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1. Einleitung

1.1  Cytische Fibrose

Die Mukoviszidose oder cystische Fibrose (CF) ist eine autosomal rezessiv vererbte, nicht
heilbare Erkrankung3°. Sie ist die haufigste erbliche Erkrankung der Lunge in der
kaukasischen Bevdlkerung mit einer Inzidenz von 1:2500 Neugeborenen?®28:29386271 cE \wird
durch Mutationen im CFTR-Gen (“cystic fibrosis transmembrane conductance regulator”) auf
Chromosom 7 verursacht. Fiinf Prozent der Bevolkerung sind gesunde Merkmalstréger, die
CF weitergeben konnen. Ist nur ein Elternteil erkrankt, sind die Kinder Gentrager und kdnnen
das defekte Gen spater an die eigenen Kinder weitergeben. Wenn beide Eltern erkrankt sind,
werden auch alle Kinder an Mukoviszidose erkranken, was allerdings sehr selten ist, da
Ménner mit CF meist steril und Frauen weniger fruchtbar sind als gesunde Frauen. Eine
pranatale Diagnose ist moglich. Bei Erkrankten ist durch die Fehlfunktion von Chloridkandlen
die  Zusammensetzung aller Sekrete exokriner Drisen verdndert. In  Lunge,
Bauchspeicheldrise, Dinndarm, Gallenwegen und Schweildriisen werden zéhflissige
Sekrete gebildet, die nur erschwert vom Korper abtransportiert werden kdénnen. Dadurch
kommt es in den betroffenen Organen zu Funktionsstérungen unterschiedlicher Art. Das
betroffene Gen cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR) codiert ein
EiweiBmolekul, das in der Zellmembran als Chloridkanal fungiert. Durch den Defekt im Gen
wird das Protein verandert und die Kanalfunktion gestort. Die haufigste Mutation wird AF508
genannt. AF508 bezeichnet das Fehlen der Aminoséure Phenylalanin (= F) an der Position
508 im Protein und betrifft etwa 70 Prozent aller Erkrankten. Bisher sind insgesamt Giber 1000
verschiedene Mutationen des CFTR-Gens bekannt. Ca. 8000-9000 Menschen in Deutschland
sind an CF erkrankt und ca. 4-5 Prozent sind gesunde Gentrager. Durch Verbesserung der
medikamentésen und physiotherapeutischen Behandlung von CF Patienten hat sich die
Prognose der Betroffenen in den letzten Jahren erheblich verbessert. Dennoch bleibt die
Prognose infaust. Die therapeutischen Madoglichkeiten sind rein symptomatisch. Die

Lebenserwartung fiir Erkrankte liegt bei etwa 32-35 Jahren.


http://de.wikipedia.org/wiki/Dr%C3%BCse
http://de.wikipedia.org/wiki/Pankreas
http://de.wikipedia.org/wiki/D%C3%BCnndarm
http://de.wikipedia.org/wiki/Mutation
http://de.wikipedia.org/wiki/Delta_F508
http://de.wikipedia.org/wiki/Delta_F508
http://de.wikipedia.org/wiki/Aminos%C3%A4ure
http://de.wikipedia.org/wiki/Phenylalanin
http://de.wikipedia.org/wiki/Protein
http://de.wikipedia.org/wiki/Symptom

1.2  Die Lungenerkrankung bei cystischer Fibrose ist charakterisiert durch eine
neutrophile Entziindungsreaktion
Die Lungenerkrankung bestimmt die Morbiditdt und Mortalitdt von CF Patienten. Die
Atemwege von CF Patienten sind gekennzeichnet durch chronisch bakterielle Infektionen, vor
allem durch Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae und Pseudomonas aeruginosa
(P. aeruginosa). Bakterielle Produkte, z.B. von P. aeruginosa, fuhren zu einem Anstieg der
Interleukin-8 (IL-8) Produktion durch Epithelzellen der Atemwege®. IL-8 rekrutiert
neutrophile Granulozyten (NG) aus der Zirkulation in die Atemwege. Durch die chronisch
bakterielle Infektion kommt es zu einer progressiven Ansammlung von NG in den
Atemwegen von CF Patienten. Im Verbund mit NG finden sich erhohte Spiegel der
proinflammatorischen Zytokine bzw. Lipidmediatoren IL-1p, Tumornekrosefaktor o (TNF-a),
Leukotrien B4 (LTB4) und IL-6 in den Atemwegen von CF Patienten®®*°. Zusammenfassend
bezeichnet man die Entziindungsreaktion der CF Lungenerkrankung als eine neutrophile
Entzindungsreaktion. Die neutrophile Entziindungsreaktion der CF Lungenerkrankung ist
allerdings Uberschielend, das heil’t die Inflammation geht Uber das Ziel, Abwehrzellen zu
rekrutieren, hinaus und fuhrt somit zu einer standigen Reizung des Bronchoalveolartraktes in

den CF Atemwegen.

1.3 Neutrophile Granulozyten schadigen das Lungengewebe von Patienten mit
cystischer Fibrose durch proteolytische Aktivitat
NG sind die effizientesten Abwehrzellen des angeborenen Immunsystems gegen bakterielle
Infektionen. Bei CF Patienten zeigen NG jedoch veranderte Eigenschaften. Anstatt Bakterien
abzutoten, flhren NG in den Atemwegen von CF Patienten zu einer UberschieRenden
neutrophilen Entzindungsreaktion. Die NG enthalten zahlreiche proteolytische Enzyme
(Proteasen), welche sie nach Aktivierung aus intrazelluldren Granula freisetzen. Quantitativ
am bedeutendsten sind die azurophilen Granula, welche Myeloperoxidase sowie
Serinproteasen, wie neutrophile Elastase (NE), Cathepsin G, Proteinase-3, Defensin und

Lysozym enthalten®"?

. Freie Proteasenaktivitat, eigentlich zur Abwehr von bakteriellen
Pathogenen gedacht, fuhrt im Rahmen der (berschielenden NG Aktivierung zu einer
sukzessiven Zerstérung des Lungenparenchyms von CF Patienten**®°. Die NE spielt unter den
NG-assoziierten Proteasen dabei pathophysiologisch die bedeutendste Rolle. Diese kann
extrazellul&re Strukturproteine des Lungengewebes, wie Elastin, Kollagen und Proteoglykane
abbauen und flihrt so zu einer schrittweisen Zerstérung des Lungengerustes bei CF

Patienten®. Sie ist dariiber hinaus ein potentes Sekretagoga, fordert die Sekretproduktion der



submukdsen Driisenzellen® und hemmt den Zilienschlag in vitro™®, Die Anwesenheit von
NE stimuliert die Produktion proinflammatorischer Zytokine, wie IL-8 und LTB4, was
wiederum eine Rekrutierung von NG in die Atemwege bewirkt*®*. NG sezernieren NE,
womit sich der positive Feedback-Kreis schlielt, der letztendlich zu der proteolytischen
Zerstorung des Lungengewebes flhrt. Durch die UberschieBende NG Reaktion und deren
pathophysiologische Konsequenzen sind NG von zentraler Bedeutung im Verstandnis der
Pathogenese der CF Lungenerkrankung.

1.4 Alpha-1-Antitrypsin ist der physiologische Inhibitor der neutrophilen Elastase

Alpha-1-Antitrypsin (AAT) gehort zur Gruppe der natirlich vorkommenden Serin-Protease-
Inhibitoren, welche die Aktivitdt von freien Proteasen hemmen und somit die dadurch
erfolgende Gewebeschadigung verhindern. Man spricht in diesem Zusammenhang von einem
Gleichgewicht von Proteasen und Antiproteasen. Dieses Gleichgewicht ist bei chronischen
Entzundungsreaktionen, wie der CF Lungenerkrankung, gestort. Das AAT liegt bei gesunden
Patienten in hohen Konzentrationen vor und dient dabei als Antiprotease- Schutzschild gegen
destruktive Einfliisse der NE'. Bei CF Patienten wird AAT komplexiert®® und proteolytisch
inaktiviert®. In den Atemwegsfliissigkeiten von CF Patienten kommt es durch die hohe
Aktivitat der NE schlielich zu einem relativen Mangel an AAT, was zu unkontrollierter
Aktivitdt von NE und daraus resultierender Gewebeschadigung flhrt. Ein Ziel bei der CF

Lungenerkrankung ist es daher, NE mit Hilfe von AAT zu neutralisieren “*'.

