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2. Einleitung

2.1 Sepsis

2.1.1 Epidemiologie

Auf deutschen Intensivstationen werden jahrlich ca. 154.000 an einer Sepsis erkrankte
Patienten behandelt (220 Falle auf 100.000 Einwohner). Die Sepsis stellt damit die
siebthaufigste Krankenhausentlassungsdiagnose unter den lebensbedrohlichen Erkran-
kungen dar (Marx et al., 2005).

Die Letalitat ist mit 54 % weiterhin sehr hoch. In Deutschland sterben pro Jahr Uber
60.000 Menschen an der Sepsis und ihren Folgen. Damit rangiert die Erkrankung als
Todesursache an dritter Stelle nach der Koronaren Herzkrankheit (KHK) und dem
akuten Myokardinfarkt (Marx et al., 2005).

Die Kosten, die in Deutschland durch die Behandlung der Sepsis entstehen, betragen
30 % des gesamten Budgets fur die Intensivmedizin. Die direkten Kosten, die allein fur
die Behandlung von Patienten mit schwerer Sepsis aufgewendet werden, betragen 1,77
Mrd. EUR; rechnet man indirekte Kosten, die durch Produktivitatsverlust entstehen, da-

zu, so resultieren Gesamtkosten in Hohe von 6,3 Mrd. EUR (Brunkhorst, 2006).

Der Anteil von Pilzinfektionen am Erregerspektrum der Sepsis ist beachtlich. So handelt
es sich bei Candida subspecies (Candida spp.) um einen der am haufigsten isolierten
Mikroorganismen bei Patienten mit einer Sepsis. In amerikanischen Krankenhausern
liegt die Candida-Infektionsrate auf Platz vier der nosokomialen Infektionen mit 4,6 Sep-
sis-Fallen pro 10.000 Patienten (Wisplinghoff et al., 2004). In 310 deutschen Kliniken
waren bei jedem funften Intensivpatienten Pilzinfektionen beteiligt (Engel et al., 2007).
Eine Studie der European Confideration of Medical Mycology (ECMM) aus dem Jahr
2006 konnte eine Mortalitatsrate von 42 % bei Intensivpatienten mit Candidamie nach-

weisen (Tortorano et al., 2006).

2.1.2 Definition
Sepsis ist die systemische Wirtsreaktion auf pathogene Keime und deren Toxine, die

aus einem Infektionsherd in den Blutkreislauf gelangen. Dabei stellen Sepsis, schwere
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Sepsis und septischer Schock ein Krankheitskontinuum dar, das eine definierte Kombi-
nation aus Vitalparametern, Laborwerten, hamodynamischen Daten und Organfunktio-
nen voraussetzt (American College of Chest Physicians/Society of Critical Care
Medicine Consensus Conference, 1992).

Die Grundlage fur eine einheitliche Sepsisdefinition wurde im Jahr 1992 auf der Kon-
sensuskonferenz des American College of Chest Physicians und der Society of Critical
Care Medicine (ACCP/SCCM) geschaffen. Hier wurden das erste Mal die Kriterien fur
das Systemic Inflammatory Response Syndrome (SIRS) definiert. Liegen mindestens
zwei der folgenden vier Kriterien vor, so spricht man von dem Vorliegen eines SIRS

beim Patienten:

Korpertemperatur = 38 °C oder < 36 °C
Herzfrequenz = 90/min
Atemfrequenz = 20/min oder P,CO; < 32 mmHg

Leukozyten =12 000/ul oder < 4 000/ul oder Stabkernige / unreife Neutrophile = 10 %

Abb. 1: Kriterien fur das Vorliegen eines Systemic Inflammatory Response Syn-
drome (SIRS). Die Kombination aus zwei dieser Kriterien erlaubt die Diagnose SIRS.

Beim SIRS handelt es sich also zunachst um eine aseptische Inflammationsreaktion, die
z.B. bei Patienten mit traumatischen Verletzungen, Verbrennungen oder sterilen ent-
zundlichen Prozessen wie akuter Pankreatitis, Ischamie oder hamorrhagischem Schock
auftreten kann (Bone et al., 1992).

Vom Krankheitsbild Sepsis spricht man erst, wenn zusatzlich zum SIRS ein hochgradi-
ger Verdacht oder der Nachweis einer Infektion besteht. Erweitert sich das Krankheits-
bild um mindestens ein Organversagen, so wird dies als schwere Sepsis klassifiziert.
Tritt zusatzlich zur schweren Sepsis eine kardiovaskulare Instabilitat mit Hypotonie hin-
zu, die trotz Volumensubstitution therapierefraktar ist und den Einsatz von Vasopresso-
ren erfordert, so ist die Rede von einem septischen Schock (American College of Chest
Physicians/Society of Critical Care Medicine Consensus Conference, 1992).

Die nachfolgende Abbildung soll das Krankheitskontinuum schematisch verdeutlichen.
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angenommene oder
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Organdysfunktion, Minderperfu-
SEPSIS | + gion oder Hypotonie

Therapierefraktare
SCHWERE SEPSIS + Hypotension

SEPTISCHER SCHOCK

Abb. 2: Krankheitskontinuum Sepsis. Die Diagnose Sepsis basiert definitionsgemaf
auf dem Vorliegen einer aseptischen Entzundungsreaktion, dem Systemic Inflammatory
Response Syndrome (SIRS). Besteht zudem eine Infektion durch einen Keim oder der
Verdacht darauf, spricht man vom Krankheitsbild Sepsis. Erweitert sich das Krankheits-
bild um Organdysfunktionen und Hypotonie, liegt eine schwere Sepsis vor. Der septi-
sche Schock ist die Maximalauspragung des Krankheitskontinuums bei schwerer Sepsis
mit therapierefraktarer Hypotension.

2.1.3 Pathophysiologie

Aus dem Infektionsherd dringen pathogene Keime mitsamt ihren Toxinen in das Wirts-
gewebe ein und treffen auf dort ansassige immunkompetente Zellen wie Makrophagen
und Granulozyten. Mithilfe spezifischer Mustererkennungsrezeptoren werden die Patho-
gene erkannt und die immunologische Reaktion eingeleitet, bestehend aus Phagozytose
der Partikel sowie Sekretion von proinflammatorischen Zytokinen wie Interleukin (IL)-10
und dem Tumornekrosefaktor (TNF)-a. Die Entzindungsmediatoren werden in den Blut-
kreislauf des Wirtes ausgeschwemmt und induzieren die oben beschriebene systemi-
sche Inflammation (van Amersfoort et al., 2003).

Kompensatorisch werden zeitgleich antiinflammatorische Mechanismen aktiviert, um der
initial hyperinflammatorischen Antwort des Organismus entgegenzuwirken. Beispiele
dafur sind die Sekretion von antiinflammatorischen Partikeln wie IL-10, 16sliche TNF-a-
Rezeptoren und IL-1-Rezeptorantagonisten (IL-1ra) oder die Induktion eines program-
mierten Zelltodes (Wang und Deng, 2008; Hotchkiss und Karl, 2003). Diese Mechanis-
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men sind dafur verantwortlich, dass Patienten im Anschluss an die Hyperinflammation
eine hypoinflammatorische Phase durchlaufen, die auch als Compensatory Antiin-
flammatory Response Syndome (CARS) bezeichnet wird (Bone, 1996).

Mittlerweile ist bekannt, dass die deletaren Folgen der Sepsis nicht nur aus der unkon-
trollierten Hyperinflammation resultieren, sondern auch vom Verlauf des hypoimmunen
Zustandes des Patienten abhangen. So sind die antiinflammatorischen Mechanismen
zwar essenziell, um die immunologische Homoostase wiederherzustellen, sie kdnnen
jedoch zu massiver Immunsuppression fuhren und sekundare Infektionen wie z.B. mit
Mykosen begunstigen. Hier liegt auch eine der Herausforderungen, der Krankheit thera-
peutisch zu begegnen. Vor allem immunsuppressive Therapeutika wie hochdosierte
Kortikosteroide oder Zytokinantagonisten kénnen die Uberlebenschance des Patienten
weiter verschlechtern (Cronin et al., 1995; Remick, 2003).

Es wird zunehmend ersichtlich, dass Sepsis-Patienten kein streng homogenes Patien-
tengut darstellen. So hangt die individuelle Immunantwort und der Krankheitsverlauf
nicht nur vom infektidsen Stimulus an sich ab, sondern auch von genetischen Pradispo-
sitionen, Komorbiditaten des Patienten und exogenen Faktoren (Medikation, Blut-
Transfusionen, usw.) (Wang und Deng, 2008). Abbildung 3 soll diesen Zusammenhang

sowie den typisch zweiphasigen Verlauf der Krankheit verdeutlichen.
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hyper A Early
immune Deaths
status ‘/
normal . .
immune ' 8
status
hypo Late
immune Deaths
status A) healthy individual with meningococcemia
B) elderly patient with malnutrition and diverticulitis (A
C) diabetic with chronic renal failure and pneumonia “\fﬁl

Abb. 3: Immunantwort bei drei hypothetischen Patienten mit Sepsis. Einer hyper-
immunen ersten Phase der Sepsis folgt eine Phase der Suppression von inflammatori-
schen, autoimmunen Prozessen, die abhangig von Alter und Komorbiditaten die Lang-
zeitmortalitat steigern kann. Dies muss vor allem im Hinblick auf die Therapie mit Im-
munsuppressiva berucksichtigt werden. (modifiziert nach Skrupky et al., 2011)

2.1.4 Therapie

Die kausale Sepsistherapie besteht aus drei Saulen. Neben der chirurgischen Herdsa-
nierung und supportiven MalRnahmen (Volumenmanagement, Atemwegsmanagement,
Nierenersatzverfahren, Katecholamine) stellt die Einleitung einer antimikrobiellen Che-
motherapie einen der Grundpfeiler jeder Sepsis-Therapie dar (Dellinger et al., 2013).
Hierbei ist zunachst die Wahl des geeigneten Antibiotikums bzw. der Antibiotika-
Kombination entscheidend. Bevor Ergebnisse einer mikrobiologischen Diagnostik vorlie-
gen, sollte in den ersten 24-48 h eine antibiotische Therapie mit einem breiten Wirk-
spektrum (kalkulierte Therapie) erfolgen. Sobald zuverlassige Ergebnisse der klinischen
und mikrobiologischen Diagnostik vorliegen, sollte die Strategie der Antibiotika-Therapie
anhand dieser Kriterien neu evaluiert werden, um mit einer gezielten Antibiotika-Wahl
dem vorliegenden Erreger zu begegnen (rationale Therapie) (Kumar et al., 2006).

Der Zeitpunkt, zu dem die antibiotische Therapie begonnen wird, ist ebenfalls von ent-
scheidender Bedeutung. Kumar et al. konnten in ihrer Studie zeigen, dass bei 2.154 Pa-
tienten mit septischem Schock die Sterblichkeit mit jeder Stunde einer verspateten AB-

Verabreichung um ca. 7 % zunahm (Kumar et al., 2006). Dies gilt in ganz ahnlicher Wei-



14

se auch fur den Einsatz von antimykotischen Substanzen bei Vorliegen einer systemi-
schen Mykose. Die Mortalitat der Pilz-Sepsis betragt bei Einsatz der antimykotischen
Substanz 2 h nach Eintritt der Hypotension 19 % - nach 12 h allerdings schon 94 %. Das
bedeutet einen Anstieg der Mortalitat von 8 % pro Stunde Verzégerung und verdeutlicht,
wie deletar die Folgen eines verspateten Therapiebeginns bei Pilz-Sepsis sind (Kumar
et al., 2009).

2.2 Antimykotika

Antimykotika sind Medikamente, die zur Behandlung oberflachlicher oder systemischer
Mykosen geeignet sind und daher aus der Therapie der Pilzsepsis nicht mehr wegzu-
denken sind. Das Wirkungsspektrum ist sehr unterschiedlich; ihre Angriffsziele sind
meist die Zellwand und die Zellmembran des Pilzes. Vor dem Hintergrund der Sepsis
werden in dieser Arbeit drei Substanzen vorgestellt, die gegen Organ- und Systemmy-
kosen intravenoOs eingesetzt werden und jeweils Vertreter der drei grol3en, haufig einge-
setzten Substanzklassen darstellen: Polyen-Antimykotika, Azol-Antimykotika und Echi-

nocandine.

2.2.1 Amphotericin-B

Amphotericin-B ist ein fungizides Polyen-Antimykotikum, das als einziges der Polyene
systemisch (parenteral) verabreicht werden kann. Es wird aus Streptomyces nodosus
isoliert (Abu-Salah, 1996). Die Bestandteile der Substanz binden am Ergosterol in der
Pilzzellmembran mit der Folge, dass Poren in der Membran gebildet werden und somit
der Austritt von Zellmolekuilen und lonen ermdglicht wird. Dadurch kommt es anschlie-
Rend zum Zelltod (Bolard, 1986).

Das Wirkspektrum dieser Substanz ist grol3: Es kann bei zahlreichen Mykosen einge-
setzt werden, die durch Hefen oder dimorphe Pilze hervorgerufen werden wie Kandido-
sen, Blastomykosen und Kryptokokkosen (Mutschler et al., 2008). Seit nunmehr 50 Jah-
ren stellt Amphotericin-B das Therapeutikum der Wahl von systemischen, lebensgefahr-
lichen Mykosen dar (Abu-Salah, 1996). Die Verschreibung des konventionellen Des-
oxycholat-haltigen Amphotericins (DAMB) war jedoch immer ein Kompromiss zwischen

Effektivitat und Toxizitat, denn die Behandlung mit dem ursprunglichen Amphotericin-B
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geht neben der guten Wirksamkeit mit einer schlechten Vertraglichkeit und Ldslichkeit
einher. Hier ist vor allem die Nephrotoxizitat zu nennen (Dupont, 2002). In einer Studie
mit 239 an Aspergillose erkrankten Patienten, die mit Amphotericin-B behandelt wurden,
kam es bei Uber 50 % der Patienten zu einer Verdopplung des Kreatinin-Wertes; viele
von Ihnen wurden dialysepflichtig (Wingard et al., 1999). In diesem Zusammenhang kam
es Anfang der 1990er Jahre zur Modifizierung des Molekuls durch die Einbettung in Lip-
osomen, so dass die Substanz deutlich vertraglicher wurde bei gleichbleibender Effekti-
vitat. Hier sind vor allem zwei Praparate zu nennen, die seit Uber 20 Jahren auf dem
Markt erprobt sind: AmbiSome®, bei dem der Wirkstoff in unilamellaren Liposomen ver-
packt ist (Dupont, 2002), sowie Abelect®, bei dem Amphotericin-B in einem Komplex mit
zwei Phospholipiden zu einer bandartigen Struktur verbunden ist (Janoff et al., 1988).
Diese Formen der Fettemulsion ermoglichen die Applikationen hoherer Dosierungen.
Die durchschnittliche Tagesdosis betragt bei Monotherapie mit konventionellem Ampho-
tericin-B 0,75 — 1 mg/kg Korpergewicht (KG); bei liposomalem Amphotericin-B sind es 1
— 3 mg/kg KG (Mutschler et al., 2008). In einer randomisierten Doppelblind-Studie konn-
te gezeigt werden, dass unter den liposomalen Substanzen das AmbiSome® ein giinsti-
geres Wirkungs- und Nebenwirkungsprofil aufweist. Im Vergleich zum Abelect® ist es
weniger nephrotoxisch und es treten weniger infusionsbedingte Komplikationen wie
Schuttelfrost oder Fieber auf (Wingard et al., 2000).

