9
MCHC 26 g/dl
Thrombocyten 831 G/1
Differential-Blutbild
{ Basophile Gr. i %
Eosinophile Gr. 2 %
Neutrophile Gr. 58 %
Lymphocyten 30 %
Monocyten 1 %
LucC 8 %
atypische Zellen 0
Anisocytose 0
Polychromasie 0

Abb. 20: ADVIA 120 Messung ausgewertet mit MultiésjesProgramm. Das Blut stam
von einer an Granulomen leidenden CGD-Maus. DiegeGraphik zeigt auf der Achse
nach rechts ansteigend die Peroxidaseaktivitat.d@ufyAchse ist das Streuverhalten
Zellen aufgetragen:

1) eosinophile, 2) neutrophile Granulozyten, 3) oyten,

4) Lymphozyten und basophile Granulozyten, 5) Langstained cells (LUCS)
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4.4. Durchflusszytometrische Untersuchungen von huamen Blutzellen

mit Hilfe des Fluoreszenz-aktivierten Zellsorters FACS)

4.4.1. Aufnahme von FITC- bzw. RhodaminB-PE-markieten 200 nm

grofR3en Liposomen in humane Blutzellen
Zunachst wurden Aufnahmeversuche mit humanem \Mdllbkw. isolierten PBMCs
und Granulozyten in HBSS sowie mit konventionellgrg3en EPC: Chol-, EPC:EPG:
und EPC:EPG:Chol:PEG-Liposomen gemacht. Diese wanéneder mit RhodaminB-
PE (Rodamin) oder mit FITC gelabelt. Die Inkubatieriolgte tGber 30, 60 und 120

Minuten.

4.4.1.1. Methodische Optimierung der Liposomenaufrtame

Die Aufnahme der Liposomen erfolgt Uber Phagozytd3ese kann man durch
konstante Kuhlung der Proben bei 4°C inhibieren.sHaéb wurde fir die
Aufnahmeversuche in Blutzellen je ein Ansatz awf faitgefuhrt.

Bei Verwendung von FITC-Dextran-markierten Liposom&aren die Zahl der
Fluoreszenz-positiven Anteile auf Eis insgesamingefunter 3%). Lediglich der Anteil
der positiv ,gegateten® Monozyten war bei FITC-Dext markierten
EPC:EPG:Chol:PEG-Liposomen hoher.

Im Gegensatz dazu wurden nach Inkubation auf Eisvbavendung von Rhodamin-
markierten Liposomen teilweise hohe Messwerte &stg&jit. Daher werden im
Folgenden die Optimierungsmal3nahmen nur fur Rhatamarkierte Liposomen
besprochen.

Durch eine konstantere Kihlung wahrend des Waschareswendung von
eisgekuhltem PBS und langere Vorlaufzeit fur diehkiag der Zentrifuge wurde die
Aufnahme gesenkt. Das Ziel, Negativkontrollen miei&n unter 5%, wurde jedoch
nicht erreicht. Daher wurde die Wirkung des Phagmainhibitors Cytochalasin D
untersucht. Bei der Interpretation der Ergebnisseu beachten, dass die verwendeten

Liposomen bereits Uber 4 Wochen bei 4°C gelagentmva
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Cytochalasin D Wirkung

Wechselwirkung mit Granulozyten:

Das Hauptaugenmerk bei den Aufnahmeversuchen galtGianulozyten, da hier der
Defekt der NADPH-Oxidase die gravierenden Folgen Sleptischen Granulomatose
verursacht. Der geringste Anteil positiver Granyten nach Inkubation auf Eis war bei
Inkubation mit EPC:Chol-Liposomen zu verzeichnen (Abb. 21). Eine ungehemmte
Probe, die dem normalen Versuchsansatz entspdidrite als Positivkontrolle. Nach
Inkubation bei 37° Uber eine Stunde waren 19% dean@ozyten positiv
(=% gated). Allein die Phagozytosehemmung durchlididy senkte hier die Aufnahme
von 19% auf 2%. Dieser Wert wurde auch bei Zugatre @ytochalasin D in héheren
Konzentrationen nicht mehr unterschritten. Durckubation bei 37°C mit niedrigen
Konzentrationen von Cytochalasin D (1-5 pM) wuréemk Hemmung erreicht.

25 UM Cytochalasin D senkte den Anteil positivelleteauf 10%.

100 mEC A 21
90 Anteil positiver Zellel
80 am Granulozytenge
70 nach einstiindig
8 607 Inkubation von Vollblu
% 201 mit 1 mM 05 mol?Y
> gg: Rhodamin-markierten
20 EPC:Chol-Liposomen
10 || bei 37° oder auf Eis n
0 — ‘ <|—|t und ohne Cytochalasin
37°C  Eis 37°C 37°C  37°C  Eis (CyD), n=1
1uM 5uM  25uM  25uM
CyD CyD CyD CyD

Bei Inkubation mitEPC:EPG:Chol-Liposomenwar die Senkung des Anteils positiver
Granulozyten bei Inkubation auf Eis zwar deutligadoch als Negativkontrolle

ungeeignet (Abb. 22). Cytochalsin D bei 37°C fuhrter zu einer leichten, im

verwendeten Bereich (1-25 uM) konzentrationsunadigén Senkung des positiven
Anteils.

Sehr deutlich sank der Anteil positiver Zellen biubation auf Eis in Gegenwart von
25 uM Cytochalasin D. Er lag mit unter 4% in einEmNegativkontrollen akzeptablen

Bereich.
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|m EPC:EPG:Chol|
100

90 -
80 -

Abb. 22:
Anteil positiver Zellel
20 ] am Granulozytenga
60 | nach einstlndiger Inku-
50 1| | bation von Vollblut mi
a0 L | | | 1 mM 05 mol¥
30 L || || | Rhodamin  markierte
20 H - - - EPC:EPG:Chol-Liposo-
10 H - - - men bei 37°C oder a
0 ; ; ‘ —— Eis mit und ohn
37°C Eis 37°C 37°C  37°C  Eis Cytochalasin D (CyD),
1uM  5uM  25uM  25uM n=1
CyD CyD CyD CyD

% gated

Bei Inkubation mit EPC:EPG:Chol:PEG-Liposomen wurde festgestellt, dass die
ungehemmte Aufnahme ebenso hoch wie bei den EPC@EfEGLIposomen war (Abb.
23). Eine Reduzierung des positiven Anteils duremne Eiskihlung war nicht
feststellbar.

Mit Cytochalasin D (1-25 uM) bei 37°C wurde die At der positiven Granulozyten
um ca. 40% reduziert. Dies war bereits bei derriged Cytochalasin D-Konzentration
von 1 uM zu beobachten. Der Effekt nahm allerdipgisden héheren Konzentrationen
kaum zu. Mit Cytochalasin D auf Eis konnte eine Atme der positiven Granulozyten

um 81% erreicht werden.

o EDC:EPG:Chol:PEG‘

100 Abb. 23:
90 Anteil positiver Zellel
80 H | am  Granulozytenge
70 - nach einstiindig
T 60 Inkubation von Vollblu
S 50 mit 1 mM 0,5 molY
8 401 T T ] Rhodamin  markierte
o ] EPC:EPG:Chol:PEG-
201 Liposomen bei 37° od
18’ auf Eis mit und ohr

Cytochalasin D (CyD
37°C Eis 37°C  37°C  37°C Eis n=1
1uM 5uM  25uM  25pM
CcyD CyD CyD CyD
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Wechselwirkung mit Monozyten:

Abb. 24 zeigt in analoger Weise die Hemmung dernAbme von mit Rhodamin
markierten konventionellen Liposomen bei Monozyten.

EPC:Chol-Liposomen reagieren mit Monozyten ahnlich wie mit Granul@zyt Bei
den EPC:EPG:Chol- und EPC:EPG:Chol:PEG-Liposomen konnte in keinem Fall
eine deutliche Senkung der Anzahl der positiven dgten erreicht werden.

100

5
% 80 B m37°C
S | |m37°Cc 1 uM cyD
2 037°C 5 uM CyD
5 40 10 37°C 25 uM CyD
E 20 | B Eis
S @ Eis 25 pM CyD
S |

0 \

EPC:Chol EPC:EPG:.Chol EPC:EPG:Chol:PEG

Abb. 24: Anteil positiver Zellen am Monozytengatach einstiindiger Inkubation v
Vollblut mit 1 mM 0,5 mol% Rhodamin-markierten ERXBol-, EPC:EPG:CHOL-unc
EPC:EPG:Chol:PEG-Liposomen bei 37° oder auf Eisumit ohne Cytochalasin D, n = 1.

Wechselwirkung mit Lymphozyten:

In Abb. 25 ist die Hemmung der Aufnahme bzw. Antagg von mit Rhodamin-
markierten EPC-, EPG-, und EPC:EPG:Chol:PEG-Lipagonbei Lymphozyten
dargestellt. BeEPC:Chol-Liposomenkommt es auf Eis mit und ohne Cytochalasin D
zu einer deutlichen Abnahme des positiven Antédilsi den EPC.EPG:Chol- und
EPC:EPG:Chol:PEG-Liposomen ist die Anzahl der positiven Zellen in den
gehemmten Proben mindestens so hoch wie in dentAaosae Hemmung.
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é 0 Iu 37°C
§ 801 m37°1 uM CyD
§ 60 - 037°5 uM CyD
=< 40 0 37°25 uM CyD
B mEis
g 201 @ Eis 25 uM CyD
£ ol mmT e e

EPC:Chol EPC:EPG:Chol EPC:EPG.Chol:PEG

Abb. 25: Anteil positiver Zellen am Lymphozytengatach einstiindiger Inkubation \
Vollblut mit 1 mM 0,5 mol% Rhodamin-markierten ER®Dol-, EPC:EPG:Chol-unc
EPC:EPG:Chol:PEG-Liposomen bei 37° oder auf Eisumit ohne Cytochalasin D, n = 1.

Nachdem somit auch die Kombination von InkubatiahEs und Cytochalasin D das
Problem hoher positiver Zellpopulationen nicht stihdig behob, wurde der gesamte
Versuchsaufbau noch einmal hinterfragt. Es ist bekadass sich bei Eiskihlung
Liposomen an Zellen anlagern und bei darauf folgenBrwarmung sehr rasch
aufgenommen werden (Higashi et al. 1995).

Als kritische Punkte fielen zeitweilige Temperatnstege in der Zentrifuge sowie das
Vortexen nach dem Zentrifugieren und Abkippen ddserstandes auf. Da diese
Arbeitsschritte zeitlich hinter Inkubation und Hmazytenlyse liegen, wurden die
Zellen in einem verbesserten Versuchsansatz berb#gn Lysieren durch
formalinhaltigen FACSIlysepuffer fixiert. Durch deesMalRnahme wurde erreicht, dass
der Anteil der positiven Zellen nach Inkubation ®PC:Chol-, EPC:EPG:Chol- und
EPC.EPG:Chol:PEG-Liposomen auf Eis (Negativkon#olauf unter 5% gesenkt

werden konnte. Dieser Wert wurde auch in Abwesenogi Cytochalasin D erreicht.

4.4.1.2. Aufnahme der Liposomen in Abhéangigkeit von

Markierungsgrad und Inkubationsdauer

Rhodamin-PE-markierte Liposomen wurden bereits worhergehenden Arbeite
(Kimpfler et al. 2003, Gerber et al 1999) eingesela in der Literatur fur hoh
Rhodaminkonzentrationen Membranibergange beschriefied (Scherphof un
Crommelin, 1996), sollte eine moglichst niedrigeonKentration bei gute
Erkennbarkeit der Effekte gefunden werden.

= O 5

Es wurden die Rhodamin-PE Konzentrationen 0,1 md@d%, mol% sowie 2,5 mol%
eingesetzt und die verschiedenen Liposomenprapaeatitiber einen Zeitraum von 30,
60 bzw. 120 min bei 37°C in Vollblut inkubiert.
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Wechselwirkung von Granulozyten mit Rhodamin-markiaten Liposomen

Die Aufnahmen zwischen den verschiedenen Spendeigien grofRe numerische
Unterschiede, die Tendenzen innerhalb eines Veesudlaren jedoch immer gleich.
Das ist in Abb. 26 exemplarisch fur Granulozytend u@,5mol%ige Rhodamin
Markierung gezeigt. Im Folgenden werden dann imdierMittelwerte verschiedener

Spender mit Standardabweichung dargestelit.

EPC:Chol EPC:EPG:Chol EPC:EPG:Chol:PEG
70 TeBuil 0 Taput1 70 Tgeuil
~ 601 mBut 2 . 607 mBuUt2 .60 mBlut 2
8 50 { OBlut3 § 50 OBlut3 S 50 | DBut3
£ 40 © 40 G 40
2 2 30 230
g g g
< 20 < 20 < 20
10 10 J:I:L 10
0- 0- ol — El;
a 30min  60min  120mi b 30min  60min  120min | C 30min  60min  120min

Abb. 26: Anteil positiver Zellen am Granulozyterganach 30 min, 60 min u
120 min Inkubation von Vollblut mit 1 mM 0,5 mol%hBdamin-markierten EPC:Chd).
EPC:EPG:CHOL-(b) und EPC:EPG:Chol:PEG-(c) Liposomesi 37°C. B standen
verschiedene Spender zur Verfligung.

Die Untersuchungen haben gezeigt, dass der Argeipdsitiven Granulozyten mit der
Zeit zunimmt. Die auch als Stealth-Liposomen bekamnEPC:EPG:Chol:PEG-
Liposomen (Abb. 26c¢) wurden am wenigsten aufgenommen. Etwéérkes
aufgenommen wurden die neutralen EPC:Chol-Liposofaéb. 26a)und mit Abstand
am besten die negativ geladenen EPC:EPG:Chol-Lipeso(Abb. 26b). Letztere
wiesen bei 2,5mol% und 2mM Liposomenkonzentratidat€n nicht gezeigt) bei sehr
hohen Absolutwerten keine Zeitabhangigkeit mehr auf

Bei der0,1 mol% Rhodamin Markierung (Abb. 27a) sind die positiven Anteile den
Granulozyten insgesamt sehr gering (unter 10%) WUnterschiede daher schwer zu
beurteilen.

Bei der 0,5 mol% Rhodamin Markierung (Abb. 27b) sind deutliche Unterschiede
sowohl in Bezug auf die Inkubationszeiten als aacli die Liposomentypen zu
erkennen.

Bei 2,5 mol% Rhodamin (27c) sind die Werte insgesamt deutlich hoherbais0,1
bzw. 0,5 mol%.
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?i; 20 | | -Liposomen be
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= ’—I—. T SD  (verschieder
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100
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) 60 B120min_ i
T 50 i
= 40 -
© 30 L I
R 201 = .
ol
0 T
c EPC:Chol EPC:EPG:Chol EPC:EPG:Chol:PEG

Bei Verwendung von 2 mM Liposomenkonzentration \wedlee Werte etwas hoher als
bei der 1 mM Konzentration (Daten nicht gezeigt).
Die EPC:EPG:Chol-Liposomen werden am besten, d@ EPG:Chol:PEG-Liposomen

am schlechtesten von den Granulozyten aufgenommen.

Wechselwirkung von Monozyten mit Rhodamin-markierten Liposomen

Die Aufnahme der markierten Liposomen in Monozytererschied sich deutlich von
der Aufnahme in Granulozyten (Abb. 28).

Der positive Anteil bei den Monozyten liegt bei Rlamin 0,1 mol% mit bis zu knapp
Uber 20% etwas uUber dem der Granulozyten. Er istl@&um deutlich geringer als bei
den hoheren Rhodaminkonzentrationen. Auffallig dass die EPC.EPG:Chol:PEG-
Liposomen mit Monozyten héhere Werte ergeben alsGranulozyten.

Diese Tendenz ist bei 0,5 mol%-Markierung weit elaér zu erkennen. Hierbei liegen
die positiven Anteile in &hnlichen Bereichen wie dben Granulozyten.
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Abb. 28:

Anteil positiver Zellel
am Monozytengate na
30 min, 60 min un
120 min Inkubation vc
Vollblut bei 37°C mi
1 mM 0,1 mol% (a
0,5 mol% (b) un
2,5 mol% (c) Rhodamin
markierten EPC:Chal-
EPC:EPG:Chol- unc
EPC:EPG:Chol:PEG-

Liposomen bei 37°
n = 3, MW % SI
(verschiedene Spender)
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Wechselwirkung von Lymphozyten mit Rhodamin-markierten Liposomen

Die Aufnahme aller Praparationen in Lymphozyten \garing, wie aus Abb. 29 zu

ersehen ist.
0,1 mol% Rhodamin n=3
100
@ 30 min
90 | !
80 - m 60 min
‘5_ 70 | 0120 min
g 60
\_g 50
o 40
8 30
* 20
1 il
0 = ]
a EPC:Chol EPC:EPG:Chol EPC:EPG:Chol:PEG
0,5 mol% Rhodamin n=3
199 [=30 min
~ go|B60 min
-é 70 10120 mi
60 -
2 50
3 40 -
= 30
o 20
L 10
O e e -]
b EPC:Chol EPC:EPG:Chol EPC:EPG:.Chol:PEG
2,5 mol% Rhodamin n=3
188: @ 30 min
— go /M 60 min
g_ 70 4 0120 min
E 60
= 50
T 40+
g 30
20
oo s | B
0 : :
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Abb. 29:
Anteil positiver Zelle
am Lymphozytenga

nach 30 min, 60 min ul
120 min Inkubation vc
Vollblut bei 37°C mi
1 mM 0,1 mow (a)
0,5mol% (b) un
2,5 mol% (c) Rhodamin
markierten EPC:Chal-
EPC:EPG:Chol- unc
EPC:EPG:Chol:PEG-

Liposomen bei 37°C;

n = 3, MW £ SI
(verschiedene Spender)
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4.4.1.3. Vergleich von Rhodamin-markierten Liposome und FITC-

Dextran-markierten Liposomen
In Abb. 30 sind vergleichend die Aufnahmen von Rimah- und FITC-Dextran-
markierten Liposomen bei Inkubationszeiten von 3@nh,mlh und 2h in die
verschiedenen Leukozytenpopulationen im Vollbluzeggt. Als Vergleichssystem

wurde die 0,5 mol%ige Rhodaminkonzentration gewahlt

Granulozyten Abb. 30: Anteil positive
lOO’DRh_oslmM Zellen am jeweilige
90 1 , Gate nach 30 min, |

—~ 80 1BEFITC1mM ‘ v

e — min und 120 mi

8 60 | Inkubaton von Vollblu

= 50 T bei 37° C mit 1 mh

£ 40 0,5 mol% Rhodaminim

o 30 _I_ ] Vergleich zu mit FITG
< 20 = = Dextran-markierten

10 = & = [ EPC:Chol- (EPC)

0 - B EPC:EPG:Chol- (EPG

EPC EPG PEG EPC EPBEG EPC EPGPEG und EPC:EPG:

a 0,5h 1h 2h n=3 Chol:PEG (PEG)-Lipe

somen, n=3, MW % SI

Monozyten verschiedene Spender

188 1@ RM.0.5 1mM a) Granulozyten
80 | ® FITC 1mM b) Monozyten
=70 T Tr - c) Lymphozyten

o
S 60 - m
_‘550 T -|_
£ 40 T
230 A
20 -

10

0 I T T

EPC EPG PEG EPC EPGPEG EPC EPGPEG

b 0,5h 1h 2h n=3

Lymphozyten

188 B Rh.0,5 1mM
= 80 |EFITC 1mM
o 70
€ 60
= 50
S 40
T 30
< 20
VAR mrEAfE  F=CECE
0 i
EPC EPG PEG EPC EPGPEG EPC EPGPEG
05h 1h 2h n=3
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Die rhodamingelabelten Liposomen haben in Granwdozyund Monozyten einen
deutlichen Anteil positiver Zellen hervorgerufereiBlen Lymphozyten waren lediglich
rund 10% positiv. Die Liposomen mit verkapseltent GdDextran haben nur bei den
Lymphozyten ein dem Rhodamin vergleichbares Sigonabel6st, bei den Monozyten
waren positive Zellen zu messen, jedoch um einfagbkes weniger als beim
Rhodaminlabel. Bei den Granulozyten kam es bei FIMarkierung zu keinen

positiven Zellen.

4.4.1.4. Aufnahme markierter Liposomen in isolierteBlutzellen im

Vergleich zur Aufnahme in Vollblutproben
Bisher wurde ausschlief3lich mit Vollblutproben dpmaret. In diesem Versuchsblock
wurde untersucht, wie gut markierte Liposomen \smiiérten Blutzellen aufgenommen
werden. Hierzu wurde zunachst ein Versuch mit isittelistopaque isolierten
Granulozyten sowie PBMC (FACS: gegated in Monozyted Lymphozyten) in PBS
durchgefuhrt (Abb. 31a). Dabei konnten nach Inkigipatnit liposomal verkapseltem
FITC-Dextran weder bei den Granulozyten noch be& dgmphozyten nennenswerte
positive Zellpopulationen nachgewiesen werden. @lidf ist die hohe Anzahl positiver
Monozyten (Uber 50%), sowohl bei Verwendung von dRimoin- als auch bei
Verwendung von FITC-Dextran gelabelten Liposomen.
Vergleichend sind die entsprechenden Vollblutinkidveen der vorherigen Versuche
dargestellt (n=3, Abb. 31b).
Grol3e, mit Rhodamin gelabelte EPC:Chol-, EPC:EPGI:Gind EPC.EPG:Chol:PEG-
Liposomen werden gut in isolierte Granulozyten dMwhozyten aufgenommen. Ebenso
entspricht bei Lymphozyten das Bild bei isoliertéallen etwa dem von Vollblut.
Auffallig sind die hohen Werte fur FITC-markiertappsomen nach Inkubation mit

isolierten Monozyten.
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isolierte Zellenin PBS (Histopaque) Abb. 31:
100 n=1 — Aufnahme  von  FITC-
90 1 O Rh.03 pextran- und 1 mM
38 B FTC | 05mol% Rhodamin-mar-
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0 | [ [ n= 3)]. Die Zellel
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4.4.1.5. Aufnahme von Rhodamin-markierten 200 nm @fden

Liposomen in Leukozyten eines CGD-Patienten
Abb. 32-34 zeigen die Aufnahme der verschiedengmodomenpraparationen in
Granulozyten (Abb. 32), Monozyten (Abb. 33) und Ipmozyten (Abb. 34) eines
Patienten mit CGD. Vollblut wurde mit 0,1 mol%, Gy#®1% und 2,5 mol% Rhodamin-
markierten Liposomen uUber 30, 60 und 120 min in&tbiln Abb. 34 werden diese

Messwerte mit denen von gesunden Probanden vegglich
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Abb. 32: Antil positiver Zellen am Granulozytengate nach 3@,m0 min und 120 m
Inkubation von Vollblut eines CGPatienten mit 1 mM oder 2 mM 0,1 mol%, 0,5 m

oder 2,5 mol% Rhodamin-markierten EPC:Chol- (a), CEHPG:Chol- (b) unc
EPC:EPG:Chol:PEG- (c) Liposomen bei 37°C, n=1
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Abb. 34: Anteil positiver Zellen am Lymphozytengatech 30, 60, und 120 min Inkubat
von Vollblut eines CG[Ratienten mit 1 mM oder 2 mM 0,1 mol%, 0,5 mol% r
2,5 mol% Rhodamin-markierten EPC:Chol-(a), EPC:ER®GI{(b) unc
EPC:EPG:Chol:PEG-(c) Liposomen bei 37°C, n=1
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Insgesamt sind die Werte im Vergleich zu andereaob&rden relativ hoch. Zur
Veranschaulichung sind in Abb. 35 die Werte des Ralenten unter der
exemplarischen Verwendung von 0,5 mol% Rhodamialgglen 1 mM Liposomen
nach einstiindiger Inkubationszeit den Durchschwéitien von gesunden Spendern

(n=3) gegenubergestellt.

CGD - Patient (n=1) %0 gesunde Spender (n=3)
% O 1mM
80 __ B 1mM 80 60 min
60 min 70
70+——
- 60 g 60 -
2 50 — 520
© 240 -
S 40 N -[
30 T
30 T
20 | 20
10 1 Iil
10 W I E—
0 T T T T T T T ‘D‘D‘D 0 Iil‘ ‘I:I‘ T T T T \I—EI‘I—:]‘ |
EPC EPGPEG ~ EPCEPGPEG  EPCEPGPEp EPCGE;nG PEG EPCI\/IIE(:r? PEG EF’LC ;PG PEG
Gran Mon. Lym. | i i ym.

Abb. 35: Anteil positiver Zellen am jeweiligen Gatach 60 min Inkubation von Vollbl
eines CGDPatienten (a) im Vergleich zu den Mittelwerten \®igesunden Spendern
nach Inkubation mit 1 mM 0,5 mol% Rhodamin-marlgéert EPC:Chol- (EPC)
EPC:EPG:Chol (EPG)-und EPC:EPG:Chol:PEG- (PEG) 4gpaen bei 37°C

4.5.1n vitro-Untersuchungen zur Rekonstitution der Bildung vonROS
bei NADPH-Oxidase defizienten humanen und murinen

Leukozyten

Der ,oxidative Burst* wurde zum einen mit Hilfe dB8HR-Assays gemessen, bei dem
DHR intrazellular oxidiert wird und die so markerZelle durchflusszytometrisch
erfasst wird. Zum anderen wurde die Chemilumineszeingesetzt, mittels der die
Produktion reaktiver Sauerstoffspezies tber 30 kdinkontinuierlich erfasst wurde.
Fur diese Versuchsreihe wurde GO in EPC:EPG:Chmbdomen verkapselt. Dieser

Liposomentyp wurde bei den Aufnahmeversuchen (Kap. am besten aufgenommen.
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4.5.1. Messung der intrazellularen BO, Produktion nach Inkubation
mit GO-EPC:EPG:Chol-Liposomen (GOL) mit Hilfe des DHR-

Assays
Im Folgenden wurde mit Hilfe von FACS-Analysen (DiARsay, siehe Kap. 3.2.4.4.)
Uberprift, ob der oxidative Burst in NADPH-defizien Zellen mit in EPC:EPG:Chol-
Liposomen verkapselter GO wiederhergestellt weikdam.
Als Negativkontrolle wurden die Leukozyten lediglianit DHR inkubiert. Dabei
wurden sowohl fur die Wildtypmaus (murin, gesund§ auch flr den gesunden
Spender (human, gesund) keine nennenswerten mosiignale festgestellt (<2%). Die
Ergebnisse sind in Abb. 36-38 dargestellt und werde Folgenden fur die einzelnen
Gates erlautert.
Granulozyten: Die murinen und humanen NADPH-defizienten Granuiezywaren
erwartungsgeman auch unter Stimulation mit PMA tracim oxidativen Burst fahig.
Bei der C57BI6/J-Maus (= Wildtyp) lag der positiventeil der Granulozyten nach
Stimulation bei 81,9%, bei denen des gesunden rhikcisen Spenders lag der Wert bei
42,6%.
Nach GO-Liposomen-Gabe waren bei der C57BI6/J-M&8% und beim gesunden
menschlichen Spender fast 99,2% der Granulozytsitiyao
Die NADPH-Oxidase-defizienten Granulozyten wareni lber Maus nach GO-
Liposomeninkubation zu 25,2%, beim CGD-Patientelogh zu 99,7% positiv.
Monozyten: Die murinen und humanen CGD-Monozyten sind wie ei@vanit PMA
nicht stimulierbar. Der Werte fur die nicht defizien humanen Monozyten blieben bei
der Stimulation mit PMA unter 5%. Nach der Inkubatimit GOL lagen sie beim
Spender und beim CGD-Patienten knapp tUber 10%d&elC57BI6/J-Maus hingegen
lag der Wert nach Stimulation mit PMA bei knapp76,und nach GOL-Inkubation bei
53,6%.
Der Anteil positiver Zellen nach GOL-Inkubation lar CGD-Maus lag jedoch dhnlich

wie beim CGD-Patienten nur bei ca. 15,2%.
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Abb. 36-38: Anteil positiver Granulozyten (Abb. 38Jonozyten (Abb. 37) und Lymphozyten
(Abb. 38) am jeweiligen Gate im DHR-Assay nach 1f kubation von Gesamtleukozyten in

Vollblut

a) eines CGD-Patienten und eines gesunden Speamutérs
b) einer CGD- bzw. C57BI6/J-Maus (gesund)
Die Leukozyten wurden nach der ErythrozytenlyseHIBSS resuspendiert, ggf. mit PMA
stimuliert oder mit EPG:EPC:Chol-GOL inkubiert (1nfM.) und mit DHR markiert. n =1
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Lymphozyten: Die PMA-Stimulation fihrte bei der CGD-Maus nichi positiven
Signalen.

Der positive Anteil an den Lymphozyten beim Mengeft selbst nach Inkubation mit
GOL lediglich bei 2% beim gesunden Spender und1)4% beim CGD-Patienten.
Inkubation mit PMA bei der C57BI6/J-Maus fuhrte 216% und bei GOL-Inkubation
zu rund 13,8% positiven Lymphozyten. Bei der CGDuslanach GOL-Inkubation

wurden rund 5,6% der Zellen positiv.

4.5.2. Messung der Bildung von ROS mit Hilfe der C&dmilumineszenz

In der Chemilumineszenzmessung wird im GegensatdezuMomentaufnahme des
DHR-Assays der oxidative Burst kontinuierlich eim&be Stunde lang gemessen. Die
gemessene Einheit ist ,relative light units" (RLWie Grundemission liegt in der
Regel im Bereich von f0- 10 RLU. Um die Werte méglichst (bersichtlich
darzustellen wurde im Folgenden als Einheit RLUOX 4 sowie eine logarithmische
Darstellung gewahlt.

Da im Gegensatz zum DHR-Assay bei der Messung mthiinblick auf die einzelnen
Zellen differenziert wird, ist hier ein Einflussrdeiedrigen Granulozytenzahl und der
niedrigen MPO-Aktivitat im Mausmodell zu erwarterDer Einsatz isolierter
Granulozyten war aufgrund der geringen Menge MauisbEht maoglich.

Daher wurde Vollblut nach Erythrozytenlyse (Kap.2.3.4) verwendet. Die
Gesamtleukozytenzahl betrug 100 000 Zellen pro #@ng&vVell). Es wurde mit

Dreifachanséatzen gearbeitet.

45.2.1. Vorversuche

Es galt einen Versuchsaufbau zu finden, bei derh Biemanes und murines Blut

einigermalien vergleichen lasst.

4.5.2.1.1. Vergleich der Chemilumineszenzsignale wayesunden und
NADPH-Oxidase-defizienten murinen und humanen Leukeyten

unter Stimulation
Die unterschiedlichen Eigenschaften von humanemmuadnem Blut wurden in den
vorhergehenden Kapiteln (4.3.1 und 4.3.2.) belstchrieben.
Es galt zunachst festzustellen, ob ein Vergleich wourinem und humanem Blut
madglich ist.
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Die Chemilumineszenzmessung wird in der Kinderklifiibingen routinemalig zur
Diagnose der septischen Granulomatose eingeseaizh Aas Blut des zur Verfligung
stehenden Spenders mit CGD (méannlich, ca. 30 Jatueje bereits mehrfach nach
Stimulation mit PMA und Zymosan gemessen, ohne gasm Effekt nach Stimulation
zu sehen war. Es werden die Effekte bei Gesamtiséo nach Vollblutlyse von einer
CGD-Maus, einer Wildtypmaus (C57BI6/J) eines gesangienschlichen Spenders und
eines CGD-Patienten verglichen (Abb. 39) .

Die Werte bei humanem Vollblut waren unstimulietiwa&s hoher als bei der
Wildtypmaus, stimuliert lag der Unterschied bei guter Zehnerpotenz. Bei dem Blut
der defizienten CGD-Méause und des CGD-Patientegteealie Stimulation mit PMA
keinen Effekt.

1000 1000
Maus Mensch
< 1004 < 100 —
4 @ unstimuliert ul @ unstimuliert
o ]
3 EPMA X m PMA
= 0
1 T (R ——
a CGD Bl6 b CGD gesund

Abb. 39: Chemilumineszenz von Gesamtleukozyten ri&agthrozytenlyse unstimuliert sowie
nach Stimulation mit PMA. a) CGD-und C57BI6/J (BMausen

b) CGD-Patienten und gesunder Spender
Es wurde die Produktion von reaktiven Sauerstoffigmemit Hilfe der Luminol-vermittelten

Chemilumineszenz von 100 000 Leukozyten pro wellDmifachansatz (n = 3, MW SD)
Uber 30 Minuten bei 37°C gemessen.

4.5.2.1.2. Chemilumineszenzmessungen mit GOL in Alasenheit von

Leukozyten
Ein weiterer Versuch sollte klaren, in welchem Aaf®a GOLs von sich aus in
Gegenwart von Glucose Chemilumineszenzsignale gereuund ob Plasma
Auswirkungen auf diese Prozesse hat. Dazu wurde:HFG:Chol-Liposomen
eingesetzt (Abb. 40).
Die Liposomen wurden mit 1mM Endkonzentration egsejet. Die Endkonzentration

des Plasmas lag bei 25%.
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Die Chemilumineszenz von Liposomen in glucosehattigPuffer (HBSS) lag bei
10 x 10 RLU. Bei dem Ansatz mit humanem Plasma war der \§eretwa ein Viertel
verringert, im murinen Plasma hingegen um eine Zgtotenz erhoht. Der hohe Wert

nach Inkubation von GOL mit murinem Plasma war odpeierbar.

4.5.2.1.3. Inkubation von murinen Leukozyten mit ERE:EPG:Chol-
und GO-EPC:EPG:Chol-Liposomen

Ziel dieses Versuches war es zu Uberprufen, olinétigbation mit Leerliposomen (d.h.
ohne Einschluss von GO) bei den Wildtypméausen (0&JB zu einer CL-Antwort
fuhrt.

Alle Ansatze enthielten Gesamtleukozyten nach Bggtenlyse und 15% Plasma. Die
Leukozyten von C57BI6/J -Mausen und im Vergleickudaon CGD-Méausen wurden
ohne Liposomen (HBSS, Negativkontrolle), mit LgawBomen (EPC:EPG:Chol-
Liposomen) und mit GOLs (GO-EPC:EPG:Chol-Liposomahkybiert.

Abb. 41 zeigt die dabei erhaltenen Ergebnisse. lipesomen flhrten zu keiner
signifikanten Steigerung bei der Inkubation mit 8%7J -Leukozyten im Vergleich zur
Kontrolle (HBSS). Die Inkubation der Leukozyten md3OLs fuhrte hingegen sowohl
bei den Ansatzen mit C57BI6/J als auch bei den @@lkozyten zu einer Steigerung

der Chemilumineszenzsignale im Vergleich zur zei#in GOL-Inkubation (Abb. 41).
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Abb. 41: Chemilumineszenz von Gesamtleukozyten @@D- und BI6M&ausen in HBSS nr
15% Plasma f.c.. Es wurde ohne, mit EPC:EPG:ChelHLgposomen und mit GO
EPC:.EPC:ChoLiposomen (f.c. 1mM) inkubiert und die Produktiononv reaktive
Sauerstoffspezies durch 100 000 Leukozyten Ubektuheinol-vermittelte Chemiluminesze
30 Minuten bei 37°C gemessen (n = 3, MWED).

4.5.2.1.4. Direktinkubation von gesunden murinen uth humanen

Leukozyten und Vorinkubation in Vollblut mit GOLs
Bei der Direktinkubation wurden nach Erythrozytenlyse die Gesamtleukozyten,
Plasma und Liposomen gleichzeitig auf die Plattgegen und Uber 30 Minuten
gemessen. Bei d&orinkubation wurden die Liposomen fir 15 Minuten bei 37°C zu
Vollblut gegeben. Durch die anschlieliende Erytherdyse und durch die darauf
folgenden Waschschritte befindet sich kein PlasmaAnsatz. Abb. 42 zeigt die dabei

erhaltenen Ergebnisse.

Direktinkubation | ©HBSS Vorinkubation | ®EPC:EPG:Chol-
1000 mEPCEPGChor | 100 B GO-EPC:EPG:Chol-
Liposomen
B GO-EPC:EPG.Cholf

= 100 | Liposomen 3 100
S 2

x x
3 3
z 10 £ 10

1 1-

a BI6- Maus Mensch b Bl6- Maus Mensch

Abb. 42: Chemilumineszenz von Gesamtleukozyten BifitM&ausen sowie einem gesunden
humanen Spender in HBSS bzw. inkubiert mit EPC:EPGI-Leer- und EPC:EPG:Chol-GO-
Liposomen. Bei der Direktinkubation (a) betrug @i des Plasmas 15%. Die Messung nach
Vorinkubation Uber 15 Minuten bei 37°C in Vollbl(ls) erfolgte im plasmafreien Ansatz. Die
Messung der Luminol-abhangigen CL erfolgte tbeMsguten (n = 3, MW= SD).
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Wie aus Abb. 42 zu ersehen ist, fuhrt die Direktiimition muriner Leukozyten mit
Leerliposomen zu keiner mit GO-Liposomen hingegen einer massiven
Chemilumineszenz.

Die Vorinkubation fiihrte sowohl bei Verwendung Moger-, als auch bei Verwendung
von GO-Liposomen bei den Maus-Leukozyten nur zu ereingeringen

Chemilumineszenz. Im Gegensatz dazu fuhrte bei hamdeukozyten sowohl die
Vorinkubation mit Leerliposomen als auch die Votbktion mit GO-Liposomen zu

einer messbaren Erhéhung der Chemilumineszenz.

4.5.2.3. Vergleich der Rekonstitution des oxidativeBurst in humanen
und murinen NADPH-defizienten Zellen mit Hilfe von GOL

Murines Plasma fihrt also zusammen mit GO-Liposonmn einer massiven
Chemilumineszenz. Im Gegensatz dazu nimmt die dbemnmieszenz in Gegenwart
von humanem Plasma etwas ab. Um das murine undrieuBystem besser vergleichen
zu koénnen, wurde auf Plasma verzichtet.

Im folgenden Versuch (Abb. 43) wurden Leukozytenesi CGD-Patienten, eines
gesunden Spenders, einer CGD- und einer Bl6-Mau$ w@r Erythrozytenlyse in
HBSS resuspendiert. Die Messung erfolgte entwedame oZusatze, oder unter
Stimulation mit PMA bzw. Zymosan bzw. in Anweserthaion 1mM f.c.
EPC.EPG:Chol- bzw. GO-EPC:EPG:Chol-Liposomen.

O
10000 Becgd | 10000 cgd
Mensch B gesung
1000 - 1000
< ~N
g S
< 100 < 100 |
o) D
— -
@ o4
10 10 1
1 1
HBSS PMA Zymo- Leer- GO- HBSS PMA Zymo- Leer- GO-
a san EPG EPG b san EPG EPG

Abb. 43: Chemilumineszenz von Leukozyten .
a) eines CGD-Patienten und eines gesunden Spendgreiner CGD-und einer BI6-Maus °h
in HBSS ohne Zusatze, mit PMA, Zymosan und 1mM ERC:EPG:Chol- (LeeEPG) bzw
1mM f.c. GO-EPC:EPC:Chol-Liposomen (GO-EPG). Diessleng der Lumino&bhangige
Chemilumineszenz erfolgte Giber 30 min bei 37°C @) MW = SD).
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Bei den Versuchen mit humanen Leukozyten fiel éinBe Chemilumineszenz nach
Inkubation mit Leerliposomen beim gesunden Speraldr ahnlich wie nach der
Inkubation mit Zymosan.

