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1 Einleitung 

Ungeachtet des umfangreichen Einsatzes von Antibiotika und intensiver Behandlungsstrate-

gien zählt die ambulant erworbene Pneumonie (engl. community-acquired pneumonia, CAP) 

in Europa zu den fünfhäufigsten Todesursachen (Torres 2014). Seit den 1950-er Jahren ist 

die Mortalitätsrate stationär behandelter CAP Patienten gleichbleibend hoch (Torres 2014). 

Der häufigste Erreger der CAP ist das grampositive Bakterium Streptococcus pneumoniae (S. 

pneumoniae) (Musher and Thorner 2014; Wilkinson and Woodhead 2004). Neben den Patho-

genitätsfaktoren dieses Erregers ist eine überschießende Entzündungs- und Immunantwort 

des Wirtes ein bedeutender Faktor bezüglich eines Therapieversagens (T. T. Bauer et al. 

2006; Matthay and Zimmerman 2005). Die Interaktionen des Erregers und des Wirtes können 

zu einer erhöhten endothelialen Permeabilität und einem daraus resultierenden schweren Lun-

genschaden, bis hin zum akuten Lungenversagen, führen (Ware and Matthay 2000). Ein wich-

tiger Faktor bei der Entstehung endothelialer Permeabilität sowie einer endothelialen Entzün-

dungsantwort ist der Angiopoietin/Tyrosinkinase-Rezeptor-Signalweg (Eklund et al. 2013; 

Thurston et al. 2012; Augustin et al. 2009). Liganden des endothelial vorkommenden Tyrosin-

kinase-Rezeptors tunica internal endothelial cell kinase-2 (Tie-2) sind die Angiopoietine 

(Barton et al. 2006; Davis et al. 1996). Studien zeigten, dass vor allem die Angiopoietine-1 und 

-2 eine tragende Rolle in der inflammatorischen Reaktion und Permeabilität des Endothels 

spielen (Augustin et al. 2009; Eklund and Olsen 2006). Angiopoietin-1 (Ang-1) wirkt agonis-

tisch an Tie2 und dient der Aufrechterhaltung eines intakten Gefäßsystems (Scharpfenecker 

et al. 2005). Das Protein reduziert die endotheliale Permeabilität und hat eine antiinflammato-

rische sowie antiapoptotische Wirkung auf das Endothel (Mammoto et al. 2007; Pizurki et al. 

2003; Daly et al. 2004). Angiopoietin-2 (Ang-2) wirkt hingegen antagonistisch am Tie-2 Re-

zeptor und führt zu einer Destabilisierung des Endothels (Scharpfenecker et al. 2005). Des 

Weiteren hat es eine proinflammatorische und proapoptotische Wirkung und erhöht die en-

dotheliale Permeabilität (Fiedler and Augustin 2006; Parikh et al. 2006). Welchen direkten Ein-

fluss Ang-2 auf das inflammatorische Geschehen und die pulmonale endotheliale Permeabili-

tät in der schweren Pneumokokkenpneumonie hat, ist bisher unbekannt. Um dies zu eruieren, 

wurden unter der Zuhilfenahme eines Ang-2 Knockoutmodells sowohl in vitro als auch in vivo 

Untersuchungen durchgeführt. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, neue Kenntnisse bezüglich 

der Rolle von Ang-2 in der schweren Pneumokokkenpenumoie zu gewinnen und hierdurch 

einen Beitrag zur Entwicklung neuer innovativer Behandlungsstrategien zu leisten.
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2 Literaturübersicht 

2.1 Das respiratorische System 

2.1.1 Anatomie des respiratorischen Systems 

Das respiratorische System setzt sich aus den luftleitenden Atmungsorganen bestehend aus 

Nase, Pharynx, Larynx, Trachea, Bronchi, Pulmo sinister et dexter und den luftaustauschen-

den Atmungsorganen bestehend aus Bronchioli respiratorii, Ductus alveolares, Sacculi alveo-

lares und den Alveoli pulmonis (Alveolen) zusammen (König and Liebich 2005). Die luftleiten-

den Atemwege sind von einem einschichtigen mehrreihigen, hochprismatischen Flim-

merepithel ausgekleidet. Dieses Epithel, auch respiratorisches Epithel genannt, beinhaltet Ki-

nozilien tragende Flimmerzellen, schleimproduzierende Becherzellen, seröse Zellen, Mikrovilli 

tragende Bürsten- und Intermediärzellen, Basalzellen sowie Club- und endokrine Zellen. In 

den luftaustauschenden Atemwegen sind die Bronchioli respiratorii ebenso mit einem respira-

torischen Epithel ausgekleidet. Hier sind bereits vereinzelt Alveolen zu finden. Die Alveolen 

sind, wie auch der Ductus Alveolares mit einem einschichtigen Alveolarepithel, das hauptsäch-

lich von Pneumozyten Typ I und Typ II gebildet wird, ausgekleidet (König und Liebich 2005; 

Hees und Sinowatz 2000). Die Alveolen bilden den terminalen Abschnitt des respiratorischen 

Systems und sind von einem dichten Kapillarnetz umgeben. Hier findet der Gasaustausch von 

eingeatmeten Sauerstoff in das Blut der Alveolarkapillaren und von Kohlenstoffdioxid aus dem 

Blut in die Atemluft statt (von Engelhardt und Breves 2005; Hees und Sinowatz 2000).  

 

2.1.2 Das respiratorische System von Maus und Mensch 

Das respiratorische System von Maus und Mensch weist einige Unterschiede auf. Die Lungen 

beider Spezies setzen sich aus 5 Lungenlappen zusammen. Der rechte Lungenflügel des 

Menschen weist drei, der linke Lungenflügel zwei Lungenlappen auf. Die Maus besitzt einen 

viergliedrigen rechten Lungenflügel und einen ungegliederten linken Lungenflügel. Die Lunge 

des Menschen, mit ihrem dichotomen bronchialen Aufzweigungsmuster, besitzt eine Kapazität 

von circa 6000 ml und einen parenchymalen Gewebeanteil von 12 %. Die luftleitenden 

Atmungsorgane sind beim Menschen von der Trachea bis hin zu den distalen Bronchiolen mit 

hyalinen Knorpelspangen ausgestattet. Der Aufbau der Mauslunge folgt vielmehr einem mo-

nopodialem Aufzweigungsmuster und hat im Vergleich zum Menschen eine geringere Anzahl 

respiratorischer Bronchiolen. Die Mauslunge hat eine Kapazität von 1 ml sowie einen pa-

renchymalen Gewebeanteil von 18 %. Vollständige hyaline Knorpelspangen sind bei der Maus 

nur im oberen Teil der Trachea zu finden ( Peake and Pinkerton 2015; Valerius 1996; McBride 

1992). Die luftleitenden Wege der Maus haben ein relativ großes Lumen und sind von einem 

respiratorischen Epithel mit geringer Dicke ausgekleidet. Im Vergleich zum Menschen besitzt 
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das respiratorische Epithel der Maus eine geringere Anzahl submuköser Drüsen sowie eine 

höhere Anzahl an Club-Zellen. Des Weiteren besitzt die Maus im Gegensatz zum Menschen 

keine präkapillaren bronchial-pulmonal-arteriellen Anastomosen (Hedrich 2012; McBride 

1992). Im luftaustauschenden Bereich des respiratorischen Systems sind die Alveolen der 

Mauslunge mit einem Durchmesser von 80 µm erheblich kleiner als die des Menschen 

(210 µm), auch ist die Wandstärke der Blut-Gas-Barriere bei der Maus (0,32 µm) deutlich dün-

ner als die des Menschen (0,62 µm) (Irvin and Bates 2003). Diese speziesspezifischen Unter-

schiede im Aufbau der Lunge von Maus und Mensch sollten bei der Analyse und Interpretation 

von Maus generierten Daten stets beachtet werden. 

 

2.1.3 Der Aufbau der alveolar-kapillären Barriere 

Die alveolar-kapilläre Barriere, auch Blut-Luft-Schranke genannt, setzt sich aus dem Alveo-

larepithel mit aufgelagertem Surfactant, der Basallamina des Alveolarepithels, der Basalla-

mina des Kapillarendothels und dem Kapillarendothel zusammen. Der Gasaustausch von 

Sauerstoff über die Alveole in die Kapillare und Kohlenstoffdioxid aus der Kapillare in die Atem-

luft erfolgt über Diffusion (von Engelhardt und Breves 2005; König und Liebich 2005; Hees und 

Sinowatz 2000). Die Alveolen sind mit einem dünnen einschichtigen Epithel ausgekleidet, das 

aus zwei Zelltypen besteht. Die Pneumozyten Typ I überziehen als flach ausgedehnter Zell-

verband die Basallamina, sind arm an Zellorganellen und bedecken etwa 93 % der Alveolarflä-

che (König und Liebich 2005; Linß 1999). Die Pneumozyten Typ II sind häufig in den Alveo-

larnischen zu finden. Sie sind rundlich, haben einen relativ großen apikal abgerundeten Zyto-

plasmakörper und bedecken etwa 7 % der Alveolarfläche. Pneumozyten Typ II haben einen 

hohen Zellstoffwechsel und dienen vor allem der Produktion von Surfactant, einem oberflä-

chenaktiven Phospholipidfilm. Durch die Benetzung der Alveolarfläche mit Surfactant wird die 

Oberflächenspannung der inneren Lungenoberfläche verringert und die luftgefüllte Lunge sta-

bilisiert. Es trägt zur Retraktionskraft der Lunge bei, dient dem Schutz sowie der Befeuchtung 

des Epithels und spielt eine Rolle in der Immunabwehr der Lunge (König und Liebich 2005; 

Rieger et al. 2004; S. Sato and Kishikawa 2001). Benachbarte Alveolen werden durch eine 

gemeinsame Wand, auch Alveolarseptum genannt, voneinander abgegrenzt. Das Septum ent-

hält ein zentrales Kapillarnetz und ein Bindegewebsgerüst. In den Maschen des Bindegewebs-

gerüstes sind Fibroblasten, Fibrozyten, Granulozyten, Lymphozyten, Mastzellen und Makro-

phagen eingelagert. Das Alveolarseptum ist so aufgebaut, dass jede Kapillare in Kontakt zu 

den beiden angrenzenden Alveolen steht. Vielfach verschmelzen hier die Basalmembran von 

Alveolarepithel und Kapillarendothel und bilden dadurch eine sehr dünne Grenzschicht. An 

Stellen, in denen Septumbindegewebe vorhanden ist, ist der Diffusionsweg etwas länger. Den-
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noch findet auch hier ein Gasaustausch statt. Des Weiteren besitzen die Alveolarwände Po-

ren, die der Luftzirkulation und dem Druckausgleich dienen (König und Liebich 2005; Rieger 

et al. 2004; Hees und Sinowatz 2000). Die Kapillaren der Lunge sind mit einem kontinuierli-

chen Endothel ausgekleidet. Die einzelnen Endothelzellen sind über adherens junctions (AJ) 

miteinander verbunden. Sie besitzen einen länglichen und kleinen Zellkern, in dessen Nähe 

sich die Zellorganellen befinden. Die übrigen Zytoplasmaregionen der Endothelzellen sind au-

ßerordentlich dünn, im Bereich der Blut-Luft-Schranke beträgt die Dicke nur etwa 0,1 – 0,2 

µm. Als Zeichen transzellulärer Transportvorgänge enthalten Endothelzellen viele Pinozytose-

bläschen (Junqueira and Carneiro 2005; Hees und Sinowatz 2000). Die Intensität des Gasaus-

tausches über die alveolar-kapilläre Barriere wird von vielen Faktoren beeinflusst. So können 

Änderungen in der Gefäßweite der Kapillare, Verschiebungen der Oberflächenrelation der an-

grenzenden zellulären Grenzflächen sowie Abweichungen in der Membranpermeabilität eine 

Beeinträchtigung der Atemfunktion nach sich ziehen (Hees und Sinowatz 2000). 

 

2.1.4 Die physikochemischen Barrieren der Lunge 

Das respiratorische System ist dauerhaft äußeren Umwelteinflüssen ausgesetzt. Einem raffi-

nierten System aus physochemischen Barrieren und lokaler Immunantwort ist es jedoch zu 

verdanken, dass über die Atmung aufgenommene Pathogene zügig eliminiert werden. Der 

tubuläre Aufbau der Nase, mit Nasenhaaren und respiratorischer Schleimhaut sowie der Nies- 

und Hustenreflex verhindern, dass größere Partikel (< 10 µm) in die oberen luftleitenden Atem-

wege gelangen. In den tieferen luftleitenden Atemwegen begünstigt der verzweigte Aufbau 

des Bronchialsystems ein Anhaften von kleineren Partikeln (2 – 10 µm) an die muköse Schicht 

des respiratorischen Epithels (Junqueira and Carneiro 2005). Der Partikel beladende Schleim 

wird durch rhythmische Bewegungen der zilientragenden Zellen retrograd befördert (mukozil-

liäre Reinigung) und durch Abschlucken, Aushusten oder Niesen aus den Atemwegen entfernt 

(Bennett, Foster, and Chapman 1990; Puchelle et al. 1980). Neben der Sekretion von Schleim, 

zur Bildung der mukösen Schicht, sezerniert das respiratorische Epithel eine Vielzahl antimi- 

krobieller, immunmodulatorischer und protektiver Moleküle wie zum Beispiel Immunglobulin A 

(IgA), α- und β-Defensin, Lysozyme, Lactoferrin, Cathelicidin LL37 und Surfactant Proteine 

und stellt somit einen wichtigen Bestandteil der Immunabwehr dar (Whitsett and Alenghat 

2015). Kleinste Partikel können jedoch bis in die Alveolen vordringen. In den Alveolen sind 

weder ein zilientragendes Epithel noch eine dicke muköse Schicht aufzufinden. Jedoch pro-

duziert hier das Alveolarepithel ein Sekret, das die Alveolarwände benetzt. Ein Hauptbestand-

teil dieses Alveolarsekretes ist Surfactant. Surfactant ist nicht nur wie in 2.1.3 beschrieben für 

die Stabilität der Lunge verantwortlich, sondern spielt auch eine Rolle in der Immunabwehr. 

Die Proteine des Surfactant können über bakterielle Lipopolysaccharide (LPS) oder auch 
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durch direkte Absorption an die Oberfläche von Pathogenen binden und dadurch die phagozy-

totische sowie die zytotoxische Aktivität angrenzender Immunzellen erhöhen (de Wetering et 

al. 2001; Van Iwaarden et al. 1994). Weitere Bestandteile des Alveolarsekretes wie zum Bei-

spiel alveoläres Immmunglobulin G (IgG), LPS-bindendes Protein, Fibronectin, Komplement 

und antimikrobielle Peptide (AMP) tragen zusätzlich zur lokalen Immunabwehr bei ( Ewig 

2016b). 

 

2.1.5 Das pulmonale Endothel und seine Barrierefunktion 

Das pulmonale Endothel dient dem Erhalt einer Homöostase zwischen den intravasalen Räu-

men und dem angrenzenden Lungengewebe und verfügt über synthetische und metabolische 

Fähigkeiten. Das Endothel nimmt Einfluss auf die Blutgerinnung, auf die Aktivität von Blutplätt-

chen, auf die Regulierung des Gefäßtonus und des Blutflusses ( Langer et al. 2005; Bombeli, 

Schwartz, and Harlan 1998; Marcus et al. 1997; Yanagisawa et al. 1988; Furchgott and 

Zawadzki 1980) . Aber auch im Verlauf von Immun- und Entzündungsgeschehen spielt es eine 

entscheidende Rolle. Das pulmonale Endothel wirkt als semipermeable Barriere und ermög-

licht unter physiologischen Bedingungen über einen parazellulären und einen transzellulären 

Transportweg den Austausch von Flüssigkeiten, Proteinen und gelösten Substanzen. Der Pa-

razelluläre Transportweg erfolgt über endotheliale Zellverbindungen und ist für gelöste Sub-

stanzen bis zu einer Größe von 3 nm zugänglich (Pappenheimer, Renkin, and Borrero 1951). 

Zu diesen Zellverbindungen zählen die gap junction (GJ), die tight junction (TJ) und die ad-

herens junction (AJ). Die GJ sind für einen Austausch von Wasser, Ionen und anderen kleinen 

Molekülen zwischen den Endothelzellen verantwortlich (Kanno and Loewenstein 1964). AJ, 

welche in der endothelialen Lungenbarriere vermehrt aufzufinden sind, dienen ebenso wie TJ 

einer stabilen Verknüpfung benachbarter Endothelzellen (Müller-Redetzky et al. 2014). AJ be-

stehen aus vaskulären-endothelialen Cadherinen (VE-Cadherin). Diese stehen intrazellulär 

mit dem Aktin-Zytoskelett der Endothelzelle in Kontakt und verbinden sich homotypisch und 

calciumabhängig an VE-Cadherine benachbarter Endothelzellen ( Ali et al. 1997;  Lampugnani 

et al. 1992). Die Affinität der VE-Cadherine und ihrer intrazellulären Strukturen bestimmt die 

Stabilität sowie Permeabilität der AJ und wird durch Kinasen und Phosphatasen reguliert 

(Wildenberg et al. 2006; Knox and Brown 2002; Venkiteswaran et al. 2002). So führt eine 

Phosphorylierung des VE-Cadherins zu einer Internalisierung des Proteins in die Endothel-

zelle und erzeugt dadurch ein Ansteigen der endothelialen Permeabilität (Gavard and Gutkind 

2006). Die transzelluläre Permeabilität, auch Transzytose genannt, ist vor allem für den Trans-

port von Makromolekülen verantwortlich. Hierbei werden größere Proteine, wie beispielsweise 

Albumin, durch die Bindung an spezifische Rezeptoren der luminalen Caveolen in Vesikel ein-

geschlossen und intrazellulär transportiert. Abluminal werden diese, nach Verschmelzen der 
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Vesikel mit der Plasmamembran, wieder ausgeschleust und gelangen so in das perivaskuläre 

Gewebe (Schnitzer and Oh 1994; Simionescu 1981). Diverse extrazelluläre Stimuli können 

einen Einfluss auf die pulmonal-endotheliale Barriere nehmen. Pulmonale Endothelzellen be-

sitzen pattern recognition receptors (PRR) mit denen sie pathogen-associated molecular pat-

terns (PAMPs) von Pathogenen, aber auch danger-associated molecular patterns (DAMPs) 

beschädigter Zellen erkennen und infolgedessen zur Produktion von inflammatorischen Zyto-

kinen, Interferonen und Chemokinen angeregt werden (Witzenrath et al. 2011; Huan Yang et 

al. 2010; Andonegui et al. 2003; Zarember and Godowski 2002; Medzhitov, Preston-Hurlburt, 

and Janeway 1997). Eine Aktivierung des Endothels durch einen solchen Stimulus führt zu 

einer Vasodilatiaton der betroffenen Gefäße, zu einer erhöhten Permeabilität der endothelialen 

Barriere und einer vaskulären Leckage von Plasmaproteinen in das umliegende Gewebe (Sun 

et al. 2013; Witzenrath et al. 2006). Durch die Freisetzung von Chemokinen kann das Endothel 

Leukozyten rekrutieren und eine Diapedese von Immunzellen durch eine Expression diverser 

proinflammatorischer Moleküle in das betroffene Gewebe fördern (Griffin et al. 2012; Roussel 

et al. 2010). Eine Schädigung oder der Tod der Endothelzelle führt zu einer Aktivierung von 

Thrombozyten sowie der Gerinnungskaskade und fördert die Adhäsion und Aktivierung von 

Thrombozyten (Geelen, Bhattacharyya, and Tuomanen 1992; Stern et al. 1985). Diese in-

flammatorischen Mechanismen sind unerlässlich für die Beseitigung von Pathogenen und den 

Erhalt einer physiologischen Lungenfunktion. Kommt es jedoch zu einer Deregulierung und 

einem Kontrollverlust der inflammatorischen Kaskade führt die daraus resultierende unkontrol-

lierte inflammatorische Antwort zu einer massiven Freisetzung von Zytokinen, Chemokinen 

und lipidischer Mediatoren. Dies hat die Aktivierung und Akkumulation von Leukozyten, eine 

unkontrollierte Aktivierung der Komplement- und Gerinnungskaskade und schließlich ein Ver-

sagen der pulmonalen endothelialen Barriere zur Folge (Singer et al. 2016). Störungen und 

Deregulierung der pulmonalen endothelialen Barriere können Schädigungen der Lunge und 

gravierende pathologische Konsequenzen, wie ein akutes Lungenversagen (engl. acute resp-

riatory distress syndrom, ARDS) und/oder Sepsis, nach sich ziehen (Singer et al. 2016; 

Ferguson et al. 2012). 

 

2.2 Das Immunsystem der Lunge 

2.2.1 Die Zelluläre Immunabwehr des nicht-adaptiven Immunsystems  

2.2.1.1 Alveolarmakrophagen 

Alveolarmakrophagen sind in der Regel die ersten Immunzellen der unspezifischen Immunab-

wehr der Lunge, die mit inhalierten Partikeln in Kontakt treten. Sie sind in den Alveolarsepten 

und in den Lumina der Alveolen zu finden und bilden ein Bindeglied zwischen nicht-adaptiver 

Literaturübersicht
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und adaptiver Immunantwort (Freudenberg, Kortsik, and Ross 2002). Phagozytotische Zellen, 

wie Alveolarmakrophagen, identifizieren pathogene Partikel zum einen anhand von Opsonie-

rung durch beispielsweise IgG, Komplement oder Surfactant Proteine und zum anderen an-

hand einer direkten Bindung an PAMPs über PRRs, wie beispielsweise Toll-like Rezeptoren 

(TLR). Die pathogenen Partikel werden von den aktivierten Alveolarmakrophagen aufgenom-

men und intrazellulär abgetötet (Underhill et al. 1999). Durch Sekretion proinflammatorischer 

Zytokine wie beispielsweise Interleukin (IL)- 8 und CXC-Chemokinen, rekrutieren Alveolarma-

krophagen Polymorphonukleäre Neutrophile (PMN) aus den Lungenkapillaren in die Alveolen. 

Auch aktivierte Monozyten und Lymphozyten werden durch die Sekretion von CC-Chemoki-

nen zum Entzündungsort gelockt (Fillion et al. 2001; Maus et al. 1998). Zusätzlich können 

Alveolarmakrophagen in das umgebende Gewebe auswandern, um dort durch Antigenprä-

sentation das adaptive Immunsystem anzuregen (Gong et al. 1994). Apathogene Partikel wer-

den ebenfalls von Alveolarmakrophagen phagozytiert und eliminiert, jedoch ohne weitere Im-

munmechanismen zu aktivieren. Diese Differenzierung zwischen apathogenen und pathoge-

nen Partikeln ist von Bedeutung für den Erhalt einer physiologischen Lungenfunktion unter 

alltäglichen Umwelteinflüssen (Murphy et al. 2012).  

