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Zusammenfassung 

Die ambulant erworbene Pneumonie (community-acquired pneumonia, CAP) stellt eine der 

weltweit häufigsten Infektionskrankheiten dar. Streptococcus pneumoniae ist der häufigste Er-

reger. Trotz Antibiotikatherapie weist die CAP-assoziierte pneumogene Sepsis eine hohe Mor-

talität auf. Eine unkontrollierte überschießende Immunreaktion trägt wahrscheinlich zum 

akuten Lungenversagen sowie zu extrapulmonalem Organversagen bei. Der Komplementfaktor 

C5a ist hierbei ein zentraler Entzündungsmediator. Auch in der Bedeutung des beatmungsas-

soziierten Lungenschadens (ventilator-induced lung injury, VILI) scheint die lokale und syste-

mische Entzündungsreaktion eine relevante Rolle zu spielen. Sie scheint den Lungenschaden 

in der schweren Pneumonie zu aggravieren. 

In dieser Dissertation wurde die Hypothese geprüft, dass (1) C5a Spiegel in der CAP erhöht 

sind und (2) sich eine Neutralisierung von C5a in der schweren Pneumonie stabilisierend auf 

die pulmonalvaskuläre Permeabilität und darüber hinaus protektiv hinsichtlich des Auftretens 

von extrapulmonalem Organversagen auswirkt. 

 

Die Spiegel von C5a wurden aus Patientenseren der PROGRESS-Studie, einer prospektiven, 

multizentrischen Kohortenstudie sowie im Mausmodell der Pneumokokkenpneumonie unter-

sucht. Therapeutische Effekte der C5a Neutralisation wurden in der S. pneumoniae-induzierten 

pneumogenen Sepsis in C57BL/6N Mäusen und in einem murinen Modell des beatmungsasso-

ziierten inflammatorischen Lungenschadens in der pneumogenen Sepsis analysiert. 

 

Bei hospitalisierten Patienten mit CAP und im murinen Modell der schweren Pneumokokken-

pneumonie wurden erhöhte C5a-Spiegel gemessen.  

 

Die Neutralisation von C5a führte in beiden Tiermodellen zur Stabilisierung der pulmonalvas-

kulären Barrierefunktion. In der pneumogenen Sepsis reduzierte die Neutralisation von C5a das 

Ausmaß des Leberschadens, es kam zu weniger hepatozellulärer Apoptose und zu einer redu-

zierten Thrombogenität in der hepatischen Mikrozirkulation. Im VILI führte die Neutralisation 

von C5a ebenfalls zur Reduktion der pulmonalvaskulären Permeabilität.  

 

C5a ist in der schweren CAP erhöht. Die Neutralisation von C5a schützte vor Lungen- und 

Leberschaden im murinen Pneumoniemodell. Daher könnte die Neutralisation von C5a in der 

schweren CAP eine vielversprechende Behandlungsstrategie sein, um den Verlauf der Erkran-

kung zu verbessern. [1] 
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Abstract 

Community-acquired pneumonia is one of the most common infectious diseases worldwide. 

Streptococcus pneumoniae represents the most common pathogen. Despite antibiotic therapy, 

CAP-associated pneumogenic sepsis is characterized by a high mortality rate. An uncontrolled, 

overshooting immune response most likely causes lung failure and extrapulmonary organ fail-

ure. The complement factor C5a is here a major inflammatory mediator. 

Additionally, the local and systemic inflammatory reaction seems to play a relevant role in the 

development of ventilator-induced lung injury (VILI) resulting in the aggravation of severe 

pneumonia. 

Here, the hypothesis was investigated whether C5a levels are increased in CAP and whether 

neutralisation of C5a during severe pneumonia leads to stabilisation of the pulmonary vascular 

permeability and protects against extrapulmonary organ failure.  

 

The C5a levels were evaluated in patient samples from the PROGRESS study, a prospective, 

multi-centered cohort study, and additionally investigated in a murine pneumococcal pneumo-

nia model. Therapeutic effects of C5a neutralisation were examined in a model of S. pneu-

moniae induced pneumogenic sepsis in C57BL/6N mice as well as in a murine model of venti-

lator-induced lung injury during pneumogenic sepsis.  

 

Elevated C5a levels were found in hospitalized patients with CAP and in the murine model of 

severe pneumococcal pneumonia. C5a neutralisation led to stabilisation of the pulmonary vas-

cular barrier function in both animal models. During pneumogenic sepsis, C5a neutralisation 

reduced liver damage, with hepatocellular apoptosis and thrombogenicity in the hepatic micro-

circulation occuring less frequently. In addition, C5a neutralisation in the VILI model resulted 

in reduction of the pulmonary vascular barrier function, too. 

 

In severe CAP, C5a levels are increased. C5a neutralisation protected against lung and liver 

damage in the murine model of pneumonia. Therefore, C5a neutralisation might be a promising 

treatment strategy in order to improve the course of severe CAP. [1]
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1 Einleitung 

1.1 Die ambulant erworbene Pneumonie 

Die ambulant erworbene Pneumonie (Community-acquired pneumonia; CAP) ist eine Unter-

form der akuten Infektionen der Atemwege, die sich insbesondere im Lungenparenchym, den 

Alveolen, abspielt (2). Eine Pneumonie gilt als ambulant erworben, wenn sie frühestens 4 Wo-

chen nach einem Krankenhausaufenthalt auftritt (3).  

Die Pneumonie stellt mit einer Inzidenz für Deutschland zwischen 3,7 und 10,1 auf 1000 Er-

wachsene pro Jahr eine der häufigsten Infektionskrankheiten weltweit dar (4, 5). Demzufolge 

erkranken in Deutschland jährlich 680.000 Menschen an einer CAP (6). Hochrisikogruppen für 

die Infektion mit einer CAP sind Kinder unter 5 Lebensjahren sowie ältere Menschen über 65 

Lebensjahren (7).  

Die Inzidenz der CAP zeigt sich deutlich altersabhängig mit 18,2 auf 1000 Personen im Alter 

zwischen 65 und 69 Jahren auf bis zu 52,3 auf 1000 Menschen im Alter von über 85 Jahren (8). 

Risikofaktoren für eine CAP sind chronische Atemwegserkrankungen, das metabolische Syn-

drom und die Unterbringung in Pflegeeinrichtungen (8, 9). 

Die 2015 veröffentlichte Global Burden Disease-Studie gruppiert die Pneumonie auf Platz 3 

der weltweit häufigsten Todesursachen ein (10). Die mittlere Mortalität der CAP beträgt 6,3% 

(8). Im Alter ≥ 65 Lebensjahre beträgt sie sogar 10,3% (8).   

Der häufigste Erreger der CAP ist Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae, S. pn.) (5, 11, 

12), der häufig Teil der bakteriellen Besiedlung des Nasopharynxs ist (3). Über Mikroaspiration 

gelangen die Erreger vom Nasopharynx schließlich über das Bronchialsystem in tiefere Lun-

genabschnitte (13). 

S. pneumoniae weist einige spezifische Virulenzfaktoren auf. Hierzu zählen beispielsweise die 

serotypische Polysaccharidkapsel, die Synthese und Exsudation eines Biofilms und das Zyto-

lysin Pneumolysin (14). Hierdurch wird beispielweise der Ziliarschlag des respiratorischen 

Epithels beeinträchtigt, den Pneumokokken der Zugang zu den Epitheloberflächen ermöglicht 

(14), die Komplementfaktorbindung und die Phagozytose gehemmt (15, 16) und intrazellulär 

im Monozyten-Makrophagensystem die Bereitstellung der reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) 

inhibiert (14). 

 

Unter anderem durch die Aktivierung von Leukozyten, der Expression von proinflammatori-

schen Zytokinen und Lipidmediatoren sowie der Bereitstellung von ROS wird eine Verletzung 

von Epithel und Endothel der Lunge erreicht (17, 18). Weiterhin führt eine überschießende 
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Immunantwort sowie eine unkontrollierte Aktivierung des Gerinnungssystems zu epithelialem 

Schaden der pulmonalvaskulären Barriere und erhöht damit deren Permeabilität und damit das 

Risiko einer Systemerkrankung (18). In 10% der in den Kliniken behandelten CAP-Fälle ist 

eine weitere Behandlung auf einer Intensivstation nötig. Häufige Übernahmegründe auf Inten-

sivstationen stellen dann besonders das akute Lungenversagen und der septische Schock dar 

(19).  

1.2 Sepsis 

Der Begriff Sepsis ist definiert als eine lebensbedrohliche Organfehlfunktion als Reaktion auf 

eine schwere Infektion (20). Kennzeichnend ist eine dysregulierte Immunantwort gegenüber 

der Infektion (20). Der septische Schock ist als Untergruppe der Sepsis definiert, bei der Kreis-

lauf-, Zell- und Stoffwechselanomalien mit einem höheren Sterblichkeitsrisiko verbunden sind 

(21). Im Jahr 2015 wurden in Deutschland 75.227 Todesfälle infolge einer Sepsis dokumentiert, 

was ca. 15% der verstorbenen, hospitalisierten Patienten ausmacht (22, 23). Weltweit, also in-

klusive der Länder mit Niedrigeinkommen, verstarben im Jahr 2017 11 Millionen Menschen 

an einer Sepsis (24). Mit 1,8 Millionen Todesfällen stellten Infektionen der unteren Atemwege 

2017 die häufigste Ursache sepsisassoziierter Todesfälle dar (24).  

Die häufigste Sepsis auslösende Infektion ist die Pneumonie (25).  

Die parallele Aktivierung von sowohl pro- als auch antiinflammatorischen Mechanismen und 

des Gerinnungssystems, Veränderungen metabolischer Regulationsmechanismen und Einfluss-

nahme auf kardiovaskuläre Funktionen unterliegen der Pathophysiologie der Sepsis und des 

septischen Schocks (21). Das Resultat ist eine Beeinträchtigung auf der Ebene der Mikrozirku-

lation: Durch intravaskulären Volumenmangel infolge von Extravasation von Blutplasma und 

Vasoplegie sowie in einigen Fällen auftretender kardialer Insuffizienz im Sinne einer septischen 

Kardiomyopathie entsteht eine Dysbalance zwischen Sauerstoffbedarf und Sauerstoffangebot, 

was zu einer Minderversorgung des Gewebeparenchyms führt (26–28). Das Auftreten eines 

Multiorganversagens resultiert aus der Folge von progressiver Gewebshypoxie (29). Darüber 

hinaus werden auch direkte inflammationsbedingte Zellschädigungen diskutiert (30–32). 

Circa 70% der Sepsis-Fälle sind ambulant erworben (33). Die Inzidenz der infektionsassoziier-

ten Sepsisfälle in Deutschland wurde 2017 mit 136.622 Patienten bemessen (24). Auch hier 

spielen das Alter und die damit inbegriffenen Komorbiditäten der Patienten für die Prognose 

eine große Rolle (21, 34). Die frühzeitige Diagnosestellung der Sepsis sowie die Identifikation 

der möglichen Ursache sind für die Initiierung evidenzbasierter Therapieschritte essentiell (35).  
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Die Überlebenschancen einer Sepsis sind unmittelbar vom zeitnahen Beginn einer adäquaten 

antiinfektiven Therapie (36) und nach Möglichkeit, der chirurgischen bzw. interventionellen 

Sanierung des Infektherdes (37, 38). Zudem stellen Volumen- und Flüssigkeitsmanagement zur 

Stabilisierung der Hämodynamik einen zentralen Bestandteil des Therapieregimes der Sepsis 

dar: Aktuell werden von der Surviving Sepsis Campaign 30 mL/kg Körpergewicht (KG) an 

kristalloiden Lösungen intravenös (i.v.) innerhalb der ersten 3 Stunden empfohlen (39). Im sep-

tischen Schock kommen supportiv Katecholamine und Hydrocortison zum Einsatz (40, 41). 

Trotz Therapie bleibt die Mortalität des septischen Schocks hoch (42).  

Spezifische adjuvante Therapien, die zielgerichtet Pathomechanismen des septischen Schocks 

adressieren, sind aktuell nicht verfügbar. Sie könnten aber eine Möglichkeit darstellen, das 

Überleben der Patienten zu verbessern. In diesem Kontext könnten neue adjunktive Therapien 

eine Möglichkeit darstellen, das Krankheitsbild der Sepsis effektiver zu behandeln. 

1.3 Das Komplementsystem 

Das Komplementsystem stellt einen essentiellen Teil der angeborenen Immunantwort dar (43).  

Es setzt sich aus löslichen Plasmaproteinen, die sowohl im Blut als auch in Körperflüssigkeiten 

und Geweben zirkulieren, und membrangebundenen Rezeptoren mit regulatorischen Eigen-

schaften zusammen (44). Die Funktionen dieses Systems beinhalten die Eliminierung von Pa-

thogenen, die Koordination immunologischer und inflammatorischer Prozesse, die Synchroni-

sation von Co-Stimulationen sowie die Aktivierung weiterer immunkompetenter Zellen. Auch 

Abbau und Regeneration von apoptotischem Gewebe werden zum Teil durch Komplement-

komponenten initiiert (43, 44).  

1.3.1 Die Aktivierung der Komplementkaskade 

Die Komplementfaktoren, im Folgenden C1-Cn abgekürzt, liegen meist als inaktive Vorstufen 

vor (45). Die Stimulation des Komplementsystems führt zu einer kaskadenartigen Aktivierung 

der nachgeordneten Komplementfaktoren (46, 47). Dieses Prinzip hat eine überproportionale 

Komplementantwort zur Folge (45). Die Spaltung der Komplementkomponenten erfolgt je-

weils in die größeren b-Fragmente, welche aufgrund der Spaltung reaktive Thioestergruppen 

ausbilden, die sie zur kovalenten Bindung an (pathogenen) Membranoberflächen befähigen (43, 

45). Ferner werden durch proteolytische Spaltung ebenso die kleineren a-Fragmente frei, die 

potente Chemokine darstellen (43, 45, 48). Eine besondere Rolle nimmt hier C5a ein. 
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Die Aktivierung des Komplementsystems kann auf drei möglichen Wegen erfolgen – dem klas-

sischen Weg, dem Lektinweg und dem alternativen Aktivierungsweg, welche in Abb. 1 sche-

matisch veranschaulicht werden. 

Der klassische Aktivierungsweg 

Initial erfolgt die Bindung des löslichen Pattern recognition receptors (PRR) C1q als Bestand-

teil des Komplementkomplexes C1 an seinem Liganden (47). Die Besonderheit von PRR als 

Komponente der angeborenen Immunantwort ist die Wiedererkennung sich wiederholender 

Molekülstrukturen von Pathogenen, den Pathogen-associated molecular patterns (PAMP) (49, 

50). Damit wird nun erstmals in der Immunreaktion zwischen Eigen- und Fremdantigen unter-

schieden (43). Den wichtigsten Aktivierungsmechanismus repräsentiert die Bindung von C1q 

an Immunglobulin M (IgM), die im Rahmen der humoralen Immunantwort synthetisiert werden 

(51). Des Weiteren kann C1q auch über Bindung an natürlichen Antikörpern vom IgM-Typ zur 

Aktivierung des klassischen Weges führen (51). Diese Bindung bewirkt eine Konformations-

änderung eines weiteren Bestandteils innerhalb des C1-Komplexes, nämlich C1r. Dieser erlangt 

dadurch eine autokatalytische Aktivität und aktiviert infolge dessen die Komponente C1s des 

C1 Komplexes (52). Die hierdurch aktive Serinprotease ist in der Lage, die Komplementfakto-

ren C2 und C4 zu spalten (52). Durch die Spaltung von C4 zu C4a und C4b wird auf dem b-

Fragment eine hoch reaktive Thioesterbindung exprimiert, die nun eine kovalente Bindung die-

ses Fragments an der Oberfläche der antigenwirksamen Struktur ermöglicht (52). Eine Bindung 

des Spaltprodukts C2b an oberflächengebundenes C4b führt anschließend zur Bildung der C3-

Konvertase C4b2a (48, 52). In dieser Konstellation stellt C4b als Bestandteil der C3-Konvertase 

die aktive Serinprotease dar (53). 

Der Lektinweg 

Dieser Aktivierungsweg ist dem klassischen Weg funktionell ähnlich (44). Auch hier werden 

durch PRR, in diesem Fall die Mannose-bindenden Lektine (MBL), ein in der Leber syntheti-

siertes Akute Phase Protein, entsprechende PAMPs gebunden (54, 55). Im Falle der MBL han-

delt es sich bei den PAMPs zumeist um Mannose-haltige Kohlenhydratstrukturen, aber auch 

um natürliche IgM und ebenso apoptotische Zellen (56). Durch Bindung wird so die MBL-

assoziierte-Serinprotease (MASP-1; MASP-2) des Komplexes aktiviert (52). MASP-2 ist nun 

befähigt, C2 und C4 zu spalten, auch hier wird wieder eine hoch reaktive Thioesterbindung 

generiert, die eine kovalente Bindung an pathogenen Oberflächen ermöglicht (57). Das Produkt 

dieses Aktivierungsweges ist ebenfalls die C3-Konvertase C4b2a (58–60).  
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Der alternative Aktivierungsweg 

Kennzeichen dieses dritten Weges ist primär der langsame und spontane Zerfall durch Hydro-

lyse der C3 Komponente zu C3a sowie C3b- dem sogenannten tick-over (47). Wobei C3b auch 

hier wieder durch das Freiwerden einer Thioesterbindung die kovalente Bindung von C3b an 

Oberflächenstrukturen ermöglicht (43). Spontane Hydrolysen in den C3-Molekülen (C3H2O) 

bedingen eine Konformationsänderung der Moleküle und legen so neue Bindungsstellen frei, 

die wiederum die Bindung an die im Plasma befindlichen Komplementfaktoren B ermöglicht 

(61). Das Molekül C3H2OB repräsentiert ein Proenzym, das von der im Plasma aktiven Serin-

protease Faktor D zum aktiven Enzym C3H2OBb und dem Spaltprodukt Ba umgesetzt wird  (62). 

Dieser Komplex stellt nun eine C3-Konvertase dar. Sie ist in der Lage, ungebundenes C3 in 

C3a und C3b zu spalten - C3b erhält so wiederum eine reaktive Thioestergruppe, die nun kova-

lent an Amino- bzw. Kohlenhydratketten von Zieloberflächen binden kann (52, 63). Hier wird 

nun an der Zelloberfläche weiteres Faktor B an C3b gebunden und durch Faktor D zu Ba und 

Bb gespalten (44, 48). Es entsteht die C3-Konvertase des alternativen Aktivierungswegs, 

C3bBb (43, 48).  

Interessant ist, dass auch beim spontanen tick-over durch eine Wechselwirkung eines PRR mit 

einem PAMP eine positive regulatorische Reaktion erfolgt, die die Stabilität der C3-Konvertase 

begünstigt (48). Das im Plasma befindliche Properdin weist gegenüber C3bBb eine ausgeprägte 

Affinität auf. Sobald es seine Substrate erkennt, stabilisiert es die C3-Konvertase C3bBb 

(C3bBbP) um das 5- bis 10-fache, führt dadurch zu vermehrter Bildung von C3b und erleichtert 

die Bindung von C3b als Opsonin an der Zieloberfläche (64, 65, 48). Außerdem erkennt Pro-

perdin das Pathogen- oder Damage-associated molecular pattern (DAMP) (65), wodurch es als 

Trigger des alternativen Aktivierungsweges Potential bietet (64). Ricklin et al. spricht dem al-

ternativen Aktivierungsweg zudem eine wichtige Rolle hinsichtlich der Bereitstellung von C5-

Konvertasen zur Bildung des Membranangriffskomplex (Membrane Attack Complex; MAC) 

zu, indem hier die notwendigen C3b Moleküle gebildet werden (52). 
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Abb. 1 Schematische Darstellung der Aktivierung des Komplementsystems modifiziert nach 

(44) 

(a) Die Aktivierung des klassischen Weges erfolgt durch Bindung der Komplementkomponente C1q 

des Komplementfaktors (C) C1 an einen Antigen-Antikörper-Komplex, worauf dessen autokatalytische 

Eigenschaft eine zweite Komponente von C1, nämlich C1s, aktiv wird und zur Spaltung von C2 und C4 

befähigt ist (b). (c) Die Spaltprodukte C2a und C4b bilden die zentrale C3 Konvertase C4b2a. (d) Der 

Lektinweg wird bspw. durch die Bindung des Pattern recognition receptors (PRR) MBL (Mannose-

bindendes Lektin) an mannosehaltigen Kohlenhydraten von Pathogenen induziert. Daraufhin erlangen 

die MBL-assoziierten Serinproteasen (MASP-1 und MASP-2) katalytische Kompetenz und vermögen 

ebenso C2 und C4 zu spalten (b) und die C3 Konvertase C4b2a zu generieren (c). (e, f) Der alternative 

Aktivierungsweg wird durch spontane Hydrolyse von C3 (tick-over) aktiviert. C3H2O wird durch 

Bindung an Faktor B (C3H2O B) zum Proenzym für die im Plasma zirkulierende aktive Serinprotease 

Faktor D generiert, die aus dem Komplex und weiteren C3b Spaltprodukten eine zweite Form der C3-

Konvertase, C3bBb bildet. Die in (c) und (f) aktiven Konvertasen spalten nun die zentrale Komponente 

C3 in das Opsonin C3b, sowie das Anaphylatoxin C3a (g). 

