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1  Einleitung

Die Erforschung der Atemwegserkrankungen hat sich wiahrend des letzten Jahrzehnts
im besonderen Mafle den zelluldren, biochemischen und molekularbiologischen
Vorgingen zugewandt, die diesen Erkrankungen zugrunde liegen. Man hofft,
dadurch die Mechanismen der Erkrankung besser zu verstehen, den individuellen
Verlauf vorauszusagen, die Therapie kausal anzusetzen und Therapieeftekte besser
bewerten zu konnen. Zu den wichtigen Aufgaben der Pneumologie zdhlt die
Behandlung entziindlicher Prozesse in der Lunge und in den Atemwegen, an denen
eine Vielzahl von Zellen beteiligt sind. Insbesondere die Lymphozyten spielen eine
zentrale Rolle in einigen der verbreitetsten Atemwegs- und Lungenerkrankungen.
Obwohl diese Erkrankungen vom klinischen Standpunkt aus gut charakterisiert sind,
ist das Verstindnis der ihnen zugrunde liegenden zelluliren Mechanismen nicht
ausreichend gekléart. Aus diesem Grunde wird der nicht-invasiven Bestimmung
zelluldrer und biochemischer Komponenten der Atemwege grof3es Interesse entge-
gengebracht. Es konnte sich herausstellen, dal die immunologischen Parameter der
herkdmmlichen Aufnahme von Symptomen und Lungenfunktionsmessungen iiber-

legen sind, wenn es darum geht, {iber therapeutische MaBnahmen zu entscheiden.

Neben den herkdmmlichen inhalativen Therapien mit B,-Sympatomimetika, Theo-
phyllin oder Corticosteroiden sind neue Therapieformen in der Entwicklung, die zum
einen mit humanisierten Antikorpern gegen Immunglobulin-E oder Interleukin-5 (IL-
5) Metaboliten immunologisch binden, um die Signaltransduktionskette zu unter-
brechen und zum anderen modulatorisch mit dem Ziel auf das Immunsystem
einwirken, fehlgesteuerte Reaktionen wieder in den ,gesunden” Bereich zu
verschieben (immunmodulatory shift). Um diese angestrebten Verdnderungen auf
zelluldrer oder Mediatorebene messen zu konnen, benétigt man biologisches
Probenmaterial des Patienten, und dies nach Moglichkeit wiederholt bzw. nach
verschiedenen therapeutischen Interventionen. Diese Anforderung erscheint proble-
matisch insbesondere bei Patienten mit ausgeprigten Atemwegserkrankungen, da die
notwendigen invasiven Verfahren mit einem nur begrenzt vertretbaren Risiko oder
einer unzumutbaren Beldstigung einhergehen. Demzufolge scheint es sinnvoll, neue
Analyseverfahren zu etablieren, die Messungen in nicht-invasiv gewonnenem

Material ermoglichen.
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Als nicht-invasive Verfahren stehen heute vor allem die Messung des exhalierten
Stickstoffmonoxids und die Analyse des induzierten Sputums zur Verfligung. Es ist
bekannt, da3 sich Verdanderungen der Atemwege unter anderem in der Zusammen-
setzung der Atemwegssekrete wiederspiegeln [Keatings 1996] und deren Unter-
suchung diagnostisch und wissenschaftlich wertvolle Informationen liefern kann
[Pizzichini 1997]. Da die absoluten Zellzahlen im Sputum deutlich kleiner sind als in
der bronchoalveoldren Lavagefliissigkeit, mullten neue Techniken eingefiihrt werden,
um ohne Verlust analytischer Genauigkeit mit den geringen Materialmengen
umgehen zu konnen. Diesen Anforderungen entspricht die Durchfluzytometrie,
insbesondere im Fall der Analyse von Lymphozyten und deren Subpopulationen, da
sie der lichtmikroskopischen Auswertung angefiarbter Zytospinpriparate aufgrund
der groferen statistischen Sicherheit liberlegen ist und zudem mehrere Parameter
einer Zelle simultan erfafit. Konsequenterweise wurde die durchfluBzytometrische
Analyse von Lymphozytensubpopulationen in ersten Untersuchungen bereits

eingesetzt [Perna 1997] [Vatrella 1998] [Kidney 1994a, 1996a].

Neben der rein deskriptiven Analyse von Zellpopulationen anhand ihrer Ober-
flichenmarker gewinnt die Analyse der Zellfunktion zunehmend an Bedeutung. Fiir
die Bestimmung der intrazelluldren Zytokinproduktion ist der Einsatz der Durchfluf3-
zytometrie unabdingbar, um z.B. Tyl- (IFN-y, IL-2) oder Ty2- (IL-4, IL-5) Zelltypen
in nicht-invasiv gewonnenem Probenmaterial der Atemwege zwecks Kontrolle der

Diagnose und Therapie von Atemwegserkrankungen zu charakterisieren.

1.1  Gewinnung von biologischem Probenmaterial

Die Gewinnung und Untersuchung biologischen Probenmaterials kann aus verschie-
denen Griinden erforderlich sein. Eine Probenahme kann fiir die Diagnose einer
Erkrankung erforderlich sein oder fiir die Therapiekontrolle, die regelmaflige Materi-
alentnahmen nach sich zieht. Daraus ergibt sich die Forderung, fiir den Patienten
moglichst wenig belastende Probeentnahmetechniken anzuwenden oder Parameter zu

messen, die nicht-invasiv gewonnen werden konnen.
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Viele Parameter werden aus vends entnommenem peripheren Vollblut bestimmt. Fiir
einige Fragestellungen ist die Aussage dieser systemischen Parameter allerdings
nicht prizise genug; insbesondere lokale Prozesse konnen durch eine periphere
Blutentnahme nicht erschlossen werden. Um biologisches Material aus den
Atemwegen zu gewinnen, gibt es verschiedene Verfahren, denen unterschiedliche
medizinische Indikationen zugrundeliegen. Diese Verfahren gehen mit unterschied-

lichen Belastungen fiir den Patienten einher.

Die bronchoalveoldre Lavage (BAL) ist ein etabliertes endoskopisches Verfahren in
der pneumologischen Differentialdiagnostik von Lungenerkrankungen insbesondere
von Lungengeriisterkrankungen. In Kombination mit Anamnese, Klinik, Rontgen-
befunden und Histologie erlaubt die Beurteilung der BAL-Fliissigkeit (BALF) die
Einordnung zahlreicher entziindlicher, granulomatdser und tumordser Lungener-
krankungen. Uber die Erfassung einer Grunderkrankung hinaus erméglicht die Beur-
teilung zelluldrer und azellulidrer Bestandteile der BAL sowohl eine Aktivitits- als
auch eine Verlaufsbeurteilung generalisierter Lungengeriisterkrankungen [Costabel,

1993, 1994] [Klech 1989, 1990].

Zu den endoskopischen Methoden zéhlt ebenfalls die bronchiale Spiilung (BW,
bronchial wash). Bei der BW wird, unter Verschluf3 der peripheren Atemwege durch
einen aufblasbaren Ballon, mit isotoner Kochsalzlosung Sekret selektiv aus den
zentralen Bronchien herausgespiilt. Teilweise wird unter BW auch die erste

zuriickgewonnene Portion Spiillésung bei der BAL verstanden.

Bereits im 19. Jahrhundert nutzte Gollasch [1889] Sputum zur Charakterisierung von
Asthma. Da nicht jeder Mensch spontan Bronchialsekret durch Abhusten aus der
Tiefe des Atemtraktes hoch beférdern kann - selbst bei Erkrankungen mit erhdhter
Sekretproduktion ist dies nicht immer mdglich - wurden Methoden entwickelt, um
das Abhusten zu induzieren. Bickermann [1958] publizierte eine Methode, bei der
20%iger Propylenglykol in 15%iger Kochsalzlosung inhaliert wurde. Die Sputum-
induktion wird heute ausschlieBlich mit isotoner bzw. hypertoner Kochsalzlosung
durchgefiihrt [Pin 1992] [Fahy 1993a], deren Inhalation die Produktion von Sputum
erleichtern soll. Welche Effekte den Auswurf fordern, ist noch nicht geklrt.
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Jonjenjan et al. [1990] machten osmotische Effekte dafiir verantwortlich; verstarkte
mukozilidre Reinigung durch aktivierte Flimmerepithelien wurde von Pavia et al.

[1979] und Daviskas et al. [1996] angenommen.

Das abgehustete Material kann auf seine zelluldre und biochemische Zusammen-
setzung hin untersucht werden. Unterschiede zwischen den verschiedenen Arbeits-
gruppen bestehen in der Aufarbeitung des Sputums. Entweder wird die gesamte
Probe aufgearbeitet [Fahy 1993a], oder die Sputumflocken werden zunichst von
Speichel- und Plattenepithelzellkontaminationen getrennt [Gibson 1989]. Efthimiadis
et al. [1995] konnten eine bessere Reproduzierbarkeit der Zelldifferenzierungen bei
der Aufarbeitung selektierter Sputumflocken zeigen. Sequentielles Sputum, welches
mit steigenden Salzkonzentrationen (3-5 %) in aufeinanderfolgenden Inhalations-
intervallen gewonnen wurde, zeigt Verdnderungen in der zelluliren Zusammen-
setzung, die auf eine Herkunft aus unterschiedlichen Tiefen der Lunge deuten [Holz

1996, 1998b].

Zahlreiche Krankheiten konnen durch die Untersuchung von Sputum, welches dazu
weder Speichel noch Nasen-Rachen-Sekret enthalten sollte, diagnostiziert werden
[Takahashi, 1987]. Die Untersuchung des induzierten Sputums hat in den letzten
Jahren vor allem deshalb an Bedeutung gewonnen [Fahy 1993b, 1994] [Keatings,
1996], weil sie eine akzeptable Alternative zum invasiven Verfahren der BAL ist und
es ermdglicht, auch bei schwerkranken Patienten bzw. beim gleichen Patienten in
kiirzeren Abstinden Material aus den zentralen Atemwegen fiir die Analyse zu
gewinnen. Es ist allerdings noch nicht geklart, welche Beziehung im einzelnen die
zelluldire und biochemische Zusammensetzung des induzierten Sputums zu den
entsprechenden Charakteristika der Bronchien bzw. der Lunge aufweist. Vorldufige
Daten deuten darauf hin, daBl mit diesem Verfahren krankheitsassoziierte
Abweichungen in dhnlicher Weise wie mit BAL [Fahy1995] oder BW [Keatings,
1997] erfal3t werden konnen.
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1.2  Anforderungen an die Analytik

Wihrend die Zelldifferenzierung aus Blut von Himatologieautomaten iibernommen
wird, die Zellen aufgrund rein physikalischer Parameter unterscheiden, miissen
Proben der BAL und des iSP mittels Zytospinprdparaten am Mikroskop von
erfahrenen Mitarbeitern analysiert werden, da die Software der Blutbildautomaten
die Messung der stirker heterogenen Proben nicht zuldft. Die Mikroskopie ist eine
arbeitsintensive Methode, hat eine subjektive Komponente und ermiidet den Zéhler.
Sie ist zeitintensiv, und die Ergebnisse sind mit einer relativ groBen statistischen
Unsicherheit behaftet, da sie meist auf der Zdahlung von nur wenigen hundert Zellen
basieren. Einige Parameter sind nur immunologisch zu detektieren und bediirfen teil-
weise der simultanen Erfassung zweier oder dreier immunologischer Markierungen.
Selbst der erfahrene Zytologe erreicht hier am Licht- bzw. Fluoreszenzmikroskop die
Grenzen seiner Aufnahmefahigkeit, so dall oft nur semiquantitative Bestimmungen
moglich sind. Aufgrund ihrer weitgehenden Moglichkeiten bietet sich daher zur
Untersuchung der zelluldren Zusammensetzung von Proben des induzierten Sputums

und der BAL die Durchflulzytometrie an.

1.3 Durchflullzytometrie

Durchfluflzytometrie, eigentlich Durchfluzytofluorometrie, ist die simultane photo-
metrische Messung von Parametern wie Streulicht und Fluoreszenz, die an jeder der
einzeln durch einen Laserstrahl flieBenden Zellen detektiert werden. Stark verein-
facht kann ein Durchflulzytometer als partikelzéhlendes, multiparametrisches Photo-

meter beschrieben werden.

Trifft Licht auf Materie, wird es zu einem Teil gestreut. Vorwérts- und Seitwiérts-
streulicht konnen zur Einschédtzung der relativen Zellgroe und der relativen intra-
zelluldren Granularitit herangezogen werden. Zuséatzlich kénnen bis zu 12 Fluor-
eszenzparameter von Photoelektronenvervielfacherrohren (PMT) gemessen werden.
Das Licht von bis zu drei Lasern kann zur Anregung von vielen verschiedenen
Fluorochromen genutzt werden, um eine Kombination zu finden, die von einem
System aus optischen Filtern und dichroitischen Spiegeln fiir die PMTs separiert

werden kann. Mittels Immunfluoreszenz konnen praktisch jedes intrazelluldre
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Protein und jeder Oberflichenmarker bestimmt werden, fiir die Antikorper erhiltlich
sind. Die Erfassung der Fluoreszenzintensitéit fiihrt zu Aussagen tliber die relative

Antigendichte auf der Zelloberflache.

Die Durchflulzytometrie bietet die einzigartige Mdoglichkeit, fiir eine statistisch
relevante Zellzahl innerhalb weniger Sekunden bis zu 13 Parameter fiir jede einzelne
Zelle erfassen zu konnen [Baumgarth 2000]. Durch die Messung auf Einzelzell-
niveau wird die Heterogenitét einer Zellpopulation erfaflt, und es resultieren nicht
nur Aussagen iiber deren durchschnittliches Verhalten. Die Anwendungsmoglich-
keiten der DurchfluBzytometrie sind entsprechend vielfdltig. In der Routinediag-
nostik wird die DurchfluBzytometrie zum Nachweis des HLA-B27-Antigens bei
Verdacht auf Morbus Bechterew eingesetzt und die Immunphénotypisierung von
Lymphozyten in der Verlaufskontrolle von HIV-infizierten Patienten und der

Leukdmiediagnostik.

Der totale DNA-, RNA- und Proteingehalt sowie die Vitalitdt von Zellen konnen
ebenfalls bestimmt werden. Mit fluoreszenzmarkierten Oligonukleotiden kann sogar
der Gehalt an mRNA in Zellen gemessen werden. Die Bestimmung reaktiver
Sauerstoft- und Stickstoffintermediate kann fiir die Untersuchung des ,,Respiratory
Burst® der entziindlichen Krankheiten des Atemtrakts eine wichtige Rolle spielen
[Robertson 1995]. Die Quantitit und Aktivitdt von Organellen in einer Zelle konnen
bestimmt und das mitochondriale Membranpotential gemessen werden. Glutathion
und Glutathion-S-Transferase konnen zur Erfassung des Energiestatus von Zellen
herangezogen werden. Die Aktivitit vieler intrazelluldrer Enzyme wie der B-Galacto-
sidase, der Glucosidase und der Glucuronidase sowie von Esterasen und
Phosphatasen kann mit fluorogenen Substraten bestimmt werden [Borth 1995]. Die
Messung des intrazelluliren pH-Wertes sowie der Kalziumionenkonzentration sind
etabliert. Ein Verfahren, um durchfluzytometrisch intrazelluldre Zytokine nachzu-
weisen, publizierten Krug et al. [1997], die ebenfalls ECP in Eosinophilen nach-
wiesen [1996 a].

Die Messung erfolgt, indem ein luftgekiihlter Argonionen-Laser konzentriertes,

monochromatisches Licht hoher Intensitét liefert, das durch ein System von Linsen
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in spezieller Form auf die Zellen trifft, welche orthogonal zum Licht die sogenannte
»Flow Cell* durchflieBen (Abb. 1). Die Zellen sind in der Mitte eines sehr schnell
flieBenden Mantelstroms aus Tragerfliissigkeit hydrodynamisch fokussiert und
passieren als Suspension von einzelnen Zellen in schneller Abfolge den Laserstrahl.

Die Partikel oder Zellen interagieren mit dem Laserlicht.

Abfall

|
Proben- Trager- Bl
flissigkeit  flUssigkeit [

Laser EEER

LLLL) S5

Tragerflissigkeit ‘

----:pp-Vorwartsstreulicht

&)
RGOS
Abfall

~ Seitwartsstreulicht
|
Fluoreszenz
1-4

,.

Probenflissigkeit

Abbildung 1: Hydrodynamische Fokussierung in der ,,Flow Cell“. Die Probenfliissigkeit, umgeben vom
schnell flieBenden Mantelstrom der Tragerfliissigkeit, wird orthogonal vom Laserlicht durchdrungen.
Vorwirtsstreulicht wird in Richtung des Laserstrahls detektiert, Seitwértsstreulicht und Fluoreszenz
im 90°-Winkel zum Probenstrom und zum Laserstrahl.

Streulicht wird in Richtung des Lasers als Vorwartsstreulicht (FSC) mit einer Diode
gemessen. Das FSC ist ein Parameter, der etwas liber die relative Grof3e einer Zelle

aussagt. Rechtwinklig zum Laser und ebenfalls orthogonal zum Probenstrom wird
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iiber einen im 45° Winkel montierten dichroitischen Spiegel das Seitwértsstreulicht
(SSC), ein MaB fiir die relative intrazelluldare Granularitit, mit einer PMT gemessen.
Die PMT muB in der Lage sein, die kurzen, dicht gedridngten Blitze des emittierten
Lichts einzelner Zellen, die bis zu mehreren Tausenden pro Sekunde durch das

Sichtfeld flieBen, in ihrer Intensitit zu erfassen [Ormerod 1994, Shapiro 1995].

Fluorochrome kénnen durch Licht einer bestimmten Wellenldnge angeregt werden,
welches sie darauthin als Licht groBerer Wellenlédnge zu emittieren vermogen. Die
photochemische Anregung geschieht durch den Laser. Ein System von optischen
Filtern und dichroitischen Spiegeln trennt das Fluoreszenzlicht in verschiedene
Wellenldangenbereiche auf. PMTs verstirken die eingehenden Signale. Die Steuerung

des Zytometers, Datenerfassung und Auswertung werden von einem PC aus geregelt.

1.3.1  Quantifizierung von Fluoreszenzsignalen

Die Unterschiede der Signalintensititen beim Einsatz von Antikérpern gleicher
Spezifitdt von verschiedenen Herstellern sind aufgrund unterschiedlicher Konju-
gationsgrade grof3. Leider gehen aus den Datenbléttern allenfalls Bereiche fiir die
Fluorochrom/Protein-Quotienten von Antikorpern hervor. Unterschiede in der
Probengewinnung und Probenvorbereitung wie Zentrifugation, Lyse, Fixierung, evtl.
Stimulation, DTT-Behandlung etc. beeinflussen die Qualitdt und Quantitdt der
Antigene auf der Zelloberfliche und konnen sich in Form von Intensititsunter-
schieden niederschlagen. Die Nutzung der Fluoreszenzintensitdt in der Durchflu3-
zytometrie blieb lange Zeit darauf beschrdnkt, Zellpopulationen beziiglich der
Expression eines Antigens als positiv oder negativ zu unterscheiden. Ein Lymphozyt
z.B. kann {iber seine Epitope als T- oder B-Lymphozyt definiert sein, wird aber beim
Gesunden nie beide Antigene besitzen (Ausnahme: einige Leukdmieformen). Dieser
digitale Ansatz versagt, wenn es keine klare positiv/negativ-Grenze gibt.
Oberflachenantigene, deren Expression sich induzieren laBt, konnen nach Stimu-
lation zeit- oder dosisabhidngige Verldufe zeigen [Gessl 1994]. Der Mittelwert der
gemessenen Fluoreszenzintensitit (mean channel) wird benutzt, um Aussagen
dariber zu machen, wie stark eine Zellpopulation ein Antigen exprimiert. Man

bestimmt so die relative Antigendichte auf der Zelloberflache. Die Verwendung des
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Mittelwerts setzt eine Normalverteilung der Antigendichte einer Zellpopulation

voraus. Das trifft nicht auf jedes Antigen und jede Zellpopulation zu.

Bislang wurden die Expressionsunterschiede durch den mean channel beschrieben.
Dieser Parameter erlaubt nicht den Vergleich von Werten, die an zwei Gerdten
gewonnen wurden. Prinzipiell konnte die Kalibrierung mit einer Standardprobe eine
allgemeingiiltige und die Vergleichbarkeit gewihrleistende Einheit einfiihren.
Standardproben in Form von Musterzellen, die einerseits die realen Eigenschaften
lebender Zellpopulationen repréasentieren und andererseits den Anforderungen eines
homogenen, sich nicht verdndernden Standards entsprechen, sind nicht zu verwirk-
lichen. Um mit dem FCM quantitativ Fluoreszenzintensitit messen zu konnen,
kalibriert man mit Partikeln, die eine bekannte Anzahl von Fluoreszenzmolekiilen
auf ihrer Oberfldche besitzen. Idealerweise handelt es sich dabei um die gleichen
Fluorochrome (FITC, PE, PE-CY35, etc.), mit denen auch die Antikorper konjugiert
sind. Die MeBwerte werden in Molekiiliquivalenten 16slichen Fluorochroms
ausgedriickt (MESF = Molecules of equivalent soluble fluorochrome) und sind dann
zwischen verschiedenen Gerdten bzw. Laboratorien vergleichbar [Shapiro 1995].
Eine Qualitdtskontrolle innerhalb einer MeBserie kann ebenfalls mit Partikeln
konstanter Fluoreszenzintensitdt erfolgen, um Beeintrachtigungen des mean channels
durch temperaturbedingte Schwankungen in den empfindlichen Teilen der

Hochspannungsversorgung des Lasers und der PMTs auszuschlieBen.

1.3.2  DurchfluBzytometrische Analyse der Leukozytensubpopulationen im

induzierten Sputum

Die durchfluBzytometrische Leukozytendifferenzierung von Sputumzellen wird
inzwischen von mehreren Arbeitsgruppen beherrscht. Vorlaufige Ergebnisse wurden
mehrfach vorgestellt [Perna 1997] [Vatrella 1998] [Kidney 1994a, 1996a] [Loppow
1998a, b]. Um die unterschiedliche Zellqualitit zu verdeutlichen, sind in Abbildung
2 lysiertes peripheres Vollblut, lymphozytenreiche bronchoalveoldre Lavagefliissig-
keit und induziertes Sputum in der gebrduchlichen Darstellung Seitwértsstreulicht
(logarithmisch) gegen CD45-Expression (logarithmisch) gegeniibergestellt. Auffillig
ist der hohe Anteil an Debris (Zellfragmenten, Zelltrimmern) im induzierten

Sputum.
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werden.

1.3.3  DurchfluBizytometrische Bestimmung eosinophiler Granulozyten im

induzierten Sputum

Dall das Asthma bronchiale hdufig mit einer Sputumeosinophilie einhergeht, ist
schon frith beschrieben worden [Gollasch 1889]. Aus diesem Grunde ist die
Bestimmung des Anteils der eosinophilen Granulozyten im induzierten Sputum eine
wichtige differentialdiagnostische Aufgabe. Der ,,Cut-off-Wert*, ab dem ein Asthma
bronchiale vorliegt, liegt mit 2 - 3 % Eosinophilen im Sputum relativ niedrig [Efthi-
miadis 1997], und automatisierte Ansdtze zur Differenzierung zwischen neutrophilen

und eosinophilen Granulozyten im Sputum sind noch nicht etabliert.
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1.3.4  Durchflulzytometrische Lymphozytensubtypisierung im induzierten

Sputum

Die Immunphénotypisierung von Lymphozyten anhand von Oberflichenmarkern
kann wichtige differentialdiagnostische Hinweise liefern. Die Zahl der CD4-
positiven T-Helferzellen im Blut unterstiitzt Therapieentscheidungen im Verlauf
einer HIV-Infektion, und ein deutlich erh6hter CD4/CD8-Quotient in der BALF kann
auf eine Sarkoidose hinweisen und eine exogen-allergische Alveolitis als eher
unwahrscheinlich erscheinen lassen. Es bestand AnlaB zur Hoffnung, daf} die
Etablierung der Lymphozytensubtypisierung im induzierten Sputum, bei dhnlicher
Spezifitdit und Sensitivitit wie in der BALF, mit einem deutlich gerinfiigigeren

Risiko fiir den Patienten einhergeht und besser toleriert wird [Loppow 2001a].

Die Ubertragung der durchfluBzytometrischen Methoden zur Lymphozyten-
typisierung von Blut auf Proben der BALF bedurfte einer erheblichen Optimierungs-
arbeit [Bottcher 1996, 2000]. Probleme bereiten die geringeren Zellzahlen, die
geringeren Lymphozytenanteile und die schlechtere Zellqualitit. Die Lymphozyten
sind nicht {iber ihr Streulichtverhalten zu identifizieren und miissen {iber eine Kombi-
nation von CD45 und Seitwirtsstreulicht erfalit werden. Heute werden durchfluf3-
zytometrische Methoden zur Bestimmung der Lymphozytensubpopulationen in der
BALF routinemiBig angewandt [Loppow, 2001d][Holz, 2001a]. Fiir die Ubertragung
dieser Methoden auf das induzierte Sputum waren Probleme durch wesentlich
geringere Zellzahlen, schlechtere Qualitit der Zellen, Autofluoreszenz und
Schleimstoffe zu erwarten, auch wenn einige der Punkte wihrend der Diplomarbeit
[Loppow, 1997] mit dem Schwerpunkt der Leukozytendifferenzierung im Sputum

nicht so sehr ins Gewicht fielen.

