Aus dem Institut fiir Klinische Pharmakologie und Toxikologie
der Medizinischen Fakultdt Charité — Universitdtsmedizin Berlin

DISSERTATION

Einfluss von Ciprofloxacin und ver schiedenen Hamofiltr at-
Fraktionen vom Patienten mit chronischer Nierenerkrankung
auf Tenozyten des Menschen in vitro

zur Erlangung des akademischen Grades
Doctor medicinae (Dr. med.)

vorgelegt der Medizinischen Fakultét
Charité — Universitdtsmedizin Berlin

von

Mona Askar (geb. Poor biazar)

aus Berlin



Gutachter: 1. : Prof. Dr. med. R. Stahlmann
2. : Prof. Dr. med. A. Jorres

3. : Prof. Dr. med. H. Lode

Datum der Promotion: 19.11.2010



Inhaltsverzeichnis 111

I Y1 1= 1 (0 [T S 1
1.1 CRINOIONE.......eiiecee ettt sr e nr e 1
1.1.1 Uberblick und SySteMAatiSTEIUNG ...........oovivevieeeiereeeeeeeeeeeesseeeeeeeeeees e eesesene s 1
1.1.2 Wirkmechanismus und pharmakokinetische ASPeKte.........ccccevvreviierciieeciiiiiieeiee e 2
1.1.3 Struktur-Wirkungs-BeziehUngen .............ccccoeiiiiiiiiiiiiecee e 3
1.1.4 WeChSCIWITKUNZEI.....c..eiuiiiiriiiiiiiitee ettt sttt st 4
1.1.5 Unerwiinschte Wirkungen und Kontraindikationen..........c..cocceceeverervieneneenenencencneneeneene 5
1.1.6 CIPTOTIOXACII. .eutieniieiieeite ettt ettt ettt ettt ettt et et e s bt e steesateesbeenbeenbeenseeseesnsesnsesnseenseensaens 6
L2 SENNE ... 8
1.2.2 SEHNENZEILE ...ttt ettt ettt ettt et et et e st e et et e aeenee e e 8
1.2.3 EXtrazellulAre MAIIX .....ccceieeiieiieeeieieeiee ettt ettt et b et e e et esneeneenee e 9
1.2.4 TeNAOPAtNIEN....cuviieiiiiiiiieciie e cre ettt ettt e e e b e et e e sbeesteestaessbeesseesseessaessesssesssenssesssennns 11
1.2.5 Chinolon-induzierte Tendopathien............ccccverviriiiiieiieeriecie et ere e 12
G B AT TSRS TP 19
1.3.1 AUTZADEN AT NICTE ....ecviiiiiiieeiiieeiie ettt etee et et e e et e e tbeesbeeetaeeseaeessbaeessseessseeensseesssenans 19
1.3.2 Chronische Nierenerkrankung, Niereninsuffizienz und Einschrinkung der Nierenfunktion 21
1.3.3 Ursachen der chronischen Nierenerkrankung ..............coceveviriinininniniinencncneneneeeen 23
1.3.4 NierenersatZVerfahren ..........cociiiiieiieiieiee ettt ettt ettt ettt e saeesaeeeateenre e 24
1.3.5 Prinzip der HAMOTIIIAtion .....c.coouieiiiiiieieeeeieee ettt 25
1.3.5 Hamofiltrat und die Verwendung als Blutplasmadquivalent ............ccceccvevierieneencnenrennennn, 26

2 Fragestellung Und ZIelSELZUNG ......oooeeiieiiiiecieeee e 28
3 Material und Methoden...........ccccvieiiiinc e 30
L MALEITAN ...t e e 30
BuLi] GOIALR ..ttt ettt e b e bt ettt et e bt e bt e eb e e eh e e eateeate e bt e bt e bt e bee bt e eneas 30
3.1.2 Reagenzien und Verbrauchsmaterialien ............cccuveeviiiiiiieiiiieeiieeciee et cree e eve e 31
T B BN 1151 Co ) y 1 (PO RS URUSUUUPRUURPSRUP 33
3.1.4 Kulturmedien und LOSUNZEN ........cc.eiiiiiiiiiieciie et eeieeeiee et e ereeeiveeeveeestaeeseseeessaeessseesnsaaens 33
T B 3 Y [T 1<) O UUURTSRRPRTSN 33
31042 LOSUNZEIL. c..ceiiiieiiieeeitee ettt ettt ettt ettt e et e bt e st e st e e bt e e sabeeeabeeesabeesabeeanbaeesabeesbeeenaneas 34

B2 MELNOUEN ... 38
3.2.1 Tenozyten ZelIKUITUT ........ccooviiiiiiiieie ettt ettt e s e ssae st e snbeenseensaesnennnas 38
3.2.1.1 Gewinnung und Kultivierung von menschlichen Sehnenzellen.............cccccevereennnennee. 38

3.2.1.2 ZelIPASSAZICIUNG ......eeveeiieiieriieeieeteeteeseesseessaesseesssesssessseesseesseesseesssesssesssessseessesssassseens 38



Inhaltsverzeichnis v

3.2.1.3 Einfrieren von Sehnenzellen ...........ccoocieiiiiiieiiiiiieiieicee et 39
3.2.1.4 Auftauen von Sehnenzellen...........occveiuieiiiiiiiiiiii et 39
3.2.1.5 ZellzahlbeStiMmMUNG..........cocuiiiiiiieiieiiecieeeee ettt ettt e st esteeteebeesbeesbeesseesaeesneens 40
3.2.2 HAMOTIIAt (HF) woeoeviiiieieeeeeee et ettt et et e e e et e e aae e eareaens 40
3.2.2.1 Gewinnung des HAMOTiltrats (HE).......cccocvviiiroiiiiiieieriecece e 40
3.2.2.2 Biochemische Aufbereitung des Ultrafiltrats (UF) ........cccceveiiviierieniiieieecieeeeeeeiens 40
3.2.3 Versuchsaufbau fiir die Inkubation mit Testsubstanzen.............cccceeeeevererreeneneereneneenee 42
3.2.4 LiChtmMIKIOSKOPIC ....evvviiiiieiieiieiieeie ettt ettt st e et e e b e staesteesnaessaesnsassseessaesaesnensnes 44
3.3 Immunhistochemische und biochemische Untersuchungen ... 44
3.3.1 IMMUNRISTOCREIMIE ...c...eeitiiiiiiieie ettt ettt et e be e 44
TR T O 0 01 5 4 ORISR 44
3.3.1.2 Durchfiihrung und Auswertung der immunhistochemischen Untersuchung.................. 45
3.3.2 SDS-Gelelektrophorese und Western BIOttng.........c.c.coccveeieiiiiriieiiieeieecieeciee e 46
3.3.2.1 ProbenvorberEiting ........c.ceeviiiiciiiiiiieciee ettt ettt et e et e e e v e e ebaeesabeeebeeeaaeeenneas 47
3.3.2.2 SDS-GeleleKtrOphOTESE. ....c.eeruiieiieiieiiecieesieeie ettt ettt ettt saee e 48
3.3.2.3 WESETTN BIOT ...ttt ettt st sttt et aee 48
3.3.2.4 Densitometrische und statistisSche AUSWETTUNE ........c.ceveerierieriirriieeie e 49

T 01 o] S S 50
4.1 LiChEMIKI OSKOPIE....c.veeieeeeesieeteeeesteeste et e st e e e e e ste e e sseestaesaesseesseensesnaesaeensesneeanennneas 50
4.2 IMMUNNISEOCNEMIE. ......itieci bbb 52
4.2.1 Einfluss von Ultrafiltrat auf humane Tenozyten iNVItr0 ..........cccceveevienieeeniinieieseeceeeee 52
4.2.2 Einfluss von Ciprofloxacin auf humane Tenozyten in Vitro ..........cccceeveeeiveninenenenieenee 59
4.2.3 Einfluss von Ciprofloxacin und Ultrafiltrat-40 auf humane Tenozyten in vitro................... 65
B3 WESLEIN BIOL ...t nr et nne e 71
5 DISKUSSION ...ttt sttt sttt et sttt st e st e b e se e b e e e e sbeeeesreeneesnnns 73
5.1 Chinolon-induzierte Effekte auf Tenozyten in vivo und iN Vitro..........cccoovvveviinieieniieree. 77
5.2 Effekte von Ultrafiltrat auf Tenozyten iNVItrO .........ccoecveiviiiiriiiieiececeee e 80

5.3 Effekte einer kombinierten Exposition mit Ciprofloxacin und Ultrafiltrat auf Tenozyten in

1L o SRRSO 82
5. AUSDIICK ..ottt 83
6 ZUSAMMENTASSUNG.....civeerieiie et eseestee e eeeeste e e e sreesseeeteesseesneeeneeenseenseennes 84

T L AUV ZEICNINIS. ..ot e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeaeeeeens 86



Abbildungsverzeichnis \Y

Abbildungsver zeichnis

Abbildung 1:
Abbildung 2:
Abbildung 3:
Abbildung 4:
Abbildung 5:
Abbildung 6:
Abbildung 7:

Abbildung 8:

Abbildung 9:

Abbildung 10:

Abbildung 11:

Abbildung 12:

Abbildung 13:

Abbildung 14:

Abbildung 15:

Abbildung 16:

Struktur-Wirkungs-Beziehungen der Chinolone..........c..cccceeveniencnicncencnnenne. 3
Strukturformel von CiprofloXacin.........c..ecvveeeiierireiiienieeiiesie e e e eve e 6
Sehnenzellen vom Menschen iNVItrO ........ccooevvieiiieieieieieesececeee e 9
MRT-Aufnahme des linken FuBBknochels einer 81 jéhrigen Patientin............. 13
Prinzip der HAMOTIIration ..........ccocueeiiiiiiiiiiiiieeeee e 25
Aufbereitung des Hamofiltrats in verschiedenen Ultrafiltrat-Fraktionen ........ 41
Lichtmikroskopische Aufnahme humaner Tenozyten ...........cccoeceevveviiiennennn. 51

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen humaner Tenozyten:
Immunhistochemisch mit Collagen Typ [-Antikoérpern behandelt. Effekt
einer 24 h und 72 h Inkubation mit Ultrafiltrat.............cccocevininininininennn 54

Daten aus der Bildanalyse einer immunhistochemischen Darstellung von
Collagen Typ I in humanen Tenozyten: Effekt einer 24 h Inkubation von
humanen Tenozyten mit Ultrafiltrat...........cocooiiniiiiniiniiieeceeee 58

Daten aus der Bildanalyse einer immunhistochemischen Darstellung von
Collagen Typ I in humanen Tenozyten: Effekt einer 72 h Inkubation von
humanen Tenozyten mit Ultrafiltrat.............ccooveeviiiniiiiiiiniicieciecee e, 58

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen immunhistochemisch mit
Collagen-Typ-I-Antikorpern behandelter humaner Tenozyten. Effekt einer
24 h und 72 h Inkubation mit CiprofloXacin.......c..cceceevuereeneenierienennienienenn 60

Daten aus der Bildanalyse einer immunhistochemischen Darstellung von
Collagen Typ I in humanen Tenozyten: Effekt einer 24 h Inkubation von
humanen Tenozyten mit CiprofloXacin...........ccceeevveerieeiieenieeiieeie e eieenieens 64

Daten aus der Bildanalyse einer immunhistochemischen Darstellung von
Collagen Typ I in humanen Tenozyten: Effekt einer 72 h Inkubation von
humanen Tenozyten mit CiprofloXacin..........cceceeveeveriineenieniieneenenieseeiee 64

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen immunhistochemisch mit
Collagen-Typ-I-Antikdrpern behandelter humaner Tenozyten. Effekt einer
72 h Inkubation mit Ciprofloxacin und Ultrafiltrat-40.............cccceeervenennnnnen. 66

Daten aus der Bildanalyse einer immunhistochemischen Darstellung von
Collagen Typ I in humanen Tenozyten: Effekt einer 72 h Inkubation von
humanen Tenozyten mit Ciprofloxacin und Ultrafiltrat-40 .............c.ccccceenee 68

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen immunhistochemisch mit
Fibronectin-Antikdrpern behandelter humaner Tenozyten. Effekt einer 72 h
Inkubation mit Ciprofloxacin und Ultrafiltrat-40.............cccceevenieninnencnnenen. 69



Abbildungsverzeichnis VI

Abbildung 17: Daten aus der Bildanalyse einer immunhistochemischen Darstellung von
Fibronectin in humanen Tenozyten: Effekt einer 72 h Inkubation von
humanen Tenozyten mit Ciprofloxacin und Ultrafiltrat-40 .............c.cccccceneeee. 71

Abbildung 18: Western Blot: Effekt einer 24 h und 72 h Inkubation von humanen
Sehnenzellen mit Ultrafiltrat...........cccooeeviiiinininninccccesceee 72



Tabellenverzeichnis VII

Tabellenver zeichnis

Tabelle 1: Einteilung der Fluorchinolone nach der Paul-Ehrlich-Gesellschatft.......................... 2
Tabelle 2: Tagesdosierungen CiprofloXacCin ........c..ccveeiieriieriieniieriieieeeeeerieeeee e sneereeeeee e 7
Tabelle 3: Klassifikation der Tendopathie .............cccceeriiiiiiiiiiiiiiieeee e 12

Tabelle 4: Mogliche pradisponierende Risikofaktoren fiir die Entstehung von Tendopathien 17
Tabelle 5: Definition der chronischen Nierenerkrankung............ccceevieeiiiniiiinieniieenienieeieene 22

Tabelle 6: Einteilung der chronischen Nierenerkrankungen...........c.ccecevveevienienieneeneneenene 23



Abkiirzungsverzeichnis

VIII

ADbkirzungsver zeichnis

ACN
ANOVA
APS
Aqua dest.
BSA

C

Ca

Cl

Cu

DNA
DMEM
DMSO
EZM
FITC
FKS
GAR
GAM
GFR
GABA

ug

HF
KI

ul

um

MAPK
MDRD

mg

Mg

Acetonitril

Analysis of variance = Varianzanalyse
Ammoniumpersulfat

Aqua destillata = destilliertes Wasser
bovines Serumalbumin

Celsius

Calcium

Chlorid

Kupfer

Desoxyribonukleinsidure

Dulbecco’s Modified Eagle's Medium
Dimethylsulfoxid

extrazellulire Sehnenmatrix
Fluorescein-Isothiocyanat

fetales Kalberserum

goat anti rabbit

goat anti mouse

glomeruldre Filtrationsrate
y-Aminobuttersiure

Mikrogramm

Stunde(n)

Hémofiltrat

Konfidenzintervall

Mikroliter

Liter

Mikrometer

Quadratmeter

Mitogen-Activated Protein Kinase = Mitogen aktivierte Proteinkinase

Modification of Diet in Renal Disease
Mol
Milligramm

Magnesium



Abkiirzungsverzeichnis

IX

min
mm
MRT
NMDA
NO

OR
PBS
PMSF
rER
TEMED
UF
ZNS

Minute(n)

Millimeter
Magnetresonanztomographie
N-Methyl-D-Aspartat
Stickstoffmonoxid
Odds-Ratio

Phosphate Buffered Saline
Phenylmethylsulfonylfluorid
raues endoplasmatisches Retikulum
Tetramethylendiamin
Ultrafiltrat

zentrales Nervensystem



1 FEinleitung 1

1 Einleitung

1.1 Chinolone

1.1.1 Uberblick und Systematisierung

Chinolone stellen eine synthetisch hergestellte Wirkstoftfklasse antibakteriell wirksamer Che-
motherapeutika dar, deren Ausgangssubstanz die 1962 entdeckte Nalidixinséure ist (Lesher et
al., 1962). Aufgrund ihres hemmenden Effektes auf die bakterielle Topoisomerase 11 (DNA-
Gyrase) wurden Chinolone frither auch als Gyrasehemmer bezeichnet. Da aber insbesondere
neuere Derivate auch auf andere bakterielle Enzyme (Topoisomerase IV) wirken, wird diese
Nomenklatur heute nicht mehr empfohlen (Stahlmann and Lode, 2008).

Gegenliber gramnegativen Bakterien hatte die Nalidixinsdure nur eine relativ schwache Wir-
kung, was die Indikation bei der Therapie der Harnwegsinfektion nur auf unkomplizierte In-
fektionen einschrinkte (Lesher et al., 1962). Aulerdem war dieser erste Substanzklassenver-
treter nur eingeschrinkt bioverfligbar. Heute ist Nalidixinséure obsolet.

Erst verschiedene Substituierungen, insbesondere das Einbringen eines Fluoratoms in Position
6 sowie eines Piperazinrings in Position 7 brachten eine deutliche Verbesserung der Wirk-
samkeit auf ein breites Bakterienspektrum, welches auch grampositive Erreger sowie Pseu-
domonas aeruginosa umfasst. Auch die Pharmakokinetik konnte giinstig beeinflusst werden,
sie zeichnet sich vor allem durch eine schnelle Resorption und gute Gewebegingigkeit aus.
Chinolone, die einen 6-Fluorsubstituenten aufweisen, werden auch als Fluorchinolone be-
zeichnet. Hierzu gehoren beispielsweise Ciprofloxacin und Levofloxacin.

Weitere Verdnderungen des zyklischen Amins in Position 7 fiihrten zu einem weiteren Vertre-
ter der Fluorchinolone: Moxifloxacin weist eine verbesserte antibakterielle Wirksamkeit ge-
gen grampositive und atypische Erreger sowie Anaerobier auf. Aufgrund des breiten Wirk-
spektrums umfasst das Indikationsgebiet neben der Therapie der Harnwegsinfektionen auch
den Einsatz bei Atemwegs- (vor allem Levofloxacin und Moxifloxacin), Weichteil- und Kno-
cheninfektionen, Infektionen der Haut, der Augen und der Geschlechtsorgane sowie die Be-
handlung der Sepsis. Anhand ihres antibakteriellen Spektrums werden die Chinolone von der

Paul-Ehrlich-Gesellschaft fiir Chemotherapeutika in vier Gruppen eingeteilt (Tabelle 1).
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Tabelle 1: Einteilung der Fluor chinolone nach der Paul-Ehrlich-Gesellschaft fir Che-
mother apeutika, modifiziert nach (Naber and Adam, 1998)

Gruppe Spektrum Vertreter

Orale Fluorchinolone mit eingeschrankter Indikation,

: . g Norfloxacin
vor allem bei Harnwegsinfektionen

Ciprofloxacin
Ofloxacin
Enoxacin

Oral und systemisch anwendbare Fluorchinolone mit
breitem Spektrum und grof3em Indikationsgebiet

Fluorchinolone mit verbesserter Aktivitat gegen

i grampositive und atypische Erreger

Levofloxacin

Fluorchinolone mit verbesserter Aktivitat gegen
v grampositive und atypische Erreger sowie gegen Moxifloxacin
Anaerobier

1.1.2 Wirkmechanismus und pharmakokinetische Aspekte

Chinolone erreichen ihre bakterizide Wirkung durch Angriff auf die bakteriellen Topoisome-
rasen. Substanzabhingig liegt der Hauptangriffsort primér auf der Topoisomerase II (DNA-
Gyrase) oder der Topoisomerase IV. Diese beiden Enzyme sind essentiell fiir die Struktur und
Funktion der bakteriellen DNA. Das bakterielle Chromosom besteht aus einer zirkuldren dop-
pelstrangigen DNA-Helix, die mit ca. 1300 um etwa 1000fach lédnger ist als das Bakterium.
Um dieses Platzproblem zu 16sen, muss die DNA-Helix sehr eng und funktionell giinstig ge-
faltet werden. Diese Aufgabe ibernimmt die Topoisomerase II, indem die DNA zu Schleifen
gefaltet und gleichzeitig spiralig verdrillt (supercoils) wird. Aber auch die Entspiralisierung
von DNA-Abschnitten, die die Voraussetzung fiir die Replikations-, Transkriptionsvorgédnge
und DNA-Synthese ist, erfolgt durch dieses bakterielle Enzym (Heisig and Wiedemann, 2001).
Zusammen mit anderen Topoisomerasen liegt die Funktion der Topoisomerase IV in der bak-
teriellen DNA-Synthese, bei der sie fiir die Trennung zweier verbundener DNA-Molekiile
nach der Replikation (Decatenierung) notwenig ist. Fluorchinolonen werden dariiber hinaus

noch weitere, bisher nicht im Detail geklarte Wirkmechanismen zugeschrieben.

Chinolone gelangen mittels Diffusion in die Bakterienzelle, dort erfolgt die Bindung an den
Gyrase Komplex. Voraussetzung fiir diese Komplexbildung scheint die Beteiligung von

Magnesiumionen zu sein (Palu et al., 1992). Der Bindungsmechanismus konnte {iber Wasser-
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stoffbriickenbindungen (Shen et al., 1989) oder auch Magnesiumbriicken (Palu et al., 1992)
zustande kommen. Der Einfluss auf die bakteriellen Topoisomerasen, der Polymerisationsre-
aktionen (Replikation, Transkription) sowie die erforderliche rdumliche Anordnung des
DNA-Doppelstranges verhindert, erklért die rasch einsetzende konzentrationsabhédngige bak-
terizide Wirkung der Chinolone.

Die verfiigbaren Chinolone werden nach oraler Einnahme rasch resorbiert und iiber die Niere
(z.B. Levofloxacin) oder iiber die Leber (z.B. Moxifloxacin) eliminiert. Eine charakteristische
pharmakokinetische Eigenschaft der Chinolone ist das hohe Verteilungsvolumen, welches auf
eine hohe Gewebegingigkeit und intrazellulire Anreicherung hindeutet. Dies erklért auch den
Einsatz bei Infektionen von schwer erreichbaren Kompartimenten sowie intrazelluldren Erre-

gern (z.B. Chlamydien).

1.1.3 Struktur-Wirkungs-Beziehungen

Einfluss auf Fiir die Bindung an Gyrase essentiell
Substitution mit antibakterielle Aktivitat (Substitution fiihrt zum Wirkungsverlust)
Fluor flihrt zu einem und Toxizitat Che'atisierung von Kationen
deutlichen Anstieg der (Interaktion mit Antazida)

antibakteriellen Aktivitat
(allerdings kann auch ohne
6-Fluorierung eine hohe anti- R, O 0]
bakterielle Aktivitat bestehen!
z. B. Garenoxacin) ‘ ‘
C—— OH

Deutlicher Einfluss auf . .
H ist optimaler

Wirksamkeit Substituent

und pharmakokinetische : .

Eigenschaften R, Xs N R, im Bereich der
Gyrase-

~ _aliadr Bindungsregion
5-oder 6-gliedrige Heterozyklen Einfluss auf

verleihen die héchste Aktivitat R

(2.B. Piperidin) Pharmakokinetik 1

Wichtig fur die Wirksamkeit
Beeinflusst Bindung

an den GABA-
Rezeptor

Abbildung 1. Struktur-Wirkungs-Beziehungen der Chinolone (modifiziert nach
(Domagala, 1994)

Chinolone sind Substanzen, die als gemeinsame Grundstruktur ein Chinolinringsystem auf-

weisen. Substituierungen und Derivate dieses Grundgeriistes fiihrten zu Substanzen, die sich
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hinsichtlich ihrer gewiinschten antibakteriellen Wirkung, Pharmokokinetik sowie uner-
wiinschter Arzneimittelwirkungen unterscheiden.

Besondere Bedeutung kommt der Carboxygruppe in Position 3 und der benachbarten
Oxygruppe in Position 4 zu. Diese Strukturmerkmale sind essentiell fiir die Bindung an den
DNA-Gyrase Komplex und somit fiir die bakterizide Wirksamkeit verantwortlich. AuB8erdem
kommt es iiber diese funktionellen Gruppen auch zu den chelatbildenden Eigenschaften von
zwei- und dreiwertigen Kationen. Sie sind daher auch von groBler Bedeutung fiir Wechselwir-
kungen dieser Substanzklasse (Stahlmann and Lode, 1999).

Das Einfiigen eines Fluoratoms in 6-Stellung flihrte zu einer deutlichen Aktivitétssteigerung
der antibakteriellen Wirkung (10-100fach). Vertreter dieser Gruppe werden als Fluorchinolo-
ne bezeichnet. Eine hohe antibakterielle Aktivitit kann jedoch auch ohne diese Substitution
bestehen (Barry et al., 2001, Takahata et al., 1999).

Eine Substitution in Position 8 kann zwar die Bioverfiigbarkeit sowie die Aktivitit gegeniiber
Anaerobiern verbessern, sie erhoht aber auch das phototoxische Potential der Substanz, was
zum Ausschluss entsprechender Chinolone (z.B. Sparfloxacin, Fleroxacin) aus dem Handel

gefiihrt hat.

1.1.4 Wechselwirkungen

Die Affinitit der Chinolone, mit Kationen Komplexbindungen einzugehen, erklart auch die
Wechselwirkung bei gleichzeitiger Einnahme mit magnesium-, aluminium-, eisen-, calcium-
oder zinkhaltigen Medikamenten (z.B. ionische Antacida), die zu einer deutlichen Resorpti-
onsminderung und damit auch zum Verlust der antibakteriellen Wirksamkeit der Chinolone
fiihren (Stahlmann and Lode, 2000, Stahlmann and Lode, 2008).

Eine weitere wichtige Interaktion einiger Chinolone, wie z.B. Enoxacin, Pefloxacin oder im
geringen Mafle Ciprofloxacin, ist der hemmende Einfluss auf den Metabolismus einiger Arz-
neimittel, die tiber Cytochrom P450 1A2 verstoffwechselt werden. Eine therapeutische Rele-
vanz hat diese Wechselwirkung insbesondere bei Medikamenten, die nur eine geringe thera-
peutische Breite aufweisen. Ein Beispiel hierfiir ist Theophyllin, es kann bei gleichzeitiger
Chinolon-Therapie vermehrt zu unerwiinschten Wirkungen kommen, da der Wirkstoffspiegel
des Theophyllins ansteigt (Kinzig-Schippers et al., 1999, Stahlmann et al., 1992). Bei Kombi-
nation mit steroidalen und nicht-steroidalen Antiphlogistika wurden hiufiger Ubererregbar-

keitsreaktionen bis hin zu Krampfen beobachtet (Stahlmann and Lode, 2008).
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1.1.5 Unerwiinschte Wirkungen und Kontraindikationen

Mit Symptomen wie Ubelkeit, Appetitlosigkeit und Erbrechen stellen gastrointestinale Sto-
rungen die hdufigsten unerwiinschten Wirkungen der Chinolone dar. Diarrhden sind hingegen
im Vergleich zu anderen antibakteriellen Substanzen relativ selten (Stahlmann and Lode,
2008). Die Einnahme von Chinolonen kann des Weiteren zu Stérungen des Nervensystems
fiihren, die sich in Form von erhdhter Erregbarkeit, Schwindel, Benommenheit und Schlafsto-
rungen dullern. Aber auch schwere neurotoxische Symptome wie Verwirrtheit, Halluzinatio-
nen, Krampfanfille bis hin zu psychotischen Zustdnden wurden in seltenen Fillen beobachtet
(Stahlmann and Lode, 2000, Stahlmann and Lode, 2008). Bisher konnte man den Wirkungen
auf das zentrale Nervensystem (ZNS) zwar eine Dosisabhingigkeit nachweisen (Bowie et al.,
1989), der ursédchlich zugrunde liegende Mechanismus fiir dieses neurotoxische Potential
konnte bisher jedoch noch nicht geklart werden. Diskutiert werden Rezeptorinteraktionen an
den GABA- oder NMDA-Rezeptoren im ZNS. Das neurotoxische Potential bedingt die Kont-
raindikation von Chinolonen fiir Patienten mit zentralnervéser Vorschiadigung oder bekannter
Krampfneigung (Stahlmann and Lode, 2008).

