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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Allgemeine Einfiihrung

Im klinischen Alltag werden Losungen von Medikanemtind andere Flussigkeiten intravenos
als Injektion oder als Infusion appliziert. Dies issbesondere indiziert bei einem schweren
Krankheitsbild mit vitaler Bedrohung wie dem segiisn Schock. Bei dieser Diagnose muss
schnell ein wirksamer Spiegel des Medikaments iot Btreicht werden (Ruokonen und Pettila,
2005, Micek et al., 2006, Shapiro et al., 2006)cintibiotika missen mitunter schnell intra-
vends verabreicht werden, um eine schnellere Bgsed der Infektion bzw. eine Senkung der
Mortalitdt zu erreichen (Houck et al., 2004). Fig dtationdre Behandlung einer ,community-
aquired“ Pneumonie (CAP) empfehlen die Therapieie@n die intravenése Behandlung mit
einem Drittgenerations-Cephalosporin und einem Mlaki(Niederman et al., 2001, Chiu et al.,
2002, Hoffken et al., 2005). Weiterhin gibt es Me&daihente, die nur parenteral verabreicht wer-
den konnen, weil sie aus dem Magen-Darmtrakt niekorbiert bzw. dort inaktiviert werden
wirden.

Die intraventse Infusion beinhaltet als moglichentfdikation eine Inflammation der Gefal3-
wand — die Infusionsphlebitis (Monreal et al., 1p9ie vollstandige Manifestation dieser Ent-
zundung ist die Thrombophlebitis der superfizidleanme. Die Symptome der Thrombophlebitis
sind Schmerzen an der Infusionsstelle und dem Mearkuf. Weiterhin ist ein geroteter,
Uberwéarmter und palpabler Strang zu beobachtemndeziner 6dematdésen Schwellung des um-
liegenden Gewebes einhergehen kann (Hershey @084, Micek et al., 2006). Zur frihzeitigen
Diagnosestellung gibt es verschiedene Skalen, nheiekelt wurden, um eine Einteilung des
Schweregrades der Phlebitis zu ermdglichen. ZuedieSkalen gehéren unter anderem die
.Maddox Skala“ und die ,Baxter Skala“ (Maddox et, dl977). Mit diesen Skalen als Hilfsmittel
bei der taglichen Kontrolle des vendsen Zugangs kane beginnende Thrombophlebitis frih-
zeitig erkannt und vermieden werden (StonehouseBuicher, 1996).

Das histologische Bild der infusionsbedingten Thibophlebitis zeigt eine vermehrte Adh&sion
von Leukozyten an das Endothel der Vene. Im waeit&ferlauf infiltrieren die Leukozyten die
Venenwand und migrieren durch sie hindurch. In salew Fallen sind auch die tiefen Schichten
der Venenwand mitbetroffen (Woodhouse, 1980, Subasyam, 1989).



Einleitung 2

Die Komplikation der Thrombophlebitis nach dem Leggnes peripheren Venenzugangs zur
Infusion von Flussigkeiten oder Medikamenten wird @mer Inzidenz von 8% bis 35% angege-
ben (Myrianthefs et al., 2005). 1990 wurden ,Guitket of the Intravenous Nurse Society” he-
rausgegeben, nach denen die akzeptable Inzidenzhdembophlebitis unter 5% liegen sollte
(Campbell, 1998a). Diese Schwelle wird jedoch iheza allen publizierten Studien tberschrit-
ten (Tagalakis et al., 2002). Die Thrombophlelddsn zu weiteren Komplikationen fuhren, die
es nétig machen, den peripheren Zugang neu zu,legsatzliche Medikamente zu applizieren
und sogar den Krankenhausaufenthalt zu verlanggampbell, 1998b).

Es gibt viele verschiedene Faktoren, die das Risiker Thrombophlebitis, verursacht durch
einen peripheren ventsen Zugang, erh6hen (Tagatkis 2002).

Mogliche chemische Risikofaktoren flr die Thrombiabitis sind, neben den in der Infusions-
l6sung befindlichen medikamenttsen Substanzen,rdefedie Osmolaritdt (Kuwahara et al.,
1998) und der pH-Wert der Losung (Kuwahara et1#99). Patientenbezogene Risikofaktoren
sind periphere Venen von ,schlechter Qualitat*hdsehr diinne und schlecht zu erreichende
Venen, weibliches Geschlecht (Maki und Ringer, 398&bensalter (Lanbeck et al., 2002) und
haufige Manipulation am Venenkatheter (Dibble et B991). Weiterhin gibt es Hinweise, dass
ein erhohter Hamoglobinspiegel das Risiko fur éiheombophlebitis erhoht, weil die Verdin-
nung der infundierten L6ésung nicht im ausreichenbliefde gegeben ist (Monreal et al., 1999).
Eine bakterielle Besiedlung der Katheterspitze lerhdie Wahrscheinlichkeit einer Infusi-
onsphlebitis (Collin et al., 1975). Bei den phys$izhen Risikofaktoren ist das Hauptproblem
die héaufig zu lange Liegezeit des vendsen ZugaBgsgénzer et al., 1998, Cornely et al., 2002,
Grune et al., 2004). Weitere Eigenschaften degpperen vendsen Zugangs, die zu Problemen
fuhren kdnnen, sind das Kathetermaterial (Gaukreget., 1988) und der Durchmesser des Ka-
theters (Khawaja et al., 1988, Scalley et al., 199vies, 1998). Die Benutzung einer Infusi-
onspumpe kann ebenfalls zu einem erhdhten Risiker dPhlebitis beitragen (Curran et al.,
2000). Wichtig zur Minimierung des Risikos ist emneverlassige Desinfektion der Infusionsstel-
le vor dem Legen des Venenkatheters (Maki et 8911

Unter den Substanzen, die intravends verabreichdeme sind besonders einige Antibiotika mit
einem proinflammatorischen Potenzial behaftet (8tahn und Lode, 1999, Kilic et al., 2006).
In den meisten Studien zur infusionsbedingten Riidelwverden die Antibiotika als eine homo-
gene Gruppe betrachtet, obwohl es viele kliniscnéaltspunkte dafur gibt, dass sowohl zwi-
schen den einzelnen Klassen als auch zwischen &zast einer Antibiotikagruppe grof3e Un-
terschiede bestehen. Antibiotika mit einem hohesik@i sind Isoxazolylpenicilline, Qui-

nupristin/Dalfopristin, Cephalosporine und Makreli@Stahlmann und Lode, 1999, Lanbeck et
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al., 2002). Weitere Substanzen, die ein hohes Pialeiir die Entwicklung einer Phlebitis besit-
zen, sind unter anderem Amiodaron, Phenytoin ura&pam.

Um die Mechanismen und Effekte der Schadigungeradplizierten Medikamente zu untersu-
chen, werden sowolh vivo- als auchin vitro-Modelle verwendet (Lanbeck und Paulsen, 1995,
Kilic et al., 2006).

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die Zusanhénge zwischen der Infusion von be-
stimmten Antibiotika, namlich der Makrolide Erytimgcin, Clarithromycin, Azithromycin und
des Streptogramins Quinupristin/Dalfopristin, urehdRisiko einer infusionsbedingten Throm-
bophlebitis zu ermitteln. Dafur wurden die Zytotm#atspotenziale der Antibiotika bestimmit.
Weiterhin wurden die Reaktionen von bestimmten @éehrenproteinen auf Endothelzellen, die

in der Inflammationskaskade eine Rolle spielen|yeiert.

1.2 Erythromycin

1.2.1 Allgemeines

Erythromycin (z. B. Eryhexal 250 Erythrocirf i.v.) ist ein Antibiotikum und gehért zur Gruppe
der Makrolide. Es wurde erstmals 1952 aus Stoffwelgnodukten deStreptomyces erythreus
isoliert (McGuire et al., 1952). Heute wird zur ibakteriellen Therapie das Erythromycin-
Isomer A verwendet.

Erythromycin wird in diversen Ester- und Salzformmm oralen und parenteralen Applikation

angeboten. Das Salz ist schlecht wasserloslichhandinen leicht bitteren Geschmack.

1.2.2 Struktur
Die Struktur des Erythromycin basiert auf einemgliddrigen Laktonring (Erythronolid) mit

zwei glykosidisch gebundenen Zuckern. Bei dieseckén handelt es sich um einen Neutral-
zucker (Cladinose) in Position 3 und einen AmindaugDesosamin) in Position 5. Dadurch
wird dem Molekul die basische Eigenschaft verlieH2ie funktionellen Gruppen an Position 6
und 9 begrinden die Saureinstabilitdt des Erythoonsy(siehe Abbildung 1). Antibiotisch wirk-

sam ist ausschlieRRlich die freie Base.
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Abbildung 1: Strukturformel von Erythromycin; der Pfeil markietie funktionelle Gruppe an
Position 6, welche im Zusammenhang mit der Ingtabitler Substanz im sauren
Milieu steht.

1.2.3 Wirkmechanismus und antibakterielles Spektrum

Die Makrolid-Antibiotika greifen an der 50s-Untanbeit der 70s-Ribosomen von Bakterien an.
Dort greifen sie in die Proteinbiosynthese wahrdasd dritten Schritts der Elongationsphase der
Polypeptidkette am Ribosom ein. Sie binden an ditet¢inheit und blockieren damit die Trans-
lokation der Peptidyl-t-RNA von der Akzeptorstetler Donorstelle. Die Proteinbiosynthese der
Bakterien kommt zum Erliegen und in der Folge koreszur Bakteriostase.

Die Makrolide ahneln in ihrer Wirkungsweise am Ribm den Antibiotika von Lincosamid-Typ
(Lincomycin, Clindamycin). Es bestehen antagorsbigs Effekte in der Kombination, da die
beiden Antibiotika funktionell miteinander interieren. Weiterhin begrindet der gleiche An-
griffsmechanismus die weitgehende ParallelresistRoberts, 2004).

Das Wirkungsspektrum von Erythromycin erstreckhgpamaér auf grampositive Bakterien, wie
Staphylokokken oder Streptokokken. Die Nocardiers@reeine naturliche Resistenz auf, da sie
das Antibiotikum glykosylieren oder phosphoryliergfazawa et al., 1994). Weiterhin gehéren
zum Spektrum gramnegative Bakterien der Gattunggeddria, Haemophilus, Bordetella, Legi-
onella und Brucella. Ebenfalls wirken Makrolide gageinige Anaerobier. Au3erdem sind
schraubenférmige Bakterien, wie Treponemen, Bamelind Campylobacter sowie zellwandlo-
se Bakterien, wie Mykoplasmen, Chlamydien und Risken, empfindlich. Nicht zum Wir-
kungsspektrum gehdrt die grol3e Gruppe der Entetebek.
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Das Spektrum beinhaltet somit haufige Erreger vaktdyiellen Infektionen der Atemwege und
sexuell Ubertragbaren Erkrankungen. Dies begriuadeth den Gberwiegenden Anwendungsbe-
reich von Erythromycin. Weiterhin wird Erythromycals Ersatz fu-Laktamantibiotika bei
einer bestehenden Penicillinallergie des Patientsibesondere auch in der Padiatrie, eingesetzt
(Guay, 1996).

Allerdings ist heute durch eine zunehmende Ressteibesondere gegeniber Erythromycin das
Spektrum deutlich eingeschréankt. Die Resistenz WweiddBakterien zum einen von einer RNA-
Methylase (Erythromycin-Resistenz-Methylase = exmjmittelt, die durch Methylierung der
Bindungsstelle der Makrolide die Affinitat starkra@ndert. Zum anderen sorgen so genannte
Effluxsysteme der Bakterien (Makrolid-Efflux = mefjir geringe Konzentrationen der Makroli-
de an der Bindungsstelle am bakteriellen Ribosoraig®lum, 1995, Roberts et al., 1999, Luthje
und Schwarz, 2007).

1.2.4 Pharmakokinetik

Makrolide werden in Deutschland hauptsachlich ialew Applikationsformen eingesetzt. Fir
Erythromycin gibt es zusatzlich noch die Mdoglichkeler intravendsen Applikation. Die
i.v.-Gabe von 0,5 — 1,0 g als 1h-Infusion resuitiereiner maximalen Plasmakonzentration von
etwa 20 — 30 mg/Il. Direkt an der Infusionsstelledea jedoch deutlich héhere Konzentrationen
erreicht, da dort der Grad der Verdiunnung durch Blertfluss geringer ist als in den grol3en
Hohlgefal3en.

Bei oraler Applikation wird durch die Saurelabititdur eine geringe Bioverflugbarkeit erreicht,
im Mittel sind es bei Erythromycin etwa 25%. Diagthaproteinbindung betragt 60 — 70%.

Vom Blut ausgehend verteilt sich Erythromycin gug Gewebe. Da es in Phagozyten penetriert,
kann es intrazellular antibiotisch wirken, diesasB. bei obligat intrazellularen Bakterien, wie
Chlamydien, von klinischer Relevanz (Fassbende.et1996). Die Konzentration am Ort der
Entzindung ist um mehr als das 100-fache hdhedial$’lasmakonzentration, was durch das
basische Stickstoffatom im Molekil begrindet isasMolekll diffundiert im nichtionisierten
Zustand durch die Gefallwand zum Entzindungshend.viba es durch das saure Milieu ioni-
siert und kann nicht in den Blutkreislauf zurtickdfdieren. Dadurch reichert es sich im entzin-
deten Gewebe an. Dieses Prinzip wird ,lonenfallefi@nnt.

Erythromycin wird in der Leber tber das Cytochrods@-System (CYP-3A4) metabolisiert und
biliar in unveranderter Form bzw. als biologischrksamer Metabolit eliminiert. Die renale Eli-

mination ist sehr gering.
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1.2.5 Unerwinschte Arzneimittelwirkungen und Interaktionen

Erythromycin ist ein insgesamt gut vertraglichediBiotikum. Als unerwiinschte Arzneimittel-
wirkungen (UAWS) sind hauptsachlich gastrointesanatorungen, wie Erbrechen, Schmerzen
im Oberbauch, Meteorismus und leichte Diarrhd &s-der Falle) zu nennen. Allergische Re-
aktionen, wie Hautreaktionen, sind selten (< 0,5%).

Die gastrointestinalen Beschwerden werden durctagamistische Wirkung des Erythromycins
und noch starker durch sein Abbauprodukt, ein Hetalk am Motilinrezeptor ausgelost. Bei
Patienten mit einer Stérung der gastroduodenaletlidbkann das Antibiotikum eine Verkdr-
zung der Passagezeit verursachen (Janssensl&9dl,, Tack et al., 1992).

Weiterhin hat Erythromycin ein gewisses hepatotthés Potenzial (erkennbar durch einen An-
stieg der Transaminasen) und es besteht die Geé&uDtotoxizitat, die sich durch einen rever-
siblen Horverlust bemerkbar macht (Periti et @93).

Die zu rasche Infusion, und damit die zu hohe Katraéion von Erythromycin an der Infusi-
onsstelle, kann zu einem Irritationssyndrom* undemer Thrombophlebitis fihren (Putzi et al.,
1983).

Makrolide werden Uber die Cytochrom-P450-abhandinooxygenase 3A4 metabolisiert.
Uber die gleiche Monooxygenase werden auch besspaide der Kalziumkanalblocker Vera-
pamil oder das Benzodiazepin Midazolam metabotisizamit kann es zu einem Interaktionspo-
tenzial zwischen dem Antibiotikum und anderen @minetabolisierten Arzneimitteln kommen.
Wahrend der Schwangerschaft ist Erythromycin naareren Erkenntnissen mit einer gewissen
Embryo- /Fetotoxizitat behaftet. Die teratogenefelge betreffen zum einen das kardiovaskula-
re System mit kardialen Fehlbildungen und weiterbei Gabe in der frihen Schwangerschatft,
eine Pylorusstenose (Hauben and Amsden, 2002, rKetlal., 2005).

Kontraindikation fiir die Gabe von Erythromycin @ie Stillzeit (Ubertritt in die Muttermilch),
denn auch hier scheint das Risiko fUr eine Pyldemsse beim Saugling erhdht zu sein. Eine

weitere Kontraindikation ist eine bekannte Allergegen Makrolide.
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1.3 Clarithromycin

1.3.1 Allgemeines

Eine Verbesserung des ersten isolierten und gemutdbkrolids Erythromycin wurde mit dem
halbsynthetischen Clarithromycin (Kla&)derreicht (Peters et al., 1992). InsbesondereSdie
reinstabilitat des Erythromycin konnte bei Claritimycin durch Anderungen am Molekiil redu-

ziert werden.

1.3.2 Struktur

Clarithromycin basiert ebenso wie Erythromycin aufem 14-gliedrigen Laktonring mit zwei
glykosidisch gebundenen Zuckern (siehe Abbildung 2)

Im Vergleich zum Erythromycin weist Clarithromyame methylierte Hydroxylgruppe an Posi-
tion 6 auf. Diese Gruppe ist fur die Hemiketalbiidum sauren pH-Bereich und der damit ver-
bundenen Saureinstabilitdt des Erythromycins veralich. Genau bezeichnet ist Clarithromy-
cin also ein ,6-O-Methyl-Erythromycin®. Ein Abbaumukt des Clarithromycin, der

14-Hydroxylmetabolit, ist ebenfalls gut antibakédirivirksam.

Abbildung 2: Strukturformel von Clarithromycin; Methylierung rdBosition 6 in blau markiert,
der Pfeil markiert die funktionelle Gruppe, welcha Stabilitat der Substanz im
sauren Milieu beitragt.
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1.3.3 Wirkungsmechanismus und antibakterielles Spektrum

Clarithromycin greift, genauso wie Erythromycin, der 50s-Untereinheit der bakteriellen 70s-
Ribosomen an. Dadurch wird die Proteinbiosyntheteemmt (siehe 1.2.3).

Das Wirkungsspektrum ist dem der anderen Makrdeler ahnlich. Streptokokken werden im
Vergleich zu Erythromycin (0,03 mg/l) bereits mérchalben Konzentration an Clarithromycin
(0,015 mg/l) gehemmt. Auch andere grampositive Kegimie z. B. Staphylokokken, sind sensi-
bel.

Auch Legionella pneumophila, ein wichtiger Erreger von Pneumonien, gehort 8paktrum des
Clarithromycin. Fur eine Hemmung sind deutlich migere Konzentrationen als mit Erythromy-
cin notwendig (Hardy et al., 1992). Ein weitereargnegatives Bakterium fir den Anwendungs-
bereich von Makroliden isHaemophilus influenzae. Clarithromycin weist eine vergleichbare
Wirksamkeit zu Erythromycin auf, jedoch ist auch #4-Hydroxylmetabolit des Clarithromycin
gegenuber dem Keim wirksam, so dass insgesamteelridnte Aktivitat vorliegt. Teilweise ist
aber auch hier eine klinische Wirksamkeit nichtagdiert, da die Erreger resistent sein kbénnen.
Der heutige Indikationsbereich fir Clarithromyciegt insbesondere bei bakteriell hervorgeru-
fenen Infektionen des oberen und unteren Respnsttiakts. Die Substanz kann auch gegen Le-
gionelleninfektionen und bei atypischen Pneumoriegesetzt werden. Eine weitere Indikation

ist die Otitis media.

1.3.4 Pharmakokinetik

Clarithromycin ist eine sdurestabile Substanz, &ieverfigbarkeit nach oraler Gabe bei 55%
liegt. Die maximale Konzentration im Serum liegi he- 2 mg/l nach oraler Gabe und ein so
genannter ,steady state” dieser Serumkonzentratimhnach finf Dosen erreicht.

Die Metabolisierung fuhrt zu einer oxidativen Abkpag einer Methylgruppe mit anschliel3en-
der Hydroxilierung an Position 14 zum 14-Hydroxytateolit, dem antibiotisch wirksamen Ab-

bauprodukt des Clarithromycin (Alvarez-Elcoro unaizter, 1999). Dieser Metabolismus ist bei
hoher Dosierung aber sattigbar. Bei Nierengesuthegriigt die Eliminationshalbwertszeit etwa
funf bis sieben Stunden. Bei Niereninsuffizientemik die Halbwertszeit auf bis zu zwdlf Stun-

den steigen.
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1.3.5 Unerwinschte Arzneimittelwirkungen und Interaktionen

Clarithromycin ist besser vertraglich als Erythrammy Die haufigsten Beschwerden, die unter
einer Therapie mit Erythromycin auftreten, sindtgastestinaler Natur (ca. 20%). Bei Cla-

rithromycin liegen diese Beschwerden, wie UbelkEithbrechen, Krampfe und Diarrhden bei
unter 5% aller behandelten Patienten. Weitere Neiokangen, wie z. B. Hauterscheinungen,
treten nur selten auf (Guay, 1993, Neu und Chiek3).

Clarithromycin kann die Ausscheidung von anderemlikEementen, wie zum Beispiel Theophyl-

lin, durch Hemmung der Cytochrom P450-abhangigemddaygenasen beeinflussen. Deshalb
muss unter einer antibiotischen Therapie mit diebakrolid der Plasmaspiegel von Theophyl-

lin GUberwacht werden.

1.4 Azithromycin

1.4.1 Allgemeines
Azithromycin (Zithromag) ist ein halbsynthetisches Derivat des Erythromsctlas wegen der

veranderten Grundstruktur auch als Azalid bezeickne (Peters et al., 1992). Die Verande-
rungen fuhrten zu Verbesserungen im Wirkungsspektin der Pharmakokinetik und in der
Vertraglichkeit.

1.4.2 Struktur

Die Grundstruktur der Azalide basiert auf einemgliBdrigen Laktonring mit glykosidisch ge-
bundenen Neutral- und Aminozuckern. Im VergleichmzE&rythromycin wurde an der Posi-
tion 10 ein Stickstoffatom eingefiighzithromycin, der einzige Vertreter der Azalidet &n
N-Methyl-Derivat (siehe Abbildung 3).

Dieses Molekl ist noch starker basisch als die fdigde, was durch das zuséatzliche Stickstoff-

atom bedingt wird. Genauso wie bei Erythromycimigst die freie Base antibiotisch wirksam.
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Abbildung 3: Strukturformel von Azithromycin; zusatzliches mgibrtes Stickstoffatom in
Position 10 in blau markiert, der Pfeil markiere dunktionelle Gruppe, welche
zur Stabilitat der Substanz im sauren Milieu beitra

1.4.3 Wirkmechanismus und antibakterielles Spektrum

Der Wirkungsmechanismus des Azithromycins unteligelieich nicht von dem der Makrolide.
Es greift ebenso in die Proteinbiosynthese der &a ein, indem es an der 50s-Untereinheit
der 70s-Ribosomen die Elongation verhindert (sieBe3).

Im Wirkungsspektrum hingegen gibt es Unterschiédd#hromycin weist ein erweitertes Spek-
trum im Vergleich zu den Makroliden auf. Im gramipioen Bereich ist die Aktivitat geringfu-
gig gemindert. Eine verbesserte Aktivitat bestehtgramnegativen Bakterienspektrum. Hier
werden Erreger, wie Salmonellen, Neisserien udéutlich besser als durch Erythromycin er-
fasst. Am wichtigsten ist aber die deutlich erhdhkgivitat gegenHaemophilus influenzae, ei-
nem haufigen Erreger von Infektionen der Atemwddgederman et al., 2006). Gegen diesen
Erreger weisen die Ubrigen Makrolide im Allgemeikame zuverlassige klinische Wirksamkeit
auf. Weiterhin hat Azithromycin aufgrund seiner &i@n intrazellularen Konzentration eine ver-
besserte Wirksamkeit sowohl gegeniber intrazebuldls auch gegenuber zellwandlosen Bak-
terien, wie z. B. Chlamydien bzw. Mykoplasmen (Hamlbind Amsden, 2002).

Die Indikationen fir die orale Gabe von Azithromysind leichte bis mittelschwere Infektionen
der Atemwege (z. B. Tonsillitis oder die so genangommunity acquired“ Pneumonie, CAP).
Weitere Anwendungsbereiche sind unkomplizierte Haotl Weichteilinfektionen und Urogeni-

talinfektionen.
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Die i.v.-Applikation des Azalids ist angezeigt leemer schweren ambulant erworbenen Pneumo-

nie und bei einer Adnexitis.

1.4.4 Pharmakokinetik

Die Modifikation der Laktonringstruktur durch dasmftigen des N-Atoms an Position 10 resul-
tiert in verbesserten pharmakinetischen Eigensehafer Azalide im Vergleich zu den Makroli-
den. Die Saurestabilitat konnte deutlich verbesaerden, so dass die Bioverfluigbarkeit nach
oraler Gabe im Vergleich zum Erythromycin hohegtieDie ,area under the curve” (AUC) von
Azithromycin liegt bei 3,39 mg/l x h, die Bioverfiagrkeit wird mit 37% angegeben. Die gute
Gewebegangigkeit der Makrolide konnte nochmals laduterbessert werden. Azithromycin
zeigt eine sehr ausgepréagte intrazellulare Anreicte was sich in einem Verteilungsvolumen
von ca. 1500 | ausdrtickt. Die Ursache dafir istgiiiere Basizitat der Verbindung. Im Ver-
gleich dazu belauft sich das Verteilungsvolumen twythromycin nur auf 40 — 80 |. Diese
deutlich héhere Konzentration im Zellinneren erkldie verbesserte Wirksamkeit gegen intra-
zellulare Erreger. Dadurch, dass sich Azithromyagh in Phagozyten anreichert, wird das An-
tibiotikum direkt an den Ort der Infektion gebracbie Gewebeaffinitat ist hoher als bei vielen
anderen Antibiotika (Luke et al., 1996). Zudem Ilbiédei einer nur dreitagigen Applikation die
intrazellulare Konzentration Uber sieben bis zehgeloberhalb der minimalen Hemmkonzentra-
tion (MHK) bestehen.

Die Spitzenwerte der Plasmakonzentration liegemiseiimalen 1,1 mg/l nach intravenoser Ap-
plikation von 500 mg Azithromycin im Vergleich zu40mg/l nach oraler Applikation von
500 mg.

Die Eliminationshalbwertszeit von Azithromycin kgt 14 — 40 Stunden. Damit liegt sie weit
hoher als die Eliminationshalbwertszeit von Erythygin mit ca. 2 Stunden (Rodvold und Pisci-
telli, 1993). Die Azalide werden, wie die Makrolideauptséchlich hepatisch metabolisiert und
biliar ausgeschieden. Der unverédndert im Urin aslgiedene Teil erhdht sich bei der intravené-

sen Applikation.

1.4.5 Unerwinschte Arzneimittelwirkungen und Interaktionen
Die haufigste Nebenwirkung von Erythromycin singtgaintestinale Stérungen, wie Krampfe,
abdominelle Schmerzen und Ubelkeit (siehe 1.2.8xaRige Symptome treten bei einer Be-

handlung mit Azithromycin deutlich seltener auf (Md#an und Tunkel, 1992).
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Azithromycin verursacht ebenso wie Makrolide in datravendsen Applikationsform haufig
lokale Reaktionen an der Infusionsstelle (58%)sBiaul3ern sich als Schmerzen bis hin zu einer
Phlebitis.

In seltenen Fallen konnten reversible Funktionssigen des ZNS beobachtet werden. Hyper-
sensitivitatsreaktionen werden nach Azithromycirb&aur sehr selten beobachtet.

Azithromycin hat im Gegensatz zum Erythromycin sehr geringes Interaktionspotenzial. Es
fuhrt nicht zu Kompetitionssituationen am CytochrBdb0-System und zeigt auch sonst keine
der flir Makrolide typischen Interaktionen mit areferArzneimitteln (Stahlmann und Lode,
1996).

1.5 Quinupristin/Dalfopristin

1.5.1 Allgemeines

Quinupristin und Dalfopristin (Synerdi)l gehéren zur Gruppe der Streptogramine, einerbinti
otikafamilie zu der die Pristinamycine, OestreomgciMikamycine und Virginiamycine geho-
ren. Sie alle werden aus dem MikroorganisrBugptomyces pristinaespiralis extrahiert. Erst-
mals gelang dies 1953. Die Familie der Streptognamwird in eine Gruppe A und eine Gruppe
B eingeteilt.

Vor wenigen Jahren gelang erstmals die SyntheseseDerivats von Pristinamycin 1A
(RP 57669, Quinupristin) und eines Derivats vorstitramycin 1l1A (RP 54476, Dalfopristin),
die als wasserltsliche Komponenten fiur die parafgérerabreichung verfiigbar sind.
Quinupristin gehort zur Gruppe B der Streptogramidedfopristin ist ein Derivat der Gruppe A.
Diese beiden semisynthetischen Pristinamycin-Degiveerden in einer 30:70 Mischung zum
kommerziell erhéltlichen Syneréidzusammengefasst (Lamb et al., 1999). Einzeln wirtie
beiden Komponenten nur schwach antibakteriell, musan jedoch stark synergistisch.

1.5.2 Struktur

Die Strukturformeln der beiden Wirkstoffe des Syid? sind in den Abbildungen 4 und 5 ge-
zeigt. Die Struktur des Quinupristin, einem Strgpamin aus der Gruppe B, entspricht einem
zyklischen Hexadepsipeptid. Die StreptogramineGermppe A, unter anderem Dalfopristin, be-
stehen in ihrer Grundstruktur aus mehrfach unggsgit Makrolaktonen.
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Abbildung 5: Strukturformel von Dalfopristin.

1.5.3 Wirkmechanismus und antibakterielles Spektrum

Quinupristin und Dalfopristin gehdren beide zur e der Proteinbiosynthese-Inhibitoren, die
an der 50s-Untereinheit der Ribosomen angreifefeDbindet Quinupristin an dieselbe Stelle
wie die Makrolide und hat dort auch den gleichefelgf namlich die Verhinderung der Poly-

peptid-Elongation und die folgliche Termination éRpteinbiosynthese.
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Dalfopristin reagiert mit einer benachbarten Regder 50s-Untereinheit und erhoht syner-
gistisch die Wahrscheinlichkeit einer Bindung vouir@upristin an dessen Angriffspunkt. Wei-
terhin hat Dalfopristin noch eine direkte Wirkungf alie Polypeptidketten-Bildung (Harms et
al., 2004, Hancock, 2005).

Quinupristin/Dalfopristin ist sehr gut wirksam geggrampositive Kokken, unter anderem
Streptococcus pneumoniae (auch Penicillin-resistente Stdmme), alpha- untd-bémolysierende
Stamme von Streptokokkeinterococcus faecium (nicht E. faecalis) und Koagulase-positive
und -negative Staphylokokken. Gegénfaecium wirkt das Antibiotikum bakteriostatisch und
gegen die weiteren grampositiven Keime bakterigslist ebenfalls gut einzusetzen bei Infekti-
onen durch MRSA (Methicillin-resistent&aph. aureus), VRSA (Vancomycin-resistente
Saph. aureus) und VRE (Vancomycin-resistente Enterokokken)dpdiulos, 2003). Die Kom-
bination von Quinupristin/Dalfopristin und Vanconnydst gegeniber Staphylokokken syner-
gistisch wirksam.