1.3.5 Durchflulzytometrische Bestimmung intrazellulirer Proteine

Zytoplasmatische Proteine konnen durchfluBzytometrisch nachgewiesen werden.
Hierzu werden die Zielproteine zunéchst fixiert. Die Fixierung durch ein
quervernetzendes Fixativ (z.B. para-Formaldehyd, Glutaraldehyd) muf} einerseits die
Proteine ortlich so binden, daBl sie bei der anschlieBenden Permeabilisierung der

Zellmembran nicht herausgewaschen werden konnen, andererseits darf die Fixierung
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keine fiir die immunologische Detektion relevanten Proteinstrukturen so verdndern,
daB die Bindung des Antikorpers an sein Epitop verhindert wird. Dank kommerziell
erhéltlicher Fertigreagenzien wird die durchflulzytometrische Bestimmung intra-
zelluldrer oder zytoplasmatischer Proteine heute in spezialisierten Routinelabora-
torien u.a. zur Immunphénotypisierung von Leukdmien eingesetzt. Wissenschaftlich
ermoglichte diese Methode u.a. eine weitere Subtypisierung der Lymphozyten.
Anhand der von ihnen produzierten Zytokine werden T-Helfer-Lymphozyten dem
Tul-Typ zugeordnet, wenn sie Interferon-y oder Interleukin-2 produzieren, bzw. dem

Tu2-Typ, wenn sie Interleukin-4 oder Interleukin-5 produzieren.

1.3.5.1 Zytokine - das Ty1l/Ty2-Paradigma

Unter dem Oberbegriff Zytokine versteht man diverse Gruppen von sezernierten
16slichen Proteinen und Peptiden, welche als humorale Regulatoren in nano- bis
picomolaren Konzentrationen Funktion und Aktivitit von Zellen und Geweben
modulieren. Diese Proteine regulieren ebenso Zell-Zell-Interaktionen wie Prozesse
mit der extrazelluliren Umgebung. Viele Wachstumsfaktoren und Zytokine agieren

als Uberlebensfaktoren, indem sie z.B. vor Apoptose schiitzen.

Das Tyl/Ty2-Paradigma wurde postuliert, da murine CD4-positive Zellen aufgrund
ihres Zytokinmusters in zwei diskrete Subpopulationen eingeteilt werden konnten
[Abbas 1996]. Die Tyl-Zellen produzieren in erster Linie Interferon-y, Interleukin-2
sowie TNF-B und repréisentieren eine zellvermittelte Immunreaktion, wéhrend die
Tu2-Zellen in erster Linie IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 sowie IL-13 produzieren und eine
humorale Immunreaktion einleiten konnen. Das Konzept der Ty1- und Ty2-Zytokine
ist weitgehend akzeptiert, wenngleich es zunehmend relativiert wird, und liegt den
meisten wissenschaftlichen Artikeln, die sich mit Zytokinen beschéftigen, zugrunde.
Schematisch gesprochen, erzeugen Infektionen mit Viren oder intrazelluldren

Pathogenen eine Ty 1-Antwort, solche mit Parasiten eine Ty2-Antwort.

Im Rahmen dieser Arbeit sind insbesondere die Zytokine Interferon-y, Interleukin-2,

Interleukin-4 und Interleukin-5 wichtig, die von verschiedenen Lymphozytensubpo-
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pulationen produziert werden kénnen und denen eine mogliche Rolle als diagnos-

tischer oder therapeutischer Marker zukommen kann [Pauwels 1998][Stirling 2000].

Interferon-y besteht aus 143 Aminosduren. Monomere von 20-25 kDa bilden Di-
oder Multimere, die hauptsdchlich von Ty-, T¢s- und NK-Zellen produziert werden.
Seine biologische Aktivitdt entfaltet IFN-y, indem es die Aktivierung, das Wachs-
tum und die Differenzierung von T-, B- und NK-Zellen sowie Makrophagen
moduliert [Burmester 1998] und somit hauptsichlich antivirale und antiparasitire

Wirkung induziert.

Interleukin-2 besteht aus 133 Aminosduren (15,4 kDa) und wurde frither T-Zell-
Wachstumsfaktor (TCGF) genannt. Es wird von T-Zellen produziert und reguliert die
T- und B-Zell-Proliferation sowie die B-Zell-Differenzierung und aktiviert Mono-
zyten [Burmester 1998]. Als zentraler Faktor in der Immunantwort spielt IL-2 eine
wichtige Rolle in der anti-entziindlichen Reaktion, der Hédmatopoese und in der
Tumorbekdmpfung [Huland 1992]. 1I-2 stimuliert die Synthese von IFN-y in peri-
pheren Leukozyten und induziert die Sekretion von IL-1, TNF-o und -f3.

Interleukin-4 besteht aus 129 Aminosduren (20 kDa) und weist eine globulire
Struktur mit hydrophobem Kern auf. Das frither als B-Zell-Stimulationsfaktor
(BCSF) bezeichnete Zytokin wird von Mastzellen, T-Lymphozyten und
Knochenmarks-Stromazellen produziert. 11-4 induziert den Isotyp-Switch von B-

Zellen sowie die Sekretion von IgG4 und IgE [Burmester 1998].

Interleukin-5 ist ein N-glycosyliertes antiparalleles disulfidgebundenes Homodimer
von ca. 13 kDa, das aus 115 Aminoséduren besteht; es trug frither viele verschiedene
Bezeichnungen: ,,eosinophil differentiation factor / colony stimulation factor* (EDF /
E-CSF), ,,B-cell growth factor 11 (BCGFII), ,,B-cell differentiation factor for IgM*
(BCDFp) und ,,T-cell replacing factor* (TRF). Es wird von Mastzellen, T-Lympho-
zyten und eosinophilen Granulozyten produziert und induziert deren Differenzierung

sowie das B-Zellwachstum [Burmester 1998].
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1.3.6  Wirkung von Dithiothreitol auf die immunologische Detektionsreaktion

Die Sputumzellen sind im Sekret der Atemwege eingebettet. Um Einzelzellsuspen-
sionen fiir weiterfiihrende Untersuchungen zu erhalten, mufl das Sekret verfliissigt
und miissen die Zellen aus der Matrix viskoser Mukus-Glykoproteine herausgelost
werden. Eine sichere und effektive Methode, um mukusfreie Suspensionen einzelner

Zellen zu erhalten, ist die Inkubation mit Dithiothreitol [Tockman 1995]. Unter dem
Namen Sputolysin® wird Dithiothreitol (DTT) als 10fach-Konzentrat in PBS-Puffer
angeboten. DTT spaltet Disulfidbriicken. Das Gleichgewicht der in Abbildung 3

dargestellten Reaktion verschiebt sich zugunsten des stabilen cyclischen Disulfids

[Bodanszky 1993].

—NH—CH—CO— —NH—CH—CO—
?Hz CHz—SH ?Hz oH M
$ o, HeoH . osH TR
s HO—C—H - sH HZC\H O;CHz
(‘3H2 CH,—SH ?Hz S—S
—NH—CH—CO— —NH—CH—CO—

Abbildung 3: Reduktive Disulfidbriickenspaltung mit Dithiothreitol. Das Reaktionsgleichgewicht
verschiebt sich zugunsten des stabileren cyclischen Disulfids.

Die reduktive Spaltung von Disulfidbindungen bewirkt eine Auffaltung von Protein-
strukturen. Es ist also damit zurechnen, daB Anderungen der Raumstruktur der
antigenen Epitope Auswirkungen auf die immunologische Detektionsreaktion haben.
Unter Umstidnden wird die Dichte der antigenen Epitope auf der Zelle durch DTT
verdndert. Es gibt nur wenig und zudem widerspriichliche Literatur, die sich mit den
Auswirkungen der DTT-Behandlung beschéiftigt. Kidney et al. [1996b] unter-
suchten, ob DTT mit Oberflichenantigenen reagieren konne. Ohne ndhere Beschrei-
bung der Daten kamen sie zu dem SchluB, daf3 die Behandlung von Blutzellen mit
DTT keinen durchfluzytometrisch mef3baren Einfluf3 auf die gepriiften Oberfldchen-
marker hatte. Lediglich die Werte fir HLA-DR waren um 18 % reduziert. Dies
entsprach aufgrund der durch Disulfidbriicken zusammengehaltenen Untereinheiten
des Molekiils den Erwartungen der Autoren. Wu et al. [1997] zeigten bei durchfluB3-
zytometrischen Untersuchungen beziiglich der Oberflichenantigene CD11b und
CD18, dal3 die DTT-Methode gegeniiber einer Methode des wiederholten Waschens
sowohl bei Proben des induzierten Sputums als auch bei peripherem Blut zu

signifikant niedrigeren Fluoreszenzintensitéten fiihrte.
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Durch die Inkubation der Sputumflocken mit Dithiothreitol versucht man, das
Problem der Muzine zu verringern, fiihrt aber gleichzeitig einen neuen Einflu3faktor
unbekannter Gréf3e in die Probenvorbereitung ein. Um diesen EinfluB3faktor besser
einschétzen zu konnen, wurde schon wihrend der Diplomarbeit eine prospektive
Untersuchung an Vollblut begonnen und im Rahmen dieser Arbeit weitergefiihrt,

deren Ergebnisse [Loppow 2000b] in dieser Arbeit kurz zusammengefalit werden.

1.3.7  Untersuchung der induzierbaren NO-Synthase in Leukozyten des

induzierten Sputums

In den letzten zwei Jahren hat die Messung des Stickstoffmonoxids (NO) eine
besondere Aufmerksamkeit erlangt [Barnes 1996a], nachdem man zeigen konnte,
daB NO in der Ausatemluft nachweisbar ist, und erste Hinweise dafiir vorlagen, dal3
NO an die Art und den Grad einer Atemwegserkrankung gekoppelt sein konnte
[Alving 1993][Kharitonov 1994]. NO wird von der induzierbaren NO-Synthase aus
L-Arginin produziert, welches ebenfalls das Substrat der Arginase ist. Die indu-
zierbare NO-Synthase spielt insofern eine zentrale Rolle, als sie gegeniiber der
konstitutiven NO-Synthase in wesentlich weiterem Ausmal} aktiviert werden kann
und in Entziindungszellen vorkommt. Die NO-Produktion wird durch die Aktivitat
und Menge der induzierbaren NO-Synthase bestimmt [Yates 1995]. Da diese beiden
Faktoren und somit auch das ausgeatmete NO moglicherweise ein Mal} fiir die
Entziindung im Atemtrakt darstellen, kommt der Aufkldrung der qualitativen und
quantitativen Zusammenhinge zwischen Entziindung und NO-Produktion eine

besondere Bedeutung zu.

Die Regulation der NO-Synthase besitzt gemeinsame Strecken mit der Regulation
von Zytokinen, die fiir die entziindliche Reaktion bedeutsam sind. Es gibt Hinweise
darauf, dal Tyl-Zytokine die NO-Synthase aktivieren [Corraliza 1995] und die
Arginase hemmen, wihrend Ty2-Zytokine die Arginase aktivieren und die NO-
Synthase hemmen sollen [Barnes 1996b]. So wird bei Makrophagen aus dem
Knochenmark der Maus die NO-Synthase durch IFN-y induziert, wihrend IL-4, IL-
10 und PGE, die Induktion unterdriicken. PGE, und die Ty2-Zytokine IL-4 und IL-
10 induzierten Arginase, das Tyl-Zytokin IFN-y hingegen nicht [Modolell 1995].

Die Messung der Tyl/Tu2-Zytokine kann somit mdglicherweise helfen, die
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Konkurrenz von NO-Synthase und Arginase um das gemeinsame Substrat L-Arginin
zu beschreiben. Desweiteren erscheint auch die Messung entsprechender Regula-
toren, z.B. des nukledren Transkriptionsfaktors NF-kB, erfolgversprechend, da es
Hinweise dafiir gibt, dal Corticosteroide unter anderem auf die nukledren Trans-
kriptionsfaktoren einwirken und auf diese Weise einen Teil ihrer antientziindlichen
Wirkung entfalten. Diese Hypothese wiirde auch die Beobachtung erkldren, dal3
Corticosteroide sowohl die Entziindung hemmen als auch die Menge des ausge-
atmeten NO senken. Gegen die Messung des ausgeatmeten NO als Routinemethode
spricht, daf} diese apparativ sehr aufwendig ist; die Messung der NO-Synthase in den
Sputumzellen ist moglicherweise besser geeignet, da der wesentliche analytische

Aufwand in ein automatisiertes Labor verlagert werden kann.

1.3.8 Untersuchung der Auswirkungen der IL-2-Inhalationstherapie bei

Patienten mit pulmonal metastasiertem Nierenzellkarzinom

Die intravendse oder subcutane Applikation von Interleukin-2 ist als Immuntherapie
bei fortgeschrittenen Tumoren etabliert [Rosenberg 1987, 1994][Sondel 1988]
[Atzpodien 1990]. Mit dem Ziel, pulmonale Metastasen direkt zu behandeln und
damit die Effektivitit der Immuntherapie zu erhohen, setzen einige Zentren
zusitzlich die IL-2-Inhalation ein [Bubenik 2000]. Der normale systemische Thera-
pieansatz, dessen Kombination mit der IL-2-Inhalation [Nakamoto 1997][Huland
2000a][Lorenz 1996], aber auch die exklusive Inhalationstherapie [Huland 2000a]
[Lorenz 1996] konnen zur Remission pulmonaler Metastasen beim Nierenzell-
karzinom fiihren und den Uberlebenszeitraum der Patienten verlingern [Motzer

2000][Huland 2000b].

Einige Arbeiten haben die anti-Tumor-Eigenschaften von IL-2 charakterisiert
[Sondel 1988][Lorenz 1996][Zissel 1996], zum Teil unter Einbeziehung der Daten
zum Einsatz respiratorischer Symptome [Lorenz 1996][Ardizzoni 1994] als auch der
Eosinophilie im Blut [Sedgwick 1990] oder in der BALF [Zissel 1996]. Eosinophilie
wird als Hauptsymptom beim Asthma bronchiale angesehen, obwohl sie per se nicht
spezifisch ist, so daB3 die Assoziation von IL-2 mit respiratorischen Symptomen, wie
beispielsweise einem Dosis-limitierenden Husten [Lorenz 1996], eine gezielte Unter-

suchung der respiratorischen Nebenwirkungen der IL-2-Inhalationstherapie nahelegt.
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Unter dem Gesichtspunkt, da3 die am meisten verbreitete Form des Asthmas, das
extrinsische Asthma, als eine Ty2-dominierte Erkrankung angesehen wird [Durham
2000][Tournoy 2002], die immunstimulatorische Wirkung von IL-2 aber auf seine
Tul-Effekte zuriickgefiihrt wird [Lucey 1996], erscheint die Untersuchung besonders
spannend. Die Analyse mul3 neben der Erhebung der klassischen Lungenfunktions-
parameter auch neue, nichtinvasive Parameter der Atemwegsentziindung wie bei-
spielsweise die Sputumzusammensetzung [Jayaram 2000][Holz 2000] und das
exhalierte Stickstoffmonoxid (NO) [Silkoff 1999][Kharitonov 2001] mit ein-
schlieBen, die als informativ vor allem fiir die Diagnose und Therapiekontrolle beim

Asthma bronchiale gelten.
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2  Problemstellung

Das Ziel dieser Arbeit war die Ausarbeitung durchflulzytometrischer Analysever-
fahren, um Zellen des induzierten Sputums phinomenologisch beziiglich ihrer Ober-
flichenantigene und funktionell anhand ihrer Féahigkeit zur intrazelluldren Zytokin-

produktion zu untersuchen.

Nachdem zunidchst der Ansatz der Leukozytendifferenzierung von der BALF auf
Sputum {iibertragen werden konnte, sollte nun die Lymphozytensubtypisierung
anhand der Oberflichenantigene fiir Sputumproben etabliert werden. Besondere
Aufmerksamkeit sollte dem Aufbau der Gating-Strategien und der Kalkulation der
Checksummen zur Kontrolle der Plausibilitdt zukommen - beides essentielle Voraus-
setzungen fiir die Interpretation der Daten. Bei ausreichend grofer Fallzahl galt es
die Frage zu beantworten, inwieweit differentialdiagnostisch ausreichend grof3e
Unterschiede zwischen Proben von Patienten mit verschiedenen definierten Krank-
heitsbildern nachweisbar sind. Um die Validitdt der Lymphozytensubtypisierung
sicherzustellen, sollte der Effekt des bei der Aufarbeitung der Sputumproben
eingesetzten Dithiothreitols auf die immunologische Detektionsreaktion mit den
wichtigsten Antikorpern anhand der Verdnderung der Fluoreszenzintensitdt unter-
sucht werden. Da der Effekt an Zellen untersucht werden muf3te, die ohne vorherige
DTT-Behandlung zugénglich waren, wurde peripheres Blut als Modell des

induzierten Sputums eingesetzt.

Im Mittelpunkt der Arbeit steht der Aufbau von Methoden zur durchfluB3zyto-
metrischen Messung funktioneller Unterschiede zwischen Zellen im Hinblick auf das
Ty1/Ty2-Paradigma. So sollten Methoden zur Messung der induzierbaren Stickstoff-
monoxid-Synthase als indirektem Marker dieses Gleichgewichtes und der intrazellu-
laren Zytokine in stimulierten T-Lymphozyten aus Sputumproben etabliert und
sodann auf Ty- und Tcs-Lymphozyten iibertragen werden. Die Untersuchung
definierter Patientengruppen sollte kldren, inwieweit sich die Zytokinprofile von

Patienten mit Asthma bronchiale oder COPD unterscheiden.
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Als weitere Aufgaben sollten verschiedene durchfluzytometrische Verfahren zur
Differenzierung eosinophiler und neutrophiler Granulozyten im induzierten Sputum
verglichen werden, da die etablierte durchfluBzytometrische Leukozytendifferen-

zierung eosinophile und neutrophile Granulozyten nicht unterscheiden kann.

Einige der entwickelten Nachweisverfahren fanden eine Anwendung in klinischen
Studien. Der immunzytochemische Nachweis der induzierbaren Stickstoffmonoxid-
Synthase in Alveolarmakrophagen und Granulozyten des induzierten Sputums wurde
in einer klinischen Studie bei Patienten mit chronischer Bronchitis unter inhalativer
Steroidtherapie eingesetzt, die durchfluzytometrische Messung des intrazelluldren
Zytokinprofils konnte in einer prospektiven Studie eingesetzt werden, um die
Modulation der Zytokinproduktion durch inhaliertes Interleukin-2 bei Patienten mit

pulmonal metastasiertem Nierenzellkarzinom in Blut und Sputum zu untersuchen.
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3 Material und Methoden

3.1 Biologisches Probenmaterial

Alle in dieser Arbeit untersuchten Proben stammen von freiwilligen Spendern,
Patienten oder gesunden Kontrollpersonen, die das Forschungslabor des Vereins zur
Forderung der Pneumologie bzw. das Pneumologische Forschungsinstitut am
Krankenhaus GroBhansdorf fiir Vortests bzw. regulidre Visiten klinischer Studien
besucht haben. Fiir die Materialverwendung zur Methodenentwicklung sowie die
beiden klinischen Studien ,inhalatives Steroid bei Patienten mit chronischer
Bronchitis* bzw. ,,Zusatzuntersuchungen bei Patienten mit pulmonal metastasiertem
Nierenzellkarzinom unter inhalativer Interleukin-2-Therapie® lagen Voten der
Ethikkommission des Landes Schleswig-Holstein vor; ebenso fiir alle in den o.g.

Institutionen durchgefiihrten klinischen Studien.

3.1.1 Induziertes Sputum

Bei mehr als 200 Freiwilligen, gesunden Probanden und Patienten aus der
Forschungsabteilung des Krankenhauses GroBhansdorf wurde Sputum nach einer

Standardmethode gewonnen [Holz 1998b, c].

Bei den anfinglich durchgefiihrten Vorversuchen kam es lediglich darauf an, eine
moglichst groe Menge Material vom Probanden zu erhalten. In der Regel wurde
3%ige Kochsalzlosung zur Inhalation verwandt. Da Anderungen der eingesetzten
Salzkonzentration keinen signifikanten EinfluB auf die Zusammensetzung des
Sputums haben [Popov 1995], konnten auch Proben vermessen werden, die nach
Inhalation von vier- oder fiinfprozentiger Kochsalzlosung erhalten wurden. Fiir alle

vergleichenden Untersuchungen wurden standardisierte Protokolle eingesetzt.

3.1.1.1 Durchfithrung der Sputumprovokation

Nach kurzer Anamnese wurde zunéchst eine Lungenfunktionsmessung durchgefiihrt.
Wichtigste Parameter waren das forcierte Exspirationsvolumen innerhalb einer
Sekunde (FEV)) und dessen prozentuales Verhéltnis zum Sollwert (FEV,%Soll), der

sich aus Alter, GroBBe und Gewicht berechnete. Aus Sicherheitsgriinden wére keine
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Provokation durchgefiihrt worden, wenn das FEV, weniger als 80 Prozent des
Sollwertes betragen hitte. Dem Sicherheitsaspekt kommt bei der Provokation mit
hypertoner Kochsalzlosung besondere Bedeutung zu. Boushey et al. [1996] berich-
teten, dafl bei einem Ausgangswert von mehr als 80 % des Soll-FEV, nur 2 % der
Probanden einen Abfall von mehr als 20 % zeigten, wéihrend bei einem Ausgangs-
wert von weniger als 80 % des Soll-FEV; 36 % der Probanden einen Abfall von
mehr als 20 % erlitten. Desweiteren ist bekannt, dal nur ca. 5 % der Bevdlkerung an
Asthma bronchiale leiden, aber ca. 20 % eine sogenannte unspezifische Uberemp-
findlichkeit der Atemwege aufweisen, so dal wéhrend der Sputuminduktion
moglicherweise mit einer Bronchokonstriktion zu rechnen ist. Prdventiv wurden
jedem Probanden nach der ersten Lungenfunktionsmessung zwei Hiibe Sultanol (200
ug) aus einem Dosieraerosol gegeben. Hierbei handelte es sich um ein B,-Sympato-
mimetikum, dessen Schutzfunktion vor einer Bronchokonstriktion bei Asthmatikern

wihrend der Sputuminduktion belegt ist [Popov 1995].

Eine zweite Lungenfunktionsmessung wurde 10 min nach der Gabe von Sultanol
durchgefiihrt. Die hieraus erhaltenen Werte wurden als Ausgangswert fiir die nach-
folgenden Messungen genommen. Ein Abfall von mehr als 20 % beziiglich des FEV;
fiihrte zum Abbruch der Sputuminduktion. Die Probanden atmeten sodann fiir 5 min
Raumluft mit 3%iger, ultraschallvernebelter Kochsalzlosung ein. Wihrend der
Inhalation trugen sie eine Nasenklammer. Eine weitere Lungenfunktionsmessung
wurde durchgefiihrt, der nochmals ein 5-miniitiges Inhalationsintervall folgte. Nach
einer abschlieBenden Lungenfunktionsmessung sollte Sputum produziert werden.
Die Probanden wurden gebeten, sich die Nase zu putzen, den Mund mehrmals kraftig
mit Wasser zu spiilen, zu gurgeln und zwei bis drei Schluck Wasser zu trinken, um
die Kontamination mit Nasen-Rachen-Sekret zu verringern. Durch Husten
versuchten sie, Sekret aus den Bronchien hochzubefordern. Der Auswurf wurde in
Petrischalen gesammelt. Unter dem Mikroskop wurden die Sputumflocken manuell
von Speichel- und Plattenepithelkontaminationen befreit [Pin 1992] und in

ausgewogene Reaktionsgefille iiberfiihrt.
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3.1.1.2 Aufarbeitung der Sputumproben

Das Gewicht der Sputumflocken wurde bestimmt, und diese wurden mit der
doppelten Menge an Sputolysin-Gebrauchslosung (6,5 mM DTT, 100 mM Phosphat-
puffer, pH 7) versetzt und fiir 15 min bei 37 °C im Wasserbad inkubiert. Alle 5 min
wurden die Zellen mittels Vortexer méfig gemischt. Die Proben wurden mit dem
20fachen des Flockengewichtes an PBS-Puffer versetzt und mit Hilfe des Vortexers
homogenisiert. Nach Zentrifugation bei 600 x g fiir 10 min wurden die Zellen vom
Uberstand befteit und in PBS/BSA resuspendiert. 20 ul wurden fiir die Zellzihlung
abgenommen, mit 5 pl Trypanblau versetzt und fiir 2 min bei Raumtemperatur
inkubiert. 10 pul wurden in eine Neubauer-Zdéhlkammer gegeben und unter dem
Mikroskop ausgezdhlt; Vitalitit und Zellzahl pro ml Zellsuspension wurden
berechnet. Fiir das Zytospinpréparat wurde ein Aliquot von 20.000-40.000 Zellen mit
PBS/BSA auf ein Volumen von 100 pl gebracht. Je nach Zellzahl wurde die
verbleibende Zellsuspension mit 400-1000 pul PBS/BSA versetzt und fiir die durch-
fluBzytometrischen Untersuchungen entweder innerhalb von zwei Stunden bei 2-8°C
in die Gemeinschaftspraxis fiir Laboratoriumsmedizin Dr. Kramer und Kollegen
nach Geesthacht transportiert oder fiir die Zytokinmessung zunéchst fiir 4 Stunden in

GroBhansdorf stimuliert.

3.1.2  Bronchoalveolire Lavagefliissigkeit

Fiir Vorversuche, die zunichst eine groBBere Zellzahl erforderten, wurde in einzelnen
Féllen bronchoalveolidre Lavagefliissigkeit eingesetzt, die fiir die Diagnose im

zytologischen Labor des Krankenhauses GroBhansdorf nicht mehr bend6tigt wurde.

