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1 Einleitung

1.1 Sehne

Als Bestandteil des Bindegewebes werden Sehnen Sliéitzgewebe zugeordnet. Weitere
Bestandteile dieser Kategorie sind z.B. Knochen Kindrpel. Sie sind in ihrer Gesamtheit

mesenchymalen Ursprungs. Sehnen sind anatomisohidu®éen, die Muskeln und Knochen

zwischengeschaltet sind. Ihre Aufgabe ist es, inshélentstehende Krafte auf den Knochen
zu Ubertragen und damit eine Gelenkbewegung zu githén. Dabei wird in der Sehne

kinetische Energie aufgenommen. Die spezifischaecBpekapazitat soll dabei um den Faktor
400 bis 1800 hoher liegen als im Muskelgewebe (@sith, 2005).

Der Ursprung und der Ansatz eines Muskels wird ihgeineinen aus einer Sehne gebildet.
An mehrbauchigen Muskeln befinden sich Sehnen aaehschen den einzelnen

Muskelbduchen. Die Sehne selbst stellt mittelsreiieskel-Sehnen-Verbindung sowie mit
einer Sehnen-Knochen-Verbindung Kontakt zu beideie8 her. Der Aufbau der Sehne ist
durch ihre Funktion bestimmt. Sie besteht aus eird¥gidimensionalen Netzwerk, der
sogenannten Extrazellularen Matrix (EZM), welche6£180% aus Collagen gebildet wird.

Hauptsachlich findet man hier Collagen Typ | iniggen Bestandteilen auch Collagen Typ Il
und IV. Ebenso findet man 1-2% Elastin, ein wesddfaserprotein.

Des weiteren gibt es noch anorganische Komponebiese sogenannte Trockensubstanz der
Sehne wird umgeben von der Grundsubstanz. Bestlender Grundsubstanz sind Wasser,
Proteoglykane, Glukosaminoglykane und GlykoproteiDer zellulare Anteil wird von den
Sehnenzellen (Tendozyten, Fibrozyten) und ihrerstBlazu 95% gebildet. Sie befinden sich
zwischen den Collagenfasern. Sie synthetisierenBdistandteile der oben beschriebenen
extrazellularen Matrix. Somit besteht ihre Aufgab@uf- und Umbauprozessen in der Sehne
(Jozsa et al., 1991, Kannus, 2000, Lippert, 2000).

Die Sehnen gehéren zum bradytrophen Gewebe. Sieralativ schwach vaskularisiert. Die
Blutversorgung erfolgt im Wesentlichen vom Parateraus. Die Gefal3e verlaufen dabei
longitudinal durch die Sehne. Die juvenile Sehrieaisch Uber Gefalie versorgt, welche am
Ubergang zwischen Sehne und Knochen sowie Sehne Mumgkel einsprieRen. Die

Durchblutung der Achillessehne betragt beispielse&,93 ml/100 g/min. Die Durchblutung



der Wadenmuskulatur beim Menschen betragt dagemehOcml/100 g/min in Ruhe (Carlier
et al., 2006).

Mit zunehmendem Alter, ungefdhr ab dem 3. Lebemzgint, nimmt die arterielle
Durchblutung der Sehne ab (Thermann et al., 20009. Physiologie ist darauf ausgelegt,
Mangelzustdnde und Sauerstoffarmut gut zu kompemsiehne sofort Schaden zu nehmen.
Verletzungen oder andere Schaden werden daheraalotr weniger schnell repariert. Der
Dauerzustand von verzogertem Stoffaustausch begtimsé Akkumulation von etwaigen
Fremdstoffen. Dadurch kénnen auch Anderungen inffohselhaushalt nur langsam
regeneriert werden. Dennoch ergibt sich durch dadhandensein von Sehnen fir den
Organismus nicht nur ein biomechanischer Vorteddirch, dass Uberlangen der Muskulatur
durch Sehnen vermieden werden, entsteht fir demarf@esganismus eine Energieersparnis
(Ahmed et al., 1998).

1.1.1 Sehnenzelle

Der Bau und die Anordnung der Sehnenzelle andentreit dem Alter des Menschen. Findet
man in jungerem Alter noch vorwiegend spindelférmangeordnete polymorphe
Tendoblasten, andert sich deren Struktur beim Hme&wen zu langgestreckten Tendozyten
mit verminderten Zell-Zell-Kontaktausbildungen ge@bker juvenilen Formen. Die GrélRe
erwachsener Tendozyten schwankt zwischen 80-300irnumer Lange. Der Querschnitt
gestaltet sich sternférmig. Dieser Aufbau ist natdig, um den Erhalt der Zell-Zell-Kontakte
zu gewabhrleisten, sowie um die Reduktion der Anzdét Zellen auszugleichen. Die
Interaktion der Sehnenzellen untereinander wird clduisogenannte ,gap junctions”
gewabhrleistet. Gap junctions sind kanalbildendedtnkomplexe, die Zytosole benachbarter
Zellen direkt miteinander verbinden (Benjamin undlgRs, 2000). Im Vergleich zu den
Tendoblasten lasst sich fur die Tendozyten sagass dich Form, Anordnung und Grol3e
andern. Ebenso sinkt die Syntheseleistung, und rderi sich das Spektrum der

synthetisierten Stoffe (Jozsa et al., 1991).
1.1.2 Extrazellulare Matrix

Die extrazellulare Matrix ist ein Komplex aus vénstlenen Stoffen, die der Sehne Elastizitat
und ein hohes Mal3 an energieresorbierendem Pdtgeti@n. Ihr Hauptbestandteil ist das
Collagen Typ |. Die Kkleinsten Einheiten bilden dabérstufen des Collagens, das

Tropocollagen. Dieses ist noch l6slich und ungelkanagnd wird von Sehnenzellen in einem
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Vitamin C und Eisen-abhéngigen Prozess gebildethNgekretion in den Extrazellularraum
bilden sich daraus Mikro- und daraus wiederum @eltdibrillen. Durch parallele Anordnung
entstehen primare Faserblndel, die als Subfaskhéatichnet werden. Nach Akkumulation
primarer Blindel entstehen sekundéare Faserbindkiheveich wiederum zu einem tertidren
Bindel zusammenschliel3en. Eine Vielzahl von Tdatiddeln ergeben, in spiralférmiger
Anordnung, die Grundstruktur einer Sehne. Eine Kantimentbildung erfolgt durch
UmschlieBung einzelner Faserbiindel durch Bindegsesebieiden, dem sogenannten
Paratenon. Das Epitenon umgibt die Sehne als Gamésermoglicht es der Sehne an
umgebenden Strukturen einen moglichst geringen uRggkoeffizienten zu entwickeln, sie
lasst die Sehne gleiten. Eine in der Feinstruktes dCollagengeflechts erkennbare
dreidimensionale Anordnung einzelner Fibrillen dehidie Sehne vor Uberlastung durch
Scher- und Rotationskréfte (Benjamin und Ralph8020ozsa et al., 1991, Kannus and Jozsa,
1991).

Zu einem geringen Anteil von 1 bis 2 % finden drchien Sehnen auch elastische Fasern, die
wahrscheinlich die Fibrillenstruktur, nach erfolgtBehnung, in ihren Ausgangszustand
zurtckfuhren (Kannus, 2000). Die GrundsubstanzSddme wird von einer Vielzahl weiterer
Stoffe gebildet. Dazu gehdéren Proteoglykane, Glgkusoglykane (Hyaluronsaure,
Dermatansulfat) und  Glykoproteine  (z.B.  Fibronectin Proteoglykane  und
Glykosaminoglykane binden in erster Linie Wasseais [Ergebnis ist ein hydrophiles Gel,
welches die biomechanischen Eigenschaften der Sehteestitzt. Glykoproteine besitzen
eine Adhasionsfunktion. Sie befinden sich groRienteauf der Zelloberflache der
Sehnenzellen und halten Zell-Matrix-Verbindungerfrezht, indem sie an Makromolekule
binden (Potts und Campbell, 1996). Weiterhin finden anorganische Bestandteile, wie
Calcium, Magnesium, Mangan, Cadmium, Kobalt, Kupfémk, Fluor, Phosphor und
Silizium. Zusammen bilden die anorganischen Bes&lednur 0,2% der Trockenmasse einer
Sehne (Kannus, 2000). Die fur das Wachstum undrRegsodelling der Sehne notwendige
Kommunikation zwischen Sehnenzelle und extrazetuldMatrix wird Uber Integrine
Ubertragen (Ffrench-Constant und Colognato, 200#4ebl 1992, Ivaska und Heino, 2000,

van der Flier und Sonnenberg, 2001).
1.1.3 Tendopathien

Tendopathien kdonnen durch endogene und exogenerEakhervorgerufen werden. Die
Dauer des Einflusses spielt eine entscheidendeeRdd sie das Ausmald der Schadigung

maf3geblich beeinflusst. Als endogener Faktor lass$t beispielhaft das Impingement, eine
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Sehnenschadigung durch sukzessive Einklemmung,uraefi, welches knéchern oder
ligamentar bedingt sein kann. Einen nicht unwegdh Einfluss hat das Lebensalter der
Sehne, da es sich wesentlich auf die Flexibilitser dSehne auswirkt. Erhohte
Reibungskoeffizienten und damit eine erhthte Betagtder Sehne sind Folge einer
altersbedingten Strukturverdnderung der Sehnen. Alieahme des Durchmessers der
Collagenfibrillen ist zum Beispiel eine solche edtgpische Erscheinung an der Sehne. Die

Tendopathie wird in Stadien eingeteilt.

Tabelle 1: Stadieneinteilung der Tendopathie

Stadium Durchschnittliches Alter der| Symptome und Reversibilitat

Patienten

<25 Jahre Odembildung,
kleine Einblutung,

vollstandig reversibel

I 25 bis 40 Jahre Degenerative

. . h " ’
(chronisches Stadium) Sehnenveranderungen

nicht immer reversibel

0 50 bis 60 Jahre Partielle oder totale Ruptuyen,

selten reversibel

Mikromorphologisch fassbare Symptome der Sehneetzemg sind: fibrinoide Nekrosen,
granulomatbése Wucherungen, EntziindungsreaktionénEmstrom von Fibroblasten und
Riesenzellen. Ursachlich sind Uberbeanspruchungshiblutungsstérungen und verschiedene
exogene Faktoren, wie Medikamente (z.B. KortisdB)schiedene Risikofaktoren kénnen die
Inzidenz erhdhen: hohes Alter, Impingement, Dawstbpruchung, Diabetes mellitus,
Adipositas und Niereninsuffizienz (Wirth und Ca2§00).

Eine besondere Bedeutung kommt auch hier der Assidhne zu, da sie entsprechende

Degenerationen ungefahr 1,5 Jahrzehnte vor andgreflien Sehnen des menschlichen

Kdrpers entwickelt (Thermann et al., 2000). Aufiilst des Weiteren, dass Untersuchungen

an Achillessehnen bei frischen Rupturen ergabess d& % der Vorschaden an den Sehnen

hypoxischer Genese waren. Als Kontrollgruppe wurgest mortemSehnen untersucht.
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Davon waren nur 69 % aller Sehnen ohne jede deggreer Veranderung. Die
Untersuchungen wurden mit Hilfe von Elektronenmgkapie, Lichtmikroskopie und einer
histopathologischen Analyse durchgefuhrt (Kannugd ulozsa, 1991). Die gewahlten
Methoden erlauben allerdings nur einen retrospehtiRiickschluss auf eine Schadigung.
Eine Screening-Diagnostik, die erlauben wirde eiSehaden an der Sehie vivo zu
beurteilen, kdnnte dazu dienen, eine BeeinflussiergSehne durch Chinolone beurteilen zu
konnen. Eine Moglichkeit bietet da die hochaufl@eenUltraschalldiagnostik, mit der
Veranderungen an Sehnen, besonders der oberfléehligut zu beurteilen sind. Gerade in
Kombination mit der Feinnadelbiopsie, ergeben scghiMoglichkeiten zum vivo Diagnostik
(Ho et al., 2003).

1.1.4 Chinolon-induzierte Tendopathien

Chinolon-induzierte Schaden am juvenilen Gelenkgabr sind seit langem bekannt
(Ingham, 1977; Stahlmann et al., 1990). Ebenso rvekest, dass Chinolone auch Sehnen
nachhaltig schadigen konnen. Es ist zu vermutess dafgrund der Ahnlichkeit dieser
Gewebe hinsichtlich des entwicklungsgeschichtlichbinsprungs und der &hnlichen
bradytrophen Stoffwechsellage auch die Pathogeffiésediese Art der unerwinschten
Wirkung der Chinolone analog verlauft. Kenntnisberiden genauen Pathomechanismus gibt
es bisher nicht (Stahlmann, 2003; Sendzik, 2009).

Erste Fallberichte Gber Chinolon-induzierte Tendbjga wurden schon in den frihen 1980er
Jahren publiziert (Bailey et al., 1983). Zu Begider 1990er Jahre hauften sich die
Fallberichte (Ribard et al., 1992, Lee und Collins992). Fallberichte gibt es fir
Ciprofloxacin, Pefloxacin, Ofloxacin, Levofloxacimd andere. Damit lasst sich sagen, dass
diese Wirkung offenbar die gesamte Stoffgruppe@@nolone betrifft. Es scheint aber, dass
Chinolone mit guter Bioverfligbarkeit, wie PefloxacOfloxacin und Levofloxacin, haufiger
eine Tendopathie auslésen als solche, mit dendnrsic relativ niedrige Konzentrationen
erreichen lassen (Carbon, 2001, Harrell, 1999). hAunit neueren \ertretern dieser
Arzneimittelgruppe findet man immer wieder aktuell€allberichte, die eine

Sehnenschadigung beschreiben.

Daten zur Inzidenz dieser unerwiinschten Arzneimiitkung variieren und sind haufig
widerspruchlich. In einer neueren Studie der Clunehduzierten Tendopathien nach
Chinolongabe an 242 herztransplantierten Patiemtsgte sich, dass in 14 Féllen eine
Tendopathie an der Achillessehne auftrat. Daruwtgen 3 Falle einer Ruptur sowie 8 Falle,
in denen die Tendopathie bilateral auftrat. Dietsgncht einer Inzidenz von 5,8%, wobei
11



man berucksichtigen muss, dass es sich hierbei witirmrbide Patienten handelte, bei
denen haufig weitere Risikofaktoren bestehen. Anfiggten traten Tendopathien hier unter

Levofloxacin auf, gefolgt von Ciprofloxacin und Nioxacin (Barge-Caballero et al., 2008).

Zahlen fur eine genaue Inzidenz fur Chinolon-indua Effekte am Bindegewebe sind nicht
verfugbar. Das konnte daran liegen, dass eine Patdie selten diagnostisch exakt mit der
Gabe eines Chinolons in Verbindung gebracht welkiem. AuRerdem kann der zeitliche
Rahmen des Auftretens spezifischer Symptome schevarRie in einem Review, in dem
98 Falle von Tendopathien untersucht wurden, armgggn Zeitraume liegen zwischen
wenigen Stunden nach Erstgabe und 180 Tage nactalitime eines Chinolons (Khalig und
Zhanel, 2003). Ist der diagnostische Rickschlusa waofgetretener Tendopathie und
Chinolongabe nach wenigen Stunden noch nachvobiaiekvenn auch sehr ungewdhnlich, so
ist der kausale Zusammenhang nach 180 Tagen mieist @indeutig. Der Grof3teil der
Fallberichte beschreibt Patienten mit Rupturen 8ehnen. Eine Sehnenruptur stellt zwar den
Maximalfall einer Tendopathie dar, ist aber zur éi#zung eines allgemeinen Risikos fur

Tendopathien eher ungeeignet.

In einer groBen Ubersichtsarbeit, in der insgesd6#76 Chinolon-behandelte Patienten
untersucht wurden, sind 704 Félle von TendinitidenAchillessehne sowie 38 Rupturen der
Achillessehne aufgetreten. Das relative Risiko e@i@nolon-induzierte Tendopathie zu

entwickeln, betrug in dieser Studie 1,9 fUr Pagentdie jinger als 60 Jahre waren. Bei
Patienten Uber 60 Jahren bestand ein relativekdRigon 3,2. Bei Auftreten weiterer

Risikofaktoren steigt das relative Risiko bereit$ 6,2 (van der Linden et al., 2002). Van der
Linden und Kollegen beschrankten sich aber nurdieifEffekte, die an der Achillessehne
auftraten. Da bekannt ist, dass auch andere Sateeemenschlichen Koérpers betroffen sein
konnen (Braun et al., 2004), sind auch die in didgbeit angegebenen Inzidenzen nicht
allgemein gultig.

Aus den bisher vorhandenen Studien und Fallbenctgeht hervor, dass bestimmte
Risikofaktoren Chinolon-induzierte Tendopathien doeggigen kdnnen (Kempka, 1996, van
der Linden et al., 2002, van der Linden et al., 30Mierzu zéhlen insbesondere Alter,
Nierenerkrankungen und langzeitige oder lokale iKoitibehandlung. Die
Altersabhéngigkeit fir das Auftreten dieses Effektestellt die Indikation einer
Chinolonanwendung, insbesondere bei Vorliegen esietultanen Kortikoidtherapie, bei
alteren Patienten in Frage (Ball et al., 1999, I8tahn und Lode, 2003). Bei bestehenden

Nierenerkrankungen oder bei Hamodialysepatientendadurch resultierender mangelnder
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Elimination des Wirkstoffes erhdht sich das Riséner Tendopathie nach Chinolontherapie
(Bailey et al., 1983).

Kortikoide kénnen potenziell ebenfalls eine Tendb@aauslosen (McQuillan und Gregan,
2005). Das Risiko steigt, je langer eine solche rdpie erfolgt. Bei intratendindsen
Injektionen von Kortikoiden kann es ebenfalls zumd@pathischen Symptomen kommen
(Shrier et al., 1996).

In verschiedenen Arbeiten konnte weiterhin gezeigtden, dass ein Teil der Schadigung
primar an den Sehnenzellen erfolgt. Dies konntdiwversenin vitro und tierexperimentellen
Arbeiten gezeigt werden. Untersuchungen an Hundeseellen, welche mit Ciprofloxacin
in den Konzentrationen 5 pg/ml, 10 ug/ml und 50nmlgfurchgefuhrt wurden, zeigten eine
konzentrationsabhangige Abnahme der ZellviabilitSowie eine Reduktion der
Syntheseleistung der Sehnenzellen. Es konnte weitgiezeigt werden, dass die Aktivitat
von Matrix-degenerierenden Enzymen (Stromelysin,  otdaiglykanase)

konzentrationsabhangig zunahm (Williams et al. 00

Veranderungen an der Sehnenzelle selbst wurden inBelektronenmikroskopischen
Untersuchungen gezeigt. Juvenile Ratten, welchex@din in den Dosen 1200 mg/kg
erhalten haben, zeigten nach drei Tagen degeneNgréanderungen an den Sehnenzellen. Es
traten Veranderungen, wie zytoplasmatische Vakualah dilatierte Zellorganellen, auf. Es
bestand fir diese Veradnderungen eine Alters- undidabhangigkeit. Adulte Ratten
entwickelten degenerative Zeichen erst nach 10eralBabe von Ofloxacin. Derselbe Effekt
konnte noch 3 Monate nach Gabe von Ofloxacin naglegen werden. Zusatzlich erhielt ein
Teil der Ratten, simultan zur Ofloxacingabe, eiregmesiumarme Diat, was den Effekt an der
Sehnenzelle noch verstéarkte (Shakibaei et al., 2000

Es gibt mehrere Hinweise auf einen Zusammenhangchen der Eigenschaft der Chinolone
Chelatbildner zu sein und einer daraus resultiesenBeeinflussung der Sehnenzelle. Da
verschiedene bivalente lonen zur AufrechterhalwegZellfunktion benétigt werden, bewirkt

ein Magnesiummangel einen Funktionsverlust der Sateile. Der Umstand, dass Sehnen
nur schwach vaskularisiert sind und damit Elektsalgwankungen nur langsam ausgleichen

kdnnen, verstarkt diesen Effekt noch.