1.3.2 Der Membranangriffskomplex 

Die Bildung der einzelnen Komplementkomponenten zum Membranangriffskomplex (Memb-

rane Attack Complex; MAC) charakterisiert die eigentliche Funktion des Komplementsystems 

(66). Die Bildung der C5-Konvertase wird durch kovalente Bindung von C3b an C4b2a und 

C3bBb erreicht (67). Es entstehen C3b2Bb und C4b2a3b, womit sich die Substratspezifität vom 

Komplementfaktor C3 auf den Komplementfaktor C5 verlagert (67). Diese C5-Konvertase 

spaltet nun C5 in C5a, ein potentes Anaphylotoxin im Rahmen der Komplementkaskade sowie 

C5b, dem initialen Faktor der Polymerisation eines MACs (52, 68). C5b bindet nun zunächst 

C6 und erfährt dadurch eine Konformationsänderung (52, 68). Hierdurch wird die Ausbildung 

eines lipophilen Bereichs bewirkt, mit dessen Hilfe es dem Komplex möglich ist, sich in die 

Lipiddoppelschicht der Zielzelle vorzuschieben (52, 68). An C6 bindet C7 und das ermöglicht 
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die Bindung von C8 (52, 68). C8 setzt sich aus C8β und C8α-γ zusammen, wobei C8β die 

Bindung an C5b ermöglicht und C8α-γ den hydrophoben Teil, der sich ebenso in die Lipiddop-

pelschicht vorschiebt, darstellt (52, 68). Nun kommt es zur Oligomerisation von 10 bis 16 Ein-

heiten C9, die sich zirkulär um den initialen Komplex anordnen und so eine Pore, den MAC 

formieren (69, 70). Dieser bricht die Lipidmembran der Bakterien auf und führt so, wahrschein-

lich aufgrund einer osmotischen Instabilität aufgrund des Austritts periplasmatischer Proteine 

der Bakterien via MAC-Pore, zur Lyse des Bakteriums (71).  

Abb. 2 veranschaulicht die Bildung des MAC schematisch. 

 

Abb. 2 Schematische Darstellung der Bildung des Membranangriffskomplexes modifiziert nach 

(44) 

(a) Die C3 Konvertasen C4b2a und C3bBb spalten den Komplementfaktor C3 in das Anaphylatoxin 

C3a und das Opsonin C3b. (b) Durch kovalente Bindung des Spaltprodukts C3b an die C3 Konvertasen 

entstehen die C5 Konvertasen C4b3b2a und C3b2Bb, wodurch sich die Affinität des Enzymes von C3 

auf C5 verschiebt. (c) Die Spaltung von C5 bewirkt die Freisetzung des hochpotenten Anaphylatoxins 

C5a und stellt die entscheidende Komponente für die Bildung des Membranangriffskomplexes C5b her. 

(d) C5b bindet an C6, durch dessen Konformationsänderung erlangt der Komplex lipophile Eigenschaf-

ten und schiebt sich in die Biomembran des Pathogens vor. An C6 bindet C7 und bietet so eine Bin-

dungsstelle für den Komplementfaktor C8β. Die lipophile Komponente C8α-γ schiebt sich ebenfalls in 

die Membran des Pathogens. Über die nun folgende Oligomerisation von C9 sowie deren zirkuläre An-

ordnung am initialen Komplex C5b678 formiert sich die finale Pore des Membranangriffskomplexes 

(MAC). 
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1.3.3 Die Rolle des Komplementspaltproduktes C5a 

Der Komplementfaktor C5a bzw. C5adesArg ist ein hochpotentes Anaphylatoxin (72, 73). Durch 

Bindung an seine entsprechenden Rezeptoren C5a-Rezeptor R1 (C5aR1) und C5aR2 werden 

verschiedene proinflammatorische Signalwege induziert (74, 75, 30, 76–79).  

In der frühen Phase der Sepsis werden diese Rezeptoren vermehrt exprimiert, was zu einer 

chemotaktischen Stimulation der polymorphkernigen Leukozyten (Polymorphonuclear leu-

kocyte; PMN) führt (52, 80, 81). Die Interaktion von C5a an C5aR1 induziert die Synthese 

weiterer proinflammatorischer Zytokine, z.B. Tumornekrosefaktor- α (TNF-α) und Interleukin-

1β (IL-1β) (82), generiert ROS und trägt so massiv zur Gewebsschädigung bei (31, 80). [1] 

Ein weiterer Pathomechanismus von C5a ist durch Expression von Adhäsionsmolekülen am 

Endothel der direkte Einfluss auf die Erhöhung der vaskulären Permeabilität (83–86). Zudem 

ist C5a wesentlich an der Dysregulation der Hämostase im septischen Geschehen beteiligt (87, 

88). C5a induziert den prokoagulatorischen Gewebsfaktor tissue factor (TF) (89–91) und 

hemmt durch eine gesteigerte Synthese von Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1 (PAI-1) fibri-

nolytische Regulationsmechanismen (92–94). 

Beim kritisch kranken Patienten führen dauerhaft hohe C5a Konzentrationen in der Spätphase 

der Sepsis über eine Anergie der PMN, aber auch über eine verstärkte Apoptose von B- und T-

Zellen zur Immunparalyse (30, 31). [1] 

Das Anaphylatoxin C5a stellt in der dysregulierten Immunantwort eine wichtige Schnittstelle 

dar und bietet adjuvanten Therapien der CAP ein potentielles Zielmolekül.  

In verschiedenen experimentellen Modellen werden die Rolle von C5a sowie protektive Effekte 

der C5a/C5aR-Hemmung thematisiert (76, 95–97). Keshari  et al. zeigten im tierexperimentel-

len Modell organprotektive Effekte und eine reduzierte Mortalität im E. coli Sepsismodell 

durch Hemmung der Spaltung von C5 (98). Jedoch gehen C5 Defekte mit einem erhöhten Ri-

siko für Infektionen mit Meningokokken (99) und einer erhöhten Bakterienlast einher (98). 

Hoehlig et al. entwickelten schließlich das enantiomere L-RNA-Aptamer NOX-D20, das hoch-

spezifisch an C5a bindet und damit die Synthese des Membranangriffskomplexes gewährleistet 

(31, 100). Im Modell der Zaekumligatur und Punktion zeigte sich eine Abschwächung der In-

flammation und Reduktion der vaskulären Permeabilität nach Gabe von NOX-D20 (100). 

In der vorliegenden Arbeit wird die Hemmung von C5a mittels Neutralisierung durch das wei-

terentwickelte enantiomere L-RNA-Aptamer NOX-D19 erreicht. Hierbei handelt es sich um 

ein gespiegeltes L-RNA Aptamer der Länge von 44 Nukleotiden, mit einer Affinität für murines 

C5a bzw. C5adesArg, im picomolaren Bereich. Damit wird eine hochspezifische Inhibierung der 

C5a-C5a-Rezeptor-Achse erreicht (101).  
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1.4 Der beatmungsassoziierte Lungenschaden 

Unter beatmungsassoziierter Lungenschädigung (Ventilator-induced lung injury; VILI) ver-

steht man die Schädigung der Lunge infolge einer Inflammationsreaktion, die aufgrund von 

Dehnungsreizen unter mechanischer Beatmung (mechanical ventilation; MV) auftritt (102, 

103). Daher spricht man in diesem Zusammenhang von Biotrauma (104, 105). Maßgeblich aus-

lösender Faktor sind unangemessen hohe Tidalvolumina (VT) (106). Die Reduktion der Tidal-

volumina gilt als bisher effektivster Parameter, um die Mortalität beatmeter Patienten mit aku-

tem Lungenversagen (Acute respiratory distress syndrome; ARDS) zu senken (107–112). 

Durch Dehnung werden physikalische Reize in biochemische sowie molekulare Signale umge-

wandelt, was als Mechanotransduktion bezeichnet wird (113–115). Ein Pathomechanismus bei-

spielsweise ist die Expression des Wachstumsfaktors Transforming Growth Factor β (TGF-β), 

wodurch die Permeabilität der pulmonalvaskulären Barriere erheblich erhöht und eine Translo-

kation von intravasaler Flüssigkeit, Zytokinen und PMN ins Lungeninterstitium bewirkt wird 

(116–119). Neben einem Lungenödem entwickeln Patienten mit VILI aufgrund der systemi-

schen Inflammation extrapulmonale Organschäden (120, 107, 103, 121, 122). Ranieri  et al. 

zeigten in ihrer Arbeit einen direkten Zusammenhang zwischen der Häufigkeit von beispiels-

weise Leber- und Nierenversagen und dem Vorkommen der septischen Kardiomyopathie mit 

inadäquater mechanischer Beatmung (122). 

Kommen zur Pathophysiologie des VILI begleitende Faktoren wie eine schwere Pneumonie 

hinzu, erhöht sich die pulmonalvaskuläre Permeabilität dramatisch, was unsere Arbeitsgruppe 

in einem vorherigen Modell bereits gezeigt hat (121).  

Die Störung der pulmonalvaskulären Permeabilität stellt einen zentralen Mechanismus in der 

Pneumonie und im VILI dar (121). Da auch eine Aktivierung des Komplementsystems in der 

mechanischen Beatmung beschrieben ist (105, 119, 123) kann C5a als Anaphylatoxin eine ent-

scheidende Rolle als Target einnehmen. Bisher wurde C5a in dieser Konstellation noch nicht 

untersucht, daher wäre die Auswirkung einer zielgerichteten Neutralisation von C5a im VILI 

bei Pneumonie von hohem Interesse.
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1.5 Hypothese und Ziel dieser Arbeit 

Für die schwere CAP sowie die mit ihr assoziierte pneumogene Sepsis gibt es noch keine nach-

weislich wirksamen adjuvanten Therapien. Hyperinflammation ist ein zentraler Pathomecha-

nismus in der Entstehung von Lungenschaden, VILI und septischem Organversagen in der 

Pneumonie. C5a als Anaphylatoxin mit mannigfaltiger Verstrickung in der überschießenden 

Immunreaktion könnte ein potentielles Target darstellen. Ziel dieser Dissertation ist es, dies zu 

überprüfen und einen wichtigen Forschungsbeitrag in der Behandlung der schweren Pneumonie 

zu leisten. 

Es wurden folgende Hypothesen untersucht: 

(1) Die Serumkonzentration von C5a ist bei Patienten mit Pneumonie erhöht. 

(2) Die Serumkonzentration von C5a korreliert mit der Krankheitsschwere der CAP und 

stellt einen neuen prognostischen Faktor dar. 

(3) Die Neutralisation von C5a stellt in der CAP und pneumogenen Sepsis ein potentielles 

adjuvantes Therapietarget dar: 

(3.1) Die Neutralisation von C5a moduliert die Inflammationsantwort. 

(3.2) Die Neutralisation von C5a hat eine barriereprotektive Wirkung in der murinen 

Pneumokokkenpneumonie. 

(3.3) Die Neutralisation des Komplementfaktors C5a schützt vor extrapulmonalem Or-

ganversagen. 

(4) Die Neutralisation von C5a bewirkt eine Reduktion von beatmungsassoziiertem Pul-

monalschaden. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Klinische Studie 

Die Quantifizierung der C5a Konzentration in humanen Seren mittels ELISA (s. Abschnitt 2.17) 

erfolgte aus Serumproben, die vom Kompetenznetzwerk „Ambulant erworbene Pneumo-

nie“ CAPNETZ (Carl-Neuberg-Str. 1; 35625 Hannover) zur Verfügung gestellt wurden. 

CAPNETZ verfügt seit seiner Gründung 2001 als multizentrische Stiftung mit seither circa 

12.000 eingeschlossenen Patienten über eine umfangreiche Daten- sowie Biobank. In 

CAPNETZ prospektiv erfasst werden Patienten mit einer Röntgen-Thorax gesicherten Diag-

nose der ambulant erworbenen Pneumonie (124). Weitere Einschlusskriterien sind ein Alter 

von ≥ 18 Jahren sowie das Vorliegen eines der folgenden Kriterien: positive Anamnese für 

Fieber ≥ 38,3 °C, Dyspnoe, Husten, purulentes Sputum oder ein positiver Auskultationsbefund. 

Ausschlusskriterien sind eine aktive Tuberkulose, Immundefizienz oder das Vorliegen einer 

nosokomialen Infektion (125). Die Hospitalisierung dieser Patienten erfolgte entsprechend ih-

res CRB-65 Scores, die Behandlung vollzog sich leitliniengerecht (124). Alle Patientendaten 

wurden in standardisierten elektronischen case report forms (eCRF) erfasst. Die PROGRESS-

Studie ist eine der von CAPNETZ organisierten prospektiven, multizentrischen Kohortenstudie 

zur Identifizierung genetischer und molekularer Marker und umfasst circa 3000 eingeschlos-

sene Patienten (126). Die Datenerhebungen der PROGRESS-Studie wurden von der Ethikkom-

mission der Universität Jena unter der Registrierungsnummer 2403-10/08 bewilligt. Die Ent-

nahme der Proben sowie Erfassung der Patientendaten erfolgte innerhalb von 48 h nach Diag-

nosestellung. 

Dieser Dissertation wurden 395 Patientenseren zur retrospektiven Auswertung zur Verfügung 

gestellt, die in den Jahren 2009 bis 2014 zum Zeitpunkt des Studieneinschlusses gewonnen 

wurden. 

Vergleichend wurden 24 Seren gesunder Probanden untersucht, die im Rahmen von Routine-

kontrollmessungen anonymisierter Blutspender im Zeitraum 2009 bis 2012 gewonnen wurden. 

Deren Datenverarbeitung wurde von der lokalen Ethikkommission bewilligt. 

Vorab erfolgte eine schriftliche Einverständniserklärung der Patienten, ihrer gesetzlichen Ver-

treter bzw. der Probanden der gesunden Kontrollgruppe. 
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2.2 Aufbereitung der L-RNA Aptamere 

Die L-RNA Aptamere sowie die 5%-ige Glukosevehikellösung wurden von der NOXXON 

Pharma AG (Dr. Axel Vater; Max-Dohrn-Str. 8-10, 10589 Berlin) bezogen. Die L-RNA Apta-

mere (Lot A75886), NOX-D19 genannt, wurden bei ≤ –20 °C in einer Konzentration von 

2 mg/mL in steril filtrierter, endotoxinfreier 5%-iger Glukoselösung für Injektionszwecke 

(B. Braun Melsungen AG, Heidelberg) gelagert. Die Konzentration wurde von NOXXON UV-

absorptionsspektroskopisch verifiziert. Die Verarbeitung und Aufbewahrung der Lösungen er-

folgte entsprechend den Anweisungen der NOXXON Pharma AG. Der Hersteller gibt eine Sta-

bilität der L-RNA Aptamere über 5 Auftau- und Einfrierperioden an. Für die Versuchsserien 

wurde die Lösung bei Raumtemperatur, ohne Zuführung weiterer Wärmeenergie von außen, 

aufgetaut und anschließend gevortext.  

Basierend auf vorherigen Studienergebnissen der Firma NOXXON Pharma AG wurde eine 

Konzentration der Spiegelmere NOX-D19 von 20 mg/kg Körpergewicht (KG) gewählt (100). 

Für die Berechnung der notwendigen Konzentration wurde das mittlere Gewicht eines Ver-

suchstieres auf 22 g festgelegt. Unter Sterilbedingungen wurden 220 µL der Stammlösung in 

ein Eppendorfgefäß (SafeSeal Reagiergefäß 0,5 mL, Sarstedt, Nümbrecht) aliquotiert. Unter 

Beachtung des Totvolumens des Spritzenstempels befanden sich 350 µL Gesamtvolumen in 

den Aliquots. 

Für die Kontrollgruppe wurden entsprechend den oben genannten Bedingungen 350 µL der 

Vehikellösung, bestehend aus 5%-iger Glukoselösung für Injektionszwecke (B. Braun; Lot 

NOX-R0180), aliquotiert. Alle so befüllten Eppendorfgefäße wurden bei –20 °C bis zu den 

jeweiligen Infektionsdurchgängen aufbewahrt. 

2.3 Herstellung der Nährmedien 

Die Anzucht der Pneumokokken für die Infektionsserien erfolgte in einem speziell angesetzen 

Nährmedium. Hierfür wurden 30 g Bacto™ Todd Hewitt-Bouillon (THY, BD Bioscience, Hei-

delberg) mit 5 g Bacto™ Technischem Hefeextrakt (THY, BD Bioscience, Heidelberg) in 1 L 

destillierten Wasser mittels eines Magnetrührers (H+P Labortechnik GmbH, Oberschleißheim) 

in Lösung gerührt. Anschließend wurde die klare goldgelbe Lösung in verschraubbare Labor-

flaschen gefüllt und bei 115 °C für 10 min autoklaviert. Des Weiteren wurde diesem Nährme-

dium für die Erregeranzucht 10% fetales Kälberserum (FCS, PAA Laboratories GmbH, Öster-

reich) zugesetzt, welches zuvor auf Vorrat aufbereitet wurde. FCS wurde zunächst bei 56 °C 
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für 30 min hitzeinaktiviert. Dieser Schritt war beispielsweise zur Einschränkung etwaiger Kom-

plementbindungsaktivität von Bedeutung. Anschließend wurde das FCS unter der Sterilbank 

(Herasafe™, Thermo Fisher Scientific, USA) in 50 mL Falcons (Falcon®, Corning Science 

México S.A. de C.V., México) aliquotiert und bei –20 °C bis zur weiteren Verarbeitung aufbe-

wahrt. Für den Ansatz des Anzuchtmediums wurde dieses entsprechend vorbereitete FCS auf-

getaut und steril gefiltert (Rotilabo® Spritzenfilter Carl Roth GmbH + CO, KG Karlsruhe). 

Die nun vorrätige gebrauchsfertige Lösung konnte bei –4 °C gelagert werden. 

2.4 Herstellung eines Stammstocks 

Für die Versuchsreihe wurde zunächst ein neuer Arbeitsstock aus dem Stammstock Streptococ-

cus pneumoniae Serotyp 3 NCTC („National Collection of Type“) 7978 angelegt. Hierfür wur-

den auf Columbia-Blutagarplatten, mit 5% Schafblutzusatz (BD Bioscience, Heidelberg), je-

weils 3 Verdünnungsausstriche mittels steriler Einwegimpfösen (1 µL Sarstedt AG & Co, Nüm-

brecht) angelegt. Die Agarplatten wurden über einen Zeitraum von 9 bis 10 h im Brutschrank 

in feuchter 5%-iger CO2-Atmosphäre bei 37 °C inkubiert. Anschließend wurden mehrere Ein-

zelkolonien mit einer Impföse abgetragen und erneut in Reinkultur mit mehreren Verdünnungs-

ausstrichen auf Blutagarplatten aufgebracht und nochmals über einen Zeitraum von 9 bis 10 h 

im Brutschrank inkubiert. Schließlich wurden alle Einzelkolonien mit einem angefeuchteten 

sterilen Wattestäbchen abgetragen und mit 1,5 mL Gefriermedium, bestehend aus 80% sterilem 

Todd-Hewitt + 0,5% Yeast (THY) und 20% Glycerol, resuspendiert und in einem Kryoröhr-

chen (Mikrovette®, Sarstedt AG & Co, Nümbrecht) bei –80 °C zur weiteren Verwendung auf-

bewahrt. 