Die Elimination aller Formulierungen erfolgt renal. Lipidkomplex-Formulierungen werden
rasch im retikuloendothelialen System aufgenommen, was zu einer geringeren Konzent-
ration in Plasma und Nierengewebe, dafur aber zu einer hdheren Konzentration in Leber
und Lunge fuhrt (Mutschler et al., 2008).

2.2.2 Anidulafungin

Seit 2007 steht das halbsynthetische Echinocandin Andulafungin (Ecalta®) zur Verfii-
gung. Es wirkt fungizid, indem es das Enzym (-(1,3-D)-Glucansynthase nicht-kompetetiv
hemmt und damit die Bildung von B-(1,3-D)-Glucan unterbindet, einem essentiellen Be-
standteil der Zellwand von Pilzzellen (Aktories et al., 2009).

Anidulafungin ist zur Behandlung der invasiven Candidiasis bei erwachsenen, nicht
neutropenischen Patienten zugelassen. Das Wirkspektrum umfasst die klinisch relevan-

ten Candida (C.)-Arten wie C. albicans, C. glabrata oder C. krusei (Ostrosky-Zeichner et
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al., 2003).

Anidulafungin wird intravends infundiert. Am ersten Therapietag betragt die empfohlene
Tagesdosis ca. 2,7 mg/kg KG/Tag. Bei einem 75 kg schweren Patienten entsprache
dies 200 mg/Tag. In den darauffolgenden Tagen wird die Dosierung auf 100 mg redu-
ziert (Vazquez et al., 2006).

Neben der guten Vertraglichkeit zeichnet sich Anidulafungin auch durch seine effektive
Wirkung aus. In einer Doppelblindstudie war das Echinocandin dem Azol-Antimykotikum
Fluconazol bei Patienten mit Candidamie und invasiver Candidiasis deutlich Uberlegen.
Auch in der Uberlebensrate zeigte sich ein giinstigeres Resultat (Reboli et al., 2007;
Boogaerts et al., 2001).

2.2.3 Itraconazol

Itraconazol ist den Azol-Antimykotika zugeordnet. Hierbei handelt es sich um ein Triazol,
das zur systemischen Behandlung von Mykosen verabreicht wird. Es greift wie die ande-
ren Substanzen dieser Gruppe in die Ergosterol-Biosynthese ein (Aktories et al., 2009).
Bis 2005 war Itraconazol nur oral verfugbar. Seit 2005 existiert das Azol auch als Infusi-
onslésung (Sempera Konzentrat®). Durch den Zusatz eines Cyclodextrinderivates wird
die lipophile Substanz in Losung gebracht und dient der Bekampfung von Candidosen
und Kryptokokkosen, wenn die orale Standardtherapie nicht geeignet oder nicht wirksam
ist (Fachinformation Sempera, Janssen-Cilag GmbH, Neuss, 2003).

Umfangreiche klinische Studien deuten darauf hin, dass Itraconazol im Vergleich zum
konventionellen Amphotericin-B (Amphotericin-B®) wirksamer und besser vertraglich ist
(Boogaerts et al., 2001).

Die Elimination des Hilfsstoffes Hydroxyprolyl-B-Cyclodextrin erfolgt durch glomerulare
Filtration. Daraus ergibt sich eine Kontraindikation fiir Sempera® bei Patienten mit fort-
geschrittener Niereninsuffizienz (Kreatinin-Clearence < 30 ml/min). ltraconazol wird in-
tensiv Uber die Leber metabolisiert. Es ist zu beachten, dass Itraconazol unabhangig
von der Formulierung einen Hemmstoff der Cytochrom-P450-Enzyme darstellt und somit
Interaktionen mit anderen Arzneimitteln auftreten kdnnen. Die Ausscheidung erfolgt zum
Groliteil Uber die Galle; einige Metabolite werden auch renal ausgeschieden. In den ers-
ten zwei Behandlungstagen werden 2 mal 200 mg der Substanz infundiert, ab dem drit-

ten Behandlungstag betragt die tagliche Dosis 200 mg (Fachinformation Sempera,
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Janssen-Cilag GmbH, Neuss, 2003).

2.3 Das Immunsystem

Der menschliche Organismus hat zwei zentrale Mechanismen entwickelt, um einer Ex-
position mit pathogenen Mikroorganismen zu begegnen und ein infektioses Krankheits-
geschehen zu verhindern: die phylogenetisch altere, angeborene Immunitat und das
adaptive, erworbene Immunsystem (Abbas et al., 2011).

Das erworbene Immunsystem umfasst die Mechanismen von antigenspezifischen Lym-
phozyten (B- und T-Zellen), die Krankheitserreger gezielt angreifen. In Form von soge-
nannten Gedachtniszellen ist der Korper in der Lage, eine lang andauernde Immunitat
zu generieren, die es ermoglicht, eine erneute Infektion mit demselben Mikroorganismus
gezielt abzuwehren. Es bedarf also einer gewissen Latenzzeit, bis die Mechanismen der
adaptiven Immunitat greifen und in der Lage sind, die grol3e Vielfalt von Antigenen er-
kennen zu kdnnen. Man spricht von einer spaten oder verzogerten Antwort, da es Tage
dauern kann, bis gentugend Antikorper gebildet und Effektor-T-Zellen differenziert sind
(Abbas et al., 2011).

Das angeborene Immunsystem dagegen stellt die erste Phase der Immunabwehr dar.
Es umfasst Mechanismen, die jederzeit und schnell in der Lage sind, einem Pathogen
zu begegnen. Zudem dient es dazu, die gezielten adaptiven Effekte durch antigenpra-
sentierende Zellen einzuleiten.

Dringt ein Pathogen in das Gewebe ein, treten eine Reihe von zellularen und humoralen
Mechanismen in Aktion:

Phagozyten sind mit Hilfe von Mustererkennungsrezeptoren (pattern recognition recep-
tors; PRRs) in der Lage, Pathogene zu erkennen, aufzunehmen und zu eliminieren. Am
Infektionsherd sezernieren Makrophagen Zytokine und Chemokine. Diese Entzin-
dungsmediatoren ermdglichen Uber GefalRwandveranderungen die Extravasation von
chemotaktisch angelockten Leukozyten sowie den Ubertritt von Plasmaproteinen und
Flussigkeit in das Gewebe. Es kommt zu den charakteristischen klinischen Entzun-
dungszeichen wie Calor, Dolor, Rubor und Tumor. Im Falle einer uberschie3enden Pro-
duktion von Zytokinen kann es zu fulminanten systemischen Verlaufen wie der Sepsis

und dem septischen Schock kommen (s.o0.).
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Das Komplementsystem ist ein System von Plasmaproteinen, das durch den Kontakt mit
einem Pathogen aktiviert werden kann. Es spielt eine zentrale Rolle bei der Markierung
(Opsonierung) von Mikroorganismen zur Phagozytose. Zudem kodnnen einige Komple-
mentkomponenten Pathogene selbststandig angreifen und lysieren (Murphy et al.,
2009).

Auch die Naturlichen Killerzellen (NK-Zellen) werden zum angeborenen Immunsystem
gerechnet. Sie kdnnen Zellen, die mit intrazellularen Krankheitserregern infiziert sind,
erkennen und toten. Sie spielen eine wichtige Rolle bei der Eindammung von Virusinfek-
tionen (Kindt et al., 2006).

Die wichtigsten Komponenten der angeborenen Immunitat, die auch in dieser Arbeit vor
dem Hintergrund der Sepsis untersucht werden, sollen im Folgenden naher erlautert

werden.

2.3.1 Toll-Like Rezeptoren

Die angeborene Immunitat detektiert pathogene Mikroorganismen durch eine phyloge-
netisch hochkonservierte Gruppe von Rezeptorproteinen: den Toll-like Rezeptoren
(TLRs). Sie gehoren zur Familie der Mustererkennungsrezeptoren, die konservierte Be-
standteile mikrobieller Strukturen (pathogen-associated molecular patterns; PAMPS)
erkennen (Sandor und Buc, 2005). Damit stehen sie am Anfang der Initiation einer Im-
munantwort.

Sie gehdren zu den Typ-I-Transmembranproteinen, deren Transmembrandomane Leu-
cin-reiche extrazellular gelegene Repeats am N-terminalen Ende mit einer C-terminalen,
zytoplasmatischen Toll/IL-1-Rezeptor-Domane (TIR-Domane) verbindet.

TLR1, TLR2, TLR4, TLR5 und TLR6 sind auf der aul3eren Zellmembran lokalisiert.
TLR3, TLR7, TLR8 und TLR9 befinden sich auf intrazellularen Kompartimenten. Letzte-
re sind vor allem an der Abwehr gegen virale Mikroorganismen beteiligt. Monozyten und
Makrophagen sind in der Lage, alle TLRs bis auf TLR3 zu exprimieren (Muzio et al.,
2000).

Zwei der wichtigsten Vertreter sind TLR2 und TLR4. Sie erkennen ein breites Spektrum
an PAMPs von Bakterien, Viren und Parasiten. TLR4 detektiert sowohl exogene Partikel
wie Lipopolysaccharid (LPS) (Sandor und Buc, 2005; Poltrak et al., 1998) als Zellwand-
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bestandteil gramnegativer Bakterien als auch korpereigene endogene Partikel wie z.B.
extravasiertes Fibrinogen oder Proteoglykane (Smiley et al., 2001; Taylor et al., 2004).
TLR2 detektiert vor allem grampositive Bakterienbestandteile sowie Bestandteile von
Viren.

Die Aktivierung der TLRs durch die Bindung ihrer entsprechenden Liganden induziert
intrazellular spezifische Genexpressionsprofile. Das Resultat ihrer Aktivierung reicht von
der Synthese proinflammatorischer Zytokine und Interferone Uber die Induktion von
Phagozytose bis hin zur Produktion von Costimulatoren, die T-Zellen aktivieren und so-
mit die angeborene und adaptive Immunitat miteinander verbinden (Sandor und Buc,
2005).

2.3.2 Zytokine

Zytokine sind Proteine, die auf vielfaltige Weise an den inflammatorischen Prozessen
der Sepsis beteiligt sind und von Endotoxin stimulierten Immunzellen sezerniert werden
konnen.

Die durch ein Endotoxin ausgeldste Inflammation wird durch die Aktivierung des TLR4-
abhangigen Signaltransduktionsweges induziert. TLR4 und der von ihm eingeleitete
Signalweg spielen daher eine herausragende Rolle in der Pathophysiologie der Sepsis
(Abbildung 4).
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Abb. 4: Toll-Like Rezeptor (TLR) 4-abhangiger Signaltransduktionsweg. Zunachst
bildet Lipopolysachharid (LPS) mit dem ebenfalls im Blut zirkulierenden LPS-binding-
protein (LBP) einen Komplex, der auf CD14, einem Rezeptormolekul auf der Zelloberfla-
che von Monozyten, transferiert wird. Dies ermoglicht die Interaktion des LPS mit TLR4
und dem assoziierten Transmembranprotein MD-2. Die Aktivierung von TLR4 leitet Uber
Phosphorylierungsschritte verschiedener Signalmolekule die Expression von NF-kB ein.
Dabei handelt es sich um einen Transkriptionsfaktor, der die Produktion von Zytokinen
reguliert. Er bindet an die Promotorregion der Genabschnitte, die fur die Zytokine codie-
ren und induziert damit deren Transkription. (modifiziert nach Guha et al., 2001)
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Bei dem Bemuhen, die pathophysiologischen Vorgange der Sepsis molekularbiologisch
zu verstehen, sind vor allem vier Zytokine in den Vordergrund geruckt, die an den in-
flammatorischen Prozessen vornehmlich beteiligt sind: TNFa, IL-1(3, IL-6 und IL-8. Ab-
hangig von der zeitlichen Abfolge ihrer Sekretion unterscheidet man frihe oder
,,proximale” von spaten, ,,distalen” Zytokinen. Zu den fruhen Zytokinen gehoren TNFa
und IL-1p3. Sie sind an den meisten Vorgangen, die charakteristisch fur die Sepsis sind,
beteiligt. Diese proximalen Zytokine stimulieren dann die Produktion der ,,distalen” Zy-
tokine IL-6 und IL-8 (Blackwell und Christman, 1996).

In dieser Arbeit wurde den Zytokinen TNFa, IL-183 und IL-6 besondere Aufmerksamkeit

gewidmet. Daher sollen diese hier kurz charakterisiert werden.

2.3.2.1 TNF-a

TNF-a ist ein 51 kDa groldes Protein, das hauptsachlich von Monozyten und Makropha-
gen produziert wird. Es stellt einen schnellen und potenten Mediator bei inflammatori-
schen Geschehen sowohl infektioser als auch nicht infektioser Genese dar. Bereits eine
Stunde nach der Infusion mit E. coli-Endotoxin konnten im Plasma von gesunden Pro-
banden Spitzenwerte von TNF-a detektiert werden (Michie et al., 1988). Trotz einer
Halbwertszeit von nur 20 min (Lin et al., 2000) vermag es eine Vielzahl von Effekten
auszuldsen, die spezifisch flir das septische Krankheitsgeschehen sind: Probanden,
denen rekombinantes TNF-a infundiert wurde, entwickelten in kurzer Zeit SIRS-
assoziierte Symptome wie Fieber, erhohte Leberenzymwerte und eine Koagulopathie
(Chapman et al., 1987; van der Poll et al., 1990). Uber die Wirkung an TNF-Rezeptor |
und Il auf Immunzellen stimuliert es die Produktion von weiteren Zytokinen wie IL-1p3, IL-
6 und IL-8 (Fong et al., 1989). Seinen Namen verdankt das Protein urspruanglich seiner
zytotoxischen Wirkung gegen Krebszellen und der Induktion von Immunantworten, die
gegen Krebszellen gerichtet sind. Es interagiert an Gefallzellen mit Adhasionsmolekulen
wie ICAM-1, VCAM-1 und E-Selectin und ermdglicht somit die Extravasation von Gra-
nulozyten zum Ort der Inflammation. Zudem induziert es Muskelkatabolismus und
Kachexie (Commins et al., 2010). Im Herzen fihrt TNF-a zu einer linksventrikularen di-
astolischen Dysfunktion Uber eine Downregulation der Expression der sarkoplasmati-
schen Retikulum-Ca®*-ATPase (SERCA) (Tsai et al., 2015).

TNF-a wird bei nahezu allen Patienten mit Sepsis im Plasma detektiert und es konnte
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gezeigt werden, dass die Konzentration des Zytokins im Plasma mit dem Schweregrad

der Erkrankung und dem Outcome der Patienten korreliert (Endo et al., 1992).

