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Finleitung 1

1. Einleitung

1.1 Die Nabelpflege mit Wecesin®-Streupuder

Unter der Nabelpflege mit Wecesin®-Streupuder, der metallisches Antimon enthilt,
kann ein signifikant beschleunigtes Abfallen des Nabelschnurrestes beobachtet werden:
im Mittel am 4. Tag versus im Mittel am 10. Tag (Pflege mit 80%igem Alkohol und
Fissan®- Silberpuder). In einer im Jahre 1992 prospektiv durchgefiihrten Studie traten
an 204 gesunden Neugeborenen keine unerwiinschten Nebenwirkungen auf (Seidler et
al.). Diese Beobachtung konnte in der Filderklinik in Stuttgart, wo Wecesin®-Streu-
puder seit 1975 zur Nabelpflege eingesetzt wird, bestétigt werden (Zerm). Einfliisse auf
die Unterschiede in den Abfallszeiten der Nabelreste zwischen den beiden Gruppen
konnten fiir NabelmaBle, Geburtsgewicht, griines Fruchtwasser, Geburtsmodus,
Geschlecht, und Erndhrungsform ausgeschlossen werden. Am 8. Tag waren alle unter
Wecesin” behandelten Nabelschnurreste abgefallen, bei der Alkoholpflege erst am 22.
Tag. Bis zum Abfallen blieben alle Nabelreste unter Wecesin® feucht, eine Mumifika-
tion fand nicht statt.

Ein spiteres Abfallen des Nabelschnurrestes liefert einen wichtigen diagnostischen
Hinweis auf das Vorliegen eines angeborenen Granulozytendefektes, speziell eines
Leukozytenadhdsionsdefektes (LFA-1- Mangel). Hayward et al. berichteten als Erste
tiber eine mogliche Beziehung zwischen einer verspiteten Trennung des
Nabelschnurrestes und einer defekten Granulozytenfunktion. Die frithe Diagnose dieses
Immundefekts ist von grofler Bedeutung fiir den weiteren Verlauf der Erkrankung.

Da funktionsfdhige Granulozyten eine wesentliche Voraussetzung fiir das Abfallen
des Nabelschnurrestes sind, ergibt sich die Frage, ob Nabelpuder, der metallisches
Antimon enthilt, das frithe Abfallen des Nabelschnurrestes durch Stimulation der
Granulozyten bewirken kann.

Zusammensetzung des Wecesin®-Streupuders

Wecesin®-Streupuder wird fiir oberflichlich abtrocknende Wunden und in der
Nabelpflege bei Neugeborenen empfohlen.

100 g Wecesin®-Streupuder enthilt eine Antrocknung der dthanolischen Ausziige aus:

- Arnika, Planta tota 2,5 g

- Calendula, Herba 1,65 g

- Echinacea angustifolia et purpurea, Planta tota 1,66 g

- Stibium metallicum praeperatum (Antimon) 0,1 g

Der Wirkstofftriger ist Talkum.

1.2 Zeitpunkt und Faktoren, die zum Abfallen des Nabelschnurrestes flhren

Der Zeitpunkt des Abfallens des Nabelstumpfes ist abhédngig von der

Behandlungsmethode:

- 6,3 Tage in einer Studie mit 600 finnischen Neugeborenen behandelt mit Jod-

Polyvinylpyrrolidon (Tdttermann und Autio).
5,8 Tage in einer indischen Studie mit 840 Neugeborenen behandelt mit
Merkurochrom oder antiseptischem Puder (Bhalla et al).
6,4—12 Tage bei 121 Kindern in Jerusalem, behandelt mit Triple dye, 1%
Neomycin, 1% Sulphadiazinsalbe, Bismuthpuder (Arad et al.).
15 +/- 7,2 Tage (geometrisches Mittel: 13,7 Tage) Studie mit 245
Neugeborenen, behandelt mit Triple dye. Bei 25 Kindern fiel die
Nabelschnur erst nach drei Wochen ab, ohne dass eine Omphalitis vorlag
(Wilson et al.).
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Eine um 3 Tage verkiirzte Nabelschnurabfallszeit wird in der prospektiven
Studie von Golombek et al. mit 599 Neugeborenen beschrieben, deren
Nabelschnur allein nur mit Alkohol einmal tdglich behandelt wurde. Der
Mittelwert lag in der nur mit Alkohol behandelten Gruppe bei 10 Tagen, im
Vergleich zu der Gruppe, deren Nabelschnur zusétzlich mit Triple dye
versorgt wurde bei 13 Tagen.

Pezzati et al. vergleicht in einer randomisierten Studie mit 244
Frithgeborenen die Nabelschnurabfallszeit von zwei antiseptischen
Produkten: 6 +/- 2 Tage bei einem salicylhaltigen Puder versus einer Losung
mit Chlorhexidin mit einer Nabelschnurabfallszeit von 9 +/- 2 Tage.

Aus den Niederlanden stammt eine Studie mit 911 Neugeborenen: es wurden keine
Puder oder Losungen verwendet, der Nabelstumpf wurde lediglich durch trockene
Gaze bedeckt und abgeklemmt. Der MW lag bei 7,4 Tagen (SD 3,3).

Ein Zusammenhang zwischen Nabelrestabfallszeit und verschiedenen Faktoren der
Perinatalperiode sind beschrieben worden: ein leichter, aber signifikant verzogerter
Abfall wurde bei Frithgeborenen, bei Sectio-Geburten, niedrigem Geburtsgewicht,
bei Antibiotikagabe (Sepsis) dokumentiert. Der genaue Mechanismus dieser
Faktoren fiir die Trennung ist nicht bekannt. Von einem verzogerten Abfall wird ab
dem 14. Tag gesprochen (Oudesluys-Murphy et al).

In den Studien iiber den verzogerten Nabelschnurabfall bei Leukozytenfunktions-
defekten ist die Abfallszeit ldnger als 21 Tage, in manchen Fillen musste der Nabel-
stumpf sogar chirurgisch entfernt werden (Hayward er al).

Hayward et al definieren den Zeitpunkt des normalen Nabelschnurabfalls zwischen
den 5. bis 8. Tag. Der genaue Mechanismus des Nabelschnurabfalls ist nicht be-
kannt. Neben der Granulozytenaktivitit, spielt die Kollagenaseaktivitét, die Nekrose
und die Trocknung eine Rolle (Lubec), sowie die bakterielle Kontamination.
Ronchera et al. testeten 1994 vier unterschiedliche antiseptische Nabelschnur-
pflegeregimes bei 76 vaginal entbundenen, gesunden Neugeborenen:

Ethanol 70 %, Chlorhexidine 0,5 %, Eosin 2 %, Jod-Polyvinylpyrrolidon 10 %.

Die Ergebnisse bestitigten, dass unterschiedliche antiseptische Pflegemittel die
bakterielle Kolonisation und den Nabelschnurabfall in einem umgekehrten
Verhiltnis beeinflussen: Chlorhexidine, 10 %, das potenteste Mittel gegen bakter-
ielle Kontamination (keine Besiedlung von koagulasepositiven Staphylo-kokken
oder Streptokokken der Gruppe B) zeigte im Mittel die langste Abfallszeit. Die
Hypothese, dass antiseptische Mittel, die die bakterielle Besiedelung vermindern
und hiermit moglicherweise die Infiltration der Leukozyten hemmen konnen, ein
verzdgerten Abfall zur Folge hat, wird unterstiitzt.

Hayward et al. vermuteten, dass ein primir genetischer Defekt eines kontraktilen
Proteins den Zusammenhang zwischen verspétetem Nabelschnurabfall und Leuko-
zytendysfunktion erkldren konnte. In der Literatur wird in Zusammenhang mit der
Leukozytendysfunktion und wiederkehrenden Infektionen von einem Defekt der
Chemotaxis (Hayward et al.), von einer verminderten oxidativen Antwort
(Abramson et al.) und von einer verminderter Adhdrenz (Bowen et al.) berichtet.
Abramson et al. assoziieren einen Mangel von Membranglykoproteinen in Leuko-
zyten mit Defekten bei der Phagozytose, der Chemotaxis und der Anheftung.
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1.3 Eigenschaften neonataler Granulozyten

Hill zeigte, dass neonatale Neutrophile, die mit chemotaktischen Faktoren versetzt
wurden keine verstirkte Motilitdt oder eine verstirkte ,respiratory burst Aktivitit
zeigten. Urspriinglich wurde dies einer verminderten Fahigkeit Leukotrien B4 zu
produzieren zugeschrieben. Kikawa et al. zeigten aber, dass neonatale Neutrophile eine
,hormale®“ Menge von Leukotrien B4 bilden. Anderson et al demonstrierten, dass
neonatale Neutrophile eine verminderte Adhdrenz aufweisen, die in Zusammenhang mit
dem Unvermégen die Oberflichenexpression von Adhidsionsglykoproteinen hoch-
zuregulieren stehen soll. Die Chemotaxis, ebenfalls eine adhdsionsabhidngige Funktion,
wird auf die verminderte Expression des Adhdsionsproteins MAC-1 auf Granulozyten
Neugeborener erkliart (Anderson et al.). Olson et al. wiesen auf die irreversible
Aggregation der Nabelschnurgranulozyten nach Zusatz von FMLP hin. Neben der
verminderten Motilitdt, Adhdrenz, Tendenz zur irreversiblen Aggregation, werden in
der Literatur noch eine verminderte Expression des Oberflichenrezeptors CR3 fiir den
Komplementfaktor C3bi nach dem Versetzen mit Zymosan oder mit FMLP beschrieben
(Bruce et al.). Die Neutrophilen von ,gestressten Neugeborenen zeigten eine
verminderte Phagozytosefahigkeit und bakterielle Aktivitat (Hill).

1.4 Antimon

1.4.1 Nomenklatur

Synonyme: Stibium metallicum, Antimon regulus.

Der Terminus Antimon wird in der Literatur sowohl fiir Antimonverbindungen, wie z.
B. Grauspiellglanz, als auch fiir das elementare Metall verwendet (Daems Willem F.).
Das von den Agyptern als Wimperntusche verwendete GraupieBglanzpulver
(Antimontrisulfid) wurde mit ,,Stimmi*“ bezeichnet. ,,Stimmi* wurde griechisch zu
,LStibi®, lateinisiert zu ,,Stibium®“. Die Romer bezeichneten sowohl den
GrauspieBBglanz, wie auch das daraus hergestellte Metall als ,,Stibium“. Im
ausgehenden Mittelalter wird ,,Stibium* von Antimonium ersetzt. Nach der
Entdeckung des reinen Metalls bezeichnete man das neue Element als Stibium
purum = Regulus antimonii simplex: SpieBglanzkdnig, Stibium daneben bedeutete
weiterhin Grauspie8glanz. Neben dem ,,koniglichen Metall” fiir das Antimonmetall
Regulus, existierten noch andere fantastische Bezeichnungen. In der alchemistischen
Zeit wurden nach dem Verhalten von Antimon bei der Scheidung der Edelmetalle
eine Reihe symbolischer Namen fiir das Antimon geprigt, wie ,,Lupus metallorum*
(,,Wolf der Metalle®), ,,feuriger Drachen®, ,,Sohn des Satans®, ,,Hochster Richter®.
Diese Namen wurden in Form von Allegorien auch bildlich zur Anschauung
gebracht. Das alchemistische Symbol war gleichzeitig das Zeichen der Erde
(Quiring), (s.a. 1.4.4).
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Abb. 1.4.1: Auswahl aus alchemistischen und chemischen Zeichen von Antimon
und Antimonpréaparate, Daems 1976

Antimonium)

Im 19. Jh. setzte sich Stibium fiir das elementare Metall durch, neben Antimonium.
Die Namen der chemischen Verbindungen werden seitdem von Stibium abgeleitet,
spater jedoch bis heute auch wieder mit dem Terminus Antimon gebildet (Daems).

1.4.2 Chemische und physikalische Eigenschaften
Antimon (Stibium; Sb) ist ein halbmetallisches Element und gehort zur Gruppe Vb im
Periodensystem der Elemente. Antimon ist ein lebhaft glinzendes, sprodes Metall und
leicht zu pulverisieren. Es besitzt 5 Valenzelektronen mit der Hauptquantenzahl 5: zwei
sind 5s- und drei 5p- Elektroden. Das Antimon kommt sowohl positiv fiinfwertig z. B.
im SbCls, als auch positiv dreiwertig z. B. im SbCls vor, weniger bevorzugt negativ
dreiwertig (Ullmann).
Es sind mehrere Modifikationen bekannt:
1. gewoéhnliches, metallisches Antimon: einzige stabile Form, kristallisiert,
rhomboedrisch, nicht allotrop, graues Sb, silberweill glanzend,
2. zwei instabile Modifikationen: gelbes Antimon, das sich bei — 90°C langsam in
das schwarze amorphe Antimon umwandelt, das in das metallische Antimon bei
gewOhnlicher Temperatur ibergeht (Ullmann).
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3. Reines kompaktes Antimon verdndert sich bei Zimmertemperatur nicht. Arsen
und die meisten Metalle bilden Legierungen. Schwefel, Schwefelwasserstoff
und Schwefeldioxyd bilden Antimontrisulfid (Ullmann).

Antimon ist chemisch und toxikologisch dem Arsen verwandt. Es ist ein relativ korro-
sionsfestes Metall (Daunderer).

Die wichtigsten physikalischen Parameter von Antimon sind die Ordnungszahl 51 und
das relative Atomgewicht 121,75, das halbmetallische Element ist nicht sehr hart
(Ritzhérte nach der Mohsschen Skala 3,0 ), der Schmelzpunkt liegt bei 30,3 °C und der
Siedepunkt bei 1.635 °C. Das elektrisches Leitvermogen 3,86 bei 0 °C (bezogen auf
Silber bei 0°C=100).

1.4.3 Vorkommen und Gewinnung

Mit einem geschitzten Anteil von 10 Gewichts-% in der obersten Erdkruste ist
Antimon ein seltenes Element, am hdufigsten kommt es in Mineralien vor. Das
wichtigste ist der Antimonglanz Sb,S; (Daunderer, Hager).

Der wichtigste Rohstoff fiir Antimon ist der rhombische Antimonit, Antimon(III)-sulfid,
Sb,Ss, mit 71,7 % Sb und 28,3 % S, der vielfach in groBer Reinheit vorkommt. Nahe
der Erdoberfache verwittert Antimonit zu Antimonoxyden (Antimonbliiten, Weillspief3-
glanze).

Die grofiten Lagerstitten von Antimonerzen findet man in China, Bolivien,
Stidafrika und den Gebieten der ehemaligen Sowjetunion. Die Weltproduktion
betriagt in etwa 70 000 t im Jahr (Merian). Antimon wird wegen seiner Sprodigkeit —
auBBer zur Halbleiterfertigung — nur selten in reiner Form verwendet, verleiht jedoch
Metallegierungen besondere Hirte und wird deshalb, oft mit Blei, Zinn oder Kupfer
legiert, fiir die Herstellung von Produkten wie Akkumulatoren, Lettern, Lager-
metallen und Geschossen benutzt, sowie in der pigmentverarbeitenden Industrie
(Farben, Lacke), (Gebel).

Die mit der Nahrung tiglich aufgenommene geschitzte Menge von 35 pg gilt als
unbedenklich (Daunderer).

Zur Herstellung werden sulfidische Antimonerze unter Luftzutritt gerdstet, und das
entstehende Antimonoxid wird zum Metall reduziert.

1.4.4 Geschichte

Friihgeschichte

Eine umfassende Antimongeschichte liegt in der Literatur nicht vor. Die folgende
historische Betrachtung stammt aus Sammelwerken, Handbiichern und Zeitschriften zur
Geschichte der Chemie, Toxikologie und Pharmazie. Interessante historische Aspekte
zum Antimon sind in der Pharmaziegeschichte in der Studie von Czech zum Ausmal3
der Resorption von Antimon iiber die Haut zusammengefasst.

Schmucksachen aus der Spéatbronzezeit aus fast reinem Sb und andere alte Funde
beweisen, dass das metallische Antimon schon in sehr frither Zeit verarbeitet worden
ist, jedoch nicht als ein besonderes Metall erkannt, vielmehr mit anderen Metallen
verwechselt wurde. Noch im 16. Jahrhundert hielt man es fiir eine Art von Blei
(Gmelin).

Schon vor 5000 Jahren gewann und verwendete man Antimonit (Sb,S;3), das wichtigste
Antinonerz. Man benutzte pulverisierten und mit Fett angeriebenen Antimonit als leicht
haftende schwarze Farbe zum Dunkelschminken der Augenrdnder, Lider, Brauen und
Wimpern.

Diese kosmetische Verwendung breitete sich im ganzen Orient und in Afrika aus. Als
Augenschminke wird Antimonit in der Bibel (II. Buch der Konige IX 30, Ezechiel
XXIII 40 ) genannt.
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Die altsumerischen Kupfer-Antimon-Bronzen werden als Versuche angesehen, das
Gebrauchsmetall Kupfer durch Zusatz von Antimonit hirter und leichter fliissig zu
machen. In neusumerischer Zeit (— 2198 bis —2015 v. Chr.) fertigte man Gefille aus
reinem Antimon. Ein in Tello-Lagesh gefundener Napf bezeugt, dass den Sumerern im
3. Jahrtausend das zur Verhiittung von Antimonit und zur Darstellung von Antimon im
Altertum verwendete Rost -und Reduktionsverfahren bekannt war, weil gediegenes
Antimon in der Natur nur selten vorkommt. Erst 1748 wurde es bei Sala in Schweden
durch Swab entdeckt.

Auch in Agypten diente Antimonit als dunkle Schminke vom 3. Jahrtausend v. Chr. an
und auch als Mittel gegen Augenerkrankungen (Papyrus Ebers), z. B. zur Behandlung
von einem Trachom (Quiring, Issekutz). In den damals beherrschten Gebieten von
Agypten lag kein Antimonit vor und das Schminkmineral wurde aus Vorderasien und
Arabien eingefiihrt und hoch bezahlt. Aus der Pyramidenzeit (6. Dyn.—2420 bis —2270
v. Chr.) sind kupferne Wasserkannen und Becken mit einem Antimoniiberzug bekannt.
Man vermutet, dass durch den Sb-Uberzug die giftige Griinspanbildung verhindert
werden sollte. Bleiantimoniat diente im Neuen Reich (19. Dyn. — 1320 v. Chr.) als
farbender Bestandteil von Glaswaren. An Hand von Funden konnte nachgewiesen
werden, dass schon sehr frilh Antimonverbindungen (wie Bleiantimoniat) als
keramischer Farbstoff diente.

Mit zunehmender Gewinnung von Zinn zur Legierung von Kupfer verschwanden die
Kupfer-Antimon-Bronze in der Bronzezeit (—2050 bis—1200 v.Chr.) und Eisenzeit (nach
—1200 v. Chr.).

Im griechischen und rOmischen Altertum diente Antimonit (SpieBglanz,
Antimontrisulfid) vor allem als Schonheits- und Heilmittel. Die Vorschriften zur
Verarbeitung des stimmi oder stibi, dgyptisch stim (Grauspiefiglanz, Schwefelantimon),
stammen von den griechisch-romischen Klassikern Pedanios Dioskorides und C. Plinius
Secundus, die den GrauspieBglanz auch Platyophthalmon = Augenvergrof3erer,
Kallyblepharon = Augenverschonerer oder Gynaikeion = Weibchen nannten (Ullmann).
Sie erwidhnten den Gebrauch des Antimonglanzes fiir alte und neue Wunden
verschiedener Art. Dioskorides beschreibt die Pocula emetica: Wein, der in aus
Antimonmetall gefertigten Kelch gestanden hat, wurde als Brechmittel benutzt
(Issekutz). Oribasius (326 — 403) verwendete Antimonit als allgemeines
Prophylaktikum und zur Wundbehandlung an. Hyeronymus, christlicher Schriftsteller,
nannte Antimonit Teufelsmittel (Issekutz).

Aus der altromischen Zeit sind WeiBlmetall-Legierungen mit Sb-Gehalt als
Spiegelbelag bekannt. In der romischen Kaiserzeit 16t sich der Gebrauch von
Antimonglanz fiir therapeutische Zwecke in der Opthalmologie, sowie als Prophy-
laktikum nachweisen (Gmelin).

Bis zur Merowingerzeit wurden Weilmetallwaren gefertigt.

Durch den Reichtum Chinas und Japans an Antimonerzen verwendete man in Ostasien
im Altertum Antimonlegierungen zur Herstellung von Glocken, Pauken, Schwertern,
Pfeilspitzen und Spiegeln.

In frithmittelalterlichen Werken wird das Sb,S; nun wohl richtig erkannt als trocknende,
blutstillende, fiulniswidrige Substanz in den Heilmitteln der arabischen Arzte und deren
europdischen Nachfolger, zuerst bei Constantinus Africanus im 11. Jahrhundert.
Constantinus Africanus soll um 1050 als erster den Namen Antimonium fiir Antimonit
(Sb,S3) verwendet haben (Gmelin).

Antimonit diente weiter zur Herstellung von Schonheits- und Heilmitteln. Es galt, wie
den Altdgyptern schon bekannt, als trocknende, blutstillende, faulniswidrige Substanz,
die v.a. bei Augenerkrankungen angewendet wurde.
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Die Kenntnis des metallischen Sb wird den Alchemisten und Hiittenleuten des
ausgehenden Mittelalters zugeschrieben, die bewulit aus dem SpieBglanzerz den
»Regulus* schmolzen.

Bei den Alchemisten spielte Antimonit eine Rolle bei der Scheidung von Gold und
Silber. Die dadurch eifrigen Untersuchungen bewirkten, dass das Antimonmetall und
viele Antimonverbindungen bis zum 15. Jahrhundert dargestellt waren (Quiring). Die
Alchemisten verwendeten Antimonit im 11. Jh. hdufig in Salben, Losungen und
Pflastern. Es wurde zur Réucherung gegen Geschlechtskrankheiten, Pocken und Pest
angewendet (Issekutz).

Die Verhiittung von Antimonit (SpieBglas, Antimonium crudum) wird bereits
ausfithrlich von Lazarus Ercker (1574) und Georg Agricola (1621) beschrieben
(Ullmann).

Bis zum Ausgang des Mittelalters wurden das Antimonit und seine Verbindungen nur
auferlich als Heilmittel angewendet.

Theophrastus von Hohenheim, genannt Paracelsus (1493/94—1541) fiihrte die innerliche
Antimontherapie ein und wird als Begriinder der Antimontherapie bezeichnet (Walden).
Die Antimonpréparate betrachtete Paracelsus als Kriftigungs- und Verjlingungsmittel,
verordnete sie aber gegen einzelne Krankheiten, meist mit anderen Heilmitteln
zusammen.

In der zweiten Hilfte des 16. Jahrhunderts gewann das Antimon die Stellung eines
Allheilmittels. Es erschienen zahlreiche Schriften und Biicher allein iiber das Antimon.
Das Antimon sollte die Krankheit im Korper an der Stelle aufsuchen, an der sie angreift
und dort vernichten (Gmelin). In seinen Schriften aus den Jahren 1526 bis 1541
berichtete er tiiber die Experimente der Antimonverbindungen, sowie iiber die
medizinische Verwendung. Er schrieb Antimon eine Verjiingungswirkung zu und prief3
es in der ,,Groen Wundarznei“ (1536) als Mittel, das den Ko&rper von allen
Verunreinigungen reinigt (Issekutz). Der Grundgedanke der paracelsischen
Antimontherapie geht auf die rein anorganische Erfahrung zuriick, dass das Spie3glas
zur Lauterung des Goldes verwendet wurde (Gmelin). Die Wirkungsweise der
Antimonpraparate wird in der ,,Groen Wundarznei®, als eine Purgation ohne Stuhl, als
ein innerer Vorgang bezeichnet. Die giftigen Eigenschaften des Antimons waren
Paracelsus gut bekannt. Unter den Handwerkern, die durch Metalldimpfe gefdhrdet
sind, werden auch diejenigen aufgezdhlt, die Spiefiglas giefen (Gmelin). In den
Schriften von Paracelsus werden die Merkmale einer Antimonvergiftung mit folgenden
Worten beschrieben: ,,dan so das gift antimonii eingenommen wird, so gibt es einen
trocknen, diirren husten, vil stich in den Seiten und hauptwehe, vil ausderung der stiil,
vil Milzgeschwer, hitzig blut, reudig und krezig, dorret aus und meret die
Gelsucht“(Paracelsus).

Der erste Schritt zur Bereitung des eigentlichen Heilmittels ist die Herstellung eines
»antimonium praeperatum‘ aus dem Spieflglas. Dieses ,,antimonium praeperatum kann
chemisch sehr verschiedenartig sein, z.B. als Oxyd oder Chlorid (Gmelin). Er priel die
Antimonprdparate vorbeugend als Kur an. Auch zur Behandlung von Tuberkulose
eignen sich nach Paracelsus Antimonheilmittel, sowie als Heil- und Vorbeugungsmittel
gegen Nerven- und Geisteskrankheiten. Das ,,antimonium praeperatum‘ hergestellt aus
Spiefiglanzglas, gegliihtem Weinstein und Alkohol diente zur Heilung von Wunden. Zur
duBeren Behandlung von Lepra wurde rotes Antimondl, dessen Zusammensetzung
unklar ist, eventuell Antimonchlorid enthaltend, verwendet (Gmelin). Paracelsus
betonte, dass flir jede Krankheit eine fiir den besonderen Zweck hergestellte
Antimonzubereitung verwendet wird.
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Der Antimonstreit

Die Schiiler von Paracelsus verordneten die Mittel kritiklos und in toxisch wirkender
Dosis. Die Pariser Universitit erlie darauthin in der ,,Medicamenta spagyrica“ 1566
ein Verbot der Antimonpréparate (Issekutz), das 1666 wiederrufen wurde, nachdem
Vinum Stibiiatum 1638 in der Pariser Pharmakopde aufgenommen wurde und der an
Scharlach leidende Ludwig XIV 1657 auf Anordnung des Kardinals Mazarin
erfolgreich mit vinum emeticum behandelt wurde (Issekutz). Daems betont in seiner
substanzhistorischen Betrachtung, dass unter Antimon als solches immer noch der
Grauspieflglanz gemeint war und in dem Dekret aus dem Jahre 1615 der Verkauf und
die Anwendung von Brechweinstein, und nicht Antimon, als solches noch unbekanntes
Metall gemeint ist.

