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Kurzreferat

Kurzreferat

Bei Patienten mit Cystischer Fibrose (CF) liegen im Sputum aus der Lunge anaerobe
Bedingungen vor. Sowohl die Bakterien, die das Sputum besiedeln, als auch menschliche
Zellen kénnen unter anaeroben Bedingungen metabolisieren und dabei Laktat produzieren.
In der vorliegenden Arbeit wurde das Vorhandensein, die Quelle und die mégliche klinische

Bedeutung von Laktat im CF-Sputum erstmals umfassend untersucht.

Es wurden in Sputen von 25 CF-Patienten Keimidentifikationen, Keimzahlbestimmungen und
Laktatmessungen durchgeflhrt. In in vitro-Versuchen wurden Stamme von Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus und Burkholderia cenocepacia sowie polymorphkernige
neutrophile Granulozyten (PMN) aus Leukozytenkonzentraten unter aeroben und anaeroben
Bedingungen inkubiert, anschlieBend wurde die jeweilige Laktatkonzentration bestimmt. Es
wurde die aerobe und anaerobe Genexpression von P. aeruginosa mittels Affymetrix®-micro-
arrays untersucht. Die Lungenfunktionsparameter der Patienten wurden durch Plethys-

mographie ermittelt.

Laktat wurde in allen Sputen im Bereich von 0,2-14,1 mmol/L (2,9 £ 3,1 mmol/L Mittelwert +
Standardabweichung) nachgewiesen. Unter in vitro-Bedingungen produzierte lediglich S.
aureus Laktat (2,8 £ 0,1 mmol/L), nicht aber P. aeruginosa oder B. cenocepacia. PMN
produzierten unter anaeroben Bedingungen 4,8 + 3,1 mmol/L Laktat. Die anaerobe Gen-
expression von Laktatdehydrogenasen durch P. aeruginosa war heruntergeregelt. Gene, die
fur Enzyme kodieren, welche fir den Metabolismus vom Pyruvat zum Acetyl-CoA zustandig
sind, wurden stark erhoéht exprimiert (PA3416 275 fach, PA3417 78 fach). Die Lungen-
funktion (FEV¢) der Patienten korrelierte negativ mit der Laktatkonzentration der Sputen
(r=-0,446, p=0,043).

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass Laktat in allen CF-Sputen
vorhanden ist, hauptsachlich von PMN gebildet wird, und fast nicht durch Bakterien. P.
aeruginosa nutzt kein Laktat zur Energiegewinnung. Laktat im CF-Sputum koénnte daher

moglicherweise zuklnftig als nichtinvasiver Inflammationsmarker bei CF verwendet werden.

Bibliographische Angaben: Bensel, Tobias: Laktat als anaerobes Stoffwechselprodukt im
Sputum von Patienten mit Cystischer Fibrose und in vitro. Halle, Univ., Med. Fak., Diss., 71
Seiten, 2009
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1 Einleitung
1.1 Cystische Fibrose (CF)

Die Cystische Fibrose (synonym: Mukoviszidose, cystic fibrosis, CF) ist die haufigste
schwerwiegende autosomal rezessiv vererbte Stoffwechselerkrankung in den
westlichen Industrielandern. Sie tritt dort mit einer Inzidenz von 1:2500 Lebend-
geborenen auf [Ratjen und Doring 2003, Gibson et al. 2003]. CF bewirkt eine
generalisierte Dysfunktion exokriner Drusen. In diesen Drisen, die in der Lunge, der
Galle, dem Pankreas, der Leber, dem Magen-Darm-Trakt und dem Ductus deferens
bei mannlichen Individuen vorkommen, werden zahe, viskdse Sekrete produziert, die
die Ausfuhrungsgange der Organe verlegen und damit zu massiven Komplikationen
fuhren. Die Ursache fur CF ist ein Defekt in einem Gen auf dem Chromosom 7,
welches fur einen transepithelial gelegenen Chloridkanal kodiert [Kerem et al. 1989,
Buchwald et al. 1989]. Es wurden bislang Uber 1500 Mutationen in diesem Gen
beschrieben [The Cystic Fibrosis Genetic Analysis Consortium. Cystic Fibrosis Mutation
Data base. http://www.genet.sickkids.on.ca/cftr/, Zugriff im Dezember 2008]. Der
Chloridkanal wird als cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR)
bezeichnet. Die haufigste Todesursache dieser Erkrankung ist eine chronische

Bronchopneumonie.

Es gibt eine begrenzte Anzahl an Keimen, welche die Lunge der CF-Patienten
besiedeln. Die haufigsten Bakterien sind Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus, Haemophilus influenzae, Stenotrophomonas maltophilia und Burkholderia
cepacia complex-Bakterien. Die Besiedelung durch die jeweiligen Keime hangt unter
anderem von dem erreichten Lebensalter der Patienten ab. Je alter die Patienten
sind, desto hoher ist die Wahrscheinlichkeit, dass sie P. aeruginosa in ihren Lungen
tragen [Koch und Hgiby 1993, Valerius et al. 1991] (Abb. 1.1). Aufgrund der hohen
Wahrscheinlichkeit einer P. aeruginosa-Besiedelung ist eine frGhe und aggressive
Behandlung des Keims [Valerius et al. 1991, Doring et al. 2000, Ratjen et al. 2001,
Taccetti et al. 2005] indiziert. Eine Impfung gegen P. aeruginosa befindet sich zur

Zeit noch in der Entwicklung [Ddring et al. 2007].
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Abbildung 1.1: Altersverteilung der pulmonalen Besiedelung von CF-Patienten mit

unterschiedlichen Keimarten (nach [Koch und Hgiby 1993]).

1.2 Atemwegsinfektion durch Pseudomonas aeruginosa bei CF

P. aeruginosa ist das wichtigste Bakterium in der Pathogenese von CF [Ratjen und
Doring 2003, Gibson et al. 2003, Koch und Hgiby 1993]. Es ist ein gramnegatives
Stabchenbakterium und kommt in der Umwelt im Boden, Wasser, in Friachten sowie
anderen Lebensmitteln und im Intestinaltrakt von Mensch und Tier vor. Die
pragnantesten Manifestationen neben der CF sind Wundinfektionen einschlieflich
Brandwunden, Osteomyelitiden, Falle von Sepsis, Endokarditiden und Infektionen
des Urogenitaltraktes. P. aeruginosa ist ein fakultativ anaerober Erreger, d.h. er
bevorzugt die Energiegewinnung unter aeroben Bedingungen, ist aber auch in der

Lage, anaerob zu metabolisieren [Hassett 1996].

Die Bedrohlichkeit von P. aeruginosa besteht darin, dass dieser Mikroorganismus in
der Lage ist, den Mukus, der sich in den Bronchien der CF-Patienten befindet, zu
besiedeln [Worlitzsch et al. 2002] (Abb. 1.2, Abb. 1.3). Bei Menschen, welche nicht
an CF erkrankt sind, ist die Lunge steril. Die Sterilitdt wird durch subepitheliale
Drusen erreicht, die permanent einen dinnen Schleim sezernieren. Dieser wird auch

als airway surface liquid (ASL) bezeichnet.
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Abbildung 1.2: Kolorierte rasterelektronenmikroskopische Darstellung
der Lokalisation von P. aeruginosa (gelb) an dem sezernierten Mukus
(blau) auf den Zilien des Lungenepithels. (Mit freundlicher Genehmigung
von Dr. Martina Ulrich, Eberhardt-Karls-Universitat Tubingen.)
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Durch die ASL und den Zilienschlag der Flimmerharchen, die sich auf dem
respiratorischen Epithel der Lunge befinden, werden infiltrierende Keime oder Staub-
partikel ihnrer Mdglichkeit beraubt, sich in den Bronchien und Bronchiolen abzusetzen.
Bei CF-Patienten ist der defekte Chloridkanal (CFTR) nicht mehr in der Lage, Chlorid
aus der Epithelzelle heraus zu transportieren. Dadurch stromt Natrium aus dem
Extrazellularraum in die Zelle. Dort kommt es zu einer Bildung von Natriumchlorid.
Durch das nun intrazellulare Natriumchlorid diffundiert Wasser aus der ASL passiv in
die Zelle. Dadurch wird die ASL immer viskdser, da sie immer weiter produziert wird.
Deshalb nimmt nicht nur die Viskositat, sondern auch die Dicke des Mukus weiter zu.
Nun koénnen Bakterien wie P. aeruginosa den Mukus besiedeln. Der Sauerstoff-

partialdruck nimmt mit steigender Dicke und Dichte des Mukus immer weiter ab.

Das Absinken des Sauerstoffpartialdruckes hat drei Ursachen. Zum einen verbraucht
das Epithel in Bronchien und Bronchiolen Sauerstoff, zum anderen metabolisieren
die Keime, welche die Lunge besiedeln, den Sauerstoff. Aullerdem nutzen
neutrophile  Granulozyten Sauerstoffmolekile zur Bildung von reaktiven
Sauerstoffverbindungen.  Durch  diese = Mechanismen erhdéht sich  der
Sauerstoffverbrauch in dem Mukus. Daher andert sich in groReren Tiefen des Mukus
das Milieu von aeroben zu anaeroben Bedingungen [Worlitzsch et al. 2002].
Zusatzlich wird die Diffusion der Sauerstoffmolekile in dem sehr dichten Mukus
vermindert (Abb. 1.3).
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chronischen Besiedelung der Lunge von CF-Patienten durch P. aeruginosa
[Worlitzsch et al. 2002].

(a) Situation in der Lunge eines Gesunden: Die ASL wird sezerniert (hellgrin) und
durch den Zilienschlag der Flimmerharchen oralwarts abtransportiert. Der Sauerstoff-
partialdruck ist normal. (b-f) Lungenepithel von CF-Patienten. (b) Bildung des Mukus.
FlieRgeschwindigkeit des sezernierten Schleims wird auf 0 pm/s reduziert. Einstrémen
der Elektrolyte aus dem Mukus und Transport von Wasser in die Epithelzellen. (c)
Weitere Sekretion des Mukus; dadurch entsteht ein weitere Volumenzunahme und eine
Abnahme des Sauerstoffpartialdruckes. (d) P. aeruginosa besiedelt die anaeroben
Bereiche des Mukus. (e) P. aeruginosa adaptiert sich in den anaeroben Nischen des
Mukus und stellt den Stoffwechsel auf anaerobe Verhaltnisse um. Es werden Makro-
kolonien und der Alginatschutzmantel gebildet. (f) Die Lungeninfektion der CF-
Patienten ist nun chronisch. Neutrophile Granulozyten (rote Zellen) wandern in den
Mukus ein, kénnen aber im anaeroben Milieu nicht gegen P. aeruginosa wirksam
werden, da sie nicht in der Lage sind, den Alginatmantel zu durchdringen und Sauer-

stoffradikale zu bilden.
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P. aeruginosa ist in der Lage, durch Umstellung seines Stoffwechsels unter
anaeroben Bedingungen zu uberleben [Worlitzsch et al. 2002, Yoon et al. 2002].
Dabei ist der Keim gezwungen, sich dem stark gesunkenen Sauerstoffpartialdruck
phanotypisch und genotypisch anzupassen. P. aeruginosa bildet unter anaeroben
Bedingungen Makrokolonien mit einer GroRe von bis zu 100 ym. Diese Makro-
kolonien werden durch von P. aeruginosa gebildetes Alginat umschlossen
[Worlitzsch et al. 2002] (Abb. 1.4). Durch diese Barriere werden die menschlichen
Abwehrzellen an einer Phagozytose der Bakterien gehindert. Weiterhin tragt der
Alginatmantel nochmals zu einer Reduktion des Sauerstoffpartialdrucks bei. Dadurch
konnen die Abwehrzellen keine reaktiven Sauerstoffverbindungen mehr bilden, und
sind deshalb eines ihrer wichtigsten antibakteriellen Faktoren beraubt [Worlitzsch et
al. 1998, Ratjen und Déring 2003]. Zusatzlich liegt das Wirkoptimum fir die meisten
Antibiotika im aeroben Bereich, so dass fast alle Antibiotika bei reduziertem Sauer-
stoffpartialdruck in ihrer Funktion stark eingeschrankt sind [Park et al. 1992, Borriello
et al. 2004, Field et al. 2005].

aerob anaerob

Abbildung 1.4: Alginat-Produktion von P. aeruginosa mittels Immunfluoreszenz
[Worlitzsch et al. 2002].
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1.3 Anaerobe Energiegewinnung von Pseudomonas

aeruginosa

Naturlich hat der verminderte Sauerstoffpartialdruck Auswirkungen auf P,
aeruginosa: P. aeruginosa ist es auf drei verschiedene Arten mdglich, unter

anaeroben Verhaltnissen Energie zu gewinnen, um das Uberleben zu sichern.

1.3.1 Nitratatmung

Der erste Weg ist die Verstoffwechselung von Nitrat [Comolli et al. 2002, Chen et al.
2003, Filiatrault et al. 2005]. Dieser Weg ist seit geraumer Zeit bekannt und fir den
Keim energetisch am gunstigsten. Dabei profitiert P. aeruginosa von hohen Nitrat-
konzentrationen, die in den Sputen der CF-Patienten nachgewiesen wurden [Linnane
et al. 1998, Yoon et al. 2006]. Hierbei werden Stickstoff-Oxide anstelle von Sauer-
stoffmolekilen von P. aeruginosa als terminale Elektronenakzeptoren genutzt. Bei
der Denitrifikation werden Stickstoffoxide zu molekularem Stickstoff reduziert (Abb.
1.5).