2.5 Anzucht Pneumokokken für die Versuchsserien 

Für die Einzelversuche wurde der beschriebene Arbeitsstock mittels steriler Einwegimpfösen 

(1 µL Sarstedt AG & Co, Nümbrecht) auf Columbia-Blutagarplatten ausgestrichen und über 9 

bis 10 h im Brutschrank unter feuchter 5%-iger CO2 Atmosphäre bei 37 °C inkubiert. Anschlie-

ßend wurden mehrere Einzelkolonien mit sterilem Wattestäbchen abgenommen und in einem 

zuvor hergestellten Nährmedium, bestehend aus 18 mL THY und 2 mL fetalem Kälberserum, 

resuspendiert. Die Anzahl der in das Medium eingeführten Pneumokokken ist durch Messung 

der optischen Dichte bei 600 nm mittels Photometer (UVIKON xs, Biotek Instruments, Bad 

Friedrichshall) gegen einen Leerwert aus Nährmedium bestimmt worden und wurde bei einer 

optischen Dichte (OD) von 0,03 bis 0,04 eingestellt. Das Medium wurde anschließend im Was-



Material und Methoden 

32 

 

serbad bei 37 °C für weitere 2 h inkubiert. In Vorversuchen wurde eine entsprechend reprodu-

zierbare Wachstumskurve durch Kontrollmessungen in 30-minütigem Abstand erstellt, so dass 

in allen Folgeversuchen das Wachstum in der exponentiellen Phase, die sich bei einer OD von 

0,3 bis 0,4 befand, durch 10 minütige Zentrifugation bei 3100 rpm (Megafuge® 1.0R Heraeus 

Instruments GmbH, Hanau) unterbrochen wurde. Eine OD von 0,1 entsprach hier einer Bakte-

rienkonzentration von 1∙108 koloniebildenden Einheiten (KBE). Durch Ermittlung des An-

fangsvolumens sowie Messung des Zentrifugatvolumens wurde unter Einbeziehung der jewei-

lig gemessenen OD in mehreren Verdünnungsschritten mit sterilem PBS (Dulbecco’s without 

Ca & Mg (1X) PAA Laboratories GmbH, Österreich) eine Infektionsdichte von 5∙106 KBE/mL 

hergestellt. Die Bakterienkonzentration wurde in jeder Infektionsserie durch Ausplattierung ei-

ner Kontrollplatte mit Hilfe einer entsprechenden Verdünnungsreihe überprüft. Die Ablesung 

erfolgte nach 24-stündiger Bebrütung bei oben genannten Konditionen. 

2.6 Versuchstiere und Tierhaltung 

In der NOXXON Versuchsreihe wurden 8 bis 10 Wochen alte weibliche Wildtyp (wt)-Mäuse 

des Stammes C57Bl/6N mit einem mittleren Körpergewicht von 18 bis 22 g verwendet. Diese 

Tiere wurden von Charles River Laboratories (Sulzfeld, Deutschland) eigens für Tierversuche 

gezüchtet. Eine entsprechende Genehmigung für die Versuchsdurchführung war vom LAGeSo 

Berlin unter der Nummer A 0290/11 erfolgt. 

Die Tiere wurden unter Beachtung des Tierschutzgesetzes und der Richtlinien der GV-SOLAS 

(Gesellschaft für Versuchstierkunde) in speziell ventilierten Käfigsystemen mit Filterdeckel 

(Typ II-L, Ehret, Emmendingen, Deutschland) gehalten. Diese waren mit sterilem Standardein-

streu sowie sterilisiertem Nestbaumaterial ausgelegt. Pelletfutter und Wasser wurden ad libitum 

zur Verfügung gestellt. Die Käfige befanden sich in einem für Infektionsversuche zugelassenen 

Raum für versuchsbezogene Tierhaltung der Medizinischen Klinik (G0114/01 und ZH167). 

Hier war ein 12-stündiger Tag-Nacht-Wechsel durch eine Zeitschaltuhr gewährleistet. Die 

Temperatur wurde zwischen 20 bis 24 °C und die relative Luftfeuchtigkeit bei 45 bis 65% kon-

stant gehalten und täglich kontrolliert. Des Weiteren wurden die Tiere in die entsprechenden 

Versuchsgruppen randomisiert und in dieser Formation strikt separiert von den jeweils anderen 

Gruppen gehalten. 

2.7 Infektion der Versuchstiere 

Für den Infektionsvorgang wurden die Tiere unter der Sterilbank aus dem Käfig genommen, 

alle Arbeitsschritte erfolgten in streng steriler Vorgehensweise. Vor Versuchsbeginn wurde die 
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Körpertemperatur mittels einer speziellen Rektalsonde für Mäuse (Microprobe RET 3 for 

mouse, WPI Berlin) gemessen und das Körpergewicht in einem entsprechend vorbereiteten 

Wägebehältnis bestimmt. Schließlich wurden die Tiere für den Infektionsvorgang analgosediert. 

Hierfür wurde ein Gemisch, bestehend aus 80 mg/kg KG Ketamin (Ketavet Injektionslösung 

100mg/mL, Pfizer, Berlin) und 25 mg/kg KG Xylazin (Rompun 2% Injektionslösung, Bayer 

Vital GmbH, Leverkusen) in isotonischer Kochsalzlösung (Natriumchloridlösung, 0,9%; 

Fresenius Kabi Deutschland, Bad Homburg) als Trägerlösung, verwendet und der Maus intra-

peritoneal verabreicht. Bis zum Erreichen einer ausreichenden Sedierungstiefe wurden die 

Tiere reizgemindert aufbewahrt. Anschließend wurden die Tiere aus der Aufbewahrung ge-

nommen. 

Die Sedierungstiefe wurde mittels Bauchhaut- und Zwischenzehenreflex überprüft. Anschlie-

ßend wurde die in Abschnitt 2.2 beschriebene Studienmedikation entsprechend der Versuchs-

gruppenzugehörigkeit (s. Tab. 8) intraperitoneal (i.p.) appliziert. Danach wurde den Tieren zum 

Schutz der Kornea Thilo-Tears® Augengel (Alcon Pharma GmbH, Freiburg) auf die Augen 

aufgetragen und sie wurden für den Infektionsschritt an einer besonderen Haltevorrichtung an 

ihren oberen Schneidezähnen fixiert. Nun erfolgte die Applikation der in Abschnitt 2.5 herge-

stellten Bakteriensuspension. Hier wurde jedem Tier pro Nasenloch 10 µL dieser Suspension 

verabreicht, was einer Infektionsdosis von 5∙106 KBE/mL entsprach. Die Kontrollgruppe wurde 

in gleicher Weise sediert, anstelle der Bakteriensuspension wurden dann jeweils 10 µL PBS 

(Dulbecco’s without Ca & Mg (1X) PAA Laboratories GmbH, Österreich) pro Nasenloch ap-

pliziert. Abschließend wurden die Tiere wieder in ihre Käfige verbracht und während der Auf-

wachphase für 1 h unter Rotlicht gewärmt. Hiernach wurden die Käfige wieder in den Tierstall 

gebracht. 

2.7.1 Beobachtungsinstrumente der Pneumokokkenpneumonie 

Der klinische Verlauf der Pneumokokkenpneumonie wurde mittels Messung von Körperge-

wicht und Temperatur zum Zeitpunkt der Infektion sowie ab 24 h post infectionem (p.i.) in 12-

stündigem Abstand wiederholt gemessen und dokumentiert. Des Weiteren wurden die Tiere 

entsprechend den Empfehlungen des Arbeitskreises Berliner Tierschutzbeauftragter in ihrem 

Verhalten und ihrem Allgemeinzustand beobachtet und in einem entsprechenden Scoresheet 

zur Einschätzung infizierter Tiere beurteilt. Beobachtungspunkte waren beispielsweise der 

Grad der Aktivität, Trink-, Fress- sowie Sozialverhalten und Änderungen der Atmung (s. Tab. 

7). Diese Parameter wurden auf einer Skala von 0 (fehlend); 1 (vorhanden) und 2 (schwer) 

bewertet und addiert. Im Falle eines schweren Krankheitsbildes vor Erreichen des sachlichen 
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Versuchsendpunktes, musste der Versuchsleiter informiert und der Versuch entsprechend den 

Abbruchkriterien der Tierschutzbeauftragten mittels intraperitonealer Applikation von 

160 mg/kg KG Ketamin und 75 mg/kg KG Xylazin und anschließenderzervikaler Dislokation 

abgebrochen werden.  

Tab. 7 Handlungsanweisung zur klinischen Beurteilung von Versuchstieren modifiziert nach (127) 

Tiernummer: 

Versuchsbeginn: 

Ausgangsgewicht: 

Tag seit Versuchsbeginn:  

Symptome Kat. 

Keine Symptome A 

Beobachtung in Ruhe im Käfig  

Tier isoliert sich A 

Struppiges/ ungepflegtes Fell A 

Aufgetriebener Leib A 

Kot abweichend in Farbe, Konsistenz A 

Atmung normal (A); beschleunigt, flach (B); schwerfällig, stark 

pumpend (C) 

A/B/C 

Schmerzen (gekrümmte Haltung oder Leib aufgezogen, Laufen 

auf Zehenspitzen) 

B 

Krustige Belege am Augenrand; eingesunkene, trübe Augen B 

Blässe (Augen, Ohren) B 

Blut an Körperöffnungen, Blut an Kot B 

Krämpfe, Torkeln B 

Paresen B 

Paralysen (Tier kann aus eigener Kraft Wasser und Futter nicht 

mehr erreichen) 

C 

Beim Umsetzen  

Verletzung/ Hautveränderungen A 

Fehlstellung der Zähne A 

Reaktionsminderung auf äußere Reize A 

Ruhelosigkeit A 

Circling A 

Stelzgang A 

Lokale äußere sichtbare Infektionen A 

Abszesse B 

Leib hart oder gespannt B 

Stehende Hautfalten B 

Ödembildung B 
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Automutilation B 

Schmerzen beim Anfassen B 

Moribund C 

Leib hart und aufgetrieben C 

Körpertemperaturbestimmung [°C]  

Hypothermie B 

Körpermassebestimmung [m]  

Ungewöhnliche Zunahme B 

Abnahme von 10% oder mehr im Vergleich zur Körpermasse von 

nichtinfizierten Kontrollgruppen 

B 

Abnahme von 20% oder mehr im Vergleich zur Körpermasse von 

nichtinfizierten Kontrollgruppen 

C 

Die Versuchstiere wurden zweimal täglich entsprechend der in der Tabelle dargestellten Kriterien beur-

teilt. Die Kriterien A-C dienten der Identifizierung schwer kranker Tiere mit der Konsequenz, Tiere der 

Symptomenschwere C unverzüglich schmerzlos mittels einer Überdosierung an Ketamin und Xylazin 

über intraperitoneale Injektion zu töten. Symptome der Kategorie B in Kombination mit Torkeln, 

Schmerzen oder Blässe erzwangen ebenfalls die sofortige Tötung. Bei Symptomen der Kategorie A 

wurde das Tier weiter beobachtet. 

2.7.2 Einschlusskriterien für das Vorliegen einer Pneumonkokkenpneumonie 

Als Einschlusskriterien für das Vorliegen einer Pneumonie beim Versuchstier wurden eine Kör-

pertemperatur von < 36 °C und eine Gewichtsabnahme von ≥ 10% innerhalb von 24 h definiert. 

2.8 Applikation von humanem Serumalbumin 

Einen wichtigen Teil dieser Dissertation stellt die Untersuchung der Störung der alveolokapillä-

ren Schrankenfunktion dar. Hierfür wurde ein humaner Proteinmarker, das humane Serumal-

bumin (HSA), verwendet. Den Tieren wurde entsprechend der Versuchsprotokolle in Abschnitt 

2.9.2 und 2.10.2 zu einem definierten Zeitpunkt 1 mg pyrogenfreies HSA in sterilem 0,9%-igen 

NaCl dilutiert (Human Albumin Baxter 200 g/L, Baxter AG, Wien) i.v. verabreicht. Die Dosis 

wurde auf ein Volumen von 75 µL in eine 1 mL Spritze aufgezogen. Aufgrund von Unterschie-

den bezüglich des Applikationsortes sowie weiteren Prozederes wird die HSA-Gabe in den Ab-

schnitten 2.9.3 und 2.10.3 gesondert aufgeführt.  

2.9 Neutralisation von C5a im Modell der murinen pneumogenen Sepsis 

2.9.1 Versuchsgruppen 

Die Infektionsversuche wurden entsprechend der in Tab. 8 aufgeführten Versuchsgruppen 

durchgeführt. 
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Tab. 8 Versuchsgruppen der tierexperimentellen Untersuchungen zum therapeutischen Effekt 

von NOX-D19 in der Pneumokokken-induzierten Pneumonie und Sepsis 

Infektion Studienmedikament n Behandlungs- 

zeitpunkt t [h] 

p.i. 

Versuchsend-

punkt t [h] 

p.i. 

PBS Scheininfektion Glu  13 0 24 

S. pneumoniae Glu 13 0 24 

S. pneumoniae Glu 13 0; 24 48 

S. pneumoniae NOX-D19 13 0 24 

S. pneumoniae NOX-D19 13 0; 24 48 
Transnasal mit S. pneumoniae infizierte C57Bl/6N Versuchstiere erhielten zum Zeitpunkt null (Ver-

suchsbeginn) die Behandlung mit Spiegelmer NOX-D19 (20 mg/kg KG) bzw. einer 5%-igen Glukose-

lösung (Glu). Die Tiere mit dem Versuchsendpunkt 24 h post infectionem (p.i.) wurden einmal zum 

Infektionszeitpunkt entsprechend ihrer Gruppenzuordnung behandelt. Versuchstiere mit dem Versuchs-

endpunkt bei 48 h erhielten ihre Studienmedikation zweimal: zum Infektionszeitpunkt und 24 h p.i. Eine 

weitere Gruppe wurde ebenfalls transnasal mit S. pneumoniae infiziert und jeweils zum Infektionszeit-

punkt bzw. zum Infektionszeitpunkt und 24 h p.i. mit einer 5%-igen Glukosekontrolllösung (Glu), die 

in der Wirkstoffgruppe als Vehikellösung genutzt wird, behandelt. Eine PBS-kontrollinfizierte Gruppe, 

der ausschließlich die 5%-ige Glukosebehandlung zukam, wurde ebenfalls untersucht. Der Versuchs-

endpunkt dieser Gruppe wurde auf 24 h p.i. festgelegt (s. Abb. 3). Weitere Abkürzungen: n Gruppen-

größe. 

2.9.2 Studiendesign 

Die Behandlung der Tiere erfolgte jeweils zum Zeitpunkt der Infektion, was in der veranschau-

lichenden Abb. 3 dem Zeitpunkt t= 0 h entspricht. Hierfür wurden die Spiegelmeraliquots un-

mittelbar vor der Infektion aus dem Gefrierschank genommen, bei Raumtemperatur aufgetaut, 

vorsichtig gevortext und in eine 1 mL Spritze (Omnifix®-F 1 mL, Braun Melsungen AG, 

Melsungen) aufgezogen. Es wurde ein Volumen von 220 µL i.p. appliziert. Entsprechend der 

Versuchsgruppenzuordnung erhielten die Tiere nach Applikation des Analgosedativums und 

Wägung das Spiegelmer NOX-D19 oder die 5%-ige Glukosekontrolllösung. Daraufhin wurden 

die Tiere wie in Abschnitt 2.7 beschrieben, infiziert.  

Das Modell der murinen pneumogenen Sepsis wurde in 2 Entnahmezeitpunkten untersucht. Der 

erste Versuchsendpunkt befand sich bei 24 h p.i. In dieser Gruppe erfolgte die i.v. Gabe der 

HSA-Lösung zum Zeitpunkt 23 h p.i. Ein weiterer Endpunkt wurde für 48 h nach Infektion 

festgelegt. Diese Gruppe erhielt eine zweite i.p.-Applikation der Studienmedikation zum Zeit-

punkt 24 h. Die Gabe von HSA bei den Tieren mit dem Versuchsendpunkt bei 48 h erfolgte 

zum Zeitpunkt 47 h nach Infektion. Die Versuche wurden zum Zeitpunkt 24 h, bzw. 48 h ent-

sprechend der Gruppenzuordnung beendet. Abb. 3 veranschaulicht das Infektions- und Behand-

lungsschema sowie die HSA-Applikationszeitpunkte der Gruppen. 
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C57Bl/6N-Versuchstiere erhielten zum Zeitpunkt null (Versuchsbeginn) die Behandlung mit Spiegel-

mer NOX-D19 (20 mg/kg KG), bzw. einer 5%-igen Glukoselösung (Glu). Darauffolgend wurden die 

Tiere mit 5∙106 KBE S. pneumoniae (Serotyp 3, Stamm NCTC 7978) transnasal infiziert. Kontrollinfi-

zierte Tiere (Ktr.) erhielten eine transnasale Kontrollinfektion mit PBS. Versuchstieren mit dem Ver-

suchsendpunkt 24 h wurde zum Zeitpunkt 23 h p.i. intravenös HSA appliziert und der Versuch nach 1 

h beendet. Mäuse, die 48 h p.i. untersucht wurden, erhielten ihre jeweilige Behandlung ein zweites Mal 

zum Zeitpunkt 24 h p.i. Die HSA-Gabe erfolgte 47 h p.i. Weitere Abkürzungen: HSA humanes Serum-

albumin, p.i. post infectionem. 

2.9.3 Präparation und Probengewinnung 

Zum Zeitpunkt 23 h p.i. erfolgte für die spätere Erfassung der pulmonalvaskulären Barrierestö-

rung die Applikation von 1 mg HSA in die Schwanzvene. Hierfür wurden die Tiere einzeln in 

eine eigens dafür vorgesehene Fixiervorrichtung verbracht, die den Zugang zur Schwanzvene 

ermöglichte. Anschließend wurde der Schwanz mittels einer Rotlichtlampe in einem Abstand 

von 15 cm für 1 min hyperämisiert und schließlich mit einer 26G-Kanüle (Braun Melsungen 

AG, Melsungen) punktiert. Dann wurde das HSA appliziert und die Tiere wieder zurück in den 

Käfig gesetzt. Zum Versuchsendpunkt erfolgte bei jedem Tier nochmals Wägung und Tempe-

raturmessung sowie klinische Beurteilung des aktuellen Status. Anschließend wurde das Tier 

durch i.p. Applikation von 90 µL Narkosegemisch, bestehend aus 1,6 mg Ketamin (Ketavet 

Injektionslösung 100mg/mL, Pfizer, Berlin) und 0,5 mg Xylazin (Rompun 2% Injektionslö-

sung, Bayer Vital GmbH, Leverkusen) analgosediert. Nach einer mittleren Wirkdauer von 5 bis 

10 min wurde die Narkosetiefe durch den Zwischenzehenreflex getestet, dann konnte das Tier 

ventralseitig mit Braunol® 7,5% (B. Braun, Melsungen) steril abgewaschen werden. Anschlie-

ßend wurde das Versuchstier in Rückenlage auf einer Unterlage aus Styropor fixiert. Über einen 

medianen Hautschnitt am Hals erfolgte die Freilegung der Trachea. Unterhalb des Larynx 

wurde zirkulär um die Trachea eine Ligatur vorgelegt. In dieser Höhe erfolgte eine quer ver-

laufende Inzision zwischen den Knorpelspangen, um die Trachea für den Intubationsschritt mit 

einer Trachealkanüle (Hugo Sachs Elektronik, March-Hugstetten) zu eröffnen. Die Tracheal-

 

0 h  24 h 48 h 

Zeit [h] 

p.i. 

1. NOX-D19, Glu 

2. S. pn. bzw. Ktr. 

 

23 h 

HSA 

Endpunkt 

24 h 

NOX-D19, Glu 

47 h 

HSA 

Endpunkt  

48 h 

Abb. 3 Versuchsaufbau und Studienmedikationsschema 
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kanüle konnte nun mit der vorgelegten Ligatur befestigt werden. Die Beatmung des Tieres er-

folgte mittels eines Beatmungsgerätes für Kleinnager (MiniVent, Hugo Sachs Elektronik, 

March-Hugstetten) mit einem VT von 150 µL bei einer Atemfrequenz von 150/min. Hieraufhin 

wurde durch eine mediane Laparotomie die Bauchhöhle eröffnet, durch Querlaparotomie das 

Ligamentum falciforme aufgesucht und an dessen Verlauf cranial zur Leber das Diaphragma 

eröffnet. Nun konnten mit einer 27G-Kanüle (BD Mircrolance™ 3, 27G, BD Bioscience, Hei-

delberg) 50 µL Heparin, das entsprach 625 I.E. (25.000 I.E./mL, Ratiopharm 1:1 mit 0,9%-iger 

Natriumchloridlösung, Fresenius Kabi Deutschland, Bad Homburg) in den rechten Ventrikel 

des Herzens injiziert werden. Nach einer Zirkulationszeit von 2 min wurde die Vena renalis 

sinister freigelegt und mit der gleichen 27G-Kanüle punktiert. Die Kanülenspitze wurde vor-

sichtig Cava-wärts geschoben, anschließend wurde das Blut vorsichtig aus dem Blutkreislauf 

in die aufgesetzte 1 mL Spritze (Omnifix®-F 1 mL, Braun Melsungen AG, Melsungen) aspi-

riert, was zu einem sofortigen Tod des Versuchstieres, durch Eintritt eines Herz-Kreislaufstill-

standes, führte. Schließlich konnte das Diaphragma vollständig vom Rippenbogen abpräpariert 

und der Thorax durch mediane Sternotomie eröffnet werden. Die Thoraxhälften wurden für 

eine bessere Übersicht der Organe seitlich fixiert. Es erfolgte die Darstellung der herznahen 

Arterien durch Abpräparation des Thymus. Nach Abtrennung der Herzspitze und Eröffnung 

beider Herzventrikel wurde eine Pulmonalisarterienkanüle (Hugo Sachs Elektronik, March-

Hugstetten) über den rechten Ventrikel in die Arteria pulmonalis vorgeschoben und mittels ei-

ner zuvor dorsal um die Arteria pulmonalis positionierten Ligatur fixiert. So wurde das pulmo-

nale Gefäßbett post mortem durch einminütige Spülung mit steriler eisgekühlter 0,9%-iger Nat-

riumchloridlösung (Fresenius Kabi Deutschland, Bad Homburg) und einem Fluss von 

1 mL/min, aufrechterhalten durch eine Pumpe (Perestaltikpumpe, Ismatec® Reglo-Analog, Is-

matec Laboratoriumstechnik GmbH) blutleer gespült. Anschließend konnte nach Diskonnek-

tion vom Beatmungsgerät die bronchoalveoläre Lavageflüssigkeit (BALF) über die Tracheal-

kanüle durchgeführt werden. So wurden beide Lungenhälften zweimal mittels 800 µL eiskaltem 

PBS mit Zusatz eines Proteaseinhibitors (Complete™ Mini, Roche Diagnostics GmbH Mann-

heim) langsam gespült. Anschließend wurden Lunge, Leber, Milz, Nieren und Ileum sorgsam 

und steril entnommen. Alle Proben wurden bis zum Präparationsende auf Eis zwischengelagert 

und anschließend zügig hintereinander verarbeitet. Eine Niere sowie die Organe Leber und 

Ileum wurden teils in 4%-iges Formaldehyd verbracht und kühl gelagert, teils bei –80 °C für 

weitere Untersuchungszwecke eingefroren. 
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2.10 Neutralisation von C5a im double-hit Modell der pneumogenen Sepsis 

und beatmungsassoziierten Lungenschaden  

2.10.1 Versuchsgruppen 

Die Versuche des double-hit-Modells, also die Untersuchung des therapeutischen Effektes von 

NOX-D19 im beatmungsassoziierten Lungenschaden in einer Pneumokokken-induzierten 

Pneumonie und Sepsis wurden in den Versuchsgruppen entsprechend der Tab. 9 durchgeführt.  