In seltenen Fillen kann es zu einer allergischen Reaktion mit vaskulitisch-allergischen Er-
scheinungen und Odembildung kommen. Aufgrund der Labilitit einiger Fluorchinolone (v.a.
Fleroxacin) im UV-Licht mit daraus folgender Radikalbildung kann es dosisabhéngig zu pho-
totoxischen Reaktionen kommen. Eine direkte Exposition mit UV-Licht (Solarium, Hohen-
sonne) sollte daher vermieden werden (Stahlmann and Lode, 2000). In sehr seltenen Fallen
kann es zu Storungen der Hamatopoese bis zur Agranulozytose kommen (Stahlmann and Lo-
de, 2008).

Des Weiteren konnte ein gewisses cardiotoxisches Potential in Form von unterschiedlich stark
ausgepragten QT-Verldngerungen beobachtet werden. Dieser Effekt auf das Reizleitungssys-
tem ist dosisabhéngig und nur fiir einige Chinolone (z.B. Sparfloxacin, nicht mehr im Handel)
von direkter therapeutischer Relevanz. Vor allem bei gleichzeitiger Einnahme von Substanzen
mit dhnlicher Wirkung, ausgepréigten Elektrolytstorungen oder angeborenen Stdrungen des
Reizleitungssystems (z.B. Kaliummangel, Long-QT-Syndrome) kann es zu potentiell todli-
chen Arrhythmien kommen (Torsades de pointes). Bei Vorliegen entsprechender Risikofakto-
ren sind Chinolone daher kontraindiziert (Rubinstein and Camm, 2002).

Von besonderem Interesse sind die unerwiinschten Wirkungen der Chinolone auf das Binde-
gewebe in Form von Gelenkschadigungen (Arthropathien), irreversiblen Verédnderungen der
Epiphysenfuge bei juvenilen Tieren sowie Chinolon-induzierten Tendopathien. Das gelenk-

schiddigende Potential der Chinolone wurde bereits 1977 beschrieben (Ingham and Brentnall,
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1977). Zahlreiche tierexperimentelle Untersuchungen folgten und konnten die chondrotoxi-
sche Wirkung von Chinolonen insbesondere auf unreifen juvenilen Gelenkknorpel nachwei-
sen (Kato and Onodera, 1988a, Kato and Onodera, 1988c, Kato and Onodera, 1988b, Kato et
al., 1995b, Burkhardt et al., 1990, Stahlmann et al., 1990, Forster et al., 1996). Zudem konn-
ten im Tierexperiment fiir die Substanzen Ofloxacin und Trovafloxacin Verdnderungen an der
Epiphysenfuge von juvenilen Ratten mit daraus resultierenden irreversiblen Wachstumssto-
rungen festgestellt werden (Stahlmann and Lode, 2000).

Da diese gravierenden Nebenwirkungen insbesondere bei juvenilen Tieren beobachtet wurden,
besteht fiir alle Chinolone eine Kontraindikation bei Kindern, Jugendlichen, Schwangeren und
stillenden Patientinnen. Nur in ausgewéhlten Einzelfillen, wie z.B. der Behandlung von Kin-
dern mit Mukoviszidose (cystischer Fibrose) im Alter von 5 bis 18 Jahren, kann nach sorgfil-

tiger Abwagung eine antibakterielle Therapie mit Chinolonen indiziert sein.

1.1.6 Ciprofloxacin

F COOH

Abbildung 2: Strukturformel von Ciprofloxacin

Ciprofloxacin ist ein 4-Chinolon, das zur Gruppe der Fluorchinolone gehort. Es wurde von
der Bayer AG entwickelt und 1986 in den Markt eingefiihrt. Ciprofloxacin zeichnet sich
durch ein breites Wirkspektrum mit Aktivitit gegen Keime wie Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella pneumoniae und Enterobakterien aus, die infolge von Resistenzentwicklung meist
nicht mehr mit Standardantibiotika behandelbar sind. Desweiteren wirkt es auch gegen intra-
zelluldre Erreger wie Legionellen und kann oral sowie parenteral eingesetzt werden. Auf-
grund dieser Eigenschaften ist Ciprofloxacin der wichtigste Vertreter der Gruppe-II-
Chinolone (Stahlmann and Lode, 2008).

Aufgrund der guten Aktivitit gegen gramnegative Erreger insbesondere aber gegen Pseudo-
monaden und Enterobacter sowie der etwas geringeren Wirkung gegen grampositive Erreger

erkldrt sich das breite Indikationsgebiet von Ciprofloxacin. Dieses umfasst neben komplizier-
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ten Harnwegs- und Atemwegsinfektionen (nicht Pneumokokken) auch gastrointestinale, geni-
tale, Haut- und Weichteilinfektionen sowie Sepsis (nach Bakterienresistogramm). Gerade
aufgrund der guten Wirksamkeit gegen Keime, welche infolge von Resistenzentwicklungen
nicht mehr mit Standardantibiotika therapierbar sind und den Einsatz von Reserveantibiotika
erfordern, sollte im Hinblick auf eine weitere Resistenzentwicklung jeder Einsatz kritisch
erfolgen.

Eine iibliche Dosierung abhidngig vom Krankheitsbild ist die orale Einnahme von 2 x 250 mg
oder 2 x 500 mg/Tag (Tabelle 2). Nach oraler Gabe einer Einzeldosis von 250 mg kann man
mit einer Spitzenkonzentration von 1,7 mg/l im Plasma rechnen. Bei hoheren Dosierungen
und Patienten mit Grunderkrankungen koénnen die maximalen Plasmakonzentrationen jedoch
auch viel hoher liegen. Nach intravendser Gabe von 2 x 400 mg Ciprofloxacin wurden Spit-
zenkonzentrationen zwischen 2,2 und 18 mg/l gemessen (van Zanten et al., 2008).

Die Substanz weist eine giinstige Pharmakokinetik mit rascher Resorption und einer Biover-
fiigbarkeit von 70% auf (Stahlmann and Lode, 2008). Die Ausscheidung erfolgt zu

40-60% renal, zu einem geringen Teil bilidr (1-5%) sowie transintestinal (15%).

Von grofem Vorteil ist, dass Ciprofloxacin zur oralen sowie zur parenteralen Verabreichung
zur Verfiigung steht und somit bei einer schweren Infektion von einer initial parenteralen zu
einer oralen Therapie libergegangen werden kann. Aufgrund des hiufigen Einsatzes in Klinik
und Praxis wurde fiir die Untersuchungen in dieser Arbeit Ciprofloxacin als Modellsubstanz

verwendet.

Tabelle 2: Tagesdosierungen Ciprofloxacin (Werte entnommen aus der Fachinformation
Ciprobay® Bayer AG, L everkusen)

Tagesdosierung fiir Ciprofloxacin

Verabreichungsform: oral

- bei normaler Nierenfunktion: 2 x 250-1500 mg/Tag

- bei eingeschrankter Nierenfunktion:

(Kreatinin-Clearance: <30 mL/min) max. 500 mg/Tag

Verabreichungsform: parenteral

- bei normaler Nierenfunktion: 2-3 x 400 mg/Tag

- bei eingeschrankter Nierenfunktion:

(Kreatinin-Clearance: <30 mL/min) max. 400 mg/Tag
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1.2 Sehne

Neben Knorpeln und Knochen gehdren auch Sehnen zu den Binde- und Stiitzgeweben des
Korpers. Als verbindendes Element zwischen Muskeln und Knochen (sowie bei mehrbauchi-
gen Muskeln auch untereinander) spielen Sehnen eine entscheidende Rolle in der Bewe-
gungsbildung durch Ubertragung der Muskelkraft auf die Knochen. Entsprechend ihrer Funk-
tion weisen Sehnen als charakteristische Merkmale eine hohe Zugfestigkeit, elastische Eigen-
schaften sowie eine hohe mechanische Stabilitdt auf. Histologisch ldsst sich das straffe paral-
lelfaserige Bindegewebe in eine ausgedehnte extrazelluldre Sehnenmatrix und einen zelluld-
ren Anteil unterteilen.

Die extrazellulire Sehnenmatrix (EZM) ist hierbei fiir die bereits erwdhnten charakteristi-
schen Eigenschaften der Sehne verantwortlich und erméglicht die optimale Funktionsaus-
libung auch bei wechselnder Krafteinwirkung sowie ungleichméBiger Beanspruchung.
Tenoblasten und Tenozyten bilden den zelluldren Anteil der Sehne. Sie liegen zwischen den
Collagenfasern verteilt und sind fiir die Synthese der einzelnen Bestandteile der extrazellula-
ren Matrix verantwortlich. Sie besitzen daher einen essentiellen Stellenwert beim so genann-
ten Remodelling, welches Auf-, Umbau- und Regulationsprozesse umfasst und sind somit von
zentraler Bedeutung fiir die Funktionstiichtigkeit der gesamten Sehne (Benjamin and Ralphs,
2000, Kannus, 2000, Jozsa et al., 1991).

Sehnen gehoren zu den bradytrophen Geweben und sind kaum vaskularisiert. Dies hat zur
Folge, dass Konzentrationsverdnderungen von funktionell bedeutsamen Matrixbestandteilen
kaum oder nur sehr langsam kompensiert werden konnen (Shakeri-Nejad et al., 2005). Die
geringe Anzahl von Nerven und Blutgefdlen in den Sehnen trdgt zusitzlich zur schlechten

Regenerationsfahigkeit der Sehnen nach Trauma oder Entziindung bei.

1.2.2 Sehnenzelle

Zwischen den Collagenfasern angeordnet liegen die Sehnenzellen (Teno- oder Tendozyten
sowie Teno- bzw. Tendoblasten). Wie bereits erwihnt, liegt ihre zentrale Funktion in der Syn-
these aller Komponenten der EZM. Aullerdem sind sie flir die Anordnung der Collagenfaser-
biindel verantwortlich. Infolgedessen haben sie einen essentiellen Stellenwert fiir die Funkti-
onstiichtigkeit der Sehne (Benjamin and Ralphs, 2000, Kannus, 2000, Jozsa et al., 1991). His-
tologisch weisen Tenozyten einen lang gestreckten, spindelféormigen Zellkorper mit langen
Auslédufern auf, welche an Fliigel erinnern. Aufgrund dieser besonderen Form werden Seh-

nenzellen mitunter auch als Fliigelzellen oder Pterygozyten bezeichnet (Abbildung 3). Die
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charakteristische Form der Tenozyten mit ihren langen Zellauslaufern ist von zentraler Bedeu-
tung fiir die Bildung eines ,,kommunizierenden Netzwerkes* in der Sehne. Die langen Fort-
sdtze gewihrleisten, trotz der unter physiologischen Bedingungen vorliegenden geringen Seh-
nenzelldichte die essentiellen Zell-Zell- und Zell-Matrixkontakte. Der interzellulare Informa-
tionsaustausch erfolgt hierbei liber ,,gap junctions®. Dies sind kanalbildende Proteinkomplexe,
welche die zytoplasmatischen Kompartimente benachbarter Zellen direkt miteinander verbin-
den. Im ultrastrukturellen Aufbau der Sehnenzellen spiegeln sich die grofle metabolische Ak-
tivitdit und die hohe Synthesekapazitit wider. Neben einem deutlich ausgebildeten rauen en-
doplasmatischen Retikulum (rER) finden sich zahlreiche Golgi-Apparate und wenige Mito-
chondrien mit charakteristischer Christae-Struktur (Benjamin and Ralphs, 2000, Kannus,
2000).

Abbildung 3: Sehnenzellen vom Menschen in vitro (Dur chlichtmikroskopie Ver gr 6i3e-
rung x 400)

1.2.3 Extrazdllulare Matrix

Die Sehne ermdglicht durch Ubertragung von Muskelkraft auf Knochen Gelenkbewegungen.
Wihrend dieser Bewegungsphasen sind Sehnen einer Reihe von longitudinal, transversal und

auch rotationsformig verlaufenden Kriften ausgesetzt. Dariiber hinaus miissen Sehnen auch
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plotzlich von auBlen direkt einwirkendem Druck oder Prellkriften standhalten konnen
(Kannus, 2000).

Diese vielfdltigen Anforderungen werden durch den komplexen dreidimensionalen makro-
und mikrostrukturellen Aufbau der Sehnen und Sehnenfasern erfiillt. Der komplexe Aufbau
mit Anordnung der einzelnen Sehnenfibrillen und Sehnenfasern nicht nur in paralleler, son-
dern auch in longitudinaler, transversaler, horizontaler und spiraler Form, gewéhrleistet das
Abpuffern von einwirkenden Kréften sowie die Integritdt der Sehne, indem er die Zerstérung
und Trennung der Fasern verhindert (Jozsa et al., 1991, Kannus, 2000).

Die extrazellulire Matrix (EZM) setzt sich zu 65-80% aus collagenen Fasern (hauptsédchlich
Collagen Typ I, wenig Collagen Typ III und V), auBerdem Elastin (1-2%), anorganischen
Komponenten sowie der so genannten Grundsubstanz zusammen.

Die kleinste Einheit des komplexen Collagenfasernetzwerkes bilden die 16slichen Tropocolla-
genmolekiile, die von den Sehnenzellen synthetisiert und in den Extrazellularraum sezerniert
werden. Durch Quervernetzungen bilden sich aus diesen Vorstufen des Collagens zunéchst
unlosliche Collagenmolekiile, die wiederum zu Mikro- und anschlieBend zu Collagenfibrillen
aggregieren. Mehrere Collagenfibrillen lagern sich zunédchst zu Fasern und schlielich zu
primiren Faserbiindeln, den so genannten Subfaszikeln, zusammen. Der Verbund mehrerer
primédrer Faserbiindel bildet ein sekundires Faserbiindel (Faszikel). Mehrere Faszikel bilden
wiederum ein tertidres Faserbiindel. Durch Zusammenschluss vieler tertidrer Faserbiindel in
spiralformiger Anordnung ergibt sich die Sehnengrundstruktur (Shakeri-Nejad et al., 2005).
Sowohl einzelne Collagenfasern, als auch die primiren und sekundéren Faserbiindel werden
von einer diinnen Schicht lockerem Bindegewebe umhiillt. Dieses so genannte ,,Endotenon
bzw. Peritenon* sorgt flir eine Anbindung an weitere Fasern. Das Epitenon ist ein dichtes
Netzwerk von Collagenfibrillen, welches die Sehne selbst umgibt. Als elastische Hiille er-
moglicht es die Beweglichkeit der Sehne gegeniiber dem umliegenden Gewebe. Einige Seh-
nen sind zusétzlich von einer weiteren Schicht aus lockerem Bindegewebe umgeben, dem so
genannten ,,Paratenon‘ (Kannus, 2000).

Neben den collagenen Fasern sind in der EZM zu einem geringen Anteil von 1-2% auch elas-
tische Fasern zu finden. Die Bedeutung dieser elastischen Fasern ist noch nicht vollstindig
geklart. Wahrscheinlich tragen sie zur Wiederherstellung der wellenformigen Struktur der
Collagenfasern nach erfolgter Sehnendehnung/Sehnenstreckung bei (Kannus, 2000).

Die Grundsubstanz umgibt die collagenen und elastischen Fasern und besteht aus Wasser,
Proteoglykanen, Glykosaminoglykanen (wie z.B. Hyaluronsdure, Dermatansulfat, Chondroi-

tinsulfat) und Glykoproteinen (z.B. Fibronectin). Proteoglykane und Glykosaminoglykane



1 FEinleitung 11

sind hydrophile Makromolekiile mit einer groBen Wasserbindungskapazitit. Sie bilden ein
hydrophiles Gel, welches die biomechanischen Eigenschaften der Sehne gegeniiber auftreten-
den Scher-, Rotations- und Kompressionskriften unterstiitzt (Kannus, 2000). Glykoproteine
befinden sich groBtenteils auf den Sehnenzelloberflachen und haben adhdsive Eigenschaften.
Sie tragen zur Stabilisierung des Collagennetzwerkes bei, indem sie an Makromolekiile oder
Zelloberflachenproteine binden und somit zur Erhaltung von Zell-Matrix-Verbindungen bei-
tragen (Potts and Campbell, 1996). Dariiber hinaus ist die Grundsubstanz an der Aufrechter-
haltung des Ionengleichgewichts (Homoostase) und der Fibrillogenese beteiligt (Kannus,
2000).

Die anorganischen Komponenten machen nur ca. 0,2% der Sehnentrockenmasse aus. Hierzu
zahlen unter anderem Calcium, Magnesium, Mangan, Kupfer, Cadmium, Zink, Nickel, Li-
thium, Fluor, Phosphor und Silizium. Thnen wird eine Beteiligung an Wachstums-, Ent-
wicklungs- und Stoffwechselprozessen der Sehne zugesprochen. So hat z.B. Kupfer eine
wichtige Rolle bei der Ausbildung von Collagen-Quervernetzungen (Kannus, 2000).

Der fiir Wachstum und Erneuerungsprozesse (Remodelling) essentielle Informationsaustausch
zwischen Sehnenzellen und extrazelluldrer Matrix erfolgt iiber membranstindige Rezeptor-
proteine, den Integrinen (Hayes et al., 2000, Hynes, 1992, Ivaska and Heino, 2000, van der
Flier and Sonnenberg, 2001).

1.2.4 Tendopathien

Unter dem Begriff Tendopathie wird eine Vielzahl von krankhaften Verdnderungen des Bin-
degewebes im Sehnenbereich zusammengefasst. Im engeren Sinn versteht man unter einer
Tendopathie jedoch eine primér nicht-entziindliche, degenerative, krankhafte Verdnderung
der Sehne. Hiervon abzugrenzen ist die Tendinitis, die iberwiegend im Rahmen von entziind-
lichen Erkrankungen des rheumatischen Formenkreises auftritt. Die speziell im Zusammen-
hang mit der Einnahme von Chinolonen beobachteten krankhaften Verdnderungen der Sehne
reichen von der einfachen schmerzhaften Sehnenreizung, Sehnenenentziindung (Tendinitis)
mit begleitender Schwellung und Einlagerung von entziindlichen Infiltraten bis zur Totalrup-
tur der Sehne. In der Literatur werden die Verdnderungen meist als Chinolon-induzierte Ten-
dopathie zusammengefasst. Typische Leitsymptome der Tendopathie sind bewegungs- und
belastungsabhéngige ausstrahlende Schmerzen.

Primire Ursache der degenerativen Tendopathie ist meist eine chronische Uberbelastung der
Sehne. Dariiber hinaus konnen aber auch Durchblutungsstdrungen, ein Impingement (hiufig

im Bereich der Rotatorenmanschette) als auch die Einnahme von Medikamenten ursidchlich
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sein/auslosende Faktoren darstellen. Beispielhaft fiir Arzneimittel mit tendotoxischem Poten-
tial sind sowohl Glukokortikoide als auch Chinolone. Hinweise auf ein sehnenschidigendes
Potential/Wirkung des Kortisons liegen schon lange vor (Cowan and Alexander, 1961, Smaill,
1961, Csizy and Hintermann, 2001). Aktuellere Untersuchungen ergaben dabei, dass insbe-
sondere die systemische Glukokortikoidtherapie ein erhdhtes tendotoxisches Risiko darstellt
(Kao et al., 1992, Kotnis et al., 1999, Hayes et al., 2000, Sendzik et al., 2009b).

Dariiber hinaus scheinen einige Risikofaktoren die Inzidenz degenerativer Tendopathien er-
héhen zu konnen. Hierzu zdhlen ein erhdhtes Lebensalter, Begleiterkrankungen wie lokale
Infektionen, renale Osteodystrophie, Diabetes mellitus, Adipositas, arterielle Hypertonie und
entzlindlich rheumatische Erkrankungen (Wirth and Carls, 2000).

Kernspintomographisch ist eine Klassifikation der Tendopathie in verschiedene Stadien mog-
lich. Bereits Verdanderungen der Klasse II beinhalten ohne geeignete therapeutische Mafinah-
men wie lokale nichtsteroidale Antiphlogistika sowie eine Ruhigstellung der betroffenen Seh-

ne, ein erhohtes Risiko einer Sehnenruptur (Tabelle 3).

Tabelle 3: Klassifikation der Tendopathie, modifiziert nach Weinstabl et al., 1991

Klasse Befunde in der Magnetresonanztomographie (MRT)

Normale Sehnendarstellung, normale charakteristische fibrése Sehnen-

Klasse 0 struktur, klare Abgrenzbarkeit vom umliegenden Gewebe

Klasse | Verdickung der Sehne

Verdickung der Sehne, strukturelle Signalveranderung, erhdhtes Rupturri-
Klasse Il siko, insbesondere bei horizontalen Signalveradnderungen, die die Ober-
flache erreichen

Klasse Il Odem im Peritendineum

Klasse IV  Partielle oder komplette Ruptur

1.2.5 Chinolon-induzierte Tendopathien

Chinolone konnen zu Schiden am juvenilen Bindegewebe, insbesondere am Knorpel (Chino-
lon-induzierte Arthropathie) fithren (Stahlmann et al., 2000b, Stahlmann et al., 1990). Seit
Mitte der 80er Jahre liegen zudem Hinweise auf eine sehnenschidigende Wirkung von Chino-

lonen, den sogenannten Chinolon-induzierten Tendopathien vor (Abbildung 4).
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Die Chinolon-induzierte Tendopathie umfasst die Krankheitsbilder Tendinitis und Sehnenrup-
tur (Maurin, 2008). Meist ist hierbei die Achillessehne betroffen. Weshalb speziell diese Seh-
ne in bis zu 90% der Félle (van der Linden et al., 2001) betroffen ist, konnte bisher nicht ge-
klart werden. Eine eventuelle Erklirung fiir diese bevorzugte Lokalisation konnte die im Ver-
gleich zu anderen Korpersehnen frithzeitige Degeneration der Achillessehne (Thermann et al.,
2000) oder eine groflere mechanische Belastung sein. Aber auch andere Sehnen des Korpers,
wie z.B. die Bizepssehne konnen betroffen sein (Braun et al., 2004). Bei der Chinolon-
induzierten Tendinitis treten entziindlichen Odeme, Schwellungen und Schmerzhaftigkeit auf,
die die Symptome einer Venenthrombose imitieren konnen und in etwa 50% der Félle beid-
seits auftreten (Shakeri-Nejad and Stahlmann, 2006).

Im weiteren Verlauf kann es, vor allem bei Ausbleiben einer geeigneten Therapie, meist ohne
besondere und plétzliche Belastung oder erinnerliches Trauma zur spontanen Sehnenruptur
kommen. Einige Fallberichte weisen darauf hin, dass es auch ohne vorherige Symptome einer
Tendinitis zu einer spontanen Sehnenruptur kommen kann (Saint et al., 2000, Casparian et al.,

2000).

Abbildung 4: MRT-Aufnahme deslinken Ful3kndchels einer 81 jahrigen Patientin. Auf-
nahme A stellt eine fast komplette Chinolon-induzierte Ruptur der Achillessehne nach
Einnahme von L evofloxacin dar (Pfeil). Aufnahme B wurde 2 Monate nach dem Ruptu-
rereignis angefertigt. Die Aufnahme B zeigt eine fast vollstandige Heilung der Sehne
(Vyas and Krishnaswamy, 2007) [Copyright © 2007 M assachusetts M edical Society. All
rightsreserved]

Die klinischen Symptome konnen iiber einen Zeitraum von Wochen bis Monaten persistieren

und zu erheblichen funktionellen Einschrankungen der betroffenen Patienten fiihren. Die Di-
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agnose der Tendinitis bzw. Sehnenruptur kann mittels Ultraschall oder Kernspintomographie
gestellt werden. Es lésst sich jedoch aus der klinischen Symptomatik allein nicht ableiten, ob
eine Chinolon-Therapie als auslosender Faktor in Frage kommt (Shakeri-Nejad and Stahl-
mann, 2006).

Bei Verdacht auf eine Chinolon-induzierte Tendopathie sollte die Chinolon-Gabe gestoppt
und die betroffene Extremitéit geschont werden. Des Weiteren konnen lokale nichtsteroidale
Antiphlogistika sowie Physiotherapie zum Einsatz kommen. Es gibt Hinweise, dass die Gabe
von N-Acetylcystein die oxidative Schidigung, die in Tierexperimenten eine wesentliche Rol-
le im tendotoxischen Mechanismus spielt, reduzieren kann (Simonin et al., 2000). Bisher lie-
gen hierzu jedoch noch keine klinischen Studien vor.

Die Zeitspanne vom Beginn einer Chinolon-Therapie bis zum Auftreten erster Symptome der
Tendopathie ist dulerst variabel und kann mitunter sehr lang sein. In einer niederldndischen
Studie, in der 42 Fille Chinolon-assoziierter Tendopathien untersucht wurden, konnte ein
Zeitraum von 1-150 Tagen zwischen Chinolon-Therapie und Auftreten erster Symptome er-
mittelt werden. Am haufigsten war der Symptombeginn in der ersten bis zweiten Woche nach
Therapiebeginn zu beobachten (van der Linden et al., 2001). In einer weiteren gro3 angeleg-
ten retrospektiven Fall-Kontroll-Studie zu Chinolon-induzierten Achillessehnenrupturen tiber
einen Zeitraum von 10 Jahren ermittelten van der Linden und Mitarbeiter ein Risiko, angege-
ben als Odds-Ratio (OR), fiir Achillessehnenrupturen bei 6-18 Monate zurilickliegender The-
rapie mit Fluorchinolonen von 1,4 (95%-KI: 0,9-2,1) (van der Linden et al., 2003). Fiir kiirz-
lich erfolgte Chinolon-Therapien (30-180 Tage nach Abschluss der Therapie) lag die OR bei
2,4 (95%-KI: 1,5-3,7) und fiir laufende Therapien mit Chinolonen (bis 30 Tage nach
Abschlul3 der Therapie) errechnete sich eine angepasste OR von 4,3 (95%-KI: 2,4-7,8) (van
der Linden et al., 2003).

Ein kausaler Zusammenhang zwischen Tendopathie und Chinolon-Therapie, ist bei unmittel-
barem Auftreten innerhalb weniger Stunden oder Tage nach einer Chinolon-Behandlung
leicht zu erkennen. Dagegen wird bei einem Zeitraum von mehreren Monaten nach Beendi-
gung einer Chinolon-Behandlung der Zusammenhang einer Tendinitis oder Sehnenruptur mit
dieser zuriickliegenden Behandlung wahrscheinlich in den meisten Féllen nicht erkannt.