Juvenile Hunde, welche Ciprofloxacin in Dosen 30/kggund 200 mg/kg Uber 5 Tage
erhielten, wurden mit einer zweiten Versuchsgrupprglichen. Die zweite Gruppe erhielt

eine magnesiumarme Diat. In Immunoblot-Untersuckangler Achillessehnen konnte
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gezeigt werden, dass sowohl Collagen Typ | als Awdd einer Syntheseverringerung
konzentrationsabhéangig abnahm und eine Reduktian Ka@zentrationen von Elastin-,
Fibronectin- undpl-Integrin nachzuweisen war. Ein magnesiumarmeseFuterursachte
ahnliche Effekte wie eine Chinolongabe. Somit kenngezeigt werden, dass die
Chinolonwirkung und die Magnesiumreduktion sichihner Wirkung an der Sehne ahneln
(Shakibaei et al., 2001, Stahlmann, 2003).

Fibronectin ist ein entscheidender Bestandteil dieiZell-Matrix-Integritat gewéhrleistet. Es
wird, in der Sehne, extrazellular eingelagert ueditat eine Art Briickenfunktion zwischen
den einzelnen Collagenfibrilleri1-Integrin ist ein transmembranares Rezeptorpratieich
induziert u.a. SignalUbertragungswege wie den MARaBe-Sinaltransduktionsweg. An
Chondrozyten und Tendozyten fuhrte eine Beeinflugsdieses Signallbertragungsweges
zum programmierten Zelltod. Der daraus resultieee@@webeuntergang korreliert mit dem
klinischen Bild einer Tendopathie und ist somit @ils Teil des Pathomechanismus Chinolon-
induzierter Sehnenschadigung zu sehen (Sendzikl.et2@05, Shakibaei et al., 2001,
Shakibaei und Stahlmann, 2001). Ob eine Storundvile?-Kinase-Signaltransduktionswegs
allerdings als der entscheidende Schritt in dehdtpnese angesehen werden kann, ist

dennoch unklar.

Die Matrixmetalloproteinasen (MMPs), als Systemhsigegenseitig aktivierender und
inhibierender Enzyme, deren Aufgabe es ist, dien8eldurch gezielten Abbau von
extrazellularer Matrix optimal an ihre Funktion deraftiibertragung zwischen Muskel und
Knochen anzupassen, wurdenvitro unter Chinoloneinfluss untersucht. Schon zwei Tage
nach Inkubation von humanen Sehnenzellen mit Aipxatin in der Konzentration 10 mg/l
konnte ein Anstieg der MMP's 1 und 13 beobachtetere (Sendzik et al., 2005). MMP 1
und MMP 13 sind Collagenasen und fuhren zur Destmlder extrazellularen Matrix. Eine
maogliche Induktion von Matrixmetalloproteinasen @uChinolone und der daraus folgenden
Gewebeschadigung scheint ein weiterer Weg im Pathbamismus der Chinolon-induzierten

Sehnenschadigung zu sein.

Eine Gruppe franzdsischer Wissenschaftler untetsuctie Effekte von Pefloxacin

(400 mg/kg) auf die Sehnen von Ratten. Gemessedendie Proteoglykansynthese mittels
Radiosulfat-Inkorporationn und ex vivo Zusatzlich wurden Oxidationsprodukte mittels
Immunoblotting nachgewiesen. Pefloxacin induziemeder extrazellularen Matrix oxidative
Schaden. Die Ergebnisse entsprachen dem des g#ighdurchgefihrten Ischamie-Modells,

mit der fur die Ischamie typischen Radikalbildung Gewebe. Interessanterweise konnte der
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Effekt von Pefloxacin durch gleichzeitige Gabe vbRAcetyl-Cystein (150 mg/kg), als
Antioxidanz, inhibiert werden. Somit konnte gezeigtrden, dass auch Oxidationsprozesse
an der extrazellularen Matrix einen weiteren Eisglum Pathomechanismus der Chinolon-
induzierten Tendopathie besitzen. Die Radikale dige@ nicht nur das Collagen, sie
scheinen zusatzlich auch Matrixmetalloproteinasktiviaren zu kénnen (Simonin et al.,
2000).

Kashida und Kato untersuchten 1997 in einer waiteierexperimentellen Studie den

Einfluss antiinflammatorischer Substanzen bei siamdr Chinolongabe. Dabei wurde der
Effekt von 10 Fluorchinolonen und neun antiinflamanmschen Substanzen auf
Achillessehnen von Ratten untersucht. Es zeigth, silass die gleichzeitige Gabe von
Dexamethason die Pefloxacin-induzierten Verandesaragifhob. Dies steht im Gegensatz zu
den bisher aus klinischen Daten abgeleiteten Rehtoren fir eine Tendopathie. Die

Ursache fir diesen gegenséatzlichen Effekt liegtra@ieinlich in der relativ kurz gewahlten

Wirkdauer von 24 Stunden. Kashida und Mitarbeiteérmuten eine Beteiligung von

5-Lipoxygenase und Stickstoffmonoxid am Pathomeigmams der Tendopathien nach
Chinolongabe (Kashida und Kato, 1997a).

1.2 Chinolone/Fluorchinolone

1.2.1 Entwicklungsgeschichte der Chinolone und ihr&inteilung

Im Jahr 1962 wurde erstmals Nalidixinsaure als eerdfertreter einer neuen Gruppe
antibakteriell wirksamer Chemotherapeutika besbleme die als Chinolone bezeichnet
wurden (Lesher et al., 1962). Innerhalb eines &imts wurden weitere Chinolone
entwickelt, die insbesondere eine verbesserte Adtivm gramnegativen Bereich besal3en.
Der eigentliche Durchbruch dieser Substanzklastdges aber erst mit der Entdeckung der
sogenannten Fluorchinolone und der Entwicklung Morfloxacin abermals 10 Jahre spater.
Jetzt erst waren antibakteriell wirksame Substanzen hoher antibakterieller Aktivitat
entstanden. Die anfangs unfluorierten Chinolonedemrdurch die Fluorierung an Position 6
so verandert, dass sie ein weitaus grol3eres Spekwie eine verbesserte Pharmakokinetik
besalen. Wirkung auch gegen atypische Keime smhigeere Resorption und eine bessere
Gewebepenetration waren die Folge. Das Anwendubgsgeerbreiterte sich auf Infektionen
des Skelettsystems, der Atemorgane und der Weiehterregerliicken und zunehmende
Resistenzen steigerten die Anstrengungen nach &dtwmg neuer Fluorchinolone. Neuartige
cyclische Amine an Position 7 fuhrten zu ,Pneumderkwirksamen” Chinolonen, wie

Moxifloxacin. Diese hohere Aktivitat gegen Stremiocus pneumoniae erklart den Einsatz
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dieser Chinolone vorwiegend im Bereich der Atemw&gktionen (Ball, 2000a, Petersen,
2001).

Das in den frihen neunziger Jahren entwickelte Tlewscin hatte zwar eine verbesserte
Wirkung gegenuber Pneumokokken, verursachte abeelienen Fallen ein ,hadmolytisch-
uramisches—Syndrom* (Gausser-Syndrom; HUS), wassaner Marktriicknahme flhrte.

Nahezu zeitgleich erfolgte auch die Marktricknahmeiterer Fluorchinolone (z.B.

Sparfloxacin, Trovafloxacin und Grepafloxacin). éichinolon-typische Nebenwirkungen,
wie QT- Verlangerung und Phototoxizitat, Lebersepédg und Hypoglykamie waren selten,
aber ernsthaft in ihrer Auspragung. Erst Moxiflaxacind Gatifloxacin zeigten nur ein

geringes Risiko fur spezifische unerwinschte Wigam (Ball, 2000b). Die in Tabelle 2
wiedergegebene Klassifikation der Fluorchinolonedeuvon der Paul-Ehrlich Gesellschaft
erarbeitet und von Naber und Adam 1998 publizigater und Adam, 1998).

Tabelle 2: Einteilung der Fluorchinolone, (modifiziert nachb¢a und Adam 1998)

Gruppe Beschreibung Hauptvertreter

I Orale Fluorchinolone, die nur zur Therapie yblorfloxacin
HWI zugelassen sind (in Deutschland)

Il Chinolone mit breitem  Spektrum zudfloxacin

systemischen Anwendung Ciprofloxacin

0 Verbesserte Aktivitat gegenuber grampositiyeavofloxacin

und atypischen Erregern

v Verbesserte Aktivitdt gegeniber grampositivBtoxifloxacin

und atypischen, wie auch anaeroben Erregern

1.2.2 Wirkmechanismus

Die bakterizide Wirkung der Chinolone beruht auf &@&genschaft essentielle Enzyme der

Bakterien zu hemmen. Es handelt sich hierbei ureretinfluss auf die Topoisomerase Il

(DNA-Gyrase) sowie auf die Topoisomerase IV. Diddekung erklart auch den alten Namen

dieser Substanzklasse: ,Gyrasehemmer” (Peters@i,).2Die bakterielle DNA ware ohne die

Wirkung dieser Enzyme ca. 1000fach langer als ddgdBium selbst. Sie muss daher in eine

kompakte Form uberfuhrt werden. Die Topoisomerddgmrnehmen diese Aufgabe, indem sie
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die DNA verdrillen. Sie kontrollieren und hemmenclsi dabei gegenseitig, um eine
Uberschie3ende Verdrillung zu vermeiden. Man kaien gsundsatzlich in zwei Klassen

unterteilen. Typ | Topoisomerasen sind imstandeanoe einstrangige DNA zu teilen, Typ |l

spaltet auch doppelstrangige DNA (Wigley, 1995)e [grundlegende Funktion der DNA-

Gyrase besteht darin, fir Prozesse wie Replikafioanskription und Rekombination DNA

Fragmente zu ,entdrillen®. Die Topoisomerase |l eadt dabei synergistisch mit der
Topoisomerase | zusammen. Die Arbeit der GyraseAlR-abhangig und erfolgt durch

gezielte DNA Doppelstrangspaltung, die nach Vel des Segmentes wieder verknipft
werden. Der genaue Angriffsort der Chinolone ishhiexakt bekannt, doch weil3 man durch
in-vitro-Untersuchungen, dass sie schlecht an singuldre DR Gyrase binden. Erst der
Komplex aus den beiden Komponenten, Typ Il Topos@®se und DNA, wird hochspezifisch

gebunden (Heisig und Wiedemann, 2001).

FiUr die Bindung von Chinolonen an freie DNA und fie Bildung eines Tertidrkomplexes
aus Chinolon, Typ Il Topoisomerase und DNA sind Negjumionen erforderlich (Palu et al.,
1992). Der Gesamtkomplex wird ebenfalls durch Magmaionen stabilisiert und ist fur drei
Stunden stabil. Ein urspringliches Modell ging daanis, dass Uber Wasserstoffbriicken die
4-Oxo0-Gruppe des Chinolons mit der Gyrase kopj@ief et al., 1989). Heute geht man eher
von einer direkten Wechselwirkung mit der DNA-gettenen Gyrase aus. Der eigentliche
Effekt beruht auf einer Hemmung der Gyrasetatigkeiirch die Komplexbildung mit dem
Chinolon wird nach einem Zwischenschritt die Gyr&swalent an die DNA gebunden.
Infolge der Stoérung versuchen Stressproteine eingtreNaratur. Die Bildung der
Stressproteine wird ebenfalls von Chinolonen induzilhr Gbermalliges Wirken fihrt zum
Zusammenbruch der Membranintegritat und damit zuostéxben der Zelle (Heisig und
Wiedemann, 2001). Der Sachverhalt, dass ZugabeChdoramphenicol, einem Inhibitor der
Proteinsynthese, die Bildung der Hitzeschock-Pneteverhindert und damit auch das
Absterben der Zelle durch Chinolonwirkung nichtoégt, stitzt diese Annahme (Chen et al.,
1996).

1.2.3 Struktur- Wirkungsbeziehung

Neben der Fahigkeit Chelate mit zweiwertigen Meia#n zu bilden, ist die Affinitat der
Chinolone zu Metallen scheinbar Bedingung fir iargibakterielle Wirkung. Wie bereits
beschrieben, erfolgt die Bindung der Chinolone an BNA-Gyrasekomplex mit Hilfe von
Magnesiumionen. Wechselwirkungen und die Wirkurlgstesind durch die Substituenten an

den verschiedenen Positionen bedingt (Stahlmann lLodke, 1999). Eine Senkung der
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Toxizitat wurde mit neueren nichtfluorierten Chiooén erzielt. Ein Wirkverlust ist dabei
nicht zu verzeichnen gewesen (Takahata et al., )19B8sonders gegenuber Chinolon-
resistenten Erregern ist die Wirkung bis zu 64fadibht. Weitere nichtfluorierte Chinolone
zeigen ahnliche Eigenschaften auf. In Anbetracht steigenden Resistenzen gegenuber
Fluorchinolonen scheint hier ein Vorteil zu liegddie geringere Wirkung gegeniber den
Pseudomonaden ist aber den nichtfluorierten Chiresiagemein (Barry et al., 2001, Rolston
et al., 2002). Neuerliche Entwicklungen von Chimao beschréanken sich weitgehend auf C-
7 substituierte Verbindungen. Das Einfiigen cycksohminosubstituenten an der Position 7
erzeugte Chinolone mit nochmals verbesserter Winke#t gegeniber grampositiven
Erregern, wie zum Beispiel Moxifloxacin.
Fiir die Bindung an Gyrase essentiell

(Substitution fiihrt zum

Einfluss auf antibakterielle Wirkungsverlust)

Aktivitat, Phototoxizitat

Substitution mit und Genotoxizitat

Fluor fiihrt zu einem
deutlichen Anstieg der
antibakteriellen Aktivitat

Chelatisierung von Kationen
(Interaktion mit Antazida)

Starker Einfluss auf Wirksamkeit,
H ist optimaler

antibakterielles Spektrum

und Pharmakokinetik (basischer
Stickstoff fur Wirksamkeit bei
oraler Gabe notwendig)

Substituent
R im Bereich der
2 Gyrase-

Bindungsregion

5-oder 6-gliedrige Heterozyklen
verleihen die hdchste Aktivitat
(z.B. Piperidin)

Einfluss auf R
Pharmakokinetik 1

Wichtig fur die
Wirkung gegen

Verantwortlich fir Bindung Wichtig fiir die Wirksamkeit

;ngnt(iﬁiﬁ-lnter- anaerobe Keime Geringfiigiger Einfluss auf
” p o die Pharmakokinetik
'T'h |on(;n I:_“' Verantwortlich fur
eophyliin Phototoxizitat Verantwortlich fiir Interaktionen mit

und Genotoxizitat Theophyllin und Genotoxizitat

Abbildung 1: Struktur-Wirkungsbeziehungen der Chinolone (modhriaomagala 1994).

Andere Entwicklungen wichen von der Grundstrukteziyglich der C-7 Substitution ab und
erlangten so bessere spezifische Aktivitat geganibeuell resistenten Keimlinien. An

Position 1 mit einem Cyclopropylrest versehene Gloine, wie Garenoxacin, zeigen eine
deutlich verbesserte Aktivitdt gegentber grampesitiKeimen. Die héchstea vitro Potenz

gegen gramnegative Keime konnte mit einem Prapardthes an einer C-7 Seitenkette mit
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einem Propylrest versehen wurde, erzielt werdere BPotenz gegeniber grampositiven

Keimen blieb ebenfalls erhalten (Zhang et al., 3007
1.2.4 Wechselwirkungen

Die Fahigkeit der Chinolone Chelate mit bivalentdonen zu bilden, fihrt zu
Resorptionsstérungen bei simultaner Einnahme vaiazia, wenn diese Magnesium- und
Aluminiumverbindungen enthalten. Die Bioverfugbarkeann somit bis auf 10% gesenkt
werden. Dieselbe Problematik ist fir die gleichgeitorale Einnahme mit Eisenpréaparaten
oder Multivitamin-Zink Komplexen beschrieben. Digsagfnahmestoérung fuhrt zwangslaufig
zu einer unzureichenden Konzentration der Chinolond damit zu einem Versagen der
Therapie (Marchbanks, 1993).

Fur viele Medikamente ist eine suffiziente Elimioatdes Wirkstoffes eng an das korrekte
Funktionieren der Cytochrom P-450 abhéangigen Moggerasen gekoppelt. Einige
Chinolone hemmen den Metabolismus anderer Arzritastdie durch das Cytochrom P 450
1A2 abgebaut werden. Dieser Effekt kommt besondais gleichzeitiger Gabe von

Theophyllin, einem Methylxanthin, zum Tragen. Aufu@d der geringen therapeutischen
Breite des Theophyllins lasst eine Akkumulation atiur verringerte Elimination

Nebenwirkungen des Theophyllins starker hervomreBiese Wechselwirkung ist besonders
mit Pefloxacin, Norfloxacin, Ciprofloxacin und Erewin bekannt. Levofloxacin und

Moxifloxacin besitzen, hinsichtlich dieser Wechsekung, kein nennenswertes Potential
(Kinzig-Schippers et al., 1999) Ein Konzentratiamstéeg, bei gleichzeitiger Gabe von

einigen Chinolonen, ist auch fiir das CumarindeWatfarin und auch fur Koffein bekannt.

Ein synergistischer unerwinschter Effekt der Clonel zusammen mit nicht-steroidalen
Antirheumatika tritt durch Inhibition von GABA-Regtoren auf und fuhrt damit zu einer
zentralen Stimulation. Dies fiihrt zum Auftreten reaxzitatorischer Phanomene und,
seltener, zu erhohter Krampfanfalligkeit. Der Effekurde in vivo an Ratten untersucht,
indem gleichzeitig Chinolon und antiinflammatoriscMedikamente intrathekal appliziert
wurden. Der Effekt war am starksten mit Norfloxaaimd Enoxacin ausgepragt. Fur
Levofloxacin konnte eine erhdhte Krampfbereitschmaft in Kombination mit Flurbiprofen,

Ketoprofen und schwach auch mit Indomethacin géxeggden (Hori et al., 2003).
1.2.5 Nebenwirkungen und Kontraindikationen

Chinolone sind gut vertraglich bei oraler, lokaleder intraventser Anwendung.

Unerwlnschte Wirkungen sind selten, konnen aberimem geringen Prozentsatz auch
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schwerwiegend sein. Die haufigsten Nebenwirkunged gastrointestinale Beschwerden.

Allergien treten sehr selten auf (Rubinstein, 2001)

An Position 8 halogenierte Chinolone zeigen haufigjee Photoxizitat als Nebenwirkung.
Die Fahigkeit der Chinolone Licht zu absorbiereriihrt zu Gewebsschaden durch
Radikalwirkung an den Lipidwéanden der Zellen. Didbenwirkung fihrte zur Ricknahme
der Medikamente Fleroxacin, Clinafloxacin und Sioewdcin. Ebenfalls ist bekannt, dass es
unter Therapie mit Chinolonen zu Arrhythmien und-\@fFlangerung bis hin zum ,Torsades
de Pointes* Syndrom kommen kann. Fur den Fall détrétens dieses Phanomens gilt die
sogenannte ,multiple hit hypothesis®, die besagssdPatienten gefahrdet sind, die kardiale
Vorschaden besitzen oder andere Medikationen erhaltie ebenfalls eine QT-Verlangerung
verursachen kénnen (Owens und Ambrose, 2002). Digfgekt ist mit fast allen Chinolonen
beschrieben, gleichwohl mit Levofloxacin und MoaKhcin. Fir Levofloxacin betrug die
Rate des Auftretens 5,4/1 Million. Da das Auftretdieser unerwinschten Wirkung sehr
schwerwiegend ist, wurde eine Anwendungsbeschrankimdie Therapie mit Levofloxacin,
Moxifloxacin und anderen Chinolonen bei Patienteit bestehender QT- Verlangerung

ausgesprochen (Frothingham, 2001).