NapAB NirK
. NorCB NosZ
NarGHI NirS
NOy L» NO, % NO ——» NO—» N,

Abbildung.1.5: Die Reaktionen der Nitrat-Atmung (nach [Moreno-Vivian et al.
1999)):

NapAB, periplasmatische Nitratreduktase; NarGHI, zytoplasmatische Nitrat-
reduktase; NirK, respiratorische Nitritreduktase; NirS, respiratorische Nitrit-
reduktase; NorCB, NO-Reduktase; NosZ, N20-Reduktase (Gene, die fur die

beteiligten Enzyme kodieren)

Die Bildung der fur die Reaktion bendtigten Enzyme wird durch einen niedrigen
Sauerstoffpartialdruck und durch die Verfugbarkeit von Stickstoff-Oxiden aktiviert
[Moreno-Vivian et al. 1999]. Nitrit (NOy") ist das erste Produkt, welches durch die

Reaktion von dissimilatorischen Nitratreduktasen [Moreno-Vivian et al. 1999] mit
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Nitrat (NO3’) entstehen kann. Es sind momentan zwei Enzymtypen bekannt, die fur
diese Reaktion bendtigt werden; eine periplasmatische (NapAB) und eine membran-
standige zytoplasmatisch orientierte Nitratreduktase (NarGHI). Der zweite Schritt der
Denitrifikation beinhaltet die Reduktion von Nitrit zu Stickstoffmonoxid (NO). NirK und
NirS sind die beiden respiratorischen Nitritreduktasen, die in diesem Reaktionsschritt
vorkommen. Das hierbei entstandene Stickstoffmonoxid ist fur die Zelle hoch toxisch
und wird daher sofort zu Distickstoffmonoxid (N.O) umgesetzt. Das Stickstoffmonoxid
bindet dabei hochaffin an die membranstandige NO-Reduktase NorCB [Braun und
Zumft 1991]. Final wird NoO zu Stickstoff (N2) reduziert. Dies erfolgt an der peri-
plasmatisch lokalisierten N,O-Reduktase NosZ. P. aeruginosa gewinnt durch den
Nitratstoffwechsel zwischen 1932 kJ und 2657 kJ pro Mol metabolisierter Glukose
[Eschbach et al. 2004].

1.3.2  Arginin-Fermentation

In Abwesenheit von Nitrat oder Nitrit kann P. aeruginosa durch die Aminosaure
Arginin mittels der Substrat-Level-Phosphorilierung Energie gewinnen und flr
langsames Wachstum unter anaeroben Bedingungen nutzen [vander Wauven et al.
1984, Gamper et al. 1991]. Die Energiegewinnung findet ohne bevorzugte
Elektronenakzeptoren wie O, oder alternative Elektronenakzeptoren wie NO3’, Ny
und N2O statt [vander Wauven et al. 1984]. Hierbei wird Arginin quantitativ zu
Ornithin metabolisiert. Es wird ein Molekul ATP gewonnen (Abb. 1.6).
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H
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Abbildung 1.6: Arginin-Fermentation im anaeroben Milieu (nach [Winteler et
al.1996])).

Pro Arginin-Molekdl wird ein Molekil ATP gebildet. ArcA, Arginin Deiminase; ArcB,
katabolische Ornithin-Carbamoyl-Transferase; ArcC, Carbamat-Kinase (Gene, die

fur die beteiligten Enzyme kodieren)

Arginin kann bei diesem Prozess nur zur Energiegewinnung und nicht als
Kohlenstoffquelle genutzt werden. Zusatzlich wird Ornithin in den Extrazellularraum
geschleust. Daher muss P. aeruginosa zum Wachstum eine alternative Kohlenstoff-
quelle nutzen, oder es muss dem Keim ein reiches Nahrmedium angeboten werden
[vander Wauven et al. 1984]. Die Energieausbeute ist zehn- bis dreil3igfach niedriger
als bei der aeroben Energiegewinnung, welche bei 2830 kJ/Mol umgesetzter
Glukose liegt [Eschbach et al. 2004].

1.3.3  Pyruvatmetabolismus und Laktatproduktion

Zusatzlich kann P. aeruginosa auch durch eine Fermentation von Pyruvat unter
anaeroben Bedingungen Uberleben [Eschbach et al. 2004]. Der Pyruvatstoffwechsel
wird von dem Bakterium zum Langzeitiberleben in der Anaerobiosis genutzt,

allerdings nur in Abwesenheit der energetisch gunstiger zu metabolisierenden
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Substrate Nitrat und Arginin.

Wenn P. aeruginosa in OS-Medium wachst, welches frei von Nitrat und Arginin ist
[vander Wauven et al. 1984], wird Pyruvat zu Laktat oder Uber das Acetyl-CoenzymA
zu Ethanol und Acetat oder Uber Oxalacetat zu Succinat verstoffwechselt [Eschbach
et al. 2004]. Stochiometrisch bildet P. aeruginosa aus einem Mol Pyruvat (16,2 mM)
0,56 Mol Laktat (9,0 mM), 0,39 Mol Azetat (6,3 mM) und 0,04 Mol Succinat (0,7 mM)
(Abb. 1.7).

Ethanol wurde wahrend der Untersuchungen nicht nachgewiesen [Eschbach et al.
2004]. Unter in vitro vorherrschenden Bedingungen ist Laktat damit das wichtigste

Stoffwechselprodukt im anaeroben Pyruvatmetabolismus von P. aeruginosa.

Glukose
ADP+P HCO,+ATP NADH+H* NAD*
Oxalacetat \é/ Pyruvat NS Laktat
~ NADH-H* COA+NAD" ~ 0,56 Mol
\ NAD* CO,+NADH+H* /
Malat Acetyl-CoA
p  NADH+H
CoA NAD*
Fumarat Acetylphosphat Acetaldehyd
~ FADH, ADP NADH+H*
\ FAD ATP NAD*
Succinat Acetat Ethanol
0,04 Mol 0,39 Mol

Abbildung 1.7: Diagramm des anaeroben Pyruvatstoffwechsels von P. aeruginosa
mit der Umwandlung von 1 Mol Pyruvat in seine Metabolite. (modifiziert nach
[Eschbach et al. 2004])
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1.4 Anaerobe Genexpression von Pseudomonas aeruginosa

Um zu untersuchen, inwieweit der Pyruvatmetabolismus zur anaeroben Energie-
gewinnung von P. aeruginosa beitragt, besteht die Moglichkeit, die Genexpression
der beteiligten Gene zu quantifizieren. Unter anaeroben Wachstumsbedingungen
mussen diejenigen Gene am meisten exprimiert werden, die in die anaerobe
Energiegewinnung von P. aeruginosa einbezogen sind. Andererseits werden die

Gene, die fur den aeroben Metabolismus kodieren, heruntergeregelt.

Es ist jedoch nicht bekannt, inwieweit die Gene flir den Pyruvat-Laktat-Metabolismus
differentiell reguliert sind. Anhand der anaeroben Genexpression lasst sich messen,
welche Gene von P. aeruginosa unter den in vivo herrschenden Bedingungen
verstarkt exprimiert werden. Die Genexpression muss nicht immer mit einer
quantitativen Veranderung der Genprodukte Ubereinstimmen. Darum bedeutet eine
verminderte Expression eines Gens, das flr ein bestimmtes Enzym kodiert, nicht

automatisch auch eine verminderte Expression des Enzyms.

Wenn aber ganze Gruppen von zusammengehdrigen Genen (Gen-Cluster)
gleichsinnig und stark differentiell exprimiert werden, erlaubt dies zweifellos auch
eine Aussage =zur differentiellen Regulierung der Translation. Aufgrund der
Wichtigkeit von P. aeruginosa in der Pathogenese der CF ist zu klaren, inwieweit die
genotypische mit der phanotypischen Laktatproduktion Ubereinstimmt, um einen
weiteren anaeroben Metabolismus dieses Mikroorganismus genauer aufzuklaren zu

konnen.

1.5 Bakterielle Laktatproduktion im Sputum von CF-Patienten

1.5.1 Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa ist in der Pathogenese von CF ein sehr bedeutender Erreger. Das
Bakterium tritt bei weit Uber 80% der erwachsenen CF-Patienten auf und ist somit
der am haufigsten vorkommende Erreger bei den Patienten, die das 18. Lebensjahr
uberschritten haben [Koch und Hgiby 1993]. P. aeruginosa ist ein Bakterium,

welches sowohl unter aeroben, als auch unter anaeroben Bedingungen Uberleben
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kann. Es zahlt somit zu den fakultativ anaerob metabolisierenden Bakterien und ist
unter bestimmten anaeroben Bedingungen in der Lage, Laktat als Stoffwechsel-
produkt zu produzieren [Eschbach et al. 2004]. Da die Bedingungen im Sputum von
CF-Patienten anaerob sind [Worlitzsch et al. 2002], ist P. aeruginosa mdglicherweise

fur eine eventuelle Laktatkonzentration im Sputum mitverantwortlich.

1.5.2 Staphylococcus aureus

Auch S. aureus ist ein fakultativ anaerob metabolisierendes Bakterium [Cramton et
al. 2001, Ulrich et al. 2007], daher besteht auch fur S. aureus die Moglichkeit der
anaeroben Laktatproduktion. S. aureus ist neben P. aeruginosa einer der am
haufigsten vorkommenden Keime in der CF-Lunge. In der Kindheit der CF-Patienten
ist die Besiedelung der Lunge durch das Bakterium am starksten, wird aber im
Erwachsenenalter durch P. aeruginosa abgeldst [Koch und Hgiby 1993, Valerius et
al. 1991, vgl. Abb. 1.1]. Dennoch ist S. aureus sehr haufig in der Lunge von CF-

Patienten nachzuweisen [Ratjen und Doring 2003].

1.5.3 Burkholderia cepacia complex-Bakterien

Auch B. cepacia ist fur die Pathogenese der CF von Bedeutung. B. cepacia ist wie S.
aureus und P. aeruginosa in der Lage, ohne das Vorhandensein von Sauerstoff zu
Uberleben, er ist damit auch zu den fakultativ anaerob metabolisierenden Bakterien
zu zahlen [Sousa et al. 2007]. Der Erreger ist neben P. aeruginosa und S. aureus der
haufigste Mikroorganismus, der in der Lunge von erwachsenen CF-Patienten
nachgewiesen werden kann [Koch und Hgiby 1993, Valerius et al. 1991, vgl. Abb.
1.1].

Vor diesem Hintergrund wird in der vorliegenden Arbeit die Bildung von Laktat durch

die drei angeflhrten Bakterien naher untersucht.
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1.6 Polymorphkernige neutrophile Granulozyten (PMN) und der

Entzindungsprozess

Der Entzindungsvorgang in der CF-Lunge ist sehr spezifisch. Neben einer
chronischen bakteriellen Infektion kommt es auch zu einer chronischen
Inflammationssituation [Ratjen und Doéring 2003, Gibson et al. 2003, Downey et al.
2009]. Hierbei wirkt die Inflammation auf das pulmonale Gewebe destruierend. Es
kommt durch den permanent anhaltenden Entzindungsreiz zu einem
bindegewebigen Umbau des Lungengewebes, was letztlich zu dessen
Funktionsuntuchtigkeit fuhrt und flr das Erscheinungsbild der CF typisch ist [Doring
1999]. Aufgrund des starken Ruckgangs der Lungenfunktion muss die chronische
Bronchopneumonie bekampft werden. Weiterhin ist es notwendig, das Ausmal} der
Lungenentziindung messen und den Erfolg der jeweils stattfindenden Therapie
kontrollieren zu kdénnen. Um den Verlauf der Entzindung besser beschreiben zu
konnen, sind einige Substanzen, die als Inflammationsmarker verwendet werden
konnten, denkbar und auch untersucht worden. Weiterhin ist die Bedeutung des
Laktats als Markersubstanz auch unter den Aspekten des Qualitdtsmanagements
vorstellbar [Stern et al. 2008].

Myeloperoxidase [Meyer 2004, Worlitzsch et al. 1998] und neutrophile Elastase
[Déring 1999, Goldstein und Doéring 1986] konnten als Entzindungsparameter
identifiziert werden. Es handelt sich hierbei um Enzyme, die sich als stofflich instabil
darstellen. Aulerdem gestaltet sich die Messung als aul3erst aufwendig, was dazu
fuhrt, dass Myeloperoxidase und neutrophile Elastase mit keiner Routinemethode
nachgewiesen werden kdnnen und somit fur den klinischen Alltag nicht als Marker

zur Verfugung stehen.

CF-Epithelzellen sezernieren die proinflammatorischen Interleukine IL-1, IL-2, IL-6
und IL-8, wobei das antiinflammatorische Interleukin IL-10 vermindert gebildet wird
[Chmiel et al. 1999]. In Bronchialepithelzellen von Gesunden wird hingegen IL-10
normal sezerniert, IL-6 und IL-8 sind reduziert [Bonfield et al. 1995]. Bei der
chronischen Entzundungsreaktion in der CF-Lunge ist sowohl eine erhohte

Aktivierung von NF-kB als auch von TNFa zu beobachten, was mit einer erhdhten



Kapitel 1 Einleitung Seite 14

Sekretion von IL-8 nach einer Stimulation von CF-Epithelzellen einhergeht [DiMango
et al. 1995, DiMango et al. 1998, Strieter et al. 2002]. Da sich die Sekretion der Zyto-
kine auf die chronische Inflammation bezieht und diese permanent in der CF-Lunge
vorhanden ist, sind Interleukine als Markersubstanzen ungeeignet, da sie keine
Indikatoren fiir kurzfristige Anderungen im Enziindungsgeschehen darstellen [Gibson
et al. 2003, Strieter et al. 2002].

Eine weitere Mdglichkeit, den Entzindungsverlauf in der CF-Lunge zu verfolgen,
stellt die Messung von Markersubstanzen im Atemkondensat dar [Worlitzsch et al.
2002, Carpagnano et al. 2003, Hanazawa et al. 2000, Kharitonov et al. 2001]. Die
Methode ist sowohl technisch sehr aufwendig, als auch oft nicht reproduzierbar und
hat somit bislang keine Bedeutung im klinischen Alltag bei CF-Patienten. Bei non CF-
Patienten, die unter einer entzindlichen Lungenerkrankung leiden, kann Uber den
Nachweis von Sauerstoffradikalen, welche von PMN produziert werden, ein Ruck-
schluss Uber den Grad der Entzindung gezogen werden [Weiss 1989, Dohlman et
al. 1993, Worlitzsch et al. 1998, Banner et al. 2009]. Bei CF sind die Bedingungen in
der Lunge dagegen anaerob [Worlitzsch et al. 2002], somit kdnnen von den PMN
keine Sauerstoffradikale gebildet werden, dadurch ist ein Einsatz als Marker nicht

moglich.

Die spezifischen Umstande in der CF-Lunge erklaren somit, weshalb die
beschriebenen Substanzen nicht als Marker verwendet werden konnen. Daher ist es
dringend geboten, eine Substanz zu finden, die unter den in der CF-Lunge vor-
herrschenden Bedingungen als Marker genutzt werden kann. Der Marker muss stabil
sein, unter anaeroben Bedingungen gebildet werden und relativ schnell auf

Veranderungen, wie therapeutische Eingriffe reagieren konnen.