1.5 Der Oberflachenmarker CD11b auf neutrophilen Granulozyten spiegelt den
Schweregrad der Entziindung wider
Die Aktivierung von NG ist verbunden mit einer Erhohung der Komplementrezeptoren CD35
(CR1) und CD11b (CR3). Diese Rezeptoren dienen als Proteine fir die Adhérenz und sind
notwendig fiir die Migration und Phagozytose™. Uber die spezifische Bindung an Rezeptoren
auf NG und Makrophagen opsonisieren die Komplementfaktoren C3b und iC3b Partikel im
Rahmen der Phagozytose. Die C3b- und iC3b-abhangige Phagozytose von Mikroorganismen
stellt einen wichtigen Mechanismus der Abwehr gegeniber systemischen Bakterien- und
Pilzinfektionen dar. Sie kann aber auch pathologisch zur Gewebeschadigung fuhren. Dabei
konnen als Antwort auf eine akute Entziindung gesunde Zellen zerstort werden. Am Ort des
Entziindungsgeschehens kommt es durch Komponenten der Komplementkaskade zu einer
Anhdufung von NG, die sich den infizierten Organismen anheften und phagozytieren. Die
dadurch freigesetzten freien Radikale und Proteasen zerstéren zwar die infizierten Zellen,



konnen dariiber hinaus allerdings auch gesundes Gewebe schadigen. Bei CD11b handelt es
sich um ein B-Integrin, das fir die Adhdasion, Diapedese und Phagozytose der NG eine Rolle

0893 Gespeichert in intrazellularen Granula unstimulierter NG®“">® liegt es unter

spielt
physiologischen Bedingungen in duBerst geringer Expression in NG vor. Erst nach
Aktivierung durch Pathogene bzw. deren Produkte steigt die CD11b Expression auf NG an.
Dieser rasche Anstieg nach Pathogenexposition macht CD11b zu einem hervorragenden

6;39;50;53;56;81;82. SO wu rde

Indikator fir das Vorliegen einer Infektion bzw. Inflammation
gezeigt, dass die NG in der bronchoalveolaren Lavage (BAL) Flissigkeit von CF Patienten
eine erhohte Expression von CD11b zeigen®®. CD11b kann somit als Aktivierungsmarker von

NG angesehen werden.

1.6 Induziertes Sputum ist eine sichere Methode um die neutrophile
Entztindungsreaktion in den Atemwegen von Patienten mit cystischer Fibrose zu
untersuchen

Neben invasiven Methoden, wie Lungenbiopsie oder BAL, stellt die Induktion von Sputum

eine einfache, nichtinvasive, sichere und reproduzierbare Methode dar, um die neutrophile

Entziindungsreaktion in den Atemwegen von CF Patienten zu untersuchen®3374378 |

n
induziertem Sputum (IS) lassen sich nach entsprechender Verarbeitung l6sliche Proteine
sowie zelluldre Bestandteile analysieren. In IS von CF Patienten findet man eine hohe Anzahl
von NG und hohe Spiegel proinflammatorischer Mediatoren, weshalb sich diese Methode im
Besonderen zur Untersuchung der neutrophilen Entzlindungsreaktion der CF

Lungenerkrankung eignet.



2. Zielsetzung

Das Ziel dieser Studie war es, den Einfluss der AAT Inhalation auf die neutrophile
Entzundungsreaktion bei Patienten mit CF zu untersuchen. Wir stellten dabei die Hypothese
auf, dass die Inhalation von AAT das Missverhéltnis von Proteasen zu Antiproteasen in der

Lunge von CF Patienten positiv beeinflusst.

Es ergaben sich folgende spezifische Fragestellungen:
e Fihrt die 4-wochige Inhalation von AAT zu einer Abnahme der NG im IS von CF
Patienten?
e Welchen Einfluss hat die AAT Inhalation auf die Spiegel der proinflammatorischen
Mediatoren IL-8, IL-1B, TNF-a und LTB4 im IS von CF Patienten?

e Welchen Einfluss hat die AAT Inhalation auf die Expression des Oberflachenmarkers
CD11b auf NG im IS von CF Patienten?
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3. Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Patienten und Studiendesign

Diese Studie wurde im Rahmen einer multizentrischen Studie mit den Studienzentren
Frankfurt, Hannover, Giessen, Koln und Minchen durchgefiihrt. Das Studien-Monitoring
erfolgte durch Acromion GmbH (Frechen). Von allen Studienzentren wurden Ethikantrage bei
den jeweiligen Ethikkommissionen beantragt und bewilligt. VVon allen Patienten wurde vor
Studienbeginn eine schriftliche Einverstandniserklarung eingeholt. Einschlusskriterien fur die
Aufnahme in die Studie waren die gesicherte Diagnose von CF durch klinische Symptome,
positiver Schweiftest und/oder Mutationen im CFTR Gen. Weitere Einschlusskriterien waren
ein Mindestalter von 8 Jahren, eine Lungenfunktion von einem forcierten expiratorischen
Volumen in einer Sekunde (FEV;) > 25%, positive neutrophile Elastase Aktivitat nachweisbar
im IS vor Studienbeginn, positiver Test auf P.aeruginosa zu Studienbeginn, sowie die
schriftliche Zustimmung seitens des Patienten. Ausschlusskriterien waren eine
Lungentransplantation, schwerwiegende Begleiterkrankungen, schwere Leberzirrhose mit
Aszites, aktive pulmonale Exazerbation, gewohnheitsmaRiger Zigarettenkonsum sowie
Schwangerschaft. Es wurde isoliertes, monomeres humanes AAT (Prolastin, Bayer
Corporation, Clayton, NA, USA) verwendet. Es wurde eine Konzentration verwendet, die
einer Deposition von 25 mg/Tag entspricht. Initial wurde AAT mittels peripherer und
bronchialer Depositionsmethode inhalativ verabreicht. Da jedoch in diesen Pilotstudien kein
Unterschied zwischen beiden Depositionsmethoden gefunden wurde, entsprechen die in der
vorliegenden Arbeit prasentierten Daten einem gepoolten Datensatz. Es wurden in der
Studienpopulation keine unerwinschten Nebenwirkungen festgestellt.

3.1.2 Gerate

e Ultrazentrifuge Varifuge 20 RS Heraeus Sepatech

e Tischzentrifuge 5415C Eppendorf

e Mischgerét: Vortex-Genie 2 Scientific Industries

e Neubauerkammer Merck

e Mikropipetten Eppendorf
(0-10pl; 10-100pl; 20-1000pl)

e Durchflusszytometer (FACS) Becton & Dickinson
FACSCalibur

e FACS Auswertestation Apple



Macintosh Power PC
FACS Auswertesoftware
Cell Quest 3.1f
Notebook

ACER

Windows XP

Prism 3.0

Materialien und Reagenzien fiir FACS
Reaktionsgefale

Plastikspitzen fur Mikropipetten
Plastikrohrchen (15ml/50ml)
Rundbodenréhrchen ,,Falcon® (Sml)
Nitex Gaze Filter

Hanks Puffer

Dithiothreitol (DTT,Sputolysin)
Annexin V-fluorescine isothiocyanate

Propidium iodide

Materialien und Reagenzien fur ELISA

ELISA Quantikine Kits fir IL-8, TNF-a und IL-1p
LTB, ELISA Kit

Substrat: HRP Substrate TMB (Tetramethylbenzidine)
Solutions for ELISA

Stopplosung: 2N H,SO,

Mikrotiterplatten

ELISA-Washing unit

IPS Heizblock fir Mikrotiterplatten

Anthos HT 111 Mikrotiterplattenleser
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Becton & Dickinson