Die Karthdusermonche in Frankreich besaflen das beriihmte Geheimmittel ,,Poudre
chartreux“. Dieses Pulver, ein Gemisch aus Antimonsulfiden und Antimonoxyden,
erwarb 1720 der franzosische Staat. Man nannte dieses Pulver spdter Kermes minerale
(Issekutz). Der Kermes wurde als ,brechenmachendes, harntreibendes und
schweillbeforderndes Heilmittel* eingesetzt.

Die ,Pilula aeterna® war ein aus Antimonmetall hergestellltes Kiigelchen und
verursachte Durchfall. Nach der Darmpassage wurde es aus dem Stuhl
herausgenommen, gewaschen und wiederholt verwendet (Issekutz).

Brechweinstein : Tartarus stibiatus

Die wichtigste Antimonverbindung stellte 1531 v. Mymsith dar. Nach Husemann
(1875) war es gegen Pneumonie, Pleuritis, akuten Rheumatismus, Kindbettfieber,
Lungenblutung und als Sedativum gegen spastische Schmerzen gebriuchlich.

Bei der ,,Ekelkur* wurden téglich 0,03 bis 0,12 g verabreicht, der Patient litt unter
einem stidndigen Brechreiz und unter Speichelfluf.

Die Authenriethsche ,,Pockensalbe”, die pockendhnliche Blasen an der Haut
verursachte, galt als wichtiges ableitendes Mittel und wurde bei Pertussis,
Geisteskrankheiten und als Abhdrtungsmittel verwendet (Issekutz). Die Bedeutung des
Brechweinsteins als Emeticum und Expectorans ging verloren und er gewann als
Therapeutikum von Trypanosomeninfektion, zuerst 1906 von Mesnil und Nicolle
empfohlen, ein neues Indikationsgebiet. Vianna berichtete 1913 von der heilenden
Wirkung des Brechweinsteins bei Granulom venereum und der Leishmaniose der Haut.
Di Cristina und Caronia erzielten 1915 Heilerfolge bei Kala-Azar. Ferner wurde er von
Christophersen 1918 als Mittel bei Bilharziose empfohlen. Schmidt (1920-1950) stellte
das Stibophen her, das durch Kopplung von 6 Molekiilen enstandene Koloidpréiparat
Neostibosan hat sich in der Therapie der Leishmaniose und der Kala-Azar bewéhrt
(Issekutz ).

Der Triumph-Wagen Antimonii, Leipzig 1604

In dieser wahrscheinlich ersten Antimonmonographie wird ausfiihrlich iiber die
Herstellung von Antimon und seinen Verbindungen und deren Verwendung als
Arzneimittel eingegangen.

Als Verfasser des groBen Erfolgs des , Triumphwagens* wird der Erfurter
Benediktinermdénch und Alchemist namens Basilius Valentinus bezeichnet. Durch
Gmelin (1797) , H. Kopp (1875) und durch den Paracelsus-Forscher K. Sudhoff (gest.
1934) gilt es als gesichert, da3 es diesen Benediktinermdnch Basilius Valentinus in
Erfurt um 1413 nicht gegeben hat.
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Abb. 1.4.2: Titelblatt des ,, Triumph-Wagen Antimonu “
(Ausgabe Nurnberg 1676)

Johann Tholde, Frankenhausener Ratskdmmerer, veroffentlichte 1604 unter den Namen
Basilius Valentinus das Buch ,, Triumph-Wagen Antimonii“ (Issekutz). Er empfiehlt
Antimon gegen Lues, Lepra und Krebs. Tholde betrachtete Regulus Antimonii
(Antimonmetall) als eine Abart des Bleis und empfiehlt Glocken, Spiegel und Lettern
unter Zusatz von Antimonmetall zur Hartung herzustellen. Ferner beschreibt er durch
das Zusammenschmelzen von reinem Antimonit (Antimonium crudum) und seines
Rostproduktes (,,Flores Antimonii) entsehende rote Antimonglas (Vitrum Antimonii),
das zur Grundlage fiir die Verwendung des Antimons in der Firberei wurde. Basilius
Valentinus erwihnt eine Vielzahl von Antimonverbindungen, wie den Brechweinstein,
die Antimonsdure und das Karthduserpulver, auch Kermes genannt, die als Heilmittel
verwendet wurden (Quiring).

Der Grundsatz von Paracelsus ,,separio purum ab impuro®, die reinen Substanzen
darzustellen, findet man wortlich bei Basilius Valentinus wieder. Das
Ausgangsmaterial ist bei beiden das gleiche Naturprodukt: Antimonsulfid,
bezeichnet als Antimonium oder Spiefiglas.

Vom Antimon schreibt Basilius Valentinus, dass dieses ,,den Leib durchgehet und
reiniget, wie das Gold durch das SpieBglas gereiniget wird von seiner
Unsaubrigkeit™ und berichtet weiter, dass ,,keinem Menschen wohl moglich ist, im
Antimonio auszulernen, dieweil die Zeit des menschlichen Lebens kurtz®.
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Basilius Valentinus schreibt den Antimonpriparaten eine Verjliingungswirkung zu:
»erjinget den Menschen, und entlediget ihn von aller Schwermiithigkeit als wire er
neu geboren, und alles was da am menschlichen Corper ein Zunehmens hat der
Wachsung an Haaren und Néageln, verdndern sich, fallen ab und aus, und erjlingern
sich wie der Phoenix* (Walden).

Die Anerkennung der Antimonpréparate als Brech-, Abfiihr- und Schwitzmittel und
die Anwendung gegen zahlreiche Krankheiten, neben dem &uBerlichen Gebrauch
bleibt bis zum Beginn des 19. Jahrhundert {iblich. Mit der starken Ausweitung des
Anwendungsgebietes und der Unklarheit iiber die richtige Dosierung nahmen die
unerwiinschten Arzneimittelwirkungen zu. Im Laufe des 19. Jahrhunderts geht dann
der Gebrauch der Antimonprédparate schnell zuriick (Gmelin). In der beginnenden
Neuzeit entdeckte man das Antimon als Legierungsmetall wieder. Mitte des 19.
Jahrhunderts, bedingt durch den verstdrkten Eisenbahnbau und der Erfindung des
Britanniametalls mit 5- 25 % Sb- Gehalt, stieg die Nachfrage fiir mit Antimon
legierten harten Antifriktions- und Lagermetallen.

Seit der Entdeckung des Triethylstibins 1850 sind liber 3000 organische Antimon-
verbindungen beschrieben worden (Merian).

Zu Beginn des 20. Jahrhunderts erfolgte der Nachweis, dass insbesondere die
Bilharziose, aber auch andere Tropenkrankheiten, auf die Behandlung mit
Brechweinstein ansprechen.

Die weltwirtschaftliche und kriegswirtschaftliche Bedeutung des Antimons fiir die
GeschoBherstellung, das mit Hartblei gefiillte Schrapnell, bewirkte eine ansteigende
Antimonerzforderung: die Weltférderung von 1915-1918 betrug 550.000 t Erz
(220.000 t Antimon). Die bis 1913 eingenommene Stellung Europas als Produktions-
und Verbrauchszentrum verlagerte sich nach China und Bolivien.

Weitere Verwendung fand Antimon in der Akkumulatoren- und Textilindustrie als
Imprédgnationsmittel gegen Brand und Faulnis.

1.4.5 Verwendung

Industrie: Antimonmetall fiir Halbleiter und Legierungen (Antimon verleiht eine
besondere Hérte z. B. mit Blei, Zinn, Kupfer), Antimonverbindungen fiir feuerfeste
Textilien, Farben, Glasuren, zur Gummiherstellung wird Antimonpentasulfid (Sb,Ss) als
Vulkanisierungshilfe gebraucht (Merck Index).

Medizin: Antimonpridparate werden therapeutisch zur Behandlung der Bilharziose
eingesetzt (Elinder). Antimonelektroden werden zur pH-Bestimmung verwendet.
Mit Technetium®™-Antimon-Schwefel-Kolloid wurden in der Lymphoszintigraphie
Lymphknotenmetastasen nachgewiesen.

Organische Antimonverbindungen (z.B. Pentostam®, Neostibosan™) sind heute fiir
die Behandlung von Leishmaniase von Bedeutung. Murray et al. berichten von
einem T-Zellen abhédngigen Mechanismus in einem experimentellen viszeralen
Leishmaniasemodell, in dem Gewebsmakrophagen eingesetzt wurden. Méuse ohne
Interferon-y- Gen wurden mit Leishmania donovani infiziert. Flinfwertiges Antimon
(Sodium stibogluconate, Pentostam®) fand in zwei Dosierungen Verwendung: 500
mg/kg und 100 mg/kg.

Bei Méusen ohne Interferon-y-Gen inhibierte das Antimonpriparat zwar, totete aber
nicht intrazellular Leishmania donovani. In Anwesenheit von aktivierten
Makrophagen konnte die Wirksamkeit von Antimon gesteigert werden (Murray et
al.).
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1.4.6 Wirkungscharakter

Lokal: Antimonsalze wirken dtzend und kénnen lokal Hautschidigungen verursachen
(Elinder).

Systemisch: Nach p.o. Aufnahme von Antimonsalzen (kontaminierte Nahrungsmittel)
wurden anhaltendes Erbrechen, Leibschmerzen, Diarrhoe und Kreislaufschocks beob-
achtet. Nach i. v. Injektion antimonhaltiger Arzneimittel konnen Husten, metallischer
Geschmack im Mund, gelegentlich Erbrechen, Diarrhoe, Kollaps und Apnoe beobachtet
werden. Bei lingerer Anwendungsdauer im Rahmen einer kurméfBigen Behandlung
konnen EKG-Veridnderungen, die sich nach ca. 1-2 Monaten nach Beendigung bessern
auftreten (Harvey). Ferner werden Muskel- und Gelenkschmerzen, Eosinophilie, ana-
phylaktische Reaktionen, hamolytische Andmien, sowie Pneumonien beschrieben.
Inhalativ: Bei der beruflichen Exposition gegen antimonhaltigen Staub héngt die
Wirkung von der Art der Antimonverbindung ab: nach Inhalation von antimonhaltigem
Rauch treten neben uncharakteristischen Allgemeinsymptomen, wie Kopfschmerzen,
Miidigkeit, Appetitlosigkeit und Gliederschmerzen, auch Nasenbluten, Entziindungen
der Atemwege, der Augen und der Haut auf. Es kénnen ein Lungenemphysem, eine
symptomlose Pneumokoniose, Erbrechen, sowie EKG-Verdnderungen auftreten. Es
wurden Myocard —und Leberschdden beobachtet (Hager).

a) Antimonstaub: Schleimhautreizungen der Atemwege, Pneumokoniose, Leber-
und Myokardschéden, gastrointestinale Beschwerden, Spontanaborte.

b) Antimontrichlorid: Entziindungen der oberen Luftwege.

c) Antimonpentachlorid: Reizerscheinungen bis hin zur Pneumonitis.

d) Antimontrisulfid: schwere Vergiftungserscheinungen bis hin zum Herztod
(Henschler).

e) Antimontrioxid: Hautverdnderungen, symptomlose Pneumokoniosen, ein
erhohtes Krebsrisiko beim Menschen ist nicht eindeutig nachgewiesen, im
Tierversuch kanzerogen.

f) Antimonwasserstoff (Stibin): Sb Hj;, wirkt wie Arsenwasserstoff, ist ein
farblos, unangenehm riechendes Gas, verursacht Kopfschmerzen, Ubelkeit,
Erbrechen, Fieber, hdmolytischer Ikterus, bei schwerem Verlauf auch
massive Hémolyse. Es wird leicht iiber die Lunge resorbiert (Hager,
Daunderer).

1.4.7 Stoffwechselverhalten

Nach p.o. Aufnahme von Antimonverbindungen wird Antimon nur langsam im
Gastrointestinaltrakt resorbiert. Aus den organischen Antimonverbindungen bei der
Therapie wird Antimon nur in Spuren freigesetzt. Die hochsten Werte findet man in
den ersten Tagen in stark durchbluteten Organen, wie in Leber, Nieren und
Schilddriise (Haager, Gebel).

Dreiwertiges Antimon wird schnell aus dem Plasma in die Zellen, v.a. in
Erythrozyten eingeschleust und zeigt eine Tendenz zu akkumulieren (Gebel). Eine
Speicherung findet in Knochen, Zdhnen und Haaren statt (Hager). Fiinfwertiges
Antimon wird nicht an Erythrozyten gebunden. Die Ausscheidung erfolgt fiir
flinfwertiges Antimon hauptsédchlich iiber den Urin, dreiwertiges v.a. mit den Faeces.
Fiinfwertiges Antimon ist weniger reaktionsfihig, wird rascher ausgeschieden
(Elimination nach Einzelinjektion innerhalb von 24 h zu 50 bis 80 %) (Seeger).
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Dreiwertiges Antimon reagiert in vivo leicht mit Sulfhydrylgruppen unter Bildung
von Thioantimoniten (Stemmer). Im Gegensatz zu Arsen verdndert sich die
Wertigkeit nach Aufnahme von Antimon nur gering. Nur ca. 5 — 10 % des
flinfwertigen Antimons werden zu dreiwertigem Antimon reduziert.

Etwa zu dem gleichen Prozentsatz werden dreiwertige Verbindungen zu fiinfwertige
oxidiert (Gebel).

1.4.8 Toxikologie

Uber das Antimon liegen in der Literatur nur vergleichsweise wenig Basisdaten aus der
Toxikologie vor. In der Arbeitsmedizin wurde die maximale Arbeitsplatzkonzentration
fiir Antimon (Gesamtstaub) auf 0,5 mg/m2 begrenzt. Antimontrioxid gilt als karzinogen
im Tierversuch (Greim). Der Nachweis erfolgt durch  Atomabsorptionsspektro-
photometrie und Neutronenaktivierungsanalyse. Die Normalwerte betragen im Blut:
3ug/l, im Serum: 8 pg/l und im Urin 0,5 —2,6 ng/24 Stunden (Elinder und Friberg).

Die gefundenen Werte fiir die Belastung des menschlichen Korpers schwanken
zwischen 1 mg (Elinder ) und 9 mg (Luckey). Organe mit retikuloendothelialen Zellen
speichern Antimon (Stemmer). Akute Antimonvergiftungen sind relativ selten (Hager).
Die Mengenangaben fiir die todliche Dosis schwanken in der Literatur zwischen 30 mg
und 300 mg (Moeschlin) fiir Kinder, fiir Erwachsene 125 — 1200 mg (v. Miihlendahl et
al.).

Bei oraler Aufnahme kommt es zu heftigem Erbrechen, Magenkrampfen, Durchfille
und Kreislaufschock. An systemischen Giftwirkungen steht die Kardiotoxizitit im
Vordergrund.

Antimon ist mutagen, Antimontrioxid im Tierversuch krebserzeugend (Hager).
Berufsepidemiologische Studien konnten nicht den Beweis erbringen, ob Antimon
karzinogen ist (Gebel).

Nach welchem Mechanismus Antimon toxisch wirkt ist unklar. Moglicherweise hédngt
es mit der hohen Affinitdt des Stoffes zu Sulthydryl-Gruppen zusammen, die fiir die
Struktur und Funktion von Proteinen notwendig sind (De Wolff, Hager). Die verant-
wortlichen Mechanismen fiir die Genotoxizitdt von Antimon sind unklar (Gebel). Nach
Exposition gegen Antimonstaub wurden gehduft Spontanaborte beobachtet (Seeger).
Der Zusatz des Wecesin®“-Streupuders ,,metallicum praeperatum® bezeichnet eine
besondere Zubereitungsweise anthroposophischer metallischer Pharmaka. Das Metall
wird einem besonderen Verarbeitungsprozess unterzogen. Nach Isolation aus seinen
Verbindungen wird metallisches Antimon geschmolzen, verdampft und der entstehende
Dampf an einer kalten Retortenwand re-sublimiert. Der so entstandene Metallspiegel
wird dann zerstoBen und gesiebt. Vierkant wies in den Untersuchungen zum Einfluss
auf die Nabelheilung mit Wecesin®-Streupuder auf die antimikrobielle Wirkung des
Puders hin. Aufgrund der Ergebnisse in der Studie von Czech zum Ausmal} der
Resorption von Antimon iiber die intakte Haut bei der bestimmungsgemaBen
Anwendung der Salbe Stibium metallicum praeperatum 0,4 % der Firma Weleda AG
wurde die Verschreibung der Salbe als toxikologisch unbedenklich eingestuft.
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1.5 Bedeutung und Funktion humaner Granulozyten

1.5.1 Historischer Riickblick

Paul Ehrlich benannte die PMN zunéchst als polynukledre Zellen. Nach besserer
Fixierung und Féarbung erkannte er, dass die anscheinend separaten Nuclei in
Wirklichkeit groBe Lappen eines einzelnen Nucleus waren, die durch feine Stege in
Verbindungen stehen. 1898 bestétigte Ehrlich diesen Fehler und nannte diese Zellen
nun Zellen mit polymorphen Kernen.

Der Nobelpreistrager Metchnikoff verwendete fiir diesen Zelltypus den Namen
polymorphe nukledre Leukozyten. Daneben bevorzugte er, die heute als Neutro-
philen bekannten Zellen entsprechend ihrer Phagozytenfunktion auch Microphage zu
nennen. Wiahrend der zu den Phagozyten gehorende Terminus Macrophage iiber-
lebte, verschwand der Terminus Microphage fiir die polymorphkernigen Granu-
lozyten.

1.5.2 Der neutrophile Granulozyt

Aufgrund der histologischen Anféarbbarkeit werden die polymorphkernigen
Granulozyten in Neutrophile, Eosinophile und Basophile unterteilt. Die PMN
werden im Knochenmark mit einer Rate von 80 Millionen pro Minute produziert und
iiberleben 2—4 Tage. Sie sind durchschnittlich 10 —20 um grof3. Granulozyten stellen
c.a. 60 — 70 % der gesamten Blutleukozyten dar. Sie kdnnen sich an Endothelzellen
entlang der Blutgefile anlagern (marginaler Pool) und diese durch einen
chemotaktischen Reiz durchdringen (Diapedese). Ihre Hauptaufgabe bei der Abwehr
von Mikroorganismen ist die Phagozytose und die Zerstérung der Fremdkorper.
Hierzu steht Thnen sowohl ein sauerstoffabhingiger Mechanismus, der sogenannte
oxidative Burst, als auch sauerstoffunabhidngige Mechanismen zur Verfiigung
(Herabsetzen des pH-Wertes, Einsatz von Enzymen). Die Neutrophilen besitzen
zwei Haupttypen von Granula:

1. Die priméren oder azurophilen Granula treten entwicklungsgeschichtlich zuerst
auf. Sie enthalten saure Phosphatasen, B-Glucuronidase, kationische Proteasen,
Lysozm und Myeloperoxidase.

2. Die sekunddren oder spezifischen Granula bilden die Mehrzahl und enthalten
alkalische Phosphatase, Lysozm, Laktoferrin, Vitamin B-Bindungsprotein und
verschiedene Hydrolasen, aber keine Myeloperoxidase.

Die Zelloberflichenrezeptoren der PMN dienen zur gerichteten Fortbewegung
(Chemotaxis), zur Adhidsion an die BlutgefiBwinde oder an Mikroben und zur
Phagozytose. Die neutrophile Zelle reagiert auf verschiedene Stimuli, indem sie
einem Konzentrationsgradienten fiir den chemotaktischen Stoff folgt. Beispiele fiir
diese Substanzen sind von Bakterien gebildete Peptide, von Leukozyten
hervorgebrachte Zytokine oder aktivierte Komplementfaktoren. Im Knochenmark
befinden sich c.a. 90 % der Neutrophilen als neu differenzierte Zellen. Der Rest
verteilt sich auf Blut und Gewebe. Die PMN reifen im Knochenmark aus
Stammzellen unter Einfluss von Zytokinen heran. Bei einem gesunden Erwachsenen
treten tdglich ungefdhr 100 Milliarden PMN in die Blutzirkulation ein, wo sie auch
als marginale Pools an der GefdBendothelwand anhaften und sie wieder verlassen.
Bei der Diapedese zwéngen sich die PMN durch zwei benachbarte Endothelzellen
durch die GefiBwand und konnen so ins Gewebe gelangen. Die Verweildauer im
Blut betrdgt nur ca. 6 —7 Stunden, in Geweben allerdings 1-4 Tage. Die
Neutrophilen verteilen sich auf Milz, Leber und Lunge. In der Milz konzentrieren
sie sich besonders und werden wahrscheinlich dort zerstort.
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Man vermutet, dass die PMN einem programmierten Zelltod (Apoptose) unterliegen
und anschlieBend von Makrophagen weggerdumt werden (Savill) bzw. mit dem
respiratorischen oder intestinalen Material in die AuBBenwelt gelangen. Watson et al.
stellten fest, dass Adhédsionsmolekiile eine regulative Rolle bei der Aktivierung des
endogenen Zelltodprogramms spielen.

1.5.3 Der oxidative Burst

Abb. 1.5.3: Schema einiger Hauptmechanismen bei der Stimulierung

Neutrophile Granulozyten werden als Teil der unspezifischen Immunabwehr durch eine
Vielzahl von Signalen in ihrer Funktion beeinflusst. Wesentlicher Bestandteil ihres
toxischen Arsenals bilden reaktive Sauerstoffmetabolite, welche durch eine
membranassoziierte NADPH-Oxidase, Peroxidasen und Stickstoffmonoxidsynthetasen
produziert werden. NADPH-Oxidasen (Granulozyten, Monozyten, Makrophagen)
werden durch verschiedene Zytokine (TNF-a, IL-8, granulozyten-stimulierende
Faktoren), Bakterienbestandteile (Endotoxin), (fMLP), Komplementfaktoren, Lipid-
mediatoren (Leukotriene, PAF) und Phorbolester (z.B. PMA) zur Bildung von Super-
oxidradikalen stimuliert. Aus diesen bildet sich spontan oder SOD-katalysiert Wasser-
stoffperoxid, welches als Substrat der phagozytiren Myeloperoxidase dient. Diese tritt
in die Phagolysosomen oder den Extrazelluldrraum nach Aktivierung ein und bildet
hochtoxische und bakterizide hypochlorige Saure (Jackson).

Die NADPH-Oxidase neutrophiler Granulozyten besteht aus verschiedenen
zytoplasmatischen (p47-phox, p67-phox, rac) und membrandren Komponenten
(Cytochrom bssg, G-Protein raplA), die im Ruhezustand dissoziiert sind. Im
Ruhezustand beinhaltet die Plasmamembran nur etwa 10-25% des Cytochrombsss.
Komlexes, der aus den beiden Untereinheiten gp22-phox und gp91-phox besteht
(Rotrosen).

Wird der Granulozyt durch ein Signal wie z.B. das fMLP-abhingige Ca’" Signalsystem
aktiviert, verbinden sich die spezifischen Cytochrom bssg enthaltenden Granula mit den
Membranen der Phagosomen und bilden ein Phagolysosom.
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Damit wird die Membran des Phagolysosoms mit Cytochrom bssg angereichert und stellt
sicher, dass die gebildeten Superoxidradikale in das Phagolysosom abgegeben werden.
Parallel zu diesem ProzeB wandern die zytosolischen Bestandteile der Oxidase zur
Plasmamembran und werden zum integralen Bestandteil der Phagolysosom
umgebenden Membran. Die komplett assoziierte Oxidase ist nun in der Lage, Sauerstoff
zu Superoxidradikalen zu reduzieren (respiratory burst) (Clark, Bellavite). Bei starker
Aktivierung verbinden sich die spezifischen Granula ebenfalls mit der Plasmamembran,
die dann mit Cytochrom bssg und Integrinen angereichert wird und eine extrazellulére
Superoxidfreisetzung ermdglichen. (Gallin et al.).

Die Aktivierung der NADPH-Oxidase unterliegt u.a. der Kontrolle eines komplizierten
Signalmechanismus, der durch fMLP nach Interaktion mit seinem Rezeptor induziert
wird. fMLP ist ein Bakterienwandtripeptid und fiihrt zu einer gesteigerten Superoxid-
anion-Produktion in vitro, wenn die neutrophilen Granulozyten zuvor in vivo und in
vitro durch ein Signal gepridgt wurden. Unter Prigung oder Priming versteht man die
Potenzierung der Oxidase-Aktivitdt durch eine sekundéren Aktivator (z.B fMLP) unter
der Voraussetzung, dass der Granulozyt durch priagende Primingmediatoren bereits
sensibilisiert wurde. Eine gesteigerte PMN Superoxidanion-Produktion nach in vitro
Stimulation mit dem fMLP gibt somit dariiber Auskunft, ob in vivo ein Priming der
Granulozyten stattgefunden hat (Botha et al.). Bei entsprechend hoher Mediatoren-
konzentration oder auch bei Einwirken eines sekundiren Aktivators am Bestimmungs-
ort zeigt der geprimte Granulozyt dann eine maximale Ausschiittung proteolytischer
Enzyme und toxischer Sauerstoffmetabolite (Walker, Ward).

Neben der rezeptor-abhiangigen Aktivierung der NADPH-Oxidase, besteht die beson-
dere Bedeutung von Phorbolestern (z. B. PMA) darin, die intrazelluldre Proteinkinase C
direkt zu aktivieren. Stimuliert man PMN mit PMA in vitro hingt somit die folgende
Aktivierung der NADPH-Oxidase nicht von der Expression oder Funktionalitit von
Membranrezeptoren oder dem Funktionieren der vorgeschalteten Signalwege ab. D.h.
jede eingeschrinkte Superoxidanion-Produktion nach PMA-Aktivierung beruht auf
einem Defekt distal der Proteinkinase C. Die in vitro Quantifizierung der
Superoxidanion-Produktion neutrophiler Granulozyten nach Stimulation mit PMA stellt
somit ein aussagekréftiges Diagnosesystem der Funktion zirkulierender Granulozyten in
vivo dar. In den Testreihen wurde die Superoxidanion-Produktion mit einer
photometrischen Cytochrom C Reduktionsmethode erfasst. Hiermit verfiigt man iiber
eine gute reproduzierbare und standartisierte Technik (Botha et al.).

