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1 Einleitung

Die ambulant erworbene Pneumonie (community-acquired pneumonia, CAP) ist eine der
haufigsten tddlich verlaufenden Infektionskrankheiten in den westlichen Industrielandern
(Woodhead 2002). Global gesehen steht sie an dritter Stelle der Todesursachen weltweit
(WHO 2013). Laut Angaben des statistischen Bundesamts flihrt die ambulant erworbene
Pneumonie jahrlich zu mehr stationdren Krankenhausaufenthalten als beispielsweise Myo-
kardinfarkt oder Schlaganfall (Statistisches Bundesamt (Destatis) 2013a). Streptococcus
pneumoniae ist der mit Abstand bedeutendste Erreger flir CAP weltweit (File 2004; Walden
et al. 2014).

Darlber hinaus nimmt die Bedeutung der Pneumonie aufgrund des demographischen Wan-
dels, der steigenden Anzahl immunsupprimierter Patienten und steigender Haufigkeiten anti-
biotikaresistenter Erreger zu (Bauer 2006).

Trotz adaquater Antibiotikatherapien und optimalen Behandlungsbedingungen kommt es bei
bis zu 23 % der Patienten, die aufgrund einer CAP auf Intensivstationen versorgt werden
mussen, zu einem todlichen Verlauf der Erkrankung (Rodriguez et al. 2009).

Die unkontrollierte Aktivierung des angeborenen Immunsystems scheint dabei eine zentrale
Rolle in der Entstehung eines akuten Lungenversagens (acute respiratory distress syndro-
me, ARDS) sowie von Sepsis und Multiorganversagen zu spielen (Matthay und Zimmerman
2005; Roson et al. 2004).

Die Limitierung von UberschieRenden Entzindungsreaktionen kdnnte somit in Addition zu
einer effektiven antimikrobiellen Therapie den Verlauf der schweren Pneumonie begunsti-
gen.

Neben ihrer bewiesenen antimikrobiellen Potenz scheinen die Fluorchinolone, die eine Cyc-
lopropyl-Gruppe an Position N1 der Chinolon-Kernstruktur tragen, antiinflammatorisches
Potential zu besitzen (Dalhoff 2005).

Moxifloxacin, das unter anderem in der Behandlung der Pneumonie eingesetzt wird, ist eine
solche Substanz. Moxifloxacin hemmte die Freisetzung von IL-1p und TNF-a aus humanen
Monozyten (Araujo et al. 2002). In humanen Alveolarepithelzellen, stimuliert mit hitzeinakti-
vierten Pneumokokken, reduzierte Moxifloxacin die Sekretion von IL-6. Als mdglichen zu-
grundeliegenden Mechanismus vermuteten die Autoren die Stabilisierung von inhibitor of
kappaB (IkB) und die damit verbundene verminderte Translokation von nuclear factor kapp-
aB (Nf-kB) in den Zellkern (Choi et al. 2003). Zudem verringerte Moxifloxacin die durch Lipo-
polysaccharide (LPS) induzierte Freisetzung von IL-1f, IL-6 und IL-8 aus humanen Alveo-

larepithelien (Donnarumma et al. 2007). Eine weitere Arbeitsgruppe konnte die Hemmung
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der Aktivierung von mitogen activated protein kinases (MAPK) nach einer Vorbehandlung
von humanen Alveolarepithelien mit Moxifloxacin zeigen (Werber et al. 2005).

Diese in vitro Daten suggerieren eine immunmodulatorische Funktion von Moxifloxacin, wel-
che sich positiv auf den Verlauf der Pneumonie auswirken kénnte. Bisher fehlten aber in vivo
Untersuchungen zum Einfluss von Moxifloxacin auf die Entzindungsreaktion in der Pneu-
monie und die daraus gegebenenfalls resultierende Wirkung auf relevante funktionelle Pa-
rameter, wie pulmonalvaskulare Schrankenstérung. Vor diesem Hintergrund sollte in dem
vorliegenden Forschungsvorhaben das immunmodulatorische Potential von Moxifloxacin in
Modellen der Pneumonie untersucht werden.

Hierzu wurden zunachst in einem ex vivo Modell vitale humane Lungenproben mit TNF-a
oder S. pneumoniae stimuliert und der Effekt von Moxifloxacin auf die ausgeldste Entziin-
dungsreaktion im Vergleich zu Ampicillin, einer der Standardtherapien der ambulant erwor-
benen Pneumonie, bestimmt. Ampicillin ist ein Aminopenicillin und gehdrt damit zur Gruppe
der B-Laktam Antibiotika. Fir Aminopenicilline sind keine auf das Immunsystem wirkenden
Eigenschaften bekannt. Daher eignete es sich ideal als Referenzantibiotikum in der vorlie-
genden Studie. Darlber hinaus wurde die Moxifloxacin-Therapie in der Pneumokokken-
pneumonie im Mausmodell hinsichtlich Parametern der Entziindungsreaktion, der Erregere-
limination, pulmonalvaskularer Schrankenstérung, histopathologischer Analyse der Lungen-
schadigung und dem klinischen Verlauf der Infektion ebenfalls im Vergleich zu Ampicillin
untersucht.

Ziel der vorliegenden Studie war es, eventuelle immunmodulatorische Einfliisse von Moxiflo-
xacin auf die Entztiindungsreaktion und den Verlauf der schweren Pneumokokkenpneumonie
zu detektieren, und das therapeutische Potenzial von Moxifloxacin bei ambulant erworbener

Pneumonie weitergehend zu charakterisieren.



2 Literaturubersicht

21 Die Atmungsorgane

2.1.1 Aufbau der Atmungsorgane

Die Atmungsorgane der Saugetiere lassen sich in den oberen und unteren Respirationstrakt
einteilen. Zum oberen Respirationstrakt zahlen die mit Flimmerepithel ausgekleideten Atem-
wege von den Nasenhdhlen Gber Rachen, Kehlkopf und Luftréhre bis zu den Bronchien der
Lunge. Uber die Atemwege wird die eingeatmete Luft zum Gasaustauschsystem des unteren
Respirationstraktes, den Alveolargangen (ductus alveolares) und Alveolen geleitet. Via Diffu-
sion gelangt der Sauerstoff aus der Atemluft durch die Blut-Luft-Schranke in die Kapillaren

der Lunge und Kohlendioxid wird im Austausch abgegeben (McGavin und Zachary 2009).

2.1.1.1 Anatomischer Aufbau der Lunge

Der Aufbau der Atmungsorgane von Mausen und Menschen weist einige Unterschiede auf.
Wahrend die Trachea des Menschen vollstandig von hyalinen Knorpelspangen umgeben ist,
die sich bis in die Hauptbronchien fortsetzen, weist die Trachea der Maus nur im oberen Be-
reich Knorpelspangen auf. Im Gegensatz zur Maus, bei der sich die Trachea monopodial
aufzweigt, zeigt die menschliche Luftréhre ein dichotomes Aufzweigungsmuster (Irvin und
Bates 2003).

Beide Spezies besitzen eine in funf Lappen (Lobi) gegliederte Lunge. Dabei besteht die Lun-
ge des Menschen rechts aus drei und links aus zwei Lappen, wohingegen die Lunge der
Maus auf der rechten Seite in vier Lappen gegliedert ist. Die linke Lunge der Maus besteht
aus nur einem Lobus. Die totale Lungenkapazitat der murinen Lunge betragt ca. 1 ml, die
des Menschen ungefahr 6 000 ml (Irvin und Bates 2003). Die weitere Gliederung der Lunge
wird anhand der Aufzweigung der Hauptbronchien in die kleineren Bronchien vorgenommen.
Ausgehend von den Hauptbronchien (Bronchus principalis dexter et sinister) teilen sich die
luftleitenden Wege in die Lappenbronchien (Bronchi lobares), Segmentbronchien (Bronchi
segmentales) und Uber die Bronchioli bis in die terminalen Bronchiolen (Bronchioli termina-
les). An die terminalen Bronchiolen schlief3en sich die Bronchioli respiratorii an, die Uber die

ductus alveolares in die Alveolen munden. Der murinen Lunge fehlen die Bronchioli respira-
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torii. Die Alveolen der Mause sind kleiner (Durchmesser ca. 80 um) als jene des Menschen
(Durchmesser ca. 210 um). Ebenso ist die Blut-Luft-Schranke der Mause (ca. 0,32 ym) din-
ner als die des Menschen (ca. 0,62 um). Dies kdnnte sich laut Irvin und Bates sowohl auf
den Gasaustausch als auch auf die Mechanik des Lungenparenchyms auswirken (Irvin und
Bates 2003). Die Blut-Luft-Schranke besteht aus dem Kapillarendothel und den Alveolar-
epithelzellen, die eine gemeinsame Basalmembran bilden und somit eine Barriere fur den
Gasaustausch darstellen. Eine weitere Besonderheit ist das fast vollstandige Fehlen von
Becherzellen und die hohe Anzahl an Clara-Zellen in den Bronchien der Maus im Gegensatz
zum Menschen (Pack et al. 1980).

Aufgrund ihrer grof3en Kontaktflache mit der auReren Umgebung kommen alle Anteile der
Atmungsorgane standig mit Noxen aus der Atemluft in Kontakt. Taglich strdbmen bei Men-
schen circa 9 000 Liter Luft durch die Lunge und verteilen sich Uber die gesamte Oberflache
der Alveolen, die beim Menschen ungefahr 200 m? betragt (McGavin und Zachary 2009).
Aber auch hamatogen kdonnen Mikroorganismen wie Bakterien oder Viren sowie verschiede-
ne Parasiten ihren Weg in die Lunge finden. In seltenen Fallen kénnen Pathogene auch di-
rekt in die Lunge eindringen, beispielsweise durch penetrierende Verletzungen des Brustkor-
bes (McGavin und Zachary 2009).

2.1.2 Abwehrmechanismen der Atmungsorgane

Die Lunge verfugt, neben dem Gastrointestinaltrakt, Gber die grofite zusammenhangende
Schleimhautoberflache im menschlichen Kérper. Um eine Schadigung des Respirationstrakts
zu verhindern, existieren daher verschiedene komplexe Mechanismen des unspezifischen

und spezifischen Immunsystems, die eng miteinander vernetzt sind.

2.1.2.1 Physikalische Abwehrmechanismen

Ob eingeatmete Partikel Schaden in den Atmungsorganen hervorrufen kénnen, hangt maf3-
geblich von deren Durchmesser, Form, sowie der Lange und elektrischen Ladung der Parti-
kel ab (McGavin und Zachary 2009). Das Verhalten der Partikel in der sie umgebenden Luft
wird durch den aerodynamischen Durchmesser beschrieben. Da nicht alle Partikel kugelfor-
mig sind, ist der aerodynamische Durchmesser entscheidend daflr, wie weit ein Partikel in
die Lunge vordringen kann. Viren (0,02 - 0,3 ym) und Bakterien (0,2 - 10 ym) verfigen uber
geringe aerodynamische Durchmesser und kénnen bis in die Alveolen gelangen (Linsel

2001). Aber auch lange, schmale Partikel kdnnen in die Lunge gelangen, wenn ihr aerody-
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namischer Durchmesser gering ist. Ein Beispiel hierfir sind Asbestfasern (McGavin und
Zachary 2009).

Durch den spiraligen Aufbau der Nasenmuscheln kommt es zu turbulenten Strémungen der
Luft, sodass Partikel mit einem gré3eren aerodynamischen Durchmesser (> 5 ym) wieder
aus den Nasengangen heraus befordert werden kénnen (Zhang et al. 2000). Neben Husten-
und Niesreflex stellt die Aufzweigung der Trachea in die Hauptbronchien eine weitere Barrie-
re dar. Die Luft strémt an der Bifurkation in verschiedene Richtungen, sodass die Partikel
bedingt durch ihre Tragheit auf die Schleimhautoberflache der Bronchien auftreffen, dort
hangenbleiben und abtransportiert werden kdénnen.

Trotz dieser physikalischen Barrieren kénnen Pathogene mit einem aerodynamischen
Durchmesser unter 2,5 uym in den Bereich der Alveolen vordringen und sich bedingt durch
die Schwerkraft dort ablagern (McGavin und Zachary 2009). Feinste Partikel, deren GrofRe
unter 0,1 um liegt, kénnen durch Diffusion schliefllich die alveolokapillare Barriere Uberwin-

den und so Uber das Blut im gesamten Organismus verteilt werden (Heyder 2004).

2.1.2.2 Mukozilidare Clearance

Die mukozilidare Clearance gehort ebenfalls zu den Hauptkomponenten der physikalischen
Abwehrmechanismen der luftleitenden Wege. Hierunter versteht man den gerichteten Trans-
port von mit Partikeln behaftetem Mukus aus dem Atmungstrakt durch zilientragende
Epithelzellen (Zhang et al. 2000). Dies wird ermdglicht, da ein Grofdteil der Atemwege mit
respiratorischem Epithel ausgestattet ist. Dieses ist ein mehrreihiges hochprismatisches
Epithel, in dem Becherzellen und zilientragende Zellen eingebettet sind. Durch ihr Grundge-
rust aus Mikrotubuli sind die Zilien in der Lage synchrone, wellenférmige Bewegungen aus-
zufuihren, sodass der Mukus und darin befindliche Partikel aus den unteren Atemwegen in
den Rachen transportiert werden kénnen. Dort wird er zum groften Teil abgeschluckt oder
ausgehustet (Fahy und Dickey 2010; McGavin und Zachary 2009).

2.1.2.3 Physikochemische Barrieren

Der von den Becherzellen sowie den intraepithelialen serosen Drisen gebildete Mukus hat
nicht nur rein physikalische Bedeutung fur die Immunabwehr in der Lunge. Im Mukus gel6st
befinden sich verschiedene antimikrobielle Peptide (AMP) (Zhang et al. 2000). Diese werden
zum groRten Teil von Makrophagen, neutrophilen Granulozyten sowie Epithelzellen gebildet

und in das epithelial lining fluid (ELF), dem FlUssigkeitsfilm, der die Atemwege bedeckt, se-
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zerniert. Aufgrund ihrer Struktur kdnnen die AMP in mehrere Gruppen eingeteilt werden. Zu
den wichtigsten AMP des Menschen zahlen die a- und p-Defensine sowie das Cathelicidin
(Beisswenger und Bals 2005). Die AMP kénnen direkt antimikrobiell auf Bakterien, Pilze und
einige behillte Viren wirken. lhre antimikrobielle Aktivitat beruht dabei auf der Zerstérung von
Zellmembranen der Mikroorganismen. Hierbei konnen sich die positiv geladenen Defensine
in die negativ geladene Phospholipidmembran der Pathogene einschieben und so zur Po-
renbildung und Lyse der Zelle flihren (Yang et al. 2002). Neben ihrer direkten antimikrobiel-
len Aktivitat konnen die Defensine auch indirekt regulatorisch auf das Immunsystem einwir-
ken, indem sie beispielsweise chemotaktisch auf Monozyten und T-Lymphozyten wirken
(Guani-Guerra et al. 2010; Lai und Gallo 2009).

2.1.2.4 Erkennung von Pathogenen

Eine wichtige Rolle bei der Erkennung verschiedener Mikroorganismen spielen die pattern
recognition receptors (PRR). Diese Rezeptoren befinden sich unter anderem auf der Ober-
flache von Makrophagen und Granulozyten und erkennen eine Vielzahl hoch konservierter
pathogenassoziierter Muster (pathogen associated molecular patterns, PAMP) (Medzhitov
und Janeway, Jr. 2000). Vermittelt Gber die Bindung der PAMP an die PRR werden phagozy-
tierende Zellen aktiviert und das erkannte Pathogen eliminiert. Zu den PAMP zahlen bei-
spielsweise Lipopolysachharide (LPS), Lipoteichonsaure sowie Peptidoglykane. Aber auch
das von Streptococcus pneumoniae gebildete Exotoxin Pneumolysin kann in niedrigen Kon-
zentrationen mit dem Toll-like Rezeptor-4 (TLR-4) interagieren und so eine proinflammatori-
sche Antwort auslésen (Malley et al. 2003; Mitchell und Mitchell 2010). Toll-like Rezeptoren,
die zu den PRR gehoren, sind Transmembranzeptoren, die sich auf einer Vielzahl von Zellen
befinden. Abhangig von der Beteiligung bestimmter Adaptermolekile (Myeloid differentiation
primary response gene 88, MyD88 oder TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-
B, TRIF) werden nach der Erkennung der PAMP durch TLR spezifische Signalkaskaden
ausgeldst (Medzhitov und Janeway, Jr. 2000). Diese fihren Gber mehrere Stufen zu einer
verstarken Expression von Genen, die beispielsweise proinflammatorische Proteine kodieren
(Kawai und Akira 2010).

Des Weiteren gibt es PRR, die sich hauptsachlich im Zytosol der Zellen befinden, wie die
Nucleotide Oligomerization Domain (NOD)-like Rezeptoren (NLR) (Opitz et al. 2010). Wei-
terhin gibt es intrazellulare zytosolische PRR, die unabhangig von TLR und NLR in der Lage
sind, doppelstrangige und einzelstrangige virale RNA zu erkennen und dadurch eine Virusin-

fektion zu detektieren. Aber auch im Zytosol der Zelle replizierende Bakterien, beispielsweise
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Legionella pneumophila und Mycoplasma tuberculosis, kdnnen durch die intrazellularen PRR
erkannt werden und somit eine Immunantwort auslosen (Opitz et al. 2010).

Allerdings sind nicht nur Pathogene in der Lage an PRR zu binden und eine Immunantwort
auszulésen. Vielmehr kénnen auch endogene Molekile, die nach Zellschadigung und/oder
Zelltod aus der Zelle in das Zytosol gelangen, PRR aktivieren. Diese normalerweise intrazel-
lular befindlichen Molekile werden als danger-associated molecular patterns (DAMP) be-
zeichnet (Opitz et al. 2010). Zu den wichtigsten DAMP zahlt das high mobility group box 1
Protein (HMGB1), ein hochkonserviertes Protein, das einerseits bei Zelltod durch Nekrose
passiv freigesetzt, oder andererseits von verschiedenen Zellen, darunter Makrophagen und
dendritische Zellen, aktiv sezerniert wird (Klune et al. 2008). Die Bindung von HMGB1 an
TLR-2 oder TLR-4 fuhrt MyD88-abhangig zu einer Aktivierung von NF-xB und dadurch, unter
anderem zu einer Expression von proinflammatorischen Mediatoren (Opitz et al. 2010). Auch
Hyaluronan und Harnsaure sind wichtige DAMP und in der Lage Uber die Bindung an TLR
oder NLR zu einer Aktivierung des Immunsystems zu fuhren. Weiterhin zahlen zu den DAMP
auch l6sliche Komponenten wie die Surfactantproteine A (SP-A) und D (SP-D), die ebenfalls
an TLR binden kénnen (Tolle und Standiford 2013). Wahrend das Surfactantprotein B vor
allem fir die Reduktion der Oberflachenspannung an der Grenzflache zwischen Luft und
Flussigkeit (Blut) verantwortlich ist, konnten Kingma und Whitsett darlegen, dass SP-A und
SP-D zum einen direkt an Mikroorganismen binden und diese auch lysieren, zum anderen
die Aktivitat von verschiedenen Immunzellen modulieren und die Phagozytose von apoptoti-
schen Zellen stimulieren (Kingma und Whitsett 2006). Ebenfalls zu den |6slichen PRR gehdrt
das Mannose bindende Lektin, das Uber den sogenannten Lektinweg die Komple-

mentkaskade aktivieren kann (Fraser et al. 1998).

2.1.2.5 Zellulare Immunitat des angeborenen Immunsystems

(Alveolar-) Makrophagen sind ein Teil des unspezifischen bzw. angeborenen Immunsystems.
Sie sind als ortsstandige Makrophagen in der Lunge zu finden und phagozytieren Partikel,
die die alveolokapillare Membran Uberwinden konnten. Alveolarmakrophagen besitzen eine
hohe Phagozytoseaktivitat, sodass kleine Mengen an Pathogenen direkt durch diese Zellen
phagozytiert werden kénnen (Mizgerd 2008). Wie Makrophagen gehdren auch dendritische
Zellen, Granulozyten, Mastzellen, natlrliche Killerzellen, aber auch Epithelzellen zum ange-
borenen Immunsystem (Delclaux und Azoulay 2003). Ihre Aufgaben bestehen hauptsachlich
in der unspezifischen Phagozytose von Pathogenen, der Freisetzung von Zytokinen, der

Bildung reaktiver Sauerstoffverbindungen und der Freisetzung von AMP (Mizgerd 2008).
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Erwahnenswert ist auch die Fahigkeit von neutrophilen Granulozyten neben der Phagozyto-
se von Pathogenen eine Art Netz aus antimikrobiellen Proteinen und einer Chromatin-Matrix
bilden zu kénnen (Brinkmann et al. 2004). Mit Hilfe dieser neutrophil extracellular traps (NET)
ist der Granulozyt nicht nur in der Lage Bakterien zu binden und so die Verbreitung ebendie-
ser einzuschranken, sondern es férdert auch die Abtétung von extrazellularen Mikroorganis-
men durch antimikrobielle Peptide (Brinkmann et al. 2004). Allerdings besitzen einige Bakte-
rien eine DNAse, die es ihnen ermoglicht die fibrillare Matrix durchzuschneiden. Zu diesen

zahlt auch S. pneumoniae (Beiter et al. 2006).

2.1.2.6 Komplementsystem

Aber auch humorale Bestandteile, beispielweise das Komplementsystem, zahlen zum ange-
borenen Immunsystem.

Das Komplementsystem besteht aus verschiedenen miteinander interagierenden Plasmapro-
teinen, die zum einen fahig sind, Pathogene zu opsonieren, sodass diese durch phagozy-
tierende Zellen erkannt und aufgenommen werden kénnen. Zum anderen kénnen die Kom-
plementproteine polymerisieren und einen Membranangriffskomplex (membrane attack com-
plex, MAC) bilden, der in der Lage ist, Poren in Zellmembranen von Pathogenen zu bilden
und somit die Lyse der Zielzelle einzuleiten (Zipfel 2009). Des Weiteren kénnen einige Kom-
plementfragmente (C3a, C4a und C5a) eine Entziindungsreaktion auslésen. Die Komple-
mentkaskade, an deren Ende der MAC steht, kann auf drei verschiedenen Wegen aktiviert
werden, den klassischen Weg, den alternativen- und den Lektinweg. Alle drei Wege kdnnen
allein durch Komponenten des angeborenen Immunsystems ausgeldst werden und funktio-
nieren unabhangig von Antikdrpern (Zipfel 2009). Zudem gibt es in den Alveolen einige I6sli-
che antimikrobielle Produkte, die die Abwehr lokal unterstutzen. Hierzu gehéren Transferrin,

Lactoferrin, Lysozym, C-reaktives Protein und Surfactant (Zhang et al. 2000).

2.1.2.7 Zellulare Immunitat des erworbenen Immunsystems

Das angeborene Immunsystem ist eng mit dem erworbenen Immunsystem vernetzt. So wer-
den durch Makrophagen und dendritische Zellen spezifische Antigene an Oberflachenrezep-
toren von B- und T-Lymphozyten prasentiert, die sich infolge dessen weiter differenzieren
(Chaplin 2010). Des Weiteren werden Zytokine sezerniert, die ebenfalls zur Proliferation der

Lymphozyten beitragen.
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Antikorper werden von zu Plasmazellen ausdifferenzierten B-Lymphozyten gebildet und aus-
geschuttet. Vor allem Immunglobulin A (IgA) spielt in der mukosalen Immunitat der Lunge
eine entscheidende Rolle. Es kann die Anhaftung von Antigenen verhindern (Zhang et al.
2000).

T-Lymphozyten werden aufgrund ihrer unterschiedlichen Eigenschaften in verschiedene Ty-
pen unterteilt, die man als T-Helferzellen, zytotoxische T-Zellen, regulatorische T-Zellen so-
wie T-Gedachtniszellen bezeichnet (Murphy et al. 2009). T-Helferzellen sezernieren ver-
schiedene Zytokine und kénnen sowohl an der zellvermittelten als auch an der humoralen
Immunantwort durch Stimulierung von Plasmazellen beteiligt sein. Im Gegensatz dazu er-
kennen zytotoxische T-Zellen vorrangig virusinfizierte Zellen, in denen sie Uber Signalwege
Apoptose auslésen. Regulatorische T-Zellen bilden eine weitere Untergruppe der Helfer T-
Zellen. Sie sind in der Lage sowohl aktivierte T- und B-Zellen als auch Antigen-
prasentierende Zellen in ihren Effektorfunktionen zu inhibieren. Durch die Inhibition von auto-
reaktiven T- und B-Zellen spielen sie eine malRgebliche Rolle in der Aufrechterhaltung der
(Selbst)-Toleranz. Sie konnen aber auch klassische pathogen-spezifische T- und B-
Zellantworten unterdriicken, somit kann eine Uberschielende Kontrolle durch regulatorische
T-Zellen zu einer verminderten Immunantwort und einer Ausbreitung von Pathogenen flhren
(Belkaid 2007).

Eine andere Population von T-Lymphozyten bildet zusammen mit Plasmazellen Gedachtnis-
zellen aus, die bei erneutem Kontakt mit demselben Antigen wieder aktiviert werden und so
zu einer deutlich schnelleren Immunantwort fuhren. Eine effektive Abwehr von Pathogenen
resultiert demnach aus der strukturierten Zusammenarbeit von angeborenem und erworbe-
nem Immunsystem (Murphy et al. 2009).

Eine besondere Stellung nimmt das bronchienassoziierte lymphatische Gewebe (bronchial
associated lymphoid tissue, BALT) ein (Bienenstock 1980). Auch wenn BALT in Lungen ge-
sunder Menschen nicht anzufinden ist, so kann es unter bestimmten Voraussetzungen gebil-
det werden und eine Rolle in der Infektabwehr spielen (Pabst 1992). Es befindet sich vorwie-
gend in der Schleimhaut an den Aufzweigungen der Bronchien und Bronchiolen. Tango et al.
konnten in der Maus das Vorhandensein von modifizierten Epithelzellen, den microfold cells
(M-Zellen) belegen, die das BALT bedecken (Tango et al. 2000). M-Zellen sind in der Lage,
Pathogene uber ihre apikale Membran via Endozytose aufzunehmen, durch die Zellen zu
transportieren und anschlie3end an ihrer basalen Membran den Zellen des spezifischen Im-
munsystems zu prasentieren (Tango et al. 2000). So kommen B- und T-Lymphozyten des
BALT in den direkten Kontakt mit eingeatmeten Partikeln. Weiterhin werden von den Plas-
mazellen der Schleimhaut (B-Lymphozyten) Immunglobuline sezerniert, welche unter ande-
rem das Anheften von Pathogenen an die Oberflache der luftleitenden Wege verhindern sol-
len (Zhang et al. 2000).
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2.1.2.8 Zytokine (Interleukin-1 beta, Interleukin-6 und das keratinocyte-derived
chemokine)
Zytokine sind I6sliche niedermolekulare (20-30 kD) Glykoproteine, die sowohl von Zellen des
angeborenen als auch des erworbenen Immunsystems, aber auch von einer Vielzahl weite-
rer Zellen gebildet und sezerniert werden. Sie nutzen Signaltransduktionswege Uber extra-
zellulare Rezeptoren und wirken aktivierend oder hemmend auf ihre jeweiligen Zielzellen
(Turner et al. 2014). Dabei vermitteln sie ihre Wirkung sowohl autokrin auf die produzierende
Zelle selbst als auch parakrin auf benachbarte Zellen oder endokrin tber die Blutgefalle auf
weiter entfernte Zellen. In dieser Arbeit wurden die Zytokine Interleukin-1 beta (IL-1B), Inter-
leukin-6 (IL-6) sowie das keratinocyte-derived chemokine (KC) in der bronchoalveolaren La-
vageflissigkeit (BALF), im Blut sowie in Uberstdnden humaner Lungenproben bestimmt,
sodass hier auf diese fokussiert werden soll.
Das groRtenteils von Makrophagen gebildete IL-1B wird zunachst als inaktives Vorlauferpro-
tein synthetisiert und liegt dann im Zytosol und auch in Lysosomen gespeichert vor. Durch
eine Kalzium-abhangige Aktivierung des Inflammasoms kommt es zur Abspaltung des akti-
ven IL-13 aus seinem Vorlauferprotein (pro-IL-18) und zu dessen Freisetzung. Die Spaltung
des IL-1p erfolgt am NLRP3-Inflammasom (NOD-/ike receptor family, pyrin domain contain-
ing 3) einem zytosolischen Proteinkomplex, der aus NLRP3 (NALP3), Caspase-1 und ASC
(apoptosis-associated speck-like protein containing a caspase recruitment domain) besteht
(Opitz et al. 2010). Durch die Erkennung von PAMP durch das Inflammasom kommt es zur
Aktivierung der Caspase-1, die wiederum fir die Spaltung des inaktiven pro-IL-13 verant-
wortlich ist (Mariathasan und Monack 2007). Witzenrath et al. konnten zudem zeigen, dass
das NLRP3 Inflammasom auch fur die Aufrechterhaltung der alveolokapillaren Barrierefunk-
tion von Bedeutung ist (Witzenrath et al. 2011). Darliber hinaus gibt es noch weitere Inflam-
masom-Komplexe, die meist aus einem NLR, dem Adaptermolekil ASC und Caspase-1 be-
stehen und unterschiedliche PAMP erkennen. Fir die Produktion des Zytokins IL-1B sind
demnach zwei Stimuli notwendig: Einerseits eine NF-kxB-abhangige Bildung des pro-IL-18,
andererseits eine Caspase-1-abhangige Spaltung der inaktiven Vorlauferstufe am Inflamma-
som (Opitz et al. 2010). IL-13 wirkt Gber die Interleukin-1 Rezeptoren und induziert bei-
spielsweise in Endothelzellen Gber NF-xB die Synthese von Cyclooxygenase-2 und damit die
Bildung von Prostaglandin E2 sowie die Produktion der Zytokine IL-6, Interferon-gamma
(INF-y) und Tumornekrosefaktor alpha (TNF-a), die anschlieBend aus Makrophagen freige-
setzt werden. Zudem stimuliert IL-1p die Einwanderung von neutrophilen Granulozyten und
Lymphozyten aus dem Blut ins Gewebe (Dinarello 2009).
Das Zytokin IL-6 kann von vielen verschiedenen Zelltypen synthetisiert werden, darunter

Makrophagen, Lymphozyten, Endothelzellen, Mastzellen und Fibroblasten. Hauptsachlich
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wird es jedoch auf einen extrazellularen Stimulus hin von Makrophagen gebildet. Es stimu-
liert die Bildung von Akute-Phase-Proteinen in der Leber und die Einleitung einer adaptiven
Immunantwort mittels Aktivierung von T-Lymphozyten und Differenzierung von B-
Lymphozyten (Delclaux und Azoulay 2003). Daneben sorgt es im Knochenmark fur das
Wachstum von hamatopoetischen Vorlauferzellen (van Snick 1990). Des Weiteren konnte in
Patienten mit Sepsis eine Korrelation von IL-6 Plasmaspiegeln mit dem Schweregrad der
Erkrankung gezeigt werden (Damas et al. 1992). In der Neonatologie scheint sich IL-6 in
Kombination mit C-reaktivem Protein als Biomarker in der Erkennung von bakteriellen Infek-
tionen zu eignen (Doellner et al. 1998).

Im Gegensatz zu IL-1p und IL-6 wird das Zytokin IL-8 zu der Untergruppe der Chemokine
gezahlt (Turner et al. 2014). Chemokine sind eine groRe Gruppe von Zytokinen, die
chemotaktisch aktiv sind. Chemokine sind folglich in der Lage, Immunzellen entlang eines
Konzentrationsgradienten in Richtung der hdéchsten Chemokinkonzentration migrieren zu
lassen (Chemotaxis) (Fernandez und Lolis 2002). Auch bei der Auswanderung von Lympho-
zyten aus dem Blut spielen Chemokine eine Rolle. Bei Nagetieren fehlt ein direktes Pendant
zum Chemokin IL-8. Allerdings scheinen unter anderem die Zytokine KC und das macropha-
ge inflammatory protein-2 (MIP-2) funktionell die Aufgaben von IL-8 zu Ubernehmen, zu de-
nen unter anderem die Aktivierung und Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten via
Chemotaxis zahlen (Hol et al. 2010; James et al. 1995). KC wird vor allem von Alveolarmak-

rophagen und Epithelzellen gebildet (Huang et al. 1992).