In der Tendenz ahneln die Werte bei den murinerkazeyten denen des Menschen, die

GO-Liposomen haben einen starkeren Effekt.

4.6. Langzeituntersuchung an CGD-Mausen nach Dreitdngabe von
GOL im Vergleich zu unverkapselter GO und PBS

Der Zustand und das Verhalten der Mause unteragtegf intravendser Gabe von freier
GO und GOLs im Abstand von 24 h wurde beobachtesoBders geachtet wurde auf
Symptome maoglicher Unvertraglichkeitsreaktionen wieellverdnderungen oder
Nekrosen von Hautpartien. Als messbarer Paramiétetein Gesundheitszustand wurde
das Gewicht protokolliert.

Vor allem bei den Mannchen traten an der InjekSoelte Veranderungen auf. Hier
gelangte aufgrund der schlechten Sichtbarkeit deenevt wahrscheinlich
Injektionsflissigkeit paravends ins Gewebe. Die alek, teilweise erheblichen
nekrotischen Veranderungen sind fir die jeweiligégre nach Tagen aufgeschlisselt

im Anhang verzeichnet.

Tabelle 3: Ubersicht iiber die Versuchsgruppen

Maus PBS GO(PBS) GO-EPC:EPG:CHol-
Liposomen

M1-M2 3x (Tag 0, 1, 2) - -

M3-M5 - 3x -

M6-M8 - ] 3%

4.6.1. Allgemeinbefinden nach Gabe von unverkapselt GO und
GOLs

Parameter zur Beurteilung des Allgemeinbefindensi Bbéausen sind die
Gewichtsentwicklung, das Verhalten und der Zustded Fells. Bei den behandelten
Mausen waren keine Verhaltensdnderungen zu bedclduch das Fell war
unauffallig.

Die Gewichtsentwicklung ist in Abb. 44 dargestelabei wurde das Gewicht am Tag
vor dem Versuchsbeginn als 100% festgesetzt. DagdBeder Tiere schwankte im

Mittel lediglich um 5% und nahm im Gesamtverlaujaoetwas zu.
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Abb. 44: Gewichtsentwicklung als Mittelwerte dewgligen Versuchsgruppe nach G
von Puffer [PBS, n=2] und GO in geloster [GO(PB®)3] bzw. in EPC:EPG:ChdbOL

verkapselter Form (GOL, n=3, MW SD). Die Gabe erfolgte an Tag @, und :
intraven®s.

Das Gewicht bot also ebenfalls keine Anhaltspunkiiégr ein gestortes

Allgemeinbefinden.

4.6.2. Blutglucosespiegel nach Gabe von unverkapsel GO und von
GOLs

Die Blutprobe zur Glucosemessung wurde in der Rageader Schwanzvene, lediglich
bei der Tétung an Tag 11 am Herzen entnommen. Essihg erfolgte an den Tagen
0, 1 und 2 je 60 bzw. 480 Minuten nach der i.v.-a&wwie an Tag 4 bei der Kontrolle
der Tiere und an Tag 11 nach der Toétung. An demgRlaosewerten (Abb. 45) waren
keine klaren Tendenzen zu erkennen. Nach der Gadrgier GO bzw. GOL wurde
keine signifikante Abnahme der Glucose beobachtet.

Starke Abweichungen nach oben, wie bei GO(PBS) ag # waren meist mit
erfolgreicher Flucht vor dem Einfangen oder bei G@étung an Tag 11 mit beginnender
Gerinnung des Blutes verbunden mit der Anzeige gles?“ auf dem Display des

Messgerats korreliert.
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Abb. 45: Blutglucosewerte der Versuchsgruppen ri@abe von Puffer [PBS, n=2,MW SD],
geléster GO [GO(PBS), n=3, MW SD] und GO-Liposomen [GOL, n=4, MW SD]. Die
Gabe erfolgte an Tag 0, 1 und 2 intravends, diesMiag an Tag @-je 60 und 480 min dana
an Tag 4 bei der Kontrolle und an Tag 11 nach duig.

4.6.3. GO-Protein-Konzentration und Konzentration tinktioneller GO

in Organen und Serum
Die GO-Konzentration ausgewahlter Organe und deasin® wurde am Ende des
Versuches (d11) ermittelt. Die Beendigung des Mgies erfolgte spat, um auch
maogliche Spatfolgen (z.B. Nekrosen an Ohrenspit&amoszuk et al. 1993) der GO-
Gabe beurteilen zu kdnnen.
Da bekanntermal3en Liposomen im retikuloendothali&gstem von Milz und Leber
abgebaut werden, stellte sich die Frage, ob GOrdmtigewiesen werden kann und ob
dort gefundene Glucoseoxidase noch aktiv ist.
Daher wurden neben der GO-Proteinkonzentrationsinesing im Sandwich-ELISA in
einem ,direkten* ELISA die ,funktionelle® GO nachgésen. Dabei wurde die GO aus
dem Gewebe bzw. Serum zur Umsetzung von Glucosetgemabei entsteht J@,
das mit Hilfe einer Meerrettichperoxidase zur Urmeafj eines photometrisch
messbaren Farbstoffes verwendet wird.
Im Serum war erwartungsgemald zum Zeitpunkt der nigh®@ Tage nach der letzten
Gabe (= d11) keine GO mehr nachweisbar, ebensa mcdNiere und Knochenmark.
Der Gehalt in Leber und Milz ist in Abb. 46 dargait Die Organe von Maus (M) 3
und 6 wurden zur histologischen Untersuchung forfiziert und standen daher nicht
fur den ELISA zur Verfigung.
Die gemessenen Werte liegen alle in der Nahe dehwgisgrenze des Assays. Diese

ist abhangig von der eingesetzten Organmenge wugt bei dieser Messung bei
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0,7 pg/ml Organhomogenisat. Bei Maus 7, einem Maencdas Liposomen erhalten
hatte und massive Schwanzlasionen entwickelt hatiekeine GO in den untersuchten
Organen nachweisbar.

Bei Maus 8, einem Weibchen, das GOL erhalten hatte, zwar noch etwas GO-
Protein nachweisbar, jedoch kein funktionelles Emzy

Bei den beiden getesteten Mausen, die reine GOtemhaatten (Abb. 46a), war etwas

GO nachweisbar, die auch noch geringfiigige Aktivigigte

35 35

© freie O Leber DE .8 GOL O Leber DE

€ 37 Go M Leber SE | § ° B Leber SE

E’Z,S O Milz DE g 2,51 O Milz DE

5 2] BMizSE || S 2 @ Milz SE
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% 15 % 15
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Abb. 46: GOKonzentration in Leber und Milz 9 Tage nach Dreligabe von GO (a) u
GOL (b). Die Bestimmung des funktionellen Enzymsraeu mit Hilfe eines direkte
ELISAs (DE) und die der Protein-Konzentration mitifél eines SandwicleLISA (SE;
durchgefiihrt. M4/5:GO (PBS) M7/8: GOL

4.6.4. Messung der intrazellularen HO,-Produktion eine Stunde nach
GO-Gabe mit Hilfe des DHR-Assays

Um die Rekonstitution des oxidativen Bursts zu fligen, wurde ein DHR-Assay mit
dem eine Stunde nach der ersten GO-Gabe (freie &® @OLS) entnommenen
Vollblut durchgefuhrt (Tab. 4). Alle Proben wurdemit PMA stimuliert. Zum

Vergleich diente Blut einer ,Balb ¢ Maus®, da dieseBezug auf die NADPH-Oxidase
Wildtypeigenschaften besitzt. Diese Kontrolle zeigtin deutlich positives Bild,
wahrend die Proben der behandelten und der unbehamdCGD-Mause negativ

waren.
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Tabelle 4: Anteil positiver Zellen am jeweiligen t€aach PMA-Stimulation der mit PBS, mit
in PBS geloster GO sowie mit GOL behandelten CGudéasowie einer Balb c-Maus
60 Minuten nach i.v-Gabe von PBS, GO in PBS gddést GO-Liposomen.

Gruppe Maus % gated
1-8: CGD- Mause  Granulozyten Monozyten Lymphoyzten
PBS 1 3,21 0,54 0,82
2 0,88 0,53 1,29
GO in PBS 3 0,68 1,07 2,96
4 1 0 0,22
5 0,79 3,28 0,94
GOL 6 1,79 3,15 0,86
7 0,98 2,52 0,31
8 0,4 0 0,11
Balb ¢ Maus 9 91,99 67,62 39,63

4.6.5. Bestimmung des GO-Antikdrpertiters im Serum

Dieser Tierversuch sollte vor allem die Frage bearten, ob die Gabe von GO eine
Antikorperbildung zur Folge hat und inwiefern dierdapselung in Liposomen eine
Auswirkung auf die Hohe des Titers hat. Bei Mauseerden binnen 2 Tagen
Antikorper gebildet (Kenny und Herzberg, 1967). Bedreifacher Gabe an
aufeinanderfolgenden Tagen ist daher ein BoostkEffe erwartenDer Einfluss der
liposomalen Verkapselung der GO auf ihre Antigekwmg sollte also deutlich werden.
Mit Hilfe der Seren aus dem Versuch wurde ein ELI&& Antikdrper gegen GO
etabliert. Etabliert wurde folgendes Vorgehen (giabch Kap. 3.2.8.1.1.):

Coaten: 96-Well Platten mit 7,025 U GO/Well (in Citrat-Rphatpuffer, 12h bei 4° C).
Positivkontrolle: Es wurde ein monoklonaler muriner lg@&ntikérper gegen GO
verwendet. In der Titration gegen den Detektionkaner (anti-Maus-HRP) war eine
Verdinnung des monoklonalen murinen g&htikorper gegen GO von 1:25 000 bis
1:3 200 000 in Verdunnungspuffer gut detektierléurde zur Verdinnung Mausserum
verwendet, fielen die Extinktionen etwas niedrigmrs als bei Verwendung von
Verdunnungspuffer. Bei verdinntem Serum wurde ditei2nz geringer. Der Grad des
Einflusses des Serums hing vom einzelnen SerumStirker hamolytische Seren
beeinflussten die Ergebnisse bei geringen Verdigemetwas starker.

Bei der 1: 3 200 000-Verdunnung kam es bei deuthi&molytischen Seren zu falsch
negativen Ergebnissen. Daher wurdeNdshweisgrenzel: 1 600 000 gewahlt.
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Als Negativkontrolle diente Mausserum von unbehandelten M&usen. Bigizer
Verdunnung der Positivkontrolle von 1: 3 200 000nkas nicht zu falsch positiven
Ergebnissen.

Im Vergleich zur Positivkontrolle wurde das Seruar ¥ersuchsméuse auf Antikérper
untersucht. Es wurden stets Negativkontrollen riitge. Als positiv galten Proben,
deren Extinktion grol3er oder gleich der Nachweisgeewvar.

Detektionsantikorper: Optimale Ergebnisse stellten sich bei einer Vierding von
1:2500¢€in. Die Inkubation mit dem Substratpuffer und Messung erfolgte wie in
Kap. 3.2.7.2. beschrieben.

Aufgrund der Serumeigenschaften bot sich  deAntikorpertiter als
Auswertungskriterium also an. Der Vorteil lag dar@tass hier die héchst mdgliche
Verdinnung zur Bewertung herangezogen wird und tsdimi Serumeffekte minimiert
wurden. Die Verdinnung der Proben erfolgte zunadh%0. Nachdem so der zu
erwartende Bereich eingegrenzt war, wurde in dieBemeich mit 1:2-Verdinnungen
gearbeitet. Aufgrund der groRen Unterschiede zwiscten Titern (1:16 bis Uber
1:2048) hat sich dieses Vorgehen bewahrt.

/'La?i!_'e 51t_t e cop. d0-02je Maus | AK-Titer
ntikdrpertiter im Serum von -

Mausen ermittelt mit Hilfe des AK- 1.4’05 v N an Tag 11
ELISA. Die Gabe von 100 ul GO in P LY. (Geschiecht

(GO in PBS) bzw. GOverkapselt i  GOInPBS| 3 (m.) 1:256
EPC:EPC:Chol-iposomen (GOL) m 4 (w.) 1:128
einer Aktivitat von 14,05 Units erfolc 5 (m.) 1:128
an Tag 0, 1 und 2 i.v. Das Blut wurde

Tag 11 retrobulbar und  mitte -
Herzpunktion gewonnen. *Bei Maus 7 GOL 6 (w) 1:1024
eine korrekte i.vBoosterung nicl 7 (m.) 1:128
gewahrleistet. 8 (w.) >1:2048

Nach PBS-Gabe waren keine Antikérper nachweisbai. d&n Tieren, die GO in
geldster Form erhalten hatten, lag der Antikorpartzwischen 1:128 und 1:256.

Bei den Tieren, denen GOL verabreicht wurden, walienTiter recht unterschiedlich.
Die beiden Weibchen, bei denen die i.v.-Applikatmoblemlos verlaufen war, zeigten
sehr hohe Titer (> 1:1024). Bei dem Mannchen* lay diter lediglich bei 1:128.
Moglicherweise war die korrekte i. v.-Boosterunghtigewahrleistet, wie die massiven

nekrotischen Verdanderungen am Schwanz vermuteeriass
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4.7. Therapie von CGD-Mausen mit GOL nach Infektionmit Staph.

aureus
Tabelle 6: Anzahl der Mause Staph. aureus (Tag 0) GOL (Tag 5)
Ubersicht tber di 3 - -
Versuchsgruppen 2 - +
9 + -
9 + +

Die Tiere wurden an Tag 0 mit 2 x 1&KbE Staph.-aureus intraperitoneal infiziert. An
Tag 5 wurden i.v. 100 pl in EPC:EPG:Chol-Liposome&rkapselte GO gegeben,
entsprechend 3,65 pg Lipid und 0,041mg GO (11,5&sinNach der GOL-Gabe
wurde die Blutglucose sofort, sowie nach 60, 12 @nd 480 Minuten gemessen. Die
Beendigung des Versuches folgte an Tag 6. Mit demvognenen Blut wurde die
Expression von Komplementrezeptoren mit Hilfe d&CS-Analyse untersucht. Das
Ausplattieren der Peritoneallavage zur Feststelldaeg KbE erfolgte sofort nach der
Aufkonzentration. Serum, sowie die Organe LebeizMiiere, Darm (lleum), Thymus,
Herz, Lunge, Muskel, Knochen und Gehirn, wurden Ais Durchfihrung des GO-
ELISAs bei —20°C gelagert.

4.7.1. Gewichtsentwicklung bei gesunden und infizieen CGD-Mausen
nach Gabe von GOL

Um den Krankheitsverlauf zu beurteilen und Auswirgen der Therapie aufzeigen zu
kénnen, sollen im Folgenden infizierte behandehe infizierte unbehandelte Tiere
gegenilbergestellt werden. Um Einflisse des Versibtdusfes (z.B. Stress durch
,Handling®) einschéatzen zu kénnen, wurden auch dreht infizierte, lediglich mit PBS

behandelte Kontrollen mitgefiihrt. Zur UberpriifungnvNebenwirkungen der GO-
Liposomen dienten die zwei nicht infizierten behelteh CGD-Méause.

Die Gewichtsschwankungen waren insgesamt rechbhgy¢Abb. 47). Bei den 3 nicht
infizierten und lediglich mit PBS behandelten M&usearen die Schwankungen mit
rund 1% sehr gering. Die gesunden, mit GO-Liposorbehandelten Mause hatten
einen leichten Gewichtsverlust von weniger als 3%.

Die 18 infizierten Mause nahmen im Laufe des Vedmsscrelativ konstant sowie
unabhangig von der Behandlung im Mittel ca. 5%Adlerdings war in beiden Gruppen
jeweils ein Tier dabei, das mit ca. 20% Gewichtiegrbis zum Versuchsende dem

Kriterium flr unzumutbar schwere Erkrankungen nigdma.
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Insgesamt war das Gewicht bei den gesunden Tierem @nter Behandlung (PBS und
GOL) fast konstant. Bei den infizierten Tieren saohd Gewichtsverlaufe zwischen den
Einzeltieren recht unterschiedlich, &hneln siclo@udim Mittel.

Da der Versuch einen Tag nach der GOL-Gabe beendee, war ein Einfluss auf das
Gewicht nicht zu erwarten. Auffallend waren die rsamterschiedlich schweren
Krankheitsverlaufe bei gleicher Infektion und Bethlaimg.

“OTePBS|  micht infiziert 1101,
| - PBS| staph. aureus T
g 1%7=coL ; 5105, goL rT
E T s 1 T
Z 100 ® i i %100 - T
e % L £ 951 3 '
g 90 g 90
> - =¢ -
I L InPB9=3 3 g5 [N(PBS)=9 1 1
n(GOL) =2 n(GOL) =9 - L
80 ‘ 80 ‘ ‘
a do d5 d6 b 0 di  d2 d5 dé

Abb. 47: Gewichtsentwicklung bei (a) gesunden uodnjit Staph. aureus infizierten CGD

Méausen unter Therapie (GOL, a: n=3, b: n=9, MV8D) im Vergleich zur Scheinbehandl
(PBS, a: n=2, b: n =9, MW SD).

4.7.2. Blutglucosekonzentration bei gesunden und finierten CGD-

Mausen nach Gabe von GOL

Der Blutglucosewert, dargestellt in Abb. 48, isdrktstressabhangig. Dennoch zeigten
sich in diesem Versuch gewisse Tendenzen. Die Agsyeerte lagen bei den gesunden
Tieren, ahnlich wie vor dem Versuch am Behandluagstiber 150 mg/dl. Bei den
infizierten Tieren liegt der Ausgangswert vor deblGGabe im Mittel etwa 50 mg/d|
niedriger. In der ersten Stunde nach PBS-Gabendeiehter Anstieg, nach GOL-Gabe
ein leichter Abfall des Blutzuckerspiegels zu bestie. Danach ist bei allen Gruppen
ein leichter Abfall festzustellen. Der 8h-Wert istbeiden Fallen am niedrigsten. 24 h
nach der Behandlung wurde bei den gesunden TieasnAdisgangsniveau wieder
erreicht, bei den infizierten wurde es sowohl bBSFGabe als auch bei GOL-Gabe
leicht Ubertroffen.

Aufgrund der starken Schwankungen der Einzelweirtd sliese Tendenzen jedoch
nicht Uberzubewerten. Einzelne sehr niedrige Westdhienen mit schlechtem
Allgemeinbefinden der jeweiligen Maus zu korrelrerdnsonsten scheint das Handling

die Werte stark zu beeinflussen.
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Abb. 48: Blutglucose bei (a) gesunden und (b) nm#pB. aureus infizierten CGBlausel
unter Therapie (GOL, a: n=3, MW SD, b: n=9, MW + SD) im Vergleich zL
Scheinbehandlung (PBS, a: n=2, MWSD, b: n = 9, MW= SD), gemessen mit dem (
Touch ultra-Blutglucosemessgerat.

4.7.3. Keimzahlen und Abszessformation als Parametefir den
Therapieerfolg

Zur Beurteilung der Infektion sollte urspringlicle dtaph. aureus Kultur aus der
Peritoneallavage dienen. Allerdings hing die Anzdét Keime (KbE) in erster Linie
mit der Lokalisation der Abszesse zusammen. Wuedl® Er6ffnen der Bauchhohle ein
Abszess getroffen oder waren Abszesse aufgrundvesklebungen gerissen, wurden
in der Peritoneallavage extrem hohe Keimzahlen hjez&8ei unbeschadigten
Abszessen war die Peritoneallavage unabhéngig emndi\nzahl und Grol3e steril.
Abb. 49 zeigt die mittlere Anzahl der Abszesse @n deber bei der unbehandelten im
Vergleich zur behandelten Gruppe. Die hohe Stamtavdichung aufgrund der sehr
verschiedenen Auspragung der Entzindungen bei dereleen Mausen zeigt die
Problematik des Parameters. Er lasst zudem, ebemis die Kultur aus
Peritoneallavage, keinen Unterschied zwischen deidebh Gruppen erkennen. Der
pathologisch-anatomische Befund der Sektion istAinmang fur jede einzelne Maus

aufgelistet.
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Abb. 49: Anzahl de
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PBS GOL n=9, MW=z SD
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4.7.4. GO-Gehalt in Organen und Serum 24 h nach iAGabe von GOL
Die 24 h nach GOL-Applikation entnommenen Organg das Serum wurden mit dem

Sandwich-ELISA auf ihre GO-Konzentration untersudhtder Milz und der Leber von

sieben der acht mit GOL behandelten und untersnch#use konnte GO

nachgewiesen werden (Abb. 50). Die Proben der B8 Pehandelten Tiere waren alle
negativ.

Bei der achten Maus war es unter der i. v.-Injektiau einer massiven

Kreislaufschwache gekommen und der Erfolg der Gadefraglich. Das Tier wurde

daher bei der Auswertung nicht bericksichtigt. \@€ konnte in Leber und Milz von

Maus 1 und Maus 4 nachgewiesen werden. Dabei ld’bteinkonzentration in der
Leber Uber der in der Milz. Die Konzentration innd®rganen von Maus 2— 7 war
geringer. Im Mittel war in den Organen der infizér Tiere mit rund 50 pug weniger

GO nachweisbar als bei den nicht infizierten mid L@ (Milz) bzw. 150 pg (Leber).

= 300 n==t n=-z
@® . .
2 250 GO-Proteinkonzentration O Leber
= |
= W Miz
2 200
o
£ 150
S
g 100
E 50
2 5 N W I — .——. | [ |
M1 M2 M3 M5 M6 M4 M7
infiziert nicht inf.

Abb. 50: GO-Proteinkonzentration bestimmt mit deam@vich-ELISA. Dargestellt sind @i
Organe, in denen GO enthalten war (Milz und Lebat)Staph. aureus infizierten (inf., M1
M®6) und nicht infizierten (nicht inf., M4, M7) Maes 24 h nach GOL-Gabe.
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4.7.5. Funktionelle GO in verschiedenen Organen un&erum 24 h

nach i. v.-Gabe von GOL
Dieser ELISA wurde zusétzlich zu dem Sandwich-ELIS# den gleichen Proben
durchgefihrt (Abb. 51). Er war ebenfalls bei MilndulLeber der gleichen sieben
behandelten Mause positiv. Somit war nicht nur daghandensein sondern auch die

Funktionalitat der GO in den Organen nachgewiesen.
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infiziert nicht inf.

Abb. 51: Funktionelle GO bestimmitit dem direkten ELISA. Dargestellt sind die Org;
in denen GO-Aktivitat gemessen wurde (Milz und L@h®n mit Staph. aureus infizierter
(inf., n=5, M1-M6, MW~ SD) und gesunden (ges., n=2, M4, M7, M\8D) Mausen 24
nach GOL-Gabe.

Insgesamt sind die Unterschiede im Gehalt an fanktler GO geringer als bei der
Messung der Proteinkonzentration. Sowohl bei defizienten als auch bei den
gesunden Tieren sind in Leber und Milz im Mittehd 50 pg aktive GO nachweisbar.

4.7.6. Untersuchungen auf GO-Antikbrper unter Staph. aureus
Infektion 24 h nach GOL-Gabe

Antikorper gegen GO waren im Serum der Mause besaifh Versuch, wie aufgrund
der Tétung nach 24 h erwartet, nicht nachweisbar.
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4.7.7. Messung der Expression von Komplementrezeptn auf
Leukozyten 24 h nach der Gabe von GOL

Im Rahmen des Tierversuches wurden durchflusszytsoee Messungen im Hinblick
auf die Expression von Komplementrezeptoren gemdepgt Kap. 3.2.4.5). Die
Messung erfolgte mit dem FACS im Kanal FL1 und Fd& Auswertung in einer
Vierfeldertafel.

Die Beurteilung ist nicht einfach, da bakteriellafektion die Expression von
Komplementrezeptoren auf der Leukozytenoberfladeriflussen (siehe Abb.52).
Daher wurde zum einen untersucht, ob sich die Ega zwischen infizierten und
nicht infizierten Tieren unterscheidet. Zum andenemde die Expression bei mit GOL
behandelten im Vergleich zu lediglich mit PBS badeten infizierten und nicht

infizierten Tieren untersucht.

4.7.7.1. Expression von CD 11b/ 18

Generell konnten bei der Markierung mit CD 11b CDirh FL1-Kanal positive Zellen

(CD 18 FITC) und FL2 positive Zellen (CD 11b PEWws® doppelt positive Zellen

(CD 11b 18) unterschieden werden. Es wurden jediochkeinem Fall einfach

CD 11b positive Zellen gemessen.

Granulozyten: Abb. 52a zeigt die Expression der Komplementrezept&€D11b und

CD 18 bei nicht infizierten Tieren, die mit GOL bzals Negativkontrolle mit PBS
behandelt wurden. In Abb. 52b ist die Expressioniffezierten, mit GOL bzw. PBS

behandelten Tieren dargestellt. Bei den nicht iefien Tieren (Abb. 52a) wird auf rund
60% der Granulozyten lediglich CD 18 expremiert.ppelt positiv (CD11b/18) sind
rund 40%. Zwischen den behandelten (GOL) und ddmehsndelten (PBS) Tieren
wurde kein Unterschied gefunden. Bei den infizierieeren (Abb. 52b) wurden ca.
20% einfach CD18 positive Granulozyten gemesseppBib positiv waren ca. 80% der
Granulozyten. Es ist ebenfalls kein Einfluss dehd@wllung festzustellen.

Der einfach positive Anteil (CD18) nimmt also uniéer Infektion ab, der doppelt
positive Anteil (CD 11b/18) deutlich zu. Die Beh&nty mit GOL beeinflusste die
Komplementrezeptorenexpression von CD 11b/ 18 awin@ozyten bei der CGD-

Maus nicht.
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Abb. 52: Expression von CD 11b und CD 18 auf Gramyten von gesunden (a) und ra&iaph.
aureus infizierten (b) CGD-Mausen nach Behandlung mit RBE GOL. Die Messumerfolgte

mit dem FACS in Kanal FL1 und FL2, die Auswertungeiner Vierfeldertafel (MWSD).

Monozyten: Bei den gesunden Tieren (Abb. 53a) sind zwischenr@D90%, bei den
infizierten Tieren 70-80% CD 11b positiv. Doppettsgiv sind in der nicht infizierten
Gruppe ca. 10% und in der infizierten Gruppe et@8@%. Insgesamt sind die Werte
bei der infizierten Gruppe grof3eren individuellatin®ankungen unterlegen.

Auf Monozyten wurde also mehr CD 11b als bei Gramyten exprimiert, der doppelt
positive Anteil stieg unter der Infektion zwar dealt, blieb insgesamt jedoch recht
gering.

Wie bei den Granulozyten konnte kein Hinweis aukai Einfluss der Behandlung mit

GOL im Hinblick auf die Komplementrezeptorenexpresdestgestellt werden.

100 100
gesund |glIsotyp n=2 Staph. aureusg Isotyp n=2
80 - PBS  n=3 80 | mPBS n=g
. B GOL n=2 — B GOL n=9
5 5
S 60 A S 60 -
o) ©
e e
S 40 S 40
X S
20 - 20 -
0+ - 0 -
a cD18 CD11b18 b cD18 CD11b18

Abb. 53: Expression von CD 11b und CD 18 auf Monezyon gesundera) und mi
Staph. aureus infizierten (b) Mausen nach Behagdhit PBS und GOL, MWSD
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Lymphozyten: Auf Uber 90% der Lymphozyten (Abb. 54) gesundee wfizierter
Méause wurde CD 18 exprimiert, unter 5% waren dappesitiv.
Es war kein ebenfalls Unterschied zwischen beh&sdehd unbehandelter Gruppe zu

sehen.

gesund Staph. aureus

801 O Isotyp n=2 80 1 O Isotyp n=2
e PBS n=3|g @PBS n=g
3 00 mcoL n=2 I 997 mGOL n=9
© ©
L 2
S 40 - S 40 -
S X

20 - 20 |

0 R DA 0 [T

a cpbiibis |b CD18 CD11b18

Abb. 54: Expression von CD 11b und CD 18 auf Lyngyhen von gesunden (a) und ritaph.
aureus infizierten (b) Méausen nach Behandlung mit PBS G@L, MW + SD

4.7.7.2. Expression von CD 21/ 35

Insgesamt waren die Schwankungen zwischen den leamzelieren innerhalb der
Gruppen sehr grol3. Die behandelte und unbehan@eltppe verhielt sich im Schnitt
jedoch ahnlich, weswegen im Folgenden vor allemgd#isunden mit den infizierten
Tieren verglichen werden.

Granulozyten (Abb. 55) Bei gesunden Tieren (a) waren die Halfte der Gayién
CD 21/35 positiv, bei infizierten Tieren (b) numekunftel. Hierbei ist jedoch zu
beachten, dass bei gesunden Tieren die Granula@atiesehr gering ist und sich die
Population im Dotplot nur undeutlich darstellt. Eann also nicht ausgeschlossen
werden, dass Zellen anderer Leukozytenpopulatiome&rfasst wurden.

Monozyten (Abb. 56): Sie waren bei infizierten (b) wie aum# gesunden Tieren (a) zu
30-40% CD 21/35 positiv.

Lymphozyten (Abb. 57): Sie waren bei den gesunden (a) unddbai infizierten (b)
Mausen zu 60-80% positiv.

Insgesamt schien sich also weder das Krankheitsgeeo noch die GOL-Gabe bei

Lymphozyten und Monozyten auf die Expression von QIV35 auszuwirken.
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Abb. 57: Lymphozvte

Abb. 55-57: Expression von CD 21/35 auf Granulozy@bb. 55), Monozyten (Abb. 56) und
Lymphozyten (Abb. 57) von gesunden (a) und 8#ph. aureus infizierten (b) Mausen 24 h

nach Behandlung mit PBS und GOL, MM\SD
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4.8. Therapie von CGD-Mausen mit GOL nach Infektion mit

Burkholderia cepacia

4.8.1. Vorversuche:

Monitoring der M&use im Hinblick auf den Krankheits verlauf

Es wurde nach einem in Indianapolis von Mary Dimaeengesetzten Protokoll
vorgegangen, das auf den verwendeten Stamm ausgelegEs wurde also mit 10
KbE Burk. cepacia infiziert, tags darauf mit GOph. ibehandelt und der Versuch an Tag
2 p. inf. beendet.

Um Einflisse des Versuchsablaufes wie z.B. Stresshd,Handling“ einschétzen zu
kénnen, wurde auch eine nicht infizierte, lediglictit dem Puffer PBS behandelte,
Kontrolle mitgefiihrt. Zur Uberprifung von Nebenwirigen der GO-Liposomen diente
eine nicht infizierte behandelte Kontrolle.

Die Gewichtsschwankungen waren insgesamt rechhgebie meisten Tiere haben
leicht zugenommen, einige maximal 0,5 g abgenom(Daten nicht gezeigt). Auffallig
war das Fehlen jeglicher Krankheitsanzeichen. Dasphattieren des Vollblutes flhrte
zu keinerlei Keimwachstum. Damit war zumindest deschriebene Problem mit
kontaminierenden Hautkeimen nicht aufgetreten, ghdoauch keine Sepsis
nachzuweisen. Auch die Kultur aus einem Teil derbdre sowie aus der

Peritoneallavage blieb negativ.

GO-Gehalt der Organe

Die zur Homogenisierung entnommenen Organe und SEasm wurden mit dem
Sandwich-ELISA und dem Aktivitats-ELISA auf ihren O3Gehalt untersucht
(Tab. 7). In der Milz und der Leber konnte GO beekzvon funf mit GOL behandelten
und untersuchten Mausen nachgewiesen werden. Adleran untersuchten Organe und
das Serum waren negativ. Die Proben der mit PBSarimiditen Tiere waren
erwartungsgemal alle negativ. Auffallig war nebemdinerwarteten Fehlen jeglicher
Krankheitsanzeichen, dass bei drei der funf beHtard&iere keine GO in den Organen

nachweisbar war.
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Tabelle 7: Nachweisbarkeit von GO in Leber und Mitm CGDMausen nach Einfachge
von GOLs bzw. PBS.

Zusam GO-Gehalt [ug/mi]

menge- 1h p.inf. Beendigung Leber Milz

fasste do i.p.-Inj. des Versuchs funktionelle GO  funktioneB&)
Tiere Inf. GOL an Tag GO-Proteingehalt GO-Proteingehalt

1 _ - 2 0,0 ch
0,0 0,d
1 - + 2 23,4 27,2
14,5 17,1
2 + - 2 0,0 ch
0,0 0,d
1 + + 2 5,2 131-
2,2 9,7
1 + + 2 0,0 0,d
0,0 0.g
1 + + 0 (5h p. inf) 0,( 0,0
0,0 0.q

Die Tiere wurden an Tag 0 mit £0KbE Burk. cepacia infiziert (+) oder mit PBS betat (9
eine Stunde spater mit GOL (+) oder PBgifftraperitoneal behandelt. Die Tétung folgte
Tag 2 p.inf. und in einem Fall 5h p. inf. Einzeliegi kbnnen dem Anhang entnommen wet

Titration der geeigneten Infektionsdosis

Nach den dargestellten Ergebnissen musste zun&omsheues Infektionsprotokoll
erarbeitet werden. In Tabelle 8 sind die Infektaoss, das Allgemeinbefinden und die
Blutkultur als Kontrolle der Sepsis aufgetragen.

Wie aufgrund der Ergebnisse des vorherigen Versacizminehmen, waren bei der
Infektion mit 16 KbE an Tag 1 und 2 keine Keime im Blut der CGD-K&u
nachzuweisen, ebenso verhielt es sich an Tag J.ag waren in 10 pl Vollblut zwel
KbE, an Tag 5 sechs KbE nachweisbar. An Tag 5 wulideMaus aufgrund des
schlechten Allgemeinbefindes getotet.

Bei den hoéheren Infektionsdosen war an Tag 2 ienaltédllen Keimwachstum in der
Blutkultur nachweisbar. Bei einer Maus mit der kifensdosis 10 KbE waren an
Tag 2 nur zwei KbE und an Tag 3 keine KBE nachwaisBei allen anderen waren an
Tag 2 zwischen 20 und 44 KbE und an Tag 3 zwis@&@wund 1458 KbE nachweisbar.
Dabei hatte das Tier mit der Infektionsdosis* 18bE einen massiveren
Krankheitsverlauf bei héherer Keimzahl im Blut, @eei der Tiere mit 10 KbE

Infektionsdosis.
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Tabelle 8: Allgemeinbefinden und Blutkultur nachra@hiedenen Infektionsdosen.

Infekt- Burkholderia-Anzucht
Maus ions- Allgemeinbefinden aus 10pNollblut (@1=0)  [KbE]
Nr. dosis Totung d2 d3 d4 ds
M1 10° d5 |d3 gut 0 0 2 6
d4 Fell etwas stumpf, leicht aufgekrimmte Haltung
d5 schlecht

M2  10* d3 |d2 gut

d3 vollkommen apathisch, aufgekrimmte Haltungumgfes Fell 20 1458
M3 10° d3 |d2 gut, d3 matt, aufgekrimmte Haltung und etwasstes Fell 2 0
M4 10° d3 |d2 gut, d3 apathisch, aufgekriimmte Haltung und stesell 44 262
M5 10° d3 |d2 gut, d3 sehr apathisch, aufgekrimmte Halturstumpfes Fell 29 161¢€

Die Tiere wurden an Tag 0 mit 2010 bzw 10° (n=3) KbE Burk. cepacia i.p. infiziert. C
Totung erfolgte bei deutlicher Stérung des Allgembeffindens. Einzelheiten kénnen ¢
Anhang enthommen werden.

Neben dem Verhalten und dem Haarkleid wurde dasichéwals Parameter fur den
Gesundheitszustand erhoben. Der Gewichtsverlaum idbbildung 58 dargestellt. Bei
der niedrigen Dosis von 10KBE ist das Gewicht an Tag 2 noch Uber dem
Ausgangsgewicht. Danach nahm das Tier jedoch dbul und wurde an Tag 5 wegen
schlechten Allgemeinbefindens getotet.

Bei den héoheren Infektionsdosen {1®zw. 10) setzten Gewichtsverlust und
Verschlechterung des Allgemeinzustandes rascherDeen Tiere wurden aus diesem

Grund an Tag 3 getotet.
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Abb. 58:
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Der Infektionsversuch sollte zeigen, ob die Bakiskultur aus Peritoneallavage und
Lebergewebe bei d@urk. cepacia-Infektion ein geeigneter Parameter fur die Schwere
der Erkrankung darstellt (Abb. 59).

Die Keimzahl in der Leber war stets deutlich hohky in der Peritoneallavage. Bei
Maus 3, die mit dem am geringsten gestorten Allgebefinden getdtet worden watr,
waren lediglich eine geringe Anzahl Keime in derée und keine Keime in der
Peritoneallavage nachweisbar. Bei allen anderensbtéawvaren deutlich Keime in der
Peritoneallavage und extrem hohe Keimzahlen inLdber nachweisbar.

Beide Parameter scheinen also mit der Schwereréteartkung zu korrelieren.

Abb. 59:
10000000055 Bakterienkultur at
10000000 m Lebe Leber und Peritoneal-
1000000 lavage, Keimzahl
y, 100000 [KbE/ ml PL bzw
Q 10000 Leberhomogenisat]
1000 - im Vergleich zur
100 A Allgemeinbefinden
10 - . der Jewelllger! Mat
1 ‘ (M) zum Zeitpunk
Maus (Towng) M1 (d5)  M2(d3) M3(d3)  M4(d3) M5 | 9er Tomng (d).
Allgemein- gchlecht  volkommen matt apathisch sehr
befinden apathisch apathisch
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4.8.2. Therapieversuche mit GOL

4.8.2.1. Therapieversuch 1: Intraperitoneale Einfaecgabe von GOL

nach Infektion mit 10°> KbE Burk. cepacia
Aufgrund des Ergebnisses des Infektionsversuchesp.(K4.8.1.1) wurde fir den
nachsten Therapieversuch eine Infektionsdosis @rKRE gewéhlt. Die GOL wurden
den CGD-Mausen eine Stunde nach der intraperiteneaifektion ebenfalls i.p.
verabreicht. Die Totung erfolgte bei deutlich gestihn Allgemeinbefinden.
Die Uberlebensdauer, der Keimgehalt von Blut, Lelned Peritoneallavage sowie die
Gewichtsentwicklung wurden als Mal3 fur den theréipenen Erfolg gewahlt.
Wie aus der Tabelle 9 zu entnehmen ist, war diglerdét Uberlebensdauer beider
Gruppen (GOL-Behandlung bzw. PBS-Kontrolle) etwaeidi. Die einzelnen
Todeszeitpunkte jedoch waren sehr unterschiedlich.
GO konnte nur bei der nicht infizierten behandeKemtrolle und bei einem infizierten,
behandelten und an Tag 4 getdteten Tier nachgewieseden. Allerdings waren die
Werte alle sehr nahe an der Nachweisgrenze. Digpiatitoneale Applikationsform und

das spate Toten der Tiere macht den Nachweis senlid-all recht schwierig.