2.3.2.21L-1B

IL-18 und IL-1a sind strukturell miteinander verwandte Proteine, die zu IL-1 zusammen-
gefasst werden und von mononukledren Phagozyten als Reaktion auf einen Stimulus
mit Endotoxin gebildet werden (Cannon et al., 1990; Hesse et al., 1988). In ihrer im-
munulogischen Mediatorfunktion ahneln sie dem Zytokin TNF-a und ahmen dessen pro-
inflammatorische Eigenschaften in weiten Teilen nach (Dinarello, 1991). Bei gesunden
Probanden, denen IL-1B appliziert wurde, konnten Fieber, Anorexie, Kopfschmerzen,
Arthralgien und Neutrophilie beobachtet werden. Wie TNF-a aktiviert auch IL-13 die
Produktion von IL-6, IL-8 und TNF-a (Dinarello et al., 1991). Dass IL-1p ebenfalls eine
SchlUsselrolle bei der Sepsis einnimmt, zeigen Studien, in denen Tiere mit IL-1ra vorbe-
handelt wurden. IL-1ra dient dem Korper als endogener Regulator der IL-1-Aktivitat, da
es mit dem Zytokin um die Bindung am IL-1 Rezeptor konkurriert. IL-1ra wird bei in-
flammatorischen Prozessen sowie nach Verletzungen als regulatorische Komponente
parallel zu IL-13 sezerniert (Lin et al., 2000). So konnte durch die Vorbehandlung mit IL-
1ra bei Hasen, die mit Endotoxin behandelt wurden, eine deutliche Reduktion der Morta-
litat erreicht werden (Ohlsson et al., 1990).

IL-18 kann bei Patienten mit Sepsis nur selten detektiert werden, dafur aber fast immer
bei Patienten mit schwerer Sepsis (Endo et al., 1992). So kann mithilfe dieses Zytokins
eine Aussage Uber den Schweregrad der Sepsis getroffen werden, es besteht jedoch
keine Korrelation zwischen dem Plasmaspiegel von IL-13 und der Mortalitat der Patien-
ten (Casey et al., 1993).

2.3.2.31L-6

IL-6 ist ein 21 kDa grol3es Glykoprotein, das von Monozyten, Lymphozyten und Fib-
roblasten sezerniert wird. Es weist eine Reihe von biologischen Effekten auf wie die Ak-
tivierung von B- und T-Lymphozyten, die Induktion der Akute-Phase-Protein-Produktion
in der Leber und die Modulation der Hamatopoese (Borden und Chin, 1994). Zudem

aktiviert IL-6 das Gerinnungssystem und es fungiert als endogenes Pyrogen (van der
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Poll et al., 1994; Dinarello, 1989).

In der Zytokinkaskade wird IL-6 im Anschluss an TNF-a und IL-13 sezerniert. Der IL-6-
Spiegel im Plasma gesunder Patienten, die zuvor eine Injektionsdosis Endotoxin erhal-
ten haben, folgt dabei einer langsameren Anstiegskinetik. Nach vier Stunden werden
entsprechende Spitzenwerte erreicht (Kuhns et al., 1995). Die beiden proximalen Zyto-
kine bewirken zuvor synergistisch eine vermehrte IL-6-Produktion. Dieser Zusammen-
hang konnte in einem murinen in vivo-Modell belegt werden: durch den Einsatz von
TNF-a Antikorpern und IL-1ra wurde die IL-6-Produktion signifikant gesenkt (Shalaby et
al.,, 1989). Umgekehrt supprimiert IL-6 im Rahmen eines negativen Feedback-
Mechanismus die Produktion von TNF-a und IL-1p3 (Aderka et al., 1989; Schindler et al.,
1990).

Somit stellt IL-6 einen integralen Bestandteil in der Zytokinkaskade dar, dessen genaue
Rolle in der Pathophysiologie der Sepsis allerdings unklar ist. So bleiben in tierexperi-
mentellen Studien Sepsis-ahnliche Symptome nach Infusion mit IL-6 aus (Preiser et al.,
1991). Auch die Vorbehandlung mit IL-6-Antikorpern und die Blockade von IL-6-
Rezeptoren brachte keine Vorteile im Krankheitsverlauf (Libert et al., 1992).

Dagegen korrelieren IL-6-Konzenztrationen im Plasma von Sepsis-Patienten starker als
die aller anderen Zytokine mit dem Schweregrad der Sepsis und dem Outcome der Pa-

tienten (Blackwell und Christman, 1996). IL-6 wird daher auch als diagnostischer Marker

in der Sepsis eingesetzt (Damas et al., 1992).

2.3.3 Phagozytose

Schon im 19. Jahrhundert propagierte der Immunologe Elie Metchnikoff die Fahigkeit
von Immunzellen, krankheitserregende Partikel aufnehmen und eliminieren zu kdnnen
(Stossel, 1974). Seitdem gilt der Mechanismus der Phagozytose als ein klassisches
Modell der angeborenen Immunitat. Man weil3 heute, dass die Phagozytose ein hoch-
komplexes Netzwerk darstellt, das durch eine Vielzahl von Rezeptoren und Signalwegen
reguliert wird.

Phagozytose ist ein energieverbrauchender Prozess und umfasst die Erkennung eines
Partikels, dessen Invagination ins Zellinnere und die anschliefienden Eliminationsme-

chanismen. Zu den Phagozyten des menschlichen Organismus gehoren Granulozyten,
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dendritische Zellen sowie Makrophagen, die aus zirkulierenden Monozyten heranreifen,
nachdem sie den Blutkreislauf verlassen haben und in das Gewebe eingewandert sind
(Abbas et al., 2011).

Treffen sie dort auf einen pathogenen Mikroorganismus, stehen eine Vielzahl von Re-
zeptoren zur Verfugung, die das schadliche Agens erkennen und den Phagozytosepro-
zess einleiten. Scavenger-Rezeptoren binden sowohl ganze Bakterien als auch Bakte-
rienwandbestandteile wie LPS und Lipoteichonsaure (Hughes et al., 1995; Dunne et al.,
1994). CD14 wird vor allem auf Monozyten und Makrophagen exprimiert und bindet
ebenfalls LPS. Neben Rezeptoren, die direkt an Strukturen des Pathogens binden, gibt
es auch Rezeptoren, die vor allem auf opsonierte Molekulle spezialisiert sind wie Fc-
Rezeptoren und spezifische Komplement-Rezeptoren (Underhill und Ozinsky, 2002).
Das gebundene Pathogen wird von der Zellmembran des Phagozyten umhullt und dann
in ein Vesikel aufgenommen, das als Phagosom bezeichnet wird. Im Phagosom kommt
es zu einem Absinken des pH-Wertes, wodurch bereits Krankheitserreger abgetotet
werden. Lysosome sind intrazellulare Granula, die antimikrobielle Enzyme, Proteine und
Peptide enthalten. Sie verschmelzen mit dem Phagosom und bilden das Phagolysosom,
in dem der Inhalt des Lysosoms entladen wird und weitere toxische Produkte zum Abto-
ten des Pathogens gebildet werden. Hierzu zahlen neben Stickoxid vor allem toxische
Sauerstoffderivate (Murphy et al., 2009).

Der Prozess der Phagozytose ist bei weitem nicht so simpel wie es nach der hier sche-
matischen Darstellung scheinen mag. In Wirklichkeit ist er mit vielen unterschiedlichen
intrazellularen Signalwegen und —molekulen assoziiert, die ihn auf hochdifferenzierte
Weise zu modulieren vermogen (Abbildung 5). So ist die Phagozytose auch mit der Zy-
tokinproduktion durch intrazellulare TLRs gekoppelt, die an die Membranen von Phago-
lysosomen rekrutiert werden (Underhill et al., 1999). Die inflammatorische Antwort hat
sowohl autokrine als auch parakrine Effekte auf die Phagozytoseeffizienz. Zytoskelett-
veranderungen, Membranumbau, Apoptoseinduktion sowie Prozessierung der Antigene
sind weitere Vorgange, die mit der Phagozytose einhergehen und durch Signalproteine
wie PI3-Kinase, Phospholipase C, Rho GTPase und Proteinkinase C ausgeldst werden
(Underhill und Ozinsky, 2002).
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Abb. 5: Uberblick iiber die zahlreichen intrazelluliren Kaskaden, die durch die
Bindung eines opsonierten Pathogens an den jeweiligen Rezeptor initiiert werden.
(modifiziert nach Underhill und Ozinsky, 2002)
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2.4 Rolle der Antimykotika bei der Inmunmodulation

Zahlreiche Studien belegen, dass antimykotische Substanzen in der Lage sind, mit Me-
chanismen des Immunsystems zu interagieren.

Amphotericin-B besitzt abhangig von der Formulierung die Eigenschaft, direkte immuno-
logische Effekte auszuldsen. So hat das konventionelle Desoxycholat-haltige Amphote-
ricin-B proinflammatorische Eigenschaften. In vitro stimuliert es in Makrophagen und
Neutrophilen die Ausschuttung von proinflammatorischen Zytokinen wie TNF-a, die Sek-
retion von Prostaglandinen, Chemokinen, NO, reaktiven Sauerstoffspezies sowie die
Produktion von intrazellularen Adhasionsmolekulen (Cleary et al., 1992; Wilson et al.,
1990; Stein et al., 1987; Wolf et al., 1991). Diese inflammatorischen Vorgange werden
uber die Bindung der Substanz an TLR2 mit dem darauffolgenden NF-kB — Signalweg
(s.0.) ausgeldst (Sau et al., 2003). Liposomales Amphotericin-B scheint dagegen eine
TLR-4 vermittelte Down-Regulation der Produktion von proinflammatorischen Zytokinen
in vitro zu bewirken (Simitsopoulou et al., 2005). Dies spiegelt sich auch klinisch wider,
als dass Patienten, denen konventionelles Desoxycholat-haltiges Amphotericin-B infun-
diert wurde, Nebenwirkungen wie Fieber, Schuttelfrost und Myalgien zeigten (Arning et
al., 1995).

Bei beiden Substanzgruppen der Azole und Echinocandine konnte zwar eine derartige
direkte Interaktion mit dem Immunsystem bisher nicht gezeigt werden, so doch zumin-
dest ein indirekter Effekt: Echinocandine wie Caspofungin spalten die Mannoproteine
der auleren Pilzschicht und erlauben somit Immunzellen und Antikorpern den Zugang
zum immunreaktiven B-Glucan (Lamaris et al., 2008). Fur Azol-Antimykotika konnte ge-
zeigt werden, dass sie die Phagozytose von Pilzen erleichtern, indem sie die Anfalligkeit
des Pilzes fur NO erhéhen und die Transformation des Pilzes zum phagozytoseresisten-

ten Hyphenstadium verhindern (Shimokawa und Nakayama, 1992; Ha und White, 1999).
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Abb. 6: Inmunmodulation durch Amphotericin-B, Triazole und Echinocandine. 1.
Direkte proinflammatorische Eigenschaften von Amphotericin-B Uber Bindung an Toll-
Like Rezeptor 2 (TLR2). 2. Erleichterung der Phagozytose durch Triazole 3. Antigen-
Zuganglichkeit durch Echinocandine. (modifiziert nach Ben-Ami et al., 2008)
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2.5 Ziel der Arbeit

Mykosen spielen eine zentrale Rolle in der Atiologie der Sepsis, entweder als primare
Erreger oder als sekundare Superinfektion bei der bakteriellen Sepsis. Dies fuhrt zu ei-
nem breiten Einsatz von Antimykotika bei septischen Patienten. Dass Antimykotika ne-
ben dem antiinfektiven Wirkmechanismus auch immunmodulatorische Wirkungen ha-
ben, konnte in zahlreichen Studien belegt werden. In diesen Untersuchungen wurden
nur die Effekte von Antimykotika alleine oder in Ko-Stimulation mit Pilzerregern auf Zel-
len der innaten Immunitat untersucht. Die Immunmodulation von Antimykotika bei
gleichzeitiger Anwesenheit von bakteriellen Stimuli ist bisher unvollstandig verstanden.
In dieser Arbeit soll systematisch untersucht werden, ob drei der im klinischen Alltag
haufig angewandten antimykotischen Substanzen in der Lage sind, in humanen Mo-
nozyten definierte Mechanismen der angeborenen Immunitat zu beeinflussen, die im
Rahmen der Sepsis maldgeblich den Krankheitsverlauf beeinflussen: Zytokinexpression
und -sekretion sowie das Phagozytoseverhalten von Immunzellen. Zur Stimulation einer
bakteriellen Sepsis erfolgt die Untersuchung anhand eines in vitro LPS-Modells, in dem
humane Monozyten mit dem Bakterienbestandteil LPS stimuliert werden. Folgende Fra-

gen sollen hier beantwortet werden:

1. Hat die Anwesenheit von Antimykotika bei LPS-aktivierten Monozyten einen Ein-
fluss auf die mMRNA-Expression und Sekretion der proinflammatorischen Zytokine
IL-1B, IL-6 und TNF-a Uber einen Zeitraum von 2 h, 6 h und 24 h?

2. Weisen die mit Antimykotika stimulierten Monozyten ein anderes Phagozytose-
verhalten auf als unstimulierte Zellen Uber den Beobachtungszeitraum von 2 h, 6
h und 24 h?

3. Gibt es Unterschiede zwischen den drei untersuchten Substanzen hinsichtlich ih-
rer Fahigkeit, die Phagozytoserate und die Zytokinexpression der Monozyten zu

regulieren?

Die potenziell immunmodulatorische Komponente der innaten Immunitat von Antimyko-
tika bei gleichzeitiger Anwesenheit eines bakteriellen Virulenzfaktors konnte in Zukunft
den Einsatz dieser Substanzen im klinischen Alltag mafigeblich beeinflussen und das

therapeutische Konzept grundlegend andern.
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3 Material und Methoden

3.1 THP-1-Zelllinie

Die Untersuchung der immunmodulatorischen Effekte erfolgte an THP-1-Zellen (ATCC-
TIB-202, American Type Culture Collection; Manassas, Virginia, USA). Hierbei handelt
es sich um eine monozytare Zelllinie, deren Zellen urspringlich aus dem Blut eines an
akuter monozytarer Leukamie erkrankten einjahrigen Jungen isoliert wurden. Sie weisen
typische monozytare Eigenschaften auf wie die Fahigkeit zur Phagozytose (Wang et al.,
2010) und die Expression von Zytokinen (Dasu et al., 2007). Damit stellen sie eine etab-

lierte Zelllinie fur in vitro-Sepsismodelle dar.

3.2 Zellkultur

Die Zellen wurden in Suspension in Zellkulturflaschen (Nunclon, 5 cm?, Thermofisher;
Waltham, MA, USA) bei einer Zelldichte von 1x10° Zellen/ml ausgesét. Als Nahrmedium
diente RPMI-40 (PAA; Cdlbe, Germany). Diesem wurde zuvor fetales Kalberserum (FBS
superior, Biochrome; Berlin, Germany) zugefugt, das Wachstumsfaktoren enthalt, sowie
Penicillin/Streptomycin (Gibco 15140, Invitrogen; Carlsbad, Kalifornien, USA), um eine
bakterielle Kontamination der Suspension zu vermeiden. Die Zellen wurden konstant in
einer feuchten Umgebung bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert (COz-Inkubator C150, Bin-
der; Tuttlingen, Germany). Alle 2-3 Tage wurden die Zellen im Verhaltnis 1:2 gesplittet
und das Nahrmedium erneuert. Hierfur wurde der Inhalt aus der Zellkulturflasche in ein
50 ml-Falcontube (Cellstar, Greiner bio-one; Frickenhausen, Germany) uberfuhrt und fur
5 min bei 1.800 Umdrehungen/Minute (rpm) zentrifugiert (Centrifuge 5810R, Eppendorf
AG; Hamburg, Germany). Das verbrauchte Nahrmedium wurde abgesaugt (Vacuu Hand
Control, Vacuubrand; Monchengladbach, Germany) und das am Boden des Tubes re-
sultierende Zellpellet in frischem Medium resuspendiert. Die frische Zellsuspension wur-
de dann im Anschluss auf zwei neue Zellkulturflaschen verteilt.

