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1 Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Bei der Zystischen Fibrose (CF) stellt die Lungenbeteiligung auch heute noch die Hauptursache
fiir Morbiditdt und Mortalitit dar. Eine entscheidende Rolle in der Verschlechterung der
Lungenfunktion spielen unter anderem chronische bakterielle Infektionen, welche
mitverantwortlich fiir die fortschreitende Lungendestruktion der Patienten sind. Im Rahmen der
Zystischen Fibrose wird bereits seit ldangerer Zeit iiber eine fehlregulierte zellulédre
Immunantwort diskutiert. Mehrere Studien sind sich weiterhin uneinig, inwiefern eine
Beeintrachtigung der Phagozytose bei den zur Phagozytose fihigen Zellen, Neutrophilen

Granulozyten und Monozyten/Makrophagen, vorliegt.

In der folgenden Dissertation sollte erneut die Phagozytoseaktivitdit von Neutrophilen
Granulozyten und Monozyten aus dem peripheren Blut von Mukoviszidose-Patienten und einer
gesunden Kontrollgruppe untersucht und zusitzlich eventuelle Unterschiede innerhalb der
Patientengruppe aufgezeigt werden. Insgesamt wurden 35 Mukoviszidose-Patienten der
pulmologischen Mukoviszidose-Spezialambulanz des Universitdtsklinikums des Saarlandes
sowie 12 freiwillige gesunde Kontrollpersonen untersucht. Die Messungen erfolgten mittels
eines standardisierten Reagenzien-Kits zur Phagozytosebestimmung (PHAGOTEST™).
Peripher gewonnenes, venoses Vollblut von CF-Patienten und einer gesunden Kontrollgruppe
wurde mit Fluoreszenzmarkierten opsonierten Bakterien (Escherichia coli) sowie weiteren im
Test-Kit enthaltenen Substanzen inkubiert und durchflusszytometrisch gemessen. Es wurden
die Prozentzahl der phagozytierenden Neutrophilen und Monozyten sowie deren

Phagozytosekapazitit (GeoMean-Wert) bestimmt.

Die Blutleukozyten der Patienten und der Kontrollpersonen zeigten keine signifikanten
Unterschiede hinsichtlich der Phagozytosekapazitét und der Prozentzahl der phagozytierenden
Zellen weder bei den Neutrophilen noch bei den Monozyten. Ebenso lieen sich keine
Unterschiede innerhalb der Patientengruppe, aufgeteilt in Untergruppen bezogen auf den CRP-
Wert und die Leukozytenzahl im Blut, darstellen. Die Patientenuntergruppierung nach
unterschiedlicher Bakterienbesiedlung der Lungen, eingeteilt in eine Besiedlung mit
Pseudomonas aeruginosa und Staphylokokken, gab einen Hinweis auf signifikante

Unterschiede. In der Gruppe der mit Pseudomonas aeruginosa besiedelten Mukoviszidose-
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1 Zusammenfassung

Patienten fiel sowohl die Phagozytosekapazitit als auch die Prozentzahl der phagozytierenden

Monozyten signifikant geringer aus als in der Gruppe mit Staphylokokkenbesiedlung.

Zusammenfassend konnten die vorliegenden Ergebnisse keine generell verminderte
Phagozytoseleistung von Blutleukozyten bei Patienten mit Zystischer Fibrose aufzeigen. Sie
geben einen Hinweis auf eine mogliche pathogenassoziierte Beeintrachtigung der

Phagozytoseaktivitdt von Monozyten im Rahmen der Erkrankung.
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1 Zusammenfassung

1.1 Summary

In cystic fibrosis (CF) lung disease remains the main cause of morbidity and mortality. Chronic
bacterial infections play a decisive role in the deterioration of lung function and are partly
responsible for the progressive lung destruction in CF-patients. In the context of cystic fibrosis
an altered cellular immune response has often been discussed. Several studies are still not clear
about to what extent there is an impairment of phagocytosis in phagocytic cells, regarding

neutrophils and monocytes/macrophages.

The following study was meant to reexamine the phagocytic ability of neutrophils and
monocytes of peripheral blood of cystic fibrosis patients and a healthy control group. In
addition, it was intended to identify possible differences within the patient group. A total of 35
cystic fibrosis patients from the outpatient unit of the Department of Pneumology, Allergology
and Respiratory Critical Care of the University Hospitals of Saarland, as well as 12 healthy
volunteers were examined. The measurements were performed using a commercial
phagocytosis assay (PHAGOTEST™). Venous blood samples from cystic fibrosis patients and
a healthy control group were taken and incubated with fluorescence-labelled opsonized bacteria
(Escherichia coli) and other substances contained in the test kit. Phagocytosis was measured by
flow cytometry. The percentage of phagocytic neutrophils and monocytes and their phagocytic

capacity (GeoMean) were determined.

Blood leukocytes of CF-patients and of healthy controls showed no significant differences in
phagocytic capacity and the percentage of phagocytic cells neither in neutrophils nor in
monocytes. Besides, no differences could be shown within the patient group divided into
subgroups regarding CRP and leukocyte count. Patient subgroups according to different
bacterial colonization of the lungs, divided into colonization with Pseudomonas aeruginosa and
staphylococci, gave an indication of significant differences. Phagocytic capacity and the
percentage of phagocytic monocytes was significantly lower in CF-patients colonized with

Pseudomonas aeruginosa than in the group colonized with staphylococci.

In conclusion, the present results could not demonstrate a generally reduced phagocytic ability
of peripheral blood leukocytes in CF-patients. They may provide an indication of a possible

pathogen associated impairment of phagocytosis in monocytes.
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2 Einleitung

2.1  Zystische Fibrose

Die Zystische Fibrose (cystic fibrosis, CF) ist die hdufigste zum Tode fiithrende genetische
Erkrankung unter Kaukasiern. Die hochviskdsen Sekrete, die im Rahmen des Chloridkanal-
Defekts entstehen, machten die Erkrankung auch unter dem Namen Mukoviszidose bekannt.
Sie tritt mit einer Haufigkeit von circa 1:3.000 in der weillen Bevolkerung auf. Etwa 5% der
Kaukasier sind heterozygot und somit Merkmalstrager (Renz-Polster et al. 2013). In anderen
geografischen Regionen wie Asien und Afrika ist das Vorkommen der Erkrankung deutlich

seltener (Corriveau et al. 2018).

2.1.1  Pathophysiologie

Der autosomal-rezessiv vererbten Stoffwechselkrankheit liegt eine Mutation des CFTR-Gens
(cystic fibrosis transmembrane conductance regulator) zugrunde, welches Ende der achtziger
Jahre erstmals auf dem langen Arm von Chromosom 7 (7q31) beschrieben wurde (Rommens
et al. 1989). Das Gen kodiert fiir ein Protein aus 1.480 Aminosduren, welches als cAMP-
abhingiger (cyclic adenosine monophosphate) Chloridkanal insbesondere in der apikalen
Membran sekretorischer Epithelzellen fungiert (Riordan et al. 1989; Anderson et al. 1991). Der
zur Familie der ABC-Transporter (adenosine triphosphate-binding-cassette-transporter)
gehorende Kanal ist in seiner Funktion nicht nur am Chlorid- und Bikarbonattransport, sondern
auch an der Interaktion weiterer Ionenkanile, insbesondere des epithelialen Natriumkanals
(ENaC), beteiligt. Zusitzlich wird eine Rolle in der Immunabwehr diskutiert (Dechecchi et al.
2018; Stoltz et al. 2015).
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Abbildung 1: Schematischer Aufbau einer sekretorischen Epithelzelle

Ionen- und Wassertransport bei Gesunden mit normaler CFTR-Funktion (links) und bei CF-Patienten mit CFTR-
Kanal Defekt (rechts).

Abbildung 1 zeigt schematisch die Pathophysiologie der Zystischen Fibrose. Bei Gesunden ist
das CFTR-Protein in der apikalen Zellmembran sekretorischer Epithelzellen als Chloridkanal
titig und fiir den Transport von Chlorid (CIl") aus dem Zellinneren nach auflen in das Lumen
zustiandig. Gleichzeitig wirkt es regulatorisch auf den epithelialen Natriumkanal (ENaC),
welcher Natrium-Ionen (Na") aus dem Lumen in das Zellinnere schleust. Passiv folgt Wasser
dem Ionen-Transport, welcher fein aufeinander abgestimmt ist, um eine optimale Viskositdt der

Sekrete herzustellen.

Bei der Zystischen Fibrose ist durch die Dysfunktion des CFTR-Kanals der Chlorid-Transport
aus der Zelle vermindert und gleichzeitig die Natriumabsorption aus dem Lumen in die Zelle
abnorm gesteigert. Osmotisch bedingt folgt Wasser ins Zellinnere, welches dem Sekret im
Lumen entzogen wird und dessen Viskositét ansteigen ldsst (Rosenstein und Zeitlin 1998). In
der Folge staut sich das zéhe Sekret in den entsprechenden Organen an und fiihrt dort zum
klinischen Erscheinungsbild der Zystischen Fibrose. Vornehmlich betroffen sind die Lungen

und das Pankreas, aber auch der iibrige Gastrointestinal- sowie der Genitaltrakt (van Biervliet

etal. 2016).
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2 Einleitung

2.1.2 Mutationen des CFTR-Gens

Bis heute sind iiber 2.000 Mutationen des CFTR-Gens bekannt (Rommens 2011). Hierzu zéhlen
Deletionen, Spleil3-, Nonsense-, Frameshift- und Missense-Mutationen (Wilschanski et al.
1995). Die Héufigste, mit einem Anteil von circa 70% aller Mutationen, stellt die Mutation
F508del dar. Sie fiihrt zur Deletion (A) von drei Basenpaaren in Exon 10, welche einen Verlust
der Aminosdure Phenylalanin (F im Einbuchstabencode) an Position 508 zur Folge hat (Gregg
et al. 1993; Collins 1992). Die iibrigen Mutationen treten deutlich seltener auf, zum Teil nur
bei einzelnen Personen (Mutius et al. 2014). Insgesamt werden sie in sechs Klassen eingeteilt,
je nach Effekt auf die Bildung und Funktion des CFTR-Proteins (Herold 2015). Dabei umfasst
Klasse I Nonsense-Mutationen, bei denen kein Protein gebildet wird. Klasse II beinhaltet
Mutationen, die zu einer fehlerhaften Faltung des CFTR-Proteins und daraus folgendem Abbau
im Proteasom fiihren. Hierzu wird ebenfalls die Mutation AF508 gezihlt. Klasse III und IV
beziehen sich auf die Durchlissigkeit des CFTR-Kanals fiir Chloridionen in der Zellmembran.
Wihrend der Kanal in Klasse III funktionslos ist, ist in Klasse IV die Funktion teilweise
erhalten. Defekte, die zu einem verminderten Auftreten des Kanals in der Plasmamembran
fiilhren, zdhlen zur Klasse V. Solche Mutationen, die zu einem instabilen Kanal in der Membran
fiihren, gehdren der Klasse VI an (Dechecchi et al. 2018). Da die Klassen IV-VI im Gegensatz
zu den Klassen I-III noch eine gewisse Restfunktion des CFTR-Kanals aufweisen, verlduft die

Erkrankung dort in der Regel etwas milder (Elborn 2016).

2.1.3  Organmanifestation

Durch das Vorkommen des CFTR-Kanals in verschiedenen exokrin aktiven Zell- bzw.
Organsystemen, handelt es sich um eine Multisystemerkrankung mit vielféaltigen Symptomen.

Zu den wichtigsten Manifestationen zéhlen die Folgenden:

Im Pankreas fiihrt der Sekretstau durch die pankreatischen Verdauungsenzyme zur Pankreatitis
mit Zerstorung des Gewebes und fibrotischem Umbau, weshalb die Erkrankung als Zystische
Fibrose benannt wurde. Durch die Destruktion des Pankreasgewebes entstehen Symptome wie
Steatorrh6, Mangelerndhrung aufgrund von Maldigestion sowie CF-assoziierter Diabetes.

Hieraus resultieren vor allem Untergewicht sowie eine verminderte Aufnahme von wichtigen

Laura Leuer Seite 6



2 Einleitung

Nahrstoffen und fettloslichen Vitaminen wie Vitamin D, was zusétzlich eine Osteoporose

mitbedingen kann (Gibson-Corley et al. 2016).

Durch die Verdnderung der Viskositit der Darmsekrete konnen insbesondere schon im frithen
Alter, aber auch als Erwachsener, rezidivierende Obstruktionssyndromen auftreten. Zum Teil
entwickelt sich bereits im Mutterleib oder bei der Geburt ein Mekoniumileus. Weiterhin kann
es vermehrt zur Bildung von Gallensteinen oder auch zu Verdanderungen in der Leber selbst
kommen, welche sich in Leberfunktionsstorungen oder in einer Leberfibrose dullern kdnnen

(Ronan et al. 2017).

Von der Erkrankung betroffene Mianner sind in den meisten Féllen unfruchtbar aufgrund einer
kongenitalen bilateralen Aplasie des Ductus deferens (Souza et al. 2018). Etwa die Hélfte der
Frauen kann eine Schwangerschaft empfangen und bei gutem Allgemeinzustand austragen

(Ahmad et al. 2013).

Auch die Schweildriisen sind von der Zystischen Fibrose betroffen. Sie sondern einen stark
hypertonen Schwei3 ab, was bei korperlicher Belastung zu einem lebensbedrohlichen

Salzverlustsyndrom fiihren kann, aber auch zu diagnostischen Zwecken genutzt wird (Yu und

Sharma 2019).
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2 Einleitung

2.1.4  Entziindungsgeschehen in der Lunge bei Zystischer Fibrose

Die wohl bedeutendste Rolle in Hinblick auf Morbiditdt und Mortalitét spielt die pulmonale
Manifestation. Im Folgenden sind die wichtigsten Einfliisse auf die Pathogenese der

chronischen Lungeninflammation und -destruktion zusammengefasst.

CFTR-Defekt mit abnormem

/ lonen-Transport \

Veranderter Flissigkeitsfilm
auf der Atemwegsoberflache

l

Verminderte Mukozilidre
Clearance

| !