Vor diesem Hintergrund soll die Bedeutung des Laktats als mogliche Markersubstanz

untersucht werden.
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2 Zielsetzung

Vor dem in der Einleitung beschriebenen Hintergrund werden in der vorliegenden
Arbeit folgende Punkte untersucht:

1. Produktion von Laktat durch P. aeruginosa in vitro.

2. Verbrauch von Laktat durch P. aeruginosa in vitro.

3. Anaerobe Genexpression von P. aeruginosa mit Hilfe von Affymetrix®

DNA-microarrays
4. Produktion von Laktat durch S. aureus in vitro
5. Verbrauch von Laktat durch S. aureus in vitro
6. Produktion von Laktat durch B. cepacia in vitro
7. Verbrauch von Laktat durch B. cepacia in vitro
8. Quantifikation von Laktat im Sputum von CF-Patienten
9. Laktatproduktion von polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten (PMN)

10.Korrelation von Laktat im Sputum mit den Lungenfunktionswerten der

jeweiligen CF-Patienten

Ziel der Studie ist es somit, das Vorhandensein, den Ursprung, die
Wechselwirkungen mit Bakterien sowie die klinische Relevanz von Laktat zu

untersuchen.



Kapitel 3 Material und Methoden Seite 16

3 Material und Methoden
3.1 Patienten

An den Untersuchungen nahmen 25 Patienten teil, die durch das Zentrum fir Innere
Medizin, Universitatsklinik und Poliklinik fir Innere Medizin |l des
Universitatsklinikums Halle (Arztlicher Direktor: Prof. Dr. med. Bernd Osten, Leiterin
der Ambulanz: Oberarztin Dr. med. Bettina Wollschlager) betreut wurden. Es waren
14 weibliche und 11 méannliche Patienten im Alter von 28 * 9,6 Jahren (Mittelwert +

Standardabweichung), zwischen 18 und 63 Jahren an den Untersuchungen beteiligt.

Es wurden alle Patienten in die Studie aufgenommen, die in der Lage waren, Sputum
(21g) zu expektorieren. Nachdem die Patienten ihr Einverstandnis zur Teilnahme an
den Untersuchungen gegeben hatten, wurde von jedem Patienten eine Sputumprobe
durch Expektoration abgegeben, um die Laktatwerte in den Sputen ermitteln zu
konnen. Von den untersuchten 25 Patienten litten 14 an einer chronischen Lungen-
infektion durch P. aeruginosa, bei 10 Patienten wurde eine chronische Besiedelung
der Lunge mit S. aureus diagnostiziert, und bei einem Teilnehmer wurden Bakterien
des B. cepacia complex nachgewiesen. Bei 6 der teilnehmenden 25 Patienten wurde

eine Mischinfektion von zwei Keimen festgestellt.

Es wurde zum einen die forcierte expiratorische Einsekundenkapazitat (FEV1) und
zum anderen die forcierte Vitalkapazitat (FVC) der Patienten ermittelt, um den
Schweregrad der Lungeninfektion zu beschreiben. Sie befanden sich fur FEV, in
einem Bereich von 18,0 bis 100,1% der altersentsprechenden Referenzwerte (57,8 +
23,0%), fur FVC rangierten die Werte in einem Bereich von 43,0 bis 104,9% (76,6
19,7%).

Die Diagnose der CF erfolgte mittels des Schweildtestes in Kombination mit geno-
typischen Nachweismethoden. Alle teilnehmenden Patienten bekamen Azithromycin
(p-0.), sowie Tobramyzin (p.i.) oder Colistin (p.i.), oder Tobramyzin (p.i.) und Colistin
(p.i.) kombiniert verabreicht. Wahrend einer Exazerbation wurden zusatzlich i.v.

Piperacillin/Tazobactam, Ceftazidin, Moxifloxazin, Imipenem oder Cefepim appliziert.
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3.1.1 Lungenfunktionsuntersuchungen

Bei jedem Patienten wurde routinemaRig bei den Ambulanzbesuchen eine Lungen-
funktionstestung durchgefuhrt, bei der FEV¢ sowie FVC ermittelt wurde. Zu diesem
Zweck wurde der MasterScreen Body (Jaeger, Hoechberg, Deutschland) verwendet.
Die Werte fuir FEV4 und FVC wurden in Prozent der altersentsprechenden Normal-
werte ausgedriickt. Die Lungenfunktionswerte wurden mit den Laktatwerten im

Sputum korreliert.

3.2 Laktatmessungen

Um den Laktatgehalt der Proben zu erhalten, wurden sie spektrophotometrisch und
gaschromatographisch untersucht. Mit der spektrophotometrischen Methode wurde
der L-Laktatgehalt ermittelt, mit der gaschromatographischen Methode wurde das
Gesamtlaktat (L-Laktat und D-Laktat) bestimmt. Die spektrophotometrische L-Laktat-
Messung wurde mit einem automatischen Testsystem im Zentrallabor des
Universitatsklinikums Halle durchgefuhrt (Synchron LX System, Beckman Coulter
GmbH, Krefeld, Deutschland). In der Testreaktion wurde durch Laktatoxidase Laktat
in Pyruvat umgewandelt, wobei gleichzeitig Wasserstoffperoxid (H2O;2) erzeugt
wurde. Das H,O, reagierte mit der Dichlorobenzensulfonsaure (DCBSA) und 4-
Aminoantipyrin (4-AAP) in einer durch Peroxidase katalysierten Reaktion zu einem
Chromophor. Die Laktatkonzentration wurde durch Messen der Extinktion aufgrund
des Chromophors mittels einer Endpunktmethode ermittelt (Abb 3.1). Das Synchron
LX-System dosiert automatisch die entsprechenden Proben- und Reagenzvolumina
in der Kuvette. Das System Uberwacht die Absorbanzanderung bei 520 nm. Die
Absorbanzanderung ist direkt proportional zur Laktatkonzentration in der Probe und

dient zur Berechnung und Angabe der Laktatkonzentration durch das System.
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Laktatoxidase
L-Laktat + O,

\

Pyruvat + H,0,

Peroxidase
H,O, + DCBSA + 4-AAP »  Chromophor

Abbildung 3.1: Reaktionsschema der spektrophotometrischen L-Laktat-Messung
durch das Synchron LX System. Dichlorobenzensulfonsaure (DCBSA), Amino-
antipyrin (4-AAP).

Die Gesamtlaktatmessung fand mit Hilfe eines Gaschromatographen (Shimadzu-GC
14A Gaschromatograph, Columbia, MD, U.S.A.) in der Naturwissenschaftlichen
Fakultat [-Biowissenschaften (Institut fur Biologie, Abteilung Mikrobiologie) der
Martin-Luther Universitat Halle-Wittenberg statt. Dabei bildet die Voraussetzung fur
die gaschromatographische Analyse von Fettsauren und Alkoholen die Fluchtigkeit
bei Temperaturen zwischen 100°C und 200°C. Die Detektion erfolgt durch einen
Flammenionisationsdetektor (FID). Dabei werden die zu messenden Substanzen mit
einem Tragergas wie Helium transportiert. In dem FID kommt es bei der
Verbrennung des Gases zu einer Farbanderung. Die Farbanderung wird als Signal
registriert. Molekule wie Laktat, B-Hydroxybutyrat, Malonat, Fumarat und Succinat
werden durch Methylierung zu den flichtigen Methylestern derivatisiert und kénnen
als solche analysiert werden. Dadurch wird eine Quantifizierung anhand der
Reaktionszeiten ermdglicht. Beide Methoden haben eine Messgenauigkeit von 0,1

mmol/L.

3.3 Produktion und Verbrauch von Laktat durch Pseudomonas

aeruginosa

Um die Herkunft des Laktats im Sputum n&her zu untersuchen, wurde Laktat-
produktion und Verbrauch von P. aeruginosa unter aeroben und anaeroben
Bedingungen untersucht. Fur diese Versuche wurde der P. aeruginosa-Stamm PAO1
(ATCC 15692)[Stover et al. 2000] verwendet. Der Erreger wurde auf Columbia-Agar
(Art.-Nr. PB5008A, Oxoid GmbH, Wesel, Deutschland) Uberimpft und in Casein-
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pepton-Sojamehlpepton Losung USP (Tryptone Soy Broth, Art.-Nr.: TV 5002 E, TSB,
Oxoid, Basingstoke, GroRbritannien) als Ubernachtkultur bei 37°C und 400 U/min
bebritet. Am Folgetag wurden 15 Reagenzglaser mit P. aeruginosa und TSB (4 ml)
beschickt. Die optische Dichte (OD) der Bakteriensuspension wurde bei 600 nm
mittels UV-Vis-Spektralphotometer (Ultrospec Ill, Pharmacia, Amersham LKB,
Freiburg, Deutschland) gemessen. Die Startkonzentration ODgyp wurde auf 0,05
eingestellt. Die Bakterien wurden aerob bei 37°C und einer Schuttelgeschwindigkeit
von 400 U/min (HTMR-133, MS-Laborgerate Schréder OHG, Wiesloch, Deutschland)
inkubiert. Die Versuchsreihe erstreckte sich uber 24 h Alle 4 h wurden Laktat-
messungen und Keimzahlbestimmungen durchgefuhrt. Bei der anaeroben Versuchs-
durchfihrung wurden die Keime wiederum auf eine ODggo von 0,05 eingestellt und
fir 4 Tage in dem TSB-Nahrmedium unter anaeroben Verhaltnissen in einer
Anaerobier-Bank (MAKS/MG, Meintrup DWS GmbH, Lahden-Holte, Deutschland)
(Abb. 3.2) bei 37°C und 400 U/min mittels SchuttelrUhrer (Reagenzglasschuttler
REAX Top, Heidolph-Instruments GmbH & Co.KG, Kehlheim, Deutschland) inkubiert.

Alle 24 h wurde eine Keimzahlbestimmung sowie eine Laktatmessung durchgefuhrt.

Um den Verbrauch von extern zugefuhrtem Laktat zu messen, wurde P. aeruginosa,
nachdem die Bakterien in einer Ubernachtkultur inkubiert worden waren, auf eine
ODsoo von 0,05 eingestellt. Dieses geschah jeweils in TSB und in autoklavierter
Phosphat-gepufferter Kochsalzlésung (phosphate buffered saline, Art.-Nr.: P-4417,
PBS) als Medium. Die selbstandig hergestellte 20-fache PBS-Stammlosung besteht
aus: 85g NaCl, 14,23g Na;HPO4 * 12 H,O und 1,35g KH,PO, (alles MERCK, Darm-
stadt, Deutschland) in 500mlI destilliertem Wasser (Art.-Nr. 1428, Braun, Melsungen,
Deutschland) gelost. Die Losung wird auf einen pH-Wert von 7,4 eingestellt.
Zusatzlich wurden die Proben mit D-Laktat (Art.-Nr.: 71716, Sigma-Aldrich, Stein-
heim, Deutschland) und mit L-Laktat (Art.-Nr.: 71718, Sigma-Aldrich, Steinheim,
Deutschland) (Startkonzentration von 10 mmol/L) beschickt. Eine Probengruppe
(TSB/PBS) wurde aerob, die andere Probengruppe (TSB/PBS) wurde anaerob Uber
24 h inkubiert. AnschlieRend wurden die Laktatkonzentrationen bestimmt.
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Abbildung 3.2: Anaerobier-Bank (MAKS/MG, Meintrup
DWS GmbH, Lahden-Holte, Deutschland).

3.4 Untersuchung der Genexpression von Pseudomonas
aeruginosa mit Hilfe von DNA-microarrays
3.4.1 Wachstum von Pseudomonas aeruginosa unter aeroben

und anaeroben Bedingungen

P. aeruginosa (Stamm PA01) wurde in 5 ml TSB als Ubernachtkultur angesetzt. Am
Folgetag wurde die Kultur auf eine ODgoo von 0,05 eingestellt, anschliefend wurde
die Lésung unter aeroben Bedingungen geschuttelt, bei 37°C bebrutet, bis eine
ODeoo von 0,8 erreicht wurde. Danach wurde die Loésung zentrifugiert (Heraeus
Instruments Biofuge Primo, Kendro Laboratory Products). Die Erreger fur den
anaeroben Ansatz wurden in Anaerobiertopfe Uberfihrt (Anaerocult, Merck, Darm-
stadt, Deutschland) und in diesen flr ein bis vier Tage inkubiert. Die anaeroben
Verhaltnisse in den Anaerobiertopfen wurden durch die Verwendung von Sauerstoff-
Teststreifen (Anaerotest, Merck, Darmstadt, Deutschland) Gberprift. P. aeruginosa-
Bakterien, die fur 2 h aerob bebriutet wurden, dienten als Referenz. Nachdem die
Bakterien entweder unter aeroben oder unter anaeroben Wachstumskonditionen be-

britet wurden, wurden sie wie folgt identisch weiterbehandelt.
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3.4.2 MRNA-Extraktion

Nach der Zentrifugation der Proben bei 4500 U/min fir 10 min bei einer Temperatur
von 4°C (minifuge GL, Heraeus, Osterode, Deutschland) wurden die Pellets in 1 ml
Trizol-Reagenz (Gibco, Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland) geldst. Das Auf-
brechen der Zellwande der Bakterien wurde mit vorgefertigten fastRNA-tube-Sets
und unter der Nutzung von Fast-Prep-FP-120 (beides BIO101 Vista, CA., U.S.A.) bei
6500 U/min far 40 s durchgefuhrt. Nach dem Aufbrechen der Zellwande wurden
200 pl Chloroform hinzugefugt, dann wurde die Probe fur 30 s geschittelt und
anschliefdend fur 10 min bei 10.000 U/min und einer Temperatur von 4°C zentri-
fugiert. Dabei fand eine Phasentrennung statt. Die obere transparente Phase wurde
resuspendiert und in 500 pl Isopropanol geldst. Nun wurde die Losung fur 10 min bei
Zimmertemperatur inkubiert und im Anschluss fur 10 min bei 12.000 U/min und einer
Temperatur von 4°C zentrifugiert. Der erhaltene Uberstand wurde verworfen und das
gewonnene Pellet wurde in 1 ml 70% Ethanol resuspendiert. Dann wurde die Lésung
fir 5 min bei 7.500 U/min und einer Temperatur von 4°C zentrifugiert. Der Uberstand
wurde wiederum verworfen, das erhaltene Pellet wurde flur zirka 15 min getrocknet,
bis das verbliebene Ethanol verdampft war. Schliel3lich wurde das Pellet in 50 pl
RNase-freiem destillierten Wasser gelost. Die Losung wurde dann fir 10 min bei
55°C erhitzt.