2.2 Die ambulant erworbene Pneumonie des Menschen

2.2.1 Definition

Bei einer Pneumonie handelt es sich um eine durch Viren, Bakterien oder Pilze ausgeldste
Infektion des Lungengewebes. Diese kann akut oder chronisch verlaufen und sich als in-
terstitielle oder alveolare Pneumonie auf verschiedene Bereiche der Lunge beziehen. Kenn-
zeichnend fur die Entzindung ist eine Verdichtung des Gewebes durch Zellinfiltrate und
Exsudate. Daraus resultiert eine Verminderung der Gasaustauschflache der Lunge (McGavin
und Zachary 2009).
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2.2.2 Epidemiologie und Einteilung

Nach Angaben des statistischen Bundesamts sind in Deutschland 2012 rund 18 000 Patien-
ten an einer Pneumonie verstorben. Somit rangiert die Pneumonie auf Platz 10 der haufigs-
ten Todesursachen in Deutschland (Statistisches Bundesamt (Destatis) 2013b). Diese Zahl
ist seit 1980 relativ stabil geblieben. Auch weltweit gesehen ist die Pneumonie eine der be-
deutendsten Infektionserkrankungen mit hoher Morbiditat und Mortalitat. Dabei sind beson-
ders Kinder zwischen 0 und 5 Jahren sowie Erwachsene Uber 70 Jahren betroffen (Welte
und Kohnlein 2009).

Die ambulant erworbene Pneumonie bezeichnet dabei all jene Lungenentzindungen des
immunkompetenten Menschen, deren auslésendes Agens nicht im Krankenhaus aufge-
nommen wurde und die ambulant oder innerhalb der ersten 48 Stunden wahrend eines
Krankenhausaufenthalts diagnostiziert wurden. Ist aus klinischer Sicht, gestltzt durch die
Anwendung entsprechender Risikoscores (CRB-65, modifizierter ATS score) (Hoffken et al.
2009) die Aufnahme auf eine Intensivstation notwendig, spricht man von einer schweren
ambulant erworbenen Pneumonie (sCAP) (Mandell et al. 2007).

Im Gegensatz dazu spricht man von einer nosokomialen Pneumonie (hospital-aquired
pneumonia; HAP), wenn diese sich 48 Stunden nach Aufnahme in ein Krankenhaus entwi-
ckelt. Neben der ambulant erworbenen und der nosokomialen Pneumonie gibt es weiterhin
die Lungenentziindung des beatmeten Patienten (ventilator-associated pneumonia; VAP),
die per definitionem friihestens 48 - 72 Stunden nach einer endotrachealen Intubation zu

diagnostizieren ist (Dalhoff et al. 2012).

Laut des deutschen Kompetenznetzwerks CAPNETZ (german network for community-
acquired pneumonia) wurden in den Jahren 2005 und 2006 insgesamt 388 406 Patienten mit
einer CAP stationar aufgenommen und behandelt. Dies entsprach einer Inzidenz von 2,75
Fallen im Jahr 2005 bzw. 2,96 Fallen im Jahr 2006 pro 1 000 Einwohnern (Ewig et al. 2009).
Besonders im hohen Alter (>70 Jahre) nahm die Inzidenz und auch die Letalitdt der Erkran-
kung zu. Dabei wurden die ambulant behandelten Falle nicht bertcksichtigt (Ewig et al.
2009; Pletz et al. 2011). Mdgliche pradisponierende Risikofaktoren sind beispielsweise eine
vorhergehende Antibiotikatherapie (in den letzten 3 Monaten), das Bewohnen eines Pflege-
heims, sowie chronische internistische (Herzinsuffizienz, Leberzirrhose, terminale Nierenin-
suffizienz) oder neurologische Begleiterkrankungen (Schlaganfall) (Hoffken et al. 2009).

Neben dem individuellen Gesundheitsaspekt ist auch der groRe dkonomische Faktor der
Pneumonie zu berlcksichtigen (Welte et al. 2012). Ott et al. stellten in zwei prospektiven

Studien dar, dass fur eine Pneumoniebehandlung im Schnitt ungeféahr 1 284 Euro pro Patient
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veranschlagt werden missen. Diese Zahl erhéhte sich auf 2 200 Euro bei Berlcksichtigung
von Patienten mit Therapieversagen. Jahrlich fielen so laut Ott et al. allein in Europa Kosten
von 10 Milliarden Euro an (Ott et al. 2012).

2.2.3 Erreger und Therapie

Bakterielle Erreger sind die Hauptverursacher der CAP (Pletz et al. 2011). Streptococcus
pneumoniae ist der mit Abstand am haufigsten nachgewiesene Erreger in der CAP weltweit
und fuhrt haufig zum Tod der Pneumoniepatienten (File 2004). Nur etwa 12 % aller ambulant
erworbenen Pneumonien werden hingegen durch Viren hervorgerufen. Hiervon sind Kinder
und immunsupprimierte Menschen vorrangig betroffen. Neben respiratorischen Viren wie
Influenza-, Rhino- und Adenoviren finden sich dann auch Herpesviren. Von besonderer klini-
scher Relevanz sind sekundare bakterielle Pneumonien, die sich wahrend oder nach einer
Influenza-Infektion entwickeln (van der Sluijs et al. 2010).

Nicht immer ist es moglich, durch Analysen des Blutes oder des Sputums den bzw. die aus-
|I6senden Erreger ausfindig zu machen. In Studien des CAPNETZ konnten in 40 % aller Falle
die verantwortlichen Pathogene diagnostiziert werden (Welte und Kdhnlein 2009). Neben
Pneumokokken werden auch andere Pneumonieerreger wie Haemophilus influenzae,
Clamydophila pneumoniae und Mycoplasma pneumoniae nachgewiesen (Welte und Kéhn-
lein 2009). Allerdings findet man diese bei weitem nicht so haufig wie Streptococcus pneu-
moniae. Dagegen findet man bei bakteriell bedingten HAP vorrangig Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli sowie Klebsiella spp (Kieninger und Lipsett
2009).

Dieses Erregerspektrum und dessen Gewichtung muss bei der Auswahl der initialen kalku-
lierten Antibiotikatherapie einbezogen werden. Dazu werden hauptsachlich f-Laktame, Mak-
rolide und Fluorchinolone eingesetzt (Hoffken et al. 2009).

Trotz spezifischer Antibiotikatherapien ist die Mortalitat vor allem bei Patienten mit einer
sCAP mit 23 — 50 % hoch (Rodriguez et al. 2009). Rodriguez et al. untersuchten Patienten
auf Intensivstationen, welche an einer schweren ambulant erworbenen Pneumonie litten. In
ihre Observationen nahmen sie dabei nur Patienten auf, welche immunkompetent waren, an
einer bewiesenen bakteriellen Pneumonie litten und eine Initialtherapie mit einem retrospek-
tiv resistenzgerechten Antibiotikum erhalten hatten. Es zeigte sich, dass die Mortalitat der
untersuchten Studiengruppe ungeachtet suffizienter antibiotischer Behandlung bei 23 % lag
(Rodriguez et al. 2009). Ein Grund fur dieses Therapieversagen konnte in der unkontrollier-
ten Aktivierung des Immunsystems und der damit verbundenen Entstehung von ARDS, Sep-

sis und Multiorganversagen liegen (Matthay und Zimmerman 2005). Im Verlaufe einer Infek-
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tion kann es durch massive unkontrollierte Ausschittung von Entziindungsmediatoren zur
Schadigung der Alveolarepithelzellen und Gefallendothelien kommen, und damit zur Beein-
trachtigung der alveolokapillaren Barrierefunktion (Hippenstiel und Suttorp 2003; Mdaller-
Redetzky et al. 2014).

2.2.4 Acute Respiratory Distress Syndrome

Ursachlich fur das Entstehen des Acute Respiratory Distress Syndrome (ARDS) sind unter
anderem komplizierte Pneumonieverlaufe, (pneumogene) Sepsis, Polytrauma, Lungenkon-
tusion, Fettembolie, Magensaftaspiration oder Schock (Leaver und Evans 2007). Die hau-
figste Ursache des ARDS ist die Pneumonie (Bersten et al. 2002; Esteban et al. 2004).

Ein Zusammenschluss aus internationalen Experten der European Society of Intensive Care
Medicine, der American Thoracic Society und der Society of Critical Care Medicine veroffent-
lichte im Jahr 2012 mit der Berlin-Definition eine Uberarbeitete Definition des ARDS. Dabei
wurden unter anderem die Schwere der Hypoxamie und die Oxygenierung des beatmeten
Patienten berlcksichtigt. Ferner entfiel die Bezeichnung des acute lung injury (ALI) fur die
milde Form des ARDS. Nach neuer Definition handelt es sich bei einem Quotienten von arte-
riellem Sauerstoffpartialdruck (PaO,)/ inspiratorischer Sauerstoffkonzentration (FiO,) = 201 —
300 mmHg, bei einem positiven endexpiratorischen Druck (PEEP) =2 5 cm H,O um ein mildes
ARDS. Ein moderates ARDS liegt bei einem PaO,/FiO, = 101 — 200 mmHg und einem PEEP
= 5 cm H,O vor, und ein schweres ARDS bei einem PaO,/FiO, < 100 mmHg und einem
PEEP = 5 cm H,O (ARDS Definition Task Force et al. 2012). Weiterhin muss per definitio-
nem ein akuter Beginn (innerhalb einer Woche) vorliegen. Die Rontgenaufnahme oder Com-
putertomographie des Thorax muss bilaterale Verdichtungen aufweisen und ein kardiogenes
Odem ist beispielsweise mittels Echokardiographie auszuschlieRen. Die Durchfiihrung einer
Rechtsherzkatheteruntersuchung ist nicht mehr obligat (ARDS Definition Task Force et al.
2012). Ein zentraler Pathomechanismus des akuten Lungenversagens ist die pulmonalvas-
kuldre Permeabilitatserhéhung an der alveolokapillaren Barriere und das daraus resultieren-
de proteinreiche Lungenédem. Die alveolokapillare Membran besteht aus dem Kapilla-
rendothel und den Alveolarepithelzellen, die aus den Pneumozyten Typ | (Deckzellen) und
Typ Il (Nischenzellen) bestehen. Die anfalligeren Typ | Zellen machen bis zu 90 % der Alveo-
laroberflache aus, wahrend die resistenteren Typ Il Zellen die restlichen 10 % einnehmen.
Wahrend die Typ | Zellen vorrangig fur die Aufrechterhaltung der alveolokapillaren Barriere
sorgen und arm an Zellorganellen sind, bilden die Typ Il Pneumozyten Surfactant, sind fur
den lonen-Transport zustadndig und kdnnen sich in Typ | Zellen differenzieren (Ware und

Matthay 2000). Die Basallaminae des Kapillarendothels und der Pneumozyten sind fest mit-
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einander verbunden. Mediatoren, die wahrend der Pneumonie freigesetzt werden, kénnen
direkt die vaskulare Permeabilitdt erhéhen. Dazu gehdren unter anderem IL-1p (Frank et al.
2007), IL-6, IL-8 und TNF-a. Neutrophile Granulozyten kénnen reaktive Sauerstoffverbin-
dungen, Proteasen und andere proinflammatorische Mediatoren freisetzen, welche die Lun-
genschadigung weiter verstarken (Mizgerd 2008). Zudem kénnen im Alveolarraum bakteriel-
le Produkte und Toxine die alveolokapillare Membran lokal weiter schadigen und somit zu
einer erhdhten pulmonalen Permeabilitat fihren. Es bilden sich durch auseinanderweichende
Endothelzellen Spalten zwischen den Zellen (Miller-Redetzky et al. 2014; Schnittler et al.
1990). Die alveolare Fliissigkeitsclearance sorgt als aktiver Prozess (ATP-abhangige Na*/K’-
Pumpe) in der gesunden Lunge fur ein Gleichgewicht zwischen Flissigkeitsresorption und —
filtration (Bein und Pfeifer 2010). Ist die endotheliale Barrierefunktion gestort, kommt es zum
Austritt von Flussigkeit, Zellen und Proteinen in das Lungengewebe, sodass ein proteinrei-
ches Odem im Interstitium und im Alveolarraum entsteht. Durch das Odem werden die Zellen
weiter geschadigt und es kommt unter anderem zur verminderten Bildung und Inaktivierung
von Surfactant. Zudem wird durch die Zerstérung der Pneumozyten Typ Il der Abtransport
der Odemfliissigkeit kompromittiert (Ware und Matthay 2000). Die beschrieben Veranderun-
gen koénnen letztendlich in einer relevanten Diffusionsstérung und daraus resultierender Hy-

poxamie munden, die dazu flhrt, dass der Patient beatmet werden muss.

2.2.5 Sepsis

Die Immunantwort infolge einer Infektion in der Lunge lauft zunachst lokal und kontrolliert ab.
Je nach Schwere der Infektion kann auch eine systemische Komponente hinzukommen.
Entsteht dabei allerdings ein Ungleichgewicht zwischen pro- und antiinflammatorischen Me-
chanismen und Mediatoren, kann eine generalisierte systemische Hyperinflammation die
Folge sein (Sagy et al. 2013). Abhangig von Faktoren des Pathogens und des Wirtes resul-
tiert so eine Sepsis, die in einen septischen Schock miinden kann. Letztendlich kénnen diese
Vorgange ein Multiorganversagen (multi organ dysfunction syndrom MODS) hervorrufen
(Annane et al. 2005). Neben einer effektiven antimikrobiellen Therapie, die das korpereigene
Immunsystem unterstitzt, spielt demnach die pulmonale und systemische Entziindungsreak-
tion eine entscheidende Rolle fur das Ausmal und den Verlauf der Pneumonie. Immunmo-
dulation zusatzlich zu einer effektiven antimikrobiellen Therapie kénnte hier unterstiitzend
eingreifen. Aus diesem Grund ware es winschenswert, Substanzen zu identifizieren, die
neben antimikrobiellen Eigenschaften auch tUber eine immunmodulierende Komponente ver-

fugen.



16 Literaturtbersicht

2.3 Streptococcus pneumoniae

Die Mitglieder der Gattung Streptococcus kennzeichnet ihre kugelférmige bis ovale Form,
das grampositive Farbeverhalten sowie ihre Eigenschaft, sich paarweise als Diplokokken
oder, vor allem in Flissignahrmedium, in Ketten anzuordnen (Hahn et al. 2009; Selbitz et al.
2011). Streptokokken bilden keine Sporen, sind unbegeifelt und damit unbeweglich. Durch
ihre Fahigkeit zur Milchsauregarung werden Streptokokken der Ordnung der Lactobacillales
zugerechnet. Optimale Wachstumsbedingungen finden die fakultativen Anaerobier bei 5 %
CO; und 37 °C (Hahn et al. 2009; Selbitz et al. 2011). Auf bluthaltigen Nahrmedien bildet
Streptococcus pneumoniae durch die Reduktion von Hamoglobin zu Methamoglobin mittels
Wasserstoffperoxid eine vergriinende alpha-Hamolyse aus (Hahn et al. 2009; Selbitz et al.
2011).

Des Weiteren wird die Gattung Streptococcus taxonomisch zur Familie der Streptococ-
caceae gezahlt, der wiederum eine Vielzahl an unterschiedlichen Streptococcus Spezies
angehoren (Hahn et al. 2009). Zu diesen Spezies zahlt auch der haufigste Erreger der ambu-
lant erworbenen Pneumonie Streptococcus pneumoniae. Erstmals 1881 zeitgleich in den
USA von George Sternberg und in Frankreich von Louis Pasteur als eigene Spezies inner-
halb der Streptokokken beschrieben, werden derzeit je nach Literaturquelle bis zu 91
Pneumokokken-Serotypen unterschieden (AlonsoDeVelasco et al. 1995; Kadioglu et al.
2008). Dabei gibt es bekapselte und unbekapselte Stamme. Lediglich 23 der tUber 90 ver-
schiedenen Serotypen sind Verursacher der durch Pneumokokken hervorgerufenen Erkran-
kungen (Pletz 2005).

Mithilfe der als C-Substanz bezeichneten zellwandstandigen Polysaccharide oder Lip-
oteichonsaure kdnnen die verschiedenen Streptokokken Spezies in die etablierten Lancefiel-
dgruppen A-V eingeteilt werden (Lancefield 1928). Die Zuordnung von gruppenspezifischen
Antigenen erfolgt dabei mittels Latexagglutinationstest oder Prazipitationsreaktionen. Im Ge-
gensatz zu anderen Vertretern der Gattung Streptococcus besitzt S. pneumoniae keine C-
Substanz, sodass eine Zuordnung zu den Lancefieldgruppen nicht moglich ist (Hahn et al.
2009; Selbitz et al. 2011). Vielmehr erfolgt die Unterscheidung von S. pneumoniae in die
einzelnen Serotypen anhand ihrer Kapselpolysaccharide (Danische Nomenklatur). Hierzu
kann man die Kapselquellungsreaktion von Neufeld heranziehen, bei der eine Agglutination
mit Antiseren durchgefuhrt wird (Neufeld 1902).

Pneumokokken kommen naturlicherweise im menschlichen Nasopharynx vor und kolonisie-
ren die Schleimhdute des oberen Atemtrakts meist asymptomatisch bei circa 50 % aller Kin-
der und 5 % aller Erwachsenen (Pletz 2005). Durch Tropfcheninfektion kommt es zu einer

Ubertragung von S. pneumoniae von Mensch zu Mensch (Kadioglu et al. 2008). Geférdert
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durch Stérung der lokalen und/oder systemischen Immunfunktion, beispielsweise durch eine
vorausgegangene Virusinfektion, kénnen die Pneumokokken ausgehend vom Nasopharynx
die Nasennebenhohlen und auch das Innenohr besiedeln. Es entstehen so lokale Infektio-
nen, wie Sinusitis und Ofitis media (Donkor 2013). Kommt es durch Aspiration oder Inhalati-
on zur Verschleppung der Erreger in den unteren Respirationstrakt kann eine Lobarpneumo-
nie die Folge sein. Ausgelost durch starke Vermehrung der Bakterien und der damit eintre-
tenden Nahrstoffknappheit kann es zu einer erhéhten Autolyse der Bakterienzellen kommen,
sodass in kurzer Zeit sehr viele Virulenzfaktoren auf einmal frei werden. Die dadurch hervor-
gerufenen Entziindungsreaktionen bedingen eine starke Schadigung des Lungengewebes.
Breitet sich die zunachst lobar begrenzte Pneumonie weiter aus, kann es zur Entstehung
eines ARDS kommen. Durch die Uberwindung der alveolokapillaren Barriere kommt es zur
Verschleppung der Pneumokokken Gber das Blut in andere Organsysteme (Miller-Redetzky
et al. 2012). Gelangen die Erreger in den Pleuraspalt kann ein Empyem entstehen, welches
eine haufige Komplikation der Pneumokokkenpneumonie darstellt. Nach Uberwindung der
Blut-Hirn-Schranke kann eine bakterielle Meningitis hervorgerufen werden, die beim erwach-
senen Menschen haufig auf eine Pneumokokkeninfektion zurickzufuhren ist (Donkor 2013).
Bei weiterem Fortschreiten der Erkrankung konnen Perikarditis, Endokarditis und hamolyti-
sche Anamie den Krankheitsverlauf verkomplizieren und zur Erhéhung der Mortalitatsraten

beitragen.

2.3.1 Virulenzfaktoren

2.3.1.1 Kapsel

Die Polysaccharidkapsel dient den Pneumokokken als wichtiger Virulenzfaktor. So ist die
Virulenz bekapselter Stdamme um einiges hoher als jene der unbekapselten. Die Polysaccha-
ride der Kapsel verhindern eine Opsonierung der Pneumokokken durch den Bestandteil C3b
des Komplementsystems (Mitchell und Mitchell 2010) und damit die Einleitung des alternati-
ven Weges der Komplementaktivierung (Fine 1975), sodass eine gezielte Phagozytose
durch Zellen des Immunsystems erschwert ist.

Einige Serotypen zeigen des Weiteren eine Phasenvariation in der Expression ihrer Kapsel.
Dies bedeutet, dass diese Erreger in der Lage sind, ihre Erscheinungsform so zu andern,
dass eine bessere Anheftung des Bakteriums an Zellen des Wirtes mdglich ist, oder aber
eine hohere Virulenz erreicht wird. Hammerschmidt et al. konnten in einer elektronenmikro-

skopischen Studie zeigen, dass im Infektionsverlauf Pneumokokken ohne direkten Kontakt
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zu Endo- oder Epithelzellen des Lungengewebes eine deutlich starkere Kapsel aufwiesen als
jene Bakterien, die in direktem Kontakt mit den Zellen standen (Hammerschmidt et al. 2005).
Zudem macht es die Kapsel den Bakterien mdglich, sich dem Abtransport aus den Atemwe-
gen durch den Mukus zu entziehen, da die negativ geladene Kapsel nicht am Mukus haften
bleibt (Nelson et al. 2006).

2.3.1.2 Pneumolysin

Ein essentieller Virulenzfaktor der Pneumokokken, der von allen klinischen Isolaten expri-
miert wird, ist das Pneumolysin (Mitchell und Mitchell 2010). Pneumolysin ist ein 53 kDa gro-
Res thiol-aktiviertes Toxin und befindet sich im Zytoplasma des Bakteriums. Es wird beim
Wachstumsprozess oder bei der Autolysin (LytA) vermittelten Autolyse der Bakterien freige-
setzt (Jedrzejas 2001, Paton et al. 1993). Wird die stationdre Wachstumsphase der
Pneumokokken, beispielsweise infolge einer Antibiotikabehandlung erreicht, kommt es zur
Lyse der Bakterienzelle und zytosolische Proteine kdnnen aus dem Inneren austreten. Bala-
chandran et al. konnten allerdings eine LytA unabhangige Freisetzung des Pneumolysins
zeigen (Balachandran et al. 2001).

Uber eine Cholesterol vermittelte Bindung an die Wirtszelle kommt es durch Pneumolysin zur
Bildung von Transmembranporen und infolge dessen zur Lyse der Wirtszelle (Jedrzejas
2001). Seine zytotoxische Aktivitat wirkt sich auch auf das Flimmerepithel aus, indem der
Zillienschlag reduziert wird (Steinfort et al. 1989). Dadurch kann der produzierte Mukus nicht
mehr effektiv abtransportiert werden und die Bakterien breiten sich aus. Zudem schadigt
Pneumolysin die alveolokapillare Barrierefunktion. Das durch den FlUssigkeitsaustritt ent-
standene, eiweildreiche Alveolarodem konnte als idealer Nahrboden flir die weitere Vermeh-
rung der Bakterien dienen. Pneumolysin unterstitzt demnach die Replikation der Pneumo-
kokken in den Alveolen sowie die weitere Ausbreitung der Bakterien in die Lunge und Gefa-
Re (Rubins et al. 1995). Pneumolysin kann in sublytischen Konzentrationen tber eine Stimu-
lierung von Monozyten und der damit verbundenen Freisetzung von TNF-a und IL-13 auch
proinflammatorisch wirken (Houldsworth et al. 1994). Auch fir die Immunantwort bei einer
Infektion mit S. pneumoniae spielt das Toxin eine entscheidende Rolle (Paton et al. 1993).
Es kann den klassischen Komplementweg aktivieren und wird moglicherweise durch NLRP-3
und durch TLR-4 erkannt (Malley et al. 2003; Witzenrath et al. 2011). Des Weiteren konnten
Witzenrath et al. zeigen, dass Pneumolysin zu einem Anstieg der Konzentration des platt-
chen-aktivierenden Faktors (PAF) in der Lunge von Mausen fuhrt. Damit verbunden ist eine
akute pulmonale Hypertonie und mikrovaskulare Schrankenstérung, die beide kennzeich-
nend fur das ARDS sind (Witzenrath et al. 2007).
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2.3.1.3 Cholinbindungsproteine

Wie bei allen grampositiven Bakterien enthalt die Peptidoglykanschicht der Zellwand von S.
pneumoniae Teichon- und Lipoteichonsauren. Diese beinhalten eine wichtige Bindungsstelle
fur Proteine, das Phosphorylcholin (Jedrzejas 2001). Zu den Cholinbindungsproteinen zahlen
weitere wichtige Virulenzfaktoren wie die pneumococcal surface Proteine A (PspA) und C
(PspC auch CbpA genannt) sowie das LytA. So scheinen PspA und PspC eine wichtige Rol-
le in der Kolonisierung des Nasopharynx und der Adhdrenz des Bakteriums an Lun-
genepithezellen zu spielen (Balachandran et al. 2002). Neben der Fahigkeit Proteine zu bin-
den, kann das Phosphorylcholin mit dem Rezeptor fir den PAF, der sich auf Endothelzellen
befindet, interagieren (Cundell et al. 1995). Nach Assoziation an diesen Rezeptor, erfolgt die
Aufnahme des Bakterien-Rezeptor-Komplexes via Endozytose in die Endothelzelle. Dieser
Vorgang ist vermutlich auf durch Inflammation aktivierte Zellen beschrankt und lediglich der
transparente Phanotyp ist aufgrund seiner Oberflachenstruktur in der Lage, an den PAF-
Rezeptor zu binden (Cundell et al. 1995). Vom Inneren der Zellen aus kdnnen die Bakterien
in die Blutgefalie transmigrieren, sich mit dem Blutstrom in andere Organe ausbreiten, diese
infizieren und so beispielsweise zu Meningitis fuhren (Ring et al. 1998).

Des Weiteren sind Enzyme wie Neuraminidase und Hyaluronidase an die Zellwand assozi-
iert. Mit Hilfe der Hyaluronidase sind Pneumokokken in der Lage Hyaluronsaure, einen wich-
tigen Bestandteil der extrazellularen Matrix, abzubauen. Dies ermdglicht es den Pneumokok-
ken leichter ins Gewebe einzudringen. Einige Autoren vermuten weiterhin, dass der Abbau
der Hyaluronsaure den Ubertritt der Kokken zwischen verschiedenen Geweben erleichtert
und auch eine Rolle in der inflammatorischen Antwort in der Lunge spielen kdnnte (Boulnois
1992; Mitchell und Mitchell 2010; Paton et al. 1993).

2.3.2 Resistenzsituation

In den letzten 20 Jahren hat die Anzahl antibiotikaresistenter Pneumokokkenstamme stark
zugenommen. Auch wenn in Deutschland im Vergleich zu anderen europaischen Landern
der Anteil an Penicillin-resistenten Pneumokokken mit ungeféahr 6 % sehr niedrig ist (Grie-
chenland ca. 57 %, Frankreich ca. 49 %, Spanien ca. 40 %) (Woodhead 2009), so liegt die
klinisch bedeutsamere Makrolidresistenz mit 15 % im relevanten Bereich (Imohl et al. 2010;
Reinert et al. 2002).

Streptococcus pneumoniae besitzt keine Betalaktamasen. Durch die Expression von modifi-

zierten Penicillin Bindungsproteinen (PBP) verschiedener Serotypen kommt es jedoch trotz-
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dem zur Ausbildung und Verbreitung von Resistenzen gegen -Laktam Antibiotika. Trotz der
bisherigen geringen Relevanz der B-Laktam-Resistenzen in Deutschland ist zu bemerken,
dass es in nur 8 Jahren zu einer deutlichen Steigerung der Resistenzrate von circa 2 % auf 6
% kam (Reinert et al. 2002). Auch in den letzten Jahren konnte eine leichte Zunahme der
Penicillin-resistenten Pneumokokkenstamme beobachtet werden (Iméhl et al. 2014). Dies
zeigt deutlich den dynamischen Prozess, dem die Resistenzbildung unterliegt und dass nach
alternativen und adjuvanten Therapiemdglichkeiten gesucht werden muss. Fir die Zunahme
der Resistenzraten gibt es verschiedene Ursachen. Zum einen kann ein unkontrollierter Ein-
satz von Breitbandantibiotika zur Selektion resistenter Stamme fuhren. Andererseits sind
Pneumokokken in der Lage, mithilfe von Bakteriolysinen andere, nicht kompetente Bakterien
derselben Spezies zu lysieren, sodass die Aufnahme bakterieller DNA und damit horizontaler
Genshift moglich ist (Havarstein et al. 2006). Auch der Austausch von DNA zwischen S.
pneumoniae und nah verwandten Streptokokkenspezies wie Streptococcus oralis oder
Streptococcus mitis ist moglich (Pletz 2005). S. pneumoniae hat natirlicherweise eine stark
ausgepragte Fahigkeit zur Transformation. Dies erleichtert den Austausch von Genen unter-
einander (Bondi et al. 2012). Ein weiterer Grund fur die schnelle Verbreitung von resistenten
Pneumokokkenstammen uber internationale Grenzen hinaus liegt in der gestiegenen Mobili-
tat der Menschen im Lauf der letzten Jahrzehnte. Als Beispiel hierfur sei der Penicillin- und
Makrolid-resistente Klon Spain 23F genannt, der sich von Spanien aus weltweit verbreitet hat
(Reinert et al. 2003). Es ist nicht auszuschlieflen, dass es zuklnftig zu einer Verschlechte-
rung der Resistenzlage und durch den vermehrten Einsatz neuerer Antibiotika zu Bildung
weiterer Resistenzen bis hin zu Multiresistenzen kommt. Daher sind modifizierte antimikrobi-

elle Therapieansatze winschenswert.

2.3.3 Impfung

Das zunehmende Auftreten von Resistenzen macht eine effektive Pravention der Erkrankung
besonders wichtig. Vorbeugend steht ein unkonjugierter Impfstoff gegen Pneumokokken zur
Verfugung. Dieser ist basierend auf den Kapselantigenen der Pneumokokken entwickelt
worden und beinhaltet Antigene der 23 zur Entwicklungszeit am haufigsten vorkommenden
pathogenen Serotypen (Pneumovax 23™). Die standige Impfkommission des Robert Koch
Instituts empfiehlt derzeit die Impfung mit dem polyvalenten unkonjugierten Pneumokokken-
Impfstoff als Standardimpfung bei Erwachsenen Uber 60 Jahren und bei Personen, die einer
besonderen Gefahrdung unterliegen (Robert Koch-Institut (RKI)).

Des Weiteren ist in Deutschland ein konjugierter Impfstoff zugelassen, der Antigene von 13

verschiedenen Pneumokokken Serotypen beinhaltet (Prevenar13®). Dieser ist seit Oktober
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2011 fur Erwachsene ab 50 Jahren, seit Januar 2013 fir alle Kinder (ab 6 Wochen) und Ju-
gendliche bis 17 Jahre und seit Juli 2013 fur alle Erwachsenen zugelassen. Es besteht aller-
dings die Gefahr, dass ein Einsatz einzelner Serotypen fur Impfstoffe eine Verschiebung in
Richtung der nicht integrierten Serotypen hervorruft und diese dann haufiger fur Erkrankun-
gen verantwortlich sind (Reinert 2009; Tan 2003).

2.4 Antibiotika und Immunmodulation

Trotz Bemuhungen, mithilfe geeigneter medikamentdser Therapien und Impfungen die Mor-
biditat und Mortalitdt der ambulant erworbenen Pneumonie zu senken, hat sich die Sterbera-
te in den letzten Jahren kaum verandert (Pletz 2005). Neue Therapiekonzepte, die auf einer
Modulation des Immunsystems zur Limitierung UberschieRender Immunreaktionen beruhen,
kénnten ein vielversprechender Ansatz sein.

Bereits seit Uber 20 Jahren vermutet man eine antiinflammatorische Aktivitdt von Makroliden
(Amsden 2004; Umeki 1993). Die potenziell immunmodulierende Wirkung von Makroliden
wurde in einer Vielzahl von Studien untersucht (Amsden 2004). So konnte gezeigt werden,
dass Erythromycin die Freisetzung von IL-8 und epithelial cell-derived neutrophil attractant
(ENA-789) im Blut inhibierte (Schultz et al. 2000). Des Weiteren wurde gezeigt, dass Cla-
rithromycin die LPS-induzierte IL-8 Produktion in humanen Monozyten und in THP-1 Zellen,
eine humane, leukdmische, monozytare Zelllinie, unterdriicken konnte (Kikuchi et al. 2002).
Einen Uberblick tber die Wirkung von Makroliden auf das Immunsystem bietet die Arbeit von
Kanoh und Rubin (Kanoh und Rubin 2010).

Eine retrospektive Arbeit Iasst die positive Wirkung einer additiven Makrolidtherapie auf das
bessere Uberleben von Pneumoniepatienten vermuten. Ergebnis dieser Studie war, dass die
Addition eines Makrolid-Antibiotikums zu einer Therapie mit p-Lactam Antibiotika das Uber-
leben von intubierten Patienten mit einer schweren CAP verbesserte. Urséachlich fur diese
Beobachtung schien nicht eine verbesserte antimikrobielle Aktivitat der Wirkstoffkombination
zu sein. Demnach kénnte eine immunmodulatorische bzw. antiinflammatorische Wirkung von
Makroliden vermutet werden (Martin-Loeches et al. 2010).

Neben der Ermittlung des genauen Mechanismus, der hinter der antiinflammatorischen
Funktion steckt, wurden seither weitere Substanzen gesucht, die ein adjuvantes Potenzial

auf das Immunsystem innehaben kdnnten (Tauber und Nau 2008).
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2.4.1 Fluorchinolone

Abgesehen von ihren gut untersuchten antimikrobiellen Eigenschaften scheinen Fluorchino-
lone mit einer Cyclopropylgruppe an erster Position der Chinolon-Grundstruktur einen antiin-
flammatorischen Effekt zu besitzen. Hierzu zahlen unter anderem Ciprofloxacin und Moxiflo-
xacin (Dalhoff 2005).