Die BAL wird in der Regel nach den Empfehlungen der Deutschen Gesellschaft fiir
Pneumologie durchgefiihrt [Costabel, 1993]. Im AnschluB3 an eine Primedikation
erfolgt eine flexible Bronchoskopie in Lokalandsthesie (Lidocain). Da Lidocain die
Vitalidt und Funktion der Zellen beeinfluf3t, wird es vor der Durchfiihrung der BAL
ggf. abgesaugt [Klech 1989]. Nach Erreichen der ,,Wedge-Position* und Verschluf3
des Mittellappenbronchus werden 100 mL auf 37°C erwdrmte physiologische
Kochsalzldsung in Portionen von jeweils 20 mL instilliert und aspiriert. Im Idealfall

erwartet man eine Riickgewinnungsrate zwischen 50 und 70 % [Klech 1990].
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3.1.3  Peripheres Vollblut

Venoses peripheres Vollblut (EDTA bzw. NHs-Heparin) von freiwilligen Probanden

wurde fiir Vorversuche eingesetzt.

3.2 Durchflulzytometrische Untersuchungen

Die durchfluBzytometrischen Untersuchungen wurden in der Gemeinschaftspraxis
fiir Laboratoriumsmedizin Dr. Kramer und Kollegen in Geesthacht bis Oktober 1999
an drei Epics XL-MCL Geriten der Firma Beckmann Coulter (ehemals Coulter
Electronics), bestiickt mit einem Argonionen-Laser, dessen Anregungswellenldnge
bei A = 488 nm liegt, und 4 Fluoreszenzdetektoren durchgefiihrt. Ab Oktober 1999
kamen zwei FACSCalibur der Firma BD Biosciences (ehemals Becton Dickinson)
zum Einsatz, bestlickt mit einem Argonionen-Laser (A = 488 nm), einer Laserdiode

(A =635 nm) und 4 Fluoreszenzdetektoren.

Die Akquisition der Daten erfolgte bei den Coulter-Gerdten mit der System-2-
Software, bei den BD-Gerdten mit CellQuest. Ausgewertet wurden alle FCS-Daten
mit der System 2 Software von Coulter. Die in dieser Arbeit eingesetzten Antikorper

waren mit den in Tabelle 1 gezeigten Fluorochromen markiert.

Fluorochrom Abkiirzung | Anregung Emission |Farbe
Amax [nm] Amax [nm]
Fluoresceinisothiocyanat | FITC 495 520 grin
R-Phycoerythrin PE 495, 540, 564 |575 gelb
Propidiumiodid PI 342,495 639 orange
Peridinchlorophyllprotein | PerCP rot
Peridinchlorophyllprotein- | PerCP-Cy5.5 rot
Cyan-5.5
Phycoerythrin-Cyan-5 PE-CY5 488 660-670 rot
Allophycoerythrin APC 650 660 rot

Tabelle 1: Eingesetzte Fluorochrome sowie Maxima der Wellenldngen fiir die Anregung und die
emittierten Fluoreszenzen.

Aus dem Verlauf der Spektren ergaben sich bestimmte Filterkombinationen fiir das
Coulter DurchfluBzytometer (Abb. 4). Das Vorwirtsstreulicht wurde in der FSC-
Diode erfalit, das SSC, mit A > 488 nm, iiber einen dichroitischen Spiegel zur SSC-
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PMT reflektiert. Ein Filter blockte das im Verhéltnis zur Fluoreszenz viel intensivere
Streulicht mit A < 488 nm ab und lieB nur Licht groBerer Wellenldngen passieren.
Ein weiterer dichroitischer Spiegel reflektierte Licht mit A < 550 nm zur FL 1 PMT,
deren untere Grenze des Spektralbereiches durch einen Filter auf A = 525 nm
festgelegt wurde. Die griine Fluoreszenz von FITC wurde bei 525 < A < 550 nm
gemessen. Uber weitere dichroitische Spiegel und optische Filter wurde das Licht
separiert, so daf} die gelbe Fluoreszenz von PE in der FL 2 PMT bei 575 < A < 600
nm, die orange von PI in der FL 3 PMT bei 625 <A < 650 nm und die rote von PE-
CYS5 in der FL 4 PMT bei A > 675 nm gemessen wurden. Das eingesetzte PE-CY'5-
Tandemkonjugat TriColor® bestand aus einem PE-Tégermolekiil, das nach Anregung
seine Energie an Cyan-5-Farbstoffe weitergab, die an das Tragermolekiil

angekoppelt waren.

SS Detektor

Abbildung 4: Strahlengang und Filterkonfiguration im Epics XL

Beim Epics XL konnten die Filter ausgetauscht werden. So konnte ein
Polarisationsfilter in den Strahlengang gebracht werden, so da3 eosinophile Granulo-

zyten anhand ihres erhohten depolarisierten Seitwértsstreulichts detektiert werden
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konnten [Wong 1995]. Der zugrundeliegende physikalische Ansatz ist einfach [de
Grooth 1987], unterliegt aber einem Patent der Firma Abbott und wird in deren
modernsten Blutbildautomaten Cell-Dyn 3000 und 3500 eingesetzt. Zirkuldr
polarisiertes Licht, welches rechtwinklig zum urspriinglichen Strahl gestreut wird,
erscheint als linear polarisiertes Seitwirtsstreulicht (Abb. 5). Ein Teil des gesam-
melten 90°-Streulichtes ist immer mehrfach gestreut worden. Je hdufiger es gestreut
wird, desto groBer ist der Anteil an depolarisiertem Licht [Shapiro 1995]. Die
Granula der Eosinophilen tragen zu einer sehr hdufigen Streuung bei; entsprechend

hoch ist der zu ihrer Charakterisierung genutzte Anteil an depolarisiertem SSC.

Ar-lonen Laser:
koharentes, linear
polarisiertes Licht

einfache Reflektion:
Seitwartsstreulicht
proportional der Granularitat

7

e
—o

7

linearer Polarisationsfilter

Vorwirtsstreulicht:
proportional der
Zellgrolke

multiple Reflektion:
Zunahme des depolarisierten
Seitwartsstreulichts

Abbildung 5: Beugung und Streuung am eosinophilen Granulozyten

Die Filterkonfiguration mit dem Polarisationsfilter (Sonderanfertigung fiir
Forschungszwecke von Dr. H. J. Eigner, Coulter, Krefeld) am Coulter Epics XL,
dessen Laserlicht zirkuldr polarisiert ist, wird in Abbildung 6 dargestellt. Ein
dichroitischer Spiegel reduzierte die Lichtintensitit des durchgehenden Lichts um
50 %. Erst der nédchste dichroitische Spiegel liel Licht von A < 488 nm nicht mehr
passieren, reflektierte aber kiirzere Wellenldngen zur FL 1 PMT. Ein Polarisations-
filter lieB nur das depolariserte SSC zur Messung hindurch. Die anderen Filter
wurden so versetzt, dall FITC in der FL 2 PMT und PE in der FL 3 PMT erfal3t
wurden. PE-CY5 wurde weiterhin in der FL 4 PMT gemessen.
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Abbildung 6: Coulter Epics XL mit Polarisationsfilter. Ein 50/50 Filter reduzierte die
Lichtintensitdt, das depolarisierte Seitwértsstreulicht wurde in FL 1 gemessen, FITC
und PE verschoben sich um eine PMT nach rechts, TriColor blieb unverandert in FL 4.

3.2.1 Kalibrierung der Durchflulzytometer

Zur Kalibrierung des Durchfluzytometers wurden Dako FluoroSpheres eingesetzt.

Sie bestanden aus ,,Blank Beads* und fluoreszenzmarkierten ,,Calibration Beads®,

die 5 Partikelpopulationen mit verschiedenen FL 1 FL2 FLa
Fluoreszenzintensititen, ausgedriickt in MESF, FITC PE__| PECYS
1 Blank Blank Blank
umfassen. Dako Beads emittierten Licht im | 2 2500 1500 900
... . . 3 6500 4400 2100
kontinuierlichen Spektrum. Sie waren an Beads mit [ 19000 12500 6900
definierter Anzahl von FITC-, PE- und PE-CY5- S | 55000) 43800) 22100
6 | 150000 | 131200 77100

Molekiilen kalibriert, so daf} eine direkte Angabe
der Anzahl MESF fiir diese Fluorochrome moglich
war (Tabelle 2).

Tabelle 2: Dako FluoroSpheres
MESF fiir Beads in FL 1, FL 2

und FL 4.

Je ein Tropfen Blank Beads und Calibration Beads wurden in ein 5 ml fassendes

Polystyrolrohrchen gegeben, mit 1 ml PBS versetzt, gut durchmischt und unter den
entsprechenden Geréteeinstellungen vermessen. Alle Partikel hatten den gleichen

Durchmesser von 3,2 um. Anhand ihres Streulichtverhaltens waren die Beads im
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Scattergramm nicht zu unterscheiden. Legte man jedoch ein elektronisches Fenster
(gate) um die Beadpopulation im Scattergramm (Abb. 7 a) und lieB sich nur diese
Ereignisse in einer logarithmischen Auftragung der Fluoreszenzintensitit fiir FL 1
(FITC) gegen die Anzahl der Ereignisse darstellen, so war die Unterscheidung
moglich (Abb. 7 b).
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Abbildung 7a: Alle Dako-Beads werden im Abbildung 7b: Darstellung der 6 Bead-Popula-
Gate A anhand des Vorwiérts- und Seitwirts- tionen unterschiedlicher Fluoreszenzintensitét
streulichts erfaf3t. in FL 1 gegen die Anzahl der Ergebnisse.

Unter optimalen Bedingungen ergaben sich 5 von den Blank Beads in Region B gut
zu trennende Signale (Abb. 7 b, Region C-G). Die mean channels aus Region C-G
wurden gegen die Anzahl MESF aus Tabelle 2 (Spalte 1) doppelt-logarithmisch
aufgetragen, und die lineare Regression wurde berechnet. Unter den gleichen
Geriteeinstellungen durchgefiihrte Messungen konnten anhand der so ermittelten

Regressionsfunktion ebenfalls in MESF umgerechnet werden.

3.2.2  Qualititskontrolle der Durchflufizytometer

Zur Qualitdtskontrolle wurden Coulter FluoroSpheres eingesetzt; hierbei handelte es
sich um Latexpartikel mit definierter Fluoreszenzintensitit. Ein Tropfen Coulter
FluoroSpheres wurde mit 1 ml 0,01 M PBS versetzt, gut durchmischt und
anschlieBend am FCM vermessen. Die ermittelten mean channels wurden anhand der
aus der Kalibrierung erhaltenen Regressionsfunktion in MESF umgerechnet. Aus 20
an verschiedenen Tagen erhobenen Mefwerten wurden Mittelwert und Standardab-

weichung und daraus der Vertrauensbereich fiir nachfolgende Messungen bestimmt.
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3.2.3 Durchfluflizytometrische Analyse der Leukozytensubpopulationen im

induzierten Sputum

Fiir die Analyse wurden jeweils 100 uLL Probe mit der den Herstellerempfehlungen
entsprechenden Menge fluoreszenzmarkiertem CD45-Antikorpers fiir 10 min bei
Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert, mit 500 uL PBS versetzt und vermessen. Die
durchfluBzytometrische Leukozytendifferenzierung wurde anhand der CD45-Ex-
pression und des Seitwértsstreulichts vorgenommen (Abb. 8) [Loppow 1998a,

1998b].
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Abbildung 8: DurchfluBzytometrische Leukozytendiffe-
renzierung von Lymphozyten (rot umrandet), Monozyten
(griin umrandet), Granulozyten (rosa umrandet) und
Alveolarmakrophagen (blau umrandet) anhand des Seit-
wartsstreulichts (SSC) und der CD45-Expression.

Alveolarmakrophagen, Monozyten, Lymphozyten und die Population der Granulo-
zyten konnen so unterschieden werden. Zur Kontrolle wurden am Lichtmikroskop
500 nicht-plattenepitheliale Zellen ausgezihlt. Unterschieden wurden Makrophagen,
Lymphozyten sowie eosinophile und neutrophile Granulozyten (Abb. 9).
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Abbildung 9: May-Griinwald-Giemsa gefirbte Sputumzellen (100-fache Vergroferung).

3.2.4  Durchfluflzytometrische Analyse eosinophiler Granulozyten im

induzierten Sputum

Verschiedenen Methoden zur Detektion eosinophiler Granulozyten aus peripherem
Vollblut sind in der Literatur beschrieben [Thurau 1996] und wurden bei Sputum-
proben bereits eingesetzt. Allerdings lieferte weder die Detektion anhand der Auto-
fluoreszenz noch der immunologische Nachweis anhand der Expression von CD49d
befriedigende Ergebnisse [Loppow 1998c]. Deshalb wurde eine weitere Methode
zum Nachweis eosinophiler Granulozyten in dieser Arbeit eingesetzt: die Detektion
anhand ihres erhohten depolarisierten Seitwértsstreulichts [Shapiro 1995]. Die Filter-
konfiguration des Coulter Epics XL wurde entsprechend Abbildung 6 geéndert. Indu-
ziertes Sputum von 14 Patienten mit Asthma bronchiale oder dem Verdacht auf
Asthma bronchiale sowie zwei Patienten mit COPD wurde nach Standardmethoden
gewonnen. Es erfolgte eine Standard-Zelldifferenzierung von 500 nicht-plattenepi-
thelialen Zellen anhand von May-Griinwald-Giemsa gefarbten Zytospinpriaparaten
[Loppow 2000c, d]. Je 100 uL Probe wurde mit CD14 FITC, CD16 PE und CDA45
PE/CYS5 (Volumina entsprechend Herstellerangaben) fiir 10 min bei RT im Dunkeln
inkubiert, mit 500 pL PBS versetzt und vermessen. Zundchst wurden die Zellen
anhand morphologischer Parameter (log SSC vs. lin FSC) von Zelltriimmern unter-
schieden (Abb. 10 a). Aus den immunologisch intakten CD45-positiven Zellen (Abb.
10 b) wurden die Granulozyten nochmals anhand morphologischer Kriterien einge-
grenzt (Abb. 10 c). CD14-positive Monozyten werden ausgeschlossen (Abb. 10 d),
und anhand des erhdhten depolarisierten Seitwirtsstreulichts konnten eosinophile

und neutrophile Granulozyten unterschieden werden (Abb. 10 e).
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Abbildung 10a: DurchfluBzytometrische Differen- Abbildung 10b: Auswahl immunologisch

zierung zwischen Zellen (schwarz umrandet) und und morphologisch intakter Leukozyten

Debris anhand morphologischer Parameter (Seit- (schwarz umrandet) anhand des Seitwirtsstreu-
warts- SSC vs. Vorwirtsstreulicht FSC). lichts (SSC) und der CD45-Expression.
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Abbildung 10c: Auswahl der Granulozyten Abbildung 10d: Ausschlul der CD14-positiven
(schwarz umrandet) unter den immunologisch und Monozyten (obere Bildhilfte) unter den immu-
morphologisch intakten Leukozyten anhand rein nologisch und morphologisch intakten Granulo-
morphologischer Parameter (Seitwérts- SSC vs. zyten anhand der CD16- und CD14-Expression.
Vorwartsstreulicht FSC).
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eosinophilen (rot) und neutrophilen Granulo-
zyten (schwarz) unter den immunologisch und
morphologisch intakten, —monozytenfreien
Granulozyten anhand des Seitwérts- und
- depolarisierten Seitwértsstreulichts.

a 208 408 688 LT 1888

log depol. SSC

z88




3. Material und Methoden 31

3.2.5 Durchfluflzytometrische Analyse der Lymphozytensubpopulationen im

induzierten Sputum

Die Subtypisierung von Lymphozyten aus dem induzierten Sputum wurde analog der
Analyse der bronchoalveoldren Lavagefliissigkeit durchgefiihrt [Bottcher 2000]
[Loppow 1999, 2001d]. Proben von 13 gesunden Probanden, 43 Patienten mit
Asthma bronchiale und 21 mit leichtgradiger COPD wurden in die Studie
eingeschlossen. Jede Sputumprobe, ca. 5 x 10° Zellen, wurde in 3-5 Aliquots von 1 x
10° Zellen aufgeteilt und mit fluorochrommarkierten Antikorpern (Tabelle 3) 15 min
bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Anschlieend wurden 27 Proben mit 1
mL PBS versetzt und am Coulter EPICS XL gemessen, oder alternativ (50 Proben)
mit 500 uL FACSFlow versetzt und am BD FacsCalibur vermessen.

Protokoll | Fluoreszenz 1 Fluoreszenz 2 Fluoreszenz 3 Fluoreszenz 4
Coulter FITC PE leer PE/CYS bzw. P1
Vitalitit CD45* - - PI

Ty CD3" CD4" - CD45"

Ts CD3" CDS8" - CD45"

B cD2* CD19* - CD45"
NK CD3" CD16°* + CD56* - CD45"
BD FITC PE oder PI PerCP oder PE/CYS5S APC

Vitalitét CD45* PI - -
TutTs CD3* CD8* CD45* CD4*
B+NK CD3* CD16* + CD56* CD45* CD19*

HLA-DR* CD3* HLA-DR* CD45* -

Tabelle 3: Eingesetzte Antikorper mit dem Coulter- oder BD-Durchfluzytometer

Hersteller:* = Immunotech, ¥ = Caltag (via Medac), * = Coulter, * = BD

Bei der durchfluBzytometrischen Analyse wurden die immunologisch intakten
Lymphozyten zunédchst anhand der CD45-Expression und des Seitwirtsstreulichts
identifiziert (Abb. 11 a). Mindestens 500 Ereignisse wurden in diesem Gate
registriert. Die anhand der Streulichteigenschaften als morphologisch intakt ange-
sehenen Zellen (Abb. 11 b) wurden dann in Diagrammen fiir die Parameter Vitalitét
(Abb. 11 ¢, Propidiumiodid), T-Helferzellen (Abb. 11 d, CD3, CD4), T-Suppressor-
zellen (Abb. 11 e, CD3, CDS), Natiirliche Killerzellen (Abb. 11 f, CD3,
CD16+CD56) und B-Zellen (Abb. 11 g, CD3, CD19) dargestellt. Propidiumiodid
kann in Zellen mit geschidigter Membran eindringen und dann in die DNA
interkalieren. Dadurch kommt es zu einer Steigerung der Rotfluoreszenz, anhand

derer geschadigte und tote Zellen im FCM von intakten zu unterscheiden sind.
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Abbildung 11a: DurchfluBzytometrische Identi-
fikation der Lymphozyten (rot umrandet) anhand
morphologischer (Seitwartsstreulicht, SSC) und
immunologischer (CD45-Expression) Kriterien.
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Abbildung 11c: Identifikation der vitalen
morphologisch und immunologisch intakten
Lymphozyten (O) als PI-negative Zellen.
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Abbildung 11b: Eingrenzung der morphologisch
intakten Lymphozyten (rot umrandet) unter den
immunologisch und morphologisch detektierten
anhand des Seitwirts- (SSC) und Vorwirtsstreu-
lichts (FSC).

1.0% 72.2%
=}

—

10°

Ccha APC
102

10"

= , . .935-
100 100
9.8%

109 10
17 0%

CD3 FITC

Abbildung 11d: Identifikation der T-Helfer-
zellen (O) als CD3- und CD4-positive Zellen

unter den morphologisch und immunologisch
intakten Lymphozyten.
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Abbildung 11e: Identifikation der T-Suppressor-
zellen (O) als CD3- und CD8-positive Zellen
unter den morphologisch und immunologisch
intakten Lymphozyten.

13% 0.9%
[}
|':I9
L
o
wiy
=
= . b o
o ] B
0 Tk Tz 0 10¢
10.0% O3 FITC £7.0%

Abbildung 11g: Identifikation der NK-Zellen (O0)
als CD3-negative und CD16+56-positive Zellen
unter den morphologisch und immunologisch
intakten Lymphozyten.
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Abbildung 11f: Identifikation der B-Lympho-
zyten (0) als CD3-negative und CD19-positive
Zellen unter den morphologisch und immuno-
logisch intakten Lymphozyten.
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3.2.6 Durchflufizytometrische Analyse der intrazelluliiren Zytokine in

Lymphozyten des induzierten Sputums

Die Konzentration von Zytokinen in Lymphozyten ist sehr gering, da die Proteine
sofort nach ihrer Synthese ausgeschiittet werden. Der durchflulzytometrischen
Messung fluoreszenzmarkierter intrazelluldrer Zytokine in Lymphozyten aus peri-
pherem heparinisierten Vollblut, BALF oder induziertem Sputum geht daher eine
4-stiindige Stimulation mit Phorbol-12-myristat-13-acetat und Ionomycin voraus.
Gleichzeitig wird die Sekretion der produzierten Zytokine durch Monensin unter-

driickt, so daB3 sich die Zytokine in der Zelle ansammeln konnen [Jung 1993].

3.2.6.1 Stimulation der Zytokinproduktion durch Phorbolester und Ionomycin

Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA oder TPA, 12-O-Tetradecanoylphorbol-13-
acetat, Molekulargewicht 616,84 g/mol, C3Hs60s) und lonomycin (Calciumsalz aus
Streptomyces conglobatus) dienen als Stimulans der Zytokinproduktion. PMA und
andere Phorbolester imitieren den Effekt von 1,2-Diacylglycerol (DAG), da sie in
threr Struktur DAG &dhneln, und binden mit hoher Affinitit an die Proteinkinase C
(PKC) [Castagna 1982]. Die Bindung dieser Lipid-Aktivatoren an die N-terminale
regulatorische Untereinheit der PKC fiihrt zu Konformationsénderungen, die fiir die
Translokalisation der PKC zur Zellmembran und fiir die Aktivierung der Kinase
verantwortlich sind. Danach wird die PKC proteolytisch gespalten und von der Zelle
schnell beseitigt. [onomycin verstirkt die Aktivierung durch Zufuhr von Ca®"-Tonen

[Liu 1998a].

3.2.6.2 Verhinderung der Zytokinsekretion durch Monensin

Monensin ist ein Polyether-Antibiotikum, das in Kulturen von Streptomyces cinna-
monensis aus 5 Acetat-, 4 Propionat- und 3 Butyrat-Einheiten an einem Multien-
zymkomplex synthetisiert wird (Abb. 12, C36HgO11; 670,90 g/mol). Wegen seiner
Fahigkeit, ein- und teilweise zweiwertige Kationen durch biologische und kiinstliche
Membranen zu transportieren, wird Monensin zu den lonophoren gerechnet. Der
durch Monensin verursachte Ioneneinstrom in den Golgi-Apparat fiihrt zur dessen
Zerstorung, so daB die in der Zelle produzierten Proteine nicht mehr sezerniert

werden konnen.
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Abbildung 12: Monensin

3.2.7 Durchfluflzytometrische Analyse der intrazelluliren Zytokine in

T-Lymphozyten des induzierten Sputums

Am Coulter® Epics® XL wurde die intrazellulire Zytokinproduktion von Sputum-T-
Lymphozyten entwickelt [Loppow 2000e, 2000f]. Nach der Aufarbeitung liegt das
Sputum als Zellsuspension in PBS/BSA vor. Dieses wurde aliquotiert und in RPMI
1640 fiir 4 h bei 37°C und 5 % CO; mit PMA (20 ng/mL) und Ionomycin (1 pg/mL)
stimuliert. Monensin (5 pM) blockierte die Proteinsekretion im stimulierten und im
unstimulierten Ansatz. Nach Inkubation mit Antikdrpern gegen CD3 und CD45 fiir
15 min bei RT im Dunkeln wurden die Zellen mit 100 uL Fix&Perm Reagenz A
versetzt und fiir 15 min fixiert. Nach einem Waschschritt mit 4 mL PBS bei 300 x g
wurde das Zellpellet mit 100 uL Fix&Perm Reagenz B zur Permeabili-sierung und
mit Antikorpern gegen IFN-y, IL-2 und IL-4 bzw. den entsprechenden Isotypkon-
trollen versetzt und 20 min bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Nach einem
weiteren Waschschritt mit 4 mL PBS bei 300 x g wurde das Zellpellet in 500 pL

PBS aufgenommen und am Durchfluflzytometer analysiert.

Zundchst wurden die Leukozyten anhand der Kombination von Seitwértsstreulicht
und CDA45-Expression identifiziert (Abb. 13 a). Die morphologisch intakten
Lymphozyten (Abb. 13 b, Region B, rot) wurden dann in Histogrammen als Zytokin-
positive bzw. Isotypkontroll-negative Zellen versus CD3-Expression dargestellt
(Abb. 13 c-e), um den Anteil an Zytokin-positiven T-Lymphozyten im Quadranten

H2 zu bestimmen.
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Abbildung 13a: Durchflulzytometrische Diffe-

renzierung der Leukozyten (O) anhand morpho-
logischer  (Seitwirtsstreulicht, SSC) und
immunologischer (CD45-Expression) Parameter.
Lymphozyten sind rot, Monozyten blau, Granu-
lozyten griin und Makrophagen rosa dargestellt.
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Abbildung 13c: IFN-y-Produktion unstimulierter
CD3-positiver T-Lymphozyten.
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Abbildung 13b: Identifikation der morpho-
logisch intakten Lymphozyten (rot) unter den
immunologisch intakten Leukozyten anhand

morphologischer Parameter (Seitwérts- (SSC)
vs. Vorwirtsstreulicht (FSC)).
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Abbildung 13d: IFN-y-Produktion PMA- und
Ionomycin-stimulierter CD3-positiver T-Lympho-

zyten.