 

Tab. 9 Versuchsgruppen der tierexperimentellen Untersuchungen zum therapeutischen Effekt 

von NOX-D19 im double-hit-Modell 

Infektion Studienmedika-

ment 

n Behandlungs-

zeitpunkt t [h] 

Ventilation 

für 

t = 6 h 

Versuchs-

endpunkt 

PBS Schein- 

Infektion 

Baseline Glu  5 23 h nicht venti-

liert 

30 h 

S. pneumoniae Baseline Glu  5 23 h nicht venti-

liert 

30 h 

PBS Schein- 

Infektion 

Glu 11 23 h ventiliert 30 h 

S. pneumoniae Glu 11 23 h ventiliert 30 h 

S. pneumoniae NOX-D19 11 23 h ventiliert 30 h 
Untersuchung der Neutralisation von C5a im Modell des beatmungsassoziierten Lungenschadens bei 

Vorliegen einer pneumogenen Sepsis. Transnasal mit 5∙106 KBE S. pneumoniae infizierte, bzw. PBS-

kontrollinfizierte C57Bl/6N Versuchstiere erhielten zum Zeitpunkt 23 h post infectionem (p.i.) die Be-

handlung mit dem Spiegelmer NOX-D19 (20 mg/kg KG) bzw. einer 5%-igen Glukoselösung (Glu). 

Zum Zeitpunkt 24 h p.i. wurden die Versuchstiere für eine Dauer von 6 h am MiniVent® ventiliert. Es 

wurden 2 nicht-ventilierte Kontrollgruppen (Baseline) mitgeführt. Eine Baseline-Gruppe wurde trans-

nasal PBS-kontrollinfiziert, eine weitere Baseline-Gruppe mit S. pneumoniae. Die Therapie aller Grup-

pen erfolgte zum Zeitpunkt t= 23 h. Die finale Untersuchung erfolgte für alle Versuchstiere zum Zeit-

punkt t= 30 h p.i. (s. Abb. 4, Abb. 5). Weitere Abkürzungen: n Gruppengröße. 

2.10.2 Studiendesign 

Die Versuchstiere der Beatmungsexperimente wurden entsprechend Abschnitt 2.7 mit 

5∙106 KBE S. pneumoniae (Serotyp 3, Stamm NCTC 7978) transnasal infiziert bzw. PBS-kon-

trollinfiziert. Gemäß ihrer Versuchsgruppenzuordnung erhielten sie zum Zeitpunkt 23 h p.i. die 

jeweilige NOX-D19 (20 mg/kg KG) oder 5%-ige Glukoselösung. PBS-infizierte Tiere erhielten 

ausschließlich 5% Glukose. Exakt 24 h nach Infektion wurden die Tiere, wie in Abschnitt 2.9.3 

beschrieben, präpariert. Nach einem initialen Rekrutierungsmanöver mit einem Atemwegs-

druck von 35 cmH2O über die Dauer von 5 sec schloss sich die MV über einen Zeitraum von 

6 h an. Die Beatmungsparameter wurden auf ein VT von 12 mL/kg KG, einer Atemfrequenz 

von 120/min, einen positiven endexpiratorischen Druck (positive end-expiratory pressure; 

PEEP) von 2 cmH2O, einem Inspirations:Expirationsverhältnis (I:E Ratio) von 1:1, und einer 
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inspiratorischen Sauerstofffraktion (FiO2) von 0,75 festgelegt. 90 min vor Erreichen des Ver-

suchsendpunktes erfolgte die HSA-Gabe carotidal. 5 min vor Versuchsende schloss sich ein 

erneutes Rekrutierungsmanöver an. Zum Zeitpunkt 30 h p.i. wurde der Versuch schließlich be-

endet, es folgte die finale Präparation. In dieser Versuchsreihe wurden zudem nicht-ventilierte 

Tiere mitgeführt, deren Versuchsendpunkt sich ebenfalls bei 30 h p.i. befand. Sie wurden eben-

falls S. pneumoniae- bzw. PBS-infiziert, erhielten allerdings beide zum Zeitpunkt 23 h p.i. eine 

5% Glukose-Kontrollbehandlung. Nach Beurteilung der Klinik wurden sie zum Zeitpunkt 24 h 

p.i. zunächst zurück in den Käfig verbracht, erhielten 29 h und 20 min nach Infektion 1 mg 

HSA und zum Zeitpunkt 30 h p.i. die abschließende Präparation sowie Rekrutierungsmanöver. 

Abb. 4 und Abb. 5 stellen den zeitlichen Verlauf dieses Versuchsaufbaus dar. 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

Untersuchung der Neutralisation von C5a im Modell des beatmungsassoziierten Lungenschadens bei 

Vorliegen einer Pneumokokken-induzierten Pneumonie. C57Bl/6N-Versuchstiere erhielten zum Ver-

suchsbeginn (0 h) transnasal 5∙106 KBE S. Pneumoniae (S.pn.), bzw. eine PBS-Kontrollinfektion (Ktr.). 

Zum Zeitpunkt 23 h p.i. wurden die Tiere mit dem Spiegelmer NOX-D19 (20 mg/kg KG), bzw. mit 

einer 5%-igen Glukoselösung (Glu) behandelt. 24 h p.i. wurden die Versuchstiere für eine Dauer von 

6 h am MiniVent® ventiliert. (Parameter: Tidalvolumen= 12 mL/kg KG, Atemfrequenz= 120/min, po-

sitive end-expiratory pressure (positiver end-expiratorischer Druck; PEEP)= 2 cm H2O, inspiratorische 

Sauerstofffraktion FiO2= 0,7). Die HSA-Applikation erfolgte 90 min vor Versuchsende, der Versuchs-

endpunkt wurde auf 30 h p.i. festgelegt. Abkürzungen: HSA humanes Serumalbumin, MV mechanical 

ventilation, mechanische Beatmung, p.i. post infectionem. 
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Abb. 4 Versuchsaufbau und Studienmedikationsschema VILI 
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Untersuchung der Neutralisation von C5a im Modell des beatmungsassoziierten Lungenschadens bei 

Vorliegen einer Pneumokokken-induzierten Pneumonie. Darstellung der nicht-ventilierten Kontroll-

gruppen (Baseline). C57Bl/6N Versuchstiere erhielten zum Versuchsbeginn 0 h transnasal 5∙106 KBE S. 

Pneumoniae (S.pn.) bzw. eine PBS-Kontrollinfektion (Ktr.). Zum Zeitpunkt 23 h p.i. wurden die Tiere 

mit einer 5%-igen Glukoselösung (Glu) behandelt. Die Ventilation entfiel für diese Tiere. 40 min (x) 

vor Versuchsende wurde HSA appliziert, der Versuchsendpunkt wurde auf 30 h p.i. festgelegt. Abkür-

zungen: HSA humanes Serumalbumin, MV mechanical ventilation, mechanische Beatmung, p.i. post 

infectionem. 

2.10.3 Kalibration, Präparation, Parameter Beatmung und Probengewinnung  

Zum Zeitpunkt 23 h p.i. wurden das Körpergewicht sowie mittels Rektalsonde für Mäuse 

(Microprobe RET 3 for mouse, WPI Berlin) die Körpertemperatur des Versuchstieres bestimmt. 

Daraufhin wurde das Tier entsprechend seiner Versuchsgruppenzuordnung (Abschnitt 2.10.1) 

via i.p. Injektion mit der entsprechenden Studienmedikation behandelt und nochmals zurück in 

den Tierkäfig verbracht. Exakt 24 h p.i. erhielt das Tier über i.p. Applikation ein Narkosege-

misch, bestehend aus 0,05 mg/kg KG Fentanyl (Fentanyl® Janssen 0,5 mg/10 mL, Janssen-

Cilag GmbH, Neuss), 5 mg/kg KG Midazolam (Dormicum® 5 mg/ 1 mL, Roche Pharma AG, 

Grenzach-Wyhlen) und 0,5 mg/kg KG Medetomidin (Cepetor® 1 mg/mL, CP-Pharma Han-

delsgesellschaft mbH, Burgdorf). Das Versuchstier wurde bis zum Erreichen einer ausreichen-

den Sedierungstiefe in einem speziellen Behälter lichtgeschützt und reizgemindert aufbewahrt. 

Die Narkosetiefe wurde anhand des Bauchhaut- sowie Zwischenzehenreflexes evaluiert. Zu 

Beginn der Präparation wurde das Tier in Rückenlage auf einer Wärmematte (Hugo Sachs 

Elektronik Havard Appartus, March- Hugstetten) platziert und mit Klebestreifen fixiert. Über 

eine mit der Wärmematte gekoppelte rektale Temperatursonde (Hugo Sachs Elektronik Havard 

Appartus, March-Hugstetten) erfolgte eine kontinuierliche Messung der Körpertemperatur und 

stetige Gegenregulation der Wärmematte zur Erhaltung einer stabilen Körpertemperatur bei 

37 °C. Das Tier wurde am Hals mit Braunol® 7,5% (B. Braun, Melsungen) steril abgewaschen. 

Hier erfolgte ein medianer Hautschnitt und nun schloss sich die Präparation der Trachea, deren 

S. pn. bzw. Ktr. 
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Zeit [h] 

p.i. 

23 h 

Behandlung Glu HSA 

Endpunkt  

30 h 

24h 

Kein MV 

x 

x= 40 min vor Versuchsendpunkt 

Abb. 5 Versuchsaufbau und Studienmedikationsschema VILI nicht ventilierte Kontrollgruppen 
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Inzision und die intratracheale Intubation mit einer Trachealkanüle (Hugo Sachs Harvard Ap-

partus, March-Hugstetten) an. Das Versuchstier wurde nun von einem speziellen Beatmungs-

gerät für Kleinstnager (Minivent®, Hugo Sachs Harvard Apparatus, March-Hugstetten) venti-

liert. Beginnend mit einem Rekrutierungsmanöver durch schrittweise Erhöhung des PEEP auf 

35 cmH2O für einen Zeitraum von 5 sec, wurden kollabierte Lungenareale eröffnet, die inspi-

ratorische Kapazität und die I:E Ratio der Lunge auf einen bestmöglichen Ausgangspunkt ge-

bracht. Nun wurden die so genannten Snap Shots durchgeführt, um die Ausgangswerte der 

Kompartimentparameter, und zwar die Compliance, Resistance sowie die Elastance für den 

Versuchsdurchgang zu erfassen. Hierunter sind die Lungendehnbarkeit, der Atemwegswider-

stand und der Lungenretraktionsdruck zu verstehen. Die Kalibrierung der Druck-Volumen-

Kurve wurde anschließend durchgeführt, um eine mögliche Spontanatmung des Versuchstieres 

zu erkennen und durch Vertiefung der Sedierung zu vermeiden. Außerdem konnte so der mitt-

lere Atemwegsdruck [cmH2O] kontinuierlich mitgemessen werden. Sämtliche Kalibrierungs-

schritte erfolgten nach Herstellerangaben. Anschließend wurde das Tier mit einem Tidalvolu-

men von 12 mL/kg KG, einer Atemfrequenz von 120/min, einem PEEP von 2 cmH2O, einer 

I:E Ratio von 1:1, und einem FiO2 von 0,75 ventiliert. Zur Aufrechterhaltung der Homöostase 

zwischen Flüssigkeitsverlust durch u. a. Perspiratio insensibilis, insbesondere über Atmung 

und Wundflächen oder durch Harnproduktion, wurde eine kontinuierliche Infusion eines Puf-

fers, bestehend aus 9,75 mL Jonosteril® (Fresenius KABI Deutschland GmbH, Bad Homburg) 

und 0,25 mL Tham Köhler (Tham Köhler 3 M Infusionslösungskonzentrat, Köhler Pharma 

GmbH, Alsbach - Hähnlein) mit einer Infusionsrate von 350 µL/h gewährleistet. Diese erfolgte 

über einen in der Arteria carotis communis sinister verbrachten Katheter (Luminject® Einma-

linjektionskanülen, 31G, Kiel). Hierfür wurde das Gefäßbett freipräpariert, eine Ligatur distal 

der A. carotis communis, in Nähe der Carotisgabel, festgezogen und eine lose Ligatur weiter 

proximal vorgelegt. Mit einer Gefäßklemme (Fine Science Tools® GmbH, Heidelberg) wurde 

die Carotis nahe ihres Abgangs reversibel verschlossen, um eine Inzision im distalen Bereich, 

unterhalb der festgezogenen Ligatur ohne Blutverlust durchführen zu können. Hierüber wurde 

nun die Kathetervorrichtung vorgeschoben und mit der vorgelegten Ligatur fixiert, die Gefäß-

klemme wurde gelöst. Über diesen Katheter wurde neben kontrollierter Infusion die Messung 

des mittleren arteriellen Blutdrucks (Servomed Hellige Oszilloskop; Saarland) ermöglicht. Die 

Narkoseaufrechterhaltung erfolgte über einen i.p. Katheter (BD Neoflon™ 24G, Becton Di-

ckinson, Helsingborg) der mittels Minilaparotomie in der Medianlinie des Abdomens angelegt 

wurde und damit eine kontinuierliche sowie atraumatische Applikation ermöglichte. Zur Ver-
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meidung eines Harnstaus wurde die Harnblase unter zu Hilfenahme einer 24G Venenverweil-

kanüle (BD Neoflon™, Becton Dickinson, Helsingborg) urethral katheterisiert und der Harn 

bilanziert. Für die Messung der peripheren Sauerstoffsättigung sowie der Herzfrequenz wurde 

die Messsonde des Pulsoximeters (MouseOx®, Starr Life Science Corporation, Oakmont, USA) 

an der Schwanzbasis des Tieres befestigt. Nach Abschluss der Präparation wurden die o. g. 

Rekrutierungsmanöver nochmals durchgeführt und das Tier anschließend für 6 h, entsprechend 

den o. g. Einstellungen, ventiliert. Die Parameter mittlerer arterieller Blutdruck, Herzfrequenz, 

periphere Sauerstoffsättigung, die o. g. Kompartimentparameter Compliance, Elastance und 

Resistance sowie der mittlere Atemwegsdruck wurden in 10-minütigem Abstand erfasst und 

dokumentiert. Die Narkosetiefe wurde kontinuierlich anhand Änderungen von Herzfrequenz 

und Blutdruck sowie auch durch Kontrolle des Zwischenzehenreflexes überwacht. Bei Bedarf 

erfolgte eine Vertiefung der Narkose durch Nachinjektion des Narkosegemisches mit einer 

Konzentration von 1/3 der Ausgangsdosis (30 µL). Des Weiteren wurden 2 h nach Versuchs-

start nochmals 20 µL und anschließend alle 45 min 20 µL des Gemischs verabreicht. 10 min 

vor Versuchsendpunkt wurden dem Tier nochmals 50 µL Narkosemedikation appliziert, um 

eine sichere Narkosetiefe zu erreichen. 90 min vor Versuchsendpunkt wurde dem Versuchstier 

1 mg HSA in 75 µL 0,9% NaCl über den Carotiskatheter verabreicht und 5 min vor Versuchs-

ende 100 µL Heparin (Heparin 5000 IE/mL), dies entsprach 50 IE intraarteriell, über den glei-

chen Zugangsweg injiziert. Anschließend wurde das Tier exakt 6 h nach Beginn der Ventilation 

durch vollständige Blutentnahme über den Carotiskatheter getötet. Das Blut wurde in einer 1 

mL Spritze zunächst auf Eis zurückgestellt. Abschließend wurden nochmals o. g. Rekrutie-

rungsmanöver durchgeführt. Nun schloss sich, mit kleineren Änderungen, die in Abschnitt 

2.9.3 beschriebene Präparation an. Das Versuchstier wurde median laparotomiert, durch Quer-

laparotomie das Ligamentum falciforme aufgesucht, um das Diaphragma für das Lungenge-

webe atraumatisch zu eröffnen und vom Rippenbogen abzupräparieren. Schließlich wurde der 

Thorax durch mediane Sternotomie eröffnet, die Thoraxhälften seitlich fixiert. Es erfolgte die 

Darstellung der herznahen Arterien durch Thymektomie. Nach Abtrennung der Herzspitze und 

Eröffnung beider Herzventrikel wurde eine Pulmonalisarterienkanüle (Hugo Sachs Elektronik, 

March-Hugstetten) über den rechten Ventrikel in die Arteria pulmonalis vorgeschoben und mit-

tels einer zuvor dorsal um die Arteria pulmonalis positionierten Ligatur fixiert. So wurde das 

pulmonale Gefäßbett post mortem durch einminütige Spülung mit steriler eisgekühlter 0,9%-

iger Natriumchloridlösung (Fresenius Kabi Deutschland, Bad Homburg) und einem Fluss von 

1 mL/min, aufrechterhalten durch eine Pumpe (Perestaltikpumpe, Ismatec® Reglo-Analog, Is-

matec Laboratoriumstechnik GmbH) blutleer gespült. Im Unterschied zur Präparation bei den 
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Pneumonieversuchen wurde nun der linke Hauptbronchus mit einer Ligatur versehen, die linke 

Lunge abgetrennt und in sterilem PBS und schließlich bei –80 °C für weitere DNA-Extrakti-

onsschritte im Rahmen anderer Projekte aufbewahrt. Anschließend konnte nach Diskonnektion 

vom Beatmungsgerät die BAL über die Trachealkanüle durchgeführt werden. Die rechte Lun-

genhälfte wurde nun 4 Mal mit 400 µL eiskaltem PBS mit Zusatz des Proteaseinhibitors (Com-

plete™ Mini, Roche Diagnostics GmbH Mannheim) unter Vorsicht gespült. Die weitere Or-

ganentnahme erfolgte entsprechend Abschnitt 2.9.3. 

2.11 Leukozytendifferenzierung 

2.11.1 Quantifizierung der Gesamtleukozytenzahl in der bronchoalveolären Lavageflüssigkeit  

Die BALF wurde nach ihrer Gewinnung in zweimal je 5 mL Polypropylen Round-Bottom Tu-

bes (BD Biosciences, Heidelberg) verbracht und bei 2200 rpm, 10 min bei 4 °C zentrifugiert. 

Die Überstände wurden behutsam unter Schonung des Zellpellets abpipettiert und bei –80 °C 

für weitere Verarbeitungsschritte eingefroren. Die Pellets wurden jeweils mit 450 µL resuspen-

diert und mit 1 mL PBS gepoolt. Aus dieser Suspension wurden 5 µL Probe entnommen und 

mit dem gleichen Volumen Methylviolett (Merck, Darmstadt) gefärbt. Hieraus wurde eine Neu-

bauer Zählkammer (Bright Line, LO-Laboroptik GmbH, Friedrichsdorf) befüllt. Unter dem 

Mikroskop (Axioskop, Zeiss Deutschland) wurden bei 40-facher Vergrößerung 4∙16 Kleinst-

quadrate ausgezählt. Die Verdünnungsschritte wurden mit der Berechnungsformel [Zählergeb-

nis ÷ (4 ∙ 2 ∙ 10.000)] berücksichtigt und so die Gesamtleukozytenzahl berechnet. Anschließend 

erfolgte die Umrechnung auf die Zellzahl/mL. 