Fluorchinolone sind eine Untergruppe der Chinolone und gehéren damit zu den Gyra-
sehemmern. Diese wirken bakterizid bzw. in geringeren Konzentrationen teilweise auch bak-
teriostatisch, indem sie durch die Bindung an die bakterielle Gyrase zu einer Hemmung der
bakteriellen Replikation fiihren. Abbildung 1 zeigt die Grundstruktur der Chinolone (modifi-

ziert nach Andersson und MacGowan 2003).

steuert Wirkstarke; essentielles Strukturelement:
beeinflusst grampositive verantwortlich fir Bindungan
Wirkstarke Aktivitat Gyrase
R5 O
beeinflusst
Erregerstektrum A 7
und R7 Xg

Pharmakokinetik

beeinflusst
Pharmako-
kinetik; beeinflusst Wirkstérke und
Aktivitatgegen Pharmakokinetik
Anaerobier

Abbildung 1: Grundstruktur der Chinolone modifiziert nach Andersson und MacGowan
(Andersson und MacGowan 2003); X= Kohlenstoff

Nalidixinsdure wurde 1962 als erstes antimikrobiell wirksames Chinolon eher zufallig synthe-
tisiert und zur Behandlung von Harnwegsinfektionen eingesetzt (Emmerson und Jones
2003). Jedoch hatten die frihen Chinolone keine Wirksamkeit gegen gram-positive Orga-
nismen. Das Wirtsspektrum und die antimikrobielle Wirksamkeit wurden durch die Substituti-
on eines Piperazinrings an Position 7 und einem Fluoratom an Position 6 deutlich gesteigert
(Andersson und MacGowan 2003). Allerdings konnten erst zwischen 1985 und 1990 Chino-
lone entwickelt werden, die auch systemisch einen guten Nutzen versprachen. Weitere struk-
turelle Veranderungen des Chinolon-Grundgerustes trugen erheblich zur Verbesserung der
antimikrobiellen Aktivitat, vor allem gegen gram-positive Keime und zur besseren oralen Ver-
fugbarkeit bei, sodass heute eine Vielzahl an verschiedenen Molekilen patentiert sind (An-

dersson und MacGowan 2003).
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Die heute eingesetzten Fluorchinolone besitzen eine gute Bioverfligbarkeit sowie gunstige
pharmakokinetische Eigenschaften wie eine hohe Gewebegangigkeit, dariber hinaus verfi-
gen sie Uber ein breites Wirtsspektrum und haben wenig unerwunschte Arzneimittelwirkun-
gen. Moxifloxacin ist ein solches neueres Fluorchinolon und zeichnet sich durch seine Me-
thoxygruppe (8-Methoxyfluorchinolon) aus. Es wurde speziell fir die Behandlung von Atem-
wegserkrankungen entwickelt. Dabei minimiert die Methoxygruppe die Fotoreaktivitat dieser
Verbindung, die andere Chinolone, beispielsweise Clinafloxacin, Fleroxacin oder Sparfloxa-

cin, innehaben (Andersson und MacGowan 2003).

2.4.1.1 Moxifloxacin

Moxifloxacin wird heute vor allem fur die Behandlung von chronischer Bronchitis, Pneumo-
nie, Haut- und Weichteilgewebsinfektionen und zunehmend auch in der Therapie von multi-
resistenter Tuberkulose eingesetzt (Schaberg et al. 2012).

Moxifloxacin hat eine hohe Wirksamkeit gegen Bakterien, die vorrangig Infekte der Atemwe-
ge verursachen, darunter Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, Anaerobier
(Aldrige und Ashcraft 1997) und atypische Erreger wie Chlamydophila pneumoniae
(Woodcock et al. 1997). Auch gegen Pneumokokken, die B-Laktamasen (Reinert et al. 1998)
bilden oder Resistenzen gegen Makrolide oder Tetrazykline aufweisen, ist es wirksam. Des
Weiteren ist Moxifloxacin ebenfalls gegen die Infektion mit Mycobacterium tuberculosis aktiv
(Miyazaki et al. 1999; Pascual et al. 1999). Allerdings hat Moxifloxacin bedingt durch die
Veranderungen am Molekldl kaum noch eine Wirkung gegen Pseudomonas aeruginosa
(Woodcock et al. 1997). Es besitzt eine lange Halbwertszeit (12 Stunden), sodass eine ein-
malige Dosis von 400 mg taglich zur Behandlung ausreichend ist, um Konzentrationen ober-
halb der minimalen Hemmkonzentration (MHK) fur relevante Pathogene zu erreichen (Stass
et al. 1998). Moxifloxacin penetriert in phagozytierende (neutrophilen Granulozyten, Makro-
phagen) und nicht-phagozytierende Zellen (Epithelzellen). Dabei erreicht es hdhere intrazel-
lulare als extrazellulare Konzentrationen und bleibt intrazellular in neutrophilen Granulozyten
und Makrophagen auch weiterhin aktiv (Pascual et al. 1999).

Die bakterizide Wirkung des Moxifloxacins wird durch die Hemmung der bakteriellen To-
poisomerase |l (Gyrase) und IV vermittelt. Durch die Bindung an diese beiden fir die Repli-
kation, Transkription und DNA-Reparatur des Bakteriums essentiellen Enzyme, wird unter
anderem durch Induktion der SOS-Antwort der prokaryotische Zelltod eingeleitet. Die To-
poisomerase |V spielt zudem eine Rolle in der Teilung der Bakterienchromosome. Ist diese

gehemmt, tritt der Zelltod ein. Die Topoisomerasen der Eukaryoten werden durch die in der
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Klinik eingesetzten Konzentrationen der Gyrasehemmer nicht angesprochen (Emmerson und
Jones 2003).

Im Anschluss an die orale Einnahme wird Moxifloxacin fast vollstdndig aus dem Gastrointes-
tinaltrakt aufgenommen. Die Bioverfugbarkeit liegt bei Uber 85 %. Jedoch verringert sich die
Absorptionsrate bei gleichzeitiger Nahrungsaufnahme (Balfour und Wiseman 1999). Vom
Blut ausgehend, in dem es zu geringeren Anteilen als andere Fluorchinolone an Serumal-
bumin gebunden ist, verteilt sich Moxifloxacin zligig im Korper (Wise 2003). Die Eliminierung
des Medikaments erfolgt unverandert Gber Leber und Nieren ohne Beteiligung des Cy-
tochrom P 450 Metabolismus (Stass und Kubitza 2001). Jedoch Uberwiegt der hepatische
Weg, weshalb von der Einnahme von Moxifloxacin bei fulminanten Leberschaden abgeraten
wird. Zudem kann es in seltenen Fallen zu schweren Hautreaktionen kommen (Bayer Vital
GmbH MED-Information Leverkusen 2008). Weitere unerwiinschte Arzneimittelwirkungen
von Moxifloxacin sind neben gastrointestinalen Beschwerden wie Nausea und Diarrh6 zent-
ralnervése Stoérungen sowie eine mogliche Verlangerung der QT-Zeit (Oliphant und Green
2002). Zudem kann es unter Moxifloxacin wie unter anderen Fluorchinolonen zu chondroto-
xischen Effekten kommen. Des Weiteren sind Sehnenentziindungen und —rupturen vor allem
bei alteren Patienten beschrieben (Burkhardt et al. 2004; Stahlmann und Lode 2013).
Resistenzen gegen (Fluor-)Chinolone sind vor allem bedingt durch Veranderungen in der
Struktur des Zielenzyms der Topoisomerase Il und/oder IV. Dabei kann sowohl die A als
auch die B Untereinheit der Enzyme betroffen sein. Einen anderen Resistenzmechanismus
stellen Effluxpumpen dar, die die intrazellulare Konzentration der Chinolone in den Bakterien
senken kdnnen und so die Selektion resistenter Mutanten férdern, indem die MHK heraufge-
setzt wird (El Garch et al. 2010). Da Moxifloxacin beide Topoisomerase-Typen anspricht und
in einer Konzentration angewendet wird, die weit oberhalb der MHK liegt, wird die Wahr-
scheinlichkeit fur eine Resistenzbildung als gering eingeschatzt (Blondeau et al. 2001; Mi-
ravitlles 2005).

In unterschiedlichen in vitro Studien wird ein immunmodulatorischer Effekt von Moxifloxacin
beschrieben, der Uber die bakterizide Wirkung des Medikamentes hinausgeht. So konnten
Zimmermann et al. darstellen, dass Moxifloxacin die spontane und TNF-a induzierte Freiset-
zung von IL-8 und des Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor (GM-CSF) aus
humanen Bronchialepithelzellen starker hemmte als Azithromycin, Levofloxacin und Cefuro-
xim (Zimmermann et al. 2009). In einer anderen Studie konnte eine signifikante Reduktion
von IL-1a und TNF-a aus humanen Monozyten, die mit LPS stimuliert und mit Moxifloxacin
(1, 5, 10 mg/ml) behandelt wurden, gezeigt werden. Allerdings zeigte sich kein signifikanter
Einfluss von Moxifloxacin auf die Sekretion von IL-4, -6 und -12 in diesem Versuchsansatz.

Weiterhin wurden in derselben Studie Monozyten mit hitzeinaktiviertem Staphylococcus au-
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reus stimuliert. Hier war Moxifloxacin nicht effektiv in der Verminderung der durch die Bakte-
rienstimulation ausgeldsten Zytokinproduktion (Araujo et al. 2002). In einem ahnlichen Ver-
suchsansatz konnten Donnarumma et al. ebenfalls die Reduktion der Freisetzung der Zyto-
kine IL-1B, IL-6 und IL-8 aus humanen Alveolarepithelzellen darstellen, die mit LPS vorstimu-
liert und anschlieBend mit Moxifloxacin (10 pug/ml) behandelt wurden (Donnarumma et al.
2007).

Mechanismen, die hinter der vermuteten immunmodulatorischen Funktion von Moxifloxacin
stehen, waren Gegenstand weiterer Untersuchungen. Dabei wurden zum einen Monozyten
nach Vorbehandlung mit Moxifloxacin (5 - 20 g/ml) mit LPS, IL-1p oder TNF-a stimuliert und
neben der Zytokinfreisetzung molekulare Signalwege bestimmt. Es liel3 sich eine dosisab-
hangige Reduktion der Sekretion von IL-18, IL-8 und TNF-a feststellen. Des Weiteren konnte
die Inhibierung von wichtigen, in der Entzindung eine Rolle spielenden Enzymen beobachtet
werden. Hierbei handelte es sich um NF-xB, mitogen-aktivierte Proteinkinasen (MAPK),
Extracellular-signal Regulated Kinases (ERK) und die c-Jun N-terminale Kinase (JNK)
(Weiss et al. 2004).

In einer weiteren Studie wurden die humanen Bronchialepithelzelllinien IB3 und C38 mit
TNF-a, IL-1p oder LPS stimuliert und anschlieRend mit Moxifloxacin, Ciprofloxacin oder Azi-
thromycin (je 5 - 50 ug/ml) inkubiert. Bei IB3 Zellen handelt es sich um immortalisierte Bron-
chialepithelzellen, die urspringlich aus einem Patienten mit zystischer Fibrose isoliert wur-
den. Sie weisen einen fir cystische Fibrose typischen Defekt im cystic fibrosis transmembra-
ne conductance regulator (CFTR), einem Chloridkanal, auf. C38 Zellen besitzen diesen De-
fekt nicht. Auch in dieser Studie wurde eine dosisabhangige Inhibierung der Zytokinfreiset-
zung, der JNK Aktivitdt sowie NF-kB Aktivierung unter Moxifloxacin festgestellt, wahrend
Ciprofloxacin lediglich in der héchsten Dosis einen Effekt aufwies (Blau et al. 2007). Diesel-
ben Signalwege wurden in einer weiteren Studie inhibiert, in der A549 Lungenepithelzellen
zunachst mit Moxifloxacin (2,5 - 10 mg/l) inkubiert und anschlielend mit IL-13 oder IFN-
v aktiviert wurden. Zusatzlich konnte eine Inhibierung der Zytokin-induzierten NO-Sekretion
beobachtet werden (Werber et al. 2005). Analoge Ergebnisse konnten in einer Versuchsrei-
he gezeigt werden, in der Monozyten mit hitzeinaktivierten Pneumokokken, LPS, E. coli oder
Lipoteichonsaure stimuliert wurden. Choi et al. sahen dabei neben einer Reduktion der IL-6
Sekretion nach allen Stimuli durch Moxifloxacin auch, dass der Anteil CD 14+ Zellen an der
Gesamtpopulation nach Moxifloxacin-Behandlung abnahm (Choi et al. 2003).

In vitro und tierexperimentelle Untersuchungen zeigten in der Infektion mit Candida albicans
oder Aspergillus fumigatus ebenfalls eine reduzierte Zytokinantwort nach einer Behandlung
mit Moxifloxacin. Auch in diesen Experimenten wurden die bereits oben erwdhnten Signal-

wege, die in der Entziindung eine Rolle spielen, geghemmt und das Uberleben von infizierten
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Mausen verbessert. Da Fluorchinolone an sich keine antifungalen Eigenschaften aufweisen,
konnte das immunmodulatorische Potenzial von Moxifloxacin fur die Ergebnisse verantwort-
lich sein (Shalit et al. 2002; Shalit et al. 2006).

In einer klinischen retrospektiven Studie wurden Anzeichen gefunden, die das verbesserte
Uberleben von Patienten mit einer schweren ambulant erworbenen Pneumonie (CRB-65 2-3)
unter Moxifloxacin-Therapie verglichen mit einer p-Laktam Behandlung vermuten lassen
(Ewig et al. 2011). In dieser Studie wurden keine Mechanismen, die fir das verbesserte kli-
nische Ergebnis in der Moxifloxacingruppe verantwortlich sein kénnten, gefunden. Eventuell
koénnte eine immunmodulatorische Komponente von Moxifloxacin zu diesem Ergebnis beige-

tragen haben.

2.5 Arbeitshypothese, Ziele und experimentelle Strategien der

Dissertationsarbeit

Zahlreiche in vitro Daten sowie einige retrospektive klinische Studien suggerierten einen
moglichen additiven Nutzen von Moxifloxacin aufgrund potenzieller immunmodulierender
Eigenschaften in der Pneumonietherapie, jedoch war die Datenlage nicht eindeutig. In dieser
Arbeit sollte daher experimentell die Hypothese geprift werden, dass Moxifloxacin zusatzlich
zu seiner antimikrobiellen Wirkung die Inflammation in der Pneumokokken-Pneumonie im
Vergleich zur Standardtherapie mit Ampicillin reduziert. Ampicillin ist ein Aminopenicillin und
gehort damit zur Gruppe der -Laktam Antibiotika. Fir Aminopenicilline sind keine auf das
Immunsystem wirkenden Eigenschaften bekannt. Aminopenicilline werden seit Jahren erfolg-
reich in der Behandlung der ambulant erworbenen Pneumonie eingesetzt und sind auch heu-
te noch Mittel der Wahl bei der Initialtherapie einer unkomplizierten ambulant erworbenen
Pneumonie (Hoffken et al. 2009). Aus diesen Grinden eignete Ampicillin sich ideal als Refe-
renzantibiotikum in der vorliegenden Studie.

Ziel war zunachst, potenzielle immunmodulatorische Eigenschaften von Moxifloxacin in ei-
nem ex vivo Modell zu charakterisieren. Hierfir wurde humanes tumorfreies Lungengewebe
mit TNF-a oder S. pneumoniae stimuliert (Szymanski et al. 2012) und anschlieend mit Am-
picillin oder Moxifloxacin behandelt. Durch Messung der Zytokinfreisetzung in den Uberstan-
den der Explantate sollten mogliche Effekte von Moxifloxacin auf die Inflammation des pul-
monalen Gewebes detektiert werden.

Zielfuhrend war weiterhin, potenzielle immunmodulatorische Eigenschaften von Moxifloxacin

in einem tierexperimentellen Modell zu verifizieren, in welchem Mause nach Infektion mit
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Streptococcus pneumoniae eine schwere Pneumonie und nachfolgend eine pneumogene
Sepsis entwickeln (Reppe et al. 2009; Doehn et al. 2013).

Durch die antibiotische Behandlung der Tiere war es mdglich, etwaige antiinflammatorische
Effekte von Moxifloxacin in vivo zu bewerten. Als Vergleichsantibiotikum diente bei allen Un-
tersuchungen Ampicillin, das als eine der Standardtherapien der ambulant erworbenen
Pneumonie des Menschen gilt.

Neben der initialen Phase der Infektion konnte auch die beginnende Auflosung der Pneumo-
nie beobachtet und bewertet werden. Zudem wurden zentrale Marker der pulmonalen und
systemischen Inflammation, die Reduktion der bakteriellen Last und die pulmonalvaskulare
Permeabilitat bestimmt, klinische Parameter erfasst und eine histologische Analyse der Ge-

webe durchgeflhrt.
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3 Material und Methoden

3.1  Ex-vivo Experimente an humanem Lungengewebe

Zunachst erfolgten ex vivo Versuche an humanem Lungengewebe. Dieses wurde in Vorver-
suchen mit rekombinantem humanem Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-a) stimuliert und mit
Ampicillin, Moxifloxacin oder Losungsmittel (NaCl 0,9 %) inkubiert. In weiteren Experimenten
wurde das Lungengewebe mit Streptococcus pneumoniae infiziert und im Verlauf ebenfalls
mit Ampicillin, Moxifloxacin oder Losungsmittel (NaCl 0,9 %) inkubiert. Es erfolgte die Quanti-
fizierung der Zytokine IL-6 und IL-8 in der Uberstanden der Lungenproben mittels ELISA

sowie die Bestimmung der Bakterienlast im Lungengewebe.

3.1.1 Vorbereitung des humanen Lungengewebes

Fur die Untersuchungen an humanem Lungengewebe wurden frische tumorfreie Lungenab-
schnitte von Patienten, die sich einer Lungenteilresektion unterziehen mussten, mit derem
schriftlichen Einverstandnis gewonnen. Die Studie wurde durch die Ethikkommision der Cha-
rité Berlin (Ethikvotum: EA2/079/13) genehmigt.

Die Lungenabschnitte wurden zunachst auf Eis gekihlt und mit einem Skalpell (Einwegskal-
pell, FEATHER® Safety Razor Co. Ltd., Osaka, Japan) in kleinere Teilstiicke zerteilt. An-
schlielfend wurden mittels Biopsiestanze (8 mm, pfm medical AG, Kdln) kleine, etwa gleich-
grol3e Zylinder herausprapariert (~3 x 8 x 8 mm, ~100 mg). Vor allen weiteren Schritten wur-
den die erhaltenen Proben in 6-well Platten (Becton Dickinson GmbH, Heidelberg) eingewo-
gen (KERN 440-33N, Laborprazisionswaage, Kern & Sohn GmbH, Balingen-Frommern) und
24 Stunden in RPMI-1640 (PAA Laboratories GmbH, Osterreich) bei 37 °C und 5 % CO,
inkubiert, um etwaige Blut- und Medikamentenreste auszuwaschen. Alle Versuche wurden
im Duplikat durchgefiihrt (Szymanski et al. 2012).
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3.1.2 Stimulation der Lungenproben mit TNF-a

Fur die Stimulation der Lungenproben mit TNF-a ergab sich folgender Versuchsansatz
(Abb. 2):

RPMI-1640 oder Ld&sungsmittel oder
TNF-a 0,2 uyg/ml Antibiotikum 40 pg/ml Entnahme
Oh 1 h nach Stimulation 25 h nach Stimulation

Abbildung 2: Versuchsablauf TNF-a Stimulation der humanen Lungenproben: Humanes
Lungengewebe wurde 1 h nach TNF-a Stimulation mit Ampicillin (40 pg/ml), Moxifloxacin (40
pag/ml) oder NaCl 0,9 % behandelt. Nach weiteren 24 h Inkubation wurde Gewebe fiir Analy-
sen asserviert. Kontrollstimuliertes Gewebe (RPMI-1640) wurde ebenfalls mit Antibiotikum
oder Lésungsmittel (NaCl 0,9 %) behandelt.

Es ergaben sich daraus folgende Versuchsgruppen (Tab. 1):

Tabelle 1: Versuchsgruppen TNF-a Stimulation der humanen Lungenproben

A: Kontrolle + Losungsmittel a: TNF-a + Lésungsmittel
B: Kontrolle + Ampicillin b: TNF-a + Ampicillin
C: Kontrolle + Moxifloxacin c: TNF-a + Moxifloxacin

Humanes Lungengewebe wurde 1 h nach TNF-o Stimulation mit Ampicillin (40 pg/ml),
Moxifloxacin (40 pg/ml) oder NaCl 0,9 % behandelt. Nach weiteren 24 h Inkubation wurde
Gewebe fur Analysen asserviert. Kontrollstimuliertes Gewebe (RPMI-1640) wurde ebenfalls
mit Antibiotikum oder Losungsmittel (NaCl 0,9 %) behandelt.

Lungenproben wurden mit TNF-o. stimuliert und anschlieBend mit Ampicillin (Ampicillin-
ratiopharm® 0,5 g ratiopharm GmbH, Ulm), Moxifloxacin (Bayer Vital GmbH, Leverkusen)
oder LOsungsmittel inkubiert (Abb. 2). Als Losungsmittel diente in allen Versuchen sterile
isotone Natriumchloridlésung 0,9 % (B.Braun Melsungen AG, Melsungen)

Rekombinantes humanes TNF-a (R&D Systems GmbH, Wiesbaden) wurde in einer Kon-
zentration von 200 pg/ml in sterilem phosphate buffered saline (PBS, Dulbecco’s without Ca
& Mg (1X) PAA Laboratories GmbH, Osterreich) mit einem 0,1 prozentigem Zusatz von bovi-
nem Serumalbumin (BSA, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen) gelést und in einer
Konzentration von 0,2 pg/ml angewandt.

Ampicillin wurde in steriler isotoner Kochsalzlésung und Moxifloxacin in sterilem aqua ad

iniectabilia gelost. Als Konzentration fur die Instillation wurde fur beide Antibiotika 40 pg/ml
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gewahlt. Die Lungenstanzen wurden hierflr nach der 24-stindigen Inkubationszeit in 6-well
Platten mit je 4 ml frischem, auf 37 °C vorgewarmtem, RPMI-1640 Medium je Well umgebet-
tet. Dabei wurde dem RPMI-1640 Medium fir die Proben a - ¢ 0,2 pg/ml TNF-a (R&D Sys-
tems GmbH, Wiesbaden) hinzugefiigt und davon je 400 ul mittels einer 1 ml Spritze (BD
Plastipak™ 1 ml, BD Bioscience, Heidelberg) mit 26 G Kaniile (BD Microlance™, 26 G, BD
Bioscience, Heidelberg) in jedes Lungenstick injiziert. Die Kontrollproben A - C erhielten die
entsprechende Menge RPMI-1640 Medium als Kontrolle gespritzt. Die 6-well Platten inku-
bierten anschlieffend 1 Stunde bei 37 °C und 5 % CO, im Warmeschrank.

Im Anschluss an die Inkubation erfolgte die Instillation der Antibiotika bzw. des Losungsmit-
tels. Durch vorsichtige Kreisbewegungen der Platten konnte sich das Antibiotikum bzw. das
Lésungsmittel gleichmafig im Medium verteilen. AnschlieRend wurden 400 ul des mit Antibi-
otikum bzw. Losungsmittel versetzten Mediums in die Lungenzylinder mittels steriler 1 ml
Spritze und 26 G Kanlile injiziert. Die 6-well Platten wurden daraufhin weitere 24 Stunden bei
37 °C und 5 % CO, im Warmeschrank inkubiert.

Nach Beendigung der Inkubationszeit erfolgte die Aliquotierung der Uberstande je Well in
sterile Eppendorfgefale zu 500 pl. Die Lungenproben wurden mittels Gewebeschere zerteilt
und ebenfalls in ein steriles Eppendorfgefall Gberfihrt. Alle Proben wurden sofort in flissi-
gem Stickstoff schockgefroren und anschlieBend bei -80 °C bis zur weiteren Verarbeitung

gelagert.

3.2 Anzucht von Streptococcus pneumoniae

3.2.1 Ansetzen der Nahrlésung

Zum Anzichten der Streptokokken wurde eine Nahrldsung bendtigt, welche aus 30 g Bac-
to™ Todd Hewitt-Bouillon (THY, BD Biosciences, Heidelberg) unter Zusatz von 5 g Bacto™
Technischem Hefeextrakt (BD Biosciences, Heidelberg) in einem Liter destilliertem Wasser
hergestellt wurde. Diese wurde auf dem Magnetrihrer so lange gerthrt, bis eine klare gold-
braune Flissigkeit entstand. Die in Glasflaschen abgefillte Nahriésung wurde bei 115 °C fir
10 min autoklaviert.

Zusatzlich war steriles fetales Kalberserum (FCS, PAA Laboratories GmbH, Osterreich) fiir
die Anzucht erforderlich. Hierzu wurde FCS bei 56 °C fir 30 min hitzeinaktiviert, anschlie-
Rend in 50 ml Falcons steril aliquotiert und bei -20 °C bis zum Gebrauch gelagert. Direkt

nach dem Auftauen erfolgte eine Sterilfiltration mittels eines sterilen Rotilabo® Spritzenfilters
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(Carl Roth GmbH + CO. KG, Karlsruhe) mit einer Porengrdf3e von 0,45 um. Die gebrauchs-
fertige Losung wurde bei 4 °C im Kuhlschrank gelagert.

3.2.2 Bakterien

Bei dem verwendeten Bakterium handelte es sich um einen humanpathogenen Stamm der
Gattung Streptococcus pneumoniae (Serotyp 3, Stamm NCTC ,National Collection of Type
Cultures” 7978).

3.2.3 Test der minimalen Hemmkonzentration

Der vorliegende Bakterienstamm war in vitro sensibel far Ampicillin (MHK 0,016 ug/ml) und
Moxifloxacin (MHK 0,032 pg/ml). Die MHK Werte wurden im Epsilomertest (Etest® bio-
Mérieux Deutschland GmbH, Nurtingen) bestimmt. Hierbei wurde ein Kunststoffstreifen, der
das zu testende Antibiotikum enthielt, auf eine beimpfte Agarplatte platziert und inkubiert. Im
Anschluss konnte die MHK in pg/ml des getesteten Antibiotikums direkt an der Schnittstelle

der Skala und der ellipsenformigen Hemmzone abgelesen werden.

3.2.4 Anzucht von Streptococcus pneumoniae

Mittels einer Einweg-Plastikdse (1 ul Sarstedt AG & Co., Nimbrecht) wurden die Bakterien
auf Columbia Blutagarplatten mit 5 % Schafblut (BD Biosciences, Heidelberg) ausgestrichen
und 9 - 10 Stunden bei 37 °C und 5 % CO, im Warmeschrank inkubiert. Anschlielend erfolg-
te die Uberimpfung mehrerer Einzelkolonien mit einem sterilen Wattestabchen in das An-
zuchtmedium bestehend aus 18 ml THY-Nahrlésung und 2 mi sterilfiltriertem FCS. Die An-
zahl der Kokken wurde durch die Bestimmung der optischen Dichte (OD) bei einer Wellen-
lange von 600 nm im Photometer (BioTek Instruments, Bad Friedrichshall) ermittelt. Bei einer
ODgyo von 0,03 - 0,04 wurden die Pneumokokken weitere 2 h bei 37 °C und 5 % CO, inku-
biert. Durch mehrmaliges Messen der OD wurde das Wachstum kontrolliert und bei Errei-
chen der exponentiellen Wachstumsphase (bei einer ODgy von 0,3 - 0,4) das Gesamtvolu-
men gemessen und die Suspension bei 2 009 g fir 10 min zentrifugiert.

Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand verworfen und das Volumen der verbliebenen
Suspension bestimmt. Aus den gemessenen Volumina sowie der Stimulations-OD ergab

sich die Bakterienkonzentration der Suspension. Hierbei entsprach eine ODgyy von 0,1 einer
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Bakterienkonzentration von 1 x 10® Koloniebildende Einheiten/ml (KbE/ml), sodass durch
Hinzufligen von PBS (Dulbecco’s without Ca & Mg (1X) PAA Laboratories GmbH, Oster-
reich) die gewlnschte Infektionsdosis Uber mehrere Zwischenstufen eingestellt werden
konnte. Um die korrekte Verdinnung zu Uberprifen, wurde die Bakteriensuspension weiter
verdunnt und auf Columbia Schafblutagar ausplattiert. Nach 24-stindiger Inkubation erfolgte

die Auszahlung der Kolonien.

3.3 Infektion von humanem Lungengewebe mit Streptococcus pneumoniae

Fur die Infektion der humanen Lungenproben mit S. pneumoniae ergab sich folgender Ver-
suchsansatz (Abb. 3):

Losungsmittel oder
Infektion mit RPMI-1640 oder Antibiotikum 40 ug/ml
Streptococcus pneumoniae Entnahme Entnahme
Oh 16 h p.i. 24 h p.i.

Abbildung 3: Versuchsablauf der Infektion des humanen Lungengewebes mit Strep-
tococcus pneumoniae: Humanes Lungengewebe wurde mit 1 x 102 KbE/ml Streptococcus
pneumoniae infiziert und 16 h nach Infektion mit Ampicillin (40 pg/ml), Moxifloxacin (40
pg/ml) oder NaCl 0,9 % behandelt. 16 h sowie 24 h nach der Infektion wurden die Gewebe-
proben homogenisiert und die KbE aus den Uberstanden bestimmt. Die Uberstande aus den
Wells wurden ebenfalls zu beiden Zeitpunkten enthommen und fur weitere Analysen asser-
viert. Abklrzung: p.i., post infectionem

Es ergaben sich folgende Versuchsgruppen (Tab. 2):

Tabelle 2: Versuchsgruppen der Infektion des humanen Lungengewebes mit Strep-
tococcus pneumoniae:

Entnahmezeitpunkt 16 h p.i. Entnahmezeitpunkt 24 h p.i.
Kontrolle + Lésungsmittel Kontrolle + Lésungsmittel
S. pneumoniae + Lésungsmittel S. pneumoniae + Lésungsmittel

S. pneumoniae + Ampicillin

S. pneumoniae + Moxifloxacin

Humanes Lungengewebe wurde mit 1 x 10?> KbE/ml Streptococcus pneumoniae oder RPMI-
1640 infiziert und 16 h nach Infektion mit Ampicillin (40 ug/ml), Moxifloxacin (40 ug/ml) oder
NaCl 0,9 % behandelt. 16 h sowie 24 h nach der Infektion wurden die Gewebeproben homo-
genisiert und die KbE aus den Ubersténden bestimmt. Die Uberstande aus den Wells wur-
den ebenfalls zu beiden Zeitpunkten entnommen und fur weitere Analysen asserviert Abkur-
zungen: S. pneumoniae, Streptococcus pneumoniae; p.i. post infectionem
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Tumorfreies humanes Lungengewebe wurde nach 24-stindiger Inkubationszeit in frisches
RPMI-1640 Medium umgebettet und mit Strepfococcus pneumoniae (Serotyp 3, Stamm
NCTC 7978) infiziert (Abb. 3). Als Infektionsdosis wurden hierfiir 1 x 10? KbE/ml gewéhlt.

Die Anzucht von S. pneumoniae erfolgte wie unter Punkt 3.2. beschrieben. Nach Erreichen
der Stimulations-ODgy von 0,3 — 0,4 wurde die Bakteriensuspension zentrifugiert und an-
schlielend bis zur bendtigten Infektionsdosis verdunnt. Zur Verdinnung wurde RPMI-1640
Medium genutzt. Um die korrekte Verdinnung zu Uberprifen, wurde die Bakteriensuspensi-
on auf Columbia Schafblutagar ausplattiert. Nach 24 Stunden im Warmeschrank konnten die
Kolonien ausgezahlt werden.

Jeweils 400 pl Lésungsmittel (RPMI-1640) oder Kokkensuspension wurden mittels einer 1 ml
Spritze mit 26 G Kaniile in die Lungen appliziert. Anschliefiend inkubierten die Proben fir 16
Stunden im Inkubator (37 °C, 5 % CO.).

Nach der Inkubation mit S.pneumoniae fir 16 Stunden erfolgte die Behandlung der Lungen-
proben mit Ampicillin oder Moxifloxacin (Abb. 3). Die Konzentration des jeweiligen Antibioti-
kums betrug 40 pg/ml. Als Kontrolle diente die Applikation von isotoner Kochsalzlésung
(NaCl 0,9 %). Die Applikation erfolgte wie bereits unter Punkt 3.1.2 beschrieben.

Zeitgleich mit dem Verabreichen der Antibiotika wurden die ersten Proben entnommen und
im FastPrep-24 Homogenisator (MP Biomedicals, Heidelberg) bei 6 m/s flr 4x30 Sekunden
auf Trockeneis homogenisiert. Diese Proben dienten als Kontrollen, einerseits flr den Erfolg
der Infektion, andererseits fur den Verlauf der Zytokinproduktion.