Synercid ist weitgehend unwirksam gegeniiber gramnegativatteBien. LediglichMoraxella
catarrhalis und Neisserien sind sensibel.

Die meisten Stamme vddaemophilus influenzae und E. faecalis sind resistent gegentber dem
Antibiotikum. Kreuzresistenzen zwischen Streptogrean und Antibiotika anderer Klassen be-
stehen nicht.

Quinupristin/Dalfopristin ist gegen Erreger dermsghen Pneumonie, wie z. Bl. pneumoniae,

Legionella spp. undChlamydia pneumoniae wirksam.

1.5.4 Pharmakokinetik

Quinupristin/Dalfopristin kann nur intravents agmirt werden, da es nach oraler Gabe nicht
ausreichend resorbiert wird. Die Infusionsdaueltes@ine Stunde nicht unterschreiten, um die
lokalen Reaktionen zu begrenzen. Es kann es neingr 5%-igen Dextrose-Losung infundiert
werden, da es mit Natriumchlorid zu Wechselwirkumgemmt.

Die Plasmakonzentrationen der einzelnen Komponelidgen in der ,steady-state* Phase bei
ungefahr 3 pg/ml Quinupristin und 7 pg/ml DalfoprisDie Halbwertszeiten liegen bei 50 Mi-
nuten bzw. bei 42 Minuten.

Die Metabolisierung der Antibiotika verlauft haugtilich durch Konjugation in der Leber.
Quinupristin wird dabei zu konjugiertem Quinupmslutathion und Quinupristin-Cystein um-

gewandelt. Dalfopristin wird durch die Konjugatina Pristinamycin lla. Diese Metaboliten sind
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auch noch antibakteriell wirksam. Etwa 80% der apgriten Dosis werden biliar ausgeschieden,

der Rest wird renal eliminiert.

1.5.5 Unerwinschte Arzneimmittelwirkungen und Interaktionen

Die haufigste Nebenwirkung bei der Applikation vQuinupristin/Dalfopristin ist die lokale
Reaktion an der Infusionsstelle. Die Reaktionenhren von der Rétung mit Schmerzen bis zur
voll ausgepragten Thrombophlebitis. Dieses Risigarkminimiert werden, indem man Syner-
cid® Uber einen zentralen Venenkatheter (ZVK) infurtdida dort die Verdiinnung sehr viel
schneller und starker erfolgt.

Weitere Nebenwirkungen sind Juckreiz, Brennen,lenyte an Gesicht, Nacken und Oberkérper
sowie gastrointestinale Beschwerden, wie Ubelkeit Erbrechen (Rubinstein et al., 1999).

Es kann bei der Anwendung zu Arthralgien und Myaigkommen, wobei diese Nebenwirkun-
gen eher bei Patienten mit einer hepatischen liageriz auftreten, da es bei ihnen zu einer Ak-
kumulation der Metabolite kommit.

Quinupristin/Dalfopristin inhibiert das Cytochron#b0-3A4. Bei gleichzeitiger Gabe von wei-
teren Stoffen, die Uber das CYP-3A4 metabolisientden, muss auf die veranderten Stoffwech-
selbedingungen geachtet werden. Zu diesen Medikemedhlen unter anderem Antihistamini-
ka (z. B. Terfenadin), Makrolide (z. B. Clarithroany) und Psychopharmaka (z. B. Haloperi-
dol). Weiterhin muss man bei einer Kombination \@ymnercid® und Medikamenten, die eine
Verlangerung des QT-Intervalls bewirken, wie zumsBel die Antiarrhythmika Amiodaron
oder Chinidin, die Patienten besonders engmasd@ubgdxrhten.

Wahrend der Schwangerschatft oder der StillzedtdstEinsatz von Syneréidontraindiziert.

1.6 Oberflachenmolekile auf Endothelzellen

Unter normalen physiologischen Bedingungen zirkaehedie Leukozyten frei durch das Blutge-
faRsystem. Die endotheliale Auskleidung der Innerdh@er Blutgefal3e hilft dabei, die Integritat
zu erhalten, weil sie verhindert, dass die Leukezyh die tiefer liegenden Gewebe migrieren.
Bei bestimmten vaskularen Erkrankungen oder einftarhmation des Endothels andert sich
jedoch die anti-adhasive Oberflachenstruktur duhiehvermehrte Prasentation von proinflam-

matorischen Zelladhasionsmolekilen, wodurch dieriRedtung und Migration der Leukozyten



Einleitung 16

durch die GefalBwand gefordert wird. Dies fuhrt daareiner Inflammation des Gewebes und
der Bekampfung der Erreger durch das Immunsystead@v et al., 2004).

Diese Rekrutierung verlauft durch die Aktivierungrdendothelzellen mittels verschiedener
proinflammatorischer Zytokine, wie Interleukine (B. IL 8) und Tumornekrosefaktou
(TNF-a), welche von gewebestandigen Makrophagen ausgesciv@rden. Weitere Aktivatoren
des Immunsystems sind Lipopolysaccharide und Emxdwodie von bakteriellen Erregern ge-
bildet werden. Der Ablauf der Evasion der Leukomygeschieht in vier Phasen: dem Rollen, der
Aktivierung, der Adhéasion und der anschlieRendegrition der Leukozyten zwischen den En-
dothelzellen hindurch (siehe Abbildung 6).

Leukozyt

BlutfluB

==

IL-8

L-Selektin
Integrine PECAM-1
(LFA-1, VLA-4) Q.
MadCAM ICAM-1
Y VCAM-1

\® _Je Je e

(@ B

IL-8

Endotrizlzallzn IL-8

Abbildung 6: Rekrutierung der Leukozyten aus dem Blutstrom i\ elstziindete Gewebe durch
die Exprimierung von proinflammatorischen Oberfié&eantigenen durch die
Endothelzellen.

Die Oberflachenexpression von AdhasionsmolekuldrEadothelzellen vermittelt die Interakti-
on zwischen den verschiedenen Typen der Leukozgienm Blut zirkulieren, und den Endo-
thelzellen. Von diesen Oberflachenmolekulen gibdres entscheidende Unterklassen: die Selek-
tine, die Integrine und die Immunoglobulin-Superiigan (Carlos und Harlan, 1994).

Die feste Adhéasion der Leukozyten an die Endotlielzast eine Voraussetzung fur die Trans-
migration durch die GefaBwand und wird durch die e@Achenantigene ICAM-1
(CD 54) und VCAM-1 (CD 106) vermittelt. VCAM-1 istin Molekul, welches besonders die
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Rekrutierung von Monozyten, einer Subpopulation ldewkozyten, fordert (Weber und Sprin-
ger, 1998). Auf der Oberflache der Leukozyten vdag Integrin CD 49d (,very late antigen 4“,
VLA-4), exprimiert, welches dann eine Interaktiont MCAM-1 eingeht und die Bindung her-
stellt (Carrasco und Batista, 2006}AM-1 hingegen ist fir die Extravasion von alleaukozy-
tenarten, besonders der polymorphkernigen Grantdozgssentiell (Reiss et al., 1998, Wong et
al., 2007). Der Kontakt von ICAM-1 auf den Endo#tedlen mit ,lymphocyte function-
associated antigen 1" (LFA-1) auf den Leukozytemrfizur Veranderung der Morphologie der
beiden Zelltypen und der Ausbildung von Mikrovitlir Adhasion (Carman et al., 2003). Uber
die Aktivierung des ICAM-1 Rezeptors werden weit8ignalwege der Endothelzelle aktiviert.
Eine wichtige Signalkaskade, die aktiviert wird, dée Rho-Kaskade. Uber diese Kaskade wird
eine ,Endothelzellkontraktion* ausgel6st, wodurgthsdie interzellularen Kontakte l6sen und
somit ein Weg fur die Leukozyten zum Erreichen ttkferen Gewebeschichten ermdglicht wird
(Thompson et al., 2002).

Die Selektine, wie E-Selektin auf den Endothelienl l-Selektin auf den Leukozyten, wirken
als ,Fanger” der Leukozyten aus dem Blutstrom amdes entziindlichen Geschehens. Sie be-
wirken den ersten Schritt zur Evasion, namlich Rallen an der GefaRwand. Diese Bindung ist
jedoch nicht stark genug, um die Leukozyten dastzighalten (Hickey et al., 1999).

Durch das langsame Rollen der weil3en Blutzelled diase in der Lage, uber die an ihrer Ober-
flache exprimierten Integrine eine starkere Bindanogzubilden. Mit Hilfe dieser Adhasion wer-
den die Abwehrzellen aktiviert.

Das Oberflachenantigen CD 34 ist ein Marker fum8teellen und wird in der Klinik fur die
Isolation und Manipulation von humanen Stammzeiierperipheren Blut benutzt. Die zuneh-
mende Zelldifferenzierung der Stammzellen zu déffiierten Zellen fuhrt zu einer Abnahme
des CD 34-Epitops auf der Zelloberflache (Krausalgt1996). Aktuelle Studien zeigen, dass
CD 34 noch weitere Funktionen neben der Stamm#feltdnzierung hat. Es hat einen trans-
membranaren Anker und wird als ein mucinartigese&sin auf Endothelzellen exprimiert. Es
spielt bei der Zelladh&sion und beim ,homing“ voyniphozyten, die wiederum den Liganden

L-Selektin exprimieren, eine wichtige Rolle (Gangkalli et al., 2006).
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1.7 Zelllinien

1.7.1 EA.hy 926: hybridisierte Endothelzelllinie

Die EA.hy 926 Endothelzellen sind eine permanergiliie, die 1983 aus der Hybridisierung
von menschlichen ventésen Endothelzellen der UnabiWene (HUVEC) und Zellen der huma-
nen permanenten Lungenkarzinomzelllinie A549 enta sind. Der Nachweis fiir die erfolg-
reiche Hybridisierung wurde Uber die vermehrte Anzan Chromosomen (n = 80) gefuhrt
(Edgell et al., 1983).

Diese Zellen exprimieren Kkonstitutiv den hochdéiezierten von Willebrandt-Faktor
(F VIII: vWF). Der vWF ist ein fur Endothelzellemd Megakaryozyten spezifisches Oberfla-
chenantigen, welches unter anderem in der Blutgengskaskade eine Rolle spielt. Dieser Fak-
tor konnte Uber viele Passagen (> 100) kontinailerhachgewiesen werden. Damit kann die
EA.hy 926 Zelllinie als eine permanente Zelllinrgasehen werden (McCarthy et al., 1991).
Weiterhin exprimieren die EA.hy 926 Zellen ebergdbnstitutiv ICAM-1 (CD 54), VCAM-1
(CD 106), E-Selektin (CD 62E) und das Oberflachelekid CD 34 (Lidington et al., 1999).

Die Zelllinie eignet sich, unm vitro modellhaft die Reaktionen eines Gefal3endothelexade-

ne Einflisse zu untersuchen.

1.7.2 HUVEC

Die HUVECs (,human umbilical vascular endothelialls®) sind eine Primérkultur von Endo-
thelzellen, die aus Nabelschnurvenen gewonnen weidie Erstbeschreibung der Gewinnung
und Kultivierung dieser Zellen stammt aus dem J&3 (Jaffe et al., 1973). Auch bei diesen
Endothelzellen kann der vVWF als Marker daflr geltass die Zellen tatséachlich als Endothel-
zellen erkannt und bewertet werden kénnen (Gospadez et al., 1978, Vorbach et al., 2002).
Die priméren Zellen aus der Umbilical-Vene expriraie bereits ohne Stimulation ICAM-1,
VCAM-1 und E-Selektin in geringem Mal3e (Barreirakt 2005).

Die HUVECs kdnnen nicht beliebig oft passagiertdesr, wie das bei anderen immortalisierten
Zelllinien der Fall ist. Die Zellen beginnen sichterschiedlich gegentiber den gleichen Reizen
zu verhalten, sie kdnnen sogar den vVWF und damat@rundcharakterisierung verlieren (Marin
et al., 2001). Damit stellen die HUVECs eine wenigg@bile Zellart dar. Um unter diesen Um-
standen vergleichbare Ergebnisse zu erhalten, wuatle Experimente dieser Dissertation mit
einer Passage (P 6) durchgefuhrt, bei der der v/Eradothelzellmarker nachweisbar war.
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1.7.3 BALB/C 3T3-Fibroblasten

Bei den verwendeten Fibroblasten handelt es sicldiemBALB/3T3 clone A31", eine der vie-
len Zelllinien, die erstmals vor etwa 20 Jahren BA&B/C-Mausembryonen an Tag 14 bis 17
pranatal isoliert wurden (Aaronson und Todaro, 3968

Diese Zelllinie ist eine kontinuierliche und etate Zelllinie. Sie wird oft zur Bestimmung der
allgemeinen Zytotoxizitat verwendet und wurde auchdieser Arbeit fur die MTT-Zyto-

toxizitatsanalyse eingesetzt (Borenfreund und Raredr985).

1.8 Fragestellungen der vorliegenden Arbeit

Die Entwicklung einer lokalen Reizung bis hin zuegivoll ausgepragten Phlebitis ist eine der
haufigen unerwiinschten Nebenwirkungen bei dervatrasen Applikation von Antibiotika und
anderen Medikamenten.
In der vorliegenden Arbeit wurden drei Antibiotikas der Gruppe der Makrolide, Erythromy-
cin, Clarithromycin und Azithromycin, direkt mite@nder verglichen. Weiterhin wurde Qui-
nupristin/Dalfopristin als Positivkontrolle eingéste Quinupristin/Dalfopristin ist ein Antibioti-
kum, welches ein sehr hohes Risiko fur die Entwingl einer Phlebitis aufweist (Rubinstein et
al., 1999, Chevalier et al., 2001, Rehm et al., 1200
Der direkte Vergleich der Makrolide in einer Studie Probanden zeigte ein unterschiedliches
Potenzial der Substanzen eine lokale Reaktion ntgrachiedlichem Schweregrad hervorzuru-
fen. Eine milde Reaktion in Form eines ,lrritatisgadroms” trat bei Erythromycin und
Azithromycin bei etwa der Halfte der Patienten ddie schwere lokale Reaktion in Form der
voll ausbildeten Phlebitis trat nur bei der Infusion Clarithromycin bei der Halfte der Proban-
den auf. Clarithromycin verursachte weiterhin deEraPatienten wéahrend der Infusion Schmer-
zen an der Infusionsstelle, wo hingegen bei Azittyoin nur 58 % und bei Erythromycin 25 %
der Patienten dartber klagten (Zimmermann et @Q1p
Um diese Unterschiede zwischen den Makroliden, lweeln ihrer Struktur nur sehr geringe Un-
terschiede aufweisen, genauer zu untersuchen, wurde

» im direkten Vergleich das zytotoxische Potenzial Hrythromycin, Clarithromycin und

Azithromycin auf BALB/C 3T3-Fibroblasten und EA.I®26 Endothelzellen in einem
vitro Zytotoxizitatstest ermittelt,



Einleitung 20

* und mit Hilfe von durchflusszytometrischen Analystia Reaktionen der proinflamma-
torischen Oberflachenantigene CD 34, E-Selektid\NIE1 und VCAM-1 auf EA.hy 926
Endothelzellen und auf Endothelzellen aus UmbwMeaén (HUVEC) nach der Inkubati-
on mit den vier zuvor beschriebenen Antibiotikaeusticht.
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2. Material und Methoden

2.1 Apparative Ausstattung

Die Arbeit basiert auf Experimenten, fur dievitro Arbeitstechniken grundlegend waren. Fur
eine Kultivierung von Zellen ist folgende Ausstatjunétig:

= Laminar-Air-Flow-Kabine (Fa. Ehret GmbH, EmmendigBrutschland)

= Begasungsbrutschrank B5060 EK/Q®it elektronischer Regelung fir G@37 °C,
5% CQ, 96% Luftfeuchtigkeit) (Fa. Heraeus Holding Gmlibsterode, Deutschland)

= Minifuge RF (Fa. Heraeus Holding GmbH, Osterodeyt®ehland)

= Lichtmikroskop (Fa. Carl Zeiss AG, Jena, Deutsctijan

» Lab 850 pH Meter (Fa. Schott Lab Technology GmbkeWOsterreich)

= Waage Typ A200S-*D1 (Fa. Sartorius GmbH, Gottindgeautschland)

= FACScan-Durchflusszytometer (Fa. Becton Dickindeeidelberg, Deutschland)

= Sonorex Super RK 103 H (Fa. Bandelin, Berlin Dehitsad)

= Mikrotiter Shaker (Fa. Dynatech, England)

= Vortex-Schuttelgerat Reax 2000 (Fa. Heidolph, Sd¢iagh, Deutschland )

= Opsys MR, Modell: 1478 (Fa. Dynex, Chantilly, USA)

= Costar 20 — 200 pl 8-pette Multichannel Pipettéias Corning, Corning, USA)

= QOctapette 200 ul (Fa. Corning, Corning, USA)

= Hamozytometer Neubauer, Kat.Nr.: 718605 (Fa. BanmbH, Wertheim, Deutschland)

= Einmalplastikkulturflaschen, 75 érKat.Nr.: 156499 (Fa. Nunc, Wiesbaden, Deutsch-
land)

= Einmalplastikkulturflaschen, 25 érKat.Nr.: 156367 (Fa. Nunc, Wiesbaden, Deutsch-
land)

= Einmalplastikkulturflaschen, 75 érKat.Nr.: 83.1813.002 (Fa. Sarstedt, Niirnbrecht,
Deutschland)

= Einmalpetrischalen Nunclon, 21,5 grikat.Nr.: 150326 (Fa. Nunc, Wiesbaden,
Deutschland)
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sterile Einmalpipetten (2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 nfja( BD Falcon, Heidelberg, Deutsch-
land)

sterile Zentrifugenrohrchen (5 ml, 12 ml) (Fa. GeziBio-One GmbH, Solingen,
Deutschland)

sterile Messzylinder (50 ml, 100 ml) und Bechergtd20 ml, 50 ml, 200 ml, 500 ml)
(Fa. Schott AG, Mainz, Deutschland)

Sterilfilter, Typ FP 30/0,2 CA-S (Rotrand), Kat.Nt0462200 (Fa. Whatman, Brentford,
UK)

96-Loch-Mikrotiterplatten, Kat.Nr.: 92696 (Fa. TPRasadingen, Schweiz)
Deckglaschen, 22 mm Durchmesser, Kat.Nr.: 83.1840(Pa. Sarstedt, Nirnbrecht,
Deutschland)

2.2 Chemikalien

Kulturmedien und Pufferldsungen

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), 1,0 g/l Glukose, Kat.Nr.: F0415

(Fa. Biochrom, Berlin, Deutschland)

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), 4,5 g/l Glukose, Kat.Nr.: F0445

(Fa. Biochrom, Berlin, Deutschland)

Endothelial Cell Growth Medium, Kat.Nr.: C-22010 a(F Promocell, Heidelberg,
Deutschland)

Endothelial Medium (komplett), mit L-Glutamin, Khit.: U15-002 (Fa. PAA, Pasching,
Osterreich)

Glutamin (200mM), Kat.Nr.: KO280 (Fa. Biochrom, Bey Deutschland)

Fotales Kalberserum (Fetal Calf Serum, FCS), Kat8lb125 (Fa. Biochrom, Berlin,
Deutschland)

Eselserum, Kat.Nr.: S30-100ML (Fa. Millipore, Biilea, USA)

Phosphatgepufferte Kochsalzlésung (Phosphate Buff8aline, PBS), calcium- und
magnesiumbhaltig, Kat.Nr.: L1815 (Fa. Biochrom, BerDeutschland)

Tris-Puffer, Kat.Nr.: 108382 (Fa. Merck, Darmstdagutschland)

Natriumchlorid, Kat.Nr.: 106404 (Fa. Merck, DarngiteDeutschland)
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= Triton X-100, 4-(1,1,3,3-Tetramethylbutyl)phenylipethylene-glykol, Kat.Nr.: X100-
100ml (Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen, Behtand)

» Zyankali, Kat.Nr.: QLS-200A (Fa. Sysmex Corporatiobe, Japan)

= HAT, Kat.Nr.: FO483 (Fa. Biochrom, Berlin, Deutsahtl)

= Dimethylsulfat (DMSO), Kat.Nr.: 102952 (Fa. Merdkarmstadt, Deutschland)

» 5-Fluorouracil, Kat.Nr.: F6627 (Fa. Sigma-Aldricth&nie GmbH, Miunchen, Deutsch-
land)

= Methanol, Kat.Nr.: 8047 (Fa. J.T. Baker, New Jers&yA)

= Human TNFe, Kat.Nr.: W9511510 (Fa. Biochrom, Berlin, Deutsuid)

» FACSFlow Sheath Fluid, Kat.Nr.: 342003 (Fa. Becimokinson, Heidelberg, Deutsch-
land)

Antikérper Immunhistochemie
= von Willebrandt-Faktor, Kat.Nr.: 55849 (Fa. BD Botences Pharmingen, Heidelberg,
Deutschland)
= donkey anti-mouse Cy-3“-Antikorper, Kat.Nr.: 71%8-151 (Fa. Dianova, Hamburg,
Deutschland)
= DAPI, (4°,6-Diamidine-2"-phenylindoldihydrochloridKat.Nr.: 10 236 276 001 (Roche

Diagnostics, Mannheim, Deutschland)

Enzym
= Trypsin/EDTA, 0,05%/0,02% in PBS, calcium- und meginmfrei, Kat.Nr.: L2153

(Fa. Biochrom, Berlin, Deutschland)

Farbstoff - MTT Zytotoxizitatstest
= MTT, Thiazolylblau (3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-3;diphenyl-2H-tetrazolium-bromid),
Kat.Nr.: M5655 (Fa. Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Mtea, Deutschland)

Desorptionslosung — MTT
Gemisch aus
= 4% 1N HCI, Kat.Nr.: 3256 (Fa. Riedel-de-Haen, Seelxeutschland)
= 96% Isopropanol (2-Propanol), Kat.Nr.: 1.09634.1084. Merck, Darmstadt, Deutsch-
land)
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2.3 Antibiotika

Erythromycin, Pulver zur Herstellung einer Infusionslésung

Das Antibiotikum Erythromycin lag als Pulver furedHerstellung einer Infusionslésung vor
(Erythrocirf-i.v.). In der 10 ml-Durchstechflasche waren 500 Brgthromycin als Erythromy-
cin-Lactobionat enthalten.

Das Pulver wurde abgewogen und zu gleichen Teilestarile 5 ml-Rdhrchen aufgeteilt. Dabei
wurde eine Gesamtmenge von 744 mg = 500 mg Eryyyeiomabgewogen. Die R6éhrchen mit
dem darin enthalten Erythromycin wurden im Kiuhlsetk bei ca. 8 °C bis zur Ansetzung der
Stammldsung aufbewahrt, maximal jedoch bis zum éfdles Mindesthaltbarkeitsdatums.
Bezogen wurde das Erythro€iv. von der Firma Abbott GmbH & Co. KG (Wiesbagen
Deutschland).

Unmittelbar vor dem Einsatz wurde die Substanzem dir die Zellen entsprechenden Medium
geldst, so dass eine Stammlésung mit einer Koragmir von 5 mg/ml entstand. Von dieser
Stammldsung wurden dann, je nach gewinschter Ezékdration, die entsprechenden Volumi-

na in das Kulturmedium gegeben und in die Zellktiigchen steril pipettiert.

Erythromycin, Reinsubstanz

Zur Untersuchung von Effekten, die mdglicherweisgctd Zusatze in den Infusionslésungen
bedingt waren, wurde zuséatzlich Erythromycin alsBabstanz untersucht. Es lag in Pulverform
vor und wurde kihl, trocken und lichtgeschitzt geta

Erythromycin als Reinsubstanz wurde von LKT Labaoriats, Inc. (Minnesota, USA) bezogen.
Die Reinsubstanz I6ste sich weder in Medium nochktamnilem Wasser. Eine Losung der Sub-
stanz konnte erst in 37 °C warmem Methanol erzief so dem Medium zugegeben werden.
Das Methanolvolumen wurde so gewahlt, dass die &womation des Losungsmittels im Medi-
um maximal 2% betrug. Die Mengen von dem MethangtiEomycingemisch, die dem Medi-
um zugegeben wurden, waren abhangig von der gewigms&ndkonzentration des Antibioti-

kums im Zellkulturmedium.

Clarithromycin, Pulver zur Herstellung einer Infusionslésung

Das Makrolid Clarithromycin lag in Pulverform zuekstellung einer Infusionslésung vor (Kla-
cid® 500 mg). Die 10 ml-Durchstechflasche enthielt B&pClarithromycin.

Auch dieses Antibiotikum wurde abgewogen und zuchkn Teilen in sterilen 5 ml-Rdhrchen

im Kuhlschrank bei 8 °C gelagert. Beim Abwiegen B&scheninhalts betrug die Gesamtmenge
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773 mg = 500 mg Clarithromycin. Weitere Bestandteiés Pulvers waren Lactobionsaure und
Natriumhydroxid zur pH-Einstellung. Auch diese Siabz wurde bis maximal zum Ablauf des

Mindesthaltbarkeitsdatums aufbewahrt und verwendet.

Es wurde Klacif 500 mg von Abbott GmbH & Co. KG (Wiesbaden, Dehlaod) verwendet.

Die Herstellung der Stammlésung von 5 mg/ml undEletkonzentrationen erfolgte analog zum
Erythromycin.

Clarithromycin, Reinsubstanz

Auch von diesem Makrolid wurde die Reinsubstanzogipen, um die Effekte der Zusatze im
Infusionspulver zu untersuchen. Es lag ebenfalBulverform vor und wurde kihl, trocken und
lichtgeschutzt gelagert.

Die Reinsubstanz wurde von LKT Laboratories, IMinfiesota, USA) bezogen.

Auch diese Substanz liel3 sich nicht im Medium I)sen dass die Losung hier analog zum
Erythromycin in 37 °C warmem Methanol erfolgte. I¥enzentration vom L&sungsmittel be-
trug 2% im Medium. Aus dem Gemisch wurden dann ldyeeignete Verdinnungen die ge-

winschten Endkonzentrationen hergestellt.

Azithromycin, Pulver zur Herstellung einer Infusionslésung

Diese Substanz lag als Pulver zur Herstellung dmieisionsldsung vor und wurde als Zithro-
max® i.v. in einer 10 ml-Durchstechflasche von Pfizeafna GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
erworben. In der Flasche waren 500 mg Azithromeithalten. Sonstige Bestandteile des Pul-
vers waren Zitronensaure und Natriumhydroxid zusEphktellung.

Das Antibiotikum wurde aufgeteilt und bei 8 °C ggdet und maximal bis zum Mindesthaltbar-
keitsdatums verwendet.

Die Herstellung der Stammlésung und der Endkonagaotren in den Zellkulturflaschen ge-

schah entsprechend zu den bereits beschriebenemliak.

Azithromycin, Reinsubstanz

Da auch bei Azithromycin weitere Stoffe im Infusspilver vorhanden waren, wurde auch die-
ses Antibiotikum als Reinsubstanz untersucht, unglitiie Effekte der Zusatzstoffe von den

Effekten des Antibiotikums zu differenzieren. Eg Ia Pulverform vor und wurde trocken, kihl

und lichtgeschuitzt aufbewabhrt.

Die Reinsubstanz von Azithromycin wurde ebenso digeanderen beiden Makrolide von LKT

Laboratories, Inc. (Minnesota, USA) bezogen.
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Die Herstellung der Endkonzentrationen der Reinsutzsim Zellkulturmedium erfolgte wie
beschrieben durch Lésung in 2% warmem Methanoldughbe des Mediums.

Quinupristin/Dalfopristin

Dieses Antibiotikum lag als Pulver zur Herstellugiger Infusionslésung vor. Unter dem Han-
delsnamen Synercidwaren in einer 10 ml-Durchstechflasche 500 mg iatikum enthalten.
Die entsprechende Gesamtmenge an Infusionspulteigh@09,2 mg.

Fur die bessere Haltbarkeit der Substanz wurdatgiewogen und in sterilen 5 ml-Réhrchen bei
8 °C im Kuhlschrank aufbewahrt. Sonstige Bestatalien Infusionspulver waren Methansul-
fonsaure, Natriumhydroxid zur pH-Einstellung undcigitoff als Schutzgas. Syner€isvurde
von Aventis (Frankfurt am Main, Deutschland) bezuoge

Quinupristin/Dalfopristin wurde dann in Medium geigso dass eine Stammlésung mit einer
Konzentration von 5 mg/ml entstand. Diese Stamnmigsuurde schlie3lich in bestimmten Vo-
lumina zum Medium zugegeben, um die gewlnschtekdmentrationen zu erreichen.

Als Reinsubstanz wurde Quinupristin/Dalfopristichti untersucht.

2.4 Zelllinien

In der Arbeit wurden fir die Zellkulturen zwei kamtierliche, etablierte Zelllinien und eine

Primarkultur von Endothelzellen verwendet.

BALB/C 3T3-Fibroblasten

Die Zelllinie der Fibroblasten ,BALB/C 3T3 clone A3wurde von der Firma ATCC (Virginia,
USA), Kat.Nr.: CCL-163 erworben. Die fur die expeentellen Arbeiten verwendeten Passagen
lagen zwischen 104 und 108. Wenn die Zellen niontikuierlich furin vitro Analysen verwen-

det wurden, wurden sie in flissigem Stickstoff gela

EA.hy 926 Endothelzellen
Die Endothelzelllinie wurde aus dem Labor Edgelbffi Carolina, USA) erworben. Fur die

Experimente dieser Arbeit wurden Zellen in der Bge25 — 43 eingesetzt.
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HUVEC
Diese primaren Endothelzellen wurden uns freundlidWeise von Frau Birgit Hotz, Chirurgi-
sche Kilinik I, Charité Universitatsmedizin Berliaur Verfligung gestellt. Alle Experimente

wurden in der Zellpassage 6 durchgefihrt.

2.5 TNF-a (Tumornekrosefaktor-alpha)

Die Substanz lag als Pulver vor und wurde von d@nd Biochrom (Berlin, Deutschland) bezo-
gen. 10 pg TNFe wurden in 100 pl sterilem Wasser geldst, so dams @ne Stammldsung mit
der Konzentration von 0,1 pg/ul erhielt. Diese Stddsung wurde portioniert und im Gefrier-
schrank bei -20 °C eingefroren. Fur die Experimemteden die jeweils benétigten Aliquote
aufgetaut. In den Versuchen wurde eine Konzentratam 10 ng/ml TNFe eingesetzt. Dement-
sprechend wurden die Volumina zum Zellkulturmediimzugegeben und anschlieRend die

Zellen inkubiert.

2.6 Zellkultivierung

2.6.1 Ansatz und Supplementierung des Kulturmediums fur A.hy 926 Endothelzellen
Als Medium fir die Kultivierung der EA.hy 926 Zeflie wurde DMEM (nactDulbecco modi-

fiziertes Eagle’sVlinimum EssentialM edium) benutzt (Dulbecco und Freeman, 1959). Eslevur
mit 10% fotalem Kalberserum (FCS), 1% L-Glutamird®@% HAT (Hypoxanthin, Aminopterin
und Thymidin) erganzt. Diese Supplemente dienterbdsseren Nahrstoffversorgung der Zellen
und garantierten damit ein besseres Wachstum. Nedbruch wurde das Medium bei

4 — 8 °C gelagert. Das jeweils bei Bedarf neu agigés Medium wurde innerhalb von spétestens
14 Tagen verbraucht oder anderenfalls verworfen.