 

2.2.1.2 Mastzellen 

Mastzellen sind weitere stationäre Lungenzellen des Immunsystems, die eine Rolle in der frü-

hen Erregerabwehr spielen. Sie sind unterhalb des respiratorischen Epithels sowie in direkter 

Nachbarschaft von Gefäßen und Nerven aufzufinden. Mastzellen exprimieren verschiedene 

Rezeptoren wie TLR und Immunglobulin E affine Fcε-Rezeptoren (FcεRI), die es ihnen ermög-

lichen, verschiedenste Pathogene zu identifizieren und eine spezifische Immunantwort zu ge-

nerieren. Nach Aktivierung schütten sie Zytokine, wie beispielsweise IL-1β und Tumornekro-

sefaktor alpha (TNF-α) sowie Zellmediatoren wie Leukotrien C4, platelet activating factor 

(PAF) und Prostaglandin D2 aus und rufen dadurch eine lokale Entzündungsreaktion hervor 

(Qiao et al. 2006; Longphre et al. 1996; Schleimer et al. 1986). Zusätzlich steigern sie durch 

die Freisetzung von Histamin die lokale Durchblutung sowie die vaskuläre Permeabilität und 

führen zu einer zunehmenden Antikörperkonzentration in dem betroffenen Gewebe und einer 

vermehrten Einwanderung von Effektorzellen. Desweitern spielen Mastzellen eine Rolle bei 

allergischen Reaktionen des Typ I. Sie können durch eine Immunglobulin E (IgE) Opsonierung 

unschädlicher Partikel aktiviert werden und hierdurch eine Vielzahl allergischer Abwehrreakti-

onen entfachen (Murphy et al. 2012).  
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2.2.1.3 Granulozyten  

PMN, eosinophile und basophile Granulozyten sind zirkulierende Zellen, die sowohl bei der 

Abwehr von Pathogenen als auch in der Immunregulation von Bedeutung sind. PMN werden 

aus der Zirkulation durch die Freisetzung immunmodulatorischer Substanzen aus stationären 

Zellen rekrutiert (Walz et al. 1987; Vial, Toews, and Pierce 1984). Aktivierte PMN migrieren in 

die betroffenen Lufträume der Lunge und identifizieren Pathogene über Opsonierung und/oder 

durch Bindung von PRRs an PAMPs. Die Pathogene werden von den PMN phagozytiert und 

intrazellulär abgetötet (Kobayashi et al. 2003). Zusätzlich sezernieren PMN eine Vielzahl an 

Molekülen wie beispielsweise proinflammatorische Zytokine (TNF-α, IL-1), das T-Zell aktivie-

rende Zytokin IL-12 und B-Zell-aktivierenden Faktor (Scapini et al. 2005; Cassatella et al. 

1995; Tiku, Tiku, and Skosey 1986; Dubravec et al. 1990). Aber auch Chemokine wie bei-

spielsweise Chemerin, das dendritische Zellen aktiviert und rekrutiert, werden von PMN gebil-

det (Wittamer et al. 2005). In der Pathopyhsiologie eines pulmonalen Barriereversagens spie-

len PMNs eine bedeutende Rolle und nehmen wesentlich Einfluss auf die vaskuläre Permea-

bilität. Über Faktoren wie TNF-α, Thromboxan A2, Leukotrien B4 oder auch Chemokine wie 

Chemokin (C-X-C Motiv) Ligand (CXCL) -1, -2, -3 und -8 bewirken PMN eine Kontraktion der 

Endothelzelle und führen zu einem Verlust interendothelialer Zellkontakte (S. R. Kim et al. 

2010; Petrache et al. 2003; Strieter et al. 1995; Björk, Hedqvist, and Arfors 1982). Zusätzlich 

steigern PMN durch eine direkte Bindung an Adhäsionsmoleküle, wie dem interzellulären Ad-

häsionsmolekül 1 (ICAM-1), und durch eine daraus resultierende Synthese reaktiver Sauer-

stoffspezies (ROS) die vaskuläre Permeabilität und schwächen somit die pulmonale Barriere 

(Q. Wang and Doerschuk 2000). PMN sind im Stande sogenannte neutrophil extracellular 

traps (Nets) zu bilden. Sie durchlaufen in der Net-Bildung (Netosis) eine einzigartige Form des 

Zelltodes, in dem sie granuläre Proteine und Chromatin ausscheiden und so ein antimikrobiel-

les Netz bilden. Bakterien können in diesem Netz haften bleiben und somit an ihrer Verbreitung 

gehindert werden. Zusätzlich besitzen Nets diverse antimikrobielle Proteine, die Virulenzfak-

toren inaktivieren und Pathogene abtöten (Brinkmann et al. 2004). Jedoch können sich einige 

Bakterien durch Bekapselung oder Enzyme wie Nukleasen, die beispielsweise von Pneumo-

kokken oder Staphylococcus aureus exprimiert werden, vor einem Anhaften an Nets schützen 

(Berends et al. 2010; Wartha et al. 2007). Aber auch an pathophysiologischen Vorgängen wie 

einer endothelialen Hyperpermeabilität, ausufernder Thrombenbildung und der Entwicklung 

eines Organversagens in Folge einer Sepsis können Nets beteiligt sein (Caudrillier et al. 2012; 

Saffarzadeh et al. 2012; Clark et al. 2007). Eosinophile Granulozyten spielen vor allem als 

Effektorzellen in allergischen Abwehrreaktionen wie beispielsweise Asthma und bei der Be-

kämpfung parasitärer helminthischer Infektionen eine Rolle. Sie werden über eine T-Helferzell-

vermittelte Immunantwort zu den Entzündungsorten rekrutiert (Culley et al. 2002; Gonzalo et 
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al. 1996). Durch die Freisetzung granulärer Proteine haben eosinophile Granulozyten einen 

direkten toxischen Effekt sowohl auf Parasiten als auch auf das anliegende Gewebe. Sie pro-

duzieren eine Vielzahl proinflammatorischer Zytokine, wie beispielsweise IL-5, IL-6 und IL-12, 

aber auch Chemokine und lipidische Mediatoren wie CXCL-5 und Leukotrien C4 (Grewe et al. 

1998; Ying et al. 1996; Dubucquoi et al. 1994; Hamid et al. 1992; Owen et al. 1987). Basophile 

Granulozyten stellen die geringste Zahl zirkulierender Granulozyten dar. Sie sind vor allem bei 

allergischen Reaktionen, aber auch in der Abwehr von Parasiten relevant. Basophile Gra-

nulozyten besitzen wie Mastzellen FcεRI-Rezeptoren und schütten nach Aktivierung schlag-

artig gespeichertes Histamin aus (Youssef et al. 2007; Ishizaka et al. 1972). Des Weiteren 

produzieren sie große Mengen IL-4 und IL-13. Dadurch unterstützen sie die Differenzierung 

von T-Lymphozyten zu T-Helferzellen (TH-Zellen) und erhöhen die B-Lymphozyten Prolifera-

tion und Immunglobulinproduktion (H. Li, Sim, and Alam 1996; Brunner, Heusser, and 

Dahinden 1993; Gauchat et al. 1993).  

 

2.2.1.4 Dendritische Zellen 

Weitere phagozytotische Zellen des unspezifischen Immunsystems sind dendritische Zellen 

(engl. dendritic cells, DC). Ihre Hauptaufgabe jedoch ist nicht die Beseitigung von Pathogenen, 

sondern die Aktivierung der spezifischen Immunantwort durch Antigenpräsentation und Sek-

retion von Zytokinen. DC befinden sich unterhalb des respiratorischen Epithels und besitzen 

Zellausläufer, die bis in das Lumen der Atemwege hineinreichen (Zoltán Veres et al. 2011; 

Sertl et al. 1986). Nach Identifizierung, Phagozytose und dem Abbau des Pathogens wandern 

DC in die lokalen Lymphknoten und präsentieren dem adaptiven Immunsystem die Antigen-

Peptide, gebunden an major histocompatibility complex (MHC) Molekülen, auf ihrer Oberflä-

che (Vermaelen et al. 2001; Visintin et al. 2001; Inaba et al. 1998; Bhardwaj et al. 1993). 

 

2.2.1.5 Natürliche Killerzellen 

Die im Blut zirkulierenden Natürlichen Killerzellen (NK-Zellen) gelten, obwohl sie als Lympho-

zyten klassifiziert sind, als Bestandteil der nicht-adaptiven Immunantwort (Kiessling, Klein, and 

Wigzell 1975; Pross and Jondal 1975). Im Gegensatz zu zytotoxischen T-Zellen können NK-

Zellen ohne eine spezifische Immunisierung der Zielzelle einen Zelltod einleiten (Kärre et al. 

1986). Sie gelten als Sentinelzellen und treten vor allem bei der Immunabwehr von Virusinfek-

tionen und bei der Immunüberwachung von entarteten Zellen in Erscheinung (Welsh et al. 

1990; Hanna and Burton 1981; Law and Levine 1977; Herberman, Nunn, and Lavrin 1975). 

Eine Aktivierung der NK-Zellen erfolgt über Zytokine, Pathogene und über die Bindung an NK-
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spezifische Rezeptoren (Jamieson et al. 2002; Brown et al. 2001; Mandelboim et al. 2001; C. 

A. Biron, Young, and Kasaian 1990; Christine A. Biron, Sonnenfeld, and Welsh 1984). Die 

Funktion der NK-Zellen wird sowohl durch inhibitorische als auch aktivierende Rezeptoren be-

stimmt. So binden inhibitorische Rezeptoren der NK-Zellen an MHC I-Komplexe, welche auf 

gesunden Zellen zu finden sind (Wagtmann et al. 1995; Karlhofer, Ribaudo, and Yokoyama 

1992). Aktivierende Rezeptoren binden an zelleigene oder pathogen-induzierte Zellrezepto-

ren, welche vor allem in gestressten oder infizierten Zellen vermehrt aufzufinden sind 

(Jamieson et al. 2002; Mandelboim et al. 2001). Kommt es bei einer Zelle durch eine Entartung 

oder Infektion zu einer Reduktion der MHC I-Komplexe und findet zudem eine Bindung an 

einen aktivierenden Rezeptor statt, wird die NK-Zelle aktiviert und der Zelltod der jeweiligen 

Zielzelle eingeleitet (Oshimi et al. 1996; Vujanovic et al. 1996). Hierbei wird die Zelle durch 

eine Exozytose von Perforin und Granzymen direkt lysiert (Trapani 1995; Peters et al. 1991). 

Auch eine immunregulatorische Funktion wird den NK-Zellen vor allem in der frühen Phase 

einer Entzündung zugesprochen, indem sie sowohl proinflammatorische als auch immunsupp-

ressive Zytokine, Chemokine und Wachstumsfaktoren sezernieren (Siré et al. 2004; Mehrotra 

et al. 1998; Oliva et al. 1998; De Sanctis, Blanca, and Bianco 1997). So beeinflussen sie bei-

spielsweise über Interferon-g und den Zelldebris der getöteten Zellen die T-Zellantwort (Krebs 

et al. 2009; Martín-Fontecha et al. 2004). 

 

2.2.2 Das Komplementsystem  

Das Komplementsystem ist ein weiterer Bestandteil des nicht-adaptiven Immunsystems und 

ist vor allem in der initialen Immunabwehr von großer Bedeutung. Es setzt sich aus 30 ver-

schiedenen Proteinen zusammen, die in inaktivierter Form im Blut und anderen Körperflüssig-

keiten wie beispielsweise im Alveolarsekret zu finden sind. Man unterscheidet drei unter-

schiedliche Aktivierungswege des Komplementsystems wobei alle drei das Ziel einer Erre-

gereliminierung haben. Die initialen Proteine des Komplementsystems fungieren als PRRs. 

Sie erkennen die Anwesenheit eines Pathogens und aktivieren über eine Kaskade verschie-

denster Proteine und Enzyme ein Effektor-Komplementmolekül, das schließlich die Induktion 

der Immunantwort einleitet (Murphy et al. 2012). So opsoniert zum Beispiel das Komplement 

C3b Pathogenoberflächen und erleichtert phagozytotischen Zellen die Aufnahme und Elimi-

nierung des Pathogens (Ehlenberger and Nussenzweig 1977; Law and Levine 1977). Aber 

auch die Rekrutierung von Immunzellen und die Entstehung einer Entzündungsreaktion kann 

durch Proteine des Komplementsystems wie beispielsweise C3a und C5a gefördert werden 

(Hartmann et al. 1997). Terminale Proteine der Komplementkaskade können in der Zellmemb-

ran von Pathogenen einen Membranangriffskomplex (MAK) bilden, welcher in der Lage ist, die 

Zellmembran zu durchbrechen und eine Zelllyse auszulösen (Nauta et al. 2002; Tomlinson et 
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al. 1989; Koski et al. 1983; Podack et al. 1980). Neben seiner Rolle in der nicht-adaptiven 

Immunantwort nimmt das Komplementsystem zusätzlich Einfluss auf die adapative Immunan-

twort. Durch die Komplementopsonierung von Pathogenen kommt es zu einer vermehrten An-

tigenpräsentation phagozytotischer antigenpräsentierender Zellen (engl. antigen-presenting 

cell, APC) gegenüber Lymphozyten (Sándor et al. 2009; Kopf et al. 2002). Zudem können 

einige Komplementproteine die Zytokinproduktion von APC stimulieren und somit zusätzlich 

die Ausbildung und das Ausmaß der adaptiven Immunantwort beeinflussen (Goodman, 

Chenoweth, and Weigle 1982). 

 

2.2.3 Das adaptive Immunsystem der Lunge 

Das adaptive Immunsystem zeichnet sich durch eine hocheffiziente und spezifische Immun-

abwehr aus und ist in der Lage, Pathogene, die bereits zu einem früheren Zeitpunkt den Or-

ganismus befallen haben, wiederzuerkennen. Das adaptive Immunsystem setzt sich aus einer 

zellulären und einer humoralen Komponente zusammen (Murphy et al. 2012).  

 

2.2.3.1 Zelluläre Immunabwehr des adaptiven Immunsystems  

Zu den Zellen der spezifischen Immunabwehr gehören die T-Lymphozyten. In den Lymphor-

ganen binden naive T-Lymphozyten an APC wie beispielsweise DC oder Makrophagen, und 

entwickeln sich zu Effektor-T-Zellen wie TH-Zellen (Ingulli et al. 1997). Diese entstehen durch 

die Bindung von CD4+ T-Lymphozyten an den antigentragenden MHC II-Komplex von APC. 

Nach Differenzierung und Proliferation migrieren TH-Zellen in das betroffene Gewebe und bin-

den sich antigenspezifisch an den MHC II-Komplex infizierter Zellen. Über die Expression 

membran-assoziierter Proteine und die Sekretion von Zytokinen unterstützen sie die infizierte 

Zelle bei der Erregerabwehr (Sakihama, Smolyar, and Reinherz 1995; Mosmann et al. 1986). 

Sie rekrutieren über die Sekretion von IL-17 und TNF-α PMN in das betroffene Gewebe und 

aktivieren über Interferon gamma (IFN-g) und Lymphotoxin alpha (LT-α) infizierte Makropha-

gen (Murphy et al. 2012; Brehm, Daniels, and Welsh 2005; H. Park et al. 2005; Grogan et al. 

2001; Eardley et al. 1980;). Des Weiteren können TH-Zellen über die Zytokine IL-4, IL-5 und 

IL-13 Eosinophile, Mastzellen und B-Zellen stimulieren und durch die Bindung ihres CD40-

Liganden an das CD40-Oberflächenmolekül von B-Zellen einen Isotopenwechsel induzieren 

(Gonzalo et al. 1996; Lederman et al. 1994; Mosmann et al. 1986). Nicht alle TH-Zellen leisten 

einen zeitnahen Beitrag zur spezifischen Immunabwehr. Einige TH-Zellen entwickeln sich zu 

T-Gedächtniszellen. Diese Zellen können noch Jahre später ein Antigen wiedererkennen und 
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ohne erneute Aktivierungs- und Differenzierungsschritte mit einer raschen spezifischen Im-

munantwort beginnen (Murphy et al. 2012). Weitere Effektor-T-Zellen sind zytotoxische T-Zel-

len. Sie entstehen durch die Bindung von CD8+ T-Lymphozyten an antigentragende MHC I-

Komplexe von APC (Fung-Leung et al. 1991). Nach der Differenzierung und Proliferation bin-

den zytotoxische T-Zellen an antigentragende MHC I-Komplexe infizierter oder transformierter 

Zellen. Sie setzen zytotoxische Substanzen wie Perforin und Granzym frei und leiten somit 

den Tod der Zelle ein (Peters et al. 1991). Zusätzlich nutzen zytotoxische T-Zellen durch die 

Expression des Fas-Liganden (CD178) und dessen Bindung an das Fas-Molekül (CD95) der 

Zielzelle einen weiteren Signalweg, um eine Apoptose der Zelle zu induzieren (Schröter et al. 

1995). 

 

2.2.3.2 Humorale Immunabwehr des adaptiven Immunsystems  

Die humorale Immunabwehr unterstützt die zelluläre Abwehr mittels antigenspezifischer Anti-

körper und verhindert vor allem im Extrazellularraum eine Besiedlung und Verbreitung von 

Pathogenen. B-Lymphozyten synthetisieren diese antigenspezifischen Antikörper. In den Blut-

bahnen und im lymphatischen System treffen naive B-Lymphozyten auf Antigene. Eine Akti-

vierung der B-Lymphozyten kann auf zwei unterschiedlichen Wegen erfolgen. Bei einer T-

Lymphozyten abhängigen Aktivierung wird die Differenzierung des naiven B-Lymphozyten 

durch eine TH-Zelle unterstützt (Kupfer et al. 1986). Nachdem ein naiver B-Lymphozyt an ein 

Antigen gebunden hat, wird das Antigen endozytiert und über MHC II-Komplexe auf der Ober-

fläche präsentiert (Kunkel et al. 2003). Die antigenspezifische TH-Zelle aktiviert den B-Lym-

phozyten zum einen durch die Bindung an dessen MHC II-Komplex sowie an das CD40 Ober-

flächenmolekül und zum anderen durch die Sekretion von Zytokinen (IL-4, IL-5, IL-6). Diese 

Aktivierung führt zu einer starken klonalen Proliferation des B-Lymphozyten und es entstehen 

antikörperproduzierende Plasmazellen sowie B-Gedächtniszellen (Horikawa and Takatsu 

2006; Lane et al. 1992; Cosgrove et al. 1991; Lebman and Coffman 1988; Muraguchi et al. 

1988). Die in der primären Phase entstandenen Plasmazellen dienen der sofortigen humora-

len Immunabwehr und synthetisieren vor allem niedrigaffine Immunglobuline (Ig) des Isotypen 

IgM (Wildenberg et al. 2006). Einige der geklonten B-Zellen bilden in primären Lymphfollikeln 

zusammen mit TH-Zellen ein Keimzentrum (Victora et al. 2010). In diesem Keimzentrum fin-

den durch verschiedenste Differenzierungsschritte eine Affinitätsreifung und ein Isotopen-

wechsel der B-Zelle statt. Durch Proliferation dieser differenzierten B-Lymphozyten entstehen 

weitere Plasmazellen die sich in der sekundären Phase der humoralen Abwehr durch eine 

Produktion unterschiedlicher hochaffiner Ig der Isotypen IgG, IgA und IgE auszeichnen 

(Kräutler et al. 2017; Murphy et al. 2012; Cerutti et al. 1998). Einzelne B-Zellen entwickeln sich 

in diesen Keimzentren zu B-Gedächtniszellen. B-Gedächtniszellen durchlaufen die gleichen 
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Differenzierungsschritte wie die Plasmazellen der sekundären Phase, jedoch produzieren sie 

keine Antikörper. Diese Zellen können noch nach Jahren ein Antigen wiedererkennen und 

bereits bei einer niedrigen Antigendosis eine schnelle hochaffine humorale Immunantwort ein-

leiten (Bernasconi, Traggiai, and Lanzavecchia 2002; Arpin et al. 1995). Die T-Lymphozyten 

unabhängige Aktivierung der B-Lymphozyten erfolgt allein durch eine direkte Bindung von pro-

teinfreien Antigenen. Jedoch findet durch diese Form der Aktivierung nur im geringen Maße 

ein Isotopenwechsel statt und es entstehen keine B-Gedächtniszellen (Dintzis, Middleton, and 

Dintzis 1983; Coutinho et al. 1974). Die durch die Aktivierung von B-Zellen entstandenen Ig 

unterstützen die Immunabwehr, indem sie Pathogene neutralisieren und an einem Eindringen 

in die Zelle hindern. Des Weiteren können sie durch die Opsonierung der Pathogenoberflä-

chen die Aktivität phagozytotischer Zellen erhöhen sowie die Proteine des Komplement-Sys-

tems aktivieren (Murphy et al. 2012). 

 

2.2.4 Zytokine und Chemokine 

Zytokine und Chemokine sind zellulär sezernierte Proteine, die eine bedeutende Rolle in der 

Modifikation und Entwicklung einer Entzündungsreaktion spielen (Turner et al. 2014). Zytokine 

sind etwa 25 kDa große Moleküle, die von einer Vielzahl von Zellen produziert werden. Über 

komplexe Interaktionen nehmen diese Proteine Einfluss auf die Immunität und auf das Ent-

zündungsgeschehen. Dies beinhaltet unter anderem das angeborene Immunsystem, die An-

tigenpräsentation, die Differenzierung im Knochenmark, die zelluläre Rekrutierung und Akti-

vierung sowie die Expression von Adhäsionsmolekülen. Für die Sekretion eines Zytokins ist 

zumeist ein aktivierender Stimulus notwendig. Welche Ausprägung und Ausrichtung eine Im-

munantwort nach einem solchen Stimulus annimmt, ist wesentlich von dem sezernierten Zy-

tokin abhängig (Murphy et al., 2012; Borish & Steinke, 2003;) Je nach Ursprung, der Zielstruk-

tur, der Phase der Immunantwort und der Anwesenheit verschiedener Zytokine kann sowohl 

eine proinflammatorische als auch eine antiinflammatorische Wirkung vermittelt werden 

(Turner et al. 2014; Borish and Steinke 2003). Die Chemokine sind eine Gruppe sehr kleiner 

Moleküle (8 – 12 kDa), die in einer Vielzahl von Zellen eine Chemotaxis induzieren. Diese 

kann sowohl eine inflammatorische als auch eine homöostatische Wirkung auf das Immunsys-

tem haben. Inflammatorische Chemokine können u. a. Leukozyten rekrutieren und aktivieren 

und somit eine Immunantwort verstärken und eine Wundheilung initiieren (Fernandez and 

Lolis 2002). Die homöostatischen Chemokine sind überwiegend in die adaptive Immunantwort 

involviert und unter anderem an der Lymphozytenmigration, der Hämatopoese, dem Antigen-

Signaling sowie an der Immunüberwachung beteiligt (Moser and Loetscher 2001). Im folgen-

den Abschnitt wird auf einige Zytokine und Chemokine näher eingegangen. 
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2.2.4.1 Tumornekrosefaktor Alpha  

TNF-a ist ein starker inflammatorischer Mediator und wesentlich für die Entzündungsreaktio-

nen des angeborenen Immunsystem verantwortlich. Das Zytokin wird von mononukleären 

Phagozyten, PMN, aktivierten Lymphozyten und natürlichen Killerzellen sowie Endothelzellen 

und Mastzellen gebildet (Brehm, Daniels, and Welsh 2005; Ranta et al. 1999; Simpson, Singh, 

and Bice 1994; Dubravec et al. 1990; Gordon and Galli 1990; Perez et al. 1990; Paya et al. 

1988). Auf Tumorzellen kann es eine zytolytische und zytostatische Wirkung haben (Gupta 

2002). In Endothelzellen induziert es die Bildung von Adhäsionsmolekülen und ermöglicht hier-

durch Granulozyten in Entzündungsgebiete einzuwandern (Mattila et al. 1992). Zudem kann 

es zur Entwicklung einer endothelialen Barrierestörung beitragen, indem es die vaskuläre Per-

meabilität über eine Bildung von Stress-Aktin-Fasern und einen Verlust von interzellulären En-

dothelzellverknüpfungen beeinflusst (Petrache et al. 2003). TNF-a aktiviert PMN, erleichtert 

eine Adhäsion, wirkt chemotaktisch, bewirkt eine Degranulation und kann einen respiratory 

burst induzieren (Khwaja, Carver, and Linch 1992; Salyer et al. 1990; Richter, Andersson, and 

Olsson 1989). Auch gilt es als primärer endogener Mediator im toxischen Schockgeschehen 

und Sepsis (Tracey et al. 1987). Zusätzlich wirkt es negativ-inotrop und nimmt Einfluss auf die 

Koagulation (Page, Bester, and Pretorius 2018; Yokoyama et al. 1993).  

 

2.2.4.2 Interleukin-6  

IL-6 ist ein pleiotropisches Zytokin und wird hauptsächlich von mononukleären phagozytoti-

schen Zellen gebildet (Maus et al. 1998; J. Bauer et al. 1988). Aber auch T- und B-Lymphozy-

ten, Endothelzellen, Fibroblasten, Keratinozyten, Hepatozyten und Knochenmarkzellen kön-

nen das Zytokin sezernieren (Panesar, Tolman, and Mazuski 1999; Rougier et al. 1998; Elias 

and Lentz 1990; Hutchins, Cohen, and Michael Steel 1990; Zubiaga et al. 1990; Grossman et 

al. 1989; Jirik et al. 1989). IL-6 ist in die Hämatopoese involviert, stimuliert die Reifung von B-

Lymphozyten zu Plasmazellen und führt zu einer T-Zellaktivierung und Differenzierung (K. A. 