Aktivierung und Toxizitdt der Sauerstoffradikale
1. In der Aktivierungsphase katalysiert die NADPH-Oxidase die Bildung von dem
Superoxidanion O;" aus O,. Das Superoxidanion kann sowohl als Oxidans, als auch
als Reduktionsmittel wirken:
20, + NADPH — 20, + NADP" + H'
Nach der Bildung von O;, dass in wissriger Losung sehr instabil ist, entstehen in
verschiedenen Folgereaktionen weitere aktive Metabolite.
2. Bildung von Wasserstoffperoxid durch spontane Dismutation von O, oder von der
Superoxiddismutase katalysiert :
20, + 2H" — Hy0, + O,
Der spontanen Dismutation, die bei saurem pH maximal ist , unterliegen ca. 80 %
des erzeugten O,, der Rest diffundiert durch die Membran ins Zytosol.
Damit es dort keinen Schaden zufiigt, wird es durch eine enzymatisch katalysierte

Dismutation (SOD) und anschlieBende Spaltung in H,O und O, unschidlich
gemacht.
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Das Superoxidanion besitzt nur eine schwache antimikrobielle Wirkung. Es dient in
erster Linie als Ausgangsmaterial fiir die Bildung von Wasserstoffsuperoxid, von
Singulett-Sauerstoff und von Hydroxy-Radikalen. H>O, wirkt antimikrobiell.

3. Bildung von Hydroxylradikalen iiber die Haber-Weiss Reaktion (Haber, Weiss).
Diese Reaktion liuft im Phagosom ab und wird durch Eisensalze Fe **
katalysiert.

H' + H,O, + 0, - H,O + OH + O,

4. Bildung von Singulett Sauerstoff

OCl" + H0, — H,0 + CI' +'0;

Die Produktion der reaktiven Sauerstoffmetaboliten OCI, ‘OH, 102, O, und H>0,

(in Reihenfolge abnehmender Reaktivitidt) findet sowohl im intrazelluldren

Phagosom, als auch extern auf der Zelloberfldache statt. Das Superoxidanion ist aber

wohl nicht an der Abtdtung von Fremdkorpern beteiligt, weil es zu schnell

umgewandelt wird. Die Aktivitdt von Wasserstoffperoxid wird durch eine

Myeloperoxidase-katalysierte Reaktion mit Halogeniden wie Chlor noch betrédchtlich

erhoht.

5. Myeloperoxidase katalysiert in den Neutophilen die Bildung von Hypochchlorid
(HOCI).

H,O, + CI' — H,O + HOCI

Der Gehalt an Myeloperoxidase steigt in stimulierten Neutrophilen an. Das

Myeloperoxidase-H,O,-Halogenidsystem wird als das reaktivste angesehen und totet

u.a. Bakterien, Pilze; Viren und auch Tumorzellen ab. Solange H,O, zur Verfiigung

steht, werden bei Anwesenheit von Chlorid auf diese Weise alle oxidierbaren

Zielsubstanzen angegriffen. Wenn danach kein HOCL mehr verbraucht wird, kommt

es durch deren Akkumulation zur Inaktivierung der Myeloperoxidase (Pyne).

1.6 Leukozytenadhéasionsdefekt 1 (LAD 1)

LAD-1 ist eine autosomal rezessive Erkrankung verursacht durch Mutationen des
CD18 Gens auf dem langem Arm des Chromosoms 21 (Kishimoto et al). Der LAD
IT ist ein seltener, vererbter Immundefekt mit Storung des Fucosemetabolismus. Die
molekulare Basis des LAD I-Defekts ist in der Literatur nur fiir einige Patienten
beschrieben. Allende et al. identifizieren bei einem einjdhrigen Jungen mit schweren
Leukozytenadhéssionsdefekt eine Deletion von 171 Nukleotiden, in der sequentier-
ten cDNA. Der Leukozytenadhdsionsdefekt zeigt eine variable Expression der
defekten Adhisionsmolekiile, wobei es zu milderen Verlaufsformen der Erkrankung
kommen kann. Der Phidnotyp mit den Adhédsionsdefekten spiegelt den Grad der
Anzahl der gebildeten B,- Integrine (LFA-1, Mac-1, p150,95) wieder. Anderson et
al. beschreiben entsprechend dem Grad der Expression der B,-Integrine den
schweren und den méaBigen Phénotyp. Patienten mit < 1% Expression der B,-Inte-
grine leiden an lebensbedrohliche Infektionen und bendtigen eine Knochenmarks-
transplantation. Nach erfolgreicher Stammzelltransplantation kann mit einer weit-
gehend normalen Lebenserwartung gerechnet werden. Bei einer Expression von
1-10% der Antigene auf den Leukozyten fiihren eine defekte Leukozytenmobilitit,
Adhidrenz und Endozytose zu rezidivierenden Hautinfektionen, zu einer verzdgerten
Wundheilung mit dysplastischer Narbenbildung. Klinisch unauffillig werden
Patienten mit einem Niveau von 40 bis 60% der normalen Anzahl der B,-Integrine
beschrieben (Anderson et al.).

Hogg et al. zeigen einen Leukozytenadhdsionsdefekt bei einem fiinfzehnjéhrigen
Patienten mit einer Expression von 40-60 % der normalen Anzahl der B,-Integrine
LFA-1 (Lymhozytenfunktion-assoziiertes Molekiil) und Mac-1. Diese Anzahl sollte
fiir eine addquate normale Integrinfunktion ausreichen, wie bei LAD-Heterozygoten
mit ca. der Hilfte der Expression der Antigene auf den Leukozyten es der Fall ist.
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Der Patient zeigte aber klinisch die Merkmale eines schweren Phéanotyps von LAD:
Die Integrine waren zwar exprimiert, aber funktionsuntiichtig: weder das
Adhésionsprotein Mac-1 auf den neutrophilen Granulozyten, noch LFA-1 auf den T-
Zellen konnten Liganden wie das Fibrinogen wund das interzelluldre
Adhisionsmolekiil binden. Es wurden zwei neue Mutationen; S138P und G273R,
auf den CD18 Allelen identifiziert. Bei dem LAD-1 Mangel ist der verzogerte Abfall
der Nabelschnur ein hdufiges, aber nicht obligates Merkmal. Obwohl der oben
beschriebene Patient die Merkmale eines mittelschweren Phédnotyps mit
beispielsweise rezidivierenden Hautinfektionen, Periodontitis, Gingivitis, Otitis
media, Granulozytose aufwies, war der Nabelschnurabfall nicht verzogert.

Urspriinglich wurde LFA-1 als wichtiges Antigen auf der Membran von
zytotoxischen T-Lymphozyten definiert, aber dieser Rezeptor findet sich auch auf
ruhenden T-Lymphozyten, B-Lymphozyten, neutrophilen Granulozyten und
Monozyten. Mac-1 kommt auf den Membranen von neutrophilen Granulozyten,
Monozyten und natiirlichen Killerzellen vor (Fischer et al.). Als molekularer Defekt
bei LAD wurden Verdnderungen in einer gemeinsamen Komponente verschiedener
Leukozytenadhisionsmolekiile  (Leukozytenintegrine)  nachgewiesen.  Diese
Adhisionsproteine sind Glykoproteine, die aus einer alpha- und einer B-Kette zu
Heterodimeren zusammengesetzt sind:

1. LFA-1: alphalL2, CD11a/CD18
2. Mac-1: alphaM32, CD11b/CD18
3. p150,95: alphaXB2, CD11¢/CD18.

Der CDI1/CD18 Komplex ist die Hauptkomponente fiir die Adhédsion und
transendotheliale Migration der Neutrophilen (Harlan).

Alle Proteine befinden sich normalerweise an den Zelloberflichen, konnen aber nur
dorthin gelangen, wenn die variable alpha-Kette und die konstante B-Kette
intrazelluldr assoziert sind. Die 3-Kette der Leukozytenadhédsionsproteine kommt bei
anderen Zellarten identisch vor, wihrend die alpha-Kette dieses Heterodimers fiir
bestimmte Leukozytenarten spezifische Modifikationen aufweist. Die Heterodimere
korrespondieren mit entsprechenden Liganden auf Endothelzellen oder Bestandteilen
des Komplementsystems. Beispielsweise ist ein auf Endothelzellen vorkommendes
Adhidsionsmolekiil-1 (ICAM) der Ligand fiir das LFA-1 (Lymhozytenfunktions-
antigen). Der Ligand fiir das Adhédsionsprotein Mac-1 ist das Komplementspalt-
produkt C3bi. Bei dieser angeborenen, insgesamt seltenen Granulozytenfunktions-
storung wandern die Granulozyten verzdgert in das Entziindungsgebiet aus, binden
schlechter an Endothelzellen und zeigen eine verminderte Chemotaxis, weil auch
diese Zellfunktion adhidsionsbedingt ist. Ebenfalls ist die Phagozytose von
opsonisierten Partikeln vermindert, bei der rezeptorunabhingige Stimulation mit
Phorbolester ist die Phagozytose normal (Anderson et al.).

In einem beschriebenen Fallbericht wird von einem verzdégerten (iiber drei Wochen)
Nabelschnurabfall als erster diagnostischer Hinweis auf das Vorliegen einer
Granulozytenfunktionsstorung berichtet, bevor schwere bakterielle Infektionen
auftreten.

Die Diagnose ldsst sich anhand der Flowzytometrie nachweisen (Fehlen von CD
11a, CD18).

Akbari dokumentiert den Fall eines elf Monate alten Jungen, dessen erstes klinisches
Zeichen beim LAD I der verzogerte Nabelschnurabfall war (30 Tage nach der
Geburt). AnschlieBend dominierten rezidivierende Pneumonien, Otitiden und
nekrotisierende Lokalinfekte. Hoeck et al. beschreibt eine therapieresistente
Omphalitis, extreme Wundheilungsstorungen und eine Leukozytose.
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Der Nabelschnurrest hatte sich im Alter von vier Wochen noch nicht abgestoen und
musste chirurgisch entfernt werden. Fischer et al. dokumentieren ebenso einen nicht
spontan nach vier Wochen abgestofenem Nabelschnurrest, gefolgt von einer
chirurgischen Entfernung, anschlieend entwickelten sich eine Omphalitis, schwere
rezidivierende bakterielle Infektionen, sowie eine Leukozytose. Bei einem tiirkisch-
en Jungen wird der Nabelschnurabfall am zwanzigsten Tag beschrieben, gefolgt von
nekrotischen Weichteilinfektionen, Granulozytose, gestorter Wundheilung, mit
niedrigen Werten fiir CD11b und CD 18. Bevor die geplante Knochenmarkstrans-
plantation durchgefiihrt worden konnte, ist er an den Folgen der Sepsis verstorben
(Giineser et al). Als hdufige Erreger der Omphalitis sind Staphylococcus aureus,
Candida albicans und Aspergillus beschrieben. Die Anzahl der Granulozyten ist
extrem erhoht (iiber 50 000 pl). Virale Infektionen werden problemlos iiberstanden
(Gahr et al.). Der verzogerte Abfall des Nabelschnurrestes und die héufig
iiberschiefende Narbenbildung werden auf funktionelle Stérung der Makrophagen
zurlickgefiihrt (Anderson et al.). Eine aktuelle Klassifikation der Adhésionsprotein-
defekte stammt von der internationalen Union der immunologischen Gesellschaften.
Dieses internationale Komitee beschreibt in der neuesten Version zusitzlich einen
Leukozytenadhdsionsdefekt Typ 3 (Notarangelo et al.).

1.7  Fragestellung

Wecesin®- Streupuder wird als Mittel zur Nabelpflege empfohlen mit dem Ziel, ein
moglichst frithes Abfallen des Nabelschnurrestes zu fordern. In der prospektiv
durchgefiihrten Studie fiel der Nabelschnurrest unter Wecesin®-Streupuder im Mittel
bereits am 4. Tag ab (n=204). Bei den 243 Neugeborenen, deren Nabelschnurreste
mit 80%igen Alkohol und Fissan® -Silberpuder gepflegt wurden, betrug die mittlere
Abfallszeit 10 Tage (Seidler et al.). Ein verspdtetes Abfallen des Nabelschnurrestes
dient als erster diagnostischer Hinweis auf das Vorliegen eines
Leukozytenadhésionsdefekts. Die frithe Diagnose dieses Immundefekts ist aber
essentiell fiir die weitere Prognose der Erkrankung. Da funktionstiichtige
Granulozyten eine wesentliche Voraussetzung fiir das Abfallen der Nabelschnur
sind, stellt sich die Frage ob Streupuder, der metallisches Antimon enthilt, das friihe
Abfallen der Nabelschnur durch Stimulation der Granulozytenfunktion bewirkt. Das
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Auswirkungen des Nabelpuders Wecesin®,
der Antimon enthélt, auf folgende Parameter der Zellfunktion zu untersuchen:

1. Oxidativer Burst und 2. Abtdtungsfahigkeit. Zu Beginn der Untersuchungen
stellten sich folgende Fragen: Welchen Einfluss hat Wecesin®-Streupuder auf die
Vitalitdit der Granulozyten? Bestehen signifikante Unterschiede in der O, -
Produktion der Granulozyten unter Einfluss von antimonhaltigem Puder im
Vergleich zu Puder ohne Antimon? Wird die AbtStung von Bakterien durch
Granulozyten unter Einfluss von Wecesin®-Streupuder gesteigert ?
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2. Material und Methoden
2.1 Material

2.1.1 Gewinnung der Granulozyten

Die in der vorliegenden Arbeit zur PMN-Isolation verwendeten vendsen Blutproben
stammten fiir die Vorversuche von gesunden Personen im Alter von 20-40 Jahren. Es
wurden jeweils 50 bis 100 ml Blut von erwachsenen Probanden in eine mit
Heparinlésung (10 units Heparin-Losung/ml Blut; Heparin-Losung: Liquemin N
25.000 von Hoffmann-La Roche AG Grenzach-Whylen) benetzte Perfusorspritze
entnommen.

Fiir die Hauptversuche wurde heparinisiertes Nabelschnurblut gesunder Neuge-
borener untersucht. Trotz des groBeren organisatorischen Aufwandes im Vergleich
zur Verwendung von Granulozyten gesunder erwachsener Blutspender wurden PMN
aus dem Nabelschnurblut verwendet, um vivo nahe Bedingungen zu schaffen, weil
die Granulozyten von Neugeborenen im Vergleich zu PMN von Erwachsenen eine
eingeschrankte Funktion aufweisen.

Fiir die Hauptversuche wurden insgesamt sechzehn vendse Blutproben unmittelbar
nach der Abnabelung von gesunden Neugeborenen nach unkomplizierter Schwan-
gerschaft und Geburt entnommen, hiervon zehn Proben ausgewertet. Es wurde aus-
schlieBlich Nabelschnurblut von spontan entbundenen Neugeborenen entnommen, da
bekannt ist, dass der Geburtsmodus nicht nur Einfluss auf die Anzahl der Neutro-
philen hat, sondern auch auf deren Funktion (Thilaganathan et al., Kinoshita et al.).
Die Neugeborenen kamen nach einer Schwangerschaftsdauer zwischen der 38. und
41.Wochen zur Welt.

Die Apgarwerte lagen im Bereich 7 - 9 nach einer Minute, 9- 10 nach fiinf und zehn
Minuten.

2.1.2 Medien und Chemikalien

PBS-Puffer

Phosphate Buffer Saline, pH 7,3; Zusammensetzung: NaCl 8,0 g; KCI 0,20 g;
KH,PO4 0,25 g; Na,PO4 x 2 H,0 1,35 g ad 1000 ml Aqua dest. (Apotheke der
Medizinischen Einrichtungen der Universitdt Diisseldorf).

BSA

Bovine Serum Albumine, 5 mg BSA in 1 I PBS-Puffer (Fa. Sigma, St. Louis USA).
MPRM

Mono-Poly-Resolving Medium zur Zelltrennung (Fa. Flow Laboratories, Irvine,
Scotland).

Histopaque—1077

Trennmedium bestehend aus Polysaccharose 5,7 g/l und Natriumdiatrizoat 9,0 g/l
(Fa. Sigma).

Ammoniumchlorid-Ldsung isotonisiert

NH4CI 0,3 g; KHCOs 1,0 g; EDTA-Na, 0,0375 g ad 1000 ml, zur Lyse der
Erythrozyten (Apotheke der Medizinischen Einrichtungen der Universitit
Diisseldorf).

Celloton-Ldsung

zur Zellzdhlung (Fa. mdlab, Hilden).
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NEM (N-Ethylmaleimid)
126 mg NEM ad 11 0,9 % NaCl unterbricht den oxidativen Stoffwechsel (Fa. Sigma
No. E-3876, 5 g).

Inkubationsmedium (Fa. Merck)

Stammldsungen: Gebrauchsldsungen:
KCL 0,5 mol/l 10 ml
NaCl 1,46 mol/l 10 ml
Na,PO4 0,1 mol/l 1 ml
MgSOy4 0,05 mol/l I ml
Glucose 0,5 mol/l 1 ml

Die angegebenen Mengen wurden in einen 100 ml MeBkolben gegeben, dieser zu 2/3
mit Aqua dest. gefiillt, gemischt, dann wurden Iml 0,1 mol/l CaCl, zugegeben,
gemischt und anschlieend mit 100 ml Aqua dest. aufgefiillt.

Das Inkubationsmedium wurde zu je 10 ml Falcon-Tubes aliquotiert, bei -76 °C
gelagert, unmittelbar vor dem Gebrauch aufgetaut und bis zum Einsatz in dem
Versuch bei + 4 °C aufbewabhrt.

FCS: 10%-iges, hitzeinaktiviertes, fetales Kidlberserum (Fa. Biochrom, Berlin).
Quick-Differentialfairbung (Fa. Baxter Dade AG Diidingen, CH), eine
Differentialblutbild-Schnellfarbung, zusammengesetzt aus:

1. Fixierlosung: Fast Green in Methanol (Cat.No. 130833)

2. Farbelosung 1 : Eosin G in Phosphatpuffer, pH 6,6 (Cat. No. 130834)

3. Farbelosung 2 : Thiazin-Farbstoff in Phosphatpuffer, pH 6,6 (Cat. No. 130835).

Enzyme

1. Cytochrom (Fa. Sigma, No. C-7752, 1g)
15 mg Cytochrom/ml IM

2. SOD (Fa.Sigma, No.S-2515, 30.000 units)
1 mg Superoxiddismutase/ml IM

Stimuli

nicht opsonisiertes Zymosan A (Fa. Sigma)

ein proteinfreies Hydrolysat aus Zellwandbestandteilen von Saccharomyces
cerevesiae; 1 x 107 Partikel in 50 pl fertig eingestellt

mit NHS (gepooltes Normalserum) opsonisiertes Zymosan A: 1 x 107 Partikel in 50
ul fertig eingestellt.

PMA ([Fa. Sigma, No.P-8139)

Phorbolmyristatacetat: Stammldésung: 1 mg/ml DMSO, Lagerung bei - 76°C
Gebrauchslosung: 1:200 mit IM verdiinnt.

NHS
sterilfiltriertes Serum von 25 gesunden, erwachsenen Spendern wurde gepoolt, bei
-76 °C aufbewahrt und unmittelbar vor Gebrauch aufgetaut.
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Wecesin®-Streupuder

Der Hersteller empfiehlt den Wecesin®-Streupuder zur Nabelpflege bei
Neugeborenen und zur trockenen Wundbehandlung bei Schiirfwunden (Zerm).

1. Wecesin®-Streupuder mit Antimon (Weleda AG, Schwibisch Gmiind)

100 g enthalten: eine Antrocknung der dthanolischen Ausziige aus: Arnika, Planta
tota 2,5 g; Calendula, Herba 1,65 g; Echinacea angustifolia et purpurea, Planta tota
1,66 g; Quarz 0,1 g; Stibium metallicum praeperatum 0,1 g ad 100 g Talkum.

2. Wecesin®-Streupuder ohne Antimon (Weleda AG, Schwibisch Gmiind)

diente als Kontrolle bei den Granulozytenfunktionstesten. 50 g enthalten: eine
Antrocknung der dthanol. Ausziige aus: Arnika, Planta tota 1,25 g; Calendula, Herba
0,82 g; Echinacea angustifolia et purpurea, Planta tota 0,83 g; Quarz 0,05 g ad 50 g
Talkum.

Materialien fiir die Untersuchung der antimikrobiellen Abtotungsfahigkeit:
Staphylococcus aureus strain 502A: Stammldsung enthilt 10° Keime in 100 pl
Miiller-Hinton-Brithe (Difco 0757.02.3), (Institut fiir Medizinische Mikrobiologie
der Universitdt Diisseldorf)

Escherichia coli eingestellt auf 10" Keime/ml Trypton-Soja Brithe und auf
Néhragarplatten ausplattiert (Institut fiir Medizinische Mikrobiologie der Universitit
Diisseldorf)

RPMI 1640: ein Kulturmedium (Fa. Seomed-Biochrom, Berlin)

FCS: fotales Kélberserum (Fa.Gibco)

Kunststoffrohrchen: Falcon Tubes Bluemax 15 und 50 ml (Fa. Falcon), Sarstedt Sml
(Fa. Sarstedt).

2.1.3 Gerite

Zellcounter : Mexxem BC1 (Fa. Mexxon)

Die Zellzdhlung erfolgt nach dem Widerstandsprinzip.
Spektralphotometer: Serie DU 600 (Fa. Beckmann).

2.2 Methoden

2.2.1 Isolierung der Granulozyten
Die PNM-Isolierung erfolgte mittels Dichtegradientenzentrifugation iiber Monopoly
/ Histopaque (Abb.2.2.1).

N N

Serum
Blut
Mononukleidre Zellen
Zentrifugation
Histopaque Histopaque
PMN
MPRM
MPRM
Erythrozyten

N N

Abb. 2.2.1: Isolierung der Granulozyten
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Zuerst wurde das frische Vollblut in 50 ml Falcon-Tubes abgefiillt und im Verhiltnis
1: 1 mit PBS -Puffer verdiinnt. Zur Isolierung wurde ein Gradient aus 3 ml MPRM,
der mit 2 ml gekiihltem Histopaque iiberschichtet wurde, hergestellt. Uber diesen
Gradienten wurden ca. 5 ml verdiinntes Vollblut vorsichtig geschichtet.
Nach einer Zentrifugation von 30 min bei 20 °C mit 350 g befinden sich die
Granulo-zyten in der Interphase zwischen den beiden Trennmedien. Serum,
mononukledre Phase und Medium wurden mit einer Pasteur-Pipette entnommen. Die
Granulozytenphase in sterile Falcon-Tubes pipettiert, um sie anschlieBend in PBS zu
waschen (350 g, 20 °C, 10 min). Die Lyse der evt. noch im Pellet vorhandenen
Erythrozyten erfolgte mit 10 ml Ammoniumchlorid, um nach 5 Minuten
Einwirkungszeit erneut einen Waschvorgang vorzunehmen. Nach dem erneuten
Verwerfen des PBS, wurden die im Sediment befindlichen PMN mit PBS
aufgenommen, wiederholt abzentrifugiert (10 min, 300g, 4 °C), der Uberstand
verworfen und die Zellen in IM resuspendiert.
Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mit einer 1:10 verdiinnten Zellprobe (80 pl),
die mit 20 ml einer isotonischen Verdiinnungslésung (Mexxoton) zur Messung am
Zellcounter gemischt wurde. Nach dreifacher Messung errechnete man das
arithmetische Mittel und stellte die gewliinschte Zellzahl ein:

1. fiir die O, -Produktion auf 10"/ml IM

2. fiir das Killing auf 5 x 10%/ml RPMI 1640 und 10°/ml RPMI 1640.

2.2.2 Etablierung der Methodik mit adulten neutrophilen Granulozyten in den
Vorversuchen

Da die Nabelschnurgranulozyten im Vergleich zu adulten PMN eine eingeschriankte
Funktion aufweisen, wurden die Versuche zwecks Etablierung der Untersuchungs-
methodik mit neutrophilen Granulozyten Erwachsener durchgefiihrt.

Die Versuche beinhalteten:
1. Untersuchung des Einflusses des Wecesin-Streupuders” auf die Zellvitalitit
der PMN
2. Untersuchung der O, -Produktion
3. Untersuchung der Abtotungsfahigkeit.

Mittels Trypanblaumethode wurde der Einfluss des Puders auf die Zellvitalitét
untersucht. Die Auswahl der verwendeten Puderkonzentrationen richtete sich nach
diesen Ergebnissen und der Stimulierbarkeit der Granulozyten. Das Ziel der
Vorversuche war es auch die verwendeten Methoden zu iberpriifen und fiir die
folgenden Experimente mit Nabelschnurblut zu etablieren. Die Vorversuche dienten
der Erkennung und Beriicksichtigung moglicherweise auftretender, spezifischer und
unspezifischer Beeinflussungen der Testsysteme durch die Puderapplikation (z. B.
Phagozytose von Puderpartikeln). Parallel zu den im Methodenteil beschriebenen
Versuche wurden, wie auch spdter bei der Untersuchung von Granulozyten aus
Nabelschnurblut, Ansdtze mit verschiedenen Puderkonzentrationen untersucht.

Um unspezifische Stimulationseffekte auszuschlieBen, wurden bei allen beschrie-
benen Tests Ansdtze mit einem Puder ohne Antimonzusatz als doppelte Kontrollen
mitgefiihrt.
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2.2.3 Vitalitdtspriifung

Zur Messung des Einflusses des Nabelschnurpuders (mit und ohne Antimon) und
von Stibium metallicum auf die Lebensfdhigkeit der Granulozyten wurde der
Farbausschlufitest mit Trypanblau eingesetzt.

Die Methode basiert auf dem Prinzip, dass lebende Zellen den Farbstoff nicht auf-
nehmen, wihrend bei toten oder geschidigten Zellen sowohl das Cytoplasma, als
auch der Kern angefiarbt werden.

Testansatz : Verdiinnung der Zellsuspension  1:10

Trypanblaulésung (Boéhringer Mannheim) 1,8 ml

PBS ohne Ca*"und Mg 2,7 ml
Zellsuspension 0,5 ml
5,0 ml

Nach einer Vorinkubation der Zellen von vier Stunden mit Puder (5 mg/ml) und mit

Stibium metallicum (0,5 mg Sb/ml) wurde durch Auszdhlen von 200 PMN der

prozentuale Anteil trypanblaugefarbter Zellen mikroskopisch bestimmit.

1. Testreihe: Einfluss von Wecesin® -Streupuder (mit und ohne Antimon) auf die
Vitalitdt der adulten PMN

2. Testreihe: Einfluss von Wecesin®-Streupuder (mit und ohne Antimon) auf die
Vitalitdt der Nabelschnurgranulozyten

3. Testreihe: Einfluss von Stibium metallicum auf die Vitalitdt von adulten PMN.

2.2.4 Oy -Produktion
Mit dieser Methode wird die Stimulation des oxidativen Stoffwechsels der PMN
quantifiziert bestimmt. Die O, -Messung beruht auf dem Prinzip der photo-
metrischen Endpunktmessung der O, - bedingten, SOD-kontrollierten Cytochrom C-
Reduktion. Diese Reduktion ist ein MaB fiir die Menge der Sauerstoffradikale.
Der oxidative Stoffwechsel wird durch folgende Stimuli (partikuldr und 16slich)
ausgelost:
1. phagocytierbare Hefebestandteile (Zymosan), die mit 50%igem NHS
opsonisiert wurden,
2. PMA, eine losliche Substanz, die liber Proteinkinase direkt Granulozyten
stimulieren kann.