Abbildung 13e: Maus-IgG1-Isotypkontrollansatz
PMA und Ionomycin stimulierter CD3-positiver
T-Lymphozyten, um den Anteil der unspezi-

fischen Bindung zu bestimmen.
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3.2.8 Durchfluflzytometrische Analyse der intrazelluliren Zytokine in Ty-

und T¢s-Lymphozyten des induzierten Sputums

Am BD FacsCalibur wurde das intrazelluldre Zytokinprofil von Lymphozyten aus
dem induzierten Sputum wie folgt bestimmt: Die Zellen wurden in RPMI 1640
Medium mit 20 ng/mL PMA und 1 pg/mL Ionomycin 4 h bei 37°C und 5 % CO;
inkubiert, wahrend die Proteinsekretion durch 5 mM Monensin im stimulierten und
unstimulierten Ansatz verhindert wurde. Nach der Fixierung durch 100 pL
Fix&Perm Reagenz A fiir 15 min bei Raumtemperatur im Dunkeln wurden die
Zellen mit 4 mL PBS 5 min bei 300 x g gewaschen. Die Zellen wurden mit 100 L.
Fix&Perm Reagenz B zur Permeabilisierung und mit fluorochrommarkierten Anti-
korpern gegen die Zelloberflichenantigene CD3 und CD8 sowie gegen die intra-
zelluldren Zytokine IFN-y und IL-4, bzw. IL-2 und IL-5 versetzt und fiir 20 min bei
Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt mit 4 mL
PBS fiir 5 min bei 300 x g wurden die Zellen mit 500 pL PBS versetzt und

anschlieBend vermessen [Loppow 2001e, f, g].

Die Lymphozyten wurden zunédchst anhand ihres Streulichtverhaltens identifiziert
(Abb. 14 a). Die CD3-positiven T-Zellen (Abb. 14 b) wurden dann in Diagrammen
der Zytokinproduktion versus CD8-Expression dargestellt, und zwar fiir stimulierte

(Abb. 14 c, e, g, 1) und unstimulierte Ansétze (Abb. 14 d, f, h, j).
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Abbildung 14a: DurchfluBzytometrische Identifi- Abbildung 14b: Selektion der immunologisch

kation der Lymphozyten (rotumrandet) anhand intakten CD3-positiven T-Lymphozyten (rot

morphologischer Kriterien (Seitwirtsstreulicht umrandet) unter den morphologisch intakten

(SSC) vs. Vorwirtsstreulicht (FSC)). Lymphozyten.
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Abbildung 14c¢: IFN-y-positive Helfer- ( , CDS8-
negativ) und Suppressorzellen ( , CD8-positiv)
unter den morphologisch und immunologisch
intakten T-Lymphozyten nach Stimulation mit
PMA und Ionomycin.
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Abbildung 14e: IL-4-positive Helfer- ( , CD8-
negativ) und Suppressorzellen ( , CD8-positiv)
unter den morphologisch und immunologisch
intakten T-Lymphozyten nach Stimulation mit
PMA und Ionomycin.

B5.4% 0.2%
[}

—

10°

CcD3 APC
102

10"

108

0 10! 102 10 10
34.0% IF-g FITC 0.4%

Abbildung 14d: IFN-y-positive Helfer- ( , CD8-
negativ) und Suppressorzellen ( , CD8-positiv)
unter den morphologisch und immunologisch
intakten T-Lymphozyten im unstimulierten
Ansatz.
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Abbildung 14f: IL-4-positive Helfer- ( , CDS-
negativ) und Suppressorzellen ( , CD8-positiv)
unter den morphologisch und immunologisch
intakten T-Lymphozyten im unstimulierten
Ansatz.
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Abbildung 14g: 1L-2-positive Helfer- ( , CD8-
negativ) und Suppressorzellen ( , CD8-positiv)
unter den morphologisch und immunologisch
intakten T-Lymphozyten nach Stimulation mit
PMA und Ionomycin.
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Abbildung 14i: IL-5-positive Helfer- ( , CD8-

negativ) und Suppressorzellen ( , CD8-positiv)

unter den morphologisch und immunologisch
intakten T-Lymphozyten nach Stimulation mit
PMA und Ionomycin.

Abbildung 14h: IL-2-positive Helfer- ( , CDS8-
negativ) und Suppressorzellen (, CD8-positiv)
unter den morphologisch und immunologisch
intakten T-Lymphozyten im unstimulierten
Ansatz.
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Abbildung 14j: IL-5-positive Helfer- ( , CDS-
negativ) und Suppressorzellen ( , CD8-positiv)
unter den morphologisch und immunologisch
intakten T-Lymphozyten im unstimulierten
Ansatz.
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3.3 Andere Untersuchungen

3.3.1 Zytospinpriparate fiir die Zelldifferenzierung am Mikroskop

Von der Sputumzellsuspension mit 20.000 - 40.000 Zellen in 100 pl PBS/BSA
wurde ein Zytospinpriparat angefertigt (75 x g, 5 min). Das luftgetrocknete Préparat
wurde 5 min in Aceton/Methanol (1:1, v/v) fixiert, anschlieBend getrocknet und mit
einer May-Griinwald-Giemsa-Férbung fiir die Zelldifferenzierung vorbereitet [Boon
1986] [Bake 1994]. Die Inkubationszeit in der Farbelosung betrug 20 min. Um {iiber-
schiissige Farbelosung abzuspiilen, wurde das Priparat einmal kurz in Methanol
getaucht. Die fertigen Zytospinpridparate wurden am Lichtmikroskop ausgezihlt,
wobei nach Mdglichkeit 500 nicht-plattenepitheliale Zellen erfafit wurden. Zusétzlich
wurde eine Qualitdtsbeurteilung von 0 (nicht zu differenzieren) bis 2 (sehr gut zu

differenzieren) in 0,5er-Schritten notiert.

3.3.2  EinfluB} von Dithiothreitol auf die immunologische Detektionsreaktion

Fiir die Untersuchung des Effektes von DTT auf die Fluoreszenzintensitét der fiir die
Immunphénotypisierung von induziertem Sputum notwendigen Antikorper wurde
peripheres Blut als Modell fiir das induzierte Sputum eingesetzt, da der Effekt an
Zellen untersucht werden mufite, die ohne vorherige DTT-Behandlung zuginglich
waren. Venoses peripheres Blut wurde morgens von 15 freiwilligen, klinisch
gesunden Spendern (10 Frauen / 5 Méinner; Alter 20-45 Jahre) mit normalem
Blutbild abgenommen. Die Koagulation des Blutes wurde mit EDTA verhindert. Je
100 pL Blut wurden mit 250 pL Sputolysin® (0,1 % oder 6,5 M DTT in 100 mM
Phosphatpuffer, pH 7,0; Calbiochem, Bad Soden) analog zur Standard-Sputum-
aufarbeitung (finale Konzentration 0,07 % DTT) [Holz 1998b, c][Richter 1999] oder
250 puL PBS fiir 30 min bei 37°C inkubiert, anschlieBend zweimal mit 4 mL PBS
gewaschen und 5 min bei 300 x g zentrifugiert. Nach Abnahme des Uberstandes
wurden die Zellen fiir 10 min bei RT (25°C) mit verschiedenen Volumina (nach
Herstellerangaben) fluoreszenzmarkierter Antikorper inkubiert (Tabelle 4). Nach
Lyse der Erythrozyten mit dem Coulter® Multi-Q-Prep (Coulter Electronics GmbH,
Krefeld) wurden die durchfluBzytometrischen Messungen unter standardisierten
Bedingungen am Coulter” EPICS® XL-MCL durchgefiihrt. Alle Messungen wurden

in doppelten Ansitzen durchgefiihrt, um die Intraassay-Variabilitit zu bestimmen. Im
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Durchschnitt (Minimum) wurden 8698 (4122) Granulozyten fiir die Untersuchung
von CD16, 1526 (497) Monozyten fiir die von CD14 und 4850 (1337) Lymphozyten

fiir die Untersuchung aller anderen Antikorper gezéhlt.

Antikorper Klon Zielpopulation in dieser Studie | Hersteller

CD14 PE RMO22 Monozyten Immunotech
CDI16 PE 3G8 Granulozyten Immunotech
CDI19 FITC SJ 25-C1 B Lymphozyten Caltag

CD2 FITC 39C1.5 T Lymphozyten Immunotech
CD3 FITC UCHTI1 T Lymphozyten Immunotech
CD4 PE 13B8.2 Ty Lymphozyten Immunotech
CD45 FITC J.33 Leukozyten (Lymphozyten) Immunotech
CD56 PE B159 NK Lymphozyten Immunotech
CDS8 PE B9.11 Tc/s Lymphozyten Immunotech
HLA-DR FITC 130 aktivierte Lymphozyten Coulter

Tabelle 4: Antikorper (inkl. Klon und Hersteller) und Zellen, die durch sie identifiziert wurden

Die Leukozytenpopulationen wurden anhand ihrer morphologischen Eigenschaften,
d.h. Seitwértsstreulicht (logarithmisch) versus Vorwértsstreulicht (linear), identi-
fiziert (Abb. 15). Dieser Ansatz wurde an Stelle von Seitwirtsstreulicht gegen CD45-
Expression gewdhlt, um fiir alle Oberflichenmarker eine einheitliche Gatingstrategie
einsetzen zu konnen, unabhidngig von moglichen Verdnderungen in der CDA45-

Expression.

Die morphologisch identifizierte Population der Monozyten (Abb. 15, Gate C) wurde

fir die Bestimmung von CDI14 herange-

1809

zogen, die der Granulozyten (Abb. 15, Gate
A) fiir CD16 und die der Lymphozyten (Abb.
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15, Gate B) fiir alle anderen untersuchten

Oberflichenantigene (Tabelle 4). Da die
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Spender nicht immer alle verfiigbar waren,

208

variierte die Anzahl der Proben, die fiir die

Untersuchung der jeweiligen Antikorper - -

Abbildung 15: Identifikation der Leuko-
zyten (A: Granulozyten, B: Lymphozyten,
C: Monozyten) anhand morphologischer
Parameter (Seitwirts- vs. Vorwértsstreu-
licht).
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eingesetzt wurden (Tabelle 11). Die Kali-
brierung des DurchfluBzytometers ist unter

3.2.1 beschrieben.
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Fiir die statistische Analyse wurden durchgehend die Mittelwerte der doppelten
Ansitze eingesetzt. Die individuellen Mittelwerte der 15 Probanden wurden fiir den
Vergleich der Zelldifferenzierung herangezogen. Prozentuale Anteile und MESF
wurden als Mittelwert £ SE angegeben. Die Verdnderung der Fluoreszenzintensitit
wurde als Mittelwert + SD der prozentualen Differenz zwischen DTT und PBS-
Werten relativ zu den PBS-Werten angegeben. Der Vergleich zwischen DTT und
PBS-Behandlung wurden mit dem gepaarten t-Test durchgefiihrt. Statistische
Signifikanz wurde fiir ein Wahrscheinlichkeitsniveau von p < 0,05 angenommen. Die
Intraassay-Reproduzierbarkeit der doppelten Ansdtze wurde durch -einfache
Varianzanalyse (ANOVA) unter Einbeziehung des Intraclass-Korrelationskoeffi-
zienten (R;) ermittelt. In gleicher Weise wurde der Effekt von DTT versus PBS in

Form von R; ausgedriickt.

3.3.3  Untersuchung der induzierbaren NO-Synthase in Leukozyten des

induzierten Sputums

Der Nachweis der induzierbaren NO-Synthase erfolgte in Alveolarmakrophagen und

Granulozyten aus induziertem Sputum mit zwei verschiedenen Methoden.

3.3.3.1 Durchfluflizytometrischer Nachweis der induzierbaren NO-Synthase in

Alveolarmakrophagen des induzierten Sputums

Fiir den durchfluBzytometrischen Nachweis wurden 100 pL. Sputumzellsuspension
mit 100 pL Fix&Perm Reagenz A zur Fixierung fiir 10 min bei RT inkubiert, mit 4
mL PBS fiir 5 min bei 300 x g gewaschen und nach Abnahme des Uberstandes mit
100 uL Fix&Perm Reagenz B zur Permeabilisierung fiir weitere 10 min bei RT
inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt mit 4 mL PBS fiir 5 min bei 300 x g
wurden die Zellen mit 100 pL. iNOS-FITC (1:100 mit PBS verdiinnt) bzw 5 pL
IgG2a-FITC Isotypkontrolle, sowie 10 pL. CDI16-PE und 5 pL CD45 TriColor
versetzt und fiir 10 min bei RT inkubiert. Die Identifikation der Granulozyten bzw.
Alveolarmakrophagen erfolgte anhand des Seitwirtsstreulichts und der CDA45-
Expression (Abb. 8). CD16-negative Alveolarmakrophagen bzw. CD16-positive
neutrophile Granulozyten wurden dann hinsichtlich der Fluoreszenzintensitét der

iINOS bzw. Isotypkontrolle untersucht.
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3.3.3.2 Immunzytochemischer Nachweis der induzierbaren NO-Synthase in

Alveolarmakrophagen und Granulozyten des induzierten Sputums

Unter Immunzytochemie (ICC) versteht man die immunologische Detektion von
Zelloberflichenantigenen oder Proteinen auf bzw. in Zellen, die auf einem Objekt-
trager als Ausstrich-, Zytospin- oder Adhdsionspraparat gebunden sind. Die einge-
setzten Antikérper konnen mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert sein, die eine direkte
Auswertung unter dem Fluoreszenzmikroskop ermoglichen, oder mit Enzymen
konjugiert sein, die durch eine weitere Enzym-Substratreaktion farbige Komplexe

bilden, die dann unter dem Lichtmikroskop ausgewertet werden konnen.

Verglichen mit der Durchflulzytometrie hat die Immunzytochemie den Vorteil, daf3
die Zellmorphologie direkt sichtbar bleibt und nicht in abgeleiteten GroB3en
(Vorwirtsstreulicht = Zellgrofe; Seitwértsstreulicht = Zellgranularitit) wiederge-
geben wird. Die Nachteile gegeniiber der DurchfluBzytometrie iiberwiegen jedoch. In
erster Linie ist die geringere statistische Sicherheit aufgrund der geringeren Anzahl
ausgezdhlter Ereignisse zu nennen und das Fehlen jeglicher Moglichkeit zur Auto-

matisierung.

Der immunzytochemische Nachweis der induzierbaren NO-Synthase mittels
APAAP-Technik war im Labor etabliert und erste Daten bereits in Abstraktform
publiziert [Weng 1997a, b]; [Holz 1998a, d]. Aufgrund mangelnder Reproduzier-
barkeit wurde die Methode grundlegend iiberarbeitet und fand schlieBlich ihren
Einsatz in einer Studie, die den Effekt von inhalativen Corticosteroiden bei Patienten

mit chronischer Bronchitis untersuchte [Loppow 2001c].

Fiir den immunzytochemischen Nachweis der induzierbaren NO-Synthase wurden
zundchst APTEX-beschichtete Objekttriger hergestellt. Mattrandobjekttrager wurden
5 min in Aceton gespiilt, dann 5 min in 2% Aminopropyltriethoxysilan in Aceton
inkubiert, 2 min mit Leitungswasser gespiilt und anschliefend iiber Nacht bei RT

getrocknet.

19 Patienten (13 Ménner / 6 Frauen) Raucher oder Ex-Raucher (> 20 Packyears) mit

chronischer Bronchitis wurden in die Studie eingeschlossen. Das exhalierte NO
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wurde gemessen und induziertes Sputum (3, 4, 5 % NaCl fiir jeweils 10 min) bei den
Visiten 2-5 gewonnen. Die Fraktionen wurden separat aufgearbeitet, und fiir die
Zelldifferenzierung wurden fiir jede Fraktion zwei Zytospinpréiparate hergestellt, die
fiir die Auswertung rechnerisch gewichtet gepoolt wurden [Pin 1992][Holz 1998b, c]
[Richter 1999]. Die drei Sputumfraktionen wurden fiir die immunzytochemischen
Untersuchungen vor der Herstellung der 6 Zytospinpriparate auf APTEX-beschich-
teten Objekttragern Zellzahl-gewichtet gepoolt und bei -80°C bis zur Analyse
gelagert.

Die Objekttrager wurden zunédchst auf Raumtemperatur gebracht. Die Zellen wurden
mit einem Fettstift umrandet, so dal die aufgebrachten Losungen stets die Zellen
benetzten. Alle Inkubationen wurden in einer feuchten Kammer unter stindigem
Schwenken durchgefiihrt. Die Zellen wurden 3 min mit Tris-Puffer rehydriert, dann
wurde versucht, die unspezifische Bindung durch 10 min Inkubation mit Serum free
Blocking System® zu reduzieren. Nach kurzer Spiilung mit Tris-Puffer wurde mit
monoklonalem Maus-anti-human-iNOS-Antikérper (Transduction Laboratories via
Dianova, Hamburg), IgG2a als Isotypkontrolle oder HLA-DR-Antikorper als Positiv-
kontrolle fiir 30 min inkubiert, bevor erneut kurz mit Tris-Puffer gespiilt und 30 min
mit EnVision® zur Signalverstirkung inkubiert wurde. Nach kurzer Spiilung mit
Tris-Puffer wurde 10 min mit frisch angesetzter NewFuchsin® Substratlosung (alle
DAKO, Hamburg) inkubiert, erneut kurz mit Tris-Puffer gespiilt und mit Mayers
Hamalaunlosung fiir 30 s gegengeférbt. Nach ausgiebiger Spiilung mit Tris-Puffer
wurde ein Deckglas mit Glycerylgelatine aufgebracht. Anschlieend wurden am
Lichtmikroskop jeweils 400 nicht-plattenepitheliale Zellen differenziert. Die Leuko-
zyten wurden zusitzlich als positiv oder negativ fiir iNOS oder die Isotypkontrolle
eingestuft. Die Ergebnisse wurden als prozentuale Anteile von Makrophagen, neutro-
philen oder eosinophilen Granulozyten angegeben, die positiv fiir iNOS waren,
abziiglich der entsprechenden Anteile, die positiv fiir die Isotypkontrolle waren

(Hintergrund).
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3.3.4 Untersuchung der Auswirkung der IL-2-Inhalationstherapie bei

Patienten mit pulmonal metastasiertem Nierenzellkarzinom

Bei Patienten, die aufgrund eines pulmonal metastasierten Nierenzellkarzinoms eine
IL-2-Inhalationstherapie begannen, wurden respiratorische Symptome, Lungen-
funktion, Atemwegsempfindlichkeit, exhaliertes NO und Sputumzusammensetzung
(insbesondere Eosinophilie) untersucht und mit den bekannten Symptomen eines
chronischen Asthma bronchiale verglichen. Zusitzlich wurde die intrazelluldre
Zytokinproduktion im Blut und Sputum untersucht, um lokale und systemische
Verdnderungen des Immunsystems nach IL-2-Gabe zu erfassen und somit einen

Einblick in den Mechanismus der anti-Tumor-Wirkung von IL-2 zu gewinnen.

Zehn Patienten (3 Frauen / 7 Méanner; mittleres Alter = SD: 63 £ 11 Jahre; FEV;: 106
+ 6 %Soll [Quanjer 1993]; Karnofsky Index: 85 = 7) mit pulmonal metastasiertem
Nierenzellkarzinom wurden untersucht (Tabelle 14; Abb. 26). Ein Patient berichtete
von einer nicht dokumentierten Vorgeschichte eines Asthma bronchiale, und zwei
zeigten einen positiven Hautpricktest gegen mindestens ein verbreitetes Allergen.
Ein Patient war zum Zeitpunkt des Studienbeginns aktiver Raucher, 6 waren Ex-
Raucher, die jedoch > 20 Jahre vor Studienbeginn aufgehort hatten, mit im Mittel 10
Packyears. Alle Patienten wurden vor Beginn der IL-2-Therapie aufgrund des
Nierenzellkarzinoms nephrektomiert und gaben ihr schriftliches Einverstindnis zur
Teilnahme an der von der Ethikkommission der Arztekammer Schleswig-Holstein

genehmigten Studie.

3.3.4.1 Studienprotokoll

Die Untersuchungen erfolgten vor Beginn der Therapie (Ausgangswert), 8,5 (6 - 10)
Tage (Median, Spannweite) nach Beginn der Therapie und 21 (16-29) Tage spéter.
Die Tagesdosis an rekombinantem IL-2 (Proleukin®, Chiron, Emeryville, CA) betrug
36 MIU/d bei 9 Patienten und wurde bei zwei Patienten nach der zweiten Visite auf
18 MIU/d reduziert. Ein Patient erhielt 18 MIU/d von Anfang an. Fiinf Patienten
begannen mit rein inhalativer Applikation und starteten mit der subkutanen Gabe von
1/11 der taglichen Gesamtdosis erst nach der zweiten Visite, wihrend alle anderen

diese subkutane Injektion von Anfang an durchfiihrten. Acht Patienten wurden nach
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der zweiten Visite zusétzlich mit IFN-a subkutan behandelt (3 x 6 MIU pro Woche;
Roferon”, Hoffman-La Roche Inc., Nutley, NJ). Die Patienten inhalierten 5mal pro
Tag, mit einem Tag pro Woche Pause [Huland 1997], unter Verwendung eines
atemgetriggerten Verneblers, der die Totraumdeposition minimierte (Jetair 0620,

Salvia Lifetec, Kronberg, Deutschland).

Bei jeder Visite erfolgten die folgenden Untersuchungen in dieser Reihenfolge: Der
klinische Status und die Symptome wurden von einem Arzt abgefragt, Blutproben
abgenommen, das exhalierte NO und die Lungenfunktion gemessen, sowie die
Methacholinprovokation und Sputuminduktion durchgefiihrt. Salbutamol (200 pg)

wurde nach der letzten Methacholindosis inhaliert.

3.3.4.2 Funktionsmessungen

Mit einem elektronischen Spirometer wurden das forcierte exspiratorische Volumen
in einer Sekunde (FEV)) und die forcierte Vitalkapazitit (FVC) unter standardi-
sierten Bedingungen gemessen [ATS 1995]. Bei jeder Visite wurde nach dem
Auftreten von Symptomen (Husten, Auswurf, Dyspnoe) gefragt. Die Atemwegs-
empfindlichkeit auf inhaliertes Methacholin wurde nach einem etablierten Protokoll
ermittelt [Jorres 1997]. Sie entsprach der Methacholinkonzentration (PCFEV)), die
einen 20 %igen Abfall des FEV, verursachte. Eine Atemwegsiiberempfindlichkeit
lag vor, wenn PC,FEV| < 8 mg/mL war [Jorres 1997][ATS 2000].

15 min vor der Sputuminduktion inhalierten die Patienten 200 pg Salbutamol zum
Schutz vor einer moglichen Bronchokonstriktion. Die eigentliche Induktion erfolgte
mit 3%iger ultraschallvernebelter Kochsalzlosung, die die Patienten fiir 10 min
inhalierten [Holz 2000]. Die optisch dichteren Sputumflocken wurden vom Speichel
getrennt und mit Sputolysin® homogenisiert. Zwei unabhingige Untersucher fiihrten
die Zelldifferenzierungen an May-Griinwald-Giemsa gefarbten Zytospinpriparaten
anhand von = 400 nicht-plattenepithelialen Zellen durch. Histamin in den Sputum-
tiberstinden wurde mittels ELISA (IBL Immunobiological Laboratories, Hamburg,

Deutschland) bestimmt.
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Zur Messung des exhalierten NO wurde ein Sievers NOA 280-Analysator eingesetzt,
dessen Kalibrierung bei jeder Messung lberpriift wurde. Die Patienten atmeten
gegen einen Widerstand aus, um das Gaumensegel zu schlieBen und nasale NO-
Kontaminationen zu verhindern. Der Plateauwert bei einer FluBrate von 50 mL/s
[Silkoff 1999] wurde rechnerisch aus Messungen bei verschiedenen FluBraten

ermittelt.

3.3.4.3 Durchfluflzytometrische Analyse der Zytokinproduktion

Die intrazelluldre Zytokinproduktion von Lymphozyten aus Blut [Jung 1995] und
Sputum wurde durchfluzytometrisch bestimmt. Dabei reprédsentierten IL-2 und
IFN-y Tyl-Zytokine und IL-4 und IL-5 Ty2-Zytokine. Die Zellen wurden in RPMI
1640-Medium aufgenommen. Ein Aliquot wurde fiir 4 h mit PMA (20 ng/mL) plus
Ionomycin (1 pg/mL) stimuliert, wihrend die Sekretion durch Monensin (5 pM)
blockiert wurde. Nach Fixierung und Permeabilisierung (Fix&Perm, Caltag,
Burlingame, CA) wurden die Zellen mit Antikdrpern gegen CD3, CD8 sowie die
ausgewdhlten Zytokine (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ) inkubiert. Ty-
Lymphozyten wurden als CD3-positive und CD8-negative Zellen definiert, da PMA
zu einen transienten Verlust des CD4-Epitopes fiihrt [Picker 1995]. Die Ergebnisse
der durchfluzytometrischen Messungen (BD FacsCalibur) wurden als prozentuale
Anteile der T-Zellen ausgedriickt, die positiv fiir ein Zytokin waren und negativ (Ty)

oder positiv (T¢ss) fiir CDS.