Da bisher nur wenige retrospektive Studien vorliegen, sind es vor allem Fallberichte, die als
Hauptbezugsquelle fiir Informationen und zur Identifikation sowie Einschédtzungen von Inzi-
denz und begleitenden Risikofaktoren herangezogen werden. Dabei sollten Fallberichte bei-
spielsweise als Quelle zur Angabe von Inzidenzen und Risikofaktoren durchaus auch kritisch

betrachtet werden.
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Neben dem bereits erwdhnten Problem in der Erstellung eines Kausalititszusammenhanges
bei zum Teil betrdchtlicher Latenzzeit liegt ein weiteres Problem darin, dass vor allem von
Patienten mit erfolgter Sehnenruptur berichtet wird. Die Sehnenruptur stellt jedoch nur den
schwerwiegendsten Fall der Chinolon-induzierten Tendopathie dar und ist daher zur Abschét-
zung eines allgemeinen Risikos nur bedingt geeignet. Daten zur Inzidenz Chinolon-
induzierter Effekte am Bindegewebe und speziell am Sehnengewebe variieren daher, je nach
Studie, mitunter deutlich.

Laut einer Studie von 2003 lassen sich 2-6% aller Achillessehnenrupturen bei Patienten iiber
60 Jahren auf Chinolone zuriickfiihren (van der Linden et al., 2003).

In dieser retrospektiven Studie aus dem Jahr 2003 haben van der Linden et al. in dem Zeit-
raum von 1988 bis 1998 auf Basis von Informationen der ,,General Research Database® Chi-
nolon-induzierte Achillessehnenrupturen untersucht. Diese Datenbank enthélt medizinische
Informationen von etwa 8 Millionen Einwohnern des Vereinigten Konigreichs. Insgesamt
1367 Fille erfiillten die Einschlusskriterien (erstmaliges Achillessehnenrupturereignis).

Bei Betrachtung des Risikos, angegeben als Odds-Ratio, fiir eine Achillessehnenruptur nach
Altersstufen ergab sich fiir Patienten zwischen 60-79 Jahren eine OR von 6,4 (95%-KI: 3,0-
13,7). Fiir Patienten dlter als 80 Jahre lag die OR im Vergleich bei 20,4 (95%-KI: 4,6-90,1)
(van der Linden et al., 2003).

Diese Zahlen machen deutlich, wie wichtig die Identifikation und Einschitzung von Risiko-
faktoren der Tendopathie sind. Aus den bisher vorliegenden Fallberichten und Studien wur-
den folgende Risikofaktoren abgeleitet: Alter iiber 60 Jahren, Glukokortikoidtherapie (van der
Linden et al., 2003, Shakeri-Nejad and Stahlmann, 2006, Sendzik et al., 2009b), Hyperpa-
rathyroidismus sowie chronische Nierenerkrankung (Zabraniecki et al., 1996, Jones and Kjell-
strand, 1996, Muzi et al., 2007).

So ergab eine Untersuchung zur Achillessehnenschddigung bei oraler Glukokortikoidtherapie
mit und ohne Chinolon-Gabe in Abhéngigkeit vom Expositionszeitraum bei alleiniger Chino-
lon-Therapie die OR 5,3 (95%-KI: 1,8-15,2), in Kombination mit einer Glukokortikoidthera-
pie betrug sie jedoch 17,5 (95%-KI: 5,0-60,9) (van der Linden et al., 2003).

Des Weiteren scheint es wirkstoffspezifisch unterschiedliche Risiken zu geben. So scheinen
Chinolone, welche die pharmakokinetischen Eigenschaften einer hohen Bioverfiigbarkeit,
einer langen Halbwertszeit und einer hohen renalen Eliminationsrate aufweisen, hdufiger zu
Sehnenrupturen zu fithren. So war die OR in der Studie von van der Linden et al. bei laufen-

der Chinolon-Therapie fiir Patienten dlter als 60 Jahren von Ofloxacin mit 28,4 (95%-KI: 7,0-
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115,3) deutlich hoher als die von Norfloxacin (OR 14,2 (95%-KI: 1,6-128,6)) oder Ciproflo-
xacin (OR 3,6 (95%-KI: 1,4-9,1)) (van der Linden et al., 2003).

Eine Reihe weiterer potentieller Risikofaktoren ist in Tabelle 4 dargestellt. Insbesondere bei
gleichzeitigem Vorliegen mehrerer dieser Risikofaktoren scheinen die Patienten einem hohe-
ren Risiko ausgesetzt, bei Chinolon-Gabe eine Tendopathie zu entwickeln.

Die tatsdchliche Rolle und Relevanz der einzelnen Risikofaktoren wird dabei durchaus kri-
tisch diskutiert. Es bestehen vor allem noch viele Unklarheiten dariiber, ob die einzelnen Fak-
toren direkt oder indirekt sowie iiber welche Angriffspunkte sie Einfluss auf den Pathome-
chanismus der Chinolon-induzierten Tendopathie nehmen. So ist zum Beispiel die Rolle der
chronischen Nierenerkrankung als Risikofaktor bisher nicht gekléart. Einige Autoren machen
den bei chronischer Nierenerkrankung, insbesondere im dialysepflichtigen Endstadium hiufig
vorliegenden sekundidren Hyperparathyroidismus verantwortlich, welcher selbst zu spontanen
Sehnenruptur fithren kann (Jones and Kjellstrand, 1996, Palmer et al., 2004). Vermutlich ist
dieser tenotoxische Effekt darauf zurlickzufiihren, dass ein erhohter Parathormonspiegel im
Serum sekundir zu einem Magnesiummangel fiithren kann. Der Reduktion von frei im Gewe-
be verfiigbarem Magnesium unter einen kritischen Schwellenwert, wie er auch durch Chino-
lon hervorgerufen werden kann, wird eine wichtige Rolle im Pathomechanismus der Chino-
lon-induzierten Tendopathie zugesprochen. Es wird vermutet, dass die Reduktion frei verfiig-
barer Magnesiumionen zu einer vermehrten Bildung von freien Radikalen fiihrt, welche wich-
tige Proteinstrukturen der Matrix oxidativ schdadigen konnen (Rock et al., 1995, Simonin et al.,
1999, Shakibaei et al., 2000).

Es liegen jedoch auch Fallberichte vor, bei denen es bei chronisch nierenerkranken Patienten
mit physiologischem Parathormonspiegel im Serum zur Tendopathie gekommen ist (Maurin,
2008). Andere Autoren sehen den Grund nur in einer verminderten renalen Elimination des
Chinolons, mit daraus folgendem erhohtem Plasmaspiegel. Interessanterweise scheinen Pati-
enten mit anamnestisch bekannter Chinolon-induzierter Tendopathie ein erhdhtes Risiko auf-
zuweisen, bei erneuter Chinolon-Gabe wiederholt eine Tendopathie zu entwickeln (Maurin,
2008). Dies legt die Vermutung nahe, dass eine genetische Pradisposition ebenfalls eine Rolle

spielen konnte.
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Tabelle 4: Mdgliche pradisponierende Risikofaktoren fir die Entstehung von Tendo-
pathien, modifizert nach (Lauzon et al., 1987, Cronin, 1988, Jozsa et al., 1989, Donck et
al., 1994, L eppilahti et al., 1996, Jones and Kjellstrand, 1996, Grant et al., 1997, L eppi-
lahti and Orava, 1998, van der Linden et al., 2002, van der Linden et al., 2003, Shakeri-
Nejad et al., 2005)

Pharmakokinetische

Individuelle Nierenerkrankungen Begleiterkrankungen/
Faktoren des
. Faktoren -Faktoren
Chinolons

Chronische Nierener- Rheumatoide Erkran-

Hohe Bioverfugbarkeit ~ Alter > 60 Jahre krankung/ kungen/ Autoimmuner-
Hamodialyse krankungen

Lange Halbwertszeit Mannliches Zustand nach Nieren- Diabetes mellitus
Geschlecht transplantation

Verminderte renale Sportliche Sekundarer Hyperpa- Glucocortikoid-
Elimination Betatigung rathyroidismus Therapie
Erhéhter Parathor-
monspiegel im Adipositas
Serum

Zuruckliegende
Tendopathie nach
Chinolon-Therapie

Obwohl in den letzen Jahren zunehmend neue Erkenntnisse gewonnen wurden, ist der genaue
Pathomechanismus der Chinolon-induzierten Tendopathie bisher noch nicht eindeutig geklart.
Knorpel- und Sehnengewebe sind in Bezug auf ihren entwicklungsgeschichtlichen Ursprung,
der bradytrophen Stoffwechsellage, dem hohen Anteil an extrazelluldrer Matrix, der Féhigkeit,
hohe mechanische Belastungen zu tolerieren sowie dem Vorkommen transmembranérer und
intrazelluldrer Signalproteine dhnlich. Daher sind Parallelen im Pathomechanismus der Knor-
pel- und Sehnentoxizitdt wahrscheinlich und bisherige Erkenntnisse vermutlich iibertragbar.
Gestlitzt wird diese Annahme zum Beispiel durch Untersuchungen von Kato und Mitarbeitern
(Kato et al., 1995a).

Ein initialer Faktor bei der Entstehung toxischer Effekte am Bindegewebe konnte die fiir Chi-
nolone charakteristische Bildung von Chelatkomplexen mit Magnesium und anderen zwei-
wertigen Kationen sein (Stahlmann et al., 1995, Stahlmann et al., 2000a, Sendzik et al.,
2009a). Durch die Verminderung des funktionell frei verfiigbaren Magnesiums im Sehnenge-
webe unter einen kritischen Wert kommt es vermutlich zu einer vermehrten Bildung von frei-
en Radikalen. Diese konnen wichtige Proteinstrukturen der extrazelluldren Matrix oxidativ

schéddigen (Rock et al., 1995). Diese Annahme wird auch durch eine Untersuchung von Simo-
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nin et al. gestiitzt, bei der es unter Einsatz von N-Acetylcystein als Antioxidans zu einer Inhi-
bition der durch Pefloxacin verursachten Schidden kam (Simonin et al., 2000).

Die Bindung von Magnesium in Chelatkomplexen hat zudem auch Einfluss auf Chondrozy-
ten-Matrix-Interaktionen, die liber kationenabhingige B1-Integrin-Rezeptoren vermittelt wer-
den. Die chelatbildenden Eigenschaften der Chinolone kdnnten somit ein initialer Faktor fiir
eine Storung der Wechselwirkung zwischen EZM und Sehnenzelle sein und konsekutiv zu
Schadigung von Matrix und Zellfunktion fiihren.

Der Einfluss eines durch Chinolone bewirkten Magnesiummangels wurde in unterschiedli-
chen Tierexperimenten simuliert und untersucht. Stahlmann et al. stellten 1995 in einer Unter-
suchung an juvenilen Ratten fest, dass die durch eine Magnesiummangeldiédt hervorgerufenen
Schiaden am juvenilen Knorpel dem Bild der Chinolon-induzierten Arthropathie gleichen
(Stahlmann et al., 1995). Shakibaei et al. untersuchten 2000 elektronenmikroskopisch ultra-
strukturelle Verédnderungen an Achillessehnen von Ratten, die mit Ofloxacin behandelt wur-
den (Shakibaei et al., 2000). Ein Teil der Versuchstiere erhielt zudem nur magnesiumarmes
Futter. Hierbei zeigten sich konzentrations- und zeitabhdngige Verdnderungen an den Seh-
nenzellen in Form einer auffilligen Vakuolenbildung im Zytoplasma und einer Schwellung
der Zellorganellen, insbesondere des rauen endoplasmatischen Retikulums. Auffillig war,
dass die magnesiumarme Diét die Effekte an den Tenozyten noch verstirkte. In diesem Zu-
sammenhang gewinnen die schlechte Vaskularisation und die bradytrophe Stoffwechsellage
der Sehnen noch an Bedeutung. Die Unfdhigkeit des Sehnengewebes, Elektrolytschwankun-
gen schnell wieder ausgleichen zu konnen, begiinstigt die tendotoxischen Effekte.

In einer weiteren Untersuchung wurden juvenile Hunde mit Ciprofloxacin in unterschiedli-
chen Dosierungen tiber 5 Tage behandelt. Eine zweite Versuchsgruppe erhielt zum Vergleich
nur eine magnesiumarme Diét. Auch in dieser Untersuchung dhnelten sich die Effekte nach
Chinolon-Gabe und nach magnesiumarmer Diét. Chinolone und Magnesiumreduktion schei-
nen demnach eine dhnliche Wirkung auf Sehnen zu haben (Stahlmann et al., 2000a, Shakibaei
etal., 2001a).

Die biochemische Untersuchung ergab bei den Chinolon-behandelten Hunden zum einen eine
konzentrationsabhédngige Reduktion des Hauptmatrixproteins Collagen Typ 1. Diese kann als
Ausdruck einer reduzierten Zellsyntheseleistung verstanden werden.

Zum anderen konnte auch eine Reduktion von Fibronectin und B1-Integrin festgestellt werden.
Fibronectin besitzt als extrazelluldr eingelagertes Glykoprotein eine entscheidende Funktion

in der Gewihrleistung der Zell-Matrix-Integritét, indem es an zellmembransténdige Integrine
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und Bestandteile der extrazelluldren Matrix bindet. Zudem spielt es auch eine Briickenfunkti-
on in der Verbindung von Collagenfibrillen untereinander.

Das transmembranére Rezeptorprotein 1-Integrin induziert u.a. Signaliibertragungswege, wie
den MAP-Kinase-Signaltransduktionsweg. Eine Beeinflussung dieser Signaliibertragung fiihrt
an Chondrozyten und Sehnenzellen zur Apoptose (programmierter Zelltod). Der resultierende
Gewebeuntergang geht mit dem klinischen Bild einer Tendopathie einher. Er ist somit als Teil
des Pathomechanismus der Chinolon-induzierten Tendotoxizitidt zu sehen (Shakibaei et al.,
2001a, Shakibaei and Stahlmann, 2001, Sendzik et al., 2005, Sendzik et al., 2009a). Welches
Gewicht eine Storung des MAP-Kinase-Signaltransduktionswegs in der Pathogenese der Chi-
nolon-induzierten Tendopathie tatsdchlich hat, ist bisher noch unklar.

Sendzik et al. untersuchten 2005 den Einfluss der Matrixmetalloproteinasen (MMPs). Als
System sich gegenseitig aktivierender und inhibierender Enzyme sorgen die MMPs durch
gezielten Abbau von EZM u.a. dafiir, die Funktion der Sehne optimal an ihre Funktion der
Kraftiibertragung zwischen Muskel und Knochen anzupassen. Sendzik und Mitarbeiter be-
handelten in vitro humane Tenozyten mit Ciprofloxacin. Dabei konnte biochemisch bereits
bei einer Konzentration von 10 mg Ciprofloxacin pro Liter Medium nach 48 Stunden ein An-
stieg von MMP-1 und MMP-13 festgestellt werden (Sendzik et al., 2005). Eine Aktivititszu-
nahme der Collagenasen MMP-1 und MMP-13 fiihrt zur Destruktion der extrazelluldren Mat-
rix und daraus folgend zur Gewebeschddigung. Ein weiterer Ansatz in der Untersuchung des
Pathomechanismus der Chinolon-induzierten Sehnenschidigung scheint demzufolge in einer

Induktion von Matrixmetalloproteinasen durch Chinolone zu liegen.

1.3 Niere

Bisherige Studien und Fallberichte deuten darauf hin, dass die chronische Nierenerkrankung
einen wichtigen Risikofaktor filir die chinolon-induzierte Tendopathie darstellt. Insbesondere
fiir Patienten, die eine fortgeschrittene chronische Niereninsuffizienz im dialysepflichtigen
Stadium aufweisen, besteht ein erhohtes Risiko (Zabraniecki et al., 1996, Jones and Kjell-

strand, 1996, van der Linden et al., 2003, Shakeri-Nejad et al., 2005, Muzi et al., 2007).

1.3.1 Aufgaben der Niere

Die Nieren sind das wichtigste Organ zur Gewdhrleistung einer konstanten Zusammensetzung
extrazelluldrer Flissigkeiten (Franz and Horl, 1997). Zu den Hauptaufgaben der Nieren zéh-

len neben der Elimination anfallender Stoffwechselendprodukte wie z.B. Harnsdure und
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Harnstoff, die Regulation des Wasser- und Elektrolythaushaltes, die Osmoregulation sowie
die Regulation des Sdure-Basen-Haushaltes. AuBlerdem sind die Nieren neben der endokrinen
Sekretion von Gewebehormonen (Erythropoetin) auch am Intermedidrstoffwechsel (Vitamin-
D-Stoffwechsel) beteiligt. Unmittelbar mit der Harnbildung verkniipft sind die Funktionen
von der Elimination bis zur Regulation des Sdure-Basen-Haushaltes. Drei Prozesse sind dabei
an der Harnbildung beteiligt: die glomerulére Filtration, die tubuldre Sekretion und die Riick-
resorption (Franz and Horl, 1997).

Um die Eliminationsleistung der Nieren und somit die Nierenfunktion zu beschreiben, wurde
der Begriff der Clearance eingefiihrt. Mit Hilfe der Clearance lasst sich die glomeruldre Filtra-
tionsrate (GFR) und die Menge Blut bestimmen, die pro Zeiteinheit von einer bestimmten
Substanz wie z.B. Harnstoff oder Kreatinin vollstidndig befreit wird.

Zur Bestimmung der Clearance werden Substanzen benétigt, die folgende Merkmale aufwei-
sen: Sie miissen frei filtrierbar, nicht tubuldr resorbiert oder sezerniert, nicht in der Niere syn-
thetisiert oder metabolisiert werden und nicht toxisch sein. Diese Kriterien treffen zum Bei-
spiel auf die Substanzen Inulin oder das korpereigene Kreatinin zu. Fiir diese Substanzen ist
die pro Zeiteinheit filtrierte Menge im Primérharn gleich der im Endharn pro Zeit ausgeschie-

dene Menge, d.h. die Clearance solcher Substanzen ist gleich der GFR (Franz and Horl, 1997).

Clearance-Formel: C, = %
C = Clearance des Stoffes X (ml/min)

U = Konzentration des Stoffes X im Urin (mg/])

P = Konzentration des Stoffes X im Plasma (mg/1)

V = Harnvolumen pro Minute (ml/min)

Zur Abschitzung der Kreatinin-Clearance wird im klinischen Alltag hédufig die Cockcroft-
Gault-Formel angewendet. Hierfiir wird die Kreatininkonzentration im Serum bestimmt, ein
Sammeln des Patientenurins iiber 24 h ist hierbei nicht erforderlich. Aufgrund der meist un-
terschiedlichen Muskelmasse bei Frauen und Ménnern wird der errechnete Wert bei weibli-
chen Personen mit dem Wert 0,85 multipliziert. Jedoch sollte diese Formel bei Patienten mit
akutem Nierenversagen und/oder einer instabilen Nierenfunktion, sehr adipdsen Patienten

oder bei Vorliegen von starken Odemen nicht angewendet werden (Hasslacher, 2003).
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_ (140 — Alter) - KOrpergewicht

Cockceroft-Gault-Formel:  C, = 7.5 (- 0,85 falls weiblich)
" cr

Ccr = Kreatinin-Clearance (ml/min)
Scr = Serum-Kreatinin (mg/dl)

Alter = Alter (Jahre)

Korpergewicht = Korpergewicht in kg

Die MDRD-Formel (Modifikation of Diet in Renal Disease) wurde im Jahre 1999 anhand von
Daten chronisch nierenerkrankter Patienten entwickelt. Die Einbeziehung der Hautfarbe be-
ricksichtigt die erhohte Muskelmasse von Amerikanern schwarzafrikanischer Herkunft. Die
MDRD-Formel beriicksichtigt die tubuldre Sekretion von Kreatinin und ist bei Menschen mit
moderater bis schwerer Nierenfunktionseinschrinkung genauer als die Cockcroft-Gault-

Formel und die Kreatinin-Clearance.

1.3.2 Chronische Nierener krankung, Niereninsuffizienz und Einschrankung der

Nierenfunktion

Kommt es zu einer qualitativen Beeinflussung oder sogar zum Verlust der Nierenfunktion, so
liegt eine Niereninsuffizienz vor. Hierbei unterscheidet man nach der zeitlichen Verlaufsform
eine akute und eine chronische Niereninsuffizienz (Herold, 2005).

Ein akutes Nierenversagen kann prirenal durch groBe Fliissigkeitsverluste (Verbrennungen,
Blutungen), Fliissigkeitsverschiebungen (Peritonitis, Aszites, Ileus), fehlende Volumenzufuhr
(Herzinsuffizienz, hepato-renales-Syndrom), akute Nierenerkrankungen (akute Glomerulo-
nephritiden) sowie durch endogene (z.B. Organversagen/Insuffizienz eines Organs) als auch
exogene Intoxikationen (z.B. Arzneimittelvergiftungen, andere Intoxikationen) hervorgerufen
werden.

Von einer chronischen Nierenerkrankung spricht man bei einem tiiber einen ldngeren Zeitraum,
meist iiber mehrere Jahre bestehenden irreversibel und langsam voranschreitenden Verlust der
Nierenfunktion (NKF, 2002). Die National Kidney Foundation (NKF) definierte 2002 die
chronische Nierenerkrankung in der Kidney Disease Outcomes Quality Initiative (KDOQI)
wie folgt:
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Tabelle 5: Definition der chronischen Nierenerkrankung, modifiziert nach Kidney Di-
sease Outcomes Quality Initiative (KDOQI,(NKF, 2002)

Definition der chronischen Nierenerkrankung

1. Nierenschadigung 2 3 Monate, definiert durch strukturelle oder funktionelle Anomalien, mit
oder ohne Einschrankung der glomerularen Filtrationsrate (GFR), die sich manifestiert in:

- pathologischen Anomalien oder

- Marker einer Nierenschadigung, inklusive Anomalien in der Zusammensetzung des
Blutes oder Urins oder Anomalien in bildgebenden Verfahren

2. GFR < 60 ml/min/1,73m? fur 2 3 Monate, mit oder ohne Nierenschadigung

Eine chronische Nierenerkrankung liegt demzufolge vor, wenn im Urin Eiwei3 (Proteinurie)
oder Albumin (Mikroalbuminurie) nachweisbar ist und/oder wenn die Nierenfunktion
(glomerulére Filtrationsrate) unter 60% der Norm abgefallen ist, oder wenn bei bildgebenden
Verfahren (Sonographie, Computertomographie) krankhafte Verdnderungen an den Nieren
festgestellt werden und wenn dieser Zustand ldnger als 3 Monate anhélt (NKF, 2002).

Hiervon abzugrenzen ist der Begrift ,,chronische Niereninsuffizienz* (chronisches Nierenver-
sagen), der nach den Richtlinien der National Kidney Foundation das Terminal- oder Endsta-
dium einer chronischen Nierenkrankheit bezeichnet, welches durch eine Nierenleistung von
15% der Norm oder darunter (entsprechend einer glomeruldren Filtrationsrate von unter 15
ml/min/1,73m?) gekennzeichnet ist. In diesem Stadium der Nierenfunktioneinschrinkung be-
steht eine Indikation fiir die Nierenersatztherapie in Form von Dialysebehandlung oder

Nierentransplantation.
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Tabelle 6: Einteilung der chronischen Nierenerkrankungen, modifiziert nach Kidney
Disease Outcomes Quality Initiative (KDOQI, (NKF, 2002)

Stadium GFR Proteinurie nachweisbar Keine Proteinurie nachweisbar
. Nierenkrankheit mit normaler Nieren- Normalbefund
1 >89 o
funktion
o 60-89 Nierenkrankheit mit milder Nieren- milde Nierenfunktions-einschrankung,
funktionseinschrankung* aber keine Nierenkrankheit**
3 30-59 Nierenkrankheit mit moderater Nierenfunktionseinschrankung***
4 15-29 Nierenkrankheit mit schwerer Nierenfunktionseinschrankung***
5 <15 Chronisches Nierenversagen/Niereninsuffizienz***

*)  Im Stadium 1 und 2 ist zur Diagnose einer Nierenkrankheit immer der Nachweis von Eiweil3 im Urin oder
ein krankhafter Befund in einem bildgebenden Verfahren erforderlich.

**) Menschen mit einer leichten Nierenfunktionseinschrankung (GFR 60-89 ml/min/1,73m?), bei denen keine
Proteinurie oder andere krankhafte Veranderungen an den Nieren festgestellt werden, sind nicht nieren-
krank.

***) In den Stadien 3 bis 5 griindet sich die Diagnose ausschlieBllich auf eine glomerulare Filtrationsrate unter
60 ml/min/1,73m?2.

1.3.3 Ursachen der chronischen Nierenerkrankung

Es sind heterogene Ursachen bekannt, die zu chronischer Nierenerkrankung und chronischer
Niereninsuffizienz fiihren konnen. Weltweit gehoren Entziindungen, Infektionen der Nieren,
Anomalien der ableitenden Harnwege sowie angeborene Nierenerkrankungen zu den haufigs-
ten Ursachen fiir eine chronische Nierenerkrankung und Niereninsuffizienz. In den Industrie-
nationen sind aufgrund von Bewegungsmangel und Fehlerndhrung der Diabetes mellitus Typ
II (diabetische Nephropathie), die arterielle Hypertonie (vaskuldre Nephropathie) und die
Glomerulonephritis als hdufigste Ursachen bei Erwachsenen zu nennen. Einer Untersuchung
zufolge nahmen chronische Nierenerkrankungen aufgrund von Diabetes mellitus und arteriel-
lem Bluthochdruck im Beobachtungszeitraum von 1997 bis 2005 in Deutschland stetig zu,
wihrend Erkrankungen wie Glomerulonephritis, interstitielle Nephritis, angeborene Nierener-
krankungen und Systemerkrankungen als Ursache aufgrund besserer Behandlungsmoglichkei-

ten abnahmen (Frei and Schober-Halstenberg, 2006).
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Insbesondere bei Patienten mit metabolischem Syndrom ist das Risiko, eine chronische Nie-
renerkrankung zu entwickeln, deutlich erh6ht (Wahba and Mak, 2007). Die steigende Zahl
dlterer und am metabolischen Syndrom leidender Menschen wird die Zahl der chronischen

Nierenerkrankungen in Zukunft weiter steigen lassen.

1.3.4 Nierenersatzverfahren

Bei einer schweren Einschriankung der Nierenfunktion muss, um eine Urdmie zu verhindern,
ein Nierenersatzverfahren zur Anwendung kommen. Hierzu gehdren die Blutreinigungsver-
fahren mittels Dialyse (Blutwésche) oder die Nierentransplantation bei geeignetem Spender.
Unter Dialyse (aus dem Griechischen: Dialysis = Auflosung; kiinstliche Blutwiasche) versteht
man Blutreinigungsverfahren, welche bei chronischer Nierenerkrankung im Stadium 5
(GFR<15 ml/min/1,73m?), bei akutem Nierenversagen, exogenen Intoxikationen sowie Le-
berversagen zum Einsatz kommen. Die heute in Deutschland angewendeten Dialyseverfahren
unterscheiden sich grob in extrakorporale Dialyseverfahren wie der Hamodialyse (HD), der
Hamofiltration (HF), der Himodiafiltration (HDF) sowie der intrakorporalen Peritonealdialy-
se (PD). Mit ca. 88% ist die Himodialyse das mit Abstand am haufigsten eingesetzte Dialyse-
verfahren in Deutschland. Die Himodiafiltration hat einen Anteil von bis zu ca. 8%, die Ha-
mofiltration nur etwa 0,5%. Etwa 5% der Patienten werden mit dem Peritonealdialyseverfah-
ren behandelt (Frei and Schober-Halstenberg, 2006).