Die versuchsfertigen Losungen von Zymosan und PMA wurden, wie folgend
beschrieben, angefertigt. Zwecks Herstellung von opsonisiertem Zymosan wurden je
30 mg Zymosan A mit 3,75 ml 0,9 % NaCl in Glasrohrchen geldst, griindlich
suspendiert, mit Aluminiumkappen verschlossen und 30 min bei

100 °C im Wasserbad schiittelnd gekocht. Nach dem Abkiihlen wurde die
Suspension in Falcon Tubes tiberfiihrt.

Die anschlieBende Zentrifugation erfolgte bei 4 °C und 1500 g fiir 10 min. Der
Uberstand wurde abgesaugt und verworfen. Zur Herstellung von 50%igem Zymosan
wurde der Bodensatz in 3,75 ml NHS und 3,75 ml PBS resuspendiert. Zur
Herstellung von nicht opsonisiertem Zymosan wurde nur PBS, kein NHS verwendet.
Die Opsonisierung ereignete sich bei der Inkubation im 37 °C temperierten
Wasserbad unter stindigem Schiitteln fiir 30 min. AnschlieBend erfolgte die
Zentrifugation fiir 10 min bei 1500 g und bei 4 °C. Der Uberstand wurde abgesaugt.
Im weiterem Verlauf wurde der Bodensatz mit PBS resuspendiert und zweimal mit
PBS gewaschen. Dieser wurde in 1 ml PBS resuspendiert.
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Anhand einer 1: 100 Verdiinnung (30 pul Zymosansediment und 2970 ul PBS) wurde

die Zymosanpartikelzahl im Counter bestimmt und durch Zugabe von PBS diese auf

2 x10° Partikel/pl eingestellt (entspricht 107 Partikel/50 pl).

Die Proben wurden in Eppendorthiitchen bei - 76 °C aufbewahrt und bis zum Einsatz

in den Versuchen bei + 4 °C aufgetaut.

Zwecks Herstellung von PMA wurden die nach Herstellervorschrift hergestellte

Stammlosung (1mg/ml DMSO) bei -76 °C aufbewahrt und unmittelbar vor Einsatz

im O, -Test aufgetaut.

Pro Ansatz wurden 100 pl einer 1 : 200 Verdiinnung (3,98 ml IM und 20 pl

Stammldsung) eingesetzt.

Folgende Testansétze fanden Verwendung:

1. Ansatz : enthilt kein Stimulus, zur Uberpriifung der Vorstimulation der
Granulozyten durch Abnahme, Transport und Lagerung

2. Ansatz : nicht opsonisiertes Zymosan

3. Ansatz : opsonisiertes Zymosan

4. Ansatz : PMA

5. Ansatz : Puder mit Antimon (0,5 g/ml IM)

6. Ansatz : Puder ohne Antimon (0,5 g/ml IM).

Verdiinnungsreihen zur O,” Messungen mit Wecesin®-Streupuder

Ausgehend von einer Stammkonzentration des Puders mit und ohne Antimon

(0,5 g/ml IM) sind folgende Verdiinnungen in den Vorversuchen mit Erwachsenen-
blut eingesetzt worden:

[1:2]1:4 [1:8 [1:16 [ 1:32 [1:64 [1:128 |
Tab. 2.2.4 -1: Verdunnungsreihe des Puders fur die Vorversuche (n=6).

Die Auswahl der verwendeten Puderkonzentrationen fiir die Hauptversuche richtete
sich nach den Ergebnissen der Vorversuche mit isolierten PMN aus dem
Erwachsenenblut.

Fiir die Hauptversuche mit isolierten PMN aus dem Nabelschnurblut wurden
folgende Verdiinnungen der Stammkonzentration von 0,5 g/ml IM gewihlt:

[1:4]1:16 [1:64 [1:256 |
Tab. 2.24 - 2: Verdunnungsreihe des Nabelschnurpuders fur die
Hauptversuche (n=10).

Die O, "-Produktion wird in Anwesenheit und Abwesenheit der verschiedenen
Stimuli gemessen. Jedes Reagenzrohrchen enthdlt das chromogene Substrat
Cytochrom C. Die Bindung des Sauerstoffs an Cytochrom C fithrt zur
Substratreduktion. Diese geht mit einem Farbumschlag einher, der anschlieBend
photometrisch gemessen wird. Der Ansatz B enthilt zusétzlich das Enzym SOD, das
die entstandenen Sauerstoffradikale abfiangt und es bildet sich H,O,, so dass die
Bindung des Sauerstoffs an Cytochrom verhindert wird. Die O,-Produktion ergibt
sich aus der Differenz zwischen der photometrisch gemessenen Menge an
reduziertem Cytochrom C im Ansatz A und Ansatz B.
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Pipettierschema fiir den O, -Test

Ansatz A B

Cytochrom C 100 pl 100 pl Ansatz 1-6
SOD — 50 ul Ansatz 1-6
Stimuli und Puder ( je nach o. a. Ansatz )

nicht opson. Zymosan 50 pul 50 pul Ansatz 2
opson.Zymosan 50 ul 50 ul Ansatz 3
PMA 100 pl 100 pl Ansatz 4
Puder ohne Antimon 50 ul 50 ul Ansatz 5
Puder mit Antimon 50 pul 50 pul Ansatz 6
Inkubationsmedium ad 400 ul  ad 400 pl Ansatz 1-6
Inkubation aller Rohrchen im Wasserbad bei 37 °C fiir 5 min (Aquilibrierungszeit)
PMN (10°/100 ul PBS 100 pl 100 pl Ansatz 1-6

Die Inkubation der Réhrchen im Schiittelwasserbad erfolgte bei 37 °C fiir 30 min.
Der oxidative Stoffwechsel wurde mit je 2 ml eiskaltem NEM gestoppt. Bei der
Zentrifugation fir 10 min bei 4 °C und 1500 g kam es zur Freisetzung des
intrazelluldren O,". Die photometrische Messung des zellfreien Uberstandes fand bei
550 nm statt.

Zur Berechnnung des Endergebnisses wurde die Extinktion des Ansatzes B von der
des Ansatzes A subtrahiert, um die sauerstoffunabhingige Reduktion des Enzyms zu
korrigieren. Als Mal} fiir die Menge reduzierten Cytochrom C dient die Extinktion
Esso. bei A = 550 nm. Die Extinktionsdifferenz zwischen Ansatz A und Ansatz B ist
direkt proportional der im Ansatz A gebildeten Menge von O,". Zur Berechnung der
0O, -Menge wurde der Verdinnungsfaktor des Blutes (2,9) und der molare
Extinktionskoeffizient fiir reduzierte Cytochrom C ( 0,0245 ) beriicksichtigt:

Extinktion A - Extinktion B x 2,9
= nmol 0,710° PMN

0,0245

2.2.5 Abtotungsfahigkeit
Die Fdhigkeit der PMN aufgenommene Mikroorganismen abzutdten, gehdrt neben
der Chemotaxis, der Opsonisierung, der Aufnahme und dem Degranulierungsprozef3
zu einer vollstandigen Infektabwehr. Den Phagozyten wurde zur Aufnahme und
Abtotung (Killing) Staphylococcus aureus angeboten.
Fiir die Vorversuche wurden PMN aus dem Erwachsenenblut isoliert, in den
Hauptversuchen Granulozyten aus dem Nabelschnurblut verwendet. In den
Vorversuchen fanden unterschiedliche Puderkonzentrationen mit und ohne Antimon
Verwendung. Die Auswahl der verwendeten Puderkonzentrationen richtete sich nach
den Ergebnissen der Vorversuche: 1. Durchfiihrbarkeit der Experimente
(gleichméBiges pipettieren der Pudersuspensionen mit und ohne Antimon, sicheres
Ausplattieren der Bakteriensuspension, einzeln wachsende Kolonien ohne
Puderartefakte). 2. Einfluss des Puders auf das Bakterienwachstum. Es fanden zwei
unterschiedliche Konzentrationen des Streupuders Verwendung:
1. RPMI/A: 5 mg Puder mit Antimon/ml RPMI (Ansatz 3 und 4)

RPMI/K: 5 mg Puder ohne Antimon/ml RPMI (Ansatz 5 und 6)
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2. RPMI/a: 0,8 mg Puder mit Antimon/ml Antimon (Ansatz 7 und 8)
RPMI/k: 0,8 mg Puder ohne Antimon/ml RPMI (Ansatz 9 und 10)
(siche Tab.2.2.5).
Es wurden aufgrund der Ergebnisse der Vorversuche mit zwei unterschiedlichen
Zellzahlen der PMN gearbeitet:
1. 5x 10°/ml RPMI
2.1 x 10°m] RPML

10 Ansétze der Killing- Hauptversuche mit Nabelschnurblut:

1. Ohne Puder 100 pl PMN (5 x 10°/ml RPMI)
50 ul Staph.aureus
350 ul RPMI
2.Wachstumskontrolle zum 1. Ansatz 50 ul Staph.aureus
450 pl RPMI
3. Puder mit Antimon 100 ul PMN (5 x 10°/ml RPMI)

50 ul Staph. aureus

350 ul RPMI/A

4. Wachstumskontrolle zum 3. Ansatz 50 ul Staph. aureus
450 ul RPMI/A
5. Puder ohne Antimon 100 pl PMN (5x 10%ml RPMI )

50 ul Staph.aureus

350 ul RPMI/K

6.Wachstumskontrolle zum 5. Ansatz 50 ul Staph. aureus
450 ul RPMI/K
7.Puder mit Antimon 100 pl PMN

50 ul Staph. aureus

350 ul RPMI/a

8. Wachstumskontrolle zum 7. Ansatz 50 ul Staph. aureus
450 ul RPMlI/a
9. Puder ohne Antimon 100 ul PMN

50 ul Staph.aureus

350 ul RPMI/k

10. Wachstumskontrolle zum 9. Ansatz 50 ul Staph.aureus

450 ul RPMI/k

Tab. 2.2.5: Pipettierschema fur die Killing-Hauptversuche (n=10)

Testdurchfiihrung: Zu den vorbereitenden Arbeiten gehorte die Vermehrung des
Staphylococcus. aureus Stammes 502 A iiber 18 Stunden in 100 ml Trypton-Soja
Briihe bei 37 °C. Dieser Ansatz wurde nach der Inkubation im Wasserbad fiir 30 min
bei 1500 G zentrifugiert. AnschlieBend wurde das Zellpellet zweimal in PBS
gewaschen. Die Bakterien wurden in 1 ml PBS aufgenommen. Diese Portionen
wurden in sterile Kunststoffrohrchen bei - 76 °C eingefroren.
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Am ndchsten Tag wurden drei Rohrchen aufgetaut, verdiinnt und auf Néhragar-
platten ausplattiert, um die Anzahl lebender Bakterien/R6hrchen zu bestimmen.
Diese Stammldsung enthielt 10° Keime/ml Trypton-Soja Brithe. Fiir jeden Test
wurde ein neues Rohrchen fiir eine Stunde im Wasserbad bei 37 °C inkubiert und auf
107 Keime/ml Trypton-Soja Brithe eingestellt.

Die gereinigten Granulozyten wurden auf 5 x 10%/ml RPMI und auf 10°/ml RPMI
1640 plus 10 % FCS eingestellt.

In Falcon R6hrchen wurden 100 pl Granulozyten, 350 ul RPMI ohne FCS und 50 pl
Bakteriensuspension pipettiert. Fiir die Zeitpunkte 0, 60 und 120 Minuten wurden je
2 Rohrchen angesetzt. Pro Zeitpunkt (0, 60, 120 Minuten) ferner als Kontrolle ein
Rohrchen nur mit 450 pl Medium und 50 pl Bakteriensuspension. Die fertig
beschickten Rohrchen wurden bei 37°C ins Schiittelwasserbad und 250 Rotationen
gestellt. Zum jeweiligen Zeitpunkt wurden die Roéhrchen aus dem Wasserbad
genommen und auf Eis gestellt.

Zum Ausplattieren wurden Rohrchen mit 900 pl NaCl 0,9 % fiir 6 Verdiinnungs-
stufen (je 1: 10) vorbereitet.

Von den Rohrchen, 3, 4, 5 und 6 wurden je 100 pl ausplattiert. Nach einer
Inkubation von 18 Stunden bei 37 °C im Warmeschrank wurde die Anzahl lebender
Bakterienkolonien (colony-forming units = CFU) auf den Agarplatten durch
manuelles Auszdhlen bestimmt. Ausgewertet wurden die Platten, die zwischen 40
und 400 CFU aufwiesen. AnschlieBend wurden die CFU der mit und ohne Puder
behandelten Platten mit denen der Wachstumskontrollen verglichen. Der prozentuale
Anteil der getoteten Bakterien nach 60 min und 120 min wurde nach der folgenden
Formel bestimmt:

Killingrate zum Zeitpunkt T (60, 120 min) = 100 — dem prozentualen Anteil der CFU
zum Zeitpunkt T.

2.2.6 Nachversuche
Aufgrund der Ergebnisse der Vor —und Nachversuche schlossen sich folgende
Versuchsreihen mit adulten PMN an:

1. der Einfluss von Stibium metallicum auf die Vitalitidt von adulten PMN,

2. das Bakterienwachstum (Staphylococcus aureus n=4, Escherichia coli n=5)
unter Einfluss von Stibium metallicum,

3. der Einfluss von Stibium metallicum auf die Sauerstoffradikalproduktion,
n=5. In den Nachversuchen wurde Stibium metallicum in einer
Stammkonzentration von 0,5 mg/ml Inkubationsmedium eingesetzt und
entsprechend den Hauptversuchen verdiinnt,

4. der Einfluss von Stibium metallicum auf die mikrobielle Abtétungsfahigkeit,
n=5. Analog zu den Konzentrationen des Antimons im Streupuder wurden in
den Nachversuchen die Stammkonzentration von 0,5 mg/ml 1:100 und 1:
700 verdiinnt.

Jede Versuchsreihe wurde mit Doppelansitzen durchgefiihrt.
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2.2.7 Statistische Berechnungen

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Statistikprogramm SPSS 9.0 (Brosius,
Brace et al.). Die Ergebnisse der doppelten Ansidtze einer Probe sind im Ergebnisteil
jeweils mit a und b gekennzeichnet.

Die Entscheidung iiber signifikante Unterschiede bei einem Stichprobenumfang n >
6 wurde mit Hilfe des nichtparametrischen Wilcoxon-Tests fiir zwei verbundene
Stichproben getroffen. Die Nullhypothese lautete: Die O, -Werte bzw. Killingrate
der Granulozyten unter Einfluss vom Puder mit Antimon unterscheiden sich nicht
signifikant von den Ergebnissen der Zellen, die mit Puder ohne Antimon behandelt
worden sind. Berechnet wurde der p- Wert, der die Wahrscheinlichkeit angibt, mit
der man das vorliegende Testergebnis unter der Nullhypothese erhélt. Die
Irrtumswahrscheinlichkeit wurde auf a=0,05 festgelegt.

Die Signifikanzberechnungen fiir die Vitalititsversuche, fiir den Vorversuch Killing
3.3.1 und fiir die Versuche mit einem geringeren Stichprobenumfang (n < 5)
erfolgten mit dem Student t-Test fiir zwei verbundene Stichproben. Als siginifikant
wurde p < 0,05 angenommen. Eine Uberpriifung auf Normalverteilung erfolgte mit
dem Test nach Kolmogorav-Smirnov (WeiB).

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte in Zusammenarbeit mit dem Institut
fiir Medizinische Biometrie, Epidemiologie und Medizinische Informatik, Direktor
Prof. Dr. Uwe Feldmann, Universititskliniken des Saarlandes, mit Unterstiitzung
von Dipl.- Math. T. Georg.
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3. Ergebnisse

3.1 Vitalitatsprufungen

Der Einfluss des Wecesin®-Puders auf die Zellvitalitit wurde mittels der
Trypanblauexlusionsmethode untersucht. Die Vitalitatsprufungen fanden wdahrend
der Vorversuche mit Erwachsenengranulozyten (Abb. 3.1-1) und in den
Hauptversuchen mit PMN aus dem Nabelschnurblut statt (Abb. 3.1-2). Zusatzlich
wurde der Einfluss von Stibium metallicum allein auf die Vitalitdt von
Erwachsenengranulozyten in finf Proben untersucht (Abb. 3.1-3). Die PMN wurden
jeweils vier Stunden mit einer Puderkonzentration von 0,5 g/ml bzw. 0,5 mg Stibium
metallicum /ml Inkubationsmedium inkubiert. In diesem Zeitraum waren die
Funktionsprifungen mittels O, - Test und Abtétungsfahigkeit abgeschlossen. Weder
das Puder mit Antimon, noch das Puder ohne Antimon wirkten toxisch auf die
Granulozyten. PMN, die mit Stibium metallicum inkubiert wurden, zeigten im
Vergleich zu der Kontrolle ohne Puder in der Vitalitat keine signifikanten Unter-
schiede. Puder mit Antimon und Puder ohne Antimon beeinflussten die Vitalitat im
Untersuchungszeitraum in den untersuchten Konzentrationen nicht. Die Einzelwerte
im Durchschnitt von den Erwachsengranulozyten und Nabelschnurgranulozyten,
jeweils mit Puder mit bzw. ohne Antimon, wiesen keine signifikanten Unterschiede
auf (Anhang Tab. 6.1-1, Tab. 6.1-2, Tab. 6.1-3).

Vitalitéatsprufung mit adulten PMN

95
5 % i I Ko ohne Pud
S a5 o ohne Pud.
@ 80 - || @ Pud. mit Ant.
= O Pud. ohne Ant.
o 75 _

70

la 1b 1c 1d le

Probanden, n=5

Abb. 3.1-1: Ergebnisse der Vitalitatsprifungen mit adulten PMN, n=5 (1la-1e)
Kontrolle ohne Puder (Ko ohne Pud.); Puder mit Antimon (Pud. mit Ant.);

Puder ohne Antimon (Pud. ohne Ant.)

(Die Signifikanzberechnungen mit MW und SD befinden sich im Anhang

Tab. 6.1-1, Tab. 6.1-2 und Tab. 6.1.-3)
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Vitalitatsprifungen mit Nabelschnur-PMN

& 100
> O Ko ohne Puder
N 90 )
@ B Puder mit Ant.
S 80
S O Puder ohne Ant.
C}O 70 B I I

2a 2b 2C 2d 2e

Probanden, n=5

Abb. 3.1-2: Ergebnisse der Vitalitatspriufungen mit Nabelschnur-PMN,
n=5 (2a-2e)

Kontrolle ohne Puder (Ko ohne Pud.); Puder mit Antimon (Pud. mit Ant.);
Puder ohne Antimon (Pud. ohne Ant.).

(MW und SD im Anhang Tab.6.1-1, Tab.6.1-2, Tab.6.1-3)

Vitalitatsprifungen mit adulten PMN

[HEN
o
o

O Ko ohne Puder
B Stib. Met.

06 vitale Zellen
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(@)
|

3a 3b 3c 3d 3e

Probanden, n=5

Abb. 3.1-3: Ergebnisse der Vitalitatsprifungen mit adulten PMN,

n=>5 (3a-3e)

Ansatz ohne Puder (Ko ohne Puder); Ansatz mit Stibium metallicum (Stib. Met.)
(MW und SD im Anhang Tab.6.1-1, Tab.6.1-2, Tab.6.1-3)

3.2 Vorversuche: O, - Produktion
Die Vorversuche mit Erwachsenenblut dienten der Optimierung der Versuchs-
abladufe und der Festlegung der optimalen Puderkonzentrationen fiir die folgenden
Experimente mit Nabelschnurblut in den Hauptversuchen. Unter 3.2.4 sind zwei

Vorversuche mit PMN isoliert aus Nabelschnurblut beschrieben. Durch mehrere

Experimente wurde ein Konzentrationsbereich des Puders mit und ohne Antimon
festgelegt. Die Testrohrchen wurden regelméfiig aufgeschittelt, um die Puderpar-
tikel in Suspension zu halten.
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3.2.1 0, -Produktion der neutrophilen Granulozyten

In diesen sechs Vorversuchen wurden die ersten beiden Versuche mit Puder einfach
durchgefiihrt (Test 1 und Test 2), alle anderen Teste als doppelten Ansatz (Ansatz a
und b) mit isolierten PMN von jeweils einem gesunden, erwachsenen Probanden
(Proband 1 bis 6), entsprechend dem Pipettierschema in 2.2.4. Als Kontrolle diente

jeweils der Testansatz ohne Puder.

[ohne Puder ] Test mit Puder
=
£ . .
< £l . B _ &
€ ° b= o Z o
+ N = £ = = - =
ﬁ ° < %) > S S = S
2 c < N o~ < <
1 3| 5| g[wl&]| 8 8 5 4| I S
la 0,29| 5,66 n.d.|87,19|94,64|17,37 8,17| 14,06 19,51| 15,91 18,37
1b 0,37 n.d. n.d.| 89,45| 97,18|n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
2a 0,33| 1,42| n.d.|59,55(94,41| 15,41 9,7| 15,62 11,73 12,99 14,01
2b 0,34 3,69] n.d.|53,09|97,37|[n.d. n.d. |nd. nd. |nd. n.d.
3a 0,47] 10,86] 10,88 88,01| 97,98| 28,65 20,05| 27,38 23,06| 19,34 28,44
3b 0,49| 5,46] 8,39] 89,2| 98,22| 28,86 23,72| 27,44 n.d. 21,7 31,13
4a 0,25| 5,05] 25,03| 60,99| 85,2| 27,48 16,82| 27,97 15,87| 23,07 18,21
4b 0,27 n.d.| 24,72| 62,76 85,74| 15,64 15,89| 24,98 16,51| 23,21 16,89
5a 0,36 2,69] 3,15| 80,81|88,37| 17,78 13,88]| 16,42 7,34| 16,97 5,69
5b 0,38 2,27| 4,79| 76,54| 85,06| 12,22 11,42| 12,09 11,48] 11,71 9,01
6a 0,35| 2,38] 5,93| 70,88 93,63| 23,75 13,69| 18,43 11,24| 16,05 20,59
6b 0,38| 2,25] 4,95] 73,96| 92,86| 24,39 17,5| 19,81 14,98| 26,06 12,45
MW 0,36| 4,37] 10,98| 74,37| 92,56] 20,5 14,06] 19,49 15,5| 17,99 17,27
SD 7,191 2,34 9,57| 13,42 5,25| 5,28 4,99| 6,06 5,11| 4,12 7,32
Test mit Puder
E z‘ 2 oz 2
: 2| 2 < 2 < £ < & 3
< < L g L g < g = =
= ¢ E 5| E 5| £ 5| E @
E < © © N N E < & &
2 o) o — — ™ ™ 3 © — —
g - ® . . . . © .. . .
= — — — — — — — — — —
1 8,72 13,62 9,85 14,49| 8,22 10,28| 5,54 8,59| 5,36 6,84
2 10,16 12,48 8,72 10,78| 6,28 11,05/ 6,05 8,88| 4,65 9,4
3a | 17,45 31,68 14,79 18,81| 14,6 14,6 9,69 5,33 9,13 4,45
3b | 14,85 25,87| 15,49 20,25| 15,47 15,47| 10,23 3,99| 14,67 6,41
4a | 17,75 16,36| 12,36 13,28| 8,56 8,53| 5,52 6,27 2,58 2,65
4b | 17,12 14,64| 12,72 12,1| 7,88 n.d. 5,51 n.d. 3,06 1,83
5a 835 3,87| 6,84 6,71 3,7 1,79 6 496 1,34 1,89
5b 6,62 5,84 2,63 2,43| 8,79 2,18] 6,31 1,95 1,15 2,04
6a | 12,54 7,06 7,26 12,15 4,96 2,84 2,35 3,96 3,72 3,72
6b |10,09 5,31|11,51 2,05/ 756 1,06/ 292 1,32 7,09 1,45
MW | 11,88 13,57 10,06 11,38| 8,37 75| 5,98 5,75 5,23 4,75
SD 404 856| 3,54 5,5 34 438 2,34 261| 3,65 3

Tab. 3.2.1: O, -Test: n = 6, Puder mit und ohne
durchgefiihrt, O, -Menge in nmol O,/10° PMN, Vorversuch

Antimon, n. d. = nicht
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Es wurden nicht opsonisiertes, opsonisiertes Zymosan (mit 50%igem NHS) und
PMA als Stimulus verwendet. Der MW der O, -Produktion der Granulozyten ohne
Stimulus lag bei 4,37. Die héchsten Werte wurden nach Stimulation mit PMA
erreicht mit einem MW von 92,56, im Vergleich zu nicht opsonisiertem Zymosan
mit einem MW von 74,37 und opsonisiertem Zymosan mit einem MW von 7,32.
Anhand der Kontrolle ohne Puder konnte gezeigt werden, dass in allen sechs
Vorversuchen die Zellen funktionstichtig sind.

Der Ansatz ohne Stimulus unterscheidet sich signifikant von den O,  -Werten von
Puder mit Antimon bis zur der Verdinnung 1:64, beim Ansatz ohne Puder bis zu der
Verdiunnung von 1:32. Die O, -Produktion der PMN wurde durch die Verwen-dung
von Puder konzentrationsabhdngig gesteigert, unabhéngig vom Antimon-gehalt. Die
hochsten Werte ergaben sich bei der Stammkonzentration von 0,5 g Puder/ml IM mit
einem MW fur Puder mit Antimon von 20,50 und einen MW fir Puder ohne
Antimon von 14,06. Bei der Verdinnung 1:2 betrug der MW mit Antimon 19,49 und
der MW ohne Antimon 15,50. In den folgenden Verdinnungs-stufen von 1:4, 1:8,
1:16, 1:32, und 1:64 nahm die Produktion von Sauerstoff-radikalen ab und die
niedrigsten Werte wurden bei einer Verdlinnung von 1:128 mit einem MW von 5,23
far Antimon und 4,74 ohne Antimon erreicht (Tab. 3.2.1).