Alle anderen Proben inkubierten fir weitere 8 Stunden im Inkubator, sodass sich eine Ge-
samtversuchszeit von 24 Stunden ergab (Abb. 3). Nach Beendigung der Inkubationszeit
wurden alle Proben aus dem Medium entnommen und in Lysing Matrix G Tubes (MP Biome-
dicals LLE, Ohio) dberflhrt und im Anschluss unter Verwendung des FastPrep-24 Homo-
genisator homogenisiert. Zudem wurden die Uberstande aus den jeweiligen Wells aliquotiert,

sofort in Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

3.3.1 Bestimmung der Bakterienlast im humanen Lungengewebe

Zur Bestimmung der Bakterienlast wurden die Lungenproben 16 Stunden und 24 Stunden
nach der Infektion mit S. pneumoniae homogenisiert und je 10 pl pur sowie in einer Verdin-
nung (mit PBS) von 1:10, 1:100, 1:1 000 oder 1:10 000 auf Columbia Blutagarplatten mit 5 %
Schafblut ausplattiert und flr 18 Stunden bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert. Nach der an-
schlieRenden Auszahlung der KbE erfolgte die Berechnung der Bakterienlast unter Berlck-
sichtigung der eingesetzten Probenmenge sowie der jeweiligen Verdinnungsstufe und des

Gewichts der Lungenprobe.
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3.4 Quantifizierung der Zytokine IL-6 und IL-8 in den Uberstinden des hu-

manen Lungengewebes

Die Zytokine IL-6 und IL-8 wurden einzeln im Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
bestimmt. Die ELISA wurden von der Firma BD Bioscience bezogen. Zur Durchflihrung der
ELISA wurden die aliquotierten und bei -80 °C gefrorenen Uberstéande langsam auf Eis auf-
getaut. Die jeweiligen ELISA wurden nach Herstellerangaben durchgefihrt und alle Arbeits-
schritte konnten den beiliegenden Anleitungen entnommen werden. Alle verwendeten Puffer
und Standardverdiinnungen wurden ebenfalls nach Herstellerangaben angefertigt. Die Mes-
sung der OD erfolgte bei 450 nm im Anthos ht2 Mikroplatten Photometer (Anthos Mikrosys-
teme GmbH, Krefeld) mit zugehdriger Software (WinRead Anthos).

Die Auswertung erfolgte unter Zuhilfenahme der Herstellerangaben zur Auswertung sowie

unter Berlcksichtigung des Gewichtes der humanen Lungenproben.

3.5 Tierexperimentelle Untersuchungen

3.5.1 Versuchstiere

Die verwendeten Mause wurden in einem Alter von 8 - 10 Wochen und einem Gewicht von
18 g — 22 g von Charles River Laboratories (Niederlassung Sulzfeld, Deutschland) bezogen.
Fir die Versuchsdurchfiihrung wurden ausschlieBlich weibliche C57BL/6N Wildtyp-Mause

(Inzuchtstamm) verwendet.

3.5.2 Tierhaltung

Die Tiere wurden wahrend des Zeitraums der Versuche in individuell ventilierten, geschlos-
senen Kafigen mit Filterhaube (Typ Il-L, EHRET, Emmendingen, Deutschland) auf Stan-
dardeinstreu gehalten. Wasser und pelletiertes Futter standen den Mausen ad libitum zur
Verfugung. Der tagliche Wechsel zwischen Hell- und Dunkelphase erfolgte alle 12 Stunden.

Die Tiere der unterschiedlichen Behandlungsgruppen wurden strikt getrennt voneinander in
separaten Kafigen gehalten. Dabei wurden maximal funf Tiere zusammen in einem Kafig

untergebracht.
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3.6 Modell der murinen Pneumokokkenpneumonie

3.6.1 Versuchsgruppen

Fur die tierexperimentellen Untersuchungen an Mausen ergaben sich folgende Versuchs-

gruppen und Entnahmezeitpunkte (Tab. 3):

Tabelle 3: Versuchsgruppen der tierexperimentellen Untersuchungen

Infektion mit:

Behandlung mit:

Entnahmezeitpunkte p.i. [h]:

Losungsmittel

Lésungsmittel

24, 36, 48, 72,120

Streptococcus pneumoniae | Losungsmittel 24, 36, 48
Streptococcus pneumoniae | Ampicillin 36, 48,772,120
Streptococcus pneumoniae | Ampicillin + Moxifloxacin | 36, 48, 72
Streptococcus pneumoniae | Moxifloxacin 36, 48, 72, 120

Mause wurden mit 5 x 10° KbE Streptococcus pneumoniae transnasal via Tropfcheninfektion
infiziert. Beginnend 24 h p.i. erhielten die Mause alle 12 h eine antibiotische Behandlung
entweder mit Ampicillin (0,02 mg/g) oder Moxifloxacin (0,1 mg/g). In einer Versuchsserie er-
hielten die Tiere beide Antibiotika kombiniert (Ampicillin 0,02 mg/g, Moxifloxacin 0,1 mg/g).
Kontrollinfizierte und kontrollbehandelte Tiere sowie mit Streptococcus pneumoniae infizierte
und kontrollbehandelte Tiere erhielten Losungsmittel-Applikationen ebenfalls in 12 h Interval-
len. Infizierte und kontrollbehandelte Tiere wurden bis zum Zeitpunkt 48 h p.i. untersucht.
Mause, die beide Antibiotika bekamen, wurden bis zum Zeitpunkt 72 h p.i. und die Ubrigen
Gruppen bis 120 h p.i. untersucht. Abklirzung: p.i. post infectionem

Die tierexperimentellen Untersuchungen wurden im Rahmen des vom Landesamt fur Ge-
sundheit und Soziales Berlin (LaGeSo) genehmigten Versuchsvorhabens G-0365/10 durch-
gefuhrt.

3.7 Handhabung der Antibiotika

3.7.1 Verabreichung von Ampicillin

Ampicillin wurde als Trockensubstanz von der ratiopharm GmbH (Ampicillin-ratiopharm® 0,5
g, Ratiopharm GmbH, Ulm) bezogen.
Die Tiere erhielten pro intraperitonealer (i.p.) Injektion 0,02 mg/g Ampicillin gelést in 200 pl

isotoner Kochsalzlésung (Natriumchloridlésung, 0,9 % B.Braun Melsungen AG, Melsungen).
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3.7.2 Verabreichung von Moxifloxacin

Moxifloxacin (Bayer Vital GmbH, Leverkusen) wurde als Reinsubstanz von der Bayer Vital
GmbH fur die Experimente zur Verfigung gestellt.

Die Mause erhielten 0,1 mg/g Moxifloxacin geldst in 200 pl sterilem aqua ad iniectabilia
(B.Braun Melsungen AG, Melsungen) pro i.p. Injektion.

Zudem erhielt eine Gruppe von Tieren in einer Versuchsserie eine Kombination beider Anti-
biotika in obengenannten Dosierungen. Alle anderen Versuchsgruppen erhielten entspre-
chend eine zusatzliche Applikation des Lésungsmittels. Als Losungsmittel wurde in allen
Versuchsserien sterile isotone Kochsalzldsung (Natriumchloridlésung, 0,9 % B.Braun

Melsungen AG, Melsungen) verwendet.

3.8 Infektion der Mause mit Streptococcus pneumoniae

Vor der Infektion erfolgte zuerst die Bestimmung von Kérpertemperatur und —gewicht jeder
zu infizierenden Maus. AnschlieRend wurden die Mause durch i.p. Injektion von einem Ge-
misch aus 80 mg/kg Korpergewicht Ketamin (Ketavet Injektionslésung 100 mg/ml, Pfizer,
Berlin) und 25 mg/kg Korpergewicht Xylazin (Rompun 2 % Injektionslosung, Bayer Vital
GmbH, Leverkusen) verdinnt mit isotoner Kochsalzlésung (Natriumchloridlésung, 0,9 %
Fresenius Kabi Deutschland, Bad Homburg) narkotisiert. Zum Schutz der Kornea vor Aus-
trocknung erhielten alle Tiere Thilo-Tears® Augengel (Alcon Pharma GmbH Freiburg) auf die
Kornea. Nach Erreichen der erforderlichen Narkosetiefe wurden die Tiere unter der Steril-
bank in einer speziellen Haltevorrichtung an den oberen Schneidezahnen fixiert. Dann wur-
den jeder Maus 10 pl Infektionslésung pro Nasenloch transnasal via Tropfcheninfektion ap-
pliziert. Die Bakterien wurden wie unter Punkt 3.2 beschrieben angeziichtet. Die Infektions-
dosis fiir alle Infektionsversuche betrug 5 x 10° KbE Streptococcus pneumoniae. Die Infek-
tion der Kontrolltiere erfolgte analog mit 10 pyl PBS (Dulbecco’s without Ca & Mg (1X) PAA
Laboratories GmbH, Osterreich) pro Nasenloch anstelle der Bakteriensuspension. Wahrend
der Aufwachphase unter Rotlicht wurden die Tiere regelmafRig Uberwacht (Reppe et al.
2009).



Material und Methoden 37

3.9 Behandlung mit Antibiotika

Die Behandlungen begannen 24 Stunden nach der Infektion und wurden dann alle 12 Stun-
den, bis zum jeweiligen Versuchsende, durchgefuhrt (Abb. 4). Die Injektionen erfolgten i.p.
Dabei erhielt eine Gruppe Ampicillin, eine weitere Moxifloxacin und eine dritte Gruppe beide
Antibiotika. Die uninfizierten Kontrolltiere sowie die infizierte und unbehandelte Gruppe be-
kamen die entsprechende Menge (200 pl bzw. 400 pl) isotone Kochsalzlésung (NaCl 0,9 %)
verabreicht. Zudem wurden alle 12 Stunden die Vitalparameter Kdrpertemperatur und —

gewicht sowie der status prdsens erfasst.

Behandlung mit Lésungsmittel, Ampicillin, Moxifloxacin oder Ampicillin + Moxifloxacin

A

| | | | | | | | I
i [h]
| | | | | | | | | o

Endpunkte

Abbildung 4: Versuchsablauf der Infektionsversuche an Mausen: Mause wurden mit 5 x
10° KbE Streptococcus pneumoniae transnasal via Tropfcheninfektion infiziert. Beginnend 24
h p.i. erhielten die Mause alle 12 h eine antibiotische Behandlung entweder mit Ampicillin
(0,02 mg/g), Moxifloxacin (0,1 mg/g) oder mit beiden Antibiotika (Ampicillin 0,02 mg/g,
Moxifloxacin 0,1 mg/g). Kontrollinfizierte und kontrollbehandelte Tiere sowie mit Streptococ-
cus pneumoniae infizierte und kontrollbehandelte Tiere erhielten Lésungsmittel-Applikationen
ebenfalls in 12 h Intervallen. Infizierte und kontrollbehandelte Tiere wurden bis zum Zeitpunkt
48 h p.i. untersucht. Mause, die beide Antibiotika bekamen, wurden bis zum Zeitpunkt 72 h
p.i. und die Ubrigen Gruppen bis 120 h p.i. untersucht. Abklrzung: p.i. post infectionem

3.10 Endpunkte

Zu den Zeitpunkten 24 h, 36 h, 48 h, 72 h sowie 120 h p.i. erfolgte die Praparation der Tiere.
Da die Antibiotikabehandlungen erst 24 h nach Infektion begannen, gibt es keine Daten zu
den antibiotisch behandelten Mausen zum Zeitpunkt 24 h p.i.

Mause, welche mit Streptococcus pneumoniae infiziert, aber nicht mit Antibiotikum behandelt
wurden, bildeten bis zum Zeitpunkt 48 h p.i. ARDS und Sepsis aus, sodass diese Gruppe

nicht in die Betrachtungen 72 h und 120 h p.i. einbezogen wurde.



38 Material und Methoden

3.11 Untersuchung des klinischen Verlaufs der Pneumokokkenpneumonie

Der klinische Zustand der Tiere sowie das Allgemeinbefinden wurden Uber den gesamten
Versuchszeitraum Uberwacht und dokumentiert. Zusatzlich erfolgte alle 12 Stunden sowohl
bei den infizierten als auch bei den scheininfizierten Tieren die Erhebung von Kérpertempe-
ratur und —gewicht. Fiel dabei auf, dass die Erkrankung bei einem Tier soweit fortgeschritten
war, dass das Leiden des Tieres ein ethisch vertretbares Mal} Uberschritt, erfolgte die Eu-

thanasie des Tieres durch zervikale Dislokation nach vorhergehender tiefer Ketamin-Xylazin-

Narkose.

Die Beurteilung erfolgte auf Grundlage der modifizierten Arbeitsanweisungen (Tab. 4) nach

den ,Empfehlungen des Arbeitskreises Berliner Tierschutzbeauftragter fir die vorzeitige T6-

tung erheblich leidender Versuchstiere® (Stand 22.7.2009).

Tabelle 4: Handlungsanweisungen

Tier isoliert sich

Struppiges Fell/

Hautverletzungen

Urin u./o. Kot abweichend in Menge, Farbe und Konsistenz

Atmung*

Torkeln, Krampfe

Schmerzen  (gekrimmte  Haltung, Leib aufgezogen, Laufen auf

Zehenspitzen)

Blasse (Augen, Ohren, Haut)

Krustige Belege am Augenrand, eingesunkene tribe Augen

Paresen

Paralysen, spatestens sobald die Gefahr besteht, dass die Tiere aus eigener

Kraft Wasser und Futter nicht mehr erreichen

O b O W

Beim Umsetzen/ Handling

Tier vermeidet Bewegung

Fehlstellung der Zahne

Verletzungen, Hautveranderungen

Teilnahmslosigkeit

Ruhelosigkeit

Circling

Stelzgang

Lokale Infektionen

W > > > > P P>
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Tabelle 4 (fortgefiuihrt): Handlungsanweisungen

Abszesse

Automutilation

Odembildung
Schmerzen beim Anfassen A/B
Leib hart oder gespannt A/B

Hautfalten bleiben stehen

B

Leib hart und aufgetrieben C
Moribund C
B

B

Ungewohnliche Zunahme

Abnahme von 10% im Vergleich zur Kdérpermasse der nicht infizierten Kontroll-
gruppen

Abnahme von 20% im Vergleich zur Kérpermasse der nicht infizierten Kontroll- | C
gruppen
* Atmung: n = normal/geringfigig verstarkt; t = beschleunigt/ flach (gilt als Kategorie B); s =

schwerfallige Atmung (gilt als Kategorie C; siehe Tabelle)
Hierbei bedeutet:

A: Tier weiter beobachten

B: In Kombination mit Schmerzen oder Blasse Tier einschlafern

C: Tier sofort einschlafern

3.12 Praparation der Tiere und Probenentnahme

3.12.1 Praparation der Mause

Vor der finalen Praparation erfolgte die Bestimmung von Kérpertemperatur und —gewicht
sowie die Beurteilung des status prédsens der Maus. Im Anschluss daran wurde dem Tier ein
Gemisch aus 160 mg/kg Korpergewicht Ketamin (Ketavet Injektionslésung 100 mg/ml Pfizer,
Berlin) und 75 mg/kg Korpergewicht Xylazin (Rompun 2 % Injektionslésung, Bayer Vital
GmbH, Leverkusen) verdinnt in isotoner Kochsalzlésung (Natriumchlorididsung, 0,9 %,
Fresenius Kabi Deutschland, Bad Homburg) i.p. verabreicht. Nach Feststellung einer ada-
quaten Narkosetiefe durch wiederholte Uberpriifung des Zwischenzehenreflexes wurde der
Operationsbereich mit Braunol® 7,5 % (B.Braun, Melsungen) gereinigt und das Tier in Ri-
ckenlage auf einer Styroporunterlage fixiert. Anschlieflend erfolgte ein medianer Hautschnitt

zur Darstellung der Trachea. Diese wurde unterhalb des Larynx erdffnet und mit einer Ligatur



40 Material und Methoden

versehen, sodass die eingefihrte Trachealkanile (Hugo Sachs Elektronik, March-
Hugstetten) fixiert werden konnte. Die Maus wurde dann mit einem Beatmungsgerat fur
Kleinnager (MiniVent, Hugo Sachs Elektronik, March-Hugstetten) mit einem Atemzugvolu-
men von 200 ul und 150 Atemzigen pro Minute beatmet.

Nach medianer Laparotomie und Eréffnung des Diaphragmas wurden 50 ul Heparin (25 000
[.E./ml, ratiopharm 1:1 verdinnt mit isotoner Natriumchloridlésung, 0,9 %, Fresenius Kabi
Deutschland, Bad Homburg) in die rechte Herzkammer appliziert. Nach Punktion der linken
Vena renalis mit einer 27 G Kanule (BD Microlance™ 3, 27 G, BD Bioscience, Heidelberg)
und Vorschub der Kanlle in die Vena cava trat durch raschen Blutentzug sofortiger Herz-
und Kreislaufstillstand ein. AnschlieRend wurde das Diaphragma vollstandig von der Thora-
xwand gel6st, das Sternum median eréffnet und die Thoraxhalften seitlich fixiert. Der Thy-
mus wurde entfernt und eine Ligatur um die Arteria pulmonalis gelegt. Nach Entfernen der
Herzspitze und Eréffnung der Herzkammern konnte die Pulmonalarterienkanile (Hugo
Sachs Elektronik, March-Hugstetten) in den Truncus pulmonalis vorgeschoben und fixiert
werden.

Die Lunge wurde anschliellend 1 Minute mit steriler eiskalter Natriumchloridiésung, (0,9 %
Fresenius Kabi Deutschland, Bad Homburg) mittels einer Rollenpumpe (Peristaltikpumpe,
Ismatec® Reglo-Analog, Ismatec Laboratoriumstechnik GmbH) mit einer Flussrate von 1
ml/min perfundiert, um das Blut aus dem pulmonalen Gefalibett zu entfernen. Hiernach

konnten die Organe fur die spezifischen Untersuchungen entnommen werden.

3.12.2 Durchfuhrung der bronchoalveoldren Lavage

Nach beendeter Perfusion und Beatmung wurde die Lunge zweimal mit 800 pl eisgekihltem
PBS, welchem ein Protease-Inhibitor zugesetzt wurde (1 Tablette Complete™ Mini, Roche
Diagnostics GmbH Mannheim, geldst in 10 ml kaltem PBS) gleichmafig und langsam ge-
spult. Die so gewonnene bronchoalveolare Lavageflussigkeit (BALF) wurde nach Volumen-

bestimmung ziligig weiterverarbeitet.

3.12.3 Durchfuhrung der Organentnahme

Die Organe (Lunge, Milz, Nieren, Darm) wurden im Anschluss an die Praparation unter

Schonung des jeweiligen Gewebes enthommen.
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3.13 Leukozytendifferenzierung in der bronchoalveoldren Lavagefliissigkeit

und im Blut

3.13.1 Bestimmung der Gesamtleukozytenzahl und Leukozytendifferenzierung in der

bronchoalveoldren Lavagefliissigkeit

Im Anschluss an die Entnahme wurde die BALF in 5 miI-Polypropylen Round-Bottom Tubes
(BD Biosciences, Heidelberg) uberfuhrt und mit 1 011 g, 10 min bei 4 °C zentrifugiert. Die
Uberstande wurden abpipettiert und separat bei -80 °C bis zur Weiterverarbeitung eingefro-
ren. Die erhaltenen Zellpellets aus BAL 1 und BAL 2 wurden gepoolt und in 1 ml PBS resus-
pendiert. 5 pl dieser Zellsuspension wurden mit gleicher Menge Methylviolett (verdinnt mit
Eisessig, Merck, Darmstadt) versetzt, die Neubauerzahlkammer mit diesem Gemisch befullt
und unter dem Mikroskop (Axioskop, Zeiss Deutschland) bei 40-facher Vergrélierung be-
trachtet. Nach Auszahlung der Leukozyten in 4 x 16 GroR3quadraten wurde die Gesamtleu-
kozytenzahl der gewonnenen BALF (Gesamtvolumen BALF 1 + BALF 2) unter Verwendung
der Berechnungsformel [Gesamtleukozytenzahl /4 x 2 x 10 000] bestimmt, hierbei wurden
die Verdlinnungsschritte sowie das Zahlkammervolumen bertcksichtigt.

Das angestrebte Verhaltnis von 3 ul Antikdrper zu 300 000 Zellen wurde nach der Zahlung
durch Entnahme des entsprechenden Volumens aus der Suspension erreicht, dieses wurde
mit PBS Uberschichtet und mit 470 g 5 min bei 4 °C zentrifugiert. SchlieRlich wurde der
Uberstand verworfen und das mit 2 ul Fc-Block (BD Biosciences, Heidelberg) (ausreichend
fir 1 x 10° Zellen) versetzte Pellet fiir 10 min bei 4 °C inkubiert. AnschlieRend konnte die
Probe zu den bereits vorgelegten fluoreszenzmarkierten Antikérpern GR-1 Phycoerythrin-
konjugiert (PE), CD45 Peridinin-Chlorophyll-Protein-konjugiert (PerCP) und F4-80 Allo-
phycocyanin-konjugiert (APC) (alle Antikdrper BD Biosciences, Heidelberg) pipettiert und 30
min bei 4 °C lichtgeschutzt inkubiert werden. Vor dem néachsten Zentrifugationsschritt (470 g,
5 min, 4 °C) wurde die Probe mit 500 ul FACS™ Lysing Solution (1X) (BD Biosciences, Hei-
delberg) versetzt, welche Formaldehyd enthielt und der Fixierung der Zellen diente. Die Pro-
be wurde anschlielend weitere 10 min inkubiert und mit CellWash (BD Biosciences, Heidel-
berg) auf ca. 4 ml aufgefiillt. Der Uberstand wurde verworfen und zum verbliebenen Volumen
500 ul CellWash (BD Biosciences, Heidelberg) hinzugeflgt und gut gemischt.

Schliefllich konnte die Analyse der Proben mittels Durchflusszytometrie im BD
FACSCalibur™ (BD Biosciences, Heidelberg) durchgefiihrt werden. Hierbei wurden die Frak-
tionen der Makrophagen, der polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten und Lymphozy-
ten bestimmt.
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Wahrend der fluorescence-activated cell sorting (FACS)-Analyse passierten die zu analysie-
renden Zellen einen fokussierten Laserstrahl und das dabei entstehende Fluoreszenz- und
Streulicht wurde gemessen. Basierend auf der Gro3e und der Granularitdt bzw. dem Plas-
ma/Kern Verhaltnis der Zellen wurde das Licht auf unterschiedliche Weise gestreut. Dabei
beschrieb das Vorwartsstreulicht (forward scatter, FSC) die Lichtbeugung gemessen entlang
der Achse des einfallenden Lichts und korrelierte mit der GrélRe der Zelle. Das Seitwarts-
streulicht (sideward scatter, SSC) war ein Mal} fir die Brechung und Reflexion des Lichts
und wurde in einem 90° Winkel zum einfallenden Licht gemessen. Anhand von FCS und
SSC konnten somit die unterschiedlichen Zellpopulationen voneinander differenziert werden.
Die zur Farbung der Zellsuspension eingesetzten fluoreszenzmarkierten Antikérper (anti-GR-
1 PE, anti-CD45 PerCP und anti-F4-80 APC) boten zusatzlich die Mdglichkeit die Zellen an-
hand spezifischer Oberflachenstrukturen zu unterscheiden. Dabei emittierte jedes Flu-
orochrom Licht unterschiedlicher Wellenlangen, das detektiert wurde und eine genauere Dif-
ferenzierung zuliel3.

Die Ergebnisse der FACS—Analyse wurden auf eine vertikale und horizontale Achse aufge-
tragen, dabei entsprach jeder Punkt einer Zelle (Abb. 5). Durch das Setzen von Analysefens-
tern (Gates) wurden die Zellen anschliel3end selektiert. Dabei wurden zuerst alle CD 45 posi-
tiven Zellen selektiert, die der Gesamtpopulation an Leukozyten in der Probe entsprachen.
Im nachsten Schritt erfolgte die simultane Selektion nach F4/80 positiven Zellen (Makropha-
gen) und nach GR-1 positiven und F4/80 negativen Zellen (neutrophile Granulozyten). Die
letze Population bildeten die Lymphozyten, welche flr beide Antikérper negativ waren (Abb.
5).

Die absoluten Zahlen der jeweiligen Zellpopulationen wurden anhand der Gesamtleukozy-
tenzahl, des Gesamtvolumens der gewonnenen BALF und der prozentualen Anteile der Leu-
kozytenpopulationen bezogen auf 1 ml BALF unter Berucksichtigung folgender Formeln er-
mittelt: [Zellzahl gesamte BALF/ Gesamtvolumen BALF in ml = Zellzahl pro ml BALF]; [Zell-
zahl pro ml BALF x prozentualer Anteil Leukozytenpopulation = absolute Zellzahl der jeweili-

gen Zellpopulation].
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Abbildung 5: Differenzierung der Gesamtleukozytenzahl der bronchoalveoldaren Lavage-
flissigkeit: Beispiel flr die Bestimmung der Gesamtleukozytenzahl und Leukozytendifferen-
zierung in der BALF mittels Durchflusszytometrie im BD FACSCalibur™ (BD Biosciences,
Heidelberg) Abkurzungen: BALF bronchoalveolare Lavageflussigkeit, SSC sideward scatter,
FSC forward scatter

3.13.2 Bestimmung der Gesamtleukozytenzahl und Leukozytendifferenzierung im Blut

Im Anschluss an die Blutentnahme wurden 60 ul des gewonnen Blutes in ein EDTA-
Roéhrchen pipettiert. 5 ul der fluoreszierenden Antikérper GR-1 PE und CD45 PerCP wurden
auf das sich am Boden des BD TruCount™ Tubes (BD Biosciences, Heidelberg) befindliche
Sieb gegeben. Dann wurden 50 ul des vorbereiteten Blutes hinzugefugt und die Probe 20
min bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Nach Zugabe von 450 yl FACS™ Lysing So-
lution (1X) (BD Biosciences, Heidelberg), die der Lyse der Erythrozyten diente, erfolgte
nochmals eine Inkubationszeit von 10 min bei Raumtemperatur im Dunkeln. Vor der Mes-

sung mittels Durchflusszytometrie im BD FACSCalibur™ (BD Biosciences, Heidelberg) wur-
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de die Probe in ein Polystyren Round-Bottom Tube (5 ml BD Biosciences, Heidelberg) tber-
fuhrt. Es wurden die Gesamtleukozytenzahl sowie die Fraktionen von Makrophagen, poly-
morphkernigen neutrophilen Granulozyten und Lymphozyten bezogen auf 1 ml Vollblut ermit-
telt (Abb. 6). Analog zum Vorgehen bei der BALF wurden zunachst alle CD 45 positiven Zel-
len (Leukozyten) selektiert und im Anschluss weiter differenziert. Dabei entsprachen die GR-
1 positiven Zellen den neutrophilen Granulozyten, die leicht GR-1 positiven Zellen den Mo-

nozyten und die GR-1 negativen Zellen den Lymphozyten.
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Abbildung 6: Quantifizierung und Differenzierung der Gesamtleukozytenzahl des Blu-
tes: Beispiel fur die Bestimmung der Gesamtleukozytenzahl und Leukozytendifferenzierung
im Blut mittels Durchflusszytometrie im BD FACSCalibur™ (BD Biosciences, Heidelberg);
Abklrzungen: SSC sideward scatter, FSC forward scatter
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3.14 Quantifizierung der Zytokine in der bronchoalveolaren Lavageflussigkeit

und im Blut

Die Quantifizierung der Zytokine in der BALF und im Plasma wurde mittels Multiplex Array-
Technologie der Firma Biorad durchgefuhrt. Hierfir wurde ein Mouse Cytokine Group | 3-
plex der Firma BD fir die BALF verwendet, welcher die Zytokine IL-13, IL-6 sowie KC quanti-
fizierte. Um die Zytokine im Plasma zu bestimmen, wurde des Weiteren ein Mouse Cytokine
Group | 2-plex mit den Zytokinen IL-6 und KC der Firma Bio-Rad Laboratories, Inc. (Kalifor-
nien, USA) genutzt.

Um dem Abbau der Proteine entgegen zu wirken, wurde der BALF ein Proteasehemmer hin-
zugeflgt und diese direkt nach der Gewinnung mit 1 011 g fir 10 min bei 4 °C zentrifugiert.
Der so erhaltene Uberstand wurde entnommen und in einem 1,5 ml Eppendorfgefall mit Si-
cherheitsverschluss bei -80 °C bis zur Durchfiihrung des Multiplex-Assays gelagert.

Das gewonnene Blut wurde ebenfalls direkt im Anschluss mit 1 520 g fur 10 min bei 4 °C
zentrifugiert, das Plasma abpipettiert und in einem 0,5 ml Eppendorfgefal? bei -80 °C gela-
gert. Zur Verwendung im Bio-Plex™ Mouse Multi-Plex Cytokine Assay wurden die BALF und
Plasma Proben auf Eis langsam aufgetaut. Die Verdiinnung des Zytokinstandards fur die
BAL Proben erfolgte im Probenmedium unter Zusatz von 0,5 % bovinem Serumalbumin
(BSA). Alle BAL Proben wurden pur, die Plasmaproben in einer Verdinnung von 1:4 aufge-
tragen. Alle weiteren Arbeitsschritte kdnnen der Arbeitsanleitung der Herstellerfirma ent-
nommen werden. Die abschlieRende Messung der Proben erfolgte im Bio-Plex Array Rea-
der. Die Messergebnisse wurde unter Zuhilfenahme des Bioplex Handbuches Version 4.2.2

ausgewertet.

3.15 Genexpression der Zytokine in der Lunge

3.15.1 Isolierung der RNA aus Mauslungen

Im Anschluss an die Praparation wurde die gesplilte, aber unlavagierte Lunge unter Scho-
nung des Gewebes aus dem Tier entnommen, wobei der Lungenhilus mit angrenzenden
Lymphknoten im Kadaver verblieb. Die entnommene Lunge wurde in PBS zwischengelagert,
mittels Praparierschere zerteilt und anschlieRend gewogen. Ein Drittel der zerkleinerten Lun-
ge wurde in ein Greiner Réhrchen (Polypropylen round bottom, BD Biosciences, Heidelberg)

Uberflihrt, sofort in 1 ml Trizol® Reagent (Invitrogen, Darmstadt) mithilfe des Ultra-Turrax T8



46 Material und Methoden

(IKA®-Werke GmbH & CO. KG, Staufen) homogenisiert und bei -80 °C bis zur RNA-Isolation
gelagert. Beim Homogenisieren lysierte das im Trizol enthaltene Guanidinthiocyanat die
Zellwande und inaktiviert alle Enzyme, sodass einem Abbau der instabilen RNA vorgebeugt
wird. In dem zuséatzlich enthaltenen Phenol I6sen sich Proteine sowie DNA. Die restlichen
2/3 der Lungen wurden ebenfalls aliquotiert und bis zur weiteren Verarbeitung bei -80 °C
gelagert.

Zur Isolierung der RNA wurden die Proben auf Eis aufgetaut, 500 ul der Organsuspension
entnommen, in ein 1,5 ml Reaktionsgefal} Gberflhrt und mit 12 000 g 10 min bei 4 °C zentri-
fugiert. Der Uberstand wurde in ein Eppendorfgefall tberfiihrt und mit 100 pl Chloroform
(Fisher Scientific GmbH, Schwerte) versetzt, anschlieltend fir 15 sec gerittelt und 3 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation mit 12 000 g fir 15 min bei 4 °C
wurde die obere Phase, welche die geldste RNA beinhaltet, in ein neues Eppendorfgefall
Uberflhrt. Um die RNA auszufallen, wurden 250 ul 2-Propanol (Merck, Darmstadt) hinzupi-
pettiert und die Probe grindlich geruttelt. Im Anschluss erfolgte eine nochmalige Zentrifuga-
tion mit 12 000 g fiir 20 min bei 4 °C. Der Uberstand wurde verworfen und das erhaltene Pel-
let in 350 ul 70 % reinst Ethanol (Merck, Darmstadt) gewaschen und zentrifugiert (12 000 g,
15 min, 4 °C). Dann wurde der Alkohol abpipettiert und verworfen, das Pellet bei Raumtem-
peratur flr ca. 15 min getrocknet und in 100 ul aqua ad iniectabilia (B.Braun Melsungen AG,
Melsungen) resuspendiert.

Vor der Herstellung von Aliquots zu je 250 ng/ul erfolgte die Ermittlung des RNA-Gehaltes
der Proben. Die RNA-Konzentration wurde durch Absorptionsmessung bei einer Wellenlange
von 260 nm mit dem NanoDrop 2000 der Firma Thermo Scientific photometrisch bestimmt.
Hierbei entsprach eine ODygy =1 einem Gehalt von 40 pg/ml RNA in der Probe. Proteine be-
sitzen ihr Absorptionsmaximum bei 280 nm, dies resultiert aus den Absorptionssprektren der
aromatischen Aminosaurenreste. Um den Reinheitsgrad der Probe ermitteln zu konnen,
wurde zuséatzlich das Verhaltnis OD,gy zu OD,gy bestimmt. Der so errechnete Quotient sollte
fur reine RNA zwischen 1,9 und 2,0 liegen. Atypische Absorptionsspektren kamen in der
isolierten RNA nicht vor. Fur alle Arbeitsschritte wurden RNase-, DNase- sowie Pyrogen-

freie Pipettenspitzen und Reaktionsgefalle verwendet.