Die Qualitatskontrolle und die Mengenbestimmung der RNA wurde spektroskopisch
mit 2 pl der Probe, welche in 398 ul destillierten Wasser gelost wurde, gegen einen
Leerwert von 400 pl destillieten Wasser gemessen. Die hierfir verwendeten
Wellenlangen lagen bei 260, 280, und 320 nm (Utrospec Ill, Pharmacia). Fur den
Nachweis eines moglichen RNA-Abbaus wurden 2,5 ug von jeder RNA-Probe auf ein
Agarose Gel mit einem niedrigen Schmelzpunkt (Agarose 1%, FMC Bioproducts,
Rockland, ME, U.S.A.) und einer Formaldehydlésung [10%] aufgebracht. An-
schlieRend wurde die Gelelektrophorese bei 65 Volt fur 1,5 h durchgefuhrt.
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3.4.3 Genanalysen

Fir die genomanalytischen Experimente wurden jeweils 10 ug von jeder auf-
bereiteten RNA-Probe genutzt und nach dem Affymetrix GeneChip P. aeruginosa
Genome Array Expression-Protokoll (Affymetrix UK Ltd., High Wycombe, Grol3-
britannien) bearbeitet: komplementare DNA (cDNA) wurde mit Hilfe von Random-
RNA-Primern und SUPERase synthetisiert. Die cDNA wurde mittels des QIAquick
PCR Reinigungssets aufbereitet und mit Hilfe von DNase | fragmentiert. Die 3"-end
Termini der fragmentierten Produkte wurden mit dem Enzo BioArray Terminal
Labeling Kit mit Biotin-ddUTP gekennzeichnet. Die Wirksamkeit der Prozedur wurde
mit Hilfe einer gel-shift-Untersuchung kontrolliert. Zur Kontrolle wurde RNA von
Bacillus subtilis in bekannter Konzentration auf dem Genchip aufgetragen, um die

Wirkung der Markierung, Hybridisierung und die Anfarbungen zu tberwachen.

Zur Hybridisierung des Arrays wurde die gekennzeichnete RNA bei Raumtemperatur
inkubiert. Im Anschluss wurde der Hybridisierungsofen (GeneChip Hybridization
Oven 640, Affymetrix) mit dem Array bei 50°C und einer Schuttelgeschwindigkeit von
60 U/min far genau 16 h beschickt. Fir das Wasch- und Anfarbeverfahren wurde die
GeneChip Fluidics Station 400 und die Affymetrix Microarray Suite Software genutzt.
AnschlieRend wurden die Arrays durch einen Argonlaser mit einem Laserspot von 3
Mm abgetastet (Gene Array Scanner Agilent, Bodblingen, Deutschland). Die

Ergebnisse wurden mit der Affymetrix Microarray Suite Software ausgewertet.

Um die Signalintensitaten zu standardisieren, wurden auf den Arrays biotinylierte
Oligonukleotide in definierten Konzentrationen platziert. Der Schwankungsbereich
zwischen zwei Arrays betrug maximal 20%. Die Untersuchungen wurden jeweils
dreifach durchgefihrt. Die Untersuchung der Genexpression von P. aeruginosa mit
Hilfe von DNA-microarrays wurde in Zusammenarbeit mit Dr. Morten Hentzer und
dessen Laboratorium in der Molecular Microbial Ecology Group der Technischen

Universitat von Danemark in Lyngby, Danemark durchgefuhrt.

Zirka 20% der Gene konnten nicht in die Auswertung aufgenommen werden

(Abb.3.3), da entweder die Signalintensitaten unter der Rauschschwelle von 500
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lagen oder die Signifikanzwerte im Vergleich der Dreifachansatze aerob zu anaerob

niedriger als p=0,05 (t-Test) waren.

T /T‘!",!i;
AP
¢

Intensitaten [log,]

Gen-Nummer

Abbildung 3.3: Differentielle Genregulation von P. aeruginosa unter anaeroben Be-

dingungen.

3.5 Produktion und Verbrauch von Laktat durch
Staphylococcus aureus und Burkholderia cepacia

3.5.1 Staphylococcus aureus

Es wurde zusatzlich die Laktatproduktion und der Verbrauch durch S. aureus unter
aeroben und anaeroben Bedingungen untersucht. Fur diese Versuche wurde der S.
aureus-Stamm SA113 (ATCC 35556) [Peschel et al. 2001] verwendet. Die Kolonien
wurden auf Columbia-Agar tGberimpft und in TSB als Ubernachtkultur bei 37°C und
400 U/min bebrutet. Am Folgetag wurden 15 Reagenzglaser (Art.-Nr. 55.476, Sar-
stedt, NUmbrecht, Deutschland) mit S. aureus und TSB (4 ml) beschickt. Die
optische Dichte der Bakteriensuspension wurde bei 600 nm mittels Ultrospec Il ge-

messen. Die Startkonzentration ODgoo wurde auf 0,05 eingestellt. Die Bakterien
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wurden aerob bei 37°C und einer Schuttelgeschwindigkeit von 400 U/min inkubiert.
Die Versuchsreihe erstreckte sich Uber 24 h. Alle 4 h wurden Laktatmessungen und
Keimzahlbestimmungen durchgeflhrt. Bei der anaeroben Versuchsdurchflihrung
wurden die Keime wiederum auf eine ODggp von 0,05 eingestellt und flr 4 Tage in
dem TSB- Nahrmedium unter anaeroben Verhaltnissen in der Anaerobier-Bank bei
37°C und 400 U/min mittels SchattelrUhrer inkubiert. Alle 24 h wurde eine Keim-

zahlbestimmung sowie eine Laktatmessung durchgefihrt.

Um den Verbrauch von extern zugefuhrtem Laktat zu messen, wurde S. aureus,
nachdem der Erreger in einer Ubernachtkultur inkubiert worden war, auf eine ODggo
von 0,05 eingestellt. Dieses geschah jeweils in TSB und in PBS als Medium.
Zusatzlich wurden die Proben mit D-Laktat und mit L-Laktat beschickt. Eine Proben-
gruppe (TSB/PBS) wurde aerob, die andere Probengruppe (TSB/PBS) wurde

anaerob uUber 24 h inkubiert. Anschliel3end wurde die Laktatkonzentration bestimmit.

3.5.2 Burkholderia cenocepacia

Es wurde aufl’erdem die Laktatproduktion und der Verbrauch durch B. cenocepacia
unter aeroben und anaeroben Bedingungen untersucht. Dafir wurde der B.
cenocepacia-Stamm J2315 (ET12 lineage, LMG 16656) verwendet [Vandamme et al.
2003]. Die Bestimmung der Produktion und des Verbrauchs von Laktat wurde analog

zu dem Vorgehen bei P. aeruginosa (siehe 3.3) durchgefuhrt.

3.6 Sputum

3.6.1 Keimidentifikation und Keimzahlbestimmung

Bei jedem Sputum wurde eine Keimidentifikation, eine Keimzahlbestimmung und die
Ermittelung der Laktatkonzentration durchgeflhrt. Die Keimidentifikation wurde
mittels Dreiésenausstrich (Einwegimpfschlinge, Art.-Nr. 731101, Greiner bio-one) der
Sputumprobe auf Nahrbdden durchgefuhrt. Als Nahrboden wurden Columbia-Agar
mit 10% Schafblut, McConkey-Agar (Art.-Nr. PO 5002 A, Oxoid, Basingstoke,
Grol3britannien) und Cetrimid-Agar (Ps.-Cetrimid-Agar, Art.-Nr. PO 5076 A, Oxoid,

Basingstoke, GrofRbritannien) bei jeder Sputumprobe benutzt. Zur Keimzahl-
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bestimmung wurden Verdlinnungsreihen hergestellt (Abb. 3.4). Um das hochviskdse
Sputum besser verarbeiten zu kénnen, wurde es 1:1 mit PBS verdinnt. An-
schlieend wurde die entstandene Suspension auf dem Schuttelrihrer vermischt.
Dann wurden Verdiinnungsreihen [10°%-10° KBE/mI] hergestellt, aus denen jeweils

10 pl auf die Nahrboden aufgetragen wurden.

Die jeweiligen Nahrbdéden wurden anschliel®end fir 24 h bei 37° C im Brutschrank
(Heraeus Typ B6420, Kendro Laboratory Products, Hanau, Deutschland) inkubiert.
Nach der Inkubation wurden die Keime ausgezahlt. Die Bakterien, die auf den Nahr-
bdden zur Erregeridentifikation bebrutet worden waren, wurden auf Oxidase
(BBL™Dry Slide™Oxidase, Art.-Nr. 231746, Becton Dickinson, Sparks, MD, U.S.A.),
Katalase (ID Color Katalase (ID-Ase), Art.-Nr. 55561, bioMérieux, Marcy | Etoile,
Frankreich) und auf Protein A (Staphaurex Plus, Art.-Nr. ZL 33, remel, Lenexa, KS,
U.S.A.) getestet. Zur weiteren Erregeridentifikation wurde das Vitek® Senior-System
(Senior Modell 120, bioMérieux) als standardisiertes Enzymnachweissystem zur

Identifizierung genutzt.

Alle Bestimmungen wurden dreifach und in unabhangigen Experimenten durch-
gefuhrt. Die mit PBS verdinnten Sputumproben wurden, nachdem eine Probe aus
ihnen zur Bestimmung der Keimzahl entnommen worden war, fur 20 min bei 4000
U/min zentrifugiert. AnschlieRend wurde der Uberstand mittels Eppendorf-Pipetten
(Art.-Nr. B007.1, Eppendorf-Netheler-Hinz-GmbH, Hamburg, Deutschland) abge-
nommen, aliquotiert (Gewindepraparateglaser mit Schraubkappe, Art.-Nr. 391H6110,
Scherf Europa GmbH, Meiningen, Deutschland) und bis zur Laktatbestimmung bei
—18° C eingefroren. Die Bestimmung der Laktatkonzentration der CF-Sputen erfolgte

wie in Punkt 3.2 beschrieben.
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Abbildung 3.4: Keimzahlbestimmung mittels Verdinnungsreihe

auf einer Columbia-Blut-Agar-Platte.

3.6.2 pH-Wert-Bestimmungen

Bei 23 Sputumproben wurde der pH-Wert mit dem pH-checker (Hanna Instruments,

Kehl/Rhein, Deutschland) gemessen.

3.7 Laktatproduktion durch polymorphkernige neutrophile
Granulozyten (PMN)

Um die Herkunft des Laktats im Sputum naher zu untersuchen, wurde die Laktat-
produktion von PMN in vitro unter aeroben und anaeroben Bedingungen untersucht.
PMN wurden aus Buffy Coats (Leukozytenkonzentrate) aufbereitet. Die Buffy Coats
wurden von drei verschiedenen anonymen Patienten des Blutspendedienstes der
Einrichtung fur Transfusionsmedizin des Universitatsklinikums Halle zur Verfugung

gestellt.

Der jeweilige Buffy Coat wurde gleichmaldig auf vier Falconrohrchen (Art.-Nr. 17-
1020, Zentrifugen-Rohrchen (PP) steril 50 ml, Becton Dickinson) verteilt. Die

Réhrchen wurden bei 4000 U/min fir 20 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde
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verworfen, dabei war darauf zu achten, dass das Pellet nicht trocken fiel. An-
schlieBend wurde jedes Pellet in 1 ml PBS resuspendiert. Im Anschluss wurde eine
hypotone Lyse durchgefihrt, um die Konzentration der Erythrozyten zu reduzieren.
Dazu wurden in jedes Falconréhrchen 10 ml destilliertes Wasser gegeben und fir
genau 30 s in den Rohrchen belassen. Wahrend dieser Zeitspanne wurde die
Suspension mittels Schuttelrihrer geschattelt. Um die Lyse zu stoppen, wurde der
Ansatz 1:1 mit 1,8% NaCl-Lésung verdinnt und geschittelt. Anschlieend wurden
die Falconréhrchen flir 20 min bei 4000 U/min zentrifugiert. Nun wurde der
Uberstand verworfen und die hypotone Lyse bis zu 4 mal wiederholt, bis die Lésung

frei von Erythrozyten war.

Im Weiteren wurde eine Stammlésung hergestellt. Zu diesem Zweck wurden die vier
Pellets in einem Falconrohrchen vereinigt und das Gesamtvolumen wurde auf 10 ml
mit PBS aufgefullt. Ein kleines Aliquot wurde 1:10 verdinnt und die Anzahl der
Leukozyten wurde mikroskopisch in der Neubauer Zahlkammer (Neubauer Zahl-
kammer, VergroRerung 400x, Axiolab, Carl Zeiss Jena GmbH, Jena, Deutschland)
bestimmt. Aus der Stammlésung wurden unverdinnte sowie 1:10 in PBS verdlnnte
Aliquots hergestellt und aerob sowie anaerob weiterbehandelt. Es wurden insgesamt
8 sterile Rohrchen (PP-Tube 14 ml steril, Greiner bio-one, Frickenhausen,
Deutschland) mit den Loésungen befullt. 4 Réhrchen wurden mit jeweils 2 ml der
Stammldsung (1:1) beschickt, die verbliebenen 4 Réhrchen wurden mit 2 ml der 1:10
Verdunnung befullt. Aerob wurde jeweils 1 Réhrchen der beiden Lésungen (1:1/1:10)

fur 2 h bei -18°C eingefroren.