Smith and Maizels 2014; Urashima et al. 1996; Bernad et al. 1994; Muraguchi et al. 1988). Es 

induziert eine Pyrexie und ist bedeutsam für die Sezernierung von Akute-Phase-Proteinen aus 

der Leber (Gauldie et al. 1989; Castell et al. 1988). Aber auch eine antiinflammatorische Wir-

kung kann IL-6 zugeschrieben werden. So beendet es eine Hochregulierung der inflammato-

rischen Kaskade und hemmt die Synthese von IL-1b und TNF-a (Schindler et al. 1990). 
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2.2.4.3 Interleukin-10  

IL-10 wird unter anderem von T- Helferzellen (TH), B-Lymphozyten, Mastzellen und mononuk-

leären phagozytotischen Zellen synthetisiert (Sanin, Prendergast, and Mountford 2015; 

Ishizuka et al. 1999; Burdin et al. 1993; Yssel et al. 1992). Es hat eine inhibitorische Wirkung 

auf die Sekretion von Zytokinen, die mit zellulärer Immunität und allergischer Entzündungsre-

aktion assoziiert sind (Arock et al. 1996; P. Wang et al. 1994). Zudem stimuliert IL-10 eine 

humorale und zytotoxische Immunantwort (Santin et al. 2000; Rousset et al. 1992). Das Pro-

tein hemmt die Synthese von IFN-g und TNF-a durch TH-1-Lymphozyten und von IL-4 und IL-

5 durch TH-2-Lymphozyten (Endharti et al. 2005; Banning et al. 1997; Del Prete et al. 1993). 

Des Weiteren verkürzt es die Überlebenszeit von Eosinophilen und inhibiert eine IL-4 indu-

zierte IgE-Synthese (Kosaka et al. 2011; Del Prete et al. 1993). Es hemmt auch die Synthese 

von IFN-g und TNF-a durch NK-Zellen und vermindert die Synthese von IL-1b, IL-6, IL-8, IL-

12 und TNF-a durch mononukleäre Phagozyten (Mocellin et al. 2004; Heyen et al. 2000; Shin 

et al. 1999; L. Armstrong, Jordan, and Millar 1996; Thomassen, Divis, and Fisher 1996; Hunter 

et al. 1994). Zusätzlich führt es zu einer Inhibition von MHC Klasse II-Molekülen, CD 23 und 

ICAM-1 (Chadban et al. 1998; Morinobu et al. 1996; Willems et al. 1994). Indem IL-10 die 

Synthese des Protein B7 unterdrückt, vermindert es die Fähigkeit von APC, Signale zur T-

Helfer-Zellaktivierung bereitzustellen (Willems et al. 1994; Ding et al. 1993). In B-Lymphozyten 

hingegen hat das Protein einen aktivierenden Effekt und regt die Zellproliferation sowie die 

Immunglobulinsekretion an (Heine et al. 2014). Hinzukommend fördert es einen Isotopen-

wechsel zu IgG4 und dient als Co-Wachstumsfaktor für zytotoxische Zellen (Ye et al. 2007; 

Satoguina et al. 2005). 

 

2.2.4.4 Interleukin-12  

IL-12 wird vorwiegend von Monozyten und Makrophagen gebildet, aber auch B-Zellen, DC, 

Langerhans-Zellen, PMNs und Mastzellen können das Protein sezernieren (Schultze et al. 

1999; Fulton et al. 1996; Heufler et al. 1996; Kang et al. 1996; Mahon et al. 1996; Cassatella 

et al. 1995; T. J. Smith, Ducharme, and Weis 1994). In seiner aktiven Form ist IL-12 ein Hete-

rodimer, dessen große Untergruppe p40 dem löslichen Rezeptor von IL-6 gleicht und dessen 

kleinere Untergruppe p35 homolog zu IL-6 ist (Podlaski et al. 1992). IL-12 aktiviert NK-Zellen 

und induziert eine Proliferation, die Zytotoxizität und Zytokinsynthese dieser Zellen (Scharton-

Kersten et al. 1995; Aste-Amezaga et al. 1994; Valiante, Rengaraju, and Trinchieri 1992). Des 

Weiteren stimuliert es die Proliferation von TH-Zellen und zytotoxischen Lymphozyten (Heufler 
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et al. 1996). Im Zusammenspiel mit IL-18 stimuliert es eine Freisetzung von IFN-g (Yoshimoto 

et al. 1998). 

 

2.2.4.5 Chemokin (C-X-C Motiv) Ligand-1  

CXCL-1 oder auch keratinocyte chemoattractant (KC) genannt gehört zu der Gruppe der CXC-

Chemokine. Das murine CXCL-1 gilt als funktionelles Homolog des humanen IL-8. CXCL-1 

wird unter basalen Bedingungen nur gering exprimiert. Im Falle einer bakteriellen Infektion 

steigt die Expression jedoch in hämatopoetischen und auch gewebsständigen Zellen signifi-

kant an (Sawant et al. 2016; Jin et al. 2014). Es wird sowohl als Monomer als auch als Dimer 

exprimiert und bindet an Glykosaminoglykanen von Endothelzellen, Epithelzellen und extra-

zellulärer Matrix sowie an den C-X-C Chemokinrezeptor 2 (CXCR2) von PMN (Sawant et al. 

2016). CXCL-1 ist ein starker chemotaktischer Lockstoff und führt zu einer Rekrutierung und 

Aktivierung von PMN in das jeweilige betroffene Gewebe (Sawant et al. 2015; Köhler et al. 

2011; Lee et al. 1995). Es moduliert die Funktion von PMN und ist ein bedeutender Faktor in 

der bakteriellen Clearance, indem es zur Synthese von ROS beiträgt, die Bildung von Nets 

beeinflusst sowie die phagozytotische Aktivität verstärkt (Jin et al. 2014; Batra et al. 2012). 

Des Weiteren führt es zu einer Expression proinflammatorischer Mediatoren wie IL-1b, IL-6, 

IL-17A, CXCL-2 und CXCL-5 sowie zu einer Aktvierung von nuclear factor kappa-light-chain-

enhancer of activated B cells (NF-𝛋B) und mitogen-activated protein (MAP)-Kinasen und einer 

Hochregulation von ICAM-1 (Jin et al. 2014; Batra et al. 2012; Cai et al. 2010). 

 

2.2.4.6 Chemokin (C-X-C Motiv) Ligand-2  

CXCL-2 oder auch macrophage inflammatory protein-2 (MIP-2) ist ein murines Chemokin der 

CXC-Familie. CXCL-2 gilt wie CXCL-1 als murines Homolog des humanen IL-8 (S. D. Wolpe 

et al. 1989). Es bindet mit einer hohen Affinität an CXCR2, welcher hauptsächlich von Gra-

nulozyten und NK-Zellen exprimiert wird (Faunce, Sonoda, and Stein-Streilein 2001; Bozic et 

al. 1994). Es wird hauptsächlich von myeloiden Zellen exprimiert, wirkt direktional chemotak-

tisch und führt zu einer lokalisierten PMN Gewebsinfiltration (Greenberger et al. 1996; Stephen 

D. Wolpe et al. 1988). Nach einer Stimulation mit Bakterien oder mit bakteriellen Zellwandbe-

standteilen wie Lipopolysaccharid (LPS) wird das Chemokin in großen Mengen von Makro-

phagen synthetisiert (S. Huang, Paulauskis, and Kobzik 1992; Tannenbaum et al. 1990; S. D. 

Wolpe and Cerami 1989). Aber auch Epithelzellen, vaskuläre Endothelzellen, Astrozyten, 

Mastzellen und PMN können es exprimieren (D. A. Armstrong et al. 2004; Mancardi et al. 

2003; Biedermann et al. 2000; M. Q. Zhao et al. 2000; Nygårdas, Määttä, and Hinkkanen 
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2000). Des Weiteren zeigten in vitro Studien, dass proinflammatorische Zytokine wie IL-1 oder 

TNF-a ebenso zu einer Expression von CXCL-2 in murinen Endothelzellen führen können (Liu, 

Wang, and Thorlacius 2000). CXCL-2 ist bedeutend für eine bakterielle Abwehr im Lungenge-

webe. So konnte in einer Studie von Greenberger et al. (1996, Journal of Infectious Diseases) 

in einem murinen Pneumoniemodell mit Klebsiella pneumoniae die Bedeutung von CXCL-2 

für die Rekrutierung von PMN in die Lunge, und die daraus resultierende Prävention vor einer 

systemischen Infektion aufgezeigt werden. Hierbei führte eine Inhibition von CXCL-2 zu einer 

reduzierten PMN Rekrutierung und einer verminderten bakteriellen Clearance im Lungen- und 

Lebergewebe im Vergleich zum Wildtyp.  

 

2.3 Thrombozyten und Hämostase  

Thrombozyten sind kleine Zellfragmente, die von Megakaryozyten aus dem Knochenmark ab-

stammen. Sie sind ca. 2 – 3 µm groß und haben eine Lebensdauer von ca. 5 – 9 Tagen. 

Thrombozyten besitzen keinen Nukleus. Im Zytoplasma dieser Zellen finden sich Mitochond-

rien, ein glattes endoplasmatisches Retikulum, Lysosomen und Granula (Silverthorn 2013). 

Die Granula der Thrombozyten enthalten biologisch aktive Substanzen, die nach einer Throm-

bozytenaktivierung ausgeschüttet werden. Sie dienen u. a. der Einleitung einer Koagulation 

und der Rekrutierung von Zellen im Laufe eines Entzündungsprozesses (Flaumenhaft 2003). 

Thrombozyten sind Bestandteil der primären Hämostase. Die primäre Blutstillung erfolgt über 

eine Adhäsion, Aktivierung und Aggregation der Thrombozyten. Nach einer Schädigung des 

Endothels binden sich Thrombozyten durch Interaktion mit der subendothelialen Matrix an 

subendotheliale Bestandteile wie gebundenem von-Willebrand Faktor oder Kollagen 

(Nieswandt and Watson 2003; Falati, Edmead, and Poole 1999; Coller et al. 1989). Diese 

Bindung führt zu einer Aktivierung der Thrombozyten, einer Änderung ihrer Morphologie und 

einer Sekretion biologisch aktiver Moleküle aus den Granula (Silverthorn 2013). Dies wiede-

rum führt zu einer Vasokonstriktion, der Aktivierung weiterer Thrombozyten und der Entste-

hung eines instabilen Thrombozytenaggregates (Silverthorn 2013; French, Macfarlane, and 

Sanders 1964). Auch werden während der Formänderung der Thrombozyten die Fibrinogen-

rezeptoren (GPIIb/IIIa) freigelegt und aktiviert (Niiya et al. 1987). Die sekundäre Hämostase, 

auch Koagulation genannt, wird in einen intrinsischen und extrinsischen Signalweg aufgeteilt. 

Der intrinsische Signalweg wird über eine Freilegung von subendothelialem Kollagen und ei-

ner Aktivierung des Gerinnungsfaktor XII gestartet. Der extrinsische Signalweg beginnt durch 

die Freilegung des Gerinnungsfaktor II und der Aktivierung von Gerinnungsfaktor VII. Die bei-

den Kaskaden vereinigen sich letztendlich zu einem gemeinsamen Signalweg, an dessen 

Ende Thrombin entsteht. Thrombin führt zu einer Konvertierung von Fibrinogen zu Fibrin. 

Durch die Quervernetzung des Fibrins und den Einschluss roter Blutkörperchen innerhalb des 
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Thrombozytenaggregates kommt es zur Entstehung eines unlöslichen „roten Thrombus“ 

(Silverthorn 2013). Während der Heilung des Endothelschadens wird der Thrombus allmählich 

aufgelöst, indem Plasminogen über Thrombin durch tissue plasminogen activator (tPA) zu 

Plasmin konvertiert wird und eine Fibrinolyse stattfindet (Silverthorn 2013). Um ein physiolo-

gisches Gleichgewicht zu erhalten und das Gewebe vor einer unkontrollierten Hämostase zu 

schützen, verfügt der Körper über Antikoagulantien wie zum Beispiel der Serin-Protease-Ini-

bitor Antithrombin oder Thrombomodullin (Opal et al. 2002; Esmon 1989). Antikoagulantien 

inhibieren über verschiedene Mechanismen die Anheftung von Thrombozyten an das En-

dothel, die Koagulation und die Fibrinbildung. Im pulmonalen Gewebe können Endotoxine und 

proinflammatorische Zytokine wie beispielsweise TNF-α oder IL-1 die lokale Koagulation akti-

vieren und eine verringerte Fibrinolyse sowie verminderte Produktion von Antikoagulantien 

herbeiführen (Günther et al. 2000; Kirchhofer et al. 1994; Fourrier et al. 1992; Bevilacqua et 

al. 1984; Colucci et al. 1983). Dieser prokoagulante Zustand des Lungengewebes ist ein wich-

tiger Bestandteil der lokalen Bekämpfung pulmonaler Infektionen und Inflammation. Imbalan-

cen in diesem System können jedoch die Entstehung einer pulmonalen Koagulopathie fördern 

und das Krankheitsgeschehen vorantreiben (Rijneveld et al. 2006; Günther et al. 2000). So 

kann eine erhöhte endotheliale Leckage von Plasmaproteinen in die Alveolen oder die zusätz-

liche Einwirkung inflammatorischer Stimuli, wie bakterieller Toxine, die Koagulation modifizie-

ren und die Expression und Synthese prokoagulanter und antifibrinolytischer Faktoren fördern 

(Rijneveld et al. 2006; Biemond et al. 1995; Geelen, Bhattacharyya, and Tuomanen 1992). Die 

daraus resultierende ausufernde Koagulation und verringerte Fibrinolyse führt zu einer ver-

mehrten Ansammlung von Fibrin in den Alveolen, einer Inaktivierung von Surfactant, einer 

Zunahme des Gewebeschadens, einem gestörten Gasaustausch sowie einer pulmonalen Fib-

rose (Sitrin et al. 1998; Papadimitriou et al. 1997; Idell et al. 1991; Seeger et al. 1985). 

 

2.4 Streptokokken 

Streptokokken sind gram-positive, runde, sich in Ketten oder Paaren anordnende Bakterien. 

Sie sind Katalase-negativ und können aufgrund ihrer hämolytischen Eigenschaften (α-, β-, γ- 

Hämolyse) und der Polysaccharide ihrer Zellwand in verschiedene Gruppen eingeteilt werden 

(Lancefield 1933). Häufig sind Streptokokken als Bestandteil der kommensalen Flora von 

Schleimhäuten zu finden. Sie können jedoch auch schwerwiegende Infektionserkrankungen 

hervorrufen (Kayser et al. 2010). 
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2.4.1 Streptococcus pneumoniae  

S. pneumoniae, auch Pneumokokken genannt, sind α-hämolytische, unbewegliche, zumeist 

bekapselte Bakterien. Sie werden aufgrund der Polysaccharid-Struktur ihrer Kapsel in ver-

schiedene Serotypen eingeteilt. Es sind über 90 verschiedene Serotypen von S. pneumoniae 

bekannt (Henrichsen 1995). Pneumokokken sind reine extrazelluläre Erreger und besitzen die 

Fähigkeit der Phasenvariation. Sie können zwischen einem transparenten kolonialisierenden 

und einem opaken invasiven Phänotyp wechseln (Serrano, Melo-Cristino, and Ramirez 2006; 

Weiser et al. 1994). Vor allem bei Kindern im Alter von 2 – 3 Jahren sind sie häufige Kom-

mensalen der Schleimhäute des Nasen-Rachen-Raums und der oberen Atemwege. Im Er-

wachsenenalter sinkt die Trägerrate auf < 10 % (Regev‐Yochay et al. 2004). Eine Infektion 

der Schleimhäute des Nasen-Rachen-Raums und der oberen Atemwege mit S. pneumoniae 

findet durch Tröpfchen oder Aerosole statt und verläuft in der Regel asymptomatisch. Jedoch 

kann eine Verbreitung des Erregers in angrenzende Organe zu der Entwicklung invasiver In-

fektionskrankheiten führen. Pneumokokken sind ein häufiger Erreger lokaler Infektionen wie 

Otitis media und Sinusitis, aber auch gravierender Erkrankungen wie Pneumonien (Brook and 

Gober 2007; Linder et al. 1994; Pachon et al. 1990), Sepsis und Meningitis können auf den 

Verlauf einer Pneumokokkeninfektion zurückzuführen sein (Mongardon et al. 2012; Hsu et al. 

2009). Risikogruppen für S. pneumoniae Infektionen sind vor allem alte Menschen, Kleinkinder 

und immunsupprimierte Menschen (Cillóniz et al. 2013; Rozenbaum et al. 2013; Fletcher et al. 

2006). 

 

2.4.1.1 Virulenzfaktoren  

2.4.1.1.1 Kapsel 

Die 200 – 400 nm dicke und negativ geladene Polysaccharidkapsel bildet die äußere Hülle der 

Pneumokokken (Sorensen et al. 1988). Sie ist ein wichtiger Virulenzfaktor für die Etablierung 

des Bakteriums in einem Wirtsorganismus. So sind alle bekannten invasiven klinischen Isolate 

bekapselt. Unbekapselte Stämme hingegen weisen eine geringere Virulenz auf (Briles et al. 

1992). Die Kapsel ermöglicht dem Bakterium das respiratorische Epithel zu besiedeln und 

verhindert, dass das Bakterium durch die mukozilliäre Reinigung beseitigt wird (Nelson et al. 

2007). Sie hat eine antiphagozytotische Wirkung, indem sie osponierende Antikörper und 

Komplement für die Rezeptoren phagozytotischer Zellen unzugänglich macht (Hyams et al. 

2010). Zudem verhindert die Kapsel ein Anhaften von Pneumokokken an Nets (Wartha et al 
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2007) und bildet durch Schutz vor einer Antibiotika-induzierten Autolyse einen wesentlichen 

Faktor bei der Entstehung von Antibiotikaresistenzen (Fernebro et al. 2004). 

 

2.4.1.1.2 Pneumolysin 

Pneumolysin (PLY) ist ein weiterer wichtiger Virulenzfaktor von S. pneumoniae. Das 53-kDa 

große Thiol-aktivierte Zytotoxin wird von allen klinischen Isolaten produziert und befindet sich 

im Zytoplasma des Bakteriums (Boulnois et al. 1991). PLY wird nicht aktiv sezerniert, sondern 

vor allem in der Wachstumsphase durch eine Autolysin (LytA) vermittelte Lyse der Zellwand 

aus dem Zytoplasma freigesetzt (Benton, Paton, and Briles 1997; Berry et al. 1989). Aber auch 

eine von der Zellyse unabhängige Sekretion von PLY konnte beobachtet werden 

(Balachandran et al. 2001). In der stationären Wachstumsphase einer Pneumokokkeninfektion 

kann eine Behandlung durch Antibiotika eine Autolysin-induzierte Autolyse des Bakteriums 

und dadurch eine Freisetzung von PLY nach sich ziehen (Mellroth et al. 2012; Spreer et al. 

2003). Seine zytotoxische Wirkung erlangt PLY durch eine Bindung an das Cholesterol von 

Zellmembranen und führt hierbei, über die Bildung ringförmiger, transmembraner Poren, zu 

einer Zelllyse (Tilley et al. 2005). PLY ist vor allem in der frühen Pathogenese einer Pneumo-

kokkeninfektion der Atemwege von Bedeutung. So inhibiert es die Zilienbewegung von Flim-

merzellen und löst TJ Verbindungen des respiratorischen Epithels. Infolgedessen kommt es 

zu einer Beeinträchtigung der mukoziliären Reinigung sowie der Integrität des Zellmonolayers, 

wodurch den Pneumokokken eine Invasion in die tieferen Atemwege ermöglicht wird (Rayner 

et al. 1995; Feldman et al. 1990). Dort verursacht die zytotoxische Wirkung von PLY eine 

Schädigung der alveolar-kapillären Barriere und verhilft so den Pneumokokken zu einer Pe-

netration in das pulmonale Gewebe und schließlich in den Blutkreislauf des Wirtsorganismus 

(Rubins et al. 1993; 1992). PLY hat darüber hinaus diverse Auswirkungen auf das Immunsys-

tem. Es führt in zytotoxischer Konzentration zu einer direkten Inhibierung phagozytotischer 

und modulatorischer Funktionen von Immunzellen. In sublytischen Konzentrationen hemmt es 

den respiratory burst und die chemotaktische sowie antibakterielle Aktivität von PMN und Mak-

rophagen (Nandoskar et al. 1986; Paton and Ferrante 1983). Zusätzlich hemmt es die lym-

phoproliferative Antwort und die Produktion von Zytokinen und Immunglobulinen durch Lym-

phozyten (Ferrante, Rowan-Kelly, and Paton 1984). Es hat jedoch nicht nur eine reine inhibie-

rende Wirkung auf das Immunsystem, sondern wirkt auch proinflammatorisch und führt zu 

einer Rekrutierung von Immunzellen. PLY stimuliert durch seine zytotoxische Wirkung eine 

Zytokinausschüttung in den betroffenen Geweben und provoziert zudem durch eine direkte 

Aktivierung des klassischen Komplementweges eine Immunantwort (Paton, Rowan Kelly, and 

Ferrante 1984). Des Weiteren regt es Monozyten zu einer Produktion von TNF-α und IL-1β 

und PMNs zu einer Synthese und Ausschüttung von IL-8 an (Cockeran et al. 2002; 
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Houldsworth, Andrew, and Mitchell 1994). Auch führt es, wie Experimente in der Mauslunge 

zeigten, zu einem Anstieg von PAF (Witzenrath et al. 2006). Diese direkten zytotoxischen, 

inhibitorischen Effekte und die immunmodulierende Komponente von Pneumolysin machen 

es zu einem bedeutenden Faktor in der Pathogenese einer pulmonalen Pneumokokkeninfek-

tion. 

 

2.4.1.1.3 Oberflächenproteine  

Die Familie der Leucin-Prolin-Xaa-Threonin-Glycin (LPXTG) verankerten Oberflächenproteine 

trägt wesentlich zur Virulenz von Pneumokokken bei. Ein Beispiel hierfür ist die Hyaluronidase. 

Sie wird von 99 % aller klinischen Pneumokokkenisolate sezerniert (Humphrey 1944). Mittels 

der Degradierung hyaluroner Säuren wird dem Bakterium die Verbreitung und Kolonialisierung 

im Wirt erleichtert (Ponnuraj and Jedrzejas 2000). Ein weiteres Enzym, das zu der Familie der 

LPXTG verankerten Oberflächenproteine zählt, ist die Neuraminidase. In Körperflüssigkeiten 

und auf Zelloberflächen spaltet das Enzym N-Acetylneuraminsäuren von Glycolipiden, Lip-

oproteinen und Oligosacchariden. Es führt zu einer direkten Zellschädigung und vereinfacht 

dadurch dem Bakterium eine Bindung an die Wirtszellen (Brittan et al. 2012; King, Hippe, and 

Weiser 2006; Camara et al. 1994). Cholinbindende Oberflächenproteine wie beispielsweise 

pneumococcal surface protein A (PspA), pneumococcal surface protein C (PspC) und LytA. 

sind weitere wichtige Virulenzfaktoren der Zellwand von Pneumokokken. Das Oberflächenpro-

tein PspA stört die Bindung von C3-Komplement an die Zellwand von Pneumokokken und 

verhindert dadurch eine Opsonierung der Bakterienoberfläche durch Komplement (Ren et al. 

2004). Zusätzlich bindet es Lactoferrin und schützt das Bakterium vor dessen bakterizider Wir-

kung (Håkansson et al. 2001). PspC schützt das Bakterium vor einer Aktivierung des Komple-

mentsystems, indem es sowohl an den polymerischen Immunglobulinrezeptor als auch an das 

komplementregulatorische Protein Faktor H bindet (Asmat et al. 2011; Duthy et al. 2002). LytA 

zählt ebenfalls zu den cholinbindenden Oberflächenproteinen. Das autolytisch aktive Enzym 

führt zu einer Zelllyse und ist vor allem in der Wachstumsphase des Bakteriums von Bedeu-

tung. Durch die Zelllyse werden Virulenzfaktoren wie PLY, aber auch inflammatorische Pep-

tidoglycane und Teichonsäuren aus der Zellwand des Bakteriums freigesetzt (Bonnet et al. 