Die Nullhypothese, dass sich die O,” -Werte von Puder mit Antimon, verglichen mit
den O, -Werte von Puder ohne Antimon nicht signifikant unterscheiden, wird bei
der Konzentration von 0,5 g/ml verworfen. Bei allen anderen Konzentrationen
konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen Puder mit und Puder ohne
Antimon festgestellt werden. Die Signifikanzberechnungen dieser Vorversuche sind
im Anhang in der Tab. 6.2-1 dargestellt. Der Einfluss von Stibium metallicum allein
auf die O,"-Produktion wurde in den Nachversuchen getestet (vgl. 3.6.3).

3.2.2 Zwei Oy -Teste mit opsonisierten Zymosan als Stimulus und Puder mit und
ohne Antimon

Untersucht wurde der Einfluss des Puders mit der Stammkonzentration von 0,5 g/ml
und 7 Verdlnnungsstufen (1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128) auf den oxidativen
Metabolismus von PMN von Erwachsenen, indem den Ansédtzen mit opsonisiertem
Zymosan verschiedenen Puderkonzentrationen zugegeben wurden wund die
resultierende O, -Produktion gemessen wurde. Dieser Vorversuch umfaite zwei Oy
-Teste unter Zugabe von opsonisiertem Zymosan (mit NHS, 50 %).

Die absoluten Werte fir opsonisiertes Zymosan allein lagen bei 68,66 im ersten
Versuch und im zweiten Versuch bei 94,55 nmol 0,7/10° PMN. Die O, -Produktion
war mit opsonisiertem Zymosan plus hoéheren Puderkonzentrationen (unabhéangig
vom Antimongehalt ) deutlich geringer als mit opsonisiertem Zymosan allein.

Die hochsten Werte der O,-Produktion mit Puder ergaben sich unter dem Einfluss
von opsonisierten Zymosan bei dem ersten Test ab einer Verdinnung von 1:16, bei
dem zweiten Test ab einer Puderkonzentation von 1:32. Oberhalb dieser
Verdinnungen fielen die Werte insgesamt, sowohl fiir Puder mit, als auch ohne
Antimon, niedriger aus, als die Kontrolle mit opsonisiertem Zymosan allein.
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Zwischen den O, Werten Puder mit Antimon plus oZ und den O, Werten Puder
ohne Antimon plus oZ bestehen keine signifikanten Unterschiede Die detaillierten
Ergebnisse sind in den Tab. 6.2-2 und 6.2-3, sowie in den dazugehdrigen Abb.
3.2.2-1 und 3.2.2-2 dargestellt.

1. O,-Test mit ops.Zymosan

100
nmol O, /10° PMN ¢
60
40
20
04t
0,59 1:2 1:4 1:8 1:16  1:32  1:64 1:128
/ml

O mit Ant.
l ohne Ant.

Konzentrationen des Puders

Abb. 3.2.2-1: Ergebnisse des ersten O,- Vorversuchs mit opsonisierten
Zymosan als Stimulus und Puder mit Antimon und ohne Antimon, n =2

2. O, -Test mit opson. Zymosan

nmol O, / 10° PMN g5 :
O mit Ant.

Hohne Ant.

05g/ml 12 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128

Konzentrationen des Puders

Abb. 3.2.2-2: Ergebnisse des zweiten O, Vorversuchs mit opsonisierten
Zymosan als Stimulus und Puder mit und ohne Antimon, n =2
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3.2.3 Zwei O, -Teste mit PMA als Stimulus und Puder mit und ohne Antimon

In dieser Testreihe wurde die O, -Produktion unter dem gleichzeitigen Einfluss von
PMA und Puder bestimmt.

Die absoluten Werte fiir PMA lagen bei 69,91 im ersten Test und 92,41 nmol 0,7/10°
PMN im zweiten Test.

Der hemmende Einfluss des Puders zusammen mit PMA auf die
Sauerstoffradikalproduktion zeigte sich unabh&ngig vom Antimongehalt. Ab einer
Verdiinnung der Stammkonzentration des Puders von 1:16 erreichten die O," -Werte
das Niveau derjenigen Werte von PMA allein (Tab. 6.2-4 und Tab. 6.2-5 und Abb.
3.2.3-1und Abb. 3.2.3-2).

1. 0, -Test mit Puder und PMA

0,/10° PMN
80
60 .
40 O mit Ant.
20 H ohne Ant.
0 |
059/ 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128

ml

Konzentrationen des Puders

Abb. 3.2.3-1: Ergebnisse des ersten O,- Vorversuchs mit PMA als Stimulus und
Puder mit und ohne Antimon, n =2

2. O, -Test mit Puder und PMA

0,/10°PMN 5.
100+

80

60

40+

20

0

O mit Ant.
M ohne Ant.

05¢g/ 1:2 14 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128
ml

Konzentrationen des Puders

Abb. 3.2.3-2: Ergebnisse des zweiten O, -Vorversuchs mit PMA als Stimulus
und Puder mit und ohne Antimon, n =2
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3.2.4 Zwei 0, -Teste mit Granulozyten isoliert aus Nabelschnurblut

Dieser Vorversuch umfasste zwei O, -Tests mit PMN aus Nabelschnurblut der
gesunden Neugeborenen.

Die O, -Produktion von Granulozyten wird durch die Puderzugabe gesteigert,
unabhédngig vom Antimongehalt, im Vergleich zur Kontrolle ohne Puder.

In der Stammkonzentration und in den folgenden drei Verdinnungsstufen schwank-
ten die Werte sowohl fir Puder mit Antimon, als auch fir Puder ohne Antimon.

Die O, -Werte unter Puderzugabe liegen alle héher als die Werte von nicht oZ.

Die detaillierten Ergebnisse sind in den Tab. 6.2—-6 und Tab. 6.2-7 und Abb. 3.2.4-1
und 3.2.4-2 dargestellt, vgl. O, -Produktion der Erwachsenengranulozyten

(Tab. 3.2.1) und der Nabelschnurgranulozyten in dem Hauptversuch 3.4.

1. O, -Test mit Nabelschnurblut
-1106
0,710° PMN 20
25
ig @ mit Ant.
10 |_I m ohne Ant.
5
gil Ei NE EE Bi I Il I
05 12 14 1.8 116 132 164
g/ml 1:128
Konzentrationen des Puders

Abb. 3.2.4-1: Ergebnisse des ersten O; -Vorversuchs mit PMN aus
Nabelschnurblut und Puder mit und ohne Antimon, n =2

2. 0, -Test mit Nabelschnurblut

0,/10°PMN

O mit Ant.
HEohne Ant.

05 1:21:41:8 1: 1: 1: 1:
g/ml 16 32 64 128

Konzentrationen des Puders

Abb. 3.2.4-2: Ergebnisse des zweiten O, -Vorversuchs mit PMN aus
Nabelschnurblut und Puder mit und ohne Antimon, n=2
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3.2.5 Konzentrationen des Nabelpuders

Aufgrund der Ergebnisse der Vorversuche wurde fur den Hauptteil der Arbeit mit
Nabelschnurblut ein Konzentrationsbereich des Puders festgelegt, in dem die Zellen
bei der Stammkonzentration maximal stimuliert werden bis zu einer Verdinnungs-
stufe, bei der der Puder (mit/ohne Antimon) keinen Einfluss mehr auf die O, -
Produktion hat und die Werte fiir die Sauerstoffradikalproduktion im Bereich der
Kontrollzellen ohne Stimulation liegen.

IStammkonz. 0,5 g/ml| mit den Verdiinnungen 1:16 [1:64 [1:256
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3.3 Vorversuche: Killing

Die Puderapplikation bei den Vorversuchen, die die Phagozytose von Saccaromyces
cerevisiae und die Abtotung dieser Hefezellen durch die Granulozyten beinhalteten,
verhinderte vor allem bei der Stammkonzentration eine eindeutige lichtmikros-
kopische Auswertung zur Bestimmung des Phagozytoseindexes und der Killingrate.
Somit wurde fur die Aufnahme und Abtétung (Killing) den Granulozyten
Staphylococcus aureus angeboten. Dieser Granulozytenfunktionstest konnte nach
einer Inkubation von 18 Stunden auf Agarplatten durch manuelles Auszahlen ohne
Puderartefakte ausgewertet werden.

3.3.1 Einfluss des Puders auf das Wachstum von Staphylococcus aureus, n = 8

Bevor man die Abtotungsfahigkeit der PMN unter Einfluss des Puders testete, wurde
die Wirkung des Puders allein (mit und ohne Antimon) auf das Bakterienwachstum
untersucht. Puder mit Antimon wirkt hemmend auf die Vermehrung von Staphylo-
coccus aureus, Puder ohne Antimonzusatz hat keine bakteriostatische Wirkung auf
diese Mikroorganismen (Tab. 3.3.1 -1).

Test 1. 2. 3. 4, 5. 6. 7. 8. min
Kontrolle 60 85 100 42 38 44 39 45 0
450 ul RPMI 105 230 270 140 160 156 140 220 60

50 pl Staph. 1800 | 1990| 2800| 1200| 1700| 1300| 1200| 1900 120
Puder mit Ant. 76 91 61 56 76 52 36 56 0
450 ul RPMI/ A 54 111 82 37 52 31 23 47 60

50 pl Staph. 55 82 60 30 48 41 22 21 120
Puder ohne A. 54 95 92 55 66 46 29 60 0
450 ul RPMI /K 190 280 320 130 200 170 150 210 60

50 pl Staph. 1700| 1700| 3100| 1300| 1900| 1500| 1100| 1600 120

Ergebnisse: Anzahl der Keime x 10.000

Tab. 3.3.1-1: Einfluss des Puders auf das Wachstum von Staphylococcus aureus

In den nachsten drei VVersuchen wurde durch Titration des Puders mit Antimon die
Konzentration bestimmt, bei der dieses Puder keinen Einfluss mehr auf das
Bakterienwachstum hat.

Kontrolle Puder mit Antimon
450 pl RPMI | 450 pl RPMI (A)
50 ul Staph. | 50 pl Staph
1. Test 0,59/ ml 1:8 1:32 1:128 1:512
0 min 27 36 31 37 29 28
60 min 170 34 75 65 93 180
120 min 900 21 74 89 151 1100
2. Test 1:100 1:250 1:500
0 min 51 59 65 46
60 min 210 90 116 160
120 min 1750 114 560 1500
3. Test 1:400 1:500 1:600
0 min 27 24 29 33
60 min 130 90 140 150
120 min 1100 900 110 1300
Ergebnisse: Anzahl der CFU x 10.000

Tab. 3.3.1-2: Titration des Puders mit Antimon
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Bei einer Verdinnung der Stammkonzentration (0,5 g/ml RPMI) von 1:500 wirkt der
Puder mit Antimon nicht mehr bakteriostatisch, vgl. Tab. 3.3.1-2.

Im vierten Versuch wurde bei dieser Puderkonzentration von 0,1 mg/ml die
Abtotungsfahigkeit der Granulozyten untersucht und der prozentuale Anteil der
getoteten Bakterien ermittelt. Die Killingrate lag nach einstiindiger Inkubation fir
die Kontrolle bei 63 % und fur den Puder mit Antimon bei 61 %, nach 120min(tiger
Testdauer betrug die Killingrate 88 % fir die Kontrolle, fir den Puder mit Antimon
93 %, vgl. Tab. 3.3.1-3.

4. Test Kontrolle Puder mit Antimon
350 pl RPMI 450 pl RPMI 350 ul RPMI (A) | 450 pl RPMI (A)
100 pul PMN / 100 pul PMN /
50 pl Staph 50 pl Staph 50 pl Staph 50 pl Staph
0 min 30 25 34 30
60 min 51 140 58 150
120 min 160 1300 135 1800
Ergebnisse: Anzahl der CFU x 10.000

Tab. 3.3.1-3: Killing unter Einfluss von Antimon mit Puder, n=1

Die drei folgenden Vorversuche mit Erwachsenenblut, mit Puder ohne Antimon
dienten ebenfalls zur Auswahl der Puderkonzentrationen fir die Hauptversuche mit
Nabelschnurblut. Bei einer Puderkonzentration von 5 mg/ml erreicht das Testsystem
mit Puder ohne Antimon im 3.Test eine Killingrate von 95 %, verglichen mit 91 %
des Kontrollansatzes. Bei hoheren Puderkonzentrationen wurden keine reproduzier-
baren Killingraten erreicht, vgl. Tab. 3.3.1-4.

1. Ansatz 2. Ansatz 3. Ansatz 4. Ansatz
350 ul RPMI 450 pl RPMI | 350 pl RPMI (I/K) 450 pl RPMI (I/K)
100 pl PMN / 100 pl PMN /
50 ul Staph | 50 ul Staph | 50 ul Staph 50 ul Staph
1. Test Kontrolle Puderkonzentration: 0,1 g/ml
Stammlésung 1:5 verdiinnt
0 min 2 2 3 2
60 min 1 11 20 10
120 min 8 115 290 100
2. Test Kontrolle Puderkonzentration: 50 g/ml
Stamml6sung 1:10 verdinnt
0 min 2 2 3 2
60 min 1 13 18 14
120 min 9 140 190 170
3. Test Kontrolle Puderkonzentration: 5 g/ml
Stammlésung 1:100 verdiinnt
0 min 2 2 2 2
60 min 1 13 1 14
120 min 10 117 8 175
Ergebnisse: Anzahl der CFU x 10.000

Tab. 3.3.1-4: Titration des Puders ohne Antimon
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3.3.2 Einfluss der Granulozytenzahl auf die Killingrate

In dieser Testreihe wurden 2,5 x 10° Granulozyten isoliert aus Nabelschnurblut

eingesetzt. Die entspricht einem Zell-Bakterien—Verhaltnis von 1:2.

Zwei Puderkonzentrationen wurden verwendet :

1. 5 mg Puder (mit und ohne Antimon) / ml RPMI (Stammkonzentration 1:100
verdinnt)

2. 0,83 mg Puder (mit und ohne Antimon) / ml RPMI (Stammkonzentration 1:600
verdinnt).

Die einzelnen Ansétze mit der absoluten Anzahl der Bakterien sind der Tab. 3.3.2
ZuU entnehmen.

Inkubationszeiten 0 min 60 min 120 min

1. Ansatz | 350 pl RPMI 40 90 150 Ohne Puder
100 pl PMN
50 ul Staph

2. Ansatz | 350 pul RPMI 36 190 2100
100 pul PMN / F
50 ul Staph

3. Ansatz | 350 ul RPMI/ A 37 22 10 Puder mit Antimon
100 pl PMN 5 mg/ml RPMI
50 pl Staph

4. Ansatz | 350 ul RPMI/ A 42 40 44
100 ul PMN / F
50 ul Staph

5. Ansatz | 350 pl RPMI / K 47 109 135 Puder ohne Antimon
100 pl PMN 5 mg/ml RPMI
50 pl Staph

6. Ansatz | 350 pl RPMI / K 45 220 2500
100 pul PMN / F
50 pl Staph

7. Ansatz | 350 pl RPMI/ A 30 89 150 Puder mit Antimon
100 pl PMN 0,83 mg/ml RPMI
50 ul Staph

8. Ansatz | 350 pul RPMI/ A 33 170 2000
100 pul PMN / F
50 pl Staph

9. Ansatz | 350 ul RPMI / K 33 n.d. n.d. Puder ohne Antimon
100 pl PMN 0,83 mg/ml RPMI
50 pl Staph

10. Ansatz | 350 pul RPMI / K 39 n.d. n.d.
100 pl PMN / F
50 ul Staph

Ergebnisse: Anzahl der Keime x 10*
Tab. 3.3.2: Ergebnisse des Vorversuchs mit 2,5 x 10° PMN/ml RPMI
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Puder mit Antimon erreicht in nicht bakteriostatischer Konzentration mit 93 % keine
hohere Killingrate wie die Kontrolle, vgl. Abb. 3.3.2.

Die durchschnittliche Killingrate aller Anséatze lag bei 90 % nach zweistindiger
Inkubation. Zur Feststellung eines mdglichen signifikanten Unterschieds bei einer
eventuellen Steigerung der Killingrate zwischen antimonhaltigem Puder und Puder
ohne Antimon wurde fiir den Hauptversuch die Granulozytenzahl auf 10%/ml
festgelegt.

Killing mit 2,5 x 10° PMN / m| RPMI

Ohne Puder

% 4
< — N
° 80 = == Pyder mit Antimon: 5
S 70 Pii——
o 60 7 mg/ml
8 50 i Puder ohne Antimon: 5
S 40 //V" mg /ml
= 30 o~
C 20 / Puder mit Antimon.0,8

18 — mg/ml

0 min 60 min 120 min
Inkubationszeit

Abb. 3.3.2: Killingraten des Vorversuchs mit Nabelschnurblut
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3.4 1. Hauptversuch: Einfluss von Wecesin®- Streupuder auf die

O, -Generation der neutrophilen Granulozyten aus dem Nabelschnurblut
In diesem Hauptversuch wurde der Einfluss von Wecesin®-Streupuder mit und ohne
Antimonzusatz auf die O, -Produktion neutrophiler Granulozyten aus dem
Nabelschnurblut untersucht. Der erste Hauptversuch umfalite zehn O, -Teste, bei
denen nicht opsonisiertes Zymosan, opsonisiertes Zymosan und PMA als Stimuli
und zur Kontrolle des Testsystems eingesetzt wurden. Aufgrund der Vorversuche
wurde der Puder mit und ohne Antimon mit der Stammkonzentration 0,5 g/ml
eingesetzt, mit den folgenden Verdiunnungen: 1:4,1: 16, 1: 64, 1 : 256.
Die Ergebnisse der doppelten Ansétze aller zehn Versuche sind in der Tab. 3.4.1 mit
a und b gekennzeichnet. Nach einer Inkubationsdauer von exakt 30 min, der
photometrischen Messung bei 550 nm und der Berechnung der Menge an nmol
0, /10° PMN ergab sich folgendes Bild:

O, -Test ohne Puder
- Der Leerwert lag durchschnittlich bei 0,37 nmol 0,710° PMN, der MW fiir
die Zellen ohne Stimulation betrug 9,41 nmol O,7/10° PMN, wobei im Laufe
der Testreihe vom ersten bis zum zehnten Versuch die Tendenz zu
niedrigeren Werte besteht. Die starkste Stimulation mit einem MW von 97,88
nmol O,/10° PMN wurde unter Einfluss der Zellen von PMA erreicht,
verglichen mit dem MW von oZ mit 85,57 nmol O,7/10° PMN.

O, -Test mit Puder

- Die O3 -Produktion wird unabhangig vom Antimongehalt durch Puderzugabe
gesteigert.
Die Werte bei der Stammkonzentration variieren vom niedrigsten Wert fir
Antimon von 16,13 nmol 0,/10° PMN bis zum héchsten Wert mit 31,89
nmol O,/10° PMN. Ebenso stark schwanken die Ergebnisse fiir die Ansatze
ohne Antimon von 15,75 bis 33,48 nmol 0,7/10° PMN.
Die Stimulation der Zellen ist abhangig von der Puderkonzentration: die
niedrigsten Werte mit dem MW von 12,26 nmol O,/10° PMN fiir Antimon
(SD: 4,7) und dem MW von 11,02 fir Puder ohne Antimon (SD: 2,9) bei der
Verdinnung 1:256 liegen knapp uber den Ergebnis der Zellen ohne
Stimulation.
Die hochste Stimulation der Granulozyten wird durchschnittlich bei der
Verdinnung von 1: 4 sowohl fir Puder mit Antimon (MW=27,42 nmol O,
/10°, SD: 5,4), als auch fur Puder ohne Antimon (MW=30,25 nmol O,7/10°,
SD: 5,7) erreicht.

Vgl. mit Tab. 3.4-1, 3.4-2 und die Abb. 3.4-1 - 3.4-5.
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LW | ohne | nicht oZ PMA
St.. 0Z 0,- Test: Kontrolle ohne Puder, n

la | 0,37 | 16,27 | 25,17 | 88,57 | 89,93 =10
la | 0,37 | 16,27 | 25,17 | 88,57 | 89,93
2a | 0,39 | 11,61 | 16,01 | 98,87 | 99,04 100 -
2b | 0,37 | 9,65 | 17,84 | 97,77 | 99,75 90 |
3a [ 035 | 9,76 | 14,77 | 92,51 | 98,08 ]
3b | 0,35 | 10,27 | 14,25 | 95,17 | 97,66 %
4a [ 0,38 | 7,09 [ 10,68 | 8527 | 103,2 > 107
4b | 0,39 | 7,82 | 10,07 | 86,74 | 101,1 E 60 |
5a | 039 | 9,17 | 14,15 | 8454 | 103 g 50 | Y
5b | 041 | 8,26 | 1534 | 86,54 | 106,9 )
6a | 0,36 | 11,43 | 13,64 | 7981 | 96,56 || ¢ *° ml
6b | 0,38 | 885 | 14,48 | 82,81 | 94,47 < 30
7a | 0,36 | 9,07 | 11,74 | 80,47 | 91,32 20 -
7b | 0,35 | 867 | 10,77 | 79,34 | 93,64
8a | 0,35 | 599 | 12,89 | 76,45 | 95,34 10 i —r [ 1]
8b | 0,36 | 7,45 | 11,34 | 81,45 | 98,73 0 e
9a | 0,35 | 576 | 10,56 | 84,34 | 97,01 SCC Ny
9 | 0,34 | 6,48 | 12,95 | 80,23 | 98,89 &
10a | 0,39 | 846 | 11,25 | 79,45 | 99,73 Abb. 3.4-1
10b | 041 | 9,84 | 12,23 | 83,23 | 1025
MW | 0,37 | 9,41 | 14,07 [ 85,57 | 97,88
Tab. 3.4-1: O, -Test: Kontrolle ohne Puder, n =10

059 05g | 1:4 ] 1:4 | 1116 | 1:16 | 1:64 | 1:64 | 1:256 | 1:256
n=10 | mit | ohne mit ohne mit ohne mit ohne mit ohne
la | 17,4 | 26,03 | 31,95 | 34,83 | 34,75 [ 36,04 | 33,25 | 24,02 | 21,88 | 16,23
1b | 17 | 2553 | 29,06 | 30,44 | 34,11 | 34,18 | 33,64 | 18,87 | 2587 | 16,23
2a | 21,3 | 24,92 [ 30,64 | 27,72 [ 27,99 | 2365 | 21,7 | 2157 | 1575 | 16,36
2b | 21,1 | 20,87 | 29,76 | 24,81 | 27,16 | 21,92 | 13,09 | 16,52 | 11,96 | 15,05
3a | 24 | 2983|2671 (31,33 |2752 (19,89 | 19,75 | 16,26 | 12,88 | 14,83
3b | 20,9 | 27,01 | 32,61 | 26,72 | 30,59 | 21,87 | 19,09 | 12,24 | 1559 | 9,84
4a | 17,8 | 29,67 | 20,83 | 29,53 | 26,02 | 24,78 | 14,41 | 16,86 | 10,51 | 12,15
4b | 29,8 | 25,84 | 18,85 | 35,52 | 23,68 | 24,21 | 15,68 | 13,46 | 9,78 8,45
5a | 18,3 | 18,92 | 19,08 | 30,75 | 38,97 | 34,82 | 24,17 | 18,88 | 1526 | 9,88
5b | 17,7 | 24,52 | 24,08 | 32,33 | 30,64 | 27,49 | 16,92 | 23,54 | 10,67 | 10,23
6a | 16,1 | 30,36 | 39,95 | 41,63 | 28,24 | 26,77 | 16,41 | 14,01 | 12,45 | 12,82
6b | 20,1 | 15,75 | 35,75 | 39,49 | 21,44 | 25,48 | 13,67 | 13,96 | 11,58 | 9,47
7a | 25,6 | 23,54 | 26,64 | 33,71 | 27,42 | 30,51 | 14,13 | 19,96 | 885 | 13,01
7b | 16,9 | 27,81 | 26,27 | 34,36 | 27,91 | 27,92 | 13,67 | 17,56 | 7,98 8,45
8a | 26,6 | 28,48 | 25,38 | 24,55 | 21,36 | 19,68 | 18,04 | 1481 | 964 | 12,64
8b | 31,9 | 33,48 | 24,78 | 23,96 | 17,56 | 19,74 | 17,34 | 10,86 | 11,61 | 7,81
9a | 23,4 | 29,41 | 21,68 | 20,83 | 12,88 | 11,28 | 898 | 865 | 6,91 4,79
9b | 27,7 | 30,54 | 22,98 | 19,67 | 16,21 | 10,65 | 6,34 | 9,78 | 5,98 7,43
10a | 22,6 | 26,66 | 28,65 | 31,78 | 26,54 | 24,11 | 15,81 | 13,64 | 12,33 | 9,27
10b | 23,7 | 30,62 | 32,63 | 31,08 | 25,94 | 27,05 | 12,67 | 14,94 | 9,64 | 10,74
MW | 22 [ 26,49 | 27,42 | 30,25 | 26,35 | 24,6 | 17,44 | 16,01 | 1236 | 11,02
SD [ 367 317 | 542 | 565 | 6,13 | 565 | 6,66 | 396 | 4,70 2,93

Tab. 3.4-2: Hauptversuch mit Puder (mit und ohne Antimon), n=10



Ergebnisse

43

00,5 g mit Antimon

H0,5 g ohne Antimon

nmol O, / 10° PMN

Probanden

Abb. 3.4-2: O, -Test: Puder mit und ohne Antimon, Stammkonzentration,
n=10 (Ansatz a und b)
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U O 1:4 mit Antimon
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Probanden H 1:4 ohne Antimon

Abb. 3.4-3: O, -Test: Puder mit und ohne Antimon, 1:4 verdinnt,
n=10 (Ansatz a und b)

40
30
20
10

nmol O, /10°
PMN

old a3 1:16 mit Antimon

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 .
B 1:16 ohne Antimon

Probanden

Abb. 3.4-4: O, -Test: Puder mit und ohne Antimon, 1:16 verdinnt,
n=10 (Ansatz a und b)



Ergebnisse 44

O, -Test: Vergleich Puder mit Ant. und Puder ohne Ant.,
MW (n=10)
35+
z |
s 30
@D. 251
S 20
o 15/
o
5 104
E 5
O,
(@] (@] < < (o] (o] < < (o] O
w w4 4 2 S 9 e g g
o o — — — — i 3
OPuder ohne Ant.: Saule 2,4,6,8,10

Abb. 3.4-5: MW der zehn O, Teste . Puder mit Antimon : Saulen 1, 3,5, 7,9
vgl. mit Puder ohne Antimon : Saulen 2, 4, 6, 8, 10

Die Dosis-Wirkungs-Beziehung des Puders mit und ohne Antimon, sowie die
Signifikanzberechnungen befinden sich im Anhang 6.3.
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3.5 2. Hauptversuch: Einfluss von Wecesin®-Streupuder auf die Abtdtung
von Staphylococcus aureus durch neutrophile Granulozyten aus dem
Nabelschnurblut
In diesen zehn Versuchen mit PMN, isoliert aus Nabelschnurblut wurde der Einfluss
des Puders mit und ohne Antimonzusatz auf die Abtotungsfahigkeit der
Granulozyten untersucht. Hierbei wurden zwei unterschiedliche PMN-Zahlen
eingesetzt:
Versuchsreihe a: 1 x. 10° PMN/ml
Versuchsreihe b: 5 x 10° PMN/m.
Aufgrund der Vorversuche fanden zwei Puderkonzentrationen Verwendung:
1. 5mg Puder (mit und ohne Antimon)/ml RPMI (Antimon wirkt in dieser
Konzentration bakteriostatisch) fur die Ansatze: 3,4,5,6
2. 0,83 mg Puder (mit und ohne Antimon)/ml RPMI fir die Ansatze: 7,8,9,10.