Chronische Obstruktion
durch Mukostase

\ Infektion /

Abbildung 2: Pathogenese der chronischen Lungeninflammation und -destruktion in der Lunge von CF-
Patienten (Ratjen 2009; Somayaji et al. 2017)

Veranderte Immunantwort

Entziindung

Abbildung 2 zeigt die sich zum Teil gegenseitig verstirkenden Faktoren in der Entstehung der
pulmonalen Manifestation der Zystischen Fibrose. Durch den CFTR-Kanal-Defekt und dem
damit einhergehenden abnormen Ionen-Transport wird die Zusammensetzung des
Fliissigkeitsfilms auf der Oberfldche der Atemwege verdndert. Bedingt durch die zdhen Sekrete
kommt es zu einer Mukostase, welche den gerichteten Abtransport der Sekrete durch die Zilien
der Epithelzellen behindert und zu einer chronischen Bronchialobstruktion fiihrt (Somayaji et
al. 2017). Hierdurch wird die Anfilligkeit flir bakterielle Infektionen mit problematischen
Keimen begiinstigt. Als bedeutendste Pathogene sind insbesondere Pseudomonas aeruginosa
(PSAE), Staphylococcus aureus, Burkholderia cepacia oder Haemophilus Influenzae zu nennen
(Boyle 2007). Zusétzlich entstehen durch noch nicht vollstindig geklérte, verdnderte
Immunreaktionen anhaltende Entziindungsprozesse. Insgesamt begiinstigen sich die
Bronchialobstruktion durch Mukostase, Infektionen mit Problemkeimen und chronische

Entziindungsprozesse gegenseitig. Im Verlauf entwickelt sich eine fortschreitende
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2 Einleitung

Lungendestruktion mit rezidivierenden Infektionen, Pneumothoraces, Bronchiektasien,
Atelektasen, bis hin zu emphysematische Verdnderungen oder einer Lungenfibrose. Nicht
selten endet die pulmonale Situation in einem Lungenversagen (Cantin et al. 2015; Somayaji et

al. 2017).

2.1.5 Therapie und therapeutische Grenzen

Die Zystische Fibrose ist eine nicht heilbare Erkrankung, deren Prognose sich jedoch durch
neue Behandlungsoptionen der letzten Jahre stetig gebessert hat (Mclntyre 2013). Im
Vordergrund steht bisweilen die symptomatische Therapie. Diese setzt sich vorrangig aus
Physiotherapie, Mukolyse sowie dem Einsatz von Medikamenten und Enzymen bei
entsprechender Organbeteiligung zusammen. Bei Infektionsgeschehen kommen unter anderem
Antibiotika zum Einsatz. Seit einigen Jahren werden zunehmend CFTR-Kanal Korrektoren und
Potentiatoren getestet und vermehrt eingesetzt. Als Ultima Ratio bei schwerer
Lungendestruktion kann eine Lungentransplantation in Frage kommen (Burgel und Fajac

2017).

Dank des medizinischen Fortschritts liegt die mediane Lebenserwartung bei Kindern, die seit
2018 geboren wurden, mittlerweile bei etwa 47 Jahren (Marshall et al. 2019). Die
Haupttodesursache der Zystischen Fibrose stellt jedoch weiterhin insbesondere die pulmonale
Beteiligung dar (Antoniou und Elston 2016). Die Patienten leiden oft seit Kindertagen unter
einer chronischen Keimbesiedlung der Lunge, die nur schwierig komplett einzuddmmen ist und
das Fortschreiten der Lungendestruktion mit begiinstigt. Bereits seit einigen Jahren ist die
Dysregulation der zelluldren Immunantwort bei der Zystischen Fibrose Gegenstand intensiver
Forschung (Bonfield und Chmiel 2017). Unter diesem Aspekt wurde unter anderem die Rolle
einer verdnderten Phagozytose durch Leukozyten in der Immunantwort pathogener Keime

diskutiert (Belchamber und Donnelly 2017; Lévéque et al. 2017).

2.2 Grundlagen der Phagozytose
Nicht nur bei der angeborenen, sondern auch bei der erworbenen Immunantwort, stellt die

Phagozytose einen wichtigen initialen Schritt in der Abwehr pathogener Substanzen dar
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2 Einleitung

(Flannagan et al. 2012). Hinsichtlich der Lunge sind beispielsweise in den Atemwegen, den
submukosalen Driisen und auch dem alveoldren Gewebe verschiedene, zur Phagozytose fahige
Zellarten reprasentiert. Hierzu zéhlen neben Untergruppen von ortsansidssigen Makrophagen
und dendritischen Zellen, auch eingewanderte, durch Entziindungen getriggerte Makrophagen
und Monozyten (Tschernig und Pabst 2009; Fliegert et al. 1996). Insbesondere
Monozyten/Makrophagen und Neutrophile Granulozyten, welche der zelluldiren Immunantwort
angehoren, besitzen die Eigenschaft der Phagozytose, extrazelluldre pathogene Partikel, wie

beispielsweise Bakterien, im Korper unschadlich zu machen (Gordon 2016).

Lysosom Bakterium

@' (2.)
&

(1)

Rezeptor
Exozytose © o
° oo

Phagosom

Phagolysosom

Abbildung 3: Schematischer Aufbau einer phagozytierenden Zelle

Vereinfachte Darstellung der verschiedenen Teilschritte des Phagozytoseprozesses.

In Abbildung 3 ist schematisch der Ablauf der Phagozytose dargestellt. Der Vorgang der
Phagozytose ist eine Form der Endozytose und lduft in mehreren Teilschritten ab. Das
Pathogen, z.B. ein Bakterium, wird anhand seiner spezifischen Oberflachenmolekiile durch
Rezeptoren auf der Oberfliche der phagozytierenden Zellen erkannt (1.). Es wird durch
Umbhiillung und Abschniirung der Zellmembran in die Zelle aufgenommen. Auf diese Weise
entsteht in der Zelle ein Vesikel, das Phagosom (2.), welches mit Lysosomen zum
Phagolysosom verschmilzt (3.). Hier wird das Pathogen durch verschiedene chemische
Prozesse und lysosomale Enzyme abgetotet (4.). Dabei spielen nicht nur Verdauungsenzyme
wie Lipasen, Proteasen und Nukleasen eine wichtige Rolle, sondern auch ein saurer pH-Wert
im Phagolysosom, um ein optimales Milieu fiir die verschiedenen Enzyme zu schaffen (Gordon
2016). Durch Exozytose werden apathogene Restprodukte des verdauten Partikels aus der Zelle

ausgeschleust.
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2.2.1 Phagozytose im Rahmen der Zystischen Fibrose

Die Vielzahl unterschiedlicher Bakterienstimme, welche oftmals bereits im frithen Kindesalter
die Lungen vieler Mukoviszidose-Patienten zu finden sind (O'Sullivan und Freedman 2009;
Hampton et al. 2014), scheinen auf einen frithen Defekt der Immunantwort hinzudeuten. Bei
der Elimination von Bakterien in der Lunge spielen vor allem Monozyten/Makrophagen und
Neutrophile Granulozyten eine Schliisselrolle. Seit Léngerem wird eine Beeintrichtigung der
Phagozytose von Leukozyten bei CF-Patienten diskutiert und versucht genauer zu verstehen,
ob und inwiefern das CFTR-Protein Einfluss auf die Phagozytose von pathogenen Keimen

nimmt.

Bereits vor einigen Jahren konnte das CFTR-Protein in Monozyten aus dem peripheren Blut
von CF-Patienten und einer gesunden Kontrollgruppe (Ettorre et al. 2014; Johansson et al.
2014), sowie bei Neutrophilen im murinen Modell (Ng et al. 2014), detektiert werden. Anfang
der 2000er Jahre wurde von einer verminderten Ansduerung im Phagolysosom und der damit
moglichen verschlechterten Abtdtung von Bakterien berichtet. Die Ansduerung des
Phagolysosoms spielt eine entscheidende Rolle bei der Elimination von Bakterien. Durch
verdnderte Ionenstrome soll die pH-Wert-Regulation gestort und dadurch der
Phagozytoseprozess verdndert sein (Di et al. 2006). Diese Hypothese wird jedoch weiterhin
kontrovers diskutiert (Haggie und Verkman 2009; Law et al. 2019).

In einer Publikation aus dem Jahr 2008 wurden funktionell eingeschrénkte Neutrophile in der
Lunge von CF-Patienten gefunden (Tirouvanziam et al. 2008). Eine weitere, wenige Jahre
spater veroffentliche Studie zeigte an Immunzellen von Mukoviszidose-Patienten, welche
entweder mittels markierten Pseudomonaden oder Mikrokiigelchen inkubiert wurden, dass die
Phagozytoseaktivitdt von Monozyten aus dem peripheren Blut vermindert war. Im Gegensatz
dazu lieen sich bei den Neutrophilen Granulozyten jedoch keine Verédnderungen diesbeziiglich

feststellen (van de Weert-van Leeuwen et al. 2013).

Eine weitere Forschergruppe untersuchte den FEinfluss des CFTR-Proteins auf die
Phagozytoseaktivitdt in Hinblick auf bestimmte Pathogene. Barnaby et al. konnten in ihrer
Studie zeigen, dass die Endozytose von Pseudomonaden bei CF-Patienten beeintrachtigt zu sein
scheint und durch den CFTR-Korrektor Lumacaftor gebessert werden konnte (Barnaby et al.

2018). Dieser Fund stellt einen wichtigen Aspekt dar, da Pseudomonas aeruginosa den am

Laura Leuer Seite 11



2 Einleitung

haufigsten vorkommenden Keim in der Lunge von Mukoviszidose-Patienten ausmacht (Hurt
und Bilton 2012) und von groBer Bedeutung im Hinblick auf die Verschlechterung der
Lungenfunktion ist. Im Erwachsenenalter sind ca. 80% der Patienten mit Pseudomonas

aeruginosa besiedelt (Hampton et al. 2014).

In Bezug auf die Phagozytoseaktivitidt im Rahmen der Zystischen Fibrose bestehen weiterhin
viele Unklarheiten. In dieser Dissertation werden im Folgenden Ergebnisse présentiert, die
erneut die Phagozytoseaktivitdit von Neutrophilen Granulozyten sowie Monozyten aus
peripherem  vendsem  Vollblut mittels eines standardisierten Reagenzien-Kits
(PHAGOTEST™) bei CF-Patienten untersucht. Monozyten und Neutrophile Granulozyten
wandern nach der Bildung im Knochenmark bei Bedarf iiber das Blut in das jeweilige
Zielgewebe ein, wonach anzunehmen ist, dass die Zellen im Blut denen im Lungengewebe in
einem gewissen Umfang dhnlich sind. Aufgrund dessen, dass Monozyten/Makrophagen und
Neutrophile Granulozyten schwierig im Patienten selbst zu messen oder aus dem
Lungengewebe zu extrahieren sind, wird in dieser Studie peripheres Blut als Quelle fiir diese

Zellart verwendet.
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2.3 Zielsetzung der Arbeit

Die genauere Betrachtung der zelluldiren Immunantwort der Zystischen Fibrose stellt einen
wichtigen Aspekt fiir das bessere Verstindnis der chronischen Inflammation der Lungen von
CF-Patienten dar und konnte zur Entwicklung neuer oder verbesserter Therapieoptionen

dienen.

Das Ziel der Arbeit ist es,

1. zu priifen, ob Unterschiede in der Phagozytoseaktivitit von Neutrophilen Granulozyten
und Monozyten im vendsen Blut von Mukoviszidose-Patienten im Vergleich zu einer

gesunden Kontrollgruppe bestehen.

2. herauszustellen, ob bestimmte Merkmale (Leukozytenzahl im Blut, CRP-Wert,
bakterielle Besiedlung, genetischer Hintergrund) innerhalb der Gruppe der

Mukoviszidose-Patienten Einfluss auf die Phagozytoseaktivitdt nehmen.

3. zu ermitteln, mit Hinblick auf einen eventuellen Phagozytosedefekt, ob die basale

Phagozytoserate durch experimentelle Stimulation zusétzlich gesteigert werden kann.
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3 Material und Methodik

3.1 Verwendete Gerite und Materialien

Tabelle 1: Verwendete Geriite

Gerite

Hersteller

Durchflusszytometer: BD FACSCalibur

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

Eppendorf Research® plus Pipetten

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Vortex Genie 2

Scientific Industries, Bohemia, New York, USA

Wasserbad

Julabo, Seelbach, Deutschland

Zentrifuge: Megafuge 16R

Thermo Scientific, Dreiecich, Deutschland

Tabelle 2: Verwendete Materialien

Materialien

Hersteller

Braun Inject 2 ml Spritzen

B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland

Heparin-Natrium 5.000 L.LE./ml

B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland

LPS Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

MALP-2 Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

PHAGOTEST™ Becton Dickinson Bioscience Europe,
Heidelberg, Deutschland

PMA Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Proleukin® Novartis Pharma GmbH, Niirnberg, Deutschland

Venenpunktionsbesteck Safety
Multifly-Set

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Zentrifugenrohrchen 15 ml

Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Osterreich
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3.2 Studienaufbau

Die Studiendauer erfasste den Zeitraum vom 24.05.2017 bis 12.11.2018. Es wurden alle
Mukoviszidose-Patienten ohne Lungentransplantation, die sich wiahrend dieses Zeitraums zur
Teilnahme an der Studie bereit erkldrten, miteinbezogen. Vorab wurden keine
Ausschlusskriterien einzelner CF-Patienten definiert. Die Teilnahme an der Studie erfolgte
ausschlieBlich nach miindlicher sowie schriftlicher Aufkldrung und Unterzeichnung des
Einverstindnisbogens durch den Patienten selbst oder einen Erziehungsberechtigten (siche
Anhang 1). Die Studie wurde durch die Ethik-Kommission der Arztekammer des Saarlandes

gepriift und genehmigt (Kenn-Nummer 241/16).

3.3 Patientenkollektiv

In Zusammenarbeit mit der Klinik fiir Innere Medizin V - Pneumologie, Allergologie,
Beatmungs- und Umweltmedizin, Universititsklinikum des Saarlandes, Homburg/Saar, wurde
ein Patientenkollektiv von insgesamt 35 Mukoviszidose-Patienten ohne Lungentransplantation
erfasst. Die Koordination der Patienten fand in Absprache mit den Ambulanzschwestern der
Klinik fiir Innere Medizin V statt, die Auskunft iiber die jeweiligen Wiedervorstellungstermine
der Patienten in der Ambulanz gaben. Da eine genaue Auflistung aller Mukoviszidose-
Patienten nicht stattfindet, konnte vorab durch die Klinik keine konkrete Anzahl an Patienten
gegeben werden. Zum Zeitpunkt der Datenerhebung befanden sich circa 40 Patienten ohne
Lungentransplantation in Behandlung, sodass die anfanglich angedachte Anzahl von 50
Patienten nicht erreicht werden konnte. Unter den insgesamt 35 erfassten Patienten waren 19

Frauen sowieso 16 Ménner im Alter von 18 bis 44 Jahren.

3.3.1 Kontrollgruppe

Die Gruppe der gesunden Kontrollpersonen ohne Mukoviszidose umfasste 12 Personen,
darunter 3 Méanner und 9 Frauen im Alter von 22 bis 54 Jahren, das durchschnittliche Alter lag
bei 30 Jahren. Sie waren Mitarbeiter sowie Studierende der Medizinischen Fakultdt der
Universitit des Saarlandes, die sich auf freiwilliger Basis zur Blutentnahme bereiterklarten. Die

Auswabhl beruhte darauf, dass in der Patientengruppe das mittlere Alter bei 28 Jahren lag und
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etwas mehr Frauen als Minner gemessen wurden. Auch in der Kontrollgruppe wurde die
Blutentnahme nur nach vorheriger Aufklirung iiber die Studie sowie nach schriftlicher

Einverstdndniserkldrung durchgefiihrt.