Die Herstellung des Mediums geschah unter steBemlingungen.
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2.6.2 Ansatz und Supplementierung des Kulturmediums fur UVEC

Zur Kultivierung der HUVECs wurde eine Mischung ausei unterschiedlichen Medien be-
nutzt. Die beiden Medien wurden in einem Verhéltraa 1:1 (jeweils 10 ml, insgesamt 20 ml)
in jeder Zellkulturflasche gemischt:

1. ,Endothelial cell growth medium* mit ,Supplementxhi(PromoCell), bestehend aus ei-
nem Basalmedium, welches mit dem ,Supplement mgefllt wurde (Knedler und
Ham, 1987). Die Konzentrationen der Zusatzstoffdigsem Medium waren nach Zuga-
be 0,4% ECGS/H (,endothelial cell growth supplefienmit Heparin),
2% FCS, 0,1 ng/ml ,Epidermal growth factor®, 1 pgtydrokortison und 1 ng/ml ,ba-
sic fibroblast factor”. Die Konzentration des FC8rde durch zusatzliche Zugabe auf ei-
nen Volumenanteil von 10% gebracht (Gorman etL8Bg).

2. ,Endothelial medium® (PAA). Dieses ist ein Komplagdium fir die Kultivierung von
primaren Endothelzellen mit nicht ndher bezeichmétdaltsstoffen. Dieses serumfreie
Medium wurde mit 10% FCS supplementiert.

Die Medien wurden unter sterilen Arbeitsbedingungengestellt und direkt in den Zellkultur-
flaschen gemischt. Die Medien wurden innerhalb zaei Wochen verbraucht oder anderenfalls

verworfen.

2.6.3 Ansatz und Supplementierung des Kulturmediums fur 33-Fibroblasten

Fur die Kultivierung der 3T3-Fibroblasten wurde DMEnit einem Zusatz von 4,5 g/l Glukose

benutzt. Auch das Medium fur die Fibroblasten veum Analogie zu dem der Endothelzellen
supplementiert. Es wurden 10% FCS und 4 mM L-Glinarngesetzt.

Die Herstellung geschah unter sterilen Bedingunged, das angesetzte Medium wurde inner-

halb eines Zeitraumes von 2 Wochen verbraucht welevorfen.

2.6.4 Kultivierung der EA.hy 926 Endothelzellen

Fur die Kultivierung der Endothelzelllinie EA.hy ®2vurden die Zellen jeweils in Zellkulturfla-

schen (75 cf Nunc) mit 10 ml Kulturmedium eingesét und in em@8egasungsbrutschrank
(37 °C, 5% CQ, 96% Luftfeuchtigkeit) inkubiert. Das supplemerngeMedium wurde ca. alle

48 — 72 Stunden unter sterilen Bedingungen gewéchse

Aufgrund der guten Wachstumsbedingungen war esdigiellem Wachstum mdglich, die En-

dothelzellen bis zu zweimal pro Woche zu passagieta diesem Zeitpunkt hatten die Zellkul-
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turen eine 70 — 80%ige Konfluenz erreicht. Dasvidathstum und die Sterilitat wurden regel-

malf3ig mit Hilfe eines Lichtmikroskops (Carl Zeis& pkontrolliert.

2.6.5 Kultivierung der HUVECs
Die Kultivierung der HUVECSs entsprach in weiten[€aider Kultivierung der EA.hy 926 Endo-

thelzellen. Hier wurden jedoch 20 ml Mediumgemigekyeils 10 ml von jedem Medium, in die
Zellkulturflaschen (75 cfy Sarstedt) zu den Endothelzellen gegeben.
Die Wachstumsrate war deutlich geringer, so dass $ubkultivierung nur ca. einmal pro Wo-

che moglich war.

2.6.6 Kaultivierung der 3T3-Fibroblasten

Die Kultivierung der 3T3-Fibroblasten erfolgte iardn speziellem Medium analog zur Kultivie-
rung der EA.hy 926 Endothelzellen.

2.7 Subkultivierung (,Passagieren®) der Zellen

Beim Zellwachstum konnte man drei Phasen unterdeneiNach dem Einbringen von Zellen in
die Kulturflaschen mit dem enthaltenen Medium b#tediumgemisch kam es zur Phase der
Anpassung (lag-Phase). Nach dieser Adaptierungsepiiagen die Zellen zu einer exponentiel-
len Vermehrung, der log-Phase, Uber. Nach Beendigas Wachstums folgte die Plateauphase
(stationare Phase), in der die Zellzahl in der Hdiihische in etwa konstant blieb.

Wenn die im Medium verfigbaren Substrate verbrawaren, horte das Zellwachstum auf bzw.
wurde reduziert (Sattigungsdichte). Eine weitereghbbikeit, dass die neuen Zellen abstarben,
war, dass aufgrund der hohen Konfluenz kein PlatBaden der Zellkulturflaschen vorhanden
war (Freshney, 1990). Damit die Zellen in dieseadim weiter wuchsen, musste man sie spé-
testens zu diesem Zeitpunkt in weiteren Kulturftest subkultivieren. Je nach Bedarf und Pla-
nung weiterer Experimente wurde ein Teil oder desagnte Zellbestand in mehrere neue Zell-

kulturflaschen Gberfiihrt oder aber kryokonserviert.
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2.7.1 Prinzip der Subkultivierung

Die am Boden der Zellkulturflaschen anhaftendenefelvurden mittels Trypsin, einer Protease,
vom Boden abgeldst, in Suspension gebracht unchbeldend auf mehrere Gewebekulturfla-
schen verteilt.

2.7.2 Durchfihrung der Subkultivierung

Das Medium in der jeweiligen Zellkulturflasche wardhit Hilfe einer sterilen Pipette entfernt
und verworfen. PBS (10 ml/75 &nwurde in die Zellkulturflasche pipettiert, undede wurde
dann hin- und hergeschwenkt (,Waschen der Zelldd&nit wurden restliche Mediumspuren in
der Zellkulturflasche entfernt, da das im Mediunthattene Serum und Calcium die Wirkung
der Protease hatte beeinflussen kdnnen, die imhuss hinzugefligt wurde. Das PBS wurde
dann mit Hilfe einer neuen sterilen Pipette entfemmd verworfen. Das Waschen mit dem PBS
wurde zweimal wiederholt, um eine optimale Wirkudes Trypsins zu gewahrleisten.
AnschlieBend wurde das Trypsin (3 ml/75%cmit Hilfe einer sterilen Pipette in die Zellkuttu
flasche gegeben. Die Zellkulturflasche wurde methrigeschwenkt, so dass die Zellschicht voll-
standig von dem Trypsin bedeckt war, und anschhéfe den Brutschrank gestellt. Die Warme
verstarkte die Wirkung des Trypsins. Nach 2 — 3WBn begannen die Zellen sich abzurunden
und vom Flaschenboden zu I6sen. Beim SchwenkeKwairrflaschen I6sten sich die Zellen als
Rasen und verklumpten miteinander.

Die Wirkung der Protease wurde durch Zugabe von Kutturmedium, bzw. durch das darin
enthaltene Serum gestoppt. So wurden enzymatistindgie Veranderungen der Zelloberflachen
verhindert.

Durch mehrfaches vorsichtiges Auf- und Abpipettieveurden noch eventuell bestehende Zell-
verbande aufgelost und vom Boden der Zellkultucti@sabgeldst, so dass moglichst alle Zellen
vereinzelt in der Suspension vorlagen.

Die Zellen wurden anschlie3end in einer Zentriftbge2000 U/min ca. 10 Minuten zentrifugiert.
Der Uberstand, ein Gemisch aus Trypsin und Mediuorde vorsichtig abgekippt. Das Zellpel-
let wurde in 2 ml Medium resuspendiert. Durch dmeSehritt wurde sichergestellt, dass die Zel-
len auch nach der Subkultivierung in ihrem reineedMm, ohne Verunreinigungen durch
Trypsin, weiter wachsen konnten.

Diese Zellsuspension wurde je nach Bedarf auf nmet#ellkulturflaschen, in der Regel 1:2, bei
den HUVECs 1:4, aufgeteilt und mit neuem Kulturnuediaufgefillt. Die Zellkulturflaschen

wurden verschlossen und weiterkultiviert.
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Die Zellen durften nur bis zu der Konzentrationdiemt werden, die ihnen den Wiederbeginn
des Wachstumszyklus nach einer lag-Phase von Z@d&tuoder kirzer erlaubte. Ebenso war
darauf zu achten, dass die Zellen nicht zu diangesetzt wurden, da sonst innerhalb kirzester

Zeit eine weitere Subkultivierung durchgefuhrt waardnusste.

2.8 Kryokonservierung der Zelllinien

Die Zellen wurden portionsweise eingefroren, uneeiéellvorrat in der eingesetzten Passage zu
erhalten und sie gegen die Kontaminationsgefahramurweitigen Verlust (z. B. durch Defekt

des Inkubators) zu schiitzen. Bei Bedarf konntejesierzeit wieder aufgetaut werden.

2.8.1 Durchfiihrung der Kryokonservierung

Die Zellen wurden auf Kontaminationsfreiheit Ubéfpr trypsiniert und pro Kulturflasche in
10 ml Kulturmedium resuspendiert. Diese Zellsusmenswurde fir 10 Minuten bei
2000 U/min zentrifugiert. AnschlieRend wurde dert#tand verworfen und der Boden mit dem
Zellpellet in 6 ml Kulturmedium und einem 10%igeuséatz von DMSO resuspendiert. Die Zell-
suspension wurde dann auf drei Kryoréhrchen verteil

Diese Roéhrchen kamen in die Kryobox, welche furS2dnden bei —80 °C gelagert wurde. In
dieser Box wurden die Zellen im Medium langsam twael °C/min eingefroren.

Die so eingefrorenen Endothelzellen wurden dannBier entnommen und nach 24 Stunden

rasch in flussigen Stickstoff Gberflhrt.

2.8.2 Auftauen der kryokonservierten Zellen

Zum erneuten Anzichten der eingefrorenen Zellendamrunter Benutzung von Schutzbrille

und Handschuhen je nach Zellbedarf ein oder zwgbkhrchen aus dem Stickstoffbehalter
entnommen und in einem kleinen Becherglas zur Larmitir-Flow-Kabine transportiert.

Die Kryor6hrchen wurden zum Erwarmen fur etwa 5 tliém unter flieRendes warmes Wasser
gehalten. Anschliel3end wurde der Verschluss mitigéft Ethanol gesaubert und der Inhalt in
ein steriles Zentrifugenréhrchen Uberfihrt. Danrrdea 4 ml frisches Kulturmedium zur Zell-

suspension gegeben und die Zellen resuspendiert.
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Nach der Zentrifugation (10 min/2000 U/min) wurde dJberstand abdekantiert und verworfen.
Das Zellpellet wurde in 10 ml des normalen Kultudmens resuspendiert und auf die Zellkul-

turflaschen verteilt.

2.9 Bestimmung der Zellzahl

2.9.1 Prinzip der Zellzahlbestimmung

Zur Erhaltung standardisierter Kulturbedingungerd wgieich bleibender Zellzahlen bei der
durchflusszytometrischen Auswertung wurden vor pedexperiment die Zellen in einer Z&hl-
kammer nach Neubauer unter dem Mikroskop ausgeZaieltkonzentration ergab sich aus der

visuell ermittelten Zellzahl innerhalb eines defimen Areals.

2.9.2 Durchfiihrung der Zellzahlbestimmung

Die Zahlkammer musste vor dem Zufligen der Zellsusipe vorbereitet werden. Ein richtiger
Aufbau war gewéhrleistet, wenn es beim BetrachtanNkubauer-Kammer zu einem Auftreten
von Interferenzstreifen (,Newtonsche Ringe®) kam.

Die zu zahlenden Zellen wurden trypsiniert und£ik#suspension grindlich homogenisiert. Die
Zellsuspension wurde anschliel3end 1:4 verdinntjewdils 10ul der Verdinnungslésung so-
wohl am oberen als auch am unteren Kammerrand taafgs. Durch die Kapillarkrafte zog
sich die Flussigkeit in die Zahlkammer. Mit eine@ef-Objektiv wurde das Zahlnetz der Kam-
mer fokussiert. In jeder Kammer wurden jeweils 4adrate ausgezahlt und dann der Mittel-
wert berechnet.

Bei einer zu hohen Dichte der Zellen konnte es lllwberlagerung von einzelnen Zellen zu
Problemen bei der genauen Bestimmung kommen. DMe#lsuspensionen wurden dann zu-
nachst mit Medium verdunnt.

Die ermittelte Zellzahl wurde mit fGnultipliziert. Ein Verdiinnungsfaktor musste in diilti-
plikation mit eingerechnet werden. Das ErgebnisBknechnung ergab die Zellzahl pro ml. Far

die Berechnung der Zellzahl wurde folgende Fornegivendet:

Anzahl der Zellen
= Zellen/ml

ausgezahlte Flache (mMx Kammertiefe (mm) x Verdiinnung
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2.10 Sterile Versuchsbedingungen

Steriles Arbeiten ist eine der unabdingbaren Groralyssetzung fur Kultivierung, Subkultivie-
rung und Erhalt einer gut eingestellten und keirafrZellkultur. Der gute Zustand der Zellen ist
fur einen erfolgreichen Versuchsablauf essenttunreinigte Zellkulturen kénnten die Zellen
vorher schadigen, was dann mdglicherweise Auswgkauf die Ergebnisse der Experimente
hat.

Da in der vorliegenden Arbeit Antibiotika und died&ktionen der Zellen darauf getestet wurden,
musste eine Adaption an antibiotische Reize duiehZellkultur vermieden werden. Folglich
wurde bei der Kultivierung der verwendeten Zellkudin auf den sonst Ublichen Einsatz von
Antibiotika (z. B. Penicillin/Streptomycin) aber @uvon Antimykotika (z. B. Amphotericin B)
verzichtet.

Die Kultivierung und Subkultivierung fanden in emeRaum statt, der ausschlie3lich fur die
Arbeit mit Zellkulturen unter den oben genannterdiBgungen bestimmt war. Dieser Raum
wurde abends regelmaf3ig mit UV-Licht bestrahlt uadiigte des Weiteren tber eine Luftfilter-
anlage, um die Luft mdglichst keimarm zu halten.

Es wurde unter einer Reinraumwerkbank (LaminarfAaw-Kabine) gearbeitet. Die Arbeitsfla-
che konnte nach jeder Benutzung extra mit UV-Liobstrahlt werden. Die Arbeitsflache wurde
vor und nach jeder Benutzung mit 70%igem Ethanohdilich desinfiziert. Auch zwischen den
einzelnen Arbeitsschritten wurde bei Bedarf dieeldflache desinfiziert.

Vor der Entnahme der Kulturflaschen aus dem Beggshmtschrank und dem Beginn der Sub-
kultivierung bzw. des Experiments wurden die Hagdéndlich gewaschen, gefolgt von einer
Desinfektion der Hande. Es wurden unsterile Hanalsehangezogen, die haufig mit 70%igem
Ethanol bespriuht wurden. Darliber hinaus wurde aaf Tdagen eines sauberen geschlossenen
Schutzkittels geachtet.

2.11 Durchflusszytometrie

Die Expression der proinflammatorischen Oberflaemtigene der Endothelzellen wurde mit
Hilfe der spezifischen immunologischen Markierungduder anschlieRenden Durchflusszyto-

metrie bestimmt. Dabei wurde die Haufigkeit dergéoiden Antigene bestimmt: CD 34,
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E-Selektin (CD 62E), ICAM-1 (CD 54) und VCAM-1 (CD06). Fur die Markierung wurden
fluorchromkonjugierte Antikdrper verwendet.

2.11.1 Antikérpermarkierung der Endothelzellen

Die untersuchten Oberflachenantigene wurden mieHibn monoklonalen Antikérpern immu-
nologisch markiert. Die Antikorper sind spezifispbgen ein bestimmtes Antigen auf den Endo-
thelzellen gerichtet. Die in der Durchflusszytoneetverwendeten Antikbrper waren entweder
mit dem Fluoreszenzfarbstoff Phycoerythrin (PE)rané@ Fluoresceinisothiocyanat (FITC) ge-
koppelt. Unter Anregung mit Laserlicht absorbierha Farbstoffe einen Teil der Strahlungs-
energie und reemittieren Fluoreszenzlicht eineindeten Wellenlange. Die PE- und FITC-

Antikorper haben eine unterschiedliche Reemissiefismiange.

' Hersteller & Isotyp/ . .
Antigen . Klonnummer Konjugation
Katalognummer  Herkunftstier
Immunotech; 1gGy;
CD 34 QBENd-10 PE
IM1250 Maus
_ Chemicon; 19Gs;
E-Selektin 1.2B6 FITC
CBL 180F Maus
Immunotech; gGy;
ICAM-1 84H10 FITC
IMO726 Maus
BD Pharmingen; 19Gy;
VCAM-1 51-10C9 PE
555647 Maus

Tabelle 1:Monoklonale Antikorper.

2.11.2 Prinzip der durchflusszytometrischen Messung

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie lassen sich iellBuspensionen, die mit einem farbstoffkon-
jugierten Antikérper markiert sind, die Menge voesbhmmten Oberflachenantigenen auf den
Zellen analysieren. Es handelt sich somit um eirat&kkentwicklung der immunhistologischen

Methodik.

Uber eine Injektionskapillare wird die Zellsuspemsin das Durchflusszytometer aspiriert und
mit Hilfe eines Kapillarsystems zum Detektionsputdensportiert. Der Injektor erzeugt eine

Saule aus ,Sheath Fluid®, der Tragerflussigkeitdieser Flissigkeit werden die Zellen einzeln
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hintereinander in den Detektionspunkt freigesddziit passieren die Endothelzellen den Punkt,
in dem sie auf den Laserstrahl treffen. Der Flasssaminar mit einer Stromungsgeschwindigkeit
von 1 bis 6 m/s.

Die ,Sheath Fluid” ist eine isotone und monodispdrésung von diversen Salzen. Sie bietet den
Zellen eine optimale Umgebung, in der Verformunged Beschadigungen auf ein Minimum
reduziert werden.

Das in dem Durchflusszytometer verwendete Lasénicid durch Argongas mit einer Leistung
von 15 mW emittiert. Es ist monochromatisch (488 mmd koharent, d. h. alle Lichtwellen lau-
fen parallel. Der Laserstrahl wird durch den Swabbkverlauf gebundelt und fokussiert. Am
Detektionspunkt hat der Strahl einen Durchmesseretava der Grol3e einer Zelle (5-p).

Wenn der Argonlaserstrahl auf eine Zelle, die nioftfluorchrommarkierten Antikbrpern mar-
kiert ist, trifft, wird er in alle Richtungen (36Dfeflektiert. Der Anteil der entlang der Achse des
Laserstrahls gestreuten Strahlen ist proportionaladl3e der Zelle (forward angle light scatter,
FSC). Die im 90° Winkel reflektierten Strahlen wenchauptsachlich von inneren Zellstrukturen
ausgehen. Damit ist ein Rlckschluss auf die Graitétaler untersuchten Zellen moéglich (side
scatter, SSC).

Fur die Analysen dieser beiden Parameter ist eqaussetzung, dass die Zellen homogen und
rund sind. Wenn diese Voraussetzungen nicht ediilll, kann man die Werte nur als ,ungeféah-
re* Parameter annehmen.

Der FSC und der SSC geben die intrinsischen, cihhe Immunmarkierung bestimmbaren,
Eigenschaften der Zellen an. Sie dienen einer nwbogischen Bestimmung der untersuchten
Zellen.

Mit Fluoreszenzfarbstoff-markierten Antikdrperndas sich die extrinsischen Eigenschaften der
Endothelzellen analysieren. Die Antikorper bindender Zellsuspension an ihre spezifischen
Oberflachenantigene. Wenn der Laserstrahl auf @dehskoff trifft, absorbiert dieser einen Tell
der eingestrahlten Energie und wird damit angergschlie3end gibt er diese Energie wieder
in Form von Licht mit geringerer Energie (= groR3&ellenlange) ab. Dieses Licht wird mit
Hilfe von diversen Filtern und dichromatischen $eia vom ebenfalls reflektierten Laserlicht
abgetrennt.

Jedes Fluorochrom hat sein spezifisches Emissiekssin. PE-Antikorper emittieren Licht mit
580 nm (rot) und FITC-Antikérper mit 530 nm (grubje Lichtmenge einer Wellenlange ist der
Anzahl der markierten Epitope proportional. Da sitth Emissionsspektren von FITC und PE

Uberschneiden, ist eine Korrektur und Auftrennubgriein Filtersystem notwendig.
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Die an den einzelnen Detektoren eintreffenden Biesg (emittierte Lichtquanten) werden ver-
starkt und Uber eine Kompensationselektronik wiedRlestinterferenz ausgeglichen. Die analo-
gen Daten (elektrische Impulse) werden digitalisierd als Rohdaten auf dem angeschlossenen
PC gespeichert. Die weitere Bearbeitung und Auswegrder Rohdaten geschieht mit der Aus-

wertungssoftware Winli§t2.0(Verity Software House Inc.).

2.11.3 Vorbereitung der Proben fur die Antigenexpressionsbstimmung

Fur die Analyse der Proben am Durchflusszytomdt&QScar?) wurden die Antikérper in die
Probenréhrchen vorpipettiert. Fur jeden Typ von i@#ehenantigen wurde eine Antikorper-
menge, die zur Markierung von etwa einer Millionll@e ausreichte, verwendet. Da die unter-
schiedlich fluorchrommarkierten Antikdrper vom Hetker nur in verschiedenen Konzentratio-
nen angeboten wurden, entsprach dies einem Volwoe2 pl bei der FITC-konjugierten Anti-
korpersuspension undub bei den PE-konjugierten Antikorpern.

Um zuféllige Fehler beim Pipettieren aufgrund vehrskleinen Pipettiervolumina zu vermeiden,
wurde eine Verdunnung der urspringlichen Antikdspspensionen vorgenommen. Die
FITC-Antikorper wurden 1:4 verdunnt, das entspraghl Antikbrpersuspension plus 8 ul PBS.
Die Verdiinnung fur die PE-Antikorper entsprach Elsp 5 pl Antikérpersuspension plus 5 pl
PBS. Damit ergab sich fir beide Antikérpersuspareioein einheitliches Pipettiervolumen von
10 pl pro Analysenréhrchen.

Nach Vorlage der Antikorper wurde die Zellsuspenstogegeben. Die Volumina der zuzuge-
benden Zellsuspensionen waren abhangig von degrilNdubauer Zahlkammer gezéahlten Zell-
zahl. Ausgehend von dieser Zellzahl wurde das Zexgalbmen so gewahlt, dass jeweils ca.
10° Zellen in die Analysebehalter fiir die Durchflussigetrie zugegeben wurden.

Das Antikorper-Zellsupensions-Gemisch wurde auf déamtex gut durchgemischt und an-
schlieBend fur 30 Minuten bei 4 °C im Kuhlschrankubiert. Nach der Inkubation wurden die
Proben grindlich gewaschen. Als Waschlosung wuribepedes Probengefald 2 ml einer
0,05%igen Azid-PBS-L6sung hinzupipettiert. Damitrden alle nicht gebundenen Antikorper
neutralisiert. Nach diesem Schritt wurde das Gemmsmchmals 10 Minuten bei 4 °C im Kuhl-
schrank inkubiert.

Im Anschluss an die zweite Inkubationsphase wurige Slispension in der Zentrifuge fur
10 Minuten bei 2000 U/min zentrifugiert und der tiiand mittels einer Pasteur-Pipette verwor-

fen.
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Aufgrund der verwendeten Antikérpermenge (ausreidhiir die Markierung von fozellen)
und der Menge der Zellen in der Zellsuspension Zellen) konnte von einem deutlichen Uber-

schuss an Antikdrpern ausgegangen werden.

2.11.4 Durchfihrung der Messung

Fur die durchflusszytometrische Messung wurde eimcbflusszytometer vom Typ FACScan
verwendet. Das Gerat wurde in regelméaiigen Abstande speziellen fluorenszenzmarkierten
Latexpartikeln (Typ Calibrafe Becton Dickinson) geeicht.

Als erstes wurde eine Blankokontrolle, d. h. eir@lstispension mit nichtmarkierten Zellen,
vermessen. Die Zellen zeigten eine so genannteofisreszenz”, d. h. ein Teil der Zellen flhr-
te zur Messung eines Fluoreszenzereignisses, obsi@hlicht markiert waren. Mit Hilfe der
Blankomessung konnte somit ein solcher systematidebhler vermieden werden.

Danach konnten die Messungen der eigentlichen Rrdbechgefuhrt werden. Bei jeder Mes-
sung wurden 10.000 Zellen ausgewertet. Vor jedessdieg wurden die Proben einige Sekunden
resuspendiert, um eine gleichmaRige Messung zugichén.

Die Messergebnisse wurden von dem Durchflusszytemnjetveils als separate Datei auf dem
zugehdrigen Rechner abgelegt. Diese Daten wurdetttelsni des Kopierprogramms
FASTFILE 38 (Becton Dickinson) auf einen angeschlossenen R@raigen.

AnschlieRend wurden sie mit der speziell flr dierddflusszytometrie angepassten Auswer-
tungssoftware Winlist analysiert und ausgewertet.

2.11.5 Auswertung mit Winlist

Es wurden zwei Histogramme zur Auswertung ausgewabhl
1. Im ersten Histogramm (a) wurden die FSC (X-Achse) die SSC (Y-Achse) ge-
geneinander aufgetragen. Damit wurden die intrah&a Merkmale der unter-
suchten Endothelzellen dargestellt (siehe Abbildting
2. Im zweiten Histogramm (b) wurde die Fluoreszenwéis entweder FITC, HP3
oder PE, HP4) auf der X-Achse gegenuber der Andahpositiv markierten Zel-
len auf der Y-Achse aufgetragen (siehe Abbildung 7)
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Abbildung 7: linkes Histogramm (a): Darstellung der intrinsisolEigenschaften der einzelnen
Zellen nach FSC und SSC; rechtes Histogramm (bistBiéung der Fluoreszenz
einer Kontrolle als Anzahl der positiv markierteell&n einer bestimmten Fluo-
reszenz.

Im rechten Histogramm (b), welches die FluoresazZellen in einem bestimmten Spektrum
darstellt, wurde eine Region (Gate R1) generieetcd. 1% der Zellen im Fluoreszenzspektrum
beinhaltete (siehe Abbildung 8). Da diese Regiodan unmarkierten Blankokontrolle gewahlt
wurde, ging man also von einer gemessenen Autatzenz von 1% aus. Da dieser Fehler auch
bei der Messung der immunomarkierten Zellen awtrettirde, konnte dieser Fehler vermieden

werden.
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Abbildung 8: Erstellung des Gates R1 zur Markierung von 1%Zd#len, die eine Autofluores-
zenz aufweisen (% aller analysierten Zellen deb@r&ate R1: 0,96).
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Mit diesen Voreinstellungen konnten die einzelnextelDséatze in einen so genannten ,Batchfile®
geladen und nacheinander ausgewertet werden. Bestiarde der prozentuale Anteil der posi-
tiv markierten Zellen fiir ein bestimmtes Oberflagmetein (siehe Abbildung 9).
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Abbildung 9: CD 54 markierte Gruppe mit Gate R1 (% aller anatysn Zellen der Probe:
Gate R1: 15,98).

Diese Daten wurden anschlieRend statistisch aealysi

2.11.6 Statistische Auswertung

Die Auswertung der Ergebnisse der einzelnen Expmerieerfolgte mit Hilfe des Statistikpro-

gramms SPS%12.0 (,Statistical Package for the Social Scienc&®SS Inc.). Die Daten der

einzelnen Antibiotika wurden getrennt voneinandelgsiert.

Mit Hilfe des ,Univariate General Linear Model* (ADVA) wurden jeweils die folgenden be-

einflussenden Faktoren untersucht: die Dosis umdZdépunkt. In den Zeitpunkt flossen auch
die unterschiedlichen Passagen und tagliche Utiexde ein. Der Einfluss dieser Faktoren auf
die Anzahl der positiv markierten Zellen fir jed@serflachenantigen wurde gegen ein Signifi-
kanzniveau von p < 0,05 getestet.

Ob die Zunahme der einzelnen Oberflachenantigeigengdmer der unbehandelten Kontrolle
signifikant war, wurde mit dem Post-Hoc-t-Test n&amnett (zweiseitig) untersucht. Auch hier
lag das getestete Signifikanzniveau bei p < 0,@atisSisch signifikante Ergebnisse wurden im

weiteren Verlauf mit einem * gekennzeichnet.
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Aufgrund der Schwankungen der analysierten Obdriaantigenkonzentration in den nicht
behandelten Kontrollen wurden weiterhin die ,Rdti¢Quotienten der prozentualen Zunahme

der Oberflachenantigene bei Behandlung im Vergleighzugehdrigen Kontrolle) berechnet.

2.12 Zytotoxizitats-Analyse

2.12.1 Prinzip des MTT-Zytotoxizitatstest

Der MTT-Zytotoxizitatstest wurde erstmal von Mosmam Jahre 1983 beschrieben und seit-
dem weiter verbessert (Mosmann, 1983, Denizot wmgl. 1986, Hansen et al., 1989). Dieser
Test wurde urspringlich fur Lymphom-Zellen entwitk&ann aber auch fur 3T3-Fibroblasten
verwendet werden. 3T3-Zellen gelten heute als Stazelllinie zur Evaluation der Zytotoxizitat
einer Substanz (Borenfreund und Puerner, 1985).

In dem verwendeten modifizierten MTT-Zytotoxizitatstokoll wurden die Zellen zehn Tage
dem zu untersuchenden Agens in verschiedenen Koatienen ausgesetzt (Scholz et al.,
1999). Anschlie3end gab man Thiazolylblau (MTT)dzm Zellen, wobei die noch vitalen Zellen
es in einen blauen Farbstoff umwandelten (sieh2.2)1Dieser Farbumschlag wurde dann in
den einzelnen Vertiefungen (“wells*) der 96-WelaRé mit einem Photometer durch die Mes-
sung der optischen Dichte bestimmt. Anhand demkitn konnte auf die Menge der noch vita-
len Zellen im Vergleich zur unbehandelten Kontrgléschlossen werden. Die genaue Durchfiih-
rung des 10-Tages-Protokolls wird nachfolgend besicln.

Nach Vorversuchen wurde in dieser Arbeit das gkeithast-Protokoll auch fir EA.hy 926 Endo-

thelzellen angewandt.