Die einzelnen Ansatze:
1. Ansatz: Ohne Puder

1a:1 x 10° PMN/ml 2. Ansatz: Wachstumskontrolle
1b: 5 x 10° PMN/m zum 1. Ansatz (ohne Granulozyten)
3. Ansatz: Puder mit Antimon (bakteriostatisch wirkend)
3a: 1 x 10° PMN/ml 4. Ansatz: Wachstumskontrolle
3b. 5 x 10° PMN/ml zum 3. Ansatz (ohne Granulozyten)
5. Ansatz: Puder ohne Antimon

5a: 1 x 10° PMN/ml 6. Ansatz: Wachstumskontrolle
5b: 5 x 10° PMN/m zum 5. Ansatz (ohne Granulozyten)

7. Ansatz: Puder mit Antimon (nicht bakteriostatische Konzentration)
8. Ansatz: Wachstumskontrolle
zum 7 . Ansatz (ohne Granulozyten)

9. Ansatz: Puder ohne Antimon
10. Ansatz: Wachstumskontrolle
zum 9. Ansatz (ohne Granulozyten)

Das Pipettierschema fir diese zehn Hauptversuche ist in Tab. 2.2.5 dargestellt. Die
absoluten Zahlen der zehn Killingversuche mit den CFU befinden sich im Anhang in
der Tab. 6.4.3-1 und Tab. 6.4.3-1. Puder mit Antimon wirkt in der Konzentration
von 5 mg/ml RPMI hemmend auf das Bakterienwachstum, vgl. Tab. 3.5.1. In den
folgenden Abb. 3.5-1, Abb. 3.5-2 und Abb. 3.5-3 sind die Killingraten in %
aufgezeichnet. Wie in den Abb. 3.5-1 und Abb. 3.5-2 zu erkennen ist, schwanken
die Killingraten nach einstundiger Inkubation sowohl im ersten Ansatz ohne Puder,
als auch im finften Ansatz (Puder ohne Antimon). Puder ohne Antimon hat keinen
Einfluss auf die Killing-Kapazitat der Granulozyten. Es bestehen keine signifikanten
Unterschiede in der Abtétungsfahigkeit zwischen den Ansédtzen ohne Puder
verglichen mit Puder ohne Antimon. Die Signifikanzberechnungen erfolgten mit
dem Rangsummentest nach Wilcoxon im Anhang unter Abb. 6.4.1 und Abb. 6.4.2,
sowie die Zusammenfassung der Range des nichtparametrischen Tests in der Tab.
6.4-3. Das Puder ohne Antimon erhéht nicht die Abtétungsfahigkeit. Puder in nicht
bakteriostatischer Konzentration hat keinen Einfluss auf die Killing-Kapazitat der
Granulozyten vgl. Abb. 3.5-3. Auch hier l&sst sich kein signifikanter Unterschied
nachweisen.
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Ohne Puder Puder mit Ant. Puder ohne Ant. Puder mit Ant. Puder ohne Ant.
Kein Puder 5mg/ml RPMI 5mg/ml RPMI 0,83 mg/ml 0,83 mg/ml
la _1b la 1b|3a 3b 3a 3b|ba 5b 5a 5b|7 7 9 9
EEEE|EEEE|EEEEIE EE
o |2 2 2 2|2 =2 =2 2|2 =2 Z2 Z |2 z =
Nz =2 =2 2|2 =2 =2 =Z2|=2 = = =z|2 = =
Ee o [a [a [a [a [a [a [a [a [a [a [a [a [a [a
x X x X x X
Te) Yo} Te) Yo} Te) Yo}
min| 60| 60[120[120[ 60| 60[120]120| 60| 60[120]120[ 60120 | 60[120] |
1{nd. 51 nd. 95|nd. 56 nd. 93|nd. 63 nd 97| 55 96 57 96
2| 53 nd. 92 nd.| 58 nd. 78 nd.| 48 nd. 92 nd.| 47 92 42 91
3] 563 73 91 96| 50 55 83 93| 58 63 90 94| 58 94 54 93
4| 35 52 87 93| 37 48 75 87| 39 44 86 92| 46 89 42 87
5| 35 52 86 91| 32 71 65 89| 49 58 88 91| 48 88 53 88
6| 52 41 89 93| 43 68 60 85| 44 52 90 93| 48 91 44 90
7] 41 49 88 96| 34 47 80 86| 40 52 85 97| 48 86 45 87
8| 39 47 87 95| 24 32 87 80| 35 52 87 96| 37 85 42 84
9] 41 50 93 95| 25 59 63 75| 42 50 91 95| 43 92 44 92
10] 37 45 85 93| 5 38 33 53| 45 50 88 96| 46 91 43 90

Tab. 3.5.1: Killingraten in % der Hauptversuche, Probanden n=10
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30 —>»—Pud. ohne Ant. n. 2 h

Killingrate in %
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10 -

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Proband: n2-n 10

Abb. 3.5-1: Killingversuch: 1. Ansatz (ohne Puder) vgl. mit 5. Ansatz (Puder
ohne Ant. mit 1x10° PMN/ml RPMI




Ergebnisse 47

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

—e—ohne Pudern. 1 h
—&— ohne Pudern. 2 h
—a— Pud.ohne Ant. n. 1 h
—%— Pud. ohne Ant.n. 2 h

Killingrate in %

1 2 3 4 5 6 7 8
Proband: n3-nl10

Abb. 3.5-2: Killingversuch: 1. Ansatz (ohne Puder) vgl. mit 5. Ansatz (Puder
ohne Ant.) mit 5x10° PMN/ml RPMI
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Killingrate in %

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Proband: n =10

Abb. 3.5-3: Killingversuch: 7. Ansatz (Puder mit Ant.) vgl. mit 9. Ansatz (Puder
ohne Ant. ) mit 10° PMN/mI RPMI
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3.6 O, -Produktion und Killingversuche unter Einfluss von Stibium
metallicum

In dieser Versuchsreihe wurde der Einfluss von Stibium metallicum allein, d.h. ohne
Puderzugabe, auf das Bakterienwachstum von Staphylococcus aureus und
Escherichia coli, sowie die O, -Produktion und die Killingkapazitat der
Granulozyten von gesunden, erwachsenen Probanden getestet.

3.6.1 Wachstum von Staphyloccus aureus unter Einfluss von Stibium metallicum

1. Versuch 2. Versuch
Inkubationszeit (min) 0 60 | 120 | Inkubationszeit (min) 0 60 | 120
Kontrolle ohne Puder 22| 180 1700 | Kontrolle ohne Puder 25| 185 1900
450 pl RPMI + 50 pl Staph.
Puder mit Antimon 19 20 21
0,5 g Streupuder/ml mit
0,5 mg Stib. met./ml Stibium metallicum
1:10 17 32 29 | Stammkonzentration:
1:100 19 40 53 1:100 22 29 17
1:500 20| 165 1800 1:250 24 75| 590
1:600 17| 154 1600 1:500 25| 140 1300
1:700 18| 176 1700 1:750 26| 170 1800
Antimon 1:1000 28| 195| 1900
5 mg Stib. Met./ml 14 18 12

0,5 mg Stib. met./ml
= Stammkonzentration

1:10 17 14 9
1:100 18 19 12
3. Versuch 4. Versuch

Kontrolle ohne Puder 19| 170 1800 | Kontrolle ohne Puder 20| 155 1600
Stib. met. 1:300 22 82| 600 | Stib. met. 1:100 18 30 28
1:400 28| 105| 900 1:400 17| 110| 950
1:500 30| 150 1600 1:500 18| 135 1200
1:600 23| 190 1700 1:600 18| 160 1600
1:700 32| 210 1900 1:700 20| 140 1500
Anzahl lebender Keime x 10* 1:800 22| 175| 1700

Tab. 3.6.1: Verdunnungsreihe von Stibium metallicum, n=4

Stibium metallicum wirkt hemmend auf das Wachstum von Staphyloccus aureus.

In der Tab. 3.6.1 sind die vier Versuche mit unterschiedlichen Konzentrationen dar-
gestellt, vgl. mit Tab. 3.3.1-1, 3.3.1-2 und 3.3.1-3.

Ab einer Verdinnung von 1 : 800, ausgehend von einer Stammkonzentration von
0,5 mg Stibium metallicum/ml hat Stibium metallicum keinen Einfluss mehr auf das
Bakterienwachstum.

3.6.2 Einfluss von Stibium metallicum auf das Wachstum von Escherichia coli

In diesen funf Versuchen konnte gezeigt werden, dass Stibium metallicum auch das
Wachstum von Escherichia coli hemmt. Ab einer Konzentration von 5 pg Stibium
metallicum/ml IM (entspricht einer Verdiunnung der Stammkonzentration von
1 :100) hat das Metall keinen Einfluss mehr auf das Wachstum von Escherichia coli,
vgl. Tab. 3.6.2.
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1. Versuch 2. Versuch
Inkubationszeit (min) 0 60 120 | Inkubationszeit (min) 0 60 120
Ko: ohne Antimon 10 80 700 | Ko: ohne Antimon 26 165 1100
5 mg Stib. met./ml 11 12 15| 0,5 mg Stib. met./ml 24 17 19
0,5 mg Stib. met./ml 10 12 18 | = Stammkonzentration
1:100 27 150 1000
3. Versuch 4. Versuch
Ko: ohne Antimon 20 150 | 1600 | Ko: ohne Antimon 14 130 1100
0,5 mg Stib. met./ml 19 27 30 | 5 mg Stib. met./ml 23 29 32
1:10 20 90 700 | 0,5 mg Stib. met./ml 21 30 40
1:100 26 160 | 1600 1:10 24 100 600
1:500 24 150 1700 1:100 27 160 1300
5. Versuch
Ko: ohne Antimon 14 110 900
0,5 mg Stib. met./ml 17 32 16
1:10 21 80 400
1:100 27 160 | 1300

Anzahl lebender Keime x 10*

Tab. 3.6.2: Wachstum

metallicum, n=5

von Escherichia coli

3.6.3 O -Produktion unter Einfluss von Stibium metallicum
In diesen funf Versuchen wurde Stibium metallicum in einer Stammkonzentration
von 0,5 mg/ml und den Verdinnungen 1:4, 1:16, 1:64 und 1:256 eingesetzt.
Dies entspricht der im Puder vorhandenen Konzentration. Die Ergebnisse sind in der
Tab. 3.6.3 dargestellt. Sb erhoht nicht die Sauerstoffradikalproduktion der Granulo-
zyten, isoliert aus Erwachsenenblut. Es bestehen keine signifikanten Unterschiede
zwischen der O, Produktion der Kontrolle und der Versuchsreihe mit Stibium
metallicum (vgl. T-Test in der Tab. 6.5.1-1 und 6.5.1-2 im Anhang).

unter Einfluss von Stibium

Kontrolle Mit Stibium metallicum

3 g | S

e ] = < E © < 2

‘o = £ S N b 0 . o © N

(@] - (=) c o o o — — — —
Ansatz la 0,37 487| 10,93| 85,29| 99,28 9,95 4,33 5,02 3,52 4,23
Ansatz 1b 0,37 5,67| 12,44| 84,36| 97,28 8,41 2,38 4,98 3,87 5,11
Ansatz 2a 0,35 2,68 9,27 84,38| 92,91 3,57 2,42 1,83 3,15 2,71
Ansatz 2b 0,36 1,65 10,86 82,94| 99,41 1,29 3,44 1,74 6,44 5,79
Ansatz 3a 0,38 2,73 8,78 | 80,78 | 96,56 2,91 3,52 2,64 5,98 3,46
Ansatz 3b 0,37 3,89| 10,56| 78,45| 98,74 6,48 5,64 6,78 4,36 4,01
Ansatz 4a 0,34 5, 78| 12,76 | 77,98| 93,74 5,55 3,13 8,45 5,32 7,34
Ansatz 4b 0,36 6,45| 14,65| 78,56| 95,67 4,78 2,64 4,54 4,33 5,44
Ansatz 5a 0,37 9,67| 13,88| 80,86 101,80 7,45 6,34 9,34 7,86 5,84
Ansatz 5b 0,38 8,65 16,45| 84,34| 98,45 6,75 7,45 6,45 8,65 9,65

MW 0,37 5,20 12,06| 81,79| 97,38 5,71 4,13 5,17 5,34 5,36

SD 0,01 2,60 2,44 2,82 2,73 2,64 1,77 2,63 1,86 2,01

Tab. 3.6.3 O, -Produktion durch PMN mit verschiedenen Antimonkonzen.
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3.6.4 Einfluss von Stibium metallicum auf die Killing-Kapazitat der Granulozyten
von Erwachsenen
In den funf Versuchen wurde Sb in zwei Konzentrationen eingesetzt:
S1: 5 pg/ml (Stammkonzentration 1:100 verdinnt)
S2: 0,7 pg/ml (Stammkonzentration 1:700 verdiinnt).
Die ersten beiden Ansétze dienten zur Kontrolle des Testsystems, im Ansatz drei
und vier wurde Sb in bakteriostatisch wirksamer Konzentration eingesetzt.

Ohne Antimon Mit Stibium metallicum
1. Ansatz 2. Ansatz 3. Ansatz 4. Ansatz
350 ul RPMI 350 pul RPMI 350 ul RPMI/S1 350 pl RPMI/S2
100 pl PMN 100 pl RPMI/F {100 pl PMN 100 pl RPMI/F
50 ul Staph. 50 ul Staph. 50 ul Staph. 50 ul Staph.
Kontrolle Kontrolle
min| 0O 60 60 120 120 0 60 120 | O 60 60 120 120| O 60 120
Test
1| 22 60 90 110 205| 24 220 2100 18 8 10 5 8| 17 14 10
% kill 73 59 95 90
2| 10 80 100 71 170| 18 160 1900| 17 12 20 8 15| 22 15 21
% kill 50 38 96 91
3| 18 60 75 25 50| 16 120 750| 15 10 12 5 10| 17 19 15
% Kill 50 38 96 93
4( 17 70 88 70 140| 20 170 1600| 16 11 12 8 9| 19 16 11
% kill 59 48 96 91
5| 19 90 100 75 145| 24 185 1600| 18 16 17 9 10| 15 17 11
% Kill 53 50 96 92
MW 58 46,6 958 91,4 5. Ansatz 6. Ansatz
sSD 9,67 8,88 0,44 1,14 350 pl RPMI/S2 350 ul RPMI/S2
100 pl RPMI/F 100 pl RPMI/F
50 pl Staph. 50 pl Staph.
Kontrolle
RPMI /S1:5ug Sb/ ml min| 0 60 60 120 120| 0 60 120
(Stammkonz. 1:100 verdiinnt) Test
RPMI /S2:0,7ug Sb / ml 1122 56 65 70 140| 26 195 1800
RPMI / F : RPMI + 10% FCS % Kill 71 67 96 92
2119 80 105 70 205| 20 170 1800
% kill 53 38 96 89
3/20 60 80 35 60| 17 130 850
% kill 53 39 96 93
4122 60 90 60 140| 23 180 1500
% kill 53 50 96 91
5/21 90 95 76 150| 23 190 1700
% kill 53 50 96 92
MW 56,6 48,8
SD 8,05 11,7

Tab. 3.6.4: Killingrate unter Einfluss von Sb

Sb eingesetzt in nicht bakteriostatischer Konzentration hat keinen Einfluss auf die
Killingkapazitadt der Granulozyten. Es lassen sich keine signifikanten Unterschiede
in der Killingkapazitat zwischen den Ansatzen 1 und 2 ohne Antimon und Stibium
metallicum allein (Ansatz 5 und 6) nachweisen (vgl. T-Test in der Tab. 6.5.2-1 und
6.5.2-2 im Anhang).
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4. Diskussion

Das Ziel der Untersuchungen war es, den Einfluss von antimonhaltigen Wecesin®-
Streupuder auf die Vitalitidt und die Funktionstiichtigkeit von PMN Erwachsener und
von Nabelschnurgranulozyten zu erforschen. Hierzu wurden PMN aus heparini-
siertem Vollblut gesunder, erwachsener Probanden und aus Nabelschnurblut iso-
lierte Granulozyten auf ihre Fidhigkeit, unter dem Einfluss von antimonhaltigen
Streupuder, Sauerstoffradikale zu produzieren, untersucht. Als Stimuli dienten nicht
opsonisiertes Zymosan, opsonisiertes Zymosan und PMA. Der zweite Funktions-
versuch des bakteriellen Killings, untersuchte die Fahigkeit, Staphylococcus aureus,
inkubiert mit zwei unterschiedlichen Puderkonzentrationen, innerhalb zweier Zeit-
intervalle (60 min, 120 min) abzutdten. Um unspezifische Stimulationseffekte
auszuschlieBen, wurden bei allen Versuchsreithen Puder ohne Antimonzusatz als
Kontrollen mitgefiihrt.

Abfallen des Nabelschnurrestes

Das Abfallen des Nabelschnurstranges wird in der Literatur zwischen dem 5. und 22.
Tag angegeben (Arad et al., Bhalla et al., Hayward et al., Novack et al., Oudesluys et
al., Sarwano et al., Tottermann und Autio, Wilson et al.). Die Literaturangaben iiber
den Zeitpunkt der AbstoBung des Nabelstranges schwanken auch bei
iibereinstimmenden Nabelpflegemethoden. Im allgemeinen variieren die Methoden
der Nabelpflege auch heute noch infolge der sozialen, kulturellen, 6konomischen
und geographischen Umstéinde.

In einer prospektiven Studie mit 318 Neugeborenen betrug die durchschnittliche Zeit
bis zum Abfallen des Nabelschnurrestes bei Wecesin®-Streupuder 4,1 Tage
(Richtherr). In dieser Studie zeigte sich ein Zusammenhang zwischen Mumifi-
kationsgrad der Nabelschnur und Zeitpunkt des Abfallens des Nabelschnurrestes: Im
Vergleich zu der Pflege mit Triple-dye und Fissan®-Streupuder trocknete der Nabel-
grund bei Wecesin®-Streupuder am wenigsten und der Nabelschnurrest fiel sehr friih
ab. Das friihe Abfallen des Nabelschnurrestes deckt sich mit den Ergebnissen der
Studie von Seidler et al. und von Zerm. Der genaue Mechanismus des Abfallens ist
noch nicht gekldrt. Diskutiert werden ursdchlich Faktoren wie Austrocknung,
Nekrose, Granulozytenaktivitdt (z.B.: Phagozytose), Kollagenaseaktivitét, sowie die
bakterielle Kontamination (Hayward et al., Oudesluys und Murphy, Wilson et al.).

Wirkung von Antimon

Trotz des langen therapeutischen Einsatzes bereits in der Antike und im Mittelalter
von Antimonverbindungen ist wenig iiber die Biochemie, den Metabolismus und den
Wirkungscharakter von Antimon bekannt. Antimon wird in der Tropenmedizin
gegen die Leishmaniase eingesetzt. Das hochtoxische Metall findet in hoher Ver-
diinnung in der Homdopathie Anwendung. Auch in der anthroposophisch orientier-
ten Medizin wird seit langem dem Antimon eine Heilwirkung zugeschrieben. Nach
Angabe Rudolf Steiners ,, mufl man.... so weit kommen, dass man zuerst alles soge-
nannte Materielle als Geistiges anzusehen in die Lage kommt...“, denn ,, man hat die
Moglichkeit verloren, sich iiber das Geistige von Merkur, von Antimon, von Gold,
von Silber zu unterrichten®. In Steiners Werken wird auf die Heilkraft durch die
strahlende Wirkung von dufBlerlich in Salbenform angewendetem Antimon bei einem
Ekzem hingewiesen (Basold et al.).
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In den neuesten Studien wird beschrieben, dass Antimon nach der enteralen Absorp-
tion nicht methyliert wird.

Die meisten Informationen iiber die Toxizitdt der Antimonverbindungen findet man
in Studien iiber organische Antimonverbindungen fiir den pharmakologischen
Einsatz. Antimonpotassiumtartrat, eine dreivalente organische Antimonverbindung
wird zu ca. 5 % enteral absorbiert, die Werte fiir die Aufnahme im Gastrointestinal-
trakt flir anorganische Antimonverbindungen sind nicht bekannt (Gebel). Auch
hinsichtlich der Antimonkonzentrationen, in den fiir den Menschen bedeutsamen
Umweltmedien, sind die Kenntnisse liickenhaft (Thron). Untersuchungen hinsicht-
lich des Einflusses von Antimon auf die Funktion humaner PMN liegen der
Verfasserin nicht vor.

Aufgrund einer Méngelriige des Bundesinstituts fiir Arzneimittel und Medizinpro-
dukte wurde in der Studie von Czech untersucht, in welchem Ausmal} das Schwer-
metall Antimon aus der Salbe Stibium metallicum praeperatum 0,4 % der Firma
Weleda AG, Schwibisch Gmiind, durch die intakte Haut gesunder Probanden
resorbiert werden kann. Anwendung findet das Metall in eher niedriger Konzentra-
tion in der Salbe bei destruierenden und auflosenden Hautprozessen, wie beispiels-
weise bei Ekzemen. Als ZielgroBen dienten die Antimonkonzentrationen im Voll-
blut, Urin und Kopfthaar. Als toxikologische Verlaufsparmeter waren die Werte fiir
das Blutbild und die Leberenzyme stabil. Aus den Ergebnissen dieser toxikologi-
schen Studie wurde geschlossen, dass die bestimmungsgemdfe Anwendung der
Salbe Stibium metallicum praeperatum 0,4 % auf intakter Haut toxikologisch unbe-
denklich ist. Die Studie priifte, ob es bei lidngerfristiger Anwendung zu einem
signifikanten und toxikologischen Anstieg des Metalls im Organismus kommen
kann, und sollte keinen Wirksamkeitsnachweis von Antimon erbringen.

Hingegen existieren in der Literatur eine Vielzahl von Studien iiber die Wirkung der
iibrigen Inhaltsstoffe des Puders.

Inhaltsstoffe des Wecesin®-Streupuders und deren Wirkung

Arnika und Calendula werden in der Literatur als therapeutisch verwendete
pflanzliche Drogen zur Steigerung der Immunabwehr (unspezifische Reizkdrper-
Therapie) beschrieben. Fiir die Polysaccharide von Arnika und Calendula werden
vielfach die immunstimulierende Wirkung aufgezeigt.

Als Hauptanwendungsgebiete fiir echinacinhaltige Pridparate werden grippale
Infekte, Entziindungen, chronische Polyarthritis, Blasenerkrankungen, schlecht
heilende Wunden und die adjuvante Krebstherapie angegeben. Erfolge bei der
prophylaktischen und therapeutischen Anwendung werden der Stimulierung der
korpereigenen Abwehrkréfte zugeschrieben.
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Phagozytosestimulierende Wirkung von Echinacin

Eine gesteigerte Phagozytoseaktivitit durch Echinacea-Extrakte wurde von
Fanselow beschrieben. Bauer et al. verwendete in den Untersuchungen 1,0 g
Waurzelpulver von Echinacea purpurea, das alkoholisch extrahiert wurde.

Sie zeigten, dass die Losung des Trockenriickstandes des Ethanolextraktes (1:10) in
einer Konzentration von 107 % in vitro den Phagocytoseindex von Hefe an
menschlichen Granulozyten um 17 % steigert. Der Trockenriickstand der Chloro-
formausschiittelung fiihrt in einer Konzentration von 10* zu einer maximalen
Stimulierung von 34 % (Bauer et al.).

Echinacosid, das in den Wurzeln von Echinacea angustifolia vorkommt, besitzt zwar
eine schwache bakteriostatische Wirkung gegeniiber Staphylococcus aureus, doch
konnte fiir diesen Extrakt bisher keine immunstimulierende Aktivitdt nachgewiesen
werden (Bauer et al.).

Wagner et al. isolierten Polysaccharide aus Echinacea purpures herba, die in vitro
(Phagozytosetest von isolierten Granulozyten mit Hefepartikeln) und in vivo
(Carbon- Clearance-Test) die Phagozytose von Granulozyten stimulierten. Im
Granulozytentest war mit diesen Polysacchariden ein um 27- 52 % hdherer
Phagozytose-index zu beobachten. Nach immunologischer Definition gehdren diese
Polysaccharide zu den unspezifisch wirkenden Immunstimulantien, die zur soge-
nannten Paramunitit fiihren (Wagner et al.). Eingesetzt wurde das Polysaccharid aus
dem Kraut von Echinacea purpurea in einer Konzentration von 0,001 mg/ml, die
Wurzel von Echinacea purpurea in einer Konzentration von 0,01 mg/ml. In dieser
vorliegenden Studie ist Echinacea purpurea in der Stammkonzentration des
Wecesin®-Puders mit 0,042 mg pro Ansatz eingesetzt worden.

Die Ergebnisse legen nahe, dass der Wecesin®-Streupuder auf mindestens zwei
Wege das Verhalten der Granulozyten beeinflussen kann:

1. durch Steigerung der Phagozytosegeschwindigkeit und

2. durch Potenzierung des ,,respiratory burst®.
Wahrscheinlich wirken die Talkumpartikel selbst stimulierend auf die Granulozyten.
Untersuchungen von Talkum (Magnesiumsilikat) auf die Phagozytoseleistung und
die Oy -Produktion liegen der Verfasserin nicht vor.