ACER
Aspire 2001 WLMi

Graph Pad Software

Eppendorf
Schubert/Pharmacia
Falcon

Becton & Dickinson

BD Biosciences

GIBCO

Calbiochem Biosciences
Boehringer Mannheim

Sigma

R & D Systems

Amersham

Uptima

Nunc
Behring
Sanofi

Anthos Labtec
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3.1.5 Antikorper fur FACS
e CD45-allophycocyanine (APC) mouse IgG1 BD Pharmingen
e CD16-fluorescein isothiocyanate (FITC) mouse 1gG1 BD Pharmingen
e CD11b-PE mouse IgG2b BD Pharmingen
e mouse 1gG2b-PE, mouse 1gG1-APC, mouse IgG1-FITC  Immunotech

3.2  Methoden

3.2.1 Enzyme-linked Immunosorbent Assay

Unter Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) versteht man die quantitative Messung
eines bestimmten Proteins in einem Medium mittels enzymgekoppelter Antikorper (AK).
Zundachst wird ein Stoffgemisch mit einem AK inkubiert, der spezifisch das gesuchte Protein
erkennt und an dieses bindet. Dieser primare AK wird anschlieBend von einem sekundéren
erkannt und gebunden, welcher wiederum mit einem Enzym gekoppelt ist. Nach Zugabe einer
Farbreagenz wird diese durch das indirekt an die gesuchte Substanz gekoppelte Enzym
veréndert. Die Intensitadt der Farbreaktion ist somit von der Konzentration der gesuchten
Substanz im Stoffgemisch abhéangig.

3.2.2 Nachweis und Messung der Zytokine

Es wurde gem&R dem mitgelieferten Protokoll verfahren. Alle Arbeitsschritte wurden bei
Raumtemperatur (RT) durchgeflhrt. Eine Mikrotiterplatte mit einem gecoateten AK  wurde
benutzt und mit Standards oder den Proben fiir 2 Stunden bei RT inkubiert. Nach einem
Waschschritt wurde die Mikrotiterplatte fur 2 Stunden mit einer zweiten AK-LOsung
(Konjugatantikorper) inkubiert. Wieder wurde die Platte gewaschen und mit 100 pl eines
Enzymkonjugats (Streptavidin konjugiert mit Peroxidase) pro Well fir 20 Minuten (min)
inkubiert. SchlieBlich wurde ein letztes Mal gewaschen, fir 20 min mit 100 pl einer
Substratldsung inkubiert und die Substratreaktion mit 50 pl einer H,SO,4- haltigen Losung

gestoppt. Die Absorption wurde bei 450 nm mittels Photometer gemessen.
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3.2.3 Sputuminduktion

Vor der Sputuminduktion wurde eine Spirometrie durchgefiihrt, die Sauerstoffsattigung
gemessen, auskultiert, und 2 Hub Sultanol verabreicht, um eine Bronchokonstriktion zu
vermeiden. Danach wurde fiir die Dauer von 15 min mittels Pari LC Plus oder Pari LC Star,
sowie einem Pari Master Kompressor mit 5 ml einer 5,85%igen NaCl-Ldsung vernebelt. Der
Speichel wurde in einen getrennten Behalter vor dem Hochhusten des IS verworfen. Das IS
wurde nach 5, 10, 15 min (falls nétig auch zwischenzeitlich) in einem sterilen Sputum-
Container (auf Eis bei 4°C) gesammelt. 5 min nach dem Ende der IS Kollektion erfolgten eine
erneute Spirometrie, Messung der Sauerstoffsattigung und eine Auskultation. Das Volumen
des gesamten expektorierten 1S wurde durch das Hochziehen in einer 20 Milliliter (ml)
Spritze gemessen.

3.2.4 Probenaufbereitung

Die gewonnenen IS Proben wurden mit Dithiothreitol (DTT, Sputolysin) inkubiert, Giber Nitex
Gaze filtriert und zentrifugiert, um die NG aus dem Schleim des IS zu lésen. IS Zellen
wurden mikroskopisch mittels Zytospin und May-Grinwald-Farbung analysiert. Zur
Zellgewinnung wurde das IS mit der gleichen Menge Sputolysin versetzt, gevortext, fur 15
min in ein auf 37°C temperiertes Schittelwasserbad gestellt und alle 5 min gemischt. Danach
wurde das Suspensionsvolumen abgelesen, mit der gleichen Menge eines 1:1 Gemisches aus
0,9%iger NaCl-Losung und Sputolysin versetzt, erneut fiir 10 min im Wasserbad geschuttelt
und im Anschluss Uber Nitex Gaze gefiltert. Die so erhaltene Losung wurde
Sputumsuspension genannt. 10 ul dieser Sputumsuspension wurden in einer
Neubauerkammer ausgezéhlt. Das Resultat dieser Zahlung wurde mit 2,5 (Faktor
Neubauerkammer) und 1000 multipliziert, um die Zellzahl/ml zu erhalten. Die
Sputumsuspension wurde dann bei 4°C und 1600 U/min fir 10 min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde dekantiert und erneut bei 3493 U/min und 4°C fir 20 min zentrifugiert. Der
so gewonnene Uberstand wurde zur Aufbewahrung bei -80°C in EppendorfgefaRe mit und
ohne Inhibitor abgeflllt. Das Zellpellet der ersten Zentrifugation wurde dann mit 10 ml
Hankscher Losung versetzt und erneut bei 1600 U/min und 4°C fiir 10 min zentrifugiert. Die
Zellen dieser Zentrifugation wurden mit einem zu errechnenden Volumen an Hankscher

Losung aufgeschwemmt, um 200 000 Zellen pro Objekttrager zu erhalten.
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3.2.5 Sputumaufbereitung fur die Durchflusszytometrie

Die in Hankscher Losung vorliegenden Zellsuspensionen wurden bei 1300 U/min 10 min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet je nach GréRe mit bis zu 1,5
ml PBS verdinnt und anschliefend gevortext. Dann wurden je 50 ul der Suspension in 5
nummerierte Eppendorfgefalie pipettiert, mit Fc-Serum fur 20 min inkubiert zur Blockierung
unspezifischer Bindungen und danach mit vorbereiteten spezifischen monoklonalen AK-
Mischungen versetzt und erneut gevortext. Nach 30 min Inkubationszeit bei 4°C wurden die
so vorbereiteten Proben mit 1 ml PBS versetzt, resuspendiert und anschlieRend fur 5 min bei
5000 U/min zentrifugiert. Der Uberstand dieser Suspension wurde erneut verworfen, das
Zellpellet mit 300 ul PBS resuspendiert und fiir die Durchflusszytometrie in die daflr
vorgesehenen Glasrohrchen pipettiert, gevortext und anschlieRend im FACS Gerét analysiert.
Vor Beginn der Studie wurden das Gating der NG und die Abgrenzung zu
Alveolarmakrophagen optimiert. Propidium iodide (5ug/ml) und Annexin V (5ug/ml, 1/100)
wurden benutzt um apoptotische (Annexin V* PI") und nekrotische (Annexin V* PI*) Zellen
zu detektieren. Nur viable Zellen (Annexin V" PI') wurden in die FACS Auswertung

einbezogen.

3.2.6 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie wird mittels so genannter FACS Gerate durchgefiihrt. (FACS =
Fluorescence activated cell sorter). Dabei fihrt man suspendierte Einzelzellen an einem Laser
vorbei und kann anhand der mittels Detektoren nachgewiesenen charakteristischen Signale
sowohl zellulére Oberflachenproteine bestimmen, als auch extra- und intrazellulare Antigene
identifizieren, wenn fluoreszenzgefarbte AK verwendet wurden. Zur Durchfihrung einer

solchen Bestimmung sind AK, Fluoreszenzfarbstoffe und ein Durchflusszytometer notig.