Tabelle 9: Uberlebensdauer und Nachweisbianon GO in Leber und Milz nach Einfachg

von GOLs bei CGD-Méausen. GO-Gehalt [ug/ml]

1h p.inf. Uberlebens- Leber Milz
Zusammen- i.p.-Inj. dauer funktionelle GO funktionelle GO
gefasste Tiere Infektion GOL (Tage) GO-Proteingehalt GO-Proteingehalt
1 - + 7 2,0 2,0
(Versuchsende) 1,2 1,8
6 + - 3,4,5,6,7(n=2) 0,0 0,0
0,0 0,0
Uberlebensdauer unbehandelt 5,5 +/-1,6 d
1 + + 4 0,8 2,0
0,7 1,0
5 + + 3,5,6(n=2),7 0,0 0,0
0,0 0,0
Uberlebensdauer behandelt 5,17 +/-1,9d

Die Tiere wurden an Tag 0 mit fOKbE Burk. cepacia infiziert (+) oder mit PBS behandelf) (-
eine Stunde spater mit GOL (+) oder PByitraperitoneal behandelt. Die Tétung folgte
schlechtem Allgemeinbefinden. Einzelheiten kénnem d\nhang entnommen werden.
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Die Gewichtsentwicklung ist in Abb. 60 lediglich i@ruppenmittel gezeigt. Getttete
Tiere wurden jeweils bis zum Tétungstag bertckgitht

In dieser etwas vereinfachten Darstellungsform vieedonders deutlich, dass es keine
nennenswerten Unterschiede zwischen behandelterunbehandelter Gruppe gab.
Beide verloren im Mittel konstant an Gewicht. Dasreiehen eines nicht zu
verantwortenden Gewichtsverlustes spielte als Tg#kiterium an den letzten beiden
Tagen eine Rolle.

Die nicht infizierte, aber mit GOL behandelte Katie war in ihrem Gewicht sehr

stabil.
105 Abb. 60:
—e—ges./ Gewichtsentwicklung
100 | m L T P ~—— GOL| der CGDMause nac
_ | (=1} Infektion mit 10° KBE
S g5 T Burk. cepacia (inf.)
5 \X\ T —=—MW | und Einfachgabe vt
S g9 T S I nt/ | GOL bzw. PBS ir
< 1 PBS . .
> - T (n=5 ygrglelch zur nict
Z 85 1 % infizierten (ges.), m
8 1 1 \ &~ MWI GOL behandelter Kon
+ inf./ .. .
80 - T coL| trolle. Getdtete Tiel
(n=6) wurden lediglich bi
75 ‘ ‘ ‘ zum Tag der Totur
do d1 d2 d3 da ds dé bericksichtigt.
Inf.  PBS/GOL MW = SD
Anzahl der Mause: d0-d2: inf./ PBS  n=6 inf/GOL: 6n=
da: n=5 n=5
d4: n=4 n=4
d5: n=3 n=3
dé6: n=2 n=1

4.8.2.2. Therapieversuch 2: GOL vorinkubiertes Voblut i.p., gefolgt

von zwei GOL-Gaben in dreistindigem Abstand

Da bei dem in 4.8.2.1. beschriebenen Versuchspobitaler therapeutische Erfolg
ausblieb, wurde in diesem Ansatz die therapeutigghgikationsform verandert, um
bessere Erfolge zu erzielen. Es wurde eine Draifaoh (vgl. Tab. 10) gewéhlt, wobei
bei der ersten Gabe Blut einer Spendermaus 10 nitirden gleichen Menge GOL
vorinkubiert und dann eine Stunde nach der Infektakal (i.p.) gegeben wurde. Drei
Stunden danach wurden GOL intravents und nochmids $tunden danach i.p.
verabreicht.
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Tabelle 10: Therapieschema 2
Tag 1, t=0 |t=1hp.inf. t=4h p. inf t=7h p. inf

Infektion mit GOL vorinkubiertes GOL i.v. GOL i.p.
Spenderblut i.p.

Tabelle 11 =zeigt die Verteilung der GO in den Omryan Bei diesem
Behandlungsschema war bei den vier mit GOL beh&smebber nicht infizierten
Tieren, deren Organe zur Messung zur Verfigungdstanin der Leber GO
nachweisbar. Bei drei Tieren dieser Gruppe war GChan der Milz nachweisbar,
jeweils in etwas geringeren Konzentrationen aldanLeber.

Bei den drei infizierten und behandelten Tierenemadie gemessenen Werte an der
Nachweisgrenze, obwohl sie am gleichen Tag odaneirag vor der Kontrolle getttet
wurden. Bei der nicht infizierten aber mit GOL beflalten Kontrolle lagen die Werte
also deutlich héher.

Der Zeitpunkt, an dem das Allgemeinbefinden derrdidie To6tung erforderlich
machte, variierte zwischen den einzelnen Tieremtreeutlich. Auch unter dieser
massiven Therapie war kein Unterschied zwischenatditer und unbehandelter
Gruppe festzustellen (siehe Tabelle 11).

Tabelle 11: Uberlebensdauer und NachweisbarkeitGOrin Organen nach 3-fackabe

Zu- GO-Gehalt [ug/mi]
sammen- do 1,4, 7hp.inf. Uberlebensdauer Leber Milz
gefasste Inf. GOL (Tage) funktionelle GO funktionelle GO
Tiere GO-Proteingehalt GO-Proteingehalt
1 - + "7" (Ende) 9,4 8,3
7,7 6,6
4 + - 4,7 (n=3) 0 0
0 0
Uberlebensdauer unbehandelt (n=4 6,25+/-1,5d
1 + + 7 0,8 0
0,9 0
1 + + 7 112 018
1,2 0,8
2 + + 6 keine Proben, gestorben

Uberlebensdauer behandelt (n=4) 6,5+/-0,6d

Die Tiere wurden an Tag O infiziert (+) oder mit #Behandelt {-und eine Stunde spater
GOL vorinkubiertem Blut einer CGD Spendermaus (g¢romit PBS vorinkubiertem Blut eir
CGD-Spendermaus)(intraperitoneal, und nach 4 h i.v. und nach 7ph mit GOL (+) bzw
PBS (-) behandelt. Die T6tung &ie bei schlechtem Allgemeinbefinden. Dargestatt siul
Organe, in denen GO nachzuweisen war (Leber und)Miinzelheiten kbnnen dem Anh:
entnommen werden
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Gewichtsentwicklung (Abb. 61): Es spiegelte sich der individuell sehteuschiedliche
Verlauf der Erkrankung (M2- M9), aber die insgesamliche Tendenz im Verlauf bei

den beiden Gruppen wieder.

105% 105% GOL
5 100% 5 100% | H—t—%
2 95% 3 95% ]
A 5 ™
g s ~m
> 90%- > 90% ————— =
2 E: ——M6 .
04 - 0/ —
g 85% g 85% g 17 =
£ 80% - L 8% |-~ M8 a—
M9
75%7 T T T T T 75% T T T T T T
a do di d2 d3 d4 d5 dgb do di d2 d3 d4 d5 d6

Abb. 61: Gewichtsentwicklung und Versuchsende IB$-Ha) bzw. GOL-Gabéb) nach del
in Tab. 10 beschriebenen Infektionsad Therapieprotokoll. Es sind die einzelnen M
(M1: ohne Infektion, M-M9: Infektion mit 1 KbE Burk. cepacia) dargestell

In diesem Versuch wurde deutlich, dass die BlutkulfTab. 12) als Monitoring-
MalRnahme zwar sinnvoll ist, jedoch massive Versttierungen damit nicht immer
vorauszusehen sind.

In der behandelten Gruppe sind in zwei Fallen Mais® Nacht gestorben. Davon war
bei der zwei Tage zuvor entnommenen Blutprobe bereMaus noch kein, bei der
anderen lediglich minimales Keimwachstum (2 KBEtestellen. Die Blutkultur vom
Vortag wies jedoch in beiden Fallen hohe Keimzaldah Zwei Mause aus der nicht
therapierten Gruppe konnten trotz deutlicher Sgddidozw. 16 KbE in 10 ul Vollblut)
noch einen weiteren Tag am Leben gelassen werdérhatten dann am To6tungstag
sehr hohe Keimzahlen im Blut (558 bzw. 764 KbE)eilMause wurden aufgrund des
schlechten Allgemeinbefindens getotet, ohne das$sdewu Platte vom Vortag Keime
nachweisbar waren. Zwei davon (eine aus der PBi$e,aus der GOL-Gruppe) hatten
zum Zeitpunkt der Totung geringe Bakterienzahlerbt¥v. 6 KbE) und eine Maus
(GOL Gruppe) eine hohe Bakterienzahl (100 KbE) ilut B

Im Verlauf der Sepsis war kein Unterschied zwisctlenbehandelten Gruppe und der

PBS-Kontrolle zu erkennen.
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Tabelle 12: d2 d3 d4 d5 dé

KbE in 10 ul Vollblut ar PBS

jeweiligen  Versuchsta M 2 0 0 0 0 1

Die Mause 2-5 wrden mi M 3 0 0 0 16 558

PBS, die Mause 6- mit

GOL behandelt. Die nic M4 1 56 ) )

infizierte Negativkontroll M5 0 0 0 11 764

(M1) war stets negativ,c ~ GOL

Blutproben an Tag 0 unc M 6 0 0 0 70 -

ebenfalls. M 7 0 0 2 428 )
M8 0 0 0 0 6
M9 0 0 0 0 100

Keimgehalt in Leber und Peritoneallavage(Abb. 62)

Die hochste Keimzahl in der Leber wurde zwar bei Maus mit dem schlechtesten
Allgemeinzustand bei der T6tung gefunden. Allerdirgchwankten die Werte der
Kultur der Peritoneallavage sehr stark. Auch sinel ideimzahlen der Leberkultur

teilweise bei Tieren, die ein ahnliches Allgemeiinten aufwiesen, unterschiedlich.

70000

EPL 70000
60000+ PBS _ GOL opPL
B Lebery 60000
50000 B Leber
50000
40000
“é W 40000
30000 < —
30000
20000
20000
10000
10000
0 ‘

0 T
M6/7 (d6) M8 (d6) M9 (d6)

M2 (d6) M3 (d6) M4 (d3) M5 (d6)

etwas mager, sehr mager  matt, matt, _
etwas matt und matt, schwankt, schwankt, keine etwas etwas
Augen Augen- Augen- Proben, tot  mager, mager,
a verklebt ausfluss ausfluss b aufgefunden etwas matt etwas matt

Abb. 62 : Bakterienkultur aus Leber und Peritoreaibe, Infektionsdosis FKbE , Gabe vo
PBS (a) lBw. GOL (b) gemaR Tab. 10 Angabe der Keimzahl [KWE/PL bzw
Organhomogenisat] im Vergleich zum Allgemeinbefimdder jeweiligen Maus (M) zu
Zeitpunkt der Totung (d).
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4.8.3. Untersuchung auf GO-Ak im Serum nach GOL-Gab

Lediglich bei den drei nach dem Therapieprotokol(Tab. 10) behandelten CGD-
Mausen waren mit Hilfe des AKk-ELISAs Antikoérpertitem Serum der GOL-
behandelten CGD-Mause nachweisbar (Tab. 13). Beikiefachgaben kam es, trotz

der teilweise recht spaten Totungszeitpunkte, mekenessbaren Antikérperbildung.

Tabelle 13: Antikorpertiter gegen GO bei nach Thasprotokoll 2 (Tab 10) mit GOL
behandelten CGD-Mausen.

CGD-Maus Titer Infektion GOL
M1 1:16 nicht infiziert 3-fach-Gabe
M8 1:128 Burk. cepacia je 1h p.inf + VB
M9 1:16 Burk. cepacia 4 u. 7h p.inf
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4.9. Aufnahme von proteingekoppelten EPC:Chol-Liposmen in

Vollblut und isolierte Leukozyten

In dieser Versuchsreihe wurde die Aufnahme derr@iblarg von Markus Gantert neu
entwickelten, proteingekoppelten Liposomen (Durcbésee 100 nm - 160 nm)
untersucht. Die genauen Eigenschaften der eindesetzposomen sind in Kap. 2.1.2.
aufgelistet.

Die Aufnahmeversuche wurden Uberwiegend in Voljimoben bzw. an isolierten
Zellen gesunder Probanden in HBSS durchgefiihrt Adimahme bei CGD-Patienten
und Mausen ist in Kap. 4.9.6. dargestellt.

4.9.1. Aufnahme von IgG-gekoppelten EPC:Chol-Liposoen in
Vollblut und Leukozyten im Vergleich zur Aufnahme

konventioneller EPC:Chol-Liposomen

Zeitabhangigkeit der Aufnahme IgG-gekoppelter Lipo®men

In Abbildung 63 ist die Zeitabhangigkeit der Aufmad IgG-gekoppelter Liposomen in
Vollblutproben sowie in Gesamtleukozyten nach BExthtenlyse, resuspendiert in
HBSS, dargestellt. Die Aufnahme der IgG-gekoppeltggosomen im Vollblut erfolgte
sehr rasch: Bereits nach 30 Minuten Inkubationlg@®-Liposomen ist ein Grof3teil der
Granulozyten (Abb. 63a) positiv (knapp 80%). Na@® Inin sind tGber 90% positiv.
Bei den Monozyten (Abb. 63b) und Lymphozyten (A68c) ist nach 30 Minuten keine
weitere Steigerung mehr zu beobachten. Allerdisgder Schwankungsbereich bei den
Lymphozyten bei Werten durchweg unter 12% sehr hoch

Im Gegensatz zu den sehr hohen Aufnahmen in Vollfiladet in HBSS bei
Granulozyten keine, bei Monozyten und Lymphozyi@st keine Aufnahme statt (unter
10%).

Es ist zu beachten, dass dieser Versuch zwei Tagh Rroduktion stattfand. Die
Aufnahme in Monozyten war deutlich hoher als einbeg nach der Produktion
(Abb. 64).
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Granulozyten
100’E\L/ollti1<|ut (hep?HBs X — Abb. 63:
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In Abbildung 64 ist die Aufnahme von IgG-gekoppeltEPC:Chol-Liposomen im
Vergleich zu konventionellen EPC:Chol-Liposomen afluGranulozyten, Monozyten
und Lymphozyten im Vollblut bzw. durch mit Histopagisolierte Granulozyten bzw.
PBMC in HBSS nach 60- minatiger Inkubation dargéistéersuche mit dem Blut von
Spender 1 wurden einen Tag, mit dem Blut von Sperddewei Tage nach der
Praparation der Liposomen durchgefihrt.

Wie in Abb. 64a deutlich zu sehen ist, wurden untden gewdahlten
Versuchsbedingungen nur die IgG-gekoppelten kleitefAC:Chol-Liposomen in
Granulozyten in deutlichem Male (> 60%) aufgenomnAdierdings war auffallig,
dass das nur bei Inkubation im Vollblut, nicht Merwendung von isolierten, in HBSS
resuspendierten Granulozyten stattfand. Die Weete Alifnahme fur konventionelle
EPC:Chol-Liposomen sind extrem gering.

Analoge Werte ergaben sich bei einem der beidetspémder bei der Aufnahme der

eingesetzten Liposomen in Monozyten (Abb. 64b).
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Bei Spender 1 (Abb. 64b) blieb die Aufnahme von -lggkoppelten Liposomen in
Monozyten der Vollblutprobe aus. Mdgliche Ursacheserden in Kapitel 5.6.1

besprochen.

Der Anteil der positiven Zellen am Lymphozytengatach Inkubation mit IgG-

gekoppelten Liposomen war zwar relativ zu den adéiposomenpraparationen am
hdchsten, blieb aber in allen Fallen unter 10% (Adatz).

1887 O HBSS Granulozyten Abb. 64
g0 |/ ®@VB Anteil positiver Zellen al
’g 70 4 jeweiligen Gate
(5 60 - a) Granulozyten,
5 s0{  Spenderl Spender 2 b) Monozyten,
g 40 c) Lymphozyten
R 30 nach 60 min Inkubation v
20 Vollblut [VB] oder isoliertel
104 Granulozyten (Spender
0 T bzw. PBMC (Spender 2)
Eis 37° Es 37° Eis 37° Es 37° HBBS mit 1 mM 0,5 mol?
EPC EPC EPC- EPC- EPC EPC EPC- EPC- Rhodamin-markierten
a I9G  19G IgG  1gG EPC:Choltiposomen  mi
100 und ohne Kopplung wc
90 | Monozyten D HBSS humanem IgG. Di
80 . = VB Aufnahme fand bei 37¢
= 701 statt, als Negativkontroll
2 60 - dienten Ansatze auf Eifie
% 50 1 Spender 1 Spender 2 Aufnahme in Blut vo
T 401 Spender 1 fand einen, in B
8 301 von Spender 2 zwei Ta
ig nach  Produktion d
o = = = e e Liposomen stal
Eis 37° Es 37° Eis 37° Es 37°
EPC EPC EPC- EPC- EPC EPC EPC- EPC-
b IgG 1gG IgG IgG
100
9 Lymphozyten @ HBSS
80 mVB
g 70 -
Z 60 |
B 50 Spender 1 Spender 2
T 40 -
< 30
20
PP | o
Eis 37° Es 37° Eis 37° Es 37°
EPC EPC EPC- EPC- EPC EPC EPC- EPC-
IgG IgG IgG 1gG
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4.9.2. Rolle des Serums/ Plasmas bei der AufnahmervLiposomen

Es wurde Uberpruft, wie sich neben Puffer (HBS@&kiiviertes und natives Serum und
Plasma auf die Aufnahme von kleinen, gekoppeltgmo¢omen in mit Histopaque
isolierte Granulozyten auswirkt (Abb. 65).

Dazu wurden IgG-gekoppelte und konventionelle Lggnen mit Vollblut sowie mit
isolierten Granulozyten (in HBSS, nativem bzw. éidenaturiertem autologem Serum/
Heparinplasma resuspendiert) 60 Minuten lang inkiabiWie aus Abbildung 65 zu
ersehen ist, erwies sich die Gegenwart von nati®rum bzw. Heparinplasma als
absolut notwendig fur die effektive Aufnahme deGigekoppelten Liposomen in
Granulozyten. In hitzeinaktiviertem Serum fand lkeinrAufnahme statt. Die

konventionellen Liposomen wurden in keinem Ansaifgenommen.

Abb. 65:
Anteil positiver Granule
100+ o EPC zyten nach 60 m
90 Inkubation in  HBSS
go | ®EPCI9G inaktiviertem Serun
'C"70 Serum und Plasma so\
960 in Vollblut mit jeweils
e Granulozyten 1 mM 05 moly
o950 Rhodamin-markierten,
T 40 konventionellen
2’30 EPC:Chol-Liposomen un
° 20 EPC:Choltiposomen m|
gekoppeltem humane
10 IgG. Die Aufnahme far
0 ‘ in Vollblut bzw. isoliertel
HBSS inakt. Serum Plasma Volblut Zellgn der gleichen Pers
. .| zwei Tage nach d
Serum (Heparin) (Heparin) Liposomenproduktion

statt.

4.9.3. Vergleich der Aufnahme von IgG-gekoppelten i BSA-
gekoppelten EPC:Chol-Liposomen in Vollblut und isadlerte
Granulozyten

Die Versuche mit IgG-gekoppelten Liposomen habereige, dass die Kopplung von

IgG an die Liposomenoberflache die Aufnahme in loayken in Vollblut bzw. Serum

oder Plasma um ein Vielfaches erhoht. Um zu Ub&pribb dies spezifisch fur eine

lgG-Kopplung ist, wurde parallel dazu mit BSA-gegefien Liposomen gearbeitet.

Wie aus Abbildung 66, insbesondere bei BetrachtisrgSerum- und Plasma-Ansatze,

zu entnehmen ist, wird durch die Kopplung von BSAd&e EPC:Chol-Liposomen der

gleiche Effekt wie durch Kopplung mit IgG erzielDie Aufnahme von kleinen
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EPC:Chol-Liposomen ohne Kopplung war nicht nachbaris und wird daher im

Folgenden nicht mehr dargestellt.

lgG-gekoppelte und BSA-gekoppelte Liposomen wundamisolierten Granulozyten in

PBS oder inaktiviertem Serum nicht aufgenommen. Belierten Granulozyten in

Plasma oder Serum war die Anzahl der positivereBdiioher als im Vollblut.

70
3 60
S50
< 40
30
20

10

100
90 1
80 -

Granulozyten

B EPC-IgG
B EPC-BSA

HBSS inakt. Serum Plasma Vollblut
Serum (Heparin) (Heparin)

4.9.4

Abb. 66:

Anteil positiver Granulozyte
nach 60 min Inkubation
HBSS, inaktiviertem Sem,
Serum und Plasma sowie
Vollblut mit jeweils 1mM
0,5mol% Rhodamimarkiertel
EPC:CholLiposomen m
gekoppeltem humanem I
und kleinen EPC:Chel
Liposomen mit gekoppelte
BSA.

Die Aufnahme fand in Vollblt
bzw. isolierten Zellen d
gleichen Person inzwei Tag:
alten Liposomen sta

. Kinetik der Aufnahme verschiedener gekoppedt und

ungekoppelter EPC-Chol-Liposomen in Vollblut

In dieser Versuchsserie wurden verschiedene Paganwatiert (Abb.67):

a) Die Aufnahme der verschiedenen Liposomen inBbkallwurde nach 5, 30 und

b)

Bei

60-minutiger Inkubationszeit gemessen.

Die Aufnahme folgender Liposomenpraparationeéehés 3.1.2.4.) in die Zellen

wurde verglichen:

-grof3e EPC:Chol-Liposomen
-Ankerliposomen (siehe Glossar)
-BSA-gekoppelte EPC:Chol-Liposomen
-HSA-gekoppelte EPC:Chol-Liposomen

-sowie IgG-gekoppelte EPC-Liposomen mit ahnlichaber unterschiedlichen

lg-Konzentrationen (pg Protein/umol Lipid).

dieser Versuchsreine wurden IgG-gekoppelte ERG:-Liposomen mit

unterschiedlichem IgG-Gehalt verwendet.
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Als zuséatzliches Vergleichsprotein wurde neben Bk auch humanes Serumalbumin
(HSA) verwendet. Die Angabe der gekoppelten Prateimge ist als pg Protein pro
pnmol Lipid angegeben (*=pg Protein/ umol Lipid).

Kinetik der Aufnahme der verschiedenen Liposomenprfarationen in
Vollblutproben

Die Kinetik der Aufnahme der verschiedenen Liposopnéparationen wurde an
Vollblutproben mit 5 Tage alten Liposomen durchgefifAbb. 67).

100 15 Granulozyten Abb. 67-
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= 807 m!n , fehlerhafte Granulozyten (a
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Zg |m 30min EPC:Chol-Liposomen
= -0 |0 60min mit 26,5 bzw. 21 p
2 60 _ — h_ur_nanem IgG/  pm
= 50 ] — Lipid* (Vg_I. Kap.
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Bei den Granulozyten (Abb. 67a) ist, mit Ausnahmer dnkerliposomen, nach
30 Minuten flr alle Liposomentypen eine Zeitabhgkgit der Aufnahme zu erkennen.
Bei den Monozyten ist die Zeitabhangigkeit fur dliposomentypen deutlich (Abb.
67b). Bei den Lymphozyten (Abb. 67c) blieben diasten Werte unter 10%. Auffallig
hoch waren die Werte nach 30 min mit 91% bei dekefnund mit 44% bei IgG 21*-
Liposomen. Da es sich um eine einfache Bestimmamgi¢it, kann ein Fehler bei der

Messung nicht ausgeschlossen werden.

4.9.5. Aufnahme von IgG- und HSA-gekoppelten EPC:Gil-
Liposomen unterschiedlichen Proteingehalts in Volllutproben

und isolierte Leukozyten

Bei dieser Versuchsreihe sollte der Einfluss der dia Liposomen gekoppelten
Proteinmenge und -art auf die Aufnahme in BlutzeNertiefend untersucht werden.
Die mit Proteinen gekoppelten Liposomen waren zuweiipdnkt der Versuchsreihe 2
Tage alt. Die als Vergleich verwendeten grof3en kationellen Liposomen (gEPC)
waren 8 Tage alt. Die Versuche wurden jeweils atpp@elansatz in Vollblut und
isolierten Zellen durchgefihrt. Die isolierten Zellwurden entweder in HBSS oder in
inaktiviertes bzw. natives Serum aufgenommen.

Mit der gleichen Liposomencharge wurden vier Tageiter nochmals Versuche
gemacht, um den Einfluss der Alterung der Liposonari die Aufnahme zu
untersuchen (siehe Kap. 4.9.6.).

Granulozyten (Abb. 68a): Bei Inkubation in HBSS und inaktivierteSerum war bei
keiner der Liposomenpraparationen ein positiven&ignachweisbar. Die Aufnahme
von grol3en EPC:Chol-Liposomen war bei isolierteart@fozyten nicht und in Vollblut
kaum nachweisbar. Ankerliposomen wurden mit 20%swlierten Granulozyten in
Serum und 30% in Vollblut recht deutlich aufgenomm&PC:Chol-HSA 13,25-
Liposomen wurden mit 30% in Serum und 40% in Veltdbesser aufgenommen. Die
Vollblutwerte fir EPC:Chol-HSA 26,5 und EPC:Cholag6,25 waren ebenfalls bei
rund 40%, die Seruminkubation deutlich hoher aés\thllblutwerte.

EPC:Chol-IgG 3,25-Liposomen wurden in Vollblut Bi®% am besten aufgenommen,
in Serum unterschieden sie sich nicht wesentlicim &PC:Chol-HSA 26,5 und
EPC:Chol-IgG 6,5.
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Monozyten (Abb. 68b): Es fielen vor allem hohe, den gekopgrelLiposomen
vergleichbare Werte bei den Ankerliposomen auf.

Lymphozyten (Abb. 68c): Eine Aufnahme von gEPC war nicht nagisWwar. Sonst
lagen die Werte zwischen 5% und 15%.

90
go | @ HBSS Granulozyten
01 M inakt. Serum
c O Serum
© 60
0} B Volblut
<50
©
40
©
?30
S 20
10
0 '_-\ T T T
gEPC EPC-Ank EPC-IgGEPC-IgG EPC-HSA EPC-HSA
a 3,25 6,5 13,25 26,5
90
g0 B HBSS Monozyten
70 - B inakt. Serum
té-‘ 60 - O Serum
;23, 50 - B Volblut T
£ 40
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0 |
gEPC EPC-Ank EPC-IgG EPC-lgG EPC-HSA EPC-HSA
b 3,25 6,5 13,25 26,5
0 o iBss Lymphozyten
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10 i E.:'j . T E.
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gEPC EPC-Ank EPC-IgG EPC-IgG EPC-HSAEPC-HSA
C 3,25 6,5 13,25 26,5

Abb. 68: Anteil positiver Granulozyten (a), Monoegt (b) und Lymphozyten (c) nach 60 |
Inkubation bei 37°C in HBSS, inaktiviertem Seruner®n und Vollblut mit jeweils 1 m
0,5 mol% Rhodamin-markierten konventionellen EP®@i@liposomen, Ankerliposmen
EPC:Chol-Liposomen mit 3,25 bzw. 13,25 pg/umol hnema IgG und EPC:Chdliposomen m
13,25 bzw. 26,5 pg/umol HSA (vgl. Kap. 3.1.2.4.8.% 2, MW= SD
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4.9.6. Einfluss des Alters von gekoppelten Liposome auf die
Aufnahme

Konventionelle Liposomen sind nach ihrer Herstedlumindestens vier Wochen stabil.
Die in Kap. 4.4 verwendeten Pr&parationen sind R.ddeutlich jinger. Lediglich die in
Kap. 4.4.1.1. und 4. verwendeten Liposomen wardndgwochen bei 4° C gelagert
worden. Dort fielen hohe Aufnahmen der EPC:EPG:(EHaG-Liposomen auf.

Bei gekoppelten Liposomen zeigen Daten von Markast&t ein Gré3enwachstum bis
72h nach der Produktion (personliche Mitteilungyis€éh praparierte gekoppelte
Liposomen (Alter ein Tag) standen nur fir einensdeh zur Verfliigung (Kap.4.9.1).
Die wesentlichen Unterschiede zur Aufnahme an Tagt 2n Abb. 69 verdeutlicht.

Auffallig war vor allem das Fehlen der AufnahmeMonozyten an Tag 1.

Oldp.P
100
9 B2dp.P
80 -
70 Granulozten Monozyten Lymphozyten
B 60
g 50 -
S 40
30 -
20 -
10 A
0 —_— == ‘ ‘ ‘|_|—‘ ‘ ‘ ‘ == == ‘E..
Eis 37° Es 37° Eis 37° Es 37° Eis 37° Es 37°
EPC EPC EPC- EPC- EPC EPC EPC- EPC- EPC EPC EPC- EPC-
a I9gG 1gG I9gG 1gG IgG 1gG

Abb. 69: Anteil positiver Zellen am jeweiligen Gateach 60min Inkubation w
heparinisiertem Vollblut mit 1mM 0,5mol% Rhodamirarkierten kleinen EPC:Chol
Liposomen mit und ohne Kopplung von humanem IgG Bufnahme fand 1 bzw. 2 Te
post praeperationem (d. p. P.) der Liposomen f#&tbeiden Blutspenden stammten vor
gleichen Person und wurden unmittelbar vor demijayem Versuch abgenommen.

Vergleich der Aufnahme von 2 und 6 Tage alten gekgelten Liposomen zweier
Chargen
Bei zwei Chargen wurden Aufnahmeversuche direkhraer Ankunft der Liposomen

(= d2) und vier Tage spater (= d6) gemacht. Es ererdie Vollblutinkubationen
gegenibergestellt.
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Die Aufnahmen an Tag 2 und 6 der Charge aus Kd&p3.4ist in Abbildung 70
dargestellt. Verwendet wurden EPC:Chol-, 1gG- urBlABEPC:Chol-Liposomen. Bei
den kleinen konventionellen EPC:Chol-Liposomen ohKepplung war Kkeine
Aufnahme nachweisbar.

Die Unterschiede in Abh&ngigkeit vom Alter der Lsoonen sind lediglich bei

Monozyten sehr deutlich. Sechs Tage alte Liposomanmden besser aufgenommen als
zwei Tage alte.

Granulozyten Monozyter Lymphozyten Abb. 70:

Anteil positiver Zellen ai
O 2dp.P| jeweiligen Gate nac
W 6d p.P 60 min Inkl_Jbation VO
Vollblut  mit 1 mM

50 +

20 | 0,5 mol% Rhodamin-
g markierten, EPC:Chol-
T 30 Liposomen m|
2 gekoppeltem humanem I
S 20 | und EPC:Chol-iposomel

mit gekoppeltem BSADie
Aufnahme fand unt

Verwendung von zwei ul

’_h |_h sechs Tage alt:

w w w Liposomen statt (p. P
EPC- EPC- EPC- EPC- EPC- EPC- post praeperationem). n =1

IgG BSA IgG BSA IgG BSA

10

0+ T T T

In Abb. 71 sind die Vollblutinkubationen mit Lipa®@®n aus Kap. 4.9.5.
aufgeschlisselt nach dem Alter der Liposomen dgeliesDie Lagerdauer im
Uberpriften Zeitraum hatte auf die Aufnahme in @lazyten (Abb. 71a),
Monozyten(Abb. 71b) und Lymphozyten (Abb. 71c) le#irEinfluss.
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Abb. 71:

Anteil positive
Granulozyten (a),
Monozyten (b) un
Lymphozyten (c) nac
60 min Inkubation i
Vollblut mit jeweils
1 mM 05 mol¥
Rhodamin-markierten
konventionellen
EPC:CholLiposomen
EPC:Chol-Liposomen
mit 3,25 bzw. 6,
pg/umol humane
IgG und kleine
EPC:Chol-Liposomen
mit 13,25 bzw. 26,
pg/umol HSA, 2 bzv
6 Tage alte Liposomi
(p. P.), 2 verschiede
Spender, n=1

Vergleich der Aufnahme von 4 und 5 Tage alten gekgelten Liposomen

In Abb. 72 sind die Aufnahmedaten von bisher

noclthtn dargestellten

Liposomenchargen (vgl. Kap. 3.1.2.4) bei Verwenduog Vollblut im Hinblick auf

das Alter der Liposomen zusammengestellt. Es &éilf dass EPC-1gG 26,5* an Tag 4

nach der Produktion den anderen Liposomentypenlicleuiberlegen ist. An Tag 5

werden alle gekoppelten Liposomen etwa gleich gigemommen.
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Abb. 72:
Anteil positiver Zellen al
jeweiligen Gate unts
Verwendung von 4 und
Tage alten  Liposom
(p. P = post praeperationem).
a) Granulozyten,
b) Monozyten,
c) Lymphozyten
nach 60 min Inkubation

Vollblut mit je 1 mV
0,5 mol% Rhodamin
markierten  grof3en  ken
ventionellen EPC:Chel
Liposomen,  Ankerliposo
men, kleinen EPC:Chel
Liposomen mit  gekop

peltem BSA bzw. HSA ur
kleinen EPC:Chol-Liposo
men mit 26,5 bzw. 21}
humanem IgG/ umol Lipid
Die Aufnahme fand i
Vollblut verschiedent
Spender statt.

Aufnahme der Liposomen in Abh&ngigkeit von inrem Ater bei CGD-Mausen

Es wurden mit murinem IgG gekoppelte EPC:Chol-Lgoen verwendet, die drei bzw.

acht Tage nach der Praparation fir den Versuch Emsatz kamen (vgl. Kap. 4.9.8.).
Die Inkubation erfolgte eine Stunde bei 37°C inlkkit (Abb. 73).

Granulozyten: Die 3 Tage alten konventionellen EPC:Chol-Liposomeirden kaum

aufgenommen. Die 3 Tage alten gekoppelten Liposomeden gut aufgenommen, die

EPC:Chol-IgG-Liposomen etwas besser als die EPQ:B88-Liposomen. Bei den 8

Tage alten Liposomen war zwischen den gekoppeltehden konventionellen grof3en

EPC.:Chol-Liposomen kaum ein Unterschied festziestell



Ergebnisse 151

Monozyten: An Tag 3 wurden konventionelle Liposomen kaum &RIC:Chol-IgG-
Liposomen (40%) deutlich besser als die EPC:ChodBposomen (25%)
aufgenommen. An Tag 8 hingegen lagen die Wertdi&igekoppelten Liposomen nahe
beieinander (30%).

Lymphozyten: Die Aufnahme der gekoppelten Liposomen ist an Zdgbher als an
Tag 3.

50
O3dp.P

40 ] H8dp.P
©
2 30
@
(@]
S 20

10 |

0 A T \'_l_\

KEPC gEPC 1gG BSA KEPC gEPC 1gG BSA KEPC gEPC 1gG BSA
Gran. Mon. Lym. t=1h

Abb. 73: : Anteil positiver Zellen am jeweiligen teaunter Verwendung von drei und &
Tage alten Liposomen (p. P.).Die Inkubation erfelgibber 60 min Inkubation in murin
Vollblut mit 1 mM 0,5 mol% Rhodamin-markierten, kien EPC:Choliposomen (KkEPC

grolRen EPC:Chol-Liposomen (gEPC), kleinen EPC:Cliwdsomen mit gekoppelte
murinem IgG und kleinen EPC:Chol-Liposomen mit ggkeltem BSA. n=1

4.9.7. Aufnahme von EPC:Chol-Liposomen mit und ohneerschiedene
uber PEG gekoppelte Proteine nach Vorinkubation von
humanem Vollblut mit nativem und hitzeaggregiertemigG

Derksen et al. (1986) beschrieb Aufnahmeversuchdg@tgekoppelten Liposomen in

Kupferschen Sternzellen. Dabei wurde die Aufnahnuechd hitzeaggregiertes 1gG

gehemmt, nicht jedoch durch gleiche Mengen BSA.(¥glp. 3.2.4.3.2.). Rezeptoren

fur das Fc-Stuck von Antikérpern gibt es sowohl adbnozyten als auch auf
neutrophilen  Granulozyten (Messner et al 1970). -Ag@korper kdnnen
unterschiedlich gut an die zwei Zelltypen bindeonpei auch die Antikdrperdichte eine

Rolle spielt. In diesem Versuch soll Gberprift verdob eine Fc-Rezeptor vermittelte

Aufnahme stattfindet. Diese konnte durch hitzeagjgrées bzw. massiv im Uberschuss
vorkommendes IgG hemmbar sein.
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Im Unterschied zu den bisherigen Aufnahmeversucherde das Vollblut durch die
Vorinkubation mit nativer bzw. inaktivierter IgG-king 1:2 verdunnt. Daher wurde
auch das Vollblut der Kontrolle mit 0,9%iger NaGidung ebenfalls 1:2 verdinnt. Die
Ergebnisse sind in Abb. 74 dargestellt.

Granulozyten: Die Aufnahme von HSA-gekoppelten EPC:Chol-Liposameurde
durch hitzeaggregiertes und natives 1gG nicht Beeist. Die Aufnahme von IgG-
gekoppelten EPC:Chol-Liposomen wurde durch natig€s und die Aufnahme von
EPC:Chol-Liposomen wurde durch aggregiertes Ilg@staegunstigt.

Monozyten: Nach Vorinkubation mit nativem IgG sank die Aufnavon EPC:Chol-
HSA-Liposomen auf etwa die Hélfte und von EPC:Clg@-Liposomen auf etwa ein
Viertel des Ausgangswertes. Die Vorinkubation niizémaggregiertem IgG fuhrte sogar

zu noch etwas starkeren Hemmeffekten.

Lymphozyten: Der Hemmeffekt bei Lymphozyten war sogar noch ldghdr als bei
den Monozyten.

Granulozyten Monozyten Lymphozyten
30
25 +
T OEPC
- 20 B EPC-HSA
Q
T 15 OEPC-1gG
o
R 10 T
| Y_iﬁ_iﬁ
O,
NaCl natives 1gG NaCl natives IgG NaCl natives IgG
09% IgG agg. 09% 1gG agg. 09% IgG agg.

Abb. 77: Positiver Anteil am jeweiligen Gate nadninttiger Vorinkubation von Vollblt
mit NaCl 0,9%, nativem IgG und hitzeaggregiertem IgGg(pgund anschlielBenc
einstundiger Inkubation mit EPC:Chol-, HSA-und I1§BC:Choltiposomen. Es wurc
Vollblut von einem Spender im Dreifachansatz (n¥3Y +SD) verwendet.
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4.9.8. Aufnahme verschiedener Liposomenpraparatiome in
Vollblutproben von CGD-Patienten und CGD-Mausen

Fur die folgenden Versuche wurde jeweils homologés also humanes IgG fir die
Aufnahmeversuche mit Blut des CGD-Patienten und imesr IgG fur die
Aufnahmeversuche mit Blut von CGD-Mausen, verwendds Vergleichsprotein
wurde BSA eingesetzt (Kap. 3.1.2.4.3.).

4.9.8.1. Aufnahme in Vollblut eines CGD-Patientenm Vergleich zu
einem gesunden Probanden

Die folgenden Inkubationen (Abb. 75) wurden Uberhlbei 37°C mit 1 mM
Liposomenkonzentration in Vollblut eines gesundgeriilers (Abb. 75a) und eines
CGD-Patienten (Abb. 75b) durchgefihrt.

Zwischen dem gesunden Spender und dem CGD-Patiegiteh praktisch keine
Unterschiede festzustelledres kam weder bei Verwendung von kleinen noch von
grof3en konventionellen EPC:Chol-Liposomen zu emexnenswerten Aufnahme. Die
gekoppelten Liposomen wurden sowohl von den nommale auch von den NADPH-
defizienten Granulozyten und Monozyten sehr gug@udmmen.