Vorversuche

Der Einfluss des Wecesin®- Streupuders auf die Vitalitit, die Sauerstoff-radikal-
produktion, das Bakterienwachstum, sowie die bakterielle Abtotung ist zunichst an
Granulozyten Erwachsener untersucht worden. Die Phagozytose -und Abtotungs-
fahigkeit der Granulozyten mit Saccharomyces cerevisiae zu testen wurde, aufgrund
der storenden Puderpartikel bei der lichtmikroskopischen Auswertung, verlassen.
Bei der verwendeten Methode der Staphylococcus aureus Abtdtung, erfolgte die
Auswertung durch manuelles Auszéhlen der Kolonien auf Agarplatten.
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Vitalitét

Das Uberleben der PMN nach Zellisolation und Inkubation mit 0,5 g Puder/ml
Inkubationsmedium bzw. 0,5 mg Stibium metallicum/ml Inkubationsmedium wurde
bei einer vielfach lidngeren Inkubationsdauer (vier Stunden) getestet, als die
Inkubationszeit in den Funktionspriifungen (30 min bei den O,  -Ansétzen, 120 min
bei den Killingversuchen). Antimon wirkt in der gewéhlten Konzentration innerhalb
von vier Stunden nicht zelltoxisch, zur Kontrolle ohne Puder zeigten sich keine
signifikanten Vitalitdtsverluste. Interessant sind Untersuchungen an humanen PMN
mit ldngeren Inkubationszeiten: Baginski untersuchte die Zellvitalitdt unter Einfluss
von Cadmium, Blei und Quecksilber ebenso mit der Methode der Trypanblauexklu-
sion mit einer Inkubationsdauer von 20 h. Die Zellvitalitdt wurde durch die Metalle
in den getesteten Konzentrationen nur unerheblich vermindert: die Prozentzahl der
mit Trypanblau angefiarbten Zellen nach 20 h Vorinkubation, lag fiir CdCl, in den
Konzentrationen von 10™ bis 10° M im Mittel zwischen 6,5 % und 7,1 %, fiir PBCl,
(Konzentrationen 107, 10, 10 M) lag der prozentuale Anteil gefirbter Zellen im
Mittel zwischen 6,5 bis 10,8 %.

Die Zytotoxizitdt von HgCl, fiir humane PMN setzte im Vergleich zu den beiden
anderen Metallsalzen bei einer zehnfach niedrigeren Konzentration ein.
Untersuchungen von Antimon auf die Zellvitalitit von Granulozyten iiber diesen
langeren Zeitraum liegen der Verfasserin nicht vor.

Das Element Antimon ist dem Element Arsen in chemisch-toxikologischer Hinsicht
verwandt. Der Metabolismus des Antimons und seiner Verbindungen ist nur unzu-
reichend untersucht. Diese Gegebenheit erschweren insgesamt eine abschlieBende
Bewertung von Antimon unter toxikologischen Gesichtspunkten (Gebel). Bei Wolf
in Hagers Handbuch der pharmazeutischen Praxis werden die toxischen Wirkungen
auf die Blockierung bestimmter Enzymaktivitdten zuriickgefiihrt, mit deren Mer-
captogruppen das Antimon reagieren soll. Fest steht, dass dreiwertige Antimon-
verbindungen um ein vielfaches (ca. 10-fach) toxischer wirken als fiinfwertige.
Bauer untersuchte die Toxizitdt von Antimon am Beispiel von Brechweinstein
(Kaliumantimon(III)oxidtartrat-Hemihydrat).

Die Auswirkungen auf Vitalitit und Aktivitdt kultivierter Leber- und Nierenzellen
nach Zusatz von unterschiedlichen Konzentrationen von dreiwertigem Antimon
wurden erforscht. Die Leberzellen und Nierenzellen wurden in einem
Konzentrationsbereich von 0,1 bis 10 ug/ml Brechweinstein und einer Expositions-
zeit von 72 Stunden getestet. In Ubereinstimmung mit in-vivo-Untersuchungen
reagierten die Leberzellen wesentlich empfindlicher, als die Nierenzellen: so trat bei
den Nierenzellen eine signifikante Verminderung der Zellzahl um mehr als ein
Drittel bei einer Konzentration von 7,5 pg/ml auf, d.h. im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle hatten 29 % der Zellen {iiberlebt. Die durch Extrapolation
ermittelte effektive Dosis, bei der nach 72-stlindiger Exposition ein Vitalitdtsverlust
von 50 % eingetreten war, lag fiir die Nierenzellen bei 5 pg/ml Brechweinstein, fiir
die Leberzellen bei nur 1,5 pg/ml Brechweinstein.

O, -Produktion

Eine Inkubationszeit von 30 min und ein Verhiltnis der Granulozytenzahl zu
Zymosanpartikel von 1 : 10 waren optimale Bedingungen fiir die O,  -Produktion
(Paulussen).
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Es zeichnete sich schon bei den Vorversuchen ein gewisser Trend ab, der in den
Versuchsreihen mit Nabelschnurblut noch deutlicher auftrat: Je routinierter die Zell-
isolation und der O,’-Test durchgefiihrt wurden, desto geringer war die Vorstimula-
tion der Zellen: die O, -Produktion bei den Zellen ohne Stimulus war zu Beginn der
Versuchseihe von sechs gesunden, erwachsenen Probanden hoéher als im weiteren
Verlauf. Der Puder erhdhte signifikant die Sauerstoffradikalproduktion, unabhingig
von dem Antimongehalt, lediglich bei der Stammkonzentration konnte ein
signifikanter Unterschied im Vergleich Puder mit und ohne Antimon festgestellt
werden: aufgrund von Puderartefakten streuten die Einzelwerte bei diesen hohen
Konzentrationen sehr, so dass die statistische Signifikanz am ehesten auf
Sedimentationseffekte zuriickzufiihren ist.

Hohere Puderkonzentrationen als 0,5 g/ml ergaben keine reproduzierbaren
Ergebnisse in der O, -Produktion. Die Opsonisation des Zymosans bewirkte eine
signifikante Steigerung der O, -Produktion im Vergleich zu nicht opsonisiertem
Zymosan.

O, -Test mit Zymosan und Puder (vgl. 3.2.2)

Es zeigte sich kein synergistischer Effekt in der Sauerstoffradikalproduktion durch
den gleichzeitigen Einsatz von opsonisiertem Zymosan und Wecesin®-Puder in
einem Ansatz: die O, -Produktion war bei hoheren Puderkonzentrationen zusamm-
en mit opsonisiertem Zymosan deutlich niedriger, als in den Ansdtzen mit
opsonisiertem Zymosan allein. Vermutlich wirkt Talkum (Magnesiumsilikat) selbst
stimulierend auf die Granulozyten. Untersuchungen {iiber den Einfluss des
Hauptbestandteiles des Streupuders, Talkum, hinsichtlich der Granulozytenfunktion
liegen der Verfasserin nicht vor. Vorstellbar ist eine Konkurrenz der Puder- und
Zymosanpartikel, wobei opsonisiertes Zymosan besser stimulierte als Puder allein.
Die Streuung der Einzelwerte war im Vergleich zu den Ansdtzen mit Puder allein
hoher, am ehesten ist dies durch den verstiarkten Sedimentationseffekt zu erkléren.

O, -Test mit PMA und Puder (vgl. 3.2.3)

PMA war der beste Stimulus fiir die Sauerstoffradikalproduktion. Dieser
Phorbolester wirkt durch direkte Stimulation der Proteinkinase C rezeptor-
unabhingig. Durch das Hinzufiigen von Puder zeigten sich keine weitere Zunahme
der O, -Produktion. In der Literatur wird berichtet, dass die Aktivierung durch PMA
langer andauernd ist, als im Vergleich mit anderen Stimuli. Mit PMA vorstimulierte
Zellen zeigen keinerlei zusdtzliche Aktivitit der NADPH- Oxidase, wenn andere
Stimuli hinzugefiigt werden. Dies ist ein Hinweis, dass die durch PMA stimulierte
Proteinkinase C eine am Ende der Regulationskette des Oxidasesystems stehenden
Schritt katalysiert, der durch die Regulationssysteme nicht mehr beeinflusst werden
kann, die bei rezeptorvermittelter Stimulation eine iiberschieBende Aktivierung
verhindern (Whright et al., Hurst).

O, -Test mit Nabelschnur-PMN (vgl. 3.2.4)

PMA erweist sich auch bei diesen Zellen als stérkster Stimulus. Die Vorstimulation
der Zellen ist im Vergleich zu den anderen Vorversuchen erstaunlich gering, wenn
man an den zusdtzlichen Zeitaufwand zur Gewinnung und Isolierung der Nabel-
schnurgranulozyten beriicksichtigt, weil das verwendete Erwachsenenblut vor Ort im
Labor abgenommen wurde, das Nabelschnurblut hingegen im Kreilsaal eines
Krankenhauses im Stadtgebiet.
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Die in der Literatur beschriebene eingeschrinkte Funktion neonataler Granulozyten
(vgl. 1.3) im Vergleich zu den Granuolozyten Erwachsener kann im O,  -Test nicht
bestitigt werden.

Signifikante Unterschiede konnten in der O,  -Produktion unter Einfluss von Puder
mit Antimon im Vergleich zu Puder ohne Antimon nicht festgestellt werden.

Killingversuche

Die in der Literatur beschriebenen Studien weisen ebenfalls auf Schwankungen der
absoluten Zahl der CFU hin (Roesler et al.). Die Genauigkeit der Resultate konnte
mit zunehmender Routine in den vorliegenden Versuchsreihen durch den doppelten
Ansatz, sowie den Einsatz von zwei unterschiedlichen Zellkonzentrationen optimiert
werden.

Antimon in nicht bakteriostatisch wirkender Konzentration erzielte keine Steigerung
der Killingrate. Zytokine, wie z. B. TNF-a konnen die Abtdtung von Staphylococcus
aureus durch PMN steigern (Ferrante et al.).

Hauptversuche

In den zehn Hauptversuchen zeigte sich, dass durch zunehmende Routine die Oy
Werte fiir die Zellen ohne Stimulation bedingt durch die Pridparationsartefakte im
Laufe der Versuchsreihe fast um die Hilfte abnahmen. Dieser Effekt der Vorsti-
mulation der PMN durch die Prozedur der Isolierung wird in der Literatur ebenfalls
beschrieben (Hartung et al.).

Neben den immunstimulierenden Wirkung der Inhaltsstoffe, ist auch eine Stimu-
lation der Puderpartikel selbst auf die Granulozyten vorstellbar.

In den Killingversuchen konnten keine signifikanten Unterschiede in der Killingrate
zwischen Puder mit Antimon (in nicht bakteriostatischer Konzentration) und Puder
ohne Antimon festgestellt werden. Lediglich im Ansatz 3 (Puder mit Antimon in
bakteriostatisch wirkender Konzentration) ergaben sich signifikante Unterschiede im
Vergleich zu den Ansédtzen 1 (ohne Puder) und 5 (Puder ohne Antimon).

Die Signifikanz in dieser Testreihen beruht am ehesten darauf, dass der prozentuale
Anteil der abzutotenden Keime im Ansatz 3 im Vergleich zu Ansatz 1 und 5 geringer
ist, und somit die Killingrate im Mittel kleiner ausfallt.

Nachversuche

Stibium metallicum wurde in diesen Versuchsreihen entsprechend der Menge, in der
im Puder vorhandenen Konzentration eingesetzt. Antimon allein wirkt hemmend auf
das Bakterienwachstum. Ab einer Verdiinnung von 1:800 ausgehend von der
Stammkonzentration von 0,5 mg Stibium metallicum/ml hat das Antimon keinen
Einfluss mehr auf das Wachstum von Staphylococcus aureus.

Antimon wirkt auch bakteriostatisch auf das Wachstum von Escherichia coli. Ab
einer Verdiinnung von 1:100 ausgehend von der Stammkonzentration 0,5 mg
Stibium metallicum/ml hat das Metall keinen Einfluss mehr auf das Wachstum von
Escherichia coli.

Sowohl in der Oy -Produktion, als auch in der Killingkapazitét zeigt Antimon allein
keine Wirkung. Diese Ergebnisse bestidtigen die Analysen in den Hauptversuchen,
dass die Sauerstoffradikalproduktion durch Puderzugabe, unabhingig vom Anti-
mongehalt gesteigert wird.
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Kritische Bemerkungen uber die Ubertragbarkeit der in vitro Versuche auf die
Verhéltnisse in vivo

Konzentrationen:

Wecesin®- Streupuder wird als Mittel zur Nabelpflege mit dem Ziel, einen moglichst
frihen Abfall des Nabelschnurrestes zu begiinstigen, eingesetzt. Die mittlere
Gesamtdosis Wecesin® -Streumenge lag in den Untersuchungen zum Einfluss auf die
Nabelpflege von Vierkant bei einer Tagesdosis vonl4,1 mg—138 mg und einer
mittleren Nabelrestabfallszeit von vier Tagen im Mittel bei 249,6 mg pro Kind. Die
durchschnittliche Menge Antimon pro Kind pro Tag, bei einem Antimongehalt des
Puders von 0,1g/100g, betrug im Mittel 0,0624 mg.

Die durchschnittliche Menge Antimon bei einer mittleren Nabelrestabfallszeit von
vier Tagen betrug im Mittel 0,2496 mg.

In der prospektiven Studie von Richtherr iiber den Einfluss von Wecesin®-
Streupuder auf den Zeitpunkt des Abfallens des Nabelschnurrestes findet man leider
keine Angaben iiber die eingesetzte Pudermenge. Erwdhnenswert aus dieser Studie
ist die hochsignifikante Abhdngigkeit zwischen der Nabelschnurlinge und dem
Abfallen des Nabelschnurrestes: der Nabelschnurrest fallt umso schneller ab, je
kiirzer er ist.

Demgegeniiber stehen die verwendeten Konzentrationen in den jeweiligen
Testansdtzen:
0,5 g Puder/ml Inkubationsmedium fiir die O,  -Teste als Stammkonzen-
trationen mit den Verdiinnungen 1:4, 1:16, 1:64, 1:256, hiervon wurden
jeweils 50 pl eingesetzt, dies entsprach einer maximalen Konzentration des
Puders von 25 mg (fiir die Stammkonzentration ) pro Ansatz,
0,5 mg Puder/ml RPMI und 0,8 mg Puder/ml RPMI bei den Killing-
versuchen, dies entsprach 0,225 mg Puder pro Ansatz.

Somit sind die in den Versuchsreihen eingesetzten Antimonkonzentrationen vor
allem bei den Killingversuchen um ein Vielfaches niedriger, als die berechneten
Konzentrationsverhéltnisse am Nabelschnurrest bei einer zugrundeliegenden
Expositionszeit von vier Tagen. Hohere Puderkonzentrationen wurden in den Vor-
versuchen ausgetestet: diese fiihrten sowohl bei den O, Testen, als auch bei den
Killingversuchen zu nicht reproduzierbaren Ergebnissen durch Puderartefakte.

Bei diesem Vergleich der in vivo eingesetzten Menge des Nabelschnurpuders mit
den Konzentrationen von Antimon in den Versuchsreihen ist zu beriicksichtigen,
dass eine unbestimmte Menge des Puders in die Windel und auf die Haut um den
Nabel verstreut wird. Ferner kommt es beim Losen der Nabelschnur zur Binde-
gewebsbildung, durch fehlende Durchblutung des Nabelschnurrestes zur Zells-
chiddigung und Zellnekrose. Durch trockene Gangrin, einem Summationseffekt aus
Koagulationsnekrose und Austrocknung, kommt es zur Mumifikation des Nabel-
strangrestes und Losen des Nabelschnurrestes. Histologische Untersuchungen zeigen
eine Infiltration von PMN am Ubergang der Nabelschnur zur Epidermis, die vom
Rand zum Zentrum her zunimmt. Bei diesem komplexen Mechanismus des Abfallens
des Nabelschnurrestes bleibt auch unklar, welche Antimonkonzentration in vivo
iiberhaupt auf die PMN wirken. Insofern muss der Vergleich der
Antimonkonzentrationen in vivo, mit denen in vitro sicherlich relativiert werden.
Ebenso unsicher ist der Kontakt der anderen Inhaltsstoffe des Puders mit den PMN.
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Inkubationszeiten

Wecesin” fithrte zu einem signifikant fritheren Abfall des Nabelschnurrestes:

101 +/- 27 Stunden (3 — 5 Tage) versus 257 +/- 102 Stunden (6,5 — 15 Tage) bei der
Pflege mit 80%igem Alkohol. Dieser signifikant beschriebene frithere Abfall bei der
Behandlung des Nabelschnurrestes mit dem arnika- und echinacinhaltigen Streu-
puder in der Studie von Janke, konnte in einer kontrollierten klinischen Studie mit
insgesamt 400 Neugeborenen von Guala et al. bestétigt werden: 4 +/- 1 Tage.

Die Expositionszeit der PMN gegeniiber Antimon in den Versuchsreihen ist im
Vergleich extrem kurz.

Anhand der vorliegenden Untersuchungen kann nicht entschieden werden, inwieweit
Antimon in hoheren Konzentrationen und bei ldngerer Inkubationszeit die Vitalitét
und Granulozytenfunktion beeinflusst.

Andere Ursachen fir das frihe Abfallen des Nabelschnurrestes

Diskutiert werden muss eine chemotaktische Wirkung auf PMN durch Antimon, die
den frithen Abfall das Nabelrestes mitbewirken konnte.

Im Tierversuch erhielten Ratten eine Dosis von 300 mg Antimon kg/d intramuskuldr
iiber einen Zeitraum von 30 Tagen. Die Anzahl der Leukozyten stieg signifikant an
(AlKhawajah et al.). Untersuchungen von Antimon auf die Granulozytenfunktion
liegen der Verfasserin nicht vor.

In der prospektiven Studie mit Wecesin®-Streupuder war zum Zeitpunkt des Losens
der Nabelklemme kein einziger Nabel trocken, die Nabelstiicke fielen teilweise samt
Nabelklemme ab. Vorstellbar ist ein hoherer Granulozyteneinstrom, als in der
Gruppe mit Alkoholpflege, bei der zum Zeitpunkt des Losens der Nabelklemme alle
Nabelstiicke trocken und hart waren. Neben der Granulozytenaktivitét, spielen noch
eine Reihe anderer Faktoren fiir das Abfallen des Nabelschnurrestes eine Rolle
(vgl.1.2).

Kurzer Ausblick, welche Studien noch folgen sollten

AuBerhalb der Arbeitsmedizin gibt es fiir Antimon nur sehr wenig Basisdaten.
Interessant wéren weitere Studien Ulber den Einfluss von Antimon auf die
Granulozytenfunktion. Der Wirkstofftriger des Wecesin®-Streupuders ist Talkum,
ein hydratisiertes Magnesiumsilikat. Untersuchungen von Talkum auf die Funktion
von PMN liegen der Verfasserin ebenfalls nicht vor.

In den Versuchsreihen wurden PMN, isoliert aus dem Nabelschnurblut gesunder
Neugeborener, verwendet. Die mit Puder versetzten Zellen erhéhten signifikant
starker die O, -Produktion, unabhédngig vom Antimongehalt, als die Kontrollzellen
ohne Puderzugabe. Zu iiberpriifen ist, inwieweit die Wirkung des Puders eine intakte
Leukozytenfunktion voraussetzt. Beim autosomal-rezessiv vererbten Leuko-
zytenadhésionsdefekt 1 dient der verspétete Nabelschnurabfall als ein wichtiger
diagnostischer Hinweis auf das Vorliegen eines Leukozytenfunktionsdefekts. Bei
diesem Synthesedefekt der B — Kette werden die Leukozytenadhésionsproteine LFA-
1, CR3 und p150,95 nicht exprimiert, der O, -Test fillt pathologisch aus. Bei dieser
Granulozytenfunktionsstorung mit verzogertem Nabelschnurabfall wiren entsprech-
ende Funktionsuntersuchungen mit PMN durchzufiihren. Da der selten vorkommen-
de Leukozytenadhésionsdefekt 1 relativ spdt diagnostiziert wird, sind diese
Versuche, auch unter ethischen Aspekten, sehr schwierig durchzufiihren.
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Hayward et al definieren den Zeitpunkt des normalen Nabelschnurabfalls zwischen
den 5. und 8. Tag. Die Zeit des verzogerten Nabeschnurabfalls bei einem
Leukozytenadhésionsdefekt ist ldnger als 21 Tage. Es ist eher unwahrscheinlich,
dass der Wecesin®-Streupuder auf funktionsdefekte PMN stimulierend wirkt. Somit
wire von einem verzogerten Abfall des Nabelschnurrestes auszugehen, und die
Friihdiagnostik dieses Zelldefekts wére nicht beeintridchtigt. Das potentielle Aus-
bleiben einer Granulozytenfunktionssteigerung bei der Behandlung des Nabels mit
Wecesin® bei defekten Granulozyten konnte sich andererseits fiir die Friihdiagnostik
sogar positiv auswirken, weil der Nabel ,,unerwartet* nicht , wie bei der Behandlung
der Nabelschnurreste mit Wecesin®-Streupuder bei gesunden Neugeborenen (im
Mittel am 4. Tag), schon sehr friith abfillt.

Der Zeitpunkt der Nabelschnurablosung wird aber neben der Granulozytenaktivitit
noch von einer Reihe anderer Faktoren bestimmt (Kollagenaseaktivitét, bakterielle
Kontamination, Mumifikationsgrad). Mit der bisher zur Verfiigung stehenden
Literatur wird der genaue Mechanismus der Abfallszeit der Nabelreste nicht
befriedigend erklart.
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5. Zusammenfassung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Funktionen der PMN unter dem Einfluss
von Wecesin®-Streupuder mit Antimon in vitro zu priifen. Ein verzogerter Nabelschnur-
abfall dient als wichtiger Hinweis auf das Vorliegen eines Leukozytenadhésionsdefek-
tes. Unter der Nabelpflege mit Wecesin® kann ein signifikant beschleunigter Abfall des
Nabelschnurrestes beobachtet werden. Da funktionstiichtige Granulozyten eine wesent-
liche Voraussetzung fir das Abfallen des Nabelschnurrestes sind, sollte geklart werden,
ob Nabelpuder, der Antimon enthélt, das frihere Abfallen des Nabelschnurrestes durch
Stimulation der Granulozyten bewirken kann. Es wurden Vitalitatsprufungen mit Gra-
nulozyten gesunder Erwachsener und mit PMN, isoliert aus Nabelschnurblut gesunder
Neugeborener, durchgefuhrt. Der oxidative Metabolismus und die Killingkapazitat der
Erwachsenen- und Nabelschnurgranulozyten wurde unter dem Einfluss verschiedener
Streupuderkonzentrationen getestet.

Resultierend aus diesen Ergebnissen wurde anschlieBend der Einfluss von metallischem
Antimon allein auf die Vitalitat, die Phagozytenfunktion, sowie das Wachstum von
Staphylococcus aureus und Escherichia coli untersucht.

Vitalitat: Wecesin®-Streupuder und Puder ohne Antimon fiihrten zu keinen signifi-
kanten Vitalitatsverlust. Stibium metallicum allein wirkte ebenfalls nicht toxisch auf
die Granulozyten. Sowohl bei den Vitalitatsprifungen zwischen Erwachsenen-PMN
und Nabelschnur-PMN (jeweils mit Puder versetzt), als auch in den Versuchen mit
Stibium metallicum allein konnten keine signifikanten Unterschiede festgestellt
werden.

Bakterienwachstum: Der Puder mit Antimon hemmte konzentrationsabhangig das
Wachstum von Staphylococcus aureus und von Escherichia coli. Diese Wirkung war
auch durch Stibium metallicum allein zu erzielen, nicht aber durch Puder ohne
Antimonzusatz.

O, - Produktion: Es stellte sich heraus, dass PMA starker als opsonisiertes Zymosan
stimulierte, und dass in Anwesenheit von PMN, die zuvor mit Puder inkubiert worden
waren, mehr O, produziert wurde, als durch die Kontrollzellen ohne Puder. Es bestand
keine Abhéangigkeit von dem Antimongehalt. Die potenzierende Wirkung des Streupu-
ders auf den respiratory burst konnte in dosisabhangiger Weise gesteigert werden.
Metallisches Antimon allein hatte keinen Einfluss auf die O, -Produktion.
Killingkapazitat: Der Puder (ohne Antimon und mit Antimon in nicht bakteriostati-
scher Konzentration) beeinflusste die Killingkapazitdt der Granulozyten nicht.
Ebenso hatte Stibium metallicum allein (in nicht bakteriostatischer Konzentration)
keinen Einfluss auf die Abtotungsfahigkeit.

Der Puder mit Antimon wirkte antimikrobiell und beeinflusste dosisabhéangig die
Sauerstoffradikalproduktion. Als Ursachen fiir das friihe Abfallen des Nabelschnur-
restes sind eine Phagozytosesteigerung der PMN durch die Inhaltsstoffe des Puders
und ein Anstieg der Superoxidanionenproduktion zu erwégen. Der Puder beeinfluss-
te diese Granulozytenfunktion unabhangig vom Antimongehalt. Bei Vorliegen eines
Leukozytenadhasionsdefektes ist davon auszugehen, dass der Wecesin®-Streupuder
diesen Stimulationseffekt mit funktionsdefekten PMN nicht zeigt.

Somit konnte sich dies fir die Frihdiagnostik des Granulozytenfunktionsdefektes
sogar positiv auswirken, weil der Nabel ,,unerwartet* nicht, wie bei der Behandlung
der Nabelschnurreste mit Wecesin®-Streupuder bei gesunden Neugeborenen (im
Mittel am 4. Tag), schon sehr friih abfallt.

Der genaue Mechanismus des Abfallens des Nabelschnurrestes ist noch nicht bekannt.
Neben der Granulozytenaktivitat sind aber eine Reihe anderer Faktoren, wie die
Austrocknung, die Kollagenaseaktivitét, sowie die bakterielle Kontamination fir das
Abfallen des Nabelschnurrestes verantwortlich.