Der Ablauf einer Zelluntersuchung anhand der Durchflusszytometrie besteht aus:
A. Farbung mittels Fluoreszenzfarbstoffen
B. Messung

C. Auswertung
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A. Fluoreszenzfarbung

Bei der Fluoreszenzfarbung missen die direkte und die indirekte unterschieden werden. Bei
letzterer bindet ein fluoreszenzmarkierter zweiter AK an den ersten spezifischen AK,
wohingegen bei ersterer die AK direkt mit Fluorochromen konjugiert werden. Mittels eines

Argonlasers lassen sich die Fluorochrome anregen und deren Emissionsspektrum detektieren.

Fluorchrom | Max. Anregung | Emission | Farbe
FITC 488nm 520nm Grin

APC 595nm/633nm 660nm Rot

PC5 488nm 670nm Rot

PE 488nm 575nm Rot-Orange

Tabelle 1: verwendete Fluorchrome
nach Becton & Dickinson / Pharmingen Research Product Catalog 2004

Bei dem von uns verwendeten Durchflusszytometer handelt es sich um ein so genanntes 4-
Farben-Durchflusszytometer, mit dessen Hilfe die gleichzeitige Messung von bis zu 4
Fluorochromen in einer Probe mdoglich ist. Mit Hilfe von Titrationsreihen mit Vollblut wurde
die optimale AK-Konzentration ermittelt, jede Probe mit vier verschiedenen AK-

Kombinationen versetzt und im FACS Gerét analysiert (siehe Tab. mit AK-Kombinationen)

Farbeprotokoll fiir Sputumproben:

e 250 pul resupendiertes Zellpellet (Sputum) wurde zu je 50 pl auf finf 1,5 ml Eppendorf-
Geféle aufgeteilt.

e Die AK wurden je nach Art und Anzahl den ReaktionsgefaRen zugefiigt, gevortext und
anschlieBend fir 30 min bei 4°C inkubiert.

e Dann wurden die Proben mit 1 ml PBS gewaschen und bei 5000 U/min fur 5 min
zentrifugiert und somit von freien AK gewaschen.

e AbschlieBend wurde das Zellpellet mit 300 ul PBS resuspendiert und fiir die FACS

Durchfiihrung in Glasréhrchen pipettiert.



16

B. Messung

Das FACS Gerét besteht aus 3 Einheiten.
e FlUssigkeitssystem

e Optisches System

e Umwandlungssystem

Flissigkeitssystem
Mit dem Einlegen der Probe in das FACS Gerat wird die Zellsuspension von einer
Tréagerfliissigkeit beschleunigt (,,Hydrodynamische Fokussierung). Die Zellen werden dabei

im Messpunkt fokussiert, passieren ihn einzeln und werden dabei vom Laser erfasst.

Optisches System

Das Detektionssystem besteht aus dem Bereich zur Messung des Vorwartsstreulichtes (FSC=
Forward angle light scatter), dem Bereich zur Messung des Seitwartsstreulichtes (SSC= Side
angle light scatter) und der spezifischen Fluoreszenz fir jedes einzelne Fluorochrom.
Abhéangig von den unterschiedlichen physikalischen Zellparametern, wie GrolRe, Granularitat
und Membranstruktur, wird der Laserstrahl verschieden stark abgelenkt. Der FSC-
Lichtstrahl, der die Zellen axial trifft, korreliert mit der ZellgréRe, wahrend der orthogonal die
Zellen treffende SSC- Lichtstrahl mit der Granularitat und &ufReren Zellform korreliert.

Umwandlungssystem
Die so entstehenden optischen Signale koénnen mit Hilfe &uBerst empfindlicher
Photodetektoren und Photodioden in elektrische Signale umgewandelt werden. Mittels

Software kdnnen diese graphisch dargestellt und ausgewertet werden.

C. Auswertung
Die Datenauswertung erfolgte mit dem Programm Cell Quest 3.1f von Becton & Dickinson

(siehe unter Material).
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3.2.7 Oberflachenmarker

NG in IS wurden anhand der Laser-Streuungseigenschaften (FSC/SCC) und der NG
Oberflachenmarker CD45 (Pan-Leukozytenmarker) und CD16 (Granulozytenmarker,
FcyRIIl) identifiziert. Die Expression von CDI1lb (MFI) wurde auf NG
durchflusszytometrisch charakterisiert. Es wurden spezifische Isotypkontrollen verwendet, um
unspezifische Fc-Bindungen auszuschlieBen. Ebenso wurden die Stabilitait der CD11b
Expression uber 12 und 24 Stunden, sowie der Einfluss von DTT auf die

Oberflachenmarkerexpression untersucht.

3.2.8 Statistik
Fur den Vergleich der Werte vor, gegen und nach der AAT Therapie, wurde der nicht-

parametrische Wilcoxon-Test mit Bonferroni Korrektur fir multiple Vergleiche angewandt.
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4. Ergebnisse

4.1  Patientengruppen

Zu Studienbeginn wurden 72 CF Patienten in die Untersuchung aufgenommen. Nach
Ausschluss von 20 Patienten wegen Protokollverletzung bzw. Non-Compliance umfasste die

Gruppe der untersuchten Patienten letztendlich 52 Patienten.

Total
Parameter

(N =52)
Rasse

52
(Kaukasisch)
Geschlecht

26
(weiblich)
Alter

25,3+8.9
(Jahre)
Gewicht

59+09.1
(kg)
FvC 3,2+0.9
FEV1 22+0.9

Tabelle 2: Patientengruppen mit peripherer und bronchialer Deposition
Dargestellt sind Mittelwerte + Standardabweichungen vom Mittelwert

4.2  Praanalytische Einflusse und Reliabilitat

Untersucht wurden Einflussfaktoren, die durch die Aufbereitung der IS Proben mit DTT

und der Lagerungszeit der Proben entstehen kdnnten. Die in dieser Studie untersuchten
Oberflachenmarker wiesen nach zwoélfstundiger Lagerung bei 4°C eine ahnliche Expression
auf wie bei sofort nach Induktion erfolgter Analyse. Es wurde kein Einfluss von DTT auf die
Expression der untersuchten NG Rezeptoren gefunden. Sowohl fur NG, die aus dem
peripheren Blut (PB) isoliert wurden, als auch fur IS NG ergaben sich keine signifikanten
Verénderungen durch DTT. Die Behandlung der Proben mit DTT zeigte ebenso keinen
signifikanten Einfluss auf die Konzentrationen von IL-8, TNF-«, IL-1p und LTB4 im IS
Uberstand. Bei zwanzig CF Patienten wurden die NG sowohl mittels Zytospin, als auch mit
Hilfe der Durchflusszytometrie analysiert. Die Prozentsatze von NG im IS korrelierten positiv

mit dem prozentualen NG Anteil, welcher differentialzytologisch mittels Zytospin ermittelt
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wurde (Abbildung 1). Aufgrund der hohen Korrelation und Reproduzierbarkeit (r=0.82, p<
0.01) und der methodologischen Vorteile der Durchflusszytometrie, wurden alle weiteren 1S
Proben per Durchflusszytometrie analysiert.