2.12.2 MTT (3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium Bromid)

MTT, auch Thiazolylblau genannt, ist ein Tetrazoli$alz, welches in den Mitochondrien von
vitalen Zellen durch verschiedene Dehydrogenasgsiaaimgewandelt wird (Jones, 1968). Es
verandert seine Farbe vom gelben Ausgangssubstr@nem dunkelblauen Formazan-Produkt.
Die dunkelblauen Kristalle missen dann mit der Dasmnslosung, die Isopropanol enthalt,
aufgeldst werden, um eine homogene Farbung desrivalis zu erreichen. Diese Farbung ist

gut in der Photometrie bei der Extinktionsmessuitgbi@d nm Wellenlange zu detektieren.
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2.12.3 Herstellung der Losungen

Zur Versuchsdurchfihrung mussten vor Beginn desidrdurchlaufs verschiedene Losungen
vorbereitet werden.

Die Testsubstanzen, in diesem Fall Erythromycinfbkamycin und Clarithromycin in den zur
intravendsen Gabe vorgesehenen FormulierungenewundKulturmedium geldst. Dies war bei
den Reinsubstanzen nicht moglich, da diese sidht imec Medium l6sen lieRen (siehe 2.3). Sie
wurden in Methanol gelost und dann mit Kulturmediweaiterverdiinnt. Das Volumen des Me-
thanols wurde so gewahlt, dass die KonzentratiorMiedium 2% betrug. Die Loésungen der
Testsubstanzen wurden jeweils unmittelbar vor iMerwendung frisch angesetzt. Am Tag 1
mussten die Konzentrationen auf das 1,33 fachehesérden, da die 50 ul Zellsuspension, die
am Beginn des Versuchs bereits in den Wells voriandaren, noch kein Antibiotikum enthiel-
ten. Vor der Zugabe zu den Zellen wurden die Medmehmals steril filtriert.

Als Positivkontrolle wurde 5-Fluoruracil, ein Zytatikum, verwendet. Die Substanz wurde zu-
nachst in einer Konzentration von 2 mg/ml in déstiem Wasser geldst und in Portionen von
20 pl eingefroren. Zu Beginn des Versuches wurddaes wieder aufgetaut und mit 980 pl Me-
dium auf ein Verhaltnis von 1:50 verdinnt. Diessprach einer Konzentration von 40 pg/ml.
Anschlieend wurde diese LOsung nochmals verdiumt in einer Konzentration von
0,29 pg/ml als Positivkontrolle verwendet. Die geeite Konzentration an 5-Fluoruracil als Po-
sitivkontrolle wurde in Vorversuchen ermittelt.

Fur die MTT-Stammldsung wurden 5 mg MTT in 1 ml P@4t Calcium und Magnesium) ge-
|6st. Die MTT-Desorptionslésung bestand aus 20 KIHCI und 480 ml Isopropanol, welche

miteinander vermischt wurden.

2.12.4 Versuchsdurchfuhrung

Die Durchfiihrung der Bestimmung der Zelltoxizité@r etinzelnen Antibiotika geschah nach ei-
nem modifizierten MTT-Zytotoxizitatsprotokoll mitehn Tagen Inkubation. Um mdégliche Ein-

flisse von Zusatzstoffen in den InfusionsliésungenMakrolide zu erkennen, wurden die Ver-

suche mit den jeweiligen Reinsubstanzen wiederiNdich dem gleichen Prinzip wurden die

Zytotoxizitaten neben den 3T3-Zellen auch an EAR§ Endothelzellen bestimmt.

Um das Protokoll auch auf die Endothelzellen anwengu konnen, waren Vorversuche not-
wendig. In diesen Versuchen wurde die Menge detruséenden Zellen bestimmt, bei der eine

Auswertung nach zehn Tagen méglich war.



Material & Methoden 42

Die 3T3-Zellen, wie auch die Endothelzellen, wurder96-Well-Platten eingesat, Uber zehn
Tage dem Einfluss von diversen KonzentrationenAtdibiotika ausgesetzt und anschliel3end
die Menge der noch vitalen Zellen mit Hilfe desbistoffes MTT photometrisch gemessen.

Das Protokoll sah eine Versuchsdauer von zehn TagerBei jedem Versuch wurde ein Dop-
pelansatz, also zwei Multiwell-Platten pro Antibkaim, gewahlt. Alle Versuche wurden zu ei-

nem weiteren Zeitpunkt wiederholt.

1. Tag:

Die in Zellkulturschalen kultivierten Zellen wurdamalog zur Subkultivierung zunachst trypsi-
niert, zentrifugiert und in ihrem jeweiligen Mediumsuspendiert. Die Zellen wurden dann mit-
tels der Neubauerkammer gezahlt, und anschlieReindew die 3T3-Fibroblasten auf eine Zell-
konzentration von 1 x f0Zellen/ml Kulturmedium eingestellt. Die Zellsusg@m der
EA.hy 926 Endothelzellen wurde auf eine Zellkonezatitin von 2 x 16 Zellen/ml Kulturmedi-
um eingestellt. Die einzelnen Wells der Multititlatte wurden mit einer Mehrkanal-
Mikropipette folgendermalRen beschickt: 10 x 6 Wellgden jeweils mit 50 pl Zellsuspension
befillt, so dass pro Well im Durchschnitt etwa SJB-Fibroblasten bzw. 1000 EA.hy 926 En-
dothelzellen vorhanden waren. In die freien Weits Rand der Platte (Blanks) wurden jeweils
200 pl Kulturmedium pipettiert. Die Multiwell-Pla&ih wurden anschliel3end fur zwei Stunden im
Brutschrank bei 37 °C, 5% G@nd 96% Luftfeuchtigkeit inkubiert.

Danach wurde im Mikroskop Uberprtft, ob die Zelten Boden der Vertiefungen angewachsen
waren. Die Vertiefungen mit den eingebrachten Zellirden dann nach einem festgelegten
Schema mit 150 pl Kulturmedium mit einer 1,33 fachk@®nzentration des zu untersuchenden
Antibiotikums beschickt (siehe Abbildung 10). DarbeEinsaen der Zellen 50 pl Medium ohne
Antibiotikum verwendet wurde, musste folglich angThdie 1,33 fache Konzentration dazuge-
geben werden, um bei 200 pul Gesamtvolumen auf dieirtersuchende Konzentration des
Makrolides zu kommen. Auf jeder Platte wurde einesifvkontrolle mit 5-Flourouracil
(0,29 pg/ml) und eine Negativkontrolle, d. h. Kathedium ohne Zusatz von Antibiotikum,
mituntersucht. Bei den Reinsubstanzen wurde jewmsdlsh eine Vehikelkontrolle analysiert.

Nachfolgend wurden die Multititer-Platten wieder Brutschrank inkubiert.
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Abbildung 10: Pipettierschema fur die Antibiotikabeschickung 8é-Well-Platte im MTT-
Zytotoxizitatstest; PK = Positivkontrolle, A1-A8 Antibiotikum in verschiede-
nen Konzentrationen, K = Kontrolle, B = ,Blank®, &evert.

3. Tag:

Die Multiwell-Platten wurden aus dem Brutschranknemmen und unter dem Mikroskop auf
etwaige Verunreinigungen, Kontaminationen und &g \@achstum der Zellen hin untersucht.
Das Medium wurde durch vorsichtiges Abdekantieraa den Vertiefungen entfernt und die
Platten wurden auf weichem sterilem Zellstoff aksgeft. In die aul3eren Vertiefungen, die
.Blanks®, wurden wieder 200 pl Kulturmedium pipetti. In die 8 x 6 Wells mit den Zellen
wurde nach dem Schema das Medium mit dem gelostébidtikum zugegeben. Da nun 200 pl
Volumen zugegeben werden konnte, wurde die einf&@mzentration eingestellt. Die Positiv-,
Negativ- und gegebenenfalls Vehikelkontrollen wurébenfalls neu beschickt.

Die Multiwell-Platten kamen danach fur die weitémkubation wieder in den Brutschrank.

6. Tag:

Die Multititer-Platten wurden wieder mikroskopisalnf Kontamination und Zellwachstum un-
tersucht.

Das Medium wurde aus den einzelnen Wells abdekantiel die Platten auf weichem sterilem
Zellstoff vorsichtig ausgeklopft. Die ,Blanks” wued mit 200 pl Kulturmedium aufgefallt und

die Positiv-, Negativ- und Vehikelkontrolle mit émw jeweiligen Losungen beschickt. In die
8 x 6 Vertiefungen der Proben wurden 200 pl defaeimkonzentrierten Antibiotikum-Medium-

Gemischs pipettiert.

Die Multiwell-Platten wurden anschlie3end wiededen Brutschrank zur Inkubation gestellt.
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10. Tag:

Die Platten wurden aus dem Brutschrank enthommenalle Wells wurden 20 pl MTT-
Stammldsung pipettiert. Um das MTT gut mit dem necthandenen Medium zu durchmischen,
wurden die Multiwell-Platten fur funf Minuten auinem Mikrotiter-Shaker geschttelt. An-
schlieRend kamen die Platten fur weitere drei Starmir Inkubation in den Brutschrank.

Nach den drei Stunden klopfte man die Mikrotitestin vorsichtig auf weichem sterilem Zell-
stoff aus, und es wurden 130 pl MTT-Desorptionshgsun jede Vertiefung pipettiert. Die Plat-
ten wurden fur 15 Minuten auf dem Mikrotiter-Shageschittelt. Danach konnte dann die Mes-

sung der optischen Dichte mit einem Photometeridyaftihrt werden.

2.12.5 Prinzip der Datenauswertung

Die Messung der einzelnen Proben auf den MultiRé&kten wurde mit Hilfe eines Photometers
bei einer Wellenlange von 570 nm durchgefihrt. BPleotometrie ist ein spektrales Untersu-
chungsverfahren flr quantitative Analysen, z. Ba vidalen Zellen. Sie basiert auf der Grundla-
ge der Abhéangigkeit der Absorptionsintensitéat ven sich im Strahlengang befindlichen Teil-
chenzahl. Man kann damit die Konzentrationen van ¥erteilten oder auch geldsten Stoffen
(Farbstoffen) durch den Intensitatsverlust desafligriden Lichtes bestimmen.

Zur Auswertung wurden die Extinktionswerte des uwemadelten Farbstoffes der behandelten
Proben mit den unbehandelten Kontrollen vergliciiésaich der Messung erhielt man pro Well
einen Wert fur die optische Dichte der Probe. Vtiana,Blanks* auf einer Multititer-Platte
wurde der Mittelwert gebildet und von der optiscliohte der behandelten Proben subtrahiert.
Somit konnte man den Einfluss der Absorption desltufomediums und der MTT-
Desorptionslésung von den Werten der untersuchteipeid eliminieren.

Anschlie3end wurden die Mittelwerte und Standardablungen jener Wells berechnet, die mit
der gleichen Konzentration des jeweiligen Antilkatns inkubiert wurden. Diese wurden dann
auf ihre statistische Signifikanz mittels des Rést-t-Tests nach Dunnett (zweiseitig) gegen-

Uber der unbehandelten Kontrolle Gberprift undmem Diagramm graphisch aufgetragen.
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2.13 Immunhistochemie

2.13.1 Prinzip der Immunhistochemie

Die Immunhistochemie ist eine etablierte Methodé&, der bestimmte Oberflachen- oder auch
intrazellulare Proteine auf bzw. in verschiedeneheh nachgewiesen werden kénnen.

Fur die Immunhistochemie werden primare Antikorgeryohl polyklonale als auch monoklona-
le, die jeweils fur bestimmte Epitope selektiv singrwendet. Die zu analysierenden Zellen
werden mit dem Antikdrper inkubiert und anschlieRgewaschen. Danach erfolgt eine weitere
Inkubation mit einem fir den primaren Antikdrpeezilischen sekundaren Antikérper an den
ein Fluorochrom gebunden ist. Nach weiterer Wasghumd Fixierung kénnen die Zellen dann

unter dem Fluoreszenzmikroskop untersucht werden.

2.13.2 Beschichten der Deckglaschen mit L-Lysin

Die untersuchten primaren HUVEC Endothelzellen kenmicht auf sterilen Glasplattchen an-
gezuchtet werden, da sie nicht anwuchsen. DiedddPnatik konnte durch vorheriges Beschich-
ten (,Coaten®) mit L-Lysin umgangen werden.

Dazu wurden die Glasplattchen grindlich mit PBSgksund getrocknet. Anschliel3end wurden
die Glasplattchen fiir 15 Minuten in eine L-Lysinduing gegeben. Die L-Lysin-L6ésung wurde
aus einer Stammldsung mit einer L-Lysin-Konzentratvon 0,1 mg/ml direkt vor der Inkubati-
on durch eine Verdinnung von 1:100 in PBS verdtengestellt. Danach wurden die Plattchen
mit Aqua bidest. gesplilt und getrocknet.

Auf der L-Lysin-Oberflache der Glasplattchen wuchske Zellen gut an und konnten fir die
immunhistochemischen Untersuchungen eingesetztenerd

2.13.3 Herstellung von TBS

In der Immunhistochemie wurde fir die Spullvorgangd die Verdinnungen TBS verwendet.
Das TBS wurde vor jedem Immunhistochemieversuchamgesetzt. Es bestand aus 10% 10fach
konzentriertem Tris-Puffer, 10% 10fach konzenteemlatriumchlorid-Losung und 80% destil-

liertem Wasser.
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2.13.4 Versuchsdurchfuhrung

Fur die Anzucht der Endothelzellen auf den bestbieh Glasplattchen wurden jeweils drei
Stuck in einer Petrischale mit einer Zellsuspensiod entsprechendem Zellkulturmedium tber-
schichtet und im Brutschrank gemal3 der ProtokadleZellkultivierung inkubiert. Nach drei bis
vier Tagen war auf den Deckglaschen ein gleichmdigigter Endothelzellrasen gewachsen. Das
Medium wurde verworfen und die Plattchen mit TBShnfech gespult. AnschlieRend wurden
sie in einer 4%igen Paraformaldehydl6sung fixi®amit konnten sie bis zu einer Woche im
Kihlschrank bei 4 °C in TBS aufbewahrt werden.

Bei Beginn des Versuches wurden die Glasplattcloesichtig aus den Petrischalen entnommen
und in 6-Well-Platten Gberfiuhrt. Dort wurden si@idral jeweils 5 Minuten mit frischem TBS
gespult. Da der von Willebrandt-Faktor, ein intladéres zytoskelettstandiges Protein, markiert
werden sollte, mussten die Endothelzellen permisabil werden. Dazu wurden die Zellen fur
20 Minuten in einer Losung aus TBS mit 5% Eselserumd 0,1% Triton X-100
(4-(1,1,3,3-Tetramethylbutyl)phenyl-polyethylengdgl) Gberschichtet. Wahrenddessen konnte
der Primar-antikorper gegen den vVWF vorbereitetdeer Der Antikérper wurde 1:20 in einer
Losung aus TBS mit 5% Eselserum und 0,1% TritonOR-¥erdinnt und sorgfaltig homogeni-
siert. Die Plattchen wurden jeweils mit 50 pl desdéinnten Primarantikorpers fur 45 Minuten
bei 20 °C in einer feuchten Kammer inkubiert. Naehn Inkubation wurden die Endothelzellen
wieder dreimal fur jeweils 5 Minuten grindlich miBS gespdult. Die Plattchen wurden an-
schlielend sorgfaltig trocken getupft, wobei dargefchtet wurde, nicht die Endothelzellen
herunterzuwischen. Im Anschluss wurde der Sekunti&éaper vorbereit. Dafir wurde ,,don-
key anti-mouse Cy-3“-Antikdrper in einer Verdinnwign 1:200 und der fir DNA spezifische
Farbstoff DAPI (4',6-Diamidino-2-phenylindol) inrgr Verdinnung von 1 ng/ml in TBS ge-
mischt. Die Glasplattchen wurden dann fir 45 Minute einer dunklen, feuchten Kammer in-
kubiert. Hinterher wurden die Plattchen dreimalgds/5 Minuten im Dunklen mit TBS gesplilt.
Um die Endothelzellen auf den Glasplattchen zwefem, wurden sie mit Fluoromount G einge-
deckelt und im Kihlschrank 15 Minuten ausgehdBanach konnten die Endothelzellen und die
Farbung der Zellkerne in DAPI bzw. die Farbung dé#& in Cy-3 unter den entsprechenden
Filtern im Fluoreszenzmikroskop untersucht werd@hgrholzer et al., 2007).
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3. Ergebnisse

3.1 Immunhistochemie des vVWF in den HUVEC

In dieser Arbeit wurden primar Endothelzellen uhceiReaktionen auf bestimmte Reize unter-
sucht. Daflr musste man zuverlassig davon ausddireren, dass die analysierten Primarkultu-
ren ausschliel3lich humanen Endothelzellen entspradiin mdgliches Problem ware die Ver-
unreinigung der Primarkultur mit Fibroblasten aes dena umbilicalis. Deshalb wurde VWF als

ein Marker Uberprift, der die Zellen eindeutigBiglothelzellen kennzeichnete.

3.1.1 Nachweis von vWF in HUVEC

Die primaren Endothelzellen wurden in Passage @igiimmunhistochemie-Versuche verwen-
det. Sie wurden nach dem Protokoll fur intrazebell&larkierung von Proteinen in Zellen be-

handelt (siehe 2.13) und mit einem monoklonalen $¥antikorper gegen den vWF und dem fur
DNA spezifischen Farbstoff (DAPI) zur Farbung dedlierns inkubiert.

Es wurden zwei Glasplattchen mit den oben genanptenidren Antikorpern und einem ent-

sprechenden sekundaren Antikorper inkubiert. Zuerphifung, ob der sekundare Antikorper
keine weiteren Epitope als den primaren Antikdnpespezifisch bindet, wurden zwei Kontrol-

len nur mit dem sekundaren Antikorper inkubiert.

Bei den HUVECs konnte spezifisch der VWF im Zelk&r an das Zytoskelett gebunden nach-
gewiesen werden (siehe Abbildung 11). Es war digfalass im Bereich des Zellkerns, ange-
farbt mit dem DAPI-Farbstoff, die Dichte des vWHFigger war (siehe Abbildung 12).
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Abbildung 11: Immunhistochemische Farbung des vVWF mit einem mionalen Maus-
Antikdrper gegen VWF und dem sekundaren Antikorggr3 in HUVECs
(VergrolRerung 400fach; gleicher Bildausschnitt . 12).

Abbildung 12: Immunhistochemische Farbung des Zellkerns mit deAPI-Farbstoff in
HUVECSs (VergrofRerung 400fach; gleicher Bildaussttiwie Abb. 11).
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3.2 pH-Wertbestimmung der Antibiotikaldsungen

In der Literatur wird als ein moéglicher Risikofaktair die Entwicklung einer Infusionsphlebitis
nach der i.v.-Applikation von Antibiotika der pH-Weler infundierten Losung angegeben (sie-
he 1.1).

Um den pH-Wert der Antibiotikalosungen zu Uberpniife#urden von den untersuchten Antibio-
tika Erythromycin, Clarithromycin, Azithromycin unQuinupristin/Dalfopristin Losungen mit
verschiedenen Konzentrationen hergestellt. Die hgen entsprachen denen, mit denen die En-
dothelzellen zwei Stunden lang inkubiert wurdenydoedie durchflusszytometrische Untersu-
chung erfolgte. Die pH-Werte der einzelnen Konzmnen wurden mit einem pH-Meter
(Schott Lab Technology GmbH) gemessen.

Die pH-Werte anderten sich gering zum basischempkeich im Vergleich zum normalen Kon-
trollmedium. Mit steigender Konzentration des Amdtikums wurde die Losung etwas basi-
scher. Azithromycin erreichte in der maximalen wuehten Konzentration von 800 mg/l einen
pH-Wert von 8,24, Clarithromycin erreichte bei 606/ 8,32, Erythromycin bei 1400 mg/l 8,28
und Quinupristin/Dalfopristin erreichte bei 800 mgihen pH-Wert von 8,2. Das Kontrollmedi-
um ohne Zugabe von einem Antibiotikum hatte eineRrVigert von 8,1 (Medium eine Woche
alt). Bei frischem Medium, das noch keinen langdfemtakt mit Luft hatte, lag der pH-Wert
bei 7,5.

Die im Rahmen dieser Arbeit bestimmten pH-Wertefagamit in einem Bereich, der kein zu-

satzliches Risiko fur eine Phlebitis bedeutet.

3.3 Untersuchung der zytotoxischen Wirkung von Erythromnycin, Clarithromycin und
Azithromycin auf 3T3-Fibroblasten und EA.hy 926 Endthelzellen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die zytotoxischenmkdfgen von Erythromycin, Clarithro-
mycin und Azithromycin untersucht. Da der Fokus@er Wirkungen verschiedener Antibiotika
auf Endothelzellen lag, sollte die Zytotoxizitatr dBubstanzen auf Endothelzellen analysiert
werden. Deshalb musste in Vorversuchen das maglifeziM T T-Zytotoxizitatsprotokoll fur die
EA.hy 926 Endothelzellen angepasst werden.

Die Auswertung der mit dem Photometer gemessenete\ilénrte zu einigen Kenngrol3en far

die untersuchten Antibiotika. Als erstes wurde NI®BEC (no observed effect concentration),
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d. h. die hdchste untersuchte Konzentration beiggeade noch kein zytotoxischer Effekt beo-
bachtet werden konnte, bestimmt. Des Weiteren wdredEG (50% effect concentration) be-
rechnet. Das ist die Konzentration, bei der deregmmne Extinktionswert um 50% zur unbehan-

delten Kontrollgruppe verringert war.

3.3.1 Adaption des MTT-Protokolls auf EA.hy 926 Endothelzllen

Um das 10-Tage-MTT-Protokoll von den 3T3-Fibrokdastuch auf andere Zelllinien zu tber-
tragen, musste auf die Unterschiede zwischen ilemagegangen werden. Die 3T3-Fibroblasten
hatten eine in etwa doppelt so hohe Teilungsrateimi Vergleich dazu die EA.hy 926 Endo-
thelzellen. Weiterhin waren die Fibroblasten dehtlanspruchsloser in ihrer Einsaatdichte, wo-
hingegen die Endothelzellen bei zu geringer Dichtat anziichtbar waren. Folglich musste die
optimale Zellkonzentration an Endothelzellen in dallsuspension, mit der die Multiwell-

Platten beschickt wurden, ermittelt werden.

* Anpassung der Zellzahl
In diesem Vorversuch wurden in zwei 96-Well-Plattarierschiedliche Dichten an EA.hy 926
Endothelzellen eingesat. Es wurden Anfangszellralien 1000, 2000, 4000, 8000, 16000,
20000, 25000 und 30000 Endothelzellen pro Well dtwvAuf jeder Platte wurden sechs Wells
mit jeweils der gleichen Zellzahl beschickt, insyes hatten also zwdlf Wells die gleiche Zell-
zahl (siehe Abbildung 13). Die Zellen wurden fir T@ge in den Multiwell-Platten kultiviert.
Als Medium wurde das Standardmedium fur die Endaéllen verwendet, welches am dritten
und am siebten Tag gewechselt wurde. AnschlieReaiem die 96-Well-Platten mit dem
MTT-Test im Photometer gemessen und ausgewertet. A war es, diejenige Anfangszell-
konzentration von EA.hy 926 Endothelzellen zu fimdeei der die Zellen dicht genug eingesét
waren, um anzuwachsen. Weiterhin musste eine Hidmlder spateren Kontrolle ermittelbar
sein, die innerhalb der Extinktionswerte des MT Ttefgxizitatstest lag, in denen eine Auswer-

tung maoglich war.
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Abbildung 13: Schema einer 96-Well-Platte mit unterschiedlichemns&atdichten an
EA.hy 926 Endothelzellen (B = ,Blank®, Leerwert).

Der Extinktionswert bei der kleinsten Zellkonzetitla von 1000 Endothelzellen nach 10 Tagen
Kultivierung betrug ca. 33% des Wertes, der bei B0djesaten 3T3-Fibroblasten gemessen
wurde. Er lag aber innerhalb des Extinktionsbeescller bei einem MTT-Zytotoxizitatstest von
Fibroblasten gemessen wurde. Ab einer Anfangszetiotration von 4000 Endothelzellen an-
derte sich die Extinktion nicht und blieb bei 50%r d&xtinktion von 500 eingeséaten 3T3-Zellen
(siehe Abbildung 14). Im Mikroskop war zu beobaohtgass sich die Endothelzellen abldsten,

wie es bei einer zu hohen Zelldichte in einer 4dtllk zu erwarten ist.
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Abbildung 14: Optische Dichte der verschiedenen Anfangszekzalth Vergleich zur unbe-
handelten Kontrolle mit 3T3-Fibroblasten (EA.hy 926 Endothelzellen,
3T3-F. = 3T3-Fibroblasten); n = 12; Messung bei Bit0

3.3.2 Bestimmung der Zytotoxizitat der Infusionslésungen

In diesen Versuchen wurden verschiedene Konzeorieti der einzelnen Antibiotika untersucht.
Es wurden 3T3-Fibroblasten mit einer Anfangszellzaim 500 Zellen/Well und EA.hy 926 En-
dothelzellen mit einer Anfangszellzahl von 1000l&@MVell verwendet. Die untersuchten Kon-
zentrationen lagen fur Azithromycin und Clarithrazsimy zwischen 0,5 mg/l und 200 mg/I. Fur
Erythromycin wurden héhere Konzentrationen zwiscb@mg/l und 400 mg/l gewahlt, da diese
Substanz ein geringeres zytotoxisches Potenzialbes

Fur Azithromycin lag die héchste Konzentration, der kein statistisch signifikanter Unter-
schied zur Extinktion der Kontrolle nachweisbar wgMOEC), bei 50 mg/l fur die
3T3-Fibroblasten und 10 mg/l fur die EA.hy 926 Etigdzellen. Die EG, dass heildt die Kon-
zentration bei der die Extinktion auf 50% der Ektion der unbehandelten Kontrolle gefallen
war, lag fur die 3T3-Zellen bei 80 mg/l und fur diendothelzellen bei 40 mg/l (siehe
Abbildung 15/ Tabelle 2). Diese Werte wurden iptdiert.
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Abbildung 15: Zytotoxizitdt von Azithromycin im MTT-Zytotoxizitdtest. 3T3-F. =
3T3-Fibroblasten, EA.hy 926 = EA.hy 926 Endothd&el Zur Vergleichbar-
keit wurden jeweils die Mittelwerte aufgetrageneehlerbalken zeigen die
Standardabweichung der Mittelwerte, n = 12.

3T3-Fibroblasten EA.hy 926 Endothelzellen

Azithromycin [mg/I] MW SD Azithromycin [mg/I] MW SD

0 2,31 +0,10 (O 0,61 + 0,07
0,5 2,15 +0,26 | 0,5 0,65* + 0,04
1 2,41 +0,22 |1 0,68* + 0,02
5 2,51 +0,18 |5 0,70* + 0,03
10 2,42 +0,11 |10 0,67* + 0,04
50 2,30* +0,18 |50 0,18* + 0,07
75 1,81* +0,29 |75 0,05* +0,01
100 0,07* +0,05 | 100 0,04* + 0,00
200 0,006* +0,02 | 200 0,04* +0,01

Tabelle 2: Optische Dichte der mit Azithromycin inkubierterllinien bei der photometri-
schen Messung bei 570 nm. MW = Mittelwert, SD =n8tadabweichung. Statisti-
sches Signifikanzniveau: *$ 0,05, behandelte Probe gegen unbehandelte Kontrol-
le, n =12.
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NOEC [mg/l] ECso [mg/l]
3T3-F. EA.hy 926 3T3-F. EA.hy 926
50 10 80 40

Tabelle 3: Kenngrol3en des zytotoxischen Potenzials von Agitlycin in vitro.
NOEC = héchste Konzentration, bei der es noch kekféekt auf die Zellen gab,

EGs

o = Konzentration bei der 50% der Zellen vital wargimterpoliert),

3T3-F. = 3T3-Fibroblasten, EA.hy 926 = EA.hy 926GlBthelzellen, n =12.

Fur Clarithromycin wurden die gleichen Konzentrago wie fur Azithromycin untersucht. Es

konnte im untersuchten Konzentrationsbereich ei@aidung im Zellwachstum bei beiden Zell-

linien nachgewiesen werden.
Bei dieser Substanz reagierten die EA.hy 926 Emdmélien genauso empfindlich wie die

3T3-Fibroblasten und somit konnte fur beide Zelimeine NOEC von 10 mg/l bestimmt wer-
den. Auch bei Clarithromycin wurde die gCfur die Endothelzellen (30 mg/l) und fur die
Fibroblasten (40 mg/l) berechnet (siehe Abbildufd Tabelle 4).

3,0

Optische Dichte

MTT-Zytotoxizitatstest
Zytotoxizitat von Clarithromycin
==373.F,
=&=Fa.hy 926
=Y
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Clarithromycin [mg/I]

Abbildung 16: Zytotoxizitdt von Clarithromycin im MTT-Zytotoxizitstest. 3T3-F. =

3T3-Fibroblasten, EA.hy 926 = EA.hy 926 Endothd&el Zur Vergleichbar-
keit wurden jeweils die Mittelwerte aufgetrageneiehlerbalken zeigen die
Standardabweichung der Mittelwerte, n = 12.
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3T3-Fibroblasten EA.hy 926 Endothelzellen

Clarithromycin [mg/l] MW SD Clarithromycin [mg/I] MW SD

0 2,42 +0,08]0 0,56 + 0,05
0,5 2,35 +0,10| 0,5 0,60 +0,05
1 2,48 +0,06|1 0,59* + 0,05
5 2,42 +0,14|5 0,61* + 0,03
10 2,46 +0,08] 10 0,64* + 0,03
50 0,58* +0,16 | 50 0,04* +0,01
75 0,02*  +0,01 (|75 0,05* + 0,02
100 0,01* + 0,00 | 100 0,04* +0,01
200 0,01*  +0,01 | 200 0,03* +0,01

Tabelle 4: Optische Dichte der mit Clarithromycin inkubiertZelllinien bei der photometri-
schen Messung bei 570 nm. MW = Mittelwert, SD =n8tadabweichung. Statisti-
sches Signifikanzniveau:* § 0,05, behandelte Probe gegen unbehandelte Kontrol-

le, n =12.

NOEC [mg/l]

ECso [mg/l]

3T3-F.
10

EA.hy 926
10

3T3-F.
40

EA.hy 926

30

Tabelle 5 Kenngréf3en des zytotoxischen

Potenzials von Ctantlgcin

in vitro.
NOEC = héchste Konzentration, bei der es noch kekféekt auf die Zellen gab,

ECsp = Konzentration bei der 50% der Zellen vital wargimterpoliert),
3T3-F. = 3T3-Fibroblasten, EA.hy 926 = EA.hy 926GlBthelzellen, n =12.

Im MTT-Zytotoxizitatstest konnte fiur Erythromycirebden untersuchten Konzentrationen ein

hemmender Effekt in beiden Zelllinien ermittelt wen.