3.4 Blutentnahmen

Die Blutentnahme erfolgte stets in der Spezialambulanz des Universitdtsklinikums des
Saarlandes, Klinik fiir Innere Medizin V, wéhrend der Spezialambulanzsprechzeiten montags,
mittwochs und donnerstags zwischen 13:00 Uhr und 16:00 Uhr. Den zur routineméfigen
Verlaufskontrolle in der Ambulanz erscheinenden Patienten wurde zusdtzlich zu der
Routineblutentnahme, nach vorheriger Aufklarung und schriftlicher Einverstdndniserklarung,
zusitzlich ca. ein- bis anderthalb Milliliter Blut durch die Ambulanzschwestern entnommen.
Die vendse Blutentnahme aus der Ellenbeuge erfolgte mittels eines herkdmmlichen Butterfly-
Venenpunktionssystems sowie einer mit 1 ml Heparin gespiilten 2 ml Spritze. Zur
Anonymisierung der Blutproben wurde die Kennung LL mit fortlaufender Durchnummerierung
der Proben, zugeordnet zu dem jeweiligen Patienten, gewahlt. Wéhrend des Transports zum
Institut fiir Anatomie und Zellbiologie wurden die Proben in einer Styropor-Box auf Eis
gelagert. Die Bearbeitung der Blutproben erfolgte analog der Kriterien des im unteren Abschnitt
aufgefiihrten Test-Kits PHAGOTEST™ im Labor des Instituts fiir Anatomie und Zellbiologie,
Homburg/Saar.

Die Blutentnahmen der Kontrollgruppe wurden im Labor des Anatomischen Instituts,
Homburg/Saar durchgefiihrt. Das vendse Blut wurde entsprechend des im oberen Abschnitt

beschrieben Ablaufs entnommen.

3.5 Versuchsaufbau

Alle heparinisierten Vollblutproben wurden gemif3 den Vorschriften des Test-Kits innerhalb
von 24 Stunden nach der Blutentnahme bearbeitet. Bis zur Weiterverarbeitung wurden die
Proben im Kiihlschrank bei 6°C autbewahrt. Zur Phagozytosebestimmung wurde das
standardisierte Test-Kit PHAGOTEST™ (Katalognummer 341060) der Firma Becton
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Dickinson Bioscience Europe, Heidelberg verwendet. Die anschlieBende Messung der

vorbereiteten Proben erfolgte mittels des Durchflusszytometers BD FACSCalibur.

351 PHAGOTEST™

Das Reagenzien-Kit PHAGOTEST™ wird angewandt zur quantitativen Bestimmung der
Phagozytoseaktivitdt von Granulozyten und Monozyten in heparinisiertem Vollblut. Der Test
basiert darauf, dass heparinisiertes Vollblut mit opsonierten, Fluoreszein-Isothiocyanat (FITC)
markierten Escherichia coli-Bakterien (E. coli) inkubiert wird. Die fluoreszenzmarkierten
Bakterien werden von den phagozytierenden Leukozyten aufgenommen und emittieren in der
durchflusszytometrischen Analyse Signale, die detektiert und an eine Computer-Software
tibermittelt werden. Auf diese Weise kann die Anzahl phagozytierender Zellen in Prozent und

die Anzahl der aufgenommenen Bakterien pro Zelle dargestellt und beurteilt werden.

Die folgende Tabelle zeigt die fiir den Test verwendeten Reagenzien:

Tabelle 3: Reagenzien des PHAGOTEST™

Reagenz Beschreibung

A Instamed-Salze zum Waschen

B Opsonierte FITC-markierte E. coli Bakterien

C Quenchlésung zum Abstoppen der Phagozytose

D Lyselosung zur Entfernung von Erythrozyten

E DNA-Firbelosung, um Aggregationsartefakte von Bakterien und Zellen zu
verhindern
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3.5.2 Testablauf

Im ersten Schritt wurde das heparinisierte humane Vollblut gemischt und pro Ansatz 100 pl in
ein 15 ml Zentrifugenrohrchen pipettiert. Nach 10-miniitiger Kiihlung der Proben im Eiswasser
auf 0°C, wurden zu allen Proben 20 ul der gekiihlten und griindlich gemischten E. coli-
Bakterienlosung gegeben. Die Bakterien wurden mittels Vortex und Pipette vor jeder Zugabe
gemischt. Die Rohrchen wurden gemischt und alle Proben, auBler die auf Eis verbleibende
Kontrolle, wurden anschlieBend 10 min. in einem auf 37-37,1°C vorgeheizten, geschlossenen
Wasserbad inkubiert. Zum Abstoppen der Phagozytose wurden die Proben nach 10 min.
gleichzeitig auf Eis gestellt und nach der Zugabe von 100 pl eiskalter Quenchlésung gemischt.
Der anschliefende Waschschritt erfolgte mittels 3 ml Waschlosung, kurzem Mischen und
Zentrifugation. Der Uberstand wurde entfernt und der Waschvorgang nochmals wiederholt. Zu
den Proben wurde je Ansatz 2 ml Lyselosung auf Raumtemperatur gegeben, sie wurden
gemischt und 20 min. bei Raumtemperatur inkubiert. Nach 20 min. wurden die R6hrchen nach
den unten genannten Einstellungen zentrifugiert, anschlieBend der Uberstand entfernt. Es
erfolgte ein letzter Waschschritt mit 3 ml Waschlosung, kurzem Mischen sowie Zentrifugation
und Entfernen des Uberstandes. Im letzten Schritt wurden zu jedem Ansatz 200 pl DNA-
Farbelosung pipettiert, kurz gemischt und alle Ansétze 10 min. lichtgeschiitzt auf Eis gelagert.
Alle Proben wurden bis zu ihrer Messung im lichtgeschiitzten Eisbad belassen und innerhalb

der vorgesehenen 60 min. durchflusszytometrisch gemessen.

Alle Mischvorginge wurden mittels Vortex durchgefiihrt. Das Eiswasserbad bestand aus
zerstoBenem Eis und kaltem Wasser in einer lichtundurchldssigen Styroporbox mit Deckel. Das
Wasserbad wurde vor dem Versuch auf 37-37,1°C vorgewdrmt. Die Einstellungen der
Zentrifuge betrugen bei allen Vorgéngen 300 x g, 4°, 5 min. Bei jedem Versuchsdurchgang

wurde stets eine Eiskontrolle als Negativkontrolle zusétzlich bearbeitet und gemessen.
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3.6 Grundlagen der Durchflusszytometrie
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Abbildung 4: Schematischer Aufbau eines Durchflusszytometers

Mit den drei Hauptkomponenten Fliissigkeitssystem, optisches- und elektronisches System. FSC = forward scatter,
Vorwairtsstreulichtdetektor, SSC = side scatter, Seitwartsstreulichtdetektor, FL1-4 = Fluoreszenzdetektoren.

In Abbildung 4 ist schematisch die Durchflusszytometrie, ein gekoppeltes optisch-
elektronisches Verfahren, welches zur Analyse der Gréfe, Granularitdt bzw. Komplexitit und
Fluoreszenz verschiedener Zellen verwendet wird, dargestellt. Zu den drei Hauptkomponenten
des Durchflusszytometers zdhlen das Fliissigkeitssystem, das optische- sowie das elektronische
System. Die Messung beruht darauf, dass eine Zellsuspension, umgeben von -einer
Hiillfliissigkeit, durch eine Messkiivette geleitet wird, in der jede Zelle einzeln einen Laserstrahl
passiert und durch diesen angeregt wird. Bei dem BD FACSCalibur wird hierzu ein Argonlaser
mit einer Wellenldnge von 488 nm verwendet. Aufgrund der verschiedenen Eigenschaften der
Zellen wird der einfallende Laserstrahl in unterschiedliche Richtungen gelenkt. Dabei kdnnen
pro Zelle bis zu 5 Parameter detektiert werden. Das Vorwirtsstreulicht (FSC, forward scatter)
dient zur Bestimmung der ZellgroBe, das Seitwirtsstreulicht (SSC, side scatter), welches in
einem Winkel von ca. 90° detektiert wird, zur Bestimmung der Granularitit der Zelle sowie zur
Messung der Fluoreszenzen. Es ist moglich die Zelle selbst oder weitere Zellbestandteile mittels
fluoreszenzmarkierter Antikorper zu koppeln. Typische Fluorochrome sind beispielsweise
Fluoreszeinisothiocyanat (FITC), Phycoerythrin (PE) oder Peridinin-Chlorophyll-Protein-
Komplex (PerCp), die den eintreffenden Laserstrahl einer bestimmten Wellenldnge absorbieren

und in einer neuen, charakteristischen Wellenldnge emittieren. Das emittierte Licht wird durch
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verschiedene optische Filter, Linsen und Spiegel gelenkt und durch Detektoren
(Photomultiplier) erfasst. Fluoreszenz 1 (FL1) detektiert Wellenldngen um 530 nm (Griin),
Fluoreszenz 2 (FL2) von 580 nm (Gelb-orange) und Fluoreszenz 3 und 4 (FL3 und FL4) von >
640 nm (Rot). Das optische Signal wird anschlieBend linear bzw. logarithmisch verstérkt, in
ein entsprechendes elektronisches Signal umgewandelt und an ein Computerprogramm
iibermittelt. Die gemessenen Rohdaten werden dort in einer Tabelle, einem sogenannten

ListMode File, gespeichert und kdnnen in verschiedenen Grafiken darstellt werden.

Lysiertes Vollblut

Neutrophile
Granulozyten

Monozyten
Lymphozyten

200 400 500 800 1000
Forwsard Scatter

Abbildung 5: Beispiel einer Dot Plot Darstellung

Mit Gating (R1-3) der einzelnen Zellsubpopulationen Lymphozyten, Monozyten und Granulozyten. Ordinate:
Forward Scatter (FSC, Vorwirtsstreulicht), Abszisse: Side Scatter (SSC, Seitwértsstreulicht).

Ublich sind Darstellungen der Ergebnisse als Dot Plot oder Histogramm. Bei der Dot Plot-
Darstellung wird jede Zelle einzeln als Punkt aufgetragen, in der obigen Abbildung je nach
gemessener ZellgroBe (FCS, Vorwirtsstreulicht) und Komplexitit der Zelle (SSC,
Seitwértsstreulicht). Hierdurch lassen sich die einzelnen Zell-Subpopulationen aufgrund

dhnlicher Streueigenschaften auch ohne weitere Markierung voneinander unterscheiden.

Desweitern ist es moglich im Dot Plot ein Gate, eine Begrenzung, auf eine bestimmte
Zellpopulation zu setzten. Dieses Gate, auch als Region (R) bezeichnet, ldsst sich erneut
entweder als Dot Plot oder auch als Histogramm darstellen. Bei der Dot Plot Darstellung einer
eingegrenzten Zellpopulationen wird das Seitwértsstreulicht (SSC) gegen das
Fluoreszenzsignal aufgetragen. Bei der Histogramm Darstellung wird die in einem einzigen
Kanal erfasste Intensitét, in diesem Falle die FITC-Intensitit, gegen die Anzahl der erfassten
Ereignisse aufgetragen. Durch das Setzten von Markern kann der prozentuale Anteil der Zellen,

die phagozytieren und deren mittlere Fluoreszenzintensitit durch die Analysesoftware
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berechnet werden. Diese Werte werden in einer separaten Tabelle angezeigt. Der GeoMean-
Wert entspricht dabei der mittleren Fluoreszenzintensitit und stellt die Anzahl der

aufgenommenen Bakterien pro einzelnem phagozytierenden Leukozyten dar.

FL1 = Phagozytosa

Abbildung 6: Beispiel einer Histogramm Darstellung

Mit Marker 1 (M1) = Eiskontrolle und Marker 2 (M2) = fluoreszierende Probe. Abszisse: Counts = Anzahl der
Ereignisse (Zellen), Ordinate: FL1 = Fluoreszenz (FITC)-Intensitét, entspricht in diesem Fall der Phagozytose.

3.7 Stimulationsversuche

In einem weiteren Versuch sollte eruiert werden, ob eine experimentelle Stimulation des
Immunsystems im Blut Einfluss auf die Phagozytoseaktivitidt von Monozyten und Neutrophilen
Granulozyten nehmen kann. Hierzu wurden zundchst in einem Pilotversuch verschiedene
Bakterienbestandteile bzw. Immunstimulanzien mit vendsem Vollblut einer gesunden
Testperson einmal 4 h und einmal 16 h inkubiert, mittels PHAGOTEST™ bearbeitet und
durchflusszytometrisch gemessen. Aufgrund dessen, dass sich bei bestimmten Stimulanzien
(LPS 100 ng/ml, MALP-2 Ing/ml) verdanderte Werte hinsichtlich der Phagozytose zeigten,

wurde der Test mit diesen Substanzen um drei gesunde Testpersonen erweitert.

Als Stimulanzien wurden verschiedene, beispielsweise im Rahmen von Infektionen
auftretende, das Immunsystem modulierende Zusitze verwendet, die im Folgenden kurz néher

erldautert werden.

Proleukin® (Aldesleukin), gentechnisch aus E. coli gewonnen, gehdrt der Gruppe der
Peptidhormone an. Es ist dem korpereigenen Interleukin-2 sehr dhnlich, welches im Korper von
aktivierten T-Zellen ausgeschiittet wird. Es aktiviert weitere T- und B-Zellen, NK-Zellen und
erhoht zudem die Zytotoxizitdt in Makrophagen.
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Lipopolysaccharide (LPS), aus Salmonella typhimurium gewonnen, sind chemische
Verbindungen, welche in der dulleren Membran gramnegativer Bakterien vorkommen. Sie
setzen sich aus Fett- und Zuckereinheiten zusammen. Im Organismus haben diese
Bakterienbestandteile ihre Wirkung als Antigene. Serologisch konnen sie bestimmten
Bakterien zugeordnet werden. Sie werden bei Infektionen erkannt und vom Immunsystem

bekdmpft.

Makrophagen aktivierendes Antigen-2 (MALP-2) bindet als Agonist an Toll-like-
Rezeptoren 2/6 (TLR 2/6). MALP-2 verstérkt die Zusammenarbeit zwischen angeborenem und
erworbenem Immunsystem (Makrophagen, dendritische Zellen, Lymphozyten). Es verstéarkt
auBlerdem die Bildung von Antikérpern und aktiviert Zellen, die den TLR 2/6 tragen, unter
anderem Makrophagen und dendritische Zellen.

Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) ist ein Proteinkinase C Aktivator, welcher unter
anderem beteiligt ist an der Gentranskription, dem Zellwachstum, der Differenzierung, dem

programmierten Zelltod und immunologischen Signalwegen.

Die verwendeten Stimulanzien umfassten LPS in drei verschiedenen Konzentrationen, sowie
jeweils einen Ansatz mit der Zugabe von MALP-2, Proleukin® und PMA. Zu Beginn wurden
Vorverdiinnungen der Stimulanzien hergestellt, die anschlieend zum Blut pipettiert wurden,

um die gewlinschten Endkonzentrationen zu erhalten.