Fur die Korrelation der Prozentsitze der NG, gemessen durch Zytospin und

Durchflusszytometrie, ergaben sich folgende Befunde:
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Abbildung 1: Prozentsatze fir NG in IS, gemessen durch Zytospin und Durchflusszytometrie
(FCM)
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4.3  Alpha-1-Antitrypsin und neutrophile Elastase
Wir untersuchten die IS Proben hinsichtlich der AAT Konzentration und der Aktivitat der NE.
Dabei ergaben sich fiir die AAT Konzentration im IS folgende Befunde:

501
p<0.001

LN
o
1

p<0.001

(ng/mli)
w
e

_|

o antitrypsin

[EEN
o
1

vor 2 Wochen 4 Wochen
Abbildung 2: a-Antitrypsin  Konzentration im induzierten Sputum vor Beginn der

Behandlung, sowie nach zwei und vier Wochen AAT Inhalation

Wie in Abbildung 2 gezeigt, stieg die AAT Konzentration im IS nach zwei und nach vier
Wochen AAT Therapie, im Vergleich zu der Messung vor Studienbeginn, signifikant an. Dies
bedeutet, dass die inhalative Therapie mit AAT zu einem robusten Anstieg von AAT im IS
fuhrte. Um zu sehen, ob die Erhdhung des AAT mit einer Erniedrigung der NE
vergesellschaftet war, analysierten wir die Aktivitdt der NE im IS vor bzw. zwei und vier
Wochen nach AAT Therapie.
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Fur die Aktivitat der NE im IS ergaben sich folgende Befunde:
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Abbildung 3: Aktivitat der freien Elastase in induziertem Sputum vor Beginn der Behandlung,
sowie nach zwei und vier Wochen AAT Inhalation

Im IS war die Aktivitat der NE nach vier Wochen signifikant erniedrigt (p<0.05), wobei sich
nach zweiwodchiger AAT Therapie noch kein Effekt zeigte.
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4.4  Neutrophile Granulozyten

Um zu Uberprifen, ob die Inhalation mit AAT einen Einfluss auf die NG, die eine zentrale
Stellung im Entziindungsgeschehen der CF Lunge einnehmen aufwies, untersuchten wir diese
im IS dieser Patienten. Dabei ergaben sich fur die prozentualen Anteile der NG im IS
folgende Befunde:

60+
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p<0.05
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20+

10+

vor 2 Wochen 4 Wochen
Abbildung 4: Prozentuale Anteile der NG vor Beginn der Behandlung, sowie nach zwei und
vier Wochen AAT Inhalation

Der prozentuale Anteil der NG in den IS Proben sank nach vier Wochen der Inhalation mit
AAT signifikant (p<0.05) (siehe Abbildung 4). Dies deutet darauf hin, dass die AAT
Inhalation einen antiinflammatorischen Effekt auf die neutrophile Entziindungsreaktion in den

CF Atemwegen hatte.
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45  CD11b Expression auf neutrophilen Granulozyten
Wir untersuchten die NG im IS hinsichtlich der Expression des Oberflachenmarkers CD11b.

Dabei ergaben sich folgende Befunde:

800+
7004 I

6004
500+

400+
p<0.05

3004 .
2004

1004 p<0.01
0 B

VOor 2 Wochen 4 Wochen

Abbildung 5: CD11b Expression auf den NG. MFI: Mean fluorescence intensity (=
Fluoreszenz-Signalstarke auf den NG)

CD11b Expression auf Neutrophilen (MFI)

Die CD11b Expression auf NG nahm 2 und 4 Wochen nach Beginn der AAT Inhalation
signifikant ab (p<0.05 bzw. p<0.01) (siehe Abbildung 5). Dies deutet darauf hin, dass die
AAT Inhalationstherapie zu einer verminderten Aktivierung der NG in den CF Atemwegen

fuhrte und somit antiinflammatorisch wirkte.

4.6  Proinflammatorische Zytokine/ Lipidmediatoren

Um zu uberprifen, ob die Anderungen der Proteasen/Antiproteasen-Balance und die
Abnahme der NG nach AAT Inhalation mit einer Anderung proinflammatorischer Zytokine
einhergehen, untersuchten wir die proinflammatorischen Zytokine IL-8, IL-1pB, TNF-a und
den proinflammatorischen Lipidmediator LTB, in den IS Uberstanden der entsprechenden CF

Patienten vor bzw. zwei und vier Wochen nach AAT Therapie.
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Fur TNF- und LTB,4 im IS ergaben sich folgende Befunde:
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Abbildung 6: TNF-a und LTB, im Sputumiberstand vor Behandlungsbeginn, sowie nach zwei
und vier Wochen AAT Inhalation.

Die Proteinkonzentrationen von TNF-« (Abbildung 6 links), LTB,4 (Abbildung 6 rechts), IL-
1B (Abbildung 7) und IL-8 (Abbildung 8) sanken zwei und vier Wochen nach Beginn der
AAT Inhalation signifikant.
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Far IL-1pB im IS ergaben sich folgende Befunde:
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Abbildung 7: IL- 18 im Sputumiiberstand vor Behandlungsbeginn, sowie nach zwei und vier
Wochen AAT Inhalation.

Fur IL-8 im IS ergaben sich folgende Befunde:
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Abbildung 8: IL- 8 im Sputumuberstand vor Behandlungsbeginn, sowie nach zwei und vier
Wochen AAT Inhalation.
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4.7 Korrelationen

Bei der Korrelation der NE mit den IL-8 Spiegeln ergaben sich folgende Befunde:
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Abbildung 9: Korrelation der freien Elastase mit den IL- 8 Spiegeln. (Weil3e Kreise: vor AAT
Therapie; Schwarze Kreise: nach AAT Therapie)

Die NE Aktivitat korrelierte positiv mit den IL-8 Spiegeln. Dies deutet darauf hin, dass die
NE proinflammatorisch im Sinne der IL-8/NG Entziindungsreaktion wirkt. Die Markierung

der Kreise zeigt, dass die AAT Therapie zu einer Abnahme der IL-8 Konzentrationen flhrte.

Bei der Korrelation der 1L-8 Spiegel mit den prozentualen Anteilen der NG ergaben sich
folgende Befunde:
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Abbildung 10: Korrelation der 1L-8 Spiegel mit den prozentualen Anteilen der NG. (WeilRe
Kreise: vor AAT Therpaie; Schwarze Kreise: nach AAT Therapie)
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Die Prozentsatze der NG korrelierten positiv mit den IL-8 Spiegeln. Dies unterstreicht die
zentrale Rolle von IL-8 als Chemokin, welches NG rekrutiert.

Bei der Korrelation der prozentualen Anteile der NG mit der NE ergaben sich folgende
Befunde:
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Abbildung 11: Korrelation der prozentualen Anteile der NG mit der freien Elastase

Die Prozentsédtze der NG korrelierten positiv mit der NE Aktivitat. Dies unterstreicht den

Zusammenhang zwischen NG Akkumulation und NE Aktivitat (mit NG als Quelle der NE).
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5. Diskussion

Ziel dieser Studie war es zu untersuchen, ob die Inhalation von AAT fir 4 Wochen in CF
Patienten die neutrophile Inflammationsreaktion in den Atemwegen reduzieren kann. Die
Inhalation mit AAT fiihrte zu einer Abnahme der Prozentsdtze der NG und der
proinflammatorischen Zytokine. Diese Befunde deuten darauf hin, dass AAT bei CF Patienten

antiinflammatorisch wirken und so den Krankheitsverlauf giinstig beeinflussen kénnte.