Bei der Endothelzelllinie betrug die hochste Korizaion, bei der kein statistisch signifikanter
Unterschied zur Kontrolle beobachtet wurde (NOEZDQ mg/l. Fir die Fibroblasten lag sie

ebenfalls bei 200 mg/l. Die Konzentration, bei der MTT-Biotransformation im Vergleich zur

Kontrolle um 50% reduziert war (g}, betrug bei den Fibroblasten 220 mg/l und bei Bedo-
thelzellen 310 mg/I (siehe Abbildung 17 / Tabelje 6
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Abbildung 17: Zytotoxizitdt von Erythromycin im MTT-Zytotoxizitatest. 3T3-F. =
3T3-Fibroblasten, EA.hy 926 = EA.hy 926 Endothd&el Zur Vergleichbar-
keit wurden jeweils die Mittelwerte aufgetragene}ehlerbalken zeigen die
Standardabweichung der Mittelwerte, n = 12.

3T3-Fibroblasten EA.hy 926 Endothelzellen
Erythromycin [mg/l] MW SD Erythromycin [mg/l] MW SD
0 2,41 +0,07|0 0,63 + 0,06
50 2,21* +0,15 | 50 0,72* + 0,03
100 2,22% +0,12 | 100 0,70 +0,03
150 2,15* +0,11 | 150 0,62* + 0,03
200 1,84* + 0,15 | 200 0,57* + 0,06
250 0,26* +0,11 | 250 0,49* + 0,07
300 0,03* + 0,01 | 300 0,36* + 0,09
350 0,01* +0,01 | 350 0,12* + 0,05
400 0,01* + 0,01 | 400 0,04* + 0,02

Tabelle 6 Optische Dichte der mit Erythromycin inkubiert2elllinien bei der photometri-
schen Messung bei 570 nm. MW = Mittelwert, SD =n8tadabweichung. Statisti-
sches Signifikanzniveau:* § 0,05, behandelte Probe gegen unbehandelte Kontrol-
le, n =12.
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NOEC [mg/I] ECso [mgl/l]
3T3-F. EA.hy 926 3T3-F. EA.hy 926
200 200 220 310

Tabelle 7 Kenngrol3en des zytotoxischen Potenzials von Hogilgcin in  vitro.
NOEC = héchste Konzentration, bei der es noch kekféekt auf die Zellen gab,
ECsp = Konzentration bei der 50% der Zellen vital wargimterpoliert),
3T3-F. = 3T3-Fibroblasten, EA.hy 926 = EA.hy 926&lBthelzellen, n =12.

3.3.3 Zusammenfassung — MTT-Zytotoxizitatstest mit Infusonslésungen

Die Kenngrof3en der zytotoxischen Potenziale vorthdamycin, Clarithromycin und Erythro-
mycin auf 3T3-Fibroblasten bzw. EA.hy 926 Endotké&nin vitro sind in drei Tabellen ange-
geben (siehe Tabelle 3, Tabelle 5 und Tabelle 7).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass Clarithmornyd das Azalid Azithromycin ein hdhe-
res zytotoxisches Potenzial hatten als Erythromybie Effekte von Clarithromycin waren in
diesem Zytotoxizitatstest am starksten, direkt lggfoon Azithromycin mit nur einer Konzentra-
tionsstufe hoher. Die Effekte auf die Fibroblaster auf die Endothelzellen waren bei diesen
beiden Substanzen vergleichbar.

Das Makrolid Erythromycin verhielt sich anders. Aigotoxizitatin vitro war deutlich geringer
und der konzentrationsabhangige Hemmeffekt auf\dashstum wurde erst bei héheren Kon-
zentrationen signifikant. Auch zwischen den beidéglllinien gab es Unterschiede. Die
EA.hy 926 Endothelzellen waren weniger empfindathdie Fibroblasten.

Das Ausmald der Zytotoxizitat in den untersuchtemzémtrationsbereichen entsprach den Er-
fahrungen aus den durchflusszytometrischen Expetigne bei denen die Zellzahlen nach der
Inkubation bestimmt wurden, wonach Clarithromycytoroxischer als Azithromycin war und
Erythromycin erst bei deutlich h6heren Konzentragio folgte. Obwohl die Inkubationszeiten
kirzer waren, namlich nur zwei Stunden statt zeage] und die untersuchten Konzentrationen

sehr viel hdher lagen, blieb die Rangfolge gleich.

3.3.4 Bestimmung der Zytotoxizitat der Reinsubstanzen

Da sowohl die MTT-Zytotoxizitatsversuche als auoh durchflusszytometrischen Experimente
nur mit den Infusionslésungen, in denen noch tegeeandere Zusatzstoffe enthalten waren
(siehe 2.3), durchgefuhrt wurden, wurden im Rahndieser Arbeit zusatzlich noch die zytotoxi-

schen Potenziale der Reinsubstanzen bestimmt.
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Erythromycin und Azithromycin konnten nicht dirakt Kulturmedium gelost werden. Erst in
warmem Methanol konnte eine Losung erreicht wer@as Methanol hatte einen Volumenan-
teil an dem Inkubationsmedium von 2%. Als unbeh#iad¢ontrollen wurden sowohl eine Kon-
trolle mit reinem Kulturmedium und eine Vehikelkarite mit 2% Methanol mitgefihrt.
Clarithromycin als Reinsubstanz konnte nicht in Wi gebracht werden. Auch hdohere Kon-
zentrationen von Methanol oder die Verwendung eldisaschallbades fuhrten nicht zur LO-
sung. Daher wurden nur die beiden erstgenannteibidtika als Reinsubstanz untersucht.

Fur die Versuche wurden nur die 3T3-Fibroblastegier Anfangszellzahl von 500 Zellen/Well
verwendet. Ansonsten wurde die Bestimmung der ayisthen Potenziale der Reinsubstanzen
gemald dem modifizierten MTT-Protokoll durchgefihrt.

Um einen moglichen zytotoxischen Effekt des Methsuo den Ergebnissen der Zytotoxizitats-
analyse der Reinsubstanzen beriicksichtigen zu kjrmerden verschiedene Volumenanteile
von Methanol untersucht. Es wurde ein Konzentrat@neich von 0,5% bis 5% Methanolanteil
im Inkubationsmedium analysiert. Auch hier wurdes daodifizierte MTT-Zytotoxizitats-
protokoll verwendet.

Fur Methanol konnte ein statistisch signifikantgtotoxisches Potenzial im untersuchten Kon-
zentrationsbereich nachgewiesen werden. Die Koretéot, welche keinen statistisch signifi-
kanten zytotoxischen Einfluss auf die untersuclzelten hatte (NOEC), war 1% Methanol im
Inkubationsmedium. Die Ef konnte bei 4,5% ermittelt werden (siehe Abbildung§ A
Tabelle 8).
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Abbildung 18: Zytotoxizitatt von Methanol im MTT-Zytotoxizitdtde 3T3-F. =
3T3-Fibroblasten. Zur Vergleichbarkeit wurden dietttdwerte aufgetragen.
Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichund/iéslwerte, n = 12.

3T3-Fibroblasten

Methanol [%] MW SD
0 0,84 +0,12
0,5 1,04 +0,12
1 0,87* +0,10
1,5 0,73* + 0,09
2 0,62* + 0,08
2,5 0,53* + 0,07
3 0,52* +0,10
4 0,59* +0,10
5 0,37* + 0,07

Tabelle 8: Messwerte der optischen Dichte der mit Methankliimerten 3T3-Fibroblasten bei
der photometrischen Messung bei 570 nm. MW = Mitget, SD = Standardabwei-
chung. Statistisches Signifikanzniveau: ¥,05, behandelte Probe gegen unbe-
handelte Kontrolle, n =12.



Ergebnisse 60

NOEC [%] ECso [%]
1 4,5

Tabelle 9: Kenngrél3en des zytotoxischen Potenzials von Methanatro. NOEC = hdchste
Konzentration, bei der es noch keinen Effekt aef£llen gab, E§s = Konzentra-
tion bei der 50% der Zellen vital waren (interpdlien =12.

Bei reinem Azithromycin konnte fir den untersuchkanzentrationsbereich ein zytotoxisches
Potenzial ermittelt werden. Die Konzentration, der noch keine statistisch signifikante Ab-
nahme der Extinktion im Vergleich zur Kontrolle ianden war (NOEC), lag bei 10 mg/l. 50%
der Fibroblasten waren bei 30 mg/l noch vital {gCsiehe Abbildung 19 / Tabelle 10).

MTT-Zytotoxizitatstest
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Abbildung 19: Zytotoxizitdt von Azithromycin als Reinsubstanz MiTT-Zytotoxizitatstest.
3T3-F. = 3T3-Fibroblasten. Als Kontrolle wurde dfehikelkontrolle mit 2%
Methanol verwendet. Zur Vergleichbarkeit wurden Ndi¢telwerte aufgetragen.
Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichund/déslwerte, n = 12.
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3T3-Fibroblasten

Azithrqmycin [mg/l] MW SD
Reinsubstanz

0 1,62 +0,16
1 2,10* +0,10
5 191 +0,18
10 1,99 +0,11
50 0,02* + 0,02
75 0,01* +0,01
100 0,01* +0,01
200 0,01* +0,01

Tabelle 10 Messwerte der optischen Dichte der mit Azithromya&is Reinsubstanz inkubierten
3T3-Fibroblasten bei der photometrischen Messuné @ nm. MW = Mittelwert,
SD = Standardabweichung. Statistisches Signifikaezm: * p< 0,05, behandelte
Probe gegen Vehikelkontrolle, n = 12.

NOEC [mg/I] ECso [mg/l]
10 30

Tabelle 11: Kenngrol3en des zytotoxischen Potenzials von Aaitlycin als Reinsubstann
vitro. NOEC = héchste Konzentration, bei der es nochdreEffekt auf die Zellen
gab, EGy, = Konzentration bei der 50% der Zellen vital war@nterpoliert),
3T3-F. = 3T3-Fibroblasten, n = 12.

Im MTT-Zytotoxizitatstest konnte fur das reine Emgmycin ebenfalls eine Zytotoxizitat der
Substanz im untersuchten Konzentrationsbereiclhgeegesen werden. Die héchste Konzentra-
tion, bei der noch kein statistisch signifikantemtéfschied zur Kontrolle nachgewiesen werden
konnte (NOEC), lag bei 200 mg/l. Bei einer Konzatitm von 220 mg/l war die Extinktion der
Probe auf die Halfte der Kontrolle abgefallen (siébbildung 20 / Tabelle 12).
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Abbildung 20: Zytotoxizitat von Erythromycin als Reinsubstanz MTT-Zytotoxizitatstest.

3T3-F. = 3T3-Fibroblasten. Als Kontrolle wurde dfehikelkontrolle mit 2%
Methanol verwendet. Zur Vergleichbarkeit wurden idi¢telwerte aufgetragen.
Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichund/déslwerte, n = 12.

3T3-Fibroblasten

Erythromycin [mg/l]

0

100
150
200
250
300
350
400

Reinsubstanz

MW

1,51
1,77
1,67*
1,26*
0,06*
0,00*
-0,01*
0,00*

SD

+0,13
+ 0,08
+ 0,09
+0,11
+ 0,03
+0,01
+0,01
+0,01

Tabelle 12 Messwerte der optischen Dichte der mit ErythromygReinsubstanz inkubierten
3T3-Fibroblasten bei der photometrischen Messung @ nm. MW = Mittelwert,

SD = Standardabweichung. Statistisches Signifikewezu: * p< 0,05, behandelte
Probe gegen Vehikelkontrolle, n = 12.
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NOEC [mg/l] ECso [mg/l]
200 220

Tabelle 13 Kenngrof3en des zytotoxischen Potenzials von Ergtioin als Reinsubstann
vitro. NOEC = héchste Konzentration, bei der es nochdreEffekt auf die Zellen
gab, EGy, = Konzentration bei der 50% der Zellen vital war@nterpoliert),
3T3-F. = 3T3-Fibroblasten, n = 12.

3.3.5 Zusammenfassung — MTT-Zytotoxizitatstest mit Reinshstanzen

Die Rangfolge der Zytotoxizitaten, die in den Vetsen mit den Infusionslésungen festgestellt
werden konnte, wurde mit den Reinsubstanzen futhEygnycin und Azithromycin bestétigt.
Die Kenngro3en der beiden Antibiotika sind in zWabellen zusammengefasst (Tabelle 11 und
Tabelle 13).

Azithromycin hat im Vergleich zu Erythromycin eieutlich gré3eres Zytotoxizitatspotenzial
vitro. Die zytotoxischen Konzentrationen lagen in degiajlen Grol3enordnungen wie die der
Infusionslésungen.

Wie im Vorversuch der Zytotoxizitatsbestimmung Vdethanol auf die 3T3-Fibroblasten ge-
zeigt wurde, kann ein Effekt des Losungsmittlerden Versuchen mit den Reinsubstanzen nicht
vernachlassigt werden. Es zeigte sich durchgamsggohl im Vorversuch als auch in den Ver-
gleichen der Vehikelkontrollen gegentiber den noemalontrollen, dass die 2% Methanol im
Medium als Losungsmittler eine Erniedrigung der gesenen optischen Dichte um 25% be-
wirkte. Somit konnte unter Berlicksichtigung des adgsthieds zwischen der Vehikelkontrolle
und der Kontrolle ohne Methanol davon ausgegangsden, dass die Infusionslésungen eben-
so zytotoxisch wie die Reinsubstanzen waren, dadiee Extinktionswerte bei gleicher Konzent-
ration und Substanz zwischen der Infusionsformufigrund der Reinsubstanz um 25% unter-

schieden.

3.4 Untersuchung der proinflammatorischen Oberflachenatigene durch die Durchfluss-

zytometrie

Nachdem Daten Uber die zytotoxischen Potenzialedimdnterschiede in diesem Bereich zwi-
schen den verschiedenen Antibiotika erhoben wovdaren, sollte noch analysiert werden, ob
sich die Substanzen auch in unterschiedlicher Wai$elie proinflammatorischen Oberflachen-
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antigene auswirkten. Es wurden solche Oberflachegeare untersucht, von denen bekannt ist,
dass sie in der Entzindungskaskade an der GefalsuaedRolle spielen. Zusatzlich zu den in
der Zytotoxizitatsanalyse untersuchten Makrolidew.bdem Azalid wurden in den durchfluss-
zytometrischen Experimenten noch die Wirkungen vONF-a und dem Streptogramin
Quinupristin/Dalfopristin untersucht.

Die Auswertung der ermittelten Daten geschah mifeHles WinList-Programms. Es wurde die
so genannte ,99%-Thresholdmethode” verwendet, wdlgeFluoreszenz von nicht markierten
Zellen (Autofluoreszenz) als Negativkontrolle deenEs wurde so ausgewertet, dass jede Fluo-
reszenzzunahme jenseits der Fluoreszenz von 99%ndearkierten Zellen als positive Zunah-
me des jeweils untersuchten Oberflachenantigen®getwvurde. Die statistische Auswertung
der Daten geschah mit Hilfe des ,Univariate Genkna¢ar Model* mit nachfolgendem zweisei-

tigem Post-Hoc-t-Test nach Dunnett. Als statisesc8ignifikanzniveau wurde p < 0,05 gewahlt.

3.4.1 Anpassung des Modells an die klinische Infusionsajigation

Die in den Fachinformationen angegebenen Infuseitrézme lagen bei den in dieser Arbeit
untersuchten Substanzen zwischen 30 Minuten finittlamycin (Klacid®) und 3 Stunden fiir
Azithromycin (ZithromaR). Eine durchschnittliche Infusionsdauer im klifisa Alltag liegt bei
etwa 2 Stunden. Um diese Situationimvitro System moglichst genau nachbilden zu kénnen,
wurde in einem Vorversuch die Auswirkung von unthredlich langen Inkubationszeiten mit
einem Antibiotikum auf die EA.hy 926 Zellen untecbu

Dazu wurden die Endothelzellen fir 15 Minuten, ange bzw. 2 Stunden mit dem Streptogra-
min Quinupristin/Dalfopristin mit jeweils einer Kaantration von 400 mg/l bzw. 800 mg/l inku-
biert. Die Messung der positiv markierten Zellendile untersuchten Oberflachenantigene wur-
de nach einer insgesamten Versuchsdauer von 24l&tuwturchgefihrt. Es wurden 10.000 En-
dothelzellen im Durchflusszytometer gemessen. Deeshiche wurden zwei Tagen durchgefihrt
(jeweils n = 3). Da die Daten eine gute Ubereinstimg aufwiesen, konnten sie gepoolt wer-
den.

Es war zu beobachten, dass die Reaktion mit stéggedauer der Inkubation bei einer Konzent-
ration von 400 mg/| starker wurde. Das Oberflachégan CD 34 stieg etwa um das Vierfache
von 2,5% positive Zellen auf 9,37% positive Zell&uich die anderen Antigene stiegen an. Be-
reits bei einer Inkubationszeit von 15 Minuten kienbei einem der Marker, ICAM-1, eine sta-
tistisch signifikante Steigerung der positiv martea Zellen gemessen werden. Bei einer Inku-
bationszeit von 2 Stunden und einer anschlieReidétnr ohne Testsubstanz von 22 Stunden
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war fur alle untersuchten proinflammatorischen @&ehenantigene die Anzahl der positiv

markierten Endothelzellen statistisch signifikaestiegen (siehe Abbildung 21 / Tabelle 14).

Abhé&ngigkeit der Oberflachenantigene von der Inkuba  tionszeit

(400 mg/l Quinupristin/Dalfopristin)
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Abbildung 21: Prozentanteil der positiv markierten EA.hy 926 é@heélzellen fur CD 34,
E-Selektin, ICAM-1 und VCAM-1 nach verschieden langinkubationszeiten
mit 400 mg/l Quinupristin/Dalfopristin. Messzeitgar24 Stunden nach Beginn
der Inkubation. n = 6 (Zellzahl pro Messung: 10)000

400 mg/l Quinupristin/Dalfopristin

Kontrolle 15 Minuten 1 Stunde 2 Stunden
CD 34 2,50 +1,53 5,96 + 5,01 6,79 + 3,16 9,37* £+ 3,24
E-Selektin 5,94 + 0,90 7,66 + 3,55 6,16 + 0,85 9,82* + 2,64
ICAM-1 20,58 £ 3,57 31,45* £ 6,63 42,81*+8,29 55,23* 4B
VCAM-1 1,56 +0,76 281 +1,77 4,16 + 1,67 7,65* + 2,87

Tabelle 14: Prozentanteil der positiv markierten EA.hy 926 Bheétzellen fir CD 34,
E-Selektin, ICAM-1 und VCAM-1 nach unterschiedli@nger Inkubationszeit mit
400 mg/l Quinupristin/Dalfopristin (Mittelwert + &bhdardabweichung; Angaben
in %). Statistisches Signifikanzniveau: *0,05, behandelte Probe gegen unbe-
handelte Kontrolle, n = 6 (Zellzahl pro Messung:000).
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Bei der Inkubation mit 800 mg/l Quinupristin/Dalfigtin Gber die unterschiedlichen Inkubati-
onszeiten konnte ebenfalls eine eindeutige Abh&egigler Veranderungen von der Zeitdauer
der Substanzexposition ermittelt werden. Die Reaktler Endothelzellen auf das Antibiotikum
war starker ausgepragt als bei der geringeren Kdreten von 400 mg/l. VCAM-1 stieg nach
einer Inkubationszeit von 1 Stunde statistischislgmt von 2% positiv markierten Zellen auf
etwa das Funffache, 11,8% positive Zellen. Die eveit untersuchten Oberflachenantigene stie-
gen ebenfalls statistisch signifikant an, E-Sefektn 3,2% auf 10,1% und ICAM-1 von 20,7%
auf 57,9% positive Zellen. Nach einer Inkubatioftszen 2 Stunden sank der Anteil der positiv
markierten Zellen fir ICAM-1 und VCAM-1 leicht (CB4 auf 45,9% positive Zellen und
CD 106 auf 10,5% positiv markierte Zellen). Weitarfkonnte nach einer Inkubation von 2
Stunden mit 800 mg/l Quinupristin/Dalfopristin eiAbnahme der Zellzahl auf bis zu 50% der
gezahlten Zellen im Vergleich zur Zellzahl in detbehandelten Kontrolle gemessen werden.
Auch bei diesen Versuchen wurden die 10.000 Entithen erst nach einer Gesamtbehand-
lungsdauer von 24 Stunden im FACScan analysiehésAbbildung 22 / Tabelle 15).

Abhé&ngigkeit der Oberflachenantigene von der Inkuba  tionszeit
(800 mg/l Quinupristin/Dalfopristin)
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Abbildung 22: Prozentanteil der positiv markierten EA.hy 926 Bheétzellen fur CD 34,
E-Selektin, ICAM-1 und VCAM-1 nach verschieden langinkubationszeiten
mit 800 mg/l Quinupristin/Dalfopristin. Messzeitgar24 Stunden nach Beginn
der Inkubation. n = 6 (Zellzahl pro Messung: 10)000
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800 mg/l Quinupristin/Dalfopristin

Kontrolle 15 Minuten 1 Stunde 2 Stunden
CD 34 3,16 + 0,70 7,49+406 15,87*+9,07 15,97*%2,36
E-Selektin 3,17 +2,21 433+1,74 10,06*+4,04 11,73*+2,08
ICAM-1 20,69 + 3,75 43,76* + 9,55 57,88*+2,92 4590*¢26
VCAM-1 2,00+0,31 537+192 11,84*+523 10,49*+3/41

Tabelle 15: Prozentanteil der positiv markierten EA.hy 926 é&heélzellen fur CD 34,
E-Selektin, ICAM-1 und VCAM-1 nach unterschiedli@mger Inkubationszeit mit
800 mg/l Quinupristin/Dalfopristin (Mittelwert + &bdardabweichung; Angaben
in %). Statistisches Signifikanzniveau: *0,05, behandelte Probe gegen unbe-
handelte Kontrolle, n = 6 (Zellzahl pro Messung:000).

In der klinischen Situation, die bei dies@rvitro Experimenten mdglichst realistisch nachgebil-
det werden sollte, entsteht das voll ausgepradtedsner infusionsbedingten Thrombophlebitis
nicht sofort nach Ende der Infusion. Es dauert gmeisse Zeit, in der sich die Entziindung ent-
wickelt. Um moglichst aussagekraftige Resultate Reaktionen der Oberflachenantigene auf
den Endothelzellen zu erhalten, wurden nach eimardationszeit von zwei Stunden die behan-
delten Zellen in einem Zellkulturmedium ohne Arangielzusatz flir verschiedene Zeitrdume
belassen. So sollte bertcksichtigt werden, dasZélien eine gewisse Zeit brauchen, um auf
den Reiz durch die Infusionssubstanz eine vollammatorische Reaktion zu entwickeln.

Die EA.hy 926 Endothelzellen wurden fur zwei Stumaeit 200 mg/I Quinupristin/Dalfopristin
inkubiert. AnschlieBend wurde das Medium mit dentidintikum gewechselt und gegen ein
Medium ohne Arzneimittel ausgetauscht. Hierin wardée Zellen 1, 4 bzw. 22 Stunden belas-
sen und nach Ende der expositionsfreien Zeit wusddort mit Hilfe der Durchflusszytometrie
10.000 Endothelzellen analysiert.

Es konnte gezeigt werden, dass bereits nach einad& expositionsfreier Zeit eine signifikante
Reaktion der Endothelzellen bei zwei Oberflacheiganen nachzuweisen war. Die maximale
Auspragung der Reaktion mit einem Maximum an positarkierten Zellen war nach einer Ge-
samtzeit von 24 Stunden, d. h. nach zwei Stundiembltion und 22 Stunden expositionsfreier
Zeit, vorhanden. Es waren alle untersuchten prammfhatorischen Oberflachenantigene im Ver-
gleich zur unbehandelten Kontrolle statistisch sikgnt erhéht, CD 34 von 3,31% positive Zel-
len auf 10,41% positive Zellen und VCAM-1 von 3,08¥sitive Zellen auf 7,85% positive Zel-
len. Auch E-Selektin stieg um etwa das Funffache der Anteil der ICAM-1-positiven Zellen
verdoppelte sich (siehe Abbildung 23 / Tabelle 16).
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Abhangigkeit der Oberflachenantigene von der exposi  tionsfreien Zeit
(200 mg/l Quinupristin/Dalfopristin)
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Abbildung 23: Prozentanteil der positiv markierten EA.hy 926 é@heélzellen fur CD 34,
E-Selektin, ICAM-1 und VCAM-1 nach verschieden langexpositionsfreien
Zeiten mit 200 mg/l Quinupristin/Dalfopristin. Messtpunkt 3, 6 bzw. 24
Stunden nach Beginn der Inkubation. n = 3 (ZellzabhlMessung: 10.000).

expositionsfreie 200 mg/l Quinupristin/Dalfopristin
Zeit Kontrolle 1 Stunde 4 Stunden 22 Stunden
CD 34 3,31+0,77 7,36* £ 1,13 8,15*+ 0,75 10,41*+ 2,71
E-Selektin 2,12 +0,18 4,84 + 1,38 6,67 +0,41 12,77* £ 4,21
ICAM-1 32,97 £4,53 44.43*+ 6,60 63,79*+1,37 54,34*1B
VCAM-1 3,03+0,85 5,65+ 1,89 7,09* +£ 0,56 7,85*+ 1,88

Tabelle 16: Prozentanteil der positiv markierten EA.hy 926 Bheétzellen fir CD 34,
E-Selektin, ICAM-1 und VCAM-1 nach unterschiedlitdngen expositionsfreien
Zeiten mit 200 mg/l Quinupristin/Dalfopristin (Méiwert + Standardabweichung;
Angaben in %). Statistisches Signifikanzniveau:< @,05, behandelte Probe gegen
unbehandelte Kontrolle, n = 3 (Zellzahl pro Messur@000).

Um eine realistische Nachbildung der zeitlichen h&#tnisse bei einer Infusion zu erreichen,
musste eine entsprechende Inkubationszeit undenehausreichend lange expositionsfreie Zeit

vor der durchflusszytometrischen Analyse gewahldes. In dieser Arbeit wurden aufgrund der
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Ergebnisse aus den Vorversuchen zwei Stunden Itibalszeit und anschlieRend 22 Stunden
expositionsfreie Zeit gewabhilt.

Die Inkubationszeit ist ein Kompromiss aus den rsuf@iedlich langen, von den Herstellern
empfohlenen Zeitraumen, Gber die die Medikamerfiengtiert werden sollen. Auch die Ergeb-
nisse der Experimente, mit denen die Zeitabhandigkeersucht wurde, zeigten eine maximale
Auspragung der Oberflachenantigene nach zwei Stuhdeibation. Damit die Endothelzellen
auf den zwei Stunden dauernden Reiz vollstandigieeen konnen, braucht es eine gewisse
Zeit, in der sich die Zusammensetzung der Ober#idahtigene andert. Die Analysen der Epito-
pe haben eine Zeitabhangigkeit in der Anzahl dertpomarkierten Zellen nach einer Inkubati-
on von zwei Stunden gezeigt. Die maximale Ausprgguar nach 22 Stunden expositionsfreier

Zeit erreicht.

3.4.2 Optimierung der Durchflusszytometrie

Um moglichst genau beurteilen zu kénnen, in welchéafée verschiedene Variablen zwischen
den einzelnen Versuchstagen die Ergebnisse bessidln, wurden noch zwei weitere Vorversu-
che durchgefihrt.

Der Zeitraum zwischen der Gewinnung der behandeligien durch Trypsinierung und der
tatsachlichen Messung im Durchflusszytometer befeugach Probenanzahl zwischen 90 und
150 Minuten. In dieser Zeit befanden sich die Ehdlziellen nicht in Zellkulturmedium sondern
in PBS. Es bestand die Moéglichkeit, dass das PB&idsem Zeitraum einen Einfluss auf die
Zellen nehmen kdnnte. Um diesen Effekt beurteiletdnnen, wurde der Einfluss von PBS auf
behandelte Zellen in seiner Zeitabhangigkeit unters

Aus einer Versuchsdurchfliihrung mit verschiedenenzeatrationen (100, 200 und 400 mg/l)
von Azithromycin wurden jeweils 10.000 Endothelerlifir die Durchflusszytometrie aufgear-
beitet. Die erste Messung wurde nach einer Zeitdaae 90 Minuten zwischen Trypsinieren
und Messen durchgefuhrt. Fir die zweite Messunglamudie Gbrigen Zellen noch zwei Stun-
den langer im Kihlschrank im Dunklen bei 4 °C awfakrt, bevor sie gemessen wurden. Es
wurden jeweils alle vier untersuchten proinflammigtthen Oberflachenantigene auf 10.000
Endothelzellen analysiert. Die statistische Analgs® gewonnenen Daten erfolgte mit dem
t-Test fur unverbundene Stichproben zwischen derijgen Datenpaaren mit den unterschied-
lich langen PBS-Expositionszeitdauern. Als stacdtes Signifikanzniveau wurde<p0,05 ge-

wahlt.
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In der Zeitdauer von zwei Stunden, in denen diéeBaticht bearbeitet wurden, konnte ein deut-
licher Rickgang der Anzahl der fir die Oberflacheiggne positiven Zellen nachgewiesen
werden. Sowohl die Kontrollen als auch alle behdadeProben zeigten statistisch signifikant
weniger positive Zellen in der Messung mit dem Diélesszytometer. In der Kontrolle reduzier-
te sich beispielsweise die Anzahl von CD 34-positiZellen von 2,33% auf 0,99%. Bei einer
Konzentration von 200 mg/l Azithromycin sank diezahl der positiven Zellen fiur E-Selektin
bzw. VCAM-1 auf ein Drittel (siehe Abbildung 24 Albelle 17).

Abhéangigkeit des Oberflachenantigens VCAM-1 von de  r PBS-Einwirkdauer
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Abbildung 24: Prozentanteil der positiv markierten EA.hy 926 Bheétzellen fir VCAM-1
nach verschieden langen PBS-Expositionszeiten naeh Stunden Inkubation
mit Azithromycin und 22 Stunden expositionsfreieeitZ Messzeitpunkt
1,5 bzw. 3,5 Stunden nach Trypsinierung, n = 3 I¢aél pro Messung:
10.000).
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Azithromycin

Exppc?ssition Kontrolle 100 mg/I 200 mg/I 400 mg/l
[h]

CD 34 15 2,33+1,04 592+1,24 793+1,34 11,43+3,36
CD 34 3,5 0,99 + 0,08 1,63*+0,24 1,74*+0,20 2,48*+0,59
E-Selektin 1,5 4,89 +1,88 15,98+2,70 1545+4,85 13,24+0,71
E-Selektin 3,5 1,45+0,24 3,23*+0,43 4,25+0,12 5,77+ 0,53
ICAM-1 15 2225+3,75 3385%+431 3789+959 3591+6,23

ICAM-1 3,5 13,42 +4,20 16,31*+5,89 21,33*+2,45 30,1382,
VCAM-1 1,5 2,23 £ 0,06 3,68 £ 0,22 4,20 £ 0,86 7,49 +121
VCAM-1 3,5 0,69*+0,09 1,29*+0,28 1,36*+0,28 2,32*+0,28

Tabelle 17: Prozentanteil der positiv markierten EA.hy 926 Bheétzellen fir CD 34,
E-Selektin, ICAM-1 und VCAM-1 nach verschieden lang®BS-Expositionszeiten
nach zwei Stunden Inkubation mit Azithromycin uri2i &unden expositionsfreier
Zeit (Mittelwert + Standardabweichung; Angaben i. ¥desszeitpunkt 1,5 bzw.
3,5 Stunden nach Trypsinierung. Statistisches Skagmzniveau: * p< 0,05, Probe
mit 1,5 Stunden PBS-Exposition gegen Probe mit &iEnden PBS-Exposition,
n = 3 (Zellzahl pro Messung: 10.000).