3.15.2 Durchfiihrung der reversen Transkription

Fur den Einsatz der isolierten Lungenproben in der quantitativen PCR musste die gewonne-
ne RNA zunachst in complementary DNA (cDNA) umgeschrieben werden. Hierfur wurde
eine RNA-abhangige DNA Polymerase (reverse Transkriptase) bendétigt, die ausgehend von

der einzelstrangigen RNA zunédchst einen RNA-DNA-Hybridstrang synthetisiert. Anschlie-
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Rend wurde der RNA-Anteil von einer anderen Untereinheit desselben Enzyms mit Exoribo-
nukleaseaktivitat abgebaut.
Fur die Umschreibung der RNA in cDNA wurde das High Capacity cDNA Reverse Transkrip-

tion Kit der Firma Applied Biosystems® gemal Herstellerangaben verwendet.

Es wurde ein Master Mix aus den folgenden Komponenten vorbereitet (Tab. 5):

Tabelle 5: Master Mix Zusammensetzung fiir die reverse Transkription der RNA in
cDNA

Reverse Transkription

Nuklease freies Wasser 4.2 ul
dNTP 0,8 ul
10x Puffer 2,0 pl
Hexamer Primer 2,0 ul
HCRT Polymerase 1,0 ul
Gesamtvolumen pro Reaktionsansatz: 10,0 pl

Die bendtigten Komponenten wurden in ein DNase und RNase freies Reaktionsgefal} pipet-
tiert und mit 10 pl der eluierten RNA (2,5 pg) versetzt. Durch vorsichtiges Auf- und Abpipet-
tieren wurde der Inhalt vermischt und anschlieRend kurz herunterzentrifugiert. Die Ansatze
wurden auf dem Thermocycler PTC 200 (Peltier Thermocycler; Firma MJ Research) zuerst
fir 10 min bei 25 °C (primer annealing) und anschlielend fur 2 Stunden bei 37 °C (Transkrip-
tion) inkubiert. Wahrend des ersten Inkubationsschrittes erfolgte die Primerhybridisierung. Im
nachsten Schritt lief die Transkription. Die Enzyminaktivierung erfolgte danach bei 85 °C fur
5 Sekunden. Die cDNA, die als Matrize fur die anschlieRende quantitative PCR diente, wurde
im Thermocycler bei 4 °C bis zur Entnahme gehalten (Tab. 6) und anschlielend bis zur wei-

teren Verwendung bei -80 °C gelagert.
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Tabelle 6: Reaktionsschritte der reversen Transkription

Reaktionsschritt Temperatur Zeit
Primerhybridisierung 25°C 10 min
Transkription 37 °C 120 min
Enzyminaktivierung 85°C 5 sec
Kihlung 4°C bis Entnahme

3.15.3 Durchfiihrung der quantitativen Real-Time-PCR

Ausgehend von der vorliegenden cDNA wurde die quantitative Real-Time-PCR (qRT-PCR)
mit dem ABI 7300-Real Time PCR System durchgefiihrt. Es wurden die Gene mouse IL-6,
mouse KC, mouse IL-13 sowie die mouse Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
(GAPDH) bestimmt. Dabei wurde der TagMan® Gene Expression Master Mix (Applied Bio-
systems®) sowie der TagMan® Gene Expression Assay (Applied Biosystems®) verwendet
(Tab. 7).

Tabelle 7: Master Mix Zusammensetzung fiir die quantitative Real-Time-PCR

Master Mix quantitative PCR :

TagMan® Gene Expression Master Mix 10 pl

Nuklease freies Wasser 4 ul

TagMan® Gene Expression Assay (Assay on demand) 1ul

Gesamtvolumen pro Reaktionsansatz: 15 i

Der Master Mix wurde in die Vertiefungen einer Prism® 96-Well-Optical-Reaction-Plate (Ap-
plied Biosystems®, USA) vorgelegt und anschlieBend 5 ul der cDNA hinzugefligt. Anschlie-
Rend wurde die Platte kurz bei 1 000 g anzentrifugiert und im ABI 7300 REAL TIME PCR

System (Applied Biosystems®, USA) gemessen. Zuerst erfolgte eine Inkubation fir 2 min bei
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50 °C, an die sich eine Inkubation von 10 min bei 95 °C anschloss. Es folgten 40 Zyklen der
Denaturierung bei 95 °C fir 15 sec. Die Elongation erfolgte anschlieRend 1 min bei 60 °C.

An das 5°-Ende der TagMan Sonde ist ein fluoreszierender Reporterfarbstoff (FAM) gebun-
den. Dem gegenulber steht ein an das 3'-Ende gebundener Quencher-Farbstoff (TAMRA).
Zusatzlich wird das 3'-Ende mit einem Phosphat-Rest versehen, sodass eine Extension des
3'-Endes wahrend der PCR vermieden wird. Durch die Nahe des Reporterfarbstoffs zum
Quencher wahrend der Hybridisierungsphase wird die Fluoreszenz unterdrickt. Baut die
Taqg-Polymerase, die eine Exonukleaseaktivitat besitzt, in der Elongationsphase die Sonde
am 5°-Ende ab, wird der Abstand zwischen den beiden Farbstoffen erhoht und das Fluores-
zenzsignal nimmt entsprechend zu. Die Messung findet am Ende jedes Zyklus statt. Fur die
relative Quantifizierung der exprimierten Gene wird in der gRT-PCR die Transkription des
Zielgens gegen die eines Referenzgens als endogenes Kontrollgen gemessen. Als endoge-
ne Kontrolle (Referenzgen) diente hierbei die Expression der Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH). Die GAPDH ist ein Enzym der Glykolyse und wird ubiquitdr syn-
thetisiert und konstant exprimiert. Aus diesem Grund eignet es sich als Referenzgen fir die
gRT-PCR. Die Induktion des Referenzgens wurde 1 gesetzt.

Mithilfe der folgenden Formel erfolgte die Bestimmung der relativen Quantifizierung (RQ) des
Zielgens in Relation zur endogenen Kontrolle:

ACT = CT Zielgen — CT Referenzgen (GAPDH)

AACT = ACT Behandlung - ACT naive Kontrolle

RQ = 2-AACT

Der CT-Wert (cycle threshold, Schwellenwert) bezeichnete hierbei die Zyklusanzahl, an der
die Fluoreszenz des gemessenen Gens erstmalig signifikant Gber die Hintergrundfluoreszenz
ansteigt. So war eine Messung zu Beginn der exponentiellen Phase mdoglich.

Bei den verwendeten Primern wurde darauf geachtet, dass sie Intron-Uberspannend waren,
das heil’t es konnte eine irrtimliche Amplifikation von genomischer DNA, die das Ergebnis

verfalschen wirde, ausgeschlossen werden.
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3.16 Bestimmung der Bakterienlast in der bronchoalveolaren Lavagefliissig-

keit, im Blut und in der Milz

3.16.1 Bakterienlast der bronchoalveoldren Lavagefliissigkeit

Zur Bestimmung der Bakterienlast in der BALF wurden je 10 ul pur sowie in einer Verdun-
nung (mit PBS) von 1:10, 1:100, 1:1 000 und 1:10 000 auf Columbia Blutagarplatten mit 5 %
Schafblut ausplattiert und fir 18 Stunden bei 37 °C und 5 % CO, bebriitet. Nach der an-
schlielenden Auszahlung der KbE erfolgte die Berechnung der Bakterienlast unter Bertick-

sichtigung der eingesetzten Probenmenge sowie der jeweiligen Verdinnungsstufe.

3.16.2 Bakterienlast der Milz

Die Milz wurde im Anschluss an die Entnahme in einem Probengefal3, gefllt mit 500 pl PBS,
auf Eis gekuhlt, bis zur Weiterverarbeitung zwischengelagert. Nachdem das Organ in ein BD
Falcon™ Zellsieb (100 uym, BD Biosciences, Heidelberg) gegeben wurde, welches sich auf
einem 50 ml-Falcon befand, wurde es mittels eines 2 ml Spritzenkonus durch das Sieb ge-
drickt. Dabei wurde das Zellsieb mehrfach mit PBS gesplilt, bis keine Gewebereste mehr
sichtbar waren. AnschlieRend wurde die Suspension auf ein Gesamtvolumen von 20 ml auf-
geflllt. Aus der so erhaltenen Einzelzellsuspension wurden je 10 ul pur sowie in einer Ver-
dinnung von 1:10, 1:100, 1:1 000 und 1:10 000 auf Columbia Blutagarplatten mit 5 %
Schafblut ausplattiert und 18 Stunden bei 37 °C und 5 % CO, bebritet. Die Berechnung der
Bakterienlast in der Milz erfolgte nach der Auszahlung der KbE unter Berlcksichtigung der

eingesetzten Probenmenge sowie der jeweiligen Verdlinnungsstufe.

3.16.3 Bakterienlast des Blutes

Um die Bakterienlast im Blut zu bestimmen, wurden je 10 pl Blut pur sowie in den Verdln-
nungen 1:10, 1:100, 1:1 000 und 1:10 000 auf Columbia Blutagarplatten mit 5 % Schafblut
ausplattiert und fir 18 Stunden bei 37 °C und 5 % CO, bebriitet. Nach der anschlieRenden
Auszahlung der KbE erfolgte die Berechnung der Bakterienlast unter Berlcksichtigung der

eingesetzten Probenmenge sowie der jeweiligen Verdlinnungsstufe.
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3.17 Ermittlung der pulmonalvaskularen Permeabilitat

Zur Quantifizierung der pulmonalvaskuldren Permeabilitdt wurde das murine Serumalbumin
(MSA) mittels ELISA (Bethyl Laboratories Inc., Montgomery, TX, USA) in BALF und Plasma
in geeigneter Verdinnung quantifiziert. Die bei -80 °C gelagerten Proben wurden langsam
auf Eis aufgetaut und zugig verarbeitet.

Der erste Antikérper wurde in geeignetem Puffer (Coating Buffer: 0.05 M Natrium Carbonat,
pH 9,6) verdinnt und in die 96-well Platte pipettiert. Nach einstindiger Inkubation bei Raum-
temperatur wurde die 96-well Platte mehrfach mit Waschpuffer (50mM Tris-Base, 0,14 M
NaCl, 0,05 % Tween20) gewaschen, um ungebundene Antikdrper zu entfernen. Im nachsten
Schritt wurde fir 30 Minuten ein geeigneter Puffer (Postcoat Buffer: 50mM Tris-Base, 0,14 M
NaCl, 1% BSA) aufgetragen, der unspezifische Bindungsstellen blockierte. Im Anschluss
wurden Proben und Standards in geeignetem Puffer (Sample Buffer. 50mM Tris-Base, 0,14
M NaCl, 1% BSA, 0,05 % Tween20) verdunnt, aufgetragen und es folgte eine einstiindige
Inkubationszeit bei Raumtemperatur.

Nach mehrmaligem Waschen wurde der zweite Antikorper in die 96-well Platte pipettiert und
es wurde wiederum fur eine Stunde inkubiert. Anschlieend konnte, nach weiteren Wasch-
schritten, das Enzymsubstrat Tetramethylbenzidine Liquid Substrat (TMB) aufgetragen wer-
den. Nach erfolgtem Farbumschlag wurde die Reaktion mittels 2 molarer Schwefelsaure ab-
gestoppt. Die Messung der OD erfolgte bei 450 nm im Anthos ht2 Mikroplatten Photometer
(Anthos Mikrosysteme GmbH, Krefeld) mit zugehériger Software (WinRead Anthos). Die
Auswertung erfolgte unter Zuhilfenahme der Herstellerangaben sowie unter Berlcksichti-
gung der eingesetzten Verdinnungen. Alle Proben und Standards wurden als Duplikate auf-
getragen und die erhaltenen Werte anschlieliend gemittelt. Alle Arbeitsschritte erfolgten nach
Herstellerangaben. Es konnte anschliefend das MSA-BALF/Plasma-Verhaltnis berechnet
werden, welches eine Aussage Uber die Schadigung der alveolokapillaren Barrierefunktion

zulieR3.

3.18 Histologische Untersuchungen der enthommenen Organe

Die Lunge wurde im Anschluss an die Praparation mitsamt Herz und Thymus aus dem Ka-
daver entnommen und in 4-prozentiger Formaldehyd-Ldsung fixiert. Abweichend von der
unter 3.10.1 genannten Praparation wurde die Lunge fir die histologischen Untersuchungen

zur Schonung der Strukturen weder gespult noch lavagiert. Zudem wurden jedem Tier die
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Leber, der Darm und beide Nieren entnommen und ebenfalls in 4-prozentiger Formaldehyd-
Losung fixiert.

Die Weiterverarbeitung nach histologischen Standards wurde im Institut fur Tierpathologie
der Freien Universitat Berlin durchgefuhrt.

Nach der Fixierung fur maximal 120 Stunden wurden die Mauslungen in Paraffin eingebettet.
Nach Entwasserung und Entparaffinierung wurden Gewebeschnitte angefertigt und diese mit
Hamatoxylin-Eosin (HE) gefarbt. Die Proben wurden freundlicherweise von Frau Dr. Olivia
Kershaw, European College of Veterinary Pathologists diplomierte Tierpathologin, aus dem
Institut fir Tierpathologie der Freien Universitat Berlin verblindet analysiert. Bei der histologi-
schen Beurteilung wurden Entziindungszeichen und Veranderungen des Lungengewebes,
abhangig von ihrem Auspragungsgrad differenziert. Dabei wurden jeweils Punkte zwischen 0
(keine Veranderung) und 5 (Veranderung massiv) vergeben (Tab. 8).

Ebenfalls analog histologisch untersucht wurden die Leber, die Nieren sowie der Darm der

Tiere.

Tabelle 8: Bewertungsschema der histologischen Untersuchung des murinen Lungen-

gewebes
Ergebnis der histologischen Betrachtung Bewertung
keine Entzindungszellen sichtbar 0
vereinzelte Entziindungszellen sichtbar 1
wenige Entzindungszellen sichtbar 2

mafige Anzahl an Entziindungszellen mit wenig multifokal verteiltem Exsudat | 3

sichtbar

viele Entzindungszellen mit maRig Exsudat und vereinzelt Zellnekrosen 4

sichtbar

viele Entzindungszellen mit reichlich Exsudat und ausgedehnte Zellnekrosen | 5

sichtbar
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3.19 Electric Cell-Substrate Impedance Sensing

Das Electric Cell-Substrate Impedance Sensing (ECIS)-Verfahren wurde in dieser Studie
genutzt, um das Verhalten eines Zellmonolayers auf verschiedene Stimuli hin zu untersu-
chen. Dabei wurde der Wechselstromwiderstand (Impedanz) des Zellmonolayers bei einer
bestimmten Stromfrequenz bestimmt. Die Veranderungen der Impedanz nach einem exter-
nen Stimulus Uber die Zeit lieRen Ruckschlisse auf das Verhalten der zu untersuchenden
Zellschicht zu. Hierfur wurden Endothelzellen humaner Nabelstrangvenen (Human Umbilical
Vein Endothelial Cells, HUVEC) isoliert (Schnittler et al. 1990) und auf Goldelektroden kulti-
viert, bis sich ein konfluenter Endothelzellmonolayer gebildet hatte. Mit zunehmendem Be-
wuchs der Goldelektroden nahm auch die Impedanz zu, bis sich bei Erreichen einer kontinu-
ierlichen Zellschicht, ein reprasentativer Widerstand eingestellt hatte. Reagierten die Zellen
auf einen externen Stimulus mit einer Anderung ihrer Form, sodass die Verbindungen zwi-
schen den Zellen verloren gingen, anderte sich auch die gemessene Impedanz. Daher konn-
te aus der Verminderung des transzellularen elektrischen Widerstandes (TER) eine Erho-

hung der Permeabilitat des Zellmonolayers geschlussfolgert werden (Tiruppathi et al. 1992).

3.19.1 Versuchsaufbau Electric Cell-Substrate Impedance Sensing

Die Isolation und Kultivierung der Zellen auf den Goldelektroden im Rahmen dieser Studie
wurde freundlicherweise von Frau Doris Stoll (Charité - Universitatsmedizin Berlin, Medizini-
sche Klinik mit Schwerpunkt Infektiologie und Pneumologie, Berlin, Deutschland) durchge-
fUhrt.

Die Kultivierung der Zellen erfolgte auf einem 8W10E Messarray mit 8 Messkammern und
jeweils zehn Goldelektroden pro well (8W10E, Applied Biosystems®, Life Technologies Cor-
poration, Carlsbad, California, USA) (Tiruppathi et al. 1992). Dabei wurden die Messkam-
mern vor dem Hinzufiigen der Zellen gelatiniert (Gelatine, Sigma, Deisenhofen), damit eine
Adharenz der Zellen gewahrleistet werden konnte. Wahrend der Kultivierung inkubierten die
Zellen im Inkubator bei 37 °C und 5 % CO.,. Ein letzter Mediumswechsel wurde 16 Stunden
vor Versuchsbeginn durchgefuhrt. Dabei wurde jeder Messkammer (nach Entfernung des
verbrauchten Mediums) 400 pl Endothel-Basal-Medium (PAA Laboratories GmbH, Oster-
reich) + 2 % FCS (PAA Laboratories GmbH, Osterreich) hinzugefiigt.

Die eingespannten Goldelektroden befanden sich wahrend der Messung in einem Inkubator
(37 °C, 5 % CO,). Pro Versuchsdurchgang konnten zwei Messarrays in den Inkubator zwi-

schen eine Arbeits- und eine Gegenelektrode eingespannt werden. Wahrend des Messzeit-
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raumes waren die Elektroden an einen PC gesteuerten Impedanz-Analysator (Applied Bio-
Physics®, Applied Biophysics Inc., Troy, New York, USA) angeschlossen, der die Messdaten
erfasste und verarbeitete. Hierbei wurden die Werte jeder einzelnen Elektrode kontinuierlich
erfasst und das Verhaltnis zwischen gemessenem Widerstand und Grundwiderstand norma-
lisiert. Bei einer Spannung von 1 V und einer Frequenz von 4 000 Hz wurde ein konstanter
Stromfluss erreicht. Zur Applikation der Stimulanzien musste der Impedanz-Analysator vor-
sichtig gedffnet werden und die jeweilige Substanz zlgig und gleichmaRig Uber die Gold-

elektroden der jeweiligen Messkammer pipettiert werden.

3.19.2 Stimulation von humanen umbilikalvenésen Endothelzellen mit Antibiotika und

Thrombin

Nach Start der Messung erfolgte eine einstiindige Messzeit ohne Stimulation zur Festlegung
der Grundwiderstande (baseline). Dabei wurde darauf geachtet, dass vor der Stimulation ein
Grundwiderstand von 900 — 1 000 Q vorlag. AnschlieRend wurden die Zellen entweder mit
Ampicillin oder Moxifloxacin in einer Konzentration von 40 ug/ml inkubiert. Als Kontrolllésung
wurde sterile isotone Kochsalzlésung (Natriumchloridldsung, 0,9 % B.Braun Melsungen AG,
Melsungen) verwendet. Nach einer weiteren Stunde erfolgte dann die Stimulation der Zellen
mit 0,5 U/ml Thrombin (Sigma, Deisenhofen) oder steriler isotoner Kochsalzlésung als Kon-
trolle. In einem weiteren Versuchsansatz wurden die Zellen zeitgleich mit je einem Antibioti-
kum (Ampicillin oder Moxifloxacin) und Thrombin 0,5 U/ml bzw. Kontrolllésung behandelt.
Um zu untersuchen, ob Moxifloxacin im Vergleich zu Ampicillin einen direkten Einfluss auf
die basale Integritat der Endothelzellen hatte, wurde in einem Versuchsansatz nur eine Inku-
bation mit den Antibiotika ohne anschlieRenden oder zeitgleichen Thrombinstimulus durch-
gefuhrt.

Die kontinuierliche Aufzeichnung der Impedanz, Resistance und Kapazitat erfolgte in jedem

der Versuchsansatze anschlieRend Uber 6 Stunden.

3.20 Wachstum von Streptococcus pneumoniae unter Zugabe von Antibiotika

Um den Einfluss von Moxifloxacin und Ampicillin auf das in vitro Wachstum von Streptococ-
cus pneumoniae zu untersuchen, wurde S. pneumoniae wie unter Punkt 3.2 beschrieben
angezuchtet. Nach Erreichen der exponentiellen Wachstumsphase (ODggo 0,3 — 0,4) wurde
das Kulturmedium mit Ampicillin, Moxifloxacin oder Lésungsmittel (NaCl 0,9 %) versetzt und

das weitere Wachstum mittels Photometer in 15 — 30 minutigen Abstanden bestimmt. Die
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Antibiotika wurden dabei zunachst in einer Konzentration von 40 uyg/ml und in einem weite-

ren Versuch in einer Konzentration von 80 ug/ml eingesetzt.

3.21 Statistische Datenanalyse

Die statistische Auswertung aller Daten wurde mithilfe des Graphik- und Statistikprogramms
GraphPad Prism 4.0 (Graph Pad Software Incorporated, San Diego, California, USA) durch-
gefuhrt.

Die Daten wurden als arithmetischer Mittelwert (mean) + Standardabweichung (Standard
Deviation, SD) angegeben.

Zur statistischen Analyse der Messwerte im humanen Lungenmodell gegeneinander wurde
jeweils ein nicht-parametrischer two-tailed Mann-Whitney U-Tests herangezogen (Abbildun-
gen7-9).

Die statistische Analyse der Kdrpertemperatur sowie des Kérpergewichts der Tiere erfolgte
ebenfalls mit einem nicht-parametrischen two-tailed Mann-Whitney U-Test. Dabei wurden die
einzelnen Zeitpunkte separat getestet (Abbildungen 10 und 11). Dieser Test wurde darlber
hinaus zur Auswertung der Unterschiede zwischen verschiedenen Tierversuchsgruppen
verwendet (Abbildungen 12 — 20).

Zur statistischen Analyse des Wachstumsverhaltens von Streptococcus pneumoniae unter
Zugabe von Ampicillin oder Moxifloxacin (Abbildung 24) wurden ebenfalls einzelne Zeitpunk-
te mit einem nicht-parametrischen two-tailed Mann-Whitney U-Test separat getestet.

Dabei wurde ein p-Wert < 0,05 als statistisch signifikant angesehen.
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4 Ergebnisse

4.1 Moxifloxacin hemmt im Gegensatz zu Ampicillin die Produktion von Ent-
ziindungsmediatoren im isolierten humanen Lungengewebe nach TNF-a

Stimulation

Um den Einfluss von Moxifloxacin auf die Produktion der proinflammatorischen Zytokine IL-6
und IL-8 in humanem Lungengewebe genauer zu untersuchen, wurde isoliertes humanes
Lungengewebe mit TNF-a oder Losungsmittel (RPMI-1640) stimuliert und mit Ampicillin (40
pag/ml), Moxifloxacin (40 ug/ml) oder Lésungsmittel (NaCl 0,9 %) behandelt. Die vom Lun-
gengewebe sezernierten Zytokine wurden anschlieend in den Uberstanden gemessen. Die
Zytokine wurden jeweils mittels ELISA quantifiziert.

Im Vergleich zur Lésungsmittel-Applikation fihrte die Stimulation des Lungengewebes mit
TNF-a zu einem signifikanten Anstieg der gemessenen Zytokinmenge in allen Gruppen. Da-
bei war die Sekretion des Zytokins IL-6 nach Stimulation mit TNF-a und Behandlung mit
Moxifloxacin im Gegensatz zu der Ampicillin-Behandlung signifikant reduziert. Dagegen wies
der Zytokinspiegel von IL-8 lediglich einen Trend hinsichtlich einer starkeren Reduktion nach
Moxifloxacin-Therapie auf (Abb. 7). Interessanterweise erniedrigte Moxifloxacin bereits die

basale IL-6 Sekretion signifikant.
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Abbildung 7: Zytokine im humanen Lungengewebe nach TNF-o Stimulation: Humanes
Lungengewebe wurde 1 h nach Stimulation mit TNF-a oder Losungsmittel (RPMI-1640) mit
Ampicillin (40 pg/ml), Moxifloxacin (40 ug/ml) oder NaCl 0,9 % behandelt. Nach weiteren 24
h Inkubation wurde Gewebe fir Analysen asserviert. Kontrollstimuliertes Gewebe (NaCl 0,9
%) wurde ebenfalls antibiotisch oder mit Ldsungsmittel behandelt. Die Zytokine wurden im
ELISA aus den Uberstanden quantifiziert. (*p<0,05, *p<0,05, *p<0,01, *p<0,001 vs. ent-
sprechende Kontrollgruppe; n=7)

Die Daten sind angegeben als Mittelwert + SD.

4.2 Moxifloxacin und Ampicillin reduzieren die bakterielle Last im isolierten

humanen Lungengewebe nach Infektion mit Streptococcus pneumoniae

Die Infektion der humanen Lungenproben mit S. pneumoniae fihrte zum Zeitpunkt 16 Stun-
den p.i. zu einem Anstieg der bakteriellen Last, die nach der Behandlung mit Lésungsmittel
(NaCl 0,9 %) und weiteren 8 Stunden Inkubation signifikant anstieg. Die Applikation von Am-
picillin (40 ug/ml) oder Moxifloxacin (40 ug/ml) reduzierte die Bakterienlast signifikant im Ver-
gleich zur infizierten, kontrollbehandelten Gruppe 8 Stunden nach der Behandlung (Abb. 8).
Im Gegensatz zu der Moxifloxacin-Behandlung war 24 Stunden p.i. die Erregerlast unter

Ampicillin-Therapie signifikant niedriger.
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Abbildung 8: Bakterielle Last im humanen Lungengewebe: Humanes Lungengewebe
wurde mit 1 x 10? KbE/ml Streptococcus pneumoniae oder mit Lésungsmittel (RPMI-1640)
infiziert. 16 h nach der Infektion wurden die Proben mit Ampicillin (40 pug/ml), Moxifloxacin
(40 pg/ml) oder NaCl 0,9 % behandelt. Zum Behandlungszeitpunkt sowie nach weiteren 8 h
wurden die Gewebeproben homogenisiert und die KbE aus den Uberstdnden bestimmt.
(*p<0,05, **p<0,01; n=6)

Die Daten sind angegeben als Mittelwert £ SD. Abkurzungen: S. pn. Streptococcus pneumo-
niae, KbE koloniebildende Einheit

4.3 Moxifloxacin hat ahnlich wie Ampicillin keinen Einfluss auf die Produktion
von Zytokinen im isolierten humanen Lungengewebe nach Streptococcus

pneumoniae Infektion

Die Bestimmung der Zytokinproduktion erfolgte in humanem Lungengewebe, das zuerst mit
Streptococcus pneumoniae oder Losungsmittel (RPMI-1640) infiziert und anschlieBend mit
Antibiotikum oder Lésungsmittel (NaCl 0,9 %) behandelt wurde. Die Quantifizierung der Zy-
tokine IL-6 und IL-8 erfolgte in den Uberstanden der Lungenproben mittels ELISA.

Im Vergleich zur Lésungsmittel-Applikation fuhrte die Infektion des Lungengewebes mit S.
pneumoniae 16 Stunden p.i. zu erhdhten Zytokinspiegeln der Zytokine IL-6 und IL-8. Diese

stiegen fur IL-6 nach weiteren 8 Stunden Inkubation in allen mit S. pneumoniae infizierten
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Gruppen signifikant an. Die Behandlung mit Ampicillin (40 pg/ml) oder Moxifloxacin (40
pg/ml) fuhrte zu keiner signifikanten Abnahme der IL-6 oder IL-8 Sekretion verglichen mit

den kontrollbehandelten Lungenproben (Abb. 9).
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Abbildung 9: Zytokine im humanen Lungengewebe nach Stimulation mit Streptococcus
pneumoniae: Humanes Lungengewebe wurde mit 1 x 10? KbE/ml Streptococcus pneumoni-
ae oder mit Losungsmittel (RPMI-1640) infiziert. 16 h nach Infektion wurden die Proben mit
Ampicillin (40 pg/ml), Moxifloxacin (40 pg/ml) oder NaCl 0,9 % behandelt. Zum Behand-
lungszeitpunkt sowie nach weiteren 8 h wurden die Zytokine IL-6 und IL-8 aus den Uber-
standen bestimmt. (**p<0,01; *p<0,05, vs. entsprechende Kontroligruppe n=6)

Die Daten sind angegeben als Mittelwert £ SD. Abkurzung: S. pn. Streptococcus pneumoni-

ae

4.4 Moxifloxacin hat einen ahnlichen Einfluss wie Ampicillin auf den klini-

schen Verlauf der Pneumonie

Zur Bewertung des status prasens der Mause erfolgte alle 12 Stunden nach Versuchsbeginn
die Messung von Kdrpertemperatur und —gewicht.
Alle mit Streptococcus pneumoniae infizierten Mause entwickelten innerhalb von 24 Stunden

nach der Infektion eine schwere Pneumonie, die sich klinisch im Abfall von Kérpertemperatur
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und —gewicht zeigte (Abb. 10 und 11). Mause, welche infiziert und mit Lésungsmittel schein-
behandelt wurden, bildeten bis 48 Stunden p.i. ein ARDS und eine schwere Sepsis aus. Er-
fahrungswerte mit dem murinen Pneumokokkenmodell lieRen abschatzen, dass uber den
Zeitpunkt 48 Stunden p.i. hinaus die Tiere in solchem Ausmal} belastet und kurzfristig ver-
sterben wirden, dass die Ausdehnung der Beobachtungsdauer nicht sinnvoll und ethisch
nicht zu vertreten ware. Daher wurden keine spateren Zeitpunkte fur diese Gruppe geplant.
Im Gegensatz dazu stieg die Koérpertemperatur der mit Ampicillin (0,02 mg/g) oder Moxiflo-
xacin (0,1 mg/g) behandelten Mause innerhalb von 12 Stunden nach Beginn der Behandlung
wieder auf das Niveau der uninfizierten Tiere (Abb. 10). Auch das Allgemeinbefinden dieser
Tiere verbesserte sich innerhalb der ersten 12 Stunden nach Therapiebeginn. Im Verlaufe
des Beobachtungszeitraumes erholten sich die antibiotisch behandelten Tiere fast vollstan-
dig vom infektionsbedingten Gewichtsverlust (Abb. 11). Es zeigte sich kein Unterschied zwi-
schen der Ampicillin- und Moxifloxacin-Behandlung bezogen auf die Kérpertemperatur und
das Korpergewicht.

Die Korpertemperatur l6sungsmittelinfizierter Tiere blieb im gesamten Beobachtungszeit-
raum konstant. Das Koérpergewicht dieser Versuchsgruppe war bis auf Schwankungen, die
auf die Narkose sowie die unterschiedlichen Tageszeiten zurlckzufihren waren, ebenfalls

konstant.
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Abbildung 10: Zeitlicher Verlauf der Temperatur im murinen Pneumoniemodell: Mause
wurden mit 5 x 10° KbE Streptococcus pneumoniae oder PBS (Kontrolle) transnasal via
Tropfcheninfektion infiziert. Beginnend 24 h nach der Infektion erhielten die Mause alle 12 h
eine antibiotische Behandlung entweder mit Ampicillin (0,02 mg/g) oder Moxifloxacin (0,1
mg/g). Kontrollinfizierte und kontrollbehandelte Tiere (Kontrolle) sowie mit Streptococcus
pneumoniae infizierte und kontrollbehandelte Tiere (S. pn. + Lésungsmittel) erhielten Lo-
sungsmittel-Applikationen ebenfalls in 12 h Intervallen. Infizierte und kontrollbehandelte Tiere
wurden bis zum Zeitpunkt 48 h p.i. und die Ubrigen Gruppen bis 120 h p.i. untersucht. Die
Kdrpertemperatur wurde in Abstanden von 12 h erfasst. (*** p<0,001 vs. Kontrolle, ++ p<0,01
vs. Moxifloxacin, # p<0,05 vs. Ampicillin;. n=6)

Die Daten sind angegeben als Mittelwert + SD. Abklrzung: S. pn. Streptococcus pneumoni-
ae
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Abbildung 11: Zeitlicher Verlauf des Korpergewichts in % im murinen Pneumoniemo-
dell: Mause wurden mit 5 x 10° KbE Streptococcus pneumoniae oder PBS (Kontrolle) trans-
nasal via Tropfcheninfektion infiziert. Beginnend 24 h nach der Infektion erhielten die Mause
alle 12 h eine antibiotische Behandlung entweder mit Ampicillin (0,02 mg/g) oder Moxifloxa-
cin (0,1 mg/g). Kontrollinfizierte und kontrollbehandelte Tiere (Kontrolle) sowie mit Strep-
tococcus pneumoniae infizierte und kontrollbehandelte Tiere (S. pn. + Losungsmittel) erhiel-
ten Lésungsmittel-Applikationen ebenfalls in 12 h Intervallen. Infizierte und kontrollbehandel-
te Tiere wurden bis zum Zeitpunkt 48 h p.i. und die tbrigen Gruppen bis 120 h p.i. unter-
sucht. Das Koérpergewicht wurde in Abstanden von 12 h gemessen und als prozentualer An-
teil des Ursprungsgewichts aufgetragen. (*** p<0,001 vs. Kontrolle, ++ p<0,01, +++ <0,001
vs. Moxifloxacin, ## p<0,01, ### p<0,001 vs. Ampicillin; n=6)

Die Daten sind angegeben als Mittelwert £ SD. Abkulrzung: S. pn. Streptococcus pneumoni-
ae

4.5 Moxifloxacin reduziert die Bakterienlast in der bronchoalveolaren Lavage-

flussigkeit und im Blut effektiver als Ampicillin

Infizierte und mit Losungsmittel behandelte Tiere wiesen zu den Zeitpunkten 24 Stunden, 36
Stunden und 48 Stunden p.i. eine erhéhte Anzahl an Bakterien in der BALF sowie eine Bak-
teridamie und bakterielle Absiedlung in die Milz auf.