Nach den 2 h wurden die Réhrchen aufgetaut, zentrifugiert (20 min, 4000U/min), der
Uberstand wurde abpipettiert und aliquotiert. AnschlieRend wurde eine Laktat-
bestimmung (Vierfachansatze) durchgefuhrt. Zwei weitere Rohrchen (1:1/1:10)
wurden unmittelbar nach ihrer Herstellung zentrifugiert (20 min, 4000U/min).
Nachdem der Uberstand abpipettiert wurde und die Aliquotierung stattgefunden
hatte, wurde beim Inhalt dieser zwei Rohrchen ohne weitere Behandlung eine Laktat-
bestimmung durchgefuhrt. Die verbleibenden vier Proben wurden anaerob
bearbeitet. Dazu wurden die vier Proben (2 x 1:1/2 x 1:10) far 4 h in der Anaerobier
Bank bei 37°C inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden zwei Réhrchen (1:1/1:10)

sofort bearbeitet. Sie wurden zentrifugiert (20 min, 4000U/min), die Uberstande
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wurden abpipettiert, sie wurden aliquotiert und das enthaltene Laktat wurde
bestimmt. Die verbliebenen zwei Proben wurden fur 2 h bei —18°C eingefroren und
nach dem Auftauen analog zu den anderen Proben verarbeitet und zur Laktat-
messung gebracht. Das beschriebene Vorgehen wurde bei allen erhaltenen Buffy

Coats identisch durchgefuhrt.

3.8 Statistische Auswertung

Die Ergebnisse sind angegeben als Mittelwert + Standardabweichung (Microsoft
Excel 2002, Redmond, WA, U.S.A.). Die Korrelationen (r-Werte) und die Signifikanz-
berechnungen (p-Werte), Student’s t-test wurden mit dem Statistical Package for
Social Sciences (Version 15, SPSS Inc., Chicago, IL, USA) berechnet.
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4 Ergebnisse
4.1 Produktion und Verbrauch von Laktat durch Pseudomonas
aeruginosa

Nachdem P. aeruginosa (PAO1) fiir die aeroben Versuche in einer Ubernachtkultur
bebriitet wurde, wurde nach der Herstellung einer Suspension mit 1x10” KBE/ml eine
Startkonzentration von 0,7 mmol/L Laktat gemessen. Das entspricht dem Laktatwert
der TSB-L6sung ohne bakterielle Inokulation. Nach 4 h der aeroben Bebritung fiel
der Laktatwert der Versuchslésung auf 0,0 mmol/L ab (Abb. 4.1 A). Dieser Wert blieb
uber die gesamte Versuchsdauer von 24 h unverandert. Wahrend der anaeroben
Versuchsdurchfuhrung  Uber vier Tage wurde der Laktatwert von
0,0 mmol/L gleichfalls nicht Gberschritten (Abb. 4.1 B).

Es wurde kein Verbrauch von extern zugefUhrtem L-Laktat durch P. aeruginosa
ermittelt. Die Versuche wurden unter aeroben und anaeroben Bedingungen in TSB
fur 24 h durchgefuhrt, dabei hatten die jeweiligen Bakterienlosungen eine L-Laktat-
Startkonzentration von 10 mmol/l und eine Keimkonzentration von 1x10” KBE/ml
(Abb. 4.1 C, 4.1 D). Dies verdeutlicht, dass P. aeruginosa in einem nahrstoffreichen

Medium wie TSB kein Laktat verstoffwechselt.

Um die Laktatproduktion und den Laktatverbrauch von P. aeruginosa in einem
nahrstofflosen Medium zu untersuchen, wurde PBS benutzt. Dabei fiel der Laktat-
gehalt unter aeroben Verhaltnissen wahrend 24 h um 3,2 mmol/L ab (Abb. 4.1 E),
unter anaeroben Verhaltnissen dagegen um 5,4 mmol/L ab (Abb. 4.1 F). Diese
Beobachtungen zeigen, dass P. aeruginosa extern zugeflhrtes Laktat verstoff-
wechselt, wenn kein anderer besser zu verstoffwechselnder Nahrstoff in Frage

kommit.

Zusammenfassend ist es augenscheinlich, dass P. aeruginosa kein externes L-
Laktat aufnimmt und metabolisiert, wenn gentgend andere zu verstoffwechselnde
Nahrstoffe zur Verfigung stehen, wie im TSB-Nahrmedium. Im nahrstofflosen
Medium, wie PBS wird externes L-Laktat von P. aeruginosa unter aeroben und

anaeroben Bedingungen verbraucht.
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Abbildung 4.1: Laktatproduktion von P. aeruginosa: A, C, E: aerobe Wachstums-

bedingungen; B, D, F: anaerobe Wachstumsbedingungen. A und B: ohne Laktat-
zusatz; C-F mit Laktatzusatz von 10 mmol/L. A, B, C, D: Nahrmedium TSB; E, F:
Nahrmedium PBS. Die Werte sind als Mittelwert + Standardabweichung angegeben.

4.2 Untersuchungen der Genexpression von Pseudomonas

aeruginosa mit Hilfe von DNA-microarrays

In den Genchip-Experimenten zur Untersuchung der anaeroben Genexpression von

P. aeruginosa waren die Gene, die fur den Nitrat- und Argininstoffwechsel kodieren,

im Vergleich zu aeroben Bedingungen massiv hochgeregelt (Tab. 4.1).

Im

Gegensatz dazu waren die Gene, die fir die ATP-Synthese kodieren, stark

heruntergeregelt (Tab. 4.1). Diese Daten verdeutlichen, dass P. aeruginosa in den

durchgefuhrten Experimenten unter anaeroben Bedingungen metabolisiert.
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Tabelle 4.1: Anaerobe Genregulation von P. aeruginosa im TSB-Medium

Veranderung der Gen-
expression**
Gen* Genprodukt Tagl | Tag2 | Tag 3 | Tag 4
Pyruvatabbau
PA3416 Pyruvatdehydrogenase 274,9 | 195,9 | 208,5 | 169,0
PA3417 Pyruvatdehydrogenase 77,8 52,0 47 .4 34,2
PA0927 IdhA D-Laktat-Dehydrogenase -3,9 -39 | -10,8 | -6,9
(fermentativ)
PA2382 IldA L-Laktat-Dehydrogenase -1,5 -2,3 -2,8 -2,6
PA4771 lldD L-Laktat-Dehydrogenase -2,7 1,4 1,2 1,3
PA1984 wahrscheinliche Acetaldehyd- -2,7 -1,0 -1,4 -1,3
Dehydrogenase
PA4073 Acetaldehyd-Dehydrogenase 1,2 2,5 1,5 1,9
PA5427 adhaA Alkohol-Dehydrogenase 6,0 4,9 2,2 2,7
PAO0835 pta Phosphotransacetylase 4,9 4,2 2,8 3,6
PA0836 ackA Azetat-Kinase 5,6 4,0 2,8 41
PA0854 fumC2 Fumarat-Hydratase 2,0 1,5 1,8 2,3
PA4333 Fumarat-Hydratase -5,4 -3,8 -4.5 -5,3
PA4470 fumC1 Fumarat-Hydratase -1,2 2,0 1,6 2,4
PA3452 mqoA Malat-Dehydrogenase -5,1 -4.5 -2,2 -2,7
PA4640 mqoB Malat-Dehydrogenase -5,0 -4.8 -2,8 -3,3
PA1400 Pyruvat-Carboxylase -1,1 1,8 24 1,2
PA3687 ppc | Phosphoenolpyruvat-Carboxylase | 1,8 1,0 1,1 -1,3

Anaerobe Genregulation von P. aeruginosa im TSB-Medium. * Die Gennummer von P.
aeruginosa wurde ausgewahlt nach [Stover et al 2000], der Genname wurde - falls
vorhanden - angegeben. ** Die Veranderung der Genexpression wurde nach einem bis vier
Tagen Wachstum unter anaeroben Bedingungen im Vergleich zum aeroben Wachstum an-

gegeben.
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Tabelle 4.1: Anaerobe Genregulation von P. aeruginosa im TSB-Medium (Fortsetzung).

Arginin-Stoffwechsel

PA5173 arcC Carbamat-Kinase 6,1 50 4,2 5,7
PA5172 arcB Ornithin-Carbamoyltransferase 55 4,2 4.4 5,6
PA5171 arcA Arginin-Deiminase 54 4,2 4,6 4,9
PA5170 arcD Arginin/Ornithin-Antiporter 5,5 4,3 3,0 3,7
Nitrat-Stoffwechsel
PA1172 napC Cytochrom-C-Typ-Protein 14,4 11,9 16,6 | 13,6
PA1173 napB Cytochrom-C-Typ-Protein- 16,1 13,1 10,6 12,9
Precursor
PA1174 napA Periplasmatisches Nitrat- 15,9 10,7 154 | 12,6
Reduktase-Protein
PA1175 napD Protein der periplasmatischen 10,9 4,4 7,9 3,8
Nitrat-Reduktase
PA1176 napF Ferredoxin-Protein 22,2 8,5 11,5 8,2
PA1177 napE Periplasmatisches Nitrat- 39,3 57 7,9 5,2
Reduktase-Protein
ATP-Synthese
PA5553 atpC ATP-Synthase-Epsilon-Chain -7.1 -5,0 -8,5 -5,0
PA5554 atpD ATP-Synthase-Beta-Chain -13,9 | -8,2 -6,2 -6,7
PA5555 atpG ATP-Synthase-Gamma-Chain -14,7 | -120 | -10,8 | -9,6
PA5556 atpA ATP-Synthase-Alpha-Chain -18,4 | -11,2 -6,1 -6,5
PA5557 atpH ATP-Synthase-delta-Chain -125 | -104 | -6,6 -7,9
PA5558 atpF ATP-Synthase-B-Chain -7,7 -4,1 -3,7 -4.,1
PAS5559 atpE ATP-Synthase-C-Chain -8,3 -5,1 -4,3 -4.4
PA5560 atpB ATP-Synthase-A-Chain -5,4 -3,5 -3,0 -2,9
PA5561 atpl ATP-Synthase-Protein-I -1,7 -1,8 -2,2 -2,1

Anaerobe Genregulation von P. aeruginosa im TSB-Medium.

*

aeruginosa wurde ausgewahlt nach [Stover et al 2000], der

Die Gennummer von P.

Genname wurde - falls
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vorhanden - angegeben. ** Die Veranderung der Genexpression wurde nach einem bis vier
Tagen Wachstum unter anaeroben Bedingungen im Vergleich zum aeroben Wachstum an-

gegeben.

Bei der Untersuchung der Genexpression der gesamten Wege des Pyruvatabbaus
stellte sich heraus, dass die Gene, die fir den Abbauweg zum Succinat kodieren,
nicht differentiell reguliert oder herunter geregelt waren (Tab. 4.1, Abb. 4.2). Im
Gegensatz dazu waren die Gene, die fur den Pyruvatabbau Uber das Acetyl-
CoenzymA kodieren, stark hochreguliert. Die Gene, die fur die beiden Pyruvat-
dehydrogenasen (PA3416, PA3417) kodieren, waren 275 fach bzw. 78 fach hoch-
reguliert. Diese vermehrte Expression hielt fir alle vier Versuchstage an. Die Gene,
die fur den weiteren Pyruvatabbau uUber das Acetyl-CoenzymA zum einen zum
Acetat und zum anderen zum Ethanol kodieren, waren ebenfalls hochreguliert (Tab.
4.1, Abb. 4.2). Dagegen waren die Gene, die fur die drei Laktatdehydrogenasen
kodieren, welche Pyruvat zu Laktat abbauen, wahrend des anaeroben Wachstums
nicht differentiell reguliert. Diese Daten sprechen dafur, dass Pyruvat im TSB-

Medium eher Uber Acetyl-CoenzymA abgebaut wird, als zu Laktat und Succinat.
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Glukose
Laktatdehydrogenase
Pyruvatcarboxylase PA0927 IdhA -3,9
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Abbildung 4.2: Anaerobe Genexpression von P. aeruginosa im DNA-microarray

(Mittelwert aus drei unabhangigen Ansatzen aus Dreifachbestimmungen).

4.3 Produktion und Verbrauch von Laktat durch

Staphylococcus aureus

Im Gegensatz zu P. aeruginosa produzierte S. aureus Laktat. Die Produktion betrug
unter anaeroben Bedingungen am zweiten Versuchstag 2,8 mmol/L L-Laktat. Die
Konzentration von 2,8 mmol/L hielt sich Uber den dritten Versuchstag, um dann am
vierten auf die Startkonzentration von 0,8 mmol/L abzufallen (Abb. 4.3 B). Unter
aeroben Wachstumsbedingungen war die Laktatproduktion dagegen ausgepragter.
Nach 4 h Wachstum in TSB stieg die Laktatproduktion auf 11,2 mmol/L an, fiel dann
aber nach 24 h auf 1,9 mmol/L ab (Abb. 4.3 A).

Unter aeroben Bedingungen fiel die Laktatkonzentration der Versuchslosung (TSB),
die auf 11,2 mmol/L und eine S. aureus-Konzentration von 1x10” KBE/ml eingestellt
wurde, nach 24 h auf 1,7 mmol/L ab (Abb. 4.3 C). Wahrend der anaeroben

Versuchsdurchfuhrung mit TSB als Nahrmedium stieg die Laktatkonzentration in der
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Losung auf 15,6 mmol/L an (Abb. 4.3 D). Als PBS als nahrstoffloses Medium
verwendet wurde, konnte nahezu kein Laktatumsatz gemessen werden, weder unter

aeroben (Abb. 4.3 E) noch unter anaeroben (Abb. 4.3 F) Wachstumsbedingungen.

Es ist offensichtlich, dass S. aureus wahrend der exponentiellen Wachstumsphase
zu der Laktatbildung im CF-Sputum beitragen kann. Auch wahrend anaerober
Wachstumsphasen tragt S. aureus geringfligig zur Laktatbildung im CF-Sputum bei.
Unter aeroben Bedingungen Uberwiegt dagegen nach wenigen Stunden des

Wachstums der Laktatverbrauch.
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Abbildung 4.3: Laktatproduktion von S. aureus: A, C, E: aerobe Wachstums-
bedingungen; B, D, F: anaerobe Wachstumsbedingungen. A und B: ohne Laktat-
zusatz; C-F mit Laktatzusatz von 10 mmol/L. A, B, C, D: Nahrmedium TSB; E, F:
Nahrmedium PBS. Die Werte sind als Mittelwert + Standardabweichung
angegeben.
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4.4 Produktion und Verbrauch von Laktat durch Burkholderia

cenocepacia

Beim Vergleich der L-Laktat-Produktion von B. cenocepacia (J2315) mit der von P.
aeruginosa ergaben sich ahnliche Werte. Weder unter aeroben, noch unter
anaeroben Wachstumsbedingungen produziert B. cenocepacia Laktat (Abb. 4.4 A,
4.4 B).