2.11.2 Fluorescence-activated cell sorting (FACS) in der BALF 

Für die durchflusszytometrische Messung der Leukozytensubpopulationen wurden 300.000 

Zellen gefärbt. Durch Entnahme des entsprechenden Volumens aus der Gesamtleukozytensus-

pension konnten diese gewonnen werden. Die Leukozyten wurden mit PBS überschichtet und 

so einem Waschvorgang unterzogen. Die Leukozytensuspension wurde schließlich bei 

1500 rpm bei 4 °C zentrifugiert. Anschließend wurde der Überstand verworfen, das Zellpellet 

resuspendiert und mit 2µL Fc-Block (BD Biosciences, Heidelberg), das entspricht einer Kon-

zentration für 1∙106 Zellen, für 10 min auf Eis abgedunkelt inkubiert. In dieser Zeit wurde der 

Mastermix, bestehend aus je 3 µL fluoreszenzmarkierten Antikörpern (von BD Biosciences, 

Heidelberg) GR-1 Phyoerythrin-konjugiert (PE), CD45 Peridinin-Chlorophyll-Protein-konju-

giert (PerCP), CD3 Fluorescein-Isothiocyanat (FITC) und F4-80 Allophycocyanin-konjugiert 
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(APC) in ein 5 mL Polystyren Round-Bottom Tube (BD Biosciences, Heidelberg) vorgelegt. 

Die Fc-geblockten Zellen wurden anschließend direkt zum Mastermix hinzugegeben, vorsich-

tig gevortext und auf Eis lichtgeschützt für 30 min inkubiert. Nach diesem Inkubationsschritt 

wurden die Zellen mit 500 µL einer formaldehydhaltigen Lösung (FACS™ Lysing Solution, 

1X, BD Biosciences, Heidelberg) für 10 min auf Eis dunkel inkubiert, was zur Fixierung des 

Farbstoffes führte. Schließlich wurden die Reaktionsgefäße mit Cell Wash (BD Biosciences, 

Heidelberg) aufgefüllt, so dass ca. 0,5 bis 1 cm Abstand zum Gefäßrand bestand und erneut bei 

1500 rpm für 5 min bei 4 °C zentrifugiert und der Überstand erneut dekantiert. Die Zellpellets 

wurden nun mit 500 µL Cell Wash resuspendiert und konnten anschließend am BD 

FACSCalibur™ (BD Biosciences, Heidelberg) durchflusszytometrisch gemessen werden.  

2.11.3 Quantifizierung der Gesamtleukozytenzahl im Blut 

Die Leukozytenzahl im Blut wurde mittels BD Trucount™ Tubes (Becton, Dickinson and 

Company; BD Biosciences; San Jose; USA) gemäß der BD-Vorgaben bestimmt. Die Röhrchen 

wurden mit einem weiteren Mastermix aus Antikörpern, bestehend aus jeweils 5 µL der fluo-

reszenzmarkierten Antikörper (von BD Biosciences, Heidelberg) GR-1 Phyoerythrin-konju-

giert (PE), CD3 Fluorescein-Isothiocyanat (FITC), CD19 Allophycocyanin (APC) sowie je 

60 µL Blutprobe befüllt und abgedunkelt bei Raumtemperatur inkubiert. Nach 20 min wurden 

450 µL BD-Lyse (FACS™ Lysing Solution, 1X, BD Biosciences, Heidelberg) hinzugegeben 

und es wurde erneut für 10 min bei Raumtemperatur und in Dunkelheit inkubiert. Schließlich 

wurde die Zellsuspension gut gevortext und für die Messung am BD FACSCalibur™ (BD 

Biosciences, Heidelberg) in ein 5 mL Polystyren Round-Bottom Tube (BD Biosciences, Hei-

delberg) überführt.  

2.12 Bestimmung der Bakterienlast 

Im Projekt wurde die Bakterienlast in der BALF, im Blut und auch in der Milz bestimmt. Blut 

und BAL konnten nach der Gewinnung sofort weiterverarbeitet werden. Hier wurde unter 

streng sterilen Bedingungen eine Verdünnungsreihe mittels PBS in den Verdünnungsstufen 

1:10, 1:100, 1:1000 und 1:10.000 angelegt. Die Verdünnungen und eine unverdünnte Probe 

wurden anschließend in einem Volumen von je 10 µL auf separaten Columbia Blutagarplatten 

mit 5% Schafblut dünn ausplattiert.  

Die Milz wurde nach Entnahme zunächst in einem Counter-Gefäß mit sterilem PBS befüllt auf 

Eis aufbewahrt. Nach Präparationsende wurde die Milz samt PBS-Lösung durch ein BD Fal-
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con™ Zellsieb (100 µm, BD Bioscience, Heidelberg) fein zerdrückt. Die nun vorliegende Sus-

pension wurde mit weiterem PBS auf ein Gesamtvolumen von 20 mL aufgefüllt. Anschließend 

wurde aus diesem Spezimen nun die oben beschriebene Verdünnungsreihe hergestellt, die wie 

beschrieben weiter ausplattiert werden konnte. 

Nach einer Inkubation von 18 h bei 37 °C und 5% CO2 konnten die koloniebildenden Einheiten 

(KBE) ausgezählt werden. In die Auswertung kamen die Blutplatten, auf denen weniger als 

50 KBE/Platte wuchsen. Unter Beachtung des vorherigen Verdünnungsschrittes sowie des Pro-

benvolumens wurde dann die entsprechende Bakterienlast berechnet.  

2.13 Quantifizierung der Zytokine 

Das proinflammatorische Zytokinprofil wurde sowohl im Blut als auch in der BALF mittels 

Bio-Plex Pro™ Assays (Bio-Rad Laboratories Inc., Kalifornien, USA) gemessen. Sowohl im 

Modell der murinen Pneumonie als auch im Modell des beatmungsassoziierten Lungenscha-

dens wurden die Zytokine CXCL1 (Chemokine C-X-C Motif Ligand 1; ehem. KC keratinocyte-

derived cytokine), CCL3 (Chemokine C-C Motif Ligand, ehem. MIP1-α macrophage inflamm-

atory protein 1-α), IL-1β, IL-6, G-CSF (growth colony-stimulating factor) sowie IL-10 mittels 

Bio-Plex Pro™ Mouse Cytokine Gruppe I und CXCL2 (ehem. MIP2-α macrophage inflamm-

atory protein 2-α) mittels Bio-Plex Pro™ Mouse Cytokine Gruppe II gemessen.  

Nach Gewinnung der BALF wurde diese bei 1.011 g für 10 min bei 4 °C zentrifugiert, der 

Überstand wurde in einem 1,5 mL Eppendorfgefäß bei –80 °C bis zur Durchführung des Bio-

Plex Pro™ Assays aufbewahrt. 

Das Blut wurde unmittelbar nach Probengewinnung mit 1.520 g für 10 min bei 4 °C zentrifu-

giert und das Plasma im Folgenden in ein 0,5 mL Eppendorfgefäß bei –80 °C bis zur weiteren 

Verarbeitung eingefroren. Standardverdünnungen und Handhabung der Proben sowie sämtli-

che Arbeitsschritte erfolgten streng nach den Anleitungen der Herstellerfirma. Die Messung 

wurde schließlich am Bio-Plex Array Reader (Bio-Rad Laboratories, Inc, Kalifornien, USA) 

vorgenommen. Die Auswertung erfolgte unter Berücksichtigung des zugehörigen Handbuches 

Version 4.2.2. 

2.14 Beurteilung der pulmonalvaskulären Permeabilität  

Der Funktionsverlust der Blut-Luft-Schranke wurde anhand eines Konzentrationsquotienten, 

gebildet aus der Albuminkonzentration in der BALF und entsprechender Konzentration im 

Blutplasma, abgeleitet. Hierfür wurde den Versuchstieren, wie in den Abschnitten 2.9.3 und 
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2.10.3 beschrieben, 1 mg HSA i.v. appliziert. Zur Durchführung des ELISAs wurden entspre-

chende Proben nun auf Eis aufgetaut und mittels human Albumin ELISA Quantation Set 

(Bethyl Laboratories Inc., Montgomery, TX, USA) entsprechend den Herstellerangaben verar-

beitet. Alle Standards und Proben wurden in Doppelbestimmung aufgetragen und schließlich 

gemittelt. Die optische Messung bei 450 nm erfolgte mittels Anthos Mikroplatten Photometer 

(Anthos Mikrosysteme GmbH, Krefeld) sowie zugehöriger Software WinRead (Anthos, Kre-

feld). Die Auswertung wurde mit Hilfe der Standardkurve unter Berücksichtigung der jeweili-

gen Verdünnungen durchgeführt. 

2.15 Laborchemische Messung von AST und Harnstoff 

Die Parameter Aspartat-Aminotransferase (AST) und Harnstoff stellen wichtige Messgrößen 

zur Beurteilung eines Organschadens, auch im Rahmen der Sepsis, dar (30). Die AST wurde 

durch das Labor Berlin – Charité Vivantes GmbH im Routine-Labor mittels IFCC-Tests mit 

Pyridoxalphosphat (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) am Cobas®6000 (Roche Diagnos-

tics GmbH, Mannheim) bestimmt.  

Harnstoff wurde mittels kolorimetrischen Testsystems mit Endpunktbestimmung Urea CT FS 

(Diagnostic Systems GmbH, Holzheim) gemessen. Die Durchführung des Tests erfolgte ent-

sprechend den Herstellerangaben, die Werte wurden in Doppelbestimmung und bei einer opti-

schen Dichte von 578 nm mittels Photometer (UVIKON xs, Biotek Instruments, Bad Fried-

richshall) gegen den Leerwert gemessen. Anschließend wurde der Mittelwert berechnet. 

2.16 Immunhistochemische Färbung der Leber 

Im Rahmen der Endpräparation der Versuchstiere wurden die Leberproben in 4%-igem For-

maldehyd fixiert. Die weitere Verarbeitung wurde von Prof. Dr. med. Thomas Tschernig (Insti-

tut für Anatomie, Zellbiologie und Entwicklungsbiologie der medizinischen Fakultät der Uni-

versität des Saarlandes, Kirrberger Str. 100, 66424 Homburg/Saar) vorgenommen. Die Gewe-

beproben wurden in Paraffin eingebettet. Aus den Paraffinblöcken wurden 2 µm dünne Schnitte 

gewonnen. Anschließend erfolgte die immunhistochemische Färbung von Fibrin und Caspase 

3a sowie die Gegenfärbung mittels Hämalaun. Klassifiziert wurden die immunhistochemischen 

Färbungen nach einem Punktesystem: 0= keine Färbung, 1= positive Färbung. 
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2.17 Quantifizierung des Komplementfaktors C5a 

Die Quantifizierung des murinen Komplementfaktors C5a bzw. C5adesArg wurde mittels Bia-

core™ basiertem Binding Assay (Biacore 2000 instrument; GE Healthcare, Munich, Germany) 

aus heparinisiertem, murinen Plasma durchgeführt.  

Die Quantifizierung des humanen Komplementfaktors C5a bzw. C5adesArg erfolgte aus den Pa-

tientenseren mittels ELISA (human C5a ELISA kit HK349; Hycult, Uden, Netherlands). Beide 

Testsysteme wurden durch die NOXXON Pharma AG (Dr. Axel Vater; Max-Dohrn-Str. 8-10; 

10589 Berlin) durchgeführt.  

2.18 Statistische Analyse 

Sämtliche statistische Datenanalysen wurden mittels GraphPad Prism® 6.05 (Graphpad Soft-

ware Incorporated, San Diego, California, USA) durchgeführt. Die Daten wurden als arithme-

tischer Mittelwert ± Standardabweichung oder Boxplots inkl. Median, Quartilen und der Da-

tenausreißer, markiert durch offene Kreise, angegeben. Als primärer Endpunkt wurde die Lun-

genpermeabilität definiert, alle anderen Parameter wurden als sekundäre Endpunkte festgelegt. 

Zur statistischen Analyse der Gruppen wurde der two-tailed Mann-Whitney-U-Test mit Bon-

ferroni Korrektur für nicht normal verteilte Daten herangezogen. Signifikanzen wurden bei ei-

ner Fehlerwahrscheinlichkeit von p<0,05 angenommen. Für die statistische Analyse von mehr 

als zwei zu vergleichenden Gruppen wurde der one-way ANOVA-Test sowie die Korrektur 

nach Sidak für multiple Vergleiche verwendet. Auch hier wurden Signifikanzen bei einer 

Fehlerwahrscheinlichkeit von p<0,05 angenommen. Entsprechende Verfahren sind in den Gra-

phen des Ergebnisteils vermerkt.  

Die C5a Spiegel der PROGRESS-Studie wurden mittels two-tailed Mann-Whitney-U-Test mit 

denen der gesunden Probanden verglichen und die Hodges-Lehmann-Mediandifferenz und ihr 

95%-iges Konfidenzintervall berechnet. C5a Werte innerhalb der Patientengruppe wurden mit-

tels two-tailed T-Test verglichen. Mittels gemischter linearer Modellanalyse wurden zufällige 

Fehler über den Studienzeitraum (Batch-Effekt) eliminiert. Für Korrelationen wurde die Rang-

korrelation nach Spearman, inklusive Bonferroni Korrektur, verwendet. 
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3 Ergebnisse 

3.1 Die ambulant erworbene Pneumokokkenpneumonie führt zu erhöhten 

Konzentrationsspiegeln des Anaphylatoxins C5a 

Im Rahmen dieser Dissertation wurden die Konzentrationsspiegel des Komplementfaktors C5a 

und C5adesArg aus humanen Seren bestimmt. Es wurden insgesamt 395 Patienten mit ambulant 

erworbener Pneumokokkenpneumonie eingeschlossen. Die Charakteristika der Patienten der 

PROGRESS-Studie sind in Tab. 10 dargestellt.  

Das Alter der Patienten betrug im Median 62 Jahre, mit einem Interquartilenabstand von 46 bis 

73 Jahren. 66% der Patienten waren männlichen Geschlechts.  

In der ambulant erworbenen Pneumonie bestanden erhöhte Serumspiegel des Komplementfak-

tors C5a im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe (s. Abb. 6). Dabei erreichte die erkrankte 

Gruppe Konzentrationsspiegel von 6,3 nmol/L [3,9-10,0]; Median [25-75% Interquartilenab-

stand], verglichen mit der gesunden Kontrollgruppe, die Konzentrationen von 4,5 nmol/L [3,8-

6,6], Median [25-75% Interquartilenabstand] aufwiesen. 

Es konnten keine Unterschiede der C5a Konzentrationen zwischen Patienten mit oder ohne MV 

gefunden werden. Zudem bestand keine Korrelation der C5a-Spiegel mit der klinischen Krank-

heitsschwere, gemessen an den in Tab. 10 und Tab. 12 genannten Scores, bzw. dem Vorkom-

men von Sepsis oder septischen Schock (s. Tab. 11). Dennoch zeigte sich eine positive Korre-

lation der C5a Spiegel mit den Konzentrationen von C-reaktiven Protein (CRP), Procalcitonin 

(PCT) und IL-6 (s. Tab. 12).  
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Tab. 10 Patientencharakteristika und klinische Parameter der PROGRESS-Studie 

Parameter/Charakteristika Progress Patienten 

(n=395) 

Gesunde Kontrollen 

(n=24) 

Mittleres Alter, Jahre, (Median), (IQA) 62 (46-73) 58 (53-62) 

Geschlecht, männlich/weiblich 237/158 12/12 

CRP, mg/L, Median (IQA) 174 (97.7-249)  

Leukozyten, Zellen/nL, Median (IQA) 11.7 (9-16.6)  

Harnstoff, mmol/L, Median (IQA) 6 (4.15-8.8)  

PCT, ng/mL, Median (IQA) 0.3 (0.115-3.14)  

Klinikaufenthalt, Tage, Median (IQA) 8 (6-12)  

Klinik, ja/nein, Anzahl n   

Verwirrtheit 30/285  

Atemfrequenz > 30 Atemzüge/min 69/194  

PaO2/FiO2, mmHg, Median (IQR) 252 (190-322)  

Mechanische Ventilation, j/n, n 25/291  

Systolischer Blutdruck < 90 mmHg 

bzw. Diastolischer Blutdruck 

< 60 mmHg, j/n, n 

83/304  

Vorherige Antiinfektiva, j/n, n 57/338  

CRB-65, 0/1/2/3/4, n 153/168/58/15/1  

CURB-65, 0/1/2/3/4, n 130/124/90/39/11/1  

PSI, 1/2/3/4/5, n 86/91/82/92/44  

SOFA, Median (IQR) 3 (2-4)   

Sepsis (SOFA ≥ 2), j/n, n 314/81  

Septischer Schock, j/n, n 8/387  

Multilobuläre Infiltrate, j/n, n 170/219  
Die Kohorte der PROGRESS-Studie umfasste Patienten mit ambulant erworbener Pneumonie, die fort-

laufend innerhalb 48 h nach Diagnosestellung und Klinikeinweisung eingeschlossen wurden.  Klinische 

Daten waren nicht von allen Patienten verfügbar: Verwirrtheit (315/395), Atemfrequenz > 30/min 

(263/395), mechanische Ventilation (316/395), systolischer Blutdruck < 90 mmHg oder diastolischer 

Blutdruck < 60 mmHg (387/395), multilobuläre Infiltrate (389/395). 

Abkürzungen: CRP C-reaktives Protein, C(U)RB-65 confusion, urea, respiratory rate, blood pressure, 

Alter ≥ 65 Lebensjahre, IQA Interquartilenabstand, PCT Procalcitonin, PSI Pneumonia Severty Index, 

SOFA Sequential (Sepsis-related) Organ Failure Assessment. [1] 
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Abb. 6 Humane C5a Spiegel in der ambulant erworbenen Pneumokokkenpneumonie 

C5a sowie C5adesArg wurden in 395 Seren von Patienten mit CAP (Community-acquired pneumonia) 

mittels Biacore™ basiertem Binding Assay bestimmt. Vergleichend wurde C5a, bzw. C5adesArg von 24 

gesunden Probanden untersucht (Ktr. Kontrolle). Die Seren der CAP Patienten wurden innerhalb von 

48 h nach Diagnosestellung bis zum Zeitpunkt des Studieneinschlusses in die prospektive, multizentri-

sche PROGRESS-Studie gewonnen. Die Kontrollseren stammten aus Routinekontrollblutentnahmen 

anonymisierter Blutspender. Die Daten sind in Form von Box-Plots dargestellt mit Median, Interquar-

tilabstand und Spannweite ohne Ausreißer (offene Kreise). (*p<0,05; Mann-Whitney U-Test). [1] 

 

 
Tab. 11 C5a Spiegel [nmol/L] in ausgewählten Patientengruppen 

Parameter Ja Nein p-Wert 

MV 4,49 (3,52-6,91) 6,59 (4,11-9,97) 0,063 

Geschlecht männlich 5,97 (3,88-8,99) 6,92 (4,41-11,0) 0,072 

Sepsis (SOFA ≥ 2) 6,39 (4,14-9,63) 5,87 (3,88-9,33) 0,25 

Septischer Schock 6,44 (4,42-8,42) 6,30 (4,02-9,65) 0,87 
C5a sowie C5adesArg wurden in 395 Seren von von Patienten mit CAP (Community-acquired pneumonia) 

mittels Biacore™ basiertem Binding Assay bestimmt. Die Seren der Patienten wurden innerhalb von 

48 h nach Diagnosestellung bis zum Zeitpunkt des Studieneinschlusses in die prospektive, multizentri-

sche PROGRESS-Studie gewonnen. Angegeben sind die Daten als Median sowie 25-75% Interquarti-

lenabstand. (two-tailed T-Test). [1] 
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Tab. 12 Korrelation C5a Serumspiegel mit klinischen Parametern der PROGRESS-Studie 

Funktion Atmung/Gasaustausch 

PaO2/FiO2 Ratio ρ=0,0158; p=0,754 

Atemfrequenz min ρ=0,879; p=0,109 

Atemfrequenz max ρ=0,057; p=0,368 

Mechanische Ventilation ρ=-0,113; p=0,0439 

Extrapulmonale Organfunktion 

GCS ρ=0,0351; p=0,486 

Kreatinin ρ=0,00533; p=0,916 

Bilirubin ρ=0,0704; p=0,163 

Thrombozyten min ρ=-0,158; p=0,0016 

Mittlerer arterieller Blutdruck ρ=-0,118; p=0,0219 

Katecholamine ρ=-0,051; p=0,312 

Laktat ρ=0,105; p=0,217 

Negativer BE ρ=-0,0349; p=0,602 

Parameter Inflammation 

PCT ρ=0,195; p=9,22∙10-5 

CRP ρ=0,307; p=4,67∙10-10 

Leukozyten ρ=0,0655; p=0,202 

Leukozyten min ρ=0,0248; p=0,625 

Leukozyten max ρ=0,062; p=0,221 

Lymphozyten ρ=0,0314; p=0,635 

Monozyten ρ=-0,0411; p=0,534 

Neutrophile Granulozyten ρ=0,143; p=0,2 

Unreife Granulozyten ρ=0,239; p=0,0549 

Eosinophile Granulozyten ρ=-0,0884; p=0,195 

Basophile Granulozyten  ρ=0,00869; p=0,9 

IL-6 ρ=0,254; p=3,01∙10-7 

IL-8 ρ=0,136; p=0,00666 

IL-10 ρ=0,157; p=0,0017 

Körpertemperatur T min ρ=0,0678; p=0,189 

Körpertemperatur T max ρ=0,116; p=0,0238 

Klinische Charakteristika 

CRB-65 ρ=0,0481; p=0,340 

CURB-65 ρ=0,0136; p=0,788 

PSI ρ=-0,0744; p=0,140 

SOFA ρ=0,0226; p=0,654 

Alter ρ=-0,0787; 0,118 
Die Kohorte der PROGRESS-Studie umfasst Patienten mit ambulant erworbener Pneumonie, die fort-

laufend innerhalb 48 h nach Diagnosestellung und Klinikeinweisung eingeschlossen wurden. Es wurden 

entsprechende klinische Parameter und Charakteristika erhoben und mit den C5a Serumspiegeln korre-

liert. Angegeben sind der Spearman Korrelationskoeffizient ρ sowie entsprechende p-Werte. Fett mar-

kierte Werte zeigen nach Bonferroni Korrektur signifikante Korrelationen. 