Es wurden folgende Substanzen mit den entsprechenden Endkonzentrationen im Blut

verwendet:

Tabelle 4: Verwendete Stimulanzien mit den dazugehorigen Konzentrationen ihrer Stocklésung und den
gewiinschten Endkonzentrationen im Blut

Substanz Konzentration der Stocklosung Endkonzentration im Blut
LPS 1 mg/ml 1) 1 ng/ml
2) 10 ng/ml
3) 100 ng/ml
MALP-2 1 mg/ml 1 ng/ml
PMA 1 mg/ml 50 ng/ml
Proleukin® 18 Mio. L.LE./ml 200.000 L.LE./ml
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3.7.1  Herstellung der Vorverdiinnungen

Das Proleukin® lag in Pulverform vor und wurde geméf des Datenblattes in 1,2 ml Wasser
gelost. Diese Losung enthielt 18 Mio. .LE./ml, sodass eine Gesamtverdiinnung von 1:90 benétigt
wurde um die gewiinschte Endkonzentration des Proleukins® im Blut von 200.000 L.LE./ml zu
erhalten. Von den 1,2 ml wurde 1 ml abgefiillt um davon eine 1:9 Vorverdiinnung, durch
Zugabe von 5 pl Proleukin®-Losung zu 40 pl PBS (phosphate buffered saline;
phosphatgepufferte Salzlosung), herzustellen.

Zur Herstellung der drei verschieden LPS-Endkonzentrationen im Blut wurde die Stocklosung
mit einer Konzentration von 1 mg/ml schrittweise verdiinnt. Um eine Endkonzentration im Blut
von LPS 100 ng/ml zu erhalten war eine Gesamtverdiinnung von 1:10.000 nétig, fiir eine
Endkonzentration im Blut von LPS 10 ng/ml eine Gesamtverdiinnung von 1:100.000 und fiir
eine Endkonzentration im Blut von LPS 1 ng/ml eine Gesamtverdiinnung von 1:1.000.000. Zu
Beginn erfolgte eine 1:1.000 Vorverdiinnung mit 2 ul Stocklésung zu 1.998 ul PBS. Von dieser
Vorverdiinnung wurden 10 pl zu 90 pl PBS gegeben fiir eine Verdiinnung von 1:10.000. Von
dieser Vorverdiinnung wurden wiederum 10 ul zu 90 pl PBS pipettiert um auf eine Verdiinnung

von 1:100.000 zu gelangen.

Die Herstellung der Vorverdiinnung fiir eine Endkonzentration des MALP-2 von 1 ng/ml im
Blut mit einer Stockldsung von 1 mg/ml wurde entsprechend der LPS-Verdiinnung

durchgefiihrt.

Von der PMA-Stocklosung mit einer Konzentration von 1 mg/ml wurden 2 pl zu 3.998 ul PBS
gegeben, davon wiederum 10 pl zu 90 pl Blut um eine Konzentration von 50 ng/ml bzw. eine

Gesamtverdiinnung von 1:20.000 zu erhalten.

3.7.2  Versuchsdurchfiihrung

Von den Vorverdiinnungen wurden jeweils 10 pl zu 90 pl Blut gegeben, sodass durch die 1:10
Verdiinnung die jeweils gewiinschten Endkonzentrationen im Blut und ein Endvolumen von
100 pl fiir den PHAGOTEST™ erreicht wurden. Das vendse Blut wurde morgens um 8:30 Uhr
aus der Ellenbeuge der Testperson entnommen und direkt mit den vorbereiteten

Vorverdiinnungen gemischt. Es wurden insgesamt acht Ansétze fiir die 4 h-Inkubation bei
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Raumtemperatur hergestellt. Darunter sechs Ansitze mit Stimulanzien sowie ein Ansatz ohne
Zusatz und eine Eiskontrolle. Um 13:30 Uhr wurden die Proben mittels PHAGOTEST™
bearbeitet und durchflusszytometrisch gemessen. Das restliche Blut wurde bis zur Herstellung
der zweiten Ansédtze fiir die 16 h Inkubation im Kiihlschrank bei 6 °C aufbewahrt. Um 16:00
Uhr wurden auf die oben beschriebene Weise erneut acht Ansétze hergestellt, die bis um 8:00
Uhr des ndchsten Tages bei Raumtemperatur inkubierten. Die Proben wurden anschlieBend

mittels PHAGOTEST™ bearbeitet und durchflusszytometrisch analysiert.

Da sich in der Auswertung des Pilotversuchs insbesondere in der LPS 100 ng/ml- und MALP-
2-Gruppe des ersten Durchgangs erhohte Phagozytosewerte zeigten, wurden drei weitere
Blutproben gesunder Probanden mit diesen Stimulanzien getestet. Die drei Probanden waren
bereits Bestandteil der Kontrollgruppe. Die Blutproben wurden am selben Tag gegen 8:00 Uhr
entnommen und fiir die 4 h-Inkubation um 8:30 Uhr, fiir die 16 h-Inkubation um 16:00 Uhr mit
den Vorverdiinnungen wie oben beschrieben gemischt. Es wurden sowohl bei der 4 h-
Inkubation als auch bei der 16 h-Inkubation pro Probanden je drei R6hrchen angesetzt. Ein
Rohrchen mit LPS 100 ng/ml-Zusatz, eins mit MALP-2 1 ng/ml-Zusatz sowieso eine Probe
ohne Zusatz. Weiterhin wurde je eine Eiskontrolle angesetzt. Fiir die Ansédtze wurden die
Vorverdiinnungen des Pilotversuchs verwendet und vor der Weiterverarbeitung griindlich
mittels Vortex und Pipette gemischt. Zu 90 ul Blut wurden 10 pl des jeweiligen
Immunmodulators pipettiert um die Gesamtkonzentration von LPS 100 ng/ml und MALP-2 1
ng/ml, sowie ein Volumen von 100 pl fiir den Phagotest zu erhalten. Die Inkubationszeiten bei
Raumtemperatur sowie die anschlieBende Bearbeitung und Analyse der Proben erfolgten

analog des Pilotversuchs.

3.8 Datenverarbeitung und statistische Analyse

Die durchflusszytometrisch gemessenen Prozentwerte der phagozytierenden Neutrophilen
Granulozyten und Monozyten sowie deren GeoMean-Werte wurden in die
Tabellenkalkulationssoftware Excel (Microsoft Office 2016) eingegeben. Zur statistischen
Auswertung und grafischen Darstellung wurden die in Excel erstellten Tabellen in SPSS (IBM
SPSS Statistics 25) {lbertragen. Es wurde zunichst ein Vergleich der Patienten- und

Kontrollgruppe durchgefiihrt. Als Test auf Normalverteilung wurden der Kolmogorov-Smirnov
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3 Material und Methodik

Test sowie der Shapiro-Wilk-Test angewendet. Sowohl die Tests als auch die dazugehorigen
Diagramme ergaben keinen Hinweis auf Normalverteilung. Da es sich um nicht
normalverteilte, unverbundene Gruppen mit quantitativen Merkmalen handelte, wurde zum
Vergleich der Mann-Whitney-U-Test herangezogen. Es wurde ein Signifikanzniveau von

p<0,05 als statistisch signifikant festgelegt.

Fiir einzelne Vergleiche bestimmter Merkmale und Phagozytose-Werte innerhalb der
Patientengruppen wurde eine deskriptive Statistik verwendet. Auf der Basis verschiedener
Merkmale wurde die Patientengruppe in Subgruppen eingeteilt, welche miteinander
hinsichtlich ihrer Phagozytosewerte verglichen wurden. Es wurden Gruppenvergleiche
beziiglich der Leukozytenzahl im Blut, des CRP-Werts sowie der vorherrschenden
Keimbesiedlung in der Lunge durchgefiihrt. Die Patientendaten (Alter, Geschlecht, genetischer
Hintergrund) und die entsprechenden Laborwerte wurde aus der jeweiligen Patientenakte
entnommen (siche Anhang 2). Die stets nicht normalverteilten Gruppen wurden mithilfe des
Mann-Whitney-U-Tests verglichen. Das Signifikanzniveau lag bei p<0,05. Zur Analyse einer
Korrelation zwischen Leukozytenzahl im Blut der Patienten und deren Phagozytosewerten bzw.
zwischen dem CRP-Wert und den Phagozytosewerten wurde der Test nach Spearman

angewendet. Es wurde ein Signifikanzniveau von p<0,01 als statistisch signifikant festgesetzt.

Fiir die statistische Auswertung der Stimulationsversuche mit einer Probandenanzahl von n=4
wurde eine deskriptive Statistik gewédhlt. Es wurden der Mittelwert sowie die

Standardabweichung beschrieben.
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4 Ergebnisse

4  Ergebnisse

4.1 Grunddaten der Patienten- und Kontrollgruppe

Tabelle 5: Daten der Patienten- und Kontrollgruppe mit Anzahl der Fille (n), Geschlechterverteilung und

Alter in Jahren (Mittelwert = Standardabweichung)

Gruppe Fille Geschlecht Alter in Jahren

CF-Patienten n=35 weiblich=19 28 + 6,62
méannlich=16

Gesunde n=12 weiblich=9 30+11,99

Kontrollgruppe minnlich=3

Tabelle 5 zeigt die Grunddaten der beiden gemessenen Gruppen. Die Patientengruppe umfasste

35 Mukoviszidose-Patienten sowie eine Kontrollgruppe von 12 Personen. Unter den CF-

Patienten waren 19 Frauen und 16 Ménner, zwischen 18 und 54 Jahren. Im Schnitt waren die

CF-Patienten 28 Jahre alt (SD 6,62). In der Kontrollgruppe waren es 9 weibliche und 3

minnliche Personen im Alter von 22 bis 54 Jahre. Im Schnitt war die Kontrollgruppe 30 Jahre

alt (SD 11,99).
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4 Ergebnisse

4.2  Vergleich der Patienten- und Kontrollgruppe
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Patienten Kontrolle

Abbildung 7: Box Plot der Anzahl phagozytierender Neutrophiler [%]

Mit den Gruppen Patienten (n=35) und Kontrolle (n=12). Dargestellt sind der Median (Zentralwert), 1. und 3.
Quartil (25%- und 75%-Perzentil), Minimum und Maximum sowie Ausreifier (°).

Tabelle 6: Deskriptive Statistik phagozytierender Neutrophiler der Gruppen Patienten und Kontrolle mit
Mittelwert (MW), Standardabweichung (SD), Median, 25%- und 75%-Perzentil

Gruppe MW SD Median 25%-Perzentil | 75%-Perzentil
Patienten 84% 15% 88% 75% 95%
Kontrolle 87% 10% 91% T7% 97%

Betrachtet man den prozentualen Anteil der phagozytierenden Neutrophilen im
Gruppenvergleich, so sind keine statistisch signifikanten Unterschiede festzustellen (p=0,558).
Es zeigte sich, dass der Mittelwert sowie der Median bei der Kontrollgruppe nur unbetriachtlich

hoher ausfielen als in der Patientengruppe.
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Abbildung 8: Box Plot der GeoMean-Werte der Neutrophilen

Patienten

Kontrolle

Mit den Gruppen Patienten (n=35) und Kontrolle (n=12). Dargestellt sind der Median (Zentralwert), 1. und 3.
Quartil (25%- und 75%-Perzentil), Minimum und Maximum.

Tabelle 7: Deskriptive Statistik des GeoMean-Werts der Neutrophilen der Gruppen Patienten und
Kontrolle mit Mittelwert (MW), Standardabweichung (SD), Median, 25%- und 75%-Perzentil

Gruppe MW SD Median 25%-Perzentil | 75%-Perzentil
Patienten 763 651 532 182 1.293
Kontrolle 670 528 607 190 1.187

Bei der Auswertung der GeoMean-Werte der Neutrophilen ergaben sich ebenfalls keine

statistisch signifikanten Unterschiede in Bezug auf Patienten- und Kontrollgruppe (p=0,981).
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4 Ergebnisse
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Abbildung 9: Box Plot der Anzahl phagozytierender Monozyten [%]

Mit den Gruppen Patienten (n=35) und Kontrolle (n=12). Dargestellt sind der Median (Zentralwert), 1. und 3.
Quartil (25%- und 75%-Perzentil), Minimum und Maximum.

Tabelle 8: Deskriptive Statistik phagozytierender Monozyten der Gruppen Patienten und Kontrolle mit
Mittelwert (MW), Standardabweichung (SD), Median, 25%- und 75%-Perzentil

Gruppe Mw SD Median 25%-Perzentil |75%-Perzentil
Patienten 79% 12% 81% 69% 88%
Kontrolle 81% 12% 86% 69% 91%

Bei Anbetracht des statistischen Vergleichs lieBen sich keine signifikanten
Gruppenunterschiede hinsichtlich der phagozytierenden Monozyten darstellen (p=0,591). Die
Werte fielen fiir beide Gruppen dhnlich aus.
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Abbildung 10: Box Plot der GeoMean-Werte der Monozyten

Patienten

Kontrolle

Mit den Gruppen Patienten (n=35) und Kontrolle (n=12). Dargestellt sind der Median (Zentralwert), 1. und 3.
Quartil (25%- und 75%-Perzentil), Minimum und Maximum.

Tabelle 9: Deskriptive Statistik des GeoMean-Werts der Monozyten der Gruppen Patienten und Kontrolle

mit Mittelwert (MW), Standardabweichung (SD), Median, 25%- und 75%-Perzentil

Gruppe MW SD Median 25%-Perzentil | 75%-Perzentil
Patienten 356 275 291 117 504
Kontrolle 415 299 378 114 654

Im statistischen Vergleich zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen

(p=0,591). Die GeoMean-Werte der Monozyten fielen in der Kontrollgruppe geringfiigig hoher

aus als in der Patientengruppe.
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4 Ergebnisse

4.3 Vergleiche innerhalb der Patientengruppe

Die Phagozytosewerte der an Zystischer Fibrose erkrankten Patienten wurden innerhalb der
CF-Gruppe nochmals beziiglich verschiedener Parameter verglichen. Als Vergleich wurde zum
einen die Leukozytenzahl sowie der CRP-Wert im Blut als Marker fiir das aktuelle
Entziindungsgeschehen im Korper der Patienten herangezogen. Zum anderen wurde die
aktuelle bakterielle Besiedlung der Lunge in Hinblick auf die Phagozytoseaktivitit innerhalb
der Patientenkohorte verglichen (siche Anhang 2).