Die Situation veranderte sich jedoch, wenn externes Laktat [10 mmol/L] zugegeben
wurde. Wahrend des aeroben Wachstums in TSB fiel die Laktatkonzentration auf 3,2
mmol/L am Versuchsende. Somit verbrauchte B. cenocepacia mit 8,0 mmol/L das
meiste externe Laktat. Unter anaeroben Wachstumsbedingungen in TSB produzierte
dagegen B. cenocepacia 11,4 mmol/L Laktat (Abb. 4.4 D). Dieses deutet auf eine
Verstoffwechselung der Nahrstoffe hin, die im TSB enthalten sind. Wenn PBS als
nahrstoffloses Medium fur die B. cenocepacia-Bakterienlosung verwendet wurde,
blieb die Laktatkonzentration sowohl unter aeroben, als auch unter anaeroben
Bedingungen nahezu identisch (Abb. 4.4 E, 4.4 F).

Der Laktatmetabolismus der drei untersuchten Bakterien ist somit sehr inhomogen.
Wahrend S. aureus und B. cenocepacia zur Laktatproduktion beitragen konnen,

metabolisiert P. aeruginosa keinerlei Laktat.

Bei den Versuchen, bei denen D-Laktat in die Bakterienlosungen zugegeben wurde,
zeigte sich fur alle 3 Bakterien keine Verminderung der Laktatkonzentration, weder

unter aeroben, noch unter anaeroben Bedingungen.
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Abbildung 4.4: Laktatproduktion von B. cenocepacia: A, C, E: aerobe Wachstums-
bedingungen; B, D, F: anaerobe Wachstumsbedingungen. A und B: ohne Laktat-
zusatz; C-F mit Laktatzusatz von 10 mmol/L. A, B, C, D: Nahrmedium TSB; E, F:
Nahrmedium PBS. Die Werte sind als Mittelwert + Standardabweichung
angegeben.

4.5 In vivo-Ergebnisse
45.1 L-Laktat, Keimidentifikation und Keimzahlbestimmung im

Sputum

Die L-Laktat-Konzentration in den Sputen (n=25) betrug 3,0 £ 3,1 mmol/L, im Bereich
von 0,3 bis 14,1 mmol/L (Abb. 4.5). In 14 Sputen wurde P. aeruginosa nachge-
wiesen, in 10 Sputen S. aureus und in einem Sputum B. cepacia. Die L-Laktat-
Konzentrationen der 14 Sputen, die mit P. aeruginosa kontaminiert waren, lagen im
Bereich wie die L-Laktat-Konzentrationen der 10 mit S. aureus kontaminierten
Sputen (3,3 £ 3,7 mmol/L vs. 2,8 £ 2,3 mmol/L, p= 0,67). Das Sputum, das mit B.
cepacia kontaminiert war, hatte eine L-Laktat-Konzentration von 1,9 mmol/L. Die
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Ergebnisse der Gesamtlaktatmessungen, welche gaschromatographisch erzielt
wurden, unterschieden sich nicht von den spektrophotometrisch ermittelten L-Laktat-
Werten.
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Abbildung 4.5: Laktatkonzentration von CF-Sputen. Sputen gesamt (n=25),

P. aeruginosa (n=14), S. aureus (n=10), B. cepacia (n=1).

Die Keimzahlen in den Sputen bewegten sich zwischen 9,2x104 bis 1,5x109 KBE/ml,
(8,3x107 + 2,9x108 KBE/ml). In den 14 Sputen, die mit P. aeruginosa kontaminiert
waren, betrug die Keimzahl 1,3x10® + 3,9x10% KBE/ml. Verglichen mit P. aeruginosa
waren die Keimzahlen der 10 Sputen mit S. aureus nicht unterschiedlich 1,2x107 +
1,2x10” KBE/ml, p=0,26. Das Sputum, das mit B. cepacia kontaminiert war, wies eine
Keimzahl von 7,7x10” KBE/ml auf (Abb. 4.6).
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Abbildung 4.6: Keimzahlen in CF- Sputen. Sputen gesamt (n=25), P. aeruginosa (n=14),

S. aureus (n=10), B. cepacia (n=1).

Es wurde keine Korrelation zwischen Keimzahlen und L-Laktat in den jeweiligen
Sputen festgestellt (R?>=0,024, r=0,155). Auch bei der Betrachtung der Untergruppen,
wurde keine Korrelation fur P. aeruginosa (R?=0,023, r=0,152) und S. aureus
(R2=0,030, r=0,173) mit den jeweiligen Keimzahlen gefunden.

4.5.2 Lungenfunktionsuntersuchungen

Um zu bestimmen, ob eine erhdhte Laktatkonzentration im Sputum zu einer ver-
schlechterten Lungenfunktion fuhrt, wurden diese Daten miteinander korreliert. Es
zeigte sich eine negative Korrelation zwischen FEV4 und L-Laktat in den Sputen aller
Patienten (r=-0,446, p=0,043). Auch bei Betrachtung der Untergruppen zeigte sich
eine negative Korrelation: flir P. aeruginosa r=-0,527 und fur S. aureus r=-0,454
(Abb. 4.7). Die Korrelationskoeffizienten von FVC mit Laktat waren bei der
Betrachtung aller Patienten niedriger (r=-0,331), fur P. aeruginosa (r=-0,432) und fur
S. aureus (r=-0,244).
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Abbildung 4.7: Korrelation von FEV; (forcierte expitatorische Einsekundenkapazitat)

und L-Laktat in den Sputen von CF-Patienten. : Regressionsgerade der

gesamten Sputen; -____: von Sputen mit P. aeruginosa-Kontamination; .......... von
Sputen mit S. aureus-Kontamination; ¢: B. cenocepacia-Sputen; B P. aeruginosa-

Sputen; e: S. aureus-Sputen.

453 pH-Wert-Bestimmungen

In den Sputen von 23 Patienten wurde der pH-Wert gemessen. Der pH-Wert betrug
7,23 + 0,43, die Ergebnisse befanden sich im Bereich von 5,99 bis 7,80. Die Laktat-
werte der 23 untersuchten Sputen bildeten eine negative Korrelation mit dem pH-
Wert (r=-0,51, p=0,014). Eine hdhere Laktatkonzentration trug demzufolge zu einer

Ansauerung der untersuchten Sputen bei.

4.3 Laktatproduktion durch polymorphkernige neutrophile
Granulozyten (PMN)

Nachdem die PMN unter aeroben Bedingungen bearbeitet wurden, produzierten sie
1,6 £ 1,0 mmol/L Laktat (Abb. 4.8). Die Laktatkonzentration erhohte sich nicht
signifikant, nachdem die PMN, die aerob bearbeitet wurde, fur 2 h bei -18°C
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eingefroren wurde (2,1 £ 1,2 mmol/L). Die Zellmembranen wurden durch die
niedrigen Temperaturen aufgebrochen, damit wurde gepruft, ob die PMN unter
aeroben Bedingungen noch zusatzlich intrazellulares Laktat produzierten, welches

nicht in den extrazellularen Raum transportiert wurde.

aerob anaerob

Laktat [mmol/L]
SN

1 2 3 4

Abbildung 4.8: Laktatproduktion durch 6x10® neutrophile Granulozyten. 1: unter aeroben
Bedingungen, 2: unter aeroben Bedingungen und eingefroren, 3: unter anaeroben
Bedingungen, 4: unter anaeroben Bedingungen und eingefroren (bei
-18°C).

Im Gegensatz zu der aeroben Bearbeitung produzierten die PMN unter anaeroben
Bedingungen mehr als doppelt soviel Laktat. Dabei wurden die PMN-L6sungen fur
4 h bei 37°C in der Anaerobierbank inkubiert. Der Laktatgehalt der Losungen, die
sofort nach der Inkubationszeit gemessen wurden, betrug 4,8 + 3,1 mmol/L, p=0,16.
Die PMN, die nach der anaeroben Inkubation fir 2 h eingefroren wurden,
produzierten 4,9 + 3,1 mmol/L, p=0,09.

Hierbei wurde deutlich, dass Laktat weder unter aeroben noch unter anaeroben
Bedingungen im Intrazellularraum der PMN verbleibt. Die starke Laktatproduktion der

PMN unter anaeroben Bedingungen ist moglicherweise ursachlich flur die hohen
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Laktatkonzentrationen in den CF-Sputen.

Hierfur spricht auch die negative Korrelation zwischen den Laktatkonzentrationen der
CF-Sputen und der Lungenfunktion (r=-0,446, p=0,043 flir FEV4) (Abb. 4.7). Diese
Aussagen sind damit vereinbar, dass eine grol3e Zahl von PMN eine starke Ent-

zundung bewirkt, was mit einer schlechten Lungenfunktion korreliert.
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5 Diskussion
51 Laktat im Sputum von CF-Patienten

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob Laktat im Sputum von Patienten mit
Cystischer Fibrose vorhanden ist, und welche biologischen Prozesse fur die Laktat-
produktion verantwortlich sind. Dabei konnte erstmalig gezeigt werden, dass Laktat
in allen Sputen von CF-Patienten vorkommt (Abb. 4.5). Die in den untersuchten
Sputumproben ermittelte Laktatkonzentration von 3,0 £ 3,1 mmol/L liegt nach den
vorgelegten Untersuchungen deutlich Gber dem Wert fur Laktat im Blutplasma (1,27
1 0,42 mmol/L [Nikolaizik et al. 1998]) von CF-Patienten. Damit kann es sich nicht um
einen passiven Diffusionsprozess aus dem Plasma ins Sputum handeln, sondern es
liegt ein aktiver Anreicherungsprozess fiur Laktat im Sputum der CF-Patienten vor.
Das Laktat im CF-Sputum kann somit entweder nur bakteriellen Ursprungs sein oder

von den reichlich im Sputum vorkommenden neutrophilen Granulozyten stammen.

5.2 Bakterielle Laktatproduktion

Um den genauen Ursprung des Laktats zu klaren, wurden die mdglichen Quellen
naher untersucht. Bei der Analyse der bakteriellen Laktatproduktion konnte gezeigt
werden, dass S. aureus (im Gegensatz zu P. aeruginosa) in vitro aerob und anaerob
in der Lage ist, Laktat zu produzieren (Abb. 4.1, 4.3, jeweils A,B). Dieses Ergebnis
deckt sich mit Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen, in denen gezeigt wurde, dass
anaerob die Produktion von Laktat durch S. aureus erhoht ist [Fuchs et al. 2007,
Richardson et al. 2008] sowie dass S. aureus in Biofilmen vermehrt Laktat produziert
[Zhu et al. 2007]. Im CF-Sputum wird S. aureus vermehrt von Exopolysacchariden
umgeben [Cramton et al. 2001, McKenney et al. 1999]. Dies fuhrt dazu, dass die
Bakterien in Form von anaeroben Mikrokolonien oder dreidimensionalen Biofilmen
vorliegen [Ulrich et al. 2007]. Damit sind beide Konditionen erfullt, unter denen S.

aureus auch in vitro vorliegt und somit die erhdhte Laktatproduktion verursacht.

Allerdings liegen die S. aureus-Keimzahlen bei den durchgefiihrten in vitro-
Versuchen deutlich hoher als die Keimzahlen fur S. aureus in den CF-Sputen. Die

maximale Laktatproduktion erfolgte in vitro nach 4 h aeroben Wachstums bei einer
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Keimzahl von 3,9+1,2x10® KBE/ml (Abb. 4.3 A) und anaerob nach einem Tag bei
2,3+1,4x10% KBE/ml (Abb. 4.3 B). Die Keimzahlen in den Sputumproben, die
ausschlieBlich mit S. aureus kontaminiert waren, lagen dagegen um eine Zehner-
potenz niedriger bei 1,2+1,2x10” KBE/ml (Abb. 4.6). Demzufolge sollte der Beitrag
von S. aureus zur Laktatproduktion in diesen Sputumproben entsprechend gering
ausfallen. Dies erklart auch, weshalb in Sputen, die nur mit S. aureus besiedelt
waren, nicht mehr Laktat zu finden war, als in Sputen, die ausschliel3lich mit P.

aeruginosa kontaminiert waren (Abb. 4.5).

Bei den durchgefuhrten Untersuchungen wurde deutlich, dass P. aeruginosa weder
unter aeroben noch unter anaeroben Wachstumsbedingungen Laktat produziert
(Abb. 4.1 A,B). Dies lasst sich dadurch erklaren, dass P. aeruginosa nur in der Lage
ist, unter anaeroben Bedingungen Pyruvat weiter zu Laktat zu metabolisieren, wenn
Pyruvat als einzige Kohlenstoffquelle zur Verfigung steht [Eschbach et al. 2004]. Bei
der Verwendung eines reichen Nahrmediums wie TSB fur die in vitro-Versuche,
welches den im Sputum von CF-Patienten vorkommenden Bedingungen ahnlich ist
[Linnane et al. 1998, Yoon et al. 2006], wird bevorzugt Nitrat oder Arginin zur
Energiegewinnung genutzt, so dass es nicht zu einer vermehrten Produktion von

Laktat kommen kann.