Die Zellviabilitat wurde regelmalig durch Trypanblaufarbung (Trypan Blue Standard,
Fluka, Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, USA) kontrolliert. Die Bestimmung der Zelldichte

erfolgte mit einer Neubauer-Zahlkammer improved (Neubauer, Brand; Wertheim, Ger-
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many). Alle Arbeitsschritte mit den Zellen erfolgten unter einer Sterilbank (HeraSafe,

Heraeus Instruments; Hanau, Germany).

3.3 In-vitro-Stimulation der THP-1-Zellen

3.3.1 Vorbereitung

Den eigentlichen Stimulationsversuchen ging eine 48-stindige Vorinkubationsphase der
Zellen voran. Hierfur wurde das oben beschriebene Nahrmedium durch reines RPMI-40-
Medium ersetzt, das weder fetales Kalberserum noch Penicillin/Streptomycin enthielt.
Damit sollte gewahrleistet werden, dass es keine Beeinflussung der immunmodulatori-
schen Effekte durch diese Substanzen gibt. Alle Versuche wurden auf Grundlage des
hier beschriebenen Mediums durchgefuhrt. Die Inkubation erfolgte wie zuvor bei 37 °C
und 5 % CO..

Nach Ablauf der Vorinkubation wurde die Zelldichte in den einzelnen Zellkulturflaschen
bestimmt. Die Kenntnis der Zellzahl/ml gewahrleistete, dass spater in einem definierten
Volumen Stimulationsanasatz immer gleich viele Zellen vorlagen. Die Auszahlung er-
folgte unter dem Mikroskop (Telaval 31, Zeiss; Oberkochen, Germany), nachdem unter
die Deckplatte der Neubauer-Zahlkammer vorsichtig 10 pl der Zellsuspension pipettiert

wurden.

3.3.2 Durchfuhrung der Stimulationen

Die Stimulation erfolgte mit vier unterschiedlich zusammengesetzten Stimulationsme-
dien. Als Grundlage zur Herstellung diente fur jeden Ansatz RPMI-1640-Medium. Ein
Ansatz enthielt lediglich RPMI-40-Medium mit PBS (Phosphate-buffered Saline, Gibco
by life-technologies; Carlsbad, Kalifornien, USA) und diente als Negativkontrolle. Einem
weiteren Ansatz wurde nur das jeweilige Antimykotikum zugegeben, um den Effekt der
Substanz auf die Zellen unter nicht septischen Bedingungen zu untersuchen. Dem drit-
ten Ansatz wurde LPS mit einer Konzentration von 10 ug/ml hinzugefugt, um Sepsisbe-
dingungen zu simulieren. Vorversuche aus der eigenen Arbeitsgruppe ergaben, dass
diese Konzentration eine zufriedenstellende Immunantwort der Zellen auslost (Bode et

al., 2015). Einem vierten Ansatz wurde zusatzlich zum LPS das jeweilige Antimykotikum
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zugegeben, um zu untersuchen, wie sich die immunmodulatorischen Effekte unter Ko-

Stimulation mit der Substanz verhalten (Tabelle 1).

Tab. 1: Zusammensetzung der unterschiedlichen Stimulationsmedien. LPS: Lipo-
polysaccharid, AM: Antimykotikum, PBS: Phosphate-buffered Saline

LPS (10 pg/ml) Antimykotikum PBS
w/o - - ja
(Kontrolle)
AM - ja -
LPS ja - -
AM+LPS ja ja -

Die gewahlten Konzentrationen der Antimykotika entsprechen der maximalen Plasma-
konzentration bei Patienten nach intravendser gewichtsadaptierter Applikation. Die Kon-
zentrationen wurden den Produktinformationen der jeweiligen Hersteller enthommen

(Tabelle 2).

Tab. 2: Ubersicht iiber die verwendeten Antimykotika mit ihren Zielkonzentrationen
im Stimulationsansatz

Substanz Handelsname Hersteller Cmax
Amphotericin-B (73) AmBisome Gilead 7,3 pg/ml
Anidulafungin (29) Eraxis Pfizer 7 pg/ml
Itraconazol (ITC) Sempera Janssen-Cilag 2 pyg/ml

Nach Ablauf der 48-stundigen Vorinkubation wurden die Zellsuspensionen zentrifugiert,
das alte Medium entfernt und die Zellen in die jeweiligen Stimulationsmedien aufge-
nommen. Die so erhaltenen Suspensionen wurden zur weiteren Inkubation (37 °C, 5 %
CO;) auf Six-Well-Platten (Cellstar, Greiner bio-one) verteilt. Jedes Well enthielt am En-

de 3 ml Stimulationsansatz bei einer Zelldichte von 1 x 10° Zellen/ml. Die Inkubation
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erfolgte fur jede Gruppe zu jeweils 2 h, 6 h und 24 h, um den Effekt der Inkubationsdau-
er auf die Cytokinexpression und die Phagozytoserate der Zellen zu demonstrieren (Ab-
bildung 7). Zu den jeweiligen Zeitpunkten wurden die Zellen isoliert und standen zur wei-

teren Bearbeitung zur Verfugung.

Stimulation +/- LPS und
Antimykotikum

iy
- | |

I |

Isolation der Isolation der Isolation der
Zellennach 2h Zellen nach 6h Zellen nach 24h

Abb. 7: Schematische Darstellung des Versuchsablaufs fiur die Stimulationsver-
suche. Zunachst erfolgte die Aufnahme der Zellen in das Stimulationsmedium mit oder
ohne LPS und Antimykotikum. Die Inkubationen erfolgten flr 2 h, 6 h, und 24 h. Nach
den jeweiligen Inkubationsintervallen wurden die Zellen geerntet und den weiteren mo-
lekularbiologischen Untersuchungen zugefuhrt.

3.4 Bestimmung der mRNA-Expression der proinflammatorischen Cytokine

Nach Ablauf der Inkubationsdauer wurden die Zellsuspensionen aus den Wells der 6-
Well-Platte entnommen und bei 1.100 rpm fir 10 min in sterilen 1,5 ml Eppendorf-
Gefalken zentrifugiert. Die Uberstéande wurden entfernt und die resultierenden Zellpellets

bis zum Zeitpunkt der RNA-Isolation bei -80 °C gelagert.

3.4.1 RNA-Isolation

Die Gewinnung der RNA erfolgte mit Hilfe des RNeasy Mini Kit (Qiagen; Hilden, Germa-
ny) und dem zugehorigen QlAshredder (Quiagen) nach Angaben des Herstellers.

In einem ersten Schritt wurden die Zellen durch Zugabe einer Guanidin-Thiocyanat-
haltigen Pufferlosung lysiert, um Nukleinsauren von restlichen Zellbestandteilen zu se-

parieren. Das Lysat wurde durch Zentrifugieren in der QIAshredder-Saule homogeni-
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siert. Zu dem homogenisierten Lysat wurde 70 % Ethanol zugegeben, um im nachsten
Schritt optimale Bindung der RNA an die Silikat-Membran zu gewahrleisten. Die Proben
wurden fur 15 Sekunden (s) bei 10.000 rpm zentrifugiert (Biofuge pico Heraeus, Kendro
Laboratory Products), so dass die RNA selektiv an der Silikat-Membran haften blieb und
die restlichen Bestandteile des Lysats ausgewaschen wurden. Es folgten drei Wasch-
schritte der Membran durch Zentrifugation mit den zum Kit zugehdrigen Pufferldsungen.
Im Anschluss an die Zentrifugationsschritte wurde die RNA in 60 pl RNAse-freiem Was-
ser eluiert.

Nach der Isolation erfolgte eine photometrische Konzentrationsbestimmung der gewon-

nenen Gesamt-RNA (Biophotometer, Eppendorf AG).

3.4.2 Reverse-Transkriptase-PCR (RT-PCR)

Die isolierten Proben mussten, bevor sie fur einen Einsatz in der PCR zur Verfigung
standen, zunachst in copy-DNA (cDNA) umgeschrieben werden. Dies erfolgte mit dem
High Capacity Kit (Applied Biosystems by life-technologies), das RT-Puffer, Desoxyribo-
nukleotide, Random Primers, RNAse-freies Wasser sowie das Enzym Multiscribe Re-
verse Transkriptase enthalt. Der Master-Mix wurde aus diesen Komponenten selbst
hergestellt und zur isolierten RNA in gleich groRem Volumen zugegeben. Direkt im An-
schluss wurden die Ansatze in den Thermocycler (T-Gradient, Biometra) gestellt und
unter einem definierten Programmablauf fur 2 Stunden und 10 Minuten inkubiert (Tabel-
le 3).

Tab. 3: Programmablauf der Reversen-Transkriptase-PCR im Thermocycler

Schritt Zeitdauer Temperatur
1 10 min 25°C

2 120 min 37 °C

3 5s 85°C

4 o0 4°C
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3.4.3 Quantitative real-time PCR (qRT-PCR)

3.4.3.1 Prinzip der qRT-PCR

Mit der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist es mdglich, die Nukleinsauren zu quantifi-
zieren, die fur die gesuchten Proteine codieren. Im Gegensatz zur klassischen PCR bie-
tet die quantitative real-time PCR (gRT-PCR) den Vorteil, dass die Amplifikation der
DNA-Sequenzen in Echtzeit ablauft (,,real time*). Dabei arbeitet die gRT-PCR im Prinzip
wie eine klassische PCR mit den Schritten der Denaturierung, um den Doppelstrang zu
trennen, der Hybridisierung der Primer sowie der Elongation durch die DNA-
Polymerasen. Die Amplifikation bei der qRT-PCR wird jedoch durch Fluoreszenzsignale
gemessen, die wahrend eines PCR-Zyklus erfasst werden. Das Prinzip soll im Folgen-
den erlautert werden:

Zusatzlich zu den Oligonukleotiden, die der Elongation der Strange dienen, werden den
Ansatzen Oligonukleotide beigefugt, die spezifisch zwischen den Primern hybridisieren,
sogenannte Hybridisierungssonden. Das 3‘-Ende dieser Nukleotide ist durch eine Phos-
phatgruppe blockiert, so dass sie nicht selbst als Primer fungieren. An diese Molekule ist
zudem ein Fluoreszenzfarbstoff (Reporter) gebunden, der durch Licht einer bestimmten
Wellenlange angeregt wird (hier: 6-FAM-phosphoramidit 2 = 488 Nanometer (nm)) und
die Energie in Form von Licht einer anderen Wellenlange an ein direkt in der Nahe ge-
bundenes Molekul (Quencher) abgibt. Die in der qRT-PCR eingesetzten TagMan-
Polymerasen besitzen eine 5°-3‘-Exonuclease-Aktivitat. Treffen sie wahrend der
Neustrang-Synthese auf die beschriebenen Oligonukleotide, werden diese abgebaut
und es kommt zur raumlichen Trennung von Quencher und Reporter. Das emittierte
Licht des Quenchers, das zuvor durch die Nahe zum Reporter unterdrickt wurde, wird
nun frei emittiert und von Detektoren der PCR-Maschine registriert. Je mehr DNA syn-
thetisiert wird, desto mehr Reporter-Molekile werden freigesetzt und entsprechend
steigt die Signalstarke (Abbildung 8).

Die Anzahl der Zyklen, die notwendig ist, um ein konstant definiertes Fluoreszenzniveau
zu erreichen, wird als Cycle Threshold (CT)-Wert angegeben. Je niedriger der CT-Wert
desto eher wird das optische Signal detektiert und umso mehr DNA lag folglich als Aus-

gangsmenge vor.
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Abb. 8: Darstellung des Funktionsprinzips der gqRT-PCR. Q: Quencher, R: Reporter,
P: Tag-Polymerase. Die Taqg-Polymerase spaltet die Hybridisierungssonde wahrend der
Neustrang-Synthese. Es kommt durch die Trennung von Quencher und Reporter zur
Emission des Quencher-Lichtes, das durch Detektoren der PCR-Maschine registriert
wird. Dementsprechend steigt die Signalstarke, je mehr DNA synthetisiert wird.

3.4.3.2 Relative Quantifizierung

Fir die relative Quantifizierung wird eine interne Kontrolle bendtigt, um Variationen in
der Ausgangsmenge der eingesetzten RNA auszugleichen. Man bedient sich dafur ide-
alerweise einem Kontrollgen, das einfach zu detektieren ist und dessen Expression ho-
mogen und ubiquitar erfolgt und nicht wahrend des Zellzyklus, zwischen Zelltypen oder
als Antwort auf die experimentelle Intervention variiert. Hierflr eignet sich das House-
Keeping-Gen (HKG) Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH), welches
fur ein Enzym der Glykolyse kodiert.

Zusatzlich wird eine unbehandelte Standardprobe gewahlt, die als Kalibrator fungieren
soll und zu der die Quantifizierung relativ erfolgt.

Mit Hilfe der CT-Werte der Kontrollgene und der Kalibratorpoben, die in der PCR-
Maschine gemessen werden, kann durch die Delta-Delta-CT-Methode (AACT) ein Quo-
tient errechnet werden, die die unterschiedlichen Expressionen als n-fache Expression
abbildet.

In einem ersten Schritt wird der CT-Wert des Referenzgenes (GAPDH) vom CT-Wert
des Zielgenes (z.B. IL-6) subtrahiert. Man erhalt den ACT-Wert:

(1) ACT = CT Zielgen — CT Referenzgen
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In einem weiteren Schritt wird der AACT-Wert gebildet, indem der ACT-Wert der unbe-
handelten Kalibratorprobe (hier: w/o) vom ACT-Wert der behandelten Probe (hier: An-
timykotikum und/oder LPS) abgezogen wird:

(2) AACT = ACT Behandlung — ACT Kalibrator

Im Allgemeinen kann eine unter ldealbedingungen ablaufende PCR, bei der sich pro

Zyklus die DNA verdoppelt, durch folgende Exponentialfunktion ausgedruckt werden:

3) 2V (N = Zyklenzahl)

Ersetzt man den Exponenten durch den AACT-Wert, erhalt man die ,,Relative Quantity*
(4), die den relativen Expressionsunterschied zwischen zwei Proben abzubilden vermag,

normalisiert zum Referenzgen und bezogen auf eine Standardprobe.

(4) RQ=274°T RQ = Relative Quantity

3.4.3.3 Durchfuhrung der gRT-PCR

Die Reaktionsansatze wurden auf eine PCR-Platte mit 384 Wells verteilt. Das Gesamt-
volumen in einem Well betrug 10 ul bestehend aus 1,5 ul verdinnter cDNA (5,5 ng/u)
sowie 8,5 pl Mastermix. So wurden zur Sicherheit 6 yl cDNA mit 34 pyl Mastermix in ei-
nem 0,5 ml-Reaktionsgefall vorgelegt und im Anschluss mit Hilfe einer Mehrkanal-
Pipette (Impact2, Matrix Technologies, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
auf die Platte pipettiert, wobei jede Probe als Triplett aufgetragen wurde.