4.3.1 Vergleich der Leukozytenzahl und der Phagozytosewerte

m Normbereich

@ Leukozytose

Abbildung 11: Kreisdiagramm der Leukozytenzahl mit den Gruppen Normbereich (n=17) und Leukozytose
(n=18)

Die Patientengruppe wurde anhand der Leukozytenzahl im Blut in zwei Gruppen eingeteilt
(Abb. 11). Die Gruppe Normbereich (n=17) umfasste alle Patienten mit einer Leukozytenzahl
zwischen 3,9-10,2 x 10%/1, die Gruppe Leukozytose (n=18) umfasste alle Patienten mit einer
Leukozytenzahl >10,2 x 10%/1. Die nicht normalverteilten Gruppen wurden mittels des Mann-
Whitney-U-Tests beziiglich der Phagozytoseaktivitit von Neutrophilen Granulozyten und
Monozyten verglichen. Es wurde ein Signifikanzniveau von p<0,05 festgelegt. Die Einteilung
der Gruppen erfolgte auf Grundlage der gemessenen Routinelaborwerte der Leukozyten des

jeweiligen Tages der Blutentnahme.
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Abbildung 12: Box Plot mit der Anzahl phagozytierender Neutrophiler [%] getrennt nach unterschiedlicher

Leukozytenzahl

Mit den Gruppen Normbereich (n=17) und Leukozytose (n=18). Dargestellt sind der Median (Zentralwert), 1. und
3. Quartil (25%- und 75%-Perzentil), Minimum und Maximum sowie Ausreif3er (°).

Tabelle 10: Deskriptive Statistik phagozytierender Neutrophiler der Gruppen Normbereich und
Leukozytose mit Mittelwert (MW), Standardabweichung (SD), Median, 25%- und 75%-Perzentil

Gruppe Mw SD Median 25%-Perzentil | 75%-Perzentil
Normbereich |82% 18% 88% 75% 95%
Leukozytose |85% 12% 88% 81% 94%

In der Auswertung der phagozytierenden Neutrophilen [%] lieBen sich keine statistisch

signifikanten Unterschiede im Gruppenvergleich darstellen (p=0,782).
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Abbildung 13: Box Plot der GeoMean-Werte Neutrophiler getrennt nach unterschiedlicher Leukozytenzahl

Mit den Gruppen Normbereich (n=17) und Leukozytose (n=18). Dargestellt sind der Median (Zentralwert), 1. und
3. Quartil (25%- und 75%-Perzentil), Minimum und Maximum.

Tabelle 11: Deskriptive Statistik des GeoMean-Werts der Neutrophilen der Gruppen Normbereich und
Leukozytose mit Mittelwert (MW), Standardabweichung (SD), Median, 25%- und 75%-Perzentil

Gruppe MW SD Median 25%-Perzentil |75%-Perzentil
Normbereich | 737 631 642 182 1.100
Leukozytose | 788 686 518 285 1.293

Es zeigten sich keine statistisch signifikanten Unterschiede im Gruppenvergleich der

GeoMean-Werte der Neutrophilen (p=0,782).
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4 Ergebnisse
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Abbildung 14: Box Plot mit der Anzahl phagozytierender Monozyten [%] getrennt nach unterschiedlicher
Leukozytenzahl

Mit den Gruppen Normbereich (n= 17) und Leukozytose (n=18). Dargestellt sind der Median (Zentralwert), 1. und
3. Quartil (25%- und 75%-Perzentil), Minimum und Maximum.

Tabelle 12: Deskriptive Statistik phagozytierender Monozyten der Gruppen Normbereich und Leukozytose
mit Mittelwert (MW), Standardabweichung (SD), Median, 25%- und 75%-Perzentil

Gruppe Mw SD Median 25%-Perzentil | 75%-Perzentil
Normbereich |74% 13% 73% 66% 83%
Leukozytose |83% 10% 83% 76% 91%

Bei Anbetracht der phagozytierenden Monozyten [%] lieBen sich keine signifikanten
Unterschiede im Gruppenvergleich darstellen (p=0,067).
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Abbildung 15: Box Plot der GeoMean-Werte der Monozyten getrennt nach unterschiedlicher

Leukozytenzahl

Mit den Gruppen Normbereich (n=17) und Leukozytose (n=18). Dargestellt sind der Median (Zentralwert), 1. und
3. Quartil (25%- und 75%-Perzentil), Minimum und Maximum.

Tabelle 13: Deskriptive Statistik des GeoMean-Werts der Monozyten der Gruppen Normbereich und
Leukozytose mit Mittelwert (MW), Standardabweichung (SD), Median, 25%- und 75%-Perzentil

Gruppe MW SD Median 25%-Perzentil | 75%-Perzentil
Normbereich |292 258 196 86 456
Leukozytose |416 285 346 165 613

Die statistische Auswertung der GeoMean-Werte der Monozyten ergab keine signifikanten

Unterschiede im Gruppenvergleich (p=0,126).

Insgesamt zeigten sich fiir die Neutrophilen und Monozyten bei allen Vergleichen der

Phagozytosewerte der Gruppen Normbereich und Leukozytose dhnliche Werte.
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4 Ergebnisse

4.3.1.1. Korrelation von Leukozytenzahl und Phagozytose-Werten

Um eine mogliche Korrelation zwischen der Leukozytenzahl und den Phagozytosewerten
darzustellen, wurde der Test nach Spearman angewandt. Es wurde ein Signifikanzniveau von
p<0,01 angegeben. Es konnte keine statistisch signifikante Korrelation zwischen den
Phagozytosewerten und der Leukozytenzahl dargestellt werden (phagozytierende Neutrophile
p=0,745; GeoMean Neutrophile p=0,753; Phagozytierende Monozyten p=0,022; GeoMean
Monozyten p=0,078).
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4 Ergebnisse

4.3.2  Vergleich der CRP- und Phagozytosewerte

69%
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B CRP-Wert >5 mg/I

Abbildung 16: Kreisdiagramm mit der Gruppeneinteilung anhand des CRP-Wertes in CRP-Wert <5 mg/l
(n=11) und CRP-Wert >5 mg/l (n=24)

Die Patientengruppe wurde anhand des CRP-Werts in zwei Gruppen eingeteilt (Abb. 16). Die
Gruppeneinteilung erfolgte auf Grundlage der an dem jeweiligen Tag der Blutentnahme
gemessenen CRP-Werte des abgenommenen Routinelabors. Die erste Gruppe umfasste alle
Patienten mit einem CRP-Wert <5 mg/l (n=11), was dem Normbereich entspricht. Die zweite
Gruppe schloss alle Patienten mit einem CRP-Wert >5 mg/l (n=24) ein, welcher auf ein
erhohtes Entziindungsgeschehen im Korper hindeutet. Die nicht normalverteilten Gruppen
wurden mittels des Mann-Whitney-U-Tests beziiglich der Phagozytoseaktivitit von
Neutrophilen und Monozyten verglichen. Es wurde ein Signifikanzniveau von p<0,05

festgelegt.
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Mit den Gruppen CRP <5 mg/l (n=11) und CRP >5 mg/l (n=24). Dargestellt sind der Median (Zentralwert), 1. und

CRP > 5mgll
Abbildung 17: Box Plot mit der Anzahl phagozytierender Neutrophiler

3. Quartil (25%- und 75%-Perzentil), Minimum und Maximum sowie Ausreif3er (°).

Tabelle 14: Deskriptive Statistik phagozytierender Neutrophiler der Gruppen CRP <5 mg/l und CRP >5§

[e]

mg/l mit Mittelwert (MW), Standardabweichung (SD), Median, 25%- und 75%-Perzentil

Gruppe MW SD Median 25%-Perzentil |75%-Perzentil
<5 mg/l 84% 19% 95% 71% 97%
>5 mg/1 83% 14% 87% 75% 93%

In der Auswertung der phagozytierenden Neutrophilen [%] lieBen sich keine statistisch

signifikanten Unterschiede im Gruppenvergleich darstellen (p=0,390).
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Abbildung 18: Box Plot mit den GeoMean-Werten Neutrophiler getrennt nach unterschiedlichem CRP-
Wert

Mit den Gruppen CRP <5 mg/l (n=11) und CRP >5 mg/l (n=24). Dargestellt sind der Median (Zentralwert), 1. und
3. Quartil (25%- und 75%-Perzentil), Minimum und Maximum.

Tabelle 15: Deskriptive Statistik des GeoMean-Werts der Neutrophilen der Gruppen CRP <5 mg/l und
CRP >5 mg/l mit Mittelwert (MW), Standardabweichung (SD), Median, 25%- und 75%-Perzentil

Gruppe MW SD Median 25%-Perzentil |75%-Perzentil
<5 mg/l 931 750 1.055 114 1.549
>5 mg/1 686 601 518 192 1.073

Bei den GeoMean-Werten der Neutrophilen konnte in der Auswertung kein statistisch

signifikanter Unterschied festgestellt werden (p=0,517).
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Mit den Gruppen CRP <5 mg/l (n=11) und CRP >5 mg/l (n=24). Dargestellt sind der Median (Zentralwert), 1. und

CRP<5mgl/l

CRP>=5mgl/l
Abbildung 19: Box Plot mit der Anzahl phagozytierender Monozyten [%] getrennt nach unterschiedlichem

3. Quartil (25%- und 75%-Perzentil), Minimum und Maximum sowie Ausreifler (°).

Tabelle 16: Deskriptive Statistik phagozytierender Monozyten der Gruppen CRP <5 mg/l und CRP >5 mg/l
mit Mittelwert (MW), Standardabweichung (SD), Median, 25%- und 75%-Perzentil

Gruppe MW SD Median 25%-Perzentil |75%-Perzentil
<S5 mg/l 78% 12% 81% 73% 84%
>5 mg/l 79% 12% 82% 69% 90%

Es ergaben sich keine statistisch signifikanten Unterschiede im Gruppenvergleich hinsichtlich

der phagozytierenden Monozyten [%] (p=0,847).
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Abbildung 20: Box Plot mit den GeoMean-Werten der Monozyten getrennt nach unterschiedlichem CRP-

Wert

Mit den Gruppen CRP <5 mg/l (n=11) und CRP >5 mg/l (n=24). Dargestellt sind der Median (Zentralwert), 1. und
3. Quartil (25%- und 75%-Perzentil), Minimum und Maximum.

Tabelle 17: Deskriptive Statistik des GeoMean-Werts der Monozyten der Gruppen CRP <5 mg/l und CRP

CRP = 5 magll

CRP =5 magll

>5 mg/l mit Mittelwert (MW), Standardabweichung (SD), Median, 25%- und 75%-Perzentil

Gruppe MW SD Median 25%-Perzentil |75%-Perzentil
<5 mg/l 343 257 296 124 504
>5 mg/1 362 289 286 113 536

Die Auswertung der GeoMean-Werte der Monozyten stellte keine statistisch signifikanten

Unterschiede im Gruppenvergleich dar (p=1,00).

Insgesamt zeigten sich fiir die Neutrophilen und Monozyten bei allen Vergleichen der

Phagozytosewerte der Gruppen CRP <5 mg/l und CRP >5 mg/l dhnlich hohe Werte.
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4 Ergebnisse

4.3.2.1 Korrelation von CRP-Wert und Phagozytoseaktivitat

Zur Darstellung einer moglichen Korrelation zwischen dem CRP-Wert im Blut der CF-
Patienten und den gemessenen Phagozytosewerten diente der Test nach Spearman. Es wurde
ein Signifikanzniveau von p<0,01 festgelegt. In der Auswertung ergab sich keine statistisch
signifikante Korrelation zwischen den Phagozytosewerten und dem CRP-Wert im Blut
(phagozytierende Neutrophile p=0,214; GeoMean Neutrophile p=0,280, Phagozytierende
Monozyten p=0,964; GeoMean Monozyten p=0,692).
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4.3.3 Vergleich der Keimbesiedlung und der Phagozytosewerte
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OMehrfachbesiedlung

Abbildung 21: Kreisdiagramm der Keimbesiedlung innerhalb der Patientengruppe

Mit den Gruppen Pseudomonas aeruginosa (n=16), Staphylokokken (MSSA, MRSA) (n=8), Burkholderia cepacia
(n=1), Mehrfachbesiedlung (n=6)

Die Patienten wurden in Hinblick auf die Keimbesiedlung in unterschiedliche Gruppen
eingeteilt (Abb. 21). Der Grofiteil der Patienten verzeichnete eine Einzelbesiedlung mit
Pseudomonas aeruginosa (PSAE) (n=16) oder Staphylokokken (Methicillin-sensibler
Staphylococcus aureus (MSSA), Methicillin-resistenter Staphylococcus aureus (MRSA))
(n=8). Auch Burkholderia cepacia kam einzeln vor (n=1). Bei einigen der Erkrankten konnte
eine Mehrfachbesiedlung mit einer Mischflora aus Pseudomonas aeruginosa oder
Staphylokokken und Stenothrophomonas maltophilia (n=2), Scedosporium prolificans (n=1),
Scedosporium apiospermum (n=1), Burkholderia gladioli (n=1) oder E. coli (n=I)
nachgewiesen werden. Auch Mischinfektionen, lediglich aus Pseudomonas aeruginosa und

Staphylokokken bestehend, lagen vor (n=4).

Da sich bei der Keimbesiedlung insgesamt ein recht heterogenes Bild darstellte, konzertierte
sich die statistische Auswertung vorwiegend auf die zwei bedeutendsten Gruppen im
Zusammenhang mit der Zystischen Fibrose, Pseudomonas aeruginosa (n=16) und
Staphylokokken (MRSA, MSSA) (n=8), welche beziiglich ihrer Phagozytosewerte miteinander

verglichen wurden.
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Abbildung 22: Box Plot der Anzahl phagozytierender Neutrophiler [%] getrennt nach unterschiedlicher

Keimbesiedlung

Mit den Gruppen PSAE (n=16) und Staphylokokken (n=8). Dargestellt sind der Median (Zentralwert), 1. und 3.
Quartil (25%- und 75%-Perzentil), Minimum und Maximum sowie Ausreif3er (°).

Tabelle 18: Deskriptive Statistik phagozytierender Neutrophiler der Gruppen PSAE und Staphylokokken
mit Mittelwert (MW), Standardabweichung (SD), Median, 25%- und 75%-Perzentil

Gruppe Mw SD Median 25%-Perzentil |75%-Perzentil
PSAE 78% 15% 83% 70% 87%
Staphylokokken |89% 9% 91% 87% 95%
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Abbildung 23: Box Plot der GeoMean-Werte Neutrophiler getrennt nach unterschiedlicher Keimbesiedlung

Mit den Gruppen PSAE (n=16) und Staphylokokken (n=8). Dargestellt sind der Median (Zentralwert), 1. und 3.
Quartil (25%- und 75%-Perzentil), Minimum und Maximum sowie Ausreif3er (°).

Tabelle 19: Deskriptive Statistik des GeoMean-Werts der Neutrophilen der Gruppen PSAE und
Staphylokokken mit Mittelwert (MW), Standardabweichung (SD), Median, 25%- und 75%-Perzentil

Gruppe MW SD Median 25%-Perzentil |75%-Perzentil
PSAE 492 566 317 103 657
Staphylokokken | 813 471 848 440 1.197

In der Auswertung der Neutrophilen zeigten sich zwar verminderte Phagozytosewerte in der

PSAE-Gruppe im Vergleich zur Staphylokokkengruppe, jedoch konnten in der statistischen

Analyse keine statistisch signifikanten Unterschiede, weder fiir die Anzahl phagozytierender

Neutrophiler (p=0,052) noch fiir die GeoMean-Werte der Neutrophilen (p=0,070), zwischen

beiden Gruppen dargestellt werden.