Die Bakterienlast in der BALF war nach der Behandlung mit Moxifloxacin (0,1 mg/g) zu den
Zeitpunkten 36 Stunden und 48 Stunden p.i. und unter Ampicillin-Therapie (0,02 mg/g) 48
Stunden p.i. im Vergleich zur infizierten, kontrollbehandelten Gruppe reduziert. Im Gegensatz
zu Ampicillin behandelten Tieren resultierte aus der Behandlung mit Moxifloxacin eine signi-

fikant niedrigere Bakterienlast in der BALF zu allen untersuchten Zeitpunkten (Abb. 12).
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Auch Bakteriamien sowie Erregerzahlen in der Milz waren in beiden antibiotisch behandelten
Gruppen zu den Zeitpunkten 36 Stunden und 48 Stunden p.i. deutlich reduziert im Vergleich
zur infizierten, kontrollbehandelten Gruppe (Abb. 13 und 14). Die Behandlung mit Moxifloxa-
cin fuhrte zum Zeitpunkt 36 Stunden p.i. ebenfalls zu signifikant weniger Bakteridmien als
jene mit Ampicillin. Zudem konnten in der mit Moxifloxacin behandelten Gruppe ab 72 Stun-
den p.i. sowohl im Blut als auch in der Milz keine Bakterien mehr nachgewiesen werden.
Obwohl es zu den Zeitpunkten 36 Stunden und 48 Stunden p.i. keinen statistisch signifikan-
ten Unterschied zwischen den Antibiotikagruppen beziiglich der bakteriellen Last in Blut (48
Stunden) und Milz gab, wiesen bemerkenswerterweise nur die mit Ampicillin behandelten
Tiere 72 Stunden p.i. noch eine messbare Bakterienzahl in den beiden genannten Kompar-
timenten auf (Abb. 13 und 14).
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Abbildung 12: Bakterienlast in der bronchoalveoldren Lavagefliussigkeit: Mause wurden
mit 5 x 10° KbE Streptococcus pneumoniae transnasal via Tropfcheninfektion infiziert. Begin-
nend 24 h nach der Infektion erhielten die Mause alle 12 h eine antibiotische Behandlung
entweder mit Ampicillin (0,02 mg/g) oder Moxifloxacin (0,1 mg/g). Mit Streptococcus pneu-
moniae infizierte und kontrollbehandelte Tiere (S. pn. + LOsungsmittel) erhielten Lodsungsmit-
tel-Applikationen ebenfalls in 12 h Intervallen. Infizierte und kontrollbehandelte Tiere wurden
bis zum Zeitpunkt 48 h p.i. und die Ubrigen Gruppen bis 120 h p.i. untersucht. Die KbE wur-
den zu den Zeitpunkten 24 h, 36 h, 48 h, 72 h sowie 120 h p.i. in der BALF bestimmt.
(*p<0,05, ***p<0,001; n=7 — 8: 24 h, 36 h, 48 h, 72 h p.i;. n=6 120 h p.i.)

Die Daten sind angegeben als Mittelwert £ SD. Abkurzungen: S. pn. Streptococcus pneumo-
niae, BALF bronchoalveolare Lavageflissigkeit, KbE Koloniebildende Einheit, n.d. nicht de-
tektierbar
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Abbildung 13: Bakterienlast im Blut: Mause wurden mit 5 x 10° KbE Streptococcus pneu-
moniae transnasal via Tropfcheninfektion infiziert. Beginnend 24 h nach der Infektion erhiel-
ten die Mause alle 12 h eine antibiotische Behandlung entweder mit Ampicillin (0,02 mg/g)
oder Moxifloxacin (0,1 mg/g). Mit Streptococcus pneumoniae infizierte und kontrollbehandel-
te Tiere (S. pn. + Lésungsmittel) erhielten Lésungsmittel-Applikationen ebenfalls in 12 h In-
tervallen. Infizierte und kontrollbehandelte Tiere wurden bis zum Zeitpunkt 48 h p.i. und die
Ubrigen Gruppen bis 120 h p.i. untersucht. Die KbE wurden zu den Zeitpunkten 24 h, 36 h,
48 h, 72 h sowie 120 h p.i. im Blut bestimmt. (*p<0,05, ***p<0,001 n=7 - 8 24 h, 36 h, 48 h,
72 h p.i.; n=6 120 h p.i.)

Die Daten sind angegeben als Mittelwert + SD.

Abklrzungen: S. pn. Streptococcus pneumoniae, KbE Koloniebildende Einheit, n.d. nicht

detektierbar
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Abbildung 14: Bakterienlast in der Milz: Mause wurden mit 5 x 10° KbE Streptococcus
pneumoniae transnasal via Tropfcheninfektion infiziert. Beginnend 24 h nach der Infektion
erhielten die Mause alle 12 h eine antibiotische Behandlung entweder mit Ampicillin (0,02
mg/g) oder Moxifloxacin (0,1 mg/g). Mit Streptococcus pneumoniae infizierte und kontrollbe-
handelte Tiere (S. pn. + Losungsmittel) erhielten Losungsmittel-Applikationen ebenfalls in
12 h Intervallen. Infizierte und kontrollbehandelte Tiere wurden bis zum Zeitpunkt 48 h p.i.
und die Ubrigen Gruppen bis 120 h p.i. untersucht. Die KbE wurden zu den Zeitpunkten 24 h,
36 h, 48 h, 72 h sowie 120 h p.i. in der Milz bestimmt. (*p<0,05, ***p<0,001 n=7 - 8 24 h,
36 h,48 h, 72 h p.i.; n=6 120 h p.i.)

Die Daten sind angegeben als Mittelwert £ SD. Abklrzungen: S. pn. Streptococcus pneumo-
niae, KbE Koloniebildende Einheit, n.d. nicht detektierbar

4.6 Im Gegensatz zu der Behandlung mit Moxifloxacin weisen Mause unter
Ampicillin-Therapie eine gesteigerte pulmonalvaskulare Permeabilitat in

der akuten Phase der Pneumonie auf

Gesteigerte pulmonale (mikrovaskulare) Permeabilitat ist ein zentraler Mechanismus in der
Entstehung des akuten Lungenversagens. Pulmonalvaskulare Permeabilitat wurde durch die
Messung der Konzentrationen des murinen Serumalbumins (MSA), welches bei erhdhter
pulmonaler Permeabilitdt vermehrt in den Alveolarraum Ubertreten kann, in der BALF sowie
im Plasma mittels ELISA bestimmt. Als MaR fir die Permeabilitadtserhéhung wurde anschlie-
Rend der Quotient aus den gemessenen Konzentrationen MSA BALF/ MSA Plasma berech-
net.

Bereits 24 Stunden p.i. zeigten die infizierten und mit Losungsmittel behandelten Tiere einen

Anstieg der alveolokapillaren Permeabilitat im Vergleich zur nicht infizierten Kontrollgruppe.
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Dieser Anstieg setzte sich an den darauffolgenden Zeitpunkten bis 48 Stunden p.i. fort (Abb.
15).

Auch alle antibiotisch behandelten Versuchstiere wiesen in der akuten Phase der Pneumonie
(36 Stunden p.i.) eine signifikant erhdhte Lungenpermeabilitdt im Vergleich zur nicht infizier-
ten Kontrollgruppe auf. Im Gegensatz zu der Ampicillin-Behandlung (0,02 mg/g) sowie zur
Behandlung mit Losungsmittel resultierte die alleinige Behandlung mit Moxifloxacin (0,1
mg/g) zum Zeitpunkt 36 Stunden p.i. in einer signifikant reduzierten pulmonalvaskularen
Permeabilitat.

Zum Zeitpunkt 48 Stunden p.i. kam es zu einer signifikanten Reduktion der pulmonalvaskula-
ren Permeabilitat bei allen antibiotisch behandelten Mausen im Vergleich zu den infizierten
und mit Losungsmittel behandelten Tieren. Zu den Zeitpunkten 48 Stunden, 72 Stunden und
120 Stunden p.i. war kein Unterschied mehr zwischen den unterschiedlichen Antibiotikabe-
handlungen zu erheben. Verglichen mit den nicht infizierten Kontrolltieren war die pulmonal-
vaskulare Permeabilitat aller infizierter und mit Ampicillin oder Moxifloxacin behandelter
Mause auch wahrend der beginnenden Regenerationsphase (72 Stunden p.i.) weiterhin er-
hoéht. Erst zum Zeitpunkt 120 Stunden p.i. lag die Permeabilitat aller antibiotisch behandelter
Mause auf dem Niveau der Kontrolltiere.

Um zu untersuchen, ob die reduzierte pulmonalvaskulare Permeabilitat der mit Moxifloxacin
behandelten Tiere zum Zeitpunkt 36 Stunden p.i. ein Resultat der besseren pulmonalen und
systemischen Erregerelimination (vgl. Abb. 12 und 13 zum Zeitpunkt 36 Stunden p.i.) im Ge-
gensatz zu der Ampicillin-Behandlung zu diesem Zeitpunkt oder ein direkter Effekt von
Moxifloxacin war, wurde bei den Permeabilitdtsuntersuchungen eine weitere Versuchsgrup-
pe zu den relevanten Zeitpunkten mitgefuhrt. Diese Tiere wurden simultan sowohl mit Ampi-
cillin als auch mit Moxifloxacin behandelt. Dabei entsprachen die verabreichten Dosierungen
jenen der Einzelbehandlungen (Ampicillin 0,02 mg/g, Moxifloxacin 0,1 mg/g). Es zeigte sich
bei dieser kombiniert behandelten Gruppe ein Anstieg der Permeabilitat, welcher mit jenem
von Ampicillin zu den untersuchten Zeitpunkten 36 Stunden und 48 Stunden p.i. vergleichbar
war (Abb. 15). Im Gegensatz zu der Ampicillin-Monotherapie war die Erregerlast in der BALF
und im Blut der Ampicillin/Moxifloxacin Gruppe zum relevanten Zeitpunkt (36 Stunden p.i.
Daten nicht gezeigt) erniedrigt, sodass der Effekt auf die pulmonalvaskulare Permeabilitat
weder ein direkter Moxifloxacin-Effekt noch Resultat einer verbesserten Erregerelimination
war. Die Daten legten nahe, dass Ampicillin im Gegensatz zu Moxifloxacin die Permeabilitat

in der akuten Phase der Pneumonie kurz nach Beginn der Behandlung erhohte.
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Abbildung 15: Pulmonalvaskulidre Permeabilitit in der Lunge: Mause wurden mit 5 x 10°
KbE Streptococcus pneumoniae transnasal via Trépfcheninfektion infiziert. Beginnend 24 h
nach der Infektion erhielten die Mause alle 12 h eine antibiotische Behandlung entweder mit
Ampicillin (0,02 mg/g), Moxifloxacin (0,1 mg/g) oder mit beiden Antibiotika (Ampicillin 0,02
mg/g, Moxifloxacin 0,1 mg/g). Kontrollinfizierte und kontrollbehandelte Tiere (Kontrolle) sowie
mit Streptococcus pneumoniae infizierte und kontrollbehandelte Tiere (S. pn. + Lésungsmit-
tel) erhielten Lésungsmittel-Applikationen ebenfalls in 12 h Intervallen. Infizierte und kontroll-
behandelte Tiere wurden bis zum Zeitpunkt 48 h p.i. untersucht. Mause, die beide Antibiotika
bekamen, wurden bis zum Zeitpunkt 72 h p.i. und die Ubrigen Gruppen bis 120 h p.i. unter-
sucht. Das murine Serumalbumin (MSA) wurde zu den Zeitpunkten 24 h, 36 h, 48 h, 72 h
sowie 120 h p.i. mittels ELISA in der BALF und im Plasma bestimmt. Der MSA BALF/Plasma
Quotient wurde als Marker der pulmonalvaskularen Barrierefunktion berechnet. (*p<0,05,
**p<0,01; #p<0,05, #p<0,01, #p<0,001 vs. entsprechende Kontrollen n=7 - 8 24 h, 36 h, 48
hund 72 h p.i.; n=6 120 h p.i.)

Die Daten sind angegeben als Mittelwert £ SD. Abkurzungen: S. pn. Streptococcus pneumo-
niae, MSA murines Serumalbumin

4.7 Moxifloxacin hat einen ahnlichen Einfluss wie Ampicillin auf die Expressi-

on oder Sekretion der proinflammatorischen Zytokine IL-6, IL-13 und KC

Um den Einfluss von Moxifloxacin auf die Expression und Ausschittung von proinflammato-
rischen Mediatoren wahrend der schweren Pneumonie zu untersuchen wurden proinflamma-
torische Zytokine mittels gRT-PCR und Multiplex-ELISA Technik untersucht.

Die Expression der in der gqRT-PCR untersuchten Zytokine IL-6, IL-13 und KC war zu den

Zeitpunkten 24 Stunden, 36 Stunden sowie 48 Stunden p.i. in den infizierten und mit L6-
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sungsmittel behandelten Tieren im Vergleich zu den uninfizierten Kontrolltieren signifikant
erhoht (Abb.16 a und b).

Zu den Zeitpunkten 36 Stunden und 48 Stunden p.i. resultierte die antibiotische Behandlung
der Mause mit Ampicillin (0,02 mg/g) oder Moxifloxacin (0,1 mg/g) in einer verminderten
MRNA Expression der Zytokine IL-6, IL1p und KC im Vergleich zu den infizierten und mit
Lésungsmittel behandelten Tieren. Im Verlauf des Untersuchungszeitraums ging die Expres-
sion der untersuchten Zytokine bei den antibiotisch behandelten Tieren weiter zurlck, lag
jedoch bei IL-6 und KC auch 120 Stunden p.i. noch tber dem Niveau der uninfizierten Kon-
trolltiere. Es zeigte sich zu keinem der untersuchten Zeitpunkte ein Unterschied zwischen der
Therapie mit Ampicillin und Moxifloxacin bezlglich der hier untersuchten Zytokinexpression
von IL-6, IL-13 oder KC (Abb. 16 a und b).

Die Resultate der mittels Multiplex Array gemessenen Proteinmenge in der BALF waren
konsistent mit den Ergebnissen der qRT-PCR. Im Vergleich zu den uninfizierten Kontrolltie-
ren wiesen die infizierten und mit Losungsmittel behandelten Tiere zu allen untersuchten
Zeitpunkten erhdhte Zytokinspiegel der drei untersuchten Zytokine auf. Die Zytokinspiegel
aller mit Ampicillin oder Moxifloxacin behandelter Mause nahmen im Verlauf des Versuch-
zeitraums ab (Abb. 16 a und b). Es zeigte sich bei den analysierten proinflammatorischen
Mediatoren zu keinem Zeitpunkt ein Unterschied zwischen Ampicillin- und Moxifloxacin-
Behandlung. Bemerkenswerterweise lag der IL-13 Spiegel der mit Ampicillin behandelten
Mause zum Zeitpunkt 36 Stunden p.i. tendenziell Gber dem der nicht antibiotisch behandel-
ten Mause sowie ber dem der mit Moxifloxacin behandelten Versuchsgruppe. Diese Ten-

denz war zum Zeitpunkt 48 Stunden p.i. nicht mehr vorhanden.
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IL-6 mRNA im Lungengewebe IL-6 Protein in BALF
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Abbildung 16a: Zytokine in der bronchoalveoldren Lavageflissigkeit und in der Lunge:
Mause wurden mit 5 x 10° KbE Streptococcus pneumoniae transnasal via Tropfcheninfektion
infiziert. Beginnend 24 h nach der Infektion erhielten die Mause alle 12 h eine antibiotische
Behandlung entweder mit Ampicillin (0,02 mg/g) oder Moxifloxacin (0,1 mg/g). Kontrollinfi-
zierte und kontrollbehandelte Tiere (Kontrolle) sowie mit Streptococcus pneumoniae infizierte
und kontrollbehandelte Tiere (S. pn. + Losungsmittel) erhielten Lésungsmittel-Applikationen
ebenfalls in 12 Stunden Intervallen. Infizierte und kontrollbehandelte Tiere wurden bis zum
Zeitpunkt 48 h p.i. und die tbrigen Gruppen bis 120 h p.i. untersucht.

Die Genexpression des proinflammatorischen Zytokins IL-6 wurde zu den Zeitpunkten 24 h,
36 h, 48 h, 72 h sowie 120 h p.i. in der quantitativen PCR aus Lungenhomogenat bestimmt.
(*p<0,05, #p<0,01 vs. entsprechende Kontrollen; n=4 - 6)

Mittels Multiplex-Assay wurden das Zytokin IL-6 in der BALF quantifiziert. (n=7 - 8 24 h, 36 h,
48 h, 72 h p.i.; n=6 120 h p.i.) Aus technischen Griinden der Zytokinmessung differieren die
GruppengrofRen. Statistische Vergleiche zwischen den Kontrollgruppen und den mit S. pn.
infizierten Tieren wurden nicht durchgefiihrt, da die Messwerte der Kontrollen grofitenteils
unterhalb der Detektionsgrenzen lagen. Die Daten sind angegeben als Mittelwert + SD;
Abklrzungen: S. pn. Streptococcus pneumoniae, RQ relative Quantifizierung, mRNA mess-
enger RNA
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IL-18 mRNA im Lungengewebe IL-1B Protein in BALF
40+ 160+
i #i# J
T 30 120
§ 30 [ -
< £ E
) #it =
= . i 80_
‘@T- 20 ## —
= S
E:J 104 w 40 ’J.‘ é
i # ## 1
ol & @ M_A_ﬁ 0-m - ’l‘ n.d.,..é] n.d.H n.d.
24 36 48 72 120 24 36 48 72 120
Zeit post infectionem [n] Zeit post infectionem [h]
KC mRNA im Lungengewebe KC Protein in BALF
100+ 1600+
#it
T 759 1200+
g #it =
(S
## =
Q504 i 2 800-
(@]
é, ## (@)
o V2
X 259 #H 400+
’l‘## #i M ] ’l‘é
0 a ?‘? - |l|.-‘ 0 n.d.ﬁﬁ
24 36 48 72 120 24 36 48 72 120
Zeit post infectionem [h] Zeit post infectionem [h]
Hm Kontrolle [ S. pn. + Ampicillin

[ S. pn. + Lésungsmittel S. pn. + Moxifloxacin

Abbildung 16b: Zytokine in der bronchoalveoldren Lavagefliussigkeit und in der Lunge:
Mause wurden mit 5 x 10° KbE Streptococcus pneumoniae transnasal via Tropfcheninfektion
infiziert. Beginnend 24 h nach der Infektion erhielten die Mause alle 12 h eine antibiotische
Behandlung entweder mit Ampicillin (0,02 mg/g) oder Moxifloxacin (0,1 mg/g). Kontrollinfi-
zierte und kontrollbehandelte Tiere (Kontrolle) sowie mit Streptococcus pneumoniae infizierte
und kontrollbehandelte Tiere (S. pn. + Losungsmittel) erhielten Lésungsmittel-Applikationen
ebenfalls in 12 Stunden Intervallen. Infizierte und kontrollbehandelte Tiere wurden bis zum
Zeitpunkt 48 h p.i. und die Ubrigen Gruppen bis 120 h p.i. untersucht.

Die Genexpression der proinflammatorischen Zytokine IL-1p und KC wurde zu den Zeitpunk-
ten 24 h, 36 h, 48 h, 72 h sowie 120 h p.i. in der quantitativen PCR aus Lungenhomogenat
bestimmt. (*p<0,05, #p<0,01 vs. entsprechende Kontrollen; n=4 - 6)

Mittels Multiplex-Assay wurden die Zytokine IL-1p und KC in der BALF quantifiziert. (n=7 - 8
24 h, 36 h, 48 h, 72 h p.i.; n=6 120 h p.i.) Aus technischen Grinden der Zytokinmessung
differieren die Gruppengrofien. Statistische Vergleiche zwischen den Kontrollgruppen und
den mit S. pn. infizierten Tieren wurden nicht durchgefihrt, da die Messwerte der Kontrollen
grofltenteils unterhalb der Detektionsgrenzen lagen. Die Daten sind angegeben als Mittel-
wert £ SD;

Abkurzungen: S. pn. Streptococcus pneumoniae, RQ relative Quantifizierung, mRNA mess-
enger RNA
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Um das Ausmal der systemischen Entziindungsreaktion zu untersuchen, wurden zudem die
Zytokinkonzentrationen von KC und IL-6 im Blut bestimmt.

Im Blut zeigten sich in den infizierten und mit Losungsmittel behandelten Mausen bis ein-
schliellich 48 Stunden p.i. erhdhte Spiegel der Zytokine IL-6 und KC verglichen mit den
uninfizierten Kontrolltieren. Tiere, die antibiotisch behandelt wurden, zeigten im Vergleich zu
den infizierten scheinbehandelten Tieren sinkende Zytokinspiegel zu den Zeitpunkten 36
Stunden und 48 Stunden p.i. ohne signifikante Unterschiede zwischen den Antibiotikagrup-
pen (Abb. 17). Zu den Zeitpunkten 72 Stunden und 120 Stunden p.i. lagen die Zytokinspiegel
aller Mause, die mit Streptococcus pneumoniae infiziert und antibiotisch behandelt wurden,
auf dem Niveau der Kontrolltiere.

Die Infektion der Tiere mit Lésungsmittel hatte weder in der BALF noch im Blut eine erhéhte

Sekretion der untersuchten Zytokine zufolge (Abb. 16a/b und 17).

KC Protein im Blut IL-6 Protein im Blut
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Abbildung 17: Zytokine im Blut: Mause wurden mit 5 x 10° KbE Streptococcus pneumoniae
transnasal via Tropfcheninfektion infiziert. Beginnend 24 h nach der Infektion erhielten die
Mause alle 12 h eine antibiotische Behandlung entweder mit Ampicillin (0,02 mg/g) oder
Moxifloxacin (0,1 mg/g). Kontrollinfizierte und kontrollbehandelte Tiere (Kontrolle) sowie mit
Streptococcus pneumoniae infizierte und kontrollbehandelte Tiere (S. pn. + Losungsmittel)
erhielten Lésungsmittel-Applikationen ebenfalls in 12 h Intervallen. Infizierte und kontrollbe-
handelte Tiere wurden bis zum Zeitpunkt 48 h p.i. die Gbrigen Gruppen bis 120 h p.i. unter-
sucht.

Mittels Multiplex-Assay wurde die Zytokine KC und IL-6 im Plasma quantifiziert.
(n=7-824h,36 h,48 h, 72 h p.i.; n=6 120 h p.i.) Aus technischen Griinden der Zytokinmes-
sung differieren die GruppengroéfRen. Vergleiche zwischen den Kontrollgruppen und den mit
S. pn. infizierten Tieren wurden nicht durchgefiihrt, da die Messwerte der Kontrollen gré3ten-
teils unterhalb der Detektionsgrenzen lagen. Die Daten sind angegeben als Mittelwert £ SD;
Abklrzung: S. pn. Streptococcus pneumoniae
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4.8 Moxifloxacin hat einen ahnlichen Einfluss wie Ampicillin auf die lokale

und systemische zelluldre Entziindungsantwort

Die Differenzierung der Leukozyten in der BALF wurde zu den dargestellten Zeitpunkten
mittels FACS-Analyse durchgefuhrt. Bereits 24 Stunden p.i. zeigte sich ein signifikanter An-
stieg der Leukozytenzahl in der BALF bei den infizierten und mit Lésungsmittel behandelten
Tieren verglichen mit den Kontrolltieren. Die Hauptfraktion bildeten dabei neutrophile Gra-
nulozyten. Die Zahl der Leukozyten blieb bei dieser Gruppe zu den darauffolgenden Zeit-
punkten stabil (Abb. 18). Im Gegensatz dazu zeigten die Tiere, die mit Ampicillin (0,02 mg/g)
oder Moxifloxacin (0,1 mg/g) behandelt wurden, sinkende Leukozytenzahlen in der BALF ab
48 Stunden p.i. Es gab dabei keinen Unterschied zu den Zeitpunkten 24 Stunden, 36 Stun-
den, 48 Stunden und 72 Stunden p.i. zwischen den Antibiotikagruppen, aber signifikant we-
niger Leukozyten 120 Stunden p. i. nach Behandlung mit Moxifloxacin. Die Hauptfraktion der
gemessenen Leukozyten bildeten auch hier die neutrophile Granulozyten.

Bei den infizierten und mit Losungsmittel behandelten Tieren fand sich bereits 24 Stunden
p.i. eine signifikante Zunahme der Anzahl neutrophiler Granulozyten in der BALF (Abb.18).
Bis zum Zeitpunkt 48 Stunden p.i. erhéhte sich diese Zahl nur noch geringgradig. Im Verlauf
des Beobachtungszeitraums sanken die Zahlen der neutrophilen Granulozyten sowohl unter
Ampicillin- als auch unter Moxifloxacin-Therapie ohne signifikanten Unterschied. Aber auch
120 Stunden p.i. fanden sich noch gesteigerte Zahlen von neutrophilen Granulozyten in der
BALF der antibiotisch behandelten Tiere im Vergleich zu den Kontrolltieren.

Die Differenzierung der Leukozytenpopulationen ergab weiterhin einen Anstieg der Alveo-
larmakrophagen (AM) wahrend der bakteriellen Infektion bei allen mit S. pneumoniae infizier-
ten Tieren. Bemerkenswerterweise kam es im Verlauf des Beobachtungszeitraums unter
Ampicillin-Therapie zu einem erneuten spaten Anstieg von AM in der BALF, sodass sich zum
Zeitpunkt 120 Stunden p.i. ein signifikanter Unterschied zwischen der Behandlung mit
Moxifloxacin und Ampicillin ergab.

Die Lymphozytenzahlen stiegen im spateren Verlauf der Infektion beginnend 36 Stunden p.i.
bis zum Zeitpunkt 72 Stunden p.i. bei allen mit Streptococcus pneumoniae infizierten Mau-
sen im Vergleich zu den mit Lésungsmittel infizierten Tieren an. Im Vergleich zu den uninfi-
zierten Kontrolltieren waren die Leukozytenzahlen auch 120 Stunden p.i. bei den antibiotisch
behandelten Tieren weiterhin erhdht. Zu diesen Zeitpunkten war kein signifikanter Unter-

schied zwischen den Antibiotikagruppen zu verzeichnen.
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Abbildung 18: Leukozyten in der bronchoalveolaren Lavagefliissigkeit: Mause wurden
mit 5 x 10° KbE Streptococcus pneumoniae transnasal via Tropfcheninfektion infiziert. Begin-
nend 24 h nach der Infektion erhielten die Mause alle 12 h eine antibiotische Behandlung
entweder mit Ampicillin (0,02 mg/g) oder Moxifloxacin (0,1 mg/g). Kontrollinfizierte und kon-
trollbehandelte Tiere (Kontrolle) sowie mit Streptococcus pneumoniae infizierte und kontroll-
behandelte Tiere (S. pn. + Lésungsmittel) erhielten Lésungsmittel-Applikationen ebenfalls in
12 h Intervallen. Infizierte und kontrollbehandelte Tiere wurden bis zum Zeitpunkt 48 h p.i.
die ubrigen Gruppen bis 120 h p.i. untersucht. Die Leukozyten wurden isoliert und mittels
FACS-Analyse differenziert. (*p<0,05, *p<0,05, #p<0,01, *#p<0,001 vs. entsprechende Kon-
trollenn=7-824h,36 h, 48 hund 72 h p.i.; n=6 120 h p.i.)

Die Daten sind angegeben als Mittelwert + SD.

Abklrzungen: S. pn. Streptococcus pneumoniae, AM Alveolarmakrophagen
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Zusatzlich erfolgte die Differenzierung und Quantifizierung der zelluldren Immunantwort im
Blut. Diese wurde ebenfalls mittels FACS-Analyse durchgefiihrt. Infizierte und mit Losungs-
mittel behandelte Tiere zeigten einen Abfall der Gesamtleukozytenzahl des Blutes zu den
Zeitpunkten 24 Stunden und 48 Stunden p.i.. Auch die mit Ampicillin oder Moxifloxacin
behandelten Tiere wiesen diesen Abfall der Leukozytenzahlen im Blut zu den Zeitpunkten 48
Stunden und 72 Stunden p.ii auf. Zum Zeitpunkt 120 Stunden p.i stiegen die
Leukozytenzahlen der antibiotisch behandelten Tiere auf das Niveau der Kontrolltiere an. Es
gab zu keinem der untersuchten Zeitpunkte signifikante Unterschiede zwischen den
Antibiotikagruppen.

Nach einem initialen Anstieg der Anzahl neutrophiler Granulozyten im Blut der infizierten und
scheinbehandelten Tiere 24 Stunden p.i. fiel die Zahl der neutrophilen Granulozyten bis zum
Zeitpunkt 48 Stunden p.i. unter das Niveau der mit Loésungsmittel infizierten Tiere (Abb. 19).
Die Zahlen der neutrophilen Granulozyten wiesen weder nach Behandlung mit Ampicillin
noch mit Moxifloxacin zu den untersuchten Zeitpunkten einen signifikanten Unterschied auf.
Weiterhin zeigte sich ein Abfall der Lymphozytenpopulation in allen mit Streptococcus pneu-
moniae infizierten Tieren zu den Zeitpunkten 24 Stunden, 36 Stunden, 48 Stunden und 72
Stunden p.i. unabhangig von der Therapie. Zum Zeitpunkt 120 Stunden p.i. stiegen die Lym-
phozytenzahlen im Blut aller antibiotisch behandelten Tiere auf das Niveau der Kontrollen.
Es gab zu keinem Zeitpunkt signifikante Unterschiede zwischen den Antibiotikabehandlun-

gen.
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Abbildung 19: Leukozyten im Blut: Mause wurden mit 5 x 10° KbE Streptococcus pneumo-
niae transnasal via Tropfcheninfektion infiziert. Beginnend 24 h nach der Infektion erhielten
die Mause alle 12 h eine antibiotische Behandlung entweder mit Ampicillin (0,02 mg/g) oder
Moxifloxacin (0,1 mg/g). Kontrollinfizierte und kontrollbehandelte Tiere (Kontrolle) sowie mit
Streptococcus pneumoniae infizierte und kontrollbehandelte Tiere (S. pn. + Losungsmittel)
erhielten Lésungsmittel-Applikationen ebenfalls in 12 h Intervallen. Infizierte und kontrollbe-
handelte Tiere wurden bis zum Zeitpunkt 48 h p.i. die Ubrigen Gruppen bis 120 h p.i. unter-
sucht. Die Leukozyten wurden aus dem Blut isoliert und mittels FACS-Analyse differenziert.
(*p<0,05, #p<0,01, #p<0,001 vs. entsprechende Kontrollen; n=7 - 8 24 h, 36 h, 48 h und 72
h p.i.; n=6 120 h p.i.)

Die Daten sind angegeben als Mittelwert + SD.

Abklrzungen: S. pn. Streptococcus pneumoniae
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4.9 Moxifloxacin hat einen ahnlichen Einfluss wie Ampicillin auf die Auspra-
gung der histologischen Veranderungen im Verlauf der murinen Pneumo-

kokkenpneumonie

Lungengewebe wurde histologisch untersucht und der Grad der Gewebeschadigung semi-
quantitativ ausgedruckt. Dabei setzte sich der Grad der Gewebeschadigung unter anderem
aus dem Ausmald der vorhandenen L&sionen, der Art und der Anzahl der eingewanderten
Zellen sowie der Menge der Bakterien in den Lasionen zusammen.

Infizierte und mit Losungsmittel behandelte Tiere entwickelten bereits 24 Stunden p.i. eine
akute katarrhalisch-eitrige Bronchopneumonie, die sich multifokal Gber die Lunge erstreckte.
Zudem zeigte sich ein begleitendes perivaskulares entziindliches Odem.

Zu den Zeitpunkten 36 Stunden und 48 Stunden p.i. lie3 sich semiquantitativ ein signifikanter
Unterschied zwischen den infizierten und scheinbehandelten Tieren und der Behandlung mit
Moxifloxacin (0,1 mg/g) darstellen (Abb. 20). Bei einzelnen antibiotisch behandelten Tieren
zeigten sich bereits zu diesem Zeitpunkt erste Hinweise auf regenerative Veranderungen
und es waren deutlich weniger Bakterien in den Lasionen vorhanden. Der Schweregrad und
das Ausmal der sichtbaren Lasionen in den infizierten, kontrollbehandelten Tieren waren
zudem deutlich hdher als in den antibiotisch behandelten Tieren (semiquantitativ; Abb. 20).