Zentralnervose Effekte wie Kopfschmerz, Schlaflesigund Schwindelanfélle sind ebenfalls
typische unerwiinschte Wirkungen der Chinolone. Atiatluzinationen und Depressionen
wurden nach der Gabe von Chinolonen, wenn auch selen (<0,5 %), beobachtet
(Stahlmann und Lode, 1999). Das neurotoxische Mateder Chinolone bedingt eine
Kontraindikation der Therapie mit Chinolonen beil&ptikern und bei Patienten, welche eine

zerebrale Vorschadigung besitzen.

Weitere speziellere Nebenwirkungen lassen sich mimeinem bestimmten Chinolon
zuordnen und fihrten im Weiteren zu deren Ricknakiore Markt. Zum Temafloxacin-
Syndrom gehdért zum Beispiel eine immunvermittel@&nteélyse mit renaler und hepatischer
Dysfunktion (Maguire et al., 1994).

Eine ungewoéhnliche und in ihrer Pathogenese weitenhklare Nebenwirkung der Chinolone
ist ein destruktiver Effekt auf das Bindegewebenageer auf Knorpel und Sehnen. Diese
unerwiunschte Wirkung ist eher selten, aber es asseh keine genauen Daten fur die
Inzidenz eines solchen Effektes finden. Es ist bekadass der juvenile Organismus eher von
dieser Wirkung betroffen ist, was in Studien an réie nachgewiesen werden konnte
(Shakibaei et al., 2001, Stahlmann et al., 199@hI8tann, 2003). Der Effekt am Knorpel
schliel3t irreversible Schéadigungen der Epiphysenfugt ein. Da ein Auftreten dieser
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Nebenwirkung beim Menschen nicht ausgeschlossemenekann, besteht hierfir eine
Anwendungsbeschrankung (Stahlmann und Lode, 198@ntraindikationen fur eine
Therapie mit Chinolonen bestehen, aufgrund ihreror@motoxizitat, fur Kinder,
Heranwachsende, Schwangere und stillende Mittead@ebei der Therapie mit Chinolonen
im Kindesalter besteht dennoch haufig ein Anwendbedarf, bei dem Risiken gegen den
Nutzen abgewogen werden mussen. Dieser ,off label Bedarf besteht zum Beispiel dann,
wenn Pseudomonas aeruginosa Infektionen zu theeapigvaren und keine anderen
Alternativen Wirkung zeigten. Anwendung finden Gilone auch bei Kindern mit Cystischer
Fibrose. Die Therapie ist, in der Regel, effekthnduvird gut toleriert. Auch andere bekannte
Nebenwirkungen sind bei Kindern nicht ofter als Bewvachsenen zu beobachten (Schaad,
2005).

Bestehende Nierenerkrankungen sind insbesonderdiltegen Patienten (>60 Jahre) ein
Pradispositionsfaktor fir eine Sehnenschadigunggleechzeitiger Chinolontherapie (Barge-
Caballero et al., 2008). Bei renaler Insuffizieofite die Dosis individuell angepasst werden,
um eine Akkumulation zu verhindern. Auch hierflrstehen Unterschiede zwischen den
einzelnen Chinolonen. So konnte gezeigt werdens dais dialysepflichtiges, akutes
Nierenversagen einen sehr unterschiedlichen Emflaaf die Pharmakokinetik beider
Chinolone erzeugt. Untersucht wurden Moxifloxacimdu_evofloxacin in den Dosierungen
von je 400 mg und 500 mg alle 8 Stunden. Eine Ygdamung der Clearance konnte nur bei
Levofloxacin nachgewiesen werden. Die Pharmakolineton Moxifloxacin blieb
unbeeinflusst, weil Moxifloxacin, im Gegensatz zavbfloxacin, kaum unveréndert renal
eliminiert wird (Czock et al., 2006). Eine genausaBhtung der Risikofaktoren fir eventuelle
Nebenwirkungen der Chinolone bei éalteren Patientest notwendig, well
Kortisondauertherapien, Nierenschaden und bestehkledzerkrankungen im Alter gehauft
auftreten (Stahlmann und Lode, 2003).
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1.2.6 Levofloxacin

Levofloxacin ist das optische L-Enantiomer des Reates Ofloxacin (Naber und Adam,
1998). Das Chinolon wurde Ende der 90er Jahre aageh und ist sowohl zur oralen als auch
zur intravendsen Gabe verfugbar. Es ist gut wirkgggen grampositive und gramnegative
Erreger. Das Anwendungsspektrum umfasst Infekticenoberen und unteren Atemwege,
des Urogenitaltraktes und Haut- und Weichgewebkiitieen. Das Nebenwirkungsspektrum

entspricht dem anderer Chinolone.

Die orale Gabe von 200 mg fuhrt bei gesunden Puadrarzu Plasmaspiegeln von bis zu
2 mg/l innerhalb 0,8 bis 2,4 Stunden. Diese Spisgal nicht abhangig von gleichzeitiger
Nahrungsaufnahme. Die Bioverfugbarkeit nach oral@abe ist vollstandig. Das
Verteilungsvolumen nach 200 mg betragt 1,26 I/kge Ronzentrationen im Gewebe sind
hoher als im Plasma. In einer Studie wurden nadéoparativer intravendser Gabe von
500 mg Levofloxacin die Konzentrationen des Medikats in verschiedenen Geweben
1,5 Stunden nach Applikation intraoperativ mittelshigh performance liquid
chromotography* (HPLC) gemessen. Betrug der Seriggsp in diesen Messungen
durchschnittlich 8,6 pg/ml waren im Gewebe hdéheomzéntrationen ermittelt worden. Am
hochsten war die Konzentration in der Haut (19,9guggefolgt von Wund- und
Granulationsgewebe (17,3 ug/g). Die Spiegel in-ketd Muskelgewebe waren geringer als
die im Serum (von Baum et al., 2001). Nach 24 Standird oral appliziertes Levofloxacin
zu 80-85 % unverandert renal ausgeschieden. Dammkt slie renale Elimination bei
reduzierter renaler Clearance und Dosisreduktiomgrssen vorgenommen werden. Die

Plasmahalbwertszeit betragt 4 bis 7 Stunden.

Levofloxacin wird bei unkomplizierter Sinusitis B0 — 14 Tage taglich oral appliziert. Die
Dosis betragt dabei 500 mg. Bei unkompliziertertifigsder Frau erfolgt die Gabe von
250mg uber drei Tage (Sanofi-Aventis, 2007). GebeniOfloxacin konnte damit eine
Dosisreduktion um die Hélfte erreicht werden. Fifektionen ist gegentber Ofloxacin eine
kurzere Therapiedauer ausreichend (3 bis 5 TagéJergleichsstudien wurde eine Effizienz
von 74 bis 92 % bei HNO-Infektionen erzielt. Beingkologischen Infektionen betrug die
Effizienz bis zu 93%. Die Eradikationsraten betruge beiden Untersuchungen fir

Chlamydia trachomatis, Haemophilus influenzae,@tiokken und Escherichia coli jeweils
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mehr als 90 %. Gegenlber Pseudomonas aeruginasg et Eradikationsrate nur noch 66
% (Davis und Bryson, 1994, Wimer et al., 1998).

Abbildung 2: Strukturformel von Levofloxacin

1.2.7 Moxifloxacin

Moxifloxacin ist das neueste Chinolon, das zur @aper bakterieller Infektionen in

Deutschland zugelassen ist. Das Wirkspektrum wurdgrampositiven Bereich verbessert,
gegenuber Pneumokokken zeigtiewitro eine deutlich hdhere Aktivitat als andere zur Zeit
verfigbare Chinolone. Gegenuber den meisten khnietevanten gramnegativen Erregern
und auch Anaerobiern besteht ebenfalls eine hotigiit. Die Aktivitat gegen Pseudomonas

aeruginosa ist im Vergleich zu Ciprofloxacin allegk geringer.

Bei oraler Gabe von 400 mg wurden Spitzenplasmakanationen von ca. 2,5-3,1 mg/I,
nach ca. 1,5 Stunden, erreicht. Die Eliminationsivaltszeit betragt etwa 9 bis 16 Stunden.
Die intravenose Gabe von Moxifloxacin erhoht deasRiaspiegel auf 4,1 mg/l und ist damit
26% hoher als nach oraler Gabe des Medikamentss(&taal., 1998). Moxifloxacin wird
hauptséachlich renal und fakal, nach vorheriger Gloidierung, ausgeschieden (Balfour und
Wiseman, 1999).

Ein grof3er Vorteil ist die Moglichkeit, Moxifloxagiin einmal taglicher Gabe zu applizieren,
was die Compliance deutlich fordert. In klinisch&tudien an Patienten mit ambulant
erworbener Pneumonie, akuten Exazerbationen eihenischen Bronchitis oder akuter
Sinusitis konnte eine Heilung in Gber 90% allerd&;dbei einmal taglicher Gabe von 400 mg
Uber 5 — 10 Tage, erzielt werden (Balfour und Wiaei999). Das Nebenwirkungsspektrum
ist dem anderer Chinolone &hnlich, wobei gastretimale Stérungen an erster Stelle stehen.

Zentralnervose Effekte treten unter Moxifloxacifatiey selten auf (Bayer-Vital, 2008).
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Abbildung 3: Strukturformel von Moxifloxacin

1.3 N-Acetylcystein

N-Acetylcystein (NAC) wird seit langem bei Sekrddloings- und Transportstérungen
wahrend akuter oder chronischer Erkrankungen dereobund unteren Atemwege zur
mukolytischen Therapie in taglichen Dosen von 3R 8t oder 1x 600 mg angewandt. Die
Anwendungsdauer sollte nicht langer als 4 -5 Tagjeaben (Heumann-Pharma, 2006). Es
besteht die Moglichkeit der oralen sowie intravembApplikation. Des weiteren besteht eine
Indikation bei der Therapie einer Intoxikation duréaracetamol (Tsai et al., 2005, Kennon,
2008). Nebenwirkungen durch dieses Medikament seiten und beschranken sich auf das
gelegentliche Auftreten von Stomatitis, Kopfschneerzind Tinnitus. Allergische Reaktionen,
paradoxe Bronchospasmen und Blutungen sind ebetisme unerwiinschte Wirkungen der

Therapie mit N-Acetycystein.

Zusatzlich hat NAC eine antioxidative Wirkung. Ageystein wird im Korper, unter
anderem, zu Glutathion umgebaut, dessen Haupthmktidarin besteht, freie
Sauerstoffradikale zu binden (Aslund et al., 19%g Sulfhydryl-Gruppe von NAC kann
einerseits freie Sauerstoffradikale eliminierendexerseits bindet es durch die freien SH-
Gruppen Proteine und Membranenzyme, was derendZenst verhindert. Das Redox-System
Cystein-Cystin spielt dabei eine entscheidende eRdlladurch werden Enzyme vor der
Schadigung durch freie Radikale geschitzt (Sochetaal., 1990). NAC hat eine geringe
Bioverfugbarkeit, da es einem ,first-pass-effeat” der Leber unterliegt. NAC ish vivo
Ausgangsstoff flir Glutathion, einem potenten Rdtikger. Bei Gabe von 200 mg wurde
eine maximale Plasmakonzentration von 1,64 pmod#ithnrund einer halben Stunde
nachgewiesen. Eine Dosissteigerung auf 1200 mgefifur einem maximalen Plasmaspiegel
von 2,99 pumol/l nach 52 Minuten. Damit waren bed 20g Gabe 7,& 2,2 (MW + SD) %,
bei Gabe von 1200 mg 11,6 2,8 (MW + SD) % bioverfugbar. Die Werte der
Eliminationshalbwertszeiten verkirzen sich mit aiggnder Dosis auf 2 bis 4 Stunden nach

einmaliger Gabe von 1200 mg. Bei Leberfunktiongsigen entstehen verlangerte

24



Plasmahalbwertszeiten von bis zu 8 Stunden (Bamgstund Kagedal, 1990). Die
Konzentrationen von Glutathion in Lymphozyten awsndperipheren Blut verhielten sich
ahnlich wie die Serumkonzentrationen von NAC imuser(Pendyala und Creaven, 1995).
Bekannt ist, dass NAC nach Inkorporation in Lehad Milz akkumuliert, exakte Daten Uber

Konzentrationen im Gewebe liegen nicht vor.

SH

OH

Abbildung 4: Strukturformel von N-Acetylcystein

1.4 Fragestellungen

Im Zusammenhang mit den Chinolon-induzierten Teatlupn bestehen zahlreiche offene
Fragen hinsichtlich des Pathomechanismus, moglicimeerschiede zwischen den einzelnen
heute Ublichen Praparaten und moglicher Ansatzgunltt Pravention bzw. Therapie dieser
unerwinschten Arzneimittelwirkung. In der vorliegden Arbeit wurden mit Hilfe von

Zellkulturexperimenten einige dieser offenen Fragearbeitet. Es wurden Tendozyten vom
Menschen verwendet, als Methoden zur Charaktanisteder toxischen Wirkungen auf die
Zellen wurden immunhistochemische Darstellungen @endozyten mit verschiedenen
Antikérpern durchgefuhrt, welche semiquantitativradu Bildanalyse ausgewertet wurden.
AnschlieBend wurden die Verdnderungen der Protemdatrationen im Western-Blot

analysiert.
Im Einzelnen wurden in dieser Arbeit die folgendeagestellungen bearbeitet:
1. a) Wie beeinflussen Levofloxacin und Moxifloxatiumane Tendozyten vitro?

b) Welchen Einfluss haben diese Chinolone auf dietlfse der extrazellularen
Matrix (Collagen Typ 1) sowie von transmembranar@ezeptorproteinen (-

Integrin, Fibronectin)?

c) Ab welcher Konzentration lasst sich ein Effeldchweisen, gibt es einen

Unterschied zwischen den Chinolonen?

2. Kann N-Acetylcystein, als Antioxidanz, den dudib Chinolone induzierten Effekt

antagonisieren?
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2 Material und Methoden

2.1 Material

Im Rahmen dieser Arbeit wurden folgende Materialiad Geréte benutzt:

2.1.1 Gerate

Analysenwaage NavigatdY
Autoklav, Tuttnauer 3870 ELV PV
Axiophot Lichtmikroskop
Bidestanlage

Blotting-Einheiten

Brutschrank

Calibrated Densitometer GS-800
Cellspin 1 (1205-14)

Cryo Freezing Container (Einfrierbox)
Dewargefafl’
Elektrophorese-Einheiten

Flow bench NU 425-400
Heizschrank/Warmeschrank
Magnetruhrer mit Heizplatte
Magnetrihrer MR 2002
Neubauer-Zahlkammer
pH-Meter Lab 850

Photometer, Ultrospec llI
Pipetboy

Power PAC 200 (Stromgeber)
Préazisionswaage 2001 MP2
Research Pipetten
Schuttelwasserbad

Schuttler 3005

Schuttler IKA-VIBRAX-VXR

Sartorius, Goéttingen
Biomedis, Giel3en
Zeiss, Jena
Millipore, Billerica, USA
Bio-Rad, Mlnchen
Heraeus, Hanau
Bio-Rad, Minchen
Thermac, Waldsolms
Nalgene, Resthr, NY, USA
KGW Isotherm, Karlsruhe
Bio-Rad, Minchen
NuAire, Plymouth, MN, USA
Heraeus, Hanau
Janke und Kunkel, fstau
Brand, Wertheim
Schott, Jena
Schott, Jena
Pharmacia, Wien, Ostelrei
IBS Integra, Schweiz
Bio-Rad, Minchen
Sartorius, Gottingen
Eppendorf, Hamburg

MGW Lauda CS 20; Kénigshofen, AUT

Heidolph, Th. Karow, Berlin

Janke und Kunkel, Staufen
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Tischzentrifuge (Laborfuge A)
Trockenschrank
Vortex (Genie 2)

2.1.2 Reagenzien und Verbrauchsmaterialien

30% Acrylamid / Bis Solution 37,5 :1 (2,6% C)
Ammoniumpersulfat

Amphotericin B (250 pg/mL)

Avalox Infusionslésung

BSA

Cellclip

Cellfunnel

Cellspin Filtercards

Cryoréhrchen

DermacClean,

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

Falcon Serologische Pipetten 5 und 10 mL
Fotales Kalberserum

Gel-Blotting-Papier

Glukose

L-Glutamin (200 mM)

Glycin

Ham’s F-12 Medium

Hank’s Salt Solution (= Hank’s Salzlésung)
Isopropanol

Kaleidoskope prestained standards

(= Kaleidoskopstandard)

Heraeus, Hanau
Memmert, Schwabach

Scientific Industries, Darmstadt

Bi@® Miunchen
Bio-Rad, Minchen
Biochrom, Berlin
Bayer AG, Leverkusen
Sigma-Aldrich, Miinchen
Thermac, Waldsolms
Thermac, Waldsolms

Thermac, Waldsolms
Nunc, Wiesbaden
Ansell, Bangkok, Thailand
Merck, Darmstadt

BiochroBerlin
Epperitionburg
Merck, Darmstadt
BectokiBson Labware, USA

Biochrom, Berlin

Schleicher und Schuell, Dassel
Merck, Darmstadt

Biochrom, Berlin
Merck, Darmstadt

Biochrom, Berlin

Biochyr@mrlin

Merck, Darmstadt
Bio-Rad, Mlnchen
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Kaliumdihydrogenphosphat (KiROy)
Magnesiumchlorid (MgGl) min 99,0%
MEM-Amino Acids (= Aminosauren (50x) ohne
L-Glutamin)

Methanol

2-Mercaptoethanol
Di-Natriumhydrogenphosphat Dihydrat
(NagHPO, x 2 H0)

N-Acetylcystein

Natriumchlorid (NaCl) min 99,5%

Natronlauge (NaOH)

Nunc EasyFlas®', 25 und 75 crh(= Kulturflaschen)
Nunclon™ Zellkulturschalen 8,8 cm

Parafilm

Pasteur-Pipetten

PBS Dulbecco (1x) mit G4 Mg**
Penicillin/Streptomycin 10000 U / 10000 pg/mL
Pepstatin

Phenylmethylsulfonylfluorid

Reagenzglaser

Reaktionsgefal3e

Salzséaure (HCI)

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

sterile Réhrchen

Tavani€ i.v. 500 mg

TEMED

Trispuffer Hydrochlorid (Tris-HCI)

Triton X 100

Trizma®Base

Trypsin / EDTA Solution in PBS 0,05% / 0,02%
(w/v) ohne C&', Mg

Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Biochrom, Berlin

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Miinchen
Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Mimen
Merck, Darmstadt
Nunc, Wiesbaden

Nunc, Wiesbaden

American National Can,

Neenhah, WI, USA

Brand GmbH + Co, Wertheim

Biochrom, Berlin

Bioa, Berlin

Roche Diagnostics, Mannheim
Sigma-Aldrich, Minchen

Hecht-Assistent, Sondheim

Brand GmbH + Co, Wertheim

Merck, Darmstadt
Fluka, Bucl&chweiz

Biad, Mlnchen

Braun, Melsungen

Nunc, Wiesbaden

Aventis, Frankfurt am Main

Bio-Rad, Mlinchen
Sigma-Aldrich, hchen

Sigma-Aldrich, Minchen

Sigma-Aldrich, Minchen

Biochrom, Berlin

28



Tweerf 20 Bio-Rad, Miinchen

Vitamin C Merck, Darmstadt

Zellschaber, steril Nunc, Wiesbaden

2.1.3 Antikorper

Fur die Untersuchungen im Western Blot und der Iminmtochemie wurden folgende

Antikoérper benutzt.