Die Aufnahme von gekoppelten Liposomen in Lympheayist gering.

@ kEPC B kEPC
100 100 ; . B gEPC
gesunder Spender B gEPC % Patient mit CGD O g
90 0O EPC-IgG EPC-IgG
80 mEPC-BSA 07 W EPC-BS/
70 70
2 60 3 60
© ©
o 50 o 50
‘}Q <
40 > 40
30 30
20 20
10 104
0 0
a Gran. Mon. Lym. b Gran. Mon. Lym.

Abb. 75: Vergleich der Aufnahmegerschiedener Liposomenpraparationen in Leuko:
eines gesunden Spenders (a) und eines Patiente@@fit (b). Die Endkonzentration ¢
0,5 mol% Rhodamimaarkierten kleinen (KEPC) sowie groRRen (gEPC) kativeeller
EPC:Chol-Liposomen, kleinen EPC:Chol-Liposomen gakoppeltem humanem IgG (EPC
IgG) und kleinen EPC:Chol-Liposomen mit gekoppelteBEA (EPCBSA) betrug

1 mM. Die Versuche mit dem Blut des gesunden Spsndarden mit 3 Tage alten, die
CGD-Patienten mit 4 Tage alten Liposomen derse@tigarge durchgefihrt. n=1
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4.9.8.2. Aufnahme der Liposomen in Vollblut von CGEMausen im

Vergleich zur Aufnahme in Vollblut eines CGD-Patierien

Um zu untersuchen, ob sich das Blut des Mausmodigtz der bereits erwahnten
Unterschiede im Blutbild (Kap. 4.3.2.) in Bezug adfe Zellpopulationen mit
Menschenblut vergleichen lasst, wurde die Aufnalvoie gekoppelten Liposomen in
Vollblut einer CGD-Maus mit der Aufnahme in Vollblueines CGD-Patienten
verglichen. Die Liposomen waren beim Mausversuchage, beim Menschen 4 Tage
alt.

Die Aufnahmen erwiesen sich bei diesem VersuchdbeiMaus als tendenziell meist
geringer als beim Menschen. Im Mausblut wurden iegéhsatz zu den menschlichen
Blutproben die IgG-EPC:Chol-Liposomen etwas besaktr die BSA-EPC:Chol-

Liposomen aufgenommen.

100 Granulozyte Monozyter Lymphozytel
O m(cgd)
%0 ® h(cgd
80 (cgd)
70
- 60
Q
c 50
(@)]
R 40
30
20
10
0 I T \'_I_\
kEPC gEPC EPC-EPC- kEPC gEPC EPCEPC- kEPC gEPC EPC-EPC-
lgG BSA IgG BSA lgG BSA

Abb. 76: Anteil positiver Zellen am jeweiligen Gatach 60 min Inkubation von Vollbl
einer CGD-Maus [m(cgd)] und eines CGD-Patientendgdf] mit 1 mM 0,5mol % Rhodamin
markierten kleinen (KEPC) sowie grof3en (gEPC) katieeellen EPC:Chol-iposomer
kleinen EPC:Chol-siposomen mit gekoppeltem homologem IgG (IgG) untkiner
EPC:Chol-Liposomen mit gekoppeltem BSA (BSA).
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4.10. Pharmakokinetik von GO-Anker— und GO-
EPC:EPG:Chol:PEG-Liposomen nach einmaliger i. v.-Gae bei

gesunden CGD-Mausen

In der Literatur (Liu et al. 1992) sind sehr untdigdliche Clearanceverhalten fur
Liposomen verschiedener Grél3e beschrieben. Egwdnt Versuche 80-100 nm grof3en
EPC.EPG:Chol:PEG-Liposomen (Papahadjopoulos et941), allerdings wurden sie

lediglich an Ratten durchgefuhrt. In diesem Versuiid daher die Pharmakokinetik

von Stealthliposomen mit vergleichbarer GroRe inustaodell untersucht. Sie besitzen
den gleichen Durchmesser und die gleiche Lipidzmsansetzung wie die angestrebten
gekoppelten Liposomen. Die sogenannten Ankerlip@somurden dem angestrebten
Herstellungsprozess unterworfen, es wurde ledigdtettt der Kopplung abhydrolysiert

(vgl. Kap. 3.2.1.).

Probleme bei der Versuchsdurchfihrung

Die i.v.-Injektion verursacht Stress bei den Mauyssrenso die Blutentnahme flr den
GO-Nachweis. Um todliche Schocks zu vermeiden, teusish der Versuch daher auch
am Zustand der Mause orientieren.

So kam es beispielsweise bei einem Tier bei delikgtpon zu einem stressbedingten
Atemstillstand. Nach einem gescheiterten Reanimswersuch wurden Blut und
Organe enthommen. Es konnten hohe Serum-GO-Waeniie sehr geringe Organwerte
nachgewiesen werden (vgl. Anhang).

Bei mehrfacher Blutabnahme am lebenden Tier konnien die Gesundheit nicht zu
beeintrachtigen, nur geringe Blutmengen abgenommvenden. Die Plasmawerte
konnten daher nur einmal bestimmt werden.

Es stand lediglich eine sehr knappe Menge LiposomgnVerfligung. Daher konnte
beim Verfehlen der Schwanzvene nicht noch ein westéal appliziert werden. Der
Verlauf der Injektion ist ebenfalls im Anhang féde Maus vermerkt.

Aus diesen Griunden konnten lediglich 5 CGD-Mauses aler Gruppe mit
Ankerliposomen und 7 CGD-Mause aus der Gruppe nmRCIEPG:Chol:PEG-
Liposomen erfolgreich ausgewertet werden. Die Walter Tiere sind im Anhang
aufgelistet.

Aufgrund der geringen Tierzahl und der genanntemw&rigkeiten sollten die
einzelnen Werte nicht Uberbewertet werden. Es zgt jedoch insgesamt ein erstes

recht schlussiges Bild Uber das Verteilungsverhaler verwendeten Liposomen.
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4.10.1. Organverteilung und GO-Gehalt des Serums oh i.v.-Gabe
von GO-EPC.EPG:Chol:PEG- und GO-Anker-Liposomen bei
CGD-Mausen

Die einzelnen Werte kbnnen dem Anhang entnommedemerEinige Werte wurden in
den folgenden Graphiken veranschaulicht. Bei derraBbtung muss jedoch
bertcksichtigt werden, dass eine gewisse Liposoreagm paravengs injiziert worden
sein kann.

Um einen Uberblick tiber die Verteilung kurz nach de.-Gabe zu erhalten, wurden
bereits nach 5 Minuten die ersten Tiere getOtet. Holgenden werden von den
getesteten Organen Leber, Milz, Niere und Knochekmar diejenigen dargestellt, in

denen GO nachzuweisen war. Nicht dargestellte @rgathielten keine GO.

In Abb. 77 ist die funktionelle GO-Konzentrationdudie GO-Proteinkonzentration im
Serum und in den Organen von nach 5 Minuten getdt&ieren dargestellt. In der
Ankerliposomengruppe (Abb. 77a) konnte nur ein Taasgewertet werden. Fur die
PEG-Gruppe(Abb. 77b) sind die Mittelwerte zweier Tiere mitaBtardabweichung

dargestellt.

Im Serum dieser Tiere sind jeweils grol3e Mengerktfanelles Enzym enthalten. In
Leber, Milz und Niere waren jeweils geringe Meng&O nachweisbar, im

Knochenmark war keine GO nachzuweisen.

30 30
Anker- Liposomen n=10 DE PEG-Liposomen n=z@ DE
25 B SE 25 B SE
20 20
£ £
B’ 15 - (\3 15
3 3

0 ‘l_-_’_.=—_'_|:__ o:|+‘.l—-—_l———ﬁl—-i

a Serum Leber Milz Niere b Serum Leber Milz Niere

Abb. 77: GO-Konzentration in Serum, Leber, Milz udikre 5 Minuten nach der i.Gabe vo
100 pl (a) Anker-und (b) EPC:EPG:Chol:PEosomen. Die Vene wurde bei einer M
(a, n=1) sehr gut getroffen, bei den anderen belM&usen (b, n=2 MW= SD) wurde ca % d
geplanten Volumens erfolgreich intravends appliziddie Bestimmung des funktionell

Enzyms wurde mit Hilfe eines direkten ELISAs (DEjdudie der GQRroteinkonzentration n
Hilfe des Sandwich-ELISA (SE) durchgefihrt.
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Bei einigen Tieren wurde im Verlauf des Versuchémssia an der Schwanzspitze
gewonnen. Graphisch veranschaulicht sind die Plgsgaum- und Organ-Werte von
drei Mausen, die Uber 24 Stunden untersucht wurdéndie Anker-Gruppe sind die
Mittelwerte der beiden Mause mit Standardabweichdaggestellt (Abb.78). In der
PEG-Gruppe (Abb.88) erfolgte beim zweiten Tier digektion nicht optimal,
weswegen die Werte insgesamt niedriger (vgl. Anhamgd. Es wurden daher nur die
Werte eines Tieres dargestellt.

Auffallig bei der Ankerliposomengruppe sind die ateéf hohen Organwerte zum
Totungszeitpunkt 24 Stunden nach der GO-Liposontengabei lag die funktionelle
Enzym-Konzentration sowohl fur die Leber (6,36 ply/ads auch fur die Milz (4,7
png/ml) unter der Protein-Konzentration (Leber 8,8§/ml, Milz 8,15 pg/ml). Die
Serumwerte hingegen lagen fur funktionelles Enzyim filr Enzymkonzentration unter
0,5 pg/ml.

In Gegensatz dazu liegt der GO-Gehalt der OrganddyeMaus aus der PEG-Gruppe
im gleichen Bereich wie der des GO-Gehalt des Serumm Serum ist mehr
funktionelles Enzym nachzuweisen, in den Organematmehr GO-Protein. Die

Einzelwerte kbnnen dem Anhang entnommen werden.
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Abb. 78: GO-Konzentration in Plasma, Serum und @egavon zwei CGIMausen nac
GO-Ankerliposomengabe. Die Plasmaproben wurdenndi@Ound 4h nach der i. ¥njektion
genommen, die Organe und das Serum zum To6tungsakit@4 h p. inj.. Die Bestimmu
des funktionellen Enzyms wurde mit Hilfe des dimktELISAs (DE) und die der Protein

Konzentration mit Hilfe des Sandwich-ELISA (SE) dagefthrt. n=2 MW SD
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Abb. 79: GOKonzentration in Plasma 210 und 660 min und in @eand Organen ein
CGD-Maus zum Zeitpunkt der Totung 24 h nach dev.ilnjektion von 100 pl GO
EPC:EPG:Chol:PEG-Limpmen. Die Bestimmung des funktionellen Enzyms wunu
Hilfe des direkten ELISAs (DE) und die der GO-Photionzentration mit Hilfe eine
Sandwich-ELISA (SE) durchgefihrt.

4.10.2. Quotient aus GO-Konzentration im Serum undler Leber

Es ist zu erwarten, dass die Verteilung und derafibtler Liposomen auch bei etwas
unterschiedlichen Injektionsdosen gleich verldufn die Werte vergleichen zu kénnen,
wurde daher das Blutkompartiment im Verhaltnis ziueber als einem der
entscheidenden Clearanceorgane gesetzt. Eine Babeitdbei der Maus ist die grol3e
Leber. Ihr Gesamtgewicht lag bei den Mausen im Mgrsbei rund einem bis zwei
Gramm. Man geht bei Mausen von 1,5 — 2 ml Blutvaanaus. Damit entspricht die
Masse der Leber etwa der des Blutes und eine Gbgestéllung der Werte bot sich an.
Die GO-Gehalte der Milz waren insgesamt denen @éel recht &hnlich. In der Niere
war stets deutlich weniger und oftmals gar keine @Ohweisbar. Aulierdem war bei
der Sektion aufgefallen, dass je nach Verlauf dessbAitens in den Nieren
unterschiedlich viel Blut enthalten war.

Da unklar war, ob die GO innerhalb der Leber gleiaRig verteilt ist, wurde im
Folgenden ein Homogenisat der gesamten Leber veeterNachdem fur die
Organwerte direkt 50 pg pro Organ als Aliquot entneen worden waren, wurde der
Rest des Organs homogenisiert und gemalR ELISAibtaufgearbeitet. Die
Leberproben wurden mit den dazugehorigen Serumprahd einer Platte erneut
gemessen. Die Werte des Gesamtleberhomogenisaterwikaum von den zuvor
gemessenen Werten bei Verwendung eines Teilberei(3@ pug) ab. Es kann also

davon ausgegangen werden, dass die GO in der bbelnmanRig verteilt vorliegt.
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Aus den so ermittelten Werten wurde ein Quotienton#entration Serum/
Konzentration Leber) gebildet, der es ermdglichaites die beiden Gruppen besser zu
vergleichen und auch Mause zu werten, die geringdeagen Liposomen erhalten
hatten. Wenn die Totungszeitpunkte es zulieRendevurMittelwerte gebildet. Bei
Ausfallen oder zeitlichen Verschiebungen innertatier Gruppe sind die Einzelwerte
aufgetragen.

Wie aus Abb. 80 ersichtlich, ist die Standardabtueng fur den 5-Minuten-Wert bei
der Bestimmung der funktionellen Enzym-Konzentmatgehr hoch, bei dem Protein-
Gehalt jedoch sehr gering.

Im Sandwich-ELISA lag die Standardabweichung beif&#die EPC:EPG:Chol:PEG-
Liposomen und bei 1% fir die Ankerliposomen. Digleren Standardabweichungen
blieben alle unter 5,2%.

Der Serum-Leber Quotient war fiir die EPC.EPG:CHeGFLiposomen stets hoher als
fur die Ankerliposomen. Die EPC.EPG:Chol:PEG-Lipoem gelangten also langsamer

aus dem Blut in die Leber als es bei den Ankerbpuosn der Fall war.

80 80
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Abb. 80: Quotient aus (a) funktioneller GO-Konzatitn bzw. (b) GO-Gehalt inserun
durch den Wert in der Leber nach Gabe von Anked BRC:EPG:Chol:PEGiposomen in
Verlauf der Zeit. Der Wert bei 1 min und 90 minrstat von einer CGIMaus, alle andert¢
sind Mittelwerte von 2 CGD-Mausen. Die Zeit ist wagder besseren Ubersichhikeit
logarithmisch aufgetragen.

Eine Halbwertszeit kann nicht angegeben werden, edasich bei der Kinetik
insbesondere in der ersten Stunde nach Applikaticht um eine Funktion erster
Ordnung handelt. Die Halfte der Ankerliposomen wach etwa 5 Stunden und die
Halfte der EPC.EPG:Chol:PEG-Liposomen nach etwa t8ndg&n aus dem Blut

eliminiert.
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4.10.3. Messung der intrazellularen KHO,-Produktion zu verschiedenen
Zeitpunkten nach der i. v.-Gabe von GO-Anker und GO
EPC.EPG:Chol:PEG-Liposomen mit Hilfe des DHR-Assays

Der DHR-Assay mit dem bei Versuchsende gewonneraibt war, im Gegensatz zu
den bisherigen Tierversuchen, bei einzelnen CGDgdawpositiv. In der Tabelle 14
sind die GO-Serumwerte als Anhaltspunkte angegeBdlerdings lasst er keinen
direkten Ruckschluss auf den GO-Gehalt der Gragtdozzu. Auffallig ist, dass bei
den Ankerliposomen hohe Serumwerte bei den frihestiBmungszeiten relativ gut
mit positiven Ergebnissen im DHR-Assay korrelierefBei den spateren
Bestimmungszeitpunkten kam es nicht mehr zu nadaeipositiven Werten.

Aufgrund der niedrigeren GO-Serumwerte bei der BNkn-Bestimmung der PEG-
Gruppe kann keine Aussage dariber gemacht werdeujeoniedrigen Werte daran
lagen, dass nicht gentigend Liposomen in die Gragtda aufgenommen wurden oder
nicht gentigende Mengen GOL zur Verfigung standemffalig sind jedoch die
positiven Werte bei den beiden 6 Stunden und ei24r8tunden Tier. Zu dem anderen,
nach 24 Stunden get6teten Tier, ist anzumerkers, slasohl die Organwerte als auch
die Plasmawerte an friheren Zeitpunkten unter delssnpositiven Tieres lagen, der
GO-Gehalt als Gesamtheit also den Eindruck wahdendinjektion bestatigt.
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Tabelle 14: Rekonstitution des oxidativen Burstheaamd des DHRAssays. Es ist d
Totungszeitpunkt und GO-Gehalt im Serum angegeben.

Totung Tag %gated GO-Gehalt
Maus nach DHR PMA Granulo- Mono- Lympho-  Serum
Nr. [min] zyten zyten zyten
Positiv- [C57BI6J b + + 92,37 88,42 42,81
Negativ- 1 a + + 4,79 0,97 0,43
kontrolle 1440 b + + 4,74 0,72 0,25 0
22 1440 c + + 4,28 0,11 0,60 0
Anker 2 5 a + + 12,57 5,03 0,74 16,85
4 5 ¢ + - 7,82 3,32 1,19
c + + 16,16 8,40 2,00 111
5 45 ¢ + + 3,72 0,09 0,49 10,1
10 1440 b+ - 1,00 1,05 0,97
b + + 3,77 0,47 0,39 0,65
11 1440 b+ + 1,86 0,33 0,19 0,25
PEG 12 5 ¢ + - 1,27 0,67 0,21
c + + 4,02 0,39 0,36 9,3
13 5 ¢ + - 1,24 0 0,21
c + + 0,88 0,20 0,20 7
15 90 ¢ + - 0 0,10 0,39
c + + 4,23 0,12 0,82 51
18 360 b + + 6,02 0,85 0,71 6
19 360 b + + 11,60 0,42 0,28 4
20 1440 b+ + 11,23 3,16 2,08 1,15
21 1440 b + + 1,2 0,36 0,37 2,1

Die Nummer wurde den CGBDlusen im Versuch zugeteilt. Maus 1 und
(Negativkontrolle):PBS

Maus 2, 4, 5, 10 und 11: 100 ul Ankerliposomen MB2s13, 15, 18, 19 und 21:

100 pl PEG-Liposomen. Die Versuche wurden an dagieh (a, b, c) durchgefihrt (a,b,c).

4.10.4. Untersuchung auf GO-Antikdrper im Serum nahb Anker- bzw.

PEG-GOL-Gabe
Es waren mit Hilfe des Ak-ELISAs keine Anti-GO-Akidirper nachweisbar (Messung
24h nach Applikation der GO-Anker-bzw. EPC:EPG:CRBIG-Liposomen).
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5. Diskussion

In dieser Arbeit wurde zunachst die Aufnahme vaestdner 200nm grof3er Liposomen
in Leukozyten untersucht. Mit den am besten aufgenenen Liposomen wurde die
Wiederherstellung des oxidativen Bursts in BlueeiNon CGD-Patienten analysiert.
Mit den so erprobten EPC:EPG:Chol-Liposomen wurdearversuche mit CGD-
Mausen sowohl im Hinblick auf die Vertraglichkeils aauch im Hinblick auf die
therapeutischen Eigenschaften gemacht. Aufgrunteridler Therapieerfolge mit den
konventionellen Liposomen im Mausmodeflirden targetisierte Liposomen entwickelt
und in vitro getestet. Von den noch ungekoppelten Vorstufen devudie
Pharmakokinetik im Mausmodell bestimmt. Die erh@te Ergebnisse sollen im
Folgenden im Vergleich zur Literatur diskutiert den.

5.1. Aufnahme von 200 nm grof3en, fluoreszenzmarkim Liposomen

in humane Leukozyten
Zunéchst wurde mit fluoreszenzmarkierten Liposomanittels FACS-Messung
untersucht, ob und in welchem Ausmaflie die Aufnahwom verschiedenen
Liposomenpréparationen in die einzelnen Leukozypofationen (Granulozyten,

Monozyten und Lymphozyten) stattfindet.

5.1.1. Aufnahme von RhodaminB-PE- bzw. FITC- markigen
Liposomen in humane Leukozyten.
5.1.1.1. Einfluss der Stabilitdt und Reinheit auf && Aufnahme

Die Stabilitat konventioneller Liposomen stellt ikeechnisches Problem dar. Sie sind,
abhangig von ihrer Zusammensetzung, ca. vier Woldrenstabil (Falk, 1999).

Die in Kap. 4.4.1.1. und 4.4.1.4. verwendeten Lgmoen waren auch noch nach tber
vier Wochen steril. Bei Uber vier Wochen gelagertaposomen fallen bei den
EPC:.EPG:Chol:PEG-Liposomen fir diesen Liposomentjgtiv hohe Aufnahmen auf.
Das entspricht nicht ihren normalerweise vorhande®iealth-Eigenschaften. Da nicht
abzuschatzen ist, welche Eigenschaften sich nocknsern, sollte die Lagerung,
insbesondere der Stealth-Liposomen, tber vier Wodeshalb vermieden werden.

Die konventionellen Liposomen fir die Versuche Rekonstitution des oxidativen
Bursts wurden nicht sterilfiltriert, um die Freisehg von GO zu vermeiden. Mit ihnen

wurden Uber einen Zeitraum von drei Wochen Versggmeacht. Leerliposomen hatten
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bei den ersten Versuchen keine Auswirkungen aufaéhativen Burst. Die in einem
der letzten Versuche nachweisbare Stimulation venkbzyten gesunder Menschen
und Wildtypméausen durch Leerliposomen (Kap. 4.52Kdnnte durch bakterielle

Verunreinigungen zu Stande gekommen sein.

5.1.1.2. Optimierung des Versuchsaufbaus zur Untecheidung von

Aufnahme und Anlagerung der Liposomen
In den Vorarbeiten fur diese Arbeit (Falk 1999, &ar1999, Kimpfler 2003), wurde
mit 1 mol% RhodaminB-PE gelabelten sowie FITC-Daxtgelabelten EPC:Chol und
EPC:EPG:Chol-Liposomen gearbeitet. Rhodamin wurdei BACS-Messungen
eingesetzt, FITC-Dextran wurde nur mittels konfekal Lasermikroskopie
nachgewiesen.
Rhodamin kann aufgrund seines Gehaltes an demateutPhospolipid Ethanolamin in
die liposomale Membran eingelagert werden. Konagiomen bis zu 1 mol%
interferieren laut Lee et al. (1992) nicht mit areePhospholipiden.
In den Versuchen zur Konzentration des Labels ersigh eine Konzentration von
0,5 mol% zur Beurteilung der Aufnahme anhand demrReters %gated (Anteil der
positiven an den ausgewahlten Zellen) als ausnetthand am besten geeignet. Bei
einer Konzentration von 0,1 mol% waren bei niedrig&/erten die Unterschiede
schlecht zu erkennen, bei 2,5 mol% wurden die Woteede bei hohen Werten
undeutlich. Hierbei wird die experimentelle Schugkeit offensichtlich, dass die
Menge des aufgenommenen Labels dariber entscheidetine Zelle im FACS als
positiv erkannt wird oder nicht.

Die FACS-Messung unterscheidet priméar nicht zwisacAalagerung und Aufnahme
der Liposomen. Gerber et al. (2001) haben fir 200 grof3e EPC:EPG:Chol-
Liposomen mittels konfokaler Laserelektronenmikioggk die Aufnahme in
Phagosomen nachgewiesen. Sogar eine KolokalisatibrmarkiertenSaph. aureus
war nachweisbar. Daher kann davon ausgegangen nyediess die Liposomen
grundsatzlich aufgenommen werden.

Higashi et al. (1995) haben die Aufnahme von polylenmodifizierten Liposomen in
Lymphoblastoid-Zellen untersucht. Kihlung (4°C) ufgtochalasin B, das Aktin
depolarisiert, hemmten die Aufnahme vollstandig. areitozyten phagozytieren

wesentlich starker als lymphoblastoide Zellen. Dgo€halasin D die Phagozytose
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effektiver hemmt als Cytochalasin B (Miyake und Kit®78), wurde Cytochalasin D
eingesetzt.

Trotz dieser Hilfsmittel war es bei den ersten ehen nicht einfach zu entscheiden,
ob ein positives Signal auf einer Aufnahme durah Bhagozytose basiert oder durch
eine reine Anlagerung an die Zellmembran verursacintie.

Die Losung dieses Problems brachte die Optimierwhgs Versuchsablaufs,
insbesondere die Verwendung von FACSLysepuffer tiethar nach der Inkubation.
Die zunéachst unbefriedigenden Negativkontrollen emasomit auf Aufnahmen von
Liposomen wéhrend der Waschschritte und aufgrunal Macken in der Kuhlkette
zurtckzufihren.

Die Rhodamin-gelabelten Liposomen haben in Grantdoz und Monozyten einen
deutlichen Anteil positiver Zellen hervorgerufereiBlen Lymphozyten waren lediglich
rund 10% positiv (Kap. 4.4.1.2.).

5.1.1.3. Eignung von FITC-Dextran als Label

Die Liposomen mit verkapseltem FITC-Dextran haben lpei den Lymphozyten mit
rund 10% ein dem Rhodamin vergleichbares Signatbeng (Kap. 4.4.1.3.). Bei den
Monozyten waren positive Zellen zu messen, ihr Ant&r jedoch meist um ein
Vielfaches geringer als bei Verwendung des Rhodiiéls. Bei den Granulozyten
kam es bei der Inkubation mit liposomal verkapseltelTC zu keiner erkennbaren
Farbung der Zellen. Interessant sind UnterschiedeHinblick auf die einzelnen
Zelltypen.

Das Fehlen eines Unterschiedes zwischen dem Rhodamd dem sonst ineffizienten
FITC-Label bei den Lymphozyten lasst vermuten, daies eher eine Bindung der
Liposomen an die Zellen als eine Phagozytose ewmite Rpielt. Membrantbergange
werden von Scherphof und Crommelin (1996) fur RinodaPE beschrieben. Sie
konnen aufgrund der vergleichbaren Werte beim Vedga des verkapselten FITC-
Dextrans als Label als Ursache fir den positiventelAnbei den Lymphozyten
ausgeschlossen werden.

Insgesamt erwies sich die FITC-Markierung wenigiéek#éiv und wurde daher nicht

weiter verfolgt.
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5.1.2. Unterschiede bei der Aufnahme der verschieden

Liposomentypen in Vollblut und isolierte Zellen
Da sowohl bei Vollblut als auch bei isolierten 2ell ohne Serumzusatz deutliche
Aufnahmen in Granulozyten und Monozyten zu beolechtaren, ist die Aufnahme
der 200 nm grof3en Liposomen offensichtlich von Bé&mponenten unabhangig.
EPC:EPG:Chol-PEG-Liposomen wurden insgesamt kadgeaammen. Die neutralen
EPC:Chol-Liposomen wurden etwas besser aufgenomidénAbstand am besten
aufgenommen wurden die negativ geladenen EPC:ERGI@osomen. Diese sollen
daher weiter untersucht werden.
Bereits in der vorausgegangenen Arbeit (Falk, 196&)nte gezeigt werden, dass
einfache, nicht modifizierte Liposomen verschieddnpidzusammensetzungen direkt
von den Phagozyten aufgenommen wurden. Bei eilerbhtion isolierter Zellen mit
Liposomen wurden, wie in der vorliegenden Arbegutlich hohere Aufnahmewerte
mit negativ geladenen Liposomen erreicht. Die Niering dieser Unterschiede bei
Inkubation der Liposomen im Vollblut wurde allergsbei den eigenen Arbeiten nicht
festgestellt.
Die Grundidee des Projektes war, sich die fir dieisten Therapieansatze
unerwiunschte schnelle Blutclearance der Liposom#ohdAufnahme in Granulozyten
und Makrophagen zu Nutze zu machen und auf dieseq &8s Enzym GO als neuen
H.,O.-Donor in die NADPH-Oxidase-defizienten Zellen eiszhleusen. Hierzu
erscheinen die EPC:EPG:Chol-Liposomen geeignet.
Patel et al. (1992) haben gezeigt, diassivo negativ geladene Liposomen starker als
andere Liposomentypen von Zellen des RES in LebdrMilz aufgenommen werden.
Ob sie dort den von uns gewtinschten Zweck erfiMaml spater (Kap. 5.3.) diskutiert.
Bei den anderen untersuchten Liposomentypen wardligiv starke Aufhahme von
EPC.EPG:Chol:PEG-Liposomen in Monozyten auffaligas im Hinblick auf die
Koppelungsversuche (Kap. 4.5.) und die Pharmakdkirideiner PEGylierter GO-
Liposomen (Kap. 4.6.) von Bedeutung ist.
Aus diesem Grund soll vor dem Einsatz gekoppeligodomenin vivo Uberprift
werden, wie lange PEGylierte Ausgangsliposomeracatsch im Blut zirkulieren (vgl.
Kap. 5.5.).
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5.2. Rekonstitution des oxidativen Bursts durch GOLn vitro
Nachdem eine gute Aufnahme von EPC:EPG:Chol-Lip@onin Phagozyten
sichergestellt war, wurde nun Uberprift, ob damnkapselte GO in der Lage ist, den

oxidativen Burstin vitro zu rekonstituieren.

5.2.1. DHR-Assay

In Kap. 4.5.1. wurde mit Hilfe des DHR-Assays digazellulare Produktion reaktiver
Sauerstoffspezies in mit GOL inkubierten Zellen riiift.

Die Granulozyten der C57BIl6/J-Maus (= Wildtyp) halzeif eine Stimulation mit PMA
wesentlich starker reagiert als die Granulozytes gesunden humanen Spenders. Es
konnte bei 80% der murinen und bei 40% der humatiemulierten Granulozyten die
Bildung reaktiver Sauerstoffspezies nachgewiesedeve(positive Kontrolle).

Die murinen und humanen NADPH-defizienten Granueayund Monozyten waren
erwartungsgeman auch unter Stimulation mit PMA thimim oxidativen Burst fahig
(negative Kontrolle).

Die Rekonstitution des oxidativen Bursts mit Hiffen GO-Liposomen gelang sowohl
bei murinen als auch bei humanen NADPH-Oxidasezigfien Granulozyten. Jedoch
waren bei der CGD-Maus nur ein Viertel der Zellewsipv, beim CGD-Patienten
hingegen fast alle.

Monozyten leisten physiologischer Weise keinen groBeitrag zum oxidativen Burst,
sie verhindern aber durch die Phagozytose apophatisGranulozyten den Austritt von
schadigenden Stoffen in unbeteiligtes Gewebe (@i2804).

Monozyten und Lymphozyten waren mit PMA nicht stiimbar, auch die Inkubation
mit GOLs zeigte keinen Effekt. Vereinzelte positWerte bei Méausen sind

wahrscheinlich auf Probleme beim Gaten der Leulagybpulationen zurtickzufiihren.
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5.2.2. Chemilumineszenz

In Kap. 4.5.2. wurde die Bildung reaktiver Saudfsfezies mit Hilfe der
Chemilumineszenz uberpruft. Dabei wird im Gegengatder “Momentaufnahme*” des
DHR-Assays der oxidative Burst kontinuierlich einglbe Stunde lang gemessen. Es
wurden Gesamtleukozyten nach Erythrozytenlyse wedet und somit nicht im
Hinblick auf die einzelnen Zellen differenziert. £gpielt aber kaum eine Rolle, da die
Granulozyten den Hauptbeitrag leisten.

Als Schwierigkeit stellte sich der unterschiedli¢hiiefluss von murinem und humanem
Plasma auf die GOL-Liposomen dar. Humanes Plasefa diie Werte gegenuber
Kontrollen mit Puffer um etwa ein Viertel sinkenurmes Plasma hingegen fihrte zu
einer Erhéhung um eine Zehnerpotenz. Als Ursachennken tierartspezifische
Serumproteine und eventuell die hohere Glucosekdraten im Plasma von Mausen
(ca. 150 mg/dl) in Frage. Beim Mensch liegt dert@lucosewert in der Regel bei 65-
100 mg/dl (Pschyrembel, 1993).

Wenn man konventionelle Liposomen mit Serum inktibikommt es rasch zu einer
Integration von Serumproteinen. Dabei wird eine ige&v Menge des
Liposomeninhaltes freigesetzt (Kalie 2006). Der Iéhkterolgehalt der in dieser Arbeit
verwendeten Liposomen wurde zur Minimierung deenaktion mit Serumproteinen
mit 30mol% gewahlt. Kalie (2006) hat gezeigt, damss EPC:Chol und aus
EPC:EPG:Chol-Liposomen in humanem Serum mit 30mG6lesterin weniger als
5% des Inhaltes freigesetzt werden. Ob dies auchmfirines Serum zutrifft, misste
Uberprift werden. Eine starkere Integration vonuBgroteinen hatte die Freisetzung
groRerer Mengen GO aus den Liposomen zur Folgeratieh die zur Verfiigung
stehende Glucose umsetzen konnte.

Um das murine und humane System einigermal3en &rgte zu kbnnen, musste bei
der Chemilumineszenzmesssung auf Plasma verzichatden. Dazu wurden
Erythrozyten des Vollbluts lysiert und die verbkelen Leukozyten in Puffer
aufgenommen. Damit war allerdings der Einsatz wekogpelten Liposomen, die nur in
Anwesenheit von Serum aufgenommen werden, fir ditethode nicht mdglich.

Wie bei den DHR-Versuchen (Kap. 5.2.1.) zeigte 8iamulation mit PMA bei den
Leukozyten der CGD-Mause und des CGD-Patientenekeiiffekt. Wildtyp- und

Spenderleukozyten waren stimulierbar.
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Die Inkubation mit Leerliposomen (d.h. ohne Einsesl von GO) fiihrte bei den
Wildtypmausen (C57BI6/J) in der Regel zu keinertgygerten Chemilumineszenz-
Antwort.

Bei einem spateren Versuch fiel eine hohe Chemilesienz nach Inkubation mit
Leerliposomen bei normalen humanen Leukozyten&flich wie nach der Inkubation
mit Zymosan. Der Effekt der Phagozytose hatte abeh dem ersten Versuch
nachweisbar sein muissen. Eine bakterielle Veruigwng der Liposomen,

maoglicherweise mit LPS-Bildung als Folge, kann nhialusgeschlossen werden (vgl.
Kap. 5.1.1.1.). Die Saule, die zur Abtrennung vawearkapselter GO bendtigt wird,
wurde als kritischer Punkt ausfindig gemacht. Esden E. coli und Enterokokken

nachgewiesen. Die Saule wurde danach vor jedertBeng entkeimt.

Die Inkubation der Leukozyten mit GOLs sowohl bendAnsatzen mit C57BI6/J als
auch bei den humanen CGD-Leukozyten flhrten zu reifeigerung der
Chemilumineszenzsignale.

Die Direktinkubation von murinen Leukozyten mit kiggosomen flihrt zu keiner, die
mit GO-Liposomen hingegen zu einer massiven Chemiaszenz.

Wurde allerdings Vollblut mit GOLs inkubiert und sahlieRend die Erythrozyten
lysiert (Vorinkubation), war sowohl bei Verwendumgpn Leer- als auch bei
Verwendung von GO-Liposomen bei den Maus-Leukozyteur eine geringe
Chemilumineszenz messbar.

Im Gegensatz dazu fuhrte bei humanen Leukozyterolsiowie Vorinkubation mit
Leerliposomen als auch die Vorinkubation mit GOdspmen zu einer messbaren
Erh6éhung der Chemilumineszenz im Vergleich zu gldiehandelten Leukozyten ohne
Liposomenzugabe.

Die Aufnahme der Liposomen Uber Phagozytose zusammedem Stress durch die
Waschschritte hat vermutlich zu einer Aktivierureg dehr empfindlichen Granulozyten
gefihrt. Das Problem ist auch bei der Verwendung mlierten Granuloyzten zu
erwarten.

Die vergleichenden Versuche zur Rekonstitutionaedativen Bursts in humanen und
murinen NADPH-defizienten Zellen mit Hilfe von GQRE:EPG:Chol-Liposomen
(Kap. 4.5.2.3.) wurden aufgrund der beschrieberrgelihisse als Direktinkubation mit
Leukozyten nach Erythrozytenlyse in HBSS durchgefiibadurch wurden die Zellen
geschont und der hohe Glucosegehalt des murinesmBfa (ca. 150mg/dl) wurde



Diskussion 169

aufgrund der Waschschritte umgangen. Die Messufulges entweder ohne Zusétze,
oder unter Stimulation mit PMA oder Zymosan bzw.Anwesenheit von 1mM f.c.

EPG-Leerliposomen bzw. GO-EPC:EPG:Chol-Liposomen.

Dabei wurde sowohl die Stimulierbarkeit normalemamer und muriner Leukozyten

als auch die Rekonstitution des oxidativen Burstshgewiesen.

5.2.3. Vergleichbarkeit des oxidativen Bursts von udmanen und

murinen Leukozytenin vitro
Sowohl mit Hilfe des DHR-Assays als auch mit Hitfer Chemilumineszenz-Messung
war ROS-Bildung im NADPH- defizienten Maus- und Mehenblut bei Inkubation mit
GO-Liposomen nachzuweiserin vitro erscheint das Mausmodell also fur die

Fragestellung der Arbeit geeignet.

5.3. Uberpriifung der Eignung von GOL im Tierversuch

Die CGD-Mause wurden als Modell fur die septischarBlomatose entwickelt. Es
gibt auRer den zwei Mausmodellen gp91 bzw?! 4Pollok 1995) kein Knock-out-
Modell fir die Septische Granulomatose. Es  wurdenreispgielsweise
Gentherapieversuche mit Knochenmarkstransplangtioan ihnen vorgenommen
(Dinauer, 2001).

Dinauer et al. (2001) haben gezeigt, dass bei 30f&tibnellen Granulozyten im
Mausmodell sowohl bei Infektionen m#taph. aureus als auch bei Infektionen mit
Burk. cepacia die Abwehr vollstandig wiederhergestellt ist.

In in vitro Versuchen mit Mausblut von CGD-Mausen konnte dedative Burst mit
Hilfe von GOL wieder hergestellt werden (vgl. K&p2). Daher schien das Modell trotz
seiner Schwierigkeiten zur Uberpriifung der Wirksainikon GOL geeignet.

Auf das Blutbild der Maus und die Granulozyteneggdraften soll in Kap. 5.7.1. ndher

eingegangen werden.

5.3.1.Vertraglichkeit und Verteilung von GOL

Bekannte Nebenwirkungen der Gabe von hoher Dosensi@® Hypoglykamie und
Methamoglobindmie (Samoszuk et al. 1993).

Sowohl die Dreifachgabe von in PBS geléster GO alsh in EPC:EPG:Chol-

Liposomen verkapselte GO wurde von den CGD-Mauséneaytragen.
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Nach den toxikologischen Untersuchungen fur gelosig liposomal verkapselte GO
von Gerber (2001) waren bei der in dieser Arbeitvadten Dosierung keine

erkennbaren Nebenwirkungen zu erwarten. Geringeh&mebglobinkonzentrationen

waren erst bei der etwa vierfachen Dosierung messba

Die Toxizitatsstudien von Samoszuk (1993) zeigenggioste GO Nebenwirkungen

wie Ohrspitzennekrosen und gestraubtes Fell sowigichtsabnahme ebenfalls erst bei

deutlich hoherer Dosierung.

5.3.1.1. Auswirkungen der GOL-Gabe auf den Blutgluasespiegel

Bei den eigenen Versuchen waren bei den gesundeanTim Vergleich zu Menschen
relativ hohe Blutglucosespiegel (etwa 150 mg/dlfadiig. Wahrend Infektionen war
der Blutglucosespiegel etwa um 1/3 erniedrigt.