In der vorliegenden Arbeit werden Dialyseextrakte von einem Patienten mit Hamofiltration

verwendet, daher wird im Folgenden nur das Prinzip dieses Verfahrens néher erldutert.
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1.3.5Prinzip der Hamofiltration

Hamofilter

Kapillarmembran

Q\D Pumpe

e E—

Substitutionsflussigkeit

Fllssigkeitsbilanzierung

Hamofiltrat

Abbildung 5: Prinzip der Hamofiltration

Das Verfahren der Hamofiltration ahmt die glomeruldre Filtration der Niere nach, bei der
kleinmolekulare und eiweiBfreie Plasmabestandteile durch die Basalmembran und das innere
Blatt der Bowmann’schen Membran filtriert werden.

Bei der Hamofiltration wird in den extrakorporalen Blutkreislauf ein Himofilter zwischenge-
schaltet, {iber dessen Filterkapillaren entlang eines transmembrandsen Druckgefilles Fliissig-
keit durch eine Kapillarmembran gepresst wird. Das Molekulargewicht der im Fliissigkeits-
strom geldsten Stoffe wird hierbei von den Membraneigenschaften definiert. Der Stofftrans-
port erfolgt dabei nach dem Prinzip der Konvektion, im Gegensatz zu anderen Dialyseverfah-
ren, bei denen der Stofftransport iiber Diffusion und Osmose erfolgt.

Das so gewonnene Ultrafiltrat entspricht dem Primédrharn der Niere. Wihrend in der Niere ein
Grofteil des Primérharns im Bereich der Henle’schen Schleife riickresorbiert und ein groB3er
Fliissigkeitsverlust so vermieden wird, muss bei der Himofiltration das entzogene Ultrafiltrat
durch eine der Extrazellularfliissigkeit entsprechende Losung (Substitutionslosung) ersetzt

werden. Die Substitutionslosung kann prinzipiell vor (Priadilution) oder hinter (Postdilution)
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dem Hamofilter infundiert werden. Fiir die Pradilution (héufig in den USA angewendet) wer-
den 70-100 1 Substitutionslésung pro Behandlung verwendet. In Europa wird vor allem die
Postdilution eingesetzt, bei der nur 30-40 1 Substitutionslosung benétigt werden. Im Allge-
meinen erfolgt die Behandlung etwa 3-mal pro Woche. Im Vergleich zur Himodialyse ist die
Effektivitit der Elimination kleinmolekularer Substanzen, wie Kreatinin oder Harnstoff, zwar
geringer (dies gilt vor allem bei der Postdilution), dafiir werden Substanzen mit einem mittle-
ren Molekulargewicht zwischen 1000-1500 kDa mit Hilfe der Himofiltration weitaus besser
eliminiert (Franz and Horl, 1997).

Zur Thromboseprophylaxe des Patienten und zur Vermeidung von Koagulationen im Filter-
system sollte eine Hamofiltration, je nach Gerinnungsstatus des Patienten unter Antikoagula-

tion, z.B. unter Heparintherapie erfolgen.

1.3.5 Hamofiltrat und die Verwendung als Blutplasmaaquivalent

Das bei der Hamofiltration niereninsuffizienter Patienten anfallende Ultrafiltrat wird bereits
seit einigen Jahren in der Forschung als geeignetes Blutplasmaédquivalent eingesetzt (Schulz-
Knappe et al., 1996, Schulz-Knappe et al., 1997, Raida et al., 1999). Im Gegensatz zu direkten
Versuchen mit Blutplasma bietet das Ultrafiltrat dabei einige entscheidende Vorteile. Zum
einen wird das Filtrat im Gegensatz zum Blutplasma nicht fiir die medizinische Akutversor-
gung von Patienten bendtigt, zum anderen fallen die fiir eine biochemische Autbereitung not-
wendigen groflen Mengen an Ausgangssubstrat bei der Hamofiltration als Abfallprodukt an.
SchlieBlich konnen mit der Verwendung von Ultrafiltrat z.B. Erkenntnisse iiber das Risikopa-
tientenkollektiv der chronisch Niereninsuffizienten gewonnen werden, ohne diese schwer
erkrankten Patienten durch weitere invasive MaBBnahmen oder Blutentnahmen zusétzlich zu
belasten.

In der Literatur wird Hdmofiltrat bereits seit einigen Jahren als geeignete Quelle zur genaue-
ren Analyse und Identifikation von im Blutplasma enthaltenen zirkulierenden biologisch akti-
ven Peptiden beschrieben (Schulz-Knappe et al., 1997, Raida et al., 1999). Hierfiir werden in
einem standardisierten Verfahren zur Aufbereitung die im Hémofiltrat enthaltenen Peptide
zundchst mittels Kationenaustauschchromatographie extrahiert und anschliefend eine Auf-
trennung der Peptide entsprechend ihrer Hydrophobizitdt durch ,,Reversed Phase® Chroma-
tographie in verschiedene Fraktionen erreicht. Hierbei kommt es zu einer Anreicherung der
Peptide in den einzelnen Subfraktionen. Die nach diesem Verfahren reproduzierbar zu erstel-
lende Peptidbank stellt die Grundlage des sogenannten ,,Peptide Trappings* dar (Schulz-
Knappe et al., 1996). Unter ,,Peptide Trapping* versteht man die Kartierung der zirkulieren-
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den humanen Peptide anhand ihres charakteristischen Masse- und Elutionsverhaltens. Hierfiir
werden mit Hilfe von Massenspektometrie die Fraktionen der Peptidbank analysiert und Pep-
tide bis in den femtomolaren Teil erfasst.

Einzelne Peptide konnen danach chromatographisch aufgereinigt und sequenziert werden. Zu
diesem Zweck werden die Fraktionen der Peptidbank mit den modernen Methoden der Mas-
senspektrometrie analysiert. Zeigt der Abgleich der erhaltenen Aminosduresequenz mit den
zur Verfligung stehenden Datenbanken, dass es sich um ein neues Peptid handelt, wird die
vollstindige Primérstruktur aufgekldrt. Bisher wurden mit diesem Verfahren mehr als 300
Peptide des menschlichen Blutes isoliert und identifiziert (Schulz-Knappe et al., 1996). Dar-
unter befinden sich erwartungsgemail sehr viele bekannte Peptide oder Fragmente von Plas-
maproteinen. Es wurden aber auch einige neue Peptide entdeckt, deren Sequenz in keiner Da-
tenbank vorhanden war. Es handelt sich also beim ,,Peptide Trapping* um eine sehr effiziente
Strategie zur Identifizierung unbekannter humaner Peptide.

Aber nicht nur zur Identifizierung von Peptiden und Proteinen wird Hémofiltrat verwendet,
auch zur Untersuchung des Risikofaktors ,,chronische Niereninsuffizienz* wurde aufbereitetes
Hamofiltrat bereits erfolgreich eingesetzt. So untersuchten Jankowski und Mitarbeiter den
Einfluss von aufbereitetem Hédmofiltrat chronisch niereninsuffizienter Patienten im Vergleich
zu Plasma gesunder Kontrollpatienten auf die NO-Expression mononuklearen Leukozyten
(Jankowski et al., 2003). Wéhrend es bei den Kontrollgruppen zu keinem Effekt kam, inhi-
bierte das Héamofiltrat die NO-Expression. Analog zum Verfahren des ,,Peptide Trap-
pings* konnte schlielich Phenylacetat als urséchlicher Faktor fiir die NO-Hemmung identifi-
ziert werden. Im Gegensatz zu den gesunden Probanden lag Phenylacetat bei den Probanden
mit eingeschrinkter Nierenfunktion in erhdhter Konzentration vor (Jankowski et al., 2003).
Diese Untersuchung veranschaulicht, wie Hémofiltrat als Blutplasmadquivalent eingesetzt
und zur Identifizierung von urdmischen Toxinen sowie zur Untersuchung der terminalen Nie-

reninsuffizienz als Risikofaktor eingesetzt werden kann.
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2 Fragestellung und Zielsetzung

Obwohl in den letzten Jahren zunehmend Erkenntnisse {iber den Pathomechanismus der Chi-
nolon-induzierten Tendopathie gewonnen werden konnten, ist die Pathogenese noch nicht
eindeutig gekldrt. Von besonderer Relevanz scheint die Identifikation und Einschitzung von
begleitenden Risikofaktoren fiir diese seltene unerwiinschte Arzneimittelwirkung.

Im Fokus dieser Arbeit steht der Risikofaktor chronische Niereninsuffizienz. Insbesondere
Patienten im fortgeschrittenen Krankheitsstadium (Stadium 5), bei denen eine Nierenersatz-
therapie in Form der Dialyse durchgefiihrt werden muss, haben ein erhdhtes Risikoprofil. Ziel
dieser Arbeit ist es daher, ein in vitro Sehnenzellkulturmodell zur Simulation des Risikofak-
tors chronische Nierenerkrankung zu etablieren. Mit Hilfe dieses Modells sollen in Versuchen
neue Erkenntnisse zum Mechanismus der Tendotoxizitdt von Chinolonen und den Einfluss
des Risikofaktors ,,chronische Nierenerkrankung* gewonnen werden.

Zur Simulation der chronischen Niereninsuffizienz bietet sich die Verwendung von Ultrafilt-
rat an, welches bei der Hamofiltration chronisch niereninsuffizienter Patienten anfallt. Dieses
Ultrafiltrat stellt ein Blutplasmadquivalent dar, welches zunehmend auch als geeignetes Aus-
gangssubstrat zur Isolierung und Identifizierung von biologisch aktiven Stoffen verwendet
wird.

In der vorliegenden Arbeit wurde Ultrafiltrat eines chronisch niereninsuffizienten Patienten
verwendet. Die Patientendaten wurden anonymisiert. Bekannt war, das Parathormon und Cal-
cium des Dialyse Patienten im Normbereich lagen. So konnte der Einfluss eines Hyperpa-
rathyroidismus als Risikofaktor fiir die Cinolon-induzierte Tendopathie reduziert werden. Das

Filtrat wurde biochemisch in unterschiedliche Filtratfraktionen aufbereitet.

Im Rahmen dieser Arbeit sollen in vitro Versuche mit humanen Tenozyten (Priméarkulturen)
neue Erkenntnisse zum Mechanismus der Tendotoxizitét von Chinolonen und Ultrafiltrat al-
lein und in Kombination hervorbringen. Das Arbeiten mit humanen priméren Sehnenzellkul-
turen hat sich als geeignetes Versuchsmodell am Institut fiir klinische Pharmakologie und
Toxikologie der Medizinischen Fakultit der Charit¢é Universititsmedizin Berlin bereits be-
wihrt. Zur Analyse sollten morphologische (Lichtmikroskop) sowie immunhistochemische
und biochemische (Western Blot) Methoden angewendet werden.

Als Modellsubstanz wurde das im medizinischen Alltag hdufig verwendete Fluorchinolon

Ciprofloxacin in verschiedenen Konzentrationen einzeln und in Kombination mit Ultrafiltrat
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untersucht. Die verwendeten Konzentrationen orientierten sich an den unter therapeutischen
Bedingungen im menschlichen Organismus erzielten Spitzenkonzentrationen im Blutplasma.
Nachdem in Vorversuchen unter lichtmikroskopischer Untersuchung eine primédre Unvertrag-
lichkeit des Ultrafiltrats auf die Zellen ausgeschlossen wurde, konnte die Konzentration des
Ultrafiltrats auf 10% des Gesamtvolumens an Zellkulturmedium festgelegt werden.

Zusammenfassend ergaben sich fiir diese Arbeit folgende Fragestellungen und Zielsetzungen:

- Lisst sich Himofiltrat als biochemisch aufbereitetes Ultrafiltrat fiir Versuche mit hu-
manen Tenozyten in vitro verwenden?

- Kommt es unter Ultrafiltratexposition bei humanen Tenozyten zu einem Effekt auf
Marker der Syntheseleistung von Tenozyten (Collagen Typ I, Fibronectin)?

- Liegt ein synergistischer oder additiver Effekt von Ultrafiltrat und Ciprofloxacin bei
kombinierter Exposition auf humane Tenozyten in vitro vor?

- Kann der Risikofaktor chronische Nierenerkrankung durch die Verwendung von Ult-

rafiltrat und humanen Tenozyten in einem Zellkulturmodell simuliert werden?
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Gerate

Gerate

Hersteller

Analysenwaage Navigator ™
Autoklav, Tuttnauer 3870 ELV PV
Axiophot Lichtmikroskop
Bidestanlage

Blotting-Einheiten

Brutschrank

Calibrated Densitometer GS-800
Cellspin | (1205-14)

Cryo Freezing Container (Einfrierbox)
Dewargefaly
Elektrophorese-Einheiten

Flow bench NU 425-400
Heizschrank/Warmeschrank
LiChroprep® Lobar © GroRe A (40-63 pm)
Magnetriher mit Heizplatte
Magnetrihrer MR 2002
Neubauer-Zahlkammer

pH-Meter Lab 850

Photometer, Ultrospec llI
Pipetboy

Power PAC 200 (Stromgeber)
Prazisionswaage 2001 MP2
Research Pipetten
Schittelwasserbad

Schiittler 3005

Schittler IKA-VIBRAX-VXR
Thermostat 3401
Tischzentrifuge (Laborfuge A)
Tischzentrifuge Eppendorf centrifuge 5415D
Trockenschrank

Vortex (Genie 2)

Sartorius, Gottingen
Biomedis, GielRen

Zeiss, Jena

Millipore, Billerica, USA
Bio-Rad, Miinchen
Heraeus, Hanau

Bio-Rad, Miinchen
Thermac, Waldsolms
Nalgene, Rochester, NY, USA
KGW Isotherm, Karlsruhe
Bio-Rad, Miinchen

NuAire, Plymouth, MN, USA
Heraeus, Hanau

Merck, Darmstadt

Janke und Kunkel, Staufen
Brand, Wertheim

Schott, Jena

Schott, Jena

Pharmacia, Wien, Osterreich
IBS Integra, Schweiz

Bio-Rad, Miinchen

Sartorius, Gottingen
Eppendorf, Hamburg

MGW Lauda CS20, Kénigshofen, Osterreich
Heidolph, Th. Karow, Berlin
Janke und Kunkel, Staufen
Eppendorf, Hamburg

Heraeus, Hanau

Eppendorf, Hamburg
Memmert, Schwabach
Scientific Industries, Darmstadt
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3.1.2 Reagenzien und Verbrauchsmaterialien

Reagenzien/ Verbrauchsmaterialien

Hersteller

ACN (Acetonitril)

30% Acrylamid / Bis Solution 37,5 :1 (2,6% C)
Ammoniumpersulfat
Amphotericin B (250 pg/ml)
BC Assay Kit

BCIP / NBT Solution
Bromphenolblau

BSA

Cellclip

Cellfunnel

Cellspin Filtercards

Ciprobay® 400 Infusionslésung

Cryoréhrchen

DermaClean,
Einmal-Untersuchungshandschuhe

Dimethylsulfoxid, getrocknet max. 0,05% H,O
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)
Eppendorf epT.I.P.S., verschiedene Grbéssen
Ethanol (96%) reinst

Falcon Serologische Pipetten 5 und 10 ml
Fotales Kalberserum (FKS)
Gel-Blotting-Papier

Glukose

L-Glutamin (200 mM)

Glycin

Ham’s F-12 Medium (Ham'’s F-12)

Hank’s Salt Solution

Isopropanol

Kaleidoskope prestained standards
(= Kaleidoskopstandard)

Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,)
Magnesiumchlorid (MgCl, ) min 99,0%

Merck, Darmstadt

Bio-Rad, Miinchen

Bio-Rad, Miinchen

Biochrom, Berlin

Uptima Interchim, Montlucon, Frankreich
Uptima Interchim, Montlucon, Frankreich
Sigma-Aldrich, Miinchen

Sigma-Aldrich, Miinchen

Thermac, Waldsolms

Thermac, Waldsolms

Thermac, Waldsolms

Bayer AG, Leverkusen

Nunc, Wiesbaden

Ansell, Bangkok, Thailand

Merck, Darmstadt

Biochrom, Berlin

Eppendorf, Hamburg

Merck, Darmstadt

Becton Dickinson Labware,
Franklin Lakes, NJ, USA

Biochrom, Berlin

Schleicher und Schuell, Dassel
Merck, Darmstadt

Biochrom, Berlin

Merck, Darmstadt

Biochrom, Berlin

Biochrom, Berlin

Merck, Darmstadt

Bio-Rad, Miinchen

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
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MEM-Amino Acids
(= Aminosauren (50x) ohne L-Glutamin)

Methanol

2-Mercaptoethanol

Di-Natriumhydrogenphosphat Dihydrat
(NazHPO4 X2 HQO)

Natriumchlorid (NaCl) min 99,5%
Natronlauge (NaOH)

Nunc EasyFlask™, 25 und 75 cm® (= Kulturflaschen)

Nunclon™ Zellkulturschalen 8,8 cm?

Parafilm

Pasteur Pipetten

PBS Dulbecco (1x) mit Ca**, Mg**
Penicillin/Streptomycin 10000 U / 10000 ug/ml
Pepstatin

Phenylmethylsulfonylfluorid

Reagenzglaser

Reaktionsgefalie

Salzsaure (HCI)

Skim Milk Powder (= Magermilchpulver)
Sodium dodecyl sulfate (= Natriumdodecylsulfat)
Softa-Man®

sterile Réhrchen

Styrol

TEAA (Triethylammonium Acetat)

TEMED

Trispuffer Hydrochlorid (Tris-HCI)

Triton X 100

Trizma® Base

Trypsin / EDTA Solution in PBS 0,05% / 0,02%
(w/v) ohne Ca*, Mg**

Tween®20

Vitamin C

Biochrom, Berlin

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Miinchen
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Miinchen
Merck, Darmstadt

Nunc, Wiesbaden

Nunc, Wiesbaden

American National Can,
Neenhah, WI, USA

Brand GmbH & Co, Wertheim
Biochrom, Berlin

Biochrom, Berlin

Roche Diagnostics, Mannheim
Sigma-Aldrich, Miinchen
Hecht-Assistent, Sondheim
Brand GmbH + Co, Wertheim
Merck, Darmstadt

Fluka, Buchs, Schweiz
Bio-Rad, Miinchen

Braun, Melsungen

Nunc, Wiesbaden

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Miinchen
Bio-Rad, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Minchen
Sigma-Aldrich, Minchen
Biochrom, Berlin

Bio-Rad, Miinchen

Merck, Darmstadt
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3.1.3 Antikor per

In der folgenden Tabelle sind die Antikorper aufgefiihrt, die fiir die biochemischen Nach-

weisverfahren Western Blot und Immunhistochemie verwendet wurden.

Antikorper

Katalognummer

Hersteller

Primar-Antikorper
Anti-Collagen | Polyklonal

Anti- Fibronectin Monoklonal

Sekundar-Antikorper fiir
Western Blot

Gegen polyklonale
Primarantikorper

Gegen monoklonale
Primarantikorper

Sheep anti-rabbit IgG

Sheep anti-mouse IgG

Sekundar-Antikorper fir
Immunhistochemie

Gegen polyklonale
Primarantikorper

Gegen monoklonale
Primarantikérper

GAR-FITC

GAM-FITC

2150-0020

AB1926

AP304A

AP326A

AP156F

AP 160F

AbD Serotec, Raleigh, USA

Chemicon, Temecula, USA

Chemicon, Temecula, USA

Chemicon, Temecula, USA

Chemicon, Temecula, USA

Chemicon, Temecula, USA

3.1.4 Kulturmedien und L dsungen

3.14.1 Medien

Kulturmedium

Das fiir die Kultivierung der humanen Tenozyten verwendete Wachstumsmedium bestand zu

gleichen Anteilen aus Ham’s F-12 Medium (Ham’s F-12) und Dulbecco’s Modified Eagle's

Medium (DMEM) sowie folgenden weiteren Zusétzen:

Reagenzien Kulturmedium

Prozentualer Anteil am Gesamtvolumen

FKS

Penicillin/Streptomycin (10.000 U / 10.000 pg/ml)
Amphotericin B (250 pg/ml)

Aminosauren (50x)

Vitamin C (25 pg/ml)

Glutamin (200 mM)

5% oder 10% (nach Verwendungszweck)

1%

1%

1%

1%

1%
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Fiir die Zellkultivierung und Zellpassagierung betrug der prozentuale Gehalt an fotalem Kél-

berserum (FKS) im Kulturmedium 10% des Gesamtvolumens.

Bei Versuchsdurchfiihrung wurde fiir die ersten 24 h nach Umsetzung der Zellen auf Petri-
schalen oder kleine Zellkulturflaschen ebenfalls Kulturmedium mit einem FKS-Gehalt von
10% verwendet, um eine ausreichende Adhésion durch Anwachsen der Zellen auf Petrischale
und Kulturflaschenboden zu gewihrleisten. AnschlieBend wurde fiir die verbleibende Ver-

suchsdauer nur Kulturmedium mit reduziertem FKS-Gehalt (5%) verwendet.

Aus Vorversuchen ergab sich die Notwendigkeit, dem Kulturmedium antibiotische (Penicil-
lin/Streptomycin) und antimykotische (Amphotericin B) Zusétze zuzufligen, um eine Besied-

lung durch Bakterien und Pilze zu vermeiden.

Einfriermedium

Um die humanen Tenozyten langfristig in fliissigem Stickstoff zu lagern, wurden die Zellen in

einem Medium aus DMEM mit folgenden Zusétzen eingefroren:

Reagenzien Einfriermedium Prozentualer Anteil am Gesamtvolumen
FKS 10%

DMSO 10%

Penicillin/Streptomycin (10000 U / 10000 pg/ml) 1,1%

Glukose (20%) 0,5%

3.1.4.2 L Gsungen

L dsungen fur Western Blot
Zelllysepuffer

Der fiir das Western Blot Verfahren notwendige Abbau der Sehnenzellen wurde mittels Lyse-
puffer erzielt. Hierfiir wurde zunichst eine Stammldsung aus Aqua bidest. mit folgenden

Komponenten erstellt:
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Reagenzien Zelllysepuffer Prozentualer Anteil/Konzentration
Triton X 100 1%

SDS (20%) 0,1%

NaCl 150 mM

Tris-HCI (1 M, pH 7,2) 50 mM

PMSF 1mM

Pepstatin 5 pg/ml

Die Proteinaseinhibitoren PMSF und Pepstatin wurden erst kurz vor Gebrauch hinzugefiigt,

um eine mogliche Denaturierung zu verhindern.

Polyacrylamidgele

Fiir die Proteinanalyse mittels Western Blot Verfahren wurden unterschiedliche Polyacryla-
midgele (Trenngele) gegossen. Der prozentuale Anteil von Acrylamid und der weiteren ver-
wendeten Komponenten richtete sich dabei nach dem Molekulargewicht des nachzuweisen-

den Proteins.

Uber das Trenngel wurde ein Sammelgel geschichtet, welches zu einer Aufkonzentrierung der
Proben und fiir eine verbesserte Auflosung der Banden sorgt. Um eine zu frithe Polymerisati-
on und Aushirtung des Gels zu verhindern, wurden die Polymerisationsbeschleuniger APS

und TEMED erst unmittelbar vor dem Einfiillen des Gelkomponenten-Gemisches hinzugege-

ben.

Reagenzien Trenngele: Trenngel 5% Trenngel 7,5%
Acrylamid (30%) 1,65 ml 2,5ml

Tris Puffer pH 8,8 (1M) 2,25 mi 2,5 mi

SDS (20%) 50 50 l

Aqua dest. 5,7 ml 4,85 mi

APS (5%) 100 100 pl

TEMED 10 yl 10 pl




3 Material und Methoden

36

Reagenzien Sammelgel :

Sammelgel 4%

Acrylamid (30%) 0,67 ml
Tris Puffer pH 8,8 (1M) 1,25 ml
SDS (20%) 25
Aqua dest. 3 mi
APS (5%) 50 pl
TEMED 10 pl
Tris Puffer Reaenzien pH
. . Trizma®Base 1M
Tris Puffer fiir Trenngel in Aqua dest. pH 8,8
. .. Trizma®Base 1M
Tris Puffer fiir Sammelgel in Aqua dest. pH 6,8
Trizma®Base 0,1 M
. .. MgCl, 0,05 M
Tris Puffer fiir Western Blot NaCl 01 M pH 9,5
in Aqua dest.
Weitere Pufferlésungen fiir Western Blot Reaenzien Prozentualer Anteil am
Gesamtvolumen
Laufpuffer 10-fache Konzentration in Aqua dest
(Elektrophorese) q '
Trizma®Base 3%
Glycin 14,42%
SDS 1%
Transferpuffer 2-fache Konzentration in Aqua dest
(Western Blot) q '
Trizma®Base 0,25%
Glycin 1,13%
Methanol 5%
Blockpuffer (Western Blot) in PBS
Magermilchpulver 5%
Tween 20 0,1%
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Probenpuffer pH 6,8 (5x)

Der verwendete Probenpuffer sorgte zum einen fiir eine Beschwerung der in der Probe enthal-
tenen Proteine, zum anderen dient er durch eine farbliche Markierung als Hilfsmittel zur Ori-
entierung bei der SDS-Gelelektrophorese und dem Transfer. Fiir die Herstellung des Proben-
puffers wurde zundchst SDS in EtOH und Aqua dest. bei Raumtemperatur gelost und an-
schlieBend mit Trispuffer Hydrochlorid versetzt und auf einer Heizplatte in Losung gebracht.
Nach Zugabe von Glycerol und Bromphenolblau kam es zu einem Farbumschlag nach griin-

rot. Durch die pH-Einstellung mit NaOH auf pH 6,8 wurde die Losung dunkelblau.

Prozentualer Anteil am

Reagenzien Probenpuffer Gesamtvolumen

SDS 10%
Glycerol (87%) 35%
Ethanol (96%) 25%
Bromphenolblau 0,025%
Trispuffer HCI 1,5M

L dsungen fir Rever sed-Phase-Chromatograpie

Puffer A Konzentration

TEAA 40 mM

in Aqua bidest.

Puffer B Konzentration
Acetonitril (ACN) 20%
Acetonitril (ACN) 40%
Acetonitril (ACN) 60%
Acetonitril (ACN) 80%
Acetonitril (ACN) 100%

in Aqua bidest.
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3.2 Methoden

3.2.1 Tenozyten Zellkultur

3.2.1.1 Gewinnung und Kultivierung von menschlichen Sehnenzellen

Die fiir das Zellkulturmodell verwendeten Primérkulturen wurden aus humanem Sehnenmate-
rial generiert, das als iiberschiissiges Operationsmaterial unfallchirurgischer Eingriffe angefal-
len ist. Aufgrund einer nur begrenzen Verwendbarkeit der eingefrorenen Zellen wurde im
Rahmen dieser Arbeit Sehnenmaterial verschiedener anonymisierter Spender verwendet. Das

Material entstammte aus der Patella und einer Fingersehne.