Der Mastermix wurde aus den Komponenten RNAse-freiem sterilen Wasser, den
TagMan-Gensonden (humanes GAPDH, humanes IL-13, humanes IL-6, humaner Tu-
mornekrosefaktor-a, alle Applied Biosystems by life-technologies; Carlsbad, Kalifornien,
USA) und vorgefertigtem TagMan Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems by

life-technologies) im Verhaltnis 6:1:10 hergestellt.
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Der TagMan Gene Expression Master Mix enthalt AmpliTaq Gold DNA Polymerase, Puf-
ferkomponenten, Desoxyribonukleotide inklusive dUTP und Uracil-DNA Glykosylase.

Die Wells der PCR-Platte wurden mit einer dursichtigen Kunststofffolie beklebt, um ein
Verdampfen der Ansatze wahrend der Heizschritte im TagMan zu verhindern.

Im Anschluss an die hier beschriebenen Schritte konnten die Real-Time-PCRs am
TagMan (ABI PRISM 7700, Sequence Detection Systems, Applied Biosystems by life-
technologies) unter Verwendung der Software SDS 2.2 (7900 HT, Applied Biosystems
by life-technologies) durchgefiihrt werden. Tabelle 4 gibt einen Uberblick tber die Inku-

bationsschritte im TagMan.

Tab. 4: Uberblick iiber die einzelnen Inkubationsschritte der quantitativen real-
time PCR (qRT-PCR). Schritt 3 und 4 Stellen die Amplifikationsschritte dar und laufen in
40 Zyklen ab.

Schritt Zeitdauer Temperatur
1 2 min 50 °C
2 10 min 95 °C

3.5 Bestimmung der Proteinlevels durch Enzyme Linked Immunosprbent Assay

Die Proteinkonzentrationen von TNF-a, IL1-f und IL-6 in den Zellkulturiberstanden
wurden mit Hilfe eines kommerziell erwerblichen Enzyme Linked Immunosorbent Assay
(ELISA)-Kits (BD OptiEIA, BD Biosciences, Heidelberg, Germany) quantifiziert. Die Ar-

beitsschritte wurden streng nach Gebrauchsanweisungen des Herstellers durchgefuhrt.
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3.6 Bestimmung der Phagozytoseaktivitat der THP-1-Zellen

3.6.1 Fluorescent-activated cell sorting (FACS)

Durch die FACS-Analyse ist es moglich, Zellen nach physikalischen Parametern zu cha-
rakterisieren. Das Prinzip beruht auf der Emission von optischen Signalen, die entste-
hen, wenn eine Zelle einen Laserstrahl passiert. Hierbei wird die Probenflissigkeit in
einen Hullstrom (sheath fluid) injiziert, der die Zellen im Zentrum der Messzelle fokus-
siert. Die Zellen werden in der Messzelle nacheinander von dem Laserstrahl getroffen
und sie streuen einen Teil des Lichtes, welches von Detektoren nachgewiesen wird. Das
Vorwartsstreulicht (FSC = Forward Scatter) ist ein Mal} fur die Beugung des Lichtes im
flachen Winkel und hangt von dem Volumen der Zelle ab. Das Seitwartsstreulicht (SSC
= Sideward Scatter) ist ein Mal fur die Brechung des Lichtes im rechten Winkel und gibt
Auskunft Uber die Granularitat/Komplexitat der Zelle. Mit diesen beiden Parametern las-
sen sich einzelne Zellpopulationen in einer Probe nach Grofke und Granularitat unter-
scheiden.

Zugleich ist es moglich, im Durchflusszytometer Fluoreszenzfarben zu messen. Man
verwendet dafur Farbstoffe, die an bestimmte Bestandteile der Zellen binden und bei der
Aktivierung durch den Laserstrahl Licht einer bekannten Wellenlange emittieren. Die im
Gerat installierten Filter trennen die Fluoreszenzsignale auf verschiedene Detektoren
auf, die das optische Signal verstarken und in digitale Signale umwandeln, die am Com-
puter weiterverarbeitet werden kdnnen. Die Messung kann linear oder logarithmisch er-
folgen. Haufig bedient man sich Antikorpern, die das Fluorochrom gebunden haben und
selektiv an Strukturen der Zelle binden. Durch die Markierung kann dann eine Sortierung
nach den zu untersuchenden Merkmalen erfolgen. Durch Einsatz von verschiedenfarbi-
gen Lasern und vor allem Filtern kann die Anzahl der einsetzbaren Farbstoffe und damit

die Informationsdichte erhoht werden.

3.6.2 Phagozytose-Assay mit pHrodo-E.coli-Partikeln

Um die Phagozytose-Aktivitat der THP-1-Zellen zu messen, bediente man sich den
pHrodo-Biopartikeln (pHrodo BioPartcles Conjugates for Phagocytosis, Invitrogen by
life-technologies). Es handelt sich dabei um hitzeinaktivierte E.coli-Bakterien, die mit

einem Farbstoff (Rhodamin) gelabelt sind. Rhodamin hat die Eigenschaft, in saurer



39

Umgebung rot zu leuchten, wenn Licht einer bestimmten Wellenlange zur Anregung auf
die Partikel trifft. Aul3erhalb der Zelle ist der pH-Wert neutral. Die Fluorochrome
emittieren dann kein Licht. Durch Phagozytose gelangen die Partikel in das
Phagolysosom der Zelle. In diesem Kompartiment existiert ein saures Milieu, so dass
die Fluorochrome beginnen, zu leuchten (Abbildung 9). Je mehr Zellen phagozytieren,
desto intensiver fallt das optische Signal aus, das durch die Detektoren im FACS-Gerat

registriert wird.

pHrodo™ SE-{abeled

2 @
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pH ~7.4

Attached bacteria
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Bacteria fluoresce brightly
in low pH of
phagocytic vesicles

Abb. 9: Schematische Darstellung der Phagozytose-Messung. Die mit Farbstoff
markierten Bakterien werden phagozytiert. Im Phagolysosom beginnen die Partikel im
sauren Milieu zu fluoreszieren. Das emittierte Licht wird Uber Detektoren im FACS-Gerat

registriert.

Die Anregung erfolgt durch einen Argon-Laser bei Licht einer Wellenlange von 560 nm.
Das Emissionsspektrum liegt bei 585 nm und wird im DS-Red-Detektor des FACS-
Gerates detektiert (Abbildung 10).

Die pH-abhangigen Eigenschaften der pHrodo-Partikel bieten den Vorteil, dass auch nur
wirklich phagozytierte Partikel Licht emittieren. Somit entfallen Waschschritte, durch die

an der Zelloberflache haftende Partikel entfernt wiirden.
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Abb. 10: Detektion von DsRed-positiven Zellen im FACS-Gerat. Links ist eine unbe-
handelte Gruppe von Zellen dargestellt, rechts ein Ansatz mit 120 minutiger pHrodo-
Koinkubation. Es ist eine neue Zellpopulation zu erkennen, die vermehrt E.coli-Partikel
phagozytiert hat. Die phagozytierten Partikel emittieren hier Licht der Wellenlange von
585 nm, was im DS-Red-Detektor des FACS-Gerates detektiert und quantifiziert wird.

3.6.3 Durchfuhrung des Phagozytose-Assays

Nach der oben beschriebenen Inkubation der Zellen mit LPS und Antimykotika wurden
die Zellsuspensionen nach 2 h, 6 h und 24 h Inkubationsdauer zu jeweils 200 ul auf die
Wells einer 96-Well-Platte verteilt (Cellstar, Greiner bio-one). In die Wells wurden 10 pl
pHrodo-Partikel dazugegeben. Eine Gruppe diente als Kontrollruppe und enthielt
stattdessen 10 yl HBSS (Hanks' Balanced Salt Solution, Gibco), um das zusatzliche
Volumen zu simulieren.

pHrodo-E.coli-Bakterien liegen ursprunglich in Pulverform vor. Nach Angaben des
Herstellers wurde das Pulver eines Tubes in 2 ml HBSS-Puffer aufgenommen und
anschlielend fur 10 min im Ultraschallbad gelagert, damit sich die einzelnen Partikel
aus ihren Konglomeraten losen. Vor der Verwendung wurde die Suspension fur 30 s
durch einen Vortexer gemischt.

Die Zellen wurden jeweils fur 60 min, 90 min und 120 min mit pHrodo-Partikeln

koinkubiert. Nach Ablauf der Inkubationsdauer wurde die 96-Well-Platte zentrifugiert, die
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Uberstande in den Wells entfernt und die Zellpellets in FACS-Puffer aufgenommen. Der
FACS-Puffer wurde selbststandig hergestellt und enthalt PBS versetzt mit fetalem
Kalberserum und NaNO; (Sigma-Aldrich). Durch die Aufnahme in die Pufferldsung
werden die Zellen inaktiviert und konnen bis zum Einlesen im FACS-Gerat bedenkenlos
fur einige Stunden bei 2 °C gelagert werden.

Die Ansatze wurden zum Messen in Rohrchen speziell fur Durchflusszytometrie (Flow
Cytometry Tubes, Sarstedt) gegeben und am FACS-Gerat (Canto Il, BD Science;
Franklin Lakes, New Jersey, USA) unter Verwendung der Geratesoftware FACS-Diva
(BD Science) eingelesen. Die Auswertung der Rohdaten erfolgte mit der Software
FlowdJo (Tree Star; Ashland, OR, USA).

3.7 Statistik

Die erhobenen Daten wurden mit Hilfe des Softwareprogrammes GraphPad Prism (Ver-
sion 6, Graph Pad Software Inc.; La Jolla, CA, USA) ausgewertet und graphisch aufge-
tragen. Um die Unterschiede in Gen-Expression, Protein-Level und Phagozytose aus-
zuwerten, kam ein Mann-Whitney U Test zur Anwendung. Alle Daten sind als Mittelwert

+ Standardabweichung vom Mittelwert (SEM) angegeben, falls nicht anders notiert.
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4. Ergebnisse

4.1 mRNA-Expression der Zytokine

Um zu untersuchen, ob drei klinisch haufig eingesetzte Antimykotika die Genexpression
von proinflammatorischen Zytokinen modulieren, wurden Monozyten mit den Substan-
zen L-AMB, ANI und ITC in An- oder Abwesenheit von LPS inkubiert, um einen Im-
munstatus unter bakteriellen Sepsis-Bedingungen zu simulieren. Nach 2 h, 6 h und 24 h
Inkubation wurden gRT-PCR-Untersuchungen durchgefuhrt, um die Zytokin-mRNA-
Genexpressions-Levels zu messen. Als Referenz-Gen diente das House-Keeping-Gen

GAPDH. Fur signifikante Ergebnisse wurde ein Signifikanzniveau von p<0,05 definiert.

4.1.1 Interleukin-1p

In Zellen, die kein LPS erhielten, zeigten die drei Substanzen unterschiedliche Einflusse
auf die IL-1B-Expression. Durch die Monoinkubation mit L-AMB wurde die Expression
nach 6 h herunterreguliert (L-AMB 6 h: 0,5283 +0,145; * = p<0,05). ANI zeigte dagegen
einen stimulierenden Effekt erst nach 24 h Inkubationszeit (ANI 24 h: 1,367+0,109; * =
p<0,05). Wahrend ITC die Expression zu Beginn hochregulierte (ITC 2 h: 1,27+0,134; *
= p<0,05), konnte nach 6 h eine deutliche Suppression ausgemacht werden (ITC 6 h:
0,353+0,086; * = p<0,05) (Abbildung 11 A-C).

In LPS-stimulierten Zellen zeigten alle drei Substanzen verglichen mit den Monoinkuba-
tionen deutlich ausgepragtere immunmodulatorische Eigenschaften. Zu den beiden fru-
hen Zeitpunkten erhohte L-AMB die IL-1B—Expression (L-AMB+LPS 2 h: 2,025+0,195;
L-AMB+LPS 6 h: 2,727+0,376; + = p<0,05), um nach 24 h das mRNA-Level signifikant
unterhalb des Kontrollniveaus zu senken (L-AMB+LPS 24 h: 0,473+0,112; + = p<0,05).
ANI regulierte die Expression zu den fruhen Zeitpunkten noch deutlich starker als L-
AMB hoch (ANI+LPS 2 h: 7,872+0,602; + = p<0,05) und Ubertraf nach 6 h mit einem
Peak von 13,5facher Expression das Level der LPS-Kontrollen (ANI+LPS 6 h:
13,51+1,598; + = p<0,05). Nach 24 h supprimierte ANI ahnlich wie L-AMB die IL-1(3-
Expression (ANI+LPS 24 h: 0,662+0,177; + = p<0,05). ITC zeigte im zeitlichen Verlauf
nach 2 h und 6 h ebenfalls deutlich proinflammatorische Eigenschaften (ITC+LPS 2 h:
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9,353+0,607, ITC+LPS 6 h: 9,592+2,237; + = p<0,05). Nach 24 h sank das mRNA-Level
in ITC-stimulierten Zellen fast wieder auf das mRNA-Niveau der LPS-Kontrolle (Abbil-
dung 11 A-C).
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Abb. 11: mRNA-Expression von IL-1B unter Stimulation mit L-AMB, ANl und ITC in
An- und Abwesenheit von LPS relativ zur unstimulierten und stimulierten Kontrol-
le (+LPS) zu den Messzeitpunkten 2 h, 6 h und 24 h.

(A) 2 h ITC-Monoinkubation erhohte signifikant die IL-13-Genexpession gegenuber der
unstimulierten Kontrolle (* = p<0,05), wahrend die Expression durch Ko-Inkubation mit
LPS bei allen drei untersuchten Substanzen gegenuber der LPS Kontrolle signifikant
erhoht war (+ = p<0.05).

(B) Monoinkubation von L-AMB bzw. ITC erniedrigte die Genexpression gegenuber der
unstimulierten Kontrolle (* = p<0,05). Im Gegensatz dazu waren die IL-13-Levels nach 6
h Ko-Inkubation bei allen drei Antimykotika signifikant hoher verglichen mit der LPS-
Kontrolle (+ = p<0,05).

(C) 24 h ANI-Monoinkubation erhohte signifikant die IL-13-Genexpession gegenuber der
unstimulierten Kontrolle (* = p<0,05). Die Ko-Inkubation mit LPS bei L-AMB und ANI
bewirkte eine signifikante Reduktion der IL-1R-Genexpession verglichen mit der LPS-
Kontrolle (+ = p<0,05).
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4.1.2 Interleukin-6

Die Monoinkubation mit L-AMB hatte zu allen Zeitpunkten eine signifikante Reduktion
der IL-6-Expression zur Folge, wobei der supprimierende Effekt nach 6 h am deutlichs-
ten ausgepragt war (L-AMB 6 h: 0,235+0,08; * = p<0,05). ANI-stimulierte Zellen folgten
diesem Expressionsmuster ebenfalls. Auch hier war nach 2 h und 6 h eine deutliche
Suppression der IL-6-Expression auszumachen (ANl 2 h: 0,323+0,128, ANI 6 h:
0,193+0,047; * = p<0,05). Nach 24 h war das mRNA-Level durch ANI weiterhin etwas
niedriger als das in unstimulierten Kontrollzellen. Hier unterschied sich die Wirkung
durch ITC von den beiden anderen Substanzen. Wahrend ITC zu Beginn keinerlei Mo-
dulation der IL-6-Expression zeigte, stimulierte die Substanz nach 6 h die IL6-
Expression signifikant (ITC 6 h: 1,778+0,23; * = p<0,05). Nach 24 h blieb das mRNA-
Level weiterhin oberhalb des Kontrollniveaus (Abbildung 12 A-C).