Laura Leuer

Seite 45




4 Ergebnisse

100%

a0%

80%

T0%

Phagozytierende Monozyten [%]

60%

S0%

Staphylokokken

Abbildung 24: Box Plot der Anzahl phagozytierender Monozyten [%)] getrennt nach unterschiedlicher

Keimbesiedlung

Mit den Gruppen PSAE (n=16) und Staphylokokken (n=8). Dargestellt sind der Median (Zentralwert), 1. und 3.
Quartil (25%- und 75%-Perzentil), Minimum und Maximum.

Tabelle 20: Deskriptive Statistik phagozytierender Monozyten der Gruppen PSAE und Staphylokokken
mit Mittelwert (MW), Standardabweichung (SD), Median, 25%- und 75%-Perzentil

Gruppe Mw SD Median 25%-Perzentil |75%-Perzentil
PSAE 72% 12% 70% 66% 81%
Staphylokokken |87% 6% 88% 82% 91%

Laura Leuer

Seite 46



4 Ergebnisse

1000

B00

600

400

GeoMean Monozyten

200

PSAE Staphylokokken

Abbildung 25: Box Plot der GeoMean-Werte der Monozyten getrennt nach unterschiedlicher
Keimbesiedlung

Mit den Gruppen PSAE (n=16) und Staphylokokken (n=8). Dargestellt sind der Median (Zentralwert), 1. und 3.
Quartil (25%- und 75%-Perzentil), Minimum und Maximum sowie Extremwerte (*).

Tabelle 21: Deskriptive Statistik des GeoMean-Werts der Monozyten der Gruppen PSAE und
Staphylokokken mit Mittelwert (MW), Standardabweichung (SD), Median, 25%- und 75%-Perzentil

Gruppe MW SD Median 25%-Perzentil | 75%-Perzentil
PSAE 217 229 130 87 288
Staphylokokken | 552 279 553 324 757

In der Auswertung der Phagozytosewerte der Monozyten lieen sich hingegen statistisch
signifikante Unterschiede sowohl fiir die Anzahl der phagozytierenden Monozyten [%]
(p=0,005) als auch fiir die GeoMean-Werte der Monozyten (p=0,003) darstellen. Die
Phagozytosewerte fielen in der Gruppe mit PSAE-Besiedlung deutlich geringer aus im
Vergleich zur Gruppe mit Staphylokokkenbesiedlung.

Hierbei ist jedoch zu beachten, dass es sich innerhalb der Gruppen um sehr kleine Fallzahlen

handelte.
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4.4 Stimulationsversuche
4.4.1 Versuch 1: Pilotversuch

Neutrophile Granulozyten

Tabelle 22: Experimentelle Stimulation der Neutrophilen Granulozyten mit phagozytierenden Zellen und
GeoMean-Werten nach 4 h und 16 h Inkubation mit Stimulanzien

Probe 4h 16 h 4h 16 h
Phagozytierende Phagozytierende GeoMean | GeoMean
Zellen [%)] Zellen [%)]

Ohne Zusatz | 83% 90% 217 453

LPS 1 ng/ml 94% 86% 670 411

LPS 10 ng/ml | 94% 92% 764 616

LPS 100 ng/ml | 95% 91% 772 610

MALP-2 91% 93% 471 665

PMA 81% 46% 203 23

Proleukin® 86% 90% 268 430

Bei den Neutrophilen Granulozyten zeigte sich bei dem Zusatz mit PMA keine Verbesserung
der Phagozytoseaktivitit. In allen Messungen wurden zum Teil deutlich geringere Werte als in
der Probe ohne Zusatz gemessen, insbesondere nach 16 h Inkubation. Auch fiir die Proleukin®-
Probe konnte keine bedeutsame Erhohung der Phagozytose erfasst werden. In allen Proben die

mit LPS und MALP-2 inkubiert wurden, liel3 sich eine erh6hte Phagozytoseaktivitét darstellen.

Monozyten

Tabelle 23: Experimentelle Stimulation der Monozyten mit phagozytierenden Zellen und GeoMean-Werten
nach 4 h und 16 h Inkubation mit Stimulantien

Probe 4h 16 h 4h 16 h
Phagozytierende Phagozytierende GeoMean | GeoMean
Zellen [%)] Zellen [%)]

Ohne Zusatz | 90% 88% 387 480

LPS 1 ng/ml 87% 83% 369 340

LPS 10 ng/ml | 87% 90% 351 507

LPS 100 ng/ml | 85% 86% 324 487

MALP-2 89% 89% 394 555

PMA 42% 23% 14 7

Proleukin® 83% 90% 244 474
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Bei den Monozyten zeigten sich in der Probe mit Proleukin® als Zusatz keine nennenswerten
Veranderungen in der Phagozytoseaktivitit im Vergleich zu der Probe ohne Zusatz. Alle Werte
waren tendenziell erniedrigt. Gleiches lie sich fiir die Probe mit PMA als Zusatz darstellen.
Eine verbesserte Phagozytose zeichnete sich hingegen insbesondere in der Probe mit MALP-2
Zusatz sowie den Proben mit LPS ab. Aufgrund der Ergebnisse des Pilotversuchs wurden

zusdtzlich drei weitere Proben mit den Stimulanzien LPS 100 ng/ml und MALP-2.

4.4.2  Versuch 2: Proben ohne Zusatz, LPS 100 ng/ml und MALP-2

Neutrophile Granulozyten

Phagozyvtierende Zellen [%]

Tabelle 24: Deskriptive Statistik der Anzahl phagozytierender Neutrophiler der Proben ohne Zusatz, mit
LPS-Zusatz und MALP-2-Zusatz

4h 16 h
Proband |ohne LPS 100 ng/ml | MALP-2 |ohne LPS 100 ng/ml | MALP-2
Zusatz Zusatz

1 84% 94% 92% 95% 97% 98%

2 78% 97% 94% 76% 84% 82%

3 79% 95% 85% 95% 94% 98%

4 83% 95% 91% 90% 91% 93%
MW 81% 95% 91% 89% 92% 93%

SD 3% 1% 4% 9% 6% 8%

GeoMean-Werte

Tabelle 25: Deskriptive Statistik der GeoMean-Werte der Neutrophilen der Proben ohne Zusatz, mit LPS-
Zusatz und MALP-2-Zusatz

4 h 16 h
Proband |ohne LPS 100 ng/ml | MALP-2 |ohne LPS 100 ng/ml | MALP-2
Zusatz Zusatz

1 300 1.090 546 878 1.160 1.190

2 158 625 624 139 254 230

3 221 1.247 374 1.061 1.148 1.637

4 217 772 471 453 610 665

MW 224 933 503 633 793 930

SD 58 285 107 416 441 613
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Vergleicht man die drei Gruppen untereinander féllt auf, dass im Mittel die Neutrophilen-Werte
der Proben mit LPS- und MAPL-2-Zusatz in der 4 h sowieso 16 h Inkubation hoher ausfielen
als die der Proben ohne Zusatz. Dies lief3 sich sowohl fiir die GeoMean-Werte als auch fiir die
Anzahl der phagozytierenden Zellen feststellen. Nach 4 h lag der GeoMean-Mittelwert ohne
Zusatz bei 224 (SD=58) im Vergleich zum LPS GeoMean-Mittelwert von 933 (SD=285) und
MALP-2 GeoMean-Mittelwert von 503 (SD=107). Nach 16 h zeigte sich in der Probe ohne
Zusatz zwar ein hoherer Mittelwert als nach 4 h, dieser war jedoch mit 633 (SD=416) geringer
als der der LPS-Proben mit einem Mittelwert von 793 (SD=441) und der MALP-2-Proben mit
einem Mittelwert von 930 (SD=613).

Bei Anbetracht lediglich der beiden Stimulanzien zeigte sich bei den Neutrophilen, dass der
GeoMean-Mittelwert der LPS-Proben nach 4 h Inkubation mit 993 (SD=285) deutlich héher
ausfiel als der der MALP-2-Proben mit 503 (SD=107). Allerdings fiel der GeoMean-Mittelwert
in der 16 h Inkubation bei den LPS-Proben leicht auf 793 (SD=441) ab, wihrend er bei den
MALP-2-Proben auf 930 (SD=613) anstieg. Nach 4 h Inkubation ist im Mittel die Anzahl der
phagozytierenden Neutrophilen der LPS-Proben bei 95% (SD=1%), die der MALP-2-Gruppe
etwas niedriger mit 91% (SD=4%). Hier zeigte sich jedoch in der 16 h Inkubation erneut, dass
der Mittelwert der LPS-Proben etwas abfillt auf 92% (SD=6%) und der der MALP-2-Proben
etwas ansteigt auf 93% (SD=8%)

Monozyten

Phagozvtierende Zellen [%]

Tabelle 26: Deskriptive Statistik der Anzahl phagozytierender Monozyten der Proben ohne Zusatz, mit
LPS-Zusatz und MALP-2-Zusatz

4h 16 h
Proband |ohne LPS 100 ng/ml | MALP-2 |ohne LPS 100 ng/ml | MALP-2
Zusatz Zusatz

1 76% 82% 81% 87% 88% 90%

2 80% 87% 86% 86% 87% 78%

3 81% 96% 87% 96% 90% 93%

4 90% 85% 89% 88% 86% 89%
MW 82% 88% 86% 89% 88% 88%

SD 6% 6% 3% 5% 2% 7%
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GeoMean-Werte

Tabelle 27: Deskriptive Statistik der GeoMean-Werte der Monozyten der Proben ohne Zusatz, mit LPS-
Zusatz und MALP-2-Zusatz

4h 16 h
Proband |ohne LPS 100 ng/ml | MALP-2 |ohne LPS 100 ng/ml | MALP-2
Zusatz Zusatz

1 212 329 282 597 522 715

) 256 453 410 377 527 216

3 288 913 444 1.198 791 1.257

4 387 324 394 480 487 555

MW 286 505 383 663 582 686

SD 74 278 70 368 141 434

In der Auswertung der drei Gruppen fiel der GeoMean-Mittelwert der Monozyten der LPS- und
MALP-2-Proben in der 4 h Inkubation deutlich héher aus als zu der Probe ohne Zusatz, von
286 (SD=74) im Vergleich zu 505 (SD=278), LPS-Proben bzw. 383 (SD=70), MALP-2-
Proben. Nach 16 h zeigten sich jedoch nur geringere bis fallende GeoMean-Mittelwerte. Bei
der Probe ohne Zusatz ergab sich ein Mittelwert von 663 (SD=368) zu 582 (SD=141) bei den
LPS-Proben und 686 (SD=434) bei den MALP-2-Proben. Ahnliches stellte sich fiir die Anzahl
an phagozytierenden Zellen dar. Wahrend in der 4 h Inkubation die Mittelwerte mit 82%
(SD=6%) ohne Zusatz zu 88% (SD=6%) der LPS-Proben und 86% (SD=3%) der MALP-2-
Proben stiegen, bleiben sie in 16 h Inkubation alle auf einem fast gleichen Niveau von 89%
(SD=5%) in der Probe ohne Zusatz und 88% (SD=2%) bei der LPS- sowie 88% (SD=6%) der
MALP-2-Proben.

Im Vergleich der Stimulanzien untereinander prasentierten sich die GeoMean-Mittelwerte der
Monozyten der LPS-Proben nach 4 h mit 505 (SD=278) hoher als die der MALP-2-Proben mit
383 (SD=70). Nach 16 h stiegen die Mittelwerte der LPS-Proben mit 582 (SD=141) allerdings
geringer an als die der MALP-2-Proben mit 686 (SD=434). Im Mittel blieb die Anzahl der
phagozytierenden Monozyten bei den LPS-Proben mit 88% (SD=6%) sowohl nach 4 h als auch
mit 88% (SD=2%) nach 16 h gleich. Bei den MALP-2-Proben waren es im Mittel 86%
(SD=3%) nach 4h und 88% (SD=7%) nach 16 h.
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5 Diskussion

5.1 Diskussion der Methodik

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Phagozytoseaktivtit von Neutrophilen
Granulozyten sowie von Monozyten in vendosem Vollblut bei Patienten mit CFTR-Gen
Mutation erneut zu untersuchen. Der angewandte Test diente zur Bestimmung des ersten
Schrittes der Phagozytose, der Aufnahme des Pathogens in die Zelle. Es wurde untersucht, wie
viel Prozent der Zellen phagozytieren und wie viele Bakterien pro phagozytierende Zelle
aufgenommen werden (GeoMean-Wert). Weiterhin sollte herausgefunden werden, ob eine
experimentelle Stimulation des Immunsystems, durch die Zugabe von Bakterienbestandteile
beziehungsweise Immunmodulatoren zu vendsem Blut, eine zusétzliche Steigerung der basalen

Phagozytoseaktivitdt bewirken kann.

In dieser Studie werden Ergebnisse zur Phagozytoseaktivitit priasentiert, die mittels FITC-
markierten E. coli Bakterien inkubiert wurden. Das verwendete Test-Kit PHAGOTEST™ ist
ein standardisiertes Verfahren, welches bereits im Labor des Anatomischen Instituts Homburg
fiir die Untersuchung von phagozytierenden Zellen bei mit Zigarettenrauch ausgesetzten
Maiusen erfolgreich Verwendung fand (Voss et al. 2015). Der Vorteil des Verfahrens besteht
darin, dass alle Zwischenschritte des Tests bei jeder Probe standardisiert ablaufen und somit
vergleichbare Ergebnisse liefern. Bei allen Blutproben wurden die vom Hersteller
vorgeschriebenen Zeiten und Temperaturen sowie auch die Einstellungen der verwendeten
Gerdte wie Zentrifuge, Wasserbad und Durchflusszytometer bei allen Messungen exakt
eingehalten. Die Blutproben wurden bis zur Weiterverarbeitung bei 6°C im Kiihlschrank
gelagert, da nicht alle Proben direkt gemessen wurden, aber bei einer vergleichbaren
Temperatur gelagert werden sollten, um moglichst einheitliche Untersuchungsbedingungen zu
schaffen. Diese Vorgehensweise wurde nicht explizit empfohlen, jedoch nach Riicksprache mit

dem Hersteller des Tests als nicht problematisch angesehen.