Unter der Infektion miStaph. aureus waren leichte Unterschiede zwischen behandelter
und unbehandelter Gruppe lediglich innerhalb deteer Stunde festzustellen. Nach
PBS-Gabe war ein leichter Anstieg, nach GOL-Gabe kiichter Abfall des
Blutzuckerspiegels zu beobachen. Das deutet aufuderwartende Glucoseumsetzung
durch die GO hin (Vgl. Kap. 1.3.). Danach war allegs auch in der mit PBS
behandelten Kontrollgruppe ein leichter Abfall, deich 24 h wieder ausgeglichen war,
festzustellen. Dabei ist zu bertcksichtigen, dass\ersuchsablauf mit mehrmaliger
Blutentnahme fir die Tiere eine Belastung darstellt

Aufgrund der starken Schwankungen der Einzelweme sliese Tendenzen nicht
Uberzubewerten. Einzelne sehr niedrige Werte ineklidnsversuch schienen mit
schlechtem Allgemeinbefinden der jeweiligen Maus kaurelieren. Einzelne hohe
Glucose-Werte korrelierten oft mit Problemen beinnf&gen. Stresssituationen
konnen eine Hyperglykamie zur Folge haben (Kraét Diirr 1997).

Der Stress durch das ,Handling’ kénnte auch naclm d&OL-Gaben bei der
Langzeituntersuchung (Kap. 4.6.) den Glucosevedbiradurch die GO Uberdeckt

haben.

5.3.1.2. GO-Gehalt in Organen und Serum

Mit Hilfe zweier im Labor etablierter ELISAs wurde@rgan- und Serumproben
untersucht. Mit dem SandwichELISA wurde der GO-Geiva Organen und Serum
bestimmt. Mittels eines direkten ELISAs wurde nashigsen, ob das Enzym im

funktionellen Zustand vorliegt, also .8, produziert. In der Regel war die
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nachgewiesene GO auch funktionell. Lediglich weraurk noch quantitativ GO
nachweisbar war, konnte vereinzelt keine GO-Aldivitachgewiesen werden.

Dies war vor allem bei der Langzeituntersuchung &, wo aufgrund des spaten
Totungszeitpunktes im Serum kein und in den Orgasedm wenig bis gar keine GO
nachweisbar war. Der GO-Gehalt in den Organen Leiper Milz (Tag 11) lag bei
diesen Tieren nahe der Nachweisgrenze des Testsysted ist daher schwer zu
beurteilen. Um eine klare Aussage Uber die Abbageisdigkeit von liposomal
verkapselter gegenuber geloster GO zu erhalten teniea Versuch mit héheren
Tierzahlen und friherem Totungszeitpunkt gemachtdere Der Langzeitversuch
hingegen diente in erster Linie der Uberpriifung\derraglichkeit der EPC:EPG:Chol-
Liposomen unter angestrebten Therapiebedingungen.

Der GO-Gehalt in den Organen und im Serum bei dékiionsversuchen mitaph.
aureuswurde 24 h nach der i.v.-Gabe der GOL bestimmt (Kap.4.).

Die GO-Proteinkonzentration in der Leber war insgeshoher als in der Milz. Im
Mittel war in den Organen der infizierten Tiere wgamr GO nachweisbar als in nicht
infizierten Mausen, wo der GO-Gehalt in der Milzpgelt und in der Leber dreimal so
hoch war. Die hohen Standardabweichungen machechegrneut auf die Problematik
der intraventsen Applikation aufmerksam. Auch untdektion mit Burk. cepacia
wurde die GO schneller abgebaut als bei nicht ifien aber gleich behandelten
Kontrolltieren.

Als mdgliche Ursachen kommen ein erhdhter Stoffwetibei den infizierten Tieren
oder die bessere Abbaubarkeit der GO in verbrandPb@gozyten in Frage.

Die Milz leistete bei diesen Versuchen offenbaerigréReren Beitrag zur Elimination
der GOL als bei den Versuchen von Kimpfler (20@¢ spielt also wahrscheinlich bei
der Eliminierung nach tber 8 Stunden, die von Kiemphicht untersucht wurde, eine
grolRere Rolle. Es ist jedoch auch denkbar, dassnBahpaften der GO von Bedeutung
sind, da zuvor mit der Modellsubstanz Dextran geigebwurde.

Kimpfler (2003) hat mit radioaktiv gelabelten Limmsen eine Halbwertszeit der
Liposomen von 70 min und eine Anreicherung in Letwed Milz festgestellt. Dabei
waren nach einer Stunde 50% des Liposomeninhatieder Leber und 7,5% des
Liposomeninhaltes in der Milz zu finden. Im Verlaidr ndchsten 7 h kam es weder zu

einer weiteren Anreicherung, noch zu einem erkeramAbbau.
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5.3.1.3. Antikorpertiter gegen GO

Eine Beeintrachtigung der Wirksamkeit koénnte von Biéddung von Antikdrpern gegen
das Enzym ausgehen. Das Enzym wird zwar rekombimanmgiestellt, stammt aber aus
dem PilzAspergillus niger.

Es gibt bisher keine Untersuchung Uber das AusnealfAdtikdrperbildung nach der
Gabe von GO. Fiur uns von besonderem Interessewist, sich die liposomale
Verkapselung auf die Antikoérperbildung auswirkt.eDndglichen Auswirkungen sind
in Kap. 3.2.7.3. beschrieben.

Mit Hilfe des etablierten GO-AK-ELISAs (Kap. 3.2181) wurde der Antikorpertiter im
Serum der Tiere bestimmt. Beim Langzeitversuch (Kkf.) lag bei den Tieren, die
GO in gel6ster Form erhalten hatten, der Antikérearzwischen 1:128 und 1:256. Bei
den beiden Tieren, die GOLs in einer Dreifachgabebiekamen, waren die Titer sehr
hoch & 1:1024). EPC:EPG:Chol-Liposomen scheinen die Imamtwort auf GO zu
verstarken.

Gregoriadis et al. (2002) haben Liposomen fur DNécdine verwendet, um die
Aufnahme von DNA, die fur das Oberflachenantigem udepatitis B kodiert, in
antigenprasentierende Zellen zu gewabhrleisten. \Rikkapselte DNA hat zu einer
wesentlich starkeren Bildung von IgG-Antikorperritdet als die nackte DNA.
Besonders kritisch ist in diesem Zusammenhanginligitro nachgewiesene starke
Aufnahme von EPC:EPG:Chol-Liposomen in Makrophafagh. Kap. 4.4.) zu sehen.
Wenn Makrophagen fremde Molekilmuster, in dieserih G®, erkennen, bilden sie
MHC-Klasse-lI-Molekiile. Die in Endosomen aufgenonmer@ Fremdmolekile werden
zu Peptiden abgebaut und dann von den MHC-Klaskmwli¢kllen prasentiert,
woraufhin vermehrt Antikdrper gebildet werden. @aay, 2002, 5. Aufl., 2002).

5.3.1.4. Expression von Komplementrezeptoren 24h aa GOL-Gabe

Bei der Expression von Komplementrezeptoren bestamdchen den behandelten
(GOL) und den unbehandelten (PBS) Tieren kein jpialter Unterschied.

Zen et al. (2003) haben beschrieben, dass CD11lér WEtzindungsbedingungen
hochreguliert wird, wodurch die Granulozytenadhdsipunimmt, was mit einer
Hochregulation des Leukozytenintegrins Macl mit @eszerstorung als mogliche
Folge (Witko-Sarsat et al., 2000; Schmidt, 2002knépft sein konnte.

Bei den durchgefuhrten Infektionsversuchen &uph. aureus nahm der Anteil einfach

CD18 positiver Granulozyten unter der Infektionuaddl der doppelt positive Anteil zu.
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Die GOL beeinflussten die Komplementrezeptorenesgom von CD 11b/ 18 auf
Granulozyten bei der CGD-Maus nicht. Bei Monozytand Lymphozyten war
ebenfalls kein Unterschied zwischen behandelter umizkhandelter Gruppe zu sehen.

Eine Aktivierung des Komplementsystems durch did.&fand somit nicht statt.

5.3.1.5. Schlussfolgerungen tber die Vertraglichkeder GOL

Insgesamt wurde die Behandlung mit EPC:EPG:Chol:G@lt vertragen. Das
Komplementsystem wurde nicht aktiviert. Es warenlevedeutliche Auswirkungen auf
den Blutglucosegehalt noch auf das Verhalten odsrGewicht der Tiere festzustellen.
Nach 24h war GO in Leber und Milz, jedoch in keinanderen untersuchten Organ
nachweisbar. Mit Hilfe eines im Labor etabliertean8wichELISAs konnten grol3e
Enzymmengen nachgewiesen werden. Mittels eines ktdite ELISAs wurde
nachgewiesen, dass das Enzym im funktionellen Adstarliegt, also KO, produziert.
Die Auswirkung der liposomalen Verkapselung auf Amikorperbildung wurde mit
Hilfe eines neu etablierten ELISAs untersucht. f8ket zu héheren Antikorpertitern als
die Verwendung geloster GO. Bei der Verwendung vaiposomen als
Arzneimittelcarrier ist also die Verwendung einestodogen und somit nicht

immunogenen Enzyms anzustreben.

5.3.2. Wirksamkeit von GOL im Tierversuch

In den Tierversuchen wurde die Rekonstitution dedativen Bursts als Grundlage der
GOL-Wirkung mit Hilfe des DHR-Assays uberprift. Dilkerapeutische Wirkung an
sich wurde durch die Behandlung d&aph.-aureus-Peritonitis und der Burkholderia-

Sepsis uberpruft.

5.3.2.1. Rekonstitution des oxidativen Bursts

Eine Rekonstitution des oxidativen Bursts war mitfeHDHR-Assays weder eine
Stunde nach der GO-Gabe (freie GO und GOLs, Latgasuch) noch 24h nach der
GOL-Gabe @aph. aureus-Infektion) in enthommenem Vollblut mdglich. Die
Positivkontrolle, Vollblut einer Wildtypmaus stimeit mit PMA, war deutlich positiv.

Die Proben der behandelten CGD-Mause hingegen watets negativ. Dennoch

wurden Therapieversuche an infizierten Tieren gémac
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5.3.2.2. Therapieversuch naclstaph. aureus- Infektion

Staph. aureus wurde gewahlt, weil er einer der haufigsten kraitklrerursachenden
Erreger bei CGD-Patienten ist (Segal et al., 2000).

Saph. aureus besitzt eine Resistenz gegen positiv geladenendmtibielle Peptide des
angeborenen Immunsystems (z.B. Defensine) (Fedikie, 2004).

CGD-Patienten sind beispielsweise nicht anfélliggeudomonas aeruginosa. Dieser
Keim ist zwar ebenfalls Katalase-positiv, jedochhrseempfindlich gegeniber
Defensinen (Smiley et al., 2007).

Es gab bereits ein Infektionsprotokoll fir den vemdeten Bakterienstamm bei dem in
dieser Arbeit eingesetzten Mausstamm (Dinauer, R0@hbei wurde allerdings
lediglich die Eliminierung der Abszesse aus derdddhle als Parameter verwendet.
In der vorliegenden Arbeit wurde versucht, weitBaameter fir die Beurteilung des
Krankheitsverlaufs und somit des TherapieerfolgeBralen.

Die mittlere Anzahl der Abszesse in der Leber warfgaund der hohen
Standardabweichung, sowie aufgrund der sehr vedehen Auspragung der
Entziindungen zwischen den einzelnen Mausen, nislitaaameter zur Beurteilung des
Krankheitsverlaufes geeignet. Die Anzahl der Kei(W®E) in der Peritoneallavage
hing in erster Linie mit der Lokalisation der Absge zusammen. Wurde beim Er6ffnen
der Bauchhodhle ein Abszess getroffen oder waren zédse aufgrund von
Verklebungen gerissen, wurden in der Peritoneajjavaxtrem hohe Keimzahlen
gezahlt. Bei unbeschadigten Abszessen war dieoRedtlavage unabhangig von deren
Anzahl und GroRRe steril. Zwischen mit GOL beharateiind unbehandelter Gruppe
war kein Unterschied nachzuweisen.

Subletale Infektionsdosen vdaph. aureus werden bei CGD-M&ausen langsamer aus
der Bauchhohle eliminiert als bei Wildtypmausenli@ad, 1995). Bei den Versuchen
von Pollock entwickelten 7 von 11 CGD-Mausen AbseesEs waren jedoch bei
Beendigung des Versuchs auch bei einer der neudtypihause Abszesse in der
Bauchhohle zu beobachten.

Bei den Versuchen von Dinauer 2001 zeigten wedeD-@©Gimaren mit 5- 20%
funktionalen Granulozyten noch Knochenmark-transjgaie CGD-Mause mit 20%
funktionalen Granulozyten reduzierte Abszessforoma{Dinauer, 2001). Im Gegensatz
dazu sind weibliche Merkmalstrager beim Menschereitse bei 5% funktionalen

Granulozyten unauffallig (Winkelstein et al., 2000)
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Insgesamt stellt sich nach diesem Versuch die Fralgaedie Saph. aureus Peritonitis
ein optimales Infektionsmodell darstellt. Von demassuchten Parametern war keiner
geeignet, Unterschiede im Infektionsverlauf zwiscder mit GOL behandelten Gruppe

und der unbehandelten Kontrollgruppe nachzuweisen.

5.3.2.3. Therapieversuch nacBurk. cepacia- Infektion

Burk. cepacia verursacht bei normal immunkompetenten Menschan B&usen keine
Infektion. In den Versuchen von Dinauer et al. (PO@aren Mause mit 30% normalen
Granulozyten geschutzt und Uberlebten im Gegermatden Tieren mit geringerem
Anteil normaler Granulozyten.

Die im Rahmen der Tierversuche erhobenen Paranigeg. 4.8) waren gut zur
Beurteilung des Krankheitsverlaufes geeignet. kéiBiutkultur wirde sich vermutlich
ein engeres Zeitraster (12h) anbieten, um raschekkeitsverlaufe besser einschatzen
zu kdnnen.

Die Anzahl der Keime (KbE) in der Peritoneallavagpe der Leber korrelierte gut mit
der Schwere der Erkrankung.

Die starke Segmentierung und deutliche Granulierungchten es schwierig,
Granulozyten und Monozyten mikroskopisch zu diffeieren (Kap. 4.3.1.).
Veranderungen wie Vakuolisierung und toxische Glatian werden in der Literatur
als Veranderung beschrieben, die bei Sepsis selffighieobachtet wird (Seebach et al.,
1997). Eine sichere Differenzierung ist nach Augtem des VetMedLab dann nicht
maglich.

In der Hoffnung auf eine gute lokale Wirkung wurdenTherapieversuch 1die GOL
intraperitoneal gegeben. Aufgrund der unterschigél Uberlebensdauer der Tiere ist
die Aufnahme und der Abbau der GO schwer zu béenteks fallt jedoch auf, dass bei
einem Tier noch an Tag inf., bei anderen Tieren jedoch nicht einmal an Té&g&Eo

in Leber und Milz nachzuweisen war. Eine Applikatias Darmlumen kann nicht ganz
ausgeschlossen werden.

Es gab im Krankheitsverlauf keine nennenswertenetdohiede zwischen GOL-
behandelter und unbehandelter Gruppe.

Um einen Therapieeffekt zu erreichen, wurdenTimerapieversuch 2die Bedingungen
intensiviert. Zunachst erfolgte einex vivo Inkubation von defizientem murinen
Vollblut mit GOL, das anschliel3end i.p. gegebendeurDrei Stunden spater erfolgte

eine i.v. und weitere 3 Stunden spater erfolgte em Gabe GOL. Die Inkubation von
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Vollblut mit GOL hattein vitro zu einer guten Aufnahme gefiihrt, das vorinkubierte
Mausblut sollte am Ort der Infektion seine Wirkwergfalten.

Die intravendse GOL-Gabe hatte zum Ziel, eventudich bereits systemisch
gewordene Infektion zu bekampfen. Schliel3lich war@©L noch lokal gegeben.

Die ex vivo Vorinkubation von Vollblut, die eventuelle Aufnalkproblemen vivo und
die rasche Clearance durch das RES in Leber und Mihgehen sollte, blieb
therapeutisch ebenfalls erfolglos.

Im Gegensatz zur Einfachgabe in Versuch 1 waren ergleichbaren
Totungszeitpunkten Antikorpertiter nachweisbar. Dmsh wurde die Behandlung mit
GOL grundsatzlich sehr gut vertragen.

Es stellt sich die Frage, ob das Therapieversagedan Liposomenformulierung oder
mit dem gewahlten, suboptimalen Tiermodell zusamréegt. Es konnte bei keinem
der Versuche mit EPC.:EPG:Chol-Liposomen eine Rekotisn des oxidativen Bursts
in vivo erreicht werden.

Die Ergebnisse mit Stealth-Liposomienvivo werden in Kap. 5.5. diskutiert.

5.3.2.4. Elimination der GOL durch das RES

Da mit Hilfe der EPC:EPG:Chol:GOin vivo weder die Rekonstitution des oxidativen
Bursts noch ein therapeutischer Effekt bei Infaidio erreicht wurde, stellte sich die
Frage nach den Grunden.

Als mogliche Ursache kommt die rasche EliminatioanvLiposomen im RES
(Gregoriadis, 1995; Woodle und Lasic, 1991) in Erag

Bei Hunden, Labornagern und Menschen werden Baktetind andere Partikel
Uberwiegend in der Leber entfernt (Tizard 2004jiher hat man dafur ausschlief3lich
die Kupferschen Sternzellen, Makrophagen, die am dg&inusoiden sitzen,
verantwortlich gemacht. Heute stellt sich die Sitwa komplexer dar. Die Partikel
werden von den Makrophagen zunachst nur gebundatieBenprodukte interagieren
mit den Toll-like Rezeptoren, wodurch es zu Sekretvton TNFe und IL-1 kommit.
Diese Mediatoren locken Neutrophile an, die an @éerflachenintegrine der
Kupferschen Sternzellen binden. Die Granulozytetnmmen die Partikel auf und
verdauen sie. Im Anschluss daran folgt die Apopt@se apoptotischen Neutrophilen
werden wiederum von den Kupferschen Sternzelledatgr wodurch die Freisetzung

von Toxinen und Proteasen verhindert wird.
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Fir den Menschen st bekannt, dass Lebermakrophagérerwiegend

Komplementrezeptoren (CD35) besitzen und Milzmakeggn mehr Antikorper-
Rezeptoren (CD 64) (Tizard 2004). Wie es sich leeiMaus verhélt, ist in der Literatur
nicht vermerkt. Die hohen GO-Gehalte in der Milzclaunach Einfachgabe von
Liposomen lassen jedoch vermuten, dass in der Min Mausen auch
antikdrperunabhangig grof3ere Mengen Liposomen eiartiwerden.

FUr neu zu konzipierende Liposomenformulierungdén Einsatan vivo kbnnte die

Umgehung der Adhasion an Makrophagen des RES aegeswverden, was mit
PEGylierten Liposomen erreicht werden kann (Kap)5.5

5.4. Entwicklung targetisierter Liposomen

Um die Aufnahme von besser sterilfiltrierbaren,ikd®d Liposomen in Phagozyten zu
ermoglichen, wurde die Oberflache mit Hilfe von BE&ten Sojasterolen

funktionalisiert. An deren terminales Ende wurd& Igekoppelt, um als Ziel (Target)
den Fc-Rezeptor anzusteuern und somit die Fc-Razeprmittelte Phagozytose zu

nutzen. Albumin diente als Vergleichsprotein.

5.4.1. Einfluss des Alters der Liposomen auf die Anahme

Insgesamt waren die Ergebnisse uneinheitlich. Dietepngekoppelten Liposomen
waren herstellungstechnisch noch nicht ausgeiegfider war auch die Sterilitat der
Liposomenpréparationen nicht gewahrleistet, natémeersuchungen an sterilen, gut
charakterisierten Liposomen sind anzustreben.

Als Kontrolle diente unter anderem eine Vorstufe die gekoppelten Liposomen, die
sogenannten Ankerliposomen (vgl. Glossar). Sie tesoll eigentlich in ihren
Eigenschaften PEG-Liposomen entsprechen. Einigeargéh (Kap. 4.9.4-5.) wurden
jedoch gut aufgenommen.

Die Auswirkung der Lagerungsdauer wurde in diesebef untersucht. Frisch
praparierte Liposomen (Alter unter 24h) standenfiiurinen Versuch zur Verfiigung
(Kap. 4.9.1.). Auffallig war vor allem das Fehleer dAufnahme in Monozyten bei guter
Aufnahme in Granulozyten. Der Versuch fand verrohtivor Abschluss des bei der
Lagerung der Liposomen auftretenden Grol3enwachssiatt Zwei Tage nach der
Produktion lag der Anteil der Monozyten, die Immlposomen aufgenommen hatten,
bei Uber 60%. Die Eigenschaften der Liposomen habem also offensichtlich mit

Zunahme der Lagerdauer verandert.
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Bei frisch hergestellten Liposomen, Verhinderung @e063enwachstums oder kleinerer
AusgangsgrofRe ware eventuell die Umgehung der Ksgifen Sternzellen der Leber
maoglich. Das ware insbesondere im Hinblick auf Awtikdrperbildung (vgl. Kap.
5.3.2.), aber auch im Hinblick auf die Verfugbatkdiir Granulozyten sehr
winschenswert.

Eine Lagerdauer von 2-6 Tagen scheint die Eigerftzh&on gekoppelten Liposomen
nicht weiter zu beeintrachtigen. Bei einer Lagestawon 8 Tagen hatten die
gekoppelten Liposomen ihre Uberlegenheit gegenikmventionellen Liposomen
verloren (Kap. 4.9.6.).

Das GrofRenwachstum in den ersten Tagen, die kuattbdtkeit (unter einer Woche)
und das Fehlen einer Methode zur Aufkonzentratiomd sbei den gekoppelten

Liposomen problematisch.

5.4.2. Aufnahme der Liposomenin vitro in Abhé&ngigkeit von

Liposomeneigenschaften und Inkubationsbedingungen

5.4.2.1. Einfluss des Serums auf die Aufnahme

Alle verwendeten Liposomentypen enthielten 30mol%ol€sterol, wodurch die
Serumstabilitat relativ hoch ist, da die Wechsdtwrg mit HDL verhindert wird
(Gregoriadis und Davis, 1979). Bei den gekoppeltgposomen ist aufgrund der
gleichen Mechanismen wie bei den PEG-Liposomen. (Wap. 1.3.2.1.) davon
auszugehen, dass auch die Interaktion der Liposomerbran mit LDL verhindert
wird.

Im Gegensatz zum Vollblut fand bei isolierten Lexjen in Puffer (HBSS) keine
Aufnahme gekoppelter Liposomen statt. Daraufhin deuder Einfluss von Serum,
hitzeinaktiviertem Serum und Heparinplasma naherpiift.

Fur die Aufnahme von mit Albumin oder IgG- gekogpelLiposomen in Granulozyten
und Monozyten war das Vorhandensein von nativemurSerbzw. Plasma
Voraussetzung (vgl. Kap. 4.9.).

Daher kommen prinzipiell zwei Aufnahmewege in Fr@beard 2004).

1) Die Antikorper-Rezeptor vermittelte Phagozytose wird auch als Typ |
Phagozytose bezeichnet. Sie wird vom spezifischanRézeptor (CD32) der
neutrophilen Granulozyten vermittelt. Aufgrund degganden wird er auch als

Fc-Rezeptor bezeichnet. Physiologisch bindet espielsweise an mit Antikdrpern
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besetzte Bakterien an. Die Polymerisation von HrAktird getriggert und F-Aktin
haltige Fortsatze, auch als Lamellipodia bezeichumaschliel3en die Partikel.

Dieser Mechanismus sollte durch die gekoppeltenik@mer eigentlich direkt
angesprochen werden. Da jedoch Albumin die gleidféekte erzielt, spielt vermutlich
die korpereigene Opsonisierung eine Rolle. Moghaleese sind bei der gewahlten
Koppelungsmethode auch nicht gentigend IgG in dktigen Orientierung gekoppelt.

2) Damit kommt auch di€omplement-vermittelte PhagozytosgTyp II) in Betracht.
Dabei wird der Partikel ohne Lamellipodiabildungsahlossen. Der Rezeptor fir C3b,
als CD35 oder CR1 bezeichnet, kommt neben Grandozguch auf Monozyten,
B-Zellen und anderen Zellen vor. Die Bindung vorb&f@coateten Partikeln muss aber
nicht zur Aufnahme fiihren. Allerdings fuhren Mecisamen wie das , Trapping“ in der
Regel zu einer Oberflachenphagozytose.

Da die Opsonisierung entscheidend fur die Aufnafshe&ann ausgeschlossen werden,
dass die Bildung von Liposomenaggregaten die Aufrelrerursacht. Es ware sofort
die kritische Grol3e von 200 nm (Harashima et @95) Uberschritten, die Partikel
wirden serumunabhangig aufgenommen.

Die Aufnahme in isolierte Zellen, resuspendierBgrum oder Plasma und in Vollblut,
schwankte aufgrund des Stresses fur die Zellen mmheren sehr stark. Daher sind die
einzelnen Ansatze schwer zu vergleichen.

Da in hitzeinaktiviertem Serum resuspendierte ZeKeinerlei Aufnahmen zeigten, ist
eine hitzeempfindliche Komponente fiur den Aufnahroegss von entscheidender
Bedeutung. Liu et al. (1995) halten es fur sehr raeieinlich, dass der
Komplementfaktor C3 eine wichtige Rolle bei der Aatime von Liposomen durch
Kupfersche Sternzellen des Menschen spielt. Bei ddidu hingegen spielen

Serumopsonine fur die Liposomenaufnahme durch et keine Rolle.

5.4.2.2. Einfluss der gekoppelten Proteine auf dkufnahme

Durch die Koppelung von IgG an PEGylierte Sojadéevaurde eine Targetisierung der
Liposomen auf Phagozyten angestrebt (vgl. Glossaiap. 3.2.1.).

Die terminale Koppelung von IgG an PEGylierte Sigasle gelang.

Die Koppelungseffizienz durchlief ein Maximum bener Proteinkonzentration von
2mg/ml und einem Anker/Proteinverhaltnis von 2285hAntert 2006, unverdffentlichte
Daten). Der Liposomendurchmesser nahm mit der ikaiezentration zu. Es kam



Diskussion 180

nach der Extrusion zu einem GrolRenwachstum dersbipen. Nach 72h wurde keine
Zunahme des Durchmessers mehr beobachtet.

Laut Weissmann et al. (1974) ist lg Gegensatz zu anderen Untergruppen der IgG-
Fraktion gegenuber Liposomen und vermutlich auchegéber Zellmembranen inert
und das Fc- Fragment ist so aktiv wie bei 1jg@er aktivsten IgG-Untergruppe. Daher
bietet sich fur weitere KoppelungsversucheJlga.

Mit dem gekoppelten IgG sollte direkt der Fc-Repemter Granulozyten angesprochen
werden. Die durch die Koppelungsform gewahrte filei@sentation und die flexible
PEG-Kette erlauben eine gute Interaktion von Ligand Zielstruktur. In der Literatur
sind lange Zirkulationszeiten fir diesen Liposorgpntbeschrieben, wobei ein
Zusammenhang zwischen Zirkulationszeit und Ligated#rbesteht (Allen et al., 1995;
Maruyama et al., 1995; Huwyler et al., 1997). Geratle konkrete Ligandenlast
entsprach bei der Herstellung bisher oft nicht Bemartungen.

Zwischen Serumalbuminen und Immunoglobulinen schiaas den Erfolg der
Targetisierung auf Phagozyten betrifft, kein wekemér Unterschied zu bestehen.

Die IgG-vermittelte Phagozytose fand serumunabligstatt. Daher haben die 1gG-
gekoppelten Liposomen nicht direkt den Fc-Rezeptangesprochen, ohne
Opsonisierung (isolierte Zellen in hitzeinaktiveart Serum) fand keine Aufnahme statt.
Wahrscheinlich werden die gekoppelten Liposomertid@erumantikdrper opsonisiert
und damit unabhangig vom (immunogenen) Protein Eideennung durch den Fc-
Rezeptor zugénglich.

In diesem Zusammenhang sind die Ergebnisse nadnRubation mit IgG interessant
(Kap. 4.9.7.). Natives IgG forderte die Aufnahmenvgekoppelten Liposomen in
Granulozyten, hitzedenaturiertes 1gG hingegen nicht. Das spri&ftr, dass die
nativen IgG die Liposomen opsonisieren und diese daichter aufgenommen werden
konnen.

Vollkommen anders verhielt es sich bei den Monazytéier hemmte sowohl natives
als auch hitzeinaktiviertes 1gG die Aufnahme vorkagpelten Liposomen. Ahnliche
Effekte bei Kupferschen Sternzellen von Ratten waordon Derksen et al. (1987) auf
eine Hemmung des Fc-Rezeptors zurickgefuhrt. Ddiganmten gleichermal3en
niedrige Mengen BSA die Aufnahme nicht, grof3e Menigegegen schon. Es scheinen

also auch nicht Fc-Rezeptor vermittelte Aufnahmae Rolle zu spielen.
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Es stellt sich die Frage, welche Aufnahmeform @ Granulozyten durch die nativen
Antikorper geférdert wird. Mdglicherweise fuhrt d@psonisierung durch Antikorper
zu einer leichteren Aufnahme durch Fc (CD32)-Remeptrmittelte Phagozytose.

Die Hemmung bei deMonozyten konnte durch CD 64 ausgeldst sein. Es kommt auf
Monozyten konstitutiv, auf Granulozyten nur indukzi®@or. Bei Bindung von Fc-
Stucken an CD 64 kommt es im Gegensatz zu den emde-Rezeptoren zu einer
direkten Auslésung des oxidativen Bursts (Janeg@{1). Fc-Rezeptoren binden an
antikorperbeschichtete Partikel mit héherer Aviddés an IgG-Monomere. Allerdings
kommt eine verbesserte Bindung generell durch Agmgien oder Multimerisierung
zustande. Zu dieser kommt es auch durch die Bildwmglmmunkomplexen, was bei
der Vorinkubation mit nativem IgG die Erklarung rsekénnte. Die bei der
Hitzedeaktivierung entstandenen Aggregate kénntenteell ebenfalls binden.

Wird so tber CD 64 durch die Vorinkubation mit Ig&&reits vor der Zugabe der
Liposomen der oxidative Burst ausgelost, kann das berabgesetzte Aufnahme der
Liposomen im Anschluss verursachen.

Bei den Lymphozyten wird der positive Anteil durch die VorinkubationitngG
ebenfalls deutlich gehemmt. Offensichtlich wurdeer ldie Fc-Rezeptoren blockiert.
Das spricht daftir, dass eine Bindung der gekoppélfgosomen an Fc-Rezeptoren fur
die teilweise sehr hohen Werte bei der InkubatidnLymphozyten verantwortlich sein
konnte.

Es gibt Hinweise darauf, dass das verwendete Mehglprotein Albumin, ebenso wie
IgG, im Blut als Opsonin fungiert (Hernandez-Caselkt al., 1993). Als Mechanismus
kommt nach den vorliegenden Ergebnissen nicht murd-vermittelte Phagozytose,
sondern die komplementvermittelte Phagozytose (Mypn Frage. Daher sollte ein
Kontrollprotein gewahlt werden, das weder mit denoniplement, noch mit
Immunglobulinen in Wechselwirkung tritt.

Uber den Einfluss der Proteinmenge (umol/mg Lipid) die Aufnahme kann aufgrund
der lickenhaften Datenlage keine Aussage getrefiden.

Die Koppelung von Proteinen verbessert auch im kel die Aufnahme von
Liposomen. Gerade aufgrund der geringen Granulozgtd im Mausblut konnte eine
gezielte Targetisierung auf Granulozyten eine dmisiende Verbesserung des Modells

bringen.
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Trotz aller Schwierigkeiten wurden die proteinggielpen Liposomen in Vollblut
wesentlich besser aufgenommen als die bis dahinvereteten EPC.EPG:Chol-
Liposomen.

Die gute Aufnahme frisch préparierter LiposomerGiranulozyten und das Fehlen der
Aufnahme in Monozyten (Kap. 4.9.1.) lasst hoffeassibei optimaler Kombination von
Grole und Koppelung eine Targetisierung auf Graytdém maoglich ist.

5.5. Pharmakokinetik kleiner GO-EPC:EPG:Chol-PEG- und Anker-

Liposomen im Mausmodell
Da eine Aufkonzentration der gekoppelten Liposonmeit der bisher eingesetzten
Ultrazentrifugation noch nicht moglich war, wurdet den Vorstufen flr gekoppelte
Liposomen (Ankerliposomen, PEGylierte Sojasteroléhydrolisiert) und den
vergleichbaren, ohne fiir die Koppelung notwendigenschenschritten hergestellten
EPC:EPG:Chol:PEG-Liposomen pharmakokinetische Jatdtungen durchgefihrt.
Huwyler et al. (1997) hat pharmakokinetische Untehsingen an Ratten mit 85nm
grof3en konventionellen sowie PEG-Liposomen mit ahde terminale Koppelung von
Antikdrpern gemacht. Die Organgehalte waren fur deynHerz und Niere fiur alle
Liposomentypen gering. Die konventionellen Liposanveurden in grol3em Umfang
von Leber und Milz aufgenommen. Dies war fur PE@dsomen nicht der Fall, sie
umgehen also das RES.
Bei den IgGsgekoppelten Liposomen waren die Stealth-Eigensehafiur teilweise
aufgehoben. Huwyler hat bei langer Verweildauer Biut in allen untersuchten
Organen geringe Liposomengehalte festgestellt,cjedweder fur Milz noch fur Leber
in einem erhdhten Ausmal3. Aufgrund der Ergebnisseuwyler kann grundsatzlich
davon ausgegangen werden, dass IgG-gekoppelte dopos eine flir unseren
Therapieansatz geeignete Pharmakokinetik haben.
Die bei Huwyler gefundenen Eigenschaften machengiie,-gekoppelten Liposomen
fur unsere Anwendung attraktiv. Gewisse Liposomaatie in allen Geweben bei
langer Halbwertszeit im Blut waren fur unsere Andmg wiinschenswert.
Fur die in dieser Arbeit verwendete Verkapselungsl Koppelungsmethode muss erst
noch eine Technik zur Aufkonzentration entwickelterden, bevor gekoppelte
Liposomen im Tierversuch eingesetzt werden konma.wir allerdings mit einem
anderen Tiermodell arbeiten, galt es zunachst, @mganverteilung fir die

Ankerliposomen als Vorstufe fur die Immunoliposonzeniberprifen.
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Parallel dazu wurden PEG-Liposomen untersucht. Iptin@lfall sollten sie sich in
ihren Eigenschaften nicht von den Ankerliposometerscheiden.

Es wurde mit Liposomen gearbeitet, in denen GOafs&lt war. Der Nachweis der GO
in Organen und Serum mit Hilfe der beiden ELISAsaisch bei kleinen Probenmengen
maoglich und so kann auch direkt die Rekonstitutdes oxidativen Burstsn vivo
Uberprift werden.

Beim Nachweis der GO fallen hohe Serumwerte undrige Organwerte auf, fur die
PEG-Liposomen etwas ausgepragter als fiur die Aipkmdmen. Beide
Liposomenpréparationen scheinen also Stealth-Egeften zu besitzen.

Eine Halbwertszeit kann nicht angegeben werden,edasich bei der Kinetik,
insbesondere in der ersten Stunde nach Applikaticht um eine Funktion erster
Ordnung handelt.

Die Halfte der Ankerliposomen war nach etwa 5 Samdind die Halfte der
EPC:EPG:Chol:PEG-Liposomen nach etwa 8 Stundendaus Blut eliminiert. Um
Daten verschiedener Mause unabhéngig von der bkditdc applizierten
Liposomenmenge vergleichen zu kénnen, wurde dennsé&eber-Quotient berechnet
(Kap. 4.10.2). Die etwas starkere Elimination derkérliposomen durch die Leber
zeigt, dass es bei der Qualitat der Liposomen Aduieichungen gibt.

Kimpfler (2003) hat beobachtet, dass die EPC:EP@&:Ciposomen nach einer schnell
eliminierenden Anfangsphase bei hohen Lipidkonzgiainen ein bestimmtes Level
hielten oder bei niedrigeren Lipidkonzentrationeacin 8 Stunden ganz eliminiert
wurden. Der Effekt wurde mit einer Abséattigung d&ES (=mononukleares
Phagozytensystem/ MPS) erklart.

Aufgrund des weitaus langsameren Abbaus der inremsé&all verwendeten Stealth-
Liposomen ist von einer langsamen Absattigung deSMuszugehen. Die schnellere
Elimination der Liposomen aus dem Blut in der Afsphase kommt wahrscheinlich
durch die Aufnahme in Zellen des MPS zustande.

PEG-Liposomen werden schlie3lich auch durch Zelles MPS eliminiert (Huang et
al., 1992; Koning et al., 2003). Bei niedrigen Dos&t die Elimination dosisabhangig
(Utkhede und Tilcock 1994). Laverman (2000) hat eijgiz dass bei niedriger
Lipiddosis PEG-Liposomen schnell von Zellen des M&$ der Blutzirkulation
eliminiert werden. In hohen Dosen betragt die Halliszeit dosisunabhangig bei
Ratten 24h und bei Menschen 50h.



Diskussion 184

Leider wurden die beschriebenen Ergebnisse nichlamsen ermittelt. Es ist jedoch
bekannt, dass das RES von Mausen mit 1 mg Lipicusvabgesattigt ist (Mauk und
Gamble, 1979). Diese Menge wurde in unseren Veguchbei allen

Liposomenapplikationen tberschritten.

5.5.1. Rekonstitution des oxidativen Bursts durch G-EPC:EPG:Chol-
PEG- und Anker-Liposomen

Die Rekonstitution des oxidativen Bursts in deniziefiten Granulozyten wurde mit
Hilfe des DHR-Assays nachgewiesen. Der Versuchs@aangelegt, dass das Vollblut
zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Applikation\erfiigung stand.

In der Ankerliposomengruppe korrelieren hohe GQuiBwverte nach 5 min. mit
positiven Ergebnissen im DHR-Assay. Danach kam iekt mehr zu nachweisbar
positiven Werten.

Aufgrund niedriger GO-Serumwerte bei Tieren der R&@ppe ist das Ergebnis des
DHR-Assays schwierig zu bewerten. Eine Rekonstitutdes oxidativen Bursts war bei
nach 6 Stunden (2 Tiere) und nach 24 Stunden (ear) TgetOteten Mausen
nachweisbar. Zu dem zweiten nach 24 Stunden getblger ist anzumerken, dass die
GO-Organ- und Serumgehalte unter denen des pasifiezes lagen. Es wurde also nur
ein Teil der Liposomen intravends appliziert.

Es waren in allen Fallen lediglich 6- 16% der Gitamyten positiv. Im Mausmodell ist
gemal Dinauer (2001) dadurch im Gegensatz zum Mendaeine verbesserte Abwehr
von Krankheitserregern zu erwarten.

Trotz der Schwierigkeiten gelang es in diesem \Mgrserstmalig, mit Hilfe von GOLn
vivo den oxidativen Burst zumindest teilweise zu rekituisren. Das war unerwartet,
da es sich bei den EPC:EPG:Chol:PEG-Liposomen gansmnte Stealth-Liposomen
handelt.