Um sicherzustellen, dass die Endothelzelllinie E/2R6 in diesemn vitro Modell charakteris-
tisch reagierten, wurde ein Vorversuch mit dem rmftammatorischen Zytokin Tumornekrose-
faktor a (TNF-o) durchgefuhrt.

Die Endothelzellen wurden fur zwei Stunden mit 1@IMMNF-a inkubiert und anschlie3end fir
22 Stunden in normales Zellkulturmedium gegebenscAhelRend wurden die Zellen fir die
durchflusszytometrische Analyse aufbereitet und eg®en. Fir die statistische Analyse wurde
der t-Test fur unverbundene Stichproben mit einetatissischen Signifikanzniveau von
p < 0,05 verwendet.

Es zeigte sich eine charakteristische ReaktionEdehy 926 Zellen. Die Zellen reagierten mit
einer maximalen Auspragung von ICAM-1 auf ihrerldeérflache (98,08% positiv markierte
Zellen). Die anderen drei untersuchten Epitopeiegtn nicht statistisch signifikant (siehe Ab-
bildung 25 / Tabelle 18).
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Inkubation der Endothelzellen mit 10 mg/l TNF- a
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Abbildung 25: Prozentanteil der positiv markierten EA.hy 926 Bhetzellen fur CD 34,
E-Selektin, ICAM-1 und VCAM-1 nach zwei Stunden utation mit 10 mg/I
TNF-o und 22 Stunden expositionsfreier Zeit, n = 6 (Z&dil pro Messung:

10.000).
TNF-a
Kontrolle 10 mg/l
CD 34 3,56 + 1,46 4,27 + 1,26
E-Selektin 4,68 +1,39 5,62 +1,52
ICAM-1 11,23 + 2,83 98,08* + 0,47
VCAM-1 1,89 £ 0,38 2,38+0,88

Tabelle 18: Prozentanteil der positiv markierten EA.hy 926 Bheétzellen fir CD 34,
E-Selektin, ICAM-1 und VCAM-1 nach zwei Stunden uiation mit 10 mg/l
TNF-o und 22 Stunden expositionsfreier Zeit (MittelwgerStandardabweichung;
Angaben in %). Statistisches Signifikanzniveau:< @,05, behandelte Probe gegen
unbehandelte Kontrolle, n = 6 (Zellzahl pro Messurj000).

Die Endothelzelllinie reagierte auf das Zytokin TMBur mit einer Steigerung von ICAM-1 auf
ca. 100% positive Zellen, wahrend die anderen satéten Oberflachenantigene nicht reagier-

ten. Damit zeigten die Zellen eine charakteristsRleaktion auf diesen Stimulus.
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Es konnte eine Abhangigkeit von der Zeitdauer inSHRBr die Anzahl der positiv markierten
Zellen fur alle untersuchten proinflammatorischelme@achenantigene nachgewiesen werden.
Damit wird deutlich, dass man, um die daraus reseltide Variabilitat in den Ergebnissen mog-
lichst gering zu halten, die Aufbereitung der Zelfér die Durchflusszytometrie mdglichst kurz

und einheitlich halten muss.

3.4.3 Wirkung von Quinupristin/Dalfopristin auf proinflam matorische Oberflachenanti-

gene

Als Vorversuch wurden die Wirkungen von Quinuprifbalfopristin auf die Epitope CD 34,
E-Selektin, ICAM-1 und VCAM-1 untersucht. Die Sufist gehort zur Gruppe der Streptogra-
mine und hat ein besonders hohes Potenzial furEgisvicklung einer infusionsbedingten
Thrombophlebitis. Um feststellen zu kénnen, obidastro Modell in der Lage ist, Anderungen
durch die Inkubation mit einem Antibiotikum an deroinflammatorischen Oberflachenantige-
nen nachzuweisen, wurde der Versuchsaufbau miemiiesntibiotikum als positive Kontrolle
getestet. Die untersuchten Konzentrationen wurdelianzentrationsfindungsversuchen ermit-
telt, indem die Zunahme der positiv markierten BA926 Endothelzellen ermittelt wurde, bis
zytotoxische Effekte in Form einer Abnahme der Anzder markierten Zellen nachweisbar
wurden.

In den Vorversuchen mit Quinupristin/Dalfopristinusden Konzentrationen von 100 mg/I,
200 mg/l, 400 mg/l, 600 mg/l und 800 mg/l durchéizgometrisch untersucht. Die Endothelzel-
len wurden gemalf der in den Vorversuchen ermittéfiersuchsdurchfiihrung zwei Stunden mit
der jeweiligen Konzentration des Antibiotikums itkert. AnschlieRend wurde das Medium
gewechselt und die Zellen wurden fir 22 StundemBmitschrank gelagert. Danach wurden sie
zlgig fur die durchflusszytometrische Analyse aafpeitet und gemessen. Fir die Ermittlung
der einflussnehmenden Faktoren und der Bestimmangstahtistischen Signifikanz der Daten
wurden diese mit ANOVA mit nachfolgendem Post-Holest nach Dunnett analysiert. Das
dabei angewendete statistische Signifikanznivegiéa p< 0,05. Die Versuche wurden an zwei
Tagen mit einer Anzahl von jeweils n = 3, insgesal®b n = 6, durchgefiihrt. Es ergab sich eine
gute Uberstimmung zwischen den Ergebnissen deebeikrsuchstage, so dass die Daten ge-
poolt werden konnten.

Die héchste absolute Auspragung von den vier umtaten Oberflachenantigenen wurde bei
ICAM-1 gemessen. In der unbehandelten Kontrolle ewal6,53% der Zellen positiv fur
ICAM-1 markiert, bei 600 mg/l Quinupristin/Dalfogtin waren maximal 60,06% der Zellen
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positiv markiert. Die hochsten relativen ZunahmenYergleich zu ihren Kontrollen zeigten
CD 34 und VCAM-1. Beide Epitope stiegen um das zZighache. VCAM-1 war auf 34,03%
der analysierten Zellen positiv markiert und CDag# 51,74% der Zellen. Auch hier wurden die
Zellen mit einer Konzentration von 600 mg/l inkutbide-Selektin stieg um das Zehnfache von
3,96% positiv markierte Zellen in der unbehandekemtrolle auf 42,86% positiv markierte
Zellen. Samtliche Veranderungen waren im Vergleaahden Kontrollen statistisch signifikant
(siehe Abbildung 26 / Tabelle 19).

Abhé&ngigkeit der Oberflachenantigene von der Quinup ristin/Dalfopristin-
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Abbildung 26: Prozentanteil der positiv markierten EA.hy 926 Bheétzellen fur CD 34,
E-Selektin, ICAM-1 und VCAM-1 nach zwei Stunden utlation mit verschie-
denen Konzentrationen fur Quinupristin/Dalfopristind 22 Stunden expositi-
onsfreier Zeit, n = 6 (Zellzahl pro Messung: 10.000
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Quinupristin/Dalfopristin

EA.hy926 Kontrolle 100 mg/I 200 mg/l 400 mg/I 600 mg/I 800 mg/I
2,36 + 3,69+ 6,18* + 9,73* £ 51,74* + 15,97* +

CD 34

1,05 1,52 1,98 3,24 5.93 236

ccolekin  396% 367+  475%  982x  4286*: 1173
1.85 0,85 1,07 264 464 208

capg 1653 27,13+  3306*+ 5523+  6006*% 4590%x
579 493 3.27 8.41 3.30 10,26

160+ 252+ 352+ 765+  3403*+ 1049*+
VCAM-1 051 0.89 078 287 311 341

Tabelle 19: Prozentanteil der positiv markierten EA.hy 926 Bheétzellen fir CD 34,
E-Selektin, ICAM-1 und VCAM-1 nach zwei Stunden uiiation mit verschiede-
nen Konzentrationen fur Quinupristin/Dalfopristindu22 Stunden expositionsfreier
Zeit (Mittelwert £ Standardabweichung; Angaben i) %tatistisches Signifikanz-
niveau: * p< 0,05, behandelte Probe gegen unbehandelte Kantro# 6 (Zellzahl
pro Messung: 10.000).

3.4.4 Wirkung von Erythromycin auf proinflammatorische Ob erflachenantigene

Erythromycin gehért zu den Makrolid-Antibiotika. €¥ie sind bekannt dafur, als haufige uner-
winschte Wirkung nach Infusionen eine Thrombophielies GefalRes auszulésen. Die in der
Fachinformation angegeben Daten zu der Infusionsigs/on Erythromycin (Erythrocthi.v.)
beschreiben eine Endkonzentration von 5000 mg/lain€e Infusionsdauer von einer Stunde. In
den Versuchen wurden geringere Konzentrationereioer Inkubationszeit von zwei Stunden
untersucht. Durch den standigen Blutstrom in derdi@ Infusion verwendeten Vene ist eine
geringere Konzentration des Antibiotikums an den&fevand, als in der Infusionslésung, zu
erwarten. Es wurde eine Konzentrations-Wirkungsdemig fur proinflammatorische Oberfla-
chenantigene aufgenommen. Daflr wurden Endothelzeler Zelllinie EA.hy 926 verwendet.
Um zu uberprifen, ob die Zelllinie tatsachlich eusegleichbare Reaktion wie Endothelzelian
vivo zeigt, wurden bestimmte Konzentrationen nochmaldearPrimarkultur HUVEC uberpruft.
Die EA.hy 926 Zellen wurden mit Konzentrationen v@d0 mg/l, 400 mg/l, 800 mg/l und
1200 mg/l Uber einen Zeitraum von zwei Stunden lindw. Anschlie3end wurde das Medium
gewechselt und durch frisches Zellkulturmedium tztsend die Zellen blieben fur 22 Stunden
im Brutschrank. Nach einer Gesamtdauer von 24 &wundirden die Endothelzellen moglichst
rasch fur die Durchflusszytometrie aufgearbeited gamessen. Dabei wurden die Oberflachen-
antigene CD 34, E-Selektin, ICAM-1 und VCAM-1 arsbrt. Die gewonnenen Daten wurden
statistisch mit ANOVA und einem nachfolgenden Rdst-t-Test nach Dunnett mit einem sta-

tistischen Signifikanzniveau von$0,05 analysiert. Die Experimente wurden an zwesclge-
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denen Tagen mit einer Anzahl von jeweils n = 3gasamt also n = 6, durchgefuhrt. Es ergab
sich eine gute Uberstimmung zwischen den Ergebmidse beiden Versuchstage, so dass die
Daten gepoolt werden konnten.

Die Reaktion der HUVECs wurde nur bei einer Koneaidn von 800 mg/l Erythromycin un-
tersucht. Sie wurden fur zwei Stunden inkubiert €@ind22 Stunden in Zellkulturmedium belas-
sen, bevor sie schnellstmdglich aufbereitet wurdib Hilfe der Durchflusszytometrie wurden
die proinflammatorischen Epitope untersucht. Diatistische Auswertung erfolgte mit dem
t-Test flur unverbundene Stichproben bei einem Sigmzniveau von £ 0,05. Die Versuche
wurden ebenso wie die Versuche mit der Infusiomsédierung an zwei Tagen durchgefthrt und
die Daten anschliel3end gepoolt.

Erythromycin verursachte bei allen Epitopen eirgnidikante Zunahme der positiv markierten
Endothelzellen der Zelllinie EA.hy 926. Die staekselative Zunahme zeigte VCAM-1 von
1,47% positive Zellen auf das Dreifache (6,09% tpasiZellen) nach einer Exposition mit
800 mg/l Erythromycin. Ahnlich reagierte auch CDr8# einem Anstieg von 1,93% auf 7,23%
positiv markierte Zellen. E-Selektin zeigte ebelsfdbei einer Konzentration von 800 mg/I
Erythromycin eine maximale Auspragung von 9,25%itpas Zellen. ICAM-1 stieg auf das
Doppelte an. Bei 1200 mg/l Erythromycin nahm dieaim der positiv markierten Zellen wieder
ab, weil die zytotoxischen Effekte Uberwogen unele/i Endothelzellen abstarben (siehe
Abbildung 27 / Tabelle 20).
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Abhangigkeit der Oberflachenantigene von der Erythr ~ omycinkonzentration
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Abbildung 27: Prozentanteil der positiv markierten EA.hy 926 Bhetzellen fur CD 34,
E-Selektin, ICAM-1 und VCAM-1 nach zwei Stunden Ufiiation mit verschie-
denen Konzentrationen fur Erythromycin und 22 Samelxpositionsfreier Zeit,
n = 6 (Zellzahl pro Messung: 10.000).

Erythromycin
EA.hy 926 Kontrolle 200 mg/l 400 mg/I 800 mg/l 1200 mg/I

CD 34 193+0,64 4,14*+154 491*+2,74 7,32*+0,736,14*+ 3,91

E-Selektin 433+1,60 7,85*+3,22 8,100+2,75 9,25*+0,90 6,30+1,15
ICAM-1 13,99+6,24 15,40+2,02 15,69 +11,428,14*+2,49 35,92* +5,98

VCAM-1 1,47 +0,36 1,26*+0,76 3,25*+1,47 6,09*+1,72 5,40+1,91

Tabelle 20: Prozentanteil der positiv markierten EA.hy 926 Bheétzellen fir CD 34,
E-Selektin, ICAM-1 und VCAM-1 nach zwei Stunden uiilation mit verschiede-
nen Konzentrationen fur Erythromycin und 22 Stundepositionsfreier Zeit (Mit-
telwert £ Standardabweichung; Angaben in %). Statises Signifikanzniveau:
p < 0,05, behandelte Probe gegen unbehandelte Kantro# 6 (Zellzahl pro Mes-
sung: 10.000).

Auch die Primarkultur HUVEC reagierte mit einem Afiag der positiv markierten Zellen fur die
untersuchten Oberflachenantigene. Das Epitop C3tigé4) von 1,82% positive Zellen in der

Kontrolle auf 4,19% positiv markierte Endothelzelleach einer zweistiindigen Inkubation mit
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800 mg/l Erythromycin. E-Selektin stieg um das Delppauf 3,02% positive Zellen. In der un-

behandelten Kontrolle waren 8,5% der Zellen poditiviCAM-1 markiert. Bei den behandelten

Zellen war ein Anteil von 12,5% positiv markiertC¥AM-1 zeigte eine Zunahme der positiv

markierten Zellen von 1,22% auf 2,35%. Alle Zunahnder Oberflachenantigene waren statis-
tisch signifikant (siehe Abbildung 28 / Tabelle 21)

Oberflachenantigene auf HUVECs nach Inkubation mit 800 mg/I Erythromycin

14 1

12

10
Bxontrolle
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Abbildung 28: Prozentanteil der positiv markierten HUVECSs fir @B, E-Selektin, ICAM-1
und VCAM-1 nach zwei Stunden Inkubation mit 800 higAthromycin und
22 Stunden expositionsfreier Zeit, n = 6 (Zellzatd Messung: 10.000).
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Erythromycin
HUVEC Kontrolle 800 mg/I
CD 34 1,82+0,31 4,19* + 0,64
E-Selektin 1,27 £ 0,17 3,02* £ 0,34
ICAM-1 8,50 + 0,69 12,70* £ 0,49
VCAM-1 1,22 + ,011 2,35+ 0,24

Tabelle 21: Prozentanteil der positiv markierten HUVECs fur @B, E-Selektin, ICAM-1 und
VCAM-1 nach zwei Stunden Inkubation mit 800 mg/aromycin und 22 Stun-
den expositionsfreier Zeit (Mittelwert + Standardaichung; Angaben in %). Sta-
tistisches Signifikanzniveau: *$0,05, behandelte Probe gegen unbehandelte Kon-
trolle, n = 6 (Zellzahl pro Messung: 10.000).

3.4.5 Wirkung von Clarithromycin auf proinflammatorische Oberflachenantigene

Clarithromycin gehort wie Erythromycin zur Stoffgpe der Makrolide. Es wurde aufgrund der
vielen Nebenwirkungen des Erythromycins entwickeity ein vergleichbares Antibiotikum zu
haben, dass eine geringere Anzahl an Nebenwirkuagimeist. In der untersuchten Infusions-
l6sung (Klaci®) liegt es in einer Konzentration von 2000 mg/l .v&s sollte eine Dosis-
Wirkungsbeziehung bei den untersuchten Epitopen3@DE-Selektin, ICAM-1 und VCAM-1
untersucht werden. Zum Vergleich wurden die Reakto auch an der Primarkultur der
HUVECSs Uberpruft.

Bei den Versuchen mit der Zelllinie wurden die elimit Konzentrationen von 100 mg/I,
200 mg/l, 400 mg/l und 600 mg/l Clarithromycin #iwei Stunden inkubiert. Anschlie3end wur-
den die Zellen fir 22 Stunden in Zellkulturmedium Brutschrank belassen, um die Entwick-
lung einer vollstandig ausgepragten Reaktion ddleZezuzulassen. Sie wurden dann fur die
Durchflusszytometrie aufgearbeitet und durchflussnetrisch analysiert. Die Ergebnisse fir
die positiv markierten Zellen wurden fur die jewggn proinflammatorischen Oberflachenanti-
gene mit Hilfe von ANOVA mit einem Post-Hoc-t-Tesich Dunnett auf ihre statistische Signi-
fikanz untersucht. Das statistische Signifikanzaivéag bei p< 0,05. Die Versuche wurden an
zwei Tagen mit einer Anzahl von jeweils n = 3, iesamt also n = 6, durchgefihrt. Es ergab sich
eine gute Uberstimmung zwischen den Ergebnissebealden Versuchstage, so dass die Daten
gepoolt werden konnten.

Fur die Versuche mit den HUVECs wurden die primdaaothelzellen nur mit 200 mg/l Cla-
rithromycin inkubiert und analog zu den Versuchaehdan EA.hy 926 Endothelzellen aufberei-
tet und durchflusszytometrisch ausgewertet. DietéVir die positiv markierten Zellen wurden
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mit einem t-Test fir unverbundene Stichproben zZimascder unbehandelten Kontrolle und der
behandelten Probe auf ihre statistische Signifikéimerprift. Das statistische Signifikanzniveau
wurde auch hier auf g 0,05 festgelegt. Alle Versuche wurden an einentesen Tag (jeweils

n = 3) wiederholt und die Daten gepoolt (insgesami6).

Bei den Inkubationen mit Clarithromycin reagiertia proinflammatorischen Oberflachenanti-
gene mit einer statistisch signifikanten Zunahmden positiv markierten Zellen. Da Clarithro-

mycin von den untersuchten Antibiotika die stark&yotoxizitat aufwies, konnte nur der Kon-

zentrationsbereich bis 600 mg/l untersucht werdanbei htheren Konzentrationen alle Zellen
abstarben. Auch der Abfall der positiv markiertezil@n zwischen 400 mg/l und 600 mg/l Cla-
rithromycin ist durch den zytotoxischen Effekt @&ibstanz zu erklaren. ICAM-1 wurde in der
Kontrolle mit 14,27% positiv markierten Zellen ngelwiesen und stieg auf ein Maximum von
37,79% positiv markierten Zellen bei 400 mg/l Glamomycin. VCAM-1 stieg auf das Dreifache

der Kontrolle mit 5,56% positive Zellen fiir diedggitop. Ahnlich verhielt sich auch die Reakti-

on des Oberflachenantigens CD 34 auf den Endotlexizait einer maximalen Auspragung von
7,11% positive Zellen. E-Selektin stieg signifikaatuf 11,26% positiv markierte Zellen

(siehe Abbildung 29 / Tabelle 22).
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Abhangigkeit der Oberflachenantigene von der Clarit  hromycinkonzentration
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Abbildung 29: Prozentanteil der positiv markierten EA.hy 926 Bhetzellen fur CD 34,
E-Selektin, ICAM-1 und VCAM-1 nach zwei Stunden Ufiiation mit verschie-
denen Konzentrationen fir Clarithromycin und 22n8&n expositionsfreier
Zeit, n = 6 (Zellzahl pro Messung: 10.000).

Clarithromycin

EA.hy 926 Kontrolle 100 mg/l 200 mg/l 400 mg/I 600 mg/l

CD 34 1,80 £ 0,58 3,83 £ 4,26 453+1,98 7,11*+4,12 3%8,+2,11
E-Selektin 4,26 +1,51 4,10 £ 0,98 7,34 +2,44 11,26* +3,4B,33* £4,95
ICAM-1 14,27 +3,05 20,02* + 2,4430,05* £ 5,69 37,79* £5,11 34,86* + 2,76
VCAM-1 1,77 £ 0,56 207+058 3,700+£0,56 5,56*+2,08 58 +1,19

Tabelle 22: Prozentanteil der positiv markierten EA.hy 926 Bheétzellen fir CD 34,
E-Selektin, ICAM-1 und VCAM-1 nach zwei Stunden uiilation mit verschiede-
nen Konzentrationen fur Clarithromycin und 22 Swemdexpositionsfreier Zeit
(Mittelwert + Standardabweichung; Angaben in %)atiStisches Signifikanzni-
veau: * p< 0,05, behandelte Probe gegen unbehandelte Kantrok: 6 (Zellzahl
pro Messung: 10.000).

Auf den HUVECSs stiegen die untersuchten proinflarramschen Oberflachenantigene signifi-
kant an. CD 34 stieg signifikant auf 3,65% positZadlen im Vergleich zu 1,57% positiv mar-
kierten Zellen in der Kontrolle. E-Selektin stieghwdas Doppelte nach einer Inkubation mit
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200 mg/l Clarithromycin an. Die Markierung fur ICAMerhohte sich von 7,3% positive Zellen
in der unbehandelten Kontrolle auf 10,93% posideden. VCAM-1 wurde in der Kontrolle auf
1,07% der Zellen positiv markiert und stieg sidafit in der behandelten Probe auf 2,01% posi-
tive Zellen (siehe Abbildung 30/ Tabelle 23).

Oberflachenantigene auf HUVECSs nach Inkubation mit 200 mg/l Clarithromycin
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Abbildung 30: Prozentanteil der positiv markierten HUVECs fur @B, E-Selektin, ICAM-1
und VCAM-1 nach zwei Stunden Inkubation mit 200 h@jarithromycin und
22 Stunden expositionsfreier Zeit, n = 6 (Zellzatd Messung: 10.000).
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Clarithromycin

HUVEC Kontrolle 200 mg/I
CD 34 1,57 +0,22 3,65* + 0,62
E-Selektin 1,07 £ 0,15 2,40* £ 0,38
ICAM-1 7,30 + 0,67 10,93*+ 0,55
VCAM-1 1,07 £ ,011 2,0,1*+0,14

Tabelle 23: Prozentanteil der positiv markierten HUVECs fur @B, E-Selektin, ICAM-1 und
VCAM-1 nach zwei Stunden Inkubation mit 200 mg/laf@hromycin und
22 Stunden expositionsfreier Zeit (Mittelwert + &lardabweichung; Angaben
in %). Statistisches Signifikanzniveau: *0,05, behandelte Probe gegen unbe-
handelte Kontrolle, n = 6 (Zellzahl pro Messung:000).

3.4.6 Wirkung von Azithromycin auf proinflammatorische Ob erflachenantigene

Azithromycin ist der einzige Vertreter der Grupper ézalide. Diese sind eine Weiterentwick-
lung der Makrolide. Die Wirkung des Antibiotikumafgroinflammatorische Oberflachenanti-
gene wurde untersucht. In der untersuchten Infgdsnng ist Azithromycin in einer Konzentra-
tion von 1000 mg/l enthalten. Auch bei diesem Madiknt wurde der Unterschied in der Reak-
tion zwischen der Zelllinie EA.hy 926 und der Prikiitur HUVEC bestimmit.

Die Wirkung von Azithromycin wurde in den Konzeriomen von 100 mg/l, 200 mgll,
400 mg/l, 600 mg/l und 800 mg/l analysiert. Die Btnlzellen der Zelllinie wurden fur zwei
Stunden inkubiert und anschlief3end fur 22 Stundemtibiotikafreiem Medium im Brutschrank
gelagert. Die Zellen wurden nach einer Gesamtdeare24 Stunden zugig fur die Durchflusszy-
tometrie aufbereitet und gemessen. Die erhobendenDaurden mit Hilfe von ANOVA mit
einem Post-Hoc-t-Test nach Dunnett statistischyaret. Das statistische Signifikanzniveau lag
bei p< 0,05. Die Versuche wurden an zwei Tagen mit elrerahl von jeweils n = 3, insgesamt
also n = 6, durchgefiihrt. Es ergab sich eine giltter&immung zwischen den Ergebnissen der
beiden Versuchstage, so dass die Daten gepoolewdhnten.

Azithromycin bewirkte bereits in der geringstenarstichten Konzentration von 100 mg/I bei
der Anzahl der fur CD 34 positiv markierten Zelleime statistisch signifikante Zunahme. Ein
Maximum wurde bei 600 mg/l Azithromycin mit 19,23p®sitiven Zellen im Vergleich zu
2,72% positiven Zellen in der unbehandelten Kofgrerreicht. Fir E-Selektin waren bei der
gleichen Konzentration 22,96% der Zellen positivkiext. Dies entsprach einer Steigerung um
das Dreifache der Kontrolle. ICAM-1 hatte die sthekabsolute Auspragung mit 42,17% positi-

ve Zellen, aber die geringste relative Steigerumg/ergleich zur Kontrolle. VCAM-1 reagierte
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auf Azithromycin in einer Konzentration von 600 inglit einer maximalen Steigerung auf
19,48% positiv markierte Zellen. In der unbehareteKontrolle waren nur 2,36% der Zellen fur
dieses Epitop positiv markiert. Die Abnahme allevipflammatorischen Oberflachenantigene
bei 800 mg/l Azithromycin war mit dem in diesem Kkentrationsbereich beginnenden zytotoxi-
schen Effekt des Azalids zu erklaren (siehe Ablmtfi@1 / Tabelle 24).

Abhéangigkeit der Oberflachenantigene von der Azithr ~ omycinkonzentration
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Abbildung 31: Prozentanteil der positiv markierten EA.hy 926 Bhetzellen fur CD 34,
E-Selektin, ICAM-1 und VCAM-1 nach zwei Stunden Ufiation mit verschie-
denen Konzentrationen fur Azithromycin und 22 Semeéxpositionsfreier Zeit,
n = 6 (Zellzahl pro Messung: 10.000).
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Azithromycin

EA.hy926 Kontrolle 100 mg/l 200 mg/l. 400 mg/l 600 mg/I 800 mg/I

CD 34 2,72 + 7,81* + 11,85* + 11,69* + 19,23* + 14,19* +
1,45 1,61 5,30 2,22 5,23 5,48

E-Selektin 5,10 + 13,64* + 17,02* £ 13,74* + 22,96* + 12,09* +
2,67 3,17 3,56 1,15 3,39 3,76

ICAM-1 15,81 + 31,13* + 39,43* + 38,78* + 42 17* + 37,80* +
4,69 4,75 6,68 5,14 10,12 3,98

2,36 = 471 + 7,68* + 8,89* + 19,48* + 9,63* +

VCAM-1 152 1.16 416 173 381 3.86

Tabelle 24: Prozentanteil der positiv markierten EA.hy 926 Bheétzellen fir CD 34,
E-Selektin, ICAM-1 und VCAM-1 nach zwei Stunden uiiation mit verschiede-
nen Konzentrationen fur Azithromycin und 22 Stuneéegpositionsfreier Zeit (Mit-
telwert £ Standardabweichung; Angaben in %). Statises Signifikanzniveau:
* p < 0,05, behandelte Probe gegen unbehandelte KantrolE 6 (Zellzahl pro

Messung: 10.000).

Die durchflusszytometrischen Experimente wurden aeth HUVECs bei einer Konzentration

von 400 mg/l Azithromycin wiederholt. Bei dieser ikaentration des Azalids konnte bei keinem
der untersuchten Oberflachenantigene CD 34, E-BeldkCAM-1 oder VCAM-1 eine statis-

tisch signifikante Steigerung der Anzahl der pwgsitiarkierten Zellen im Vergleich zur unbe-

handelten Kontrolle nachgewiesen werden. Die $iwtise Auswertung der Daten erfolgte mit

Hilfe des t-Tests fur unverbundene Stichprobendieem statistischen Signifikanzniveau von

p < 0,05. Die Versuche wurden an zwei Tagen mit ekezahl von jeweils n = 3 (insgesamt

n = 6) durchgefiihrt. Es ergab sich eine gute Ulmensting zwischen den Ergebnissen der bei-

den Versuchstage, so dass die Daten gepoolt w&aoierien. (siehe Tabelle 25).

Azithromycin

HUVEC Kontrolle 400 mg/l
CD 34 1,57 +£0,22 3,83+1,78
E-Selektin 1,07 +0,15 3,17 + 1,58
ICAM-1 7,30 £ 0,67 7,66 +2,14
VCAM-1 1,07+0,11 1,75+ 0,86

Tabelle 25: Prozentanteil der positiv markierten HUVEC Endatlkeéien fir CD 34, E-Selektin,
ICAM-1 und VCAM-1 nach zwei Stunden Inkubation M@0 mg/l Azithromycin
und 22 Stunden expositionsfreier Zeit (MittelwerStandardabweichung; Angaben
in %). Statistisches Signifikanzniveau: *0,05, behandelte Probe gegen unbe-
handelte Kontrolle, n = 6 (Zellzahl pro Messung:000).
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3.4.7 Zusammenfassung der Ergebnisse der Makrolid-Antibitka

Alle drei untersuchten Antibiotika Erythromycin, &ithromycin und Azithromycin riefen bei
den Endothelzellen sowohl der EA.hy 926 Zelllinie auch der Primarkultur HUVEC &ahnliche
Reaktionen hervor. Die proinflammatorischen Obelf&hantigene reagierten in unterschiedli-
cher Weise. ICAM-1 war stets das Epitop, welchesdiarkste absolute Auspragung hatte, je-
doch in der Steigerung mit dem Reiz des Antibiatikudie geringste relative Zunahme im Ver-
gleich zur Kontrolle zeigte. Die starksten relativReaktionen zeigten sich auf in etwa gleichem
Niveau bei CD 34 und VCAM-1. Beide zeigten Zunahnuem bis zu 300% im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle.