Die Gewinnung der Sehnenzellen erfolgte durch ein nicht-enzymatisches Verfahren, bei dem
das Sehnenstiick zundchst, um das Risiko einer Kontamination mit Mikroorganismen zu ver-
ringern, dreimalig mit einer Penicillin-, Streptomycin- sowie Amphotericin-B-Losung gespiilt
wurde. AnschlieBend erfolgte, um eine Mischkultur insbesondere mit Fibroblasten zu vermei-
den, die sorgfiltige priparative Entfernung des Peritendineums. Die so préparier-
te/vorbereitete Sehne wurde in kleine Stiicke (2-4 mm) zerteilt und bedeckt mit Kulturmedi-
um in einem sterilen Inkubator bei 37° C und unter Begasung mit 5% CO, kultiviert. Nach
Adhision der Sehnenstiicke erfolgte alle 3 Tage ein Mediumwechsel. Nach etwa 10 Tagen
konnte unter dem Lichtmikroskop eine erste Migration von Sehnenzellen aus den Sehnenstii-
cken beobachtet werden. Diese Zellen entsprachen einer Passage 0. Nach weiteren 1-2 Wo-
chen wurden die Sehnenstiicke entfernt und die Sehnenzellen zur weiteren Vermehrung pass-

agiert oder fiir die spitere Verwendung eingefroren.

3.2.1.2 Z€ellpassagierung

Die Arbeit erfolgte unter keimarmen Bedingungen unter dem Laminar Air Flow. Unter dem
Lichtmikroskop wurden die Kulturflaschen zunichst auf Verunreinigungen iiberpriift und das
Zellwachstum eingeschitzt. Zur Passagierung sollten die Tenozyten als iiberwiegend kon-
fluente Zellmonolayer (Konfluenzgrad 70-80%) auf dem Flaschenboden gewachsen sein. Die
Umsetzung erfolgte abhingig vom Zellwachstum zumeist in einem Drei-Tagesrhythmus
(Montag, Mittwoch, Freitag). Aus einer Kulturflasche konnten 2 bis maximal 3 neue Flaschen
angesetzt werden. Zunichst wurde das alte Kulturmedium aus den Flaschen entfernt und die
Flaschen einmalig mit PBS w/o (ohne Ca*"/Mg*") gespiilt. Um eine Ablésung der Zellen von
dem Kulturflaschenboden zu erreichen, wurden je Flasche 2 ml Trypsin hinzugefiigt, der ge-

samte Flaschenboden gleichmiBig damit benetzt, das {iberschiissige Trypsin abgekippt und bis



3 Material und Methoden 39

zur Ablosung fiir etwa 3-5 min im Brutschrank inkubiert. Der enzymatische Abldsungsprozess
wurde anschlieend durch vorsichtiges mechanisches Klopfen gegen die Flasche unterstiitzt.
Durch Zugabe von Kulturmedium wurde die Enzymreaktion anschlieBend gestoppt und die
Zellen mittels einer Pipette aufgenommen und vereinzelt. Die Verteilung der Sehnenzellen auf
bereits mit Kulturmedium (10 ml) befiillte Zellkulturflaschen erfolgte in einem Verhéltnis 1:2
bzw. 1:3. Bei hoheren Passagezahlen kann es zu einem fiir die Versuche ungiinstigen, deutlich
langsameren Zellwachstum und Zellsyntheseumsatz kommen, daher wurden fiir diese Arbeit

nur Zellen bis Passage 11 verwendet.

3.2.1.3 Einfrieren von Sehnenzellen

Kulturflaschen mit konfluenten Zellmonolayern wurden zweifach mit 10 ml Hanks-Salt Solu-
tion (ohne Ca®"/ Mg™") gespiilt. AnschlieBend wurden die Zellen enzymatisch mit Trypsin
vom Flaschenboden geldst. Durch Aufziehen und Ablassen mittels einer Pipette wurde daraus
eine Zellsuspension hergestellt. Die Zellsuspensionen mehrerer Kulturflaschen wurden in
sterilen Rohrchen vereint, bei 1000 Umdrehungen/min und Raumtemperatur fiir 5 min zentri-
fugiert und der Uberstand anschlieBend abgezogen. Um mdglichst alle Trypsinreste aus dem
Zellpellet herauszuwaschen, wurde der Spiil- und Zentrifugationsvorgang nochmals wieder-
holt, das verbleibende Zellpellet in frisch hergestelltem Einfriermedium resuspendiert und je
1,5 ml der Zelllosung in Cryordhrchen iiberfiihrt. Die Cryordhrchen konnten anschlieend in
einer mit Isopropanol gefiillten Einfrierbox (Cryobox) fiir 24 h bei -80° C tiefgefroren und
anschliefend in fliissigem Stickstoff bei -196° C gelagert werden. Bei ldngerer Lagerung ist
es zu einem deutlich langsameren Zellwachstum gekommen. Daher wurden fiir Versuche nur

Zellen mit einer Lagerung weniger als 6 Monate verwendet.

3.2.1.4 Auftauen von Sehnenzellen

Bei Bedarf konnten die eingefrorenen Proben schonend aufgetaut werden. Hierfiir wurden die
zuvor im fliissigen Stickstoff gelagerten Cryordhrchen zunéchst in lauwarmem Wasser lang-
sam aufgetaut. AnschlieBend wurde der gesamte Rohrcheninhalt in 10% Kulturmedium sus-
pendiert und in Kulturflaschen iiberfiihrt. Das im Einfriermedium enthaltende DMSO kann zu
Schiaden an der aufgetauten Zelle fiihren. Daher erfolgte 24 h nach dem Auftauen der Proben
ein Wechsel des Mediums, um letzte Reste des Einfriermediums zu entfernen. Im Anschluss

konnten die Zellen weiter zur Zellpassagierung oder fiir Versuche verwendet werden.
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3.2.1.5 Zellzahlbestimmung

Die Quantifizierung erfolgte mit Hilfe der Neubauer Zahlkammer. Hierzu wurde zunichst die
Losung der Zellen aus den Kulturflaschen mit Trypsin nach dem gleichen Verfahren wie auch
schon beim Passagieren und Einfrieren der Zellen angewendet. Die in Kulturmedium suspen-
dierten Zellen wurden in sterile R6hrchen tiberfiihrt und bei 1000 U/min und bei 4° C fiir 5
min zentrifugiert. AnschlieBend wurde die Fliissigkeit iiber dem Zellpellet vorsichtig soweit
abpipettiert, bis nur noch ca. 1 ml im Réhrchen verblieb. Mittels einer Pipette wurden die Zel-
len durch sehr vorsichtiges Ansaugen und Ablassen wieder in Suspension gebracht, um Schi-
den an den Zellen zu vermeiden. Auf die dufleren Lingsbalken der Neubauer Zahlkammer
wurde jeweils ein kleiner Tropfen Wasser gegeben und das Deckglidschen sehr vorsichtig an-
gedriickt, bis im Licht so genannte Newton’sche Ringe zu sehen waren. Ein Tropfen der Zell-
suspension wurde an das untere Ende der Zahlkammer getropft und durch Unterdruck zwi-
schen Zahlkammer und Deckgldschen angesaugt. Unter dem Lichtmikroskop konnte nun die
Zellzahl auf den 4 Quadranten der Zdahlkammer, bestehend aus jeweils 16 kleineren Unter-
quadranten, ausgezdhlt und zur Gesamtzellzahl addiert werden. Zur Errechnung der Zellzahl
pro ml erfolgte nun die Division durch 4 und Multiplikation mit 104 (Gesamtzellzahl / 4 x
10%). Die Zielzellzahl fiir Versuche mit Tenozyten lag bei 15.000-20.000 Zellen/ml.

3.2.2 Hamofiltrat (HF)

3.2.2.1 Gewinnung des Hamofiltrats (HF)

Das Hamofiltrat wurde von der Medizinischen Klinik IV fiir Nephrologie und Endokrinologie
der Charit¢ Universitditsmedizin Berlin, Campus Benjamin Franklin, zur Verfligung gestellt.
Das Filtrat wurde in anonymisierter Form iibergeben. Bekannt war, dass es sich um einen
chronisch nierenerkrankten (Stadium 5) Patienten handelte. Calcium- und Parathormonspiegel

im Serum lagen im Normbereich.

3.2.2.2 Biochemische Aufbereitung des Ultr afiltrats (UF)

Der erste Schritt der Aufbereitung bestand in einer Aufkonzentrierung mittels Reversed-
Phase-Chromatographie. Zur Vorbereitung wurde die LiChroprep” Chromatographie-Séule
mit 300 ml (5-faches Sdulenvolumen) Puffer A dquilibriert und ein Ausgangsvolumen von 5
Litern der Himofiltratprobe mit Triethylammoniumacetat (TEAA) zu einer Endkonzentration

von 40 mM TEAA versetzt. Der Probenauftrag erfolgte {iber Nacht bei einer Flussrate von 1
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ml/min. AnschlieBend wurde die Sdule mit 250 ml Puffer A Losung gespiilt, um nicht-
gebundene Substanzen auszuspiilen (Abbildung 6, A).

Die Elution der aufgrund ihrer biochemischen Eigenschaften in der Chromatographie-Séule
gebundenen Substanzen erfolgte stufenweise mit je 100 ml von Puffer B in den jeweils unter-
schiedlichen Konzentrationen 20%, 40%, 60%, 80% und 100% (Abbildung 6, B). Das hierbei
entstandene Eluat (Elutionsstufen) wurde in 2 Fraktionen von jeweils 50 ml aufgefangen, mit
jeweils 50 ml Bidest-Wasser versetzt und sofort bei -80° C eingefroren. Im Anschluss konn-
ten die gefrorenen Eluat-Proben gefriergetrocknet (lyophilisiert) und bei -20° C gelagert wer-
den. In einem letzten Schritt wurde jede Eluatprobe in 100 ml Bidest-Wasser aufgeldst und in
10 Probenréhrchen a 10 ml fraktioniert und bei -80° C bis zur weiteren Verwendung gelagert
(Abbildung 6, C). Die Benennung der gewonnenen Ultrafiltrat-Fraktionen richtete sich nach
dem im Elutionsprozess verwendeten ACN-Gehalt im Puffer B (20%-, 40%-, 60%-, 80%-,
100%-iges ACN). Im Folgenden wird daher beispielsweise die Bezeichnung Ultrafiltrat-20
fiir die durch 20%-iges ACN eluierte Fraktion verwendet.

(A]

Pumpe

Chromatographie-
Saule

Hamofiltrat
+ TEAA

SEEdd

20 40 60 80 100
Ultrafiltrat-Fraktionen

Eluat

Abbildung 6: Aufbereitung des Hamofiltratsin ver schiedenen Ultr afiltrat-Fraktionen
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3.2.3 Versuchsaufbau fur die Inkubation mit Testsubstanzen

Ziel der Versuchsreihe war es, zeit- und konzentrationsabhéngige Effekte von Ultrafiltrat und
Ciprofloxacin allein und in Kombination auf humane Tenozyten in vitro darzustellen. Da es
zu den Versuchen mit Ultrafiltrat keine Erfahrungswerte gab, wurde eine Reihe von Vorver-
suchen durchgefiihrt. Hierbei wurde die Vertrdglichkeit von Ultrafiltrat mit dem verwendeten
Zellmedium ausgetestet, ein Vergleich von steril filtrierten und unfiltrierten Proben sowie
eine mogliche sofortige zytotoxische Wirkung des Ultrafiltrats auf die Sehnenzellen ausge-
schlossen. Fiir alle Versuche wurden zunéchst die primédren humanen Tenozyten als Mono-
layer in Kulturflaschen geziichtet. Nach 24 h erfolgte eine Umstellung auf ein Kulturmedium
mit 5% FKS Konzentration. Nach weiteren 24 h konnte die Inkubation mit den Testsubstan-

zen erfolgen. Alle Versuche erfolgten im Doppelansatz.

Untersuchung der Effekte von Ultrafiltrat auf humane Tenozyten in vitro
Fiir die Untersuchung der Effekte von Ultrafiltrat auf humane Tenozyten wurden Ultrafiltrat-
20, -40, -60, -80, und -100 in 10%-iger Konzentration im Vergleich zur Kontrolle (Kulturme-

dium) getestet.

Testsubstanzen: Kontrolle** UF*-20 UF*-40 UF*-60 UF*-80 UF*-100

Inkubationszeit 24 h - - - - - -

Inkubationszeit 72 h - - - - - -

*UF = Ultrafiltrat 10%-ige Konzentration

**Kontrolle = Kulturmedium mit 5%-FKS-Konzentration

Untersuchung der Effekte von Ciprofloxacin auf humane Tenozyten in vitro
Die Untersuchung der Effekte von Ciprofloxacin auf Tenozyten erfolgte mit 1, 3, 10 und

30 mg Ciprofloxacin/l Medium.

Testsubstanzen: Kontrolle** C*-1 mgl/l C*-3 mg/l C*10mg/l C*-30mg/I

Inkubationszeit 24 h - - - - -

Inkubationszeit 72 h - - - - -

*C = Ciprofloxacin in mg/l Kulturmedium

** Kontrolle = Kulturmedium mit 5%-FKS-Konzentration



3 Material und Methoden 43

Untersuchung der Effekte einer kombinierten Inkubation von Ultrafiltrat-40 und
Ciprofloxacin auf humane Tenozyten in vitro
Die kombinierte Behandlung von Tenozyten wurde mit Ciprofloxacin in einer Konzentration

von 10 und 30 mg/l Medium und Ultrafiltrat-40 durchgefiihrt. Die Inkubationszeit betrug 72 h.

Testsubstanzen: Kontrolle** UF*-40

Kontrolle** - -
Ciprofloxacin 10 mg/l - -

Ciprofloxacin 30 mg/l - -

*UF = Ultrafiltrat 10%-ige Konzentration

**Kontrolle = Kulturmedium mit 5%-FKS-Konzentration

Die verwendeten Ciprofloxacin-Konzentrationen 1-3 mg/l entsprechen den gemessenen Spit-
zenkonzentrationen im Plasma bei Gabe einer Standarddosis (500 mg Ciprofloxacin oral) in
einer Behandlungssituation (Dudley, 2003). Da nach intravendser Gabe auch deutlich hohere
Spiegel erreicht werden konnen und da bei Chinolonen eine gewisse Tendenz zur Anreiche-
rung im Bindegewebe bekannt ist, wurden auch hohere Konzentrationen (10, 30 mg/1) getestet
(van Zanten et al., 2008).

Die Probenentnahme fiir die Versuche der Sehnenzellen und Ultrafiltrat, bzw. Ciprofloxacin
allein erfolgte jeweils nach 24 und nach 72 Inkubationsstunden. Der Versuchsaufbau fiir die
kombinierte Inkubation mit Ultrafiltrat und Ciprofloxacin sah nur eine Probenentnahme nach
72 h vor.

Die Endkonzentrationen wurden nach folgendem Schema durch Verdiinnung der handelsiibli-

chen Infusionslosung Ciprobay® 400 erzielt:

Konzentration Ciprofloxacin Verdiinnungsfaktor
2000 mg/1000 ml Ausgangskonzentration
100 mg/I 1:20

30 mgl/l 1:3,33

10 mg/I 1:3

3 mg/l 1:3,33

1 mgl/l 1:3,33
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3.2.4 Lichtmikroskopie

Die Tenozyten wurden nach Inkubation mit Ultrafiltrat nach 2h, 24 h, 48h und 72 h unter dem
Lichtmikroskop beurteilt. Fotografien wurden nach 24 und 72 h bei einer Vergrof3erung von

200 x angefertigt.

3.3 Immunhistochemische und biochemische Unter suchungen

3.3.1 Immunhistochemie

Mit Hilfe von Antikorpern konnen im Rahmen der durchgefiihrten immunhistochemischen
Untersuchung Proteine nachgewiesen werden. Dabei wird ein Antikdrper eingesetzt, der an
das Protein ankoppelt. Ein sekundérer mit einem fluoreszierenden Stoff versehener Antikor-
per koppelt wiederum am ersten Antikorper an und macht dadurch die Proteine sichtbar.

Fiir diese Untersuchung war es nicht erforderlich, die zu untersuchenden Proben zu lysieren.
Dadurch war auch eine Lokalisierung der nachzuweisenden Proteine innerhalb der Zelle mog-
lich. Dies ist im nachfolgend ebenfalls beschriebenen Western Blot Verfahren dagegen nicht
moglich.

Fiir den immunhistochemischen Nachweis wurden die humanen Tenozyten nach Behandlung
mit den Testsubstanzen mittels Trypsin enzymatisch aus den Kulturflaschen geldst und in
Reagenzrohrchen iiberfiihrt. Da es aufgrund der Behandlung mit den Testsubstanzen zu unter-
schiedlich starkem Zellwachstum kam, wurde durch Zellzdhlung und anschlieBender Verdiin-

nung eine gleiche Zellzahl pro Probe hergestellt.

3.3.1.1 Cytospin

Die Cytospin-Methode ermdglicht {iber die Nutzung der Zentrifugalkraft ein konzentriertes
Auftragen der Zelllosung auf ein definiertes Areal des Objekttragers.

Hierbei wurden die Zellen enzymatisch aus den Kulturflaschen geldst und bei 1000 U/min
zentrifugiert. Das Zellpellet wurde anschlieBend in PBS w/o (ohne Ca®"/Mg”") aufgeldst und
mittels Cytospin auf die Objekttriger iibertragen.

Ziel war es, gerade so viele Zellen in Losung aufzutragen, dass sich nach Ubertragung auf den
Objekttrager keine Zelliiberlappungen oder Verklumpungen bildeten.

Nach mindestens zweistiindiger Trockenphase bei Raumtemperatur erfolgte fiir 10 min ein
Fixierbad in 100% Aceton. Nach erneuter Trocknung waren die Zellen fiir mehrere Monate

haltbar.
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Die enzymatische Ablosung mit Trypsin, die Einwirkung der Zentrifugalkrifte des Cytospin
und die Fixierung mit Aceton bewirken einen Verlust der fiir Sehnenzellen typischen spindel-

formigen Morphologie. Die Zellen erscheinen nun unter dem Lichtmikroskop rundlich.

3.3.1.2 Durchfihrung und Auswertung der immunhistochemischen Unter suchung

Nachdem die Zellen iiber das Cytospin-Verfahren auf Objekttrager aufgetragen und fixiert
worden waren konnte die immunhistochemische Behandlung erfolgen. Um unspezifische
Bindungsstellen abzublocken wurde zunéchst eine 15miniitige Inkubation der fixierten Proben
mit 0,5% BSA in PBS in einer Farbekammer durchgefiihrt. Im nichsten Schritt wurden die
Proben zweimal jeweils 10 Minuten in PBS vorsichtig gewaschen, anschlieend getrocknet
und mit 10ul Antikorper behandelt.

Bei hoheren Antikorperkonzentrationen entstanden deutlich mehr unspezifische Farbungen.
Aus diesem Grund wurden nur Ergebnisse der Ansidtze mit Antikorperkonzentrationen von
1:30 und 1:50 ausgewertet.

AnschlieBend wurden die Proben zwei Stunden inkubiert und zweimal bei Raumtemperatur
gespiilt. Danach erfolgte die Auftragung des sekundéiren Antikorpers fiir 60 Minuten ebenfalls
bei Raumtemperatur. AuBBerdem wurde eine Kontrolle angesetzt, die nur mit dem sekundiren
Antikorper inkubiert wurde. Um das Austrocknen und Auskristallisieren des sekundédren An-
tikorpers zu verhindern, wurden die Proben nach nochmaligem Spiilen mit einem Tropfen
0,1% p-Phenylendiamin in Glycerin/PBS benetzt. Das Fotografieren der Proben, erfolgte un-
mittelbar nach der Immunmarkierung.

Um die Subjektivitdt bei der anschlieBenden Auswertung der Fotografien als mogliche Feh-
lerquelle zu minimieren, erfolgten das Fotografieren und die Auswertung ,,verblindet®. Die
Proben wurden von einer zweiten Person angereicht, so dass das Fotografieren und Auswerten
ohne Kenntnis iiber die Probe erfolgte. Erst nach erfolgter Auswertung wurden die Proben mit
Hilfe einer Nummerierung zugeordnet.

Im Rahmen der Auswertung wurde durch eine Bildanalyse gemessen, welche Fluoreszenzin-
tensitit das untersuchte Praparat innerhalb einer definierten Grundfléche erzeugt. Dazu wurde
zunichst jeweils eine Grundfliche auf dem Priparat definiert, welche {iber die verschiedenen
Proben beziiglich Grofle und Anzahl der darin enthaltenen Zellen vergleichbar ist. Um
Schwankungen bzgl. Anzahl und Grofe der untersuchten Zellen zu minimieren, wurden 5-10
Fotografien je Probe an unterschiedlichen Stellen aufgenommen und jeweils ca. 4-8 Zellen

pro ausgewerteter Flache ausgewidhlt Um eine Verfdlschung der Auswertung zu vermeiden,
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mussten dabei Flichen mit ausgeprigtem Hintergrundleuchten sowie starker Konfluenz und
Uberlappung von Zellen ebenfalls vermieden werden.

Die Messung der Fluoreszenzintensitit erfolgte mit Hilfe der Software ,,Scion Image* (Scion
Corporation, Frederick, MD, USA). Mit Hilfe der Fotoanlage wurden von jedem Préparat ein
Graustufen- und ein Farbbild erzeugt. Das monochrome Bild wurde in ein Schwarz-Weil3-
Bild umgewandelt. Mit Hilfe des Schwellenwert-Verfahrens wurde das Farbbild mit dem Bi-
nédrbild in Bezug gesetzt: Ein Leuchtpunkt im Farbbild entspricht nach Angleichung einem
schwarzen Punkt im invertierten Schwarz-Weil3-Bild. Die schwarze Flidche wird ins Verhilt-
nis zu der gesamten Grundfldche gesetzt. Der resultierende prozentuale Wert ermdglicht einen
Vergleich der Fluoreszenzintensitidt der Proben gegeneinander und wird mit nachfolgender

Formel bestimmt.

Messwert - 100
Grundflache

Fluoreszenz (in %) =

Die Ergebnisse der immunhistochemischen Untersuchung wurden anschlieBend mit einem
einfaktoriellen ANOVA und einem post hoc Dunett-t-Test statistisch tiberpriift, p<0,05 wurde

als statistisch signifikant angesehen.

3.3.2 SDS-Gelelektrophorese und Western Blotting

Das Western Blot Verfahren wurde zum Nachweis spezifischer Proteine angwendet. Mit Hilfe
der Gel-Elektrophoresetechnik (SDS-Page-Technik) wurde das zu untersuchende Proteinge-
misch entsprechend ihrer elektrischen Ladung und GréB3e in einem Polyacrylamidgel in Prote-
inbanden aufgetrennt. In einem zweiten Schritt wurden die Proteine aus dem Gel mittels ei-
nem senkrecht zum Polyacrylamidgel angelegtem elektrischem Feld (Tank-Blot-System) auf
eine Nitrocellulosemembran {iibertragen. Das spezifische elektrophoretische Auftrennungs-
muster blieb hierbei erhalten. Nach Blockung unspezifischer Bindungen konnte die Inkubati-
on mit spezifischen Antikorpern (mono- oder polyklonal) erfolgen, die spezifisch an die ein-
zelnen Proteinbanden banden. Unspezifisch gebundene Antikorper wurden in wiederholten
Waschschritten mit Pufferlosung entfernt. Es folgte die Inkubation mit sekundidrem Antikor-
per. Dieses Enzym-Antikorper-Konjugat enthielt alkalische Phosphatase, welche bei Kontakt
mit Entwicklersubstrat (BCIP-NBT Solution) eine Farbreaktion erfahrt und das Protein auf

diese Weise indirekt sichtbar machte. Anhand der Intensitit der abgelaufenen Farbreaktion
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konnte indirekt ein Riickschluss auf die Proteinmenge und Vergleiche mit benachbart aufge-

tragenen Proben gezogen werden.

3.3.2.1 Probenvor bereitung
Zdllyse

Entsprechend dem Versuchsaufbau wurden die Proben nach entsprechender Inkubationszeit
mit den Testsubstanzen entnommen. Es folgte eine dreifache Spiilung der Tenozyten mit
Hank’s Salzlosung. Der Zellabbauprozess (Lyse) wurde anschliefend mit dem Auftragen von
300 pl Lysepuffer pro Kulturflasche iiber 30 min eingeleitet. Der Abbauprozel3 lief {iber 30
min, wobei die Kulturflaschen auf Eis gelagert wurden, um einen zu schnellen Ab-
bau/Denaturierung der Zellen zu vermeiden. Nach 15 min wurden die Proben mittels einer
Pipette mechanisch homogenisiert. Anschliefend wurde das Lysat fiir 30 min zentrifugiert
(1.000 U/min, bei 4° C), um eine Trennung von Zelltriimmern (Pellet) von den l6slichen Pro-
teinfraktionen zu erreichen. AnschlieBend wurden die Proben bis zur weiteren Bearbeitung

bei -80° C gelagert.

Bestimmung der Gesamtproteinkonzentration

Die Einstellung der Versuchsproben auf die gleiche Gesamtproteinkonzentration ist notwen-
dig und Voraussetzung, um vergleichende Aussagen iiber die Dichte der Banden im Western
Blot Verfahren treffen zu konnen.

Hierfiir wurde zunichst die Gesamtproteinkonzentration jeder einzelnen Versuchsprobe
(Lysat) nach der Biuret-Reaktion und mittels photochemischer Analyse bestimmt. Dieser Me-
thode liegt die Eigenschaft von Proteinen zugrunde, im alkalischen Bereich Cu®" zu Cu” zu
reduzieren. Uber diese Reduktion bildet das reduzierte Kupfer mit dem Reagenz Bicinchonin-

sdure einen gefarbten Kupferkomplex.

Protein (Peptidbindungen) + OH™ + cut > Tetradentat-Cu” Komplex
Cu' + 2 Bicinchoninséure (BCA) > BCA-Cu" Komplex

Fiir die photochemische Auswertung wurden in eine 96-Well-Lochplatte neben einer Stan-
dard-Verdiinnungsreihe (2 mg/l bovines Serumalbumin, BSA) und eines Blank-Feldes jeweils
3 Wells pro Probe mit je 10 pul der Zelllysat-Probe und 1 ml des frisch hergestellten Reagenz-
gemisches gegeben und fiir 30 min bei 60° C im Warmeschrank inkubiert. Die Lichtabsorpti-

on des violett gefarbten Bicinchoninsdure-Kupfer-Komplexes wurde photometrisch bei 562
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nm dreifach bestimmt. Nach Reduktion konnten alle Proben durch Verdiinnung mit Lysispuf-

fer auf etwa 90-100 pg/ml Gesamtproteinkonzentration gebracht werden.

Reduktion

Eine Stabilisierung und damit dauerhafte Lagerfdhigkeit der Proben wurde iiber Reduktion
erreicht. Hierfiir wurden 1000 pl Probe mit 250 pl Sample Buffer (5x) und 62,5 pl
2-Mercaptoethanol versetzt und bei 95° C im Thermoblock fiir 10 min unter dem Abzug redu-

ziert. Anschliefend waren die Proben stabil und eine Lagerung bei —20° C konnte erfolgen.