Anhang

6. Anhang

6.1 Vitalitatsprufungen nach vierstindiger Inkubation mit Puder mit
Antimon, Puder ohne Antimon und Stibium metallicum

n=>5 1. Test mit adulten PMN

Ohne Puder |Puder mit |Puder
Antimon |ohne

Antimon

la 85 86 84

1b 88 89 91

1c 82 86 84

1d 79 81 77

le 90 88 89

MW 84,8 86 85

SD 4,44 3,08 5,43
n=>5 2. Test mit Nabelschnur -PMN

Ohne Puder |Puder mit |Puder
Antimon |ohne

Antimon

2a 85 86 87

2b 89 90 88

2C 88 86 89

2d 79 82 78

2e 91 90 88
MW 86,4 86,8 86

SD 4,67 3,34 4,5
n=>5 3. Test mit adulten PMN

Ohne Puder | Stibium metallicum

3a 92 90

3b 90 89

3c 79 83

3d 91 88

3e 93 95

MW 89 89

SD 57 4,3

Tab. 6.1-1: Ergebnisse der Vitalitatsprufungen in % vitaler Zellen
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Paarnr. |Gepaarte Stichproben fiir den T-Test

il

Puder mit Antimon und Puder ohne Antimon ( Erwachsengranulozyten)

Kontrolle ohne Puder und Puder mit Antimon ( Erwachsengranulozyten)

Kontrolle ohne Puder und Puder ohne Antimon (Erwachsenengranulozyten)

Puder mit Antimon und Puder ohne Antimon ( Nabelschnurgranulozyten )

Kontrolle ohne Puder und Puder mit Antimon ( Nabelschnurgranulozyten)

Kontrolle ohne Puder und Puder ohne Antimon (Nabelschnurgranulozyten )

Kontrolle ohne Puder und Sb

O |NoOO|BlWIN

Puder mit Antimon ( Erwachsengranulozyten ) und
Puder mit Antimon ( Nabelschnurgranulozyten )

9

Puder ohne Antimon ( Erwachsenengranulozyten ) und
Puder ohne Antimon ( Nabelschnurgranulozyten )

Tab. 6.1-2: gepaarte Stichproben derVitalitatspriufungen

Gepaarte Differenzen
Paarnr |[N|MW |SD Standardfehler |95 % T df | Signi.
des MW Konfidenzinterv. (2-

der Differenz seitig)

Untere  Obere
il 5| 1,00 |2,4495 1,0954 -2,0414 14,0414 | 0,913 | 4 | 0,413
2 5/-1,20 |2,1679 0,9695 -3,8919 [ 1,4919| -1,238| 4 | 0,284
3 5/-0,20 |2,1679 0,9695 -2,8919 12,4919 | -0,206| 4 | 0,847
4 5| 0,80 |2,7749 1,2410 -2,6455 | 4,2455| 0,645 | 4 | 0,554
5 5/-0,40 ]1,9494 0,8718 -2,8204 12,0204 | -0,459| 4 | 0,670
6 5| 0,40 |1,9494 0,8718 -2,0204 | 2,8204 | 0,459 | 4 | 0,670
7 5| 0,00 |2,9155 1,3038 -3,6200 | 3,6200| 0,000 | 4 | 1,000
8 5/-0,80 ]0,8367 0,3742 -1,8389 [ 0,2389 | -2,138 | 4 | 0,099
9 5| -1,00 |3,1623 1,4142 -4,9265 | 2,9265 | -0,707 | 4 | 0,519

Tab. 6.1-3: Test bei gepaarten Stichproben

6.2 Vorversuche: O, -Produktion

Verbundene Stichproben Z-Wert Asymptotische Signifikanz
( 2- seitig)

0,5 g/ml mit Ant.+ 0,5 g/ml ohne Ant. | -2,201 a 0,028
1:2mit Ant. + 1:2 ohne Ant. -1,363 a 0,173
1:4 mit Ant. + 1:4 ohne Ant. -0,314 a 0,753
1:8 mit Ant. + 1 : 8 ohne Ant. -0,314 b 0,753
1:16 mit Ant. + 1 : 16 ohne Ant. -0,943b 0,345
1:32 mit Ant. + 1 : 32 ohne Ant. -0,314 a 0,753
1:128 mit Ant. + 1 : 128 ohne Ant. - 0,105 a 0,917
a basiert auf positiven Réangen

b basiert auf negativen Réngen

Tab. 6.2-1: Signifikanzberechnungen mit dem Wilcoxon-Test
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1.Test mit Puder und ops. Zymosan
1.Ansatz 2.Ansatz MW
Kontrolle ohne Puder Konz. mit ohne Ant.|mit Ant. [ohne Ant.|mit Ant. [ohne Ant.
Ant.
LW 0,37 0,42(0,5 g /ml 50,56 86,37 36,99 48,8 43,78 67,59
ohne St. 2,44 0,89| 1:2 55,98 81,46 62,73 78,51 59,36 79,79
nicht oZ 6,93 12,55(1:4 69,15 85,94 70,31 87,31| 63,14 86,63
oZ 97,02 92,07|1:8 74,42 88,71 58,13 87,67 66,28 88,19
PMA 103,49 98,83| 1:16 89,96 n.d 79,59 93,77 84,78 93,77
1:32 85,65 92,51 83,5 92,23 84,58 92,37
nmol O,/ 10° PMN 1:64 87,93 91,09 86,5 93,24 87,22 92,17
1:128 88,51 91,76/ 86,65 100,63| 87,58 96,2

Tab. 6.2-2: Ergebnisse des ersten O, -Test mit opsonisierten Zymosan und
Puder mit ohne Antimon, adulte PMN

2.Test mit Puder und ops.Zymosan

Konz.

Kontrolle ohne Puder
LW 0,33
ohne St 0,36
nicht oZ 1,65
ops. Zym 68,53 6
PMA 90,48 8

0,33|0,5 g/ml
0,74| 1:2
1,65| 1:4
8,78( 1:8
1,97|1:16

nmol O,/ 10° PMN

Tab. 6.2-3: Ergebnisse des zweiten O, -Test mit opsonisiertem Zymosan und

1:32
1:64
1:128

1.Ansatz 2.Ansatz MW

mit Ant. |ohne Ant.|mit Ant. [ohne Ant.|mit Ant. |ohne Ant.
48,99 51,48 38,18 34,95 43,56 43,22
60,69 54,99 47,72 51,81 54,21 53,4
63,89 63,94| 54,79 52,39 59,34 58,16
67,53 68,9 63,78 65,52 65,55 67,21
67,14 69,04 62,68 68,54| 64,96 67,84
67,78 77,77 70,58 73,8 69,18 75,79
62,46 76,83 63,11 80,49 62,78 78,66
80,52 71,45 62,74 72,88 71,63 72,17

Puder mit/ohne Antimon, adulte PMN

1. Test mit Puder und PMA |
Kontrolle ohne Puder 1.Ansatz 2.Ansat MW
z
la 1b MW Konz. |mit Ant. |ohne mit Ant. |ohne mit Ant. | ohne
Ant. Ant. Ant.
LW 0,25| 0,29 0,27/|0,5 g/ mi 49,12 451 50,64 44,57 49,88 44,84
ohneSt. 3,45| 4,06 3,6/1:2 56,09 58,02 52,74 59,22 54,42 58,62
nicht oZ | 22,28( 20,53| 21,41 1:4 68,24 63,45 69,06 61,13 68,65 62,29
oZ 62,7| 65,02 63,86| 1: 8 70,04 72,74 69,97 69,43 70,01 71,09
PMA 68,67| 71,25| 69,96| 1:16 64,95 69,39 64,39 75,88 64,67 72,64
1:32 78,42 72,91 70,26 68,49 74,34 70,7
nmol O,/ 10° PMN 1.64 69,87 72,04 75,55 80,38 72,21 76,21
1:128 68,46 69,85 72,69 70,01 70,58 71,03

Tab. 6.2-4: Ergebnisse des ersten O, - Test mit PMA als Stimulus und Puder
mit/ohne Antimon, adulte PMN
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2.Test mit Puder und PMA
Kontrolle ohne Puder 1.Ansatz 2.Ansatz MW
2a 2b MW [Konz. mit Ant. |ohne mit Ant. |ohne mit Ant. |ohne Ant.
Ant. Ant.
LW 0,37 0,4 0,39(0,5g/ 62,44 47,33 67,58 51,5 65,01 49,15
ml
ohne St.| 1,81 n.d. 1,81|1: 2 68,9 70,21 66,16 55,5 67,53 62,86
nichtoZ| 6,69 5,07 5,88 1:4 91,4 66,83 87,48| 63,02 89,44 64,93
oZ 63,94| 65,25| 64,6| 1.8 89,11 71,63 96,78 82,88 92,94 77,23
PMA 98,12| 86,7| 92,41| 1:16 95,55 96,2| 102,73 90,34 99,14 93,27
1:32 99,69 103,92 92,45 104,55 96,07 104,24
1:64 95,84| 105,79 99,51| 98,66 97,68/ 102,23
nmol O,710°PMN 1:128 98,44 98,15 97,87 96,45 98,16 97,3

Tab. 6.2-5: zweiter O, -Test mit PMA als Stimulus und Puder mit/ohne
Antimon, adulte PMN

LW ohne St. | nicht 0z oZ PMA
0,36 5,02 6,22 97,55 98,57|1.Ansatz
0,37 7,15 8,62 96,16 98,57|2.Ansatz
0,37 6,09 7,42 96,86 98,57 MW
1. Vorversuch mit Nabelschnurblut und Puder (mit / ohne Ant.)
1.Ansatz 2.Ansatz MW (1. + 2. Ansatz)
Konz. mit Ant. | ohne Ant. | mit Ant. | ohne Ant. [mit Ant. | ohne Ant.
0,5g/ml 16,56 35,71 25,62 19,73 21,09 27,72
1:2 17,6 34,81 25,66 16,62 21,63 25,72
1:4 14,66 20,77 18,77 19,11 16,72 19,94
1:8 14,94 18,74 21,18 26,43 18,06 22,58
1:16 12,32 12,42 16,49 13,01 14,41 12,72
1:32 8,85 9,98 10,91 9,12 9,88 9,55
1:64 4,53 5,58 7,14 1,72 5,84 3,65
1:128 5,65 3,03 8,36 8,48 7,01 5,76
nmol O,/ | 10° PMN| |

Tab. 6.2-6: Ergebnisse des ersten O;" -Test mit Nabelschnurgranulozyten

LW ohne St. | nicht oZ oZ PMA
0,27 2,1 4,4 68,84 69,19|1.Ansatz
0,39 2,2 4,1 66,28 70,02|2.Ansatz
0,34 2,2 4,3 67,56 69,91 MW
2. Vorversuch mit Nabelschnurblut und Puder (mit / ohne Ant.)
1.Ansatz 2.Ansatz MW (1. + 2. Ansatz)
Konz. mit Ant. | ohne Ant. | mit Ant. | ohne Ant. [mit Ant. | ohne Ant.
0,5 g/mi 28,14 14,98 14,06 10,19 21,1 12,59
1:2 23,87 18,46 18,21 18,8 21,04 18,63
1:4 31,49 25,3 18,45 24,97 24,07 25,14
1:8 20,67 21,95 17,81 24,44 19,24 23,2
1:16 15,92 14,31 13,98 17,24 14,95 16,58
1:32 6,12 6 9,13 12,06 7,63 9,09
1:64 6,19 4,81 12,15 4,75 9,17 5,47
1:128 0,98 3,21 2,51 2,33 1,75 2,77
nmol O,/
10° PMN

Tab. 6.2-7: Ergebnisse des zweiten O, -Test mit Nabelschnurgranulozyten
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6.3 Oy -Teste im Hauptversuch mit Nabelschnurgranulozyten

6.3.1 Dosis-Wirkungs-Beziehung des Puders mit/ohne Antimon, n=10 Probanden
und 5 Konzentrationen

40

20-

10-

" 14 116 164 1226 11 14 1116 164 125

la

ohne Antimon mit Antimon
Abb. 6.3.1 : Dosis-Wirkungs-Beziehung

6.3.2 MW der 5 Konzentrationen: 0,5g, 1:4, 1:16, 1:64, 1:256 im
O, - Hauptversuch, n= 10

Proband Mit Antimon Ohne Antimon
1l 27,894 26,242
2 22,048 21,344
3 22,964 20,964
4 18,740 22,050
5 21,576 23,138
6 23,190 22,978
7 19,546 23,686
8 20,418 19,604
9 15,316 15,306

10 21,052 21,990

Tab. 6.3.2: MW der 5 Konzentrationen
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6.3.3 Signifikanzberechnungen mit den Wilcoxon-Test

Verbundene Stichproben Z - Wert Asymptotische Signifikanz
(2 — seitig)

0,5 g/ml mit Ant. + 0,5 g/ml ohne Ant. -2,497 a 0,013

1: 4 mit Ant. + 1 : 4 ohne Ant. -1,274 a 0,203

1:16 mit Ant. + 1: 16 ohne Ant. -1,172 b 0,241

1:64 mit Ant. + 1 : 64 ohne Ant. -0,255b 0,799

1: 256 mit Ant. + 1 : 256 ohne Ant. -1,274 b 0,203

a basiert auf negativen Rangen

b basiert auf positiven Rangen

Tab. 6.3.3: Signifikanzberechnungen zwischen den 5 Konzentrationen im O,

Test

6.4 Killingversuche mit Nabelschnurgranulozyten

6.4.1 Konfidenzintervalle der MW, Ansatz 1 und Ansatz 5

100

90

80

70+

60

50

Killingrate in %

40

MIN

=1

o 60,00

120,00

ohne Puder ( Ans.1) Pu. ohne Ant.(Ans.2)

Abb. 6.4.1: Konfidenzintervalle der MW ( Ansatz 1 und Ansatz 5)
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6.4.2 Konfidenzintervalle der MW aus den Ansétzen 7 und 9

100
90
80
70
60 MIN
< |
[
i —— e - L
o 501 r ———r=--
g m I o 60,00
— ==L R I —
(@)] i
2 4w
g 30 120,00
N= 10 10 10 10
Pud.mit Ant. Pud.ohne Ant.

Abb. 6.4.2: Konfidenzintervalle der MW (Ansatz 7 + Ansatz 9)
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6.4.3 Absolute Zahlen der Killingversuche
ohne Puder 5 mg Puder mit Antimon / ml RPMI
1.Ansatz 2.Ansatz 3.Ansatz 4. Ansatz
350 ul RPMI 350 ul RPMI 350 ul RPMI/A 350 ul RPMI/A
100 yl PMN 100 yl RPMI/F |100 pl PMN 100 IRPMI/F
50 ul Staph. 50 ul Staph. 50 ul Staph. 50 ul Staph.
El | = — —
= E| E| £l | £| E
= =~ = E = -E,_ = E
= = =l Z = = = =
(W = Ll = o = o =
wol| | S| & | | o
% o of| w o o ol o
i o = jr = o = jr
= = o = [} = [} =
[al] = [a}] = sl = [a}]
1; [} — = — = — =
n 0 60 60 120 120 0 60 120 0 60 60 120 120 0 60 120
1] 30 98 nd. 140 nd. 27 2002900 28 32 nd. 12 nd. 43 73 162
2] 20 nd. 70 nd. 150 24 1501800, 29 nd. 17 nd. 18 30 40 82
3] 28 40 70 60 140 27 150 1500 24 9 10 6 12 24 20 70
4] 30 86 130 160 280 35 200 2200f 28 28 34 9 17 25 54 70
5] 40 100 136 180 290 37 2102000 46 28 65 18 58 50 95 165
6] 28 110 89 135 210 30 1851900) 32 28 51 16 42 34 88 105
7] 22 92 106 70 120 24 180 1700f 20 17 22 6 9 18 32 45
8] 30 90 104 85 230 38 1701800 23 17 19 9 6 21 25 45
9] 22 85 100 80 120 26 1701700) 21 13 24 10 15 20 32 40
10] 20 55 63 80 170 22 100 1100f 19 13 20 14 20 18 21 30
5 mg Puder ohne Antimon /ml RPMI
5.Ansatz 6.Ansatz
350 ul RPMI/K 350 ul RPMI/K
100 pl PMN 100 pl RPMI/F
50 pl Staph. 50 yl Staph.
£l 2| £|
= - = -
=l Z| =| £
| =| | =
(v iw] o ]
= (o = [
[ul] = [ui] =
= [} = [k}
— = — =
= — = —
[Ny Lo
n 0 60 60 120 120 0 60 120
1] 40 70 nd. 80 nd. 30 190 2700
2] 40 nd. 98 nd. 125 38 190 2000
3] 21 70 79 106 190 31 190 1900
4] 28 128 140 165 300 36 230 2100
5] 48 95 120 190 270 43 235 2200|RPMI/A :5mg P.mitAntimon/ mlIRPMI
6] 30 103 120 148 200 37 215 2000|RPMI/K:5mg P.ohne Antimon/ mlIRPMI
7] 28 110 139 55 300 38 230 2000|RPMI/F:RPMI+10% FCS
8] 28 110 123 70 240 32 190 1800
9] 19 60 70 65 105 23 120 1200
10] 19 55 60 60 165 25 110 1400 Anzahl der Keime (CFU)xlO4

Tab. 6.4.3-1: Absolute Zahlen der Killingversuche ( Ansatz 1 -6 ): CFU x 10.000
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0,8 mg Puder mitAnt./mI RPMI

0,8 mg Puderohne Ant/mlIRPMI

min

7.Ansatz 8.Ansatz 9.Ansatz 10. Ansatz
350 yl RPMl/a [350 pl RPMI/a |350 ul RPMI/k  |350 pul RPMI/k
100 pl PMN 100 pl RPMI/F  ]100 pl PMN 100 Wl RPMI/F
50 ul Staph. 50 ul Staph. 50 ul Staph. 50 ul Staph.
Kontrolle Kontrolle
E| E E| E
z| z| =z
= = = =
o o (Wl [l
min| 0O 60 120 0 60 120 0 60 120 O 60 120
n 1*=5x 10exp PMN/mI
1* 31 98 125 46 220 2800/ 32 107 130 39 250 3000
2 39 110 160 43 207 2100/ 20 80 150 26 140 1600
3 34 70 90 30 170 1600/ 30 60 100 29 130 1400
4 38 110 200 32 205 1900/ 40 140 260 39 240 2000
5 52 130 280 39 250 2300/ 36 105 200 48 225 2100
6 39 120 185 41 230 2000 37 145 235 48 260 2400
7 32 105 260 27 200 1900/ 30 110 265 37 210 2000
8 37 126 270 40 200 1800/ 29 98 210 36 168 1900
9 20 85 100 24 150 1300/ 19 90 85 27 160 1100
10 21 73 110 23 135 1200/ 24 80 130 28 140 1300
Tab. 6.4.3-2: Absolute Zahlen der Killingversuche (Ansatz 7 -10): CFU x 10.000

6.4.4 Signifikanzberechnungen mit dem Wilcoxon-Test

Verbundene Stichproben Z-Wert Asympt.Signifikanz (
2-seitig)

1. Ansatz + 3. Ansatz

Nach 60 min und mit 10° PMN -2,075a |0,038
Nach 60 min und mit 5 x 10° PMN -0,296b 0,767
Nach 120 min und mit 10° PMN -2524a 0,012
Nach 120 min und mit 5 x 10° PMN -2,668a |0,008
1. Ansatz + 5. Ansatz

Nach 60 min und mit 10° PMN -0,535b |0,593
Nach 60 min und mit 5 x 10° PMN -0,981b |0,326
Nach 120 min und mit 10° PMN -0,171a |0,864
Nach 120 min und mit 5 x 10° PMN -0,850b 0,395
1. Ansatz + 7. Ansatz

Nach 60 min und mit 10° PMN -1541b {0,123
Nach 120 min und mit 10° PMN -1,292b 0,196
1. Ansatz + 9. Ansatz

Nach 60 min und mit 10° PMN -0,889b 0,374
Nach 120 min und mit 10° PMN -0,497b {0,619
3. Ansatz + 5. Ansatz

Nach 60 min und mit 10° PMN -2,075b {0,038
Nach 60 min und mit 5 x 10° PMN -0,178b {0,859
Nach 120 min und mit 10° PMN -2521b |0,012
Nach 120 min und mit 5 x 10° PMN -2,666b [0,008
7. Ansatz + 9. Ansatz

Nach 60 min und mit 10° PMN -0,666a |0,505
Nach 120 min und mit 10° PMN -1,897a 0,058

a basiert auf positiven R&ngen / b basiert auf negativen R&ngen

Tab. 6.4.4: Signifikanzberechnungen zwischen den 10 Ansatzen
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6.5 Einfluss von Stibium metallicum auf die Granulozytenfunktion
6.5.1 O, -Test mit Erwachsenen-PMN
Paarnr. | Gepaarte Stichproben
1 O, -Test ohne Stimulus + O, -Test mit 0,5 mg Sb / ml
2 0O, -Test ohne Stimulus + O, -Test Sb 1 : 4 verdinnt
3 O, -Test ohne Stimulus + O,™- Test Sb 1 : 16 verdinnt
4 0O, -Test ohne Stimulus + O, -Test Sb 1: 64 verdunnt
5 O, -Test ohne Stimulus + O, -Test Sb 1 : 128 verdinnt
Tab. 6.5.1-1: gepaarte Stichproben des O, -Tests
Gepaarte Differenzen
Paarnr | MW SD Standar |95 % T df | Sig.
dfehler |Konfidenzintervall (2-
des MW | der Differenz seitig )
Untere Obere
1 -0,510]2,2986 |1,0279 |-3,3640 |2,3440 -0,496 |4 ]0,646
2 1,0780 |1,9777 |0,8845 |-1,3777 |3,5337 1,219 |4 |0,290
3 2,6000 | 0,9882 |0,4419 |-1,2010 |1,2530 0,059 |4 |0,956
4 - 0,1460/1,9499 |0,8720 |-2,5672 |2,2752 - 0,167 |4 ]0,875
5 -0,1540 (11,3052 |0,5837 |-1,7746 |1,4666 -0,264 |4 ]0,805
Tab. 6.5.1-2: T- Test der gepaarten Stichproben
6.5.2 Killingversuche mit Erwachsenengranulozyten
Paarnr. | Gepaarte Stichproben
1 Ansatz 1 + Ansatz 5 : nach 60 min und mit 5 x 10° PMN
2 Ansatz 1 + Ansatz 5: nach 60 min und 10 PMN
3 Ansatz 1 + Ansatz 5: nach 120 min und 5 x 10° PMN
4 Ansatz 1 + Ansatz 5: nach 120 min und 10 PMN
Tab. 6.5.2-1: gepaarte Stichproben des Killingversuchs
Gepaarte Differenzen
Paarnr | MW SD Standar |95 % T df | Sig.
dfehler | Konfidenzintervall (2-
des MW | der Differenz seitig )
Untere Obere
1 0,4000 |3,7815 |1,6912 |[-4,2954 |5,0954 0,237 |4 |0,825
2 - 2,2000 |3,3466 |1,4967 |-6,3554 |1,9554 -1,470 |4 10,216
3 7,0000 |16,2173|7,2526 |-13,1364 |27,1364 0,965 |4 0,389
4 -9,8000 | 21,9591 |9,8204 |-37,0658 |17,4658 0,998 |4 |0,375

Tab. 6.5.2-2: T-Test der gepaarten Stichproben
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8. Abkurzungsverzeichnis

BSA
CFU
CytC
FMLP
M

Ko

LW
MW
MPRM
NADPH
NEM

n

n.d.

Oy
ohne St.
oZ

NHS
PBS
PMA
PMN
RPMI/A
RPMI/K
uQ

Sb

SD
SOD

Bovines Serum Albumin

Colony forming units

Cytochrom C
N-formyl-L-methionyl-L-leucyl-phenylalanin
Inkubationsmedium

Kontrolle (Ansatz ohne Puder)

Leerwert

Mittelwert

Mony-Poly-Resolving Medium
Nicotinamidadenindinukleotidphosphat
N-Ethylmaleimid

StichprobengrélRe (Anzahl)

nicht durchgefihrt

Superoxidanion

ohne Stimulus

opsonisiertes Zymosan

Natives Humanserum

phosphatgepufferte Kochsalzldsung
Phorbolmyristatacetat

Polymorphkernige Granulozyten

5 mg Puder mit Antimon/ml Medium RPMI 1640
5 mg Puder ohne Antimon/ml Medium RPMI 1640
Ubichinon Q

Stibium metallicum

Standard deviation

Superoxiddismutase



Lebenslauf 81

9. Lebenslauf

l. Personliche Daten
Name:

Wohnort:

Geburtstag und —ort:
Konfession:
Familienstand:

I1. Schulausbildung
1973 - 1977

1977 - 1983
06/1983

1983 - 1986
05/1986

I11. Berufsausbildung
1986 - 1988

10/1988
V. Studium
10/1988 - 07/1990

09/1990
10/1990 - 9/1994

10/1995 - 09/1996
12/1996

V. Berufspraxis
1988 - 1989

1990 - 1991
1992 — 1995
01/1997 - 08/1997
09/1997 - 09/2000
10/2000 - 08/2001
10/2001 - 04/2002

05/2002
05/2002 - 09/2002

10/2002 - bis dato

Sigrid Jungbluth-Opota
geb. Milewski
Eichendorffstr. 35
58708 Menden
19.04.1967 in Iserlohn
evangelisch
geschieden, zwei Séhne

Hindenburg-Grundschule in Menden
Stadt. Realschule Menden
Fachoberschulreife

Stadt. Walram-Gymnasium Menden
allgemeine Hochschulreife, Note: 2,3

Ausbildung zur medizinisch-technischen
Laboratoriumsassistentin an der Lehranstalt fiir technische
Assistenten in der Medizin, Disseldorf

Berufserlaubnis als MTA, Note: gut

Vorklinisches Studium der Medizin an der Heinrich-
Heine-Universitat in Dusseldorf

Physikum

Klinisches Studium der Medizin an der Heinrich-Heine-
Universitat Disseldorf

Praktisches Jahr im Centre Hospitalier in Luxemburg mit
Wahlfach Padiatrie

Drittes Staatsexamen, Heinrich-Heine-Universitat
Dusseldorf, Note: gut

MTA, Gemeinschaftslabor, Dr. Brauer in Disseldorf in
den Bereichen Klinische Chemie und Serologie
Nachtwachen in der Padiatrie und Gynékologie im
Evangelischen Krankenhaus, Dusseldorf

MTA im Bereitschaftsdienst in der Paracelsus-Klinik
Golzheim fir Urologie in Disseldorf

MTA, Praxis Dr. Saylan, Arzt fir Chirurgie
Erziehungsurlaub

Arztin im Praktikum, Paracelsus-Klinik Hemer, Innere
Medizin

Arztin im Praktikum, St. Vincenz-Krankenhaus, Menden,
Innere Medizin

Vollapprobation als Arztin

Assistenzarztin im St. Vincenz-Krankenhaus, Menden,
Innere Medizin

Assistenzérztin in der Kinderabteilung im Karolinen —
Hospital Arnsberg-Husten