Azithromycin war die Substanz, welche die starli®aktion auf den Endothelzellen der Zellli-
nie induzierte. Auf den HUVECs konnten mit ihr jetiokeine signifikanten Ergebnisse erzielt
werden. Aufgrund der Zytotoxizitat der Substanzriten nur Konzentrationen bis 800 mg/l un-
tersucht werden (siehe 3.3.2). Clarithromycin umgtiEomycin zeigten gleichstarke Effekte auf
die Oberflachenantigene auf den Zellen, jedochdeeatilich unterschiedlichen Konzentrationen.
Clarithromycin war die zytotoxischste Substanz den drei untersuchten Antibiotika, Erythro-
mycin zeigte erst bei hoheren Konzentrationen pyisthe Effekte. Bei einer Konzentration
von 800 mg/l von Erythromycin konnte die maximalasfrdgung der analysierten Antigene
nachgewiesen werden. Bei dieser Konzentration viamitGromycin waren bereits alle Zellen
abgestorben. Die Zunahme der Epitope war bei witerdlichen Konzentrationen trotzdem auf
dem gleichen Niveau. Die HUVECs zeigten bei derersuchten Konzentrationen sowohl bei
Clarithromycin als auch bei Erythromycin signifikarzunahmen der Oberflachenantigene. Die
Rangfolge in der Starke der relativen Zunahme datope im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle war gleich zur Endothelzelllinie. Die aihgte Reaktion war jedoch sehr viel niedriger

ausgepragt als bei den EA.hy 926 Zellen.
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4. Diskussion

Die intravendse Infusion von Antibiotikaldsungemkamit einem Risiko fur die Entwicklung
einer infusionsbedingten Phlebitis behaftet seal{&hann und Lode, 1999, Kilic et al., 2006).
In der Klinik werden fir diverse Indikationen dieaktolide Erythromycin und Clarithromycin,
das Azalid Azithromycin und bei speziellen Indiketen auch das Streptogramin Qui-
nupristin/Dalfopristin in Form von Infusionszubdtgigen appliziert. Das Risiko fur die Ent-
wicklung einer Phlebitis ist fur die Gruppe der Malide gut beschrieben, es gibt jedoch nur
wenig Informationen Uber mdgliche Unterschiede zhvem den Substanzen hinsichtlich ihrer
proinflammatorischen Wirkung. Daher wurden im Rahrdeeser Arbeit die Antibiotikan vitro
vergleichend untersucht. Quinupristin/Dalfoprigshebenfalls mit einem hohen Risiko fur eine
infusionsbedingte Phlebitis behaftet (Stahimann ludk, 1996, Rubinstein et al., 1999).

Die Arbeit beschaftigte sich speziell mit den Reaktn von Endothelzellen am Infusionsort der
Antibiotika. Endothelzellen habeim vivo verschiedenste Aufgaben (Bachetti und Morbidelli,
2000). Wichtig fur die hier diskutierten ArzneineitNebenwirkungen sind die natirlichen Re-
aktionen des Endothels auf ein schadigendes A@Bes.ist zum einen die proinflammatorische
Wirkung durch die vermehrte Prasentation von ptammatorischen Oberflachenantigenen und
der dadurch vermehrten Rekrutierung von Leukozyaa dem Blutstrom (Thornhill et al.,
1993). Zum anderen bewirken die Endothelzellen,nas@ mit proinflammatorischen Stimuli in
Kontakt kommen, eine Blutgerinnung mit Thrombuslilg durch eine Aktivierung der Gerin-
nungskaskade uUber die Thrombozyten und die Gergsfaktoren im Blutplasma (Becker et al.,
2000). Das bedeutet, dass die Endothelzellen aef @chadigung mit einer akuten Entziindung,
der Phlebitis, und einer Aktivierung der Gerinntaggkade, gekennzeichnet durch Vaso-
konstriktion, Thrombozytenaktivierung und Thromhldbng, reagieren. Dies fihrt dann zum
Vollbild einer Thrombophlebitis, welche histologisaachgewiesen werden kann (Woodhouse,
1980, Subrahmanyam, 1983). Auch die Apoptose, aiggrammierte, kontrollierte Zelltod, kann
zu einer Aktivierung von Thrombozyten fihren, wienBbeli und Mitarbeitern (1999) zeigen
konnten. Damit gibt es folglich verschiedene Wedgdeer die bei einer Inflammation der Venen-
wand eine Thrombophlebitis entstehen kann.

Durch die Kultivierung der Endothelzellen in eineamvitro System ohne den Einfluss von ande-

ren Zelltypen, wie Leukozyten, oder Zytokinen kanan die endothelspezifischen Reaktionen
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auf die Schadigung mit einem Antibiotikum unterserthJedoch ist zu beachten, dass die Kulti-
vierung einer Zellart zum Verlust ihrer spezifischigigenschaften fihren kann (Bachetti und
Morbidelli, 2000, Lacorre et al., 2004). Weiterhst die gesamte Inflammations- und Gerin-
nungskaskade ein komplexes Zusammenspiel von vedssten Einflissen, die in einem
vitro System nicht nachgebildet werden kdonnen (Levi uad gder Poll, 2005). Deshalb ist die
Ubertragbarkeit auf diim vivo Situation auch nur bedingt moglich.

Es wurden zwei unterschiedliche Arten von humanedokhelzellen verwendet. Zum einen
wurde die Endothelzelllinie EA.hy 926 ausgewahlir Bie Verwendung einer Zelllinie fiin
vitro Studien spricht, dass die Zellen auf eine vortdyaee Art wachsen und zudem Uber viele
Jahre hinweg stabil, d. h. ohne Verlust von zedipgrifischen Eigenschaften, passagiert werden
kénnen. Sie werden haufig verwendet um den zed-kaistenintensiven Prozess der Gewinnung
und Kultivierung von Primarkulturen zu umgehen wmd Experimente an einem stabilen Mo-
dell durchzufiihren (Bouis et al., 2001).

Des Weiteren wurden in der Arbeit HUVECs verwendeir Endothelzellen sind die HUVECs
eine Standardprimarkultur, deren Gewinnung unditdeliung in zahlreichen Arbeiten gut be-
schrieben ist (Ubersicht: Marin et al., 2001). REmarkultur haben diese Zellen jedoch nur eine
sehr begrenzte Lebensdauer von maximal zehn Passdagker Arbeit von Taylor und Mitarbei-
tern (1994) wird beschrieben, dass HUVECs in Passager bis sechs zu verstarkter spontaner
Verletzung mit nachfolgendem Absterben neigen inggbsatz zu HUVECs der Passage eins.
Aufgrund der langen Kulturdauer verlieren sie ibharakteristischen endothelialen Eigenschatf-
ten und man kann sie nicht mehr alsi@initro Modell fir die Reaktion von Endothelzellen auf
proinflammatorische Reize verwenden. Ein Problemmn HE&JVECs ist die Herkunft aus
immunpriviligiertem Gewebe, der Nabelschnurvene. diesem Problem nachzugehen haben
Klein und Mitarbeiter (1994) die Priméarkultur detJMECs mit Endothelzellen aus der Vena
saphena vom Menschen verglichen. Es konnte gewagien, dass die Reaktionen zwischen
den beiden Endothelzellarten vergleichbar waremiSsind die HUVECSs ein relevantes Modell
fur die Untersuchung von Adhéasionsmolekulen.

Wenn man von den Reaktionen einer Zelllinie aufRegaktionen einer Primarkultur schlie3en
will, ist es wichtig, dass die beiden humanen Ehelzellarten in ihren Eigenschaften und Reak-
tionen auf bestimmte Reize vergleichbar sind (L2t al., 2005). In einer Arbeit von Liding-
ton und Mitarbeitern (1999) wurde die Auspragung werschiedenen proinflammatorischen
Oberflachenantigenen auf HUVEC und auf EA.hy 92@ldEhelzellen untersucht und vergli-
chen. Dies geschah sowohl mit unbehandelten Kdetrals auch nach vorheriger Stimulation
mit TNF-a. Sie zeigten, dass sowohl auf den HUVECs als auwthder Zelllinie EA.hy 926
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ICAM-1 konstitutiv vorhanden war. Die Anzahl dergitov markierten Zellen war mit 20% ver-
gleichbar zu den in dieser Arbeit verwendeten EAQR§ Zellen. Auch die Reaktion auf die Sti-
mulation mit TNFe. war vergleichbar mit einem starken Anstieg von NGCA positiven Zellen
aber keiner Reaktion der anderen Epitope. Die vidington beschriebenen HUVECs zeigten
jedoch eine deutlich starkere konstitutive Ausprigguon ICAM-1 als die in dieser Arbeit ver-
wendeten primaren Zellen.

Mutin und Mitarbeitern (1997) untersuchten ebesfattrschiedene Oberflachenantigene, darun-
ter auch die proinflammatorischen Epitope, auf H@gEINd EA.hy 926 Endothelzellen. Die
Ergebnisse fur die unbehandelten Kontrollen di€senarkultur sind qualitativ vergleichbar mit
den HUVECSs in dieser Arbeit. ICAM-1 ist das Epit@as am starksten markiert wird. CD 34
wird in beiden Arbeiten gering konstitutiv auf dé&timarzellen nachgewiesen. Die anderen
Oberflachenantigene sind nicht konstitutiv nachisais Die Ergebnisse fur die Zelllinie stehen
im Gegensatz zu den Ergebnissen dieser Arbeituda hier, wie bei Lidington, die HUVECs
eine starkere Auspragung fur ICAM-1 in der unbeledteth Kontrolle als die Zellen der
EA.hy 926 Zelllinie zeigten. Die Auswertung der chitusszytometrischen Daten war jedoch
verschieden, da hier die Antikorper pro Zelle unthhdie Anzahl von positiv markierten Zellen
an einer Gesamtzahl von analysierten Zellen gemassede. Deshalb ist eine Vergleichbarkeit
der Daten nur qualitativ mdglich.

Es ist eine Heterogenitat im genauen Phanotyp encetnidothelialen Funktion bei Endothelzel-
len bekannt (Page et al., 1992). Diese ist abharaig Ursprungsort der Zellen im Organismus
(Hickey et al., 1999, Muller et al., 2002). Ein vezer Faktor, der den Phanotyp der Zellen mit-
bestimmt, ist die Grol3e des Gefales, aus der dienZgammen (Lang et al., 2001). Einer der
wichtigsten Unterschiede ist jedoch die Reaktiohdie Stimulierung einer Inflammation durch
Zytokine. In verschiedenen Arbeiten von Murakami Witarbeitern (2001) und McDouall und
Mitarbeitern (2001) wurde gezeigt, dass primaredimelzellen aus der Haut oder dem Herzen
auf die Stimulierung mit Zytokinen signifikant amdereagieren als HUVECSs. Dies zeigt die
spezialisierte Rolle von Endothelzellen in ihrenvgdigen Organ. Wie in der Arbeit von de Bo-
no und Green (1984) gezeigt werden konnte, habBardam die Dichte der Zellkultur und die
Zeitdauer seit dem Erreichen der Konfluenz einerili&ss auf die proinflammatorischen Reakti-
onen der Endothelzellkultur. Mit steigender Diclited langerer Zeitdauer seit der Konfluenz
nimmt die Leukozytenadh&sion an den Endothelzellenn dieser Arbeit wurden HUVECSs als
Primarkultur verwendet, da sie nach den bisheripieblen Arbeiten die grofdten Vergleichs-
maoglichkeiten haben. Um einen Vergleich zu erméglic wurden alle Experimente mit Zellen

der gleichen Passage und nach gleicher Zeitdaglrdex letzen Passagierung durchgefuhrt.
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In allen Experimenten und in der Kultivierung degllgn wurde versucht, den moéglichen Ein-
fluss von weiteren Substanzen, abgesehen von dersuohten Antibiotika selbst, zu minimie-
ren. Deshalb wurde die Supplementierung des Zélikmediums mit Streptomycin und Penicil-
lin unterlassen, damit die Zellen keine Vorstimuligg oder sonstige Beeinflussung durch An-

timykotika oder Antibiotika erhielten (Garcia-Trapeet al., 2004).

Um eine Einschatzung der Wirkung der in dieser Anbetersuchten Antibiotika Erythromycin,
Clarithromycin und Azithromycin zu erhalten und exindirekten Vergleich zwischen ihnen zu
ermoglichen, wurde zunachst das zytotoxische Ptieder Antibiotika in einemn vitro Sys-
tem bestimmt.

Fur diese Fragestellung gibt es verschiedene Aaséim solche Aussagen treffen zu kénnen. Es
gibt den Ansatz der Beurteilung von morphologiscMaméanderungen an behandelten Zellen.
Diese morphologischen Veranderungen, wie z. B Adsshniren von Membranvesikel von der
geschadigten Zelloberflache, werden als ein Anzsgidiir die Zellschadigung gewertet (Liepins,
1989). Ein weiteres Herangehen an die Bestimmumngdybotoxizitaten ist der in der Arbeit von
Mosmann (1983) zuerst beschriebene kolorimetridas mit 3-(4,5 Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium-bromid (MTT oder Thiazolylblauh der Erstbeschreibung diesasvitro
Testsystems wurde die Zytotoxizitdt von verschietenSubstanzen auf BALB/C
3T3-Fibroblasten untersucht. Ein anderer AnsatdiesBestimmung von intrazellularem Adeno-
sin-5-triphophat (ATP) und Adenosin-5-diphosphaD@. Vorbach und Mitarbeiter (2002) be-
stimmten diese beiden Energiespeicherformen dée Aal Hilfe der ,high-performance liquid
chromatography” (HPLC) nach Inkubation mit zytosphen Substanzen. Mit Hilfe dieser Aus-
sagen Uber die Energieproduktion der Endothelzédteamte eine Aussage Uber den Metabolis-
mus der Zellen getroffen werden. Die ATP-Erschogfist ab einem bestimmten Punkt irrever-
sibel und fuhrt Gber eine Schwellung der Zellen Ruiptur der Zellorganellen und der Plasma-
membran zum nicht-apoptotischen Zelltod durch Ne&r@atsumi et al., 2003).

Azithromycin wurde im MTT-Zytotoxizitatstest in em Konzentrationsbereich von 0,5 mg/I
bis 200 mg/l Gber einen Zeitraum von zehn Tagemrsatht. Dabei waren die zytotoxischen
Effekte zwischen den beiden untersuchten Zelltypem, 3T3-Fibroblasten und den EA.hy 926
Endothelzellen, unterschiedlich. Beide Zellarterrdem mit den gleichen Konzentrationen un-
tersucht und bei den Endothelzellen zeigte sicleitseab einer Konzentration von 50 mg/l ein
zytotoxischer Effekt, wahrend die Fibroblasten aiskiner Konzentration von 75 mg/l eine Ab-
nahme der Zellzahlen zeigten. In der Analyse deotdyizitat der Reinsubstanz zeigte sich fur

Azithromycin ein Effekt ab einer Konzentration va@ mg/l. Der Unterschied zwischen der
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Zytotoxizitat der Reinsubstanz und der gebrauchgter Infusionslosung mit ihren Zusatzstof-
fen ist durch den Methanoleinfluss bei der Reingrs zu erklaren. Bei einem Volumenanteil
von 2% Methanol, wie er zur Loésung der Reinsubstanzrwendet wurde, konnte in Vorversu-
chen nachgewiesen werden, dass die optische Dichtein Viertel abnahm. Dieser Einfluss
begrindet die unterschiedlichen Ergebnisse zwisaenReinsubstanz und der intravendsen
Formulierung.

Eine Studie von Luke und Mitarbeitern (1996) zeigte24 Probanden, dass die lokale Vertrag-
lichkeit von Azithromycin in Einzeldosen bis zu em Gramm in Form von einer Infusionslé-
sung von 2 mg/ml gut war. Bei héheren Konzentraimo(M mg/ml und 5 mg/ml) kam es dage-
gen zu haufigeren und schweren lokalen Entziindeagsonen.

Vorbach und Mitarbeiter (2002) untersuchten in gine vitro System den Effekt von Azithro-
mycin auf die intrazellulare ATP-Menge, um daraine éussage Uber den Zustand des Zellme-
tabolismus treffen zu kdnnen. Es wurden HUVECs2mitg/ml, 1 mg/ml (die Konzentration der
kommerziell erhaltlichen Substanzzubereitung) ugsdndg/ml Azithromycin fir 20 bzw. 60 Mi-
nuten inkubiert. Es zeigte sich nur bei der hdahaigalysierten Konzentration nach 60 Minuten
eine signifikante Abnahme der intrazellularen ATABP- und GTP-Konzentration.
Clarithromycin wurde von 0,5 mg/l bis zu einer Kengration von 200 mg/l auf seine zytotoxi-
schen Effekte untersucht. In beiden untersuchtdiarZan konnte mit der Infusionssubstanz ab
einer Konzentration von 50 mg/I eine beginnendetoizitat ermittelt werden. Clarithromycin
konnte als Reinsubstanz nicht untersucht werdenl, esesich auch in hoheren Methanolkon-
zentrationen nicht |6sen lie3. Wie bereits in debekt von Nakagawa und Mitarbeitern (1992)
gezeigt wurde, ist Clarithromycin deutlich wenidf@slich als Erythromycin. In sterilem Wasser
liel3 es sich bei Zimmertemperatur nicht ausreichésen.

Weitere Erfahrungen min vitro Systemen stehen in Ubereinstimmung mit dem in diddeeit
ermittelten relativ hohen zytotoxischen Potenziah \Clarithromycin. Von Vorbach und Mitar-
beitern (1998) wurde die Zytotoxizitat von Clardhrycin in einemin vitro Modell getestet. Die
HUVECs wurden fur 20 bzw. 60 Minuten mit der Konization der kommerziell erhaltlichen
Infusionslésung von 2 mg/ml und niedrigeren Koneatianen von 1 mg/ml und 0,5 mg/ml in-
kubiert. AnschlieRend wurde mit Hilfe der HPLC ditenge an ATP, ADP, GTP und GDP be-
stimmt, um eine Beeintrachtigung des zellularerff®erhsels nachzuweisen. Es konnte gezeigt
werden, dass es mit der hdchsten Konzentrationtberach 20 Minuten zu einem signifikanten
Abfall des ATP in der Zelle kam. Nach 60 Minutenrwigeser Effekt noch sehr viel deutlicher
ausgepragt. GTP und GDP fielen erst nach 60 Minsignifikant ab. Eine Konzentration von
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1 mg/ml fuhrte nur nach 60 Minuten zu einem Abfidk intrazellularen ATP. 0,5 mg/ml Cla-
rithromycin fihrten nicht zu Veranderungen des AGé€halts in der Zelle.

In der Arbeit von Guay und Mitarbeitern (1993) wairdie Reaktion von Ohrvenen von Kanin-
chen nach der intraventésen Applikation von Claoitycin untersucht. Es wurden Konzentrati-
onen von 7,5 mg/ml, 15 mg/ml und 30 mg/ml Clarithg@in Gber 25 bis 35 Minuten infundiert.
Die Venen wurden nach 22 bis 23 Stunden prapametthistologisch untersucht. Es konnte eine
milde, dosisabhangige lIrritation des Endothels gaaliesen werden.

In dieser Arbeit wurde weiterhin noch das zytotokis Potenzial von Erythromycin untersucht.
Dieses Makrolid zeigte auf beiden untersuchtenadielh im Vergleich zu Clarithromycin oder
Azithromycin erst bei deutlich hoheren Konzentnaéin zytotoxische Effekte. Sowohl bei der
EA.hy 926 Endothelzelllinie als auch bei den 3TBrbblasten konnte erst ab einer Konzentrati-
on von 250 mg/l Erythromycin eine Abnahme der ZdilZestgestellt werden. Das zytotoxische
Potenzial der Reinsubstanz war, unter Berlcksishggdes Einflusses des Methanols, mit einer
beginnenden Abnahme der Zellzahl bei einer Konaéintr von 200 mg/l mit der Zytotoxizitat
der gebrauchsfertigen Infusionssubstanz vergleichlia Zytotoxizitat von Erythromycin ist in
einigen weiteren Publikationen beschrieben worden.

In einer Studie wurde das zytotoxische Potenzial Eoythromycin mit verschiedenen anderen
Antibiotika in einem Neutral-Rot-Test und einem Hallviolett-Test untersucht (Kruse et al.,
2006). Dabei zeigte sich in der Neutral-Rot-Farbumagh einer 24stiindigen Inkubation eine
NOEC von 200 mg/I fur 3T3-Fibroblasten und 500 nfigrlEA.hy 926 Endothelzellen. Die B
lag bei 340 mg/l (3T3-Fibroblasten) bzw. bei 880InIGA.hy 926 Endothelzellen). Die Farbung
mit Kristallviolett zeigte analoge Ergebnisse. D#sht in Ubereinstimmung mit den Ergebnis-
sen dieser Arbeit, wobei die Unterschiede in denitézlten Konzentrationen mit den unter-
schiedlichen Inkubationszeiten (24 Stunden bzw.Ta@e) und unterschiedlichen Farbungen
(Neutral-Rot und Kristallviolett bzw. MTT) zu erkkn sind.

Vorbach und Mitarbeiter (2002) beobachteten eindafalA von intrazellularem Adenosin-5-
triphosphat und Adenosin-5-diphosphat bei ZellemeiHUVEC Primarkultur. Dieser Abfall
kann zum Zelltod fuhren (Pearson und Gordon, 198&¢h einer 60minttigen Behandlung mit
einer Konzentration von 1000 mg/l konnte ein Abksmerkt werden.

Lanbeck und Mitarbeiter (2002) fuhrten eine groffaidgche Studie zur Analyse des Risikos
einer Phlebitis bei verschiedenen Antibiotika durichdieser Studie wurden 550 Patienten mit
unterschiedlichen Antibiotika behandelt und nacheei festgelegten Bewertungssystem die
Haufigkeit und Schwere der lokalen Nebenwirkungestimmt. Erythromycin und Dicloxacillin

verursachten am haufigsten eine Phlebitis (odds 5a83).
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In einer weiteren klinischen Studie wurde von dedDGarcia-Diaz und Mitarbeitern (2001) die
Inzidenz von Phlebitiden nach der Infusion von Brgmycin und Clarithromycin verglichen.
Fur Erythromycin betrug sie 79,9% bei 19 unterseictRatienten und fir Clarithromycin 76%
bei 25 untersuchten Patienten.

In der Zytotoxizitatsanalyse in dieser Arbeit kanmtine Rangfolge bezlglich der Zytotoxizitat
auf Endothelzellen von Clarithromycin > Azithromyck Erythromycin bestimmt werden.
Viluksela und Mitarbeiter (1996) haben die zytosmkien Wirkungen dieser drei Antibiotika auf
Hepatozyten im MTT-Zytotoxizitatstest untersuchiab@i konnte eine analoge Rangfolge der
Zytotoxizitaten der Substanzen gefunden werden.

In einer Klinischen Studie von Zimmermann und Mi&tern (2001) wurde das Risikopotenzial
fur die Entwicklung einer infusionsbedingten Phisbbei den Makroliden Erythromycin, Cla-
rithromycin und dem Azalid Azithromycin direkt véighen. Die haufigste Reaktion auf die An-
tibiotika war die Ausbildung eines ,lIrritationssymdns”. Erythromycin (sieben von zwoélf Pro-
banden) und Azithromycin (acht von zwo6lf Probandeayen hierbei am héaufigsten vertreten.
Weitere beobachtete Symptome waren eine Inflammatial Schmerzen an der Infusionsstelle.
Das Vollbild einer Phlebitis entwickelte sich nunter der Einwirkung von Clarithromycin
bei sechs von zwo6lf Probanden. Schmerzen an desitnfsstelle wurden bei Clarithromycin bei
100% der Probanden, bei Azithromycin bei 58% debBnden und bei Erythromycin bei 25%
der Probanden angegeben.

In dieser Dissertation wurde die Untersuchung dgotdxizitat von Makroliden mit Hilfe eines
modifizierten MTT-Zytotoxizitatstest durchgefuhitignsen et al., 1989). Dieser Test ist gut
standardisiert und zeichnet sich durch seine Zéssigkeit und Reproduzierbarkeit aus. Aus
diesen Grunden wird er sehr haufig fur routinetolokgische Analysen verwendet.

Die in dieser Arbeit verwendeten BALB/C 3T3-Fibraslen wurden fir die
MTT-Zytotoxizitatsanalyse ausgewahlt, da sie alan8ardzelllinie fir diese Art vom vitro
Testung etabliert sind (Borenfreund und Puerne8519Damit war auch die Vergleichbarkeit
mit Ergebnissen anderer Arbeiten mdglich. Allerdin@sst der MTT-Zytotoxizitatstest nur eine
quantitative Aussage uber einen Endpunkt, namlien/dalitat der Zellen, zu. Es ist nicht mog-
lich mit diesem Test eine genaue CharakterisiedardReaktion der Zellen zu erhalten.

Um zu Uberprufen, ob die Substanzen nicht nur uBALB/C 3T3-Fibroblasten, sondern auch
auf andere Zellarten im gleichen Konzentrationdbhreytotoxisch wirken, wurde das Protokoll
modifiziert und an EA.hy 926 Endothelzellen adaptiBamit konnte das zytotoxische Potential

auf einem, fur die Fragestellung relevanteren tyfelintersucht werden.
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Das Routine-Protokoll fir den verwendeten MTT-Zgtoritatstest sieht den Einsatz von den
3T3-Fibroblasten vor. In dieser Arbeit wurden zakéh EA.hy 926 Endothelzellen verwendet.
Die beiden Zellarten unterscheiden sich in einigemkten. Die 3T3-Fibroblasten haben eine
hohere Zellteilungsrate als die Endothelzellen.té/bin bendétigen beide Zelltypen unterschied-
liche Medien, die einen unterschiedlichen Einfl@sd die optische Dichte der gemessenen
MTT-Suspension haben konnen. Die EA.hy 926 Endo#liein haben einen geringeren Stoff-
wechsel als die Fibroblasten, so dass nach gleictk@bationszeit mit der MTT-Losung am
Ende des Experiments der Umsatz des MTT in dasglaut®alz bei den Endothelzellen geringer
ist. Daher ist die optische Dichte nach gleichdubationszeit von drei Stunden zwischen den
beiden Zellarten unterschiedlich. Ziel der Adaptiwar es, die optische Dichte am Ende des
10-Tageprotokolls zwischen den unbehandelten Kbetraler Fibroblasten und der Endothel-
zellen vergleichbar zu machen. Dazu musste einenajg Einsaatdichte an Endothelzellen ge-
funden werden, um einen vergleichbaren Umsatz afi MTdrei Stunden zu erreichen. Dies
gelang nicht, da ab einer anfangs eingesaten héNpa 8000 — 16000 Endothelzellen pro Well
der Umsatz von MTT und damit schlussendlich diésope Dichte nicht mehr gesteigert werden
konnte. Eine Erklarung dafur ist, dass die Endatdkdn ab 8000 Zellen pro Well nach zehn
Tagen konfluent gewachsen sind. Da Endothelzeliém,in der Arbeit von de Bono und Green
(1983) beschrieben, im vitro Systemen nur als ein Monolayer wachsen, konnte bachéhe-
ren Einsaatkonzentrationen keine hohere Endzellzatth zehn Tagen im Well erreicht werden.
Dass die optische Dichte auch bei einer maximallicidgn Anzahl an vitalen Endothelzellen
noch niedriger lag als bei den Fibroblasten, Iegimutlich am geringer aktiven Stoffwechsel
der Endothelien. Die Zellen verstoffwechseln dasiMangsamer zum farbigen Salz, so dass bei
gleicher MTT-Inkubationszeit die resultierende sgltie Dichte geringer ausfallt.

Da in diesen Experimenten die optische Dichte e 8eschreibung eines zytotoxischen Ef-
fektes der untersuchten Antibiotika ist, war eshiiger, ob die Abnahme der Endothelzellzahlen
durch die Zytotoxizitdt zu einem nachweisbaren Aldas MTT-Umsatzes in den Mitochon-
drien der Zellen fuhrten. Da dies in der gewahkaaption des MTT-Zytotoxizitatsprotokolls
der Fall war, konnte somit ein Vergleich der Zytotitaten der einzelnen Substanzen zwischen
den beiden untersuchten Zellarten, den Endothelzeihd den Fibroblasten, getroffen werden.
Da im MTT-Zytotoxizitatstest sowohl die Fibroblastals auch die Endothelzellen zu Anfang
nur mit den fertigen, im Handel erhaltlichen Antittkaldosungen behandelt wurden, konnte ein
Einfluss durch weitere Zusatzstoffe, die in deusidnsformulierung des Wirkstoffes enthalten
waren, nicht ausgeschlossen werden. Deshalb wuede M T-Zytotoxizitatstest mit den

3T3-Fibroblasten und den Reinsubstanzen von Emtiacon und Azithromycin wiederholt.
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Ein Problem war die geringe Lo6slichkeit der Reirtahzen im Zellkulturmedium. Wahrend die
gebrauchsfertigen Infusionslésungen gut mit dem iladgemischt werden konnten, konnten
die Reinsubstanzen nicht in Lésung gebracht wersrwurden eine Erwarmung des Mediums
und eine Ultraschallbehandlung zur Verbesserungldstichkeit versucht, was aber beides
nicht den gewiinschten Erfolg brachte. Deshalb watdd_0sungsvermittler warmes Methanol
verwendet. Im Methanol I6sten sich beide Reinsuiz&ia und konnten dann zum Medium hin-
zugegeben werden, ohne dass sie wieder ausfiebeab®r die Zytotoxizitatstests mit den Rein-
substanzen durchgefiihrt wurden, um den Einflussallem anderen Substanzen als dem reinen
Antibiotikum auszuschliel3en, musste der zytotoxasgéffekt von Methanol alleine getestet wer-
den. Es wurde sowohl eine Zytoxizitatsanalyse elReihe von Methanolvolumenanteilen als
auch bei allen Experimenten mit Methanolbeteiligweige Vehikelkontrolle analysiert. Diese
Experimente zeigten, dass Methanol einen EffektdaiZellen hatte, so dass bei dem verwen-
deten Volumenanteil von 2% die optische Dichte, dadhus rickgeschlossen die Zellzahl, un-
gefahr um ein Viertel geringer war. Diese Ergelmisaissten im Vergleich der Zytotoxizitaten
der Infusionssubstanz und der Reinsubstanzen umigdukricksichtigt werden.

Die Konzentrationen der gebrauchsfertigen untetsmchfusionslosungen der Antibiotika wa-
ren bei Erythromycin 5000 mg/l, bei Clarithromyeingefahr 2000 mg/l und bei Azithromycin
1000 mg/l. Diese Konzentrationen sind jedoch zthhom sie in einem MTT-Zytotoxizitatstest
mit einem 10-Tagesprotokoll zu untersuchen. Deshallde in Konzentrationsfindungsversu-
chen in groBen Konzentrationsschritten fur alle idintika der zytotoxische Bereich einge-
grenzt. Daraus resultierten die unterschiedlichenzéentrationsbereiche von 0,5 — 200 mg/l bei
Azithromycin und Clarithromycin bzw. 50 — 400 mgéi Erythromycin.

Die zu erwartenden Plasmakonzentrationen der wuetsn Antibiotika liegen deutlich unter
der geringsten hier untersuchten KonzentrationhBlesist es wichtig darauf hinzuweisen, dass
die Ergebnisse nur eine Aussage uber die lokalenioid Uber die systemische Toxizitat zulas-
sen.