3.3.2.2 SDS-Gelelektrophorese

Fiir die SDS-Gelelektrophorese wurden abhingig vom Molekulargewicht der zu untersuchen-
den Proteine Polyacrylamidgele der Konzentrationen 5% und 7,5% gegossen. Die Proben wur-
den aufgetragen und die enthaltenen Proteine zuerst mit Sammelgel 15 min mit 80V und da-
nach im Trenngel ca. 1 h mit 120V elektrophoretisch aufgetrennt. Mit Aqua dest. verdiinnter

Laufpuffer (1x) wurde fiir die Elektrophorese benutzt.

3.3.2.3 Western Blot

Zur Durchfiihrung der Immundetektion wurden die im vorherigen Schritt elektrophoretisch
aufgetrennten Proteine auf Nitrocellulose-Membranen {ibertragen. Um eine Luftblasenbildung
oder Austrocknung zu verhindern, wurde das Gel in Transferpuffer zunéchst auf Filterpapier
{ibertragen. AnschlieBend erfolgte die Uberdeckung mit der Membran und das Einbringen in
die Transfereinheit als ,,Sandwich®. Das Ubertragen der Proteine auf die Membran in Trans-
ferpuffer wurde unter Eiskiihlung bei 120V fiir 60 min. durchgefiihrt.

Um unspezifische Bindungsstellen abzuséttigen, wurden die Membranen iiber Nacht bei

4-8° C in Blockpuffer gegeben. Danach erfolgte die Inkubation der Membranen (1-1.5 h bei
Raumtemperatur) mit dem jeweiligen priméren Antikorper, der spezifisch gegen das Zielpro-
tein gerichtet war.

Der primidre Antikorper wurde im Verhdltnis 1:1.000-3:1.000 mit Blockpuffer verdiinnt.
Uberschiissiger primérer Antikdrper wurde entfernt durch 3malige Waschung der Membranen
fiir jeweils 10-15 min und anschlieBender Inkubation fiir 30 min mit dem an alkalische
Phosphatase konjugierten, sekunddren Antikorper (entsprechend des primédren Antikorpers
mono- oder polyklonal). Der sekundire Antikorper wurde in Blockpuffer im Verhéltnis

1:4.000 verdinnt.
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Die spezifische Bindung des priméren Antikorpers an das Zielprotein konnte nach 3maliger
Spiilung mit verdiinntem (1x, mit Aqua dest.) Tris Puffer pH 9,5 durch Nitroblautetrazolium
und 5-Brom-4-Chlor-3-indolylphosphat (BCIP/NBT Solution) als Substrat fiir die alkalische
Phosphatase sichtbar gemacht werden. Das Entwicklersubstrat (BCIP/NBT Solution) wurde
in verdiinntem Tris Puffer (pH 9,5, 1x) im Verhéltnis 1:5 verdiinnt. Fiir die nachfolgende den-

sitometrische Auswertung wurde jeweils nur die prominenteste Bande herangezogen.

3.3.2.4 Densitometrische und statistische Auswertung

Um die angefertigten Western Blots auszuwerten, wurde die optometrische Dichte der einzel-
nen Banden gemessen. Zunéchst wurden alle Blots mit einem Scanner und dem Programm
Presto Mr. Photo (Version 1.5, New Soft Technology Corporation) bei 2.400 dpi eingescannt.
Die eingescannten Banden wurden anschlieBend mit einem Rahmen markiert. Zusétzlich
wurde eine Leerprobe markiert. Die Quantifizierung des spezifischen Proteins je Probe erfolg-
te, indem die optometrische Dichte der Proben ins Verhiltnis mit der Leerprobe gesetzt wurde.
Die Markierung und Auswertung erfolgte mit dem Programm Advanced Image Data Analyzer,
AIDA (Version 3.44.035, Raytest Isotopenmefigerdte GmbH).

Die Testsubstanzen wurden gegeniiber der Kontrolle auf statistisch signifikante Unterschiede
untersucht. Zur Priifung der statistischen Signifikanz wurde ein einfaktorieller ANOVA und

ein post hoc Dunett-t-Test herangezogen. p<0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen.
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4 Ergebnisse

4.1 Lichtmikroskopie

Mittels lichtmikroskopischer Untersuchung konnten die priméren Sehnenzellkulturen darge-
stellt werden und das Wachstum sowie eine eventuelle Verunreinigung mit anderen Zelltypen,
wie z.B. Fibrozyten, ausgeschlossen werden. Die verwendeten primdren Sehnenzellkulturen
zeigten die typischen charakteristischen Merkmale dieses Zelltyps, mit spindelformigen Zel-
len und langgestreckten Zellausldufern mit Kontakten zu Nachbarzellen.

In ersten Vorversuchen wurde mit der lichtmikroskopischen Untersuchung eine Vertriaglich-
keit der Tenozyten mit dem Kulturmedium und den verschiedenen Hamofiltratfraktionen in
unterschiedlicher Konzentration iiberwacht. Hierbei zeigten sich weder Sterilitdtsprobleme
(Bakterien- oder Pilzwuchs) noch eine Ablosung der Sehnenzellen. Fiir alle folgenden Unter-
suchungen mit Hamofiltrat wurde die Hohe der Hadmofiltratkonzentration auf 10% des Ge-
samtvolumens festgelegt.

Im Rahmen der lichtmikroskopischen Analysen/Vorversuche stellten sich bei der Behandlung
der Sehnenzellen mit Himofiltrat der Fraktionen 20, 80, 100 iiber 24 und 72 Stunden im Ver-
gleich zur Kontrolle keine wesentlichen Unterschiede dar. Zellen, die mit Hamofiltrat der
Fraktion 40 behandelt wurden, zeigten bereits nach 24 Stunden auffillige morphologische
Verdnderungen, wie eine vermehrte intrazelluldre Vakuolenbildung (Abbildung 7). Eine mog-
liche Zunahme dieser Verdanderungen von einer 24 h Inkubationszeit zu 72 h Inkubationszeit
konnte lichtmikroskopisch nicht quantifiziert werden. Zellen, die mit Hamofiltrat 60 behan-
delt wurden, zeigten diese Verdnderungen in geringerem Mal3e.

Die Ergebnisse der lichtmikroskopischen Untersuchungen sowie weiterer Vorversuche, fiihr-
ten dazu, dass im Rahmen dieser Arbeit ein besonderer Fokus auf die Effekte von Hamofiltrat

40 auf humane Tenozyten gesetzt wurde.
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Kontrolle

Ultrafiltrat-
40

Abbildung 7: Lichtmikroskopische Aufnahme humaner Tenozyten nach Behandlung
mit Ultrafiltrat-40 in 10%iger Konzentration Gber 72 h im Vergleich zur Kontrolle. Die
Pfeile markier en aufféllige mor phologische Verander ungen (Ver gr6f3er ung 400x)
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4.2 lmmunhistochemie

Als semiquantitatives Verfahren wurde eine immunhistochemische Analyse durchgefiihrt.
Damit wurden Effekte nachgewiesen, welche bei Inkubation humaner Tenozyten mit ver-
schiedenen Ultrafiltrat-Fraktionen und Ciprofloxacin in unterschiedlicher Konzentration in
vitro hervorgerufen wurden. Hierbei wurde zunichst in Einzeltestungen untersucht, welchen
Effekt zum einen unterschiedliche Ultrafiltrat-Fraktionen und zum anderen Ciprofloxacin in
verschiedenen Konzentrationen auf die humanen Sehnenzellen haben. AnschlieBend folgte
eine Kombinationstestung von Ultrafiltrat-40 sowie verschiedener Ciprofloxacin-
Konzentrationen. Fiir den Nachweis eines moglichen sehnenschidigenden Potentials der ge-
testeten Substanzen auf die Sehnenzellen wurde in den Proben immunhistochemisch Collagen
Typ I sowie fiir den Kombinationsversuch Fibronectin dargestellt. Collagen I eignet sich als
Hauptmatrixprotein fiir den Nachweis von Effekten auf die extrazellulire Matrix. Ein vermin-
derter Nachweis in den Proben stellt eine verminderte Syntheseleistung und somit einen ten-
dotoxischen Effekt auf die Sehnenzelle dar. Fibronectin vermittelt, eingelagert zwischen Col-
lagenfibrillen, eine wichtige Integrationsfunktion in Bezug auf Zell-Matrix-Kontakte. Fibro-
nectin eignet sich daher, schidigende Effekte der Testsubstanzen auf die Integritdt der extra-
zelluldren Matrix nachzuweisen, beispielsweise durch den Nachweis einer Reduktion des

Fibronectin-Gehaltes.

4.2.1 Einflussvon Ultrafiltrat auf humane Tenozyten in vitro

Die Behandlung humaner Sehnenzellen mit Ultrafiltrat-Substraten, welche bei der Elution mit
20%-, 40%-, 60%-, 80%- und 100%-igem ACN gewonnen wurden (im Folgenden: Ultrafilt-
rat-20, Ultrafiltrat-40, Ultrafiltrat-60, Ultrafiltrat-80, Ultrafiltrat-100), in einer 10%igen Kon-
zentration im Kulturmedium fiihrte im Vergleich zur Kontrolle bereits nach

24 h Inkubation zu einer Verminderung von Collagen Typ L.

Die unterschiedlichen Ultrafiltrat-Substrate schienen dabei einen unterschiedlich starken Ef-
fekt auf die Verminderung von Collagen Typ I zu haben. Wéhrend es bereits bei Ultrafiltrat-
20, -80 und -100 zu signifikanten Effekten kam, konnte bei Ultrafiltrat-60 und insbesondere
bei Ultrafiltrat-40 eine besonders starke Abnahme von Collagen Typ I nachgewiesen werden.
Eine verlidngerte Inkubation iiber 72 h verstirkte diese Effekte in der gleichen Rangfolge. Ins-
besondere Ultrafiltrat-40 fiihrte zu einer starken Reduktion der Collagen Typ I Synthese. Im
Vergleich zur Kontrolle reduzierte Ultrafiltrat-40 Collagen Typ I nach 24 h Inkubation um
etwa 70% (Abbildung 8 und Abbildung 9). Im Vergleich dazu fiihrte Ultrafiltrat-20 nach 24 h
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Inkubation zu einer Reduktion von Collagen I um ca. 36%, Ultrafiltrat-60 verminderte um
etwa 44%, Ultrafiltrat-80 um ca. 40% und Ultrafiltrat-100 um etwa 34%.

Die in der Abbildung 8 dargestellten fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen zeigen Sehnen-
zellen nach Behandlung mit den unterschiedlichen Ultrafiltrat-Fraktionen iiber 24 und 72
Stunden. Die Zellen wurden mit Anti-Collagen Typ I und einem fluoreszierenden Sekunda-
rantikdrper behandelt, so dass die Stirke der fluoreszierenden Leuchtkraft auf den Aufnahmen
mit der Menge von Collagen Typ I korreliert. Der Collagen Typ I-Antikdrper bindet auch an
intrazelluldre Vorstufen von Collagen Typ I, die hier mit abgebildet sind. Aufgrund von
Waschprozessen im Rahmen der immunhistochemischen Aufbereitung ist extrazelluldres Col-
lagen weitgehend entfernt worden. Fiir die immunhistochemische Untersuchung wurden die
Zellen iiber Zentrifugalkrifte auf Objekttrager geschleudert und haben dabei ihr typisches

spindelformiges Aussehen verloren.
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Anti-Collagen

Typ |

Inkubationszeit 24 h

Inkubationszeit 72 h

Kontrolle

Ultrafiltrat-20

Kontrolle:

Humane Tenozyten 24 h inku-
biert mit Kulturmedium; Immun-
histochemischer Nachweis mit
Anti-Collagen

Typ |

Kontrolle:

Humane Tenozyten 72 h inku-
biert mit Kulturmedium; Immun-
histochemischer Nachweis mit
Anti-Collagen

Typ |

Ultrafiltrat-20 (UF 20):

Humane Tenozyten 24 h inku-
biert mit Ultrafiltrat-20 in 10%iger
Konzentration; Immunhistoche-
mischer Nachweis mit Anti-
Collagen

Typ |

Ultrafiltrat-20 (UF 20):

Humane Tenozyten 72 h inku-
biert mit Ultrafiltrat-20 in 10%iger
Konzentration; Immunhistoche-
mischer Nachweis mit Anti-
Collagen

Typ |

Abbildung 8: Fluoreszenzmikr oskopische Aufnahmen humaner Tenozyten: | mmun-
histochemisch mit Collagen Typ I-Antikérpern behandelt. Effekt einer 24 h und 72 h
Inkubation mit Ultrafiltrat im Vergleich zur Kontrolle (Lichtmikroskopische Vergr 6-

3er ung 200x)
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Anti-Collagen
Typ |

Inkubationszeit 24 h Inkubationszeit 72 h

Ultrafiltrat-40

Ultrafiltrat-60

Ultrafiltrat -40 (UF 40):
Humane Tenozyten 24 h inku-
biert mit Ultrafiltrat-40 in
10%iger Konzentration; Immun-
histochemischer Nachweis mit
Anti-Collagen Typ |

Ultrafiltrat-40 (UF 40):
Humane Tenozyten 72 h inku-
biert mit Ultrafiltrat-40 in
10%iger Konzentration; Immun-
histochemischer Nachweis mit
Anti-Collagen Typ |

Ultrafiltrat-60 (UF 60):
Humane Tenozyten 24 h inku-
biert mit Ultrafiltrat-60 in
10%iger Konzentration; Immun-
histochemischer Nachweis mit
Anti-Collagen Typ |

Ultrafiltrat-60 (UF 60):
Humane Tenozyten 72 h inku-
biert mit Ultrafiltrat-60 in
10%iger Konzentration; Immun-
histochemischer Nachweis mit
Anti-Collagen Typ |

Abbildung 8 (Fortsetzung)
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Anti-Collagen

Typ |

Inkubationszeit 24 h

Inkubationszeit 72 h

Ultrafiltrat-80

Ultrafiltrat-100

Ultrafiltrat-80 (UF 80):

Humane Tenozyten 24 h inkubiert
mit Ultrafiltrat-80 in 10%iger Kon-
zentration; Immunhistochemi-
scher Nachweis mit Anti-Collagen

Typ |

Ultrafiltrat-100
(UF 100):
Humane Tenozyten 24 h inkubiert
mit Ultrafiltrat-100 in 10%iger
Konzentration; Immunhistoche-
mischer Nachweis mit Anti-
Collagen Typ |

Ultrafiltrat-80 (UF 80):

Humane Tenozyten 72 h inkubiert
mit Ultrafiltrat-80 in 10%iger Kon-
zentration; Immunhistochemi-
scher Nachweis mit Anti-Collagen

Typ |

Ultrafiltrat-100
(UF 100):
Humane Tenozyten 72 h inkubiert
mit Ultrafiltrat-100 in 10%iger
Konzentration; Immunhistoche-
mischer Nachweis mit Anti-
Collagen Typ |

Abbildung 8 (Fortsetzung)
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Die Kontrollen (Abbildung 8, Kontrolle 24 und 72 h) zeigen eine starke Fluoreszenz, die das
Zytoplasma fast vollstindig von fluoreszierenden, Anti-Collagen I- bindenden Arealen erfiillt.
Die Aufnahmen der Zellen, die mit Ultrafiltrat-20 iiber 24 und 72 h behandelt wurden, zeigen
im Vergleich zur Kontrolle eine etwas schwichere, jedoch immer noch kriftige Fluoreszenz,
mit jetzt randstindiger Betonung. Zwischen der {iber 24 und der {iber 72 h behandelten Probe
ist visuell kein Unterschied zu erkennen (Abbildung 8, Ultrafiltrat-20). Die mit Ultrafiltrat-40
behandelten humanen Tenozyten zeigen bereits nach 24 h Inkubation eine sehr starke Reduk-
tion der Fluoreszenzen im Vergleich zur Kontrolle. Lediglich wenige punktférmige Fluores-
zenzen sind randstidndig noch auszumachen (Abbildung 8, Ultrafiltrat-40). Die mit Ultrafilt-
rat-60 behandelten Zellen weisen bereits nach 24 h eine deutliche Fluoreszenzminderung auf,
nach 72 h Inkubationszeit ist dieser Effekt noch deutlicher (Abbildung 8, Ultrafiltrat-60). Bei
der Inkubation mit Ultrafiltrat-80 konnte nach 24 h eine kriftige Fluoreszenz nachgewiesen
werden, welche die Zellkerne zum Teil iiberlagert. Die 72 h-Probe ist deutlich verblasst, zeigt
aber punkt- und fleckformige Fluoreszenzen im gesamten Zytoplasma (Abbildung 8, Ultrafilt-
rat-80). Die Ultrafiltrat-100-Probe zeigt nach 24 h sehr intensive Fluoreszenzen, nach 72 h
Inkubation ist die Fluoreszenzstirke abgeblasst, aber iiber das gesamte Zytoplasma verteilt

(Abbildung 8, Ultrafiltrat-100).
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Abbildung 9: Daten aus der Bildanalyse einer immunhistochemischen Darstellung von
Collagen Typ | in humanen Tenozyten: Effekt einer 24 h Inkubation von humanen Te-
nozyten mit Ultrafiltrat (UF)-20, -40, -60, -80, -100 in 10%iger Konzentration auf die
Syntheseleistung von Collagen Typ | im Vergleich zur Kontrolle (KO) in der Mehrfach-
bestimmung (10 Datenpunkte pro Probe). Angabe der Prozentwerte der Fluoreszenz
und der Mediane. * p < 0,05 gegen Kontrolle (ANOVA und post hoc Dunett-t-Test)
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Abbildung 10: Daten aus der Bildanalyse einer immunhistochemischen Dar stellung von
Collagen Typ | in humanen Tenozyten: Effekt einer 72 h Inkubation von humanen Te-
nozyten mit Ultrafiltrat (UF)-20, -40, -60, -80, -100 in 10%iger Konzentration auf die
Syntheseleistung von Collagen Typ | im Vergleich zur Kontrolle (KO) in der Mehrfach-
bestimmung (10 Datenpunkte pro Probe). Angabe der Prozentwerte der Fluoreszenz
und der Mediane. * p < 0,05 gegen Kontrolle (ANOVA und post hoc Dunett-t-Test)
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4.2.2 Einfluss von Ciprofloxacin auf humane Tenozyten in vitro

Nach Inkubation humaner Sehnenzellen mit Ciprofloxacin in den Konzentrationen 1, 3, 10
und 30 mg/1 konnte nach 24 h Inkubation bereits bei 1 mg/l eine Reduktion von Collagen

Typ I nachgewiesen werden (Abbildung 11, Abbildung 12 und Abbildung 13). Dieser Effekt
wurde zeitabhingig verstirkt, so dass es bei einer 72 h Behandlung zu einer verstirkten Re-
duktion der Collagen-Menge kam. Der reduzierende Effekt auf Collagen Typ I war bereits
nach 24 h Inkubation und nach 72 h Inkubation fiir die Ciprofloxacinkonzentrationen 3, 10
und 30 mg/1 signifikant.

Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen zeigen Tenozyten nach Inkubation mit ver-
schiedenen Ciprofloxacin-Konzentrationen iiber 24 und 72 Stunden. Dargestellt ist der im-
munhistochemische Nachweis von Collagen Typ I, mittels Collagen Typ I Antikérper und
einem fluoreszierenden Sekundérantikorper, der den Riickschluss auf die Menge Collagen I
anhand der Intensitit der Fluoreszenz zuldsst. Der Collagen Typ I-Antikorper bindet auch an
intrazelluldre Vorstufen von Collagen Typ I. Aufgrund von Waschprozessen im Rahmen der
immunhistochemischen Aufbereitung ist extrazellulires Collagen weitgehend entfernt worden.
Aufgrund des angewendeten Zentrifugationsverfahren haben die Zellen ihre typische spindel-

formige Morphologie verloren.
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Anti-Collagen
Typ |

Inkubationszeit 24 h

Inkubationszeit 72 h

Kontrolle

1 mg/l Ciproflo-
xacin

Kontrolle 24:

Humane Tenozyten 24 h inku-
biert mit Kulturmedium; Immun-
histochemischer Nachweis mit
Anti-Collagen

Typ |

Kontrolle 72:

Humane Tenozyten 72 h inku-
biert mit Kulturmedium; Immun-
histochemischer Nachweis mit
Anti-Collagen

Typ |

Ciprofloxacin 1 mg/l 24:
Humane Tenozyten 24 h inku-
biert mit Ciprofloxacin 1 mg/I;
Immunhistochemischer Nach-
weis mit Anti-Collagen

Typ |

Ciprofloxacin 1 mg/l 72:
Humane Tenozyten 72 h inku-
biert mit Ciprofloxacin 1 mg/l;
Immunhistochemischer Nach-
weis mit Anti-Collagen

Typ |

Abbildung 11: Fluor eszenzmikr oskopische Aufnahmen immunhistochemisch mit Colla-
gen-Typ-I-Antikor pern behandelter humaner Tenozyten. Effekt einer 24 h und 72 h
Inkubation mit Ciprofloxacin (1, 3, 10, 30 mg/l) im Vergleich zur Kontrolle (Lichtmik-
roskopische Ver gr 63er ung 200x)
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Anti-Collagen
Typ |

Inkubationszeit 24 h

Inkubationszeit 72 h

3 mg/l Ciprofilo-
xacin

10 mg/l
Ciprofloxacin

Ciprofloxacin 3 mg/l 24:
Humane Tenozyten 24 h inku-
biert mit Ciprofloxacin 3 mg/I;

Immunhistochemischer Nach-
weis mit Anti-Collagen

Typ |

Ciprofloxacin 10 mg/l 24:
Humane Tenozyten 24 h inku-
biert mit Ciprofloxacin 10 mg/l;
Immunhistochemischer Nach-
weis mit Anti-Collagen

Typ |

Ciprofloxacin 3 mg/l 72:
Humane Tenozyten 72 h inku-
biert mit Ciprofloxacin 3 mg/l;
Immunhistochemischer Nach-
weis mit Anti-Collagen

Typ |

Ciprofloxacin 10 mg/l 72:
Humane Tenozyten 72 h inku-
biert mit Ciprofloxacin 10 mg/l;
Immunhistochemischer Nach-
weis mit Anti-Collagen

Typ |

Abbildung 11 (Fortsetzung)
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Anti-Collagen

Typ | Inkubationszeit 24 h Inkubationszeit 72 h

30 mg/l
Ciprofloxacin

Ciprofloxacin 30 mg/l 24: Ciprofloxacin 30 mg/l 72:
Humane Tenozyten 24 h inku- Humane Tenozyten 72 h inku-
biert mit Ciprofloxacin 30 mg/l; biert mit Ciprofloxacin 30 mg/l;
Immunhistochemischer Nach- Immunhistochemischer Nach-
weis mit Anti-Collagen weis mit Anti-Collagen

Typ | Typ |

Abbildung 11 (Fortsetzung)

Die Kontrollen (Abbildung 11, Aufnahme Kontrolle 24 und 72) zeigen eine kréftige Fluores-
zenz. Das Zytoplasma ist hierbei fast vollstindig von fluoreszierenden Anti-Collagen-I-
bindenden Vesikeln gefiillt. Die Zellkerne sind dunkel gegen das fluoreszierende Zytoplasma
abzugrenzen. Die Aufnahme der mit Ciprofloxacin 1 mg/l inkubierten Tenozyten weist in der
iiber 24 h inkubierten Probe ebenfalls eine kriftige Fluoreszenz auf, insbesondere jedoch bei
einer grofleren Zelle im Bildzentrum stellt sich das Collagen weniger flichenhaft und ver-
mehrt randstindig dar. Dies konnten erste Hinweise auf eine reduzierte intrazelluldre Colla-
gensynthese sein. Dieser Trend verstirkt sich in der iiber 72 h inkubierten Probe, die ein
Verblassen des zentralen Zytoplasmas und vermehrt randstindige Fluoreszenzen aufweist
(Abbildung 11, Ciprofloxacin 1 mg/l). Ahnlich der mit Ciprofloxacin 1 mg/l behandelten Pro-
be zeigen auch die mit Ciprofloxacin 3 mg/l iiber 24 h inkubierten Zellen immer noch eine
kréaftige Fluoreszenz, jedoch zeigt sich im Vergleich zur Kontrolle bereits ein leichtes
Verblassen. Nach 72 h findet man ein deutliches Verblassen der Fluoreszenz im Zytoplasma
(Abbildung 11, Ciprofloxacin 3 mg/l). Die mit Ciprofloxacin 10 mg/l behandelten Zellen wei-

sen bereits nach 24 h eine deutliche Reduktion der Fluoreszenz auf. Nach 72 h-iger Behand-
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lung mit 10 mg/l finden sich fast nur noch randstindige fleckformige Fluoreszenzen
(Abbildung 11, Ciprofloxacin 10 mg/l). Bei Behandlung mit 30 mg/l Ciprofloxacin iiber 24
und 72 h lassen sich im immunhistochemischen Collagen-I-Nachweis nur noch wenige fleck-
formige Fluoreszenzen nahe der Zellmembran nachweisen. Zellen und Zellkerne sind bei die-

sen Aufnahmen kaum noch zu identifizieren (Abbildung 11, Ciprofloxacin 30 mg/1).
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Abbildung 12: Daten aus der Bildanalyse einer immunhistochemischen Dar stellung von
Collagen Typ | in humanen Tenozyten: Effekt einer 24 h Inkubation von humanen Te-
nozyten mit Ciprofloxacin (C) 1, 3, 10, 30 mg/l auf die Syntheseleistung von Collagen
Typ | im Vergleich zur Kontrolle (KO) in der Mehrfachbestimmung (10 Datenpunkte

pro Probe). Angabe der Prozentwerte der Fluoreszenz und der Mediane. * p < 0,05 ge-
gen Kontrolle (ANOVA und post hoc Dunett-t-Test)
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Abbildung 13: Daten aus der Bildanalyse einer immunhistochemischen Dar stellung von
Collagen Typ | in humanen Tenozyten: Effekt einer 72 h Inkubation von humanen Te-
nozyten mit Ciprofloxacin (C) 1, 3, 10, 30 mg/l auf die Syntheseleistung von Collagen
Typ | im Vergleich zur Kontrolle (KO) in der Mehrfachbestimmung (10 Datenpunkte

pro Probe). Angabe der Prozentwerte der Fluoreszenz und der Mediane. * p < 0,05 ge-
gen Kontrolle (ANOVA und post hoc Dunett-t-Test)
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4.2.3 Einfluss von Ciprofloxacin und Ultrafiltrat-40 auf humane Tenozyten in

vitro

Nach der Einzeltestung der Effekte von Ultrafiltrat und Ciprofloxacin auf humane Tenozyten,
sollte eine kombinierte Testung eventuelle additive oder synergistische Effekte darstellen. Um
mogliche, in der Kombination auftretende Effekte nachzuweisen, sollten, basierend auf den
Ergebnissen der Vorversuche die Testsubstanzen der Ultrafiltrat-Fraktion und Konzentration
gewihlt werden, die bereits einen deutlichen Effekt in der Einzeltestung gezeigt hatten. Dem-
nach wurden Tenozyten mit Ciprofloxacin in einer Konzentration von 10 und 30 mg/l sowie
eine Kontrolle in Vergleich zu einer kombinierten Behandlung mit Ultrafiltrat-40 in 10%iger

Konzentration gesetzt. Die Inkubationszeit wurde auf 72 Stunden festgesetzt.