In den infizierten und scheinbehandelten Tieren stellte sich 48 Stunden p.i. eine geringgradi-
ge Hyperplasie von Typ |l Pneumozyten dar. Dagegen zeigten die mit Moxifloxacin oder Am-
picillin (0,02 mg/g) behandelten Mause bereits eher eine gering- bis mittelgradige Hyperpla-
sie des gleichen Zelltyps als Zeichen der Regeneration. Alle Gruppen wiesen zu diesem
Zeitpunkt weiterhin eine multifokale, katarrhalisch-eitrige und nekrotisierende Bronchopneu-
monie auf, die in ihrem Ausmalf} in den infizierten und unbehandelten Tieren weiter voran
schritt. Im Gegensatz dazu kam es in den antibiotisch behandelten Mausen zu keiner Pro-
gression der Schaden. Antibiotisch behandelte Tiere zeigten zuséatzlich eine zunehmende
perivaskulare Infiltration durch Lymphozyten. Aul3erdem war die in der HE-Farbung nach-
weisebare Bakterienzahl in den mit Ampicillin oder Moxifloxacin behandelten Tieren deutlich
geringer als in den mit Losungsmittel behandelten Mausen.

Im weiteren Verlauf des Beobachtungszeitraums zeigte sich bei den infizierten und mit Anti-
biotika behandelten Mausen eine mittel- bis hochgradige Hyperplasie von Pneumozyten Typ
[l und ein Rickgang von Sekretansammlungen in den Alveolen und Bronchien unabhangig
vom verwendeten Antibiotikum. Zudem gab es keine Anzeichen mehr von Odemen. Jedoch
persistierte auch 120 Stunden p.i. noch eine subakute, interstitielle, vereinzelt katarrhalisch-

eitrige Bronchopneumonie in der Lunge aller mit Streptococcus pneumoniae infizierter und
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mit Antibiotika behandelter Tiere. Die Hyperplasie von Typ Il Pneumozyten sowie ein von
Lymphozyten dominierter Leukozyteneinstrom lieRen sich auch weiterhin finden.

Es ergab sich zu keinem Zeitpunkt ein morphologischer Unterschied zwischen den mit Ampi-
cillin oder Moxifloxacin behandelten Mausen.

Die Lungen der uninfizierten Kontrolltiere wiesen in der histologischen Untersuchung eine
multifokale, geringgradige, akute, interstitielle Pneumonie auf, die sich Uberwiegend in einer
interstitiellen Vermehrung von Histiozyten und neutrophilen Granulozyten ausdriickte. Im
spateren Verlauf liel3 sich vereinzelt eine minimal katarrhalisch-eitrige Komponente bei eini-
gen Tieren erkennen. Zudem waren auch hier regenerative Veranderungen zu finden.

Bei einzelnen Tieren konnte zudem zu den Zeitpunkten 48 Stunden und 72 Stunden p.i. eine
multifokale, eitrige Hepatitis bzw. multifokale Parenchymnekrosen nachgewiesen werden.
Diese Veranderungen waren jedoch nicht spezifisch fir eine der untersuchten Gruppen.

Ein einziges mit Moxifloxacin behandeltes Tier wies 120 Stunden p.i. Zeichen einer Hepatitis
auf.

Die Darmschleimhaut der Tiere war bei allen Gruppen in allen Darmabschnitten unauffallig.

Ebenso waren die Nieren der Tiere bei allen Gruppen unauffallig.
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Abbildung 20: Grad der histopathologischen Verinderungen: Mause wurden mit 5 x 10°
KbE Streptococcus pneumoniae transnasal via Tropfcheninfektion infiziert. Beginnend 24 h
nach der Infektion erhielten die Mause alle 12 h eine antibiotische Behandlung entweder mit
Ampicillin (0,02 mg/g) oder Moxifloxacin (0,1 mg/g). Kontrollinfizierte und kontrollbehandelte
Tiere (Kontrolle) sowie mit Streptococcus pneumoniae infizierte und kontrollbehandelte Tiere
(S. pn. + Losungsmittel) erhielten Lésungsmittel-Applikationen ebenfalls in 12 h Intervallen.
Infizierte und kontrollbehandelte Tiere wurden bis zum Zeitpunkt 48 h p.i. die Gbrigen Grup-
pen bis 120 h p.i. untersucht. Die Lungen wurden den Tieren entnommen und in einer vier-
prozentigen Formaldehyd-Lésung fixiert. AnschlieBend in Paraffin eingebettet, geschnitten
und mit Hamatoxylin-Eosin gefarbt. Aus der Bewertung wurde ein quantitativer ,Schwere-
grad-Score* erstellt. (*p<0,05, #p<0,01, vs. entsprechende Kontrolle n=6)

Die Daten sind angegeben als Mittelwert + SD.

Abkurzung: S. pn. Streptococcus pneumoniae
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4.10 Moxifloxacin hat genauso wie Ampicillin keinen Einfluss auf den
transzellularen elektrischen Widerstand humaner umbilikalvenoser En-

dothelzellmonolayer in vitro

Um die direkte Auswirkung einer Moxifloxacin-Applikation auf die Barrierefunktion von En-
dothelzellen bestimmen zu konnen, wurden Untersuchungen an Monolayern humaner umbi-
likalvendser Endothelzellen aus Primarkulturen (HUVEC) durchgefthrt und der transzellulare
elektrische Widerstand (TER) als Mal fur die endotheliale Barrierefunktion bestimmt.

Zunachst wurde die Auswirkung einer Stimulation mit Ampicillin (40 pg/ml) oder Moxifloxacin
(40 pg/ml) auf die basale Integritat des Monolayers untersucht. Dabei zeigte sich, dass die
Applikation von Moxifloxacin oder Ampicillin alleine keinen Einfluss auf den TER hatte (Abb.
21). Des Weiteren wurde der Einfluss einer Vorbehandlung der HUVEC mit Ampicillin (40
pg/ml) oder Moxifloxacin (40 pg/ml) auf die thrombininduzierte Widerstandsveranderung am
Monolayer untersucht. Die Applikation der Antibiotika erfolgte eine Stunde vor der Stimulie-
rung mit Thrombin. Thrombin reduzierte den TER durch die Stérung der Zellintegritat. Die
Vorbehandlung der Zellen mit Ampicillin oder Moxifloxacin in der angewandten Konzentration
von jeweils 40 ug/ml hatte keinen Einfluss auf die thrombinvermittelte Widerstandserniedri-
gung (Abb. 22). Auch bei zeitgleicher Stimulation der Zellen mit Thrombin und Ampicillin oder
Moxifloxacin bzw. Kontrolllésung (NaCl 0,9 %) kam es zu einer thrombinvermittelten Wider-

standserniedrigung, auf die die Antibiotika-Applikation keinen Einfluss zeigte (Abb. 23).
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Abbildung 21: Stimulation des HUVEC-Monolayers mit Antibiotika und Messung des
transzellularen elektrischen Widerstands: Nach einstiindiger Messung des Widerstandes
(Baseline) wurde der HUVEC-Monolayer mit Ampicillin (40 pg/ml) oder Moxifloxacin (40
pg/ml) stimuliert. Der Leerwert bezeichnet jene Zellen, die keiner Stimulation unterlagen.
(n=2) Die Daten sind angegeben als Mittelwert.

Abkurzungen: TER transzellularer elektrischer Widerstand, HUVEC Human Umbilical Vein
Endothelial Cells
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Abbildung 22: Stimulation des HUVEC-Monolayers mit Thrombin und Antibiotika sowie
Messung des transzelluldren elektrischen Widerstands: Nach einstiindiger Messung des
Widerstandes (Baseline) wurde der HUVEC-Monolayer mit Ampicillin (40 ug/ml) oder
Moxifloxacin (40 pg/ml) oder Losungsmittel (NaCl 0,9 %) vorstimuliert. Nach einer weiteren
Stunde erfolgte die Zugabe von Thrombin und eine sofortige Minderung des Widerstandes
aller Proben wurde sichtbar. Der Leerwert bezeichnet jene Zellen, die keiner Stimulation un-
terlagen. (n=3)

Die Daten sind angegeben als Mittelwert.

Abkurzungen: TER transzellularer elektrischer Widerstand, HUVEC Human Umbilical Vein
Endothelial Cells
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Abbildung 23: Zeitgleiche Stimulation des HUVEC-Monolayers mit Thrombin und Anti-
biotika sowie Messung des transzelluldren elektrischen Widerstands: Nach einstiindi-
ger Aufzeichnung des Basiswertes (Baseline) erfolgte die simultane Stimulation mit Throm-
bin und Ampicillin (40 ug/ml) oder Moxifloxacin (40 pug/ml) oder Losungsmittel (NaCl 0,9 %).
Der Einsatz der Antibiotika hatte keinen Einfluss auf die Widerstandsverminderung. Der
Leerwert bezeichnet jene Zellen, die keiner Stimulation unterlagen. (n=3)

Die Daten sind angegeben als Mittelwert.

Abklrzungen: TER transzellularer elektrischer Widerstand, HUVEC Human Umbilical Vein
Endothelial Cells

4.11 Ampicillin verlangsamt das Wachstum von Streptococcus pneumoniae in

vitro effektiver als Moxifloxacin

Das Wachstumsverhalten von Streptococcus pneumoniae wurde in vitro nach Zugabe von
Ampicillin oder Moxifloxacin bzw. Losungsmittel bestimmt. Nach Erreichen der exponentiel-
len Wachstumsphase (ODgoy 0,3 — 0,4) wurde mit Streptococcus pneumoniae beimpftes Kul-
turmedium mit Ampicillin (40 pg/ml), Moxifloxacin (40 ug/ml) oder mit der entsprechenden
Menge Ldsungsmittel (NaCl 0,9 %) versetzt und das weitere Wachstum mittels Photometer
in 15 — 30 mindtigen Abstanden bestimmt. Dabei zeigte die Probe, welche mit Ampicillin ver-
setzt wurde ein deutlich verlangsamtes Wachstum bis hin zur Abnahme der ODggo. IMm Ge-

gensatz dazu verlangsamte die Zugabe von Moxifloxacin das Wachstum zwar, allerdings lief3
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es sich nicht ganzlich verhindern und es kam nicht zu einer Abnahme der ODgy (Abb. 24).
Das Wachstum der mit Lésungsmittel behandelten Kontrolle blieb unbeeinflusst.

Auch die Zugabe der doppelten Konzentration der Antibiotika (jeweils 80 pg/ml) fuhrte zu
einer schnelleren Abnahme des Bakterienwachstums und einer Verminderung der ODggo
nach Ampicillin-Applikation verglichen mit Moxifloxacin (Abb. 25). Ampicillin schien im Ge-
gensatz zu Moxifloxacin in beiden verwendeten Konzentrationen relevant mehr Bakterien zu

lysieren. Daraus resultierte eine Verminderung der ODgyo nach Zugabe von Ampicillin.
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Abbildung 24: Wachstumsverhalten von Streptococcus pneumoniae unter Zugabe von
Ampicillin oder Moxifloxacin (40 pg/ml): Nahrmedien beimpft mit S. pneumoniae wurden
nach Erreichen der log-Phasen (ODggy 0,3 — 0,4) mit Ampicillin, Moxifloxacin (je 40 ug/ml)
oder Lésungsmittel (NaCl 0,9 %) versetzt. Das Wachstum wurde durch Bestimmung der op-
tischen Dichte beurteilt. Nach Ampicillingabe stellte sich innerhalb von 45 min eine rasche
Verminderung des Wachstums ein, wohingegen die Zugabe von Moxifloxacin in einem lang-
sameren Anstieg der Wachstumskurve verglichen mit der Kontrolle resultierte. (*p<0,05,
*p<0,05, vs. S.pn. + Ldsungsmittel; n=4).

Die Daten sind angegeben als Mittelwert + SD.

Abklrzungen: S. pn. Streptococcus pneumonia, OD optische Dichte
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Abbildung 25: Wachstumsverhalten von Streptococcus pneumoniae unter Zugabe von
Ampicillin oder Moxifloxacin (80 pg/ml): Nahrmedien beimpft mit S. pneumoniae wurden
nach Erreichen der log-Phasen (ODgy 0,3 — 0,4) mit Ampicillin, Moxifloxacin (je 80 ug/ml)
oder Lésungsmittel (NaCl 0,9 %) versetzt. Das Wachstum wurde durch Bestimmung der op-
tischen Dichte beurteilt. Nach Ampicillingabe stellte sich innerhalb von 45 min eine rasche
Verminderung des Wachstums ein, wohingegen die Zugabe von Moxifloxacin in einem lang-
sameren Anstieg der Wachstumskurve verglichen mit der Kontrolle resultierte. (n=2). Die
Daten sind angegeben als Mittelwert + SD.

Abklrzungen: S. pn. Streptococcus pneumoniae, OD optische Dichte
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5 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von Moxifloxacin im Vergleich zu Ampicillin auf
verschiedene Parameter der Entziindungsreaktion in isolietem humanem Lungengewebe,
stimuliert mit TNF-a oder Streptococcus pneumoniae und in einem Mausmodell der
Pneumokokkenpneumonie untersucht.

In vitalem explantiertem humanem Lungenwebe, stimuliert mit TNF-a, reduzierte Moxifloxa-
cin im Gegensatz zu Ampicillin die Sekretion des proinflammatorischen Zytokins IL-6. Dieses
Resultat war in humanem Lungengewebe nach Infektion mit Streptococcus pneumoniae
nicht nachzuweisen. Im murinen Pneumoniemodell resultierte die Behandlung mit Moxifloxa-
cin im Gegensatz zu der Behandlung mit Ampicillin in einer niedrigeren pulmonalen Erreger-
last und weniger Bakteriamien. Es gab keine Unterschiede bezlglich der analysierten Para-
meter der lokalen und systemischen Entziindungsantwort, dem Verlauf der Pneumonie und
der histopathologischen Analyse der pulmonalen Gewebeschadigung zwischen den beiden
Antibiotikagruppen. Interessanterweise hatten mit Ampicillin behandelte Tiere in der akuten
Phase der Pneumonie eine erhdhte pulmonalvaskuldre Permeabilitat im Gegensatz zu der
Moxifloxacin-Monotherapie und der Kombinationstherapie aus Ampicillin und Moxifloxacin. In
zusatzlichen in vitro Untersuchungen an Endothelzellmonolayern war kein direkter barriere-

stabilisierender Effekt durch Moxifloxacin erkennbar.

Humane Lungenexplantate wurden mit TNF-a stimuliert und dadurch zur Bildung von Zytoki-
nen angeregt. Die daraus resultierende Sekretion von IL-6 wurde durch den Einsatz von
Moxifloxacin im Gegensatz zu Ampicillin- und Lésungsmittelbehandlung reduziert. Unter den
hier untersuchten Bedingungen lieRen sich demnach gewisse immunmodulatorische Eigen-
schaften von Moxifloxacin nachweisen und reflektierten somit die Erkenntnisse publizierter
Untersuchungen an Zellkulturmodellen (Blau et al. 2007; Shalit et al. 2006; Weiss et al.
2004).

Obwohl TNF-o. ein potenter Stimulus der proinflammatorischen Zytokinproduktion ist
(Szymanski et al. 2012), spiegelt dieser isoliert gesehen die Komplexitat einer Infektion mit
einem vitalen Pathogen nicht wider. Aus diesem Grund wurde humanes Lungengewebe mit
dem gleichen relevanten humanpathogenen Pneumokokkenstamm infiziert, der auch in dem
tierexperimentellen Teil dieser Studie verwendet wurde. Moxifloxacin hatte hierbei keinen
Einfluss auf die Sekretion der Zytokine IL-6 und IL-8 nach Infektion des Gewebes mit Strep-
tococcus pneumoniae.

Diese auf den ersten Blick widersprtchlichen Ergebnisse kdnnen mit der viel komplexeren

Immunantwort, die aus der Interaktion eines lebenden Pathogens mit einem Wirtsorganis-
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mus resultiert, erklart werden. Es ist davon auszugehen, dass Streptococcus pneumoniae
viele parallele, teilweise redundante Signalwege und lokale immunologische Prozesse initi-

iert (Koppe et al. 2012), welche nicht alle von Moxifloxacin beeinflusst wurden.

Das etablierte Verfahren der Kultivierung von humanem Lungengewebe ex vivo bietet vieler-
lei Vorteile (Weinheimer et al. 2012; Szymanski et al. 2012). Durch den Erhalt der strukturel-
len Integritat des entnommenen Gewebes war es moglich, Pathogen-Wirts-Interaktionen und
Einflisse von Medikamenten in einem dreidimensionalen Modell zu studieren. So musste
nicht auf die Untersuchung einzelner Zelltypen zuriickgegriffen werden, sondern es konnten
komplexe Signalwege und die Kommunikation zwischen Zellen in ihrem urspriinglichen Ge-
webeverband analysiert werden. Dabei wurden die Pneumokokken direkt in die Alveolen
appliziert und die Applikation der Medikamente und Kontrollsubstanzen erfolgte auf die glei-
che Weise (Szymanski et al. 2012).

Dessen ungeachtet gibt es, wie bei allen Untersuchungsmaoglichkeiten von komplexen biolo-
gischen Systemen, auch in diesem Modell Limitationen. Zwar wird durch die Art der Kultivie-
rung die Architektur des Lungengewebes erhalten, sodass die unterschiedlichen residenten
Zelltypen der Lunge gut untersucht werden kénnen. Es fehlt jedoch die Einwanderung von
Immunzellen mit dem Blut in das Gewebe. Zudem mangelt es ebenso an einem hamatoge-
nen Zustrom von Mediatoren wie Zytokinen, die auf die Lunge wirken konnten. Daher ist die
Erforschung dieser Aspekte der Inflammation nicht moglich.

Auch die Art des Einbringens der Bakterien via Injektion direkt in die Alveolen folgt nicht dem
naturlichen Infektionsweg. Wahrend im Tiermodel durch die transnasale Applikation der Bak-
terien der natlrliche Infektionsweg via Tropfcheninfektion Uber Nasengange und Bronchien
bis letztendlich hin zu den Alveolen nachgeahmt wird, ist dies im ex vivo Modell nur einge-
schrankt maoglich.

Des Weiteren ist durch das Fehlen des Blutstroms nicht nur der Einstrom von neuen Zellen
und Mediatoren unterbunden, sondern ebenfalls die Sauerstoffzufuhr und der Gasaustausch
gehemmt. Das verwendete Zellmedium vermag dieses Defizit nur kurzzeitig zu kompensie-
ren, sodass auch von der Infektion bzw. Stimulation unabhangiger Zelltod und Nekrose auf-
treten kdnnen (Middleton et al. 2003). Aus diesem Grund ist die Dauer der Kultivierung und
somit der Untersuchungszeitraum limitiert. Regenerationsprozesse sowie die systemischen
Ausdehnung der Infektion lieRen sich in diesem Modell nicht untersuchen.

Vor dem Hintergrund dieser Limitationen wurden die Experimente um Untersuchungen in
einem Mausmodell der Pneumokokkenpneumonie erganzt.

In dem verwendeten Tiermodell entwickelten die Mause nach Infektion mit Streptococcus
pneumoniae innerhalb von 24 Stunden eine schwere Pneumonie und in der Folge ein akutes

Lungenversagen mit Sepsis. Unbehandelt hatten diese Veranderungen zum Tod der Tiere



84 Diskussion

gefuhrt. Die Therapie mit Moxifloxacin oder Ampicillin beginnend 24 Stunden p.i. fihrte zum
Uberleben der Méuse und zur fortschreitenden Aufldsung der Pneumonie im Beobachtungs-
zeitraum bis 120 Stunden nach der Infektion.

Das hier verwendete Tiermodell der schweren murinen Pneumokokkenpneumonie wurde in
zahlreichen experimentellen Studien dieser Arbeitsgruppe etabliert und validiert (Doehn et al.
2013; Witzenrath et al. 2006). Es bot die Moglichkeit, Ampicillin und Moxifloxacin sowohl in
der akuten Phase der Infektion kurz nach Therapiebeginn als auch in der spateren Aufl6-
sungs- und Reparaturphase der Pneumonie zu vergleichen.

Um einen potenziellen immunmodulatorischen Einfluss von Moxifloxacin bewerten zu koén-
nen, musste ein zweites Antibiotikum als Kontrollsubstanz eingesetzt werden, durch das der
eigentliche antimikrobielle Effekt kontrolliert werden konnte. Es wurde hierfir Ampicillin, ein
Aminopenicillin und gleichzeitig Standardtherapie der CAP, verwendet (Hoffken et al. 2009).
Fur Aminopenicilline sind keine auf das Immunsystem wirkenden Eigenschaften bekannt.

Die Wahl der eingesetzten Konzentrationen der Antibiotika im ex vivo Lungenmodell ergab
sich unter Berlicksichtigung von Daten zur Konzentration von Fluorchinolonen (Schubert et
al. 2005; Soman et al. 1999) bzw. 3-Laktam Antibiotika (Frank et al. 1990; Valcke et al. 1990)
im epithelial lining fluid (ELF) des Menschen. Dieses Kompartiment reprasentierte am ehes-
ten das die Lungenproben umgebende Medium. Die verwendeten Konzentrationen der Anti-
biotika lagen jeweils deutlich Uber den Daten zur MHK (siehe Punkt 3.2.3) und sollten so
einen effektiven antimikrobiellen Effekt garantieren.

Anhand einer friheren Arbeit von Witzenrath et al., in der das Ampicillin-Derivat Amoxicillin
verwendet wurde, konnte die Dosierung von Ampicillin auf 0,02 mg/g Maus festgelegt wer-
den (Witzenrath et al. 2009). Mithilfe von Daten zu Pharmakodynamik und —kinetik aus der
Entwicklungsphase von Moxifloxacin, die freundlicherweise von der Bayer Vital GmbH zur
Verfugung gestellt wurden, wurde die Dosierung fur Moxifloxacin gewahlt. Die eingesetzte
Antibiotikakonzentration von Moxifloxacin (0,1 mg/g) in der Maus Uberschritt die entspre-
chende Dosierung im Menschen, bezogen auf das Korpergewicht (Moxifloxacin 400
mg/Tag). Dies ist dem im Vergleich zum Menschen gesteigerten Metabolismus von Moxiflo-
xacin in der Maus geschuldet. In beiden Behandlungsgruppen war der Krankheitsverlauf
vergleichbar und es wurde eine Ausheilung der Pneumonie erreicht.

Der erste Behandlungszeitpunkt mit den Antibiotika 24 Stunden nach der Infektion spiegelte
die reale Situation in der Notaufnahme wider, wenn Patienten mit einer schweren Pneumonie
eingeliefert werden. Diese leiden haufig bereits an einer manifesten Lungenentzindung mit
typischen Symptomen wie Husten, Fieber und Atemnot. Die infizierten Mause zeigten zum
ersten Behandlungszeitpunkt ebenso bereits Anzeichen einer schweren Pneumonie, die sich

im Abfall von Kérpertemperatur und —gewicht, pulmonaler Leukozyteninvasion, hoher pul-
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monaler Erregerlast sowie lokalem und systemischem Anstieg von proinflammatorischen
Zytokinen zeigte.

Der Allgemeinzustand der Tiere, die mit Ampicillin oder Moxifloxacin behandelt wurden, ver-
besserte sich wahrend des Beobachtungszeitraums und passte sich vollstandig dem der
gesunden Kontrolltiere an. Ohne antibiotische Behandlung ware der Krankheitsverlauf fur
diese Tiere letal gewesen. Der klinische Verlauf der Erkrankung in den Versuchstieren war
bei beiden unterschiedlichen Antibiotikabehandlungen identisch.

Da der Krankheitsverlauf bei unbehandelten Tieren ab dem Zeitpunkt 48 Stunden nach der
Infektion kritisch bis letal war, wurden keine Experimente an infizierten und mit Lésungsmittel
behandelten Tieren nach dem 48 Stunden Zeitpunkt geplant. Anhand der regelmaRigen Kon-
trolle von Koérpertemperatur und —gewicht sowie des status prdsens aller Tiere konnte der
Krankheitsverlauf zeitnah zu den Experimenten erfasst werden. Mithilfe der Kérpertempera-
tur der Tiere liel® sich der eintretende Behandlungserfolg erkennen. So lag die mittlere Kor-
pertemperatur aller antibiotisch behandelten Tiere im Gegensatz zu den kontrollbehandelten
Tieren bereits 12 Stunden nach Behandlungsbeginn wieder im Normbereich. Auch das mitt-
lere Kérpergewicht der behandelten Tiere stieg, von tageszeitlich abhangigen Schwankun-

gen abgesehen, nach Behandlungsbeginn kontinuierlich wieder auf Kontrollniveau.

In den durchgefuhrten in vivo Experimenten resultierte die Behandlung mit Moxifloxacin im
Gegensatz zu der Ampicillin-Therapie in einer starkeren Reduktion der Erregerlast in der
Lunge und auch Bakteridmien wurden effektiver reduziert. Dieses Ergebnis liel3 sich nicht
ohne Weiteres auf die Situation im Menschen Ubertragen. Denn das Ziel der vorliegenden
Studie war es wie oben beschrieben ein Modell zu etablieren, in dem die Pneumonie unter
verschiedenen Therapien einen vergleichbaren Verlauf nimmt. Daher lag der Fokus nicht
darauf, die Effektivitat beider Antibiotika hinsichtlich ihrer antimikrobiellen Wirkung zu ver-
gleichen, sondern potenzielle immunmodulatorische Eigenschaften von Moxifloxacin zu cha-
rakterisieren. Die effizientere Erregerelimination in BAL und Blut unter Moxifloxacin-Therapie
spiegelte sich allerdings nicht in einer reduzierten pulmonalen oder systemischen inflamma-
torischen Antwort gemessen an den untersuchten Zytokinen wider. Auch die pulmonale und
systemische zellulare Immunantwort wies keine Unterschiede zwischen den beiden unter-
schiedlichen Antibiotikabehandlungen auf. Diese Resultate waren konsistent mit den Ergeb-
nissen aus den mit Streptococcus pneumoniae infizierten humanen Lungenproben und zeig-
ten, dass Moxifloxacin in den hier angewandten Modellen keine immunmodulatorischen Ei-
genschaften besall. So hatte Moxifloxacin im murinen Modell der Pneumokokkenpneumonie
einen ahnlichen Einfluss wie Ampicillin auf die Spiegel der untersuchten Zytokine in BALF
und Blut sowie auf deren Genexpression. Jedoch standen die Ergebnisse der vorliegenden

Studie im Widerspruch zu den Ergebnissen der Untersuchungen einiger in vitro Studien, die
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eine Beeinflussung der Zytokinsekretion durch Moxifloxacin zeigen konnten (Blau et al. 2007;
Choi et al. 2003; Donnarumma et al. 2007). Ein Grund fur diese widerspruchlichen Resultate
konnte der verwendete Stimulus in den unterschiedlichen Studien sein. Wahrend in den vor-
liegenden Untersuchungen mit Streptococcus pneumoniae ein vitales Bakterium und somit
ein komplexer Stimulus fur die Infektion der Mause und der humanen Lungenproben genutzt
wurde, untersuchten andere Autoren zumeist den Einfluss von Moxifloxacin nach Stimulation
mit LPS (Araujo et al. 2002; Blau et al. 2007; Choi et al. 2003; Donnarumma et al. 2007;
Weiss et al. 2004) oder hitzeinaktivierten Bakterien (Choi et al. 2003) in vitro. Auch in der
vorliegenden Studie konnte lediglich nach Stimulation des humanen Lungengewebes mit
TNF-a, jedoch nicht nach bakterieller Stimulation, eine verminderte Zytokinproduktion nach
Moxifloxacin-Behandlung gezeigt werden.

Interessanterweise war die Lungenpermeabilitat in den mit Ampicillin behandelten Tieren 36
Stunden p.i. im Gegensatz zu der Moxifloxacin-Behandlung erhoht. Fur Moxifloxacin ist bis-
her noch kein direkter barrierestabilisierender Effekt beschrieben worden, und auch die Re-
sultate der hier durchgefuhrten Widerstandsmessungen an HUVEC im ECIS lieferten keinen
Hinweis auf eine direkte barrierestabilisierende Eigenschaft von Moxifloxacin. Moxifloxacin
verstarkte weder direkt die basale Integritat des Zellmonolayers noch reduzierte es die St6-
rung der Zellkontakte durch Thrombin.

Bemerkenswerterweise war die Proteinmenge des Zytokins IL-13 unter Moxifloxacin-
Behandlung zum Zeitpunkt 36 Stunden p.i. in der BALF der Mause tendenziell erniedrigt,
nicht aber die Expression der IL-13 mRNA in der murinen Lunge verglichen mit der Ampicil-
lin-Therapie. IL-1p kann zu einer gestdrten pulmonalen Barrierefunktion beitragen (Frank et
al. 2007). Die Expression der IL-1p mRNA ist NF-xB abhangig (Opitz et al. 2010). Allerdings
wird fir die Produktion von IL-1p ein zweiter Stimulus bendtigt, welcher vom Inflammasom
Caspase-1 abhangig generiert wird (Opitz et al. 2010). Fur die niedrigere Lungenpermeabili-
tat unter Moxifloxacin kénnte daher sowohl (i) die IL-1 Reduktion durch Caspase-1 Inhibie-
rung als auch (ii) ein bisher unentdeckter antiinflammatorischer Mechanismus von Moxifloxa-
cin oder (iii) die reduzierte bakterielle Last in den mit Moxifloxacin behandelten Tieren oder
(iv) die Abwesenheit des p-Laktam Antibiotikums in der akuten Phase der Pneumonie ur-
sachlich sein.

Um diese Moglichkeiten naher einzugrenzen wurde eine weitere Mausgruppe untersucht,
welche beide Antibiotika verabreicht bekam und zu den Zeitpunkten untersucht wurde, an
denen eine erhdhte pulmonalvaskulare Permeabilitdt zu beobachten war (36 Stunden, 48
Stunden und 72 Stunden p.i). In dieser kombiniert behandelten Gruppe war Uberra-
schenderweise trotz verminderter Erregerlast in Lunge und Blut 36 Stunden p.i. im Gegen-

satz zu der Ampicillin-Monotherapie, eine mit der Ampicillin-Monotherapie-Gruppe vergleich-
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bar erhdhte pulmonalvaskulare Permeabilitdt messbar. Diese Ergebnisse wiesen darauf hin,
dass die niedrigere pulmonalvaskuldre Permeabilitat kein direkter Effekt von Moxifloxacin
war. Es scheint eher so zu sein, dass die Behandlung mit einem B-Laktam Antibiotikum in
der frihen Phase der Pneumonie eine gesteigerte pulmonalvaskulare Permeabilitat zur Fol-
ge haben kdénnte. Eine Erklarung kénnte in den unterschiedlichen Wirkungsweisen der bei-
den Antibiotika liegen, was die hier erhobenen Daten aus zusatzlich durchgefiihrten in vitro
Versuchen untermauerten. In diesen Versuchen wurde dem mit Streptococcus pneumoniae
beimpften Wachstumsmedium in der log-Phase Ampicillin, Moxifloxacin oder Lésungsmittel
hinzugefigt. Die anschlieRende Beurteilung des Wachstumsverhaltens zeigte, dass es nach
Zugabe von Ampicillin zu einer schnelleren Reduktion des Bakterienwachstums im Gegen-
satz zu Moxifloxacin kam. Der Angriffspunkt des B-Laktam Antibiotikums kénnte eine Erkla-
rung fur diese Ergebnisse liefern. Wahrend das Ampicillin direkt an der Zellwand des Bakte-
riums angreifen kann und zur Zelllyse fuhrt, muss der Gyrasehemmer zunachst von der Bak-
terienzelle aufgenommen werden und anschlieRend an die Topoisomerase |l binden. Bei der
Lyse der Bakterien durch Ampicillin werden verstarkt Lipopeptide sowie andere Pathogeni-
tatsfaktoren freigesetzt. DemgegenUber flhrt der Einsatz von Moxifloxacin letztlich zum Still-
stand der Proteinbiosynthese, sodass dadurch weitaus weniger Pathogenitatsfaktoren frei-
gesetzt werden (Nau und Eiffert 2002). Diese Vermutung konnte von Nau et al. in einer ex-
perimentellen Studie bereits 1997 belegt werden. Teil dieser Studie war die Behandlung der
durch Streptococcus pneumoniae induzierten Meningitis bei Kaninchen mit Hilfe von Ceftria-
xon und Trovafloxacin. Dabei stellten die Autoren fest, dass die initiale inflammatorische Re-
aktion im Subarachnoidalraum nach der Gabe von Trovafloxacin, einem Gyrasehemmer,
verglichen mit Ceftriaxon, einem [-Laktam, verzégert auftrat (Nau et al. 1997). Die Autoren
folgerten, dass dieser Unterschied durch die verschiedenen Angriffspunkte der Antibiotika
zustande gekommen sein konnte. Ein vergleichbares Ergebnis konnte in einem ahnlichen
Modell auch nach Verabreichung von Moxifloxacin erzielt werden (Schmidt et al. 1998). Dem
Pneumolysin als wichtigem Pathogenitatsfaktor von Streptococcus pneumoniae kommt be-
ziglich der Entwicklung pulmonalvaskularer Hyperpermeabilitédt eine besondere Bedeutung
zu. Dieses Exotoxin fuhrt Gber Cholesterolbindung an der zytoplasmatischen Membran der
Wirtszelle zu deren Lyse und induziert unabhangig von Zytolyse Proinflammation. Somit tragt
Pneumolysin multimodal zur Schadigung der alveolokapillaren Membran bei (Tilley et al.
2005; Witzenrath et al. 2006). Die vermehrte Freisetzung von Pneumolysin unter Ampicillin-
Therapie kénnte zur Hyperpermeabilitdt der mit Ampicillin behandelten Mause beigetragen
haben, wohingegen die langsamere Lyse der Bakterien unter der Moxifloxacin-Behandlung
einer gesteigerten pulmonalvaskularen Permeabilitat in der akuten Phase der Pneumonie
entgegenwirkte. Allerdings lieferten die vorliegenden Untersuchungen keine Ergebnisse, die

diese These direkt beweisen.
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Die unterschiedlichen Angriffspunkte der beiden verschiedenen Antibiotika konnten ebenfalls
erklaren, warum Ampicillin in den ex vivo Versuchen in der Eliminierung der Bakterienzahl
effektiver als Moxifloxacin war. Wahrend in den in vitro und ex vivo Untersuchungen die An-
tibiotika direkt mit den Bakterien in Kontakt kamen und somit eine schnellere Lyse der Bakte-
rienzelle durch Ampicillin erfolgen konnte, missen die Antibiotika in vivo zunachst in das
Gewebe penetrieren, bevor eine antimikrobielle Wirkung eintreten kann. Moxifloxacin konnte
Ampicillin hierbei tGberlegen sein. Aufgrund seiner hohen Lipophilie und aktiver Transportpro-
zesse, die an der Aufnahme von Moxifloxacin in das Lungengewebe beteiligt sind (Brillault et
al. 2009), kénnte schneller ein hdherer Wirkspiegel im Vergleich zu Ampicillin erreicht wer-
den. Das hydrophile Ampicillin (Wise und Honeybourne 1999) hingegen wird seinem Kon-
zentrationsgradienten folgend via passiver Diffusion in die Lunge aufgenommen (Maddocks

1975). Dieser Prozess dauert langer als eine aktive Aufnahme.