2018; Mellroth et al. 2012; Berry et al. 1989). Ein weiteres Oberflächenprotein, das dem Bak-

terium als Virulenzfaktor dient, ist der pneumococcal adherence and virulence factor A (PavA). 

Durch seine Bindung an Fibronektin ermöglicht PavA dem Bakterium eine Annäherung an 

Endothelzellen (Holmes et al. 2001). Ebenso erwähnenswert sind das plasminogen-bindende 

Protein Glycerinaldehyde-3-Phophate-Degydrogenase und die Enolase. Diese Proteine er-

möglichen den Pneumokokken eine Transmigration durch die Basalmembran (Simone 

Bergmann, Rohde, and Hammerschmidt 2004; S. Bergmann et al. 2001).  
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2.5 Pneumonie 

2.5.1 Definition und Einteilung 

Als Pneumonie wird eine akute oder chronische Entzündung des Lungenparenchyms bezeich-

net, die durch eine Infektion mit mikrobiellen Erregern wie Bakterien, Viren, Pilzen oder auch 

Protozoen ausgelöst werden kann (Gerok et al. 2007). Pneumonien können aufgrund ihres 

Infektionsursprungs in 3 Gruppen eingeteilt werden. Die community-acquired pneumonia 

(CAP), im deutschen auch ambulant erworbene Pneumonie genannt, ist eine Pneumonieform, 

die außerhalb eines Krankenhauses und bei einer normalen Immunitätslage des Wirtes erwor-

ben wurde (Ewig 2016b). Als nosokomial erworbene Pneumonie, im englischen hospital-ac-

quired pneumonia (HAP), gelten Infektionen, die bei einer normalen Immunitätslage des Wir-

tes, 48 Stunden nach einer Krankenhausaufnahme auftreten (Ewig et al. 2021). Die beat-

mungsassoziierte Pneumonie (engl. ventilator-associated pneumonia, VAP) wird als Unter-

gruppe einer HAP angesehen. Eine VAP wird als eine endogene oder exogene Infektion im 

Rahmen einer invasiven maschinellen Beatmung, nach einer Mindestbeatmungsdauer von 48 

Stunden, klassifiziert (Dalhoff et al. 2018). Als weitere Klassifikation wird noch die „Pneumonie 

unter Immunsuppression“ als Gruppe definiert. Sie zeichnet sich nicht durch den Ort der Ent-

stehung einer Infektion, sondern anhand der Immunitätslage des Wirtes aus. Hier führt eine 

Immunsuppression des Wirtes zu einer Infektion, die ein opportunistisches Erregerspektrum 

mit einschließt (Ewig 2016b).  

 

2.5.2 Epidemiologie der ambulant erworbenen Pneumonie 

Trotz hoher Gesundheits- und Pflege-Standards zählt die CAP in Europa zur fünfthäufigsten 

Todesursache (Torres 2014). Risikogruppen für eine ambulant erworbene Pneumonie sind vor 

allem Kinder unter 5 Jahren sowie Ältere über 65 Jahre (Heiskanen-Kosma et al. 1997; 

Rozenbaum et al. 2013). Aber auch chronische Erkrankungen und Immunsuppression erhö-

hen das Risiko, an einer Pneumonie zu erkranken (Cillóniz et al. 2013). Aufgrund des breiten 

Erregerspektrums ist eine gesamtheitliche Prävention gegen eine CAP nicht möglich. Jedoch 

werden Risikogruppen Vakzinierungen gegen einige Erreger wie beispielsweise Pneumokok-

ken oder Influenza empfohlen (Koch 2016). Die Mortalitätsrate der CAP ist ungeachtet der 

flächenweiten Einführung von Antibiotika in den 1950 er Jahren gleichbleibend hoch. Die Mor-

talitätsrate bei Patienten, die aufgrund einer CAP stationär therapiert werden müssen, beläuft 

sich in Europa auf 5 – 15 % und steigt bei Intensivpatienten auf bis zu 40 % (Torres 2014). Bei 

Erkrankten, die nicht in ein Krankenhaus eingewiesen werden müssen, liegt die Mortalitätsrate 

bei weniger als 1 % (Carratalà et al. 2005; Fine et al. 1997). Hinzukommend stellt CAP einen 

hohen sozioökonomischen Kostenfaktor dar. Allein in Europa werden die jährlichen durch CAP 
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verursachten Kosten, aufgrund von Krankenhausaufenthalten und Arbeitskraftverlusten, auf 

circa 10 Milliarden Euro geschätzt (Torres 2014). 

 

2.5.3 Erreger und Therapie der ambulant erworbenen Pneumonie 

S. pneumoniae ist weltweit der häufigste bakterielle Erreger einer CAP (Cillóniz et al. 2013; 

2011). Aber auch andere bakterielle Erreger wie Haemophilus influenza, Staphylococcus au-

reus, Moraxella catarrhalis, Pseudomonas aeruginosa oder auch gram-negative Bakterien wie 

Chlamydophila pneumoniae und Legionella species können eine CAP hervorrufen (Cillóniz et 

al. 2011). Unter den viralen Erregern ist vor allem das seit 2020 pandemisch grassierende 

Coronavirus SARS-CoV-2 ein ernstzunehmender Faktor bei der Entstehung einer CAP 

(Ghebreyesus 2020; Dähne et al. 2021). Weitere virale Erreger, die eine CAP zur Folge haben 

können, sind das saisonale Influenzavirus, das respiratorische Synzytial-Virus und das Parain-

fluenza-Virus (Wiemken et al. 2013). Ferner können in seltenen Fällen mykotische Infektionen 

wie Coccidiodes species, Histoplasma capsulatum oder Blastomyces dermatitidis Auslöser 

einer CAP sein (Gago et al. 2014; Kralt et al. 2009; Valdivia et al. 2006). Die Therapie einer 

CAP orientiert sich an der Schwere der Erkrankung sowie an dem ursächlichen Erreger der 

Infektion. So sollten Patienten durch eine Risikostratifizierung anhand ärztlicher klinischer Ein-

schätzung und unter Zuhilfenahme klinischer Scores in dem Schweregrad der CAP beurteilt 

und das Therapiesetting dementsprechend angepasst werden. Es wird empfohlen, eine anti-

mikrobielle Therapie so zügig wie möglich nach der Diagnose einer CAP zu beginnen. Bei 

leichten Pneumonien kommen vor allem Penicillin-Präparate oder Aminopenicillin-β-Lakta-

mase-Inhibitor-Kombinationen zum Einsatz. Bei mittelschweren Pneumonien gelten Aminope-

nicilline mit b-Laktamase-Inhibitor und Cephalosporine der 2- und 3a-Generation als initiale 

Therapieoptionen. Bei Patienten mit einer schweren Pneumonie werden zumeist zusätzlich 

Makrolide eingesetzt (Ewig et al. 2016a). Besteht der Verdacht einer Influenzainfektion sollte 

überdies mit einem Neuraminidase-Inhibitor behandelt werden. Es ist zu beachten, dass die 

antimikrobielle initiale Therapie jedoch nach der Identifizierung des Pneumonieerregers neu 

evaluiert und dementsprechend angepasst werden sollte (Ewig et al. 2016a). Eine Erregerdi-

agnose kann über verschiedene Diagnoseverfahren wie Erregeranzuchten, Antigentests, aber 

auch molekulare Detektionsverfahren wie Real-Time- und Multiplex-Polymerase-Kettenreakti-

onen erfolgen. Jedoch ist ungeachtet einer adäquaten initialen antimikrobiellen Therapie und 

entsprechendem Management vorhandener Komorbiditäten die Mortalitätsrate von hospitali-

sierten Patienten mit einer schweren CAP gleichbleibend hoch (Torres 2014). Als Grund für 

ein Therapieversagen wird vor allem eine inadäquate Entzündungsantwort verantwortlich ge-

macht. Die überschießende Aktivität der körpereigenen Entzündungs- und Immunantwort 



24  

kann zu schweren Schäden auf der Ebene der alveolar-kapillären Barriere führen und schwer-

wiegende Komplikationen wie beispielsweise Sepsis und/oder ein akutes respiratorisches 

Syndrom (engl. acute respiratory distress syndrom, ARDS) zur Folge haben (Chen et al. 2016; 

Menéndez et al. 2016; Montull et al. 2016; Moisés et al. 2014; Yende et al. 2008). 

 

2.6 Sepsis 

Als Sepsis wird ein lebensbedrohliches Organversagen infolge einer gestörten Regulation der 

Wirtsantwort aufgrund einer Infektion beschrieben (Singer et al. 2016). Hierbei gilt die Pneu-

monie als häufigste Ursache einer Sepsis (Vincent et al. 2006). Die Bezeichnung septischer 

Schock beschreibt zusätzliche zirkulatorische und zelluläre/metabolische Abweichungen, die 

das Mortalitätsrisiko des Patienten erheblich erhöhen (Singer et al. 2016). Zu den häufigsten 

bakteriellen Erregern einer Sepsis zählen die gram-positiven Streptococcus pneumoniae und 

Staphylococcus aureus sowie die gram-negativen Escherichia coli, Klebsiella species und 

Pseudomonas aueruginosa (Vincent et al. 2006; Opal et al. 2003). Risikofaktoren für die Ent-

wicklung einer Sepsis determinieren sich vor allem durch die Prädisposition eines Patienten 

für Infektionen und der daraus resultierenden Wahrscheinlichkeit eines akuten Organversa-

gens. So sind Patienten mit chronischen Erkrankungen oder Patienten, die mit Immunsupp-

ressiva therapiert werden, einem erhöhten Sepsisrisiko ausgesetzt. Aber auch das Lebensal-

ter (Alte und Kleinkinder) sowie das Geschlecht (Männer > Frauen) stellen einen Risikofaktor 

für die Entstehung einer Sepsis dar (Angus et al. 2001). Das klinische Erscheinungsbild einer 

Sepsis ist äußerst variabel und sowohl von der Grunderkrankung, der initialen Infektion und 

dem verursachenden Pathogen sowie dem Charakter des akuten Organversagens abhängig. 

Der Verlauf einer Sepsis wird sowohl von proinflammatorischen als auch antiinflammatori-

schen Immunprozessen bestimmt. Eine ausgewogene Wirtsantwort ist für die Beseitigung der 

Infektion sowie den Schutz und Erhalt des Wirtsgewebes von großer Bedeutung. In der initia-

len Phase einer Sepsis ist vor allem die proinflammatorische Immunantwort maßgebend. 

Diese kann im Falle einer Disbalance zu starken Gewebeschädigungen und Nekrosen führen 

und sich in einem akuten Organversagen manifestieren (Singer et al. 2016; Osuchowski et al. 

2006; Hotchkiss et al. 1999). Im späteren Verlauf einer Sepsis werden vor allem Anzeichen 

einer Immunsuppression mit einer erhöhten Empfänglichkeit für sekundäre Infektionen er-

kennbar (G. J. Zhao et al. 2016; Ertel et al. 1995). Des Weiteren leiden Sepsispatienten an 

einer unkontrollierten Blutgerinnung. Die Entstehung mikrovaskulärer Thromben aufgrund ei-

ner gesteigerten Koagulation und gleichzeitiger Beeinträchtigung endogener antikoagulatori-

scher Signalwege sowie einer gestörten Fibrinolyse führt zu einer Hypoperfusion und Hypo-

xämie von Geweben (Dhainaut et al. 2005; Kidokoro et al. 1996; Shimamura et al. 1983). 

Hinzukommend wird die Oxygenierung der Gewebe durch den Verlust endothelialer Barrieren 
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und auf subzellulärer Ebene durch mitochochondriale Schäden gestört (Johansen et al. 2015; 

Brealey et al. 2002). Aufgrund der Variabilität des klinischen Erscheinungsbildes empfiehlt der 

Internationale Konsensus zur Definition von Sepsis und septischem Schock zur Diagnose ei-

ner Sepsis die Beurteilung des Infektions- und Entzündungsgeschehens anhand klinischer 

und labordiagnostischer Parameter sowie die Anwendung des Sequential (Sepsis-Related) 

Organ Failure Assessment Score (SOFA Score) zur Feststellung eines septischen Organver-

sagens. Hierbei wird von einem septischen Organversagen bei einer akuten SOFA Score Wert 

Änderung auf ≥ 2 infolge einer Infektion gesprochen. Die Krankenhausmortalität dieser Pati-

enten liegt selbst bei einem geringgradigen Organversagen aufgrund einer Infektion bei über 

10 %. Die Diagnose eines septischen Schocks wird durch das Auftreten einer Sepsis mit an-

haltender Hypotension trotz Einsatzes von Vasopressoren und einer Hyperlaktämie (> 2 

mmol/L) trotz adäquater Flüssigkeitstherapie gestellt. Bei Erfüllung dieser Kriterien wird mit 

einer Krankenhausmortalität von über 40 % gerechnet (Singer et al. 2016). Die initiale Thera-

pie einer Sepsis zielt auf die Optimierung und Wiederherstellung kardiorespiratorischer Funk-

tionen und der Abwehr eines unkontrollierten Infektionsgeschehens ab. So wird das kardiore-

spiratorische System durch den Einsatz intravenöser Flüssigkeiten und Vasopressoren sowie 

durch den Einsatz von Sauerstoff und gegebenenfalls mechanischer Ventilation unterstützt 

und das Infektionsgeschehen durch eine antimikrobielle Therapie behandelt. Die weiterfüh-

rende Therapie einer Sepsis muss je nach Zustand des Patienten evaluiert und angepasst 

werden (Dellinger et al. 2013). 

 

2.7 Das akute respiratorische Syndrom 

Bakterielle oder virale Pneumonien sind die häufigste pulmonale Ursache für die Entstehung 

eines ARDS. Aber auch Erkrankungen, die indirekt einen schweren Lungenschaden herbei-

führen, wie beispielsweise eine Sepsis nicht pulmonaler Herkunft, können die Entwicklung ei-

nes ARDS begünstigen (Moisés et al. 2014; Ferring and Vincent 1997; Knaus et al. 1994). In 

der initialen exsudativen Phase eines ARDS führen direkte oder indirekte Schädigungen der 

pulmonal-endothelialen Barriere zu einer erhöhten Permeabilität. Eine Folge dieser vaskulären 

Leckage ist die Entwicklung eines proteinreichen Ödems im Lungeninterstitium und in den 

Alveolen. Darüber hinaus kommt es zur Einwanderung und Ansammlung von PMN in das 

Lungengewebe und in die Alveolarräume. Hierbei kann es aufgrund einer nicht verhältnismä-

ßigen Akkumulation und Aktivierung von Leukozyten und Makrophagen sowie einer deregu-

lierten Entzündungsantwort zu einer massiven Ausschüttung proinflammatorischer Zytokine 

und apoptotischer Substanzen kommen. Diese Prozesse führen somit zu einer zusätzlichen 

Verschlimmerung des bereits vorhandenen Lungenschadens (Thille et al. 2013; Pratt et al. 

1979). In der fibroproliferativen Phase eines ARDS, die früh nach der Schadensentstehung 
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und teilweise überlappend mit der exsudativen Phase stattfindet, wird der Alveolarraum durch 

proliferative mesenchymale Zellen, wie Fibroblasten, Myofibroblasten und lokale pluripotente 

mesenchymale Vorläuferzellen gefüllt. Reparative Vorgänge führen zur Proliferation von Typ 

I Epithelzellen und zur Entstehung neuer Blutgefäße. Hinzukommend sind Anzeichen einer 

unkontrollierten Aktivierung der Blutgerinnung durch Mikrothrombi innerhalb der kleinen pul-

monalen Gefäße und einer beeinträchtigten fibrinolytischen Aktivität angesichts von Fibrinan-

sammlung innerhalb der distalen Atemwege erkennbar (Thille et al. 2013; Meduri et al. 1991; 

Pratt et al. 1979). Das klinische Bild eines ARDS zeichnet sich vorrangig durch eine akut ein-

setzende Hypoxämie, aufgrund eines nicht kardiogenen Lungenödems und eines physiologi-

schen Lungenshunts sowie durch Atelektasen verschiedener Lungenbereiche und einer ver-

minderte Compliance aus. In seltenen Fällen treten zudem eine progressive pulmonale Fib-

rose und/oder eine pulmonale Hypertension auf (Zhou et al. 2016; Ranieri et al. 2012; Villar et 

al. 1989). Es gibt verschiedene Definitionen und Einteilungen des ARDS. Die Berliner Defini-

tion eines ARDS wurde 2011 eingeführt. Hierbei wird die Diagnose durch die Beurteilung des 

Zeitpunktes des Einsetzens der Symptome, der radiologischen Befunde und der Ursache des 

vorhandenen Lungenödems gestützt. Des Weiteren wird eine Einteilung des ARDS aufgrund 

des Schweregrades der vorhandenen Hypoxie vorgenommen. Dazu wird der Oxygenierungs-

index (OI) sowie der positiv-endexspiratorische Druck (PEEP) und der kontinuierliche positive 

Beatmungsdruck (CPAP) beurteilt und das ARDS in eine milde, moderate und schwere Form 

eingestuft (Tabelle 1) (Ferguson et al. 2012; Ranieri et al. 2012). Neben der Behandlung der 

ursächlichen Grunderkrankung ist aufgrund der schweren arteriellen Hypoxämie und einer Er-

schwerung der Atemtätigkeit zumeist eine maschinelle Beatmung des Patienten von Nöten. 

Tatsächlich ist eine protektive Lungenbeatmung die bisher einzige bekannte effektive Thera-

piemethode eines ARDS (Bellani et al. 2016; Brower et al. 2000). Die Heterogenität, die pa-

thophysiologischen Ereignisse, die funktionelle Redundanz und die pleiotropischen Effekte der 

verschiedenen Zytokine, Chemokine und Transkriptionsfaktoren erschweren die Behandlung 

eines ARDS erheblich. In einer weltweiten prospektiven Studie lag die Mortalitätsrate eines 

ARDS im Winter 2014 bei 40 % (Bellani et al. 2016). Eine Studie von Brun-Buisson et al. aus 

dem Jahr 2004 ergab, dass die Mortalitätsrate bei Intensiv- und Krankenhauspatienten, die 

aufgrund einer bakteriellen Pneumonie ein ARDS entwickelten, bei 42,6 % und 50,7 % lag. 

Die Mortalitätsrate bei Patienten, deren ursächliche Erkrankung eine Pneumonie mit septi-

schem Schock war, betrug sogar 66,7 % und 72,2 % (Brun-Buisson et al. 2004). Diese Studien 

unterstreichen die Bedeutung der Erforschung neuer Therapieoptionen, um den Krankheits-

verlauf eines ARDS besser zu kontrollieren und die Heilungschancen für Patienten zu erhö-

hen. 
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Tabelle 1: Die Berliner Definition eines ARDS (Ranieri et al. 2012; Ferguson et al. 2012) 

Akutes respiratorisches Syndrom 

Zeitpunkt: Beginn innerhalb einer Woche nach akutem klinischen Ereignis oder 

neu Auftreten bzw. Verschlechterung respiratorischer Symptome. 

Bildgebung: Bilaterale Verdichtungen, die nicht allein durch einen Erguss, einen 

Lungenkollaps oder anhand von Rundherden erklärt werden können. 

Ursache des Ödems: Nicht allein erklärbar durch eine kardiogene Ursache oder eine Volu-

menüberladung. Falls keine Risikofaktoren vorhanden, muss anhand 

einer objektiven Beurteilung durch beispielsweise eine Echokardio-

graphie ein hydrostatisches Ödem ausgeschlossen werden. 

 Mild Moderat Schwer 

Oxygenierung: 200 < OI ≤ 300 mmHg 

PEEP/CPAP ≥ 5 cmH2O 

100 < OI ≤ 200 mmHg 

PEEP ≥ 5 cmH2O 

OI ≤ 100 mmHg 

PEEP ≥ 5 cmH2O 

Abkürzungen: CPAP – kontinuierlicher positiver Beatmungsdruck, OI – Oxygenierungsindex, 
PEEP – positiv-endexspiratorischer Druck 

 

2.8 Der Angiopoietin/Tyrosinkinasen-Rezeptor-Signalweg  

Der Angiopoietin/Tyrosinkinasen-Rezeptor-Signalweg ist essenziell für die embryonale Ent-

wicklung von Blut- und Lymphgefäßen (T. N. Sato et al. 1995; Dumont et al. 1994). Im adulten 

Gewebe kontrolliert der Signalweg die vaskuläre Permeabilität sowie die endotheliale Entzün-

dungsantwort und ist ein wichtiger Faktor bei der Entstehung pathologischer Blutgefäßbildung 

(Fiedler et al. 2006; Hawighorst et al. 2002; Holash et al. 1999; G Thurston, Suri, Smith, 

Mcclain, et al. 1999; Puri et al. 1995). Die Tyrosinkinase-Rezeptoren tunica interna endothelial 

cell kinase-1 (Tie-1) und Tie-2 des Signalweges sind homologe Zelloberflächenmoleküle, die 

vorwiegend von Endothelzellen exprimiert werden (T. N. Sato et al. 1993; Partanen et al. 

1992). Aber auch in hämatopoetischen Zellen, wie Eosinophilen und einer Subpopulation von 

Monozyten, konnten diese Rezeptoren bisher nachgewiesen werden (Murdoch et al. 2007; 

Feistritzer et al. 2004). Die Tyrosinkinase-Rezeptoren zeigen einen zu 76 % ähnlichen Aufbau 

und setzen sich aus einer extrazellulären Liganden-bindenden-Domäne und einer intrazellu-

lären Tyrosinkinasen-Domäne zusammen (Schnurch and Risau 1993; Ziegler et al. 1993; 

Partanen et al. 1992). Liganden des Tie-2-Rezeptors sind die parakrin oder autokrin sezer-

nierten Angiopoietine (Valenzuela et al. 1999; Maisonpierre et al. 1997; Suri et al. 1996). Der 

Tie-2-Rezeptor wird durch Bindung eines agonistischen Liganden phosphoryliert und aktiviert 
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(Wong et al. 1997; Davis et al. 1996). Die große Bedeutung des Angiopoietin/Tie-2-Rezeptor-

Signalweges für die Stabilität und Integrität des Gefäßsystems wird vor allem im Zusammen-

hang mit dem ubiquitären endothelialen Vorkommen des Rezeptors und dessen konstitutiver 

Phosphorylierung im ruhenden Gefäßbett deutlich (Wong et al. 1997). Die Liganden des Tie-

2-Rezeptors, die Angiopoietine, sind endogene oligomerische Glycoproteine. Alle Proteine 

dieser Familie weisen eine spezifische aminoterminale Region sowie eine Coiled-Coil Domäne 

auf. Diese Regionen sind zum einen für eine Oligomerisierung der Proteine von Bedeutung, 

und sie schaffen zum anderen die Voraussetzungen für ein Clustering der Liganden am Re-

zeptor sowie für die Aktivierung des Tie-2-Rezeptors (Barton et al. 2006; Valenzuela et al. 