In der LPS-Gruppe zeigte L-AMB deutliche antiinflammatorische Eigenschaften: Zu den
Zeitpunkten 2 h und 24 h war die IL-6-Expression signifikant supprimiert (L-AMB+LPS 2
h: 0,425+0,042, L-AMB+LPS 24 h: 0,43810,05; + = p<0,05). Auch ANI zeigte eine Re-
duktion der IL-6-mRNA zum frihen Zeitpunkt (ANI+LPS 2 h: 0,148+0,03; + = p<0,05),
wahrend nach 6 h und 24 h keine signifikanten Unterschiede auszumachen waren. ITC
hob sich zu den beiden frihen Messzeitpunkten deutlich von den anderen Substanzen
ab. Es zeigte sich nach 2 h (ITC+LPS 2 h: 1,668+0,176; + = p<0,05) und vor allem nach
6 h (ITC+LPS 6 h: 4,167+0,311; + = p<0,05) eine deutliche Hochregulierung der Zytoki-
nexpression. Nach 24 h lag das IL-6-mRNA-Level durch ITC-Ko-Inkubation jedoch signi-
fikant unterhalb des Levels der LPS-Kontrolle (ITC+LPS 24 h: 0,455+0,103; + = p<0,05)
(Abbildung 12 A-C).
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Abb. 12: mRNA-Expression von IL-6 unter Stimulation mit L-AMB, ANI und ITC in
An- und Abwesenheit von LPS relativ zur unstimulierten und stimulierten Kontrol-
le (+LPS) zu den Messzeitpunkten 2 h, 6 h und 24 h.

(A) 2 h Monoinkubation mit L-AMB und ANI reduzierte die IL-6-Genexpression gegen-
Uber der unstimulierten Kontrolle (* = p<0,05). Auch in LPS-Ko-Stimulation wurde durch
L-AMB und ANI die Expression signifikant gegentber der LPS-Kontrolle herunterregu-
liert, wahrend sie durch ITC-Ko-Stimulation signifikant gesteigert wurde (+ = p<0.05).

(B) Monoinkubationen von L-AMB und ANI erniedrigte die IL-6-Genexpression gegen-
Uber der unstimulierten Kontrolle nach 6 h, wohingegen sie durch ITC erhoht wurde (* =
p<0,05). In LPS-Ko-Stimulation steigerte ITC nach 6 h die Expression gegenuber der
LPS-Kontrolle (+ = p<0,05).

(C) 24 h L-AMB-Monoinkubation reduzierte signifikant die IL-6-Genexpession gegenuber
der unstimulierten Kontrolle (* = p<0,05). Die Ko-Inkubation mit LPS bei L-AMB und ITC

bewirkte eine signifikante Reduktion der IL-6-Genexpession verglichen mit der LPS-
Kontrolle (+ = p<0,05).
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4.1.3 Tumornekrosefaktor-a

Durch Monoinkubation mit L-AMB wurde die TNF-a-Expression in den THP-1-
Monozyten supprimiert. Ein signifikanter Effekt war hier nach 6 h nachweisbar (L-AMB 6
h: 0,57+0,051; * = p<0,05). Die Inkubationen mit ANI und ITC bewirkten dagegen eine
Steigerung der TNF-a-mRNA im zeitlichen Verlauf. Wahrend nach 2 h fur ANI-stimulierte
Zellen noch kein eindeutig proinflammatorischer Effekt auszumachen war, stieg die Ex-
pression von TNF-a nach 6 h (ANI 6 h: 1,573+0,15; * = p<0,05) und schliel3lich nach 24
h auf ein Maximum (ANI 24 h: 2,69510,676; * = p<0,05). Bei ITC war eine ahnliche Kine-
tik messbar. Hier wurde die TNF-a-Expression zu allen Zeitpunkten im Verlauf nach 24 h
auf das nahezu 3fache gesteigert (ITC 2 h: 1,163£0,128, ITC 6 h: 1,298+0,178, ITC 24
h: 2,668+0,493; * = p<0,05) (Abbildung 13 A-C).

In LPS-stimulierten Zellen hatte L-AMB zu allen Zeitpunkten eine signifikant inhibierende
Wirkung auf die mRNA-Expression von TNF-a, wobei sie nach 6 h am starksten ausge-
pragt war (L-AMB+LPS 2 h: 0,758+0,058, L-AMB+LPS 6 h: 0,503+0,088, L-AMB+LPS
24 h: 0,6£0,053; + = p<0,05). ANI hatte im Verhaltnis zu ITC nur einen moderaten Ein-
fluss auf die Expressionsrate: nach 24 h war eine signifikant gesteigerte TNF-a-
Expression durch ANI nachweisbar (ANI+LPS 24 h: 1,648+0,613; + = p<0,05). ITC hatte
dagegen durchgehend einen deutlichen proinflammatorischen Einfluss auf die LPS-
stimulierten Monozyten mit einem Peak nach 24 h (ITC+LPS 2 h: 1,515+0,164,
ITC+LPS 6 h: 1,497+0,191, ITC+LPS 24 h: 3,68+1,209; + = p<0,05) (Abbildung 13 A-C).
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Abb. 13: mRNA-Expression von TNF-a unter Stimulation mit L-AMB, ANI und ITC
in An- und Abwesenheit von LPS relativ zur unstimulierten und stimulierten Kon-
trolle (+LPS) zu den Messzeitpunkten 2 h, 6 h und 24 h.

(A) 2 h ITC-Monoinkubation erhdhte signifikant die TNF-a-Genexpession gegenuber der
unstimulierten Kontrolle (* = p<0,05), wahrend die Expression durch Ko-Inkubation mit
LPS bei L-AMB gegenuber der LPS Kontrolle signifikant erniedrigt, bei ITC dagegen
signifikant erhoht war (+ = p<0.05).

(B) Monoinkubation von L-AMB erniedrigte die Genexpression, die Monoinkubation mit
ANI und ITC erhdhten dagegen die Genexpression gegenuber der unstimulierten Kon-
trolle (* = p<0,05). In der LPS-Ko-Inkubation waren die TNF-a-Levels nach 6 h bei L-
AMB signifikant niedriger und bei ITC signifikant hoher verglichen mit der LPS-Kontrolle
(+ = p<0,05).

(C) 24 h ANI- und ITC-Monoinkubation erhohte signifikant die TNF-a-Genexpession ge-
genuber der unstimulierten Kontrolle (* = p<0,05). Die Ko-Inkubation mit LPS bei L-AMB
bewirkte eine signifikante Reduktion, bei ANI und ITC jedoch eine signifikante Steige-
rung der TNF-a-Genexpession verglichen mit der LPS-Kontrolle (+ = p<0,05).
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4.2 Sekretion der Zytokine

Nach 24-stundiger Inkubation der THP-1-Monozyten mit den drei Antimykotika L-AMB,
ANI und ITC in Kombination oder ohne LPS wurden die Zellkulturiberstande entnom-
men und darin durch ELISA-Untersuchungen die Proteinkonzentrationen (pg/ml) der drei
Zytokine IL-1B, IL-6 und TNF-a gemessen. Bei den in den Graphen angegebenen Wer-

ten handelt es sich um die absoluten Zytokinkonzentrationen (pg/ml).
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4.2.1 Interleukin-1p

Alle drei getesteten Antimykotika zeigten keinen Einfluss auf die Ausschattung von IL-13
in unstimulierten Zellen. Die Zugabe von LPS stellte fur Monozyten einen potenten Sti-
mulus fur die IL-1B-Sekretion dar ((-): 31,25£33,09 vs. (-)+LPS: 183+£22,1; # = p<0,05).
Bei der Ko-Stimulation mit den drei Antimykotika zusatzlich zu LPS hatten lediglich L-
AMB und ITC einen Einfluss auf die Zytokinsekretion. L-AMB vermochte die Sekretion
zu reduzieren ((-)+LPS: 183+22,1 vs. L-AMB+LPS: 135,8+13,85; + = p<0,05), wahrend
durch ITC deutlich erhdhte IL-1B-Levels nach 24 h nachweisbar waren ((-)+LPS:

183+22,1 vs. ITC+LPS: 399,2+133,6; + = p<0,05). ANI hatte hier keinen signifikanten
Einfluss.
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Abb. 14: Proteinkonzentration von IL-18 in den Uberstinden von Monozyten, die
mit L-AMB, ANI und ITC mit oder ohne LPS fiir 24 h inkubiert wurden verglichen
mit unstimulierten Zellen (-) und LPS-stimulierten Zellen.

Nur in Ko-Inkubation mit LPS zeigten unstimulierte Zellen eine erhohte IL-13-Sekretion
(# = p<0,05). Die LPS-Ko-Inkubation bewirkte bei L-AMB und ITC signifikant erhdhte IL-
1B-Zytokinlevel verglichen mit der LPS-Kontrolle (+ = p<0,05).
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4.2.2 Interleukin-6

Auch fur IL-6 war keine signifikant veranderte Proteinkonzentration durch die Monoinku-
bation mit den Antimykotika im Uberstand der Zellen nachweisbar. Erst die Zugabe von
LPS loste eine erhohte, jedoch nicht signifikante Proteinsekretion im Vergleich zu unbe-
handelten Zellen nach 24 h aus ((-): 5,495+10,84 vs. (-)+LPS: 14,35+13,18; ns). In der
LPS-Gruppe regulierte die Ko-Inkubation mit L-AMB die IL-6-Ausschuttung deutlich her-
unter ((-)+LPS: 14,35£13,18 vs. L-AMB+LPS: 3,328+13,65; + = p<0,05). LPS in Verbin-
dung mit ANI oder ITC erbrachte keine signifikante Veranderung der Konzentration von
IL-6 im Uberstand.
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Abb. 15: Proteinkonzentration von IL-6 in den Uberstinden von Monozyten, die
mit L-AMB, ANI und ITC mit oder ohne LPS fir 24 h inkubiert wurden verglichen
mit unstimulierten Zellen (-) und LPS-stimulierten Zellen.

Die LPS-Ko-Inkubation bei L-AMB zeigte eine signifikant reduzierte IL-6-Sekretion ver-
glichen mit der LPS-Kontrolle (+ = p<0,05).
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4.2.3 Tumornekrosefaktor-a

Keines der untersuchten Antimykotika I6ste eine signifikante TNF-a-Sekretion durch un-
stimulierte Zellen aus. Die Proteinkonzentration war durch L-AMB- und ANI-
Monoinkubation lediglich moderat erhéht. Die Zugabe von LPS zu den Monozyten be-
wirkte eine signifikant hdhere Ausschuttung von TNF-a in das Medium ((-): 1,594+3,564
vs. (-)+LPS: 105,4+91,94; # = p<0,05). In Kombination mit den Antimykotika lie3en sich
durch die Ko-Inkubation mit ANI und vor allem mit ITC deutlich erhohte Zytokinspiegel
verglichen mit der LPS-Kontrolle nachweisen ((-)+LPS: 105,4191,94 vs. ANI+LPS:
218,2475,18; + = p<0,05 und ((-)+LPS: 105,4191,94 vs. ITC+LPS: 1289+186,4; + =
p<0,05). Durch die Ko-Stimulation mit L-AMB dagegen lagen die Proteinkonzentrationen

hier leicht unterhalb des LPS-Kontrollniveaus.

24 h TNF-a.
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Abb. 16: Proteinkonzentration von TNF-a in den Uberstinden von Monozyten, die
mit L-AMB, ANI und ITC mit oder ohne LPS fir 24 h inkubiert wurden verglichen
mit unstimulierten Zellen (-) und LPS-stimulierten Zellen.
Nur in Ko-Inkubation mit LPS zeigten unstimulierte Zellen eine erhohte IL-13-Sekretion
(# = p<0,05). Die LPS-Ko-Inkubation bewirkte bei ANI und ITC signifikant erhdhte TNF-
a-Zytokinlevel verglichen mit der LPS-Kontrolle (+ = p<0,05).
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4.3 Phagozytoserate

Um die Phagozytoseaktivitat der THP-1-Monozyten zu quantifizieren, kam ein spezieller
Phagozytose-Assay zum Einsatz (s.0.). Es wurde untersucht, ob die Phagozytose-
Eigenschaften der Zellen durch die Inkubation mit den drei untersuchten Antimykotika L-
AMB, ANI und ITC sowohl in LPS-stimulierten Zellen als auch in unstimulierten Zellen zu
den gemessenen Zeitpunkten 2 h, 6 h und 24 h moduliert wurden. Die folgenden Gra-
phen sowie die im Text angegebenen Werte beinhalten den jeweils gemessenen Anteil
der phagozytoseaktiven Zellen an der Gesamtzellzahl in Prozent gegliedert nach den

drei verwendeten Substanzen zu den drei Messzeitpunkten 2 h, 6 h und 24 h.
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4.3.1 Phagozytoseverhalten nach 2 h

Zellen, die weder mit LPS noch mit AM behandelt wurden, zeigten nach zweistundiger
Inkubation mit pHrodo-Partikeln eine basale Phagozytoserate von 34,22+10,49 %. Die
alleinige Ko-Inkubation mit den Antimykotika L-AMB, ANI und ITC hatte keinen signifi-
kanten Einfluss auf das Phagozytoseverhalten. Der LPS-Stimulus veranderte das Pha-
gozytoseverhalten ebenfalls nicht signifikant. In Anwesenheit von LPS hatte lediglich
ITC einen signifikant supprimierenden Effekt auf die Phagozytoserate ((-)+LPS:
29,6843,226 % vs. ITC+LPS: 16,123,321 %; + = p<0,05).
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Abb. 17: Phagozytoseaktive Zellen in Prozent der Gesamtzellzahl nach Inkubation
mit L-AMB, ANI und ITC in Anwesenheit und Abwesenheit von LPS nach 2 h.

Allein durch Zugabe von ITC bewirkte die Ko-Inkubation mit LPS eine signifikante Re-
duktion der Phagozytose verglichen mit der LPS-Kontrolle (+ = p<0,05).
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4.3.2 Phagozytoseverhalten nach 6 h
Nach 6 h betrug die basale Phagozytoserate bei unstimulierten Zellen 21,35+4,342 %.

Durch die Monoinkubation mit L-AMB wurde der Anteil der phagozytoseaktiven Zellen
verringert ((-): 21,354,342 % vs. L-AMB: 16,313,204 %; * = p<0,05). ANl und ITC zeig-
ten keine Modulation der Phagozytose nach 6 h. LPS-stimulierte Zellen phagozytierten
verglichen mit unstimulierten Zellen signifikant mehr pHrodo-Partikel ((-): 21,354,342 %
vs. (-)+LPS: 38,58+7,694 %; # = p<0,05). Keine der drei Substanzen hatte einen Ein-

fluss auf die Phagozytoseaktivitat von LPS-stimulierten THP-1-Zellen.
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Abb. 18: Phagozytoseaktive Zellen in Prozent der Gesamtzellzahl nach Inkubation
mit L-AMB, ANI und ITC in Anwesenheit und Abwesenheit von LPS nach 6h.