Tabelle 3: Primar-Antikorper

Primar-Antikdrper Katalognummer Hersteller

anti-Collagen | polyklonal 2150-0020 AbD Serotec, Raleigh,
USA

anti-31-Integrin monoklonal 610467 Transduction, Lexington,
Kentucky, USA

anti- Fibronectin monoklonal AB1926 Sgimicon’ Temecula,

Tabelle 4: Sekundar-Antikorper fir Western-Blot

Sekundar-Antikorper Katalognummer Hersteller
fur Western Blot

Sheep anti-rabbit IgG gegen poly-klonadd?304A Chemicon, Temecula,
Primar-Antikorper Californien, USA

Sheep anti-mouse 1gG gegen mono- AP326A Chemicon, Temecula,
klonale Primar- Californien, USA
Antikorper

Tabelle 5: Sekundar-Antikdrper fir die Immunhistochemie

Sekundar  Antikorper Katalognummer Hersteller

fur Immunhistochemie

GAR-FITC Gegen polyklonaleAP156F Chemicon, Temecula,
Primar-Antikorper USA
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2.1.4 Medien zur Zellkultivierung
Wachstumsmedium

Zum Kultivieren der humanen Tendozyten wurde eirdiden benutzt, welches jeweils zur
Halfte aus Ham's F12 und DMEM bestand. Die weitedrsatze sind nachfolgend
aufgefihrt. FUr die Versuche wurde 12 Stunden eorlnkubation der Zellen der FCS Antell

im Medium auf 5% reduziert, um mogliche EinflissesdSerums auf die Zellen zu

minimieren.

FCS 10% / 5%
Penicillin/Streptomycin (10000 U / 10000 pg/mL) 1%
Amphotericin B (250 pg/mL) 1%
Aminosauren (50x) 1%
Vitamin C (25 pg/mL) 1%
Glutamin (200 mM) 1%

Einfriermedium

Nachdem geniligend Zellmaterial aus den Sehnenstig#eahiert wurde, wurden die Zellen
zur spateren Untersuchung eingefroren. Da dagyeiautzte Medium DMSO enthielt, war es
notwendig nach dem Auftauen am Folgetag das Mediunwvechseln, da sonst Schaden an

den Zellen nicht auszuschlief3en waren.

FCS 10%
DMSO 10%
Penicillin/Streptomycin 1,1%
Glukose 0,5%
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2.1.5 Lo6sungen und Puffer
Zelllysepuffer

Fur die Aufbereitung der Zellen fur das Western tBi@rfahren wurde ein Lysepuffer

verwendet. Vor der Lyse der Zellen, wurden diesen®Hank's Salzlésung gesplilt. Erst kurz
vor der Anwendung fiihrte man dem Lysepuffer dietéaseinhibitoren PMSF und Pepstatin
zu. Pro Petrischale wurden dann 300 pl aufgetraQenPetrischalen wurden anschlieRend
auf Eis gelagert. Nach 30 min erfolgte das Homagleren des Lysats mittels eines
Zellschabers, bevor die Schalen fur weitere 30weder auf Eis gelagert wurden. Das Lysat
wurde anschlie3end fir 5 min bei 15000 Umdrehurmgenrifugiert. Enthaltene Zelltrimmer

wurden somit entfernt. Der entnommene Uberstanditeobei —80 °C gelagert werden.

Triton X 100 1%
SDS (20%) 0,1%
NaCl 150 mM
Tris-HCI (1 M, pH 7,2) 50 mM
PMSF 1 mM
Pepstatin 5 pg/ml

Polyacrylamidgele

Die Auftrennung verschiedener Proteine fir den Mas im Western-Blot erforderte

unterschiedliche Polyacrylamidgele. Diese wurderezeggl fur die unterschiedlichen

Molekulargewichte der nachzuweisenden Proteine ggago Eine Uber dem eigentlichen Gel
aufgetragene Sammelgelschicht sorgte fir eine sedoe Auflosung der Banden. Die
Polymerisationsbeschleuniger APS und TEMED wurdest kurz vor dem Einfillen der

Gelkomponenten hinzugefugt.
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Trenngele: 5% 7.5% 10%
Acrylamid (30%) 1,65 mi 2,5ml 3,3ml
Tris Puffer 2,25 ml 2,5 ml 2,5ml
pH 8,8(1 M)

SDS (20%) 50 pl 50 pl 50 pl
agqua dest. 5,7ml 4,85 ml 4,05 ml
APS (5%) 100 pl 100 pl 100 pl
TEMED 10 pl 10 pl 10 pl
Sammelgel: 4%

Acrylamid (30%) 0,67 mL

Tris Puffer pH 6,8 (1 M) 1,25 mL

SDS (20%) 25 pL

aqua dest. 3mL

APS (5%) 50 pL

TEMED 10 pL

Tris Puffer pH 8,8 (Trenngele)

Trizma®Base

in aqua dest.
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Tris Puffer pH 6,8 (Sammelgel)
Tris-HCI 1M

in aqua dest.

Laufpuffer 10x (Elektrophorese)

Trizma®Base 3%
Glycin 14,42%
SDS 1%

in aqua dest.

Transferpuffer 2x (Western Blot)

Trizma®Base 0,25%
Glycin 1,125%
Methanol 5%

in aqua dest.

Blockpuffer (Western Blot)
Magermilchpulver 5%
Tween 20 0,1%

in PBS
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Tris Puffer pH 9,5 (Western Blot)

Trizma®Base 0,1M
MgCl, 0,05 M
NacCl 0,1M
in aqua dest.

Die pH-Einstellung auf pH 9,5 erfolgte mit HCI.

Probenpuffer pH 6,8 (5x) (Reduktion)

Das hier genutzte System der SDS Page Technik igemine Beschwerung und farbliche
Markierung des Lysates. Zu diesem Zweck wurde eabé&hpuffer hergestellt, der wahrend
der Reduktion mit dem Lysat vermischt wurde. Zurrdtigllung des Probenpuffers wird
zunachst SDS in EtOH und destilliertem Wasser tmirRemperatur geldst. Anschlie3end
wird Trispuffer Hydrochlorid zugegeben und auf dgizplatte in Losung gebracht. Nach
Zugabe von Glycerol und Bromphenolblau kommt egimem Farbumschlag nach grin-rot.
Durch die pH-Einstellung mit NaOH auf pH 6,8 wirg d.6sung dunkelblau.

SDS 10%
Glycerol (87%) 35%
Ethanol (96%) 25%
Bromphenolblau 0,025%
Trispuffer HCI 15M

in aqua dest.
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

2.2.1.1 Primére Tendozyten vom Menschen

Fur das verwendete Zellkulturmodell sollte Sehnegangsmaterial verwendet werden,
welches keine \Vorschadigungen aufwies. AuszusabtieRwaren diesbezlgliche

Risikofaktoren. Bericksichtigt fur diese Arbeit wear nur Material von Patienten, welche
folgende Kriterien erfullten: mittleres Alter (<6Qahre), ohne \orerkrankungen am
Bewegungsapparat, ohne stoffwechselrelevante Bauregen und ohne Niereninsuffizienz.

Ebenso waren Patienten ausgeschlossen, welche lokbKartikoiden behandelt wurden.

Verwendet wurden Zellen aus der Sehne eines Unteraskels, welcher an der Hand

inseriert (Musculus extensor pollicis longus). @egsiberschiissige OP-Material stammt von
einer Patientin nach Operation einer traumatisatiiniggen Sehnenruptur. Das gewonnene
Material zeigte in den rupturfernen Arealen keinerphologischen Schaden. Zuerst wurde
das Peritendineum entfernt, das Praparat zerkteimel im Wachstumsmedium angezuchtet.
Nach Migration der Sehnenzellen aus dem Sehnenstilckle das Praparat solange
umgesetzt, bis keine Sehnenzellen mehr auswucliengewonnenen Zellen wurden als
Passage 0 bezeichnet und durch weitere PassageahrerAlle fur die Versuche verwandten

Zellen entstammen Passage 6. Eine moglichst nee@&gsage ist von Vorteil, da sich zeigte,
dass insbesondere bei hGheren Passagen kein hasdes Wachstum mehr erfolgte.
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Abbildung 5: Sehnenzellen in Durchlichtmikroskopie dargestélifache Vergré3erung)

2.2.1.2 Passagieren / Subkultivieren

Nach Erreichen einer gewissen Konfluenz (60-70% Flaschenbodens waren von Zellen
bewachsen), wurden die Zellen auf weitere Kultsdten aufgeteilt. Nach Spllen mit Hank's
Salzlosung wurden 2 ml Trypsin zum Losen der Zelleon dem Flaschenboden
hinzugegeben. Durch Zugabe von Medium wurde digpSinwirkung gestoppt und die
Subkultivierung erfolgte. Die Versuche erfolgtedeamit einer relativ geringen Passage
(Passage 6) um eine Vergleichbarkeit zu gewaheleist

2.2.1.3 Haltbarmachen durch Einfrieren und Auftauender Proben

Konfluente (70-80%) Monolayer wurden mit Hank's Z&k#&ung gespult und mit je
2 ml Trypsin/EDTA (0,25%/0,2%) Losung pro Kultudizhe bis zum Ablésen der Zellen im
Brutschrank inkubiert. Danach folgte die Inaktiveg des Trypsins durch Hinzugabe von 4 mi
des 10% Nahrmediums. Es erfolgte die Resuspendjeden Zellen und das Ubertragen in
Zentrifugenréhrchen. Das Zentrifugieren erfolgté 1800 Umdrehungen / min fir 5 Minuten.
Das Kulturmedium wurde anschliel3end abgegosserdasdrerbleibende Zellpellet in 10 ml
frischem Kulturmedium resuspendiert. Der Vorgang dentrifugierens wurde anschliel3end
wiederholt, um Reste des Trypsins aus der Zellaspe zu entfernen. Das so erhaltene
Zellpellet wurde in Gefriermedium resuspendiert amdgchlieRend in Kryoréhrchen zu je 1,5
ml verteilt. Die Lagerung wahrend der ersten 24n8&m erfolgte bei —80 °C in einer mit
Isopropanol geflllten Einfrierbox, um ein gleichriigés Einfrieren zu gewahrleisten. Zur

weiteren Lagerung wurden die Kryoréhrchen in flesn Stickstoff konserviert.
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Sind eingefrorene Proben bendtigt worden, wurderbssonders schonend aufgetaut, um ein
Absterben der Zellen zu vermeiden. Dabei lagerta dia Kryorohrchen rasch in lauwarmem
Wasser bis zum Auftauen. Anschliel3end erfolgteAddsllen in Flaschen zusammen mit 10%
Nahrmedium. Da das Gefriermedium DMSO enthalt,lgtéoein weiterer Mediumwechsel mit
10% Nahrmedium nach 24 Stunden. Die so aufberritéteben konnten dann entweder weiter

passagiert werden oder sofort in einem Versuch eedet werden.

2.2.1.4 Quantifizierung von Sehnenzellen

Da ein gleichm&Riges Wachstum nur bei ausreichertidhZell-Kontakt erfolgen kann, war
die gewahlte Zellzahl bei der Einsaat von grof3edddéung. In Vorversuchen wurde die
Zellzahl ermittelt, bei der innerhalb von funf Tagekubation eine Konfluenz der Zellen in
den Schalen auftrat. Die Zellzdhlung erfolgte mitfeHder Neubauer Zahlkammer. Ein
Deckglas wurde bis zur Ausbildung von Newtonringeih die Zahlkammer gedrtckt. Von der
vorher gut homogenisierten Zellsuspension wurde Teopfen eingebracht. Anschlie3end
erfolgte die Auszahlung von vier Quadranten, digejés aus 16 Unterquadranten bestehen.
Die Bestimmung selbst errechnete sich durch deteMiert der mit 16 multipliziert wurde.
Ergebnis war die Zellzahl pro ml. Annahernd gleicdaimengen konnten somit fur die

verschiedenen Versuche benutzt werden.
2.2.1.5 Inkubation mit Testsubstanzen

Die Inkubation erfolgte jeweils am dritten Tag nader Uberfihrung der Zellen in
Petrischalen, wobei am zweiten Tag auf ein Nahromadmit 5% FCS Gehalt umgestellt
wurde. Da Uber funf Tage inkubiert wurde, erfolgh énkubationsmediumwechsel nach
72stundiger Inkubation. Das Medium wurde jeweilszkvor der Anwendung steril angesetzt.
Folgende Chinolone sind dabei als handelsiblichesionslosung verwendet worden:

Moxifloxacin: Avalox® i.v., Bayer, Leverkusen

Levofloxacin: Tavani@i.v., Aventis, Frankfurt am Main
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Die zu untersuchenden Konzentrationen (3, 10, 80, hg/l) wurden als Verdlinnungsreihe

wie folgt angefertigt:

Tabelle 6: Verdinnungsreihe fir Levofloxacin (500 mg/100 mder Infusionslosung)

Konzentration Verdinnungsfaktor
5000 mg/1000 ml 1:50

100 mg/I 1:3,33

30 mg/l 1:3

10 mg/l 1:3,33

3 mg/l 1:3,33

1 mg/l

Tabelle 7:Verdinnungsreihe fir Moxifloxacin (400 mg/250 mider Infusionslésung)

Konzentration Verdinnungsfaktor
1600 mg/I 1:16

100 mg/I 1:3,33

30 mg/l 1:3

10 mg/l 1:3,33

3 mg/l 1:3,33

1 mg/l

Die Experimente mit N-Acetylcystein erfolgten miilfld der Herstellung einer 1-molaren
Stammldsung durch Auflésen von N-Acetylcystein (891 Sigma- Aldrich, Minchen) in
zweifach destilliertem sterilen Wasser. Dazu wurilévol N-Acetylcystein (= 163 g) in 1000
ml bzw. 3,26 g in 20 ml aqua bidest gelost. Durahiteres Verdiinnen der Stammldsung in
5% N&ahrmedium konnten die hier verwendeten Konaéntrten von 1 mmol, 0,1 mmol und

0,01 mmol hergestellt werden. Der Wechsel des Mesdiarfolgte wieder nach 72h.
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Tabelle 8: Verdinnungsreihe fir NAC (ausgehend von einer lamol L6sung)

Konzentration Verdinnungsverhaltnis

1 mM 20 pl Stammldsung + 19,98 ml Medium
0,1 mM 2 ml der 1 mM L6ésung + 18 ml Medium
0,01 mM 2 ml der 0,1 mM Losung + 18 ml Medium

2.2.2 Spezifische Proteindetektion mittels SDS-Géd&trophorese und Western Blot

Mittels Western Blotting kann aus einem Proteingami ein spezifisches Protein durch
Antikdrpermarkierung identifiziert werden. Durch sdaVergleichen nebeneinander
aufgetragener Proben ist eine Quantifizierung noiglGearbeitet wurde mit Hilfe der SDS-
Page Technik, wobei das Proteingemisch zuerstrefgdkbretisch nach Ladung und Grél3e des
Proteins getrennt wird. AnschlieBend erfolgt die etilagung auf eine
Nitrozellulosemembran. Dieser Schritt erfolgt wiedeit Hilfe eines senkrecht zum Gel
stehenden elektrischen Feldes im sogenannten ,Bdok System“. Nach Blockung der
unspezifischen Bindungen erfolgt die Inkubation daim Primé&rantikorper. Der nach erneuter
Waschung aufgetragene sekundare Antikorper istEgimym-Antikdrper-Konjugat. Er ist
gekoppelt mit alkalischer Phosphatase. Dieser taufthnach Kontakt mit dem Substrat
(BCIP-NBT Solution) eine Farbreaktion, welche dast€in indirekt sichtbar macht. Die

Intensitat der Farbreaktion lasst einen Ruckscldugslie Proteinmenge zu.

2221 Probenvorbereitung und Durchfiihrung
Lysieren

Die Uber 5 Tage inkubierten Proben wurden zunatfssért. Zum Lysieren wurden die
Proben zuerst dreimal mit Hank's Salzlésung gespidhach wurde pro Petrischale 300 pl
des Zelllysepuffers aufgetragen. Die Lyse selbst fauf Eis statt, um ein Denaturieren der
Proteine zu verhindern. Der Vorgang dauert eine@&tuwobei nach einer halben Stunde das
Lysat homogenisiert wurde, um zu gewahrleistens dis komplette Schale benetzt worden
ist. Das Lysat wird in ein Zentrifugenréhrchen tksgen und bei 4 °C und 10000 U/min 30
min lang zentrifugiert. Der Uberstand wurde ansféind abgenommen, ohne die im Pellet

enthaltenen Zelltrimmer mitzunehmen.

39



Gesamtproteinbestimmung

Die Bestimmung der im Lysat enthaltenen Gesamtpnotenge erfolgte mit Hilfe einer
photometrischen Analyse. In eine 96-Well-Lochplatteirden neben einer Standard-
Verdinnungsreihe und eines Blank-Feldes jeweilseBsfro Probe mit je 10 pl befallt. Als
Bestimmungsreagenz wurde das BC-Assay-Kit-Reageae Krma Uptima benutzt.
Grundlage dieser Methode ist die Eigenschaft vastelten im alkalischen Milieu Gli zu
Cu’ zu reduzieren. Somit bildet sich ein gefarbterl@kemplex des reduzierten Kupfers mit

dem Reagenz Bicinchoninsaure:

Protein (Peptidbindungen) + OHM C/#* > Tetradentat-CuKomplex
Cu’ + 2 Bicinchoninsaure (BCA) > BCA-Cu" Komplex

Zu 10 pL (Gesamtzell-Lysat) bzw. 50 puL (KernextjakRrobe wurde je 1 ml des frisch
hergestellten Reagenzgemisches gegeben und fur iBOber 60°C im Warmeschrank
inkubiert. Danach war es mdglich, alle Proben auhee annahernd identische
Gesamtproteinmenge einzustellen. Diese Proteinmecbwankte bei den beschriebenen
Versuchen zwischen 100 bis 200 pg/ml. Durch delVieiteren erlauterten Linearitatsversuch

konnte gezeigt werden, dass eine VergleichbarlegivVdrsuche trotzdem gewahrleistet ist.

Reduktion

Zur dauerhaften Stabilisierung der Proben wurded010l Probe mit 250 pul Sample Buffer
und 62,5 pl 2-Mercaptoethanol gemischt. Die Redwkselbst erfolgte dann bei 95°C im

Thermoblock fur 10 min. Danach waren die Prober_bgerung in —20°C stabil.