Effekte auf das Hauptmatrixprotein Collagen Typ |

Im Vergleich zur unbehandelten, beziehungsweise nur mit Ciprofloxacin behandelten Kon-
trolle, zeigte sich in der kombinierten Testung der Substanzen jeweils eine verstdrkte Reduk-
tion der Menge von Collagen Typ I (Abbildung 14 und Abbildung 15). In der statistischen
Auswertung zeigte sich bei Behandlung in der kombinierten Inkubation der Tenozyten mit der
niedrigeren Ciprofloxacin-Konzentration von 10 mg/l und Ultrafiltrat-40 ein signifikanter
Unterschied (* p < 0,05 gegen Kontrolle) im Vergleich zur nur mit 10 mg/l Ciprofloxacin
behandelten Probe. Die kombinierte Behandlung von 30 mg/l und Ultrafiltrat fiihrte zwar im
Vergleich zur Kontrolle zur stirksten Reduktion von Collagen I, der Unterschied zur alleini-
gen Behandlung mit Ciprofloxacin 30 mg/l war in der statistischen Auswertung jedoch nicht
signifikant (Abbildung 15).

Die in der Abbildung 14 dargestellten fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen zeigen huma-
ne Tenozyten nach kombinierter Behandlung mit Ciprofloxacin 10 und 30 mg/l sowie Ultra-
filtrat-40 {iber 72 h. Dargestellt ist der Nachweis mit Anti-Collagen I, so dass die fluoreszie-

rende Leuchtkraft mit der nachgewiesenen Menge Collagen I korreliert.
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Anti-Collagen

Ohne Ultrafiltrat Mit Ultrafiltrat-40
Typ |

0 mg/l

Ciprofloxacin

Kontrolle: Ultrafiltrat (UF 40):
Humane Tenozyten 72 h inku- Humane Tenozyten 72 h inku-
biert mit Kulturmedium; Immun-  biert mit Ultrafiltrat-40; Immun-
histochemischer Nachweis mit histochemischer Nachweis mit
Anti-Collagen Typ | Anti-Collagen Typ |

10 mg/I
Ciprofloxacin

10 mg/l Ciprofloxacin: 10 mg/l Ciprofloxacin+UF 40:
Humane Tenozyten 72 h Humane Tenozyten 72 h inku-
inkubiert mit 10 mg/I Ciproflox- biert mit 10 mg/I Ciprofloxacin
acin. Immunhistochemischer und Ultrafiltrat-40; Immunhisto-
Nachweis mit Anti-Collagen chemischer Nachweis mit Anti-
Typ | Collagen Typ |

Abbildung 14: Fluor eszenzmikr oskopische Aufnahmen immunhistochemisch mit Colla-
gen-Typ-I-Antikor pern behandelter humaner Tenozyten. Effekt einer 72 h Inkubation
mit Ciprofloxacin (10, 30 mg/l) und Ultrafiltrat-40 (UF 40) im Vergleich zur Kontrolle
(Lichtmikroskopische Ver gr 63er ung 200x)
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Anti-Collagen

Ohne Ultrafiltrat Mit Ultrafiltrat-40
Typ |

30 mg/I
Ciprofloxacin

30 mg/l Ciprofloxacin: 30 mg/l Ciprofloxacin+UF 40:
Humane Tenozyten 72 h Humane Tenozyten 72 h

inkubiert mit 30 mg/I Ciproflox- inkubiert mit 30 mg/I Ciproflox-
acin; Immunhistochemischer acin und Ultrafiltrat-40; Immun-

Nachweis mit Anti-Collagen Typ  histochemischer Nachweis mit
I Anti-Collagen Typ |

Abbildung 14 (Fortsetzung)

Die Kontrollen zeigen hierbei eine kriftige, liber das gesamte Zytoplasma verteilte Fluores-
zenz. Die Zellkerne lassen sich deutlich abgrenzen (Abbildung 14, Kontrolle). Die Aufnahme
der Sehnenzellen, die nur mit Ultrafiltrat-40 behandelt wurden zeigt insgesamt eine im Ver-
gleich zur Kontrolle verminderte Fluoreszenz. Es lassen sich aber im Zytoplasma und zell-
membranstindig punktformige Fluoreszenzen nachweisen (Abbildung 14, Ultrafiltrat-40).
Eine kombinierte Inkubation mit Ciprofloxacin 10 mg/l und Ultrafiltrat-40 fiihrte im Ver-
gleich zur alleinigen Behandlung mit Ciprofloxacin zu einem verstdrkten Fluoreszenzverlust
insbesondere im zentralen Zytoplasma und somit zu einem geringerem Nachweis von Colla-
gen Typ I (Abbildung 14, Ciprofloxacin 10 mg/l und Ciprofloxacin 10 mg/l + UF 40). Die
kombinierte Inkubation mit 30 mg/l Ciprofloxacin mit Ultrafiltrat-40 fiihrte zur stiarksten Flu-
oreszenzabnahme. Es sind nur noch wenige punktformige Fluoreszenzen randstindig zu er-
kennen. Zellen und Zellkerne sind kaum noch zu differenzieren (Abbildung 14, Ciprofloxacin

30 mg/l und Ciprofloxacin 30 mg/l + UF 40).
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Abbildung 15: Daten aus der Bildanalyse einer immunhistochemischen Dar stellung von
Collagen Typ I in humanen Tenozyten: Effekt einer 72 h Inkubation von humanen Te-
nozyten mit Ciprofloxacin (C) (0, 10, 30 mg/l) und Ultrafiltrat-40 (UF 40) auf die Syn-
theseleistung von Collagen Typ | im Vergleich zur Kontrolle (KO) in der Mehrfachbe-
stimmung (8 Datenpunkte pro Probe). Angabe der Prozentwerte der Fluoreszenz und
der Mediane. * p < 0,05 gegen Kontrolle (ANOVA und post hoc Dunett-t-Test)

Effekte auf die Integritat der extrazellularen Matrix am Beispiel von Fibronectin

Fiir Fibronectin konnte der verstirkte Effekt einer kombinierten Behandlung gezeigt werden
(Abbildung 16 und Abbildung 17). Analog zur Untersuchung auf Collagen I zeigte die Be-
handlung der Zellen mit Ciprofloxacin in den Konzentrationen 10 und 30 mg/l im Vergleich
zur Kontrolle eine deutliche Reduktion von Fibronectin. In Kombination mit Ultrafiltrat-40
war dieser Effekt jedoch weitaus stirker. Bei Inkubation mit 10 mg/l Ciprofloxacin und Ultra-
filtrat zeigte sich auch hier ein signifikanter Unterschied im Vergleich zur allein mit dem An-
tibiotikum behandelten Probe (Abbildung 17). Die hochste getestete Ciprofloxacin-
Konzentration von 30 mg/l fiihrte in Kombination mit Ultrafiltrat zur stirksten Fibronectinre-
duktion im Vergleich zur Kontrolle. Bei bereits durch die alleinige Behandlung mit 30 mg
Ciprofloxacin/l Medium stark dezimierter Fibronectinmenge war der Unterschied in der kom-
binierte Inkubation mit dem Ultrafiltrat in der statistischen Auswertung jedoch nicht signifi-

kant.
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Anti-

Fibronectin Ohne Ultrafiltrat

Mit Ultrafiltrat-40

Ohne
Ciprofloxacin

Kontrolle:

Humane Tenozyten 72 h inkubiert
mit Kulturmedium; Immunhisto-
chemischer Nachweis mit
Anti-Fibronectin

10 mg/I
Ciprofloxacin

10 mg/l Ciprofloxacin:

Humane Tenozyten 72 h inkubiert
mit 10 mg/I Ciprofloxacin; Immun-
histochemischer Nachweis mit
Anti-Fibronectin

Ultrafiltrat (UF 40):

Humane Tenozyten 72 h inkubiert
mit Ultrafiltrat-40; Immunhisto-
chemischer Nachweis mit
Anti-Fibronectin

10 mg/l Ciprofloxacin+UF 40:
Humane Tenozyten 72 h inkubiert
mit 10 mg/I Ciprofloxacin und Ultra-
filtrat-40; Immunhistochemi-scher
Nachweis mit Anti-Fibronectin

Abbildung 16: Fluor eszenzmikroskopische Aufnahmen immunhistochemisch mit Fibro-
nectin-Antikor pern behandelter humaner Tenozyten. Effekt einer 72 h Inkubation mit
Ciprofloxacin (10, 30 mg/l) und Ultrafiltrat-40 (UF 40) im Vergleich zur Kontrolle

(Lichtmikroskopische Ver gr 6i3er ung 200x)
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. . Ohne Ultrafiltrat Mit Ultrafiltrat-40
Fibronectin

30 mg/l
Ciprofloxacin

30 mg/l Ciprofloxacin: 30 mg/l Ciprofloxacin+UF 40:
Humane Tenozyten 72 h inkubiert Humane Tenozyten 72 h inkubiert
mit 30 mg/l Ciprofloxacin; Immunhis- mit 30 mg/l Ciprofloxacin und Ultra-
tochemischer Nachweis mit Anti- filtrat-40; Immunhisto-chemischer
Fibronectin Nachweis mit

Anti- Fibronectin

Abbildung 16 (Fortsetzung)

Abbildung 16 zeigt fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen humaner Tenozyten nach kombi-
nierter Behandlung mit Ciprofloxacin 10 und 30 mg/l sowie Ultrafiltrat-40 {iber 72 h. Darge-
stellt ist der Nachweis mit Anti-Fibronectin, so dass die Intensitidt der Fluoreszenz mit der
Fibronectinmenge korreliert. Die Kontrolle weist eine sehr starke Fluoreszenz auf, welche das
gesamte Zytoplasma der Tenozyten iiberstrahlt (Abbildung 16, Kontrolle). Im Vergleich dazu
ist bei der mit Ultrafiltrat-40 behandelten Probe bereits ein Verblassen und randstindige Be-
tonung der Fluoreszenz zu beobachten (Abbildung 16, Ultrafiltrat-40). Die Behandlung mit
Ciprofloxacin 10 mg/1 fiihrte im Vergleich zur Kontrolle zu einer mafligen Fluoreszenzminde-
rung. Im Vergleich zur Ultrafiltrat-40-Probe finden sich noch mehr fluoreszierende Areale. In
kombinierter Behandlung mit Ciprofloxacin 10 mg/l sowie Ultrafiltrat-40 ist ein deutlicher
Fluoreszenzverlust dargestellt (Abbildung 16, Ciprofloxacin 10 mg/l und Ciprofloxacin 10
mg/l + Ultrafiltrat-40). Die Inkubation mit Ciprofloxacin 30 mg/l fiihrte zu einer starken Fluo-
reszenzminderung. Die Zellkerne sind noch dezent abgrenzbar. Bei kombinierter Exposition
der Zellen mit Ciprofloxacin und Ultrafiltrat-40 zeigt sich ein deutlicher Fluoreszenzverlust.

Insgesamt ist Fibronectin kaum noch fluoreszenzmikroskopisch nachweisbar.
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Abbildung 17: Daten aus der Bildanalyse einer immunhistochemischen Dar stellung von
Fibronectin in humanen Tenozyten: Effekt einer 72 h Inkubation von humanen Tenozy-
ten mit Ciprofloxacin (C) (0, 10, 30 mg/l) und Ultrafiltrat-40 (UF-40) auf die Synthese-
leistung von Fibronectin im Vergleich zur Kontrolle (KO) in der M ehrfachbestimmung
(8 Datenpunkte pro Probe). Angabe der Prozentwerte der Fluoreszenz und der Mediane.
* p < 0,05 gegen Kontrolle (ANOVA und post hoc Dunett-t-Test)

4.3 Western Blot

Um eine mogliche Zytotoxizitit des Ultrafiltrats auf die humanen Tenozyten zu untersuchen
und um die beobachteten Verdnderungen bei der Quantifizierung mittels Bildanalyse abzusi-
chern, wurde neben der Immunhistochemie auch Western Blotting angewandt. Da mittels
immunhistochemischem Nachweis aber auch eine Lokalisation des nachgewiesenen Proteins
und ein morphologischer Vergleich unter dem Fluoreszenzmikroskop moglich ist, wurde fiir
alle weiterfithrenden Versuche der immunhistochemische Nachweis gewidhlt. Auch im Wes-
tern Blot Verfahren zeigten sich dhnliche Effekte, wie sie auch immunhistochemisch darge-
stellt werden konnten. In Abbildung 18 ist exemplarisch der Effekt einer 24 und 72 h Inkuba-
tion von humanen Tenozyten mit Ultrafiltrat-20, -40, -60, -80 und

-100 im Vergleich zur Kontrolle dargestellt. Mittels Western Blotting wurde mit Anti-
Collagen-I-Antikdrpern das in der Probe enthaltene Collagen Typ I nachgewiesen. Nach 72 h
Inkubation ist in den mit Ultrafiltrat-40 und -60 behandelten Proben deutlich weniger Colla-
gen Typ I im Vergleich zur Kontrolle nachweisbar. Bei Behandlung mit Ultrafiltrat-20, -80,

-100 war im Vergleich zur Kontrolle kein deutlicher Effekt nachweisbar.
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Abbildung 18: Western Blot: Effekt einer 24 h und 72 h Inkubation von humanen Seh-
nenzellen mit Ultrafiltrat-20, -40, -60, -80, -100 in 10%iger Konzentration auf Collagen
Typ | im Vergleich zur Kontrolle (K0)
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5 Diskussion

Die Substanzklasse der Chinolone gehort zu den wichtigsten und am héufigsten eingesetzten
antibakteriell wirksamen Chemotherapeutika. Thre Bedeutung beruht auf ihrer guten Aktivitét
gegen ein breites Spektrum von Erregern, ihrer hervorragenden Gewebegingigkeit, ihrer bisher
noch guten Resistenzlage und ihrer im Allgemeinen guten Vertriglichkeit. Einer der wichtigs-
ten Vertreter der Chinolone ist Ciprofloxacin. Als seltene und unter antibakteriellen Substan-
zen ungewohnliche Nebenwirkung konnen Chinolone jedoch Schidden am juvenilen Gelenk-
knorpel in Form von Chinolon-induzierten Arthropathien sowie an Sehnen in Form von Chino-
lon-induzierten Tendopathien hervorrufen. Das sehnenschiddigende Potential der Chinolone ist
seit Anfang der Achziger Jahre in zahlreichen Fallberichten und einigen retrospektiven Studien
dokumentiert worden (Sendzik et al., 2009a).

Angaben zur Haufigkeit der Chinolon-induzierten Tendopathien variieren in der Fachliteratur
deutlich. Griinde hierfiir sind, dass neben wenigen retrospektiven Studien vor allem Fallberich-
te als Informationsquelle dienen. Diese klinischen Berichte werden jedoch oft nur beim Eintre-
ten einer Sehnenruptur verfasst. Viele Félle einer mit schmerzhaften Symptomen einhergehen-
den Tendinitis werden jedoch vermutlich gar nicht erfasst. Erschwerend kommt hinzu, dass ein
Kausalzusammenhang zu einer Therapie mit Chinolonen oft nur schwer herzustellen ist. Dies
liegt vor allem an der mitunter erheblichen Latenzzeit von bis zu 180 Tagen und mehr, die zwi-
schen Beginn einer Chinolon-Therapie und dem Auftreten erster Symptome liegen kann
(Haddow et al., 2003, Khaliq and Zhanel, 2003, van der Linden et al., 2003). Die Ursache fiir
diese groBBe Latenzzeit ist unklar. Es werden neben einer mdglichen genetischen Pradisposition
bestehende Vorerkrankungen, begleitende Medikationen sowie das Alter und geschlechtsspezi-
fische Faktoren diskutiert (Pierfitte and Royer, 1996).

Neben der Erfassung von Fillen Chinolon-induzierter Tendopathien scheint insbesondere die
Bertiicksichtigung bestimmter Risikofaktoren, wie z.B. ein erhdhtes Alter, die Hohe der Inzi-
denz stark zu beeinflussen. So ermittelten van der Linden et al. anhand einer retrospektiven
Studie iiber einen Zeitraum von 10 Jahren das Risiko fiir eine Chinolon-induzierte Achilles-
sehnenruptur angegeben als angepasste OR von 4,3 (95%-KI: 2,4-7,8). Fiir Patienten zwi-
schen 60-79 Jahren lag die OR bereits bei 6,4 (95%-KI: 3,0-13,7) und fiir Patienten ilter als
80 Jahre ergab sich eine OR von 20,4 (95%-KI: 4,6-90,1) (van der Linden et al., 2003).
Anhand dieser Zahlen wird deutlich, dass die Identifizierung und Charakterisierung von Risi-
kofaktoren und deren Einfluss auf den Pathomechanismus der Chinolon-induzierten Tendo-

pathie zunehmend an Bedeutung gewinnt und ins Zentrum der Chinolon-Forschung riickt.
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Aus bisher vorliegenden klinischen Studien und Fallberichten konnten folgende Faktoren ab-
geleitet werden, fiir die ein erhdhtes Risiko zur Entwicklung einer Chinolon-induzierten Ten-
dopathie zu bestehen scheint: erhohtes Lebensalter (>60 Jahre), begleitende Glukokorti-
koidtherapie (insbesondere bei systemischer Applikation und Langzeittherapie) (van der Lin-
den et al., 2003), einem Hyperparathyroidismus sowie das Vorliegen einer chronischen Nie-
renerkrankung im terminalen dialysepflichtigen Stadium (Stadium 5) (Khaliqg and Zhanel,
2003, Palmer et al., 2004, Pouzaud et al., 2006, Muzi et al., 2007). Bei Vorliegen von Adipo-
sitas, einer rheumatoiden Arthritis sowie eines mannlichen Geschlechts scheint das Risiko fiir
eine Sehnenruptur erhoht (Seeger et al., 20006).

Insbesondere beim kumulativen Vorliegen mehrerer Risikofaktoren scheint das individuelle
Risiko anzusteigen. Interessanterweise haben Patienten mit anamnestisch bekannter Chinolon-
induzierter Tendopathie ein erhohtes Risiko, bei erneuter Chinolon-Gabe wiederholt eine
Tendopathie zu entwickeln (Maurin, 2008). Dies legt die Vermutung nahe, dass eine geneti-
sche Préadisposition ebenfalls eine Rolle spielen konnte.

Die Ursache fiir das erhohte Risiko bei chronisch nierenerkrankten Patienten und der zugrun-
de liegende Pathomechanismus sind noch weitgehend ungeklirt. Die in der Literatur verfiig-
baren Daten beziehen sich weitestgehend auf klinische Beobachtungen eines erhohten Risikos,
ndhere Untersuchungen und Informationen zum zugrunde liegenden Mechanismus liegen
noch nicht vor.

Auch ohne begleitende Chinolon-Therapie wurden bei Patienten mit chronischer Nierener-
krankung spontane Sehnenrupturen beobachtet (Jones and Kjellstrand, 1996, Palmer et al.,
2004). Neben der Achillessehne konnen hierbei auch andere Korpersehnen betroffen sein
(Morein et al., 1977, Basic-Jukic et al., 2009). Je linger eine dialysepflichtige Nierenerkran-
kung vorlag, desto hoher scheint das Tenopathie-Risiko (Morein et al., 1977, Shah, 2002, Jo-
nes and Kjellstrand, 1996).

Einige Autoren sehen nicht primér die chronische Nierenerkrankung und Niereninsuffizienz
sondern vielmehr den bei einer chronischer Nierenerkrankung, insbesondere im dialysepflich-
tigen Endstadium (Stadium 5), hédufig vorliegenden sekundidren Hyperparathyroidismus ur-
sdchlich (Hofmann et al., 1990, Jones and Kjellstrand, 1996, Palmer et al., 2004, Ureten et al.,
2008). Verantwortlich hierfiir konnte der durch einen Hyperparathyroidismus bewirkte Man-
gel an frei verfiigbarem Magnesium im Gewebe sein (Hofmann et al., 1990, Jones and Kjell-
strand, 1996, Shah, 2002, Palmer et al., 2004, Ureten et al., 2008). Es liegen jedoch auch Fall-
berichte chronisch niereninsuffizienter Patienten vor, bei denen es trotz physiologischem Pa-

rathormonspiegel im Serum zu einer Chinolon-induzierten Tendopathie gekommen ist
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(Maurin, 2008). Auch eine verminderte renale Elimination des Chinolons mit einer daraus
resultierenden erhohten Arzneimittelkonzentration im Plasma und Gewebe sehen einige Kriti-
ker als Erkldrung fiir das erhohte Risiko bei chronisch nierenerkrankten Patienten (Melhus,
2005).

Die Elimination der Fluorchinolone erfolgt zu unterschiedlichen Anteilen iiber die Nieren. So
erfolgt die renale Elimination bei Ciprofloxacin zu 25-35%, bei Ofloxacin und Levofloxacin
zu >90% (Melhus, 2005). Bei Einschrinkung der Nierenfunktion (auch altersbedingt) ist die
Dosierung der Chinolone daher adiquat zu reduzieren. Eine Uberdosierung als Ursache der
Chinolon-induzierten Tendopathie ist sonst nicht auszuschlieen (Melhus, 2005).

Das hiufig gleichzeitige Vorliegen mehrer potentieller Risikofaktoren macht eine Abschét-
zung und Identifizierung des tatsichlich vorliegenden Risikos schwierig.

Die Zahl chronisch nierenerkrankter Patienten wird in Folge stark steigender Erkrankungszah-
len der so genannten ,,Zivilisationskrankheiten* Diabetes mellitus und Hypertonie, welche die
haufigste Ursache chronischer Nierenerkrankungen darstellen, in den néchsten Jahren deutlich
zunehmen. Auch die Tatsache, dass bei Patienten mit fortgeschrittenen chronischen Nierener-
krankungen aufgrund einer erhohten Infektneigung Chinolone besonders hiufig eingesetzt
werden, macht die weitere Untersuchung dieses Risikofaktors so wichtig. Im Rahmen dieser
Arbeit sollten Voraussetzungen fiir die Untersuchungen des potentiellen Risikofaktors chroni-
sche Nierenerkrankung geschaffen werden.

Zunéchst wurden mit Hilfe eines in vitro Sehnenzellkulturmodells die tenotoxischen Effekte
von Ciprofloxacin auf humane Tenozyten untersucht. Zur Simulation der Bedingungen einer
dialysepflichtigen Nierenerkrankung im Organismus wurde biochemisch aufbereitetes Himo-
filtrat eines chronisch nierenerkrankten Menschen verwendet. Ausgehend von der Annahme,
dass im Blut von Patienten mit einer chronisch eingeschriankten Nierenleistung bestimmte
urdmische Toxine vorliegen konnten, die einen additiven oder synergistischen Effekt auf das
tendotoxische Potential der Chinolone haben, wurde in dieser Arbeit in einem bisher im Zu-
sammenhang mit Experimenten zur Chinolon-induzierten Tendopathie nicht beschriebenen
innovativen Ansatz das sehnenschidigende Potential verschiedener aus Hamofiltrat gewonne-
ner Ultrafiltrat-Fraktionen an Primérkulturen humaner Sehnenzellen allein und in Kombinati-
on mit Ciprofloxacin getestet.

Grundlage dieses Ansatzes war eine bereits 2003 durchgefiihrte Untersuchung mit Hédmo-
filtrat als Blutplasméquivalent. Hierbei untersuchten Jankowski und Mitarbeiter ausgehend
von Hamofiltrat chronisch nierenerkrankter Patienten die Effekte von urdmischen Toxinen auf

die NO-Expression in mononukledren Leukozyten (Jankowski et al., 2003). Hintergrund die-
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ser Studie ist, dass bei Patienten mit terminaler Nierenerkrankung eine auffillig hdufige Sterb-
lichkeit bedingt durch arteriosklerotische Verdnderungen zu beobachten war. NO hemmt die
arteriosklerotischen Prozesse und Entziindungen der GefiBwand durch Hemmung der
Zellproliferation und Zytokin-induzierten Expression von Adhésionsmolekiilen und
proinflammatorischen Zytokinen. Die Autoren untersuchten den Einfluss von aufbereitetem
Hémofiltrat von nierenerkrankten Patienten im Stadium 5 sowie Plasma gesunder Kontrollpa-
tienten auf die NO-Expression von mononuklearen Leukozyten. Wéhrend es bei den Kon-
trollgruppen zu keinem Effekt kam, inhibierte das Hdmofiltrat die NO-Expression. In weite-
ren Untersuchungen wurde das Hémofiltrat soweit fraktioniert, dass mittels Gaschroma-
tographie und Massenspektrometrie Phenylacetat als ursdchlicher Faktor fiir die NO-
Hemmung identifiziert werden konnte. Im Gegensatz zu den gesunden Probanden lag Pheny-
lacetat bei den Probanden mit eingeschrénkter Nierenfunktion in erhohter Konzentration vor
(Jankowski et al., 2003). Diese Studie veranschaulicht, wie Hamofiltrat als Blutplasmaédquiva-
lent eingesetzt und zur Identifizierung von urdmischen Toxinen und zur Untersuchung der

terminalen Nierenerkrankung als Risikofaktor herangezogen werden kann.

Hamofiltrat wird schon seit einigen Jahren als Blutplasmadquivalent zur systematischen Isola-
tion zirkulierender menschlicher Peptide eingesetzt. Bei diesem so genannten ,,Peptide Trap-
ping* werden, analog dem in der vorliegenden Arbeit verwendeten Verfahren, alle im Hamo-
filtrat von Patienten mit chronischem Nierenversagen (Stadium 5) enthaltenen Proteine bio-
chemisch extrahiert. Mittels verschiedener chromatographischer Techniken wird anschlieSend
eine systematische Separation der Peptide erreicht. Anhand ihrer Massen- und Chroma-
tographie-spezifischen Eigenschaften konnen einzelne Peptide ausgewihlt und mittels Ami-
nosduresequenzanalyse und Suche in Datenbanken als Teile groBerer Proteine oder bisher
unbekannte Peptidhormone identifiziert werden (Schulz-Knappe et al., 1996, Schulz-Knappe
et al., 1997, Raida et al., 1999, Jankowski et al., 2003). Zudem bietet Himofiltrat den groflen
Vorteil, dass es als Abfallprodukt der Hamofiltration in grolen Mengen anfillt (30-40 Li-
ter/Hadmofiltration). Eine ethisch problematische Verwendung von Blutprodukten, welche fiir
die Versorgung von Patienten benétigt werden und fiir schwer erkrankte Patienten belastende

Blutentnahmen werden so zudem vermieden.

Ciprofloxacin fiihrte bei den untersuchten humanen Tenozyten konzentrations- und zeitab-
héngig zu zellschiddigenden Effekten. Bereits bei den niedrigsten getesteten Konzentrationen

von 1 und 3 mg/l konnten geringe tenotoxische Effekte nachgewiesen werden. Diese Kon-
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zentrationen entsprechen den Konzentrationen im Blusplasma des Menschen unter einer
Ciprofloxacin-Therapie bei oraler Applikation (500 mg/l oral: 1,5-2,9 mg/l) (Dudley, 2003).
Bei der Untersuchung von Ultrafiltrat-Substraten am in vitro Zellmodell konnte ein zeitab-
héngiger sehnenschédigender Effekt bei allen Fraktionen festgestellt werden. Ultrafiltrat-40
fiihrte jedoch im Vergleich zu den anderen Substraten zu einem deutlicheren Effekt. Bei
kombinierter Exposition der humanen Tenozyten konnte eine Potenzierung des tenotoxischen
Effekts von Ciprofloxacin plus Ultrafiltrat-40 festgestellt werden.