5.2.1 Genexpression von Pseudomonas aeruginosa

Die Ergebnisse der untersuchten Expressionen von Genen des Pyruvatstoffwechsels
von P. aeruginosa unter anaeroben und aeroben Bedingungen stehen in Uberein-
stimmung mit den in vitro-Versuchen zur Laktatproduktion durch das Bakterium.
Unter anaeroben Bedingungen werden die Gene, die flir den Laktatstoffwechsel
kodieren, vermindert exprimiert (Abb. 4.2). Die Beobachtung, dass Laktat anaerob
nicht durch Bakterien gebildet wird, trifft sowohl fur P. aeruginosa fur die in vitro-
Laktatproduktion, wie auch fur die Genexpression zu (Abb. 4.1). Dieses Ergebnis ist

neu und nicht in der Literatur belegt.
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5.3 Polymorphkernige neutrophile Granulozyten (PMN) als
Quelle des Laktats im Sputum von Patienten mit Cystischer

Fibrose

Da Bakterien als Hauptursache fur die hohen Laktatkonzentrationen in den CF-
Sputen ausgeschlossen werden kdnnen, muss es eine weitere Quelle des Laktats
geben. Als mdglicher Ursprung kommt nur die vorherrschende Zellart im CF-Sputum
in Frage: die polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten [Meyer KC 2004]. Unter
anaeroben Bedingungen wird von 6x10° neutrophilen Granulozyten eine ahnliche
Menge Laktat gebildet (4,8+3,1 mmol/L, Abb. 4.8), wie die in den CF-Sputen
gemessene Laktatkonzentration (3,0+3,1 mmol/L, Abb. 4.5). Die Laktatproduktion der
PMN unter aeroben Bedingungen (1,6 £ 1,0 mmol/L) ist deutlich geringer als unter
anaeroben Konditionen (4,9 £ 3,1 mmol/L) (Abb. 4.8). Da im CF-Sputum anaerobe
Bedingungen vorherrschen, ist von einer erhdhten Laktatproduktion der PMN auszu-
gehen [Worlitzsch et al. 2002]. Auch eingefrorene PMN produzieren nach einer
anaeroben Inkubationszeit von 2 h 4,9 + 3,1 mmol/L (Abb. 4.8). Die Laktat-
konzentration ist damit bei den PMN nach Zerstérung der Zellmembran genauso
hoch wie bei PMN mit intakter Zellmembran (4,8+3,1 mmol/L, Abb. 4.8). Das spricht
daflr, dass das gesamte Laktat, welches von PMN gebildet wird, in den
Extrazellularraum gegeben wird. Somit wird deutlich, dass Laktat weder unter

aeroben noch unter anaeroben Bedingungen im Intrazellularraum der PMN verbleibt.

Die Anzahl der neutrophilen Granulozyten, die bei den Versuchen verwendet wurde,
liegt in derselben GroRenordnung, wie sie in CF-Sputen vorkommt [Ratjen und
Doéring 2003, Meyer 2004]. Die Bedingung, dass die Versuche unter anaeroben
Verhaltnissen (wie im CF-Sputum), durchgefuhrt wurden, sind erfullt worden. Zudem
spricht die Tatsache, dass kein signifikanter Unterschied in Bezug auf die
Laktatkonzentrationen von sowohl mit P. aeruginosa, als auch mit S. aureus
kontaminierten Sputen besteht, daflir, dass das im Sputum befindliche Laktat nicht
von Bakterien, sondern von neutrophilen Granulozyten gebildet wird. Damit sind die
neutrophilen Granulozyten als wahrscheinlichste Quelle flr die hohen Laktatwerte im

Sputum von CF-Patienten bewiesen.
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54 Pseudomonas aeruginosa-Laktatmetabolismus

Auf die sich nun stellende Frage, ob Bakterien und im speziellen P. aeruginosa von
extern vorkommendem, durch neutrophile Granulozyten gebildetem Laktat profitieren
konnen, wurde der Metabolismus von P. aeruginosa naher untersucht. Da Laktat
weder in den Nitratstoffwechsel [Comolli und Donohue 2002, Chen et al. 2003,
Filiatrault et al. 2005], noch den Argininmetabolismus [vander Wauven et al. 1984,
Gamper et al. 1991] eingebunden ist, konnte P. aeruginosa Laktat lediglich Uber den
Pyruvatstoffwechsel anaerob metabolisieren. Daraufhin wurde die anaerobe Gen-
expression von P. aeruginosa in Hinsicht auf den Laktatmetabolismus naher
untersucht (Abb. 4.2, Tab. 4.1).

5.5 Anaerobe Energiegewinnung von Pseudomonas

aeruginosa

Die Gene, die fir die drei Laktatdehydrogenasen kodieren, sind heruntergeregelt
(Abb. 4.2). Das Ergebnis deckt sich mit der in-vitro gemessenen Laktatproduktion
durch P. aeruginosa (Abb. 4.1). Andererseits ist die Genexpression fur die Gen-
produkte, die flir die Enzyme kodieren, welche fur den Stoffwechselweg vom Pyruvat
zum Acetyl-CoEnzymA und dessen Folgeprodukten zustandig sind, massiv hoch-

geregelt.

Die wahrscheinlichste Erklarung fur diese Regulierung der Stoffwechselwege besteht
darin, dass es flr P. aeruginosa unter anaeroben Bedingungen energetisch am
gunstigsten ist, wenn kein Laktat metabolisiert wird. Fur diese Annahme spricht auch,
dass der Stoffwechselschritt vom Pyruvat zum Acetyl-CoEnzymA irreversibel ist
[Eschbach et al. 2004], womit einmal zum Acetyl-CoEnzymA umgesetztes Pyruvat
nicht mehr in den Laktatstoffwechsel eingebracht werden kann. Somit ist es
theoretisch denkbar, dass extern zugeflhrtes Laktat in einem nahrstofflosen Medium

als Energiequelle dienen kann.

Da diese Bedingungen im auflerst nahrstoffreichen Sputum nicht vorherrschen, wird

P. aeruginosa Laktat dort nicht als Energiequelle nutzen. Unter anaeroben
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Bedingungen sind aber die Gene, die fur die Pyruvatdehydrogenasen kodieren,
massiv hochgeregelt. Sie sind in die Aktivierung des P. aeruginosa-type-lll-secretion-
system eingebunden, welches fur eine ansteigende Virulenz dieses Mikroorganismus
verantwortlich ist [Dacheux et al. 2002]. Daher bieten diese Gene mdglicherweise ein

lohnendes Angriffsziel in der Therapie gegen P. aeruginosa.

5.6 Laktat als noninvasiver Entzindungsmarker fir die

Therapie der chronischen CF-Lungenentziindung

Es bleibt die Frage bestehen, welche klinische Bedeutung die erhohten Laktat-
konzentrationen im Sputum der CF-Patienten haben. Da der Beitrag von Bakterien
zur Laktatbildung gering ist, und die hohen Laktatkonzentrationen im Sputum durch
die anaerobe Produktion von neutrophilen Granulozyten zu erklaren sind, wurden die
Lungenfunktionswerte (FEV:) mit den Laktatwerten in den Sputen der jeweiligen
Patienten korreliert. Es zeigte sich eine negative Korrelation zwischen abfallenden
FEVi-Werten und ansteigenden Laktatkonzentrationen im Sputum der gleichen
Patienten (Abb. 4.7).

Damit kann Laktat als ein Marker fur die entzindungsabhangige Anzahl der
neutrophilen Granulozyten angesehen werden. Je grof3er die Laktatkonzentration in
den Sputen ist, desto hdher ist die Anzahl der neutrophilen Granulozyten, desto

starker ist die Entziindung und desto schlechter ist die Lungenfunktion.

Diese Beobachtung geht mit der Tatsache einher, dass bisher Produkte von
neutrophilen Granulozyten wie neutrophile Elastase [Goldstein und Doéring 1986]
oder Myeloperoxidase [Meyer KC 2004] als Entziindungsparameter identifiziert
werden konnten, die auch negativ mit den Lungenfunktionswerten korrelieren [Doring
et al. 2007, Castellani et al. 2008].

Laktat muly also nicht zwangslaufig als pathogenetisch bedeutsames Molekul (z.B.
im Sinne einer pH-Wert-Absenkung [Fischer und Widdicombe 2006]) gesehen
werden, sondern vielmehr als weiterer Marker fur die durch neutrophile Granulozyten

verursachte Entziindung.



Kapitel 5 Diskussion Seite 48

Das Besondere bei diesem Marker ist aber, dass er nicht invasiv im Sputum und
durch Routinemessmethoden erhoben werden kann. An einen Marker werden

weitere Anforderungen gestellt.

Er muss strukturell stabil sein, womit Enzyme als Markersubstanzen weitgehend
entfallen. AuBerdem muss die Markersubstanz, auch unter den in der CF-Lunge
vorherrschenden anaeroben Bedingungen, gebildet werden. Der Marker muss relativ
schnell auf Veranderungen wie therapeutische Eingriffe reagieren konnen. Das
Laktat verfugt Uber alle genannten Eigenschaften. Das zeigt auch die negative
Korrelation zwischen den Laktatkonzentrationen in den CF-Sputen und der
Lungenfunktion der Patienten (r=-0,446, p=0,043 fir FEV4) (Abb. 4.7). Diese
Aussagen sind damit vereinbar, dass eine grol’e Zahl von PMN eine starke
Entzindung bewirkt, was mit einer reduzierten Lungenfunktion korreliert. Somit ist

Laktat als noninvasiver Inflammationsmarker bei CF denkbar.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass in dieser Arbeit gezeigt werden konnte,
dass die hohen Laktatkonzentrationen im Sputum der CF-Patienten in erster Linie
durch neutrophile Granulozyten gebildet werden und bedeutend weniger durch
Bakterien. P. aeruginosa benutzt offenbar kein externes Laktat zur
Energiegewinnung. Laktat kann daher moglicherweise als nicht invasiver
Entzindungsmarker fur die Therapie der chronischen CF-Lungenentzindung genutzt

werden.
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6 Schlussfolgerungen

Die in der vorliegenden Arbeit ermittelten Ergebnisse beinhalten grundsatzlich neue

Erkenntnisse bezlglich der Pathogenese der chronischen CF-Lungeninfektion.

P. aeruginosa nutzt unter anaeroben Bedingungen im speziell angereichertem
Nahrmedium nicht den Pyruvatmetabolismus zur Energiegewinnung. Dies bedeutet,
dass P. aeruginosa auch nicht zur Steigerung der Laktatkonzentration im Sputum
beitragt. Ein analoges Ergebnis zeigt sich bei der Untersuchung der anaeroben Gen-
expression von P. aeruginosa. Auch der Beitrag von S. aureus zur Laktatproduktion

im CF-Sputum ist zu vernachlassigen.

Trotzdem ist in jedem Sputum von CF-Patienten Laktat zu finden. Das Laktat muss
also zellularen Ursprungs sein. Die am haufigsten vorkommenden Entziindungs-
zellen sind neutrophile Granulozyten. Diese produzieren unter anaeroben
Bedingungen grof’e Mengen an Laktat. Neutrophile Granulozyten sind damit der bei
weitem wahrscheinlichste Ursprung des Laktats im Sputum. Das Laktat korreliert

negativ mit der Lungenfunktion der CF-Patienten.

Laktat gilt im Gegensatz zu Enzymen als strukturell stabil und wird unter anaeroben
Bedingungen, wie in der CF-Lunge vorherrschend, von PMN gebildet. Weiterhin

kann Laktat als Routinewert bei jeder Untersuchung des Sputums erhoben werden.

Ein weiterer wesentlicher Vorteil von Laktat als Inflammationsmarker im Gegensatz

zu den bekannten Markern liegt darin, dass dieser noninvasiv erhoben werden kann.

Damit stellt das Laktat einen vielversprechenden Marker fur den Verlauf der

chronischen, anaerob dominierten Entziindung dar.

Weiterfuhrende Untersuchungen sollten sich mit der klinischen Umsetzbarkeit der

Ergebnisse befassen.



Kapitel 7 Zusammenfassung Seite 50

7 Zusammenfassung

Bei Patienten mit Cystischer Fibrose (synonym: Mukoviszidose) ist die bei weitem
haufigste Todesursache die schwere chronische Bronchopneumonie. Dabei wird das
in der Lunge befindliche Sputum bei einer Vielzahl der Patienten mit dem Erreger P.
aeruginosa infiziert. Dieser ist durch seine Virulenz in der Lage, den
Gesundheitszustand der Patienten massiv zu beeintrachtigen. Um eine verbesserte
Therapie gegen diesen schwerig zu therapierenden Erreger zu entwickeln, sind

genaue Kenntnisse der Stoffwechselwege dieses Bakteriums unabdingbar.

Um den Erfolg einer antibiotischen Therapie gegen den die Lungenentzindung
verursachenden Erreger kontrollieren zu koénnen, ist ein Entzindungsmarker
vonndten. Die spezifischen Umstande in der CF-Lunge schranken die Effektivitat

schon untersuchter Markersubstanzen erheblich ein.

Es ist daher von aktueller Bedeutung, eine Substanz zu finden, die unter den in der
CF-Lunge vorherrschenden Bedingungen als Marker genutzt werden kann. Vor
diesem Hintergrund wurde die Bedeutung des Laktats als mogliche Markersubstanz

untersucht.

Es wurde die Laktatkonzentration, die Keimzahl sowie die Keimidentifikation in
Sputen von 25 CF-Patienten ermittelt. Die Laktatkonzentration wurde sowohl
spektrophotometrisch, als auch gaschromatographisch bestimmt, um eine mdgliche
Abweichung vom Gesamtlaktat zum L-Laktat feststellen zu konnen. Die Keim-
quantifikation wurde mittels Mehrfachbestimmungen in Verdlinnungsreihen durch-
gefluhrt.

Die Keimidentifikation erfolgte durch Verwendung eines biochemischen
Identifikationssystems. Bei der Durchfuhrung der in vitro-Versuche wurden
Laborstamme (P. aeruginosa-Stamm PAO1 (ATCC 15692), S. aureus-Stamm SA113
(ATCC 35556), B. cenocepacia-Stamm J2315 (ET12 lineage, LMG 16656))

verwendet.
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Die Genexpression von P. aeruginosa wurde sowohl unter aeroben, als auch unter
anaeroben Bedingungen mit Affymetrix DNA-microarrays bestimmt. Die Eigen-
schaften der PMN bezuglich der Laktatproduktion unter verschiedenen Bedingungen

wurden durch die Verwendung von buffy coats untersucht.

Es wurden bei jedem Patienten die Werte fur die forcierte expiratorische Ein-
sekundenkapazitat (FEV,) sowie fur die forcierte Vitalkapazitat (FVC) erhoben.
Dabei wurde untersucht, inwieweit sich diese routinemallig erhobenen Lungen-

funktionsparameter zu der Laktatkonzentration der Sputen verhalten.

In allen Sputen konnte Laktat nachgewiesen werden. Die Laktatkonzentration betrug
3,0 £ 3,1 mmol/L (Mittelwert + Standardabweichung), im Bereich von 0,3 bis 14,1
mmol/L. Es konnte kein Unterschied zwischen der spektrophotometrischen und
gaschromatographischen Nachweismethode festgestellt werden. Es wurden in 14
Sputen P. aeruginosa (3,3 £ 3,7 mmol/L Laktat), in 10 Sputen S. aureus (2,8 £ 2,3
mmol/L Laktat) und in einem Sputum B. cenocepacia (1,9 mmol/L Laktat)

nachgewiesen.