3.3.4.4 Statistische Analyse

Daten wurden als Mediane und Interquartilbereiche angegeben. Die drei Visiten
wurden mit Friedman’s nichtparametrischer ANOVA verglichen; p-Werte werden

explizit angegeben und als statistisch signifikant angenommen, wenn p < 0,05.
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3.4  Produkte fiir die Durchflulizytometrie

Produkt Kat. Nr. Hersteller / Vertrieb

CD2 FITC 0442 Beckmann Coulter, Krefeld
CD3 FITC 1281 Beckmann Coulter, Krefeld
CD3 FITC 345764 BD-Biosciences, Heidelberg
CD3 PerCP 345766 BD-Biosciences, Heidelberg
CD3 PerCP-Cy5.5 340949 BD-Biosciences, Heidelberg
CD3 APC 345767 BD-Biosciences, Heidelberg
CD4 PE 0449 Beckmann Coulter, Krefeld
CD4 APC 345771 BD-Biosciences, Heidelberg
CD8 PE 0452 Beckmann Coulter, Krefeld
CD8 APC 345775 BD-Biosciences, Heidelberg
CD14 PE 0650 Beckmann Coulter, Krefeld
CD16 PE 1238 Beckmann Coulter, Krefeld
CD16 TriColor MHCD1606 Caltag, Hamburg

CD19 PE 1285 Beckmann Coulter, Krefeld
CD45 FITC 0782 Beckmann Coulter, Krefeld
CD45 TriColor MHCDA4506 Caltag, Hamburg

CD45 PerCP 345809 BD-Biosciences, Heidelberg
CD45 PerCP-Cy5.5 340953 BD-Biosciences, Heidelberg
CD49d FITC 1404 Beckmann Coulter, Krefeld
CD56 PE 1324 Beckmann Coulter, Krefeld
Dako FluoroSpheres Dako, Hamburg

Fix&Perm GAS004 Caltag, Hamburg
Flow-Count 7547053 Beckmann Coulter, Krefeld
Flow-Set 6605359 Beckmann Coulter, Krefeld
HLA-DR PE 6602920 Beckmann Coulter, Krefeld
IFN-y FITC 340449 BD-Biosciences, Heidelberg
IgG1 (Maus) FITC 0639 Beckmann Coulter, Krefeld
IgG1 (Maus) PE 0670 Beckmann Coulter, Krefeld
IgG2a (Maus) FITC 0640 Beckmann Coulter, Krefeld
IL-2 FITC 340448 BD-Biosciences, Heidelberg
IL-4 PE 340451 BD-Biosciences, Heidelberg
IL-5 PE 559332 BD-Biosciences, Heidelberg
Lyse-Reagenz 7546946 Beckmann Coulter, Krefeld
MultiTEST CD3/CD8/CD45/CD4 342417 BD-Biosciences, Heidelberg
MultiTEST CD3/CD16+56/CD45/CD19 342416 BD-Biosciences, Heidelberg
Propidiumiodid Beckmann Coulter, Krefeld
Simultest CD3/HLA-DR 340048 BD-Biosciences, Heidelberg
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3.5 Chemikalien und Losungen

Produkt Hersteller / Vertrieb
Aminopropyltriethoxysilan Sigma, Deisenhofen
BSA (bovine serum albumine) Sigma, Deisenhofen
Entellan Merck, Darmstadt
Giemsas Azur-Eosin-Methylenblau Merck, Darmstadt

PBS, 10x-Konzentrat GIBCO BRL, Berlin
RPMI 1640 Medium GIBCO BRL, Berlin
Sputolysin® (enthilt DTT in PBS) Calbiochem, Bad Soden
Trypanblau Sigma, Deisenhofen

Losungen fiir die Sputumaufarbeitung

PBS (10 ml; pH 7.2 - 7.4)

1 ml 10x-PBS wurden mit dH,O auf 10 ml aufgefiillt.

PBS / BSA 1% (10 ml)
100 mg BSA wurden mit PBS auf 10 ml aufgefiillt.

Sputolysin-Gebrauchslosung
0,5 ml Sputolysin wurden mit dH,O auf 5 ml aufgefiillt.

Losungen fiir die May-Griinwald-Giemsa-Farbung

Farbelosung (20x) Giemsas Azur-Eosin-Methylenblau

Phosphatpuffer fiir die Zellfirbung (pH 6,5 - 6,8)

Lsg. A: 0,5 M Na,HPO4 * H,O (87 g/l)

Lsg. B: 0,5 M KH,PO4 (69 g/1)

Puffer: 16 ml Lsg. A und 32 ml Lsg. B wurden mit dH,O auf 1 1 aufgefiillt.

Farbelosung (1x) Frisch anzusetzen!

5 ml Farbel6sung (20x) wurden mit Puffer auf 100 ml aufgefiillt.
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3.6 Geriate

Produkt Bezeichnung Hersteller / Vertrieb
Brutschrank Heraeus, Hanau
Durchfluflzytometer Epics XL-MCL Beckmann Coulter, Krefeld
Durchflulzytometer FACSCalibur BD Biosciences, Heidelberg
Eppendorfzentrifuge Biofuge 13 Heraeus, Hanau
Hiamatologieautomat Sysmex SE 9000  Digitana, Hamburg
Kiihlzentrifuge Megafuge 1.0 Heraeus, Hanau
Laborzentrifuge Labofuge GL Heraeus/Christ, Hanau
Lyse-Gerit Multi-Q-Prep Coulter Electronics, Krefeld
Mikroskop Laborlux S Leica, Wetzlar

Neubauer Zahlkammer Intermed, Geesthacht
Ultraschallvernebler NE-U12 Omron, Tokyo (Japan)
Vortex REAX 2000 Heidolph
Zytospin-Zentrifuge Cytospin 3 Shandon, Astmoore (England)
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4 Ergebnisse

4.1 Kalibrierung und Qualititskontrolle der Durchflufizytometer

Alle durchflu8zytometrischen Messungen wurden auf Geréten durchgefiihrt, die den
Anforderungen der Routinediagnostik einer ISO 9002-zertifizierten Gemeinschafts-
praxis fiir Laboratoriumsmedizin entsprachen und einer tdglichen Qualitdtskontrolle
unterlagen. Die Kalibrierung des Durchflulzytometers wird am Beispiel der in Ab-
bildung 7 b (vergl. 3.2.1) dargestellten Daten erldutert. Die mean channel der Dako-
Beads wurden doppelt logarithmisch gegen die MESF-Werte (siche Tabelle 2, Spalte
2) aufgetragen (Abb. 16), und die lineare Regression wurde berechnet. Anhand der
Funktion konnten alle unter gleichen Bedingungen ermittelten Fluoreszenzinten-
sitdten in MESF umgerechnet werden. Uber die Blank-Beads wurde der Grenzwert
(threshold), der Fluoreszenz von Nicht-Fluoreszenz trennt (225 MESF), ermittelt
sowie die Zahl von Fluoreszenzmolekiilen, die im kleinsten Kanal (zero channel)

erfa3t wurde (215 MESF).
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Abbildung 16: Ermittlung der linearen Regressionsfunktion aus der Kalibrierung mit Dako-Beads.
Die mean channel (Mn X) der Fluoreszenzintensitit der Dako-Beads (rote Quadrate) wurden doppelt
logarithmisch gegen die MESF-Werte aufgetragen, und die Regression wurde berechnet. Uber die
Blank-Beads (blaues Dreieck) wurde der Grenzwert, der Fluoreszenz von Nicht-Fluoreszenz trennt
(225 MESF), ermittelt.
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Die Qualitdtskontrolle mit Coulter FluoroSpheres zeigte, daBl das Gerdt die
Fluoreszenzintensitét iiber den dargestellten Zeitraum (Oktober 2001) im Bereich der

20-Grenzen der Vorperiode konstant hielt (Abb. 17).
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Abbildung 17: Regelkarte fiir die Qualitétskontrolle im Oktober 2001 mit den aus der Vorperiode
ermittelten Mittelwerten (durchgezogene Linien in rot bzw. griin) sowie oberen und unteren
Warngrenzen (gepunktete blaue Linien). Die Fluoreszenzintensitdt der Coulter FluoroSpheres in den
Fluoreszenzkanilen fiir FITC (griine Quadrate), PE (orange Punkte) und PE-CyS5 (rote Dreiecke)
wurde anhand der tiglichen Kalibrationsfunktion in MESF umgerechnet und fiir jeden Arbeitstag des
Monats eingetragen.

4.2 Durchflufizytometrische Analyse der Leukozytensubpopulationen im

induzierten Sputum

Die durchfluBzytometrische Analyse der Leukozytensubpopulationen von 40
Sputumproben anhand des Seitwértsstreulichtes sowie der CD45-Expression wurde
mit der Zelldifferenzierung von May-Griinwald-Giemsa gefdrbten Zytospinpri-
paraten am Lichtmikroskop verglichen. Die Ergebnisse hinsichtlich der Alveolar-
makrophagen, Neutrophilen und Lymphozyten korrelierten statistisch signifikant linear
(Y = a x X + b) mit den Standardzelldifferenzierungen am Mikroskop (Tabelle 5).
Diese Ergebnisse wurden bereits in der Diplomarbeit ausfiihrlich dargestellt

[Loppow 1997], und die durchfluBzytometrische Analyse der Leukozytensub-
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populationen beschrdnkt sich in dieser Arbeit auf die Detektion der eosinophilen

Granulozyten.

Zellen FCM [%] |Mikroskop [%] Statistische Kenngrofien
MW | SE MW SE a b r p
Lymphozyten| 3,5 0,3 23 0,3 0,32 1,10 | 0,39 [<0,020
Makrophagen| 50,1 | 3,0 54,7 3,5 0,65 | 0,59 | 0,79 |<0,001
Neutrophile | 38,9 | 3,2 34,2 3,6 0,65 | 0,54 | 0,83 |<0,001

Tabelle 5: Mittelwerte und Standardfehler der prozentualen Anteile der Leukozytenpopulationen fiir
40 Leukozytendifferenzierungen am DurchfluBzytometer und am Mikroskop sowie statistische
Kenngroflen (a = Steigung, b = Achsenabschnitt, r = Korrelationskoeffizient, p = Signifikanzniveau)
der Korrelationen zwischen den beiden Methoden.

4.2.1 Durchflulzytometrische Analyse eosinophiler Granulozyten im

induzierten Sputum

Eosinophile Granulozyten von 16 Probanden wurden anhand des erh6hten depolari-
sierten Seitwirtsstreulichtes identifiziert und mit der Zelldifferenzierung von May-
Griinwald-Giemsa-gefarbten Zytospinprdparaten am Lichtmikroskop verglichen.
Tabelle 6 zeigt Mittelwerte, Standardabweichungen und die statistischen Kenngrof3en

der linearen Korrelation (Abb. 18).
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Abbildung 18: Korrelation der durchflulzytometrischen Messungen (FCM) der Granulozyten mit
dem Polfilter, anhand der Autofluoreszenz und mittels immunologischer Marker (CD49d, CD16) mit
der herkdmmlichen Auswertung am Lichtmikroskop. DiepProzentualen Anteile der eosinophilen
(logarithmisch transformiert) und neutrophilen Granulozyten beziehen sich auf die Sputumleukozyten.
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Zum Vergleich sind zusédtzlich Daten angegeben, bei denen die Eosinophilen auf-
grund ihrer erhohten Autofluoreszenz (Abb. 19) bei 6 gesunden Probanden, 9
Patienten mit Asthma bronchiale und 4 mit COPD (FEV, 3,6 + 0,3 L) bzw. anhand

immunologischer Merkmale (Abb. 20) als CD49d-positive und CDI16-negative
Zellen bei 6 gesunden Probanden, 8 Patienten mit Asthma bronchiale und 3 mit

COPD, (FEV, 3,6 = 0,3 L) bestimmt wurden [Loppow 1998c].
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Abbildung 19: Detektion eosinophiler Granulo- Abbildung 20: Detektion eosinophiler Granulo-
zyten (rot) anhand ihrer Autofluoreszenz in den zyten (rot) als CD49d-positive und CD16-nega-

Fluoreszenzen 1 (FITC) und 2 (PE). tive Granulozyten.

Zellen Mikroskop Durchfluf3- Regressionsgerade
zytometer a b r

[%o] [%o]

Polfilter

Eosinophile 39 =+ 14 39 £ 13 0,77 0,14 0,85

Neutrophile 485 =+ 6,3 (380 =+ 45 0,61 8,56 0,84

Autofluoreszenz

Eosinophile 16,5 =+ 5,6 9,1 =+ 22 0,53 0,38 0,80

Neutrophile 288 = 57 (12,7 + 23 0,36 2,36 0,90

CD49d1/CD16~

Eosinophile 14,7 + 6,0 97 + 272 0,29 0,68 0,56

Neutrophile 332 £+ 59 |229 =+ 27 0,29 12,44 0,58

Tabelle 6: Prozentuale Anteile und Standardfehler der eosinophilen und neutrophilen Granulozyten
nach durchfluzytometrischer Messung mit dem Polfilter, anhand der Autofluoreszenz und mittels
immunologischer Marker (CD49d, CD16) im Vergleich mit der herkdmmlichen Auswertung am
Lichtmikroskop sowie statistische Kenngroflen der linearen Regression: Steigung (a), Achsenab-
schnitt (b) und Korrelationskoeffizient (r).
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4.3 Durchflufizytometrische Analyse der Lymphozytensubpopulationen im

induzierten Sputum

Im Rahmen dieser Arbeit wurden insgesamt 77 Sputumproben hinsichtlich der
Lymphozytensubpopulationen analysiert. In der DurchfluBzytometrie ist es nicht wie
in der Chromatographie mdglich, Vergleichssubstanzen zuzusetzen, um Ergebnisse
zu uberpriifen. Lediglich zur Bestimmung absoluter Zellzahlen kénnen Partikel-
Suspensionen als interner Standard eingesetzt werden [Bottcher 1997]. Man behilft
sich mit der Uberpriifung der Plausibilitit der Ergebnisse. Bei der Bestimmung von
Lymphozytensubpopulationen im Vollblut werden Checksummen angewandt, die als
Plausibilitdtskontrolle dienen [Cavelly 1993]. Nachdem die Lymphozyten mit der
Kombination von CD45-Expression und Seitwartsstreulicht immunologisch identi-
fiziert sind, muB} die Summe der Ty- (CD3- und CD4-positiven Lymphozyten) und
Tcss-Zellen (CD3- und CDS8-positiven Lymphozyten) der Anzahl der reifen T-Zellen
(CD3-positiven Lymphozyten) entsprechen. Ebenso miissen alle Lymphozyten durch
die Summe der reifen T-Zellen (CD3-positiv), reifen B-Zellen (CD19-positiv) und
natiirlichen Killerzellen (CD3-negativ und CD16- oder CD56-positiv) erfal3t werden.
Die Summe der prozentualen Anteile der Ty- und T¢/s-Zellen sollte den prozentualen
Anteil der reifen T-Zellen + 5 % représentieren. Entsprechend sollte die Summe der
prozentualen Anteile der reifen T-, reifen B- und Natiirlichen Killerzellen annidhernd

100 % aller Lymphozyten + 5 % betragen.

Im Mittel betrug die Lymphozytenvitalitiit 84 %. Uber alle 77 Messungen wichen die
Checksummen um 1,8 % bei der Summe der Ty- und T¢s-Lymphozyten und um
5,9 % bei der Summe der T-, B- und NK-Zellen von den erwarteten Werten ab
(Tabelle 7). Die entsprechenden Differenzen fiir die Messungen mit dem Coulter-
Durchfluflzytometer und Coulter- bzw. Caltag-Antikérpern waren 2,2 und 10,1 %,
mit dem BD-Gerdt und BD-Antikorpern 1,5 und 3,6 %. Tabelle 7 zeigt zum
Vergleich Daten fiir BALF [Dauber 1992] und Blut [Majori 1997] aus der Literatur.
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Lymphozyten Vitalitiat | T Tu |Tgs |[NK |B TutT¢ss | THBHNK
[Y%0] | [Y] | [%] | [%] | [%] [ [%] | [%l] [%o]
MW (n=77) 84,4| 88,6| 63,6 23,3| 2,3| 33 86,8 94,1
Coulter (n=27) 86,2| 85,4| 60,5| 22,7 2,0| 2,6 83,2 89,9
BD (n=50) 83,11 90,3| 65,3| 23,5| 2,5| 3.6 88,8 96,4
SEM 1,8 0,8 1,8 1,8 03| 0,4 1,0 0,6
Coulter 220 1,6 2,1 22 0,5 0,7 2,1 1,2
BD 2,71 0,8 2,5 2,6 03] 0,5 0,9 0,4
BALF [Dauber] - 92,01 49,0| 38,0| 0,2 1,7 87,0 93,9
Blut [Majori] - 73,4 | 41,2 32,7 -112,3 73,9 85,7

Tabelle 7: Mittelwerte der prozentualen Anteile der Lymphozytensubpopulationen sowie Check-
summen fiir die Messungen von insgesamt 77 Sputumproben am BD und Coulter Durchfluf3-
zytometer. Zum Vergleich sind Werte aus Verdffentlichungen fiir bronchoalveolédre Lavagefliissigkeit
(BALF) und Blut angegeben.

4.4 DurchfluBizytometrische Analyse der intrazelluliiren Zytokine in

Lymphozyten des induzierten Sputums

Die intrazelluldre Zytokinproduktion wurde zunéchst in reifen T-Lymphozyten des
induzierten Sputums am Coulter EPICS XL-MCL mit Antikoérpern von Caltag
etabliert, bevor am BD FacsCalibur mit BD-Antikérpern Messungen in Ty- und Teys-
Lymphozyten durchgefiihrt wurden.

4.4.1 Durchflulzytometrische Analyse der intrazelluliren Zytokine in

in T-Lymphozyten des induzierten Sputums

Der Anteil Zytokin-positiver Lymphozyten im stimulierten Ansatz war signifikant
grofler als im unstimulierten. Die mittels Isotypkontrollen bestimmte unspezifische

Bindung betrug weniger als 2 %. Die Tabelle 8 zeigt Mediane und Quartile.
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Zytokin |Proben| Stimuliert Unstimuliert p Isotypkontrolle

[#] [l [l [l

IFN-y | 20 [42,5(19.8;56,9)| 27,7(6,0;36,3) |0,0005 1,59 (0,69; 1,83)

IL-2 18 9,8 (4,3;13,8) 2,7(0,9; 7,0) |0,0016 1,93 (1,44;3,21)

IL-4 18 |13,1( 5,3;16,5)| 5,8(3,0;11,2) [0,0033| 1,79 (1,24;3,10)

Tabelle 8: Mediane und Quartile der prozentualen Anteile Zytokin- bzw. Isotypkontrollantikérper-
positiver T-Lymphozyten des induzierten Sputums nach Stimulation mit PMA und Ionomycin sowie
unstimuliert. Das Signifikanzniveau (p) des Vergleiches unstimuliert versus PMA-Stimulation
(Wilcoxons matched-pairs signed-ranks test).

4.4.2 Durchflulzytometrische Analyse der intrazelluliren Zytokine in Ty-

und T¢s-Lymphozyten des induzierten Sputums

Die Produktion von IFN-y, IL-2, IL-4 und IL-5, welche in stimulierten Lymphozyten
nachgewiesen werden konnte, wurde in insgesamt 29 Sputumproben untersucht. Die
prozentualen Anteile Zytokin-positiver Lymphozyten waren nach Stimulation - im
Vergleich zu unstimulierten Zellen - statistisch signifikant (p < 0,05) erhoht (Tabelle
9). Tcis-Lymphozyten wiesen deutlich hohere Anteile von IFN-y und IL-4 produ-

zierenden Zellen auf als Ty-Zellen.

Unstimuliert Stimuliert
Zytokin | T=Ty+ Tcss T=Tg+Tcs Ty (78 % der T) | Tys (22 % der T)
[70] [70] [70] [70]
IFN-y 1,5(0,8;3,0)| 25,5(13,2;38,3) 17,2 (9,1; 25,0)| 44,0 (32,0; 61,5)
IL-2 1,9(1,3;2,9)|  9,2( 5,0;16,8) 10,1 (4,4;14,3)| 16,4 ( 7,7;25,6)
IL-4 2,0(1,1;3,5)| 12,3( 7,7;19,7) 7,9 (5,8; 15,5)| 26,2 (16,0; 35,0)
IL-5 2,3(1,7;3,9) | 6,5( 4,5;12,6) 6,2 (4,0, 109 7,5( 4,2;19,5)

Tabelle 9: Mediane und Quartile der prozentualen Anteile Zytokin-positiver T-, Ty- und Tcs-
Lymphozyten des induzierten Sputums nach Stimulation mit PMA und lonomycin sowie unstimuliert
in insgesamt 29 Sputumproben.
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4.4.3 Durchflulizytometrische Bestimmung der Zytokinproduktion in
Sputumlymphozyten von Patienten mit Asthma bronchiale oder COPD

Unter den o.g. Patienten waren 7 mit der gesicherten Diagnose eines Asthma
bronchiale (1 Frau / 6 Manner; mittleres Alter: 51 Jahre; FEV,: 79 %Soll) und 8 mit
COPD (1 Frau / 7 Manner; mittleres Alter: 64 Jahre; FEV: 61 %Soll), deren

Zytokinproduktion in den Lymphozytensubpopulationen untersucht wurde.

Die basale Produktion von IFN-y, IL-2, IL-4 und IL-5 in reifen T-Zellen lag bei den
Asthmatikern ohne Corticosteroide (n = 2) hoher als bei den Asthmatikern unter
Corticosteroidtherapie (n = 5; Tabelle 10), Patienten mit COPD oder gesunden
Kontrollpersonen (Abb. 21). Zwischen Patienten mit Asthma bronchiale unter
Corticosteroidtherapie und Patienten mit COPD bestand kein Unterschied in der
basalen Produktion der untersuchten Zytokine. Die Produktion von IL-4 in Ty-Zellen
nach Stimulation war bei Patienten mit COPD hoher als bei Patienten mit Asthma
bronchiale (p < 0,05), die von IFN-y in T¢/s-Zellen nach Stimulation hingegen war

bei Patienten mit Asthma bronchiale hoher (Abb. 22).

T [%] Tu [%] Tcis [Y0]
Zytokin 1% ICS %) ICS 19 ICS
IFN-y 12,5 29 14,7 3,1 4.0 3,1
IL-2 11,9 1,9 12,9 1,7 7,1 3,0
IL-4 144 23 16,8 2,2 5,0 2,4
IL-5 8,8 3,0 9,9 3,2 4,1 2,7

Tabelle 10: Effekt inhalativer Corticosteroide (ICS) auf die Mittelwerte der basalen prozentualen
Anteile Zytokin-positiver T-, Ty- und T¢/s-Lymphozyten von Patienten mit Asthma bronchiale.
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Abbildung 21: Mittelwerte der prozentualen Anteile Zytokin-positiver T-Zellen von Patienten mit
Asthma bronchiale (A) oder COPD (C) sowohl basal (griin) als auch nach Stimulation mit PMA und
Ionomycin (rot).
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Abbildung 22: Mittelwerte der prozentualen Anteile Zytokin-positiver Ty- (gelb) und Tcs-Zellen
(blau) von Patienten mit Asthma bronchiale (A) oder COPD (C) nach Stimulation mit PMA und
Ionomycin. Das Signifikanzniveau p ist fiir statistisch signifikante Unterschiede angegeben.
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4.5 Einflufl von Dithiothreitol auf die immunologische Detektionsreaktion

Die Behandlung mit DTT verursachte im Vergleich zu der mit PBS statistisch
signifikante Verdnderungen der prozentualen Anteile der Leukozyten bei der durch-
fluBzytometrischen Zelldifferenzierung. Nach DTT fanden sich durchschnittlich 2,1
% mehr Monozyten, 2,7 % mehr Granulozyten und 3,4 % weniger Lymphozyten
(Tabelle 11, p <0,001). Die Zelldifferenzierungen waren gut reproduzierbar, wie die
korrespondierenden Intraclass-Korrelationskoeffizienten (R;) belegen. Jedoch waren
im Fall der CD14-positiven Monozyten nach DTT zwei Ausrei3er und bei den CD2-
positiven Lymphozyten nach PBS ein Ausreiler zu verzeichnen. Statistisch signi-
fikante Unterschiede (p < 0,05) ergaben sich auch fiir die prozentualen Anteile der
fiir den entsprechenden Antikdrper-positiven Zellen im Vergleich zwischen DTT-
und PBS-Behandlung (Tabelle 11). Nach DTT waren die prozentualen Anteile der
CDl16-positiven Granulozyten und der CD56- bzw. HLA-DR-positiven Lympho-
zyten um 1,2, 1,1 und 1,7 % erhoht, wéihrend die der CD2-, CD3-, CD4-, CD45- und
CD8-positiven Lymphozyten um 3,7, 4,3, 4,5, 1,5 und 1,1 % vermindert waren. Die
Unterschiede der CDI14-positiven Monozyten (3,0 %) und der CDI19-positiven
Lymphozyten (-0,4 %) waren nicht statistisch signifikant. Die Reproduzierbarkeit der
doppelten Ansitze (R;) reichte von 0,69 bis 1,0, auBBer fiir CD14-positive Monozyten
nach DTT und CD2-positive Lymphozyten nach PBS (beide: R; <0,5).