Linearitatsversuch

Die hiermit Uberpriften Verdiinnungsstufen entspgacdlem Rahmen der in den Versuchen
gewahlten Proteinmengen/ml. Es konnte gezeigt wemdigss in den Abstufungen 400 pg/mi-
200 pg/ml- 100 pg/ml- 50 pg/ml und 25 pg/ml einedaritat bestand. Damit konnten die
Ergebnisse der unterschiedlichen Versuche mit scivggdlich enthaltenen Proteinmengen pro
ml miteinander verglichen werden konnten, ohne daslurch fehlerhafte Ergebnisse

entstanden.
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Semiquantitative Auswertung

Benutzte Software

Presto Mr. Photo Version 1.5
New Soft Technology Corporation,

Taipei- Taiwan

Advanced Image Data Analyzer Version 3.44.035
(AIDA) Raytest Isotopenmel3gerate GmbH
Stuttgart

Die Auswertung der einzelnen Blots erfolgte mitfelider Messung der optometrischen
Dichte der einzelnen Banden. Dazu wurden erst thésBnit Hilfe eines Scanners mit 2400
dpi, unter Benutzung der Presto-Software, gescé@iatweitere Bearbeitung erfolgte mit der
Software AIDA (Advanced Image Data Analyzer). Eimze Banden wurden mit einem
Rahmen markiert. Eine weitere Blank-Markierung kgt zusatzlich. Nun konnte die
optometrische Dichte ins Verhaltnis mit der Leeb@ogebracht werden und so eine

Quantifizierung des spezifischen Proteins pro Pralsgenommen werden.
2.2.3 Immunhistochemie

Zusatzlich zu den Western-Blot Untersuchungen eoliin einem zweiten Verfahren die
Veranderungen der Sehnenzellen ausgewertet wavtitals der Immunhistochemie kénnen
ebenfalls Proteine mit Antikorpern sichtbar gemaehtden. Der primére Antikorper richtet
sich gegen das Protein selbst, der zweite koppettem ersten und ist zusatzlich mit einem
fluoreszierendem Farbstoff versehen. Der Unterschiem Western-Blot Verfahren besteht
unter anderem darin, dass die Proben nicht lysierden missen. Somit kann auch eine

Aussage uber die Lokalisation des nachzuweisend®riRs in der Zelle gemacht werden.
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2.2.3.1 Durchfihrung der Immunhistochemie

Zum Beginn wurden Zellen in Petrischalen Uberfllin eine Vergleichbarkeit zu den
Western Blot Experimenten zu erzielen, wurden celler wieder Uber funf Tage inkubiert.
Die getesteten Konzentrationen wurden zusatzlichdigmKonzentration von 3 mg/| fur beide
Fluorchinolone erganzt. Der N-Acetylcystein-Ansatairde in einer Konzentration von
0,2mmol/l und 0,01lmmol/l getestet. Beide Konzemren NAC (0,1 mmol/l und

0,01 mmol/l) wurden auRerdem zusammen mit Levofiox80 mg/l inkubiert.
2.2.3.2 Cytospin

Mit Hilfe der Cytospin-Technik ist es moglich, Ze#l auf einen Objekttrager so zu
uberfihren, dass sie sich konzentriert auf einenkPloefinden. Es wurden nur soviel Zellen
auf die Objekttrager Uberfuhrt, dass die Zellenh siebeneinander befinden und nicht
Uberlappen oder verklumpen konnten. Die Zellen wardhach einer zweistiindigen
Trocknung bei Raumtemperatur mit 100% Aceton UleMinuten fixiert und anschliel3end
erneut getrocknet. Damit waren die Proben Ubereé@ng@eit haltbar. Durch Ablésung vom
Monolayer, Zentrifugation und Fixierung bedingt emrdie Zellen entgegen dem fir

Sehnenzellen typischen langgestreckten Erscheibuddser in gerundeter Form zu finden.
2.2.3.3 Vorbereitung der Objekttrager fur die Immunhistochemie

Die vorbereiteten und fixierten Proben wurden ineeiFarbekammer fur 15 min mit 0,5%
BSA/PBS inkubiert. Dies ist notwendig, um unspezifie Bindungsstellen abzublocken.
Danach erfolgt die zweimalige Waschung fur je 1(hivien in PBS. AnschlieBend wurden
10 pl des Antikorpers aufgetragen. Die Konzentraio der Antikdrper gegen die
verschiedenen Proteine lag zwischen 1:50 bis E$Qzeigte sich, dass insbesondere hohere
Konzentrationen deutlich mehr unspezifische Farban@rzeugten. Daher wurden nur
Ergebnisse der Anséatze mit Antikdrperkonzentratowen 1:50 und 1:30 ausgewertet. Nach
zweisttindiger Inkubation bei Raumtemperatur wurdeeimal mit PBS gespult. Der
sekundare Antikdrper wurde fir 60 Minuten bei Raemyeratur im Anschluss aufgetragen.
Zusatzlich wurde eine Kontrolle, die nur mit denkwsdaren Antikdrper inkubiert wurde,
angesetzt. Nach erneutem zweimaligem Spulen benetah die Proben mit einem Tropfen
0,1% p-Phenylendiamin in Glycerin/PBS, um ein Aosknen und damit Auskristallisieren

des Sekundarantikdrpers zu vermeiden. Die Prapavarelen im Kihlschrank bei 4°C
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gelagert und wurden standardmafig am ersten Tdg cexcimmunmarkierung fotografiert.

Eine spatere Untersuchung wéare durch Verlust derBszenz nicht moglich gewesen.
2.2.3.4 Semiquantitative Auswertung

Das Fotografieren und die anschlieRende Ausweraufaigten verblindet. Es handelte sich
hierbei um Auswertung von visuellen Daten, die egewissen Subjektivitat unterliegen. Um
diese Fehlerquelle zu vermeiden, wurden die Proloech eine Hilfsperson angereicht. Somit
wurde vermieden, dass der Fotografierende Wisseer ilie Probe besitzen konnte.
Abgespeichert wurden die Bilder nur mit einer faufenden Nummer als ,tif.-Datei“. Nach
erfolgter Auswertung konnten die Ergebnisse nuerinProben zugeordnet werden. Bei der
Auswertung durch Bildanalyse wurde gemessen, wigl Wluoreszenzkraft pro einer
definierten Grundflache im Praparat erzeugt wurbas Festlegen der Flache, in der
gemessen wurde, fand als erstes statt. AnschlieBahdes, Areale auf dem Pré&parat zu
finden, welche in Gro3e und Anzahl der darin enéman Zellen nicht Gbermafiig zwischen
den einzelnen Proben schwankten. Starke KonfluaazUberlappung von Zellen oder aber
auch Areale mit zu ausgepragtem Hintergrundleuckgh es zu ignorieren, da mit einer
Messung in diesen Bereichen falsch positive Ergsenerzielt worden waren. Aufgetretene
Schwankungen, bezuglich Zellzahl und Zellgro3e, dear durch die Anzahl der
aufgenommenen und ausgewerteten Fotografien mirtindits Richtlinie galt: Zellzahl pro
ausgewerteter Flache zwischen 4-8. Von jeder Pwalrden 3 Bilder von unterschiedlichen
Lokalisationen genommen. Zur Auswertung wurde dasgfamm Scion Image der Firma
Scion Corporation (Frederick, Maryland USA) genutat Kombination mit der Fotoanlage
fertigt es von jedem Pré&parat je ein Farb- undGeimustufenbild an. Nach Umwandlung des
monochromen Bildes in ein Schwarz-Weil3-Bild war nagglich, ein Farbbild mit einem
Binarbild in Bezug zu setzen. Dies geschah mit eHiles Schwellenwertverfahrens
(, Threshold®). Einfach umschrieben bedeutet diedgj Leuchtpunkt im Farbbild entspricht
nach Angleichung einem schwarzen Punkt im invadreSchwarz-Weil3-Bild. Diese Menge
schwarzer Punkte wurde mit der vorher definiertgcie in Bezug gesetzt. Ergebnis war ein
prozentualer Wert, der verglichen werden konnteddn Abbildung 6 wird dieser Schritt der
Auswertung grafisch veranschaulicht:
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1. Fotografieren eines passenden
Ausschnitts im Praparat.

Abgrenzen des Messbereiches
im Negativbild

Anschlie3end Eingrenzen des
Messbereichs (Kreis).

o »

3. Angleichen des Threshold im Schwarz-Weiss-Bilth Ausgangsfotol
Jedem Schwarzpunkt entspricht ein Leuchtpunkt ifgiQal.

4. Berechnen des Prozentwertes von Schwarzpunkten:

Messwert X 100

Gesamtfliche

= Fluoreszenz in %

Abbildung 6: Auswertung der Immunhistochemie: Dargestellt sirdAtbeitsschritte der
semiquantitativen Auswertung der immunhistochenaadhraparate. Das Schwarz-Weil3-Bild
wird mittels ,Threshold“ dem Farbbild so angeglinhedass jedes schwarze Areal der
fluoreszierenden Flache im Original entspricht. Bemittelte Wert wurde mit aufgefthrter
Rechnung in einen Prozentwert umgerechnet, weleaussagt, wie viel Fluoreszenz im
Original enthalten ist. Gemessen wurde in einem agermefinierten Areal (Kreis).
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2.2.4 Statistik

Die statistische Auswertung der Daten aus den \WedBéot Versuchen wurde wie folgt

vorgenommen. Es wurde jeder Blot dreimal durchgefitanach wurden die optometrischen
Dichten der einzelnen Banden durch einen Scan-¥igrgamittelt. Die daraus gewonnenen
Einzelwerte entsprechen den Werten in den jeweiligebildungen. In dieser Arbeit wurden

ausschlielRlich die Mediane der Werte betrachtet.

Fur die Vergleichsversuche zwischen Levofloxacia thoxifloxacin wurden die jeweiligen

Einzelkonzentrationen der getesteten Substanzensichilich maoglicher, statistisch
signifikanter Unterschiede zur unbehandelten Kdletrdberprift. Dies erfolgte mit Hilfe

einer einfaktoriellen ANOVA und eines post hoc Ditelests. Bei der Varianzanalyse
mittels ANOVA wird der Effekt einer unabhangigen rm€mlle gegeniber mehreren
abhangigen Variablen tberprift. p < 0,05 wurde salgistisch signifikanter Unterschied
angesehen. Fur die Versuche in denen die Ko-Inlaubamit Levofloxacin und N-

Acetylcystein untersucht wurde, wurde die statisiesAuswertung mit Hilfe eines Kruskal-
Wallis Tests durchgefiihrt. Dieses nichtparametasdarfahren ermoglicht eine Testung von
zwei unabhangigen Stichproben gegenuber einer Blimtin diesem Fall die Testung der
Levofloxacin-inkubierten Probe und der ko-inkubéert Probe in der zusatzlich N-
Acetylcystein enthalten ist. Die mogliche Wirkungnv N-Acetylcystein auf Sehnenzellen

wurde im Vergleich zur Kontrolle mit Hilfe eineslests tberpruft.

Die Ergebnisse der Bildanalyse der immunhistocheimeis Untersuchungen wurden ebenfalls
statistisch ausgewertet. Das vorhandene Bildmatetede hinsichtlich der Auspragung der
Fluoreszenz Uberpriuft wie im Abschnitt ,Semiquaatite Auswertung“ dargestellt. Aus den
daraus gewonnenen Daten wurde wiederum der Medrabestimmt. Die Einzelwerte selbst
sind in den jeweiligen Abbildungen ersichtlich. Digffekte von Levofloxacin und
Moxifloxacin wurden mit einer einfaktoriellen ANOVAnd einem anschliel3enden post hoc
Dunett-t-Test statistisch Uberprift. Die Ergebnigee Untersuchungen mit Zusatz von N-
Acetylcystein wurden, wie auch die der Western Bloalyse, mit einem Kruskal-Wallis Test

statistisch Uberpruft.

Um eine Vergleichbarkeit beider, in dieser Arbeéngtzten Verfahren zu gewahrleisten,
wurden, hinsichtlich Versuchaufbau und statistisclifaiswertung, mdoglichst gleiche

Bedingungen eingehalten.
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3 Ergebnisse

3.1 Ergebnisse der Western Blot Untersuchungen

Mit Hilfe der Western Blot Analyse wurde versudatstzustellen inwiefern sich Levofloxacin
und Moxifloxacin schadigend auf humane Tendozyigswirken und ob sie sich hinsichtlich
ihres Potenzials der tendotoxischen Wirkung unkesisien. Diesein vitro Versuch wurde mit

den Konzentrationen 10 mg/l, 30 mg/l und 100 mgitlbr Chinolone mit je einer Kontrolle

pro Chinolon durchgefiihrt. Der gewahlte Zeitraumld&ubation betrug 120 Stunden.

In einem zweiten Ansatz wurde der gleichzeitigeekffvon einem Chinolon (Levofloxacin
30 mg/l und 100 mg/l) jeweils zusammen mit N-Aceygtein in der Konzentration von
1 mmol/l (=163 mg/l) gegentber einer unbehandeitentrolle und gegen die Wirkung von
N-Acetylcystein (1 mmol/l) allein Gberprift. In diem Teilversuch wurden die Proben mit
Antikorpern gegen Collagen Typ 1, Fibronectin updintegrin getestet. Alle untersuchten
Proben eines Versuches wurden vor der Reduktion Z#dllysate auf den gleichen
Proteingehalt verdinnt, um methodische Fehler zmmeiglen. Die Inkubation mit Chinolonen
fuhrte in den Petrischalen zu unterschiedlichen WMacnsbedingungen, was sich in der

Zellzahl am Tag der Lysierung bemerkbar machte.

Um falsch positive Ergebnisse zu vermeiden, wurdiés Proben eines Versuches auf den
gleichen Gesamtproteingehalt nivelliert. Um fehédth Ergebnisse bei dem Vergleich von
Versuchen mit unterschiedlichem Proteingehalt zimeglen, ist der im Abschnitt 2.2.2.1

beschriebene Linearitatsversuch durchgefiihrt worden
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3.1.1 Vergleich Levofloxacin und Moxifloxacin

Die Untersuchung der Effekte auf die extrazellulsi&rix, hier des Collagens Typ |, ergab,
dass eine Reduktion von Collagen Typ | schon inrdedrigsten gewahlten Konzentration
von 10 mg/l bei beiden Chinolonen nachweisbar Marsteigender Konzentration nimmt der
Effekt, ebenfalls fir beide getesteten Chinolona, Die statistische Auswertung der
Ergebnisse zeigte einen signifikanten Unterschigdkontrolle fir Levofloxacin bei 30 mgl/l,
fur Moxifloxacin schon bei 10 mg/l. Eine starkerespragung des Effektes bei einem der
getesteten Chinolone, konnte nicht gezeigt werBeMenge von Collagen Typ | nimmt, fir
beide Chinolone schon bei der niedrigsten Konzeatraron 10 mg/l, auf etwa die Hélfte des
Kontrollwertes ajAbbildung 7].

Abbildung 7a)

Kontrolle 10 30 100 Kontrolle 10 30 100

Levofloxacin in mg/l Moxifloxacin in mg/I

Abbildung 7a: Western Blot Analyse mit einem Antikdrper gegerll&en Typ I: Effekt
einer 5-tagigen Inkubation von humanen Tendozytegr_avofloxacin und Moxifloxacin (10,
30, 100 mg/l) auf die Menge des Hauptmatrixprotewlagen Typ I, im Vergleich zur
jeweils unbehandelten Kontrolle.
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Abbildung 7b)
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Abbildung 7b: Darstellung der Daten von den in Abbildung 7a gsseaen
photometrischen Dichten und ihrer Mediane bei dencligefiihrten Western Blot Analyse
(hier Vierfachbestimmung). Dabei wurden nur die tpheetrischen Messungen der 33 kDa
Banden ausgewertet. * p < 0,05 gegen Kontrolle (AMN@nd post hoc Dunett-t-Test).

K_L = unbehandelte Kontrolle, L10, L30, L100 = Léexacin in den Konzentrationen 10,
30, 100 mg/l. K_M = unbehandelte Kontrolle, M10, 0J3M100 = Moxifloxacin in den
Konzentrationen 10, 30, 100 mg/l.

Die Wirkung von Chinolonen auf Integrine wurde amand derf;-Kette der Integrine
Uberprift. Integrine sind transmembranéare Zell-MaRezeptorproteine. Auch fur digs-
Kette dieser Proteine zeigt sich eine konzentratibhangige Abnahme fir beide Chinolone
gegenuber der Kontrolle. Dieser Effekt tritt schorder niedrigsten gewahlten Konzentration
(10 mg/l) auf. Auffallig ist, dass fur beide Chinake schon bei 10 mg/l eine Reduktion fes
Integrins um mehr als die Halfte auftrat. Die stégche Auswertung ergab eine statistische
Signifikanz der Ergebnisse fur Levofloxacin in deéchsten gewdahlten Konzentration
(100 mg/l). Ein Unterschied des Effektes zwischem dbeiden untersuchten Chinolonen
konnte, analog zu den Ergebnissen der Messung wtlagén Typ |, auch hier nicht gezeigt
werden [Abbildung 8].
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Abbildung 8a)

L

Kontrolle 10 30 100Kontrolle 10 30 100

Levofloxacin in mg/l difloxacin in mg/I

Abbildung 8b)
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Abbildung 8: 8a) Western Blot Analyse mit einem Antikorper ge@;-Integrin: Effekt
einer 5-tagigen Inkubation von humanen Tendozytegn_evofloxacin und Moxifloxacin (10,
30, 100 mg/l) auf die Menge vofi;-Integrin, im Vergleich zur jeweils unbehandelten
Kontrolle. 8b) Darstellung von Daten bestehend @ustometrisch gemessenen Dichten und
ihrer Mediane bei der durchgefihrten Western Blatalftse (Dreifachbestimmung). * p <
0,05 gegen Kontrolle (ANOVA und post hoc Dunetteisi)

K_L = unbehandelte Kontrolle, L10, L30, L100 = Léexacin in den Konzentrationen 10,
30, 100 mg/l. K_M = unbehandelte Kontrolle, M10, 0J3M100 = Moxifloxacin in den
Konzentrationen 10, 30, 100 mg/l.
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Um die Chinolonwirkung auf die Integritat der exteflularen Matrix beurteilen zu kénnen,
wurde der Effekt auf Fibronectin, einem extraz@ltah Glykoprotein, Gberprift. Fibronectin
lagert sich zwischen einzelne Collagenfibrilen abnd vermittelt dort eine
Integrationsfunktion aufRerhalb der Zelle, da duiite ,Haltefunktion® der Zell-Matrix-
Kontakt nicht verloren geht. Fir Fibronectin konetegenfalls ein konzentrationsabhangiger
Effekt gezeigt werden. Dieser trat schon bei dedngst gewahlten Konzentration (10 mg/l)
auf. Signifikant war dieser Effekt flr Levofloxaceto 30 mg/l. Auch hier lasst sich kein
Unterschied in der Auspragung des Effektes bei dreigetesteten Chinolone ableiten
[Abbildung 9].

Abbildung 9a)

b3 ~

Kontrolle 10 30 10Kontrolle 10 30 100

Levofloxacin in mg/l Moxifloxacin in mg/I

Abbildung 9a: Western Blot Analyse mit einem Antikérper gegetrbnectin: Effekt
einer 5-tdgigen Inkubation von humanen Tendozyten Lievofloxacin und Moxifloxacin
(10, 30, 100 mg/l) auf die Menge von Fibronectim, Vergleich zur jeweils unbehandelten
Kontrolle.
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Abbildung 9b)
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Abbildung 9b: Darstellung von Daten aus Abbildung 9a besteharsl ghotometrisch
gemessenen Dichten und ihrer Mediane bei der dafithgen Western Blot Analyse
(Dreifachbestimmung). * p < 0,05 gegen KontrolldN@VA und post hoc Dunett-t-Test)

K_L = unbehandelte Kontrolle, L10, L30, L100 = Lélexacin in den Konzentrationen 10,
30, 100 mg/l. K_M = unbehandelte Kontrolle, M10, 8I3M100 = Moxifloxacin in den
Konzentrationen 10, 30, 100 mg/l.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass beideuahters Chinolone ahnliche Effekte auf
Sehnenzellen verursachen. Bei gleichen Konzentratiovaren die Effekte fir beide Stoffe
etwa gleich stark ausgepragt. Es bestand weiterfiin beide Chinolone eine
Konzentrationsabhangigkeit. Je hoher die gewahtinziéntration, desto ausgepragter zeigte
sich eine Reduktion des untersuchten ProteinsHifekt auf die getesteten Proteine liel3 sich

schon in der jeweils geringsten untersuchten Koimagon aufzeigen.
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3.1.2 Effekt der gleichzeitigen Exposition mit N-Aetylcystein und Levofloxacin im

Western Blot

Fur die chinoloninduzierte Tendopathie sind vemsgbéne Theorien des Pathomechanismus
vorhanden. Als ein Aspekt, der zu einem Sehnenschaditragen konnte ist, das Potenzial
der Chinolone diskutiert und untersucht worden,der Sehne einen oxidativen Schaden
auslosen zu konnen. In dieser Arbeit war es eirtenes Ziel zu untersuchen, inwiefern eine
zusatzliche Inkubation mit dem antioxidativ wirksamimN-Acetylcysteinin vitro diesem
Effekt entgegenwirken kann. In den nachfolgend elstejlten Ergebnissen der Western Blot
Analyse wurden die Effekte auf die Mengen an Calfadyp |, Bi-Integrin und Fibronectin
untersucht. Der Versuchsaufbau entsprach den zZobeschriebenen Versuchen. Gearbeitet
wurde hierbei nur mit Levofloxacin als Modellsubstan den Konzentrationen von 30 mg/l
und 100 mg/l. In diesen Konzentrationen trat bsi &len oben aufgefliihrten Ergebnissen ein
signifikanter Effekt auf. Die zuséatzliche Inkubatieon Sehnenzellen mit einer 1-molaren
Losung von N-Acetylcystein plus Medium erfolgte wua Uberprifen, ob N-Acetylcystein

allein einen tendotoxischen Effekt besitzt.