5.1 Einfluss von DTT und Verarbeitungszeit

Die préaanalytische Vorbehandlung mit DTT ist fur die Lésung des Mucus im IS unabdingbar.
Aufgrund seiner reduzierenden Eigenschaften konnte DTT die dreidimensionale
Proteinstruktur der Oberflachenmarker, die Uber Disulfidbriicken aufrechterhalten wird,
beeinflussen. Dies wirde zu falschen durchflusszytometrischen Messungen fiihren. Wir
fanden in unseren Proben keinen Einfluss von DTT auf die Expression der untersuchten NG
Rezeptoren. Eine Studie hingegen fand fur einige Marker eine verdnderte
Fluoreszenzintensitat nach Behandlung mit DTT>*. Allerdings wurden diese Proben aus dem
PB gesunder Patienten gewonnen. Eine weitere Studie fand in DTT behandeltem IS eine
héhere Gesamtzellzahl als in rein PBS behandeltem 1S*". In unseren Ergebnissen fand sich
zudem kein Hinweis flr einen Einfluss der Verarbeitungszeit. Dies steht im Einklang mit den
Ergebnissen einer Studie, die IS von 30 Asthmatikern untersuchte®®. Sowohl fiir die sofortige
Weiterverarbeitung innerhalb von 2 Stunden, als auch firr eine verzégerte nach 9 bzw. 18
Stunden, ergaben sich keinerlei signifikanten Verdnderungen der Gesamt- und
Differentialzellzahl in dieser Studie. Die Ergebnisse einer weiteren Studie fur innerhalb von
24, bzw. nach 48 bis 72 Stunden untersuchte IS Proben, ergaben ebenfalls keinerlei
Auffalligkeiten beziiglich einer zeitlichen Beeinflussung der Weiterverarbeitung der Proben®.
Diese Daten deuten darauf hin, dass die Sputumanalyse mit Hilfe von DTT eine reliable

Methode zur Analyse der hier untersuchten NG Rezeptoren darstellt.

5.2 Alpha-1-Antitrypsin und neutrophile Elastase

Die NE ist verantwortlich fir die Hydrolysierung von Bindegewebsproteinen der
Lungenmatrix und damit der Entwicklung eines Lungenemphysems, sowie der progressiven
Zerstorung der Lungenstruktur mit Bronchiektasen, wie sie bei CF Patienten beobachtet
werden. Bei gesunden Patienten wird die Autodigestion der Lunge durch die lokale
Antiproteasenaktivitat, vornehmlich durch AAT, verhindert®®>. Mehrere Untersuchungen
ergaben auffallend erhohte aktive NE Werte im CF-Sputum?®°®®_ patienten mit chronischer
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Bronchitis wiesen ebenfalls NE im IS auf. Dies zeigt, dass freie proteolytische Aktivitat, im
Sinne einer Protease/Antiprotease-Dysbalance, kein CF spezifisches Phdnomen darstellt,
sondern generell im Rahmen chronisch entzundlicher Lungenerkrankungen auftreten kann.
Untersuchungen von CF Patienten ab 12 Jahren, die relativ symptomfrei waren und kein IS
produzierten, wiesen in der BALF hohe Konzentrationen von aktiver NE auf*’. In einer
vorangegangenen Studie fihrte eine einwdchige AAT Inhalation- mit taglich zweimaliger
Dosis zwischen 1,5 und 3,0 mg/kg - bei CF Patienten mit moderater respiratorischer
Schédigung, zu einer vollstdndigen Inhibition der NE Aktivitdt in ELF bei einer AAT

Konzentration von mindestens 8 pmol/1*®

. Hingegen nicht vollstandig neutralisiert werden
konnte die NE im IS durch AAT Inhalation in einer anderen Studie®®. In einer weiteren Studie
konnte gezeigt werden, dass unter Anwesenheit von AAT in vivo kein Effekt auf die IL-8
Freisetzung durch LPS nachweisbar war®®. Weitere, Placebo-kontrollierte Studien zum Effekt
der AAT Inhalation bei CF Patienten scheinen notwendig, da einige der in der aktuellen

Studie beobachteten Effekte unspezifisch sein konnten.

5.3  Neutrophile Granulozyten

Die NG spielen eine zentrale Rolle bei akuten nichtinfektiosen und bakteriellen
Entzindungen, sowie der Phagozytose von opsonisierten Mikroorganismen, virusinfizierten
Zellen, Tumorzellen und anderen korperfremden Antigenen. Das Hauptmerkmal des
Entzindungsgeschehens bei CF ist ein ausgepragter, persistierender Einstrom von NG in die
Atemwege, vermittelt durch korpereigene und bakterielle Stoffe. Dies unterstreicht das
Ergebnis einer Studie, die eine permanente, von NG dominierte Entziindung der Atemwege
bei CF Patienten nachwies®’. Dabei kennzeichnete auch Patienten mit mildem
Krankheitsverlauf, ohne klinische Exazerbation, eine hohe Zahl an NG in den Atemwegen,
was die frihzeitige Chronifizierung der Inflammation bei CF verdeutlicht. Studien bei
Asthmatikern zeigten unter dem Einfluss von Endotoxin (LPS) und Ozon eine ausgeprégte
Neutrophilenreaktion?. In einem Mausmodell wurde nach intranasaler LPS Gabe ebenfalls
eine starke NG Einwanderung in die Atemwege beobachtet®®. Unter den Vermittlern des
chronischen NG Einstromes finden sich |6sliche Bakterienprodukte, Fragmente der
Komplementkaskade und zellulare Produkte wie LTB,4 und IL-8%345“€ Bei der Untersuchung
der IS Proben unserer Patienten war eine positive Korrelation der IL-8 Spiegel und der
prozentualen Anteile der NG festzustellen. Dies hebt die zentrale Rolle von IL-8 als
Chemokin, das NG rekrutiert, hervor. Hohe IL-8 Spiegel und proinflammatorische Zytokine

wie z.B. TNF-a, halten den Einstrom von NG in die Atemwege aufrecht und fihren dort zu
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deren Anhdufung. So konnte in einer Studie durch die Hemmung der Aktivitat von TNF-«
und IL-8, in CF BALF eine erniedrigte NE Sekretion beobachtet werden®’. Das lasst den
Schluss zu, dass beide eine signifikante Rolle beziglich der Expression und Aktivierung von
NG und damit auch der Freisetzung von NE bei der CF spielen. In den von uns untersuchten
IS Proben korrelierten die Zahl der NG positiv mit der Aktivitat der NE. Daraus lasst sich ein
direkter Zusammenhang zwischen der Akkumulation der NG und der Aktivitdt der NE
ableiten. Die Zahl der NG spielt demnach eine Hauptrolle bei der Entstehung und Persistenz
der neutrophilen Enzlindungsreaktion bei CF und steht daher im Fokus einer
antiiflammatorischen Strategie. Die Untersuchung unserer IS Proben zeigte vier Wochen nach
Beginn der Inhalation mit AAT eine signifikante Abnahme der prozentualen Anteile der NG.
Dies steht im Einklang mit den in einem Rattenmodell mit chronischer P.aeruginosa
Lungeninfektion gefundenen Ergebnissen®. Dort fiihrte AAT zu einer Abnahme der Zahl der
NG, sowie der Bakterienzahl. Dies unterstreicht augenscheinlich den antiinflammatorischen
Effekt von AAT. Eine Studie, die ebenfalls eine Reduktion der NG zum Ziel hatte, fand nach
zehntdgiger Behandlung von CF  Patienten mit  lbuprofen, bei  mittleren
Plasmakonzentrationen von 50-100 pg/ml einen deutlichen Riickgang der NG Migration,
Die Ergebnisse unserer Studie fir AAT verdeutlichen gleichfalls die zentrale Bedeutung einer
antiinflammatorischen Strategie in der Therapie der CF Patienten.