Die Effekte der DTT-Behandlung in Relation zur der mit PBS zeigten sich auch in
niedrigen R; (Tabelle 11) speziell fir CD14, CD2, CD45 und HLA-DR. Betrachtet
man die Fluoreszenzintensitit, so flihrte die DTT-Behandlung zu einer statistisch
signifikanten Erhoéhung (p < 0,001) bei den CD16-positiven Granulozyten und zu
Verminderungen bei CD2- bzw. CD45 positiven Lymphozyten sowie CDI14-
positiven Monozyten (Tabelle 11). Bei CD3, CD4, CDS8, CD19, CD56 und HLA-DR
gab es keine statistisch signifikanten Verdnderungen. Die doppelten Ansitze zeigten
eine hohe Reproduzierbarkeit bezogen auf die Fluoreszenzintensitit (R; > 0,7,
Tabelle 12). Die mittleren Effekte der DTT-Behandlung auf die Fluoreszenzintensitét
sind in Abbildung 23 dargestellt. Tabelle 12 zeigt den Vergleich zwischen DTT- und
PBS-behandelten Proben ausgedriickt als R;. Besonders hervorzuheben ist die

Reduktion der Fluoreszenzintensitit bei den CD2-positiven Lymphozyten.
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Zellen Art R; (% Anteile) R; (FD)
CD14-positiv Monozyten 0,58 0,77
CD16-positiv Granulozyten 0,91 0,82
CD19-positiv Lymphozyten 0,95 0,90
CD2-positiv Lymphozyten 0,54 - 0,84
CD3-positiv Lymphozyten 0,77 0,97
CD4-positiv Lymphozyten 0,70 0,83
CDA45-positiv Lymphozyten 0,40 0,96
CD56-positiv Lymphozyten 0,96 0,81
CD8-positiv Lymphozyten 0,97 0,91
HLA-DR-positiv | Lymphozyten 0,39 0,97

Prozent

Tabelle 12: Intraclass-Korrelationskoeffizienten fiir prozentuale Anteile und
Fluoreszenzintensitdt der DTT- und PBS-behandelten Proben.
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Abbildung 23: Mittlere Effekte (= SD = interindividuelle Streuung) der DTT-Behandlung
auf die Fluoreszenzintensitit der untersuchten Marker.
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4.6 Untersuchung der induzierbaren NO-Synthase in Leukozyten des

induzierten Sputums

Die induzierbare NO-Synthase wurde zum einen durchfluzytometrisch, zum
anderen immunzytochemisch in Alveolarmakrophagen und Granulozyten des

induzierten Sputums nachgewiesen.

4.6.1 Durchflufizytometrischer Nachweis der induzierbaren NO-Synthase in

Alveolarmakrophagen des induzierten Sputums

Die durchfluzytometrischen Untersuchungen der induzierbaren NO-Synthase in
Alveolarmakrophagen lieBen nur minimale Unterschiede in der Fluoreszenzintensitit

zwischen Isotypkontrolle und iNOS-Antikdrper erkennen (Abb. 24).

[
=]
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15
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Abbildung 24: Fluoreszenzintensitéit der iNOS-positiven (rot) bzw. IgG2a-positiven (Isotypkontrolle,
blau) Alveolarmakrophagen im induzierten Sputum.

4.6.2 Immunzytochemischer Nachweis der induzierbaren NO-Synthase in

Alveolarmakrophagen und Granulozyten des induzierten Sputums

In dieser Arbeit wurde eine Methode zum immunzytochemischen Nachweis der
induzierbaren NO-Synthase (iNOS) in Alveolarmakrophagen und Granulozyten aus
dem induzierten Sputum etabliert und in einer klinischen Studie eingesetzt [Loppow
2001c]. Die Abbildung 25 a-f zeigt at+b) Zellen nach Hamalaunfirbung, c)
Isotypkontrolle, d) HLA-DR Positivkontrolle und e+f) iNOS-positive Zellen, wie sie
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nach Optimierung der immunzytochemischen Nachweismethode typischerweise

aussahen und fiir die Studie ausgewertet wurden.

Keiner der in dieser Studie untersuchten Parameter, so auch die induzierbare NO-
Synthase in Makrophagen und neutrophilen Granulozyten des induzierten Sputums,
zeigte statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Ausgangswerten und den
Messungen vor den Behandlungsphasen mit Placebo oder Verum. Aullerdem gab es
keine statistisch signifikanten Unterschiede nach der Placebobehandlung (Tabelle
13). Nach der vierwochigen Behandlungsphase mit 1000 pg/d Fluticason war als
einzige statistisch signifikante Verdnderung die niedrigere absolute Zellzahl im

induzierten Sputum zu verzeichnen (p < 0,05).

Placebo Verum
Basal vor nach vor nach

FEV, [%Soll] 81,7+2,7 80,5+3,0 81,6+2,7 799+2,9 81,6+3,6
FEV,/VC [%] 67,5+1,7 67,5+2,1 68,6+2,1 664+2,0 67,5+2,1
Exhaliertes NO [ppb]T 15,6 (1,2) 14,1 (1,1) 134(1,1) 12,8(1,2) 12,4(1,1)
Blut-Eosinophile [%] 22(1,1)  23(L,h) 2,1(,2) 23(,1) 2,1(,1
Sputum

Makrophagen [%] 41,3 (1,1) 383 (1,1) 42,5(1,1) 39,4(1,1) 43,6(1,1)
Neutrophile [%] 46,0 (1,1) 49,3 (1,1) 50,8 (1,1) 49,1 (1,1) 45,1 (1,1)
Eosinophile [%] L,3(1,3) 1,3(1,3) 1,0(1,4) 1,1(1,3) 0,8(1,4)
Lymphozyten [%] 09(1,2) 1,1(1,2) 09(1,2) 09(,1) 09(1,2)
Abs. Zellzahl [x 10%mL] 11,5 (1,2) 14,2(1,2) 10,6(1,2) 123(1,2) 7,7(1,1)
LDH [IU/L] 40,0 (1,2) 48,4(1,2) 41,2(1,2) 42,5(1,2) 44,0(1,1)
ECP [pg/L] 211 (1,2)  282(1,3) 204(1,3) 251(1,2) 199(1,2)
Elastase [pg/L] 668 (1,2) 762(1,2) 851(1,2) 718(1,2) 710(1,2)
IL-8 [pg/L] 24,2 (1,2) 33,2(1,1) 26,0(1,2) 30,6 (1,1) 27,9(1,1)

iNOS+ Makrophagen [%] 6,6(1,2) 57(1,3) 58(1,4) 45(1,3) 58(12)
iNOS+ Neutrophile [%]  1,4(1,3) 1,6(14) 1,6(1,3) 16(1,3) 1,3(14)

Tabelle 13: Lungenfunktion, exhaliertes NO und Sputumkomposition basal sowie vor und nach den
Behandlungsphasen mit Placebo oder Verum. Geometrische Mittelwerte und SEM (in Klammern),
mit Ausnahme von FEV; und FEV//VC, bei denen arithmetische Werte angegeben sind. § statistisches
Signifikanzniveau p < 0,05, T Plateaukonzentration des exhalierten NO bei einer FluBrate von 50
mL/s. Prozentuale Anteile iNOS-positiver Zellpopulation bezogen auf die jeweilige Zellpopulation.
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Abbildung 25a: Himalaunfirbung: Eosino-
philer, Makrophagen und Neutrophiler.

Makrophagen

Abbildung 25c¢: 1gG2a-Isotyokontrolle:

negative Makrophagen mit Einschliissen.

Neutrophiler

Abbildung 25e: iNOS-positiver neutro-
philer Granulozyt.
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Abbildung 25b: Himalaunfarbung: Makro-
phage und drei neutrophile Granulozyten
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Abbildung 25d: HLA-DR-Positivkontrolle:
positiver Neutrophiler und positiver Makrophage.
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Abbildung 25f: iNOS-positiver Makrophage,

negativer Makrophage und kernloser Granulozyt.
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4.7 Untersuchung der Auswirkungen der IL-2-Inhalationstherapie bei

Patienten mit pulmonal metastasiertem Nierenzellkarzinom

4.7.1 Funktionsmessungen bei Patienten mit pulmonal metastasiertem

Nierenzellkarzinom

Die Patienten berichteten im Verlauf der Therapie iiber eine Zunahme der Symptome
Husten (p = 0,012) und Dyspnoe (p = 0,034). Ebenso wurden durch die IL-2-
Therapie FEV-Anderungen hervorgerufen (p = 0,0011, Tabelle 14, Abb. 26),
wihrend die der FVC keine statistische Signifikanz erreichten (p = 0,17). Der
PCyFEV; nahm im Verlauf der Visiten ab (p = 0,0088; Abb. 26), wihrend das
exhalierte NO (p = 0,0075; Abb. 26) ebenso wie der prozentuale Anteil der Eosino-
philen im Sputum (p = 0,00034; Abb. 26) anstiegen. Der prozentuale Anteil der
Neutrophilen im Sputum #nderte sich (siehe Tabelle 14) unter der IL-2-Therapie
statistisch signifikant im Gegensatz zu dem der Makrophagen (p = 0,093) und
Lymphozyten (p = 0,88). Die Histaminkonzentration im Sputumiiberstand stieg an
(p = 0,016) ebenso der prozentuale Anteil der Eosinophilen im Blut (p = 0,00030),
wihrend Lymphozyten (p = 0,17) und Serum-IgE (p = 0,46) unveridndert blieben.
Keine der Variablen zeigte Unterschiede zwischen den Patienten, die bereits vom
ersten Tag der IL-2-Therapie 1/11 der Tagesdosis subkutan spritzten und denjenigen,
die mit der subkutanen IL-2-Applikation erst nach der 2. Visite begannen (Abb. 29).

4.7.2  Zytokinproduktion in Tg- und Tcs-Lymphozyten des induzierten
Sputums von Patienten mit pulmonal metastasiertem Nierenzell-

karzinom

Die intrazelluldre Zytokinproduktion in Ty- oder T¢/s-Lymphozyten aus Blut oder
Sputum zeigte Unterschiede zwischen den Visiten nur nach Stimulation (Tabelle 15).
Der prozentuale Anteil der IFN-y- bzw. IL-4-produzierenden Ty-Zellen aus dem Blut
nahm statistisch signifikant ab, wihrend der der IL-5-produzierenden T¢/s-Zellen aus
dem Blut zundchst zu- und dann wieder abnahm. Im Sputum nahm der prozentuale

Anteil der IFN-y -produzierenden T¢s-Zellen statistisch signifikant zu.
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4.7.3

Inhalationstherapie

Zusitzliche Untersuchung eines Patienten nach Beendigung der IL-2-

Ein Patient (Nr. 2, Abb. 26) konnte 2 Monate nach Abbruch der Therapie nochmals

gemessen werden. Dieser Patient hatte unter IL-2-Therapie deutlich mit Verdnder-

ungen von FEV, PC,FEV, NO, Eosinophilie im Sputum und Histamin im Sputum-

iiberstand reagiert. Alle Werte waren nach Absetzten der Therapie auf die Ausgangs-

werte zuriickgegangen. (Die Sputumzelldifferenzierung konnte bei dieser Visite nicht

ausgewertet werden.)

Parameter Einheit Visite 1 Visite 2 Visite 3
Symptome
Husten * Score 00-1) 1(1-1) 1(1-1)
Auswurf Score 0(0-0) 0(0-0) 0(0-1)
Dyspnoe * Score 0(0-0) 0,50-1) 1(1-1)
Funktionsparameter
FEV,” L 3,07 (2,40-3,89) | 2,23 (1,90 -2,62) | 2,36 (2,07 - 3,31)
FVC L 3,52(2,72-4,62) | 3,05(2,20-3,74) | 3,24 (2,50 - 4,59)
PC,FEV,; Mch* | mg/mL | 16,0 (13,3 - 16,0) | 8,0 (2,0 - 16,0) 2,7(0,8-10,7)
NO bei S0 mL/s” | ppb | 27,0 (20,8 - 30,7) | 78,7 (31,1 - 109,7) | 59,8 (54,5 - 122,3)
Sputum
Eosinophile * % 2,1(2,0-3,4) 18,1 (11,4-23,4) | 37,0 (20,9 - 42,9)
Neutrophile * % 44,2 (34,0 - 64,4) | 50,1 (27,4-57,6) | 24,6 (17,4 -32,9)
Lymphozyten % 6,9 (5,2-11,7) 7,0 (5,4-9,2) 7,1 (5,9 -10,6)
Histamin * ng/mL 4,5 (0,7 -13,7) 11,4 (6,0 - 43,3) 12,0 (5,8 -23,4)
Blut
Eosinophile * % 3,8(2,4-4,7) 10,1 (7,0-11,1) | 149(11,4-249)
Lymphozyten % 26,7 (21,4 -29,6) | 26,8 (16,5 -35,4) | 20,5 (12,7-31,9)
Serum-IgE kU/L |57,8(23,0-168,0)|61,7 (32,6 - 184,0) | 52,6 (21,9 - 119,0)

Tabelle 14: Zeitlicher Verlauf der Variablen wéhrend der IL-2-Inhalationstherapie. Angegeben sind

Mediane und Interquartilbereich (in Klammern). Signifikante Verinderungen zwischen den Visiten

nach Friedman’s ANOVA: * p <0,05, #p <0,01.
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Abbildung 26a+b: Individueller Verlauf A) des forcierten exspiratorischen Volumens in der ersten
Sekunde (FEV)) als Prozent vom Sollwert und B) der Atemwegsempfindlichkeit als PCyFEV,
Methacholin [pg/mL] fiir alle 10 Patienten zu den Zeitpunkten der Ausgangsvisite (Visite 1), 8,5 Tage
(Visite 2) und 29,5 Tage nach Beginn der Therapie (Visite 3). Visite 4 betrifft nur den Patienten Nr. 2,
der 2 Monate nach Beendigung der Therapie nochmals gemessen werden konnte. Patienten, die bei
Therapiebeginn sofort mit der subkutanen Applikation von 1/11 der Tagesdosis IL-2 begonnen haben,
sind mit geschlossenen Symbolen dargestellt, diejenigen, die mit der subkutanen Gabe erst nach Visite
2 begonnen haben, sind mit offenen Symbolen ausgewiesen.
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Abbildung 26c+d: Individueller Verlauf C) des exhalierten Stickstoffmonoxids (NO) in ppb und D)
des prozentualen Anteils eosinophiler Granulozyten im induzierten Sputum fiir alle 10 Patienten zu
den Zeitpunkten der Ausgangsvisite (Visite 1), 8,5 Tage (Visite 2) und 29,5 Tage nach Beginn der
Therapie (Visite 3). Visite 4 betrifft nur den Patienten Nr. 2, der 2 Monate nach Beendigung der
Therapie nochmals gemessen werden konnte. Patienten, die bei Therapiebeginn sofort mit der
subkutanen Applikation von 1/11 der Tagesdosis IL-2 begonnen haben, sind mit geschlossenen
Symbolen dargestellt, diejenigen, die mit der subkutanen Gabe erst nach Visite 2 begonnen haben,
sind mit offenen Symbolen ausgewiesen.
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Visite 1 Visite 2 Visite 3
Blut

IL-2 Tu 0—52 0— 47 0— 48
Tes 0—33 0—27 0—25
IFN-y Ty 0—>12 0—> 9 0—> 8
Tes 0—39 0—35 0—28
IL-4 Tu 0— 9 0—> 8 0> 5
Tess 0—19 0—19 0—13
IL-5 Th 220 3526 2 —>21
Tess 214 328 2—13

Sputum
IL-2 Th 1—>14 11— 7 2—> 8
Tess 1— 8 2—> 8 0—10
[FN-y Tu 221 0—20 1—>14
Tes 1 —21 1 —>45 1 —-37
IL-4 Ty 6—13 216 2—> 8
Tes 216 1 —26 213
IL-5 Tu 12 - 23 11 > 13 11—->11
Tes 10 > 17 5512 6—10

Tabelle 15: Zytokinproduktion von Ty- und Tgs-Lymphozyten aus dem
peripheren Blut und induzierten Sputum wéhrend IL-2-Therapie. Prozentuale
Anteile Zytokin-positiver T-Zellen (Mediane) vor (—) oder nach Stimulation.
Ty-Zellen sind als CDS8-negative, Tcis-Zellen als CDS8-positive T-Zellen
definiert. * Signifikante (p < 0.05) Anderungen zwischen den Visiten wurden nur

nach Stimulation beobachtet.
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5 Diskussion

Die Methode der Sputuminduktion ist eine sichere, nicht-invasive Technik, um
vitales biologisches Material aus den zentralen Atemwegen zu gewinnen, welches fiir
zytologische Untersuchungen eingesetzt werden kann. Die guten Chancen der
Methode, zukiinftig eine wichtige Rolle in der klinischen Praxis zu spielen, beruhen
auf der Tatsache, dall damit wiederholte Messungen fiir die Diagnose und Therapie-
kontrolle von Atemwegs- und Lungenerkrankungen ermoglicht werden [Fahy 1993a]
[Hargreave 1993, 1997, 1998][Kips 1998a, b][O'Byrne 1996][Pavord 1997][Vignola
1998]. Desweiteren wurde gezeigt, da3 die Zelldifferenzierung anhand von Zytospin-
priparaten und die Konzentration 16slicher Komponenten im Uberstand gut repro-
duzierbar sind [Spanevello 1997][in't Veen 1996][Pizzichini 1996] und dal3 durch
Inhalation ultraschallvernebelter Kochsalzlésung induziertes Sputum der spontanen
Expektoration hinsichtlich der Quantitdt und Qualitit des gewonnenen Materials

iiberlegen ist.

In der vorliegenden Arbeit wurden Methoden ausgearbeitet, um Proben des indu-
zierten Sputums am DurchfluBzytometer analysieren zu konnen. Die tégliche Kali-
brierung und Qualitdtskontrolle stellten eine einwandfreie Funktion der Durchfluf3-
zytometer sicher und gewihrleisteten die notwendige Vergleichbarkeit ermittelter
Fluoreszenzintensitdten, um Verdanderungen der Antigendichte auf der Zelloberflache
erschliefen zu konnen. Stets wurde der Vergleich zu herkdmmlichen Bestimmungs-
methoden gesucht, um die Richtigkeit der Ergebnisse zu iiberpriifen. Plausibilitats-
kontrollen wurden durchgefiihrt, wenn keine Vergleichsmdglichkeiten vorhanden
waren, und erlaubten eine kritische Betrachtung der Ergebnisse. Mit den
entwickelten Verfahren konnten die Leukozytenpopulationen inklusive der eosino-
philen Granulozyten und Lymphozytensubpopulationen sowie die intrazelluldr nach
Stimulation mit PMA und Ionomycin gebildeten Zytokine IFN-v, IL-2, IL-4 und IL-5
aus Proben des induzierten Sputums mit hinreichender Genauigkeit bestimmt
werden. Teilweise wurden die Methoden in klinischen Studien eingesetzt. So wurde
die intrazelluldre Zytokinbestimmung bei einer kleinen Gruppe von Patienten mit
klinisch abgesicherter Diagnose Asthma bronchiale oder COPD eingesetzt und ergab

statistisch signifikante Unterschiede im Vermodgen, Zytokine nach Stimulation in
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Lymphozytenpopulationen zu produzieren. Desweiteren wurden Patienten unter-
sucht, die aufgrund eines pulmonal metastasierten Nierenzellkarzinoms inhalativ mit
IL-2 behandelt wurden. Der im Rahmen dieser Arbeit entwickelte immunzyto-
chemische Nachweis der induzierbaren NO-Synthase in Zellen des induzierten
Sputums wurde in einer Studie eingesetzt, die den Effekt einer kurzzeitigen Behand-
lung mit inhalativen Corticosteroiden von Patienten mit chronischer Bronchitis

untersuchte.

Fiir die Aufarbeitung der Sputumproben war der Einsatz von Dithiothreitol unab-
dingbar. Auswirkungen der DTT-Inkubation auf die immunologische Detektions-
reaktion wurden an Vollblut eingehend untersucht. Die Ergebnisse unterschieden
sich deutlich zwischen den untersuchten Markern. Allerdings betrafen die
Auswirkungen fiir einen eingesetzten Antikdrper in der Regel alle Blutproben in
gleichem Mafle, so daB3 der Einsatz von Dithiothreitol bei der Aufarbeitung der

Proben des induzierten Sputums die Vergleichbarkeit nicht zu tangieren scheint.

5.1 Durchflulzytometrische Analyse der Leukozytensubpopulationen im

induzierten Sputum

Durchfluflzytometrische Messungen geben elektronische Ereignisse anstelle morpho-
logischer Details an. Daher ist es erforderlich, die Ergebnisse anhand herkommlicher
Methoden zu validieren. Durch gut durchdachte Gating-Strategien und die stindige
Uberpriifung der Konsistenz der Messungen kann eine hohe Qualitit der Analyse
gewihrleistet werden. Bei Untersuchungen von lysiertem Vollblut wird die
Identifikation der Lymphozytenpopulation anhand der Streulichteigenschaften hdufig
als ausreichend angesehen. Das Vorwirtsstreulicht reflektiert dabei in erster
Néherung die ZellgroBe, das Seitwértsstreulicht die Granularitit der Zelle. Dieser
Ansatz versagt bereits bei der Analyse der meisten Proben der BALF und ist bei
Sputumproben, die normalerweise einen niedrigen Lymphozytenanteil aufweisen,
nicht durchfiihrbar, zumal die Zellqualitdt schlechter ist als im Blut. Nicholson et al.
[1996] zeigten, daB3 der Ansatz, die Lymphozyten anhand der CD45-Expression als
immunologischem und des Seitwértsstreulichts als morphologischem Kriterium zu
erfassen, zu einer hoheren Reinheit des Lymphozyten-Gates und einer geringeren

Variabilitit bei wiederholten Messungen von T-Zellen fiihrt. Dieser Ansatz ist die
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Voraussetzung fiir die valide Bestimmung von Leukozytenpopulationen in BALF-

oder Sputumproben und wurde bereits eingesetzt [Chow 1998][Loppow 1998 b].

Die Leukozytendifferenzierung in dieser Arbeit erfolgte anhand der Kombination
von CD45-Expression und Seitwirtsstreulicht. Die prozentualen Anteile der beiden
Hauptkomponenten Makrophagen und Granulozyten standen sehr gut zu den
mikroskopisch ermittelten Werten in linearer Beziehung; fiir den prozentual

kleineren Anteil von Lymphozyten war die Korrelation nur unwesentlich schlechter.

5.1.1  Durchflufizytometrische Analyse eosinophiler Granulozyten im

induzierten Sputum

Um das Vorliegen eines Asthma bronchiale abzukldren, wird in der klinischen
Routinediagnostik hdufig die Frage gestellt, ob eine Eosinophilie in den Atemwegen
vorliegt. Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit mit drei verschiedenen durchfluf3-
zytometrischen Ansdtzen versucht, die eosinophilen Granulozyten im induzierten
Sputum zu identifizieren. Sowohl die Detektion der Eosinophilen anhand der
erhohten Autofluoreszenz (Abb. 19) als auch diejenige anhand des erh6hten depolari-
sierten Seitwartsstreulichts (Abb. 10 e) korrelierte fiir eosinophile und neutrophile
Granulozyten gut mit den herkdmmlichen Zelldifferenzierungsdaten der Zytospin-
priaparate (Abb. 18). Fiir die Detektion anhand der immunologischen Parameter als
CD49d-positive und CD16-negative Zellen (Abb. 20) war die Korre-lation schlechter
(Abb. 18).

Mit der durchflulzytometrischen Detektion anhand des erhohten depolarisierten
Seitwértsstreulichts war es moglich, im Mittel den gleichen prozentualen Anteil von
eosinophilen Granulozyten zu bestimmen wie bei der Zelldifferenzierung mit dem
Mikroskop (Tabelle 6). Bei den anderen durchflulzytometrischen Methoden wurden
im Mittel 7,4 bzw. 5,0 % weniger Eosinophile detektiert als bei der herkémmlichen
Analyse von Zytospinpriparaten. Die bei allen durchfluzytometrischen Methoden
geringere Wiederfindung von neutrophilen Granulozyten war durch den um ca. 4
Stunden spéteren MefBzeitpunkt gegeniiber der Herstellung der Zytospinpriparate zu
erkldren, da die neutrophilen Granulozyten unter den Leukozyten als erstes

zugrundegehen.
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Die Detektion von eosinophilen Granulozyten im Sputum anhand der Autofluor-
eszenz wird zusitzlich dadurch erschwert, da3 Zellen, die viel phagozytiert haben,
ebenfalls eine erhohte Autofluoreszenz zeigen konnen, und der immunologische
Nachweis anhand von CD49d und CD16 ist unsicher, da auch T- und B-Lympho-
zyten CD49d exprimieren konnen. AuBlerdem wurde gezeigt, dal nur ein Teil der
Eosinophilen aus der BALF CD49d exprimiert [Mengelers 1994] bzw. die Expres-
sion bei Eosinophilen aus dem Sputum im Vergleich zum Blut reduziert ist [Tan

1997] und somit ein quantitativer Nachweis mit dieser Methode nicht mdglich ist.

Die durchfluBzytometrische Detektion anhand des depolarisierten Seitwértsstreu-
lichts scheint der sinnvollste Ansatz einer automatisierbaren Bestimmung eosino-
philer Granulozyten im induzierten Sputum zu sein. Er setzt aber ein Durchflufizyto-
meter voraus, bei dem ein Polarisationsfilter in den Strahlengang gebracht werden
kann. Dieses war beim BD FacsCalibur im Gegensatz zum Coulter Epics XL leider
nicht moglich, so dal3 auf weitere Untersuchungen zur Bestimmung der Nachweis-

grenze verzichtet werden mufte.

5.2 Durchfluflzytometrische Analyse der Lymphozytensubpopulationen im

induzierten Sputum

Die durchfluBzytometrische Messung der Lymphozytensubpopulationen im indu-
zierten Sputum kann mit derselben Genauigkeit durchgefiihrt werden wie in der
BALF [Dauber 1992] oder im peripheren Blut [Majori 1997] und fiihrt zu ebenso
plausiblen Ergebnissen. Die Methode ist unabhidngig vom eingesetzten Durchfluf3-
zytometer und von den eingesetzten Antikdrpern, auch wenn geringe Unterschiede

bei den Checksummen auftraten.