Die Bestimmung der Zytotoxizitdt von Substanzen emem in vitro System wie dem
MTT-Zytotoxizitatstest erfasst nur den Endpunkt tisachlichen Zelltodes. Es lasst keine Aus-
sagen Uber die Reaktionen der Zellen auf das sphddée Agens, Veranderungen des Zellmeta-
bolismus oder Interaktionen mit anderen Zelltypen @ber die Einbeziehung von biokineti-
schen und toxikodynamischen Modellen wéare einedrsesSimulation dem vivo Situation mog-
lich (Blaauboer, 2003). Eine genaue Abbildung igevivo Situation in einemn vitro System

erscheint zum heutigen Zeitpunkt nicht maglich.
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Die MTT-Zytotoxizitatsanalyse zeigt nur unspezifisgie zytotoxische Wirkung der untersuch-
ten Substanz und das Absterben von Zellen an. demg2nauere Aussage uber die spezifischen
Reaktionen von Zellen auf ein schadigendes Ageaitetr zu kbnnen, muss man genauere Me-
thoden anwenden. In dieser Arbeit wurde die Reaktion Endothelzellen auf Antibiotika und
die proinflammatorischen Mechanismen untersucht.

Obwohl in vielen klinischen Studien die infusiondlmgte Phlebitis haufig beobachtet wird, ist
die zu Grunde liegende Pathogenese nicht vollggageklart und verstanden. Es werden sehr
viele Faktoren angefihrt, die ein erhthtes Risikiodiese Phlebitis verursachen. Dazu zéhlen
die Osmolaritat und der pH-Wert der infundiertersiudg, patientenbezogene Faktoren wie Al-
ter, Geschlecht, Art der Vene, die Konzentratioa d¢amoglobins und als einer der wichtigsten
Faktoren das infundierte Medikament (Monreal et H99, Kilic et al., 2006). Dies kann im
schlimmsten Fall zum Vollbild einer infusionsbedig Thrombophlebitis fihren.

An der Entstehung der Phlebitis spielen neben dwtothelzellen auch noch Leukozyten und
Thrombozyten sowie diverse Oberflachenantigenedagen Zellen eine Rolle. Solch eine In-
flammation der Venenwand geht mit einer Rekrutigrmon Leukozyten aus dem Blutstrom
zum Ort der Entziindung und einer Migration durol @efal3wand einher. Dies ist ein aktiver
Prozess, an dem sowohl die migrierenden Leukozteauch die Endothelzellen, die den Kon-
takt herstellen und die Migration der Leukozytendams tiefer liegende Gewebe kontrollieren,
teilhaben. Fir die Transmigration gibt es zwei nebgl Wege, zum einen den parazellularen
Weg zwischen den Endothelzellen hindurch, und demstzellularen Weg, mittels Endozytose,
direkt durch die Endothelzelle hindurch (Engelhardtl Wolburg, 2004). An der Rekrutierung
sind vor allem Oberflachenantigene beteiligt, dreeg@roinflammatorische Wirkung haben. Die-
se Epitope gehdren zu drei grof3en Gruppen: derktBelr, den Integrinen und den Proteinen
der Immunglobulin-Superfamilie. Wichtige proinflaratorische Oberflachenantigene, welche
von Endothelzellen exprimiert werden, sind CD 345ddektin, ICAM-1 und VCAM-1 (Carlos
und Harlan, 1994). Fur die Beurteilung des Einfissder Endothelzellen in der Entstehung der
Phlebitis ist es sinnvoll, die Reaktion von proamimatorischen Mechanismen zu untersuchen
(Madan et al., 2004).

Zur Beschreibung der Reaktionen dieser Oberflaghitope gibt es verschiedene geeignete Me-
thoden. Der Immunfluoreszenzassay verwendet prirAat&korper, die ein spezielles Oberfla-
chenantigen auf den untersuchten Zellen bindencilief3end wird mit sekundaren, fluores-
zenzmarkierten Antikérpern der Fc-Teil der primafertikbrper gebunden. Die Analyse erfolgt
dann mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops. Diesghdde bietet sich an, wenn man eine be-

stimmte Subpopulation, charakterisiert durch eiez#sches Oberflachenepitop, in einem Zell-
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gemisch markieren will. Weiterhin kann man mit éiedethode die genaue Lokalisation des
Antigens auf der einzelnen Zelle bestimmen (Stewefaal., 2000).

Eine Weiterentwicklung des Immunofluoreszenzassayslie Methode der Durchflusszyto-
metrie zur Untersuchung von Oberflachenantigengasd3 Verfahren ermdglicht sowohl die
guantitative Bestimmung von Oberflachenantigenetintrazellularen Molektlen als auch eine
Charakterisierung der Zelle durch ihre Grof3e unan@laritat. Die Epitope werden von spezifi-
schen Antikdrpern, die einen Fluoreszenzfarbstefbupden haben, markiert und kdénnen im
Durchflusszytometer durch hydrodynamische Fokussgereinzeln analysiert werden (Mela-
med, 2001). Diese Methode hat den Vorteil, seheZellen in kurzer Zeit auf ihr individuelles
Oberflachenantigenmuster zu untersuchen.

In der vorliegenden Dissertation wurden die Readiovon proinflammatorischen Oberflachen-
antigenen auf Endothelzellen durch das Streptograpuiinupristin/Dalfopristin, die Makrolide
Erythromycin und Clarithromycin sowie das Azalidi#zomycin mit Hilfe der Durchflusszy-
tometrie analysiert. Die untersuchten Epitope wa&én34, E-Selektin, ICAM-1 und VCAM-1.
Die verwendeten Endothelzellarten waren sowohlRtienarkultur der HUVECs als auch die
Endothelzelllinie EA.hy 926.

Quinupristin/Dalfopristin fuihrte, wie auch in dehnkschen Studien beschrieben war, zu einer
deutlichen Zunahme der proinflammatorischen Epitapkeden markierten Endothelzellen. Die
maximalen Reaktionen wurden nach zweistiindiger bakon mit 600 mg/l Qui-
nupristin/Dalfopristin beobachtet. CD 34 und VCAMstiegen beispielsweise um das 20fache
an.

In der Arbeit von Kilic und Mitarbeiter (2006) wued die Auswirkungen von Qui-
nupristin/Dalfopristin, Erythromycin und Levofloxacauf die proinflammatorischen Oberfla-
chenantigene untersucht. In dieser Arbeit wurdeingere Konzentrationen und eine deutlich
langere Inkubationsdauer von 24 Stunden untersig#it.einer Konzentration von 100 mg/l
Quinupristin/Dalfopristin zeigte sich eine Zunahder positiv markierten Zellen fur ICAM auf
51,92% und fur VCAM-1 auf 3,12%. Mit einer Konzeatton von 30 mg/l konnte noch fir
ICAM-1 eine signifikante Zunahme der Expressiontdssthitet werden. Fir E-Selektin und fur
CD 34 konnte ebenfalls nur bei der héchsten Komagah von 100 mg/l eine signifikante Zu-
nahme beobachtet werden. Die untersuchten Konziemea waren deutlich geringer als die in
dieser Arbeit untersuchten Konzentrationen, jedoestanden methodische Unterschiede. Zum
Beispiel wurden die Antibiotika nicht in Medium stern in PBS gel6st und dann fiir 24 Stunden

inkubiert.



Diskussion 98

Zum Risiko der Entwicklung einer infusionsbedingtmebitis nach der Gabe von intravendsem
Quinupristin/Dalfopristin sind bereits mehrere ideche Studien verdffentlicht worden.

Chevalier und Mitarbeiter (2001) beschreiben ireibkrbeit die hohe Inzidenz von Nebenwir-
kungen, die die lokale Vertraglichkeit bei intradser Gabe betreffen. 16 von 20 der mit Qui-
nupristin/Dalfopristin behandelten Probanden hatie lokale Gefalirritation. In einer klini-
schen Studie von Rehm und Mitarbeitern (2001) wudigeInzidenz von lokalen Reaktionen
nach der intravendsen Applikation von Quinupriffopristin bei ambulant behandelten Pati-
enten untersucht. Von 37 Patienten bekamen 16 %)3@&ale Nebenwirkungen wie Schmer-
zen, Odeme oder eine Phlebitis an der Infusiorest&lich in einer Zusammenfassung von ver-
schiedenen vergleichenden klinischen Studien mih@ristin/Dalfopristin von Rubinstein und
Mitarbeiter (1999) wird ein erhdhtes Risiko fur diatwicklung einer infusionsbedingten Phlebi-
tis beschrieben. Von den 947 mit Quinupristin/Dalfstin behandelten Patienten entwickelten
711 (75,1%) eine lokale Reaktion an der InfusiazlkstAls Vergleichsgruppe wurden 949 Pati-
enten, die mit Erythromycin oder Vancomycin behdinderden, ausgewahlt. In dieser Gruppe
lag die Inzidenz fur lokale Nebenwirkungen bei 34,8Jm die hohe Inzidenz von Phlebitiden
mit Quinupristin/Dalfopristin zu vermeiden, wird ng@schlagen, die Konzentration in der Infu-
sionslosung zu verringern oder das Antibiotikumrideen zentralen Venenkatheter zu infun-
dieren.

Aus der Gruppe der Makrolide reagierten die untgrgn Oberflachenantigene unter Azithro-
mycin-Einfluss am starksten. Die grof3ten Verdndgeanim Vergleich zur unbehandelten Kon-
trolle konnte bei einer Konzentration von 600 negfieicht werden. Die CD 34-positiven Zellen
stiegen das Siebenfache an, wéhrend die E-Selpasitiven Zellen auf das Viereinhalbfache
anstiegen. Ebenfalls mit einer Steigerung in despkiigungsrate reagierte ICAM-1 (42,17%
positiv markierte Zellen). Die VCAM-1-positiven Zeh stiegen von 2,36% auf 19,48%.
Erythromycin und Clarithromycin verursachten eimegleichbare Reaktion der proinflammato-
rischen Oberflachenantigene. Ein Unterschied zweisaien beiden Makroliden war, dass Cla-
rithromycin das Maximum bereits bei einer Konzetndravon 400 mg/l hervorrief. Erythromy-
cin benatigte fir die gleiche Reaktion eine Koneatiin von 800 mg/l. Dieser Unterschied steht
mit den Ergebnissen des MTT-Zytotoxizitatstest ekeinstimmung. Die Steigerung der positiv
markierten Zellen fur die einzelnen Epitope blieldgch deutlich unter den Maxima der von
Azithromycin ausgelosten Reaktionen. E-Selektin M@AM-1 stiegen auf das Doppelte an.
VCAM-1 stieg von 1,47% positiv markierte Zellen @)09%.

Fur Erythromycin gibt es eine vergleichbare expenislle Studie, die das Nebenwirkungspo-

tenzial einer Phlebitis beschreibt (Lanbeck et2004). Nach einer Inkubation mit TNFrea-
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gierte ICAM-1 sowohl auf den EA.hy 926 Endothelesllals auch auf den HUVECs mit einem
starken Anstieg. E-Selektin reagierte nicht. Waiterwurden die Endothelzellen mit verschie-
denen Konzentrationen an Erythromycin (maximal 6&2&fl) fur eine Stunde inkubiert. Fur die
HUVECSs zeigte sich eine statistisch signifikantenalome von 29,6% der fur ICAM-1 positiv
markierten Zellen. Bei den EA.hy 926 Endothelzekemnte eine statistisch nicht signifikante
Zunahme um 8,2% beobachtet werden. Bei einem Mehglger Ergebnisse mit den eigenen
Daten muss bertcksichtigt werden, dass die Zellerfiir eine Stunde inkubiert wurden, wah-
rend in dieser Arbeit die Zellen dem Antibiotikurweas Stunden ausgesetzt waren. Dies kénnte
eine Erklarung fur die unterschiedlichen Ergebnissaiglich der TNFe Inkubation sein.

Um eine Nachbildung der klinischen Situation eim@raventsen Applikation zu erreichen,
musste die Durchfihrung der Experimente daran asgtpverden. Um ein moglichst optimales
invitro System zu gestalten, wurden verschiedene Vorveesdigichgefihrt. Fir die untersuch-
ten Antibiotika gibt es unterschiedliche Empfehlengeziglich ihrer Infusionsdauer in der je-
weiligen Fachinformation. Um den Einfluss der In&tibnsdauer auf die Anzahl der fur die
proinflammatorischen Oberflachenantigene positivkiesten Zellen zu bestimmen, wurden in
Vorversuchen EA.hy 926 Endothelzellen mit Quinupri®alfopristin fur 15 Minuten bzw. eine
und zwei Stunden inkubiert. Dabei konnte festgltstedrden, dass mit langer dauernder Inkuba-
tionszeit die Steigerung der positiv markiertenletelstarker zunahm. In der Arbeit von Kilic
und Mitarbeitern (2006) wurde der Einfluss von Quunistin/Dalfopristin auf die gleiche Endo-
thelzelllinie nach einer 24stiindigen Inkubationsmeiersucht. Da sich diese Dissertation jedoch
auf die Darstellung der klinischen Situation eirefusion der untersuchten Antibiotika be-
schranken sollte, wurde hier die Inkubationszeftzavei Stunden festgesetzt. Weiterhin sollte
das System nicht nur die Infusionsdauer als Inkabszteit, sondern auch die Entwicklung der
Phlebitis beriicksichtigen. Daher wurde in weitev@nversuchen der Einfluss einer expositions-
freien Zeit in einem Zellkulturmedium ohne Antibl@zusatz nach der Inkubation untersucht.
Diese Uberlegung basierte auf der Tatsache, dakniachen Studien beobachtet wurde, dass
eine gewisse Zeitdauer zwischen der Infusionsagiiik und der Beobachtung der charakteris-
tischen Phlebitissymptome lag (Hershey et al., 188#ianthefs et al., 2005). Nach einer zwei-
stindigen Inkubation mit Quinupristin/Dalfopristmurden die proinflammatorischen Oberfla-
chenantigene mit Hilfe der Durchflusszytometriemamer, vier bzw. 22 weiteren Stunden ana-
lysiert. Dabei konnte gezeigt werden, dass die Bmdeellen auch ohne Antibiotikumeinfluss
weiter auf den induzierten Stress reagierten ueddlr vier analysierten Epitope ihre maximale

Auspragung erst nach insgesamt 24 Stunden zeigten.
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Wahrend der Vorversuche fiel auf, dass die Ergelenisvischen den einzelnen Versuchstagen
relativ groRe Schwankungen aufwiesen. Diese zgéilliFehler mussten minimiert werden, um
eine statistisch signifikante Aussage uUber die Reakder proinflammatorischen Epitope ma-
chen zu kdnnen. Eine mdgliche Fehlerquelle waudterschiedlich lange Vorbereitungszeit, die
z. B. von der Anzahl der Proben abhangig war, Zzvéacder Trypsinierung der Endothelzellen
bis zur endgultigen Messung im Durchflusszytometkn zu Uberprifen, ob die Verweildauer
der Zellen im PBS einen Einfluss auf die Oberflacmigene hatte, wurden in einem Vorver-
such die Zellen unterschiedlich lange im PBS belaasnd anschlielend die Auspragung der
Epitope bestimmt. Dabei wurde deutlich, dass desEhfluss eine deutliche Verringerung der
Anzahl der positiv markierten Zellen bewirkt. Delshavurden alle Versuche mit der gleichen
Anzahl an Proben und dementsprechend mit einechgleingen Vorbereitungszeit moglichst

zigig bearbeitet, um diesen zufalligen Fehler zoimieren.

Ein wichtiges Ergebnis dieser Arbeit ist, dass dadllinie EA.hy 926 die vier wichtigsten
proinflammatorischen Oberflachenantigene exprimiertArbeiten, wie beispielsweise von Li-
dington und Mitarbeitern (1999), wird als Positivitmlle fir einen schadigenden Reiz das Zy-
tokin TNF-o. verwendet. Auch in dieser Dissertation wurde TiNéingesetzt und das zuvor be-
schriebene Ergebnis, né&mlich nur die Reaktion v@AM-1 bei gleichzeitiger Nicht-
Exprimierung der anderen proinflammatorischen F@tdkonnte bestatigt werden. Daraus wird
von Lidington geschlossen, dass die EA.hy 926 Hralpéllen kein gutes Modell der Endothel-
zellen darstellen, um Inflammationsassays durchmefil In dieser Arbeit konnte mit allen vier
untersuchten Antibiotika, aber vor allem mit Quingpn/Dalfopristin als Positiv-Kontrolle,
gezeigt werden, dass CD 34, E-Selektin, ICAM-1 W@AM-1 auf dieser Zelllinie in deutlicher
Auspragung nachgewiesen werden kdénnen.

Der Unterschied zwischen der von TNFszw. der von den Antibiotika induzierten Reaktion
konnte moglicherweise in unterschiedlichen Signekkaen liegen. TNk-sowie andere Zyto-
kine erhdhen die Expression von E-Selektin und IGANMber die ,nuclear factaeB (NF-«B)“
Signalkaskade. Es gibt jedoch noch andere Sigrikdkias, Gber die ICAM-1 erhéht werden
kann. In einer neueren Studie konnte gezeigt werdiss ICAM-1 auch Uber einen
NF-kB-unabhangigen Weg reagieren kann. So kann die IdAB&pression auch Uber eine Ak-
tivierung des Zellreparaturproteins p53 gesteigerden (Gorgoulis et al., 2003). Ein Effekt von
p53 ist die Unterbrechung des Zellzyklus, was ietztu einer Abnahme der Zellen fiihren kann.
Hypoxie und Zytostatika wie Cisplatin oder 5-Fluatil fihren ebenfalls Uber einen
NF-kB-unabhangigen Weg zu einer Erh6hung des ICAM-Xki¢Bava et al., 1999).
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VCAM-1 ist ein weiteres proinflammatorisches Ob&cfienantigen, welches auf Endothelzellen
nach Stimulierung exprimiert wird. Dieses Epitopd®t das VLA-4 auf aktivierten Monozyten.
Lawson und Mitarbeiter (1999) konnten zeigen, daeg Bindung des ICAM-1 auf ruhenden
HUVECs mit spezifischen Antikérpern zu einer Steugg der Expression von VCAM-1 fihrt.
Die Bindung von ICAM-1 initiiert nicht den NkB Signalweg. Auch dieses Ergebnis zeigt, dass
die proinflammatorischen Oberflachenantigene almdr @ndere Signalwege als die von ToF-
aktivierten in ihrer Expression erhéht werden kénra dieser Dissertation konnte gezeigt wer-
den, dass die EA.hy 926 Endothelzellen sowohl CD B&elektin, ICAM-1 und VCAM-1
exprimieren und auch auf Reize durch Antibiotikagieren. Damit zeigen diese Zellen eine
charakteristische proinflammatorische Reaktion @wmidlich ist diese Zelllinie geeignet, um
proinflammatorische Reaktionen von Endothelienimemin vitro System zu untersuchen. Dies
steht in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen vdit Kind Mitarbeitern (2006).

Ein weiterer wichtiger Aspekt ist der Unterschiedvischen den Ergebnissen des
MTT-Zytotoxizitatstest und den Ergebnissen aus dierchflusszytometrischen Ergebnissen. In
den Zytotoxizitatsassays konnte ermittelt werdeagsdClarithromycin die zytotoxischste Sub-
stanz, gefolgt von Azithromycin, war. Erythromyaeigte zytotoxische Wirkungen erst bei sehr
viel hoheren Konzentrationen. Es wird allgemein ataxausgegangen, dass der Anstieg der
proinflammatorischen Epitope auf den Endothelzetieneine Reaktion auf die Schadigung der
Zellen ist. Daher sollte Clarithromycin die gro3ieaktionen der Antigene induzieren.

Die Ergebnisse der durchflusszytometrischen Vemsugigen, dass Azithromycin mit Abstand
die starksten Reaktionen der vier proinflammattescAntigene bewirkt. Der von Clarithromy-
cin induzierte Effekt ist deutlich geringer, wolsgi sogar vergleichbar war mit dem Effekt von
Erythromycin bei hoheren Konzentrationen. Eine Ntieit, diese unterschiedlichen Ergebnis-
se zu erklaren, sind Unterschiede in der Pharmakdtki der Makrolide. Fassbender und Mitar-
beiter (1996) beschreiben in ihrer Arbeit eineaméllulare Anreicherung von Azithromycin. In
einem Vergleich zwischen Erythromycin, Clarithronmyeind Azithromycin zeigte sich, dass
Erythromycin in geringen Konzentrationen im Serund un moderaten Konzentrationen in po-
lymorphonuklearen Neutrophilen (PNMs) vorhanden Starithromycin erreicht in beiden
Kompartimenten hohe Konzentrationen und Azithromyet die niedrigsten Serumkonzentrati-
onen aber die héchsten Konzentrationen in den Zekaifgrund dieser Unterschiede in der
Pharmakokinetik der Substanzen kann man davon hesgelass Azithromycin sich auch in
Endothelzellen in hdherem MalRe anreichert als daeren Antibiotika. Weitere Untersuchun-

gen waren notwendig, um diese Vermutung endgultigestatigen.
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Die Ergebnisse dieser Arbeit in einémvitro System kann man — im Bewusstsein der problema-
tischen Ubertragung voim vitro aufin vivo Daten — in Zusammenhang mit klinischen Studien
zur Inzidenz der infusionsbedingten Phlebitis éiavendser Makrolidapplikation bringen. In
der bereits vorher zitierten Studie von Zimmermama Mitarbeitern (2001) zeigten sich fur
Azithromycin eine hohe Anzahl an lokalen Reizunged fur Clarithromycin viele voll ausge-
bildete Thrombophlebitiden. Es kann vermutet werdiass die Hochregulierung der proinflam-
matorischen Oberflachenantigene zu einer entzimehidReaktion in Form von lokaler Rétung
und Schmerz fuhrt, die allerdings zumindest im kah Azithromycin nicht ausreicht, um eine
Thrombophlebitis auszulésen. Clarithromycin hingefjéhrt zu vermehrtem Zelltod und weni-
ger zu einer UbermaRigen Steigerung der proinflatmmsahen Epitope. Somit ist zu vermuten,
dass beide Reaktionen in Zusammenhang mit der Ekitwig einer infusionsbedingten Throm-
bophlebitis stehen. Die proinflammatorischen Oldetienantigene und die Interaktion mit den
Leukozyten fihren zum Beginn einer Phlebitis. Dernvehrte Zelltod der Endothelien gibt
schlie3lich den Ausschlag zur Entwicklung des \Mitdils einer Thrombophlebitis.

In den hier beschriebenen Experimenten konnte gexegrden, dass alle vier untersuchten
proinflammatorischen Oberflachenantigene aiunchitro auf eine Exposition mit den Antibiotika
reagieren. Zu den Nachteilen diegesitro Assays gehort, dass keinerlei Interaktionen nmiean
ren Faktoren in der Inflammationskaskade, wie Leyken oder Zytokinen, vorhanden sind. Die
in vitro Systeme haben den Vorteil, dass man problemlosibkanomisch guinstiger einzelne
proinflammatorische Potenziale von Substanzen nateler vergleichen kann. In Ergdnzung zu
den bestehendeim vivo Tiermodellen kénnte das hier beschriebeme&itro Modell zur Ein-
schatzung des Risikos einer Phlebitis beitragerkd®ate ein Beitrag zur Arzneimittelsicherheit
und -Vertraglichkeit bei der Entwicklung neuer amdtisch wirksamer Arzneistoffe geleistet

werden.
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5. Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Dissertation wurdenvitro die Mechanismen der Entstehung einer Infusi-
onsphlebitis untersucht. Daflr wurden die Oberfantigene CD 34, E-Selektin, ICAM-1 und
VCAM-1 auf der Oberflache von Endothelzellen aniggts Weiterhin wurdenin vitro die
proinflammatorischen Potenziale des Streptograr@osupristin/Dalfopristin, der Makrolide
Erythromycin und Clarithromycin sowie des Azalidzithromycin bestimmt. Daftr wurden die
zytotoxischen Wirkungen der Substanzen miteinandgglichen und die Auspragung der

proinflammatorischen Oberflachenantigene mit eimenunmarkierung untersucht.

Die Bestimmung und der Vergleich der zytotoxisclratenziale der Infusionsformulierungen
der untersuchten Substanzen geschah mit Hilfe enuelifizierten MTT-Zytotoxizitatstests zu-
nachst mit Fibroblasten (BALB/C 3T3) und anschlie®emit einer Endothelzelllinie
(EA.hy 926). Weiterhin wurden mit dem gleichen Tasth die Reinsubstanzen von Erythromy-

cin und Clarithromycin untersucht.

Clarithromycin zeigte bei beiden Zellarten die h&iehZytotoxizitat im untersuchten Konzentra-
tionsbereich. Nur bis zu einer Konzentration vomid)| konnte kein hemmender Effekt auf die
Zellen nachgewiesen werden. Azithromycin zeigte rain wenig geringeres zytotoxisches Po-
tenzial, wobei bei den Fibroblasten ein hemmendiekEab 50 mg/l und bei den Endothelzellen
ab 10 mg/l ein hemmender Effekt gezeigt werden teartarythromycin hingegen zeigte erst bei
deutlich héheren Konzentrationen einen zytotoxiacdiHekt auf die Zellen. Erst ab einer Kon-
zentration von 200 mg/l zeigten sich konzentratdumgingig zytotoxische Effekte in beiden

Zellsystemen.

Die Reinsubstanzen der Antibiotika wurden mit Metblagelost. Fir Methanol konnte in dem
verwendeten Konzentrationsbereich in Vorversuchien zgtotoxischer Effekt nachgewiesen
werden, der bei einem Vergleich der Ergebnissecwis den Infusionsformulierungen und den
Reinsubstanzen beriicksichtigt werden muss. FuhAmitycin zeigten sich ab 10 mg/l konzent-
rationsabhangig zytotoxische Effekte. Bei Erythromykonnten ab einer Konzentration von
200 mg/l hemmende Effekte nachgewiesen werden.bBabachteten Unterschiede zwischen
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den zytotoxischen Effekten der Reinsubstanzen wmdidfusionsformulierungen ist durch den
Einfluss des Methanols als Losungsmittler zu eddéar Die Ergebnisse aus dem
MTT-Zytotoxizitatstest zeigen, dass die Konzentra¢in die an der Infusionsstelle erreicht wer-
den kdnnen, zytotoxische Wirkungen an den Zellendreufen kbnnen. Dies muss als eine Ur-
sache fir die inflammatorischen Veranderungen daré\bei intraventser Gabe angesehen wer-
den.

FiUr eine detailliertere durchflusszytometrische lxs@ der proinflammatorischen Oberflachen-
antigene wurden Zellen der EA.hy 926 Endothelzgdlliverwendet. Daflr wurden die Zellen
mit unterschiedlich hohen Konzentrationen der wsuteinten Antibiotika fir zwei Stunden inku-
biert und nach einer expositionsfreien Zeit vorS2@nden mit monoklonalen Antikérpern gegen

die untersuchten Oberflachenantigene markiert.

Die Behandlung der Zellen mit der Positivkontrd@ainupristin/Dalfopristin fuhrte mit steigen-

der Konzentration zu den starksten Zunahmen depaaiiv markierten Zellen fur alle vier un-

tersuchten proinflammatorischen Epitope. In derhten untersuchten Konzentration von
800 mg/l zeigten sich auch bereits nach zwei Sturidkubation zytotoxische Effekte, die die
Zellen zu einer geringeren Expression der Oberéaahtigene beeinflussten.

Das Azalid Azithromycin erzeugte im Vergleich zuindetersuchten Makroliden die am starks-
ten ausgepragten Reaktionen der EndothelzellerkoBeten in einem Konzentrationsbereich
von 200 mg/l bis 600 mg/l fur alle untersuchtent&pe statistisch signifikante Zunahmen im
Vergleich zu unbehandelten Kontrollen gezeigt werd&arithromycin und Erythromycin zeig-

ten ahnlich ausgepragte Reaktionen auf den Endetlet. Diese waren aber weniger pragnant
ausgepragt als die durch Azithromycin induziertaranderungen. Wahrend Clarithromycin in
einem Bereich von 200 mg/l bis 600 mg/l eine kotagionsabhangige Zunahme der Oberfla-
chenantigene bewirkte waren mit Erythromycin zuduktion einer vergleichbaren Reaktion

Konzentrationen von 400 mg/I bis 1200 mg/l notwegndi

Zum Vergleich wurde eine Inkubation der Endothééremit TNFe durchgefiihrt. Sie flhrte zu
einer sehr deutlichen Zunahme von ICAM-1 auf detlede wahrend CD 34, E-Selektin und

VCAM-1 anders als bei Quinupristin/Dalfopristin enfTNFa unverandert blieben.
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Da die durchflusszytometrischen Experimente mit dinelzellen einer Zelllinie durchgefuhrt
wurden, wurden einzelne Konzentrationen der vigensnchten Antibiotika auf ihnre Reaktionen
an einer Priméarkultur von HUVECs untersucht. Egiteesich, dass die HUVECs deutlich weni-
ger ausgepragt auf die Antibiotika-Inkubation reaigin als die EA.hy 926 Endothelzellen. Fir
Clarithromycin und Erythromycin konnten jedoch mstach signifikante Zunahmen der
proinflammatorischen Oberflachenantigene im Vegyleiur nicht behandelten Kontrolle nach-
gewiesen. Bei Azithromycin Uberwogen die zytotoRet Effekte, so dass keine statistisch sig-

nifikanten Unterschiede bei der Expression der @dagrenmarker gezeigt werden konnten.

Insgesamt zeigen die Ergebnisse der durchflussattesohen Bestimmung, dass alle untersuch-
ten Antibiotika die Auspragung verschiedener Adbéasmolekile, die am Ablauf einer Inflam-
mation beteiligt sind, konzentrationsabhéngig vaein. Die Rangfolge der Auspréagung solcher
Veranderungen spiegelt die Reihenfolge der Inzidenmn infusionsbedingten Phlebitiden der
Substanzen der therapeutischen Verwendung wieder.
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7. Verzeichnis der verwendeten Abkirzungen

AUC
CAP
DAPI
DMEM
DMSO
ECso
ECGS/H
FCS
FSC
FITC
HAT
HUVEC
MHK
MTT
NOEC
PBS
PE
SSC
TBS
TNF-a
VWF

Area under the curve

Communitiy aquired pneumonia
4',6-Diamidino-2-phenylindol

Dulbecco modifiziertes Eagle’s Minimum EssahMedium
Dimethylsulfat
50% effect concentration

.endothelial cell growth supplement* mitgdgin
Fotales Kalberserum

Forward angle light scatter
Fluoresceinisothiocyanat

Hypoxanthin, Aminopterin und Thymidin
Human umbilical vascular endothelial cells
Minimale Hemmkonzentration
3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2i&trazolium-bromid
No observed effect concentration

Phosphate buffered saline

Phycoerythrin

Side scatter

Tris buffered saline

Tumornekrosefaktar

Von Willebrandt-Faktor
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