Abkürzungen: BE Base excess, CRP C-reaktives Protein, GCS Glasgow Coma Scale, IL Interleukin, 

max maximum, min minimum, PCT Procalcitonin. [1] 
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3.2 Die Pneumokokkenpneumonie mit pneumogener Sepsis führt zu einem 

signifikanten Anstieg der C5a Spiegel  

Innerhalb von 24 h p.i. stiegen die Konzentrationen für C5a sowohl im Blutplasma als auch in 

der bronchoalveolären Lavageflüssigkeit (BALF) (s. Abb. 7), verglichen zur PBS-kontrollinfi-

zierten Gruppe, an. Die maximalen Konzentrationen für C5a bestanden 24 h p.i. und nahmen 

48 h p.i. wieder ab. Nach 48 h zeigten sich im Plasma dennoch weiterhin erhöhte Werte von 

C5a, verglichen zur Kontrollgruppe. 

 
 

C57Bl/6N Mäuse wurden mit 5∙106 KBE Streptococcus pneumoniae S.pn. (Serotyp 3, Stamm NCTC 

7978) transnasal infiziert. Zum Infektionszeitpunkt 0 h erhielten die Versuchstiere 5% Glukoselösung 

intraperitoneal, sie wurden zum Zeitpunkt 24 h post infectionem (p.i.) untersucht. Mäuse, die 48 h p.i. 

untersucht wurden, erhielten ihre Behandlung ein zweites Mal zum Zeitpunkt 24 h p.i. Mit Phosphate 

Buffered Saline (PBS) kontrollinfizierte und kontrollbehandelte Tiere (Ktr.) erhielten ebenfalls zum In-

fektionszeitpunkt eine Behandlung mit 5% Glukoselösung, sie wurden 24 h p.i. untersucht. Die Kon-

zentrationsbestimmung von C5a sowie C5adesArg aus Plasma und der (BALF) erfolgte 24 und 48 h p.i. 

in S. pn. infizierten 5% Glukose kontrollbehandelten Versuchsgruppen und der PBS-kontrollinfizierten 

Versuchsgruppe. Die Daten sind in Form von Box-Plots dargestellt mit Median, Interquartilabstand und 

Spannweite ohne Ausreißer (offene Kreise). (***p<0,001; **p<0,01 vs. PBS-Kontrolle; Mann-Whitney 

U-Test mit Bonferroni Korrektur für multiple Vergleiche). [1] 

 

 

 

Abb. 7 C5a Spiegel in Plasma und BALF im Modell der murinen Pneumonie und Sepsis 
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3.3 Die Pneumonie als lokale Inflammation 

3.3.1 Die Neutralisation des Komplementfaktors C5a führt in der Pneumokokkenpneumonie 

zu einer Reduktion der pulmonalvaskulären Permeabilität 

Die Pneumokokkenpneumonie bedingt eine Schädigung des funktionellen Lungengewebes auf 

mikrovaskulärer und epithelialer Ebene. Die Quantifizierung des Schadens erfolgte durch die 

Ermittlung des Quotienten aus der Konzentration von HSA in der BALF und der entsprechen-

den Konzentration im Plasma. Die Schädigung des Lungengewebes geht mit einer Erhöhung 

der pulmonalvaskulären Permeabilität einher und spiegelt sich im Anstieg des Quotienten wider. 

Innerhalb von 24 h nach Infektion war bereits ein minimaler Defekt der pulmonalvaskulären 

Barriere zu verzeichnen. 48 h p.i. zeigte sich eine ausgeprägte Hyperpermeabilität in der kon-

trollbehandelten infizierten Gruppe. Die Behandlung mit dem L-RNA Aptamer NOX-D19 

führte nach 48 h zu einer Reduktion der pulmonalvaskulären Permeabilität (s. Abb. 8). 
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Abb. 8 Pulmonalvaskuläre Permeabilität der Lunge 

C57Bl/6N Mäuse wurden mit 5∙106 KBE Streptococcus pneumoniae S. pn. (Serotyp 3, Stamm NCTC 

7978) transnasal infiziert. Zum Infektionszeitpunkt 0 h und 24 h post infectionem (p.i.) erhielten die 

Versuchstiere das L-RNA Aptamer NOX-D19 (20 mg/kg KG) bzw. 5%-ige Glukoselösung intraperi-

toneal. Es wurde eine PBS-kontrollinfizierte, 5% Glukose behandelte Gruppe mitgeführt. Die intrave-

nöse Applikation von humanem Serumalbumin (HSA) erfolgte 23 h oder 47 h p.i. Die Konzentration 

von HSA wurde zu den Versuchsendpunkten 24 h und 48 h per ELISA im Blutplasma und in der bron-

choalveolären Lavageflüssigkeit (BALF) gemessen. Der Quotient aus der HSA Konzentration in der 

BALF (cHSABALF) und der HSA Konzentration im Plasma (cHSAPlasma) wurde als Marker für die pul-

monalvaskuläre Permeabilität berechnet. Die Daten sind als Mittelwert + SD angegeben (**p<0,01 vs. 

PBS-Kontrolle; #p<0,05 vs. S. pneumoniae-infizierte, glukosebehandelte Gruppe; one-way ANOVA 

und Korrektur für multiples Testen nach Sidak). [1] 
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3.3.2 Die Neutralisation des Komplementfaktors C5a reduziert die Krankheitsschwere der 

murinen Pneumokokkenpneumonie 

Mit NOX-D19 behandelte, infizierte Tiere zeigten einen deutlich gebesserten Allgemeinzu-

stand, gemessen am klinischen Score (s. Abb. 9). 

 

Abb. 9 Klinischer Score murine Pneumokokkenpneumonie 

C57Bl/6N Mäuse wurden mit 5∙106 KBE Streptococcus pneumoniae S. pn. (Serotyp 3, Stamm NCTC 

7978) transnasal infiziert. Zum Infektionszeitpunkt 0 h und 24 h post infectionem (p.i.). erhielten die 

Versuchstiere das L-RNA Aptamer NOX-D19 (20 mg/kg KG) bzw. 5%-ige Glukoselösung intraperi-

toneal. Es wurde eine PBS-kontrollinfizierte, 5% Glukose behandelte Gruppe mitgeführt. 

Die spezifischen klinischen Symptome wie das Aktivitätsniveau, das Trink-, Fress- sowie Sozialverhal-

ten und die Änderung der Atmung wurden auf einer Skala von 0 (fehlend); 1 (vorhanden) und 2 (schwer) 

zum Zeitpunkt 24 h p.i. (Ktr. Kontrolle) und 48 h p.i. (S. pn. infizierte Tiere) bewertet.  

Die Daten sind als Mittelwert + SD angegeben (**p<0,01 vs. PBS-Kontrolle; #p<0,05 vs. S. pneumo-

niae-infizierte, glukosebehandelte Gruppe; multiple Mann-Whitney U-Tests mit Bonferroni Korrektur). 

[1] 

3.3.3 Die Neutralisation des Komplementfaktors C5a hat keinen Einfluss auf die Rekrutie-

rung der Leukozyten ins Lungenparenchym  

Die murine Pneumokokkenpneumonie führt über Rekrutierung von Leukozytensubpopulatio-

nen zu einer massiven lokalen Entzündungsreaktion. Bereits zum Zeitpunkt 24 h p.i. wurden in 

der BALF infizierter Tiere erhöhte Leukozytenzahlen nachgewiesen (s. Abb. 10). Den größten 

Anteil hierunter stellten die polymorphkernigen Leukozyten (Polymorphonuclear leukocyte; 

PMN) dar. Der relative Anteil der Lymphozyten und Makrophagen war 24 h p.i. entsprechend 

vermindert. Die Behandlung mit dem L-RNA Aptamer NOX-D19 hatte keinen Einfluss auf die 

lokale Leukozytenrekrutierung. 
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C57Bl/6N Mäuse wurden mit 5∙106 KBE Streptococcus pneumoniae S. pn. (Serotyp 3, Stamm NCTC 

7978) transnasal infiziert. Zum Infektionszeitpunkt 0 h und 24 h post infectionem (p.i.) erhielten die 

Versuchstiere das L-RNA Aptamer NOX-D19 (20 mg/kg KG) bzw. 5%-ige Glukoselösung intraperi-

toneal. Es wurde eine PBS-kontrollinfizierte, 5% Glukose behandelte Gruppe mitgeführt. Die Differen-

zierung der Leukozyten erfolgte zu den Zeitpunkten 24 h und 48 h mittels FACS-Analyse in der BALF. 

Die Daten sind als Mittelwert + SD angegeben (****p<0,0001; *p<0,05 vs. PBS-Kontrolle; one-way 

ANOVA und Korrektur für multiples Testen nach Sidak). Abkürzungen: AM Alveolarmakrophagen, 

LYM Lymphozyten, PMN Polymorphonuclear leukocyte Neutrophile Granulozyten. [1] 

3.3.4 Die Neutralisation von C5a zeigt keinen Einfluss auf die Immunantwort 

C5a repräsentiert ein potentes Anaphylatoxin, das auf nukleärer Ebene zu einer gesteigerten 

Expression und Ausschüttung von proinflammatorischen Zytokinen führt. Im Rahmen der 

murinen Pneumokokkenpneumonie wurden für alle erhobenen Zytokine erhöhte Konzentratio-

nen im Vergleich zur PBS-kontrollinfizierten Gruppe gemessen (s. Abb. 11). Es bestanden 

keine Unterschiede zu infizierten mit Glukose behandelten und infizierten NOX-D19 behan-

delten Tieren. 
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Abb. 10 Leukozyten in der bronchoalveolären Lavageflüssigkeit (BALF) 
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C57Bl/6N Mäuse wurden mit 5∙106 KBE Streptococcus pneumoniae S. pn. (Serotyp 3, Stamm NCTC 

7978) transnasal infiziert. Zum Infektionszeitpunkt 0 h und 24 h post infectionem (p.i.) erhielten die 

Versuchstiere das L-RNA Aptamer NOX-D19 (20 mg/kg KG) bzw. 5%-ige Glukoselösung intraperi-

toneal. Es wurde eine PBS-kontrollinfizierte, 5% Glukose behandelte Gruppe mitgeführt. Die Quantifi-

zierung der Zytokinkonzentrationen in der BALF zu den Zeitpunkten 24 h und 48 h nach Infektion 

erfolgte mittels Bio-Plex Pro™ Assay. Die Daten sind als Mittelwert + SD angegeben (****p<0,0001; 

***p<0,001; **p<0,01 vs. PBS-Kontrolle; one-way ANOVA und Korrektur für multiples Testen nach 

Sidak). Abkürzungen: CCL, CXCL Chemokinligand, IL Interleukin, G-CSF growth colony-stimulating 

factor. [1] 

3.3.5 Die Neutralisation von C5a führt in der Pneumokokkenpneumonie zu keiner Änderung der 

lokalen Bakterienlast 

Die Behandlung mit der Studienmedikation NOX-D19 hatte keinen Einfluss auf die lokale Bak-

terienlast Pneumokokken-infizierter Tiere (s. Abb. 12). 
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Abb. 11 Lokales Zytokinprofil in der broncholveolären Lavageflüssigkeit (BALF) 
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Abb. 12 Bakterienlast in der bronchoalveolären Lavageflüssigkeit 

C57Bl/6N Mäuse wurden mit 5∙106 KBE Streptococcus pneumoniae S. pn. (Serotyp 3, Stamm NCTC 

7978) transnasal infiziert. Zum Infektionszeitpunkt 0 h und 24 h post infectionem (p.i.) erhielten die 

Versuchstiere das L-RNA Aptamer NOX-D19 (20 mg/kg KG) bzw. 5%-ige Glukoselösung intraperi-

toneal. Die Bestimmung der Bakterienlast erfolgte für die S. pn.-infizierten Tiere jeweils nach 24 h und 

48 h. Die Daten sind als Mittelwert + SD angegeben (one-way ANOVA und und Korrektur für multiples 

Testen nach Sidak). Abkürzungen: KBE Kolonie-bildende Einheit. [1] 

3.4 Pneumonie als systemische Inflammation 

3.4.1 Die Neutralisation von C5a zeigt keinen Einfluss auf die systemische zelluläre Immun-

antwort 

Die Pneumokokkenpneumonie ist nicht nur auf ein lokales Entzündungsgeschehen begrenzt, 

sondern aggraviert als systemische Immunreaktion das klinische Bild. Innerhalb von 48 h nach 

Infektion zeigte sich in Form einer Reduktion der absoluten Gesamtleukozytenzellzahl das Bild 

einer septikämischen Leukozytopenie (s. Abb. 13). In der NOX-D19 behandelten Gruppe wur-

den tendenziell höhere Gesamtleukozytenzellzahlen gemessen, jedoch zeigten sich in allen 

Leukozytensubpopulationen letzlich keine Unterschiede zwischen kontrollbehandelten und 

NOX-D19 behandelten Tieren.  
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C57Bl/6N Mäuse wurden mit 5∙106 KBE Streptococcus pneumoniae S. pn. (Serotyp 3, Stamm NCTC 

7978) transnasal infiziert. Zum Infektionszeitpunkt 0 h und 24 h post infectionem (p.i.) erhielten die 

Versuchstiere das Spiegelmer NOX-D19 (20 mg/kg KG) bzw. 5%-ige Glukoselösung intraperitoneal. 

Es wurde eine PBS-kontrollinfizierte, 5% Glukose behandelte Gruppe mitgeführt. Die Differenzierung 

der Leukozyten aus dem Vollblut erfolgte zu den Zeitpunkten 24 h und 48 h mittels FACS-Analyse. Die 

Daten sind als Mittelwert + SD angegeben (****p<0,0001; ***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05 vs. PBS-

Kontrolle; one-way ANOVA und Korrektur für multiples Testen nach Sidak). Abkürzungen: PMN Po-

lymorphonuclear leukocyte Neutrophile Granulozyten. [1] 

3.4.2 Die Neutralisation von C5a bewirkt eine Reduktion systemischer G-CSF-Levels  

Eine durch Pneumokokken induzierte CAP stellt ebenso eine Systemerkrankung mit Aktivie-

rung einer systemischen Inflammation dar. Aus diesem Grund erfolgte die Quantifizierung der 

Zytokine CXCL1, CXCL2, CCL3, IL-1β, IL-6, G-CSF und IL-10 ebenfalls im Blutplasma 

(s. Abb. 14). Sie wurde mittels Bio-Plex Pro™ Assay zu den Zeitpunkten 24 h und 48 h durch-

geführt. Es zeigten sich signifikante Anstiege aller genannten Zytokine 48 h p.i. in den kon-

trollbehandelten, infizierten Tieren (p<0,001-0,0001). Des Weiteren zeigten sich für die Zyto-

kine CXCL1, CXCL2, CCL3, IL-1β, IL-6 und IL-10 tendenziell reduzierte Level durch C5a 

Neutralisation. Für G-CSF wurden 48 h p.i. signifikant reduzierte Konzentrationsspiegel im 

Vergleich zu kontrollbehandelten, infizierten Tieren gemessen (p<0,001).  
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Abb. 13 Leukozyten im Vollblut 
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C57Bl/6N Mäuse wurden mit 5∙106 KBE Streptococcus pneumoniae S. pn. (Serotyp 3, Stamm NCTC 

7978) transnasal infiziert. Zum Infektionszeitpunkt 0 h und 24 h post infectionem (p.i.) erhielten die 

Versuchstiere das Spiegelmer NOX-D19 (20 mg/kg KG) bzw. 5%-ige Glukoselösung intraperitoneal. 

Es wurde eine PBS-kontrollinfizierte, 5% Glukose behandelte Gruppe mitgeführt. Die Quantifizierung 

der Zytokinkonzentrationen im Blutplasma erfolgte mittels Bio-Plex Pro™ Assay zu den Zeitpunkten 

24 h und 48 h nach Infektion. Die Daten sind als Mittelwert + SD angegeben (****p<0,0001; **p<0,01 

vs. PBS-Kontrolle; ###p<0,001 vs. S. pn. infizierte, glukosekontrollbehandelte Gruppe; one-way A-

NOVA und Korrektur für multiples Testen nach Sidak). Abkürzungen: CCL, CXCL Chemokinligand; 

IL Interleukin, G-CSF growth colony-stimulating factor. [1] 

3.4.3 Die Neutralisation von C5a hat keinen Effekt auf die bakteriämische Absiedlung der 

Pneumokokken  

Die entzündungsbedingte Schädigung der pulmonalvaskulären Barriere ermöglicht ebenso eine 

bakterielle Absiedlung nach extrapulmonal. Es erfolgte die Quantifizierung der Streptokokken 

im Blut und in der Milz (s. Abb. 15). Die Bakterienlast im Blut sowie in der Milz wurde durch 

die Therapie mit NOX-D19 nicht beeinflusst. 
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Abb. 14 Zytokinprofil des Blutplasmas 
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C57Bl/6N Mäuse wurden mit 5∙106 KBE Streptococcus pneumoniae S. pn. (Serotyp 3, Stamm NCTC 

7978) transnasal infiziert. Zum Infektionszeitpunkt 0 h und 24 h post infectionem (p.i.) erhielten die 

Versuchstiere das Spiegelmer NOX-D19 (20 mg/kg KG) bzw. 5%-ige Glukoselösung intraperitoneal. 

Die Bestimmung der Bakterienlast erfolgte für die S. pn.-infizierten Tiere jeweils nach 24 h und 48 h 

aus dem Vollblut (A) sowie in der Milz (B). Die Daten sind als Mittelwert + SD angegeben (one-way 

ANOVA und Korrektur für multiples Testen nach Sidak). Abkürzungen: KBE Kolonie-bildende Einheit. 

[1] 

3.5 Extrapulmonaler Organschaden 

Im septischen Geschehen kommt es im klinischen Verlauf der pneumogenen Sepsis zur Ent-

wicklung eines Multiorganversagens. Daher wurde die Wirkung der C5a Neutralisation auf 

renaler und hepatischer Ebene untersucht. Zur Ermittlung des renalen Organschadens erfolgte 

die Quantifizierung des Nierenretentionsparameters Harnstoff (HST) aus murinem Plasma 24 h 

und 48 h p.i. (s. Abb. 16). Mit der Quantifizierung von Aspartataminotransferase (AST) wurde 

der hepatozelluläre Schaden auf mitochondrialer Ebene (s. Abb. 17) erfasst und mittels immun-

histochemischer Färbung von Caspase 3a histologisch dargestellt (s. Abb. 18 und Abb. 19). Des 

Weiteren wurde der Effekt der C5a Neutralisation auf das hämostaseologische System unter-

sucht und durch Anfärbung von Fibrin im Leberschnitt visualisiert (s. Abb. 20 und Abb. 21). 

3.5.1 Die Neutralisation von C5a hat keinen Einfluss auf akutes Nierenversagen 

In der pneumogenen Sepsis kam es zu einem signifikanten Anstieg von HST im Plasma (s. Abb. 