In der Literatur wird diskutiert, dass die PEG-L$ponen zwar mit einer geringeren
Rate, aber nicht in einem geringeren Ausmal’ vonZilen des MPS aufgenommen
werden (Oussoren 1998).

Problematisch ist das in der Literatur diskutiergccelerated blood clearance®
Phanomen (Dams et al., 2000; Laverman et al., 28@ida et al., 2002b; Bendas et al.,
2003; Ishida et al., 2003a; Ishida et al., 2003bjda et al., 2004). Bei wiederholter
Injektion in Maus, Ratte und Rhesusaffe kommt esrascher Elimination der

Liposomen durch die Leber, ohne dass diese patisclog Veranderungen zeigt. Der
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gleiche Effekt zeigt sich auch bei konventionelleposomen und kann durch die
PEGylierung der Liposomen nicht unterbunden, wdidrabgeschwécht werden. Trotz
PEGylierung ist die mehrfache Applikation von Lipagen also nicht unproblematisch.
Papahadjopoulos (1991) hat eine Anreicherung vors-Bigosomen in Tumoren
festgestellt. Das wird auf eine erhdhte Permedbitles Gefal3endothels zuriickgefuhrt.
Diese ist auch bei Entzindungsherden gegeben, evélen CGD-Patienten bekampft
werden sollen.

Es musste untersucht werden, was mit den PEG-Lipesdm Gewebe geschieht. Die
Phagozytose durch Granulozyten und Monozyten imt Btubei diesem Liposomentyp
offensichtlich zwar doch in einem gewissen Maliehaoden, aber sicher nicht
ausreichend. Aber auch die lokale Freisetzung derk&nn positive Effekte zur Folge
haben. HO, kann in die Granulozyten diffundieren und dort vder intakten
Myeloperoxidase in HOCI umgesetzt werden. Auch wedie physiologische
bakterizide Bedeutung dieses Prozesses geradevegifptz wird (Segal et al., 2002),
ist eine pharmakologische Wirkung auf alle Fallerwarten (Roos et al., 2002).
Verstarkt werden konnte dieser Effekt durch einem \Brinkmann et al. (2004)
entdeckten Mechanismus. Granulozyten sind in degelaVikroorganismen ohne
vorausgegangene Phagozytose zu zerstdren. Dazeweelschiedene Komponenten
(DNS, Histone, lysosomale Enzyme wie Myeloperoxéjasach aul3en abgegeben. Sie
bilden auf der Oberflache der Granulozyten ein Wetk, in dem die Mikroorganismen
eingefangen und abgetotet werden. Daher konnteal le&rliegende GOLs durch
Bereitstellung von BED, ein wirkungsvolles Verstarkersystem bei der Abtgtuder
Bakterien sein.

Der limitierende Faktor wird jedoch die Sauerstafind Glucosekonzentration im
entziindeten Gewebe sein. Auf eine Mdglichkeit zungghung dieser Problematik
durch die Verwendung eines generell anderen Ansatiie ex-vivo Inkubation von
Vollblut mit geeigneten Liposomen, soll in Kap. B8.7eingegangen werden.

Die Effizienz der Liposomen konnte mittels Targetisng auf Granulozyten durch
geeignete Koppelung mit Proteinen vermutlich ggstéiwerden. Huwyler et al. (1997)
hat an Ratten nachgewiesen, dass Immunoliposomenlaige Verweildauer im Blut
aufweisen. Aufgrund der guten Aufnahmeergebniss€hagozyten des Vollbluts

vitro (vgl. Kap. 5.5.1.) ist von einer kontinuierlicherufhahme der 1gG-gekoppelten

Liposomen auszugehen. Im humanen Blut stellen da@ozyten mit rund 70% die
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grof3te Fraktion. Eine nennenswerte Aufnahme in Uyoagten ist nicht zu erwarten.
Granulozyten haben im Blut eine Verweildauer vomae8 Stunden und wandern bei
Entzindungsprozessen ins betroffene Gewebe. DiBlutstrom aufgenommene GO
kann dann die ROS zur Keimabtdtung zur Verfliguetest.

Die untersuchten Ankerliposomen sind als Ausgapgsbmen fiur die Koppelung
geeignet.

Fir weitere Versuche bieten sich Terminalversuche narkotisierten Tieren mit
Jugulariskatheter an. Dieses Vorgehen war jedocht mdem gestellten
Tierversuchsantrag nicht durchzufiihren, sollte deereiner Weiterfihrung der Arbeit
angestrebt werden. Das ist fiir die Tiere schonemiietUngenauigkeit der intravendsen
Injektion ware behoben und die haufige Entnahmein&te Blutmengen waére

unproblematischer.

5.6. Eignung der Glucoseoxidase

Samoszuk et al. (1993) hat fur freie Glucoseoxiddmenicht pyrogen ist (Uppoor et al.
2001), in vorklinischen Studien bei Mausen einelglkulierbare Toxizitat festgestellt
und halt das Enzym fur den Einsatz beim Menschegdgignet. Die problematischsten
Nebenwirkungen  waren Methamoglobinamie und Hypdityie. Die
Methamoglobindmie und Hypoglycamie blieb aber ke derkapselten Form der GO
(EPC:EPG:Chol-Liposomen) aus (Gerber et al. 2001).

Muzykantov (1989) hat gezeigt, dass in Gewebe ieffig, an Kollagenantikorper
gebundene GO zu Hyperamie und Schwellung fihrthNacer Woche kommt es zu
Nekrosen. Aufgrund der hohen lokalen Konzentratiwimkt das gebildete pD,
proinflammatorisch. An Isotypantikdrper gekoppe@® blieb nicht am Injektionsort
und hatte bei gleicher Applikation keinerlei Wirlgun

GO st laut Muzykantov (1989) bei geeigneter Komijtign geeignet, lokal
Entziindungsreakionen zu modulieren. Um eine glialéowWirkung zu erzielen, soll in

unserem Fall die GO in den Phagozyten an den Edtaigsort gelangen.

5.6.1. Auswirkung der liposomalen Verkapselung vonGO auf die

Antikdrperbildung
Es gibt keine Literaturdaten Uber das Ausmal’ dietuBg von Antikorpern gegen die
rekombinant hergestellte GO aAspergillus niger. Da es sich um ein Fremdprotein
handelt, ist jedoch von einer gewissen Ak-Bildungzugehen. Uppoor et al (2001)
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haben nach Injektion von GO und Peroxidase beiiG@n semiquantitativ Antikbrper
nachgewiesen.

In der vorliegenden Arbeit gelang die quantitatBestimmung von Antikdrpern. Dazu
wurde ein ELISA etabliert. Die liposomale Verkapse) in EPC:EPG:Chol-Liposomen
fuhrte bei Mehrfachgabe zu deutlich hoheren Setemtials die Gabe geloster GO
(Kap. 4.6.5.). Ob dieser Effekt durch gute Targetisng von Immunoliposomen auf
Granulozyten zu umgehen ist, bleibt zu Uberprifen.

Zur Vermeidung dieser Effekte sollte ein ROS-bildemdes, humanes und daher nicht
immunogenes Enzyms verwendet werden. Darauf sollKapitel 5.7.3 naher

eingegangen werden.

5.7. Die liposomale Verkapselung ROS-bildender Enmnye unter
Beriicksichtigung neuer Erkenntnisse in der
Granulozytenforschung und aktueller Entwicklungen n der
Therapie der CGD

Die Konzeption dieser Arbeit bei ihrem Beginn gwgn folgenden Voraussetzungen
aus:

Neutrophile Granulozyten von Patienten mit sepgsc@ranulomatose konnen kein
Superoxidanion, und daher in weiterer Folge audn k&O, bilden. Als eigentlich
zytotoxische Hauptsubstanz wurde HOCI angesehenads HO, und Chlorid in der
MPO-Reaktion gebildet wird. CGD-Granulozyten weiseaormale MPO-Aktivitaten
auf, weshalb ein D, generierendes System den defekten Granulozyteefi#uy
werden sollte. Es war bekannt, dass Phagozyten ss#imell Liposomen aufnehmen
konnen. Das hat in den meisten Fallen ihre unerehiasElimination zur Folge. Fur
unsere Fragestellung boten sich diese Arzneimidtgtr fUr das Vorhaben jedoch
geradezu an. Durch die verkapselte GO sollte nashRthagozytose mit Hilfe der
ubiquitar vorkommenden Substrate Glucose und Safiedsas Produkt KD, entstehen.
Mit Hilfe der MPO wird es zur hochtoxischen HOCI gesetzt werdenln vitro
Untersuchungen an isolierten Granulozyten von CGélieRten bestatigten die
grundsatzliche Machbarkeit. Nachdem auch Vorvemsugh der CGD-Maus, die in
Indianapolis im Labor von Mary Dinauer durchgefutmarden, erfolgreich verliefen,
wurde ein DFG-Projekt konzipiert und genehmigt. Haste die Umsetzbarkeit dieses

experimentellen Ansatzés vitro und am Mausmodeih vivo zum Ziel.
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Die vorliegende Arbeit hat gezeigt, dass insbesendas Mausmodell problematisch
ist. Nach den gemachten Erfahrungen, und in Anbletrgeradezu revolutionérer neuer
Erkenntnisse bezlglich der tatséchlichen toxisderkungsweise der Granulozyten,
ergibt sich nun ein etwas Kklareres Bild, warum dgwahlte Ansatz seine
Schwierigkeiten hatte. Es wird aber auch ersidhtlwelche Richtungen man in der
Zukunft, auch auf der Basis der hier gemachtenhfufagen, bei der Behandlung der
CGD besser einschlagen sollte. Dartiber zu reflekiieist Gegenstand dieser nun

abschlieRenden Anmerkungen.

5.7.1. Problematik des Tiermodells CGD-Maus

Zunachst soll auf die Problematik des TiermodelBDEMaus eingegangen werden.
Wildtyp-Chimaren und gentherapierte Tiere mit bisi 20% funktionsfahigen
Granulozyten sind genau so infektionsanfallig wie #@omplett NADPH-Oxidase-
defizienten CGD-Méause (Dinauer 2001). Eine geriadafektanfalligkeit ist also auch
mit der mit Hilfe von GO-Anker und kleinen GO-EP®G&:Chol:PEG-Liposomen
erreichten Rekonstitution des oxidativen Bursts ®4i6% der Granulozyten nicht zu
erwarten.

Wichtig fur die Interpretation samtlicher Tiervechigergebnisse ist das Blutbild der
Mause.

Es gibt bei Tieren verschiedene Grundmuster detbilier. So ist das Blutbild von
Mausen, Rindern und Schweinen im Gegensatz zu @snviénschen lymphozytér, das
heil3t, von Lymphozyten gepragt. Neutrophile Bluteil besitzen neben dem Menschen
beispielsweise Hunde.

CGD-Mause (Kap. 4.3.1. und Kap. 4.3.2.2.2.) haben dem Wildtyp C57BI6/J
entsprechendes Blutbild. Bei Dinauer et al. (208tfir sechs Mause mit

10% * 6% Granulozyten ein Wert angegeben, der sich it eigenen Ergebnissen
deckt. Das Blutbild ist also lymphozytar (90 % Lymaozyten).

Der geringe Anteil an Granulozyten ist natirlich diie in dieser Arbeit durchgefiihrten
Untersuchungen prinzipiell von Nachteil. Die Mesgum Peroxidasekanal des ADVIA
120 hat darlber hinaus gezeigt, dass Granulozyervetwendeten CGD-Mause und
des Wildtyps C57BI6/J einen sehr niedrigen Myelogetasegehalt haben (Kap.
4.3.2.). Der niedrige Myeloperoxidasegehalt dern@lazyten spielt fir den gewahlten
pharmakologischen Ansatz eine besonders grol3e,Rlallen Vergleich zum Menschen
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von einer stark reduzierten Bildung der bakteriaidhgpochlorigen Saure auszugehen
ist.

Das Mausmodell als einzigem vorhandenen Knock-ootiél fir die NADPH-
Oxidase-Defizienz erwies sich deshalb fur die Fstejling dieser Doktorarbeit als nur
bedingt geeignet.

Hunde mit ihrem dem Menschen sehr ahnlichen Blitl§80-80% Granulozyten)
kamen als alternatives Modelltier in Frage. Allags waren nur toxikologische und
pharmakokinetische Untersuchungen mdglich, da Bsraden zwei Mausmodellen kein
Knock-out fur die NADPH-Oxidase gibt.

5.7.2. Ablauf des oxidativen Bursts in den Granulogen im Hinblick

auf die Bedeutung der verschiedenen ROS
Im Laufe der letzten Jahre haben sich die Vorsigim von den Ablaufen in den
Granulozyten stark verandert. Die physiologischeeBgung von KO, und HOCI bei
der Abtoétung von Mikroorganismen wird durch die Aitbvon Reeves et al. (2002)
stark in Frage gestellt. Die Relevanz des oxidatiBursts bis zur Bildung des
Superoxids ist weiterhin unumstritten. Die intelesBildung des negativ geladen®g
im Inneren des Phagosoms muss durch positive Lathdggr neutralisiert werden. Der
Ladungsausgleich innerhalb des Phagolysosoms fijelgbch nicht, wie bisher

angenommen, hauptséchlich durch Protonen, die mistéghung von O, fihren

(O, + H'= HO,; 2HO, — H,0, + O,), sondern durch eingestréomté-knen statt (siehe
Abb. 2).

Diese K-lonen verdrangen positiv geladene Proteasen, wamderem Elastase, von
ihren Bindungsstellen, den sulfatierten Glykopno¢ei an der Innenseite der Membran
des Lysosoms. Die Enzyme werden dadurch aktiviedtkatalysieren dann den Abbau
der phagozytierten Stoffe.

Klebanoff (1968) hat die bakterizide WirksamkeinydOCI, das ausl,O, und Chlorid
mit Hilfe der Myeloperoxidase entstelm, vitro belegt. Er ging davon aus, dass es sich
dabei um den physiologisch bedeutsamsten Weg handel

Aufgrund der Einfihrung des ADVIA zur Blutbildbestmung wurde das haufige
Vorkommen der Myeloperoxidasedefizienz (1:4000) dmeit. Dabei sind die

Betroffenen klinisch meist vollkommen unauffallig.
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Physiologisch spielen 4, und HOCI somit bei der Abtdtung der Mikroorganisme
nicht die bedeutende Rolle, die man ihnen bishagezchrieben hat. Ihre stark
bakterizide Wirkung macht sie jedoch im Hinblickfaginen pharmakologischen
Einsatz weiterhin attraktiv.

HOCI ist toxisch und kann auch von den Granulozyten CGD-Patienten durch die
vorhandene Myeloperoxidase augd:d gebildet werden (Gerber et al., 2001).

Zu diesem Zweck sollte die Glucoseoxidase, die Hilie von Glucose HO, bildet,
zum Einsatz kommen. Enzyme unterliegen jedoch imp&orasch einem Abbau. Um
die GO zu schitzen und an ihren Wirkort in den Bhgign zu bringen sind Liposomen
geeignete ,Drug-Carrier’ (vgl. Kap. 1.4.2.). Sierzé&gern die Bildung von #D, im
Blut, da die Glucose erst langsam in die Liposoriadringt.

Darlber hinaus wurde uns erst im Laufe der Arbéit Aspekt klar, der die
Verwendung von GO prinzipiell in Frage stellt.

Neutrophile Granulozyten bestreiten ihren Energiéstechsel praktisch ausschlief3lich
Uber die Glykolyse §barra und Karnovsky, 1959), d.tie fir die Phagozytose
bendtigte Energie wird vor allem durch die vermeHBildung von Laktat gewonnen
(Levin, 1973).

Der Granulozyt lagert dafir wahrend seiner Reifumg Knochenmark in grol3en
Mengen Glycogen ein. Das ist sehr sinnvoll, da Giayten ihre Aufgaben nach dem
Austritt aus der Blutbahn in, meist sauerstoff- urithrstoffarmen, Gewebebereichen
erfullen. Es ist also auch kaum Glucose vorhanden.

Der Energiehaushalt, und somit auch die Phagozyiose Chemotaxis ist somit bei
NADPH-Oxidase defizienten Granulozyten nicht beéictitigt (Bridges, et al. 1959,
Klebanoff und Clark, 1978).

Der vorhandene Sauerstoff wird von den gesundemuBayten also nicht fur die
oxidative Phosphorylierung, sondern fur die Supiglaxionproduktion eingesetzt. Die
dafir bendtigte Glucose wird entweder aus der Ummggbaufgenommen oder aus
Glykogen gewonnen (Borregaard und Herlin 1982).

Das Problem liegt nun darin, dass Glykogen beieseidbbau zu Glucose-1-Phosphat
metabolisiert wird, und von dort aus direkt weitar Glucose-6-Phosphat (Loffler
2000). Daher entsteht beim Abbau von Glycogen gamekfreie Glucose, die fir die
H.O, Bildung Uber die GO-Reaktion bendtigt wird.
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5.7.3. Alternativen zur GO: Der Einsatz von XanthirOxidase

Aufgrund der im vorherigen Abschnitt erwdhnten Beaie mit dem Enzym GO und
seinem Substrat, der Glucose, und der Ergebnisse Reeves (2002) ware es
vermutlich wirkungsvoller, ein Superoxidanion geamndes System in Liposomen zu
verkapseln.

AulRerdem wurde in dieser Arbeit nachgewiesen, tipesomal verkapselte GO eine
verstarkte Antikorperbildung auslost. Es sollteoalmbedingt ein humanes Enzym zum
Einsatz kommen. Da die NADPH-Oxidase auf Grundrilk@mplexen Struktur und
Aktivierung nicht geeignet ist, kame z.B. die Xantbxidase in Frage, die bei
Angebot von Xanthin und Sauerstoff Superoxidaniod Harnsaure bildet. Allerdings
kénnen nicht wie bei der GO mit Glucose und Saa#rstusschlief3lich ubiquitar
vorkommende Substrate genutzt werden, weshalb direrneues Therapiekonzept
vorgeschlagen wird.

Blut vom Patienten, moglicherweise nach vorausggelaer Applikation von
Granulozyten-Kolonie  stimulierendem  Faktor (G-CSRur Erhéhung des
Granulozytenanteils im Blut, wird gewonnen ugexl vivo mit XO-Liposomen und
Xanthin 15 — 30 min inkubiert. Xanthin ist eine gtufe der Harnséaure und stellt ein
korpereigenes Abbauprodukt der Purinnukleotide dallte also bei Ricktransfusion
des Blutes gut vertragen werden. Auf diese Weisennl® die fehlende
Superoxidanionproduktion in den Patienten-Granukzgrsetzt werden.

Durch dieex-vivo Inkubation lief3e sich ein optimiertes Einbaukonze@rbeiten, mit
dem es madglich sein sollte, bei wiederholten Gatiee effektive Bekdmpfung akuter
bakterieller Infektionen zu erreichen.

Durch die veranderte Applikationsform wird der Etisdieses Enzyms erst ermoglicht
und zusatzlich bei geeigneter Liposomenformulierudge Aufnahme in die

Granulozyten sichergestellt.

5.7.4. Aktuelle Entwicklungen in der Therapie der GD
Es kommen verschiedene Konzeptionen zur Bekampdengeptischen Granulomatose
in Frage. Dabei wird zum einen die permanente IHgilangestrebt (1,2), zum anderen

die Bekdmpfung akuter Probleme und die Vorbereiaufgkurative Eingriffe (3,4).
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Gentherapie

Knochenmark /Stammzelltransplantation

Gabe von gesunden Granulozyten

ex vivo Vorbehandlung von autologem Vollblut mit XO-entiealden
Liposomen

hrwpE

Die beiden ersten Ansatze stellen wichtige Konoegih mit bereits erfolgten
klinischen Anwendungen dar, und es ist moglichsddie eine oder andere Methode
einmal die Methode der Wahl bei der Bekampfung sieptischen Granulomatose
werden wird.

Es hat mittlerweile eine zumindest zunachst eréatdre Gentherapie bei zwei an CGD
(gp91-defizient) erkrankten Mannern stattgefundétt et al., 2006). Allerdings ist
einer der beiden Patienten an einer fir die Aussgkgankung typischen Sepsis nach
gut zwei Jahren verstorben (Zeit online 2006).

Luigi Naldini (2006) sieht hohe Risiken in der Vemdung des retroviralen Vektors,
der auch noch fur den guten Therapieerfolg verartlialo zu sein scheint. Bestimmte
Zellklone hatten wider Erwarten einen Wachstumsfiaktm Beobachtungszeitraum
kam es zu keiner Entartung, das Risiko ist jedachtreu leugnen. Es stellt sich die
Frage, ob man diesen therapeutischen Ansatz ssmdi®isiko weiter verfolgen soll.

Die Knochenmarkstransplantation kommt nur flr Peée in Frage, die einen Spender
mit passendem HLA (human leukocyte antigen) find®ion 24 transplantierten
Patienten waren 20 im Beobachtungszeitraum voiisisieben Jahren gesund und am
Leben (Del Giudice et al., 2003). Leider kommt aufgl des schlechten
Allgemeinzustandes der Betroffenen die Transplamtaiftmals gar nicht in Frage. Sie
setzt eine Chemotherapie voraus, die sehr lungmsctoxst. Aber gerade die Lunge ist
bei den CGD-Patienten durch Aspergillosen und stamdederkehrende bakterielle
Infekte oft in einem sehr schlechten Zustand.

Die regelmaRige Gabe von isolierten gesunden Goaytdn, z.B. von einem Elternteil,
stellt eine weitere Moglichkeit dar, insbesondere Krisenzeiten die Krankheit
vorubergehend in den Griff zu bekommen und die Aeitlng und Manifestierung von
Infektionen  einzuschranken. Dazu missten gegergeartiMethoden  zur
Granulozytenisolierung und Aufarbeitung verbesseetden, um eine optimale und
effektive Gewinnung dieser fragilen Zellen zu gengikten. Der wiederholte Einsatz
dieser Methode ist mdglich und aufgrund der kurkebensdauer von Granulozyten

auch notwendig.
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5.7.5. Zukinftige Einsatzgebiete der Therapie mit RS-

produzierenden Liposomen
Zukunftsweisend sind sicherlich die kurativen Tipegansatze (1 und 2), allerdings
setzen beide eine zeitweise Immunsuprimierung \grau
Es ware also anzustreben, vor einer Transplantatiber Gentherapie bestehende
Krankheitsherde zu eliminieren und den OrganenMidglichkeit zu geben, sich zu
erholen. Im Anschluss daran wéaren dann die Erfalgsgahten deutlich verbessert.
Zur Vorbereitung kurativer Therapien oder bei salemeakuten Infektionen sollen IgG-
oder HSA-  targetisierte ROS-produzierende Liposomemit  guter
Granulozytenspezifitdt eingesetzt werden.
Als mogliche zuklnftige Therapieform wird von ung ¢thkubation der Liposomen in
Vollblut ex vivo mit XO und Xanthin vorgeschlagen, allerdings warkierzu
pharmakokinetische und toxikologische Studien nétig
Als Modell hierfir kdmen Hunde in Frage. Auch ohfm®ock-out-Stamm konnte die
Vertraglichkeit (Nebenwirkungen, AK-Bildung) undediPharmakokinetik untersucht
werden.
Geeignete Liposomenformulierungen kdonnen ihrenzRtader Intensivmedizin und in

der Vorbereitungsphase zur Knochenmarkstransplantatier Gentherapie finden.
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6. Zusammenfassung

Bei der septischen Granulomatose (chronic granulmmsadisease, CGD) handelt es
sich um einen NADPH-Oxidase-Defekt in Phagozytaal dieser Arbeit war es, durch
das Einbringen von Glucoseoxidase-Liposomen (GOg&h axidativen Burst zu

rekonstituieren.

B-D-Glucose + @Q—ClucoseOxidase o, p_Glyconod-lacton + HO,

Fluoreszenz-Marker wurden zur Uberprifung der Abfma von verschiedenen
Liposomenpréparationen in Phagozyten mittels FAGS$4dng eingesetzt. Am besten
geeignet war die Markierung mit 0,5 Mol% Rhodammb-HEs zeigte sich, dass die
200nm grof3en, negativ geladenen EPC:EPG:Chol-Lipescam besten aufgenommen
wurden.

Es wurde Uberprift, ob EPC:EPG:Chol-GOL in der Lagel, den oxidativen Bursh
vitro zu rekonstituieren. Sowohl mit Hilfe des DHR-Assasls auch mit Hilfe der
Chemilumineszenz-Messung war ROS-Bildung im NADRitéfizienten Maus- und
Menschenblut bei Inkubation mit GO-Liposomen naeveigen.

Die EPC:EPG:Chol-Liposomen wurden im Tiermodellgeisetzt. Verwendet wurden
CGD-Méause, bei denen das Glycoprotein (gp) 91 daDRH-Oxidase ausgeknockt
war.

Die Behandlung mit EPC:EPG:Chol:GOL wurde gut \agén. Es kam weder zu einer
Hochregulierung von Komplementrezeptoren, noch eutlthen Auswirkungen auf
den Blutglucosegehalt, das Verhalten oder das G¢wler Tiere. Nach 24h war GO in
Leber und Milz, jedoch in keinem anderen unterserct@®rgan nachweisbar. Mit Hilfe
eines im Labor etablierten SandwichELISAs konntemo3g Enzymmengen
nachgewiesen werden. Mittels eines direkten ELISAsde nachgewiesen, dass das
Enzym im funktionellen Zustand vorliegt, alse®4 produziert. Die Auswirkung der
liposomalen Verkapselung auf die Antikérperbildumgirde mit Hilfe eines neu
etablierten ELISAs untersucht. Sie fihrt zu hodherAntikorpertitern als die
Verwendung geldster GO. Bei der Verwendung von &gmen als Arzneimittelcarrier
ist also die Verwendung eines autologen und songhtnimmunogenen Enzyms
anzustreben.

Im Tierversuch mit EPC:EPG:Chol:GOL konnte keinek®&testitution des oxidativen
Bursts (DHR-Assay) nachgewiesen werden und beilnfektionsversuchen miaph.
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aureus und Burk. cepacia war kein Unterschied im Krankheitsverlauf zwischen
behandelter und unbehandelter Gruppe nachweisbar.

Um die Aufnahme von besser sterilfiltrierbaren,ikd# Liposomen in Phagozyten zu
ermoglichen, wurde die Oberflache durch PEGyli&tgasterole funktionalisiert. Mit
der Koppelung von IgG wurde die Fc-Rezeptor-veetigt Phagozytose angestrebt.
Albumin diente als Vergleichsprotein. Die proteikgppelten Liposomen wurden in
Vollblut wesentlich besser aufgenommen als die dsisterwendeten EPC:EPG:Chol-
Liposomen. Zwischen den beiden gekoppelten Prateflggs, Albumin) gab es keine
nennenswerten Unterschiede im Aufnahmeverhaltensdierte Zellen, resuspendiert
in Puffer oder inaktiviertem Serum, fand keine Aalime statt. Vermutlich spielt die
Opsonisierung der Liposomen durch C3b oder IgGdbeiAufnahme eine grof3e Rolle.
Der Fc-Teil der gekoppelten Antikorper scheint higisreichend in einer dem Fc-
Rezeptor zugénglichen Form vorzuliegen.

Da eine Aufkonzentration der gekoppelten Liposonmeit der bisher eingesetzten
Ultrazentrifugation noch nicht méglich war, wurdent den Vorstufen fir gekoppelte
Liposomen (Ankerliposomen) und den vergleichbarehne fir die Koppelung
notwendigen  Zwischenschritte hergestellten EPC:ElRG:PEG-Liposomen
pharmakokinetische Untersuchungen durchgefiihrt. BeGD-Mausen waren
Ankerliposomen nach etwa 5 h, EPC:EPG:Chol:PEG4apren nach etwa 8 h zur
Halfte aus dem Blut eliminiert. Damit erfolgt ihf€limination um ein vielfaches
langsamer als die der bisher eingesetzten Liposo(B#tC:EPG:Chol-Liposomen
70 min).

Die Elimination der Liposomen verlief biphasischt reiarkerem Abfall innerhalb der
ersten Stunde, wobei der Organgehalt gering bBelb einigen Versuchstieren war der
oxidative Burst teilweise rekonstituiert, es wurddgo trotz der Stealth-Eigenschaften
EPC:EPG:Chol:PEG-Liposomen aufgenommen und RO3dgebi

Bei den Ergebnissen der Tierversuche sind Besoaderhim Blutbild der Maus zu
beachten. Sowohl in der ADVIA 120-Messung als amctier Handdifferenzierung war
die niedrige Granulozytenzahl (unter 10% der Leykaz) auffallig. Dabei decken sich
die ermittelten lymphozytaren Differentialblutbildeder CGD-Mé&use mit den
Literaturdaten flr den Wildstamm. Die Messung imoR&lasekanal des ADVIA 120
hat dartber hinaus gezeigt, dass Granulozyten elevendeten CGD-Mause und des
Wildtyps C57BI6 einen sehr niedrigen Myeloperoxitgshalt haben. Der niedrige
Myeloperoxidasegehalt der Granulozyten spielt fén dgewahlten pharmakologischen
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Ansatz eine besonders grof3e Rolle, da im Vergleigh Menschen von einer stark
reduzierten Bildung der bakteriziden hypochlorig&&ure auszugehen ist. Das
Mausmodell als einziges vorhandenes Knock-out-Motiel die NADPH-Oxidase-
Defizienz erwies sich deshalb fir die Fragestelldigger Doktorarbeit als nur bedingt
geeignet.

Aufgrund der in dieser Arbeit gemachten Erfahrunged neueren Erkenntnissen aus
der Literatur schlagen wir eine andere TherapiefinnCGD-Patienten vor: Diex vivo
Inkubation von autologem Vollblut mit 1gG- oder HSAargetisierten Superoxid-
bildenden Liposomen mit guter Granulozytenspezifita

Als kdrpereigenes und somit nicht immunogenes Enkgmmt die Xanthinoxidase in
Frage. Die Rekonstitution des oxidativen Burststetst enzymhaltiger Liposomen
konnte ihren Platz in der Intensivmedizin und im ¥Yerbereitungsphase der kurativen
aber sehr belastenden Therapien, wie Knochenmansgtiantation oder Gentherapie

finden.
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7. Summary

Chronic granulomatous disease, (CGD) is a defectthe NADPH-oxidase of
phagocytes. We wanted to reconstitute the oxidabuest using glucose oxidase
liposomes (GOL).

B-D-Glucose + @—SlcoseOxidase o, 1y Glyconod-lacton + HO,

Fluorescence labels were used to check the uptékdifierent preparations of
liposomes. Rhodamin was easy to detect with FACSsomement at a concentration of
0,5 mol%, and the negatively charged EPC:EPG:0pokbmes with a diameter of
200nm were taken up best.

They also reconstitute the respiratory burst inicikit human and murine blodad
vitro, which was shown by DHR-Assays and Chemilumineseen
EPC:EPG:Chol-liposomes were tested using gp91—'bhnbce. The treatment was
tolerated well. The animals showed neither an upeggn of complement receptors
nor changes in blood glucose levels or behaviotter4h Glucose oxidase was found
only in liver and spleen. A sandwich ELISA showatgke quantities of glucose oxidase
and a direct ELISA showed the production ofGxd An ELISA was established to
examine the influence of liposomal entrapment omumogentity. The liposomal
entrapped GO caused higher antibody titres thae @G@. A human, non-immunogenic
enzyme should be used.

In vivo EPC:EPG:Chol:GOL did not reconstitute the oxidatburst. Infections caused
by Saphylococcus aureus or Burkholderia cepacia did not show any response to the
treatment.

Small lipomes are easier to sterilize by filtrati@ut the uptake in phagocytes needs to
be triggered by targeting the surface. Proteinseveaupled to tresylated soja sterols.
IgG was used to induce IgG mediated phagocytokisran served as control.

In blood samples protein-coupled liposomes wereertakip much better than
EPC.EPG:Chol- liposomes. There was no differencsvden the coupled proteins.
Isolated leucocytes in buffer or inactivated serdioh not show any uptake. Probably
opsonisation by c3b or IgG is important. The cauplmight not present the Fc-part of
the antibodies effectively to the Fc-receptor.

Pharmacokinetic studies were performed using pneiing stages of coupled liposomes
(anchor-liposomes). As control EPC:EPG:Chol:PE®Gdgmes were prepared without
the steps necessary for coupling and should béiaaéio the anchor liposomes. In cgd-
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mice half of the anchor-liposomes were eliminatpgraximately within 5 h and the
control within 8h. Elimination was several timeswér than in conventional liposomes
(EPC:EPG:Chol-liposomes 70 min) and was biphastt &istronger decrease within
the first hour. The content in the organs was Vew. In some animals the oxidative
burst was partially restored. In spite of stealthualdies anchor- and
EPC:EPG:Chol:PEG-liposomes were taken up and RO8 pveduced.

For the interpretation of the results of the animgderiments the haemogram of mice is
important. Cell counts using ADVIA 120 and micropeoshowed o low granulocyte
count (less than 10% of leucocytes). The measueegdhigh lymphocyte counts of cgd-
mice were identical with data for the wild type b8 Results of the perox channel of
the ADVIA 120 showed a very low myeloperoxidase teah of granulocytes in
NADPH-deficient and wild type mice. The lower pration of bactericidal HOCI will
probably make the treatment with GOL less effective

For these reasons, mice as only existing knockmuNADPH-Oxidase turned out not
to be a completely suitable model.

Because of the experiences of this work and ldbedings in literature we suggest a
different treatment. Autolog blood should be indglaex vivo with IgG- or HSA-
targeted superoxide-generating liposomes with gepecifity for granulocytes. As
endogenic and therefore not immunogenic enzymehkamxidase can be used. The
reconstitution of the oxidative burst using enzytoetaining liposomes might be useful
in critical care medicine and during preparationdorative but straining therapies such

as bone marrow transplantation or gene therapy.



Literaturverzeichnis 19¢

8. Literaturverzeichnis

Albrecht, S., Brandel, H. (1992). Angewandte Chamiheszenz. Nachr. Chem. Tech.
Lab. 40: 547-561.

Allen, T. M. und Cleland, L. G. (1980). Serum-inddcleakage of liposome contents.
Biochim. Biophys. Acta 597: 418-426.

Allen, T. M., Chonn, A. (1987). Large unilamellapdsomes with low uptake into the
reticuloendothelial system. FEBS Lett. 223: 42-46.

Allen, T. M., Hansen, C., Martin, F., Redemann, Yau-Young, A. (1991). Liposomes
containing synthetic lipid derivatives of poly(ekye glycol) show prolonged
circulation half-lives in vivo. Biochim. Biophys.cda 1066: 29-36.

Allen, T. M., Hansen, C., Rutledge, J. (1989). Ispmes with prolonged circulation
times: factors affecting uptake by reticuloenddatieland other tissues. Biochim.
Biophys. Acta 981: 27-35.

Allen, T. M., Brandeis, E., Hansen C. B., Kao, G, Xalipsky, S. (1995). A new
strategy for attachment of antibodies to stericaigbilized liposomes resulting in
efficient targeting to cancer cells. Biochim. BigghActa 1237: 99-108.

Alving, C. R. (1984). Natural antibodies againstogpholipids and liposomes in
humans. Biochem. Soc. Trans. 12: 342-344.

Alving, C. R., Urban, K. A., Richards, R. L. (1980apfluence of temperature on
complement-dependent immune damage to liposomexhBia. Biophys. Acta 600:
117-125.

Arnao, M. B., Casas, J. L., del Rio, J. A., Acodth, Garcia-Canovas, F. (1990). An
enzymatic colorimetric method for measuring namngusing 2,2-azino-bis-(3-
ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid)(ABTS) in therepence of peroxidase. Anal
Biochem. 185: 335-338.

Assari, T. (2006). Chronic Granulomatous Diseassndémental stages in our
understanding of CGD. Med. Immunol. 5: 4-10.

Barlett, G. R. (1959). Phosphorus assay in coluhmoronatography. J. Biol. Chem. 234:
466-468.

Bendas, G., Rothe, U., Scherphof, G. L., Kampa. J2003). The influence of repeated
injections on the pharmacokinetics and biodistitoutof different types of sterically
stabilized immunoliposomes. Biochim. Biophys. At&09: 63-70.

Ben-Yoseph, O., Ross, B. D. (1994). Oxidation thgrd he use of a reactive oxygen
species-generating enzyme system for tumour tredtrBe. J. Cancer 70:1131-1135.
Bjorgvinsdottir H., Zhen L., Dinauer M. C. (199&)loning of murine gp91phox cDNA
and functional expression in a human X-linked cloeg@ranulomatous disease cell line.
Blood 87: 2005-2010.

Blume, G., Cevc, G. (1990). Liposomes for the sosthdrug release in vivo. Biochim.
Biophys. Acta 1029: 91-97.

Borregaard, N., Herlin, T. (1982). Energy metabulisf human neutrophiles during
phagozytosis. J. Clin. Invest. 70: 550-557

Brenner, S., Whiting-Theobald, N. L., Linton, G, Holmes, K. L., Anderson-Cohen
M., Kelly, P. F., Vanin, E. F., Pilon, A. M., Bo&nD. M., Horwitz, M. E., Malech, H.
L. (2003). Concentrated RD114-pseudotyped MFGS-gp8% vector achieves high
levels of functional correction of the chronic gnbomatous disease oxidase defect in
NOD/SCID/beta -microglobulin-/- repopulating mob#éd human peripheral blood
CD34+ cells. Blood 102: 2789-2797.



Literaturverzeichnis 20C

Bresseleers, G. J., Goderis, H. L., Tobback, R1984). Measurement of the glucose
permeation rate across phospholipid bilayers usmgll unilamellar vesicles. Effect of
membrane composition and temperature. Biochim. lBispActa.772: 374-382.

Bridges, R. A., Berendes, H., Good, R. A. (1959)fafal granulomatous disease of
childhood. The clinical, pathological and laborgttgatures of o new syndrome. J. Dis.
Child. 97: 387-408.

Bright, H. J., Porter, D. J. T. (1975). In The Emas. Boyer, P. D. (ed.) 421-505.
Brinkmann, V., Reichard, U., Goosmann, C., FauBr,Uhlemann, Y., Weiss, D. S.,
Weinrauch, Y., Zychlinsky, A. (2004). Neutrophil teacellular traps kill bacteria.
Science 303: 1532-1535.

Bureeva, S., Andia-Pravidvy, J., Kaplun, A. (200B)ug design using the example of
the complement system inhibitors development. disgovery Today 10: 1535-1542.
Calvino, M. C., Maldonado, M. S., Otheo, E., Munéz, Couselo J. M., Burgaleta, C.
(1996). Bone marrow transplantation in chronic giamatous disease. Eur. J. Pediatr.
155: 877-879.

Caroll, M. C. (2004). The complement system in fatjon of adaptive immunity. Nat.
Immunol. 5: 981-985.

Charles, C. T. (ed.) (1975). Mice as laboratoryreats. Thomas Books: 110-111.

Dams, E. T., Laverman, P., Oyen, W. J., Storm Ghefhof, G. L., van Der Meer, J.
W., Corstens, F. H., Boerman, O. C. (2000). Acedzt blood clearance and altered
biodistribution of repeated injections of sterigaditabilized liposomes. J. Pharmacol.
Exp. Ther. 292: 1071-1079.