Aufgrund der gro3en Bedeutung von P. aeruginosa fur die Pathogenese der CF
wurde dessen Genexpression unter aeroben sowie unter anaeroben Bedingungen
untersucht. Die Genexpression der Laktatdehydrogenasen von P. aeruginosa war
unter anaeroben Bedingungen heruntergeregelt. Andererseits wurden die Gene, die
fur Enzyme kodieren, welche Pyruvat zum Acetyl-CoEnzymA metabolisieren, massiv
exprimiert (PA3416 275 fach und PA3417 78 fach). Daher wird deutlich, dass P.
aeruginosa unter anaeroben Bedingungen keinen metabolischen Nutzen vom Laktat
hat.

S. aureus produzierte als einziger Erreger unter in vitro-Bedingungen Laktat, welche
denjenigen im CF-Sputum ahnlich sind (2,8 £ 0,1 mmol/L). Es existierten also keine
signifikanten Unterschiede bezlglich der Laktatwerte in den Sputen mit unter-
schiedlicher bakterieller Besiedlung. Da S. aureus lediglich in 10 CF-Sputen nach-
gewiesen werden konnte, musste es eine andere Quelle fir die hohen Laktat-
konzentrationen geben. Die aus buffy coats isolieten PMN produzierten unter

anaeroben Bedingungen 4,8 + 3,1 mmol/L Laktat.
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Das Ergebnis zeigt eine dreifache Erhohung im Vergleich zu den Laktat-
konzentrationen, die unter aeroben Bedingungen gemessen wurden (1,6 £ 1,0
mmol/L Laktat). Durch Versuche, bei denen die Zellmembran der PMN durch das
Einfrieren bei -18°C aufgebrochen wurde, konnte gezeigt werden, dass kein Laktat
im Intrazellularraum der PMN verbleibt. Da PMN in groRer Anzahl bei chronischen
Entzindungen wie bei der CF-Pneumonie vorkommen, sind sie die hochst-

wahrscheinliche Hauptursache fir die Laktatkonzentrationen im CF-Sputum.

Um die Rolle des Laktats fur die Pathogenese der CF zu klaren, wurden die
Laktatkonzentrationen im Sputum mit dem Lungenfunktionsparameter FEV;
korreliert. Es wurde eine negative Korrelation von r=-0,446, p=0,043 ermittelt. Damit
besteht ein deutlicher Zusammenhang zwischen einem erhdhten Laktatgehalt und

einer verminderten Lungenfunktion.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte erstmals geklart werden, dass Laktat im Sputum
aller CF-Patienten vorkommt. Des Weiteren konnte gezeigt werden, welche
Organismen flr die Laktatproduktion verantwortlich sind. Durch die in vitro-Versuche
wurde demonstriert, dass P. aeruginosa und B. cenocepacia nicht an der Laktat-

produktion beteiligt sind.

Bei den Untersuchungen, ob P. aeruginosa von externem Laktat metabolisch
profitieren kann, wurde durch in vitro-Versuche und Genexperimente heraus-
gefunden, dass der Pyruvatstoffwechsel zur anaeroben Energiegewinnung eine

untergeordnete Rolle spielt.

Im Gegensatz dazu ist S. aureus nur bedingt in der Lage, zur Laktatkonzentration im
Sputum beizutragen. Da Laktat in allen Sputen, auch in solchen ohne S. aureus-Be-
siedlung, und in oft héheren Keimzahlen vorkommt, wird deutlich, dass die geringe
Laktatproduktion von S. aureus nicht hauptursachlich fur die Laktatkonzentrationen in
den CF-Sputen darstellt.

Die Quelle fur Laktat mUssen also Zellen sein, die in grofler Anzahl im CF-Sputum
vorkommen. Dabei ist auf die Uberwiegend im CF-Sputum vorkommende Zellart bei

der chronischen Lungeninfektion zu verweisen. Diese Zellen sind die neutrophilen
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Granulozyten (PMN). Es konnte in in vitro-Versuchen deutlich dargestellt werden,
dass PMN fur die Laktatkonzentration verantwortlich sind. Damit ist der Ursprung des

Laktats im CF-Sputum geklart.

Aufgrund der negativen Korrelation zwischen Laktat und FEV, ist es wahrscheinlich,

dass Laktat einen Entzindungsmarker darstellen kann.

Ein wesentlicher Vorteil von Laktat als Inflammationsmarker im Gegensatz zu den
bekannten Markern liegt darin, dass dieser noninvasiv erhoben werden kann. Laktat
ist im Gegensatz zu Enzymen als strukturell stabil anzusehen und wird unter

anaeroben Bedingungen, wie in der CF-Lunge vorherrschend, von PMN gebildet.

Weiterhin konnte Laktat zuklnftig als Routinewert bei jeder Untersuchung des
Sputums erhoben werden. Das ist ein weiterer Vorteil, der somit einen wesentlichen

Beitrag zur Optimierung der Therapie fur CF-Patienten darstellen kann.
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10 Anhang
10.1 Patientendaten

Tabelle 10.1: Lungenfunktionswerte der CF-Patienten

Patient |Geb. Datum Datum FVC % FEV1 %
1 14.09.1984 21.10.2005 50,3 38,1
2 16.07.1974 15.11.2005 76,4 40,8
4 01.08.1986 15.11.2005 104,9 90,2
5 05.10.1971 06.12.2005 53,1 31,5
6 25.09.1963 15.11.2005 57,6 38,5
7 08.05.1982 18.11.2005 87,9 76,3
8 06.08.1975 18.11.2005 71,2 60,5
10 19.11.1979 16.03.2006 43 18
11 14.06.1971 22.11.2005 50,4 42
13 04.03.1975 13.12.2005 70,6 46,3
14 29.03.1985 25.11.2005 70,5 50,3
15 29.07.1982 13.12.2005 87,8 76,2
16 03.03.1985 13.12.2005 104,6 93,9
17 13.05.1978 13.12.2005 71 53,2
18 09.07.1982 17.01.2006 61,7 34,4
20 23.01.1986 27.01.2006 91,4 72,8
21 01.02.1974 31.01.2006 106 80
22 08.01.1980 10.01.2006 64,9 52,8
23 08.09.1987 17.03.2006 92,3 75,3
24 05.01.1968 04.04.2006 93,2 70,7
25 20.02.1984 21.04.2006 104,8 100,1
26 10.04.1971 26.04.2006 71,3 30,7
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10.2

Sputumwerte

Tabelle 10.2: Patientendaten und Sputumwerte

Patient |Geschlecht |Geburts- Proben- Gewicht Alter bei Proben-|pH-Wert
datum datum Sputum [g] |enthahme
1 W 14.09.1984| 10.11.2005 15,4 21 7,29
2 w 16.07.1974| 15.11.2005 4,98 31 7,58
3 W 05.05.1982| 15.11.2005 5,74 23 7,36
4 W 01.08.1986| 15.11.2005 3,08 19 5,99
5 w 05.10.1971] 15.11.2005 6,83 34 7,54
6 W 25.09.1965| 15.11.2005 6,36 40 7,80
7 W 02.05.1982| 18.11.2005 3,48 23 7,77
8 w 06.08.1975| 18.11.2005 4,55 30 7,78
10 m 19.11.1979| 18.11.2005 5,88 25 7,37
11 W 14.06.1971] 22.11.2005 19,32 34 7,70
12 W 14.07.1942| 22.11.2005 3,54 63 7,26
13 m 04.03.1975| 22.11.2005 2,89 30 7,25
14 m 29.03.1985| 25.11.2005 1,68 20 6,97
15 m 29.07.1982| 13.12.2005 2,68 23 7,49
16 m 03.03.1985| 13.12.2005 1,24 20 717
17 m 13.05.1978] 13.12.2005 1,89 27 7,31
18 W 09.07.1982| 17.01.2006 5,44 23 6,53
19 m 23.08.1982| 27.01.2006 2,53 23 6,84
20 m 23.01.1986| 27.01.2006 2,57 20 7,30
21 m 01.02.1974| 31.01.2006 2,36 31 7,27
22 m 08.01.1980| 03.02.2006 1,4 26 7,02
23 W 08.09.1987| 17.03.2006 2,67 18 7,05
24 W 05.01.1968| 04.04.2006 2,27 38|n.b.
25 m 20.02.1984| 21.04.2006 2,18 22|n.b.
26 W 10.04.1971] 19.05.2006 1,77 35 6,75

n.b.: nicht bestimmt
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10.3 Sputumdaten der CF-Patienten
Tabelle 10.3: Sputumdaten der CF-Patienten
Patient |Hauptkeim Nebenkeim Keimzahl/ Keimzahl/ Standard- |Laktat
Mittelwert abweichung (mmol/L)
1|S. aureus 3,67E+07 2,89E+06 3,10
2|P. aeruginosa 4,29E+07 1,55E+07 1,90
3|S. aureus B. cenocepacia 1,64E+06 9,29E+04 0,70
4|S. aureus 9,04E+06 5,12E+06 4,50
5[P. aeruginosa 3,67E+07 5,77TE+06 4,90
6|P. aeruginosa 3,03E+07 9,50E+06 1,20
7|P. aeruginosa |S. aureus 1,35E+06 2,75E+05 0,80
8[S. aureus 1,08E+07 1,57E+06 2,80
10|S. aureus B. cenocepacia 9,17E+04 2,38E+04 2,30
11|P. aeruginosa 1,83E+07 1,26E+07 3,00
12|P. aeruginosa 1,02E+07 8,39E+05 0,90
13[B. cenocepacia 7,72E+07 1,99E+07 1,90
14|P. aeruginosa 9,28E+06 3,23E+06 1,70
15|P. aeruginosa [S. aureus 5,69E+07 1,41E+07 1,20
16|S. aureus 1,05E+07 1,57E+06 0,20
17[P. aeruginosa [S. aureus 5,59E+07 1,20E+06 6,80
18|P. aeruginosa [S. aureus 2,49E+07 7,28E+06 14,10
19|P. aeruginosa 8,67E+07 1,59E+07 5,50
20|P. aeruginosa 9,34E+06 2,74E+06 0,50
21|P. aeruginosa 1,49E+09 1,50E+08 1,50
22|S. aureus 7,64E+06 8,49E+05 3,30
23|S. aureus 2,76E+07 9,37E+06 0,70
24|P. aeruginosa 5,74E+06 3,27E+06 2,10
25|S. aureus 2,25E+06(n.b. 2,00
26|S. aureus 1,27E+Q7|n.b. 8,10

n.b.: nicht bestimmt
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11 Thesen

1. Die Cystische Fibrose (CF, Synonym: Mukoviszidose) ist die haufigste
schwerwiegende autosomal rezessiv vererbte Stoffwechselerkrankung in den
westlichen Industrienationen. Chronische bakterielle Bronchopneumonien stellen

fur CF-Patienten die bei weitem haufigste Todesursache dar.

2. Bei CF werden in der Lunge der Patienten grol3e Mengen von viskdsem Sputum
gebildet. In diesem liegen auf Grund von bakteriellem und zellularem
Sauerstoffverbrauch sowie auf Grund von reduzierter Sauerstoffdiffusion

anaerobe Verhaltnisse vor.

3. Die bakterielle Besiedelung der Lunge erfolgt im Erwachsenenalter am haufigsten
durch Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus oder Burkholderia
cenocepacia. Weiterhin wandern aufgrund der vorherrschenden chronischen
Entzindung groRe Mengen an polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten

(PMN) in die Atemwege ein.

4. Bisherige Studien gehen davon aus, dass P. aeruginosa unter definierten

anaeroben Bedingungen Uber den Pyruvatstoffwechsel Laktat metabolisiert.

5. In der vorliegenden Studie wurde im Rahmen von in vitro- und in vivo-
Untersuchungen das Vorhandensein, der Ursprung, Wechselwirkungen mit

Bakterien sowie die klinische Relevanz von Laktat untersucht.

6. In 25 Sputen von erwachsenen CF-Patienten wurde eine Keimidentifikation
(Vitek® Senior-System), eine Keimquantifikation (Verdinnungsreihe) und die
Bestimmung der jeweiligen bakteriellen Laktatkonzentration (Synchron LX
System, Shimadzu-GC 14A Gaschromatograph) sowie eine Ermittelung der

Laktatkonzentration von PMN durchgefuhrt.

7. Die aerobe und anaerobe Genexpression von P. aeruginosa wurde mit Hilfe von

Affymetrix® microarrays gemessen.
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8.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Laktat konnte in allen Sputen nachgewiesen werden. Die Laktatkonzentration
betrug 3,0 £ 3,1 mmol/L (Mittelwert + Standardabweichung), im Bereich von 0,3
bis 14,1 mmol/L.

Die in vitro-Laktatproduktion und die Genexpression von P. aeruginosa
demonstrierte, dass der Pyruvatmetabolismus unter anaeroben Bedingungen, wie

sie bei CF vorherrschen, nicht genutzt wird.

Unter in vitro-Bedingungen, die denjenigen im CF-Sputum ahnlich sind,

produzierte lediglich S. aureus Laktat (2,8 £ 0,1 mmol/L).

Die von S. aureus produzierte Menge an Laktat ist nicht ausreichend, um das in
vielen Fallen héhere Vorkommen des Laktats zu erklaren. Auf3erdem ist in allen
Sputen ohne S. aureus-Besiedelung Laktat gefunden worden, daher muss eine

weitere Quelle existieren.

Die Laktatproduktion von 6x10® PMN betrug unter anaeroben Bedingungen 4,8 +
3,1 mmol/L.

Bei der Untersuchung der klinischen Bedeutung des Laktats zeigte sich eine
negative Korrelation zwischen der forcierten expiratorischen
Einsekundenkapazitat (FEV4) der CF-Patienten mit der Laktatkonzentration im
Sputum (r=-0,446, p=0,043).

Es konnte erstmals gezeigt werden, dass das im CF-Sputum vorkommende

Laktat hauptsachlich von PMN gebildet wird und nicht bakteriellen Ursprungs ist.

Die klinische Bedeutung dieser Untersuchung ist darin begriindet, dass Laktat als
noninvasiver Inflammationsmarker zu sehen ist, der unter anaeroben
Bedingungen entsteht, eine strukturelle Stabilitdt aufweist, und mit

Routinemessmethoden ermittelt werden kann

Weiterflhrende Studien missen zeigen, ob eine Nutzung des Markers im

klinischen Alltag Anwendung finden konnte.
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