1999; Maisonpierre et al. 1997; Davis et al. 1996). Der Coiled-Coil Domäne folgt eine carboxyl-

terminale Fibrinogendomäne, welche allein für die Interaktion mit dem Tie-2-Rezeptor verant-

wortlich ist (Davis et al. 2003; Fiedler et al. 2003). Die am besten charakterisierten Proteine 

des Signalweges sind die Angiopoietine-1 (Ang-1) und -2 (Ang-2). Ang-1 wirkt als agonisti-

scher Ligand am Tie-2-Rezeptor, Ang-2 hingegen inhibiert als kompetitiv antagonistischer Lig-

and den Tie-2-Rezeptor-Signalweg (Maisonpierre et al. 1997; Davis et al. 1996). Über die 

Funktion der Proteine Angiopoietin-4 (Ang-4) und dessen murinen Ortholog Angiopoietin-3 

(Ang-3) ist bisweilen nur wenig bekannt. Der Tie-1-Rezeptor gilt aktuell als ein verwaister Re-

zeptor, für den bislang kein Ligand bekannt ist (Savant et al. 2015). Jedoch kann Tie-1 über 

eine Wechselbeziehung und der Bindung von Angiopoietinen an Tie-2 aktiviert werden  

(Korhonen et al. 2016; Savant et al. 2015). Der Beitrag und die Wirkungsweise des Rezeptors 

im Angiopoietin/Tie-Rezeptor-System ist gegenwärtig nur partiell untersucht. In einer Studie 

von Patan et al. (1998, Microvascular Research) zeigten Tie-1 defiziente Mäuse Anzeichen 

einer vermehrten Angiogenese sowie eine stärkere Vaskularisation als der Wildtyp, welches 

ein Hinweis auf eine mögliche Bedeutung des Rezeptors in der Regulation des ruhenden Ge-

fäßbettes sein könnte.  

 

2.8.1 Angiopoietin-1  

Ang-1 wird von verschiedenen Zelltypen synthetisiert. Vor allem periendotheliale Zellen, glatte 

Muskelzellen der Gefäße, Fibroblasten, Thrombozyten und Megakaryozyten exprimieren das 

Protein konstitutiv (J. J. Li et al. 2001; Davis et al. 1996). Es ist ein agonistischer Ligand und 

führt nach der Bindung an den Tie-2-Rezeptor zu einer Autophosphorylierung und Aktivierung 

des Rezeptors (Davis et al. 1996). Ang-1 ist ein bedeutender Faktor in der embryonalen Angi-

ogenese. So weisen Ang-1 Knockout-Mäuse eine embryonale Letalität mit schwerwiegenden 

kardiovaskulären Veränderungen auf (Suri et al. 1996). Die vaskulären Defizite dieser Knock-

out-Mäuse gleichen dem Phänotyp von Tie-2 Knockout-Mäusen und verdeutlichen hierdurch 
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den Zusammenhang einer physiologischen embryonalen Gefäßreifung mit einer Ang-1 stimu-

lierten Tie-2 Rezeptoraktivierung (T. N. Sato et al. 1995; Dumont et al. 1994). Auch in der 

Aufrechterhaltung eines adulten stabilen und integren Gefäßsystems ist Ang-1 von Bedeu-

tung. Studien von Suri et al. (1998, Science) und Thurston et al. (2000, Nature Medicine) zeig-

ten, dass transgene Ang-1 überexprimierende Mäuse neben einer vermehrten Vaskularisation 

der Gewebe auch eine reduzierte endotheliale Permeabilität aufweisen. Das Glycoprotein in-

duziert eine Ansammlung von Tie-Rezeptoren an endothelialen Zellverknüpfungen und an en-

dothelialen Kontaktstellen mit extrazellulärer Matrix und aktiviert über eine Bindung an den 

Tie-2-Rezeptor die Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) und das ras related C3 botulinum toxin 

substrate 1 (Rac1) (Fukuhara et al. 2008; Saharinen et al. 2008). Dies führt über das p190Rho-

GTPase-aktivierende Protein zu einer Inaktivierung von ras homolog family member A (RhoA), 

wodurch letztendlich die Entstehung von F-Aktin-Fasern und somit die endotheliale Permea-

bilität reduziert wird (Mammoto et al. 2007). Zusätzlich schützt es vor einer vaskulären Le-

ckage, indem es zum einen über die Inhibition der Tyrosinkinase Src einer vascular endothelial 

growth factor (VEGF) vermittelten Internalisierung von VE-Cadherinen entgegenwirkt (Gavard, 

Patel, and Gutkind 2008; G. Thurston et al. 2000; G. Thurston, Suri, Smith, McClain, et al. 

1999). Zum anderen stärkt es über eine extracellular-signal regulated kinase 1 und 2 (ERK1/2) 

vermittelte Aktivierung der Sphingosinkinase-1 und einem daraus resultierenden Anstieg junk-

tionaler VE-Cadherine die interendothelialen Zellkontakte (X. Li et al. 2008). Ein weiterer Me-

chanismus, über den Ang-1 das Endothel vor einer erhöhten Permeabilität schützt, erfolgt über 

die Inhibition des Inositol-tri-Phosphat (IP3)-Rezeptors und einem daraus resultierenden redu-

zierten extrazellulären Kalziuminflux durch den transient-receptor-potential-channel-1 Ionen-

kanal (TRPC-1) (Jho et al. 2005; Ahmmed et al. 2004). Die Wirkung von Ang-1 ist jedoch nicht 

nur auf die endotheliale Permeabilität beschränkt. In vitro Studien konnten eine direkte anti-

apoptotische Wirkung des Glycoproteins auf Endothelzellen aufzeigen, indem es durch die 

Phosphorylierung von Tie-2 und über den PI3K/Proteinkinase B-Signalweg zu einer Inhibition 

des forkhead transcription factor 1 (FOXO-1) führt (Daly et al. 2004; I. Kim et al. 2000;  

Papapetropoulos et al. 2000). Hinzukommend schützt die Ang-1 induzierte Inhibition von 

FOXO-1 das Endothel vor einer Aktivierung, da es die Expression und Sekretion von FOXO-

1 Zielgenen inklusive Ang-2 hemmt (Daly et al. 2004). Des Weiteren konnte eine reduzierte 

Expression proinflammatorischer Gene und inflammatorischer Mediatoren wie beispielsweise 

IL-8 durch Ang-1 belegt werden (Hughes, Marron, and Brindle 2003; Pizurki et al. 2003). Auch 

konnte eine durch Ang-1 verminderte Expression von Adhäsionsmolekülen wie E-Selectin, I-

CAM1 und vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM1) sowie eine Ang-1 vermittelte Reduk-

tion der Leukozytenadhäsion und Transmigration nach einem vorausgegangenen proinflamm-

atorischen Stimulus aufgezeigt werden (Gamble et al. 2000; I. Kim et al. 2001). In Bezug auf 

das pulmonale Gewebe konnte eine protektive Wirkung des Proteins nachgewiesen werden. 
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So zeigten Ang-1 überexprimierende oder mit Ang-1 behandelte Mäuse nach Induktion eines 

endotoxin- oder hydrogenperoxid-vermittelten Lungenschadens eine verminderte Expression 

pulmonaler Zytokine und Adhäsionsmoleküle sowie eine verminderte Leukozyten Infiltration 

und vaskuläre Leckage (So et al. 2008; Xu et al. 2008; Mammoto et al. 2007; Mei et al. 2007; 

McCarter et al. 2007, 2006; Witzenbichler et al. 2005). Ebenso konnte in in vitro und in vivo 

Modellen einer Pneumokokkenpneumonie der protektive Effekt einer Ang-1 Therapie bestätigt 

werden. So wiesen mit Ang-1 behandelte humane pulmonale mikrovaskuläre Endothelzellen 

(hMPEC) nach einer Stimulation mit PLY eine geringere Permeabilität als die unbehandelte 

Kontrollgruppe auf (Gutbier et al. 2018). Im Mausmodell wiesen die mit S. pneumoniae infi-

zierten und mit Ang-1 behandelten Tiere eine geringere Leukozytenrekrutierung, eine gerin-

gere pulmonale Permeabilität, eine verminderte Sekretion inflammatorischer Zytokine sowie 

ein verbessertes klinisches Outcome auf als eine unbehandelte Kontrollgruppe (Gutbier et al. 

2018). Auch konnte durch eine Ang-1 vermittelte Hemmung der Expression und Aktivität von 

Gewebethromboplastin ein positiver Effekt des Proteins auf eine erhöhte Koagulationsnei-

gung, welches eine Problematik von Sepsis oder ARDS ist, aufgezeigt werden (I. Kim et al. 

2002).  

 

2.8.2 Angiopoietin-2  

Ang-2 wirkt als kompetitiver Antagonist am Tie-2-Rezeptor. Das Glycoprotein wird ausschließ-

lich von Endothelzellen exprimiert und in Weibel-Palade-Bodies gespeichert. In einer homöo-

statischen Umgebung wird Ang-2 in geringen Mengen stetig von der Endothelzelle sezerniert. 

Hierbei wirkt es schwach agonistisch am Tie-2-Rezeptor. Diese schwach agonistische Wir-

kung ist u. a. in der Entwicklung von lymphatischen Gefäßen von Bedeutung. So weisen kon-

stitutive Ang-2 Knockout-Mäuse, aufgrund von Defekten im lymphatischen Gefäßsystem, eine 

höhere Sterblichkeitsrate in den ersten Lebenswochen auf als Wildtypmäuse (Gale et al. 

2002). Interessanterweise zeigen diese Mäuse im Vergleich zum Wildtyp nach der Gabe eines 

inflammatorischen Stimulus eine verlangsamte Immunantwort und einen reduzierten Einstrom 

Neutrophiler Granulozyten in das Gewebe (Fiedler and Augustin 2006). Nach Stimulation einer 

Endothelzelle wird Ang-2, im Gegensatz zu dem konstant gleichmäßig freigesetzten Ang-1, 

sehr rasch und in großen Mengen ausgeschüttet (Fiedler et al. 2004). Eine gesteigerte Ex-

pression und Freisetzung von Ang-2 findet vor allem bei Inflammation und vaskulären Umbau-

prozessen statt und wird durch Faktoren wie TNF-α, Thrombin, Histamin, Hypoxie, VEGF und 

Angiotensin II stimuliert (Fiedler et al. 2004; Zhang et al. 2003; Otani et al. 2001; Oh et al. 

1999). In Entzündungsprozessen, sei es akut oder chronisch, wandelt sich das Protein zu 

einem Antagonisten am Tie-2-Rezeptor (M. Kim et al. 2016; Korhonen et al. 2016). In seiner 

antagonistischen Funktion wirkt es proinflammatorisch, proapoptotisch und destabilisierend 
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auf das Gefäßsystem (Fiedler and Augustin 2006; Scharpfenecker et al. 2005). Das Protein 

schwächt die Angiopoietin/Tie-Signalkaskade, indem es die Phosphorylierung und Aktivierung 

des Tie-2-Rezeptors verhindert. Die Inhibition dieser Signalkaskade bewirkt eine Aktivierung 

von FOXO-1 und eine gesteigerte Expression von FOXO-1 Zielgenen, welche einen aktivie-

renden und proapoptotischen Effekt auf das Endothel haben (M. Kim et al. 2016; Korhonen et 

al. 2016; Ghosh et al. 2015). Zudem aktiviert Ang-2 die Rho-Kinase 1 und induziert hierdurch 

die Entstehung von F-Aktin-Fasern. Diese Fasern führen zu einer Kontraktion der Endothel-

zellen was letztendlich eine erhöhte endotheliale Permeabilität zur Folge hat (Parikh et al. 

2006). Des Weiteren sensibilisiert Ang-2 das Endothel. Es fördert eine TNF-α induzierte Ex-

pression endothelialer Adhäsionsmoleküle und erleichtert somit die Adhäsion von Leukozyten 

an das Endothel (Fiedler et al. 2006). In Anbetracht dieser Effekte und Wirkungsweisen des 

Proteins auf den Organismus ist es nicht verwunderlich, dass transgene Mäuse, die Ang-2 

überexprimieren, einen letalen Phänotyp aufweisen, der dem Ang-1 und Tie-2 defizienten Tie-

ren ähnelt (Maisonpierre et al. 1997; Davis et al. 1996; Suri et al. 1996). Einige Studien weisen 

darauf hin, dass Ang-2 neben dem Tie-Rezeptor-System auch über endotheliale Integrine, die 

in einer inflammatorischen Umgebung hochreguliert werden, einen direkten Einfluss auf das 

Endothel nehmen kann (Umeda et al. 2006). So führte die Ang-2 Stimulation einer Endothel-

zellkultur, die den Tie-2-Rezeptor nicht exprimierte, neben einer Aktivierung von α5β1-Integri-

nen auch zu einer Bildung von F-Aktin-Fasern, einer veränderten Adhäsion der Endothelzellen 

an die Endothelzellmatrix und zu einer Destabilisierung des Endothelzellmonolayers 

(Hakanpaa et al. 2015). Des Weiteren wurde eine Ang-2 induzierte Apoptose von Perizyten 

über die Integrine p53 und α3β1 beschrieben (S. W. Park et al. 2014). Bezüglich des pulmo-

nalen Gewebes konnte von Parikh et al. (2006, PLoS Medicine) eine direkte destabilisierende 

Wirkung von Ang-2 auf die endotheliale Barriere der Lunge nachgewiesen werden. In dieser 

in vivo Studie entwickelten gesunde Mäuse nach Applikation von Ang-2 eine vaskuläre Hyper-

permeabilität und Lungenkongestion (Parikh et al. 2006). Über einen Zusammenhang zwi-

schen einer Barrierestörung der Lunge, welche sich zum Beispiel in Folge einer Pneumokok-

kenpneumonie entwickeln kann, und einer erhöhten Ausschüttung von Ang-2 sowie einem 

erhöhten zirkulierenden Ang-2 Serumspiegel wird aktuell diskutiert. Pneumolysin (PLY) ist ein 

maßgebender Faktor in der Entstehung einer endothelialen Barrierestörung in der Pneumo-

kokkenpneumonie (Witzenrath et al. 2006) und führt, wie eine Studie von Gutbier et al. (2018, 

American Journal of Respiratory and Crtitical Care Medicine) zeigte, zu einer Ausschüttung 

von Ang-2 aus dem pulmonalen Endothel. Der genaue Mechanismus der PLY induzierten Per-

meabilität ist bisher unklar. Jedoch scheint Ang-2 hier ein bedeutender Faktor zu sein. So 

wiesen Mäuse, die mit Ang-2 spezifischer small interfering RNA (siRNA) behandelt wurden, 

eine geringere PLY induzierte Permeabilität der Lunge auf als die mit unspezifischer siRNA 

behandelten Kontrolltiere (Gutbier et al. 2018). Diese Ergebnisse sind auch im Einklang mit 
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den nachgewiesenen erhöhten Ang-2 Serumspiegeln in Pneumoniepatienten. Hospitalisierte 

CAP-Patienten wiesen im Vergleich zu einer gesunden Kontrollgruppe erhöhte Ang-2 Serum-

level und verringerte Ang-1 Serumlevel auf. Bei Patienten, die aufgrund der Erkrankung ver-

starben, war sogar ein signifikanter Unterschied in den Ang-2 Serumleveln sowohl zwischen 

der gesunden Kontrollgruppe als auch der überlebenden hospitalisierten Gruppe erkennbar 

(Gutbier et al. 2018).  
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3 Arbeitshypothese, Ziele und Strategie des Dissertationsprojektes 

Die Ergebnisse zahlreicher Studien verdichten die Annahme, dass Ang-2 sowohl ein bedeu-

tender prognostischer als auch ein verlaufsbestimmender Faktor in der Pneumokokkenpneu-

monie ist. Der genaue Einfluss erhöhter Ang-2-Konzentrationen im Krankheitsgeschehen ist 

jedoch bis heute unbekannt. In Anbetracht der bekannten Wirkung des Proteins könnte eine 

reduzierte Ausschüttung von Ang-2 in der Pneumokokkenpneumonie sowohl zu einem verrin-

gerten inflammatorischen Geschehen als auch zu einer stabileren pulmonalen endothelialen 

Barriere führen und somit die Verlaufsprognose einer schweren Pneumokokkenpneumonie 

verbessern. Das Ziel dieser Doktorarbeit war es, diese Hypothese näher einzugrenzen, um 

somit eine verbesserte Grundlage für die Behandlung der Pneumokokkenpneumonie schaffen 

zu können. Hierfür wurde ein konditionelles Angiopoietin-2-Knockout Modell verwendet. Nach 

Erarbeitung eines in vivo sowie in vitro Induktionsprotokolls und einer Phänotypisierung der 

konditionellen Ang-2 KO-Maus wurden in vitro und in vivo Studien durchgeführt. Um einen 

Zusammenhang zwischen der Entwicklung des inflammatorischen Geschehens in der 

Pneumokokkenpneumonie und Ang-2 darzustellen, wurden im in vivo Infektionsmodell mit 

S. pneumoniae die Ang-2 Genexpression, die Ang-2-Plasmakonzentration, eine Zellanalyse 

von Blut und BALF sowie eine Zytokinanalyse durchgeführt. Ebenso wurden pathohistologi-

sche Gewebeanalysen durchgeführt, die bakterielle Last bestimmt, und klinische Parameter 

erfasst. Zur Untersuchung des Einflusses von Ang-2 auf die endotheliale Permeabilität wurde 

in vitro die Integrität von Ang-2 KO Endothelzellmonolayern nach Stimulation mit PLY mittels 

Immunfluoreszensfärbung analysiert. In vivo wurde die endotheliale Permeabilität von mit S. 

pneumoniae infizierten Ang-2 KO-Mäusen mittels Bestimmung der Extravasation von zuvor 

applizierten humanem Serumalbumin quantifiziert. 

 



34 

 
4 Material und Methoden  

4.1 Tiere 

4.1.1 Versuchstiere 

Die verwendeten Angiopoietin-2-loxP/loxP-Cre-ERT2 Mäuse wurden in der Forschungseinrich-

tung für Experimentelle Medizin (FEM) der Charité Berlin gezüchtet. Durch Verpaarung von 

gefloxten homozygoten Ang-2-Mäusen, generiert von Taconic Artemis GmbH (Köln), und he-

terozygoten ubiquitären Cre-ERT2-Deleter-Mäusen konnte eine konditionale Angiopoietin-2-

Knockout (Ang-2 KO) Maus gezüchtet werden. Aufgrund des heterozygoten Cre-ERT2-Dele-

ters war es möglich, sowohl Tiere mit einem induzierbaren Ang-2 KO (Angiopoietin-2-loxP/loxP-

Cre-ERT2+/-) als auch nicht induzierbare Mäuse (Angiopoietin-2- loxP/loxP-Cre-ERT2-/-) zu züch-

ten. Die nicht induzierbaren Geschwistertiere dienten in diesem Versuchsdesign als Kontrolle 

(WT). Für in vivo Infektionsversuche wurden weibliche Angiopoietin-2-loxP/loxP-Cre-ERT2 Mäuse 

im Alter von 7 – 8 Wochen mit Tamoxifen behandelt. Die Tiere, die in ihrer Erbanlage einen 

Cre-ERT2-Deleter aufwiesen, entwickelten durch diese Behandlung einen Ang-2 KO. Nach 

Überprüfung der Gendeletion wurden die Tiere in einem Alter von 9 – 10 Wochen mit S. pneu-

moniae infiziert. Zur Gewinnung von primären murinen pulmonalen Endothelzellen (mPEC) für 

in vitro Versuche wurden sowohl weibliche als auch männliche Angiopoietin-2-loxP/loxP-Cre-

ERT2 Mäuse im Alter von 8 – 11 Wochen verwendet. Die Induktion einer Ang-2-Defizienz 

(Ang-2 D) erfolgte hierbei in vitro. Die in der Arbeitsgruppe etablierten in vivo Infektionsversu-

che erfolgten nach standardisiertem Protokoll. Im Sinne des 3R-Prinzip (Russell and Burch 

1960) wurde auf eine Etablierung des Protokolls mit männlichen Tieren verzichtet, so dass 

mögliche geschlechtsspezifische Unterschiede in diesem Versuchsdesign nicht ausgeschlos-

sen werden können. Zum Zeitpunkt der Anfertigung der vorliegenden Arbeit waren bezüglich 

der in vitro Versuche keine geschlechtsspezifischen Unterschiede bekannt. Somit wurden, um 

die Versuchstierzahlen gering zu halten und um ein heterogenes Versuchsbild zu ermöglichen, 

die männlichen Geschwistertiere in die in vitro Versuche einbezogen. Alle durchgeführten Ver-

suche wurden von der zuständigen Landesbehörde, Landesamt für Gesundheit und Soziales 

Berlin, genehmigt (A-0050/15, T-0326/11). 

 

4.1.2 Haltung 

Die Tiere wurden in isolierten, ventilierten Käfigen (Typ II-L, Bioscape, Castrop-Rauxel) auf 

Standardeinstreu gehalten. Es wurden maximal 6 Tiere in einem Käfig gehalten. Neben Nist-

material und einem Unterschupf stand den Mäusen elletiertes Futter und Wasser ad libitum 
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zur Verfügung. Ein Wechsel zwischen Hell- und Dunkelphase erfolgte alle 12 h. Die Durch-

schnittstemperatur lag zwischen 20° – 22° C und die Luftfeuchtigkeit betrug 50 – 60 %. 

 

4.2 Isolierung und Kultivierung primärer muriner pulmonaler Endothelzellen 

Angiopoietin-2-loxP/loxP-Cre-ERT2 Mäuse wurden zur Entnahme der Lungen mit einem Gemisch 

aus 100 mg/kg Körpermasse Ketamin und 20 mg/kg Körpermasse Xylazin (Volumen 200 µl) 

intraperitoneal narkotisiert und heparinisiert (Volumen 50 μl, Heparin 2500 I.E./ml). Nach Über-

prüfung des Zwischenzehenreflexes zur Beurteilung der Narkosetiefe wurde die Maus in Rü-

ckenlage fixiert und das Operationsfeld mit Braunol® desinfiziert. Nach Eröffnung der Bauch-

höhle erfolgte eine Blutentnahme aus der Vena cava caudalis, welche zu einem sofortigen 

Herz-/Kreislaufstillstand führte. Das Zwerchfell wurde entfernt und der Brustkorb eröffnet. Die 

Lunge wurde entnommen, in einer Petrischale mit Hanks Balanced Salt Solution w/o (HBSS-) 

gewaschen und mit einer Schere fein zerkleinert. Das Lungengewebe wurde zur enzymati-

schen Aufspaltung in Verdaumedium (HBSS- + Dispase 5 IE/ml + DNase 0.5 mg/ml) überführt 

und bei 37 °C für eine Stunde inkubiert. Um Gewebefragmente zu entfernen, wurde die Zell-

suspension über einen sterilen 70 µM Nylonfilter in ein Reagenzgefäß mit Endothelzellmedium 

(siehe Anhang, Kapitel 10.3) überführt. Die Aktivität der Enzyme wurde durch das serumhal-

tige Medium neutralisiert. Die im Filter vorhandenen Gewebereste wurden mit einem sterilen 

Spritzenstempel durch den Nylonfilter gedrückt. Anschließend wurde die Zellsuspension auf 

mehrere Reagenzgefäße aufgeteilt und 5 Minuten bei 4 °C und 700 x g zentrifugiert. Der Über-

stand wurde verworfen und das Zellpellet mit Endothelzellwaschpuffer (siehe Anhang, Kapitel 

10.3) resuspendiert. Die Zellsuspension wurde gepoolt und erneut 5 Minuten bei 4 °C und 700 

x g zentrifugiert. Der Überstand wurde entfernt. Zur spezifischen Isolierung von mPEC wurden 

immunmagnetische Partikel verwendet (Dynabeads®Sheep Anti-Rat IgG, Life Technologies, 

Darmstadt). Diese Partikel, auch Beads genannt, sind 4,5 µM große, antikörperkonjungierte 

Polystyren-Kügelchen mit einem Eisenoxidkern. Die Methode beruht auf dem Prinzip der An-

tigen-/Antikörper-Reaktion. Nach Kopplung der Beads an die Zielzellen konnte durch magne-

tische Separierung die gewünschte Zellpopulation isoliert werden. Zur Isolierung der mPEC 

diente als spezifischer primärer Antikörper Purified Rat Anti-Mice CD144 (BD Biosciences, 

Heidelberg). Als Sekundärantikörper wurde das bereits an die Beads gekoppelte Sheep Anti- 

Rat IgG eingesetzt. Die Beads wurden in ein steriles Reagenzgefäß mit Hanks Balanced Salt 

Solution (HBSS) + 0,5 % Bovines Serum Albumin (BSA) gegeben und dreimal gewaschen. 