Die Lymphozyten wurden zunédchst anhand der Kombination von CD45-Expression
und Seitwértsstreulicht identifiziert, bevor prozentuale Anteile reifer T-, Ty-, Tcss-,
B- und NK-Zellen anhand CD-spezifischer Antikorper bestimmt wurden. An-
schlieBend wurden Checksummen berechnet, um die Konsistenz der Messungen zu
priffen. Checksummen werden in der Routinediagnostik als interne Qualitits-
kontrolle der Lymphozytendifferenzierung von Blut- und Lavageproben zur Beur-

teilung der Aussagekraft der Messung herangezogen. Die mittleren Abweichungen
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der in dieser Arbeit berechneten Checksummen wichen um 1,5 % fiir die Summe Ty
+ T¢ys bis zu 10,1 % fiir die Summe T + B + NK von den erwarteten Werten ab. Mit
dem BD-Durchflulzytometer und BD-Antikorpern konnten Abweichungen von nur
1,5 bzw. 3,6 % erreicht werden. Diese Werte sind erstaunlich niedrig, insbesondere
wenn man beriicksichtigt, da Sputum hdufig Zellen in suboptimaler
morphologischer und immunologischer Qualitit enthdlt sowie zahlreiche

Zelltrimmer.

5.2.1 Durchfluflzytometrische Bestimmung der intrazelluliren Zytokine in

T-Lymphozyten des induzierten Sputums

Zusitzlich zur Bestimmung der Lymphozytensubpopulationen anhand von Zellober-
flichenmarkern wurde die intrazelluldre Zytokinproduktion von Sputumlympho-
zyten gemessen. Zuvor wurden die Zellen mit PMA und lonomycin iiber 4 h
stimuliert, so daf eine ausreichende Menge der Zytokine IFN-y, IL-2 und IL-4 in der
Zelle akkumulieren konnte, die durch Monensin an der Proteinsekretion gehindert
wurde [Rostaing 1999]. Im Gegensatz zum Blut waren die Zytokine in den T-
Lymphozyten aus dem induzierten Sputum sowohl im unstimulierten als auch im
stimulierten Ansatz nachweisbar. Diese Beobachtung legt nahe, daBl sich die
Lymphozyten im Sputum in einem anderen Aktivierungszustand befinden als
diejenigen aus dem peripheren Blut. Der Anteil Zytokin-positiver Sputum-T-Zellen
im stimulierten Ansatz war statistisch signifikant gréer als im unstimulierten und
lag in derselben GroBenordnung wie bei Zellen aus der BALF [Krug 1996b]
[Krouwels 1997], so daBB die Messungen valide erscheinen. Ansdtze mit Isotyp-
kontrollen belegten die Plausibilitit der Zytokinmessungen. Der Anteil Isotyp-
positiver T-Zellen war im Mittel stets < 2 %. Fiir die weiteren Untersuchungen

wurde daher auf diese Kontrollen verzichtet [Keeney 1998].

5.2.2  Durchfluflzytometrische Bestimmung der intrazelluliren Zytokine in

Thx- und Tcs-Lymphozytensubpopulationen des induzierten Sputums

Die Messung von Zytokinen in den T-Zellsubpopulationen von Ty- und T¢/s-Zellen
erdffnet neue Moglichkeiten der Beschreibung des immunologischen Status bei

verschiedenen Erkrankungen [Maino 1998]. Bislang haben nur wenige Arbeits-
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gruppen Zytokine in T-Zellsubpopulationen von Zellen aus den Atemwegen nachge-
wiesen. Dabei handelte es sich ausschlieflich um BALF-Zellen [Prasse 1999][Inui
2001]. In dieser Arbeit konnten IFN-y, IL-2, IL-4 und IL-5 in T-Zellen aus dem
induzierten Sputum gemessen werden, die positiv oder negativ fiir CD8 waren (T¢/s-
und Ty-Zellen). Die Zytokinproduktion in den unstimulierten Ansétzen lag statistisch
signifikant niedriger als in den stimulierten. Die prozentualen Anteile Zytokin-
positiver Sputum-T-Zellen lagen in der selben Grof3enordnung wie bei Zellen aus der

BALF [Krug 1996b][Krouwels 1997].

Die Tatsache, dafl die Zytokinproduktion in Sputumzellen iiberhaupt nachweisbar
war, unterstreicht das Potential der Methode fiir die Evaluierung zukiinftiger thera-
peutischer Strategien, die auf die Modulationen des immunologischen bzw. zyto-
logischen Status innerhalb der Atemwege zielen. Besonders hervorzuheben ist, dal3

Tcss-Zellen starker sowohl IFN-y als auch IL-4 produzierten als Ty-Zellen.

5.2.3  Durchfluflzytometrische Bestimmung der Zytokinproduktion in
Sputumlymphozyten von Patienten mit Asthma bronchiale oder COPD

Die Zytokinproduktion der Sputumlymphozyten von Patienten mit abgesicherter
Diagnose Asthma bronchiale oder COPD wurde analysiert, um klinisch relevante
Unterschiede aufzudecken. Im Vergleich der unstimulierten Ansédtze waren die
prozentualen Anteile Zytokin-positiver T-Zellen von Patienten mit Asthma
bronchiale grofler als die von Patienten mit COPD, wiéhrend bei den stimulierten
Ansétzen keine statistisch signifikanten Unterschiede auftraten. Nach Stimulation
war der prozentuale Anteil IFN-y-positiver T¢is-Zellen bei Patienten mit Asthma
bronchiale gréBer als bei Patienten mit COPD, wihrend der Anteil IL-4-positiver Ty-
Zellen bei Patienten mit Asthma bronchiale kleiner war. Die Aussagekraft dieses
Vergleiches wird allerdings dadurch eingeschrinkt, dal nur zwei der 7 Patienten mit
Asthma bronchiale nicht mit inhalativen Corticosteroiden behandelt wurden, die die

Zytokin-produktion hemmen [Barnes 1996b, c][Baraniuk 1997].

Die Analyse der sieben Patienten mit Asthma bronchiale ergab bei der kleinen

Fallzahl deutliche Unterschiede in der basalen Zytokinproduktion von IFN-y, IL-2,
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IL-4 und IL-5 in T-Zellen und T-Zellsubpopulationen, die ausnahmslos hohere Werte
fir die zwei Patienten ohne Steroidtherapie ergaben. Diese Patienten sind sehr
schwierig zu finden, da sie nach den Therapierichtlinien eigentlich nicht vorkommen
sollten, so daB3 die Messung einer grofleren Fallzahl im Rahmen einer eigenen Studie

noch aussteht.

5.3 Einflufl von Dithiothreitol auf die immunologische Detektionsreaktion

Die vorliegenden Daten zeigen, daB DTT die durchfluBzytometrisch detektierte
Fluoreszenzintensitdt einiger Leukozytenoberflichenmarker beeinflult. Jedoch
waren die meisten Verdnderungen klein und lagen im Bereich der Variabilitdt der
Messungen. Alle untersuchten Zellpopulationen blieben deutlich oberhalb der

Nachweisgrenze.

Diese Versuche zielten darauf, den potentiellen Effekt von DTT auf die Analyse von
induziertem Sputum zu erfassen. Sputumzellen sind in einer Matrix aus Atemwegs-
sekreten von mukosalen Epithelzellen und submukésen Driisen eingebettet [Lopez-
Vidriero 1978]. Der Hauptbestandteil sind Mucine oder Mukus-Glycoproteine, die 1-
3 % der Sputummasse ausmachen [Liu 1998b][Lopez-Vidriero 1980]. Diese Kompo-
nenten sind hauptsichlich fiir die Viskositit, Elastizitit und Adhésionskapazitit des
Mukus verantwortlich [Lundgren 1990]. Um Sputumzellen zu analysieren, ist es
notwendig, sie aus ihrer Matrix herauszuldsen, beispielsweise durch Zerstorung der
makromolekularen Struktur der Mucine. Das diese durch Disulfidbriicken aufrecht-
erhalten wird, ist deren Spaltung ein gingiger Ansatz, um Sputum zu verfliissigen.
Die Behandlung von Sputum mit entsprechenden Reagenzien wie z.B. DTT ist sehr
effektiv und fiihrt zu einer besseren Reproduzierbarkeit von Zytospin- im Vergleich

zu Ausstrichprdparaten [Popov 1994].

Die Spaltung der Disulfidbriicken durch DTT erfolgt deshalb sehr effektiv, weil die
stabilen zyklischen Disulfide energetisch begiinstigt sind. Der gleiche Mechanismus,
der bei den Mukus-Glycoproteinen erwiinscht ist, kann jedoch auch die
dreidimensionale Struktur von Membranproteinen verdndern, so dafl die immuno-
logische Detektionsreaktion durch fluoreszenzmarkierte Antikorper, die gegen

membranstindige Antigene gerichtet sind, gestort werden kann und in einer
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verminderten Antikorperbindung resultiert. Als Folge kann die durchflulzyto-

metrisch detektierte Fluoreszenzintensitit beeinfluflt werden.

Um den Effekt von DTT zu priifen, war es notwendig, Zellen zu untersuchen, die
ohne vorherige DTT-Behandlung zur Verfiigung standen. Andere Methoden der
Mukusverfliissigung, der Einsatz einer Nadel [Hansel 1991], wiederholtes Waschen
[Wu 1997] oder die Inkubation mit einem Enzym-Mix [Cai 1996] koénnten ebenfalls
die Integritdt der Zellen beeinflussen und zu einem selektiven Zellverlust fithren. Aus
diesem Grund wurden Leukozyten aus peripherem Vollblut als Model fiir Sputum-
zellen eingesetzt, da sie mit der geringstmoglichen Beeintrachtigung erhalten werden
konnten. Es wurde berichtet, dal die Expression von Oberflichenmarkern wie
CDI11b und CD18 auf Zellen des peripheren Blutes ca. dreifach hoher liegt, als auf
Sputumzellen von Patienten mit Bronchioektasen [Wu 1997]. Die Tatsache, dal3 in
den vorliegenden Daten die mittlere Fluoreszenz immer > 8000 MESF und die Nach-
weisgrenze stets < 1000 MESF war, 14Bt es als sehr unwahrscheinlich erscheinen,
dafl Signale mit einer um 50 % verringerten Fluoreszenzintensitit, wie sie fiir

Sputum anzunehmen wire, unter die Nachweisgrenze fallen wiirden.

Mukus konnte die immunologische Detektionsreaktion beeinflussen, zumindest
theoretisch z.B. durch die Adsorption von Antikérpern. Die Validitdt der vor-
liegenden Daten wire jedoch auch dann gegeben, wenn die DTT-Konzentration, der
die Sputumzellen ausgesetzt sind, durch Interaktion mit Mucinen deutlich reduziert
wiirde. Sicherlich ist bei der Extrapolation der vorliegenden Daten auf Sputum
Vorsicht geboten. Die vorgebrachten Argumente zeigen jedoch, dal die immuno-
logische Markierung von Sputumzellen fiir die Durchfluzytometrie auch dann
erfolgreich durchgefiihrt werden kann, wenn die Zellen vorher vom Mukus befreit

wurden.

Fiir die durchflulzytometrische Analyse von Lymphozytensubpopulationen im indu-
zierten Sputum werden Antikdrper gegen CD2, CD3, CD4, CDS§, CDI14, CDI6,
CD19, CD45, CD56 und HLA-DR benétigt. Bislang gab es Daten iiber den Effekt
von DTT nur in Kurzform. Kidney et al. [1994b] berichteten, dalB DTT die Detektion
von CD3, CD4, CDS8, CD14, CD19, CD25 und CD45 in Leukozyten aus dem
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peripheren Blut nicht beeinflu3te, HLA-DR jedoch um 18 % reduzierte. Leider wird
nicht deutlich, ob dabei prozentuale Anteile AK-positiver Zellen oder Fluoreszenz-
intensitdten untersucht wurden. Eine nachfolgende Studie, die durchfluB3-
zytometrische Messungen nach Inkubation des Sputums mit DTT einsetzte, zeigte
Unterschiede der Lymphozyten zwischen Rauchern und Patienten mit Asthma

bronchiale; der Effekt von DTT wurde aber nicht untersucht [Kidney 1996b].

Andere Daten zu den Auswirkungen von DTT auf die immunologische Zelldetektion
beziehen sich auf Oberflaichenmarker, die fiir die Analyse von Lymphozyten von
untergeordneter Bedeutung sind. Im Vergleich zu Proben, die durch wiederholtes
Waschen verfliissigt wurden, verursachte die Behandlung mit 0,1 % DTT eine
Verminderung der Fluoreszenzintensitit von CD11b und CDI18 im Sputum von
Patienten mit Bronchioektasen und in neutrophilen Granulozyten aus dem peripheren
Blut gesunder Probanden [Wu 1997]. In gleicher Weise verursachte DTE eine
signifikante Verminderung von CD11a, CD11b und CD18 auf eosinophilen Granulo-
zyten aus dem peripheren Blut, wihrend CD9, CDI1c, CDw32 und CD35 nicht
beeinfluit wurden [Hansel 1991].

Als Ergebnis dieser Uberlegungen wurde der Effekt von DTT auf die durchfluB-
zytometrische Detektion eines flir die Lymphozytensubtypisierung notwendigen
Spektrums von Oberflichemarkern untersucht. Um moglichst prizise Aussagen
treffen zu konnen, wurde der Effekt von DTT sowohl auf prozentuale Anteile der
Zellpopulationen als auch auf die Fluoreszenzintensitit unter standardisierten

Bedingungen von Kalibration und Qualititskontrolle erhoben.

Mit Ausnahme der CD14-positiven Monozyten und der CD19-positiven Lympho-
zyten unterschieden sich die prozentualen Anteile der AK-positiven Zellen signi-
fikant zwischen PBS- und DTT-behandelten Proben, wie die niedrigen R; besonders
fiir CD2, CD45 und HLA-DR zeigen (Tabelle 11). Der R; von CD14 war zwar auch
niedrig, aber der Unterschied zwischen DTT- und PBS-behandelten Proben war nicht
signifikant.
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Es mul3 erwdhnt werden, daB3 der R; schon aufgrund seiner Definition nicht alle
Informationen fiir den Vergleich zwischen DTT- und PBS-behandelten Proben
enthalten kann. Da Blut von freiwilligen, gesunden Spendern mit normaler
Zellverteilung untersucht wurde, war die Variation zwischen den Probanden klein im
Vergleich zur Variation innerhalb der Probanden, und das kdnnte zu einem Bias des
R; beigetragen haben. Betrachtet man die prozentualen Anteile AK-positiver Zellen,
dann weisen die doppelten Ansétze, die separat inkubiert wurden, hohe R; auf, die fiir
die meisten eingesetzten Marker auf eine hohe intra-Assay-Reproduzierbarkeit hin-
deuten. Die wenigen Ausreiler kdnnten moglicherweise durch zu geringe Anti-
korpervolumina oder unzureichende Durchmischung von Probe und Antikdrper

verursacht worden sein.

Alle doppelten Ansitze zeigten eine gute Reproduzierbarkeit in Bezug auf die
Fluoreszenzintensitit. Bei den CD2- und CD45-positiven Lymphozyten sowie den
CD14-positiven Monozyten war die Fluoreszenzintensitit bei den DTT-behandelten
Proben signifikant verringert gegeniiber den PBS-behandelten. Moglicherweise
wurden Epitope durch DTT so verdndert, daB3 die Anzahl der auf der Zelloberfliche
gebundenen Antikorper niedriger war. Im Gegensatz dazu kann die erhohte Fluor-
eszenzintensitit im Fall von CD16 dadurch erkldrt werden, da3 Verdnderungen in
der Umgebung der Epitope zu einer vermehrten Zuganglichkeit gefiihrt haben. Die
vorliegenden Daten fiir HLA-DR stimmen nicht mit den von Kidney et al. [1994b]
berichteten Verdnderungen iiberein, ndmlich einer Reduktion um 18 %. Es ist jedoch
schwierig, die Ergebnisse zwischen den Studien zu vergleichen, da die Autoren keine

Angaben liber die Methode der Quantifizierung geben.

In den hier vorgestellten Untersuchungen ging die verminderte Fluoreszenzintensitét
der CD45- und CD2-positiven Lymphozyten mit verminderten Lymphozytenanteilen
einher, und die erhohte Fluoreszenzintensitit der CD16-positiven Granulozyten war
von einer Zunahme des Granulozytenanteils begleitet. Im Gegensatz dazu ist die
Verminderung der Fluoreszenzintensitdt der CD14-positiven Monozyten nach DTT-
Behandlung nur schwer mit der Zunahme des Monozytenanteils in Einklang zu
bringen. In beiden Fillen war der Effekt von DTT auf die Fluoreszenzintensitét

klein, wie die hohen R;-Werte mit Ausnahme des Wertes fiir CD2 belegen (Tabelle



5. Diskussion 81

12). In keinem Fall fiihrte die verminderte Fluoreszenzintensitit nach DTT im
Vergleich zu PBS dazu, daB die prozentualen Anteile Antikdrper-positiver Zellen
sich verdnderten, da positive und negative Zellen stets eindeutig zu unterscheiden

waren.

Die Prozentanteile der morphologisch zu identifizierenden Leukozyten unterschieden
sich gering, aber signifikant zwischen PBS- und DTT-behandelten Proben. Unklar
bleibt der Mechanismus, durch den DTT diese Verdnderungen verursacht hat.
Mbglicherweise sind diese Anderungen durch die Erythrozytenlyse verursacht
worden, die fiir die Analyse von Sputumproben nicht erforderlich ist. Die Ri-Werte
fiir doppelte Ansétze deuten auf eine hohere Reproduzierbarkeit nach DTT als nach
PBS hin. Fiir die Einschitzung der beobachteten Effekte ist es wichtig, sich klar zu
machen, daf} alle Verschiebungen der Leukozytenanteile im Bereich der durchfluf3-

zytometrischen Schwankungsbreite lagen.

Die Ergebnisse dieser Untersuchung beruhten auf der Messung von gesunden
Probanden, und die Extrapolation der Daten auf andere Gruppen, z.B. Patienten mit
Asthma bronchiale, muf} erst noch gezeigt werden. Weitere Untersuchungen, um die
Beziehung zwischen Aktivierungsstatus und der Expression von Oberfldchen-
antigenen in Leukozyten aus Blut und Sputum oder den Einflu der Mucine zu
klaren, wiren hilfreich. Trotz dieser Einschrinkungen belegt das Ergebnis, da} die

Effekte von DTT auf die prozentualen Anteile AK-positiver Zellen gering sind.

Somit 146t sich folgern, daB die Behandlung mit Dithiothreitol analog der
Sputumaufarbeitung einige Oberflaichenmarker auf Leukozyten des peripheren
Blutes sowohl hinsichtlich der Fluoreszenzintensitit (CD2, CD14, CD16, CD45) als
auch der prozentualen Anteile AK-positiver Zellen beeinflulte. Die Vergleichbarkeit
immunzytochemischer Analysen von Lymphozytenmarkern verschiedener Proben

wird durch DTT jedoch offenbar nicht beeintriachtigt.
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5.4.1 Durchflulizytometrischer Nachweis der induzierbaren NO-Synthase in

Alveolarmakrophagen des induzierten Sputums

Die Entwicklung der durchfluBzytometrischen Methode zum Nachweis der
induzierbaren NO-Synthase in Alveolarmakrophagen und Granulozyten aus dem
induzierten Sputum gestaltete sich schwieriger als erwartet. In den ersten Versuchen
unterschied sich die Fluoreszenzintensitdt der intrazelluldren iNOS-Markierung von
Alveolarmakrophagen nicht wesentlich von derjenigen der Isotypkontrolle.
Vermutlich storte die erhohte Autofluoreszenz der Makrophagen, die bei den
erwartet niedrigen Signalstirken stirker ins Gewicht fillt. Versuche, die Expression
der iNOS durch einen ,,Zytokin-Cocktail* zuvor zu stimulieren, schlugen sowohl bei
humanen Zellen als auch bei der Maus-Makrophagenzellinie RAW 264.7 fehl (Daten
nicht gezeigt), so dal von weiteren Experimente zum durchfluBzytometrischen

Nachweis der induzierbaren NO-Synthase abgesehen wurde.

5.4.2 Immunzytochemischer Nachweis der induzierbaren NO-Synthase in

Alveolarmakrophagen und Granulozyten des induzierten Sputums

Bei den untersuchten Patienten mit chronischer Bronchitis wurde durch die
kurzzeitige inhalative Corticosteroidbehandlung keine statistisch signifikante
Verbesserung der Lungenfunktion oder der Atemwegsentziindung in Form einer
Verdanderung der Sputumzusammensetzung, der Konzentration des exhalierten
Stickstoffmonoxids oder der Expression der induzierbaren NO-Synthase im

induzierten Sputum erreicht.

Nach vierwochiger Behandlung mit Fluticason war die absolute Zellzahl im indu-
zierten Sputum herabgesetzt, unterschied sich aber nicht signifikant von der nach
Placebo. Im Vergleich zu Patienten mit Asthma bronchiale waren alle Werte fiir das
exhalierte NO niedrig [Sterk 1999][Jatakanon 1998] und lagen im gleichen Bereich
wie bei Patienten mit schwerergradiger COPD [Corradi 1999]. Die niedrigen
Ausgangswerte konnen der Grund dafiir sein, daB keine meBbaren Unterschiede

wihrend der Behandlungsphase auftraten.
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Die Transkription von iNOS wird tiber NF-xB reguliert, welches stark von
Corticosteroiden beeinfluit wird [Cato 1996]. Aus diesem Grund hitte die Messung
der iINOS-Expression als Marker der Atemwegsentziindung ein empfindliches
Verfahren zum Nachweis corticosteroidbedingter Anderungen sein konnen.
Statistisch signifikante Unterschiede der prozentualen Anteile iNOS-positiver
Makrophagen oder Neutrophilen waren nicht nachweisbar. Mdglicherweise war der
Anteil iNOS-positiver Makrophagen in den Proben zu gering. Im Vergleich zu Daten
von Rutgers et al. [1999] war der Anteil iNOS-positiver Makrophagen nur halb so
hoch. Der Vergleich der Daten ist jedoch schwierig, da aus ihnen nicht hervorgeht,
ob diese Autoren den anhand von Isotypkontrollen ermittelten Hintergrund an
unspezifischer Bindung von den iNOS-positiven Proben abgezogen haben oder die
Daten auf einen selektiven Zellverlust wihrend der Féarbung iiberpriift bzw. dafiir
korrigiert haben. Bei den vorliegenden Daten fiihrte der nicht weiter zu minimier-
ende hohe Hintergrund zu den relativ niedrigen Werten der Expression von iNOS in

Makrophagen und neutrophilen Granulozyten des induzierten Sputums.

5.5 Untersuchung der Auswirkungen der IL-2-Inhalationstherapie bei

Patienten mit pulmonal metastasiertem Nierenzellkarzinom

Die vorliegenden Daten zeigen, dal die hochdosierte IL-2-Inhalationstherapie
tempordr Verdnderungen induzieren kann, die denen eines Asthma bronchiale
beziiglich der Symptome, Atemwegsobstruktion, -iiberempfindlichkeit und Para-

meter der Atemwegsentziindung dhneln.

Asthma bronchiale wird von der chronisch obstruktiven Lungenerkrankung (COPD)
und interstitiellen Lungenerkrankungen hauptsédchlich anhand der eosinophilen Ent-
ziindung [Jayaram 2000] und des erhohten exhalierten NO [Silkoff 1999] [Khari-
tonov 2001] unterschieden. Beide Parameter werden stark von Corticosteroiden
beeinflulit, die die effektivste Medikation beim Asthma bronchiale darstellen. Die
Mechanismen, die zum Asthma bronchiale beim Menschen fiihren, sind bis heute nur
teilweise verstanden, trotz der grolen Zahl an Studien zur Rolle von Umweltein-
fliissen, [Lau 2000] zur genetischen Disposition [Xu 2001] und Tiermodellen
[Hamelmann 1999]. Nicht einmal die Beziehung zwischen Asthma bronchiale und

Atopie ist zweifelsfrei geklirt, wie das intrinsische Asthma bronchiale demonstriert.
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Die Ergebnisse hinsichtlich der Parameter der Atemwegsentziindung zeigten
konsistent parallele Verdnderungen von Eosinophilen und NO, so wie es nach
Allergenexposition bzw. umgekehrt nach antiinflammatorischer Behandlung der Fall
ist. Diese Verdnderungen treten also auch nach einem unspezifischen Stimulus wie
IL-2 auf Die Anderung der Eosinophilen war begleitet von derjenigen der
Atemwegsempfindlichkeit. Diese Assoziation von Eosinophilie und Atemwegsemp-
findlichkeit setzt offenbar eine relativ kurze Dauer der asthmatischen Erkrankung
voraus [Gronke 2002], und auch die Ergebnisse einer Anti-IL-5-Behandlung deuten
darauf hin, daf} es eine Dissoziation zwischen diesen Endpunkten bei Patienten mit

langer Krankheitsgeschichte gibt [Leckie 2000].

Alle vorausgegangenen Versuche, ein Asthma bronchiale beim Menschen experi-
mentell zu induzieren, waren nur bedingt erfolgreich. Weder konnte die Inhalation
von platelet activating factor das Krankheitsbild Asthma bronchiale in befriedigender
Weise abbilden [Chung 1989] noch haben andere experimentell handhabbare Stimuli
wie Ozon [Holz 1999] zu Verdnderungen gefiihrt, die asthmatischen Symptomen -
insbesondere der Eosinophilie - dhnelten. Moglicherweise stellen virale Atemwegs-
entziindungen das beste Asthmamodell dar, denn sie rufen auch bei gesunden
Probanden eine Eosinophilie in den Atemwegen hervor [Fraenkel 1995], fiihren zu
erhohtem exhalierten NO [Kharitonov 1995] und erhohen die Atemwegsiiberemp-
findlichkeit [Laitinen 1991]. DaB} die intravendse IL-2-Gabe die Lungenfunktion in
Form einer Reduktion von FEV und FVC hervorrufen kann, wurde bereits als ,,nicht
klinisch relevanter, interstitieller Lungendefekt* beschrieben [Ardizzoni 1994]. Nach
der IL-2-Inhalation trat eine Verminderung des FEV;, und in geringerem Ausmall
des FVC, aber mit drastischer Verdnderung der Atemwegsiiberempfindlichkeit ein,
beides Anzeichen, die eher fiir ein Asthma bronchiale als fiir eine interstitielle

Lungenerkrankung sprechen.