Im Folgenden werden die Ergebnisse dieses Arme&xiasrimentes aufgefihrt, wobei allen
gemein ist, dass N-Acetylcystein allein keinen rbassn Effekt auf Sehnenzellen besitzt. Fur
samtliche getesteten Antikérper konnte kein sigatiter Unterschied zwischen der Kontrolle
und den Zellen mit 1-molarer N-Acetylcystein-Expgmsi gezeigt werden. Es konnte
ebenfalls gezeigt werden, dass fur die Inkubatioménden diversen Konzentrationen von
Levofloxacin allein, jeweils signifikante Effekteegeniiber der Kontrolle auftraten. Dies

bestétigte die Ergebnisse aus den vorhergehendgleighasversuchen.

Der Effekt von Levofloxacin 30 mg/l und 100 mg/lfe&Rroteine der extrazellularen Matrix
entspricht dem der Vorversuche. Die Reduktion dexdifhwertes betragt, gegeniber der
Kontrolle, ungefahr zwei densitometrische EinheitBine Ko-Inkubation von Levofloxacin
mit N-Acetylcystein fuhrt, gegenuber der alleinigérkubation des Chinolons, zu einer
relativen Zunahme von Collagen Typ |. Dieser antégjsche Effekt ist in Kombination mit
Levofloxacin 100 mg/l starker ausgepragt als bedngeren Konzentrationen. Der durch N-
Acetylcystein verursachte Anstieg des Collagen THtsehaltes betragt in dem
Kombinationsansatz mit N-Acetylcystein 0,17 Einaeitfir Levofloxacin 30 mg/l und
0,59 Einheiten fiir Levofloxacin 100 mg/l [Abbildudg].
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Abbildung 10a)

Kontrolle NAC* Levo 30 Levo 30 Levo 100 Levo 100

+ NAC* + NAC*
Angabe der Konzentrationen von Levofloxacin in mg/l

*NAC wurde eingesetzt in einer Konzentration vomthol/l

Abbildung 10b)
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Abbildung 10: 10a) Western Blot Analyse mit einem Antikdrper gedCollagen Typ I
Effekt einer 5-tdgigen Inkubation von humanen Taytkn mit Levofloxacin (30 mg/l und
100 mg/l) mit und ohne Kombination mit N-Acetylogst 1 mmol/l auf die Synthese von
Collagen Typ I, im Vergleich zur jeweils unbeharteelKontrolle.
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10b) Darstellung von Daten bestehend aus photasobktigemessenen Dichten der 33 kDa
Banden und ihrer Mediane bei der durchgefihrten t&kes Blot Analyse
(Dreifachbestimmung). * p < 0,05 gegen Kontrollegkal-Wallis Test)

K = unbehandelte Kontrolle, NAC = N-Acetylcysteinrimol/l, L30, L100 = Levofloxacin in
Konzentration von 30, 100 mg/l jeweils allein und Kombination mit N-Acetylcystein
Immol/l.

Auch bei der Untersuchung voBy-Integrinen lasst sich erkennen, dass der Effeki vo
Levofloxacin in beiden getesteten Konzentrationegrrimgert wird. Die Zunahme an
densitometrischen Einheiten, welche einem Mehrgedual:-Integrin in der untersuchten
Probe entspricht, betragt fiur Levofloxacin 30 mgédgenuber der Kombination mit N-
Acetylcystein 0,37 Einheiten und analog fur Levg#ioin 100 mg/l 0,11 Einheiten. Eine
Signifikanz des Effektes bestand jedoch fur beelgdhlte Proben nicht [Abbildung 11].

Abbildung 11a)

Kontrolle NAC* Levo30 Levo 30 Levo 100 Levo 100

Marker

+ NAC* + NAC*
Angabe der Konzentrationen von Levofloxacin in Img/

*NAC wurde eingesetzt in einer Konzentration vomdol/|

Abbildung 1l1la: Western Blot Analyse mit einem Antikdrper gedénintegrin: Effekt
einer 5-tagigen Inkubation von humanen Tendozytein Levofloxacin (30 mg/l und 100
mg/l) alleine und in Kombination mit N-AcetylcysteiL. mmol/l auf die Synthese vdh-
Integrin, im Vergleich zur jeweils unbehandeltemifolle.
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Abbildung 11b)
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Abbildung 11b: Darstellung von Daten aus Abbildung 11a, bestetarsdphotometrisch
gemessenen Dichten und ihrer Mediane bei der dafithgen Western Blot Analyse
(Dreifachbestimmung). * p < 0,05 gegen Kontrollggkal-Wallis Test)

K = unbehandelte Kontrolle, NAC = N-Acetylcysteinrimol/l, L30, L100 = Levofloxacin in
Konzentration von 30, 100 mg/l jeweils allein und Kombination mit N-Acetylcystein
Immol/l.

Die statistische Auswertung des DreifachansatzesFilironectin ergab einerseits einen
signifikanten Effekt der nur mit Levofloxacin (30gvh und 100 mg/l) behandelten Proben.
Dies entspricht den Ergebnissen aus den Verglesthsehen zwischen Levofloxacin und
Moxifloxacin. Andererseits ergab sich fiur die Komdion mit N-Acetylcystein in der
statistischen Auswertung mit dem Kruskal-Wallis tTekenfalls eine Signifikanz gegeniber
der Kontrolle. Der antagonistische Effekt von N-Adeystein tritt, wie schon in den
Versuchen mifi-Integrin, starker auf, je geringer die Konzentmatvon Levofloxacin ist. Fur
die Kombination mit N-Acetylcystein ist ein Anstiggegeniber Levofloxacin 30 mg/l um
0,65 Einheiten zu verzeichnen, fur Levofloxacin 10@/I betragt der Anstieg 0,49 Einheiten
[Abbildung 12].

55



Abbildung 12a)

Marker Kontrolle NAC* Levo 30* Levo 30 Levo 100 Levo 100
+ NAC* + NAC*
Angabe der Konzentrationen von Levofloxacin inimg/

*NAC wurde eingesetzt in einer Konzentration vomtol/|
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Abbildung 12: 12a)Western Blot Analyse mit einem Antikorper geg#ronectin: Effekt
einer 5-tagigen Inkubation von humanen Tendozytén Levofloxacin (30 mg/l und 100
mg/l) mit und ohne Kombination mit N-Acetylcysteth mmol/l auf die Synthese von
Fibronectin, im Vergleich zur jeweils unbehandeltéontrolle. 12b) Darstellung von Daten
bestehend aus photometrisch gemessenen DichteiinendViediane bei der durchgeftihrten
Western Blot Analyse (Dreifachbestimmung). * p €%,gegen Kontrolle (Kruskal-Wallis
Test)

K = unbehandelte Kontrolle, NAC = N-Acetylcysteimimol/l, L30, L100 = Levofloxacin in
Konzentration von 30, 100 mg/l jeweils allein und Kombination mit N-Acetylcystein
Immol/l.
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3.2 Ergebnisse der immunhistochemischen Analysen

Zur Absicherung der Daten aus den Versuchen im ékfestBlot wurde ein

immunhistochemisches Verfahren genutzt. Entspretigen Western Blot Analysen sind
ebenfalls Levofloxacin und Moxifloxacin miteinandgerglichen worden. Auch der Ko-
Substitutionsansatz mit Levofloxacin und N-Acetghi®m wurde mit Hilfe dieser Methode
untersucht. Um die gewonnenen Ergebnisse miteimandBezug setzen zu kénnen, wurde

die Zeit der Inkubation beibehalten.

Zusatzlich wurde eine weitere Konzentration dernGlune getestet. Diese liegt bei 3 mgl/l
und liegt damit unter den bisher untersuchten. [@h $ir diese Konzentrationen in
Vorversuchen kein Effekt im Western Blot zeigens&s konnte, wurde Uberprift, ob mit
diesem Verfahren ein moglicher Effekt nachweisbarex

Fur den Ansatz mit N-Acetylcystein wurde die Konzation der Substanz modifiziert.
Gegenuber dem Western Blot Versuch variiert hierkbnzentration von N-Acetylcystein bei
gleichbleibender Konzentration von Levofloxacin (8@/l). In diesem Teil des Versuches
wurde auf Collagen Typ | getestet. In Vorversuckamden verschiedene Konzentrationen
des priméaren Antikorpers untersucht. Dies war natigg da sich gezeigt hatte, dass hohe
Konzentrationen stark fluoreszierende Artefakteeegte, die dadurch falsch hohe Ergebnisse

generierten.

Die fur diesen Versuch optimale Konzentration des@iren Antikdrpers lag bei 1:30. Allein
diese Ergebnisse werden im Folgenden, erganzendemuErgebnissen der Western Blot
Analyse, prasentiert. Zusatzlich wurde pro Dreitadatz eine Probe nur mit dem

Sekundarantikérper behandelt, um sicherzusteli@ss gon ihm keine Fluoreszenz ausgeht.
3.2.1 Vergleich Levofloxacin und Moxifloxacin in de Immunhistochemie

Auch mit diesem Verfahren lasst sich fur beide Gline eine konzentrationsabhangige
Abnahme des Collagen Typ | nachweisen. Im ANOVAtTesigt sich ein statistisch
signifikanter Unterschied zur Kontrolle fir beid@i@olone. Im anschlie3end durchgefihrten
post hoc Dunett-T-Test lie3en sich die einzelnenzZémtrationen besser beurteilen. Es zeigte
sich, dass bei der niedrigsten Konzentration dand@bne (3 mg/l) ein signifikanter Effekt
nicht fir Levofloxacin, aber fur Moxifloxacin naamzeisen war (p = 0,025). Signifikant
wurden die Unterschiede zur Kontrolle fur Levofloxaerst ab einer Konzentration von 30
mg/l. Fur Moxifloxacin lie3 sich mit jeder gewahit&onzentration ein signifikanter Effekt
aufzeigen. Dies entspricht der Datenlage aus destéVeBlot Versuchen [Abbildung 13].
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Abbildung 13: Auswertung der Ergebnisse der Bildanalyse eimenunhistochemischen
Darstellung von Collagen Typ | in Tendozyten: Effediner 5-tdgigen Inkubation von
humanen Tendozyten mit Levofloxacin und Moxifloxaq3, 10, 30, 100 mg/l) auf die
Synthese von Collagen Typ [, im Vergleich zur jda&/einbehandelten Kontrolle. Kontrollen
wurden zusammengefasst. Darstellung von Datentie®uid aus Fluoreszenzmessungen als
Dreifachbestimmung. Angabe der Prozentwerte desrEBzenz und der Mediane. * p < 0,05
gegen Kontrolle (ANOVA und post hoc Dunett-t-Tes€). = unbehandelte Kontrollen, L3,
L10, L30, L100 = Levofloxacin in den Konzentration&0, 30, 100 mg/l. M3, M10, M30,
M100 = Moxifloxacin in den Konzentrationen 3, 1@, 300 mg/l, SAB= Sekundérantikdrper

Die folgenden Ausschnitte der immunhistochemisdRgiparate, wurden zur anschliel3enden
Auswertung angefertigt. Sie stellen Fotografierzeiner Areale auf Objekttragern dar. Die
fur Sehnenzellen untypische Form entstand, dansténem davor liegenden Arbeitsschritt auf
diese Objekttrager ,geschleudert” wurden. An ihiesst sich der Effekt der Chinolone auf

einzelne Sehnenzellen besser aufzeigen [Abbilddhg 1
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Konzentration

Levofloxacin

Moxifloxacin

unbehandelte Kontrolle

3 mg/!

10 mg/l

30 mg/l

100 mg/I
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Abbildung 14: Immunhistochemische Vergleichsuntersuchungen zwrsdtevofloxacin
und Moxifloxacin. Effekt einer 5-tagigen Inkubatiomon humanen Tendozyten mit
Levofloxacin und Moxifloxacin (3, 10, 30, 100 mgduf die Synthese von Collagen Typ I, im
Vergleich zur jeweils unbehandelten Kontrolle.

Unbehandelte Kontrolle: Der gewéhlte Antikérper besitzt den Vorteil, dassauch an
intrazellulare Vorstufen des Collagen Typ | bind&xtrazellulares Collagen ist durch
Waschprozesse weitgehend entfernt worden. Deudigennbar ist die zellmembrannahe
Anlagerung von Vesikeln, welche Collagen enthalteber Zellkern ist von
Membranbestandteilen Uberlagert, sonst aber klazwmachen. Alle Zellen besitzen
annahernd gleiche Grole.

3 mg/l: Auch hier ist eine randstandige Anreicherung viboreszierenden Vesikeln zu
erkennen. Fir Moxifloxacin ist die Fluoreszenz etwaeniger ausgepragt. Im Bild rechts ist
deutlich ein Artefakt zu erkennen (Pfeil), der durdas Zusammenklappen einer Zelle
entstand. Solche Areale wurden in der Messung \eslem, da sie falsch positive Ergebnisse
generierten.

10 mg/l: Deutlich weniger Fluoreszenz in beiden Praparatéaellmembransaum
erkennbar. Im rechten Bild einige extrazellulareéefakte, die durch nicht ausgewaschenen
Antikoérper entstanden sind.

30 mg/l: In dieser Konzentration ist eine erneute Abnahnmex E&luoreszenz zu
verzeichnen. Auffallig wird auch die GroRendiffezerder Zellen zueinander. Der
zytoplasmatische Raum ist scheinbar in zwei Komparite unterteilt. Der dichtere liegt
zellkernnah. Zur Zellmembran hin lockert das Zy&spha immer mehr auf.

100 mg/l: Es sind kaum noch fluoreszierende Areale auszuemadbie Zellen kénnen
immer schlechter beurteilt werden. Auch hier iseddr der wandnahe Dichteverlust zu
erkennen. Einzelne Fluoreszenzen nur noch direkeaZellmembran.
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3.2.2 Immunhistochemische Untersuchung der Zellenach einer Ko-Exposition mit

Levofloxacin und N-Acetylcystein

Fur diese Experimente wurde der Versuchsaufbawengdggr den Versuchen im Western Blot,
leicht abgeandert. Ziel war es, zu Uberprifen, éfevn sich eine Konzentrationsabnahme des
N-Acetylcysteins bei gleichbleibender Konzentration Levofloxacin (30 mg/l) auswirkt.
Drei verschiedene Verdinnungsstufen (1; 0,1; 0,0fholf) wurden in Kombination mit
Levofloxacin untersucht. Die daraus resultierend2smien zeigen, dass der Effekt von
Levofloxacin umso deutlicher wird, je geringer di®@nzentration von N-Acetylcystein
gewahlt wird. Im durchgefuhrten Kruskal-Wallis Tdgt alle Proben dieses Versuches zeigt
sich ein statistisch signifikanter Unterschied zn &Kontrollen (p = 0,01). Der Effekt von
Levofloxacin 30 mg/l gegeniiber der Kontrolle erwsash, wie auch in den Vorversuchen, als
signifikant (p = 0,018). Betrachtet man nun gesonde Effekte zwischen Kontrolle und
Levofloxacin 30 mg/l jeweils zusammen mit einer damnungsstufe des N-Acetylcystein in
Ko-Inkubation mit Levofloxacin 30 mg/l, ergibt sicfur alle Verdinnungsstufen eine
Signifikanz. Diese Signifikanz tritt schon mit dggringsten Verdiinnung von N-Acetylcystein
auf. Betrachtet man aber die Mediane, fallt aussddie Differenz zur Kontrolle immer grol3er
wird [Tabelle 9; Abbildung 15].

Tabelle 9: Auswertung der Ergebnisse der Bildanalyse einendmhistochemie mit einem
Antikérper gegen Collagen Typ | fir den Ansatz mitAcetylcystein in verschiedenen

Verdinnungsstufen. Ergebnisse eines Dreifacharsatdeschwachung der Wirkung von 30
mg Levofloxacin / | Medium auf humane Sehnenzetlarch N-Acetylcystein in Prozent.

Levofloxacin| Levofloxacin Levofloxacin Levofloxacin
I | +
30 mg/ 30 mg/ 30 mg/l + 30 mg/l +
NAC 1 mmol/l

NAC 0,1 mmol/l| NAC 0,01 mmol/l

Medianwerte 3,60 13,94 9,68 6,27

Fluoreszenzzunahme

in % gegenulbe

-

- 287 168 74
Levofloxacin allein
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Abbildung 15: Daten aus der Bildanalyse einermunhistochemischen Darstellung von
Collagen Typ I: Effekt einer 5-tagigen Inkubatioonvhumanen Tendozyten mit Levofloxacin
30 mg/l in Kombination mit N-Acetylcystein (1 mmiplD,1 mmol/l und 0,01 mmol/l) auf die
Synthese von Collagen Typ |, im Vergleich zur jda&/einbehandelten Kontrolle. Darstellung
von Daten resultierend aus Fluoreszenzmessungerrai$éachbestimmung. Angabe der
Prozentwerte der Fluoreszenz und der Mediane.*(Qy08 gegen Kontrolle (Kruskal-Wallis
Test)

KO = unbehandelte Kontrolle, NAC 1 = N-Acetylcystei mmol/l, L30 = Levofloxacin in
Konzentration von 30 mg/l, L30+NAC1; L30+NACO,1; @8NACO0,01 = Levofloxacin
30 mg/l plus NAC in den Konzentrationen von 1mmd)/lL mmol/l und 0,01 mmol/l. SAB =
Sekundarantikorper

Auch fir diesen Abschnitt der immunhistochemischéntersuchungen werden die zur
spateren Auswertung angefertigten Fotografien ptéesé Es wird anschaulich, wie der

Effekt der Chinolone in der Ko-Inkubation mit N-Agkeystein teilweise aufgehoben wird.

Ein Verlust an Fluoreszenz, gegenuber der Kontrbkeleutet, dass weniger Collagen Typ |
und seiner Vorstufen enthalten wWabbildung 16a, Abbildung 16b
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Kontrolle:

Kraftige Fluoreszenz zu erkennen. Es finden
sich dichtgelagerte Vesikel im kompletten
Zytoplasma mit membrannaher Verdichtung.

N-Acetylcystein 1 mmol/l:

Kaum Veranderungen zur Kontrolle. Einzig
auffallig ist die deutlichere Betonung der
Fluoreszenz an der Zellmembran.

Levofloxacin 30 mg/I:

Deutlicher Effekt. Ubiquitares Verblassen.
Einzelne Fluoreszenzpunkte an der
Zellmembran.

Abbildung 16a: Immunhistochemische Untersuchung von humanen Seb&hemn.
Darstellung der Sehnenzellen ohne Zusatz (Konjiolowie nach Inkubation mit
N-Acetylcystein 1 mmol/l oder 30 mg LevofloxacihMedium.
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Levofloxacin 30 mg/l plus Mcetylcystein
1 mmol/l:

Effekte von Levofloxacin allein nahezu
aufgehoben. Auffallig bleibt, dass scheinbar
nicht alle Zellen davon betroffen sind. Einige

erscheinen immer noch fluoreszenzschwach.

D

Dies war ein haufig beobachteter Effekt

wéahrend der Versuche.

Levofloxacin 30 mg/l plus N-Acetylcystein
0,1 mmol/l:

Die Gesamtfluoreszenz wird wieder
schwacher. Dennoch fluoreszieren auch noch

Kompartimente inmitten des Zytoplasmas.

Levofloxacin 30 mg/l plus N-Acetylcystein
0,01 mmol/I:

Auch geringe Fluoreszenz, dennoch stéi;rker
als bei Levofloxacin 30 mg/l allein. Es wird

deutlich, dass das Zytoplasma weniger stark

leuchtet.  Kraftiger dagegen st die

Fluoreszenz an der Zellmembran ausgepragt.