Del Giudice, 1., lori, A. P., Mengarelli, A., TestA. M., Romano, A., Cerretti, R.,
Macri, F., lacobini, M., Arcese, W. (2003). Allogaa stem cell transplant from HLA-
identical sibling for chronic granulomatous diseasel review of the literature. Ann.
Hematol. 82: 189-192.

Derksen, J. T., Morselt, H. W., Kalicharan, D., stakrt, C. E., Scherphof, G. L.
(1987). Interaction of immunoglobulin-coupled liposes with rat liver macrophages in
vitro. Exp. Cell. Res. 168: 105-115.

Dinauer, M. C., Gifford, M. A., Pech, N., Li, L. LEmshwiller, P. (2001). Variable
correction of host defense following gene transfied bone marrow transplantation in
murine X-linked chronic granulomatous disease. BI8@: 3738-3745.

Emmendorffer, A., Hecht, M., Lohmann-Matthes, M, Roesler, J. (1990). A fast and
easy method to determine the production of reaatixygen intermediates by human
and murine phagocytes using dihydrorhodamine 12Bnthunol. Methods 131: 269-
275.

Falk, U. B. (1999). Glucose-Oxidase-haltige Liposonzur Therapie der septischen
Granulomatose. Dissertation, Albert-Ludwigs-Univets Freiburg

Fedtke, I., Gotz, F., Peschel, A. (2004). Bactesiasion of innate host defenses--the
Staphylococcus aureus lesson. Int. J. Med. MictoB#: 189-194.

Fujita, T., Endo, Y., Nonaka, M. (2004). Primitigemplement system-recognition and
activation. Mol. Immunol. 41: 103-111.

Funato, K., Ritsuko, Y., Kiwada, H. (1992). Contiilon of complement system on
destabilization of liposomes composed of hydrogehatgg phosphatidylcholin in rat
fresh plasma. Biochim. Biophys. Acta 1103: 198-204.

Gallin, J. 1., Alling, D. W., Malech, H. L., WeslgyR., Koziol, D., Marciano, B.,
Eisenstein, E. M., Turner, M. L., DeCarlo, E. Sarfing, J. M., Holland, S. M. (2003).
Itraconazole to prevent fungal infections in choogranulomatous disease. N. Engl. J.
Med. 348: 2416-2422.



Literaturverzeichnis 201

Gallin, J. I., Buescher, E. S., Seligmann, B. Eath\ J., Gaither, T., Katz, P. (1983).

NIH conference. Recent advances in chronic granatous disease. Ann. Intern. Med.

99: 657-674. Review.

Gerber, C. E., Bruchelt, G., Falk, U. B., Kimpflét,, Hauschild, O., Kuci, S., Bachi,

T., Niethammer, D., Schubert, R. (2001). Reconsbitu of bactericidal activity in

chronic granulomatous disease cells by glucoseaseidtontaining liposomes. Blood

98: 3097-3105.

Gerber, C.E. (1999). Enzymdefiziente GranulozyterKompensation der

Myeloperoxidase-Defizienz und in vitro-BehandlungsdNADPH-Oxidase-Defektes

mit Glucose-Oxidase-haltigen Liposomen. Dissertati&berhard-Karls-Universitat,

Tlbingen.

Gibson, Q. H., Swoboda, B. E., Massey, V. (1964hekcs and mechanism of action

of glucose oxidase. J. Biol. Chem. 239: 3927-3934.

Gregoriadis, G., Bacon, A., Caparros-Wanderley, McCormack, B. (2002). A role

for liposomes in genetic vaccination. Vaccine 2@@u5: B1-9. Review.

Gregoriadis, G., Davisch, L. (1979). Stability gfdsomes in vivo and in vitro of blood

cells. Biochem. Biophys. Res. Comun. 89: 1287-1293.

Guthlein F. (2001). Darstellung und Prifung vonikegren Phospholipidgelen (VPG)

zur Therapie solider Tumoren. Dissertation, Aldartwigs-Universitat, Freiburg.

Haas, K. M., Hasegawa, M., Steeber, D. A., Po€, JZabel, M. D., Bock, C. B., Karp,

D. R., Briles, D. E., Weis, J. H., Tedder, T. F0@2). Complement receptors CD21/35

link innate and protective immunity during Strepiocus pneumoniae infection by

regulating IgG3 antibody responses. Immunity 13-23.

Halliwell B. (1995). Oxidation of low-density lipopteins: questions of initiation,

propagation, and the effect of antioxidants. AnClin. Nutr. 61: 670-677. Review.

Hampton, M. B., Kettle, A. J., Winterbourn, C. C1908). Inside the neutrophil

phagosome: oxidants, myeloperoxidase, and bactkitladg. Blood 92: 3007-3017.

Review.

Harashima, H., Sakata, K., Funato, K., Kiwada, ¥996). Enhanced hepatic uptake of

liposomes through complement activation dependimghe size of liposomes. Pharm.

Res. 11: 402-406.

Hernandez-Caselles, T., Villalain, J., Gomez-FedeanJ. C. (1993). Influence of

liposome charge and composition on their interactwith human blood serum proteins.
Mol. Cell. Biochem. 120: 119-126.

Heyworth, P. G., Curnutte, J. T., Noack, D., Cro&s,R. (1997). Hematologically

important mutations: X-linked chronic granulomatalisease--an update. Blood Cells

Mol. Dis. 23: 443-450.

Heyworth, P. G., Curnutte, J. T., Rae, J., Noack,R®os, D., van Koppen, E., Cross,

A. R. (2001). Hematologically important mutationé:linked chronic granulomatous

disease (second update). Blood Cells Mol. Dis.15726.

Higashi N., Sunamoto J. (1995). Endocytosis of (@ihylene oxide)-modified

liposome by human lymphoblastoid cells. Biochimoidiys. Acta 1243: 386-392.

Hsu, M., Juliano, R. L. (1982). Interaction of lgmmes with reticuloendothelial system.

II: non-specific and receptor-mediated uptake gfosiomes by mouse peritoneal

macrophages. Biochim. Biophys. Acta 720: 411-419.

Huang, S. K., Lee, K. D., Hong, K., Friend, D. ®apahadjopoulos, D. (1992).

Microscopic localization of sterically stabilizeghdsomes in colon carcinoma-bearing

mice. Cancer Res. 52: 5135-5143.



Literaturverzeichnis 20z

Huong, T. M., Ishida, T., Harashima, H., Kiwada, (2001). The complement system
enhances the clearance of phosphatidylserin (B83dimes in rat and guinea pigs. Int.
J. Pharm. 215: 197-205.

Huwyler, J., Yang, J., Pardridge, W. M. (1997). &dor mediated delivery of
daunomycin using immunoliposomes: pharmacokineditd tissue distribution in the
rat. J. Pharmacol. Exp. Ther. 282: 1541-1546.

Ishida, O., Maruyama, K., Yanagie, H., Eriguchi,, Mvatsuru, M. (2000). Targeting
chemotherapy to solid tumors with long-circulatthgrmosensitive liposomes and local
hyperthermia. Jpn. J. Cancer. Res. 91: 118-126.

Ishida, O., Maruyama, K., Tanahashi, H., Iwatsuvli, Sasaki, K., Eriguchi, M.,
Yanagie H. (2001). Liposomes bearing polyethyleyagicoupled transferrin with
intracellular targeting property to the solid tumar vivo. Pharm. Res. 18: 1042-1048.
Ishida, T., Funato, K., Kojima, S., Yoda, R., KiveaH. (1997). Enhancing effect of
cholesterol on the elimination of liposomes fromtglation is mediated by complement
activation. Int. J. Pharm. 156: 27-37.

Ishida, T., Harashima, H., Kiwada, H. (2002). Lipo® clearance. Biosci. Rep. 22:
197-224.

Ishida, T., Masuda, K., Ichikawa, T., Ichihara, Nrimura, K., Kiwada, H. (2003).
Accelerated clearance of a second injection of R&&g liposomes in mice. Int. J.
Pharm. 255: 167-174.

Ishida, T., Maeda, R., Ichihara, M. Irimura, K., wéda H. (2003). Accelerated
clearance of PEGylated liposomes in rats afteratggkinjections. J. Control. Release
88: 35-42.

Ishida, T., Maeda, R., Ichihara, M., Mukai, Y., Mkt, Y., Manabe, Y., Irimura, K.,
Kiwada, H. (2002). The accelerated clearance oreate injection of pegylated
liposomes in rats: laboratory and histopathologstatly. Cell. Mol. Biol. Lett. 7: 286.
Ishida, T., Ichikawa, T., Ichihara, M., Sadzuka, Kiwada H. (2004). Effect of the
physicochemical properties of initially injectedpdsomes on the clearance of
subsequently injected PEGylated liposomes in ndic€ontrol. Release 95: 403-412.
Ismail, G., Boxer, L. A., Baehner, R. L. (1979).lldation of liposomes for correction
of the metabolic and bactericidal deficiencieshnonic granulomatous disease. Pediatr.
Res. 13: 769-773.

Jackson, S. H., Miller, G. F., Segal, B. H., MasginM., Domachowske, J. B., Gallin,
J. |, Holland, S. M. (2001). IFN-gamma is effeetim reducing infections in the mouse
model of chronic granulomatous disease (CGD). térfieron Cytokine Res. 21: 567-
573.

Janeway, C. A., Travers, P., Walport, M., Shlomch¥k (2002) Immunologie. 5.
Auflage: 46-67, 177-180.

Jax®Mice data sheet, C57BL/6J, B6.1293Mmb™P" The Jackson Laboratory 2006.
WWW.jaxmice.jax.org

Kenny, K., Herzberg, M. (1967). Early antibody respe in mice to either infection or
immunisation with salmonella typhimurium, Journctesiol. 93: 773-778.

Kimelberg, H. K. (1976). Differential distributionof liposome-entrapped
[BH]methotrexate and labelled lipids after intrages injection in a primate. Biochim.
Biophys. Acta 448: 531-550.

Kimpfler A. (2003). Glucose-Oxidase-Liposomen zuthefapie der Septischen
Granulomatose: In vitro Funktionalitdt, GranulozyfBargeting und Wirkung im
Organismus, Dissertation, Albert-Ludwigs-Universitareiburg



Literaturverzeichnis 20¢<

Kinoschita, T., Inoue, K., Okada, M., Akiyama, Y.9{7). Release of phospholipids
from liposomal model membrane damaged by antibadly @mplement. J. Immunol.
119: 73-76.

Kinsky, S. C., Haxby, J. A., Zopf, D. A., Alving, .R., Kinsky, C. B. (1969).
Complement-dependent damage to liposomes prepaoeddure lipids and Forssman
hapten. Biochem. 8: 4149-4158.

Klebanoff, S. J. (1968). Myeloperoxidase-halidefiogn peroxide antibacterial
system. J. Bacteriol. 95: 2131-2138.

Klebanoff, S. J. (1974). Role of the superoxideoarin the myeloperoxidase-mediated
antimicrobial system. J. Biol. Chem. 249: 3724-3728

Klebanoff, S. J., Clark, R. A. (1978). The neutriipfunction and clinical disorders.
North Holland Publishing Company, Amsterdam: 656-65

Koning, G. A., Morselt, H. W., Gorter, A., Allen,. M., Zalipsky, S., Scherphof, G. L.,
Kamps, J. A. (2003). Interaction of differently adgged immunoliposomes with colon
cancer cells and Kupffer cells. An in vitro comgan. Pharm. Res. 20: 1249-1257.
Kraft, Durr, Klinische Labordiagnostik in der Tieedlizin, 4. Aufl. 1997: 216-217.
Kume, A., Dinauer, M. C. (2000). Gene therapy foronic granulomatous disease. J.
Lab. Clin. Med. 135: 122-128. Review.

Lasic, D. D., Martin, F. J., Gabizon, A., Hunag, kS, Papahadjopoulos, D. (1991).
Sterically stabilized liposomes: a hypothesis oa mholecular origin of the extended
circulation times. Biochim. Biophys. Acta 1070: 1892.

Laverman, P., Brouwers, A. H., Dams, E. T., Oyen,JW Storm, G., van Rooijen, N.,
Corstens, F. H., Boerman, O. C. (2000). Precliniaald clinical evidence for
disappearance of long-circulating characteristitgpalyethylene glycol liposomes at
low lipid dose. J. Pharmacol. Exp. Ther. 293: 996411

Laverman, P., Carstens, M. G., Boerman, O. C., D&n$., Oyen, W. J., van Rooijen,
N., Corstens, F. H., Storm, G. (2001). Factorscdfig the accelerated blood clearance
of polyethylene glycol-liposomes upon repeateddiig®. J. Pharmacol. Exp. Ther.
298: 607-612.

Lee, K. D., Hong, K., Papahadjopulus, D. (1992)c&mition of liposomes by cells: in
vitro binding and endocytosis mediated by spedipici headgroups and surface charge.
Biochem. Biophys. Acta 1193: 185-197.

Levin, K. (1973). A modified flow microcalorimetexdapted for the study of human
leukocyte phagocytosis. Scand. J. Clin. Lab. Inv&&t67-73.

Liese, J. G., Jendrossek, V., Jansson, A., Pettopod., Kloos, S., Gahr, M.,
Belohradsky, B. H. (1996). Chronic granulomatousedse in adults. Lancet. 347: 220-
223.

Liu, D., Hu, Q., Song, Y. K. (1995). Liposome claace from blood: different animal
species have different mechanisms. Biochim. BiopAgsa 1240:277-284.

Liu, D., Mori, A., Huang, L. (1992) Role of lipos@nsize and RES blockade in
controlling biodistribution and tumor uptake of GMiantaining liposomes. Biochim.
Biophys. Acta. 1104: 95-101.

Loffler, G. (2000). Basiswissen Biochemie mit Pdtioahemie: Aufbau, Biosynthese
und Funktion von Immunglobulinen. Springer VerldgAuflage: 117-121, 551-559.
Lun, A., Roesler, J., Renz, H. (2002). Unusual lateset of X-linked chronic
granulomatous disease in an adult woman after pigass childhood. Clin. Chem. 48:
780-781.

Ma, H. R., Mu, S. C., Yang, Y. H., Chen, C. M., &g, B. L. (2003). Therapeutic
effect of interferon-gamma for prevention of sevéméection in X-linked chronic
granulomatous disease. J. Formos. Med. Assoc.1832192.



Literaturverzeichnis 204

Malech, H. L., Maples, P. B., Whiting-Theobald, Nunton, G. F., Sekhsaria, S.,
Vowells, S. J., Li, F., Miller, J. A., DeCarlo, EHplland, S. M., Leitman, S. F., Carter,
C. S., Butz, R. E., Read, E. J., Fleisher, T. Ahrteiderman, R. D., Van Epps, D. E,,
Spratt, S. K., Maack, C. A., Rokovich, J. A., Cohén K., Gallin, J. I. (1997).
Prolonged production of NADPH oxidase-correctechglacytes after gene therapy of
chronic granulomatous disease. Proc. Natl. Acaid USA. 94: 12133-12138.

Margolis, D. M., Melnick, D. A., Alling, D. W., Géh, J. I. (1990). Trimethoprim-
sulfamethoxazole prophylaxis in the managementhoérac granulomatous disease. J.
Infect. Dis. 162: 723-726.

Maruyama, K., T., Takizawa, T., Yuda, S. J., Kenne] Huang, M., lwatsuru, M.
(1995). Targetability of novel immunoliposomes nfmdi with amphipathic
poly(ethyleneglycol)s conjugated at their distaintmals to monoclonal antibodies.
Biochim. Biophys. Acta 1234: 74-80.

Mauk, M. R., Gamble, R. (1979). Stability of lipietsicles in tissues of the mouse: a
gamma-ray perturbed angular correlation study. .PKatl. Acad. Sci. USA. 76: 765-
769.

Messner, R. P., Jelinek, J. (1970). Receptors diondan gamma G globulin on human
neutrophils. J. Clin. Invest. 49: 2165-2171.

Miyake, Y., Kim, J., Okada, Y. (1978). Effects oftechalasin D on fusion of cells by
HVJ (Sendai virus). Exp. Cell. Res. 116: 167-178.

Moghimi, S. M., Patel, H. M. (2002). Modulation wiurine liver macrophage clearance
of liposomes by diethylstilbestrol. The effect @sicle surface charge and a role for the
complement receptor Mac-1 (CD11b/CD18) of newlyruged macrophages in
liposome recognition. J. Control. Release 78: 55-65

Moog, R., (1998). Einschlul3 von Gemcitabin (dFdCyesikulare Phospholipidgele: in
vivo und in vitro - Untersuchungen zur StabilitBharmakokinetik und antitumoralen
Wirksamkeit. Dissertation ALU Freiburg

Mutschler, E., Geisslinger, G. Kroemer, H. K., Seh&orting, M. (2001).
Arzneimittelwirkungen (8. Auflage). Wissenschattiec Verlagsgesellschaft mbH
Stuttgart.

Muzykantov, V. R., Peclo, M. M., Printseva, O. Y989). Local tissue injury induced
by glucose oxidase conjugated with anti-collagetibady. J. Immunol. Methods. 119:
65-73.

Nakamura, S., Ogura, Y. (1968). Action mechanisnglotose oxidase of Aspergillus
niger. J. Biochem. 63: 308-316.

Nakarua, T., Ogura, Y., (1962). Kinetic studies tbe action of glucose oxidase. J.
Biochem. 52: 214-220.

Naldini, L. (2006). Inserting optimism into genesthpy. Nat. Med. 12: 386-388.
Needham, D., Mcintosh, T. J., Lasic D. D. (1992epRisive interactions and
mechanical stability of polymer-grafted lipid merabes. Biochim. Biophys. Acta
1108: 40-48.

Ott, M. G., Schmidt, M., Schwarzwaelder, K., Sté&n, Siler, U., Koehl, U., Glimm, H.,
Kuhicke, K., Schilz, A., Kunkel, H., Naundorf, Brinkmann, A., Deichmann, A,
Fischer, M., Ball, C., Pilz, I., Dunbar, C., Du,,¥Ylenkins, N. A., Copeland, N. G.,
Luthi, U., Hassan, M., Thrasher, A. J., Hoelzer, mn Kalle, C., Seger, R., Grez, M.
(2006). Correction of X-linked chronic granulomatoulisease by gene therapy,
augmented by insertional activation of MDS1-EVIRIM16 or SETBP1. Nat Med.
12: 401-4009.



Literaturverzeichnis 20¢E

Oussoren. C., Velinova, M., Scherphof, G., vanWant, J. J., van Rooijen, N., Storm,
G. (1998). Lymphatic uptake and biodistribution lggosomes after subcutaneous
injection. 1V. Fate of liposomes in regional lympbdes. Biochim. Biophys. Acta 1370:
259-272.

Papahadjopoulos, D., Allen, T. M., Gabizon, A., Maw, E., Matthay, K., Huang, S.
K., Lee, K. D., Woodle, M. C., Lasic, D. D., RedemaC. (1991). Sterically stabilized
liposomes: improvements in pharmacokinetics anduanbr therapeutic efficacy. Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 88: 11460-11464.

Papisov, M. . (1998). Theoretical considerations RES-avoiding liposomes:
Molecular mechanics and chemistry of liposome adBons. Adv. Drug. Deliv. Rev.
32: 119-138.

Patel, H. M. (1992). Influence of lipid compositioon opsonophagocytosis of
liposomes. Res. Immunol. 143: 242-244.

Pollock, J. D., Williams, D. A., Gifford, M. A., LiL. L., Du, X., Fisherman, J., Orkin,
S. H., Doerschuk, C. M., Dinauer, M. C. (1995). Meumodel of X-linked chronic
granulomatous disease, an inherited defect in plydgsuperoxide production. Nat.
Genet. 9: 202-9.

Pschyrembel (1993). Klinisches Wérterbuch. 257 A%69, 837.

Reeves, E. P., Lu, H., Jacobs, H. L., Messina, CMG Bolsover, S., Gabella, G.,
Potma, E. O., Warley, A., Roes, J., Segal, A. V0@. Killing activity of neutrophils
is mediated through activation of proteases byilx. Nature, 416: 291-297

Reid, K. B., Turner, M. W. (1994). Mammalian lediin activation and clearance
mechanisms involving the complement system. Sprif@@Emin. Immunopathol. 15:
307-326. Review.

Rex, J. H., Bennett, J. E., Gallin, J. I., Malekh,L., Melnick, D. A. (1990). Normal
and deficient neutrophils can cooperate to damagge®yillus fumigatus hyphae. J.
Infect. Dis. 162: 523-528.

Roche-Lexikon (2003). Roche Lexikon Medizin 5. Aagfée. Urban und Fischer Verlag.
Roos, D., de Boer, M., Kuribayashi, F., Meischl, @/eening, R. S., Segal, A. W.,
Ahlin, A., Nemet, K., Hossle, J. P., Bernatowskatidakiewicz, E., Middleton-Price,
H. (1996). Mutations in the X-linked and autosommatessive forms of chronic
granulomatous disease. Blood 87: 1663-1681. Review.

Roos, D., Winterbourn, C. C. (2002). Immunologythas¢ weapons. Science 296: 669-
671.

Roos D. (1996). X-CGDbase: a database of X-CGDingumutations. Immunol.
Today. 17: 517-521.

Rossi, J. D., Wallace, B. A. (1983). Binding ofrbbectin to phospholipids vesicles. J.
Biol. Chem. 258: 3327-3331.

Samoszuk, M., Ehrlich, D., Ramzi, E. (1993). Prachl safety studies of glucose
oxidase. J. Pharmacol. Exp. Ther. 266: 1643-1648.

Samoszuk, M. K., Wimley, W. C., Nguyen, V. (199&yadication of interleukin 5-
transfected J558L plasmacytomas in mice by hydrogemxide-generating Stealth
liposomes. Cancer Res. 56: 87-90.

Saulnier, S. O., Steinhoff, D., Dinauer, M. C., féu¢y, R., Trono, D., Seger, R. A.,
Hossle J. P. (2000). Lentivirus-mediated gene teansf gp91phox corrects chronic
granulomatous disease (CGD) phenotype in human B-C@ls. J. Gene Med. 2: 317-
325.

Sbarra, A. J., Karnovsky, M. L. (1959). The biocleah basis of phagocytosis. I.
Metabolic changes during the ingestion of partitdggpolymorphnuclear leukocytes. J.
Biol. Chem. 234: 1355-1362.



Literaturverzeichnis 20¢

Scherphof, G. L., Roerdink, F., Waite, M., Parks, (1978). Desintegration of
phosphatidylcholin liposomes in plasma as a resilinteractions with high density
lipoproteins. Biochim. Biophys. Acta 542: 296-303.

Scieszka, J. F., Maggiora, L. L., Wright, S. D.,oCM. J. (1991). Role of complements
C3 and C5 in the phagocytosis of liposomes by hunwurtrophils. Pharm. Res. 8: 65-
69.

Seebach, J. D., Morant, R., Ruegg, R., SeifertFéhyr, J. (1997). The diagnostic value
of the neutrophil left shift in predicting inflamiwety and infectious disease. Am. J.
Clin Pathol. 107: 582-591.

Segal, B. H., Leto, T. L., Gallin, J. I., Malech, H, Holland, S. M. (2000). Genetic,
biochemical, and clinical features of chronic glamatous disease. Medicine 79: 170-
200.

Seger, R. A., Ezekowitz, R. A. (1994). Treatmentcbfonic granulomatous disease.
Immunodeficiency 5: 113-130.

Smiley, A. K., Gardner, J., Klingenberg, J. M., NeeA. N., Supp D. M. (2007).
Expression of human beta defensin 4 in genetiqalbgified keratinocytes enhances
antimicrobial activity. J. Burn Care Res. 28: 1321

Steenpass, T., Lung, A., Schubert, R. (2006). Tatsy PEG-sterols for coupling of
proteins to preformed plain or PEGylated liposonB#schim. Biophys. Acta. 1758: 20-
28.

Subczynski, W. K., Hyde, J. S., Kusumi, A. (198%)xygen permeability of
phosphatidylcholine--cholesterol membranes. Praatl. NAcad. Sci. USA 86: 4474-
4478.

Szebeni, J. (2001) Complement activation-relatezligpsallergy caused by liposomes,
micellar carriers of intravenous drugs, and radnb@st agents. Crit. Rev. Ther. Drug.
Carrier Syst. 18: 567-606.

Szebeni, J. (1998). The interaction of liposomethwiomplement system. Critical
Reviews in Ther. Drug Carrier Sys. 15: 57-88.

Szebeni, J., Baranyi, L., Savay, S., Bodo, M., MpiB. S., Basta, M., Stahl, G. L.,
Bunger, R., Alving, C. R. (2000). Liposome-inducgmilmonary hypertension:
properties and mechanism of a complement-mediateddwallergic reaction. Am. J.
Physiol. Heart Circ. Physiol. 279: H1319-H1328.

Takegawa, K., Fujiwara, K., lwahara, S., Yamam#ig, Tochikura, T. (1989). Effect
of deglycosylation of N-linked sugar chains on glse oxidase from Aspergillus niger.
Biochem. Cell Biol. 67: 460-464.

Taylor, M. A., Jones, M. N., Vadgama, P. M., Higso8. P. (1995). The
characterization of liposomal glucose oxidase ebelets for the measurement of
glucose. Biosens. Bioelectron. 10: 251-260.

Tilcock, C., Yap, M., Szucs, M., Utkhede, D. (199REG-coated lipid vesicles with
encapsulated technetium-99m as blood pool agentaudear medicine. Nucl. Med.
Biol. 21: 165-170.

Tizard, I. R. (2004). Veterinary Immunologie Anrodluction, 7. Auflage, Kap 3.-4. 24-
49.

Torchilin, V. P., Omelyanenko, V. G., Papisov, M.Bogdanov, A. A., Trubetskoy, V.
S., Herron, J. N., Gentry, C. A. (1994). Poly(e&mg glycol) on the liposome surface:
on the mechanism of polymer-coated liposome lorigeBiochim. Biophys. Acta
1195: 11-20.

Tsuge, H., Natsuaki, O., Ohashi, K. (1975). Puaifien, properties, and molecular
features of glucose oxidase from Aspergillus nigeBiochem. 78: 835-843.



Literaturverzeichnis 207

Uppoor, R., Niebergall, P. J., James, E. R. (200hg antioxidant system beta-D(+)
glucose-glucose oxidase-catalase: tests for pyrogeand antigenicity. Pharm. Dev.
Technol. 6: 31-38.

Uppoor, R., Niebergall, P. J. (1996). Beta-D(+)agise-glucose oxidase-catalase for use
as an antioxidant system. Pharm. Dev. Technol27:1134.

Van Etten, E. W. M., Kate, M. T., Snijders, S. Bakker-Woudenberg, I. A. J. M.
(1998). Administration of liposomal agents and bloolearance capacity of the
mononuclear phagocyte system. Antimicrob. Agentsridther. 42: 1677-1681.
Vollmar, A., Dingermann, T., Zindorf, I., Rickl, (2005). Immunologie: Grundlagen
und Wirkstoffe. Wissenschaftliche Verlagsgesell$chdH Stuttgart.

Wahn, V., Seger, R. (1998). Septische Granulomatdsmatsschr. Kinderheilkd. 10:
995-1004.

Wassef, N. M., Johnson, S. H., Graeber, G. M., 8&yd. M. Jr., Schultz, C. L.,
Hailey, J. R., Johnson, A. J., Taylor, D. G., RiggwR. L. und Alving, C. R. (1989).
Anaphylactoid reactions mediated by autoantibotbesholesterol in miniature pigs. J.
Immunol. 143: 2990-2995.

Watanabe, C., Yajima, S., Taguchi, T., Toya, K.jiiFY., Hongo, T., Ohzeki, T.
(2001). Successful unrelated bone marrow transgtiant for a patient with chronic
granulomatous disease and associated resistantmpnéis and Aspergillus
osteomyelitis. Bone Marrow Transplant. 28: 83-87.

Weening, R. S., Kabel, P., Pijman, P., Roos, D.88)9 Continuous therapy with
sulfamethoxazole-trimethoprim in patients with afico granulomatous disease. J.
Pediatr. 103: 127-130.

Weissman, G., Bloomgarden, D., Kaplan, R., Cohen,Hoffstein, S., Collins, T.,
Gottlieb, A., Nagle, D. (1975). A general method foe introduction of enzymes, by
means of immunoglobulin-coated liposomes, into $gsnes of deficient cells. Proc.
Natl. Acad. Sci. USA. 72: 88-92.

Weissmann, G., Brand, A., Franklin, E. C. (1974)etaction of immunoglobulins with
liposomes. J. Clin. Invest. 53: 536-543.

Whaley, K., Schwaeble, W. (1997). Complement amdmement deficiencies. Semin.
Liver Dis. 17: 297-310. Review.

Winkelstein, J. A., Marino, M. C., Johnston, R. Bayle, J., Curnutte, J., Gallin, J. I.,
Malech, H. L., Holland, S. M., Ochs, H., Quie, Buckley, R. H., Foster, C. B.,
Chanock, S. J., Dickler, H. (2000). Chronic gram#dous disease. Report on a national
registry of 368 patients. Medicine (Baltimore). 185-169.

Woodle, M. C., Lasic, D. D. (1992). Sterically steded liposomes. Biochim. Biophys.
Acta 1113: 171-199.

Woodle, M. C., Newman, M. S., Cohen, J. A. (19®kprically stabilized liposomes:
physical and biological properties. J. Drug. Ta@je297-403.

Woodman, R. C., Newburger, P. E., Anklesaria, RckSon, R. W., Rae, J., Cohen, M.
S., Curnutte, J. T. (1995). A new X-linked variaitchronic granulomatous disease
characterized by the existence of a normal clonerespiratory burst-competent
phagocytic cells. Blood 85: 231-241.

Yan, X., Scherphof, G. L., Kamps, J. A. A. M. (200kiposome opsonization. J.
Liposome Res. 15: 109-139.

Zakarova, T. S., Ivanov, A. S., Echkalov, A. P.,riBeov, A. T., Kalilov, E. M.,
Archakov, A. I. (1993). Interaction of cholesterobntaining liposomes with blood
serum lipoproteins. Biochem. Mol. Biol. Int. 31:53824.

Zeit online, Tod nach Heilung, 2006



Tierversuchsprotokoll

Anhang

9. Anhang

EPC:EPG:Chol-Liposomen mit Glucose-Oxidase (GO in BS, PBS) Dreifachgabe

14.06.04 - 25.06.04

gp91phox -/- Mause

Langzeituntersuchung
Gewicht[g]
3-fach Ge- d-1  do di d2 d4
Nr. Gabe schl. d7 ds do dio  d11(+)
1 PBS W. 21 20,1 20,9 21,3 20,9
209 21,1 211 21,4 21,3
2 PBS W. 20,5 21 21 21 21
219 22,2 216 21,8 21,7
3 GoinPBS M. 26,4 26, 26,C 26,4 26,2
26,8 27,1 26,9 27 27
4 GoinPBS W. 20,5 21,5 20,7 20,7 20,8
21,2 21,3 21,2 21,7 21,7

do 1h

dl 1h
d2 1h
d4

Blutglucosed-1

8h
8h
8h
d11(+)
129
190 183
141 123
145 145
157 121
112
185 167
141 126
148 169
198 118
17¢
135 113
77 136
40 119
272 393
147
154 141
119 120
140 164
180 112

208

i.v. Inj. 14.06. (d0)

1. Boost15.06.
2. Boost16.06.
Organe GO GO
pg/ml Organhomogenisat pug/m Serum
Leber Gew. direkters Milz Gew. direkter/ GO
Nr. [ sandwich Nr. [g] sandwich  (ug/ml)
ELISA ELISA
sofortige Fixierung imiadin 0
0
6 0,975 0 7 0,118 0O O
0 0O O
sofortige Fixierung in Formal 0
0
21 1,354 0,64 22 0,113 3 0
1,1 26 O



Alter: CGD-Tiere *30.03.2004 zu Versuchsbeginn 1&dhen alt

Organe
Lunge

Niere
Herz

Darm Gew.
Maus Nr. [d]

Gehirn

Muskel
Knochenmark
Thymus

Nr. [g]

1 sofortige Fixation in Formalin

2 8
9
10
11

0,373
0,397
0,137
0,143

12
13
14
15

0,48
0,165
0,095
0,076

3 sofortige Fixation in Formal

24
25
26

0,237
0,436
0,107
0,249

27
28
29
30

0,524
0,245
0,093
0,083

Anhang

DHR-
Assay Serum
Gran. Anti-
Mon. korper-
Lym. titer
% gated gegen
GO
3,21  keiner
0,54
0,82
0,88 keiner
0,53
1,29
0,6€ 1:25¢
1,07
2,96
1 1:128
0
0,22

EE: 12,7
GO Stammisg. (5mg/ml) in PBS:
12,7 plin 87,3 pul

Beobachtungen

Unauffallig

Unauffallig

d0 Verletzung Schwanz, d1 leichte Krimmung Schwanat p. Inj.,

d2 beginnende Nekrose, bei Inj. Austritt von GO-LlaigWunde,
gestraubtes Fell d4 Nekrose schreitet fort Alilegebessert,

d7 Schwanz abgestorben aber AB gut

d8 Schwanz trocken, d11 Fell matt

d7 rechtes Auge leichte Linsentriibung bemerkt, sei@inlich alt,

Katarakt bei Bl 6 Mausen (Ausgangsstamm) haufig
d11 unverandert

209



Langzeituntersuchung
3-fach Ge-
Nr. Gabe schl.
5 GoinPBS M.
6 GOL W.
7 GOL M.
8 GOL W.

Gewicht[g]

d-1
d7

27,6
27,8

20,8
21,9

27,6
27

20
20,1

do
ds

27,4
28,1

21,3
21,7

27,1
27,8

20,4
20

. d2  d4
d9  d10  d1l(+)

28,2 28,3 27,5
28,5 29,3 284

21,3 21,1 21,3
219 223 22

26,6 26,1 25,8
27,8 27,7 28,1

20,3 19,7 199
20,3 20,3 20,2

Anhang

Blutglucosed-1

do1lh 8h
dlih 8h

d21h 8h
d4 d11(+)

154
156
213
145
265
127
185
138
122
164

144

227
119
127
194

144

139
157
114
158

107
147
199
350

115
108
123
119

172
156
191
125

140
130
127
102

Organe

Leber Gew.

Nr.

[d]

31 1,99

GO

pg/ml Organhomogenisat
direkter/ Milz Gew.

Sandwich  Nr.
ELISA
0,64
1,1

[d]

32 0,164

sofortige Fixierungammalin

46 2,032

56 1,351

0 47 0,144

0

0
0,7

57 0,151

210
GO
pg/m Serum
direkter/ GO
Sandwich  (png/ml)
ELISA
0,64 O
11 O
0
0
0O O
0O O
0O O
0,7 O



Anhang 211

Lunge Gehirn Assay Serum 12,7 plin 87,3 pl
Niere Muskel Gran. Anti-
Herz Knochenmark  Mon. korper-
Darm Gew. Thymus Lym. titer
Maus Nr. [a] Nr. [g] % gated gegen Beobachtungen
GO
5 33 0,238 37 0,502 0,79 1:128  d2 minimale Verletzung, sehr
34 0,488 38 0,278 3,28 schlechte Heilung, d7 blaue Flachen
35 0,17 39 0,115 0,94 und Schwellung, entziindet, d8 dito,
36 0,219 40 0,053 d10 etwas gebessert
d11 Entziindung vor allem an Inj.stelle
6 sofortige Fixation in Formalin 1,79 1:1024 unauffallig
3,15
0,86
7 48 0,24 52 0,452 0,98 1:128  d1 Verletzung Schwanz, sehr schlecht getroffen
49 0,524 53 0,314 2,52 d2 dort teilweise Austritt GO, nehmen
50 0,156 54 0,075 0,31 d7 leichte Kriimmung Schwanz,
51 0,214 55 0,098 d8 Schwellung, d10 deutlich entziindet

d11 Schwanzansatz blauschwarz verfarbt

8 58 0,267 62 0,552 0,4 > 1.2048 unauffallig
59 0,325 63 0,267 0
60 0,124 64 0,135 0,11
61 0,154 65 0,085

Balb C Maus VB 91,99 nur Positivkontrolle FACS



Tierversuchsprotokoll
Staph. aureus Peritoniti

Versuch la-d 04

Nr.  Fix.
1c F.
2c H.
3c H.
1cwW F.
2cW H.

April/Mai 2004

Inf. d0 GOL d5 Geschl.,
Alter

- - M, 14w

- - M, 12w

. - W, 14w

- - W, 11w

- - M, 13w

Anhang

Mause: gp91phox -/-

Ge-

wicht
do
dl
d2
d5
dé

20,5

Blutglucose

do d5t=0

1h

2h

4h
débei 8h
Totung

77

verstorben am 16.05

27
n.g.
n.g.

25,9

27

169

224

15,4
verstorben
am 16.05

21
21,4
21,7

28,5
28,2
28,3

124

109
184

109

220
181
189
181
178

135
118
164

130
120

152
186
154

173
145

EPC:EPG:Chol-Liposomen mit GO, vgl. Kap. 3.1.2.4.3

Einmalgabe i.v.

Leber
Nr. [d]

pg/mi

Organhomogenisatpg/ml

GO

direkter Milz

Sandwich Nr.
ELISA

Gewicht

al

GO

direkter Serum

Sandwich GO
ELISA [ug/mi]

keine Organe, unklare Todesursache

6 1,447

0

7 0,105

keine Organe, unklare Todesursache

Formalin

6 1,563

0

7 0,151

0

o

212
Infek-
tions-
dosis
0 0
0
0 0
0
0



Lunge
Niere
Herz
Maus Darm Gew.
Nr. Nr. [g]

Gehirn

Muskel
Knochenmark
Thymus

Nr. [g]

FACS

CD 21/35 LR

Granulozyten

Monozyten

Lymphozyten

%gated IMean
X

y

CD 11b/18 LR UR
Granulozyten Granulozyten
Monozyten Monozyten Sektion
Lymphozyten Lymphozyten Abszesse
%gatedmean %gatedmean
X y X y

1c keine Organe und kein Blut wegen unklarer Todeshesa

2c 8 0,245 12 0,5 25,0 1275 7,84 64,1 130 13,1 35,4 1114 1717 unaufféllig
9 0472 13 0,31 14,1 1150 3,73 82,2 66,7 57 16,9 312 457
10 0,137 14 0,117 74,1 43,0 3,36 91,6 42,2 524 4,62 155 404
11 0,092 15 0,094
3c keine Organe und kein Blut wegen unklarer Todeshesa
1cW 66,8 142,8 2,22 55,1 331 35 44 1757 1062
54,7 442 154 851 749 188 13,4 407 104
71,0 27,1 151 96,6 586 1,83 0,75 137 30,3
2cW 8 0,332 12 0,559 67,4 105,12 2,06 59,4 126 2,68 40,3 673 549 unauffallig
9 0,675 13 0,337 48,9 447 148 87 59,7 1,85 126 286 99,6
10 0,163 14 0,15 82,1 32,7 154 985 338 1,78 0,86 137 56,8
11 0,202 15 0,055

Anzucht
Staph.
aus PL
(MW,
n=3)
[KBE]

d7

ds

213



Nr.  Fix.
4c F.
5c  H.
6c H.
3cW H.
4cW  F.