16) (p<0,01), die Neutralisation von C5a zeigte bezüglich des Nierenversagens keinen protek-

tiven Effekt. 
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Abb. 15 Bakterienlast im Blut und in der Milz 
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Abb. 16 Konzentration Harnstoff im Blutplasma 

C57Bl/6N Mäuse wurden mit 5∙106 KBE Streptococcus pneumoniae S. pn. (Serotyp 3, Stamm NCTC 

7978) transnasal infiziert. Zum Infektionszeitpunkt 0 h und 24 h post infectionem (p.i.) erhielten die 

Versuchstiere das Spiegelmer NOX-D19 (20 mg/kg KG) bzw. 5%-ige Glukoselösung intraperitoneal. 

Es wurde eine PBS-kontrollinfizierte, 5% Glukose behandelte Gruppe mitgeführt (Ktr.). Die Quantifi-

zierung der Harnstoff Konzentrationen im Blutplasma wurde zu den Zeitpunkten 24 h (nur Kontroll-

gruppe) und 48 h p.i. durchgeführt. Die Daten sind in Form von Box-Plots, inclusive Median sowie 

Interquartilabstand, dargestellt. (**p<0,01 vs. Kontrolle; Mann-Whitney U-Test mit Bonferroni Korrek-

tur für multiple Vergleiche). [1] 

3.5.2 Die Neutralisation von C5a wirkt protektiv auf das Entstehen eines Leberversagens 

Die pneumogene Sepsis führte 48 h p.i. zu einem Anstieg der AST-Level im Plasma (p<0,0001) 

(s. Abb. 17) und markiert damit eine ausgedehnte Leberschädigung. Durch die Neutralisation 

von C5a zeigten sich reduzierte Konzentrationen für AST (p<0,05). Konsistent hierzu zeigte 

sich im Leberparenchym 48 h p.i. das Bild einer ausgeprägten Apoptose, dargestellt durch 

Caspase 3a positive Färbung (s. Abb. 18). Bei NOX-D19 behandelten Tieren war diese nicht 

mehr nachweisbar. In Abb. 20 zeigt sich zudem, dass durch NOX-D19 eine Ausfällung von 

Fibrin im Mikrozirkulationssystem ausblieb, wohingegen sich in Schnitten unbehandelter infi-

zierter Tiere deutlich Fibrin positive Areale zeigten. Die immunhistochemische Scoring Fre-

quenz zeigen die jeweiligen Abb. 19 und Abb. 21. 
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Abb. 17 Konzentration AST im Blutplasma 

C57Bl/6N Mäuse wurden mit 5∙106 KBE Streptococcus pneumoniae S. pn. (Serotyp 3, Stamm NCTC 

7978) transnasal infiziert. Zum Infektionszeitpunkt 0 h und 24 h post infectionem (p.i.) erhielten die 

Versuchstiere das Spiegelmer NOX-D19 (20 mg/kg KG) bzw. 5%-ige Glukoselösung intraperitoneal. 

Es wurde eine PBS-kontrollinfizierte, 5% Glukose behandelte Gruppe mitgeführt (Ktr.). Die Quantifi-

zierung der AST-Konzentrationen im Blutplasma wurde zu den Zeitpunkten 24 h (nur Kontrollgruppe) 

und 48 h p.i. durchgeführt. Die Daten sind in Form von Box-Plots, inclusive Median sowie Interquar-

tilabstand, dargestellt. (****p<0,0001 vs. Kontrolle; #p<0,05 vs. S. pneumoniae-infizierte, glukosekon-

trollbehandelte Gruppe; Mann-Whitney U-Test mit Bonferroni Korrektur für multiple Vergleiche). [1] 
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C57Bl/6N Mäuse wurden mit 5∙106 KBE Streptococcus pneumoniae S. pn. (Serotyp 3, Stamm NCTC 

7978) transnasal infiziert. Zum Infektionszeitpunkt 0 h und 24 h post infectionem (p.i.) erhielten die 

Versuchstiere das Spiegelmer NOX-D19 (20 mg/kg KG) bzw. 5%-ige Glukoselösung intraperitoneal. 

Es wurde eine PBS-kontrollinfizierte, 5% Glukose behandelte Gruppe mitgeführt (Ktr.). Die Leberpro-

ben wurden 24 h bzw. 48 h p.i. gewonnen. Die immunhistochemische Markierung von Caspase 3a stellt 

sich durch rötlichbraune Färbung dar (Pfeil), zentrale Nekrosebereiche sind exemplarisch durch ein 

Sternchen (*) markiert. Maßstabsbalken: 100 µm. [1] 

 

 

 
Abb. 19 Immunhistochemische Scoring Frequenz von Caspase 3a in der Leber 

C57Bl/6N Mäuse wurden mit 5∙106 KBE Streptococcus pneumoniae S. pn. (Serotyp 3, Stamm NCTC 

7978) transnasal infiziert. Zum Infektionszeitpunkt 0 h und 24 h post infectionem (p.i.) erhielten die 

Versuchstiere das Spiegelmer NOX-D19 (20 mg/kg KG) bzw. 5%-ige Glukoselösung intraperitoneal. 

Es wurde eine PBS-kontrollinfizierte, 5% Glukose behandelte Gruppe mitgeführt (Ktr.). Die Leberpro-

ben wurden 24 h bzw. 48 h p.i. gewonnen. Die Gewebe wurden immunhistochemisch gefärbt und be-

wertet (0, kein Signal; 1, positives Signal). Die Daten sind als gestapelte Balken dargestellt. [1] 
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Abb. 18 Immunhistochemische Färbung von Caspase 3a in der Leber 
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C57Bl/6N Mäuse wurden mit 5∙106 KBE Streptococcus pneumoniae S. pn. (Serotyp 3, Stamm NCTC 

7978) transnasal infiziert. Zum Infektionszeitpunkt 0 h und 24 h post infectionem (p.i.) erhielten die 

Versuchstiere das Spiegelmer NOX-D19 (20 mg/kg KG) bzw. 5%-ige Glukoselösung intraperitoneal. 

Es wurde eine PBS-kontrollinfizierte, 5% Glukose behandelte Gruppe mitgeführt (Ktr.). Die Leberpro-

ben wurden 24 h bzw. 48 h p.i. gewonnen. Die immunhistochemische Markierung von Fibrin stellt sich 

durch rötlichbraune Färbung dar, (Pfeil), zentrale Nekrosebereiche sind exemplarisch durch ein Stern-

chen (*) markiert. Maßstabsbalken: 100 µm. [1] 

 

 

 
Abb. 21 Immunhistochemische Scoring Frequenz von Fibrin in der Leber 

C57Bl/6N Mäuse wurden mit 5∙106 KBE Streptococcus pneumoniae S. pn. (Serotyp 3, Stamm NCTC 

7978) transnasal infiziert. Zum Infektionszeitpunkt 0 h und 24 h post infectionem (p.i.) erhielten die 

Versuchstiere das Spiegelmer NOX-D19 (20 mg/kg KG) bzw. 5%-ige Glukoselösung intraperitoneal. 

Es wurde eine PBS-kontrollinfizierte, 5% Glukose behandelte Gruppe mitgeführt (Ktr.). Die Leberpro-

ben wurden 24 h bzw. 48 h p.i. gewonnen. Die Leberproben wurden 24 h bzw. 48 h p.i. gewonnen. Die 

Gewebe wurden immunhistochemisch gefärbt und bewertet (0, kein Signal; 1, positives Signal) . Die 

Daten sind als gestapelte Balken dargestellt. [1] 
 

 

 

Abb. 20 Immunhistochemische Färbung von Fibrin in der Leber 
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3.6 Neutralisation von C5a im Modell des beatmungsassoziierten Lungen-

schadens (VILI) in der Pneumokokkenpneumonie und Sepsis 

3.6.1 Die Neutralisation von C5a stabilisiert die pulmonalvaskuläre Permeabilität beim VILI 

in der Pneumokokkenpneumonie und Sepsis 

Die invasive Beatmung führt bei Vorliegen einer pneumogenen Sepsis zu einer zusätzlichen 

Schädigung der pulmonalvaskulären Barriere. Dies wurde mittels Messung von humanem 

Serumalbumin in der bronchoalveolären Lavageflüssigkeit und dem Blutplasma und 

anschließender Bildung des Quotienten quantifiziert. (s. Abb. 22) Unter der inasiven Beatmung 

zeigte sich ein deutlicher Anstieg der pulmonalvaskulären Permeabilität (p<0,01) im Vergleich 

zu nicht beatmeten Tieren. Die Neutralisation von C5a bewirkte eine signifikante Reduktion 

der Hyperpermeabilität im double-hit-Modell (p<0,01). 
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Abb. 22 Pulmonalvaskuläre Permeabilität der Lunge 

C57Bl/6N Mäuse wurden mit 5∙106 KBE Streptococcus pneumoniae S. pn. (Serotyp 3, Stamm NCTC 

7978) transnasal infiziert bzw. mit PBS kontrollinfiziert (Ktr.) und 23 h post infectionem (p.i.) mit NOX-

D19 (20 mg/kg KG) oder 5% Glukose intraperitoneal behandelt. Die Versuchstiere wurden 24 h p.i. für 

eine Dauer von 6 h einer invasiven Beatmung am MiniVent® unterzogen (Parameter: Tidalvolu-

men= 12 mL/kg KG, Atemfrequenz= 120/min, positiver end-exspiratorischer Druck (positive end-expi-

ratory pressure PEEP)= 2 cmH2O, inspiratorische Sauerstofffraktion FiO2= 0,7). Es wurden zwei nicht-

ventilierte Kontrollgruppen mitgeführt. Der Versuchsendpunkt wurde auf 30 h p.i. festgelegt. 90 min 

vor Versuchsende wurde HSA intravenös appliziert. Die Konzentration von HSA wurde 30 h p.i. per 

ELISA im Blutplasma und in der bronchoalveolären Lavageflüssigkeitflüssigkeit (BALF) gemessen. 

Der Quotient aus der HSA Konzentration in der BALF (cHSABALF) und der HSA Konzentration im 

Plasma (cHSAPlasma) wurde als Marker für die pulmonalvaskuläre Permeabilität berechnet. Die Daten 

sind als Mittelwert + SD angegeben (**p<0,01 vs. angezeigte Gruppe; ##p<0,01 vs. S. pneumoniae-

infizierte, glukosekontrollbehandelte Gruppe; one-way ANOVA und Korrektur für multiples Testen 

nach Sidak). Abkürzungen: HSA humanes Serumalbumin, MV mechanical ventilation (invasive Beat-

mung). [1] 
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3.6.2 Die Neutralisation von C5a bewirkt eine Reduktion des mittleren Atemwegsdruckes 

Invasive Beatmung und vor allem die volumenkontrollierte Beatmung bedingt durch die Reor-

ganisation des Lungengewebes, insbesondere durch Entwicklung eines Lungenödems, einen 

Anstieg des mittleren Atemwegsdrucks (MAP). In Abb. 23 wird der MAP im zeitlichen Verlauf 

der invasiven Beatmung visualisiert, es zeigte sich bei infizierten und beatmeten Tieren ein 

frühzeitiger Anstieg. Bei kontrollinfizierten, beatmeten Tieren war der Anstieg des MAP deut-

lich verzögert. 

In Abb. 24 wird der MAP nach 6 h Ventilation veranschaulicht. Die Daten zeigten, dass die 

Neutralisation von C5a in der pneumogenen Sepsis bei invasiver Beaatmung zu einer Reduk-

tion des Atemwegsdruckes im Vergleich zu unbehandelten Tieren führte (p<0,05). 
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Abb. 23 Mittlerer Atemwegsdruck im zeitlichen Verlauf der mechanischen Beatmung 

C57Bl/6N Mäuse wurden mit 5∙106 KBE Streptococcus pneumoniae S. pn. (Serotyp 3, Stamm NCTC 

7978) transnasal infiziert bzw. mit PBS kontrollinfiziert. Die Tiere erhielten zum Zeitpunkt 23 h post 

infectionem (p.i.) das Spiegelmer NOX-D19 (20 mg/kg KG) oder eine Kontrollbehandlung mit 5% Glu-

koselösung. Die Versuchstiere wurden 24 h p.i. für eine Dauer von 6 h einer invasiven Beatmung am 

MiniVent® unterzogen (Parameter: Tidalvolumen= 12 mL/kg KG, Atemfrequenz= 120/min, positiver 

end-exspiratorischer Druck (positive end-expiratory pressure PEEP)= 2 cmH2O, inspiratorische Sauer-

stofffraktion FiO2= 0,7). Der Versuchsendpunkt wurde auf 30 h p.i. festgelegt. Der mittlere Atemwegs-

druck (MAP) wurde in 10-minütigen Abständen erfasst. Die Daten sind als Mittelwert + SD angegeben. 

[1] 
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Abb. 24 Mittlerer Atemwegsdruck nach 6 h mechanischer Beatmung 

C57Bl/6N Mäuse wurden mit 5∙106 KBE Streptococcus pneumoniae S. pn. (Serotyp 3, Stamm NCTC 

7978) transnasal infiziert bzw. mit PBS kontrollinfiziert. Die Tiere erhielten zum Zeitpunkt 23 h post 

infectionem (p.i.) das Spiegelmer NOX-D19 (20 mg/kg KG) oder eine Kontrollbehandlung mit 5% Glu-

koselösung. Die Versuchstiere wurden 24 h p.i. für eine Dauer von 6 h einer invasiven Beatmung am 

MiniVent® unterzogen (Parameter: Tidalvolumen= 12 mL/kg KG, Atemfrequenz= 120/min, positiver 

end-exspiratorischer Druck (positive end-expiratory pressure PEEP)= 2 cmH2O, inspiratorische Sauer-

stofffraktion FiO2= 0,7). Der Versuchsendpunkt wurde auf 30 h p.i. festgelegt. Veranschaulicht werden 

die mittleren Atemwegsdrücke (mean airway pressure MAP) zum Zeitpunkt t= 6 h invasiver Beatmung. 

Die Daten sind als Mittelwert + SD angegeben (**p<0,01 vs. PBS-Kontrolle; #p<0,05 vs. S. pneumo-

niae-infizierte, glukosekontrollbehandelte Gruppe; one-way ANOVA und Korrektur für multiples Tes-

ten nach Sidak). [1] 

3.6.3 Die Neutralisation von C5a hat keinen Einfluss auf die zelluläre Immunantwort im dou-

ble-hit Modell der pneumogenen Sepsis und des VILI  

Die Quantifizierung sowie Differenzierung der Leukozytenpopulationen wurde 30 h p.i. mittels 

FACS-Analyse aus der BALF durchgeführt. 

In der pneumogenen Sepsis führt eine zusätzliche invasive Beatmung über Endothelzellaktivie-

rung zu einer vermehrten Extravasation und Rekrutierung von Leukozyten ins Lungenpa-

renchym. In der vorliegenden Arbeit zeigte sich im double-hit Modell ein deutlicher Anstieg 

der Gesamtleukozytenzahl (p<0,001) sowie der der Anzahl neutophiler Granulozyten (Abb. 

25). Die Neutralisation von C5a hatte jedoch keinen Einfluss auf die Anzahl sowie Verteilung 

der Leukozytenpopulationen.  
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Abb. 25 Leukozyten in der bronchoalveolären Lavage im double-hit Modell 

C57Bl/6N Mäuse wurden mit 5∙106 KBE Streptococcus pneumoniae S. pn. (Serotyp 3, Stamm NCTC 

7978) transnasal infiziert bzw. mit PBS kontrollinfiziert. Die Tiere erhielten zum Zeitpunkt 23 h post 

infectionem (p.i.) das Spiegelmer NOX-D19 (20 mg/kg KG) oder eine Kontrollbehandlung mit 5% Glu-

koselösung. Die Versuchstiere wurden 24 h p.i. für eine Dauer von 6 h einer invasiven Beatmung am 

MiniVent® unterzogen (Parameter: Tidalvolumen= 12 mL/kg KG, Atemfrequenz= 120/min, positiver 

end-exspiratorischer Druck (positive end-expiratory pressure PEEP)= 2 cmH2O, inspiratorische Sauer-

stofffraktion FiO2= 0,7) Es wurden zwei nicht-ventilierte Kontrollgruppen mitgeführt. Der Versuchs-

endpunkt wurde auf 30 h p.i. festgelegt. Die Differenzierung der Leukozyten erfolgte zum Zeitpunkt 

30 h mittels FACS-Analyse. Die Daten sind als Mittelwert +  SD angegeben (****p<0,0001; 

***p<0,001; **p<0,01 vs. angezeigte Gruppe; one-way ANOVA und Korrektur für multiples Testen 

nach Sidak). Abkürzungen: AM Alveolarmakrophagen, LYM Lymphozyten, MV mechanical ventila-

tion (invasive Beatmung), PMN Polymorphonuclear leukocyte Neutrophile Granulozyten. [1] 

3.6.4 Die Neutralisation von C5a hat im Modell des beatmungsassoziierten Lungenschadens 

in der pneumogenen Sepsis keinen signifikanten Einfluss auf die Sekretion inflammato-

rischer Mediatoren  

In dieser Dissertation wurde der Zusammenhang der C5a-Neutralisation bei invasiver Beat-

mung im Modell der Pneumokokken-induzierten Pneumonie und Sepsis auf das lokale proin-

flammatorische Zytokinprofil untersucht (s. Abb. 26). Die Quantifizierung der Zytokine 

CXCL1, CCL3, IL-6, G-CSF und IL-10 erfolgte mittels Bio-Plex Pro™ Assays zum Zeitpunkt 

30 h aus der BALF.  
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Im double-hit Modell zeigte sich nach 30 h ein signifikanter Anstieg aller gemessenen Zytokine 

(p<0,05-0,0001). Die Neutralisation von C5a führte zu signifikant niedrigeren CCL3 Konzent-

rationen bei beatmeten, S. pn. infizierten Tieren im Vergleich zu 5% Glukose behandelten Tie-

ren (p<0,05). Weitere Zytokine wurden durch NOX-D19 nicht beeinflusst. 

 
Abb. 26 Lokales Zytokinprofil in der bronchoalveolären Lavage (BALF) 

C57Bl/6N Mäuse wurden mit 5∙106 KBE Streptococcus pneumoniae S. pn. (Serotyp 3, Stamm NCTC 

7978) transnasal infiziert bzw. mit PBS kontrollinfiziert. Die Tiere erhielten zum Zeitpunkt 23 h post 

infectionem (p.i.) das Spiegelmer NOX-D19 (20 mg/kg KG) oder eine Kontrollbehandlung mit 5% Glu-

koselösung. Die Versuchstiere wurden 24 h p.i. für eine Dauer von 6 h einer mechanischen Beatmung 

am MiniVent® unterzogen (Parameter: Tidalvolumen= 12 mL/kg KG, Atemfrequenz= 120/min, posi-

tiver end-exspiratorischer Druck (positive end-expiratory pressure PEEP)= 2 cmH2O, inspiratorische 

Sauerstofffraktion FiO2= 0,7) Es wurden zwei nicht-ventilierte Kontrollgruppen mitgeführt. Der Ver-

suchsendpunkt wurde auf 30 h p.i. festgelegt. Die Quantifizierung der Zytokinkonzentrationen aus der 

BALF zum Zeitpunkt 30 h nach Infektion erfolgte mit dem Bio-Plex Pro™ Assay. Die Daten sind als 

Mittelwert + SD angegeben (****p<0,0001; **p<0,01; *p<0,05 vs. angezeigte Gruppe; #p<0,05 vs. S. 

pn. infizierte, glukosekontrollbehandelte Gruppe; one-way ANOVA und Korrektur für multiples Testen 

nach Sidak). Abkürzungen: CCL, CXCL Chemokinligand; IL Interleukin, G-CSF growth colony-stim-

ulating factor, MV mechanical ventilation (invasive Beatmung). [1]
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4 Diskussion 

Die schwere CAP birgt das Risiko schwerwiegender, intensivpflichtiger klinischer Verläufe. 

Trotz suffizienter Antibiotikatherapie und supportiven intensivmedizinischen Maßnahmen sind 

komplikative Verläufe wie die des akuten Lungenversagens und der damit verbundenen 

pneumogenen Sepsis häufig und gehen mit einer hohen Mortalität einher. Eine potentiell schä-

digende Entzündungsantwort ist ein wichtiger Bestandteil der Pathophysiologie dieser Erkran-

kung. Neue adjunktive Therapiestrategien, die diesen Pathomechanismus lokal und systemisch 

adressieren, könnten den Verlauf der Erkrankung positiv beeinflussen. C5a ist ein potentes pro-

inflammatorisches Molekül, das auch direkte schädigende Wirkung auf die vaskuläre Barriere-

funktion hat (83–86). Vor diesem Hintergrund wurden in der vorliegenden Arbeit C5a Spiegel 

in Patienten mit CAP analysiert und der Effekt der Neutralisierung des Anaphylatoxins C5a 

mittels des L-RNA-Aptamers NOX-D19 in einem Mausmodell der schweren Pneumokokken-

pneumonie untersucht. 