Für den Waschvorgang wurde das Reagenzgefäß an einem Magneten (DynaMag™-Spin 

Magnet, Life Technologies, Darmstadt) befestigt. Die Beads lagerten sich der dem Magneten 

zugerichteten Gefäßwand an und die Flüssigkeit konnte entfernt werden. Das Röhrchen wurde 

vom Magneten genommen und erneut mit Endothelzellwaschpuffer versetzt. Nach dem letzten 



36 

Waschvorgang wurden die Beads mit dem primären Antikörper CD144 und Endothelzell-

waschpuffer in Suspension gebracht und eine Stunde in einem Überkopfschüttler bei Raum-

temperatur inkubiert. Danach wurde erneut dreimal gewaschen. Das wie oben beschrieben 

gewonnene Zellpellet wurde in Endothelzellwaschpuffer aufgenommen und zu den mit CD144-

Antikörper konjungierten Beads hinzugefügt. Es erfolgte eine Inkubation von 30 Minuten in 

einem Überkopfschüttler bei Raumtemperatur. Nach der Inkubation wurde die Zellsuspension 

auf mehrere sterile Reagenzgefäße aufgeteilt und fünfmal mit Hilfe der Magnetvorrichtung ge-

waschen. Dadurch konnten die Zellen, die nicht der Zielpopulation entsprachen, entfernt wer-

den. Im letzten Waschschritt wurde gepoolt und die Flüssigkeit entfernt. Die mit Beads kon-

jungierten mPEC wurden mit Endothelzell-Wachstumsmedium versetzt und auf mit Fibronektin 

beschichtete Zellkulturplatten gebracht. Die mPEC wurden bei 37 °C und 5 % CO2 kultiviert. 

Nach 24 Stunden wurde das Endothelzell-Wachstumsmedium erneuert. Weitere Medium-

wechsel erfolgten alle 48 Stunden. Zur Passagierung sowie Gewinnung kultivierter Endothel-

zellen für weiteren Analysen wurden die Zellen mit 37 °C warmen PBS gewaschen. Hiernach 

wurde eine Trypsin-/EDTA-Lösung in die Zellkulturschale gegeben. Nach 2 Minuten wurde der 

Verdauprozess mit fetalem Kälberserum (FCS) gestoppt und der Überstand in ein Reagenz-

gefäß überführt. Es wurde erneut PBS in die Zellkulturschale gegeben und die noch in der 

Schale befindlichen Endothelzellen mit einem Zellschaber gelöst. Diese Zellsuspension wurde 

ebenfalls in das Reagenzgefäß hinzugegeben und zentrifugiert (5 min, 1248 x g, 4 °C). Der 

Überstand wurde verworfen. Für eine erneute Kultivierung wurde das Zellpellet mit Endothel-

zell-Wachstumsmedium versetzt und in gleichen Anteilen auf Fibronektin beschichtete Zellkul-

turplatten gebracht. Endothelzellen, die anschließend für weitere Untersuchungen verwendet 

wurden, wurden je nach Analyseprotokoll weiterverarbeitet. 

 

4.3 DNA-Isolierung aus Ohrbiopsien und aus primären murinen pulmonalen En-
dothelzellen von Angiopoietin-2-loxP/loxP-Cre-ERT2 Mäusen 

4.3.1 Isolierung von DNA aus Ohrbiopsien  

Ohrbiopsien von Angiopoietin-2-loxP/loxP-Cre-ERT2 Mäusen wurden in der Forschungseinrich-

tung für Experimentelle Medizin (FEM) der Charité Berlin entnommen. Die Ohrbiopsien der 

Tamoxifen behandelten Angiopoietin-2-loxP/loxP-Cre-ERT2 Mäuse, wurden nach Ende der In-

duktion des Ang-2 KO unter Isoflurannarkose (Harvard Apparatus Anesthetic Vaporizer, Har-

vard Apparatus) entnommen. Die Biopsien wurden für circa 1 h bei 56 °C in 500 µl SNET-

Puffer (5 M NaCl, 10 % SDS, 1 M pH 8,0 Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan, 0,5 M EDTA) + 

5 µl Proteinase K inkubiert. Nach dem sich die Biopsien vollständig aufgelöst hatten, wurde 
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der Biopsieverdau durch eine 10-minütige Inkubation der Proben bei 99 °C gestoppt. Anschlie-

ßend wurde 2 Minuten bei 16060 x g zentrifugiert. Dem Überstand wurde 300 µl eiskaltes 

Isopropanol hinzugefügt und das Gemisch leicht geschüttelt. Daraufhin erfolgte eine erneute 

Zentrifugation der Probe (15 min, 16060 x g). Nach Entfernen des Überstandes wurde der 

Probe 700 µl Ethanol (70 %) hinzugefügt, 5 min bei 16060 x g zentrifugiert und der Überstand 

anschließend entfernt. Zur vollständigen Entfernung des Ethanols wurde die Probe ca. 30 min 

kopfüber mit geöffnetem Deckel unter einem Abzug gelagert. Danach wurde die isolierte DNA 

in Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan-Thylendiamintetraessisäure-Puffer (TE-Puffer) gelöst 

und ca. 1 h bei 60 °C inkubiert. Die DNA Proben wurden bis zur weiteren Verwendung bei 4 °C 

gelagert. 

 

4.3.2 Isolierung von DNA aus primären murinen pulmonalen Endothelzellen  

In vitro isolierte und kultivierte mPEC wurden wie in 4.2 beschrieben von 24 Well Platten ge-

wonnen. Die Isolierung der DNA erfolgte wie in 4.3.1 beschrieben. 

 

4.4 Identifizierung Cre-exprimierender Angiopoietin-2-loxP/loxP-Cre-ERT2+/- Mäuse auf 
Genomebene 

4.4.1 Polymerase-Kettenreaktion 

Zur Identifizierung der Cre-exprimierenden Angiopoietin-2-loxP/loxP-Cre-ERT2+/- Mäuse wurde, 

ausgehend von der isolierten DNA, eine Polymerase-Kettenreaktion (PCR) durchgeführt. 

Hierzu wurde das PerfectTaq Plus DNA Polymerase – 1000U Kit von 5Prime (Hamburg) und 

dNTP Mix (10 mM) von Thermo Fisher Scientific Germany (Braunschweig) verwendet. Die 

Primer 1242-1 und 1242-2 (TIB MOLBIOL Syntheselabor, Berlin) dienten zur Identifizierung 

der Cre-exprimierenden Mäuse (siehe Tabelle 2). Die Proben und der Reaktionsansatz wur-

den auf Eis pipettiert. 

Tabelle 2: Reaktionsansatz zur Identifizierung Cre-exprimierender Angiopoietin-2-
loxP/loxP-Cre-ERT2+/- Mäuse mittels Polymerase-Kettenreaktion 

 

 

 

 

 

 

Master Mix PCR 

PCR Buffer (10x)   5 µl 

dNTP Mix (10 mM)   0,5 µl 

1242-1 (5 µM)   0,5 µl 
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Tabelle 2 (fortgeführt): Reaktionsansatz zur Identifizierung Cre-exprimierender Angi-
opoietin-2-loxP/loxP-Cre-ERT2+/- Mäuse mittels Polymerase-Kettenreaktion 

1242-2 (5 µM)   0,5 µl 

PerfectTaq DNA Polymerase (5 U/µl)   0,125 µl 

PerfectLoad Dye Concentrate   5 µl 

Aqua Dest.   8,375 µl 

Gesamtvolumen pro Reaktionsansatz 20 µl 

Abkürzungen: PCR – Polymerase-Kettenreaktion 

 

Tabelle 3: Temperaturprogramm zur Identifizierung Cre-exprimierender Angiopoietin-2-
loxP/loxP-Cre-ERT2+/- Mäuse mittels Polymerase-Kettenreaktion  

 

Abkürzungen: PCR – Polymerase-Kettenreaktion 

 

5 µl DNA der jeweilig zu analysierenden DNA-Probe wurde dem Reaktionsansatz hinzugefügt. 

Die Amplifikation der erwünschten DNA-Sequenz erfolgte nach Eingabe des Temperaturpro-

grammes in einem Thermocycler (siehe Tabelle 3). 

 

4.4.2 Identifizierung des Polymerase-Kettenreaktion-Produktes Cre-exprimierender 
Angiopoietin-2-loxP/loxP-Cre-ERT2+/- Mäuse mittels Agarose-Gelelektrophorese 

Nach Amplifikation des gesuchten PCR-Produktes wurden die Proben für maximal 24 Stunden 

bei 4 °C gelagert. Es wurde ein 1,5 % -iges Agarose-Gel hergestellt. Die Agarose wurde unter 

Aufkochen in Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan-Essigsäure-Ethylendiamintetraessigsäure-

Puffer (TAE-Puffer) gelöst und in eine Flachbettaparatur mit Taschenkämmen gegossen. Als 

Temperaturprogramm PCR 

Zyklus Temperatur Zeit 

1 (1x) 94 °C 5 min 

2 (30x) 94 °C (Denaturierung) 1 min 

 55 °C (Annealing) 1 min 

 72 °C (Elongation) 1,5 min 

3 (1x) 72 °C 10 min 
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DNA-bindender Farbstoff diente Ethidiumbromid. Nach Aushärten des Gels wurde das Aga-

rose-Gel in eine mit TAE-Puffer befüllte Laufwanne überführt und die Proben in die Geltaschen 

aufgetragen. Zur Größenbestimmung der PCR-Produkte wurde ein DNA-Leiter (100 bp) mit 

aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte 1 h bei einer Spannung von 100 V. Die DNA-Frag-

mente wurden anschließend mit dem Gel Jet Imager (INTAS Science Imaging Instruments, 

Göttingen) unter UV-Licht sichtbar gemacht. Bei Cre-exprimierenden Angiopoietin-2-loxP/loxP-

Cre-ERT2+/--Mäusen entstand ein DNA-Fragment von 310 Basenpaaren. Bei nicht Cre-expri-

mierenden Angiopoietin-2-loxP/loxP-Cre-ERT2-/- Mäusen war kein DNA-Fragment sichtbar. 

 

4.5 Induktion einer Angiopoietin-2-Defizienz in Angiopoietin-2-loxP/loxP-Cre-ERT2 Mäu-
sen und in primären murinen pulmonalen Endothelzellen von Angiopoietin-2-
loxP/loxP-Cre-ERT2 Mäusen 

4.5.1 In vivo Induktion eines Angiopoietin-2-Knockout 

Zur Induktion einer Ang-2 KO wurden Angiopoietin-2-loxP/loxP-Cre-ERT2 Mäuse mit Tamoxifen 

behandelt. Um eine Stocklösung (10 mg/ml) herzustellen, wurde Tamoxifen in Ethanol 

(99,9 %) mittels eines Ultraschallbades gelöst und anschließend Sonnenblumenkernöl beige-

mischt. Das Verhältnis von Ethanol zu Sonnenblumenkernöl betrug 1:10. Die Stocklösung 

wurde für jeden Induktionszyklus frisch angesetzt, aliquotiert und maximal 5 Tage bei - 20 °C 

gelagert. Zur Induktion des Knockouts wurden 7 – 8 Wochen alten Angiopoietin-2-loxP/loxP-Cre-

ERT2 Mäusen an 5 aufeinanderfolgenden Tagen je 100 µl der Tamoxifen Stocklösung intra-

peritoneal (i.p.) injiziert. Nach 5 Tagen Wartezeit wurde die Gendeletion mittels PCR überprüft 

(siehe 4.6.1). Als Probenmaterial dienten hierfür Ohrbiopsien, die unter Inhalationsnarkose 

(Isofluran, Narkoseeinleitung 5 %, Aufrechterhaltung der Narkose 2 %) entnommen wurden. 

Die nicht induzierbaren Geschwistertiere wurden in gleicher Weise behandelt. 

 

4.5.2 In vitro Induktion einer Angiopoietin-2 Defizienz in primären murinen pulmona-
len Endothelzellen 

Primäre murine pulmonale Endothelzellen (mPEC) wurden wie in Abschnitt 4.2 beschrieben 

von induzierbaren und nicht induzierbaren Angiopoietin-2-loxP/loxP-Cre-ERT2 Mäusen isoliert. 

Zur Induktion einer Ang-2-Defizienz wurden die mPEC 24 h nach Isolation an drei aufeinan-

derfolgenden Tagen mit 4-Hydroxytamoxifen (4-OHT) behandelt. Das 4-OHT wurde in 99,9 % 

Ethanol gelöst. Die 1 mM Stammlösung wurde bei - 80 °C gelagert und vor Verwendung bei 

Raumtemperatur aufgetaut. Die Wachstumsmedium-4-OHT-Lösung wurde täglich frisch an-
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gesetzt und ein vollständiger Mediumwechsel durchgeführt. Die Endkonzentration des Ligan-

den im Medium betrug 1 µM. Induzierbare und nicht induzierbare Angiopoietin-2-loxP/loxP-Cre-

ERT2-mPEC wurden auf gleiche Weise behandelt. 

 

4.6 Bestätigung der Angiopoietin-2-Defizienz auf Genomebene  

4.6.1 Polymerase-Kettenreaktion 

Ausgehend von der isolierten DNA wurde, um eine erfolgreiche Induktion einer Ang-2-Defizi-

enz zu bestätigen, eine PCR durchgeführt. Hierzu wurde das PerfectTaq Plus DNA Poly-

merase – 1000U Kit von 5Prime (Hamburg) und dNTP Mix (10 mM) von Thermo Fisher Sci-

entific Germany (Braunschweig) verwendet. Zur internen DNA-Kontrolle wurden die Primer 

1260_1 und 1260_2 (TIB MOLBIOL Syntheselabor, Berlin) verwendet. Die Primer 5676_33 

und 5677_40 (TIB MOLBIOL Syntheselabor, Berlin) dienten zur Bestätigung der induzierten 

Defizienz (siehe Tabelle 4). Die Proben und der Reaktionsansatz wurden auf Eis pipettiert.  

Tabelle 4: Reaktionsansatz zur Bestimmung einer Angiopoietin-2-Defizienz mittels Po-
lymerase-Kettenreaktion 

 

Abkürzungen: PCR – Polymerase-Kettenreaktion 

 

Master Mix PCR  

PCR Buffer (10x) 5 µl 

Mg2+
 (25 mM) 2 µl 

dNTP Mix (10 mM) 1 µl 

5676_33 (5 µM) 1 µl 

5677_40 (5 µM) 1 µl 

1260_1 (5 µM) 1 µl 

1260_2 (5 µM) 1 µl 

PerfectTaq DNA Polymerase (5 U/µl) 0,2 µl 

PerfectLoad Dye Concentrate 10 µl 

Aqua Dest. 22,8 µl 

Gesamtvolumen pro Reaktionsansatz 45 µl 
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Tabelle 5: Temperaturprogramm zur Bestimmung einer Angiopoietin-2-Defizienz mittels 
Polymerase-Kettenreaktion 

Temperaturprogramm PCR 

Zyklus Temperatur Zeit 

1 (1x) 95 °C 5 min 

2 (36x) 95 °C (Denaturierung) 0,5 min 

 60 °C (Annealing) 0,5 min 

 72 °C (Elongation) 1 min 

3 (1x) 72 °C 10 min 

Abkürzunge: PCR – Polymerase-Kettenreaktion 

 

5 µl DNA der jeweilig zu analysierenden DNA-Probe wurde dem Reaktionsansatz hinzugefügt. 

Die Amplifikation der erwünschten DNA-Sequenz erfolgte nach Eingabe des Temperaturpro-

grammes in einem Thermocycler (siehe Tabelle 5). 

 

4.6.2 Identifizierung des Polymerase-Kettenreaktion-Produktes einer in vivo oder in 
vitro induzierten Angiopoietin-2-Defizienz in Angiopoietin-2-loxP/loxP-Cre-ERT2 
Mäusen mittels Agarose-Gelelektrophorese 

Die Agarose-Gelelektrophorese wurde wie in 4.4.2 beschrieben durchgeführt. Die Fragment-

größe der internen DNA-Kontrolle betrug 1150 Basenpaare. Bei einer erfolgreichen Induktion 

einer Ang-2-Defizienz entstand ein DNA-Fragment von 230 Basenpaaren. Bei nicht induzier-

baren Kontrolltieren oder bei Tieren, bei denen die Induktion nicht erfolgreich war, zeigte sich 

ein DNA-Fragment von 585 Basenpaaren. 

 

4.7 Bestätigung einer Angiopoietin-2-Defizienz auf Genexpressionsebene 

4.7.1 RNA-Isolierung aus murinen Lungen  

Ang-2 KO- und WT-Mäuse wurden wie in 4.2 beschrieben narkotisiert und heparinisiert. Die 

Narkosetiefe wurde überprüft und die Maus fixiert. Das Operationsfeld wurde mit Braunol® 

desinfiziert. Nach Eröffnung der Bauchhöhle erfolgte eine Blutentnahme aus der Vena cava 

caudalis. Diese führte zu einem sofortigen Herz-/Kreislaufstillstand. Das Zwerchfell wurde ent-
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fernt und der Brustkorb eröffnet. Die Lunge wurde entnommen mit 1 ml Trizol in einem gent-

leMacs Tube mit dem gentleMACS™ Dissociator (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach) homo-

genisiert. Anschließend wurde das Lungenhomogenat in ein steriles Reagenzgefäß überführt. 

Zur Isolierung der RNA wurde das Direct-zol™ RNA MiniPrep der Firma Zymo Research (Frei-

burg im Breisgau) verwendet. Die RNA-Konzentration der Proben wurde mittels spektropho-

tometrischer Analyse (Nanodrop 2000, Thermo Fisher Scientific, Braunschweig) bestimmt. 

 

4.7.2 Isolierung von RNA aus primären murinen pulmonalen Endothelzellen 

Primäre murine pulmonale Endothelzellen (mPEC) von Angiopoietin-2- loxP/loxP-Cre-ERT2 Mäu-

sen wurden wie in 4.2 und 4.5.2 beschrieben isoliert, auf Fibronektin beschichteten 12 Well 

Platten kultiviert und induziert. Nachdem ein Endothelzellmonolayer von circa 80 – 90 % das 

Well bedeckte, wurden die Zellen mit 37 °C warmer, 1 x konzentrierter phosphatgepufferter 

Salzlösung (PBS) gewaschen und 500 µl Trizol pro Well auf den Endothelzellmonolayer ge-

geben. Mithilfe eines Zellschabers wurden die Endothelzellen vom Wellboden gelöst. Die in 

Trizol suspendierten Endothelzellen wurden in ein steriles Reagenzgefäß überführt. Unter Zu-

hilfenahme des Direct-zol™ RNA MiniPrep der Firma Zymo Research (Freiburg im Breisgau) 

wurde die RNA isoliert. Mit dem Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, Braunschweig) 

wurden die Proben spektrophotometrisch analysiert und die jeweilige RNA-Konzentration be-

stimmt. 

 

4.7.3 cDNA-Synthese aus RNA-Proben von in vivo induzierten Angiopoietin-2-loxP/loxP-
Cre-ERT2 Mäusen sowie in vitro induzierten primären murinen pulmonalen En-
dothelzellen von Angiopoietin-2-loxP/loxP-Cre-ERT2 Mäusen 

Die RNA wurde wie in 4.7.1 und 4.7.2 beschrieben aus Lungen von Ang-2 KO- und WT-Mäu-

sen sowie aus in vitro induzierten mPEC von Angiopoietin-2-loxP/loxP-Cre-ERT2 Mäusen isoliert. 

Die gewonnene RNA wurde unter Zuhilfenahme des High-Capacity cDNA Reverse Transcrip-

tion Kit von Applied Biosystems (Darmstadt) zu cDNA umgeschrieben. Die Durchführung der 

cDNA-Synthese erfolgte nach Herstellerangaben.  

 

4.7.4 Quantitative Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion  

Die Überprüfung einer erfolgreichen Induktion der Ang-2-Defizienz auf Genexpressionsebene 

erfolgte mittels quantitativer Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (qPCR). RNA von Lungen- 

und Endothelzellproben wurde wie in 4.7.1 und 4.7.2 beschrieben gewonnen und zu cDNA 
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(siehe 4.7.3) umgeschrieben. Die qPCR wurde mit Hilfe des TaqMan® Gene Expression Mas-

termix (Applied Biosystems, Darmstadt), eines Assay on Demand sowie des ABI 7300-Real 

Time PCR Systems (Applied Biosystems, Darmstadt) durchgeführt. Hierbei wurde die Expres-

sion des gefloxten Maus Ang-2 Genabschnittes und der Maus-Glycerinaldehyd-3-phosphat-

Dehydrogenase (GAPDH), welche als endogene Kontrolle (Housekeeping Gen) diente, be-

stimmt (siehe Tabelle 6 und Tabelle 7). Die Proben und der Mastermix wurden als Dreifach-

bestimmung in 96-Well Platten auf Eis pipettiert.  

Tabelle 6: Ansatz Assay on Demand Angiopoietin-2 (Ang-2) und Glycerinaldehyd-3-
phosphat-Dehydrogenase (GAPDH)  

Assay on Demand Ang-2 Assay on Demand GAPDH 

Angpt2_EA1_fw 0,3704 µl m_GAPDH_fw 0,3704 µl 

Angpt2_EA1_rv 0,3704 µl m_GAPDH_rv 0,3704 µl 

Angpt2_EA1_probe 0,1 µl  m_GAPDH_probe 0,1 µl 

Nuklease freies Wasser 0,1592 µl Nuklease freies Wasser 0,1592 µl 

Gesamtvolumen pro 
Reaktionsansatz 

1 µl Gesamtvolumen pro 
Reaktionsansatz 

1 µl 

 

Tabelle 7: Reaktionsansatz zur Bestimmung der Genexpression von Angiopoietin-2 mit-
tels quantitativer Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion 

Master Mix qPCR  

TaqMan® Gene Expression Mastermix 10 µl 

Nuklease freies Wasser 4 µl 

Assay on Demand 1 µl  

Gesamtvolumen pro Reaktionsansatz 15 µl 

Abkürzungen: qPCR – quantitative Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion 
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Tabelle 8: Temperaturprogramm zur Bestimmung der Genexpression von Angiopoietin-
2 mittels quantitativer Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion 

Temperaturprogramm qPCR 

Schritt Zyklen Temperatur Zeit 

1   1x 50 °C (Inkubation) 2 min 

2   1x 95 °C (Inkubation) 10 min 

3  40x 95 °C (Denaturierung) 0,15 min 

4  1x 60 °C (Elongation) 1 min 

Abkürzungen: qPCR – quantitative Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion 

 

Jeweils 5 µl cDNA der zu analysierenden Probe wurden dem Reaktionsansatz auf einer 

Prism® 96-Well-Optical-Reaction-Plate (Applied Biosystems, Darmstadt) hinzugefügt und bei 

1000 g zentrifugiert. Anschließend wurden die Proben mittels des ABI 7300-Real Time PCR 

System analysiert (siehe Tabelle 8). Zur weiteren Auswertung der Proben wurde die relative 

Quantifizierung (RQ) des Zielgens in Relation zum Housekeeping Gen mittels der ∆∆Ct-Me-

thode errechnet (Livak und Schmittgen 2001) 

 

4.8 In vitro Versuche mit primären murinen pulmonalen Endothelzellen 

4.8.1 Untersuchung des Einflusses von Angiopoietin-2 auf die Integrität eines mit 
Pneumolysin stimulierten primären murinen pulmonalen Endothelzellmo-
nolayer mittels Immunfluoreszenzfärbung 

Die isolierten mPEC von Angiopoietin-2-loxP/loP-Cre-ERT2 Mäusen wurden wie in 4.2 und 4.5.2 

beschrieben auf einer mit sterilen Thermanox™ Coverslips (D=13 mm; Thermo Fisher Scien-

tific Germany, Braunschweig) versehenen 24 Well Platte kultiviert und induziert. Damit eine 

Stimulation der Endothelzellen erfolgen konnte, musste der Zellmonolayer etwa 80 – 90 % des 

Wells bedecken. Zunächst wurde das Medium entfernt und die Zellen mit 37 °C warmem 1 x 

konzentriertem, sterilem PBS gewaschen. Daraufhin wurde frisches Endothelzellmedium auf 

die Zellen gegeben und circa 5 h bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. Kurz vor der Stimulation 

wurde die Hälfte des Überstandes aus dem Well entnommen und bei - 20 °C eingefroren. Das 

fehlende Volumen des Endothelzellmediums wurde nun mit der Stimulationssubstanz verse-

hen und in das Well gegeben. Zur Stimulation der mPEC wurde PLY (1 µg/ml) verwendet. Als 

Stimulationskontrolle diente PBS. Nach 30 Minuten Inkubation bei 37 °C und 5 % CO2 wurde 

der Überstand entfernt und bei - 20 °C eingefroren. Der Endothelzellmonolayer wurde mit PBS 
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gewaschen und mit 3 % Paraformaldehyd für 20 Minuten bei Raumtemperatur fixiert. Anschlie-

ßend wurden die stimulierten mPEC bei 4 °C in PBS gelagert. Als Marker zur Beurteilung der 

Integrität der stimulierten Endothelzellmonolayer wurden VE-Cadherin und F-Aktin gewählt. 