54 CDlib

Adhdasionsmolekiile auf den NG ermdglichen es diesen sich im Blut den Endothelzellen
anzuhaften und so aus den Kapillaren in das Gewebe (berzutreten. Die Leukozytenadhé&sion
an die Endothelzellen der postkapillaren Venulen wird durch die Expression der
Adhasionsmolekiile auf der Zelloberflache mitkoordiniert. Fir die Leukozytenadhdsion an
das Gefalendothel mitverantwortlich sind vor allem die p-Integrine mit der gemeinsamen
«-Kette CD18. Hauptverantwortlich fir die Vermittlung der Adhésionsfunktion ist das
Leukozyten-Integrin CD11b/CD18 (= Complement receptor CR3)®*. Es konnte gezeigt
werden, dass Abnormalitaten dieses Komplexes mit bedeutsamen Infektionen einhergehen®..
CD11b ist normalerweise in geringer Zahl auf der Zelloberflache unstimulierter NG
exprimiert®™. Nach Exposition durch Pathogene kommt es zu einer raschen Zunahme von
CD11b aus einem groRen intrazelluldren Pool der NG, die CD11b als Antwort auf ein
inflammatorisches  Signal  rasch  externalisieren und auf ihrer  Oberflache
exprimieren®¥°3°#3%% Ejne Vielzahl von Studien belegt eine erhhte Expression von CD11b

im Zuge entzindlicher Erkrankungen. So zeigten Untersuchungen von Asthmatikern und
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gesunden Patienten eine erhdhte CD11b Expression auf NG im I1S*. Da sich keinerlei
signifikante Unterschiede zwischen den untersuchten Gruppen zeigten, konnte die Erhdhung
auf die Migration der NG in das Gewebe zuriickzufuhren sein. Eine erhohte CD11b
Expression wurde ebenso im IS von Patienten mit Asthma und COPD nachgewiesen®.
Hierbei kann die Erhdhung zum Teil auf den Einfluss von DTT®" und zum Teil auf die
physiologische Erhhung dieses Markers nach Extravasation zuriickzufilhren sein’,
Untersuchungen bei Neugeborenen zeigten bei allen Kindern mit klinisch bestétigter Infektion
eine erhohte CD11b Expression®. Keinerlei Veranderung der CD11b Expression fand man
dagegen bei Friihgeborenen®. Bei Patienten mit aggressiver Parodontitis war auf den
Leukozyten im PB gleichfalls eine erhdhte CD11b Expression nachweisbar®. Gleiches zeigte
sich bei Patienten mit chronischem Gelenkrheumatismus in der Synovialflissigkeit®. Eine
Untersuchung der CD11b Expression bei Patienten mit durch Graspollen induzierter
allergischer Rhinitis ergab ebenso eine deutliche Zunahme auf NG nach Migration aus der
Blutbahn in die Nasenschleimhaute®*. Bei Ozonexposition konnte dagegen kein Einfluss auf
die CD11b Expression zirkulierender NG nachgewiesen werden®. Die &uBerst schnelle
Aktivierung macht CD11b zu einem hervorragenden Friherkennungsmarker fur
Infektionen®*%883% Dabei wird die Expression und Funktion von CD11b direkt beeinflusst
durch die Présenz von Entzindungsmediatoren wie z.B. Zytokine (TNF-«, IL-8),
Fettstoffwechselprodukte (PAF, LTB,), Anaphylatoxin C5a und bakterielle Produkte
(FMLP)®. Eine erhohte CD11b Expression auf NG wurde in mehreren Studien fiir PAF®,
FMLP’", TNF-« und IL-8% nachgewiesen. Wir fanden in unserer Studie fur TNF-o, LTB, und
auch IL-8 erniedrigte Spiegel nach AAT Inhalation. Dies unterstreicht die Bedeutung der
proinflammatorischen Zytokine in der Proteasen/Antiproteasen-Balance. Durch die Inhalation
von AAT konnte eine Verschiebung dieses Ungleichgewichtes zu Gunsten der Antiproteasen
und somit eine signifikante Reduktion der Entzliindung der Atemwege der untersuchten CF
Patienten erreicht werden. Dabei spielte es eine untergeordnete Rolle, ob das AAT von den
CF Patienten im peripheren oder im bronchialen Inhalationsmodus eingeatmet wurde.
Welchen Einfluss die Art der Probengewinnung auf den CD11b Spiegel hat, war ebenfalls
Gegenstand einiger Studien. Eine mit Hilfe der Durchflusszytometrie durchgefiihrte
Untersuchung von 1S, sowie BAL- und PB-Proben® gesunder Patienten, kam zu folgendem
Ergebnis: IS- Monozyten zeigten eine hoéhere CD11b Expression als PB- und BAL-
Monozyten. Aufgrund der Auseinandersetzung der bronchialen Atemwege mit
Umweltpartikeln und infektiosen Mikroorganismen sind Zellen dieses Kompartiments

funktionell aktiver. Da CD11b als ein Hauptoberflachenrezeptor die Komplement-assoziierte
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Phagozytose vermittelt, konnte die Erhéhung von CD11b eine erhohte funktionelle
Aktivierung aufgrund der kontinuierlichen Auseinandersetzung des Organismus mit
inhalierten Mikroorganismen in den oberen Atemwegen reflektieren. In einer Studie bei
Asthmatikern hingegen, war die Oberflaichenexpression von CD11b auf IS- und
zirkulierenden Phagozyten, nach Exposition mit inhaliertem Endotoxin (LPS) signifikant
erniedrigt?. Ebenfalls erniedrigt war die CD11b Expression bei Probanden, die eine Stunde
lang ein moderates bzw. hochintensives Training auf einem Laufband absolvierten®”. Ein
Grund fur die CD11b Erniedrigung koénnte die Rezeptorspaltung von der Zellmembran der
NG durch proteolytische Enzyme darstellen. Mehrere Studien zeigten eine proteolytische
Spaltung an den CD11b Rezeptoren nach in vitro Inkubation von NG mit Enzymen, die den
bei der Degranulation von NG freigesetzten Enzymen &hnelten'??""°. Dies kénnte Teil eines
regulatorischen Kontrollkreises sein, der eine exzessive NG Aktivierung und Infiltration
verhindern soll. Wir konnten in unserer Studie zeigen, dass durch die Inhalation von AAT die
CD11b Expression auf NG nach 2 und 4 Wochen signifikant abnahm. Durch die
antiinflammatorische Wirkung von AAT konnte eine verminderte Aktivierung der NG in den
CF Atemwegen erreicht werden. Die Entziindungshemmung als wichtiger Angriffspunkt einer
medikamenttsen Beeinflussung der neutrophilen Entziindungsreaktion wird in einer weiteren
Studie belegt. Nach Behandlung mit Dexamethason konnte ebenso eine erniedrigte
Expression von CD11b auf NG bei Neugeborenen mit bronchopulmonaler Dysplasie
beobachtet werden®'. Unsere Ergebnisse weisen auf eine Rolle von CD11b auf NG in der
Inflammation, sowie dem Proteasen/Antiproteasen-Gleichgewicht bei CF hin. Die Rolle von
CD11b auf NG bei CF bedarf weiterer Studien.

5.5  Proinflammatorische Zytokine/ Lipidmediatoren

Neuere Studien weisen auf eine Rolle von AAT als antiinflammatorischer Regulator hin, die
unabhangig von der Rolle als Antiprotease ist®>. Man beobachtete eine dosisabhangige
Inhibition der LPS-stimulierten Freisetzung von TNF-« und IL-18 durch Monozyten, sowie
von IL-8 durch NG in vitro. Bei der Rekrutierung von NG an den Ort des
Entziindungsgeschehens spielen Chemokine eine zentrale Rolle®®®. Unter den Chemokinen
die fur die Chemotaxis der NG verantwortlich zeichnen, ist IL-8 der signifikanteste und am
besten beschriebene Aktivierungs- und Chemotaxisfaktor®. Es hat dabei einen direkten Effekt
auf die Reifung, Migration und Aktivierung der NG'®¥7® In den von uns untersuchten

Proben zeigte sich ein signifikanter Rlckgang von IL-8 im 1S, was auf einen
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antiinflammatorischen Effekt von AAT hinweist. Die Abnahme der IL-8 Spiegel im IS ist
eine mogliche Erklarung fir die Abnahme der NG im IS nach AAT Therapie.