Nur ein Patient berichtete, bereits vor Beginn dieser Studie an Asthmasymptomen
gelitten zu haben, und kein Patient litt unter COPD. Es 148t sich nicht ausschliefen,
daB die tdglichen Inhalationen per se zu den schnell auftretenden Verdnderungen der
MeBgroBen gefiihrt haben, da sich keine Kontrollgruppe mit Placebo behandeln lieB3.

Die klinische Erfahrung mit Verneblern gleicher Art bei konventioneller Inhalations-
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therapie 14Bt diese Annahme aber als sehr unwahrscheinlich erscheinen. Der
extrapulmonale Status aller Patienten waren wihrend der Studie stabil, so dal3
tumorbedingte immunologische Verdanderungen ebenso unwahrscheinlich sind. Auch
der Beginn der systemischen IL-2 Gabe, der 1/11 der tédglichen Gesamtdosis
umfafte, und der IFN-o-Applikation schien nicht die Antworten beeinflufit zu haben
(Abb. 26).

Bei einem Patienten, der nach Beendigung der Inhalationstherapie noch einmal
gemessen werden konnte, waren nach intermedidrer Induktion einer Eosinophilie und
einer Atemwegsiiberempfindlichkeit alle Werte auf das Ausgangsniveau zuriick-
gekehrt (Abb. 26). Von einem zusitzlichen Patienten, der das Studienprotokoll nicht
beenden konnte, wurden peak expiratory flow-Daten (PEF) erhoben. Wihrend seiner
ersten Inhalationsphase zeigte der Patient mediane morgendliche und abendliche
PEF-Werte von 307 und 370 L/min, die nach Absetzten der Therapie wieder auf 462
und 466 L/min anstiegen, um nach erneutem Therapiestart auf 417 und 432 L/min zu
fallen und schlieBlich nach endgiiltigem Abbruch der IL-2-Behandlung auf 507 und
517 L/min zu steigen. Diese Messungen legen nahe, dal3 es einen Zusammen-hang
zwischen PEF-Abfall und Variation und IL-2-Therapie gibt. Die Beobachtung dieser
reversiblen Verdnderungen spricht nicht gegen die These, dal die hochdosierte 1L.-2-
Inhalationstherapie alle wichtigen Symptome eines Asthma bronchiale hervorrufen
kann, da Asthma bronchiale auch als temporér auftretender Zustand auftreten kann

[Panhuysen 1997].

Bei der systemischen IL-2-Therapie kann es neben der Eosinophilie hauptsédchlich zu
Andmie, Thrombo- und Lymphozytopenie kommen. Auch infektiose Komplika-
tionen und fieberdhnlichen Symptome kénnen bei der systemischen IL-2-Applikation
auftreten. Diese Symptome wurden hier nicht beobachtet, vermutlich aufgrund der

inhalativen Gabe des grofiten Teils der tdglichen Dosis.

Die meisten Daten zu den Effekten von IL-2 auf die Atemwege stammen aus
Tierversuchen. Die subkutane Gabe von IL-2 bei Ratten fiihrte zu einer Eosinophilie
in der BALF, erhohter Atemwegsempfindlichkeit in Verbindung mit Entziindung,
jedoch nicht mit Odemen oder vaskuliren Infiltraten [Renzi 1991]. Ahnliche
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Ergebnisse zeigten Versuche am Meerschweinchen [Milne 1995]. Desweiteren
wurde gezeigt, dal IL-2 in Ovalbumin-sensibilisierten Tieren die allergische Friih-
und Spétreaktion verstirken kann und zur Anreicherung von Eosinophilen, Lympho-
zyten und Mastzellen im atemwegsassoziierten Gewebe beitrdgt, ohne zu erhdhten
IgE-Werten zu fiihren [Renzi 1992]. Nur zwei der untersuchten Patienten waren
Atopiker, und das mediane Serum-IgE war weder erhoht noch verdnderte es sich
unter der IL-2-Therapie. Allerdings deuten die erh6hten Histaminwerte im Sputum-

iberstand auf eine Mastzellaktivierung durch die IL-2-Therapie.

IL-2 spielt eine wichtige Rolle bei der Zellaktivierung und -proliferation im
Immunsystem und entfaltet seine anti-Tumor-Wirkung tiiber die Induktion von
Zytokinen mit direkter tumortoxischer Aktivitdt wie IFN-y oder die Vermehrung von
LAK-Zellen. Aulerdem wird IL-2 eine Rolle in der Reifung und Aktivierung von
Eosinophilen zugesprochen [Tompkins 1990]. Lymphozyten, die wihrend einer
Asthmaexazerbation gewonnen wurden, verbesserten Proliferation und Uberleben
von Eosinophilen nach Stimulation durch IL-2. Diese Effekte hingen nicht direkt von
der IL-2-Rezeptorexpression (IL-2r = CD25) auf den Lymphozyten ab [Yang 1993].
AuBerdem konnen Eosinophile IL-2 synthetisieren, speichern und sezernieren [Bosse
1996][Levi-Schaffer 1996], und IL-2 mRNA ist in Zellen der BALF und der
bronchialen Mukosa nachzuweisen [Ying 1995]. Die Konzentrationen von IL-2 und
seinem l6slichen Rezeptor sCD25 in der BALF sind bei Asthmatikern erhoht [Park
1994], obwohl sCD25 im Serum im Vergleich zum exhalierten NO kein spezifischer
Marker fiir das Asthma bronchiale ist [Lanz 1997]. Aufgrund von bekannten
methodologischen Problemen [Motojima 1993] wurde auf die Messung von sCD25

im Sputumiiberstand verzichtet.

Erhohte IL-5-Plasmakonzentrationen wurden nach Gabe von IL-2 beobachtet [van
Haelst 1991][Schaafsma 1991][Engelhardt 1997] und IL-5 mRNA in T- [Enokihara
1989] und mononukledren Zellen gefunden [Schaafsma 1991], stets in Assoziation
mit einer Eosinophilie. Auch LAK-Zellen zeigten eine erhdhte IL-5-Produktion nach
Stimulation mit IL-2 [Ishimitsu 1993] ohne jedoch konsistente Verdnderungen in der
Plasmakonzentrationen von IL-4 und IFN-y zu verursachen. Bevor die Zahl der

Eosinophilen zunahm, stieg die Konzentration von major basic protein an, ein
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Hinweis auf Degranulierung und Aktivierung der Eosinophilen [van Haelst 1991]. In
dieser Studie schien die IL-2-induzierte Rekrutierung von eosinophilen Granulozyten
nicht von einer bereits bestehenden Eosinophilie abzuhidngen, da bei der Ausgangs-
visite lediglich ein Patient mehr als 6 % Eosinophile im Blut und nur 3 Patienten

mehr als 3 % Eosinophile im Sputum aufwiesen.

Bislang ist noch nicht geklért, inwieweit die Eosinophilie eine Rolle in der anti-
Tumoraktivitdt von IL-2 spielt oder als Marker des Ansprechens auf die Therapie
anzusehen ist, wie es z.B. fiir die lokale IL-2-Therapie in der Blase der Fall ist
[Huland 1992]. Eosinophile Granulozyten kdnnen ex vivo nach Stimulation mit IL-5
direkt zytotoxische Aktivitdt gegentliber Tumorzellen entwickeln und in vivo indirekt
nach IL-2-Stimulation [Rivoltini 1993]. Interessanterweise konnen Patienten mit
Nierenzell-Adenokarzinom bereits vor Therapiebeginn im Serum erhdhte eosino-

philenspezifische Proteine aufweisen [Trulson 1997].

Die Analyse der Zytokinproduktion in den Sputumzellen war durch die geringe
Zellzahl und -qualitét der Sputumzellen erschwert. Alle Daten der Tabelle 15 miissen
aufgrund der multiplen Testungen mit einer gewissen Vorsicht betrachtet werden.
Die Produktion von IL-5 nach Stimulation in Ty-Zellen des peripheren Blutes scheint
in Ubereinstimmung mit der Eosinophilie anzusteigen. Dies trifft in geringerem
MaBe auch auf IL-4 und IFN-y nach Stimulation zu. Im Sputum war lediglich die
IFN-y-Produktion nach Stimulation in T¢s-Lymphozyten zu beobachten. IL-2 (plus
IFN-o0) verdnderte die Produktion von IL-2 und IFN-y nicht merklich - trotz oder

gerade aufgrund der Ty2-dhnlichen Antwort.

Die Interpretation der Zytokindaten hinsichtlich ihrer biologischen Bedeutung ist
schwierig. Die Vergleichbarkeit der Werte, sowohl basal als auch nach Stimulation
mit PMA und Ionomycin, war zwar gewihrleistet, jedoch war die basale Zytokin-
produktion sehr niedrig, und die Werte nach Maximalstimulation mit PMA, die dem
maximalen Zytokinproduktionsvermdgen entsprechen, sagen nichts {iber die
Zytokinproduktion in vivo aus. Lediglich das Potential einer Zelle, ein bestimmtes
Zytokin produzieren zu kdnnen, wird durch die durchfluzytometrische Messung der

intrazelluldren Zytokinproduktion bestimmt.
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Nach 7 Tagen IL-2-Inhalationstherapie war das IL-2-Produktionsvermodgen von T-
Lymphozyten im Blut und Sputum als Antwort auf die externe IL-2-Gabe herunter-
reguliert. Wihrend die basale IL-5-Produktion und das IL-5-Produktionsvermogen
von T-Lymphozyten im Blut erh6ht waren und die Eosinophilie hervorriefen, war
das IL-5-Produktionsvermdgen von T-Lymphozyten im Sputum vermindert. Diese
Verminderung war moglicherweise bereits eine Reaktion des Immunsystems, um die
Eosinophilie im Respirationstrakt zu reduzieren. Die Steigerung des IL-4-Produk-
tionsvermdgens von T-Lymphozyten im Sputum ging mit der Verminderung der
basalen IL-4-Produktion im Sputum einher. Weitere Interpretationen, auch der
Ergebnisse der Subguppen von Patienten unter rein inhalativer und unter Kombi-
nation von inhalativer und subkutaner IL-2-Applikation, sind aufgrund der
begrenzten Fallzahl nicht moglich. Es konnten leider keine weiteren Aktivierungs-

marker gemessen werden, da die Sputumzellzahl begrenzt war.

Die Beziehung zwischen dem Tyl-Typ-Zytokin IL-2 und Asthma ist unklar.
Inzwischen wird diskutiert, ob die anhand des Mausmodells entwickelte Dichotomie
zwischen der Tyl- und Tu2-Antwort direkt auf den Menschen iibertragen werden
kann, wie es oft geschiecht [Durham 2000][Tournoy 2002]. Selbst unter der
Annahme, dal} es keine strikte Trennung zwischen den verschiedenen Doménen des
Immunsystems gibt, ist die in voller Bandbreite auftretende asthmaartige Reaktion
nach der IL-2-Inhalation bemerkenswert. Uber den Wert dieser Ergebnisse fiir das
Verstindnis des Asthma bronchiale 146t sich nur spekulieren, aber erwdhnenswert ist,
daB die Komplementaktivierung einer der Faktoren ist, der mit der IL-2-induzierten
Zytokinproduktion in Verbindung gebracht wird [Thijs 1990] und auf der anderen
Seite Komplement 3a und 5 als Faktoren des angeborenen Immunsystems, zusétzlich
zur adaptiven Immunantwort, beim Asthma bronchiale eine Rolle spielen [Humbles

2000][Karp 2000].

Um ungerechtfertigten Interpretationen vorzubeugen, sei betont, dafl die Therapie gut
toleriert wurde und die beobachteten Effekte den Patienten kein inakzeptables Maf}
an Nebenwirkungen aufbiirdeten. Von der Gabe von Corticosteroiden wurde abge-
sehen, da bekannt ist, dal} sie die anti-Tumor-Antwort beeinflussen [Vetto 1987]. Die

Tatsache, daB3 die Verdnderungen reversibel waren, unterstreicht, da3 die Patienten
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die zumindest zeitweise Kontrolle der Lungenmetastasen durch die IL-2-Inhalaltion
nicht mit dem Preis einer irreversiblen chronischen Atemwegserkrankung bezahlen

mulfiten.

Zusammenfassend zeigen die Daten, dafl die hochdosierte IL-2-Inhalationstherapie
asthmadhnliche Symptome, funktionelle Verdnderungen und Atemwegsentziindung
hervorrufen kann. Dieses verschiedene Doméinen des Immunsystems iiberspannende
Resultat 148t das Asthma bronchiale als eine lokal induzierbare Erkrankung
erscheinen, die in einem weiteren Rahmen betrachtet werden muf3 als demjenigen

einer Ty2-Antwort.

5.6 Ausblick

Das wenig invasive Verfahren des induzierten Sputums wird, trotz der zeitauf-
wendigen Aufarbeitung, fiir die Charakterisierung von Atemwegserkrankungen
an klinischer Bedeutung gewinnen. Je mehr Parameter aus der geringen Zellzahl
mit einer hohen statistischen Genauigkeit ermittelt werden konnen, desto wert-
voller wird das Verfahren fiir die klinische Diagnostik; so hat die Anwendung der
DurchfluBBzytometrie fiir Vollblut einen groBen Stellenwert erlangt. Neben der
reinen Zelldifferenzierung konnen nun auch Oberflichenantigene wie CD2 (pan-
T-Zellen), CD3 (reife T-Zellen), CD4 (T-Helferzellen), CD8 (T-Suppressor-
zellen), CD14 (Monozyten), CD16 (neutrophile Granulozyten, Monozyten),
CD19 (B-Zellen), CD45 (pan-Leukozyten), CD56 (NK-Zellen), HLA-DR (Leuko-
zyten, Aktivierung) und Aktivierungsmarker wie iNOS oder die Tyl/Ty2-Zyto-
kine IFN-y, IL-2, IL-4 und IL-5 bestimmt werden. Es steht damit eine leistungs-
starke Methode zur Verfiigung, die sowohl der Fritherkennung und Therapie-
kontrolle von Atemwegserkrankungen dienen kann als auch der Aufklarung

wissenschaftlicher Fragestellungen.

Ein besonderes Problem im Hinblick auf die Verbreitung der Sputummethode auch
in pneumologischen Arztpraxen stellt der Probentransport dar. Bislang konzentrierte
sich die Anwendung der Methode auf klinische Zentren, da fiir die Aufarbeitung und
Analyse von Sputumproben einige Erfahrung notwendig ist. Selbst wenn die Analyse

des Materials in spezialisierten Laboratorien durchgefiihrt wird, konnen Effekte in
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der Prdanalytik z.B. beim Transport die Aussagekraft des Befundes stark ein-
schrinken. Aus diesem Grund wurde in einer prospektiven Studie untersucht,
inwieweit das Einfrieren der Sputumproben mit 15 % Dimethylsulfoxid (DMSO) bei
-20°C vor der Aufarbeitung einen Einfluf} auf die lichtmikroskopische Leukozyten-
differenzierung hat [Holz 2001b]. Die Morphologie der Sputumzellen wurde durch
diese Prozedur nicht in dem Mafe verdndert, dall die Ergebnisse der Zelldifferen-
zierung beeintrachtigt wurden. Weitere Untersuchungen zur Durchfiihrbarkeit durch-
fluBzytometrischer Untersuchungen an kryokonservierten Sputumproben werden

folgen.
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6 Zusammenfassung

Gegenstand dieser Arbeit war die Ausarbeitung durchfluBzytometrischer Analysever-
fahren zur Differenzierung von eosinophilen und neutrophilen Granulozyten sowie
Lymphozyten und deren Subpopulationen aus induziertem Sputum anhand ihrer Ober-
flichenantigene. Den Schwerpunkt bildete die Entwicklung des intrazelluldren Nach-
weises der Zytokine IFN-y, IL-2, IL-4 und IL-5 in T-, Ty- und T¢s-Lymphozyten des
Sputums. Blut- und Lavageproben dienten der Optimierung der angewandten Verfahren
zur Zelldifferenzierung und -typisierung am Durchfluflzytometer. Sputum wurde nach
Inhalation ultraschallvernebelter Kochsalzlosung bei Probanden im Krankenhaus Grof3-
hansdorf gewonnen. Die Sputumflocken wurden vom Speichel getrennt, und nach
Inkubation mit Dithiothreitol wurde ein Zytospinpriparat angefertigt, bevor die

durchflulzytometrischen Messungen unter standardisierten Bedingungen erfolgten.

Die Leukozytendifferenzierung anhand des Seitwirtsstreulichts und der CD45-Ex-
pression war bereits erfolgreich von Proben der bronchoalveoldren Lavage auf Proben
des induzierten Sputums iibertragen worden. Die Resultate waren fiir Makrophagen,
Granulozyten und Lymphozyten vergleichbar mit der lichtmikroskopischen Zelldifferen-
zierung anhand May-Griinwald-Giemsa-gefarbter Zytospinprdparate. Zur Bestimmung
der eosinophilen Granulozyten wurden in dieser Arbeit mehrere Methoden erprobt. Fiir
Sputumproben war die Detektion anhand des depolarisierten Seitwértsstreulichts den-
jenigen anhand der Autofluoreszenz bzw. immunologischer Marker (CD49d, CD16) {iber-

legen und zeigte die beste Ubereinstimmung mit der Zelldifferenzierung am Mikroskop.

Die Messung der Lymphozytensubpopulationen von T-, Ty-, Tcs-, B- und NK-Zellen
anhand von Oberflaichenmarkern gegen CD3, CD4, CDS8, CD16, CD19, CD45 und
CD56 konnte bei 77 Sputumproben unabhédngig vom eingesetzten DurchfluBzytometer
mit derselben Genauigkeit durchgefiihrt werden wie in der bronchoalveoldren Lavage-
fliissigkeit oder im peripheren Blut. Die Abweichung der Checksummen von den erwar-
teten Werten war < 6 %. Zur Absicherung der Methode wurde der Effekt der Sputum-
aufarbeitung auf die immunologische Detektionsreaktion untersucht. Die Behandlung
mit Dithiothreitol beeinfluite einige Oberflichenmarker auf Leukozyten des peripheren
Blutes sowohl hinsichtlich der Fluoreszenzintensitéit (CD2, CD14, CD16, CD45) als auch
der Anteile Antikorper-positiver Zellen. Die Vergleichbarkeit immunzytochemischer
Analysen von Lymphozytenmarkern verschiedener Proben wurde durch DTT jedoch

nicht beeintrachtigt.
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Der intrazelluldren Nachweis von Zytokinen in Sputumzellen erfolgte nach Stimulation
mit PMA und Ionomycin. Auf diese Weise konnten die Zytokine IFN-y, IL-2, [L-4 und
IL-5 in den Zellen akkumulieren und durchfluBzytometrisch zunéchst in T-Lymphozyten
und spéter in den Subpopulationen der Ty- und T¢s-Lymphozyten nachgewiesen wer-
den. Die intrazelluldre Zytokinproduktion von T-Lymphozyten aus dem induzierten
Sputum lag in derselben Groflenordnung wie bei Proben der bronchoalveoldren Lavage-
fliissigkeit. Die basale Zytokinproduktion in Sputumlymphozyten von Patienten mit
klinisch abgesicherter Diagnose Asthma bronchiale war im Vergleich zu Patienten mit
chronisch-obstruktiver Lungenerkrankung erhoht. Asthmatiker unter Corticosteroid-
therapie zeigten eine geringere basale Zytokinproduktion als solche ohne Corticosteroid-

behandlung.

Zusitzlich wurden im Rahmen einer Studie Patienten untersucht, die aufgrund eines
pulmonal metastasierten Nierenzellkarzinoms eine IL-2-Inhalationstherapie begannen.
Die Daten zeigen, daf3 die hochdosierte Inhalation von IL-2 temporér asthmadhnliche
Symptome, funktionelle Verdnderungen und Atemwegsentziindung hervorrufen kann.
Dabei traten im Verlauf der Therapie Husten, Dyspnoe, eine Verschlechterung der
Lungenfunktion sowie eine Eosinophilie im Blut und Sputum auf. Atemwegsempfind-
lichkeit, exhaliertes NO, Histamin im Sputumiiberstand und die IFN-y-Produktion in
Sputum-T¢s-Lymphozyten nahmen zu. Diese Ergebnisse sind geeignet, dem

Verstdandnis des Asthma bronchiale beim Menschen neue Wege zu 6ffnen.

Der immunzytochemische Nachweis der induzierbaren NO-Synthase in Makrophagen
und Granulozyten wurde etabliert und in einer Studie eingesetzt. Die kurzzeitige inhala-
tive Corticosteroidtherapie bei Patienten mit chronisch-obstruktiver Lungenerkrankung
hatte keine Auswirkung auf die Expression der induzierbaren NO-Synthase in Alveolar-

makrophagen und Granulozyten des induzierten Sputums.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, daf3 die durchflu8zytometrische Untersuchung von
Proben des induzierten Sputums ein leistungsfahiges und fiir absehbare Zeit vermutlich
das beste Verfahren darstellt, Informationen iiber die zelluldre und biochemische Zusam-
mensetzung von Atemwegssekreten nicht-invasiv zu gewinnen. Da die Methode des
induzierten Sputums ein wenig belastendes Verfahren zur Gewinnung von Zellen aus
dem Atemtrakt darstellt, ist die Ausarbeitung von durchflulzytometrischen Analysever-

fahren von groflem wissenschaftlichen und diagnostischen Interesse.
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6.1 Abstract

The aim of this study was the development of flow cytometric strategies for the
differentiation of induced sputum eosinophils and neutrophils as well as the analysis
of lymphocytes and lymphocyte subpopulations according to their cell surface
antigens. Special emphasis was laid to the intracellular detection of the cytokines
IFN-y, IL-2, IL-4, and IL-5 in sputum T, Ty, and T¢s lymphocytes. Blood and
brochoalveolar lavage samples were used to optimize protocols of cell differentiation
and cell typing. Sputum was obtained from volunteers in the Hospital GroBhansdorf
after inhalation of ultrasonically nebulized saline solution. Sputum plugs were
separated from saliva, processed with dithiothreitol and a cytospin slide was prepared

before flow cytometric measurements were performed under standardized conditions.

Flow cytometric leukocyte cell differentiation according to sideward scatter and
CD45 expression has already been applied from bronchoalveolar lavage fluid to
induced sputum. Results for macrophages, granulocytes, and lymphocytes were
comparable to standard cell differentiation by microscopy. Several methods for the
detection of eosinophils were tested. The flow cytometric detection of eosinophils
due to their increased depolarized sideward scatter was superior to approaches using
eosinophil autofluorescence or immunological markers (CD49d and CD16), and was

in accordance with standard cell differentiation.

Sputum lymphocytes were analyzed for T, Ty, Tcss, B, and NK cells according to
cell surface marker expression of CD3, CD4, CDS8, CD16, CD19, CD45, and CD56
in 77 samples. Measurements reached the same precision as in bronchoalveolar
lavage fluid or blood irrespectively of the used flow cytometer and check sums
differed less than 6 % from expected values. Additionally, the effect of sputum
processing on the immunological detection was investigated. Although dithiothreitol
treatment as used in sputum processing affected some peripheral blood leukocyte
surface markers with regard to fluorescence intensity (CD2, CD14, CD16, CD45)
and percentages of cells positive for the respective antibody the comparability

between samples is preserved.



6. Zusammenfassung 94

After stimulation with PMA and Ionomycin the cytokines IFN-y, IL-2, IL-4, and
IL-5 could accumulate in the cells and were detectable by flow cytometry in T
lymphocytes as well as in the subpopulations of Ty and T¢s lymphocytes. The
intracellular cytokine production of induced sputum T lymphocytes was in the same
range as reported for samples of bronchoalveolar lavage fluid. In comparison with
sputum samples from patients with the clinically established diagnosis of chronic
obstructive pulmonary disease the intracellular cytokine production in lymphocytes
from asthmatics was elevated but yet decreased in asthmatic patients receiving

corticosteroid treatment.

Additionally, patients treated with IL-2 inhalation therapy due to pulmonal
metastases of renal cell carcinoma were investigated in a clinical study. The data
showed that high dose IL-2 inhalation therapy temporarily induces asthma-like
symptoms, functional changes and airway inflammation. Cough, dyspnea, limitations
in lung function as well as blood and sputum eosinophilia occurred in the course of
therapy. Airway responsiveness, exhaled NO, the concentration of histamine in
sputum supernatants and IFN-y production in sputum T¢s lymphocytes increased.
These results can open new ways for the understanding of the asthmatic disease in

humans.

The immunocytochemical detection of inducible nitric oxide synthase in induced
sputum macrophages and granulocytes was established and applied to a clinical
study. Short-time inhalation of corticosteroids had no effect on the iNOS expression
in macrophages and granulocytes in patients with chronic obstructive pulmonary

disease.

The results show that the flow cytometric analysis of sputum samples is a powerful
and for the foreseeable future best method to obtain information of the cellular and
biochemical composition of airways secretions. As the method of sputum induction
is a non-invasive technique with minimal burden for the patient to obtain cells from
the respiratory tract the development of flow cytometric strategies is of scientific and

diagnostic interest.
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