Inf. d0 GOL d5 Geschl.,

Alter
- + W, 14w
- + W, 14w
- + W, 14w
- + M, 13w
- + W, 15w

Anhang

do dO d5t=0
d1 1h
d2 2h
ds 4h
d6 d6 bei  8h
Totung
17,8 106 93
n.g.
n.g.
15,9
verstorben bei Injektion
215 161 183
189
169
21,5 178
21,2 183 153
20,7 125 196
n.g.
n.g.
20,5

verstorben bei Injektion

27,4 127 144
27,3 74
27,4 238
183
130 173

22,8 122 149
21,5 131
21,9 130
106
135 131

Organhomogenisat  pg/mi
GO GO
direkter direkter
Leber SandwichMilz Gewicht sandwich Serum
N, [d] ELISA N [g] ELISA Go@ug/mi)

keine Organe, unklare Todesursache

32 1,144 1275 33 0,112 64
167,7 237,8

keine Organe, unklare Todesursache

keine Organe,unklare Tadssche
Proben tierarztl. Dienst (kein Brgs BU)

21 1,295 8,94 22 0,101 13,48

13,2 63,2

o

Infek-
tions-
dosis

0

0



Maus
Nr.

4c

5c

6c

Lunge
Niere
Herz

Darm Gew.

Nr. [g]

Gehirn
Muskel

Knochenmark

Thymus
Nr. [g]

Anhang
Facs
CD 21/35 LR CD 11b/18 LR UR
Granulozyten Granulozyten Granulozyten
Monozyten Monozyten Monozyten Sektion
%gatedmean %gatedmean %gatedmean Abszesse
X y X y X y

keine Organe und kein Blut wegen unklarer Todeshesa

34
35
36
37

0,332
0,395
0,129

0,21

38
39
40
41

0,507
0,207

0,16
0,108

155 89,9 5,76 72,4 114 10,7 27,1 545 1549 ewul.
20,1 58,8 3,79 86,3 59,8 5,84 13,7 240 381 Thymus
78,4 356 3,13 95 39,6 551 3,02 154 175 vergrolert

keine Organe und kein Blut wegen unklarer Todeshesa

3cW keine Proben fir Versuch

4cW

23
24
25
26

0,268
0,445
0,123
0,159

27
28
29
30

0,539
0,387
0,155
0,078

vgl. vorne

66,3 765 2,69 629 191 2,88 36,6 827 402 unauffallig
48,7 40,9 1,51 90,7 66,1 1,82 8,75 300 44,6
57,6 285 1,49 984 395 1,78 1,08 944 27

Staph.
aus PL
(MW,
n=3)
[KBE]

d7

ds

n.g.

215



Versuch la-d 04

Nr.

la

2a

3a

1b

Fix.

April/Mai 2004

Inf. d0O GOL d5 Geschl.,

Alter
+ - W, 13w
+ - M13w
+ - M, 13w
+ - M*12.02.(

Gewicht Blutglucose

do
di
d2
d5
dé

22,1
22,2
22,4
22,9
22,3
27,6
26,4
27,2
28,4
27,7

30
29,2
29,1
23,3
22,6
23,5

24

n.g.

23,3
25,8

Anhang

do d5t=0
1h
2h
4h
dé bei 8h
Totung
169 143
121
120
142
159 124
153 136
216
143
239
199 170
203 69
54
46
48
102 71
125 97
68
61
74
145 164

Leber

Nr. [g]

Formalin

17 1,359

Formalin

216
pg/mi
Organhomogenisat  pg/mi
GO GO Infek-
direkter direkter tions-
SandwichMilz Gewicht Sandwich Serum dosis
ELISA Nr. [d] ELISA Go(ug/mi)
0 1,7E+09
0
0 7 0,16 0 0 1,7E+09
0 0 0]
0O 18 0,17 0 0 1,7E+09
0 0 0
1,5E+07



Maus
Nr.

la

2a

3a

1b

Lunge
Niere
Herz

Darm Gew.

Nr. [g]

Gehimn
Muskel

Knochenmark

Thymus

Nr. [g]

keine Organgewichte
da sofortige Fixation

80,2

90,478
100,17
11 0,183

190,199
20 0,556
210,172
22 0,198

12
13
14
15

23
24
25
26

keine Organgewichte
da sofortige Fixation

0,445
0,14
0,3
0,083

0,471

0,31
0,189
0,055

Anhang 217

Anzucht
Facs Staph.
CD 21/35 LR CD 11b/18 LR UR aus PL
Granulozyten Granulozyten Granulozyten (MW,
Monozyten Monozyten Monozyten Sektion n=3)
%gatedmean %gatedimean %gatedmean Abszesse [KBE]

X y X y X y d7
ds

293 33,1 1,28 475 779 13 51,4 306252 keine 0
259 214 103 79,2 46 1,18 20,3 1683 3 0
22,1 19,2 1,01 96,7 22,8 1,13 1,63 80,1 103

15 33,6 1,3 24,9 129 859 74,7 284 85%9«kleiner 0
17,6 255 1,02 72,8 56,8 1,17 27,2 194 24Teber 1403
78,1 155 1,01 96,7 21,3 1,11 152 76,8 74,4

7,09 354 1,34 297 150 1,79 96,9 239 73fultiple kl. A. 0
43,4 23,6 1,02 67,7 56,7 1,13 32,3 206 17 Leber (ca.5), 0
78,2 13 1,01 984 23,7 1,07 1,22 81,4 11daud. anli Niere
ein sehr gr. und
mehrere kl. A.

253 396 59 7,84 606 584 91,7 878716 einkl. A. caud. 107

142 73,5 2,55 76,2 218 2,99 21,2 4242 Leberrand,
68,6 34,5 2,06 92,7 57,8 2,68 4,03 124 41,1 Milzmultiple kl. A
Verwachsungen/

Eiter im Gekrose



Versuch la-d 04

Nr.  Fix.
2b H.
3b H.
1d F.
2d H.
3d H.

April/Mai 2004

Inf. d0O GOL d5 Geschl.,

+

Alter
- M, 13w

- W, 14w

- M, 13w.

- W, 13w

- W, 10w

Anhang

[g] do(G.)d0 d5t=0

d1 1h

d2 2h

d5 4h

d6 d6 8h
246 142 174
23 112
n.g. 174
23,9 143
23,9 140 123
29,3 126 137
26,4 145
n.g. 94
25,7 152
259 130 129
254 169 232
d2 25,1 220
d4 25,2 215
24,8 126
26,5 155 142
20,6 156 141
d2 19,7 169
d4 20,5 139
20,6 167
21,6 156 135
18,5 148 76
d2 15,2 144
d4 14 167
14,1 84
13,9 99 85

ng/ml Organhomogenisat

Leber

Nr. [d]
6 1,38

17 1,422

Formalin

6 1,46

17 1,085

GO

direkter

SandwichMilz
ELISA nr.

0
0

0

o

0

Gewicht Sandwich Serum

[d]
7 0,246

18 0,202

7 0,22

18 0,205

pg/mi
GO

direkter

218

Infek-
tions-
dosis

ELISA GO(ug/ml)

0
0

0 1,5E+07
0

0 1,5E+07
0

5,8E+08

0 5,8E+08
0

0 5,8E+08
0



Maus
Nr.

2b

3b

1d

2d

3d

Lunge
Niere
Herz

Darm Gew.

Nr. [g]

8
9
10
11

19
20
21
22

0,59
0,455
0,131
0,122

0,308
0,493
0,125
0,125

Gehirn

Muskel
Knochenmark
Thymus

Nr. [g]

12
13
14
15

23
24
25
26

keine Organgewichte
da sofortige Fixation

10
11

19
20
21
22

0,272
0,403

0,12
0,162

0,18
0,36
0,077
0,082

12
13
14
15

23
24
25
26

0,447

0,23
0,122
0,041

0,43
0,211
0,08
0,033

0,457
0,184
0,078
0,076

0,44
0,109
0,079
0,057

Anhang 219
Facs Staph.
CD 21/35 LR CD 11b/18 LR UR aus PL
Granulozyten Granulozyten Granulozyten (MW,
Monozyten Monozyten Monozyten Sektion n=3)
%gatedmean %gatedmean %gatedmean Abszesse [KBE]
X y X y X y d7
ds
19,4 60,1 4,84 19,6 437 5,4 80,4 816 100&ultiple miliare 0
139 87,6 2,47 61,6 177 2,84 38,4 536 2224 inLeber, 0
65,1 44,5 2,05 955 78,3 2,49 3,97 246 85 ultiple mittelgr.
A. in Milz
29,5 399 6,03 8,08 380 5,64 91,9 809 277zhrqgr. A. 18
29,6 45,8 3,37 50,2 137 3,18 49,8 442 757 dors. arrLebe
80,5 37 2,01 91,9 53,7 2,84 7,83 163 221
10,2 55 5,07 18,7 244 5,83 79,6 779 84kéiger A. 0
47,2 355 2,61 90,5 92 3,4 7,7 337 150,8cm)in 0
74,3 30,1 2,3 94,8 56,8 2,75 3,12 149 34,Zaud. Leber
18,2 91,9 3,34 49,3 333 6,35 49,8 626 93dhauffallig 1
42,2 37,2 2,45 92 82,1 3,26 7,7 269 186 0
67,4 31,6 2,18 954 544 2,82 3,79 144 38
16,6 30,1 6,59 286 456 591 71,3 851 796 3 zusammenunz.viele
40,3 22,8 2,54 954 140 3,32 4,52 353 69,2 hangende mittlelgr. (A.ge-
41,4 17,1 2,2 93,9 107 3,05 58 203 20,2 A anOberflache rissen)

caudoventr.
1gr. A. (0,4cm)



Versuch la-d 04 April/Mai 2004

Nr.

6b

4d

5d

6d

Fix. Inf. dO SOL dt Geschl.,

nicht getroffen

6a

H.

+

Alter

M, 14w

M, 10w

W, 13w

W, 13w

M, 13w

Anhang

[g] dO (G.)dO d5t=0

dl
d2
d5

1h
2h
4h

d6 d6 bei+8h

31,3
30

26,00
25,8
23,8
22,8
24,1
23,3
23,7
20,8
20,6
20,4

20
20,7
22,1
20,6
22,2
21,4

21,6
29,1
26,3
26,3
24,4
23,9

204

132
281

211
134

157
129

180
210

23

90
63
51

36

21

197
122
202
136

147

159
168
140
154

139

197
144
122
122

149

86
63
63
42
38

220
GO GO
direkter direkter Infek-
Sandwich Sandwich tions-
Leber ELISA Milz GewiclELISA Serum dosis

Nr.  [g]  [ug/mi]Nr. [g]  [pg/ml] GO [pg/mi]

42 1,641 47,06 43 0,238 28,5
28,55 9,35

Formalin

32 1,463 71,2 33 0,252 10,76
12,1 50,1

42 1,107 102,3 43 0,21 87
37,3 18

42 1,699 0 43 0,195 0
0 0
nicht getroffen

0 1,5E+07
0

5,8E+08

0 5,8E+08
0

0 5,8E+08
0

0 5,2E+08
0



Bezeicl
der Mal
Versucl

6b

Lunge
Niere
Herz

Gehirn
Muskel

Knochenmark

Darm Gewicht Thymus
Nr. [g]

44
45
46
a7

0,267
0,513
0,162
0,098

Nr. [g]

48
49
50
51

4d  keine Organgewichte

5d

6d

6a

da sofortige Fixation

34
35
36
37

38
39
40
41

0,29
0,358
0,118
0,163

0,48
0,21
0,21
0,093

44 0,3

45 0,563
46 0,157
470,173

44
45
46
a7

48
49
50
51

0,449

0,26
0,113
0,085

0,229
0,477
0,147
0,144

0,515
0,196
0,196
0,065

0,534
0,333
0,275
0,058

Anhang

Facs
CD 21/35 LR CD 11b/18 LR UR
Granulozyten Granulozyten Granulozyten
Monozyten Monozyten Monozyten Sektion
Lymphozyten Lymphozyten Lymphozyten Abszesse
%gatedmean %gated mean %gated mean gr. Abszess
X y X y X y
2191 41,79 569 7,93 23881 4,15 92,02 855,82 1383,9 ge.Anittelgr.
2532 47,13 295 48,16 121,43 29 51,84 527,81 298  A. deab&ber
82,75 305 2,08 9521 5249 253 4,62 200,24 132,35 Verkipbu
mit Zwerchfell,
28,6 48,6 6,28 48,6 187 5,52 55,4 687 10783cmagr. A.
349 30 2,58 84,9 57,7 3,28 14,8 295 213. ventr. an
76,6 26,8 2,27 95,3 419 2,78 3,77 139 124eber,
Verwachsung
Darm/ Einstich
23 42,3 9,32 23,5 248 6,82 76,3 769 12003cmagr. A.
196 58,9 8,29 82,8 69,8 3,31 17,2 302 1%%an.,dort
756 27,7 2,31 94,8 43,8 2,81 4,76 118 50)erwachsung
mit Zwerchfell
23 42,3 9,32 46,1 305 6,8 53,9 626 598nauffaliig
35,7 29,1 2,61 90,4 107 3,56 9,46 295 93,7
63,3 251 2,28 94,1 56,4 298 53 159 29,6
712 2892 129 538 213,17 1,63 94,57 257,37 637,4 A.gEinstich
28,31 18,12 1,04 58,68 8452 1,17 41,32 203,61 177,4dr. A. ventr.l,
72 11,22 1,01 98,42 2335 1,05 1,16 87,43 48,74 kl.amheber

multiple A. cran.
an li. Niere

aus PL
(MW,
n=3)
[KBE]
d7

ds

unz.viele
unz.viele

o

1
unz.viele

unz.viele

0,33

221



Anhang 222

Tierversuchsprotokoll gp91phox -/-
EPC:EPG:Chol-Liposomen mit Glucose-Oxidase alle*22.08.04

Oktober/November 2004 Tubingen ~ GOL 1 X
Burkholderia cepacia Sepsis

Nr. Fixier-d0O dO Ge- Ge- Infektions- Burkholderia- pg/ml Organhomogenisat
ung Omin 1h schl. wicht dosis Anzucht Organe GO GO
Inf. GOL do KBE/100pul Voll- PL Leber Leber Gew. direkter/ Milz Gew.relkter/ Niere Gew. KM Gew.
di i.p. blut Nr. [ Sandwich Nr. [g] Sandwich Nr. [g] NrJ[g]
dz d3 ELISA ELISA
1 H. - - w277 0O 0 0 O 1 1,15 02 0,1 03 0,514 0,34
27,2 0 0
27,3
2 H. -+ w215 0O 0 0 o 5 1,171 23,66 0,11 27,247 0,398 0,35
215 14,53 17,71
211
5 H + - w 18,6 419 0 0 O 17 1,033 018 0,13 019 0,4420 0,17
19,8 0 0
19,2
6 H + - w 19,6 419 0 0 O 21 1,089 022 0,09 023 0,3524 0,29
194 0 0
19,8
7 H + + m 255 419 0 0 O 25 1,474 5226 0,09 13,6727 0,528 0,29
26 2,2 9,69
26,5
nicht getroffen/ Kontrolle
3 H. -+ m 20 0O 0 0 O 9 1,006 010 0,09 011 0,3912 0,29
19,6 0 0
20,1
4 H + + m 27 419 0 0 O 13 1,293 014 0,09 015 0,4816 0,37
Positivkontrolle PL, T6étung nach ca. 5h (mit 1-3) 0 0
8 H + + w 218 419 0 0 O 29 1,229 030 0,12 031 0,4432 0,31
21,3 0 0

21,7



Tierversuchsprotokoll nur Infektion
November/Dezember 2004

Nr. Fix.

1

H

do
Infek-
tions-
dosis

10°

Geschlecht

Burk. cepacia Sepsis

[0] Gewicht

do d4
dl d5
d2
d3

21,4
22,3
21,9
20,9
20,7
19,4
18,7
16,8
26,2
26,3
26,1
25,4
22,

20
20,7
18,5
19.¢
18,5
17,4
16,2

19,c
18,9

Ende

d3

d3

d3

d3

Anhang

Allgemeinbefinden

(do,1, 2

bei allen gut) Patho

d3

gof. d4/d5

d3 gu Leber hell

d4 Fell etwas stumpf, marmoriert
leicht aufgekrimmt

d5 schlecht
d3 vollkommer Herz dilatiert;
apathisch, Leber vergroRert,

aufgekrimmte Haltung schwammig,
und stumpfes Fell hell marmoriert;
d3 matt, Leber und Milz
aufgekrimmte Haltung kaum verandert
und etwas

stumpfes Fell

d3 apathisct Leber hell
aufgekrimmte marmoriert;
Haltung und Milz knotig
stumpfes Fell

d3 sehr apathisc| Leber hell

aufgekrimmte Haltung marmoriert
und stumpfes Fell

gp91phox -/- alle * 12.09.04

223
Burkholderia-Anzucht
[KBE]
KBE aus 10p VB (d1=0;
/Inf. d2
d3 ausPL aus Leber
[KBE/ d4 (bei +) (bei +)
100ul] d5
107C 0 227z 1,05E+0¢t
0
2
6
1070C 20 231¢ 5,05E+0t
1458
10700( 20 2,00E+0:
0
107000 44 733¢ 1,62E+0!
262
10700C 29 unzéhlba 1,44E+0°
1616 viele



Tierversuchsprotokoll

Einmalgabe i.p.

1h postinf.

Dezember 2004 Tibingen

Burkholderia cepacia Sepsis Gewicht

Nr. Fix.
1 H.
2 H.
3 H.
4 H.
5 H.
6 H.

1hp.
inf.

i.p.
GOL

+

[g]dO
dl

Ge- d2
schl. d3

m. 25,7
25,6
25,4
25,7

w. 20,3
19,6
18,9
18,4

w. 21,1
20,8
19,6
19,1

w. 18,9
19,4
18,5
17,4
m. 26,6
25,2
24,9
24,7
m. 24,1
21,8
20,9

Anhang

Infektion: 100 ul =8,8*10 4 Keime/Maus (soll 10hoch5)

Burk.
Anzucht Allgemeinbefinden
aus Vollblut
d4 [KBE/10pl]
d5 di d4 d2
d6 d2 d5 d3
d3 dé d4

25,6 immer negativ

259
25,8

18 0
17,8 0
16,2 0
9
18,4 0
17 0

- 0
23

16 0

- 0

- 5
>3000
23,7 0
23,1 0
21,8 0
0

- 39

- 143

- >3000

immer
ohne besonderen
Befund

49
- 0.b.B.
etwas mager aber
Allgemeinbefinden gut

>3000
0.b.B.
etwas mager aber
Allgemeinbefinden gut

0.b.B.
etwas mager aber Allgemeinbefinden gut
vollkommen apathisch und kachektisch

12
>3000.b.B.
0.b.B.
etwas mager aber Allgemeinbefinden gut

d5
dé
deé

0.b.B.
vollkommen apathisch
und kachektisch

leicht apathisch und kachektisch
- (verendet)

0.b.B.
etwas apathisch
und kachektisch

apathisch, stumpfes Fell, aufgekrummter RiickenegAagsfluss

224

Sektion Allgemeinbefinden

(d) vor Tétung

d5/6 Uber Nacht gestorben
keine Proben

d5 leicht apathisch
und kachektisch

d4 vollk. apathisch
und kachektisch

d6 etwas apathisch
und kachektisch

d2 apathisch



Nr.

Tierversuchsprotokoll
Burk. cepacia Sepsis Einmalgabe i.p.
Organe
Uber- Leber Ge-
lebens- Nr.  wicht
dauer [d] Pathologie
(Tage)
7 1 1,53 unauffallig
(Ver-
suchs-
ende)
7 5 - schlecht zu
beurteilen
6 9 1,64 marmoriert
mit Blutungen
5 13 1,4 hell marmoriert
und vergro3ert
7 17 2,18 marmoriert,
an Randern
konfluente Abszesse
3 21 1,28 unregelmaRig
marmoriert,
Mittelwert miliare Abszesse

unbehandelt
55

Anhang

GO-Nachweis fur Niere, Knochenmark und Serum wetisstegativ

Milz
GO Nr.
[Lg/ml]
direkter/
Sandwich
ELISA

1,99
1,18

10

14

18

22

Gew. Pathologie

la

0,09 unauffallig

- vergroRert
und etwas
gekornt

0,24 vergroR3ert und
gekornt

0,177 vergroRRert
und deutlich
gekornt

0,255 vergroRRert
und etwas
kornig

0,11 vergroRRert
und etwas
koérnig

Niere
GO Nr.

[ng/mi]
direkter/

Sandwich
ELISA

1,993
1,78

On

015

019

023

KM
Gew. Nr.

lal

044

0,48412

0,4916

0,04720

0,48 24

Burkh.-Anzucht

Gew. 10ulVB (d1=0)
[d] dz
d3 PL Leber
d4 (bei +) (bei +)
d5 [KBE/mI] [KBE/mg]
[KBE]

0,44 0 0

keine Proben

[(cNeolNeololNololNolNolNo)

D
o ©

0,19 4,0E+04  2,4E+04

0,17 0O 1,3E+05 2,8E+04

0,24 O 48E+05 54E+03

0
0

0,183 39 9,8E+06 2,2E+04
>3000

MW unbehandelt 2,6E+06 2,0E+04

225



Einmalgabe i.p. 1h post inf.
Dezember 2004 Tubingen

Anhang

Burk. Infektion: 100 pl =8,8*10 4 Keime/Maus
Anzucht Allgemeinbefinden

Burkholderia cepacia Sepsis Gewicht aus Vollblut

1hp. [g]dO

inf. di

do i.p. Ge- d2

Nr. Fix. Inf.  GoL schl d3

7 H + + w 215
19,3
17,3
16,4
8 H + +  w 19,9
191
18,6
18,1

9 H. + +  w 21,2
20,4
20,3
20,7

10 H. + + m 26,3
238
22
11 H. + + m 22
21,8
21,3
204
12 H. + + m 225
22,6
22,6
21,7

d4 [KBE/10pl]
d5dl  d4  d2
d6d2 d5 d3

d3  d6  d4

- 6 -

- 0 etwas matt,stumpfes Fell

- >3000 apathisch und kachektisch
17,3 0 130
17,2 0 0.b.B.

- 0 0.b.B.

2 etwas mager aber Allgemeinbefinden gut

20,2 1 12
19,6 1238 >3000 0.bh.B.

18 1 0.b.B.

6 etwas mager aber Allgemeinbefinden gut

- 10 -

- 1 siehe Tag der Sektion
18,8 0 -

- 0 0.b.B.

- 13 0.b.B.

1348 etwas apathisch und kachektisch

20,4 0 -
18,8 0 0.b.B.

- 2 0.b.B.

40 0.b.B.

d5
dé
dé

matt, stumpfes Fell und kachektisch

mager und etwas matt
etwas apathisch
und kachektisch

mager aber munter

- (Leichenstarre nur cranial, d.h. unter 1h)

226

Sektion Allgemeinbefinden
(d) vor Tétung

d3 apathisch und
kachektisch

d5 matt, stumpéds
und kachektisch

d6 leicht apathisch
und kachektisch

d2 leicht apathisch,
aufgekrimmter Ricken,
Augenausfluss

d4 etwas apathisch
und kachektisch

d5 frisch verstorben



Anhang 227

Tierversuchsprotokoll
Burk. cepacia Sepsis Einmalgabe i.p. GO-Nachweis fiir Niere, Knochenmark und Serum wetsstegativ
Organe Milz Niere KM Burkh.-Anzucht
Uber- Leber Ge- GO Nr. Gew. Pathologie GO Nr. Gew. Nr. Gew. 10ulVB (d1=0)
lebens- Nr.  wicht [Hg/mi] [d] [Hg/ml] [d] [d] d2
dauer [g] Pathologie direkter/ direkter/ d3 PL Leber
(Tage) Sandwich Sandwich d4 (bei +) (bei +)
ELISA ELISA d5  [KBE/ml] [KBE/mg]
Nr. [KBE]
7 4 25 1,38 maRig 0,76 26 0,175 vergroRert 227 0,40328 0,225 6 6,0E+07 6,8E+04
marmoriert 0,7 und etwas 1 143
kérnig >3000
8 6 29 1,6 1mmgr. Abszess 0 30 0,26 vergroRert 031 0,43632 0,355 0 26E+04 1,4E+02
caud. Rand, 0 und etwas 0 0
marmoriert mit kérnig 0
Blutungen 2
130
9 7 33 1,897 0 34 0,264 vergroRert m5 0,4536 0,345 1 28E+05 1,1E+03
0 0 0
1
6
12
10 3 37 1,43 maRig marmoriert 0 38 0,137 etwas kornig 039 0,58140 0,5 10 5,6E+06 2,1E+04
0 0 1238
11 5 41 1,6 hell marmoriert 0 42 0,2 unauffallig 043 0,444 0,25 0 4,1E+06 2,2E+04
0 0 1
13
1348
12 6 45 1,69 marmoriert mit 0 46 0,23 vergroRert o7 0,42648 0,39 0 keine Proben
multiplen miliaren 0 und gekdrnt 0 0
Abszessen, v.a. 2
Mittelwert caudaler Rand 40
behandelt keine Proben

5,17 MW behandelt 1,4E+07 2,2E+04



Tierversuchsprotokoll

Dezember/Januar 2004/05 Tubingen

Burkholderia cepacia Sepsis

Anhang

gp91phox -/- Mausealle * 04.10.04 weiblic

Alter: 12 Wochen

Infektionsdosis:100 pl = 1,901*10 5 Keime/Maus

3-fach-Gabe GOL

1h: 100p! VBh + 100 pl GOL/ PBS i.p.

4h: 100ul GOL/PBS it

7h: 100ul GOL/ PBS i.p. Gewicht

[g]d0 d1i
d4 d5
d0 1,4, 7h
Nr. Inf. GOL

1 - + 20 20
20 19

2 + - 19 19
19 18

3 + - 19 19
17 17

4 + - 22 21
5 + - 22 21
19 21

d2 d3
dé
20 20
20
19 18
18
18 18
15
19 18
19 18
20

alle Organe bei -20°C

228

aul3er ca. 50g Leber zur Keimzahlbestimmung

GO-Nachweis fur
Niere, Knochen-

Burk. mark und Serum
Anzucht Allgemeinbefinder stets negat
aus Vollblut  (kein Eintrag = gut) Uber- Niere Blutbild (Aus
[KBE/10ul]  Tag Zustan lebens- KM  Ge Phag« Lym-
dl d4 dauer Nr. wicht zyten* pho-
d2 d5 (Tage) [0] % %
d3 db6
0 0 immer gut 7 3 0,411 20 80
0O O (Versuchsende) 4 0,234
0O O
0O O d6 etwas mager, 77 0,386 77 23
0 0 etwas matt 8 0,176
0 1
0O O d6 sehr mager 7 11 0,364 89 9
0 16 und matt, 12 0,24
0 558 Augen verklebt
0o - d3 matt, 4 15 0,466 - -
1 - schwankt, 16 0,236
56 Augenausfluss
O O d6 matt, 7 19 0,541 88 12
0 11 Augenausfluss, 20 0,153
0 764 schwankt
Uberlebensdauer 6,3 84,7 14,7

unbehandelt



Tierversuchsprotokoll
3-fach-Gabe GOL

Burk. cepacia
Sepsis
d4
do 1,4,7h
Nr. Inf. GOL
6 + + 19
17

17
8 + + 20
17
9 + + 21
18

Gewicht
dl d2
d5 d6
19 19
17 -
18 17
17 -
19 19
17 16
2017,1
19 17

10 unbehandelter Blutspender

d3

18

17

17

19

Auswertung Blut nur humAdeia

Burk.
Anzucht

aus Vollblut
[KBE/10ul]
dli d4
d2 d5
d3 dé6
0O O
0 70

0O O
0O O
0 100

Anhang

229

GO-Nachweis flir Niere, Knochen-

Allgemeinbefinder mark und Serum stets neg:

(kein Eintrag = gut) Uber- Niere Blutbild (Ausstrich)
Tag Zustand lebens- KM  Ge- Phago Lym-
dauer Nr. wicht zyten* pho-
(Tage) [a] % %
d4 etwas mager, 6 23 - - -
AB gut 24 -
d5 etwas mager,
etwas matt
d6 tot aufgefunden
d4 etwas mager, 6 27 - - -
AB gut 28 -
d5 etwas mager,
etwas matt
d6 tot aufgefunden
d3 etwas mager, 7 31 0,371 85 15
Rucken leicht gekrimmt 32 0,331
d4 etwas mager,
AB gut
d5 etwas mager,
AB gut
d6 etwas mager,
etwas matt
d4 etwas mager, AB gut 7 35 0,483 90 10
d5 etwas mager, AB gut 36 0,331
d6 etwas mager, etwas n
Uberlebensdauer 6,5 87,5 125

behandelt

* Differenzierung Makrophagen/ Granulozyten wegen

Beschadigung der Zellen nicht méglich

Monozyten = etwa murinen Granulozyten:

8,8



Anhang

Tierversuchsprotokoll 3-fach-Gabe GOL

Burk. cepacia Sepsi GO
Organe [Lg/ml]
Leber Ge- direkter/Milz Ge-
Nr. wicht Sandwich Nrwicht
[ Pathologie ELISA [g] Pathologie
Nr.
6 21 - keine Sektion und - 22 - -
keine Proben -
7 25 - keine Sektion und - 26 - -
keine Proben -
8 29 1,390 vergrof3ert, 0,880 0,2 vergrofert
marmoriert u. 0,9 und
Abszesse grobkornig
am Rand
9 33 1,730 vergroRert, 1,184 0,3 vergroRRert
marmoriert u. 1,2 und
Abszesse am Rand grobkornig

230
Burk.-
GO Anzucht
[Lg/ml] aus Vollblut
direkter/ [KBE/10ul]
Sandwichdl d4 aus PL aus Leber
ELISA d2 d5 (bei +) (bei +)
d3 d6 [KBE/mI] [KBE/mg]
- 0 0] - -
- 0 70
O -
- 0 2 - -
- 0 428
O -
0,0 0 0 33600 800
0 0 0
0 6
0,84 O 0 21200 22200
0,8 0 0
0 100
MW 27400 11500
StAbw 8768 15132



Anhang 231

Tierversuchsprotokoll
Anker- und PEG-Liposomen mit Glucose-Oxidase, Einfehgabe

gp91phox -/- Mause *9.,10 u.14.03.05 direkter ELISA ELISA
Organ S= Serum L=Leber M= Milz  Sandwich Serum
Maus GO (ug/ml Serum bzw. Organhomogenisat) Leber
Nr. Zeit Quotient Geschl.
1 5 30 45 90 100 4h 11h
1 alles negativ, Totung nach 1440 min M.
Ankerliposomen 14,1
2 S 25,6 0,55 M.
16,9 25,6
L 1,2 Ni5m 0,6
3,0 0,9
M 04
0,6
4 S 20,7 n.a. M.
14,1
L 2,0Ni1min 0,88
1,8 1,3
M 0,0
1,4
5 S 548S na S 11,9cave 30 mi 8,25 W.
12,2 n.a. 10,1weniger Plasma,n 2,6
L 2,0 3,17
1,8
M 1,8
1,4
10 S 75 S 4S 0,6 0,45 M.
6,6 4 0,7 0,85
L 5,7 0,53
7,8
M 4,2
8,7
11 S 114 S 8S 0,2 0,25 W.
8,4 7 0,3 1,65
L 7,00,15
8,8
M 0,7

6,8



Anhang 23z

Tierversuchsprotokoll Mai 2005 Tubingen
Organe zur Homogenisierung bei -20°C
Gewicht Niere Gew. Tot- DHR-Assay
Leber  Milz Nr. [g] ung Tag %gated
Nr. Gew. Nr. Gew. KM Gew. nach DHK PMA GraiMon. Lym.
[a] [l Nr. [g] [min] a - - 0o 0 O
+ - 13 048 0,34
1 1672 0,123 0,48 1440 a + + 4,8 0,97 0,43
4 0,15 b + + 47 0,72 0,25
5 1,446 0,087 0,47 5 a + + 13 5,03 0,7dositiv sehr gut
8 0,14 getroffen
13 0,2314 0,0515 0,35 1 c + - 7,8 3,32 1,1®)
16 0,19 c + + 16 8,4 2ositiv gut getroffen

17 1,4618 0,1419 035 45 c + + 3,7 0,09 0,48egatigut getroffen

20 0,16
37 1,3238 10,0939 0,4 1440 b + - 1 1,05 0,97
40 0,17 b + + 3,8 0,47 0,38egati gut getroffen

41 0,9742 0,0643 0,28 1440 b + + 1,9 0,33 0,I1%gati gut getroffen
44 0,08



Anhang 23¢

Tierversuchsprotokoll Mai 2005 Tubingen
Anker- und PEG-Liposomen mit Glucose-Oxidase, Einfehgabe
gp91phox -/- Mause ELISA
Organ S= Serum L=Leber M= Milz Serum
Maus GO (ung/ml) direkter ELISA Leber I
Nr. Zeit Sandwicl Quotient Geschl.
1 5 30 45 90 100 120
12 S 12,2 9 M.
9,3 0,6
L 1,0Ni5min 0,9 16
1,2 1
M 0,7
2,3
13 S 134 6,7 W.
9,3 0,8
L 0,8Ni5min 0,7 8,9
0,9 0,6
M 0,8
0,9
15 S 143 S 99 6 W.
7,1 51 0,9
L 12Ni 1,2 6,7
1,7 1,3
M 1,6
2,1
Tierversuchsprotokoll Mai 2005 Tubingen
Anker- und PEG-Liposomen mit Glucose-Oxidase, Einfehgabe
Gewicht Niere Gew. T6t- DHR-Assay
Leber Milz Nr. [g] ung Tag %gated
Maus Nr. Gew Nr. Gew. KM Gew. nach DHR PM/Gran. Mon. Lym.
hl Nr. (9] [ Nr. [g] [min] a - - 0 0O O
+ - 129 048 0,3
12 45 1,946 0,1247 048 5 ¢ + - 1,27 0,67 0,2
48 0,23 c + + 4,02 0,39 0,4renz- maRig getroffen
wertig
13 49 1550 0,1351 042 5 ¢ + - 1,24 0 0,2
52 0,15 C + + 0,88 0,2 0,Begati maRig getroffen
15 57 1,258 0,1259 0,27 90 c + - 0O 0104
60 0,14 c + + 4,23 0,12 0,8renz- gut getroffen

wertig



Tierversuchsprotokoll
Anker- und PEG-Liposomen mit Glucose-Ox
gp91phox -/- Mause

Organ S= Serum L=Leber M=

Anhang

Mai 2005 Tubingen

idase, Einfehgabe

Milz

Maus GO (ug/ml) direkter ELISA
Nr. Zeit Sandwicl
1 5 30 45 120 210 4h
18 S 214 S 18,8
8,87 8,4
19 S 5,35 S 4,7
4 2,6
20 S 13,7
53
21 S 7 S 5,2
4 2,8

22 alle negativ, Tétung nach 1440min
PBS

6h 11h
S 13
6
L 4 Ni
1,9
M 472
1,8
S 4,26
4
L 1,08
0,8
M 1,32
0,6
S 4,46
S 3,469
Ni 0,1

1,2

234

ELISA
Serum

Leber

Quotient Geschl.
24h
4,3 M.

1,3

3,4

2,1W.
0,4
5,9

S 25 12M
1,2 0,4

L 2234
2,6

M 3,2
3,2

S 1,7 1,1 M.
2105

L 2,123
2,1

M 3 W.
15



Anhang 23t

Tierversuchsprotokoll Mai 2005 Tubingen
Anker- und PEG-Liposomen mit Glucose-Oxidase, Einfehgabe
Gewicht Niere Gew. Tot- DHR-Assay
Leber Milz Nr. [g] wung Tag %gated
Maus Nr. Gew. Nr.  GewKM Gew. nach DHR PMA Gran. Mon. Lym.
hl Nr. [a] [0 Nr. [g] [min] a - - 0 0 0
+ - 1,29 048 0,34
18 69 1,3770 0,171 045 360 b + + 6,02 0,85 0,7dositi\sehr gut
72 0,2 getroffen

+

19 73 11,2374 0,175 0,21 360 b + 11,6 0,42 0,2®sitih gut getroffen,

76 0,19 aber zu
wenig Plasma

20 77 11,3378 0,179 0,39 1440 b + + 11,2 3,16 2,QBsitisehr gut
80 0,19 getroffen
21 81 1,1582 0,183 0,43 1440 b + + 1,2 0,36 0,3egatmaiig
84 0,2 getroffen
22P85 11,3386 0,187 0,43 c - - 0,02 0 0,01
88 0,17 c + - 1,32 0,13 0,49

(o + + 428 0,11 0,@ntscheidende
Negativkontrolle



Anhang

Tierversuchsprotokoll
Anker- und PEG-Liposomen mit Glucose-Oxidase, Einfehgabe
schlecht bzw. gar nicht getroffen

0 5 30 45 90 120 135
Maus Organ S= Serum L=Leber M= Milz
Nr. GO  (ung/ mi) direkter ELISA
Ankerliposomen Sandwich
3 S 47
5,25
L 0
0
M 0
0
6 S 0?
07?
7 S 30
2,4
8 S 11 S 0,9
1 1,0
9 S 2,54 S 3,7
2,1 3,1

PEG-Liposomen
14 S 132S 2S 22
2,1

0,0
0,0

16 S 1,9
1,8

Mai 2005 Tubingen

150

S 24

155

S 1.2

1,3
0,0
0,0

M 0,0

0,0

S 1.2

1,3
0,6
0,7

M 0,7

0,7

23€
Serum
6h Leber
Quotient
Ge.
39 W.
0,6
6,5
0,9 M.
0,1
9
0,4 W.
0,6
0,7
0,7 0,4 M.
0,9 0,3
11 1,6
2
1,2
3
3,3 1,9wW.
3,1 11
4.4 1,7
5,6
2,9
54
M.
1,9
0,2
9,3
1,7 M.
0,2
11



Anhang 237

Tierversuchsprotokoll
Anker- und PEG-Liposomen mit Glucose-Oxidase, Einfehgabe

schlecht bzw. gar nicht getroffen Mai 2005 Tubingen
Gewicht Nr. Gew. Tot-
Maus Leber Milz KM [g] ung Tag Zugabe von %gated
Nr. Nr. Gew. Nr. GewitNr. Gew. nach DHR PMA Gran. Mon. Lym.
[g] [a] [a] b + + 92,4 88,4 42,8 Positivkontrolle
3 9 1,0510 0,111 0,34 5 a + + 3,16 0,52 0,2degativ schlecht getroffen
12 0,14
6 21 1,622 0,0823 0,56 155 a + + 2,22 0,78 1,28gativ sehr schlecht
24 0,16 getroffen
7 25 1,2226 0,127* 0,49 155 a + + 3,62 2,27 0,7#&gativ schlecht getroffen
28 0,12
8 29 1,5230 0,0831 0,46 360 b + - 2,98 0,34 0,65
32 0,18 b + + 4,38 1,45 1, hegativ schlecht getroffen
9 33 1,0834 0,0935 0,36 360 b + + 6,1 0,44 0,48bsitiv Plasma schwer

36 0,13 auszuwerten
mafig getroffen

14 53 1,754 0,155 055 45 ¢ + + 1,79 0 0,28egativ schlecht getroffen
56 0,17
16 61 1,3962 0,163 0,4¢ 15C a + + 8,82 4,52 4,4€ positiv schlecht getroffen

64 0,19
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