5.6  Einschrankungen

Eine systematische Einschrankung dieser Studie stellt das Fehlen einer Placebo-kontrollierten
Kontrollgruppe dar. Ein Grund fur das Fehlen einer ausgepréagten Signifikanz zwischen den
Ergebnissen vor und nach Inhalation mit AAT konnte in der relativ geringen Anzahl der
Probanden liegen. Aufgrund der festgelegten Ein- und Ausschlusskriterien musste die
Studienteilnehmerzahl wahrend der Behandlungsphase mehrmals reduziert werden. Da in den
klinischen Ergebnissen ebenfalls die erwartete deutliche Verédnderung der Lungenfunktion -
unter anderem fiir FEV; - ausblieb, ist in neueren Studien vermutlich eine Behandlung der
Patienten mit einer héheren AAT Dosis, eventuell auch Uber einen langeren Zeitraum
notwendig. Die Ergebnisse fiir die NE in den IS Proben unterlagen gréReren Unterschieden,
als wir es aus den Ergebnissen anderer wissenschaftlicher Studien erwartet hatten®%. Dies
lag sowohl an der inter-, als auch an der intraindividuellen Variabilitat der Patientendaten.
Zuruckgefihrt werden kann dies wahrscheinlich auf das zu untersuchende Probenmaterial: IS.
Im BAL Uberstand werden durch Filtration Zellbruchstiicke entfernt. Im 1S sind zahlreiche
beschadigte und abgestorbene NG vorhanden, die unter anderem auch grofRe Mengen an NE
enthalten. Dies konnte vermutlich zu einem hoheren Spiegel an NE im IS flhren. Ebenso
maoglich ware die Freisetzung von intrazelluldarer Elastase in den Sputumiberstand durch
Manipulationen an den IS Proben wahrend der Aufbereitung, beispielsweise durch Mischen
und Zentrifugieren. Daher konnte, verglichen mit dem BAL Uberstand, vermutlich eine
hohere Antiproteasenkonzentration im IS notig sein, um die Proteasen vollstandig
neutralisieren zu konnen>. Obwohl diese Beobachtungen auf den ersten Blick fir BAL als
Mittel der Wahl zur Untersuchung der Effekte durch die Antiproteasentherapie sprechen, gilt
es zu bedenken, dass BALF eher ein peripheres Lungenkompartiment reflektiert, wohingegen
die CF Lungenerkrankung hauptsdchlich auf das bronchiale Lungenkompartiment begrenzt
ist. Des Weiteren sind NE und NG, im Vergleich mit BAL, im IS von CF Patienten
reichlicher vorhanden’"™. Weitere Studien sind notwendig, um die Wertigkeit von 1S in
Studien zur Inflammation und antiinflammatorischen Therapie bei CF Patienten besser

beurteilen zu konnen.
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5.7  Pathophysiologisches Modell
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Abbildung 12:

Auswirkung und Bedeutung von AAT als Schutzmechanismus bei CF:

neutrophile Elastase Bindung (2), Hemmung der IL-8 Genexpression in Bronchial-
epithelzellen(4) und der lokalen IL-8 Freisetzung (6/11). P.aeruginosa Abtotung (9),
Hemmung der NG Aktivierung und Freisetzung der neutrophilen Elastase (1/5) als Schutz vor
proteolytischer Lungengewebsdestruktion (10).

Nach Stimulation mittels 1L-8 setzen NG in den Atemwegen NE frei, welche durch AAT
neutralisiert werden kann. Aufgrund des Ungleichgewichtes zwischen AAT und NE bei CF
Patienten, fuhren zahlreiche proteolytische Schadigungen zu Bronchiektasien und
Lungengewebszerstorung. Die F&higkeit zur bakteriellen Abwehr wird durch die Spaltung des
Komplementrezeptors 1 auf NG reduziert. Die geschadigte Abwehr flhrt zu einer erhdhten
Bakterienzahl, darunter insbesondere P.aeruginosa, welche wiederum das Lungengewebe
schadigt. Dariiber hinaus triggert die NE die IL-8 Produktion durch Bronchialepithelzellen.
Die Freisetzung von IL-8 durch die Epithelzellen flihrt zu einer vermehrten Rekrutierung von

NG aus der Zirkulation in den Alveolarraum. Eine exogene AAT Zufuhr kdnnte zu einer
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Abmilderung dieses Prozesses fiihren. AuBerdem konnte AAT, neben seiner Wirkung als
Antiprotease, durch eine Reduktion der Spiegel an freiem IL-8 eine antiinflammatorische
Wirkung besitzen. Aufgrund dessen konnte die Inhalation von AAT dazu beitragen, den
Teufelskreislauf der progressiven Entziindung der Atemwege bei CF Patienten zu

durchbrechen.
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6. Zusammenfassung

Um den Effekt der Inhalation von Alpha-1-Antitrypsin bei Patienten mit CF zu untersuchen,
fihrten wir bei insgesamt 52 CF Patienten eine Studie durch. Die therapeutische Bedeutung
der Alpha-1-Antitrypsin Inhalation bei CF Patienten wurde dabei anhand mehrerer Parameter
bestimmt. Da die CF charakterisiert wird durch eine ausgepragte Entziindung in den Lungen,
wurde besonderes Augenmerk auf die CF kennzeichnenden Entziindungsfaktoren gelegt. So
zeigte die tagliche Inhalation mit 25 mg Alpha-1-Antitrypsin Auswirkung auf die
neutrophilen Granulozyten, die in der Lunge der CF Patienten deutlich erhoht sind. Die Zahl
der neutrophilen Granulozyten im induzierten Sputum sank zwei und vier Wochen nach
Inhalation signifikant. Die Sputumproben zeigten nach Inhalation mit Alpha-1-Antitrypsin
eine Verminderung der neutrophilen Elastase, die in der Lunge von CF Patienten
hauptverantwortlich fiir die Zerstérung des Lungengewebes ist. Es zeigte sich daneben auch
ein direkter antiinflammatorischer Effekt durch eine Hemmung der IL-8 Freisetzung. IL-8
triggert den Neutrophileneinstrom in die Lunge und fordert dort die Freisetzung der
neutrophilen Elastase. Neben einer Abnahme von IL-8 fiihrte die Inhalation von Alpha-1-
Antitrypsin ebenfalls zu einer Abnahme der proinflammatorischen Zytokine IL-13, TNF-a
und LTB4. Bei der durchflusszytometrischen Untersuchung der Sputumproben war der
Hauptentziindungsmarker CD11b im Vergleich zu Studienbeginn, nach zwei beziehungsweise
vier Wochen geringer exprimiert. Er spielt bei der Adhé&sion, Diapedese und Phagozytose der
neutrophilen Granulozyten eine bedeutende Rolle. Keinerlei signifikante Anderungen konnten
bezlglich der Lungenfunktion festgestellt werden. Vermindert zeigte sich hingegen die Zahl
an Pseudomonas aeruginosa in den untersuchten Sputumproben nach Inhalation mit Alpha-1-
Antitrypsin.

Aus diesen Ergebnissen lassen sich folgende Aussagen ableiten:

e Mit Hilfe der Durchflusszytometrie und der verwendeten Analysemethode, lie3 sich
nach vierwdchiger Inhalation von Alpha-1-Antitrypsin eine signifikante Abnahme der

neutrophilen Granulozyten im induzierten Sputum von CF Patienten nachweisen.

e Die Spiegel der proinflammatorischen Mediatoren IL-8, IL-13, TNF-« und LTB4 im
induzierten Sputum der CF Patienten, sanken nach zwei- und vierwdchiger Alpha-1-
Antitrypsin Inhalation signifikant. Dabei hatte die Vorbehandlung der Sputumproben

mit Sputolysin keinen signifikanten Einfluss auf die Ergebnisse.
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Die Expression, des fiur die Lungenerkrankung bei CF charakteristischen
Oberflachenmarkers CD11b auf den neutrophilen Granulozyten im induzierten
Sputum von CF Patienten, sank nach zwei- und vierwdochiger Inhalation von Alpha-1-

Antitrypsin signifikant.

Die Inhalation von Alpha-1-Antitrypsin scheint trotz einer fehlenden Verbesserung der
Lungenfunktion eine deutliche Milderung der Entziindung in den Atemwegen von CF

Patienten zu bewirken
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