Zu Beginn der Immunfluoreszenzfärbung wurde die Zellmembran der fixierten Endothelzell-

monolayer für 15 Minuten mit 1 % Triton-Lösung permeabilisiert und anschließend dreimal für 

jeweils 5 Minuten mit PBS gewaschen. Um eine unspezifische Antikörper Bindung zu vermei-

den, wurde zunächst der mPEC-Monolayer mit Verdünnungsmedium + 5 % Kaninchenserum 

geblockt (30 min, Raumtemperatur). Anschließend wurde der primäre Antikörper, VE-Cadhe-

rin (goat anti human/mouse, polyklonal, Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg), in einer Ver-

dünnung von 1:200 (in Verdünnungsmedium) und einem Volumen von 200 µl pro Well, auf die 

mPEC aufgebracht und über Nacht bei 4 °C inkubiert. Nachdem die mPEC dreimal mit PBS 

für 5 Minuten gewaschen wurden, wurde ein mit Alexa 488 gelabelter Sekundärantikörper 

(Alexa fluor 488, rabbit anti goat, IgG, MoBiTec, Göttingen) in Verdünnnungsmedium + 1 % 

Kaninchenserum 1:8000 verdünnt, jeweils 200 µl auf den Endothelzellmonolayer aufgetragen 

und über Nacht bei 4 °C inkubiert. Am nächsten Tag wurde dreimal für 5 Minuten mit PBS 

gewaschen. Die F-Aktin Färbung erfolgte durch Phalloidin (Alexa 546 Phalloidin, MoBiTec, 

Göttingen) in der Verdünnung 1:200 für 30 Minuten bei Raumtemperatur. Anschließend wurde 

erneut dreimal für 5 Minuten mit PBS gewaschen. Schließlich erfolgte eine Färbung der Zell-

kerne mittels 4′,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) (10 min, Raumtemperatur). Nachdem der 

Zellmonolayer erneut dreimal für 5 Minuten mit PBS gewaschen wurde, wurde das Therma-

noxplättchen mit dem angefärbten Zellmonolayer vorsichtig mittels einer Pinzette aus dem 

Well entnommen und auf einen bereits mit 8 µl Mowiol beschichteten Objektträger gelegt. Da-

nach wurde der Zellmonolayer mit 8 µl Mowiol beschichtet und mit einem sterilen Glasplätt-

chen versehen. Nachdem das Mowiol ausgehärtet war (ca. 30 min), wurden die Ränder des 

Glasplättchens mittels farblosen Nagellacks versiegelt. Die Objektträger wurden dunkel bei 4 

°C gelagert. Die Auswertung der Immunfluoreszenzfärbung erfolgte mit dem Axioskop 2 MOT 

Konfokal Laserscanning Mikroskop (Carl Zeiss, Oberkochen) und der zugehörigen Software 

(LSM 5 Pascal Version 2.8 SP1, Carl Zeiss, Oberkochen). Pro Versuch wurde ein unstimulier-

ter Zellmonolayer zur Überprüfung der Gendeletion mittels PCR-Analyse mitgeführt. Die En-

dothelzellen in diesem Well wurden nach Stimulationsende mit 37 °C warmem PBS gewa-

schen und anschließend wie in 4.2 beschrieben aus der Zellkulturschale gelöst. Aus dem Zell-

pellet wurde wie in 4.3.1, 4.6.1 und 4.6.2 beschrieben DNA isoliert und eine PCR- Analyse 

durchgeführt. 
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4.9 In vivo Infektionsversuche mit Angiopoietin-2-Knockout-Mäusen 

4.9.1 Anzucht von Streptococcus pneumoniae 

Für in vivo Infektionsversuche wurde der Erreger S. pneumoniae (Serotyp 3, Stamm 

NCTC7978) angezüchtet. Hierzu wurden mit einer Impföse mehrere Verdünnungsausstriche 

des Bakterienstocks auf Columbiaagarplatten (5 % Schafblut) angefertigt. Die mit S. pneumo-

niae beimpften Agarplatten wurden 8 – 9 Stunden bei 37,5 °C und 5 % CO2 inkubiert. An-

schließend wurden Einzelkolonien mittels eines sterilen Wattestäbchens in Todds-Hewitt-5 % 

Yeast-Bouillon + 10 % FCS eingerührt und die Kokkenanzahl mittels Photometer (Uvikon XS, 

BioTek Instruments, Bad Friedrichshall) bestimmt. Nachdem eine optische Dichte (OD) von 

0,03 – 0,04 erreicht wurde, erfolgte eine Wachstumsphase von circa 2 Stunden in einem Was-

serbad bei 37 °C. Die Erregeranzucht wurde nach Beginn der exponentiellen Wachstums-

phase bei einer OD von 0,3 – 0,4 durch Zentrifugation (4630 x g, 10min) gestoppt. Eine OD 

von 0,1 entspricht einer Erregerkonzentration von 1 x 108 koloniebildenden Einheiten (KbE)/ml. 

Um die erwünschte Infektionsdosis von 1 x 107 KbE/ml zu erhalten, wurde der Überstand nach 

dem Zentrifugieren abpipettiert und das Erregerpellet mit der entsprechenden Menge 1 x kon-

zentrierter, steriler PBS Lösung resuspendiert. Die Kontrolle der Infektionsdosis erfolgte durch 

Beimpfen von Agarplatten. 

 

4.9.2 Intranasale Inokulation von Streptococcus pneumoniae 

Ang-2 KO- und WT-Mäuse wurden durch intranasale Inokulation mit S. pneumoniae infiziert. 

Die Erregersuspension wurde wie in Abschnitt 4.9.1 beschrieben vorbereitet. Nachdem das 

Körpergewicht und die Körpertemperatur erfasst wurden, erfolgte die Narkose der Mäuse 

durch eine i.p. Injektion von 60 µl einer Ketamin-Xylazin-Lösung (Ulmer Mix (siehe Anhang)). 

Die intranasale Inokulation wurde von Dr. med. vet. Birgitt Gutbier und Dipl. biol. Denise Bar-

thel durchgeführt. Pro Nasenloch wurde den Tieren 10 µl der Erregersuspension (Infektions-

dosis: 1 x 107 KbE/Tier) appliziert. Den nicht-infizierten Kontrolltieren wurde auf gleiche Weise 

20 µl steriles 1 x konzentriertes PBS in die Nasenlöcher verabreicht. Die Tiere wurden bis zum 

Erwachen aus der Narkose überwacht, mit einer Infrarotlampe gewärmt und die Augen zum 

Schutz vor Austrocknung mit einem Augengel behandelt. Während des gesamten Versuchs-

zeitraumes wurde zweimal täglich der Gesundheitszustand der Tiere überprüft. Kontrolliert 

wurden das Allgemeinbefinden, das Sozialverhalten, das Fell, die Körpertemperatur, das Kör-

pergewicht und die Atmung.  
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4.9.3 Organentnahme bei mit Streptococcus pneumoniae infizierten Mäusen zur his-
topathologischen Untersuchung und histochemischen Lokalisierung von Angi-
opoietin-2  

Ang-2 KO- und WT-Mäuse wurden wie in Abschnitt 4.9.2 beschrieben mit S. pneumoniae infi-

ziert und 48 h post infectionem (p.i.) präpariert. Um die Organe zu entnehmen, wurden die 

Tiere wie in 4.2.1 beschrieben narkotisiert und heparinisiert. Nachdem die Narkosetiefe über-

prüft und die Maus fixiert wurde, wurde das Operationsfeld mit Braunol® desinfiziert. Ein Zu-

gang zur Trachea wurde präpariert, um diese eine (lockere) Ligatur gelegt und das Abdomen 

median eröffnet. Anschließend erfolgte eine Blutentnahme aus der Vena cava caudalis. Die 

Blutentnahme führte zu einem sofortigen Herz-/Kreislaufstillstand. Dem Blut wurden 100 µl 

entnommen, in ein EDTA- beschichtetes Röhrchen gegeben und bis zur weiteren Verwendung 

auf Eis gelagert. Das restliche entnommene Blut wurde während der weiteren Präparation in 

einem sterilen Reaktionsgefäß auf Eis gelagert. In der Inspirationsphase der letzten Atemzüge 

wurde die Trachea durch Verknotung des Fadens verschlossen. Nachdem das Zwerchfell ent-

fernt und der Thorax entlang des Brustbeins eröffnet wurde, wurde das gesamte Herz-Lungen-

Paket vorsichtig entlang der Luftröhre herauspräpariert. Des Weiteren erfolgten eine Separie-

rung und Entnahme von Milz, Nieren, Leber und Magen-Darm-Trakt. Die entnommenen Or-

gane wurden in eine histologische Einbettkassette gelegt und in 4 % Paraformaldehyd gela-

gert. Weitere Arbeitsschritte zur histologischen und immunhistochemischen Analyse der muri-

nen Organe wurden nach Standardprotokoll im Institut für Tierpathologie der FU Berlin durch-

geführt (Dietert et al. 2017). Die Proben wurden durch Dr. Kristina Dietert im Institut für Tier-

pathologie der FU Berlin histopathologisch analysiert und nach immunhistochemischer Fär-

bung auf das Vorkommen von Ang-2 untersucht sowie semiquantitativ ausgewertet. Hierbei 

erfolgte die immunhistochmische Färbung mittels ABC-AP Methode. Als primärer Antikörper 

diente Angiopoietin-2 (AF623) (goat anti human, IgG, polyklonal, R&D Systems, Wiesbaden-

Nordenstadt), in einer Verdünnung von 1/10. Zur Visualisierung von Ang-2 wurde Neufuchsin 

verwendet. Das Auftreten positiver Ang-2-Signale im Lungengewebe wurde mit 1 bis 4 Punk-

ten bewertet (Tabelle 9). Des Weiteren wurde von jedem Tier zur Überprüfung der Gendeletion 

eine Probe von Schwanz und/oder Ohr entnommen und bis zur weiteren Verarbeitung bei - 20 

°C gelagert.  

Tabelle 9: Bewertungsschema der immunhistochemischen Untersuchung des Lungen-
gewebes von Streptococcus pneumoniae infizierten und scheininfizierten Angiopoietin-
2-Knockout-Mäusen und Kontrollmäusen auf das Vorkommen von Angiopoietin-2 (Ang-
2) 

Positive Ang-2-Signale Bewertung 

Vereinzelt 1 
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Tabelle 9 (fortgeführt): Bewertungsschema der immunhistochemischen Untersuchung 
des Lungengewebes von Streptococcus pneumoniae infizierten und scheininfizierten 
Angiopoietin-2-Knockout-Mäusen und Kontrollmäusen auf das Vorkommen von Angi-
opoietin-2 (Ang-2) 

Geringgradig 2 

Mittelgradig 3 

Hochgradig 4 

 

4.9.4 Bestimmung der pulmonalen Permeabilität von Streptococcus pneumoniae infi-
zierten Mäusen 

Die Quantifizierung der pulmonalen Permeabilität erfolgte durch Messung der Konzentration 

von zuvor appliziertem humanen Serumalbumin (HSA) in Blutplasma und bronchoalveolärer 

Lavageflüssigkeit (BALF) mittels enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) und der Be-

stimmung des BALF/Plasma-Quotienten aus den ermittelten HSA-Konzentrationen. Beim ver-

wendeten Versuchssetting für diese Analyse war der Hauptfokus, Blut- und Lungenlavagepro-

ben zu gewinnen und dafür die Lungengefäße schonend blutfrei zu spülen (und zeitgleich 

Lungenfunktionsparameter wie Resistance und Compliance zu ermitteln). Hierfür wurde eine 

spezielle Perfusionsanlage (Hugo Sachs Elektronik Havard Apparatus, March) verwendet. 

Diese bestand aus einer doppelwandigen Plexiglaskammer, die mit einem Deckel dicht ver-

schlossen werden konnte. Anschlüsse zur Perfusion, Ventilation und Messung verschiedens-

ter Parameter waren in diese Kammer eingelassen. Durch die Perfusionsanlage konnte eine 

von Körperkreislauf isolierte blutfreie Perfusion und Beatmung der Mauslunge durchgeführt 

werden. Die konstante Perfusion der Lunge (1 ml/min) wurde durch eine Peristaltikpumpe er-

möglicht (Reglo-Analog Isamtec SA, Glattbrugg, Schweiz). Die Perfusionslösung wurde durch 

einen Wärmeaustauscher und eine Blasenfalle in die kanülisierte Lungenarterie gepumpt. Der 

pulmonalarterielle Druck konnte mit einem Druckaufnehmer (Pressure Transducer P75, Typ 

379, Hugo Sachs Elektronik Havard Apparatus, March) erfasst werden. Die Beatmung der 

murinen Lunge erfolgte durch eine direkte Verbindung der tracheotomierten und kanülisierten 

Luftröhre mit einer Druckluftpumpe (Ventilation Control Module (VCM); Hugo Sachs Elektronik 

Havard Apparatus, March). Bei offener Kammer wurde die murine Lunge durch Überdruckbe-

atmung in einem Inspirations-Exspirations-Verhältnis von 1:1 und 90 Atemzügen pro Minute 

ventiliert. Der Luftfluss konnte dabei über ein Feinnadelventil reguliert werden. Nach dem 

Schließen der Kammer erfolgte, durch Umstellen eines Drei-Wege-Hahnes, die Umleitung der 

Beatmungsluft zu einer Venturidüse. Diese Düse konnte durch eine Verbindung zur Kammer 

einen negativen Innendruck erzeugen, wodurch bei geschlossener Kammer eine Unterdruck-

beatmung der isolierten Lunge möglich war. Mit Hilfe eines Pneumotachometers wurde das 
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Atemflusssignal in ein proportionales Drucksignal umgewandelt. Über einen Druckaufnehmer 

(Differential Pressure Transducer Validyne DP45-14, Hugo Sachs Elektronik Havard Appara-

tus, March) konnten elektrische Messungen erfolgen und Veränderungen des Kammer- und 

Trachealdrucks durch weitere Druckaufnehmer erfasst werden (Pressure Transducer MPX, 

Typ 399/2, Hugo Sachs Elektronik Havard Apparatus, March). Eine Software ermöglichte die 

Aufzeichnung der gewonnen Messdaten (Pulmodyn Software, Hugo Sachs Elektronik Havard 

Apparatus, March). Ang-2 KO- und WT-Mäuse wurden mit 1 x 107 KbE/Tier S. pneumoniae 

intranasal infiziert und 48 h p.i. präpariert. Vor der Präparation wurde den Mäusen von Frau 

Dr. Birgitt Gutbier 1 mg HSA in einem Volumen von 75 µl Natriumchloridlösung (0,09  %) in 

die Schwanzvene appliziert. Die Tiere wurden eine Stunde nach der HSA Injektion wie in 4.2.1 

beschrieben narkotisiert und heparinisiert. Nach Überprüfung der Narkosetiefe wurden sie in 

Rückenlage in der Plexiglaskammer der Perfusionsanlage fixiert und das Operationsfeld mit 

Braunol® desinfiziert. Zur Gewährleistung einer konstanten Beatmung und um ein Kollabieren 

der Lunge zu verhindern, wurde die Maus tracheotomiert und für die Ventilation mittels Über-

druckbeatmung eine Kanüle in die Trachea eingeführt. Anschließend wurde die Bauchhöhle 

median eröffnet und es erfolgte eine Blutentnahme aus der Vena cava caudalis, welche zu 

einem sofortigen Herz-/Kreislaufstillstand führte. 100 µl Blut wurden in ein EDTA- beschichte-

tes Röhrchen gegeben und bis zur weiteren Verwendung auf Eis gelagert. Das restliche ent-

nommene Blut wurde in ein steriles Reaktionsgefäß überführt und zur Plasmagewinnung wie 

in 4.9.5 beschrieben zentrifugiert und gelagert. Nachdem das Zwerchfell von der Brustwand 

gelöst und die aus dem Brustkorb in den Bauchraum ziehenden Strukturen abgesetzt wurden, 

wurde der Unterkörper mittels eines Scherenschnittes vom Brustkorb abgetrennt. Daraufhin 

wurde der Brustkorb eröffnet, die Lungenarterie identifiziert, ligiert und mittels Katheter kanü-

lisiert. Um einen zufriedenstellenden venösen Abfluss der perfundierten Lunge zu gewährleis-

ten, wurde zuvor der linke Ventrikel per Inzision eröffnet. Die Lunge wurde nach Schließen der 

Kammer in Unterdruckbeatmung ventiliert und mit Natriumchloridlösung (0,9 %) perfundiert. 

Bei einem endexspiratorischen und endinspiratorischen Kammerdruck von - 4,5 und - 9 cm 

H2O betrug die Atemfrequenz 90 Atemzüge pro Minute und das Verhältnis der Inspirationszeit 

zur Exspirationszeit 1:1. Nach 5 Minuten Ventilation und Perfusion, in denen gleichzeitig die 

Messung von Lungenfunktionsparametern wie Resistance und Compliance erfolgte, wurde die 

Lunge zweimal mit 650 µl sterilem PBS, versetzt mit Protease Inhibitor (cOmplete™ Mini, Ro-

che, Basel, Schweiz), lavagiert. BALF-1 und -2 wurden in Reaktionsgefäßen auf Eis gelagert. 

Um die Bakterienlast der Tiere zu ermitteln, wurden 30 µl aus BALF-1 entnommen und wie in 

4.9.7 beschrieben verarbeitet. Anschließend wurde die Lunge vorsichtig herauspräpariert. Des 

Weiteren erfolgten eine Separierung und Entnahme von Milz, Nieren, Leber und Magen-Darm-

Trakt. Von der Leber wurde der linke Leberlappen entnommen. Die Organe wurden bis zur 
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weiteren Verarbeitung bei - 80 °C gelagert. Von jedem Tier wurde zur Überprüfung der Gen-

deletion eine Probe vom Schwanz entnommen und bis zur weiteren Verarbeitung bei - 20 °C 

gelagert. Anschließend wurden die gekühlten BALF-Röhrchen für 10 min bei 2330 x g und 4 

°C zentrifugiert. Je 250 µl der Überstände von BALF-1 und -2 wurden zur Ermittlung der pul-

monalen Permeabilität gepoolt und bei - 80 °C gelagert. Der verbleibende Überstand wurde 

jeweils entfernt und ebenfalls bei - 80 °C gelagert. Die Zellpellets der BALF-1 und -2 wurden 

mit 900 µl FACS-Puffer gepoolt und bis zur weiteren Verwendung auf Eis gelagert. Die Quan-

tifizierung der pulmonalen Permeabilität, durch Ermittlung der Konzentration von HSA in Blut-

plasma und BALF, wurde mit dem Human Albumin ELISA Quantitation Set von Bethyl Labo-

ratories (Montgomery, USA) durchgeführt. Die Proben wurden auf Eis aufgetaut und nach Her-

stellerangaben verarbeitet. Bei 450 nm wurde mit dem Anthos ht2 Mikroplate Photometer 

(Anthos Mikrosysteme, Krefeld) und der zugehörigen Software (WinRead Anthos, Anthos Mik-

rosysteme, Krefeld) die OD gemessen und die Konzentration pro Milliliter berechnet. Durch 

Bildung des Quotienten aus der HSA-Konzentration der BALF- und der Blutplasmaprobe 

konnte die pulmonale Permeabilität beurteilt werden. Je größer der Quotient dieser Proben, 

desto größer der alveolokapilläre Schaden infolge der Pneumonie.  

 

4.9.5 Gewinnung von murinem Blutplasma 

Blut wurde wie in den Abschnitten 4.9.3 und 4.9.4 beschrieben entnommen und 10 min bei 

1500 x g und 4 °C zentrifugiert. Das Plasma wurde entnommen und bei - 80 °C bis zur weiteren 

Verwendung gelagert. 

 

4.9.6 Quantitative Bestimmung von Angiopoietin-2 in murinen Blutplasmaproben 
von Streptococcus pneumoniae infizierten Mäusen 

Die quantitative Bestimmung von Ang-2 in Blutplasmaproben von Ang-2 KO- und WT-Mäusen 

erfolgte mittels ELISA. Hierzu wurde das Quantikine® ELISA Mouse/Rat Angiopoietin-2 Kit 

von R&D Systems (Wiesbaden-Nordenstadt) verwendet. Die Probenaufbereitung wurde nach 

Herstellerangaben durchgeführt. Bei 550 nm wurde mit dem Anthos ht2 Mikroplate Photometer 

(Anthos Mikrosysteme, Krefeld) und der zugehörigen Software (WinRead Anthos, Anthos Mik-

rosysteme, Krefeld) die OD gemessen und die Ang-2 Konzentration pro Milliliter berechnet.  
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4.9.7 Bestimmung der Bakterienlast in Blut und bronchoalveolärer Lavageflüssigkeit 
von Streptococcus pneumoniae infizierten Mäusen 

Je 5 µl EDTA-Blut und BALF wurden nach Entnahme von mit S. pneumoniae infizierten Ang-

2 KO- und WT-Mäusen (siehe 4.9.4) pur und in den Verdünnungen 1:10, 1:100, 1:1000 und 

1:10000 auf 5 % Schafblutagarplatten aufgetragen. Die Platten wurden ca. 18 h bei 37 °C und 

5 % CO2 inkubiert. Die Einzelkolonien wurden ausgezählt und die Bakterienlast unter Berück-

sichtigung der jeweiligen Verdünnungsstufe berechnet. 

 

4.9.8 Ermittlung der Gesamtleukozytenzahl und des Leukozytendifferentialbildes im 
Blut von Streptococcus pneumoniae infizierten Mäusen 

Blut von mit S. pneumoniae infizierten und scheininfizierten Ang-2 KO- und WT-Mäusen wurde 

wie in den Abschnitten 4.9.4 beschrieben gewonnen und in einem EDTA-beschichtetem Röhr-

chen bis zur Messung auf Eis gelagert. Die Blutbild Analyse erfolgte mit dem scil Vet abc (scil 

animal care company, Viernheim). 

 

4.9.9 Durchflusszytometrische Analyse der Gesamtleukozytenzahl und des Leukozy-
tendifferentialbildes von bronchoalveolärer Lavageflüssigkeit von Streptococ-
cus pneumoniae infizierten Mäusen 

Die BALF von mit S. pneumoniae infizierten und scheininfizierten Ang-2 KO- und WT-Mäusen 

wurde wie in Abschnitt 4.9.4 beschrieben gewonnen. Für die durchflusszytometrische Zellana-

lyse (engl. fluorescence activated cell sorting, FACS) wurde die BALF in ein FACS-Tube über-

führt und bis ca. 1 cm unter dem Gefäßrand mit FACS-Puffer aufgefüllt. Anschließend wurde 

alles für 5 Minuten bei 1080 x g und 4 °C zentrifugiert. Der Überstand wurde dekantiert. Um 

unspezifische Antikörperbindungen zu verhindern, wurde eine Lösung, bestehend aus Purified 

Rat Anti-Mouse CD16/CD32 (Mouse BD Fc Block™, BD Bioscience, Heidelberg) und FACS-

Puffer auf das Zellpellet gegeben und 5 min bei 4 °C inkubiert (siehe Tabelle 10). Daraufhin 

wurden die Antikörper hinzugefügt, das Zellpellet kurz aufgeschüttelt und für 30 min bei 4 °C 

inkubiert (siehe Tabelle 11). 