Abbildung 16b: Immunhistochemische Untersuchung von humanen Sehlem nach
Inkubation mit 30 mg Levofloxacin / | Medium pludeghzeitiger Inkubation mit N-
Acetylcystein in absteigender Konzentration (1 nfm6l1 mmol/l und 0,01 mmol/l).
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4 Diskussion

Chinolone sind hinsichtlich ihres Wirkspektrumsreih pharmakologischen Eigenschaften
sowie der weitgehend glnstigen Resistenzlage uicthdibar in der antimikrobiellen
Chemotherapie geworden. Es kénnen nicht nur leibigemittelschwere Infektionen, zum
Beispiel der oberen Atemwege und auch des Haresaldffektiv behandelt werden. Auch
Infektionen in Problembereichen wie Weichgewebe kKindchen werden auf Grund der sehr
guten Gewebegangigkeit der Substanzklasse thebbapidProblemkeime wie Pseudomonas
aeruginosa und resistente Streptococcus pneumwaken durch einige Chinolone erfasst.
Chinolone gelten als gut vertraglich. Als seltemel wungewohnliche unerwinschte Wirkung
treten Bindegewebsschadigungen an Knorpel und Setuie Das sehnenschéadigende
Potential der Chinolone ist seit langerem bekamt in Fallberichten und retrospektiven
Studien dokumentiert, wenn auch noch nicht auseeidhhinsichtlich der Genese der
Schadigung erforscht. Moéglicherweise liegen die ddnen fir die sehnenschadigenden
Eigenschaften der Chinolone in gestorten Zell-Matund Zell-Zell-Interaktionen, die zum
Beispiel in einer mangelhaften Syntheseleistung Skgnnenzellen resultieren und bis zum
Untergang des Gewebes fihren kdnnen. Es kann michgur Ruptur einer Sehne kommen,
welche unzweifelhaft als Maximalschaden betrachtetden kann, es zeigen sich ebenso
Tendinitiden sowie auch unspezifische Beschwerdan Sehnenreizungen und Schmerzen

bei Bewegungen.

Uber die Haufigkeit dieser Komplikationen gibt egearschiedliche Angaben. Van der Linden
ermittelte ein relatives Risiko von 3,2 fur Gberjé@rige Patienten. Das relative Risiko stieg
in derselben Altersgruppe auf 6,3 bei gleichzeitigmnahme von Glukokortikoiden (van der
Linden et al.,, 2002). Haddow ermittelte dagegenre einzidenz fir die Tendinitis der
Achillessehne von 0,1-0,01%. Fur die Ruptur deriketsehne betragt die Inzidenz <0,1%
(Haddow et al., 2003). Carbon spricht von einenthhisignifikantem Problem®, wenn er
Levofloxacin gegentber anderen Fluorchinolonenibimich der Tendotoxizitat betrachtet.
Er wertete hierbei retrospektiv mehrere Studien Medikamentensicherheit der Chinolone
aus. Es werden Zahlen fur die Haufigkeit einer [fke@cin-induzierten Tendinitis mit
1:500.000, fur eine Sehnenruptur mit 1:1,6 Milliorengegeben (Carbon, 2001). Durch eine
notwendig werdende Therapie dieser Folgeschadesbengsich nicht nur fir den Patienten

Nachteile. Es entsteht auch ein volkswirtschafdicBchaden, der natirlich im Gegensatz der
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urspringlichen Idee steht, den Patienten schnell effektiv zu behandeln sowie

Behandlungskosten zu minimieren.

Ein typischer Fallbericht tber eine beidseitige lebsehnenruptur unter der Behandlung
eines 91-jahrigen Patienten mit Levofloxacin matdutlich, dass die Folgen einer Chinolon-
induzierten Tendopathie insbesondere bei &lteremsbteen gravierend sein kdnnen.
Aufgrund der eingeschrankten Bewegungsmoglichkeiggnwickelten sich bei diesem
Patienten Folgeerkrankungen und eine Pneumonigefittach einigen Wochen schlief3lich
zum Tod. Die Konsequenzen einer Achillessehnenrigatilten nicht unterschétzt werden und
sind bei betagten Patienten hinsichtlich ihrer Auswngen und wochenlangen
Immobilisierung durchaus mit denen einer Schenksfitektur zu vergleichen (Gottschalk
und Bachman, 2009).

Auch das zeitliche Auftreten dieser Nebenwirkungevihrend oder nach einer
Chinolonbehandlung schwankt sehr stark. Es wurdeRailstudien und Ubersichtsarbeiten
Angaben gemacht, die den Zeitraum von wenigen tundch Beginn einer Therapie bis hin
zu 180 Tage danach umfassen (Haddow et al., 20088lidkund Zhanel, 2003). Die Grinde
fur diese grol3e Zeitspanne sind unklar. Einerseitss man interindividuelle Unterschiede in
Betracht ziehen, zum Beispiel bestehende Vorerknagdn, Dauermedikationen,
Pradispositionen und eventuelle Alters-, und Gesidtibspezifitat (Pierfitte und Royer, 1996).
Andere Faktoren fur eine Risikoerhdéhung fir Sehmaturen sind Adipositas, mannliches
Geschlecht, lokale Applikation von Kortikoiden umdeumatoide Arthritis (Seeger et al.,
2006). Zusatzlich scheint eine Altersabhangigkeibestehen. Dieser Zusammenhang wurde
in Ubersichtsarbeiten erkenntlich. Je &lter derieRatdesto hoher das Risiko fiir eine
Schadigung am Sehnenapparat (Khalig und Zhane8, Zxuzaud et al., 2006).

Es bestehen weiterhin Risikofaktoren, die in Komakion mit der Chinolongabe das Risiko
fur Tendopathien erhdéhen. Eine deutliche Erhéhueg) Rlisikos an einer Sehnenschadigung
zu erkranken, zeigt sich bei gleichzeitiger Applika von Glukokortikoiden, wie zum
Beispiel Kortison. Verstarkt wird der Effekt wenasdKortikoid Gber einen langeren Zeitraum
appliziert wird, wie es beispielweise im RahmeneeiDauertherapie zur Immunsuppression
oder bei Patienten mit chronisch obstruktiven Ate&gserkrankungen (COPD) durchaus
ublich ist. Glukokortikoide selbst sind schon takis gegeniber Sehnen (Csizy und
Hintermann, 2001). Die Kombination der Gabe fihrtevitro zu einer Verstarkung des
Effekts (Sendzik et al., 2005).
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Andererseits ist es gerade bei bestehenden Rikikoén schwierig, eine Kausalitat zum
eigentlichen auslosenden Faktor herzustellen. Migffévird aber gerade in solchen Studien
die Neigung zum Pradilektionsort Achillessehne.sD#sst sich vielleicht mit der besonderen
Beschaffenheit dieser Sehne erklaren. Sie ist imr§uhnitt nahezu rund und, ebenso wie alle
anderen Sehnen, nur wenig durchblutet (Ahmed et18198). Zusatzlich ist sie die am
starksten beanspruchte Sehne des menschlichen rEkorBerade diese Kombination ist
eventuell urséchlich fur eine Haufung von Schaddésriell, 1999). Aber auch andere Sehnen
sind betroffen. Somit kann man davon ausgehen, dags Schadigung an allen Sehnen
erfolgen kann. Dies stellt die Grundlage dar, aanbere Sehnentypen, wie auch in dieser
Arbeit, zu untersuchen. Um einen Grol3teil der nobgih Risikofaktoren fur den Vergleich
der Tendotoxizitat diverser Chinolone auszublendamden nur die Zellen eines Probanden

untersucht.

Hinsichtlich ihrer Tendotoxizitat unterscheiden hsicdie Fluorchinolone offenbar
untereinander. Allerdings stammen die Daten nicist @irekt vergleichenden Studien. Daten
der US-amerikanischen Food and Drug Administragiaben fur die Jahre 1987 bis 1997 128
gemeldete Félle fur eine Sehnenschadigung in dekavSwobei die allgemeine Tendopathie
ohne Ruptur am haufigsten war. Im gleichen Zeitramonden fur das nichtamerikanische
Ausland 88 Félle angegeben, mit mehr gemeldeternurem Der Grolteil der Falle war mit
der Anwendung von Ofloxacin verbunden. Danach fol@3profloxacin und Norfloxacin
(Harrell, 1999). Die heute ublichen Chinolone wievbfloxacin und Moxifloxacin waren
zum Zeitpunkt der Untersuchung noch nicht im HanB& Beurteilung dieser Daten sollte
mit gewisser Vorsicht geschehen, da einerseitsekigleldepflicht besteht, andererseits ist der
Zusammenhang zwischen Chinolontherapie und Tendiep&tinisch oftmals schwierig zu

stellen.
4.1 Effekte von Fluorchinolonen in Tierexperimentenund in vitro

Der sehnenschadigende Effekt von Chinolonen idt laagem bekannt. In verschiedenen
tierexperimentellen Untersuchungen, als auch inn vitro Arbeiten wird maoglichen
Pathomechanismen dieses Effektes und den nachwarisbaukturellen Veranderungen am

geschadigten Gewebe nachgegangen.

Untersuchungen an Knorpelgewebe, welches ebertalfls Bindegewebe zéhlt, ergaben
ahnliche Ergebnisse. Eine Gemeinsamkeit beider Gewstellt die bradytrophe
Stoffwechsellage dar. Somit kdonnen Elektrolytdédiziweder schnell noch ausreichend

ausgeglichen werden.
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Bei Versuchen mit Nalidixinsaure an juvenilen Humdeonnten klinische Phdnomene, wie
Ganganomalien und morphologische Degeneration despels, festgestellt werden. Auch
mikroskopische Veranderungen der Sehne wurden amfiighten bei mit Nalidixinsaure
behandelten Hunden nachgewiesen, am zweithaufigsite@iprofloxacin (Hildebrand et al.,
1993).

In einer weiteren tierexperimentellen Arbeit ausmddahr 1997 wurde der Effekt von
Pefloxacin und Levofloxacin auf Knorpel, Sehnen,skiein und Synovialmembranen von
juvenilen Ratten untersucht. Dazu erfolgte die Elgabe von 900 mg/kg des jeweiligen
Chinolons. AnschlieBend wurden die genannten Gewefigels Lichtmikroskopie,
Elektronenmikroskopie und mit einem immunhistocheshen Verfahren Uberpruft.
Veranderungen lieRen sich in allen untersuchtengbew nachweisen, wobei der Effekt mit
Pefloxacin deutlich starker gegenuber Levofloxaausgepragt war. Nachgewiesen werden
konnte eine Odembildung mit deutlich erhdhter Zainl Gewebsmakrophagen. Neben
deutlicher Schadigung der Sehnenzellen zeigtenaich die Collagenfasern verklumpt und
irregular angeordnet. Zusatzlich konnte an den &eleme Hypertrophie des Kapillarepithels
nachgewiesen werden. Die daraus resultierende egesg Permeabilitit wurde als
mitursachlich fir den Schaden an den Geweben angaea. Zwei Wochen nach Gabe der
Chinolone war der Effekt nicht mehr nachzuweiseagiida und Kato, 1997b).

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei Chinolonegevbfloxacin und Moxifloxacin,

hinsichtlich ihrer Tendotoxozitat verglichen. Hi@rf wurden humane Sehnenzellen mit
verschiedenen Konzentrationen der zu Uberprife@d@molone Uber finf Tage inkubiert, um
sie danach mittels Western Blot und Immunhistocleemni untersuchen. Eine Beeinflussung
der Syntheseleistung der inkubierten Sehnenzeltamtle mit Hilfe von Antikdrpern zur

Quantifizierung von Collagen Typ | nachgewiesen deer Collagen Typ |, als der
Hauptbestandteil der extrazellularen Matrix in d&ehne, diente hier auch als
Sehnenzellmarker. Es zeigte sich im Western Bldtoscin der geringsten gewahlten
Konzentration von 10 mg/l beider Chinolone eine t&idn von Collagen Typ | gegenuber
der unbehandelten Kontrolle. Mit ansteigender Kotration nahm der Gehalt an Collagen
Typ 1, sowohl mit Levofloxacin als auch mit MoxiKtacin, ab, ohne dass wesentliche
Unterschiede im Ausmald der Wirkungen erkennbar nvar®ie Ergebnisse der

immunhistochemischen Untersuchung entsprachenédiidemen des Western Blottings. Auch
hier nahm Collagen Typ | konzentrationsabhéngig hnalmkubation mit beiden

Fluorchinolonen ab. Der Effekt zeigte sich hier disr in der kleinsten gewahlten
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Konzentration von 3 mg/l. Eine unterschiedliche prdgung des Effektes liel sich aber auch

mit diesem Verfahren nicht nachweisen.

Williams et al. untersuchten den Effekt von Cipoaticin auf Sehnenzellen aus der
Achillessehne und Zellen aus Sehnen des Kapsektpgader Schulter von adulten Hunden.
Die Zellen wurden ebenfalls vitro untersucht, allerdings tber drei Tage. Die gevedhlt
Konzentrationen von Ciprofloxacin betrugen 5, 100 ®g/l. Es zeigte sich eine
Proliferationshemmung der Sehnenzellen, die mitehéih Konzentration zunahm. Die
Collagen Typ I-Synthese wurde durch Hemmung de®dtis von radioaktiveriH-Prolin
gemessen. Es zeigte sich eine Abnahme der Syngistsal nur in der héchsten gewéhlten
Konzentration von 50 mg/l. Hier betrug die Abnahm@s zu 48% bei den
Achillessehnenzellen und 36% bei den Schulterkapieh (Williams et al., 2000). Uber den
Unterschied in der Auspragung der Schadigung zwisakinzelnen Sehnentypen ist wenig
bekannt.

Die unter therapeutischen Bedingungen gemesseneanenzentration von Ciprofloxacin
betragt ca. 5 mg/l. Der durch Williams et al. namhiggsene Schaden trat erst in deutlich
hoheren Konzentrationen auf, die auch unter Berdickgung einer hohen individuellen
Variabilitat nicht erreicht werden. Da es sich er dorliegenden Arbeit um einen Vergleich
von zwei verschiedenen Chinolonen handelt, wurdmmulsst langere Inkubationszeiten mit
Konzentrationen bis zu 100 mg/l der zu untersuceerBubstanzen gewahlt. Der Umstand,
dassin vitro nicht alle Umgebungsfaktoren in einer Sehne sienulverden kdnnen, tragt
ebenso dazu bei, dass vivo Daten flr eine endgultige Aussage unentbehrlicil.shber
dennoch unterstitzen die hier nachgewiesenen Effakf Collagen Typ | diesen vivo
Ergebnisse. Zusatzlich konnte dieser Effekt dunehEtgebnisse der immunhistochemischen

Untersuchungen gestutzt werden.

Eine weitere mdogliche Ursache der Collagen-Typ |ddk&on wurde in einer
tierexperimentellen Arbeit von Shakibaei et al. PC&ufgezeigt. Ausgehend davon, dass
Magnesium fur die Signallibertragung der Integrinerlisslich ist, wurde von Shakibaei et
al. untersucht, inwiefern sich Effekte von Chin@an und Auswirkungen eines
magnesiumarmen Futter entsprechen. Dafir wurdersubke an juvenilen Hunden
durchgefihrt, die entweder Magnesium-reduziertdteFarhielten oder Ciprofloxacin in den
Dosen 30 mg/kg KG und 200 mg/kg KG. AnschlieReridigie eine Analyse mittels Western
Blot. Es zeigte sich, dass Collagen Typ | unter @grofloxacingabe abnahm. Die Hunde,

welche mit magnesiumarmen Futter ernahrt wurdeigtere ebenfalls eine Collagen Typ |

69



Abnahme (Shakibaei et al., 2001). Dies stitzt diedfie, dass Chinolone Chelatkomplexe
mit zweiwertigen lonen eingehen und diese somit delfen entziehen. Dieser Mangel fuhrt
sekundar zur Tendopathie durch Substanzverlust.

Ob dieser Schaden eventuell auf mMRNA Ebene liegd&vwon Bernard-Beaubois et al. an
Kaninchenzellenin vitro untersucht. Knorpelzellen von juvenilen Kaninch&arden mit
Nalidixinsaure, Pefloxacin und Norfloxacin tiber 72hKonzentrationen zwischen $is
10° mol/L inkubiert. Im Northern Blotting Nachweis g& sich kein Anhalt fur eine
Minderexpression durch die getesteten Substanzemn&Bl-Beaubois et al., 1998). Das
konnte eventuell heil3en, dass die Abnahme von @aillalyp | in der durch Chinolone
geschadigten Sehne nicht auf mRNA Ebene liegt aodergewahlte Zeitraum sowie die
gewahlten Konzentrationen zu klein gewahlt worded.dnteressant ist hierbei zu bemerken,
dass in der Arbeit von Bernard-Beaubois Nalidixursdals Kontrolle verwandt wurde, da zu
diesem Zeitpunkt keine klinischen Félle einer Selknobadigung durch dieses Chinolon
bekannt waren. Im Versuch selbst konnte mit Naimdi&iure auch kein Effekt nachgewiesen

werden.

Hildebrands Untersuchungen am Knorpelgewebe vondelunzeigte im Jahr 1993 den
starksten Effekt mit Nalidixinsaure (Hildebrandaét 1993).

Die unterschiedlichen Ergebnisse sprechen einsréi@itdie unterschiedliche Aussagekraft
verschiedener Methoden und Versuchsansatze. Aiseégsedeuten sie aber auch darauf hin,
dass Ergebnisse, die mit Sehnengewebe gemachtnyurdi einer Ahnlichkeit der Gewebe,
nicht ohne Weiteres auf Knorpelgewebe ubertragemdeve kbnnen. Dass auch die
Untersuchung verschiedener Tierspezies hinsichtl@her allgemeingiltigen Aussage
problematisch wird, ist nachvollziehbar, da zumdpel verschiedene Stoffwechselsysteme
verglichen werden missten. Um die Ergebnisse digdagit in der Aussagekraft fur den
menschlichen Organismus zu erhdhen, wurde in digdazit ausschliel3lich mit humanen

Tendozyten gearbeitet.

Der sehnenschadigende Effekt der Chinolone beskhsich nicht nur auf die Abnahme der
extrazellularen Matrix, es kommt ebenso zu einérudiy der Zell-Zell-, und Zell-Matrix
Verbindungen. Storungen in diesen Interaktioneml $imr die normale Funktion der Sehne
unabdingbar. Deswegen wurden in dieser Arbeit Fibctin undpl-Integrine untersucht. Far
Fibronectin undB1-Integrine konnten in dieser Arbeit konzentratedrisingige Abnahmen
nachgewiesen werden. Im oben beschriebenen VevsucBhakibaei et al. konnte, neben der

Abnahme von Collagen Typ | zusétzlich eine Abnalvme Fibronectin und dgil-Integrine
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sowohl nach Behandlung mit Ciprofloxacin, als auofit magnesiumarmen Futter
nachgewiesen werden (Shakibaei et al., 2001). Belichem Versuchsaufbau konnte dieser
Effekt auch fir das Knorpelgewebe nachgewieseneve(8tahimann et al., 2000).

Analoge Effekte der Sehnenschadigung durch ChimoléieRen sich auch in nicht-
tierexperimentellen Arbeiten aufzeigen. In frihetgntersuchungen unserer Arbeitsgruppe
wurden die Wirkungen von Ciprofloxacin und Levofémin auf humane Fingersehnenzellen
direkt verglichen. Untersucht wurde der Collagerp TiyGehalt in vitro 5 Tage nach
Inkubation mit Ciprofloxacin und Levofloxacin inwirsen Konzentrationen. Schon nach drei
Tagen konnte eine Abnahme des Collagen Typ I|-Gehalbei einer Ciprofloxacin
Konzentration von 3 mg/l nachgewiesen werden. Fuolloxacin trat bei 3 mg/l selbst nach
funf Tagen kein Effekt auf. Analog zu dieser Arbeiirde der Nachweis per Western Blotting
gefuhrt (Sendzik et al., 2005). Der von Sendziklebeschriebenm vitro Effekt war durch
Ciprofloxacin gegenuber Levofloxacin starker ausggp Es scheint sich dabei um einen
Effekt zu handeln, der nicht 1.1 ohne Weiteres iaufivo Verhaltnisse Ubertragen werden
kann. Die unterschiedliche Pharmakokinetik der \atiokie lasst sich auf3erhalb des lebenden

Organismus nur schwerlich simulieren.