Bei dem zur Inkubation und Phagozytose-Messung verwendeten Bakterium handelte es sich
um E. coli. Eine Uberlegung wiire ein anderes opsoniertes Bakterium zu verwenden, welches
hdufiger in der Lunge von CF-Patienten eine Rolle spielt. E. coli ist ein gramnegatives
Bakterium, welches zur natiirlichen Darmflora des Menschen gehort. Einige Stimme werden

insbesondere mit Infektionen des Urogenitaltraktes, aber auch mit sekundiren Bakteridmien
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und gegebenenfalls einer Sepsis in Verbindung gebracht. Zudem existieren unterschiedliche
darmpathogene Serotypen (Stenutz et al. 2006). Selten werden Lungeninfektionen mit diesem
Pathogen assoziiert, sie konnen jedoch ebenfalls durch E. coli hervorgerufen werden (Ruiz et
al. 2008). In einer Studie konnte im Sputum und Rachenabstrich von CF-Patienten E. coli in
bis zu 25% einmalig sowie in 11% in einen Zeitraum iiber 6 Monate hinaus nachgewiesen
werden (Barillova et al. 2014). Zwar sind E. coli Infektionen in der Lunge von CF-Patienten
beschrieben (Seidmon et al. 1975), sie gehen aber nicht mit einem schlechteren Outcome einher
(Edwards et al. 2020). Besiedlungen mit Staphylokokken oder Pseudomonaden treten in der
Regel hdufiger auf und stellen weiterhin die Hauptproblemkeime in Bezug auf chronische

Infektionen und Lungenverschlechterung dar (Lipuma 2010; Dasenbrook et al. 2010).

Des Weiteren wire eine Phagozytosebestimmung von Monozyten/Makrophagen und
Neutrophilen direkt aus dem Lungengewebe, gewonnen durch eine Bronchoalveoldre Lavage
(BAL), nochmals interessant gewesen. Dieses Verfahren ist allerdings nicht nur aufwendiger
und unangenehmer fiir die Patienten, sondern auch im Rahmen einer Studie mit iiberschaubarer
Patientenanzahl wie dieser, schwierig zu realisieren. Wie bereits eingangs erwahnt, leiden an
Zystischer Fibrose erkrankte Kinder oft kurz nach der Geburt an einer bakteriellen
Mehrfachbesiedlung der Lunge, welche darauf schlieBen lassen konnte, dass generelle
Veranderungen in den Leukozyten bestehen. Durch die Tatsache, dass die Immunzellen aus
dem peripheren Blut durch Entziindungsmediatoren getriggert in die Lunge einwandern, ist
davon auszugehen, dass die Zellen aus dem Blut zumindest in einem gewissen Umfang denen
in der Lunge dhnlich sind und schon bei Eintritt in das entsprechende Gewebe Defekte
aufweisen konnten. Das Ziel war es zu eruieren, ob die phagozytierenden Immunzellen schon
vor Eintritt in die Lunge eine Verdnderung in ihrer Phagozytoseaktivitit aufweisen. Daher

wurde fiir diese Arbeit peripheres vendses Vollblut verwendet.

5.2  Patientenkollektiv

Die Mukoviszidose Sprechstunde erfasste im Zeitraum der Probengewinnung ca. 35-40
Patienten. In dieser Arbeit war die Gruppe, der an Zystischer Fibrose erkrankten Patienten, auf
eine geringe Anzahl beschrdnkt. Dies lag einerseits daran, dass es sich um eine genetische

Erkrankung handelt sowie andererseits, dass lediglich eine einzige Klinik betrachtet wurde.

Laura Leuer Seite 53



5 Diskussion

Zusétzlich kam es dazu, dass Patienten ihre Ambulanztermine nicht einhielten oder ohne
Terminabsage nicht erschienen sind. Durch die Wiedereinbestellung der Patienten in
unterschiedlichen zeitlichen Intervallen, je nach Krankheitsaktivitit, kam es des Ofteren zu
Kollisionen der Ambulanzzeiten mit Pflichtveranstaltungen der Universitét, sodass manche
Patienten nicht oder nicht an dem vorgesehen Datum wahrgenommen werden konnte. Da einige
Patienten bereits durch vorherige Blutentnahmeanfragen anderer Doktoranden belegt waren,
konnte die Blutentnahme nicht oder nicht immer am angedachten Termin durchgefiihrt werden.

Auch wurde die Teilnahme an der Studie durch eine Patientin abgelehnt.

In Deutschland sind derzeit etwa 8.000 gemeldete Patienten an Zystischer Fibrose erkrankt. Die
Versorgung der Patienten ist auf momentan circa 100 CF-Einrichtungen bundesweit verteilt
(Mukoviszidose e.V. 2020). Eine groB3 angelegte Multi-Center Studie mit hunderten von
Patienten wiirde eventuelle Unterschiede zwischen Mukoviszidose-Patienten und einer
gesunden Kontrollgruppe aufzeigen und konnte durch eine hohere Patientenzahl gegebenenfalls

den Vergleich unterschiedlicher Mutationen in Hinblick auf die Phagozytoseaktivitit zulassen.

Bezogen auf die erhobenen Patientendaten sind die vorwiegende Besiedlung mit Pseudomonas
aeruginosa und Staphylokokken mit der Literatur deckungsgleich, sowie auch das vereinzelte
Auftreten von weiteren Problemkeimen wie Burkholderia Cepacia Komplex oder
Stenotrophomonas maltophilia (Lipuma 2010; Amin und Waters 2016; Regan und Bhatt 2014).
Ebenfalls lieB sich bei den meisten der Patienten eine homozygote oder heterozygote Mutation
fiir die Deletion von AF508 nachweisen (n=31) und nur einzelne weitere Mutationen, was
ebenfalls typisch ist (Lao et al. 2003). In der CF-Patientengruppe dieser Arbeit wurden etwas
mehr Frauen als Minner betrachtet. Generell ldsst sich bei der Zystischen Fibrose keine
nennenswerte Geschlechterbevorzugung feststellen (Bremer et al. 2019). Der Adlteste
Mukoviszidose Patient war zum Zeitpunkt der Messung 44 Jahre. Die steigende
Lebenserwartung, welche auf die verbesserte Prognose durch Fortschritte in der medizinischen
Versorgung zuriickzufiihren ist, ist auch insgesamt unter CF-Patienten seit einigen Jahren zu

beobachten (Dodge et al. 2007; Bremer et al. 2019; Marshall et al. 2019).
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5.3  Diskussion der Ergebnisse
5.3.1  Vergleich der Patienten- und Kontrollgruppe

Unter Verwendung des standardisierten PHAGOTEST™ mit E. coli lieBen sich keine
signifikanten Unterschiede in der Phagozytoseaktivitdt zwischen CF-Patienten und einer
gesunden Kontrollgruppe darstellen. Weder in der Gruppe der Neutrophilen Granulozyten noch
in der Gruppe der Monozyten fiir die Prozentzahl der phagozytierenden Zellen und die Anzahl
der aufgenommenen Bakterien pro Zelle. Die Ergebnisse stirken somit nicht die Hypothese
einer generell verminderten Phagozytoseaktivitdt bei Immunzellen aus dem peripheren Blut

von Mukoviszidose Patienten.

Inwiefern das CFTR-Protein in Neutrophilen nachweisbar ist, wird weiterhin diskutiert (van de
Weert-van Leeuwen et al. 2013; Painter et al. 2006). Dass intrazelluldre Veranderungen der
pH-Wert Regulation und der Degranulation in Neutrophilen an einer verdnderten
Immunantwort bei CF-Pateinten beteilig sein konnte, wurde bereits des Ofteren beschrieben
(Coakley et al. 2000; Painter et al. 2006; Hayes et al. 2011; Zhou et al. 2013). In einer Studie
am murinen Modell zeigte sich bei einer CFTR-Mutation ohne Exon 10, dhnlich der hdufigsten
Mutation AF508, dass das CFTR-Protein bei Neutrophilen nicht in den Phagosomen eingebaut
wurde. Dies hatte eine verminderte intraphagosomale HOCI (hypochlorige Séure) Produktion
und damit einhergehende verminderte Abtotung von Pathogenen in Neutrophilen zur Folge. Es
konnte demonstriert werden, dass hohe Dosen Pseudomonas aeruginosa in CFTR-negativen
Maiusen im Gegensatz zu einer gesunden Kontrollgruppe zu einer erhdhten Mortalitét fiithrten.
Die CFTR-negative Gruppe zeigte Symptome der ineffizienten Immunabwehr wie es bei CF-
Patienten in der Lunge zu beobachten ist, welche sie anfalliger fiir Infektionen machen konnte
(Ng et al. 2014). Auch Dickerhof et al. stellten kiirzlich dhnliche Ergebnisse zu einer
verminderten HOCL-Produktion in den Phagosomen der Neutrophilen von CF-Patienten dar

(Dickerhof et al. 2019).

Die vorliegenden Ergebnisse unterstiitzen in Bezug auf Neutrophile Granulozyten die eingangs
erwihnte Hypothese von Tirouvanziam et al., dass die Immunzellen im Blut noch ihre normale
Funktion besitzen. Die Forschergruppe beschrieb, dass die Neutrophilen in der Lunge von CF-
Patienten zwar {liberlebensfihig zu sein scheinen, aber funktionsunfahig im Vergleich zu Zellen

aus dem peripheren Blut. Sie vermuteten, dass Neutrophile bei der Rekrutierung in die Lunge,
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vermutlich durch das spezielle Milieu der Lunge bedingt, ihre ,,Voreinstellung* und damit ihre
Funktion verdandern. Es konnte eine Verminderung der Phosphortyrosin-Level in der Lunge im
Vergleich zu Blut-Neutrophilen detektiert werden, welche auf einen post-aktivierten Zustand

der Neutrophilen in der Lunge hinzuweisen scheint (Tirouvanziam et al. 2008).

In Zusammenschau ist die Phagozytose der Neutrophilen Granulozyten bei CF-Patienten
vermutlich nicht durch eine verminderte Bakterienaufnahme, sondern vielmehr durch
abweichende intrazelluldre Prozesse verdandert und die Phagozytoseaktivitdt scheint in Hinblick

auf die bisher erhobenen Daten zumindest im peripheren Blut noch normal zu sein.

Bezogen auf Monozyten/Makrophagen konnte das CFTR-Protein grundsétzlich in
verschiedenen Studien in murinen sowie auch in humanen Monozyten/Makrophagen detektiert
werden (Sorio et al. 2011; Porto et al. 2011; van de Weert-van Leeuwen et al. 2013). Eine
Studie, welche Monozyten/Makrophagen von CF-Patienten mit der genetischen Mutation
AF508 homozygot untersuchte, fand heraus, dass die Immunzellen der CF-Patienten im
Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe eine reduzierte Phagozytose und Abtotungsrate von
Pseudomonas aeruginosa aufwies. Die verwendeten Monozyten wurden zuvor mithilfe eines
Kolonie-stimulierenden Faktors zu Makrophagen-dhnlichen Zellen aktiviert. Unter
Anwendung des CFTR-Korrektors Lumacaftor konnte die pathologischen Verdnderungen der
Phagozytose jedoch korrigiert werden (Barnaby et al. 2018). In einer dhnlichen Studie von
Zhang et al. wurde ebenfalls gezeigt, dass das CFTR-Protein am Phagozytoseprozess beteiligt
zu sein scheint. Die Forschergruppe zeigte, dass CFTR in Makrophagen exprimiert wird und
die Phagozytose von Makrophagen durch die Gabe von Ivacaftor, wenn auch nur geringfiigig,

insgesamt verbessert werden konnte (Zhang et al. 2018).

Eine Verminderung der Phagozytoseaktivitdt von Monozyten bei CF-Patienten im Vergleich
zu Gesunden konnte in der vorliegenden Arbeit jedoch nicht bestétig werden. Die Ergebnisse
festigen vielmehr die Arbeit von Porto et al., welche bei Makrophagen zu dem Ergebnis kamen,
dass die Phagozytoseaktivitdt, also die Aufnahme des Pathogens in die Zelle, normal
funktioniert, aber die Abtotung von Pseudomonas aeruginosa in der Zelle im Rahmen der
Phagozytose verdndert zu sein scheint. Fiir Thren Versuch wurden Monozyten aus peripherem
Blut, welche zu Makrophagen aktiviert wurden, verwendet. Die Rate an intrazellulér
iiberlebenden Bakterien fiel bei CF-Patienten signifikant hoher aus als in der gesunden

Kontrollgruppe (Porto et al. 2011). Di Brown et al. beschrieben ebenfalls eine normale
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Internalisierungsrate von Pathogenen und deuteten auf eine Verdnderung der intrazelluldren

Prozesse hin (Di et al. 2006).

Aufgrund dessen, dass in der vorliegenden Arbeit keine Verminderung in der Phagozytose
zwischen Gesunden und CF-Patienten vorlag, konnte unter Einbezug vergangener Studien eine
Schlussfolgerung sein, dass das CFTR-Protein die Phagozytoseaktivitidt der in die Lunge
eingewanderten und differenzierten Makrophagen, jedoch nicht die der Monozyten aus dem

peripheren Blut beeinflusst (Leuer et al. 2019).

5.3.2  Vergleiche innerhalb der Patientengruppe

Die Gruppe der CF-Patienten wurde anhand verschiedener Merkmale nochmals in
Untergruppen aufgeteilt, um festzustellen, ob bestimmte gemeinsame Merkmale einen
Unterschied in der Phagozytoseaktivitit von Neutrophilen Granulozyten bzw. Monozyten/
Makrophagen zeigt. Ausgewdhlte Faktoren, die betrachtet wurden, waren die
Entziindungsaktivitdt, bezogen auf die Leukozytenzahl und den CRP-Wert im peripheren Blut

der Patienten, sowie die bakterielle Besiedlung und der genetische Hintergrund.

In Bezug auf das Entziindungsgeschehen lieen sich weder fiir die Leukozytenzahlen noch fiir
die CRP-Werte im Blut signifikante Verdnderungen hinsichtlich der Phagozytosewerte
darstellen. Was vielmehr von Bedeutung zu sein scheint, ist die bakterielle Dauerbesiedlung
durch spezielle Keime. Van de Weert-van Leeuwen et al. zeigten, dass die Phagozytoseaktivitit
von Monozyten bei Mukoviszidose-Patienten bei der Verwendung von Pseudomonas
aeruginosa als opsonierende Substanz reduziert war. Sie beschrieben, dass das CFTR-Protein
in Monozyten fiir die Funktion von C11b bendtigt wird und somit wichtig fiir die optimale
Komplement-aktivierte Phagozytose und intrazelluldre Abtotung von Pseudomonas aeruginosa
ist (van de Weert-van Leeuwen et al. 2013). Aufgrund dessen, dass Pseudomonas aeruginosa,
wie eingangs beschrieben, einen der opportunistischen Hauptproblemkeime in der chronischen
Infektion bei der pulmonalen Beteiligung der Erkrankung darstellt, ist diese Entdeckung sehr
bedeutend. Die in dieser Dissertation erarbeiteten Ergebnisse konnten somit einen Hinweis
darauf geben, dass die Effekte der Erkrankung auf die Phagozytose von Monozyten spezifisch
fiir spezielle Pathogene sind. Aufgrund der geringen Fallzahl sind die Unterschiede in dieser

Arbeit zwischen peripheren Blutzellen von Patienten mit Pseudomonas aeruginosa- und
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Staphylokokkenbesiedlung jedoch mit Vorsicht zu interpretieren. Bezogen auf Pseudomonas
aeruginosa wurde ferner in einer vergangenen Studie berichtet, dass es die Autophagozytose
sowohl in humanen als auch in murinen Makrophagen stirkt, was zur Verminderung der
bakteriellen Phagozytose und interzelluldrer Abtdtung fiihrt. Diese Studie behandelte jedoch
nicht speziell Monozyten/Makrophagen von CF-Patienten. Die Zellen wurden aus dem
peripherem Blut entnommen und hatte somit nur in einem gewissen Umfang Kontakt mit dem

alveoldaren Milieu (Wu et al. 2016).