6 h Monoinkubation mit L-AMB bewirkten in Zellen ohne LPS eine signifikante Reduktion
der Phagozytoseaktivitat im Verhaltnis zur unstimulierten Kontrolle (* = p<0,05). Zellen,
die 6 h mit LPS stimuliert wurden, zeigten eine signifikante Steigerung der Phagozytose

gegenuber der LPS-Kontrolle (# = p<0,05).
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4.3.3 Phagozytoseverhalten nach 24 h

Zum Messzeitpunkt 24 h waren die ausgepragtesten phagozytosemodulierenden Effekte
der getesteten Substanzen auszumachen. Zu diesem Zeitpunkt betrug die basale Pha-
gozytoserate unstimulierter Zellen 18,41+8,14 %. Durch ANI konnte der Phagozytosean-
teil signifikant gesteigert werden ((-): 18,41+8,14 % vs. ANI: 32,63+ 10,89 %; * =
p<0,05). L-AMB und ITC hatten zu diesem Zeitpunkt keinen Effekt auf die Phagozytose.
LPS-stimulierte Zellen wiesen eine deutlich hohere Phagozytoseaktivitat auf als unsti-
mulierte Monozyten ((-): 18,41+8,14 % vs. (-)+LPS: 50,07£10,66 %; # = p<0,05). L-AMB
reduzierte die Phagozytose unter Sepsisbedingungen signifikant ((-)+LPS:
50,07+£10,66% vs. L-AMB+LPS: 32,68+10,87 %; + = p<0,05), um noch von ITC ubertrof-
fen zu werden ((-)+LPS: 50,07+10,66 % vs. ITC+LPS: 10,342,213 %; + = p<0,05). Hier
hatte ANI in Kombination mit LPS keinen signifikanten Effekt mehr auf die Phagozytose-

rate.
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Abb. 19: Phagozytoseaktive Zellen in Prozent der Gesamtzellzahl nach Inkubation
mit L-AMB, ANI und ITC in Anwesenheit und Abwesenheit von LPS nach 24 h.

Die Monoinkubation mit ANI bewirkte eine signifikant erhohte Phagozytoserate gegen-
Uber der unstimulierten Kontrolle (* = p<0,05). Die Zugabe von LPS erhdhte die Pha-
gozytoseaktivitat gegenuber unstimulierten Zellen (# = p<0,05). Die zusatzliche Inkuba-
tion mit L-AMB und ITC reduzierte die Phagozytoserate gegenuber der LPS-Kontrolle
signifikant (+ = p<0,05).
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5. Diskussion

Im Rahmen der Sepsis nehmen Pilzinfektionen einen wachsenden Stellenwert ein. Inva-
sive Mykosen treten gehauft bei Patienten auf Intensivstationen und sind haufig die Fol-
ge einer systemischen Bakteriamie (Chow et al., 2008; Eggimann et al., 1999). Bei die-
sen Patienten ist entweder ein exzessiver pro- oder antiinflammatorischer Immunstatus
zu beobachten, wenn es zu einer Therapie mit antimykotischen Substanzen kommt. Ei-
ne mogliche Modulation des Immunsystems des Patienten durch Antimykotika konnte
eine vielversprechende Strategie in der Behandlung der fungalen Sepsis darstellen. Be-
trachtet man die gegenwartige Datenlage, wird schnell ersichtlich, dass antimykotische
Substanzen einen direkten immunmodulatorischen Effekt auf Zellen des angeborenen
Immunsystems ausuiben. Im Fokus stand dabei hauptsachlich die Beeinflussung der
Zytokinexpression auf Proteinebene — die Wirkung der Antimykotika auf Ubergeordnete
Teilschritte der Genexpressionskaskade ist dagegen weitestgehend unbekannt. So soll
die genauere Betrachtung der Zytokinexpression auf mRNA- und Proteinebene diesem
Umstand Rechnung tragen. Neben Zytokinen, die als zellulare Botenstoffe Entzun-
dungsprozesse lenken, tragt auch das Phagozytoseverhalten der Immunzellen zur Star-
ke der Immunantwort bei. Das Ziel dieser Studie bestand daher in der Klarung der Fra-
gestellung, ob bestimmte Antimykotika sowohl in Monoinkubation als auch innerhalb
eines gram-negativen in-vitro-Sepsismodells durch Aktivierung mit LPS eine Modulation
der Zytokinexpression und -sekretion bewirken sowie andererseits einen Einfluss auf

das Phagozytoseverhalten der Monozyten haben.

5.1 Immunmodulatorische Effekte von Amphotericin-B

Die Substanz Amphotericin-B besitzt proinflammatorisches Potential: zahlreiche in vitro—
Studien belegen, dass das fruher haufig verwendete konventionelle, desoxycholathaltige
Amphotericin-B (DAMB) in Immunzellen die Zytokinproduktion von IL-13 und TNF-a
(Vonk et al., 1998) sowie in Fibroblasten die Produktion von IL-6 erhdht (Tamai et al.,
2012). Arning et al. konnten in ihrer Studie anhand von sechs Patienten mit systemi-

scher Pilzinfektion zeigen, dass die durch intravendse Behandlung mit DAMB induzierte
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Erhohung von proinflammatorischen Zytokinen im Plasma der Patienten mit den typi-
schen klinischen Symptomen (s.o.) korreliert und fur die Toxizitat der Substanz verant-
wortlich ist (Arning et al., 1995). Es ist mittlerweile bekannt, dass AMB seine Wirkung
hauptsachlich Uber eine TLR2-vermittelte Signalkaskade auslost, die in Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NF-kB mindet (Sau et al., 2003). Im klinischen Gebrauch wurde
DAMB groftenteils durch liposomale Formulierungen wie AmBisome (L-AMB) abgelost.
Sie weisen durch geringere Toxizitat bei gleich bleibender Effektivitat eine deutlich bes-
sere Toleranz auf (Moen et al., 2009). Uber die immunmodulatorischen Eigenschaften
dieser neuen pharmazeutischen Formulierungen ist bisher wenig bekannt. Sie scheinen
jedoch immunmodulatorische Effekte auszuldsen, die denen von DAMB teilweise ge-
gensatzlich sind.

In unseren Experimenten konnte gezeigt werden, dass L-AMB in Monostimulation die
Genexpression von TNF-a und IL-1 insgesamt reduzierte. Dies deckt sich mit Ergeb-
nissen anderer Studien (Simitsopoulou et al., 2005; Arning et al., 1995). Vor allem fur IL-
6 lag das mRNA-Level zu allen drei Zeitpunkten deutlich unterhalb des Kontrollniveaus.
Insgesamt zeigten sich auf Proteinebene keine Unterschiede fur die untersuchten Zyto-
kine durch die L-AMB-Monostimulation, was daflr spricht, dass die Substanz keinen
wesentlichen Einfluss auf die Ubergeordneten Translationsprozesse ausubt. Es konnte
hier gezeigt werden, dass die antiinflammatorischen Eigenschaften von L-AMB jedoch
deutlich gesteigert werden, wenn LPS als Ko-Stimulans zur Aktivierung der Monozyten
benutzt wird. Gerade diese Erkenntnisse konnten von groRRer Relevanz bei Sepsis-
Patienten sein: Die TNF-a- und IL-6-Genexpression wurde durch L-AMB in LPS-
aktivierten Monozyten signifikant reduziert. Die nach 24 h gemessenen Proteinkonzent-
rationen korrelierten mit dem Transkriptionsverhalten und waren entsprechend erniedrigt
gegenuber den LPS-Kontrollen. Interessanterweise war die Genexpression von IL-1f3
durch Ko-Stimulation mit LPS und L-AMB zu den frihen Zeitpunkten 2 h und 6 h signifi-
kant erhoht gegenlber der Expression der LPS-Kontrollen, um nach 24 h unterhalb des
Kontrollniveaus zu fallen. Auf Proteinebene zeigte sich nach 24 h eine signifikant ernied-
rigte IL-1B3-Konzentration durch die Ko-Stimulation mit L-AMB und LPS im Vergleich zur
LPS-Kontrolle. Diese Ergebnisse legen nahe, dass die L-AMB induzierte Steigerung des
IL-1B-mRNA-Levels zu den frGhen Zeitpunkten nur Kurzzeiteffekte sind und nicht zu ei-

nem anschliefenden IL-1B-Anstieg fuhren.
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Dass mRNA- und Proteinsynthese nicht automatisch miteinander korrelieren und tran-
skriptionelle, postranskriptionelle und translationale Mechanismen differentiell reguliert
werden, konnten Schindler et al. in ihrer Studie anhand von mononuklearen Zellen des
peripheren Blutes (PBMCs) fur IL-13 zeigen: So akkumulierte IL-13-mRNA durch einen
Stimulus wie Zelladharenz am Glas eines Inkubationsgefal3es ohne detektierbare Pro-
teinsynthese. Erst durch den zusatzlichen Stimulus LPS erfolgte die Proteinsynthese
und der Nachweis von IL-1 im Medium (Schindler et al., 1990).

Gerade von IL-1 ist bekannt, dass nicht nur die absolute Menge des Proteins sondern
auch das Verhaltnis zwischen IL-18 und dessen naturlichem Gegenspieler IL-1B-
Rezeptor- Antagonist (IL-1ra), der die potente biologische Aktivitat von IL-1 hemmt, ein
weiterer ausschlaggebender Faktor in der Initiation einer inflammatorischen Reaktion ist
(Vonk et al., 1998; Arondel et al., 1999; Goodwin et al., 1995). So weil3 man, dass nicht
nur IL-1B8 sondern auch IL-1ra durch DAMB, ebenso wie durch LPS, hochreguliert wird
(Rogers et al., 1998). Um hier eine Aussage Uber die Ratio IL-1B/IL-1ra zu treffen und
eine mogliche Regulierung durch L-AMB herauszuarbeiten, ware eine zusatzliche Mes-
sung des Genexpressionsprofils und der Proteinkonzentration von IL-1ra hilfreich.

Auch wenn insgesamt wenig Uber die genauen zu Grunde liegenden Mechanismen der
Immunmodulation durch L-AMB gesagt werden kann, so bleibt jedoch festzuhalten, dass
L-AMB einen Einfluss auf die Zytokinexpression in einem Sepsis-Modell besitzt und
dass dieser Einfluss sich von dem anderer Amphotericin-B-Formulierungen wie DAMB
unterscheidet. Da sich die antimikrobielle Komponente in den Formulierungen nicht ver-
andert, liegt die Vermutung nahe, dass die Liposomen, in denen AMB ,,verpackt” ist, ein
antiinflammatorisches Potential besitzen. Hier liefern Studien anderer Arbeitsgruppen
tiefergehende Erkenntnisse:

Es konnte gezeigt werden, dass Liposomen, die im in vitro-Modell mit LPS aktivierten
Monozyten oder Neutrophilen ko-inkubiert wurden, antiinflammatorische Eigenschaften
besalden. Durch die Liposomen wurde die intrazellulare cAMP-Konzentration erhoht und
dadurch Ca®*-abhéngige Kinasen inhibiert, die fiir die Initiierung einer proinflammatori-
schen Antwort verantwortlich sind. Auch in vivo reduzierte die Infusion von Liposomen
bei Ratten die Endotoxin-induzierte Mortalitat signifikant (Eierman et al., 1995). Belloc-
chio et al. fanden heraus, dass L-AMB seine antiinflammatorische Wirkung Uber einen
Signal-Shift von TLR2 zu TLR4 ausubt. L-AMB induziert Uber den TLR4-vermittelten
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Signalweg vermehrt die Synthese von dem antiinflammatorischen Zytokin IL-10 und
supprimiert die Synthese von TNF-a (Abbildung 20). L-AMB ist zudem in der Lage, die
Genexpression von TLR4 in Immunzellen zu triggern (Bellocchio et al., 2005). Diese
Erkenntnisse tragen zur Bestatigung der allgemeinen Hypothese bei, dass die TLR4-
Aktivierung eher mit der Induktion antiinflammatorischer Mechanismen assoziiert ist und
stellen eine mogliche Erklarung fur die potenten antiinflammatorischen Eigenschaften
von L-AMB in LPS-aktivierten Monozyten dar, entweder durch ein konkurrierendes Ver-
halten von L-AMB und dem TLR4-Liganden LPS oder durch synergistische Bindungsef-
fekte von L-AMB und LPS.
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Abb. 20: Die antiinflammatorische Wirkung von liposomalem Amphotericin-B
(LAMB) ist Toll-like Rezeptor 4 (TLR4)-vermittelt. Desoxycholathaltiges Amphotericin-B
(DAMB) induziert dagegen uber die Bindung an TLR2 die Initiierung proinflammatori-
scher Kaskaden mit der vermehrten Produktion inflammatorischer Mediatoren wie TNF-
a und IL-6. (modifiziert nach Bellocchio et al., 2005)
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Es gibt Hinweise auf eine erhdhte Eliminierungsaktivitat von Monozyten durch die Ko-
stimulation mit Amphotericin-B (Dotis et al., 2008). Auch andere Studien konnten einen
Trend zur erhohten Phagozytoserate durch AMB nachweisen. Unsere Daten zeigten fur
L-AMB-stimulierte Monozyten lediglich einen Trend hin zur gesteigerten Phagozytoseak-
tivitat. In LPS-stimulierten Monozyten dagegen wurde durch L-AMB das Phagozytose-
verhalten inhibiert. Diese Ergebnisse lassen darauf schlieRen, dass L-AMB die Pha-

gozytose von Pathogenen in einer bakteriellen Sepsis reduziert.

5.2 Immunmodulatorische Effekte von Anidulafungin

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass Anidulafungin einen Einfluss auf das Expres-
sions- und Sekretionsverhalten der getesteten proinflammatorischen Zytokine TNF-a, IL-
6 und IL-1B ausubt. Allerdings liegt hier kein einheitliches proinflammatorisches bzw.
antiinflammatorisches Muster vor, sondern eher eine differentielle Regulierung der Zyto-
kine:

Verneinbar mit unseren Daten konnten auch andere Arbeitsgruppen demonstrieren,
dass die Ko-Inkubation von ANI mit Candida albicans die TNF-a-Proteinproduktion in
THP-1-Zellen steigert. In unseren Ergebnissen zeigte sich zudem, dass erhohte TNF-a-
mRNA-Level mit erhéhten TNF-a-Proteinkonzentrationen im Uberstand korrelieren. Vor
allem in LPS-stimulierten Zellen war durch die Zugabe von ANI signifikant mehr TNF-a
im Zelluberstand nach 24 h gegenuber der LPS-Kontrollen nachweisbar, wahrend sich
durch die ANI-Monoinkubation lediglich ein Trend zu einer vermehrten Zytokinausschut-
tung im Vergleich zu unstimulierten Zellen zeigte. Dies lasst verstarkte proinflammatori-
sche Eigenschaften der Substanz bei gleichzeitiger Anwesenheit einer Endotoxamie
vermuten und konnte fur Patienten mit Sepsis eine entscheidende Rolle fur das Thera-
pieregime darstellen.

Die Ko-Stimulation der Monozyten mit ANl und LPS zeigte einen signifikanten Anstieg
der IL-13-mRNA zu den frihen Zeitpunkten 2 h und 6 h. ANI-Monostimulation zeigte
ahnliche Effekte lediglich nach 24 h. Fur IL-6 war eine gegensatzliche Regulation durch
ANI nachweisbar. Hier supprimierte die Monostimulation mit ANI die IL-6-Genexpression
nach 2 h und 6 h signifikant und auch in Kombination mit LPS war signifikant weniger IL-
6-mRNA nachweisbar gegenuber den Kontrollen. Trotz des unterschiedlichen Expressi-

onsmusters der beiden Zytokine zeigte sich weder fur IL-13 noch fur IL-6 ein signifikan-
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ter Effekt auf die Proteinkonzentration nach 24 h. Dies deckt sich mit Daten anderer
Studien (Baltch et al., 202). Autoren unterschiedlicher Arbeitsgruppen vermuten, dass
die Kombination einer Infektion (LPS) und einem Echinocandin wahrscheinlich zu inhibi-
torischen Effekten auf das endoplasmatische Retikulum der Zellen und somit auf die
Sekretion der Zytokine fuhrt (Rapp und Kaufmann, 2003; Rutkowski und Kaufman,
2004). Eine andere Moglichkeit fur die Diskrepanz zwischen Zytokin-mRNA und Protein-
konzentration besteht in einem negativen Feedback-Mechanismus der Proteine auf die
intrazellulare Translation (Chakrabarti et al., 2011; Hotamisligil et al., 2010).