Als zentrales Ergebnis dieser Arbeit zeigten sich erhöhte Wirkspiegel des Anaphylatoxins C5a 

sowohl in der humanen CAP als auch im murinen CAP Modell.  

Die Neutralisation von C5a mittels des L-RNA-Aptamers NOX-D19 wirkte sich protektiv auf 

pneumonieassoziierten Lungen- und sepsisassoziierten Leberschaden aus. Damit könnte die 

spezifische Neutralisation von C5a einen Ansatzpunkt adjunktiver Therapiestrategien in der 

schweren CAP darstellen. [1] 

 

Unsere Untersuchungen der PROGRESS-Seren zeigten erhöhte C5a Spiegel bei Patienten mit 

ambulant erworbener Pneumonie (CAP). Die Serumproben wurden von Patienten, die aufgrund 

ihrer schweren CAP hospitalisiert wurden, innerhalb von 48 h nach Diagnosestellung gewon-

nen. Übereinstimmend mit den Analysen aus Patientenseren zeigten sich im Frühstadium der 

schweren murinen Pneumokokkenpneumonie erhöhte C5a Spiegel. Im Verlauf der Erkrankung 

nahmen die Spiegel ab. 

Vergleichbare Studien zeigten entweder verminderte (128, 129) oder gleichbleibende C5a Spie-

gel (130). So fanden beispielsweise Gressner et al. bei kritisch Kranken, die an einem Multior-

ganversagen litten oder sich bereits im septischen Schock befanden, signifikant verminderte 

Spiegel für C5a. Nebenbei bemerkt war die pneumogene Sepsis in dieser Studie hierfür die 

häufigste infektiöse Ursache und zeigte im Stadium der Sepsis die niedrigsten C5a Spiegel 

(128). Aber auch kritisch Kranke mit abdominalem Fokus wiesen bei Gardianli et al. vermin-

derte Spiegel für C5a auf (129). Dies ist durchaus nicht widersprüchlich, da die Messung der 

C5a Spiegel dieser Patienten im fortgeschrittenen Krankheitsverlauf, teilweise bei Vorliegen 
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des septischen Schocks, erfolgte. Dagegen befanden sich unsere Messzeitpunkte in einem 

früheren Erkrankungsstadium der Pneumonie. Der C5a Spiegel scheint folglich zu Beginn einer 

schweren Erkrankung erhöht zu sein und fällt schließlich wieder ab. 

Gressner et al. interpretierten die Ergebnisse deutlich niedriger C5a Spiegel bei septischen Pa-

tienten im Vergleich zu kritisch kranken Patienten ohne Sepsis durch einen hohen Verbrauch 

an Komplementfaktoren als mögliche Ursache (128). Eine mögliche Erklärung für den Ver-

brauch von Komplementfaktoren lieferten Fang YY et al.: C5a wird nach der Bindung an sei-

nem Rezeptor C5aR1 internalisiert (80). Das zeigte die Untersuchung der Rezeptorexpression 

von C5aR2 auf PMN von Patienten mit beginnender Sepsis sowie Patienten mit schwerer Sepsis 

bis hin zum septischen Schock. Fang YY et al. fanden eine zur Schwere der Sepsis korrelie-

rende reduzierte Rezeptorexpression von C5aR2 auf der Zelloberfläche der PMN sowie eine 

erhöhte Expression der internalisierten Rezeptoren C5aR2intra (131). Im anhaltenden inflamm-

atorischen Milieu scheint darüber hinaus ein umgekehrt proportionales Verhältnis zwischen 

klinischem Outcome und C5aR-Expression zu bestehen (80).  

Trotz tendenziell niedriger C5a Spiegel im fortgeschrittenen Verlauf der Sepsis hat C5a wei-

terhin biologische Relevanz. Denn die Exposition von C5a führt zur Anergie immunkompeten-

ter Zellen. So wiesen Huber-Lang et al. den Funktionsverlust der PMN durch Einschränkung 

der Chemotaxis nach (29), Riedemann et al. beschreiben eine Störung der Phagozytose sowie 

der Synthese von ROS (132) und wiesen auf eine gesteigerte Apoptose der Thymozyten im C5a 

Milieu hin (133). 

Unsere Subgruppenanalysen der PROGRESS-Daten von Patienten mit einer CAP und 

pneumogenen Sepsis zeigten keine Korrelation zur Krankheitsschwere (s. Tab. 11 und Tab. 12). 

Diese wurde anhand üblicher Scores wie CRB-65, SOFA, PSI etc. klassifiziert. Zudem standen 

die C5a Spiegel auch in keinem Zusammenhang zur hämodynamischen und respiratorischen  

Stabilität der Patienten. Des Weiteren korrelierten die C5a Spiegel auch nicht mit dem 

Gesamtüberleben der Patienten (Daten nicht gezeigt). Damit ergab sich aus unseren 

Korrelationsanalysen kein Hinweis darauf, dass C5a als Biomarker für die Diagnose oder 

Prognose der CAP Potential hat, was aber nicht ausschließt, dass C5a auch im Verlauf der CAP 

biologische Relevanz hat. 

 

Die vorliegende Arbeit zeigte sowohl bei Patienten der PROGRESS-Studie mit CAP als auch 

in unserem Tiermodell der frühen murinen Pneumokokkenpneumonie erhöhte Wirkspiegel von 

C5a sowohl in der bronchoalveolären Lavageflüssigkeit als auch im Blutplasma. Um die thera-

peutische Relevanz der C5a Neutralisation als mögliches adjunktives Therapieziel zu prüfen, 
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wurden 2 murine Modelle der schweren Pneumokokkenpneumonie untersucht. In beiden Mo-

dellen wurden die Mäuse transnasal mit S. pneumoniae infiziert. Die gewählte Infektionsdosis 

von 5∙106 KBE führte im ersten Pneumoniemodell innerhalb von 24 h zu einer schweren Pneu-

monie und nach 48 h zu einer pneumogenen Sepsis mit der Entwicklung von Lungen- sowie 

Organversagen (134–136). 

Als zweites Tiermodell wurde ein Modell der schweren beatmungspflichtigen Pneumokokken-

pneumonie angewandt. In diesem sehr komplexen Tiermodell wird das klinisch relevante Sze-

nario des beatmeten Patienten mit Pneumonie-assoziiertem Lungenversagen simuliert (121, 

137). Wie beschrieben addieren sich hier die Effekte des Pneumonie-assoziierten Lungenver-

sagens mit der schädigenden Wirkung der Überdruckbeatmung.  

Die Neutralisation des Anaphylatoxins erfolgte mittels des L-RNA-Aptamers NOX-D19. Die 

Therapiedosis von 20 mg/kg KG wurde basierend auf vorangegangenen Studien gewählt, so 

dass von einer effizienten Neutralisierung des Anaphylatoxins C5a ausgegangen werden kann 

(100). 

NOX-D19 ist gegenüber murinem L-C5a hochaffin (100), bindet spezifisch an C5adesArg wie 

auch an C5a (101) und ist, aufgrund seiner L-Aptamerstruktur wie auch aufgrund der PEG-

ylierung (PEG; Polyethylenglycol), durch seine Stabilität gegenüber Plasmanukleasen gekenn-

zeichnet (100, 138). Das L-RNA-Aptamer NOX-D19 bietet den großen Vorteil, das gesamte 

Molekül zu umgeben und damit zu inaktivieren, denn für das Molekül C5a ist eine sterische 

Bindungsspezifität an seinem G-Protein-gekoppelten Rezeptor bekannt (31, 139). So legten 

beispielsweise Ward et al. 2010 eine Verbesserung des 10 Tage Gesamtüberlebens von 23% in 

unbehandelten Tieren auf 83% bis zu 90% bei CLP-ligierten Ratten (caecum ligation punc-

ture = Punktion des Zäkums nach vorheriger Ligatur) nach Immunisierung mit IgG Antikörpern 

gegen C5a nahe, die in der mittleren bis C-terminalen Region von C5a binden, gegenüber denen, 

die mit IgG Antikörpern behandelt wurden, die am N-terminalen Ende von C5a binden (30). 

Bei der Neutralisation des gesamten C5 Moleküls, durch Eculizumab beispielsweise, treten ver-

mehrt Infektionen mit Neisseria meningitidis auf (140). Durch die gezielte Neutralisation von 

C5a soll dieser negative Effekt vermieden werden, da so die Aktivität von C5b nicht gehemmt 

und die Bildung des MAC gewährleistet wird (31, 81).  

Diese Dissertation untersuchte die Effekte der Neutralisation des Komplementfaktors C5a 

durch NOX-D19 als mögliches Adjuvanz in der Therapie der CAP ohne Einfluss einer antibi-

otischen Therapie und belegte protektive Effekte auf die pulmonalvaskuläre Hyperpermeabili-

tät sowie auf die sepsisbedingte akute Leberschädigung. 
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C5a ist im inflammatorischen Milieu an der Rekrutierung von PMN beteiligt (52, 76, 81, 98). 

Die Neutralisierung von C5a hatte in unseren Modellen keinen Einfluss auf die zelluläre In-

flammationsantwort, insbesondere nicht auf die Rekrutierung der PMN. Schlussfolgernd 

scheint der Einfluss von C5a auf die Rekrutierung der PMN nicht die Erklärung des beobach-

teten protektiven Effektes von C5a auf die pulmonalvaskuläre Permeabilität zu sein.  

C5a trägt durch Effekte an Endothelzellen unmittelbar zur Entstehung einer Barrieredysfunk-

tion bei (100). Da sich aus unseren Ergebnissen nach C5a Neutralisation in der schweren muri-

nen Pneumokokkenpneumonie weder Effekte auf die PMN-Rekrutierung noch auf die Zyto-

kinantwort zeigten, ist ein direkter Effekt auf die pulmonalvaskuläre Permeabilität zu vermuten. 

[1]  

 

Aufgrund seiner proinflammatorischen Funktion führte die Störung der C5a/C5a-Rezepto-

renachse in vergleichbaren Studien zu einer Reduktion der Zytokinspiegeln (76, 95–97). Proc-

tor et al. zeigten im Tiermodell des ARDS beispielsweise reduzierte Spiegel für TNFα nach 

Behandlung mit einem C5aR Antagonisten (95). Egge et al. dokumentierten ebenfalls in einem 

Tiermodell durch Hemmung der C5 Spaltung mittels Coversin reduzierte Spiegel für IL-1β, IL-

6 und IL-8 in der E. coli induzierten Sepsis (141). Jedoch wurde hier parallel CD14 mittels 

eines monoklonalen Antikörpers gehemmt, wodurch der Toll-like receptor 4 (TLR4) Signalweg 

und damit die Erkennung von Lipopolysacchariden stark eingeschränkt wird, was durch Ein-

schränkung der Pathogenerkennung schon eine abgeschwächte Immunreaktion vermuten lässt.  

Analog zur zellulären Inflammationsantwort konnten wir in unseren Tiermodellen dagegen, mit 

Ausnahme reduzierter Konzentrationsspiegel des CC-Chemokin-Liganden 3 (CCL3), keine 

Veränderung der pulmonalen Zytokinspiegel infolge einer C5a-Neutralisation messen. In einer 

Studie von Russkamp et al. führte die intratracheale Applikation von C5a zu einer gesteigerten 

Freisetzung von CCL3, was wiederum zur C5a-induzierten Lungenschädigung beitrug (76). 

Daraus ergibt sich für die Neutralisation von C5a allenfalls ein partieller Anteil immunmodu-

latorischer Wirkung in der lokalen Inflammationsantwort. 

Im Gegensatz dazu führte die C5a Neutralisation zu einer tendenziell reduzierten systemischen 

Zytokinantwort in der septischen Phase der Pneumonie. Insbesondere zeigten sich nach Neut-

ralisation mit NOX-D19 reduzierte Konzentrationen für G-CSF. Bosmann et al. fanden einen 

direkten Zusammenhang zwischen der Expression von G-CSF und den Spiegeln von C5a bei 

LPS-stimulierten peritonealen Makrophagen in vivo, was im Zusammenhang der Aktivierung 

des Phosphoinositol 3-Kinaseweges und Proteinkinase B Signalweges, den C5a aktiviert, inter-

pretiert wurde (142). Abschließend können unsere Daten den protektiven Effekt durch eine 
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Modulation der systemischen Immunantwort in der schweren Pneumokokkenpneumonie nicht 

ausschließen, jedoch auch nicht beweisen. Dafür sind weitergehende Untersuchungen notwen-

dig. [1] 

 

Das therapeutische Eingreifen in die angeborene Immunantwort auf Infektionen birgt das Ri-

siko der Immunsuppression. Das L-RNA-Aptamer NOX-D19 gewährleistet die Synthese des 

MAC, da das Spaltprodukt C5b zu dessen Bildung weiterhin zur Verfügung steht (31, 81). In 

dieser Dissertation wurde die Erregerlast in der BALF, im Blut und in der Milz gemessen. Die 

spezifische Neutralisation von C5a durch NOX-D19 zeigte als adjunktive Therapieoption kei-

nen nachteiligen Einfluss auf die bakterielle Ausbreitung. [1] 

 

In dem in dieser Arbeit verwendetem Pneumoniemodell entwickelten die Mäuse 48 h nach In-

fektion eine pneumogene Sepsis. Zusammen mit der beobachteten systemischen Entzündungs-

reaktion manifestierten sich in den Tiermodellen extrapulmonale Organfunktionsstörungen. 

Die Tiere entwickelten ein akutes Nierenversagen, was sich in Form eines Anstiegs von Harn-

stoff im Blutplasma wiederspiegelte sowie Anzeichen einer akuten Leberinsuffizienz und eine 

damit verbundene Gestörte lokale Mikrozirkulationsstörung. [1]) 

 

Die Daten dieser Dissertation wiesen unter NOX-D19 behandelten Tieren einen hepatoprotek-

tiven Effekt nach. Die Behandlung mit dem L-RNA-Aptamer NOX-D19 führte zu einer Re-

duktion der AST-Konzentration im Plasma S. pneumoniae-infizierter Tiere. Diverse in vivo 

Studien anderer Autoren zeigten vergleichbare Ergebnisse (29, 100, 143). Darüber hinaus 

konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass die Neutralisation von C5a mit NOX-

D19 ebenfalls mit einer reduzierten Expression des zentralen Apoptoseeffektors Caspase 3 ein-

herging (144, 145). Dies steht im Einklang mit dem aktuellen Kenntnisstand, dass C5a bei In-

flammation in der Lage ist, extrinsisch über die Bereitstellung der Liganden TNF-α und Fas 

Ligand (80, 146) oder direkt über Induktion der Caspasen 3, 6 und 9 (80, 133, 147) die 

Apoptosekaskade zu aktivieren. Interessanterweise korreliert die Konzentration der im Blut-

plasma gemessenen Caspase 3 septischer Patienten mit deren 30 Tage Mortalität (144). Das 

könnte bedeuten, dass NOX-D19 mit seinem C5a neutralisierenden Effekt eine protektive Wir-

kung in der Therapie der pneumogenen Sepsis haben könnte.  
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Die Pneumokokkenpneumonie beeinflusst die hepatozelluläre Genexpression (148, 149). Über 

die Sekretion der early-response Zytokine IL-1β, IL-6 und TNF-α und durch alveolär patrouil-

lierende Alveolarmakrophagen wird in der Leber parallel zur lokalen Inflammationsantwort die 

Akute-Phase Reaktion eingeleitet (150, 151). Über die Induktion der Transkriptionsfaktoren 

STAT3 und NF-κB werden Akute-Phase Proteine wie Fibrinogen und Komplementfaktoren ins 

Plasma sezerniert (149, 152). Ferner werden im Rahmen der Aktivierung C5aR auf zunächst 

C5aR-naiven Hepatozyten exprimiert (148). Die Quantität der C5aR-Expression zeigt sich di-

rekt abhängig von der Wirkdauer des septischen Milieus (153) und von der Konzentration von 

C5a und anderer entzündlicher Mediatoren (80, 154–158). Die Wechselwirkung von C5a an 

hepatozellulären C5aR geht mit gesteigertem Leberzellschaden einher (155). Dies könnte ein 

weiterer Erklärungsansatz der protektiven Wirkung der C5a Neutralisation in Bezug auf den 

hier provozierten Leberschaden in der pneumogenen Sepsis sein. 

 

Die der Sepsis zugrundeliegende Mikrozirkulationsstörung begleitet die Pathogenese der Or-

gandysfunktion und ist Prognose-bestimmend (159). Für C5a ist die Induktion der Expression 

von tissue factor (TF) auf Endothelzellen, Monozyten und PMN beschrieben (91, 160–162). 

Über die Konversion der Zellemembranen in prothrombotischen Oberflächen ist C5a direkt mit 

der intravaskulären Thrombenbildung in den Zusammenhang zu bringen (160). In der vorlie-

genden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Neutralisation von C5a durch NOX-D19 die 

Ablagerung von Fibrin in den Lebersinusoiden verhindern kann. Dieses Ergebnis ist überein-

stimmend mit anderen in vivo Studien, wenngleich sich die Ergebnisse aber auf das plasmati-

sche Gerinnungssystem beziehen und Fibrinogen im Gewebe nicht immunhistochemisch un-

tersucht worden ist (161, 98, 141, 163, 98, 141, 161, 163).  

 

Die Daten dieser Arbeit zeigen, dass die Neutralisierung des Komplementfaktors C5a mittels 

NOX-D19 vor pulmonalvaskulärer Hyperpermeabilität schützt, wodurch sich auch der extra-

vaskuläre Lungenwasserindex erheblich reduziert. Dieser ist mit einer höheren Mortaliät asso-

ziiert (164). Außerdem wurde die Entzündungsreaktion während der schweren Pneumonie ge-

dämpft und die Leberschädigung in der Pneumokokkenpneumonie verringert. Bei Patienten mit 

schwerer Pneumonie sollte dies schließlich im Idealfall die Überlebenschancen verbessern, was 

jedoch in den murinen Modellen aufgrund von Einschränkungen nicht untersucht werden 

konnte. Denn die Infektionsdosis in dem in dieser Dissertation verwendeten Pneumoniemodell 

ist letal. Das führt zu einem schweren Verlauf der Pneumonie was sich in der Entwicklung von 
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substanziellen Organfunktionsstörungen zeigt. Ohne antiinfektive Therapie würden die Ver-

suchstiere die Sepsis nicht überleben. Unter einer zusätzlichen Therapie mit Antibiotika kommt 

es im späteren Verlauf der Erkrankung nicht zu Organversagen, so dass adjunktive Thera-

piestrategien nicht valide getestet werden können (165). Daher sind diese Modelle ohne Einsatz 

antiinfektiver Medikamente für die Untersuchung adjunktiver Therapiestrategien besonders 

wertvoll. Die Untersuchungen haben sich daher auf geeignete objektivierbare Parameter wie 

z. B. das Aussehen von Augen und Fell der Mäuse oder deren Aktivitätsniveau und Verhalten 

gestützt. Hier zeigte sich infolge der C5a Neutralisation in der schweren Pneumokokkenpneu-

monie insgesamt ein besseres klinisches Outcome, was die klinische Relevanz der Ergebnisse 

unterstreicht (127). [1] 

 

Die Aussagekraft der gewählten murinen Modelle ist in ihrer Übertragbarkeit auf die humane 

Pneumokokkenpneumonie naturgemäß limitiert. Schlussfolgerungen aus Tiermodellen, hier 

ein Inzuchtmausstamm mit ausschließlich weiblichen, gleichaltrigen sowie gesunden Indivi-

duen, lässt sich nicht auf ein Patientenkollektiv übertragen, das in Alter, Geschlecht und 

Komorbiditäten sowie genetischem Hintergrund weitaus heterogener ist. Hier werden letztlich 

klinische Studien benötigt, die den Ansatz der C5a Neutralisation bei Patienten mit schwerer 

Pneumonie untersuchen.  

Zusammenfassend demonstrieren die in dieser Dissertation vorgestellten Ergebnisse signifikant 

erhöhte Konzentrationen des Anaphylatoxins C5a in Patienten mit CAP. In 2 Mausmodellen 

der schweren Pneumokokkenpneumonie schützte die Neutralisierung von C5a mit dem L-

RNA-Aptamer NOX-D19 die Tiere vor pulmonalvaskulärer Hyperpermeabilität und akuter Le-

berschädigung. Diese Effekte waren mit keiner Beeinträchtigung der Immunreaktion der Tiere 

assoziiert. Der frühzeitige Einsatz von NOX-D19 als adjuvante Therapiestrategie in der schwe-

ren CAP könnte demnach ein vielversprechender neuer Ansatz zur Verbesserung der Schwere 

der Erkrankung sein. [1]
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