Der friiher beobachtete Effekt flr Levofloxacin scho Konzentrationen von 3 mg/l konnte
in dieser Arbeit nicht gezeigt werden. In Vorvefseie, mit Konzentrationen von 1 mg/l und
3 mg/l zeigten sich fur Levofloxacin und Moxifloxackeine Verdnderungen gegenuber der
Kontrolle in der Immundetektion mittels SDS-Pagehirek. Da in dieser Arbeit der Vergleich
zwischen Levofloxacin und Moxifloxacin hinsichtliceiner tendotoxischen Wirkung im
Vordergrund stand, wurden nur die Konzentrationetensucht, mit denen sicher ein Effekt
mit beiden Methoden nachweisbar war. Mit Moxifloxagvurde ein neueres Fluorchinolon
getestet, dessen Tendotoxizitdt im Vergleich zuessd Fluorchinolonen relativ schlecht
untersucht ist. Es finden sich dennoch Fallbericier das Auftreten von Tendopathien unter

der Therapie mit Moxifloxacin (Burkhardt et al.,@0.

Fur die Gefahr einer Sehnenschadigung durch Chaeoleesteht eine Altersabhangigkeit
(Pouzaud et al., 2006, van der Linden et al., 2088¢h ohne eine antimikrobielle Therapie
ist das Risiko fur eine Sehnenschadigung erhéhhifidia und Jozsa, 1991). Sehr gut wird
dieser Sachverhalt in der Arbeit von van der Linded Mitarbeiter deutlich (van der Linden,
2003). Das Risiko fur eine Sehnenschadigung nimnit steigendem Alter zu. Andere

Co-Faktoren einer Sehnenschadigung werden ebeui@ligich. Nierenschaden, Adipositas,
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Diabetes mellitus und Glukokortikoidgabe erhdohes &asiko fiir eine Sehnenschadigung
deutlich.

Gerade die Dauermedikation und lokale Instillatitem Glukokortikoide sind Risikofaktoren.
Bei Versuchen an Ratten konnte, ahnlich den Veruchit Chinolonen, eine Abnahme der
Zellproliferation und Proteoglykansynthese nachgsemn werden (Torricelli et al., 2006). Die
Wirkung von Chinolonen und Triamcinolonacetonidnesn Glukokortikoid, wurde von
Kempka und Mitarbeitein vitro untersucht. In dieser Arbeit wurde die Wirkungjavenilen
Sehnenzellen vom Menschen, von Ratten und der desdiiweins Uberpruft. Es wurden
generell Zellen aus der Achillessehne untersuchg, wr Beginn genau charakterisiert
wurden. Dies erfolgte durch Bestimmung von Collaggp | und Betrachtung der typischen
Morphologie. Gemessen wurde die Proliferationshemgnund die mitochondriale
Dehydrogenaseaktivitat mittels MTT Assay. Es konntchgewiesen werden, dass die
kombinierte Gabe von Chinolon und Glukokortikoid einer drastischen Senkung der
Zellviabilitat fuhrte. Dieser Effekt war mit alledrei getesteten Chinolonen (Ciprofloxacin,

Pefloxacin, Sparfloxacin) nachweisbar (Kempka, 2996

In dieser Arbeit wurden Konzentrationen gewahle dber dem Serumspiegel der beiden
Chinolone liegen. Das erscheint gerechtfertigt, |wdie gute Gewebepenetration der

Chinolone bekannt ist (von Baum et al., 2001).

4.2 Effekt von N-Acetylcystein auf durch Levofloxam beziehungsweise

Moxifloxacin induzierten Veradnderungen

N-Acetylcystein (NAC) findet sein Hauptanwendundsge zur Mukolyse zum Beispiel bei
chronischer Bronchitis. Es stellt eine Vorstufe @lutathion dar, welches eine antioxidative
Funktion besitzt. Somit besitzt es auch eine didimmatorische Komponente, da es
Radikale, die im Rahmen von Entzindungsreaktionarchd neutrophile Granulozyten
gebildet werden, eliminiert. Das Molekul besitzhesi Thiol-Gruppe, welche mit einem

Radikal regiert und es somit inaktiviert.

Entziindungen der Atemwege durch Uberrekrutierungneutrophilen Granulozyten, wie sie
bei der cystischen Fibrose bekannt sind, exazenienter Gabe von NAC weniger stark
(Tirouvanziam et al., 2006). Ahnliche Effekte sifid andere Erkrankungen bekannt. Die
Hypothese zur Erklarung der Ototoxizitat von Amilyigsiden besagt, dass die Schadigung

im Innenohr durch Radikale (ROS- reactive oxygeecss) erfolgt. Die Gabe von NAC plus
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Aminoglykosid an 53 Dialysepatienten zur Therapieee Kathetersepsis, zeigten eine
Abnahme des Hoérverlustes besonders im Hochtonlber@eldman et al.,, 2007). Dabei
erhielt eine Gruppe Gentamicin 600 mg 2x taglicwvisoNAC in der Konzentration von
200 mg als Brausetablette jeweils zuséatzlich. Didese Gruppe erhielt Gentamicin allein.
Nach 72 Stunden erfolgten Untersuchungen zur Abealles Horverlustes, bestehend aus
Otoskopie, Tympanometrie und Sprach-Audiometrie.e DErgebnisse wurden mit
Voruntersuchungen vor Einleitung der antimikrol@ell Chemotherapie verglichen.
Folgeuntersuchungen wurden nach einer sowie nadhoéhen durchgefiihrt. Patienten,
welche zusatzlich mit NAC behandelt wurden, zeigtgmifikant weniger Einschréankungen

im Horbereich gegentiber der Therapie mit Gentanaltein.

Der Ansatz einer moglichen Schadigung der Sehnehdoxidativen Einfluss wurde auch in
dieser Arbeit aufgegriffen. Levofloxacin wurde iteser Arbeit in Kombination mit NAC
untersucht, um zu priifen, ob NAC die Effekte desn@lons beeinflusst. Zur Uberpriifung
einer eventuellen Eigenwirkung auf Sehnenzellealgé auch eine Inkubation mit 1 mmol/I
NAC allein. Diese zeigte kaum Unterschiede zur Kalld, was einen potentiell
tendotoxischen Effekt von NAC ausschliel3t. Im WestBlot zeigte die Kombination von
1 mmol/l NAC plus Levofloxacin 30 mg/l bzw. 100 mglass der Effekt des Chinolons durch
die Kombination mit NAC abgeschwécht werden koné. Hilfe der Immunhistochemie
wurde versucht, eine KonzentrationsabhangigkeitWwligkung von NAC plus Levofloxacin
30 mg/l zu ermitteln. Die Konzentrationsstufen bgén hierbei 1 mM, 0,1 mM und
0,01 mM. Die Ergebnisse zeigten, dass mit jedergdarahlten Konzentrationen ein Anstieg
des Collagen Typ | Gehaltes erzeugt werden koriiie.sinkendem NAC Gehalt jedoch
schwachte sich dieser Anstieg zunehmend ab. Digefriawiefern der Chinolon-induzierte
Schaden an Sehnen durch Chinolone oxidativ bediigtkonnte, fihrte zu dem Ansatz einer
simultanen Inkubation von Chinolon plus einem Axitlanz in vitro. Bisher sind derartige
Untersuchungen rar und die Datenlage ist begrenzt.

Die in Folge einer Chinolongabe entstandenen oxiglatSchaden an Achillessehnen von
Mausen wurden von Simonin et al. genauer untersugher zehn Tage wurden Mause
entweder nur mit Pefloxacin oder mit einer Komhbimatvon Pefloxacin plus NAC behandelt.
Anschlieend wurde der Gehalt an CarbonylgruppenCuwilagen, als Produkt einer
Proteinschadigung, in den Achillessehnen der MgueseWestern Blot bestimmt. Es zeigte
sich, dass die kombinierte Inkubation die Ausbilglwon Carbonylgruppen auf nahezu
Kontrollniveau senkte. Der Gehalt an Carbonylgruppeelcher vom alleinigen Ansatz mit

NAC stammte, befand sich ebenfalls fast auf Kohitrebau. Somit konnte gezeigt werden,
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dass NAC einen inhibierenden Effekt auf die Akkuation von Oxidationsprodukten zu
haben scheint (Simonin et al., 2000).

Ziel der Arbeit von Pouzaud et al. war, Schadendan Zelle messbar zu machen. Um
oxidative Schaden an einer Sehnenzelllinie vom Karen nachzuweisen, wurden diese mit
ansteigenden Konzentrationen von vier verschiede@himolonen inkubiert (Pefloxacin,
Ciprofloxacin, Levofloxacin und Ofloxacin). Es eldten Tests nach 24 und 72h mit dem
Nachweis von Redoxstatus, Glutathiongehalt undctrea oxygene species® (ROS). Der
eigentliche Effekt trat erst nach 72h auf, was amctler vorliegenden Arbeit berlcksichtigt
wurde. Signifikant erhoht waren der Gehalt an R@b&der Inkubation mit Pefloxacin und
Ciprofloxacin. Levofloxacin und Ofloxacin zeigterrse in héherer Dosierung Effekte.
Glutathion fiel ebenfalls bei diesen beiden Chinelo starker ab. Somit konnte nicht nur die
These der oxidativen Schadigung gestarkt werdendesa auch eine unterschiedliche
Auspragung des Effektes mit diversen Chinolonereiggzverden (Pouzaud et al., 2004).

In einem spateren Versuch konnte zusatzlich eitergdbhangigkeit der Schadigung durch
Chinolone gezeigt werden. Adulte und jingere Kamemcwurden entweder mit Pefloxacin,
Nalidixinsdure oder Ofloxacin behandelt. Der Naciswder Schéadigung erfolgte Uber
dieselben Parameter wie im Vorversuch. Es zeigie bkierbei eine Altersabhéngigkeit fur
Ofloxacin und Nalidixinséaure, bei denen die juvenilKaninchen mehr geschadigt wurden.
Fur Pefloxacin bestand dieser Unterschied nichidebdltersgruppen waren gleichstark
geschadigt (Pouzaud et al., 2006).

In der Arbeit von Lowes und Mitarbeitern wurde efadls untersucht, ob die durch Chinolone
verursachten Schéadigungen an Sehnenzellen oxiddBgaeese sein kdonnten. Die Versuche
wurden dabein vitro an humanen Achillessehnenzellen durchgefihrt. &mte gezeigt
werden, dass der Effekt von mit Ciprofloxacin unaxiloxacin inkubierten Zellen durch
gleichzeitige Inkubation mit MitoQ, einem mitochomhspezifischem Antioxidanz,
antagonisiert wurde. Gemessen wurde einerseits  d@xidationsrate  von
Dichlorodihydrofluoreszein, einem generellen Markg&ir oxidativem Stress in den
untersuchten Sehnenzellen. Anderseits wurde dawmsygegangen, dass ein oxidativer
Schaden in der Zelle sich besonders an den Mitabiem zeigen misste. Um dies zu
Uberprifen, wurde mittels eines fluoreszierendenchMeises die Abnahme des
Membranpotentials an der mitochondrialen Membrarerptiift. Fur Ciprofloxacin und
Moxifloxacin in den Konzentrationen O bis 0,3 mMgrinte eine Zunahme der oxidativen

Produkte um das Dreifache nachgewiesen werden. IMitM MitoQ in gleichzeitiger
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Inkubation konnte mit beiden Chinolonen eine Abnahdes oxidativen Schadens gezeigt

werden (Lowes et al., 2009).

Fur die Arbeit mit antioxidativen Substanzen ergabieh einige zu erdrternde Sachverhalte.
Das Problem, die genaue Konzentration von NAC impéd zu ermitteln, welche sich auf
Grund der Spaltung von NAC zu Reaktionsproduktegiber stellte eine zusatzliche
Schwierigkeit bei der Erstellung eings vitro Modells dar, welches ain vivo Verhaltnisse
angelehnt sein sollte. Die hier erbrachten Ergeleniginnen also nicht einfach aofvivo
Verhéltnisse Ubertragen werden. Dass NAC in derzkptration von 1 mmol/l, allein
inkubiert, nicht ganz das Kontrollniveau erreidbt,gezeigt worden. Es ist nicht bekannt, ob
NAC ein tendotoxisches Potential besitzt und dadesin dieser Arbeit vorrausgesetzt. Doch
ist es bekannt, dass NAC unter gewissen Umstandeim zu einer Abnahme der Synthese
von Matrixproteinen fuhren kann. Fur sehr hohe Kammtionen von NAC (5 mM und
10 mM) konnte an Sehnenzellen, die aus einer DugosKontraktur stammerin vitro eine
Abnahme von Procollagen Typ | gezeigt werden.

Ziel der Arbeit von Kopp et al. war es, den Effekbn NAC auf TGFB1l, einem
Wachstumsfaktor, zu tberprifen. In Kombination féhties zu einem Rickgang der durch
TGF{31 Uberstimulierten Synthese von MatrixproteinentaDa lasst sich nicht ableiten, dass
NAC allein schon potent ist, diese Synthesereduoktio initiieren, wohl wurden aber diese
Informationen aus dem Experiment von Kopp et atlenvorliegenden Arbeit berticksichtigt.
In dieser Arbeit wurden nur Sehnenzellen gesundeobdhden benutzt und die
Konzentrationen von NAC wurden weit geringer gedpamnidenen der Arbeit von Kopp et al.
belassen. Dennoch kdnnte dieser Sachverhalt eki@r&ng dafir sein, warum die Inkubation
von Sehnenzellen mit NAC allein nie ganz das Kdimiweau erreicht (Kopp et al., 2006).

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werdeassdmit NAC sich der tendotoxische
Effekt von Chinolonenn vitro abschwachen lasst. Dies allein lasst aber keimedegtigen
Ruckschluss darauf zu, dass sich NAC auch unteirvim Bedingungen eventuell protektiv
auf einen moglichen Sehnenschaden, der durch Gmgabe induziert wurde, auswirken
kann. Dazu bedarf es weiterer Versuche. Die gewwsmesrgebnisse geben jedoch einen
Hinweis auf die Richtigkeit der Theorie geben, ddasChinolon-induzierten Tendopathie ein

oxidativer Pathomechanismus zugrunde liegt.
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5 Zusammenfassung

Chinolone werden seit geraumer Zeit zur Therapigdoeller Infektionen eingesetzt. Mit
ihnen konnen nicht nur lokale Infektionen, wie zuBeispiel der Atemwege und des
Urogenitalsystems erfolgreich therapiert werderctAgystemische Infektionen sind mit Hilfe
der Chinolone sehr gut zu behandeln. Die hervon@dgd<nochen— und Weichteilgangigkeit
dieser Substanzen ermdglicht auch das Behandelninfektionen in, mit herkdmmlichen
antimikrobiellen Chemotherapeutika, schwer zu ehenden Kompartimenten. Die
Stoffklasse der Chinolone zeichnet sich aul3erderohdeine noch relativ gute Resistenzlage

aus.

Als eine schwerwiegende Nebenwirkung ist schongaumer Zeit das sehnenschadigende
Potential der Chinolone bekannt. Diese Nebenwirkuitigsehr selten auf und variiert in ihrer
Auspragung. Die daraus resultierenden Symptomaegigon einer unspezifischen Tendinitis
bis hin zur Ruptur der Sehne. Der genau zugrumdehde Pathomechanismus ist aber immer
noch weitgehend unklar, wenn auch diverse Theobestehen. Bei steigender Zahl der
Fallberichte und daraus folgenden Untersuchungenntie sich ein Spektrum fir gewisse
Risikofaktoren ableiten lassen. Als solche zahlelter des Patienten, gleichzeitige oder
zeitnahe Applikation von Glukokortikoiden und dagsBhen einer Niereninsuffizienz.
Gleichwohl konnte in retrospektiven klinischen uadch inin vitro Versuchen gezeigt
werden, dass verschiedene Chinolone ein unterdudiied Potential fir diese unerwiinschte

Wirkung besitzen.

Ziel dieser Arbeit war es, folgende Fragestellungeit Hilfe von Untersuchungen an

Zellkulturen zu Gberprufen:

1. Unterscheiden sich Levofloxacin und Moxifloxacin ihrem Potential einen

Sehnenschaden zu erzeugen?

2. Ist der tendotoxische Effekt von Levofloxacinrchu die gleichzeitige Anwendung

von N-Acetylcystein zu beeinflussen?

Um diese Fragestellungen zu beantworten, wurdemahanfendozyten mit den Substanzen
als Priméarkultur in Monolayern inkubiert. Die Inlkatibn erfolgte Uber 5 Tage entweder nur
mit einem der beiden Chinolone oder, im zweiten gns in Kombination mit N-
Acetylcystein. Die Analyse erfolgte anschlielBendtets Western Blot und mit Hilfe der
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Immunhistochemie. Untersucht wurde der Effekt aehrenspezifische Proteine, die
einerseits den Hauptbestandteil der extrazellulaviatrix bilden (Collagen Typ 1) und
andererseits fur Proteine, welche verantwortlich die Integritéat der Sehnenzellen in der

Sehne sindf};-Integrine, Fibronectin).

Fur den Vergleichsansatz zwischen Levofloxacin Muakifloxacin konnte mittels Western

Blot gezeigt werden, dass schon in der geringstagéten Konzentration (10 mg/l) eine
Abnahme aller getesteten Proteine erfolgte. Didtsfgabeide untersuchten Chinolone. Eine
unterschiedliche Ausprdgung des Effektes zwischen €@hinolonen, liel3 sich mit den
Ergebnissen aus den Western Blot Versuchen nidaeigen. In der immunhistochemischen
Untersuchung konnte gezeigt werden, dass der E#aktCollagen Typ | schon in einer
Konzentration von 3 mg/l nachzuweisen war. Ein Ubtkied zwischen den beiden

Chinolonen war auch hier nicht zu ermitteln.

Zur Klarung der zweiten Fragestellung wurden elenfleeide Verfahren angewandt. Im
Western Blot zeigte sich, dass die Ko-Inkubationt IIAC eine Abschwachung der

Proteinreduktion erzeugte. Dies galt flr beide rsuehten Konzentrationen von

Levofloxacin (30 mg/l und 100 mg/l). Der Effekt dalieinigen NAC-Inkubation (1 mmol/l)

zeigte keinen signifikanten Unterschied zur Korérolerreichte aber nie ganzlich das
Kontrollniveau. Dies bestatigt die Annahme, dassON&llein kein tendotoxisches Potential
besitzt. Die fur den zweiten Ansatz modifiziertemomhistochemische Analyse untersuchte,
inwiefern sich der Effekt auf Collagen Typ | bener Konzentrationsabnahme von NAC
andert. Es konnte gezeigt werden, dass bei einezéfdrationsabnahme von NAC in der
Kombination mit Levofloxacin 30 mg/l zunehmend wgeri Collagen Typ | nachgewiesen

werden konnte. Der tendotoxische Effekt von Levddicin trat also immer starker hervor.

Abschlie3end lasst sich aus den gewonnenen Dateiteah dass sich mit dem in dieser
Arbeit verwendeten Modell keine unterschiedlichéelRa fir Levofloxacin und Moxifloxacin
hinsichtlich ihrer tendotoxischen Wirkung zeigeasta NAC konnte in simultaner Inkubation
den sehnenschadigenden Effekt von den untersudBtenolonen abschwachen. Dieser
protektive Effekt ist konzentrationsabhangig undbthelen erzeugten Schaden an der

Sehnenzelle nie vollstandig auf.

Da es sich hierbei unm vitro Versuche handelt, missten flr genauere Angabesnchthch
der hier erorterten Fragestellungen weitere in weosuche erfolgen, um letztendlich eine
Aussage treffen zu konnen, inwiefern NAC ein prateln Effekt bei Chinolongabe zur
Vermeidung einer Tendopathie besitzen kann.
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