Auch der genetische Hintergrund konnte eine wichtige Rolle im verdnderten
Phagozytoseprozess spielen, da bei verschiedenen Mutationen keine oder eine gewisse
Restfunktion des CFTR-Proteins vorhanden ist. Die unterschiedlichen Gruppen der
Genmutationen waren in diesem Falle allerdings zu klein, um aussagekriftige Vergleiche
herstellen zu konnen. Der GroBteil der Patienten, aber nicht alle, wies eine Mutation des CFTR-
Gens in Form einer Deletion von F508 auf. Deriy et al. untersuchten an Alveolarmakrophagen
von Mausen der haufigsten CFTR-Genmutationen AF508 sowie der Mutation G551D,
mogliche Auswirkungen der Mutationen auf verschiedene mikrobizide Aspekte der
Makrophagen. Beide Mutationen zeigten im Gegensatz zur Kontrollgruppe eine verdnderte
lysosomale Ansduerung, einen Sekretionsdefekt sowie eine verminderte mikrobizide Fahigkeit

(Deriy et al. 2009).

Ein Vergleich zwischen den unterschiedlichen CFTR-Gen Mutationen und dem daraus
resultierenden Effekt auf die Phagozytoseaktivitit von Leukozyten, generell und auch bezogen
auf spezielle Erreger, ist noch nicht vollstindig gekldrt und wire ein interessanter Aspekt in

weiteren Studien eingehender zu untersuchen.
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5.4 Stimulationsversuche

In den Stimulationsversuchen konnte im Blut der Kontrollgruppe die basale Phagozytose durch
eine spezifische Stimulation experimentell zusitzlich gesteigert werden. Interessanterweise
lasst sich die Phagozytoserate, welche an sich bereits einen stimulierenden Prozess darstellt,
extern nochmals anregen. Aufgrund dessen, dass sich in dieser Arbeit bereits keine
signifikanten Unterschiede hinsichtlich der Phagozytoseaktivitdt zwischen CF-Patienten und
der gesunden Kontrollgruppe zeigte, ist fiir die CF-Gruppe von einem dhnlichen Ergebnis durch
Immunstimulanzien auszugehen. Ob dies einen Therapieansatz fiir die klinische Anwendung

darstellen konnte, ist jedoch fraglich.

Laura Leuer Seite 59



6 Fazit

6 Fazit

Abschlieflend ist festzuhalten, dass in dieser Arbeit unter Verwendung des standardisierten
Tests zur Phagozytosemessung mit FITC-markierten E. coli Bakterien keine signifikanten
Unterschiede in der Phagozytoseaktivitit von Monozyten und Neutrophilen Granulozyten aus
dem peripheren vendsen Blut bei CF-Patienten gezeigt werden konnten. Um das
Patientenkollektiv zu erweitern konnten mehrere CF-Einrichtungen in Deutschland
miteinbezogen werden, um eventuelle Unterschiede zwischen Mukoviszidose-Patienten und
einer gesunden Kontrollgruppe aufzuzeigen. Diese Arbeit trigt zu einer generellen
Einschitzung der Wirtsabwehr von Monozyten und Neutrophilen Granulozyten im Blut von
Mukoviszidose Patienten bei und zeigte im Insgesamten keine groberen Unterschiede in der
Phagaozytoseaktivitit im Vergleich zu Gesunden. Die Ergebnisse konnten insbesondere in
Hinblick auf verdnderte Phagozytoseprozesse bei unterschiedlichen Genmutationen und
spezieller bakterieller Besiedlung eine Anregung zu weiteren Studien geben. In Hinblick auf
den Problemkeim Pseudomonas aeruginosa, stellt der Aspekt der vergangenen Studie von Van
de Weert-van Leeuwen et al., dass CFTR-abhédngige Varianten von C11b als Problem im
Phagozytoseprozess von Pseudomonas aeruginosa involviert sein konnten, eine interessante

Anregung zu weiteren Forschungsarbeiten dar.
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Anhang 1: Informationsblatt und Einverstindniserklirung

Universitatsklinikum des Saarlandes
Pneumologie, Ltg. Prof. Dr. Dr. R. Bals

Informationsblatt und Einwilligung
Studie: Phagozytose-Aktivitat von Blutleukozyten bei Mukoviszidose

(unter BerUcksichtigung der entsprechenden Checkliste des Arbeitskreises Medizinischer
Ethik-Kommissionen in der Bundesrepublik Deutschland e.V.)

Sehr geehrte Patientin, sehr geehrter Patient,

zur Behandlung lhrer Erkrankung sind arztliche Mallhahmen meinerseits nétig, in deren
Verlauf unter anderem auch eine Blutentnahme durchgefuhrt wird.

Fur eine wissenschaftliche Untersuchung bitten wir Sie, dass wir zusatzlich eine kleine
Menge, ca. einen Milliliter entnehmen durfen. Diese zusatzliche kleine Blutprobe ist fur Sie
mit keinen zusatzlichen Risiken oder Nebenwirkungen verbunden.

Sie werden keinen personlichen Nutzen von der Blutentnahme haben, die Ergebnisse
dieser Untersuchung werden jedoch zum wissenschaftlichen Verstandnis von
immunologischen Vorgangen bei |hrer Erkrankung beitragen, die in der Anatomie der
Universitat des Saarlandes, Campus Homburg, Arbeitsgruppe Prof. Dr. T. Tschernig,
analysiert wird (Kirrberger Stralle, 66424 Homburg/Saar).

Ihre Teilnahme an dieser wissenschaftlichen Untersuchung ist vollkommen freiwillig. Sie
kdnnen jederzeit |hr Einverstandnis zur Studienteilnahme ohne Angabe von Grinden
widerrufen, ohne dass Ihnen daraus Nachteile fur die weitere Behandlung entstehen. Die
Daten dieser Untersuchung werden anonym analysiert und die Ergebnisse dieser
Untersuchung sollen gegebenenfalls veroffentlicht werden.

Ausfuhrliche Informationen nach der 0.g. Checkliste:

- Titel: Phagozytose- oder ,Frel3“-Aktivitat von Blutzellen bei Lungenerkrankungen

- Ziel: Die Studie soll zeigen, ob bei Lungenerkrankungen die Fahigkeit bestimmter
Blutzellen beeintrachtigt ist, Bakterien aufzunehmen.

- Studiendesign: Die Proben werden gesammelt und im Labor analysiert.

- Ablauf: Die Studie dauert etwa ein Jahr (Ende 2016 bis Anfang 2018).
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- Nutzen-Risiko-Abwagung: Durch die zu gewinnenden Informationen wird ein
Nutzen fir die Allgemeinheit erwartet, der im besseren Verstandnis der
Abwehrmechanismen bei Lungenerkrankungen liegt. Sie haben personlich keinen
direkten Nutzen von den Ergebnissen aus der Studie.

- Informationen zu einzelnen Aspekten:

o

o

Es wird zusatzlich ein Milliliter Blut abgenommen und direkt im Labor
untersucht.

Der Zweck ist die Bestimmung der Phagozytose-Fahigkeit von weilen
Blutzellen.

Das Blut wird verbraucht bzw. eventuelle Reste werden vernichtet.

Den einzelnen Proben werden Diagnose, Alter und Geschlecht des
Patienten bzw. der Patientin zugeordnet. Die Daten werden vertraulich
behandelt.

Sie bekommen keine Information Uber die Ergebnisse des von lhnen
stammenden Materials und Sie haben keinen personlichen Nutzen. lhr
weiterbehandelnder Arzt wird nicht Gber die Daten aus lhrem Material
informiert. Das Restmaterial wird vernichtet und eine kommerzielle
Verwertung des Materials findet nicht statt.

- Datenschutz: Die Daten werden vertraulich behandelt.

- Die Teilnahme an der Studie ist freiwillig und Sie kdnnen lhre Einwilligung jederzeit
zuruckziehen, also von der Teilnahme zurticktreten. Bei einem Rucktritt innerhalb
der Studiendauer werden lhre Daten vernichtet.
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Einwilligung zur Studie

Phagozytose-Aktivitat von Blutleukozyten bei Mukoviszidose

Hiermit erklare ich meine Einwilligung zur Blutentnahme in der oben beschriebenen Form.

Ich kann meine Einwilligung jederzeit, formlos ohne Nachteile widerrufen. Alle Fragen zur
Studie wurden zu meiner Zufriedenheit beantwortet. Die Daten werden anonym
ausgewertet.

Eine Kopie des Informationsblattes habe ich erhalten.

Datum Patientin/Patient Aufklarende/r Arztin/Arzt
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Anhang 2: Ubersicht der CF-Patientengruppe

Patient | Geschlecht | Alter zum Mutation CRP Leukozyten Keimbesiedlung der Lungen
Zeitpunkt der in in ¥*1079/1
Messung (in mg/l
Jahren)
LL1 m 21 N1303K 6,1 13,7 PSAE
homozygot
LL2 m 26 G542X / G542 8,9 15 PSAE
LL3 m 38 DF 508 homozygot | 36,7 13,7 PSAE
LL4 m 39 DF 508 homozygot | 7,6 12,4 PSAE, STAU
LL5S w 30 DF 508 homozygot | 3,6 8,7 PSAE, E.coli
LL6 w 44 DF 508 homozygot | 7,1 12,6 PSAE
LL7 m 22 DF 508 homozygot | 9,2 9,3 PSAE
LL8 w 29 DF 508 /¢.3276>A | 16,6 9,2 PSAE
(p.Tyr1092%)
LL9 w 23 DF 508 homozygot | 6,8 12,8 STAU
LL10 w 22 DF 508 homozygot | 0,6 11,1 STAU, Stenotrophomonas
maltophilia
LL11 w 33 1148 T/IVS8-5T | 6,6 7,2 STAU
LL12 m 25 DF 508 homozygot | 0,3 8,7 PSAE
LL13 m 30 DF 508 homozygot | 16,1 7,2 Burkholderia cepacia
LL14 w 34 DF 508/G542X 15 16,6 PSAE, Stenotrophomonas
maltophilia
LL15 w 28 DF508 / 44,5 8,1 PSAE
p-Leu999Ter
(c.2996T>G)
LL16 m 33 DF 508 homozygot | 21,2 124 PSAE
LL17 w 33 Compound 0,3 9,6 MRSA
Heterozygotie DF
508 / W1282X
LL18 W 28 DF 508 homozygot | 4,2 12,2 Burkholderia gladioli, STAU
LL19 m 23 DF 508 homozygot | 0,3 7 PSAE
LL20 w 30 DF 508 homozygot | 8,6 6,1 PSAE, STAU
LL21 m 27 DF 508/G542X 7,5 9,8 STAU, Scedosporium
apiospermum im
Bronchialaspirat, atyp.
Mycobakterien im Sputum
LL22 m 33 DF 508 homozygot | 6,3 4,4 PSAE
LL23 m 36 DF 508 homozygot | 3,9 6,5 PSAE, MRSA
LL24 W 19 DF 508 homozygot | 8 14,3 STAU
LL25 m 23 DF 508 homozygot | 1,9 9,3 STAU
LL26 m 23 DF 508 homozygot | 12 19,8 PSAE, Scedosporium
prolificans
LL27 w 29 1336K / 18,6 19,2 MRSA
unidentifiziert
LL28 W 18 DF 508 homozygot | 1,1 10,3 STAU
LL29 W 32 DF homozygot 6,8 9,6 PSAE
LL30 m 31 Compound- 9,3 11,6 PSAE
Heterozygotie
dF508 / N1303K
LL31 W 25 DF 508 heterozygot | 25,9 144 PSAE
LL32 w 18 DF 508 homozygot | 6,1 14,7 MRSA
LL33 w 18 DF 508 homozygot | 0,9 7,5 STAU, PSAE
LL34 w 34 DF 508 / nicht 0,5 6,2 PSAE
identifiziert
LL35 W 39 DF 508 heterozygot | 29,7 224 PSAE
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Anhang 3: Ubersicht der gemessenen Phagozytosewerte der Patienten- und

Kontrollgruppe

Patient Geschlecht | Alter zum Phagozytierende GeoMean Phagozytierende | GeoMean

Zeitpunkt der Neutrophile [%] Neutrophile Monozyten [%] Monozyten

Messung

(in Jahren)
LL1 m 21 60% 60 69% 108
LL2 m 26 85% 503 71% 142
LL3 m 38 90% 859 82% 434
LL4 m 39 94% 1.449 82% 403
LL5 w 30 96% 2.083 84% 456
LL6 w 44 85% 498 68% 143
LL7 m 22 75% 182 68% 117
LL8 w 29 86% 435 66% 86
LL9 w 23 96% 1.293 93% 982
LL10 w 22 86% 433 77% 244
LL11 w 33 89% 642 83% 459
LL12 m 25 84% 349 61% 73
LL13 m 30 75% 203 60% 75
LL14 w 34 94% 1.152 80% 267
LL15 w 28 43% 20 51% 34
LL16 m 33 81% 285 66% 88
LL17 w 33 96% 1.420 81% 357
LL18 w 28 97% 1.737 84% 504
LL19 m 23 97% 1.392 81% 296
LL20 w 30 94% 1.045 83% 321
LL21 m 27 93% 1.100 91% 720
LL22 m 33 88% 811 72% 196
LL23 m 36 36% 11 73% 124
LL24 w 19 86% 347 91% 646
LL25 m 23 95% 1.055 91% 793
LL26 m 23 99% 2.107 95% 839
LL27 w 29 90% 532 85% 291
LL28 w 18 69% 114 76% 165
LL29 w 32 75% 128 71% 101
LL30 m 31 99% 2.091 96% 941
LL31 w 25 70% 109 86% 280
LL32 w 18 91% 562 96% 613
LL33 w 18 97% 1.549 94% 734
LL34 w 34 71% 98 52% 27
LL35 w 39 61% 58 88% 401
Kontrollperson | Geschlecht | Alter zum Phagozytierende GeoMean Phagozytierende | GeoMean

Zeitpunkt der Neutrophile [%] Neutrophile Monozyten [%] Monozyten

Messung

(in Jahren)
LKG1 m 54 92% 194 66% 91
LKG2 w 23 74% 654 63% 92
LKG3 w 22 81% 223 84% 278
LKG4 w 22 78% 185 80% 235
LKG5 w 25 75% 153 71% 123
LKG6 m 26 71% 115 66% 105
LKG7 w 22 98% 1.357 89% 613
LKGS8 w 23 92% 592 90% 479
LKG9 w 22 90% 621 91% 659
LKG10 w 39 98% 1.570 95% 969
LKGI11 w 53 96% 1.161 91% 692
LKG12 m 31 97% 1.214 91% 648
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