In vitro - Studien anderer Arbeitsgruppen konnten eine deutlich reduzierte Produktion
von proinflammatorischen Zytokinen, unter anderem auch TNF-qa, IL-1p und IL-6, in LPS
stimulierten Makrophagen nach Zugabe von ANI nachweisen (Baltch et al., 2012; Baltch
et al., 2012). Ein solch eindeutiger antiinflammatorischer Trend war in unseren Untersu-
chungen nicht nachweisbar, im Gegenteil hatte ANI hier durch die erhohten TNF-a-
Konzentrationen eher proinflammatorischen Charakter. Allerdings wurden in den er-
wahnten, vergleichbaren Studien Makrophagen-Monolayer untersucht, die aus Mausen
kultiviert wurden und somit eine andere Zellintegritat sowie eine differentielle Kommuni-
kation der Zellen untereinander bieten. Studien mit Fokus auf THP-1-Zellen und TNF-a
konnten einen eher antiinflammatorischen Effekt durch die Ko-Stimulation mit einem
Echinocandin nachweisen (Kinoshita et al., 2006). Hier handelte es sich jedoch um Mi-
cafungin, das zwar zur selben Substanzklasse wie ANI gehort, jedoch in seiner chemi-
schen Struktur unterschiedlich ist. Es kann nur spekuliert werden, Uber welche Bin-
dungsstellen des Molekuls ein immunmodulatorischer Effekt ausgeldst wird. Zum ande-
ren wurde nicht das Endotoxin LPS verwendet, sondern Candida albicans, das im Ge-
gensatz zu LPS nicht selektiv TLR4-abhangig wirkt. Bei Candida albicans wird die In-
flammationskaskade sowohl durch TLR4 als auch durch TLR2, in der Hauptsache aber
durch TLR2, induziert (Gil und Gozalbo, 2006; Gil und Gozalbo 2009).

Die Datenlage zur Beeinflussung des Phagozytoseverhaltens durch Echinocandine ist
sehr dunn und widerspruchlich. Frank et al. konnten nachweisen, dass die Monoinkuba-
tion mit ANI die intrazellulare Elimination von Candida albicans in humanen Phagozyten
stimuliert (Frank et al., 2004). In der hier vorliegenden Studie lie} sich eine erhohte
Phagozytoseaktivitat nach Monoikubation mit ANl nachweisen, wahrend bei LPS-Ko-

Stimulation keine Unterschiede im Phagozytoseverhalten zu beobachten waren. Dies
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legt die Vermutung nahe, dass potenziell gesteigerte immunmodulatorische Effekte nach

Zugabe von ANI unter septischen Bedingungen abgeschwacht werden.

5.3 Immunmodulatorische Effekte von Itraconazol

Das Azol-Antimykotikum ITC, das zunehmend haufiger in der Therapie der systemi-
schen Aspergillose Verwendung findet (Zonios et al., 2008), unterschied sich hier deut-
lich in seiner Wirkung auf die THP-1-Monozyten von den Substanzen AMB und ANI.

Die Ergebnisse dieser Studie zeigten signifikant erhdhte Proteinkonzentrationen fur
TNF-a und IL-1B nach 24 h Ko-Stimulation mit ITC und LPS gegenuber den LPS-
Kontrollen. Der erhdhte Zytokingehalt korrelierte hier mit ebenfalls deutlich erhohten
MRNA-Levels. Zunachst wurde auch die IL-6-Genexpression unter LPS-Aktivierung und
ITC-Ko-Stimulation hochreguliert, um nach 24 h jedoch signifikant unterhalb des LPS-
Kontrollniveaus zu fallen. Auf Proteinebene zeigte sich fur IL-6 nach der Ko-Stimulation
mit ITC und LPS kein Unterschied im Vergleich zur LPS-Kontrolle. Insgesamt sind nach
unseren Beobachtungen deutliche proinflammatorische Effekte durch ITC in LPS-
aktivierten Monozyten auszumachen. Fehlte der LPS-Stimulus, so war keine eindruckli-
che Modulation der Zytokinproduktion zu beobachten. Die Ergebnisse dieser Studie lie-
Ren sich auch durch andere Arbeitsgruppen nachweisen: Kato et al. berichteten von
vermehrter IL-1B- und TNF-a-Produktion in Mausimmunzellen durch ITC- und LPS-Ko-
Stimulation in vitro (Kato et al., 2010).

Frey et al. konnten in ihrer Studie aus dem Jahr 2009 zeigen, dass ITC in Makrophagen
die Expression von CD14 auf der Zelloberflache erhoht. CD14 dient als membranstandi-
ges Glykoprotein der Bindung von LPS und konsekutiv der Aktivierung intrazellularer
Transkriptionsfaktoren, die fur die Synthese zahlreicher proinflammatorischer Zytokine
verantwortlich sind. Die erhohte CD14-Expression korrelierte mit einer gesteigerten
TNF-a-Produktion dieser Zellen nach Zugabe von LPS und ITC (Frey et al., 2009). Die-
se Resultate decken sich mit denen dieser Arbeit und liefern moglicherweise einen wich-
tigen Einblick in die immunmodulatorischen Mechanismen von ITC. Die Substanz
scheint schon direkt zu Beginn der Signalkaskade der Inflammation anzusetzen, was
sich in dem hier dargestellten Zytokinmuster widerspiegelt: Die gesteigerte Genexpres-

sion zieht konsekutiv auch eine erhohte Zytokinproduktion nach sich. Bei den beiden
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anderen Substanzen L-AMB und ANI war eine differentielle Regulierung von Transkrip-
tion und Zytokinproduktion zu sehen, was ein Eingreifen dieser beiden Substanzen in

nachgeschaltete intrazellulare Prozesse der Signalwege vermuten lassen konnte.

Schon frih war bekannt, dass ITC auch immunsuppressive Wirkung besitzt. So hemmt
es z.B. die T-Lymphozyten-Proliferation in vitro (Pawelec et al., 1991; Pawelec et al.,
1991). Die Eigenschaft der Glykosylierung durch ITC fuhrt zu einer Akkumulation von
High-Mannose-Glykoproteinen auf der Zelloberflache von Makrophagen mit der Folge
einer deutlichen Abnahme der Phagozytosefahigkeit dieser Zellen (Nino et al., 2014).
Auch in dieser Studie hatte ITC bei Zellen unter Sepsis-ahnlichen Bedingungen eine
signifikante Abnahme der Phagozytoserate sowohl zum frihen Zeitpunkt nach 2 h als
auch im Langzeitverlauf nach 24 h zur Folge. Die hier erhobenen Daten zeigen zum ers-
ten Mal, dass die Inkubation von LPS-aktivierten Monozyten mit ITC die Phagozytoseak-
tivitat dieser Zellen deutlich reduziert gegenuber LPS-Kontrollen. Diese Erkenntnis kdnn-

te von grofer, klinischer Wichtigkeit bei kritisch kranken Patienten sein.

Die Betrachtungen in dieser Arbeit legen nahe, dass ITC in der Lage ist, das Muster von
Oberflachenproteinen auf Monozyten und Makrophagen zu alterieren. Damit Ubt die
Substanz einen deutlichen Effekt auf Immunzellen aus. Vor dem Hintergrund, dass ITC
vor allem bei immunkompromittierten Patienten eingesetzt wird, bedarf es hier weiterfuh-

rende Untersuchungen zu den zugrunde liegenden Mechanismen.

5.4 Schlussfolgerung

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bestatigen die in der Einleitung skizzierten Aus-
sagen experimenteller Studien, dass Antimykotika zu einer direkten immunmodulatori-
schen Einflussnahme auf Zellen der angeborenen Immunitat fahig sind. Aus der Gegen-
Uberstellung der eigenen Resultate mit Forschungsergebnissen anderer Publikationen
ergaben sich teils Ubereinstimmungen, teils auch deutliche Differenzen. In diesem Zu-
sammenhang ist festzuhalten, dass die systematische Untersuchung einer Monozyten-
Zelllinie hinsichtlich ihrer Reaktion auf unterschiedliche Antimykotika in einem Sepsis-

Modell in dieser Form einzigartig ist. Die Untersuchung der Zytokine sowohl auf Tran-
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skriptionsebene als auch auf Proteinebene bot die Moglichkeit, teilweise auf die jeweili-
ge vermutete Lokalisation der Wirkung der untersuchten Antimykotika zu schliel3en. So
zeigte sich, dass ITC seine proinflammatorische Wirkung vermutlich durch eine Alterie-
rung der membranstandigen Proteine und somit zu Beginn der Inflammationskaskade
ausubt. Auch die verringerte Phagozytoserate, die vor allem bei ITC und L-AMB beo-
bachtet werden konnte, scheint auf diesen Mechanismus zuruckzufuhren zu sein. Bei L-
AMB scheint die Umhillung des Molekuls in Liposomen einen wesentlichen Einfluss
darauf zu haben, Uber welchen TLR (TLR2 oder TLR4) die Zytokinexpression und -
sekretion induziert wird. Gerade am Beispiel der Substanz ANI wurde deutlich, dass Zy-

tokinexpression und -sekretion durch unterschiedliche Stimuli reguliert werden.

Insgesamt sind die gewonnen Erkenntnisse als Beleg dafur zu werten, dass die unter-
suchten Antimykotika entsprechend ihrer strukturellen Heterogenitat auch ein vielfaltiges
Spektrum an immunmodulatorischen Eigenschaften besitzen. Zudem machten die Er-
gebnisse dieser Studie deutlich, dass der regulatorische Effekt von Amphotericin, Anidu-
lafungin und ltraconazol vor allem in LPS-aktivierten Monozyten zu beobachten war.
Diese Erkenntnis stellt explizit die Rolle von im klinischen Alltag angewandten Antiinfek-
tiva in der Beeinflussung der systemischen Inflammation unabhangig vom konventionel-
len antiifektiven Wirkungsmechanismus heraus. Die Sepsis ist ein kompliziertes Krank-
heitsbild, das durch eine entgleiste systemische Entzindungsreaktion gekennzeichnet
ist. Der differenzierte Einsatz von Antimykotika, die in der etablierten Sepsistherapie
haufig einen festen Platz einnehmen, konnte zusatzlich eine Steuerung des Immunsta-
tus zu Gunsten des septischen Patienten ermoglichen. Um ein vielschichtigeres Ver-
standnis der immunmodulatorischen Wirkungsweise der untersuchten Antimykotika zu
erlangen und so auch das Konzept der Antimykotika-vermittelten Immunmodulation
langfristig auf klinische Anwendbarkeit zu Uberprufen, ware eine weitere Vertiefung der
hier gewonnenen Ergebnisse im Rahmen von in vivo-Experimenten sowie zellularen

Inhibitorstudien winschenswert.
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6. Zusammenfassung

Die Sepsis bleibt trotz intensivmedizinischer Maximaltherapie ein Krankheitsbild mit ho-
her Letalitat. Neben supportiven intensivmedizinischen Mallnahmen ist die Gabe von
Antiinfektiva die zentrale Saule in der Therapie der systemischen Infektion. Es ist mitt-
lerweile allgemeinhin bekannt, dass Antibiotika modulierend in die unterschiedlichsten
Immunzellfunktionen wie Chemotaxis, Phagozytose und Zytokinproduktion eingreifen
konnen und somit einen potenziellen neuen Behandlungsansatz darstellen. Zunehmend
stellen bei der Sepsis neben bakteriellen Erregern auch Pilzerreger eine grol3e Gefahr
fur die Patienten dar, haufig im Rahmen einer sekundaren Superinfektion oder einer rei-
nen Pilzsepsis. So erweitert sich auch das antimikrobielle Spektrum der Pharmaka um
den Einsatz von Antimykotika. Zu dieser Substanzgruppe ist zurzeit nur sehr wenig tber

potenzielle Interaktionen mit der angeborenen Immunitat bekannt.

In dieser Arbeit sollte geklart werden, ob drei im klinischen Alltag haufig verwendete An-
timykotika unterschiedlicher Substanzklassen (L-AMB, ANI und ITC) in der Lage sind, in
LPS-stimulierten und unstimulierten THP-1-Zellen die Expression und Sekretion der pro-
inflammatorischen Zytokine IL-18, IL-6 und TNF-a Uber den zeitlichen Verlauf von 2 h, 6
h und 24 h zu regulieren. Zudem wurde der Effekt der drei Substanzen auf die Phagozy-
toserate der Zellen im zeitlichen Verlauf untersucht.

In Anwesenheit von LPS war L-AMB als hauptsachlich antiinflammatorisch wirkende
Substanz zu identifizieren. Es reduzierte die Sekretion aller drei Zytokine verglichen mit
LPS-Kontrollen. GroRtenteils erfuhren auch die entsprechenden mRNA-Levels von TNF-
a, IL-1B8 und IL-6 eine Downregulation durch die Ko-Inkubation mit LPS und L-AMB im
Langzeitverlauf. ITC dagegen zeigte unter Sepsisbedingungen eindeutig proinflammato-
risches Potential, indem es die Ausschuttung von IL-18 und TNF-a signifikant steigerte.
Auch auf Genexpressionsebene war hier ein signifikanter Anstieg der mRNA aller drei
Zytokine zu den meisten Messzeitpunkten zu beobachten. ANI vermochte auf Genex-
pressionsebene die drei Zytokine differentiell zu regulieren, wahrend im Zelluberstand
lediglich TNF-a erhoht messbar war. Die Substanzen hatten in Monoinkubation unter-

schiedliche Einflisse auf die Zytokin-mRNA-Produktion, jedoch ohne konsekutiven Ein-
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fluss auf die Proteinausschittung. Hier zeigten sich keine Unterschiede gegeniuber den
unstimulierten Kontrollen.
Auf das Phagozytoseverhalten hatten vor allem L-AMB und ITC einen Einfluss. Beide

Substanzen reduzierten die Phagozytoseaktivitat in LPS-stimulierten Monozyten.

Es konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass drei strukturell nicht miteinander ver-
wandte Antimykotika in mit LPS stimulierten humanen Monozyten einen differentiellen
Einfluss auf die Expression von proinflammatorischen Zytokinen und auch auf deren
Sekretion ausliben. Ein Einfluss auf das Phagozytoseverhalten konnte ebenfalls nach-
gewiesen werden. Bestatigen sich die unter in vitro-Bedingungen erzielten Ergebnisse
auch in weiterfuhrenden in vivo-Studien, besteht die Moglichkeit, durch Ausnutzung der
immunmodulatorischen Eigenschaften der Antimykotika das Muster der Immunantwort
bei septischen Patienten zu steuern und auf diese Weise die Mortalitatsrate beeinflus-

sen zu konnen.
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