Eine retrospektive Studie an hospitalisierten Patienten mit CAP legte einen protektiven Effekt
von Moxifloxacin nahe. Die Studie hat retrospektiv die Auswirkung einer Therapie mit
Moxifloxacin oder einem [-Laktam Antibiotikum oder einer Kombinationstherapie aus -
Laktam- und Chinolon- bzw. Makrolid-Antibiotikum auf den Verlauf der Pneumonie und das
Uberleben der Patienten untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass die Therapie mit
Moxifloxacin bei moderater CAP mit einer verringerten Mortalitat im Gegensatz zu einer p-
Laktam Behandlung einher ging. Im Vergleich mit der Kombinationstherapie wurden durch
die Moxifloxacin-Behandlung keine Vorteile erzielt (Ewig et al. 2011). Es ist zu betonen, dass
es sich dabei um eine retrospektive Analyse von Registerdaten handelte. In einer prospekti-
ven, randomisierten doppelblinden Studie hingegen verglichen Brunkhorst et al. unterschied-
liche Therapieformen der schweren Sepsis. Der Uberwiegende Teil der Patienten litt an einer
pneumogenen Sepsis (Brunkhorst et al. 2012). Gegenubergestellt wurden die Behandlung
mit Meropenem und die Kombinationstherapie aus Meropenem und Moxifloxacin. Merope-
nem zahlt zu den Carbapenemen, die wiederum eine Untergruppe der -Laktame sind. Da-
bei fanden sich keine Unterschiede hinsichtlich der Mortalitat, der Dauer einer eventuell be-
notigten mechanischen Beatmung, sowie hinsichtlich Organversagen zwischen beiden Be-
handlungsgruppen. Diese Ergebnisse legten nahe, dass die Behandlung mit Moxifloxacin
keinen positiven zusatzlichen Nutzen, insbesondere keine klinisch relevanten immunmodula-
torischen Effekte auf eine bereits bestehende schwere Erkrankung hat und stehen im Ein-
klang mit den Ergebnissen dieser Arbeit.

Die Experimente der vorliegenden Studie sind bis dato die ersten in vivo Versuche, welche
das immunmodulatorische Potenzial von Moxifloxacin in einer durch Streptococcus pneumo-
niae induzierten Pneumonie untersucht haben. Selbstverstandlich kann trotz der vorliegen-

den Ergebnisse ein positiver Effekt von Moxifloxacin auf das Immunsystem nicht ganzlich
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ausgeschlossen werden, da experimentelle Studien stets nur einige Aspekte dieser facetten-
reichen Erkrankung beleuchten kdnnen. Ferner lassen sich die in den Tierexperimenten er-
hobenen Daten trotz des hohen translationalen Potentials des verwendeten Modells nicht
bedingungslos auf die Situation im Menschen Ubertragen, sodass es durchaus einen Einfluss
von Moxifloxacin auf das Immunsystem im Menschen geben konnte, der hier nicht erfasst
wurde.

In der vorliegenden Arbeit wurde Moxifloxacin im Hinblick auf potenzielle antiinflammatori-
sche Eigenschaften in einem humanen Lungenmodell und in der Behandlung einer schweren
murinen Pneumokokkenpneumonie untersucht. Zusammenfassend ist festzustellen, dass
Moxifloxacin die TNF-a-induzierte Inflammation in humanem Lungengewebe im Gegensatz
zu Ampicillin reduzierte. Jedoch verfligte Moxifloxacin genauso wie Ampicillin Uber keine
antiinflammatorischen Eigenschaften in mit Streptococcus pneumoniae infiziertem humanem
Lungengewebe und in der schweren murinen Pneumokokkenpneumonie. Im Gegensatz zu
Moxifloxacin wiesen mit Ampicillin behandelte Tiere allerdings eine erhdhte pulmonalvasku-
lare Permeabilitat in der akuten Phase der Pneumonie auf. Moxifloxacin war Ampicillin be-
zuglich der Eliminierung pulmonaler Erregerlast und Bakteridamien in Mausen mit Pneumo-

kokkenpneumonie Uberlegen.
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6 Zusammenfassung

Untersuchung einer potenziell immunmodulatorischen Wirkung von Moxifloxa-

cin in der schweren murinen Pneumokokkenpneumonie

Die ambulant erworbene Pneumonie ist die haufigste todlich verlaufende Infektionskrankheit
weltweit. Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae) ist der mit Abstand haufigste Erreger
der ambulant erworbenen Pneumonie. Trotz spezifischer antimikrobieller Therapien und ste-
tiger Bemuhungen, die Behandlung von Risikopatienten zu verbessern, wird die Mortalitat
bei immunkompetenten, antibiotisch adaquat therapierten Patienten mit schwerer Pneumo-
nie auf Intensivstationen weiterhin mit Gber 20 % angegeben. Die unkontrollierte Aktivierung
des Immunsystems scheint bei der schweren Pneumonie eine zentrale Rolle in der Entste-
hung eines akuten Lungenversagens sowie von Sepsis und Multiorganversagen zu spielen.
Daher konnte die gezielte Limitierung uberschieRender Entziindungsreaktionen kombiniert
mit einer effektiven antimikrobiellen Therapie den Verlauf der schweren Pneumonie beglins-
tigen.

Chinolone kénnten neben ihren gut untersuchten antimikrobiellen Eigenschaften auch anti-
inflammatorisch wirksam sein. Besonders Moxifloxacin, das unter anderem in der Behand-
lung der Pneumonie eingesetzt wird, hemmte in vitro die Freisetzung von proinflammatori-
schen Zytokinen aus humanen Monozyten und humanen Alveolarepithelzellen nach Stimula-
tion mit hitzeinaktivierten Pneumokokken oder Lipopolysacchariden, jedoch gibt es wenig
Evidenz aus Untersuchungen mit lebenden Bakterien. Klinische Untersuchungen zeichnen
ein weniger eindeutiges Bild. Wahrend in einer retrospektiven klinischen Studie ein besseres
Uberleben von Patienten mit schwerer ambulant erworbener Pneumonie unter Moxifloxacin-
Therapie, verglichen mit 3-Laktam-Monotherapie, beobachtet wurde, konnte prospektiv kein
klinischer Nutzen fur Patienten mit Sepsis nachgewiesen werden, die zusatzlich zu einer
Carbapenem-Therapie Moxifloxacin erhielten. Ziel der vorliegenden Dissertationsarbeit war
es daher experimentell zu prifen, ob fir Moxifloxacin immunmodulatorische Eigenschaften in
Modellen der Pneumokokkenpneumonie nachweisbar sind. Hierflir wurden in einem ex vivo
Modell vitale humane Lungenproben mit TNF-o oder S. pneumoniae stimuliert und mit Ampi-
cillin, Moxifloxacin oder Losungsmittel behandelt und der Einfluss von Moxifloxacin im Ver-
gleich zu Ampicillin, einer der Standardtherapien der ambulant erworbenen Pneumonie, auf
die ausgeldste Entzindungsreaktion bestimmt. Fir Ampicillin sind keine auf das Immunsys-
tem wirkenden Eigenschaften bekannt. Nach der Stimulation mit TNF-o. wurde vermehrt IL-6

und IL-8 produziert. Die Behandlung mit Moxifloxacin resultierte in einer verminderten Bil-
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dung von IL-6 im Gegensatz zur Behandlung mit Ampicillin. Die Infektion mit S. pneumoniae
fuhrte ebenfalls zu einer gesteigerten Produktion der untersuchten Zytokine, die jedoch
durch Behandlung mit Moxifloxacin oder Ampicillin nicht reduziert wurde.

DarlUber hinaus wurde die Moxifloxacin-Therapie in der murinen Pneumokokkenpneumonie
im Vergleich zu einer Behandlung mit Ampicillin hinsichtlich Parametern der Entziindungsre-
aktion, der Erregerelimination, pulmonalvaskuldrer Schrankenstérung, histopathologischer
Lungenveranderungen und klinischem Verlauf der Infektion untersucht. Mause wurden mit S.
pneumoniae infiziert und beginnend 24 Stunden nach der Infektion in 12 Stunden-Intervallen
mit Ampicillin, Moxifloxacin oder Lésungsmittel behandelt. Zusatzlich dienten Mause als Kon-
trolltiere, die mit Losungsmittel scheininfiziert und behandelt wurden. Die infizierten Mause
entwickelten innerhalb von 24 Stunden eine schwere Pneumonie. Alle antibiotisch behandel-
ten Tiere erholten sich im Beobachtungszeitraum fast vollstandig von klinischen Zeichen der
Pneumonie. Die Behandlung mit Moxifloxacin flihrte zu einer effektiveren pulmonalen Erre-
gerelimination ab 36 Stunden nach der Infektion sowie zu einer besseren Reduktion von
Bakteriamien im Gegensatz zu Ampicillin. Mit Ampicillin behandelte Mause zeigten eine er-
héhte pulmonalvaskulare Permeabilitdt 36 Stunden nach der Infektion im Gegensatz zu
Moxifloxacin behandelten Mausen. Dabei war die verminderte Erregerlast in den mit Moxi-
floxacin behandelten Tieren nicht ursachlich fur die niedrigere pulmonalvaskulare Permeabili-
tat, was durch Untersuchungen an einer zuséatzlichen Versuchsgruppe gezeigt werden konn-
te, die gleichzeitig mit Ampicillin und Moxifloxacin behandelt wurde. Die kombinierte Behand-
lung flhrte zu einer mit der Ampicillin-Monotherapie vergleichbaren Permeabilitdt. Auch die
Effekte beider Antibiotika bezuglich aller weiteren untersuchten Parameter waren vergleich-
bar. Insbesondere war die pulmonale und systemische Inflammation trotz geringerer Erre-
gerdichte unter Moxifloxacin-Therapie im Gegensatz zur Ampicillin-Therapie nicht reduziert.
Zusatzlich wurde der direkte Einfluss von Moxifloxacin und Ampicillin auf die Integritat eines
Endothelzellmonolayers mit oder ohne Thrombin-Stimulation durch Messung des transzellu-
laren elektrischen Widerstands getestet. Moxifloxacin erhdhte in vitro weder die basale Integ-
ritdt des Monolayers, noch reduzierte es die durch Thrombin verursachte Stérung der inter-
zellularen Kontakte. Auch Ampicillin hatte keinen Einfluss auf die Stabilitat der Barriere.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigten, dass Moxifloxacin die TNF-o-induzierte
Inflammation in humanem Lungengewebe im Gegensatz zu Ampicillin reduzierte. Jedoch
lieBen sich weder in humanem Lungengewebe, noch in der schweren murinen Pneumonie
nach Infektion mit S. pneumoniae antiinflammatorische Eigenschaften von Moxifloxacin im
Vergleich zu Ampicillin nachweisen. Moxifloxacin war Ampicillin bezuglich der Eliminierung
pulmonaler Erregerlast und Bakteriamien Uberlegen. Ampicillin-behandelte Tiere wiesen al-
lerdings eine erhdhte pulmonalvaskuldre Permeabilitdt in der akuten Phase der Pneumonie

auf und diese Beobachtung war unabhangig von Effekten des Moxifloxacin.
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7 Summary

Investigation of potential immunomodulatory effects of moxifloxacin in severe
murine pneumococcal pneumonia
Sandra-Maria Wienhold

With regard to causes of morbidity and mortality worldwide, community-acquired pneumonia
holds the highest significance and Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae) is the most
prevalent causative pathogen of community-acquired pneumonia. Despite adequate antibi-
otic therapy and constant endeavour to improve the clinical outcome of high risk patients,
existing treatment and drug regimens are still insufficient, considering the high mortality
(above 20 %) for immunocompetent patients in intensive care units hospitalized for severe
community-acquired pneumonia. The main contributing factor to an adverse outcome of pa-
tients suffering from severe pneumonia is an excessive activation of the innate immune sys-
tem, which leads to the development of acute respiratory failure, sepsis and multiple organ
failure. Thus, limitation of exaggerated inflammatory reactions, combined with an effective
antibiotic treatment might improve the outcome of affected patients.

Efficient therapeutic protocols of various respiratory infections utilize Quinolones. Apart from
their well described antimicrobial characteristics, Quinolones were suggested to exert anti-
inflammatory effects. Particularly moxifloxacin has been shown to inhibit the release of proin-
flammatory cytokines in in vitro experiments, using human monocytes and human alveolar
epithelial cells stimulated with heat-inactivated pneumococci or lipopolysaccharides. Howev-
er, clinical studies demonstrated a less clear picture. In a retrospective study, patients with
severe community-acquired pneumonia were treated with moxifloxacin, which resulted in
improved outcome as compared to monotherapy with p-lactam antibiotics. It was hypothe-
sized that potential immunomodulatory features of moxifloxacin were responsible for this
improvement of patient survival. In contrast, a prospective study showed no clinical benefit
for patients with sepsis, who were treated with moxifloxacin in addition to carbapenem antibi-
otics. This study aimed at analysing the impact of moxifloxacin on the inflammatory host re-
sponse in ex vivo cultured intact human lung tissue and in a murine model of severe pneu-
mococcal pneumonia. Therefore, ex vivo cultured human lung tissue was stimulated with
TNF-a or infected with S. pneumoniae, treated with ampicillin, moxifloxacin or solvent and
proinflammatory cytokines were quantified in the supernatant. For ampicillin which is one
standard treatment in community-acquired pneumonia, anti-inflammatory effects have not
been described so far. Therefore, it was used as reference antibiotic in this study. Upon

stimulation with TNF-a, human lung tissue produced IL-6 and IL-8, which was reduced by
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moxifloxacin but not by ampicillin. Infection with S. pneumoniae also induced IL-6 and IL-8
production in human lung tissue which was not influenced by treatment with moxifloxacin or
ampicillin. Additionally, a murine model was established, in which antibiotic treatment with
ampicillin or moxifloxacin was applied in severe pneumococcal pneumonia to mimic the clini-
cal treatment initiated in the emergency department. Mice infected with a lethal dosage of S.
pneumoniae were treated in 12-hour intervals with ampicillin, moxifloxacin or solvent, starting
24 hours post infection. In addition, sham infected and solvent treated animals were investi-
gated. At specified time points post infection, the bacterial burden in lung, blood and spleen
was analysed. Cytokine levels were measured in bronchoalveolar lavage fluid and blood
plasma. Furthermore, proinflammatory gene regulation in murine lung tissue was investigat-
ed by real-time polymerase chain reaction. Bronchoalveolar lavage fluid and blood leuko-
cytes were differentiated and pulmonary vascular permeability was determined. Additionally,
lung tissue from infected mice was histologically analysed. Upon infection with S. pneumoni-
ae, mice developed severe pneumonia within 24 hours post infection. Antibiotic treated mice
were rescued from developing acute respiratory distress syndrome and sepsis, and recov-
ered from clinical signs of pneumonia within the observation period. Pulmonary bacterial bur-
den was lower in moxifloxacin treated mice in contrast to ampicillin from 36 hours post infec-
tion on, and fewer cases with bacteraemia were observed when compared with ampicillin
treated mice. At 36 hours post infection, ampicillin treated mice showed increased pulmonary
vascular permeability, which could not be attributed to the lower bacterial burden in moxiflox-
acin treated mice. This was shown by an additionally investigated group of mice treated with
moxifloxacin and ampicillin simultaneously. Animals in this group displayed equally high
permeability as mice with ampicillin monotherapy. Bronchoalveolar lavage fluid and blood
cytokine levels, proinflammatory gene expression, blood leukocytes and morphologic lung
injury scores were similar in mice treated with moxifloxacin or ampicillin. To estimate a poten-
tial effect of moxifloxacin on the integrity of the cellular monolayer, transcellular electrical
resistance of human umbilical vein endothelial cell monolayers was measured in the pres-
ence of moxifloxacin or ampicillin with or without thrombin stimulation. Moxifloxacin exerted
no direct stabilising effects on the endothelial barrier, and it also did not reduce thrombin-
induced disruption of integrity. The same applied to ampicillin.

In summary, in human lung tissue moxifloxacin treatment reduced TNF-a induced inflamma-
tion in contrast to ampicillin. However, ampicillin and moxifloxacin showed similar effects in
pneumococci-induced inflammation of human lung tissue and in severe murine pneumococ-
cal pneumonia. Nevertheless, treatment with moxifloxacin reduced pulmonary bacterial load
and bacteraemia in contrast to ampicillin. Pulmonary vascular permeability in the acute
phase of murine pneumococcal pneumonia was enhanced by ampicillin in contrast to moxi-

floxacin treatment, which was independent from effects of moxifloxacin.
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9 Anhang

9.1 Versuchsdesign

Versuchsteil 1 und 2: Differenzialzellbild in der bronchoalveolaren Lavage / Bestim-
mung pulmonalvaskularer Permeabilitat / Bestimmung Bakterienlast

Versuchsgruppen Zeit nach Infektion

24h | 36h |48h|72h| 120 h
Lésungsmittel+ Lésungsmittel 8 8 8 8 8
Streptococcus pneumoniae + Lésungsmittel 8 8 / / /
Streptococcus pneumoniae + Ampicillin / 8 8 8 8
Streptococcus pneumoniae + Ampicillin+ Moxifloxacin | / 8 8 8 /
Streptococcus pneumoniae + Moxifloxacin / 8 8 8 8

Versuchsteil 3: Bestimmung der Regulation ausgewahlter proinflammatorischer und
antiinflammatorischer Gene in der Lunge

Versuchsgruppen Zeit nach Infektion

24h | 36h |[48h | 72h | 120 h
Losungsmittel+ Losungsmittel 6 6 6 6 6
Streptococcus pneumoniae + Lésungsmittel 6 6 / / /
Streptococcus pneumoniae + Ampicillin / 6 6 6 6
Streptococcus pneumoniae + Moxifloxacin / 6 6 6 6

Versuchsteil 4: Histologische Analyse der Lunge

Versuchsgruppen Zeit nach Infektion

24h |36h|48h|72h | 120 h
Lésungsmittel+ Losungsmittel 6 6 6 6 6
Streptococcus pneumoniae + Lésungsmittel 6 6 / / /
Streptococcus pneumoniae + Ampicillin / 6 6 6 6
Streptococcus pneumoniae + Moxifloxacin / 6 6 6 6
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9.2 Materialien

Chemikalien, Reagenzien, Puffer und andere Substanzen

2-Propanol, zur Analyse

Merck (Darmstadt)

Ampicillin

ratiopharm GmbH (UIm)

Aqua ad iniectabilia (10ml)

B.Braun Melsungen AG (Melsungen)

Bio-Plex Pro™ Assay

Bio-Rad Laboratories, Inc. (Kalifornien, USA)

Bio-Plex® Reagent Kit

Bio-Rad Laboratories, Inc. (Kalifornien, USA)

Blutagarplatten (5% Schafblut)

BD Biosciences (Heidelberg)

Bovines Serumalbumin

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen)

Braunol®

B.Braun Melsungen AG (Melsungen)

CellWash

BD Biosciences (Heidelberg)

Chloroform, stabilisiert

Fisher Scientific GmbH (Schwerte)

di-Natriumhydrogenphosphat

Carl Roth GmbH + CO. KG (Karlsruhe)

Essigsaure 5 %

Merck (Darmstadt)

Etest®

bioMérieux Deutschland GmbH (Nurtingen)

Ethanol, absolut reinst

Merck (Darmstadt)

FACS™ Lysing Solution

BD Biosciences (Heidelberg)

Heparin 25000 L.E., 5 mi

ratiopharm GmbH (UIm)

High Capacity cDNA Reverse Transcription
Kit

Applied Biosystems (USA)

Human IL-13 ELISA # E09322-1639

eBioscience (Frankfurt)

Human IL-6 ELISA # 555220

BD Bioscience (Heidelberg)

Human IL-8 ELISA # 555244

BD Bioscience (Heidelberg)

Isopropanol molecular biology grade

SERVA Electrophoresis GmbH (Heidelberg)

Ketavet Injektionslésung 100 mg/ml

Pfizer Deutschland GmbH (Berlin)

Methanol >99,5 %, reinst

Carl Roth GmbH + CO. KG (Karlsruhe)

Methylviolett

Merck (Darmstadt)

Mouse Albumin ELISA

Bethyl Laboratories Inc. (Montgomery, TX,
USA)

Moxifloxacin

Bayer Vital GmbH (Leverkusen)

Natriumchlorid

Carl Roth GmbH + CO. KG (Karlsruhe)

Natriumchloridldsung (grofRe Flasche)

Fresenius Kabi Deutschland (Bad Homburg)

Natriumchloridlésung, 0,9% 10ml

B.Braun Melsungen AG (Melsungen)

Natriumhydrogenphosphat

Carl Roth GmbH + CO. KG (Karlsruhe)
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Paraformaldehyd

Merck (Darmstadt)

PBS, Dulbecco’s without Ca & Mg (1X)

PAA Laboratories GmbH (Osterreich)

Protease-Inhibitor complete™ Mini

Roche Diagnostics GmbH (Mannheim)

Rompun Injektionsléosung 2 % (Wirkstoff:
Xylazinhydrochlorid)

Bayer Vital GmbH (Leverkusen)

RPMI 1640 500ml PAA-E15-039

PAA Laboratories GmbH (Osterreich)

TagMan® Gene Expression Master Mix

Applied Biosystems® (USA)

Thilo Tears Augengel

Alcon Pharma GmbH(Freiburg im Breisgau)

TMB soluble

Merck (Darmstadt)

Tris Pufferan® 299,9 %

Carl Roth GmbH + CO. KG (Karlsruhe)

Rekombinantes humanes TNF-a

R&D Systems GmbH ( Wiesbaden)

TRIzol Reagent

Invitrogen GmbH (Darmstadt)

Tween® 20

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen)

Nahrmedien und Zusatze

Bacto™ Technischer Hefeextrakt

BD Biosciences (Heidelberg)

Bacto™ Todd Hewitt Bouillon

BD Biosciences (Heidelberg)

FCS (Foetal Bovine Serum Gold)

PAA Laboratories GmbH (Osterreich)

Verbrauchsmaterialien

ABI Prism® 96-Well-Optical-Reaction-Plate

Applied Biosystems® (USA)

BD Falcon™ 5 ml Polypropylene Round-
Bottom Tube

BD Biosciences (Heidelberg)

BD Falcon™ 5 ml Polystyrene Round-Bottom
Tube

BD Biosciences (Heidelberg)

BD Falcon™ Zellsieb (100 um)

BD Biosciences (Heidelberg)

BD Trucount™ Tube

Biopsiestanze, Standard, (8 mm)

(
BD Biosciences (Heidelberg)
pfm medical AG (Kdéln)

Columbia-Agarplatten mit 5 % Schafblut

BD Biosciences (Heidelberg)

Einbettkassetten

Rotilabo, Carl Roth GmbH + CO. KG (Karls-

ruhe)

Einmal-Impfschlingen (farblos, 1 ul)

Sarstedt AG & Co. (NUmbrecht)

Falcon Blue Max™ (15 ml, 50 ml)

BD Biosciences (Heidelberg)

Kanulen BD Microlance™ (26 G)

BD Biosciences (Heidelberg)
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Kanulen BD Microlance™ 3 (27 G)

BD Biosciences (Heidelberg)

Kapillarblutentnahmesystem (mit EDTA)

Kabe Labortechnik (Niumbrecht-Elsenroth)

Kivetten Nr. 67.742 10 x 4 x 45mm

Sarstedt AG & Co. (Nimbrecht)

Lysing Matrix G Tube RNase/DNase-frei) #
6913-500 (500x2ml)

MP Biomedicals LLE (Ohio) (Germany:

Eschwege)

Mehrzweckbecher 100 mi

Sarstedt AG & Co. (Nimbrecht)

Parafilm

Brand GmbH & Co. KG (Wertheim)

Pipetten (Eppendorf Research)

Eppendorf (Hamburg)

Platte 6 Multiwell Falcon #3046

Becton Dickinson GmbH (Heidelberg)

Platte 96 Micro F-Form #82.1581

Sarstedt AG & Co. (NUmbrecht)

Platte 96 Micro U-Form #650101

Th. Geyer Berlin GmbH (Berlin)

Praparationsbesteck

Fine Science Tools GmbH (Heidelberg)

Reagiergefal® SafeSeal (0,5 ml; 1,5 ml)

Sarstedt AG & Co. (Nimbrecht)

Roéhrchen Kryo Plus steril 2ml #72.379

Sarstedt AG & Co. (Nimbrecht)

Rotilabo®-Spritzenfilter, steril (0,45 um)

Carl Roth GmbH + CO. KG (Karlsruhe)

Serologische Pipetten
(2ml/5ml/10 ml/ 25 ml)

BD Biosciences (Heidelberg)

Skalpell, Einweg, steril

FEATHER® Safety Razor Co. Ltd.(Osaka
,Japan)

Spritzen BD Discardit™ Il 2 ml

BD Biosciences (Heidelberg)

Spritzen BD Plastipak™ 1 ml

BD Biosciences (Heidelberg)

Tube, 12 ml, PP, Round Bottom,Two-
Position Vent Stopper (Item-No. 184261)

Greiner bio-one (Frickenhausen)

Gerate

AB 7300-Real Time PCR System

Applied Biosystems® (USA)

Analysewaage (Sartorius, MC 5(-OCE))

Sartorius AG (Géttingen)

Anthos ht2 Mikroplatten Photometer

Anthos Mikrosysteme GmbH (Krefeld)

Autoklav Tuttnauer Systec 2540 EL

Systec GmbH (Wettenberg)

Biometra®T1 Thermocycler

Biomedizinische Analytik (Goéttingen)

Bio-Plex ™ Workstation

Bio-Rad Laboratories, Inc (Kalifornien, USA)

Bio-Plex™ Millipore

Bio-Rad Laboratories, Inc (Kalifornien, USA)

Brutschrank Heraeus Typ BB 6220 O2

Kendro Laboratory Products (Osterode)

BD FACSCalibur™ (Durchflusszytometer)

BD Biosciences (Heidelberg)

FastPrep-24 Homogenisator

MP Biomedicals (Heidelberg)
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Gradient Cycler PTC-200

MJ Research (Quebec)

Kaltlichtquelle Flexilux 600 longlife

Hugo Sachs Elektronik (March-Hugstetten)

KERN 440-33N, Laborprazisionswaage

Kern & Sohn GmbH (Balingen-Frommern)

Kahischrank (4 °C) / Gefrierschrank (-80 °C)

Kihilsysteme GmbH (Mannheim)

Mastercycler gradient Eppendorf

Eppendorf (Hamburg)

Megafuge 1.0R (Heraeus) Variomag®

Kendro Laboratory Products (Osterode)

Mikroskop Axioskop 2 FS MOT (mit Axiocam
und LSM 5 Pascal)

Axioskop, Carl Zeiss Jena GmbH (Jena)

MiniVent Beatmungspumpe Maus

Hugo Sachs Elektronik (March-Hugstetten)

NanoDrop 2000

Thermo Scientific (Waltham, Massachu-
setts, USA)

Peristaltikpumpe Ismatec® Reglo-Analog

Ismatec Laboratoriumstechnik GmbH
IDEX Health & Science GmbH Wertheim

pH-Meter

Mettler-Toledo FiveEasy pH

Photometer Uvikon XS

BioTek Instruments (Bad Friedrichshall)

Pulmonalkantle fiir Mause

Hugo Sachs Elektronik (March-Hugstetten)

Rektalsonde physitemp Model BAT-12

physitemp Instruments, Inc. (USA)

Sicherheitswerkbank Hera Safe Typ HS 12

Kendro Laboratory Products (Osterode)

Trachealkantle fir Mause

Hugo Sachs Elektronik (March-Hugstetten)

Ultra-Turrax T 8

IKA®-Werke GmbH & CO.KG (Staufen)

Vakuumpumpe Vacusafe comfort

Integra Biosciences AG (Schweiz)

Variomag® Electronicriihrer Mono

H+P Labortechnik (Oberschleissheim)

Vortex-Genie 2® Model G-560E

Scientific Industries, Inc. (USA)

Waage Model CS 200

Ohaus Corporation (USA)

Zahlkammer nach Neubauer

LO-Laboroptik GmbH (Friedrichsdorf)

Materialien fiir ECIS

ECGM (10 %)

PromoCell GmbH (Heidelberg)

ECIS Cultureware™ Disposable Electrode
Array (8W10E)

Applied Biosystems®, Life Technologies
Corporation (Carlsbad, California, USA)

ECIS™ Model 1600R

Applied BioPhysics®, Applied Biophysics
Inc. (Troy, New York, USA)

Endothel-Basal-Medium

PAA Laboratories GmbH (Osterreich)

Gelatine

Sigma (Deisenhofen)

HAM'S F12 mit L-Glutamin

PAA Laboratories GmbH (Osterreich)
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Kollagenase (Typ CLS II)

Worthington Biochemical Corp. (Lakewood,
NJ, USA)

Penicillin

Boehringer (Mannheim)

Streptomycin

Boehringer (Mannheim)

Thrombin

Sigma (Deisenhofen)

Trypsin

Sigma (Deisenhofen)

Zellkulturflaschen T75

Nunc (Wiesbaden)

Antikorper

rat anti-mouse CD45, PerCP conjugated

(panleukocyte marker; clone: 30-F11)

BD Biosciences (Heidelberg)

rat anti-mouse CD16/CD32
(Feyxli/llireceptor block; clone:2.4G2)

BD Biosciences (Heidelberg)

rat anti-mouse Ly-6G/Ly-6C, PE conjugated
(GR-1)
(neutrophil marker; cloneRB6-8C5)

BD Biosciences (Heidelberg)

rat anti-mouse F4/80, APC conjugated

(alveolar macrophage marker; clone: BM8)

Caltag Laboratories (Buckingham, UK)

PCR Primer

Name des | Primersequenz

Amplifikats

mlL-6 forward 5-CCACGGCCTTCCCTACTTC-3’

reverse 5-TGCACAACTCTTTTCTCATTTCCA-3’
probe 5FAM-TCACAGAGGATACCACTCCCAACAGACCTG-TAMRA-3’

mKC forward 5'-CCGAAGTCATAGCCACACTCAA-3

reverse 5'-ATTTTCTGAACCAAGGGAGCTT-3'
probe 5-FAM-TCGCGAGGCTTGCCTTGACCC-TAMRA-3

mGAPDH | forward 5-TGTGTCCGTCGTGGATCTGA-3'

reverse 5-CCTGCTTCACCACCTTCTTGA-3
probe 5-FAM-CCGCCTGGAGAAACCTGCCAAGTATG-TAMRA-3'

mIL-1p3 erworben bei Applied Biosystems®

Assay no.: Mm00434228
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Gen Lange des Produkts accession number
mIL-6 147 bp NM_031168

mKC 74 bp J04596

mGAPDH 76 bp NM_008084
mIL-1p Applied Biosystems® NP_032387

Assay no.: Mm00434228
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