Als Marker fiir den sehnenschddigenden Effekt konnten eine zeit- und konzentrationsabhén-
gige Reduktion des Hauptmatrixproteins Collagen Typ I sowie von Fibronectin, welches
wichtig fiir die Integritdt der extrazelluldren Matrix ist, mittels immunhistochemischer und

biochemischer Nachweismethoden festgestellt werden.

5.1 Chinolon-induzierte Effekte auf Tenozyten in vivo und in vitro

Den bisherigen Erkenntnissen zur tenotoxischen Wirkung von Chinolonen und dem zugrunde
liegenden Pathomechanismus liegen im wesentlichen Daten und Ergebnisse aus in vitro Stu-
dien am Zellkulturmodell mit humanen und tierischen Zellen, tierexperimentelle Studien und
publizierte klinische Humandaten und Fallberichte zu Grunde.

Die bisher publizierten Untersuchungen aus in vitro und in vivo Untersuchungen konnten ei-
nige Hinweise und Erkenntnisse zum Pathomechanismus der Chinolon-induzierten Tendo-
pathie geben. Allerdings liegen bisher zu dem Einfluss verschiedener Risikofaktoren wie etwa
der chronischen Nierenerkrankung kaum Erkenntnisse vor.

Zum rationalen Vergleich verschiedener Substanzen, zur Untersuchung von Kombinationsef-
fekten und zur Entschliisselung von Pathomechanismen bieten in vitro Studien die besten
Voraussetzungen. Sie sind vor allem fiir die frith-experimentellen Phasen geeignet, weshalb
sie auch im Rahmen dieser Arbeit angewendet wurden. Ein Nachteil der in vitro Studien ist
jedoch, dass Ergebnisse dieser Studienform die grofite Entfernung zu tatsachlichen Human-
verhiltnissen haben und eine Ubertragung auf den lebenden menschlichen Organismus nicht

direkt moglich ist.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte das tendotoxischen Potential von Ciprofloxacin, einem
wichtigen Vertreter der Substanzgruppe der Chinolone in allen getesteten Konzentrationen
nachgewiesen werden. Immunhistochemisch konnte der Verlust an extrazelluldrer Matrix
bereits bei den niedrigsten getesteten Ciprofloxacin-Konzentrationen von 1 und 3 mg/l Medi-

um anhand einer Reduktion des Haupmatrixproteins Collagen Typ I nachgewiesen werden.
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Fiir die Konzentrationen 3, 10 und 30 mg/l Medium war der Unterschied im Vergleich zur
Kontrolle signifikant (* p < 0,05 gegen Kontrolle; ANOVA und post hoc Dunett-t-Test).
Dieses Ergebnis steht in Ubereinstimmung mit bisherigen Erkenntnissen aus in vitro Studien.
So konnte Sendzik eine konzentrations- und zeitabhéngige Reduktion von Collagen Typ I
durch Ciprofloxacin und Levofloxacin am humanen in vitro Modell nachweisen, jedoch lag
die niedrigste Testkonzentration bei 3 mg Ciprofloxacin/l Medium (Sendzik, 2006).

Auch Williams et al. konnten in einer in vitro Studie an Achillessehnen von Kaninchen einen
durch Ciprofloxacin verursachten Effekt auf die extrazelluldre Matrix feststellen. Neben dem
Effekt auf die Collagen-Synthese konnte zudem eine Reduktion von Proteoglykanen und eine
verminderte Zellproliferation festgestellt werden (Williams et al., 2000). Eine verminderte
Zellproliferation konnten auch Yoon und Mitarbeiter bei Untersuchungen von Effekten von
Enrofloxacin auf Hiihnersehnenzellen feststellen. Auch Simonin et al. konnten Chinolon-
induzierte Verdnderungen an der extrazelluldren Matrix nachweisen. So fiihrte die Behand-
lung von Achillessehnenzellen von Nagern mit Pefloxacin zu einer Verdanderung im Prote-
oglykanmetabolismus, der zu einer Oxidation von Collagen fiihrte (Simonin et al., 2000). Im
Zusammenhang dazu steht eine Studie von 2004, bei der die zytotoxische Wirkung verschie-
dener Chinolone ebenfalls im Zusammenhang mit ,,friihem oxidativen Stress* gesehen wurde

(Pouzaud et al., 2004, Pouzaud et al., 2006).

Auch in verschiedenen tierexperimentellen in vivo Studien konnten Chinolon-induzierte ten-
dotoxische Effekte nachgewiesen werden. Kato und Mitarbeiter untersuchten den Effekt von
10 verschiedenen Chinolonen auf juvenile Ratten und konnten histologisch deutliche Verén-
derungen, wie irreguldr angeordnete oder abgeldste Collagenfaserbiindel, eine Entziindungs-
reaktion in Form einer Infiltration mononukledrer Zellen im Bereich der Sehnenscheide,
pyknotische und fragmentierte Zellkerne (Tenozyten) sowie Odembildung an Sehne, Synovia
(Synovialmembran) und angrenzenden Muskeln feststellen (Kato et al., 1995a, Kashida and
Kato, 1997a, Kashida and Kato, 1997c, Kashida and Kato, 1997b). Im Gegensatz zu dieser
Arbeitsgruppe, untersuchten Shakibaei und Mitarbeiter mittels Elektronenmikroskopie Chino-
lon-induzierte ultrastrukturelle Verédnderungen der Zelle. Bei einer Studie an Ratten konnten
hierbei verschiedene pathologische Verdnderungen auf Zellstrukturebene festgestellt werden.
So stellten sich eine erhohte Anzahl von Vakuolen und Vesikeln im Zytoplasma, eine Zell-
kernverdichtung sowie geschwollene Zellorganellen, z.B. Mitochondrien und raues en-
doplasmatisches Retikulum, dar. Als Effekte auf die extrazellulire Matrix konnten ein erh6h-

ter Abstand zwischen den einzelnen Collagenfibrillen sowie eine generelle Abnahme des Col-
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lagenfibrillendurchmessers festgestellt werden (Shakibaei et al., 2000, Shakibaei and Stahl-
mann, 2003).

Auf Proteinebene konnten Shakibaei et al. biochemisch eine Reduktion von Collagen Typ I,
Fibronectin und Elastin sowie Integrine in einer weiteren in vivo Studie an Hundesehnen
nachweisen (Shakibaei et al., 2001a). Auch diese Ergebnisse stehen im Einklang mit den Da-
ten der vorliegenden Arbeit.

Aufgrund der groBen Ahnlichkeit der Gewebeeigenschaften von Knorpel und Sehne kénnen
wahrscheinlich viele Erkenntnisse zum Pathomechanismus der Chinolon-induzierten
Chondrotoxizitdt auf die Chinolon-induzierte Tenotoxizitdt iibertragen werden. Zudem konn-
ten im Tierversuch an Sehnenzellen beobachtete Effekte bereits auch an humanen Tenozyten
erbracht werden (Pouzaud et al., 2004, Sendzik et al., 2005). Zusammenfassend lassen sich
aus den bisherigen Erkenntnissen aus in vitro und in vivo Studien folgende Hypothesen zum
Pathomechanismus der Chinolon-induzierten Tendopathie ableiten. Die Eigenschaft der Chi-
nolone, mit (zweiwertigen) Kationen chelatartige Komplexverbindungen einzugehen, scheint
dabei von zentraler Bedeutung.

Das Binden und die damit verbundene Reduktion des funktionell verfiigbaren Magnesiums im
Bindegewebe konnte zur vermehrten Bildung von freien Radikalen fiihren, welche unter an-
derem iiber eine Aktivierung von Matrix-abbauenden Proteasen zu einer Schiadigung der Mat-
rix filhren kénnen (Simonin et al., 2000, Pouzaud et al., 2004). Auch wichtige Zell-Matrix-
Interaktionen, welche iiber kationabhingige transmembranédre Rezeptoren (B1-Integrine) ver-
mittelt werden, kénnen durch die Komplexbindung von Magnesiumionen gestért werden.
Eine Storung der Integrinfunktion kann zu einer Beeintrdchtigung des MAP-Kinase-
Signaltransduktionsweg fiihren, welcher Einfluss auf die Zelldifferenzierung oder auch Ein-
leitung des programmierten Zelltodes (Apoptose) hat (Shakibaei et al., 2001b). Diese Hypo-
these wird auch durch eine tierexperimentelle Studie an juvenilen Hunden gestiitzt, bei der
nach magnesiumarmer Diidt dhnliche Effekte auftraten (Reduktion Collagen Typ I und Fibro-
nectin), wie bei einer Behandlung mit Ciprofloxacin (Shakibaei et al., 2001a).

Die vorliegenden Humandaten zur Chinolon-induzierten Tendopathie umfassen Fallberichte
sowie einige retrospektive Studien. Diese Daten besitzen unmittelbare Relevanz fiir eine Risi-
koabschitzung. Fiir die Kldrung des Pathomechanismus einer Chinolon-induzierten Tendo-
pathie sind sie jedoch kaum geeignet. Sie konnen jedoch wertvolle Hinweise fiir die Identifi-
zierung von begleitenden Risikofaktoren liefern und einen groben Risikovergleich der ver-

schiedenen Fluorchinolone untereinander ermoglichen. Angaben iiber Risikoinzidenzen von
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Chinolon-induzierten Tendinitiden und Sehnenrupturen miissen jedoch auch im Hinblick auf
eine mogliche Untererfassung der Chinolon-induzierten Tendinitis kritisch betrachtet werden.
Die Daten aus retrospektiven Studien deuten darauf hin, dass fiir die verschiedenen Fluorchi-
nolone ein unterschiedlich hohes Tendopathierisiko besteht. So scheint es unter Ofloxacin-
und Pefloxacin-Behandlung haufiger zu einer Tendopathie zu kommen, als unter Ciprofloxa-
cin (van der Linden et al., 1999, van der Linden et al., 2001, van der Linden et al., 2002, Had-
dow et al., 2003, Khaliq and Zhanel, 2003, van der Linden et al., 2003).

Eine genauere Untersuchung des tendotoxischen Potentials der einzelnen Fluorchinolone un-
tereinander wurde vor dem Hintergrund dieser klinischen Erfahrungen auch in einigen in vitro
Studien durchgefiihrt. So konnte etwa Sendzik eine hohere tenotoxische Aktivitit von
Ciprofloxacin gegeniiber Levofloxacin feststellen (Sendzik, 2006). Die Ubertragung der in
vitro Daten auf die therapeutische Situation macht jedoch auch eine Beriicksichtigung der
pharmakokinetischen Unterschiede erforderlich.

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten niedrigen Konzentrationen von 1 und 3 mg/l
Ciprofloxacin wurden in Anlehnung an die pharmakokinetischen Eigenschaften von Ciproflo-
xacin im Menschen nach oraler Verabreichung gewéhlt. So werden bei Verabreichung der
therapeutischen Standarddosierung von 500 mg Ciprofloxacin per os maximale Spitzenkon-
zentrationen von 1,5-2,9 mg/l im Plasma gemessen. Bei intravendser Gabe liegen diese Werte
bei Gabe von 400 mg/I bei 3,4-6,7 mg/l. Bei schwerkranken Patienten wurden sogar Werte bis
zu 18 mg/l gemessen (Dudley, 2003, van Zanten et al., 2008).

Dennoch koénnen die gemessenen Spitzenkonzentrationen nicht unbedingt mit der konstanten
in vitro Konzentration gleichgesetzt werden. Es muss auch beriicksichtigt werden, dass sich
Chinolone im Knorpel und aufgrund der dhnlichen Gewebebeschaffenheit vermutlich auch in
der Sehne anreichern und so in héherer Konzentration vorliegen als im Blutplasma, daher sind
auch die verwendeten Ciprofloxacin-Konzentrationen von 10 und 30 mg/l durchaus im oberen
therapeutischen Bereich zu sehen.

Auch die in der vorliegenden Arbeit gewihlte maximale Inkubationszeit von 72 Stunden ent-
spricht zwar nicht der {iblichen Therapiedauer von 5-7 Tagen, jedoch weisen einige Fallbe-
richte darauf hin, dass Tendopathien bereits innerhalb von 3 Tagen auftreten konnen (Haddow

et al., 2003).

5.2 Effekte von Ultrafiltrat auf Tenozyten in vitro

Klinische Beobachtungen zeigen, dass es bei Patienten mit chronisch eingeschrénkter Nieren-

funktion, insbesondere im terminalen dialysepflichtigen Stadium 5, zum Auftreten von Ten-
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dopathien und Sehnenrupturen kommen kann (Hofmann et al., 1990, Jones and Kjellstrand,
1996, Palmer et al., 2004, Ureten et al., 2008). Als Ursache wird der Einfluss urdmischer To-
xine diskutiert (Morein et al., 1977). Fiir die Untersuchungen dieser Arbeit wurde Hdmofiltrat
vom chronisch nierenerkrankten Patienten biochemisch aufbereitet und aufgrund der La-
dungseigenschaften der enthaltenden Peptide in fiinf verschiedene so genannte Ultrafiltrat-

Fraktionen extrahiert und eluiert (Ultrafiltrat-20, -40, -60, -80, -100).

In der Literatur liegen keine Daten zu in vitro Arbeiten mit Hamofiltrat und Tenozyten vor.
Nach Behandlung der humanen Tenozten mit den Ultrafiltrat-Substraten konnten bereits nach
24 h Inkubation bei Ultrafiltrat-40 auffillige morphologische Verdnderungen in Form einer
vermehrten Vakuolen- und Vesikelbildung unter dem Lichtmikroskop beobachtet werden.
Auf Proteinebene kam es nach Behandlung der humanen Tenozyten in vitro unterschiedlich
stark ausgeprégt bei allen getesteten Ultrafiltrat-Substraten zu einer zeitabhdngigen Reduktion
von Collagen Typ I im Vergleich zur Kontrolle. Im immunhistochemischen Nachweis zeigte
insbesondere Ultrafiltrat-40 einen sehr deutlichen Effekt. Im Western Blotting war eine deut-
liche Reduktion von Collagen Typ I (und Fibronectin) neben der mit Ultrafiltrat-40 behandel-
ten Probe auch bei dem Ultrafiltrat-60-Substrat auftillig.

Die Behandlung von Tenozyten mit Ultrafiltrat allein scheint also &hnlich den Chinolonen,
einen tenotoxischen Effekt zu haben und zu einer Verminderung der Collagen- und Fibronec-
tinsynthese und Zellviabilitit zu fiihren.

Die getesteten Ultrafiltrat-Substrate, die alle in der gleichen 10-prozentigen Konzentration
verwendet wurden, haben nicht im gleichen AusmaR zu einer Reduktion von Collagen Typ I
und Fibronectin gefiihrt. Ein dhnlich ausgepréigter Effekt hitte auch fiir einen tenotoxischen
Effekt, verursacht durch bei der Aufbereitung des Hédmofiltrat verwendete Losungsmittel
(Acetonitril), sprechen kdnnen. So aber weisen die Ergebnisse zumindest auf ein zusétzlich
vorliegendes unterschiedliches tenotoxisches Potential der Ultrafiltrat-Fraktionen hin. Insbe-
sondere die Ultrafiltrat-40 und -60 haben zu einer deutlichen Reduktion von Collagen Typ I
und Fibronectin gefiihrt. Dies ldsst die Vermutung zu, dass sich nach biochemischer Auftren-
nung der Proteinbestandteile in die verschiedenen Fraktionen ein oder mehrere Peptide bzw.
Faktoren angesammelt haben, welche {iber ein besonders hohes tenotoxisches Potential verfii-
gen. Diese Hypothese wird auch durch die Tatsache bestirkt, dass die beiden Fraktionen im

Elutionsprozess nebeneinander lagen. Es konnte sich also um das gleiche urdmische Toxin

handeln.
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Es konnte sich also, dhnlich der Untersuchung von Jankowski und Mitarbeitern zur Wirkung
von Phenylacetat auf die NO-Expression mononuklearer Leukozyten, um einen Plasma-
bestandteil handeln, der bei Patienten mit eingeschriankter Nierenleistung in erhohter Kon-
zentration vorliegt und als urdmisches Toxin tenotoxische Effekte auf Sehnenzellen bewirkt

(Jankowski et al., 2003).

5.3 Effekte einer kombinierten Exposition mit Ciprofloxacin und Ultrafiltrat auf

Tenozyten in vitro

Klinische Beobachtungen zeigen eine Risikoerh6éhung fiir eine Chinolon-induzierte Tendo-
pathie bei gleichzeitig vorliegender chronisch eingeschrinkter Nierenfunktion (Jones and
Kjellstrand, 1996, Palmer et al., 2004, Maurin, 2008). In der Literatur liegen bisher noch kei-
ne Daten fiir die zugrunde liegenden Mechanismen dieser Risikoverstirkung vor.

Die Frage, ob das insbesondere in dem Ultrafiltrat-40 vorliegende urdmische Toxin in Kom-
bination mit Ciprofloxacin zu einer Potenzierung des in der Einzeltestung beobachteten teno-
toxischen Effektes fiihrt, wurde im Rahmen dieser Arbeit in einer kombinierten Behandlung
von humanen Tenozyten mit verschiedenen Ciprofloxacin-Konzentrationen und Ultrafiltrat-
40 in 10% Konzentration liber 72 Stunden untersucht.

Es wurde Ultrafiltrat-40 verwendet, da bei dieser Fraktion in den Einzeltestungen und in der
immunhistologischen und lichtmikroskopischen Untersuchung die deutlichsten Effekten beo-
bachtet werden konnten. Auch fiir Ciprofloxacin wurden Konzentrationen gewihlt, die die
deutlichsten Effekte hervorriefen (10 und 30 mg/1). Da von einer Anreicherung des Chinolons
im Gewebe ausgegangen werden muss, entsprechen diese Ciprofloxacin-Konzentrationen
durchaus einer unter therapeutischen Bedingungen erreichbaren Wirkstoffkonzentration im
Gewebe.

Die kombinierte Inkubation von humanen Tenozyten mit Ciprofloxacin und Ultrafiltrat-40
zeigte eine Ciprofloxacin-konzentrationsabhéngige Reduktion von Collagen Typ I im Ver-
gleich zur Kontrolle. Im Vergleich zur jeweils nur mit Ultrafiltrat oder Ciprofloxacin behan-
delten Probe kam es bei kombinierter Exposition der Tenozyten mit beiden Testsubstanzen zu
einer deutlichen Effektsteigerung. Das in dem Ultrafiltrat enthaltene sehnenzellschidigende
Toxin scheint in Kombination mit Ciprofloxacin einen additiven tenotoxischen Effekt zu ha-
ben. Ob es sich bei dieser Effektverstirkung auch um einen synergistischen oder additiven

Effekt handelt, kann anhand der Untersuchungen dieser Arbeit nicht abgeleitet werden.
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5.4 Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass das verwendete in vitro Zellmodell
geeignet ist, um tenotoxische Effekte an humanen Tenozyten nachzuweisen und den Risiko-
faktor chronische Nierenerkrankung anhand von aufbereitetem Hamofiltrat zu simulieren und
ndher zu untersuchen. Zudem konnten additive Effekte der tenotoxischen Wirkung von
Ciprofloxacin und Ultrafiltrat nachgewiesen werden. Anhand der Untersuchungen dieser Ar-
beit konnen noch keine abschlieBenden Aussagen iiber einen moglicherweise vorliegenden
Synergismus von Ultrafiltrat und Chinolon getroffen werden. Eine mogliche Erklarung der
Effektverstirkung konnte jedoch, dhnlich der Hypothese zur Potenzialverstiarkung bei Gluko-
kortikoiden und Chinolonen, eine Kreuzung in der Signaliibertragung auf Signaltransduktion-
sebene mit nachfolgender Aktivierung gleicher Transkriptionsverfahren sein. Zur Klarung
dieser Hypothese miissen die Angriffspunkte des Ultrafiltrats im Pathomechanismus der Chi-
nolon-induzierten Tenopathie weiter untersucht werden. Hierfiir sollten z.B. Untersuchungen
von Schliisselproteinen der Signaltransduktionsprozesse zum Beispiel mit dem Western Blot
Verfahren oder auf RNA-Ebene mit PCR-Verfahren folgen.

Die Verwendung von Ultrafiltrat zur Simulation des Risikofaktors chronische Nierenerkran-
kung bietet als innovativer Ansatz Voraussetzungen fiir weiterfithrende Untersuchungen von
urdmischen Toxinen, die fiir die Kldrung des zugrunde liegenden Pathomechanismus hilfreich
sein konnten. Die im Ultrafiltrat enthaltenen Substanzen konnen auch im Serum nierengesun-
der Patienten vorliegen. In einer naturwissenschaftlichen Arbeit, die zurzeit am Institut fiir
klinische Pharmakologie und Toxikologie der Medizinischen Fakultit der Charité Universi-
taitsmedizin Berlin von Cornelius Kreutzer durchgefiihrt wird, werden weitere Untersuchun-
gen und biochemische Analyseverfahren durchgefiihrt, die zur Identifizierung der im Ultrafilt-
rat enthaltenen tenotoxischen Stoffe fiihren sollen.

Mit dieser Kenntnis konnten Dialyseprozesse oder Medikationen gezielt angepasst, das Risiko
fiir diese schwerwiegende unerwiinschte Chinolon-Wirkung reduziert und die Morbiditét die-

ses bereits schwer erkrankten Patientenkollektivs gesenkt werden.
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6 Zusammenfassung

Aufgrund ihres breiten Wirkspektrums, welches auch einige Keime mit Resistenzentwicklung
gegeniiber Standardantibiotika einschliet, ihrer guten Gewebegéngigkeit und ihrer noch rela-
tiv guten Resistenzlage, stellen Chinolone eine wichtige und héufig indizierte Substanzklasse
antibakteriell wirksamer Therapeutika dar.

Sie werden insbesondere bei Infektionen der Harn- und Atemwege sowie zur Behandlung von
anderen systemischen Infektionen und Sepsis eingesetzt. Ciprofloxacin ist ein wichtiger und
héufig eingesetzter Vertreter der Chinolone.

Als seltene unerwiinschte Arzneimittelwirkung kénnen Chinolone zu Tendopathien in Form
von unspezifischen Tendinitiden bis zur kompletten Sehnenruptur fithren. Obwohl in den ver-
gangenen Jahren viele Erkenntnisse hinzugewonnen werden konnten, ist der Pathomechanis-
mus der Chinolon-induzierten Tendopathie nicht vollkommen geklért. Insbesondere die Rolle
einiger durch klinische Beobachtungen identifizierter Risikofaktoren ist noch unklar. Neben
einem erhohtem Lebensalter, einer gleichzeitigen oder vorangegangenen Glukokortikoidthe-
rapie ist bei Vorliegen einer chronischen Niereninsuffizienz ein erhohtes Risiko fiir eine Chi-
nolon-induzierte Tendopathie beobachtet worden. Bei steigender Zahl chronisch niereninsuf-
fizienter Patienten gewinnt die Untersuchung und Kldrung dieses Risikofaktors an Bedeutung.
Ziel der vorliegenden Arbeit war die Etablierung eines in vitro Sehnenzellkulturmodells zur
Simulation des Risikofaktors chronische Niereninsuffizienz. Mit Hilfe dieses Modells sollte
die Voraussetzung fiir weitere Versuche und neue Erkenntnisse zum Mechanismus des teno-
toxischen Potentials der Chinolone und dem Einfluss des Risikofaktors chronische Nierenin-
suffizienz geschaffen werden. Zur Simulation der chronischen Niereninsuffizienz wurde bio-
chemisch aufbereitetes und fraktioniertes Hamofiltrat verwendet, welches bei der Himofiltra-
tion chronisch niereninsuffizienter Patienten anfallt. Himofiltrat stellt ein Blutplasmadquiva-
lent dar, welches als geeignetes Ausgangssubstrat zur Isolierung und Identifizierung von hu-
manen Peptiden und anderen Stoffen verwendet werden kann.

Die Verwendung von Himofiltratfraktionen zur Untersuchung tenotoxischer Effekte stellt
einen innovativen Ansatz dar.

Mit Hilfe des Zellmodells sollten im Rahmen dieser Arbeit in vitro die Effekte von Ciproflo-
xacin und verschiedenen Ultrafiltrat-Substraten allein und in Kombination an Primérkulturen
humaner Tenozyten im Monolayer untersucht werden. Die Analyse erfolgte sowohl morpho-
logisch mittels Lichtmikroskopie als auch immunhistochemisch unter Einsatz einer semiquan-

titativen Auswertung durch Bildanalyse.
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Bei Untersuchung der Effekte von Ciprofloxacin allein konnten bereits flir die niedrigste ver-
wendete Konzentration von 1 mg/l Effekte auf die Sehnenzelle beobachtet werden. Ein signi-
fikanter Effekt konnte ab einer Ciprofloxacin-Konzentration von 3 mg/l nachgewiesen werden,
welche unter therapeutischen Bedingungen erreicht wird.

Bei den in vitro Untersuchungen verschiedener aus Hémofiltrat gewonnenen Ultrafiltrat-
Substraten konnte fiir alle verwendeten Fraktionen ein signifikanter Effekt auf die humanen
Tenozyten in Form einer Abnahme des Hauptmatrixproteins Collagen Typ I nachgewiesen
werden. Besonders auffillig war jedoch der Effekt des Ultrafiltrat-40, das wiederholt zu den
deutlichsten Effekten fiihrte.

Auch morphologische Verdnderungen konnten unter dem Lichtmikroskop beobachtet werden.
So zeigte sich bei Inkubation mit Ultrafiltrat-40 bereits nach 24 h Inkubation eine im Ver-
gleich zur Kontrolle auffillige Vakuolen- und Vesikelbildungen bei den humanen Tenozyten.
In der kombinierten Testung von Ciprofloxacin 10 oder 30 mg/l sowie Ultrafiltrat-40 konnten
additive Effekte nachgewiesen werden. In Kombination zeigte sich jeweils eine Verstirkung
der reduzierenden Effekte auf Collagen Typ I sowie auf Fibronectin.

Der in Kombination von Ciprofloxacin und Ultrafiltrat-40 aufgetretene additive tenotoxische
Effekt steht in Ubereinstimmung mit der klinisch beobachteten Risikoerhdhung fiir Chinolon-

induzierte Tendopathien bei Patienten mit einer chronischen Niereninsuffizienz.

Das im Rahmen dieser Arbeit etablierte in vitro Modell erlaubt die Simulierung des Risiko-
faktors chronische Niereninsuffizienz und bietet die Voraussetzung fiir weiterfithrende Unter-
suchungen von urdmischen Toxinen, welche auch im Serum nierengesunder Patienten vorlie-
gen konnen und ihre Bedeutung beim Pathomechanismus der Chinolon-induzierten Tendo-
pathie. Zudem bietet es die Mdglichkeit im Rahmen weiterer Untersuchungen und biochemi-

scher Analyseverfahren ursdchliche tenotoxische Faktoren zu isolieren und zu identifizieren.
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