Tabelle 10: Master Mix Fc Block Zusammensetzung zur durchflusszytometrischen Ana-
lyse 

Master Mix Fc Block 

Purified Rat Anti-Mouse CD16/CD32 (Mouse BD Fc Block™)     2 µl 
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Tabelle 10 (fortgeführt): Master Mix Fc Block Zusammensetzung zur durchflusszytomet-
rischen Analyse 

FACS-Puffer 100 µl 

Abkürzungen: FACS – Durchflusszytometrische Analyse (engl. fluorescence activated cell sor-
ting) 

 

Tabelle 11: Zusammensetzung Master Mix der Antikörper zur durchflusszytometrischen 
Analyse der bronchoalveolären Lavageflüssigkeit  

 

Abkürzungen: BALF – bronchoavleoläre Lavageflüssigkeit, PBS – phosphatgepufferte Salz-
lösung 

 

Das FACS-Tube wurde anschließend mit FACS-Puffer gefüllt und bei 4 °C für 5 min und 

1080 x g zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen, das Zellpellet mit 300 µl FACS-Puffer 

resuspendiert und bis zur durchflusszytometrischen Analyse bei 4 °C gelagert. Die durch-

flusszytometrische Analyse erfolgte mit dem BD FACS Canto II (BD Biosciences, Heidelberg) 

und die Auswertung der erhobenen Daten mit der BD FACSDiva™ Software (BD Biosciences, 

Heidelberg) und GraphPad PRISM 4.0 (Graph Pad Software, San Diego, USA). 

 

4.9.10 Die Zytokin- und Chemokinexpression von Streptococcus pneumoniae infizier-
ten Mäusen 

4.9.10.1 Quantitative Bestimmung von Interleukin-6 in murinen Blutplasmaproben von 
Streptococcus pneumoniae infizierten Mäusen 

Das Blutplasma wurde wie in 4.9.5 beschrieben gewonnen. Die quantitative Bestimmung der 

IL-6 Konzentration im Blutplasma von mit S. pneumoniae infizierten und scheininfizierten Ang-

2 KO- und WT-Mäusen erfolgte mittels ELISA (BD OptEIA™ Mouse IL-6 ELISA Kit, BD 

Biosciences, Heidelberg) und wurde nach Herstellerangaben durchgeführt. Die OD der Proben 

wurde bei 450 nm mit dem Anthos ht2 Mikroplate Photometer (Anthos Mikrosysteme, Krefeld) 

Master Mix Antikörper BALF  

PE F4/80   0,8 µl 

V450 Ly6G   1 µl 

PerCP CD 45   1 µl 

PBS 17,2 µl 
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und der zugehörigen Software (WinRead Anthos, Anthos Mikrosysteme, Krefeld) bestimmt. 

Die IL-6 Konzentration wurde pro Milliliter Blutplasma berechnet. 

 

4.9.10.2 Quantitative Bestimmung von Chemokin (C-X-C Motiv) Ligand-1 in murinen 
Blutplasmaproben von Streptococcus pneumoniae infizierten Angiopoietin-2-
Knockout-Mäusen und Kontrollmäusen 

Die Konzentration von CXCL-1 im Blutplasma von mit S. pneumoniae infizierten und schein-

infizierten Ang-2 KO- und WT-Mäusen wurde quantitativ mittels ELISA bestimmt. Die Gewin-

nung des Blutplasmas erfolgte wie in 4.9.5 beschrieben. Zur Analyse der Proben wurde das 

Quantikine® ELISA Mouse CXCL1/KC Immunoassay Kit von R&D Systems (Wiesbaden-Nor-

denstadt) verwendet. Die Durchführung erfolgte nach Herstellerangaben. Mittels des Anthos 

ht2 Mikroplate Photometer (Anthos Mikrosysteme, Krefeld) und der zugehörigen Software 

(WinRead Anthos, Anthos Mikrosysteme, Krefeld) wurde bei 450 nm die OD der Proben ge-

messen und die Konzentration von CXCL-1 pro Milliliter Blutplasma berechnet. 

 

4.9.10.3 Quantitative Bestimmung pro- und antiinflammatorischer Zytokine und Che-
mokine in der zellfreien bronchoalveolären Lavageflüssigkeit von Streptococ-
cus pneumoniae infizierten Angiopoietin-2-Kockout Mäusen und Kontrollmäu-
sen 

Die quantitative Bestimmung von CXCL-1, IL-6, IL-12p40, IL-10, CXCL-2 und TNF-α in der 

BALF von scheininfizierten und mit S. pneumoniae infizierten Ang-2 KO- und WT-Mäusen er-

folgte mittels Multiplex-Immunassays. Die BALF wurde wie in 4.9.4 beschrieben entnommen 

und mittels des ProcartaPlex ® Multiplex Immunoassay (Affymetrix eBioscience, San Diego, 

USA) untersucht. Die Durchführung des Immunassays erfolgte nach Herstellerangaben. Eine 

durchflusszytometrische Analyse der Proben erfolgte mit dem Bio-Plex® 200 Systems (Bio-

Rad Laboratories, München) und der zugehörigen Software (Bio-Plex Manager Software Ver-

sion 4.0, Bio-Rad Laboratories, München). Die Zytokinkonzentrationen wurden pro Milliliter 

berechnet.  

 

4.10 Statistische Datenanalyse 

Die statistische Auswertung der erhobenen Daten erfolgte unter Zuhilfenahme eines Grafik- 

und Statistikprogramms (GraphPad PRISM 4.0, Graph Pad Software, San Diego, USA). Die 
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Verlaufsdaten der Körpertemperatur in der Pneumokokkenpneumonie wurden als arithmeti-

scher Mittelwert (mean) ± Standardfehler (engl. standard error of the mean, SEM) angegeben. 

Die einzelnen Zeitpunkte wurden separat getestet und statistisch mittels eines nicht-paramet-

rischen two-tailed Mann-Whitney U-Tests analysiert (Abbildung 9 A). Alle weiteren Versuchs-

daten wurden als arithmetischer Mittelwert (mean) ± Standardabweichung (engl. standard de-

viation, SD) angegeben. Zur statistischen Auswertung der Unterschiede zwischen den einzel-

nen Versuchsgruppen wurde jeweils ein nicht-parametrischer two-tailed Mann-Whitney U-Test 

verwendet (Abbildung 5, 7, 8, 9 B, 10 A, 10 B, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 19). Auf eine Korrektur 

für multiples Testen wurde verzichtet, da es sich um geplante Vergleiche handelte und aus-

schließlich ein direkter Vergleich zwischen der Ang-2 KO-Maus und einer nicht induzierbaren 

Kontrollmaus erfolgte. Ein p-Wert < 0,05 wurde hierbei als statistisch signifikant gewertet.
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5 Ergebnisse 

5.1 Induktion eines Angiopoietin-2-Knockout in der Angiopoietin-2-loxP/loxP-Cre-ERT2 
Maus 

5.1.1 Identifizierung Cre-exprimierender Mäuse des Stammes Angiopoietin-2-loxP/loxP-
Cre-ERT2 

Um Cre-exprimierende Angiopoietin-2-loxP/loxP-Cre-ERT2+/- Mäuse zu identifizieren, wurden An-

giopoietin-2-loxP/loxP-Cre-ERT2 Mäusen in der Forschungseinrichtung für Experimentelle Medi-

zin (FEM) der Charité Berlin Ohrbiopsien entnommen. Die DNA der Biopsien wurde isoliert 

und eine PCR durchgeführt. Das PCR-Produkt wurde mittels Agarose-Gelelektrophorese iden-

tifiziert. Cre-exprimierende Angiopoietin-2-loxP/loxP-Cre-ERT2+/- Mäuse konnten durch ein PCR-

Produkt von 310 Basenpaaren (Bp) erfasst werden (Abbildung 1). 

 
Abbildung 1: Identifizierung Cre-exprimierender Angiopoietin-2-loxP/loxP-Cre-ERT2+/-

Mäuse: Aus Ohrbiopsien von Angiopoietin-2-loxP/loxP-Cre-ERT2 Mäusen wurde DNA isoliert 
und mittels einer Polymerase-Kettenreaktion (PCR) und anschließender Agarose-Gelelektro-
phorese auf das Vorhandensein des Cre-Gens untersucht. Ein positiver Befund zeigte sich auf 
einer Bandenhöhe von 310 Basenpaaren und war ein Hinweis darauf, dass bei solchen Tieren 
ein Angiopoietin-2-Knockout (Ang-2 KO) induziert werden konnte. Repräsentatives Gel von 14 
Gelen. Abkürzungen: Bp – Basenpaare, Cre – DNA-Fragment Cre-ERT2, + – Angiopoietin-2-
loxP/loxP-Cre-ERT2+/- Maus, - – Angiopoietin-2-loxP/loxP-Cre-ERT2-/- Maus  
 

5.1.2 Identifizierung induzierter Angiopoietin-2-Knockout-Mäuse 

Angiopoietin-2-loxP/loxP-Cre-ERT2+/- und Angiopoietin-2-loxP/loxP-Cre-ERT2-/- Mäuse wurden 5 

Tage mit Tamoxifen behandelt. Nach 5 Tagen Wartezeit wurden die Tiere auf die Entwicklung 

eines Ang-2 KO untersucht. Den Tieren wurde unter Inhalationsnarkose eine Ohrbiopsie ent-

nommen. Die DNA der Ohrbiopsie wurde isoliert und eine PCR durchgeführt. Durch eine Aga-

rose-Gelelektrophorese wurde das PCR-Produkt identifiziert. Ang-2 KO-Mäuse wiesen ein 

PCR-Produkt mit 230 Bp auf. WT-Mäuse wiesen ein PCR-Produkt mit 1151 Bp auf. Ein PCR-

Produkt mit 585 Bp diente als interne DNA-Kontrolle (Abbildung 2). 

Cre (310 Bp)   
400 Bp 

200 Bp 

600 Bp 

+ - 
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Abbildung 2: Identifizierung von Angopoietin-2-Knockout Mäusen: Ang-2-loxP/loxP-Cre-
ERT2+/- Mäuse und Ang-2-loxP/loxP-Cre-ERT2-/- Mäuse wurden 5 Tage mit Tamoxifen behandelt. 
Nach 5 Tagen Wartezeit wurde eine Ohrbiopsie entnommen, die DNA isoliert, eine Poly-
merase-Kettenreaktion (PCR) durchgeführt und das PCR-Produkt mittels Agarose-Gelelektro-
phorese identifiziert. Im Falle eines Angiopoietin-2-Knockout zeigte sich ein PCR-Produkt von 
230 Bp. Nicht induzierbare Kontrollmäuse wiesen ein PCR-Produkt von 1151 Bp auf. Als in-
terne DNA-Kontrolle diente ein PCR-Produkt von 585 Bp. Repräsentatives Gel von 16 Gelen. 
Abkürzungen: Ang-2 KO – Angiopoietin-2-Knockout-Maus, Bp – Basenpaare, Ctrl – interne 
DNA Kontrolle, KO – DNA-Fragment Angiopoietin-2-Knockout-Maus, W – DNA-Fragment 
nicht induzierbarer Kontrollmaus, WT – nicht induzierbare Kontrollmaus 
 

5.1.3 Angiopoietin-2-Knockout-Mäuse wiesen in der immunhistochemischen Unter-
suchung weniger Angiopoietin-2 im Lungengewebe auf als Kontrollmäuse  

Angiopoietin-2-loxP/loxP-Cre-ERT2 Mäuse wurden zur Induktion eines Ang-2 Knockouts nach 

Protokoll (siehe Kapitel 4.5.1) behandelt. Nach 5 Tagen Wartezeit wurde den Tieren wie in 

4.9.3 beschrieben, die Lungen entnommen. Die immunhistochemische Ang-2 Färbung und die 

anschließende mikroskopische Analyse wurden von Frau Dr. Kristina Dietert (Institut für Tier-

pathologie der Freien Universität Berlin) durchgeführt. In den Lungen der WT-Mäuse konnte 

mittels immunhistochemischer Färbung (Neufuchsin Färbung) eine deutliche physiologische 

Verteilung von Ang-2 überwiegend im Endothel nachgewiesen werden (Abbildung 3 A). Die 

Ang-2 KO-Mäuse hingegen wiesen einen deutlich geringeren Anteil an Ang-2 im Endothel der 

Lungengefäße auf, nur vereinzelt konnten positive Bereiche identifiziert werden (Abbildung 3 

B). 

 

 

 

200 Bp 

400 Bp 

600 Bp 

800 Bp 
1000 Bp 
1200 Bp 

Ang-2 KO WT 

KO (230 Bp) 

Ctrl (585 Bp) 

W (1151 Bp) 



 Ergebnisse 57 

A 

 

 

 

 

 

 

 

B  

 

Abbildung 3 (A, B): Immunhistochemische Färbung von Angiopoietin-2 in murinem Lun-
gengewebe von Angiopoietin-2-Knockout-Mäusen und nicht induzierbaren Kontroll-
mäusen: Die Lungen von nicht induzierbaren Kontroll- und Angiopoietin-2-Knockout-Mäusen 
wurden entnommen und pathohistologisch aufgearbeitet. Anschließend erfolgte eine immun-
histochemische Färbung (Neufuchsin) von Angiopoietin-2 (rot). Die nicht spezifisch gefärbten 
Gewebeanteile wurden mit Hämalaun (blau) gegengefärbt. Angiopoietin-2 war überwiegend 
im Endothel der Lungengefäße zu finden und bei den Angiopoietin-2-Knockout-Mäusen nur in 
wenigen vereinzelten Gefäßen exprimiert. Die Maßstabsbalken entsprechen einer Länge von 
50 µm (n=1 pro Gruppe).  

 

5.1.4 Identifizierung einer Angiopoietin-2-Defizienz in primären murinen pulmonalen 
Endothelzellen nach in vitro Induktion 

Die primären murinen pulmonalen Endothelzellen (mPEC) wurden von Angiopoietin-2-loxP/loxP-

Cre-ERT2+/- Mäusen bzw. den nicht Cre-exprimierenden Geschwistertieren isoliert und kulti-

viert. Für die Induktion einer Ang-2-Defizienz wurden die mPEC mit 4-OHT behandelt. Zur 

"WT" 

WT WT 

Ang-2 KO  
Ang-2 KO  Ang-2 KO 
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D (230 Bp) 

Ctrl (585 Bp) 

W (1151 Bp) 

Identifizierung einer Ang-2-Defizienz wurde die DNA der Zellen isoliert und eine PCR durch-

geführt. Die mPEC mit einer Ang-2-Defizienz (Ang-2 D-mPEC) wiesen ein PCR-Produkt mit 

230 Bp auf. Die nicht induzierten mPEC von WT-Mäusen (WT-mPEC) wiesen ein PCR-Pro-

dukt mit 1151 Bp auf. Ein PCR-Produkt mit 585 Bp diente als interne DNA-Kontrolle (Abbildung 

4). 

  
Abbildung 4: Identifizierung einer Angiopoietin-2-Defizienz von primären murinen pul-
monalen Endothelzellen nach in vitro Induktion: Primäre murine pulmonale Endothelzellen 
(mPEC) von Angiopoietin-2-loxP/loxP-Cre-ERT2+/- bzw. -Cre-ERT2-/- Mäusen wurden isoliert und 
mit 4-Hydroxytamoxifen behandelt, anschließend die DNA isoliert und eine Polymerase-Ket-
tenreaktion (PCR) durchgeführt. Bei einer vorhandenen Angiopoietin-2-Defizienz zeigte sich 
eine Bande bei 230 Bp. Nicht induzierte mPEC wiesen ein PCR-Produkt von 1151 Bp auf. Als 
interne DNA-Kontrolle diente ein PCR-Produkt von 585 Bp. Abkürzungen: Ang-2 D – Angi-
opoietin-2-defiziente primäre murine pulmonale Endothelzellen, Bp – Basenpaare, Ctrl – in-
terne DNA-Kontrolle, D – DNA-Fragment Angiopoietin-2-defizienter mPEC, W – DNA-Frag-
ment nicht induzierbarer mPEC, WT – nicht induzierbare primäre murine pulmonale Kontrol-
lendothelzellen. 
 

5.1.5 Primäre murine pulmonale Endothelzellen wiesen nach der Induktion einer An-
giopoietin-2-Defizienz eine tendenziell geringere Angiopoietin-2 Genexpression 
auf als nicht induzierte primäre murine pulmonale Endothelzellen 

Die primären murinen pulmonalen Endothelzellen (mPEC) wurden von Angiopoietin-2-loxP /loxP-

Cre-ERT2+/- Mäusen bzw. den nicht Cre-exprimierenden Geschwistertieren isoliert und kulti-

viert. Für die Induktion einer Ang-2-Defizienz wurden die mPEC mit 4-OHT behandelt. An-

schließend erfolgte wie in 4.7 beschrieben eine Aufbereitung und Analyse der Proben mittels 

qPCR. Hierbei wiesen die Ang-2-D-mPEC eine tendenziell geringere Ang-2 Genexpression im 

Vergleich zu den WT-mPEC auf (Abbildung 5). 
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Abbildung 5: Untersuchung der Angiopoietin-2 Genexpression primärer muriner pulmo-
naler Endothelzellen nach in vitro Induktion: Die Angiopoietin-2 Genexpression in vitro in-
duzierter primärer muriner pulmonaler Endothelzellen (mPEC) von Angiopoietin-2-loxP /loxP-Cre-
ERT2+/- Mäusen bzw. deren nicht Cre-exprimierenden Geschwistertieren wurde mittels quan-
titativer Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (qPCR) bestimmt. Als Referenzgen diente 
GAPDH.Es konnte eine tendenziell verringerte Angiopoietin-2 Genexpression in den Ang-2 D-
mPEC im Vergleich zu den WT-mPEC gesehen werden. Die Daten sind als Mittelwert + SD 
angegeben (n=6 pro Gruppe). Abkürzungen: Ang-2 – Angiopoietin-2, Ang-2 D – Angiopoietin-
2-defiziente primäre murine pulmonale Endothelzellen, WT – nicht induzierbare primäre 
murine pulmonale Kontrollendothelzellen. 
 

5.2 Kultivierte primäre murine pulmonale Endothelzellmonolayer wiesen nach der 
Induktion einer Angiopoietin-2-Defizienz und Stimulation mit Pneumolysin einen 
geringeren Integritätsverlust auf als nicht induzierte primäre murine pulmonale 
Endothelzellmonolayer 

Primäre murine pulmonale Endothelzellen (mPEC) wurden von Angiopoietin-2-loxP/loxP-Cre-

ERT2 Mäusen isoliert, kultiviert und mit 4-OHT wurde eine Ang-2-Defizienz induziert. Nach-

dem ein konfluenter Endothelzellmonolayer gewachsen war, wurden die Zellen mit PLY (1 

µg/ml) stimuliert und fixiert. Zur Beurteilung der Integrität wurde eine Immunfluoreszenzfär-

bung durchgeführt. Als Marker dienten das tight junction Protein VE-Cadherin und F-Aktin-

Fasern des Zytoskeletts. Die Zellkerne wurden mit DAPI angefärbt. Die Auswertung der mPEC 

erfolgte mikroskopisch. In den untersuchten Monolayern wiesen die PLY stimulierten Ang-2 

D-mPEC einen geringeren Integritätsverlust auf als die mPEC der WT-Mäuse. Dies zeigte sich 

anhand des geringeren Vorkommens von zerstörten Zellkontakten und der stärkeren Expres-

sion von VE-Cadherin (Abbildung 6 (A-D)). 
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A       B 

 

  C       D 

 
Abbildung 6 (A-D): Immunfluoreszenzfärbung stimulierter primärer muriner pulmonaler 
Endothelzellmonolayer: Primäre murine pulmonale Endothelzellen (mPEC) von Angiopoie-
tin-2-loxP/loxP-Cre-ERT2 Mäusen wurden isoliert und eine Angiopoietin-2-Defizienz mittels 4-
Hydroxytamoxifen induziert. Nach dem Wachstum eines konfluenten Zellmonolayers wurden 
die mPEC mit Pneumolysin (1 µg/ml) stimuliert, anschließend fixiert und eine Immunfluores-
zenzfärbung durchgeführt. Eine Kontrollstimulation erfolgte mittels phosphatgepufferter Salz-
lösung. Als Zellmarker dienten VE-Cadherin (grün) und F-Aktin (rot). Die Zellkerne wurden mit 
4′,6-Diamidin-2-phenylindol (blau) angefärbt. Die Pneumolysin-induzierte Schädigung des 
Zellmonolayers war bei den Angiopoietin-2-defizienten Endothelzellen deutlich reduziert, was 
an der verminderten Anzahl von zerstörten Zellkontakten und der etwas stärkeren VE-Cadhe-
rin-Expression zu sehen war. Die gezeigten Bilder sind repräsentativ für die jeweils gezeigte 
Versuchsgruppe. Die Maßstabsbalken entsprechen einer Länge von 20 µm (Kontrolle: WT n 
= 4, Ang-2 D n = 6; S. pneumoniae: WT n = 4, Ang-2 D n = 6). Abkürzungen: Ang-2 D – 
Angiopoietin-2-defiziente primäre murine pulmonale Endothelzellen, PBS – phosphatgepuf-
ferte Salzlösung, PLY – Pneumolysin, WT – nicht induzierbare primäre murine pulmonale Kon-
trollendothelzellen. 
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5.3 Die Pneumokokkenpneumonie in der Angiopoietin-2-Knockout-Maus 

Um den Verlauf einer CAP beim Menschen nachzuahmen, wurden weibliche Ang-2 KO-Mäuse 

und WT-Mäuse intranasal mit 1x107 KbE von S. pneumoniae pro Tier infiziert. 

 

5.3.1 Angiopoietin-2-Knockout-Mäuse und deren nicht induzierbaren Geschwister-
tiere zeigten in der Pneumokokkenpneumonie im Lungengewebe eine ähnliche 
Angiopoietin-2 Genexpression  

Die Lungen von Ang-2 KO- und WT-Mäusen wurden 48 h nach Infektion mit S. pneumoniae 

oder einer Scheininfektion mit PBS entnommen (siehe 4.9.4). Anschließend erfolgte wie in 4.7 

beschrieben eine Aufbereitung und Analyse der Proben mittels qPCR. Ein Unterschied bezüg-

lich der Genexpression war innerhalb der Gruppe der mit S. pneumoniae infizierten Mäuse 

und der scheininfizierten Mäuse als auch zwischen den Ang-2 KO- und WT-Mäusen nicht er-

kennbar (Abbildung 7). 

 

 
Abbildung 7: Untersuchung der Angiopoietin-2 Genexpression von Angiopoietin-2-
Knockout- und Kontrollmäusen in der Pneumokokkenpneumonie: Die Genexpression 
von Angiopoietin-2 im Lungengewebe von Angiopoietin-2-Knockout-Mäusen (Ang-2 KO) und 
nicht induzierbaren Kontrollmäusen (WT) wurde 48 h nach Infektion mit Streptococcus pneu-
moniae oder einer Scheininfektion mit phosphatgepufferter Salzlösung mittels quantitativer 
Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion bestimmt. Es konnten keine Unterschiede zwischen den 
Ang-2 KO- und den WT-Tieren festgestellt werden. Die Daten sind als Mittelwert + SD ange-
geben (Kontrolle: WT n = 6, Ang-2 KO n = 7; S. pneumoniae: WT n = 6, Ang-2 KO n = 5). 
Abkürzungen: Ang-2 – Angiopoietin-2, Kontrolle – Scheininfektion mit phosphatgepufferter 
Salzlösung, S. pneumoniae – Infektion mit Streptococcus pneumoniae. 
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5.3.2 Die Angiopoietin-2-Knockout-Maus zeigte im Gegensatz zur Kontrolle keinen 
Anstieg der Angiopoietin-2-Plasmakonzentration in der Pneumokokkenpneu-
monie 

Ang-2 KO- und WT-Mäusen wurde 48 h nach Infektion Blut entnommen und die Angiopoietin-

2-Plasmakonzentration mittels ELISA bestimmt. Die WT-Mäuse wiesen 48 h nach einer Infek-

tion mit S. pneumoniae, im Vergleich zu den mit PBS scheininfizierten WT-Mäusen, einen 

signifikanten Anstieg der Angiopoietin-2-Plasmakonzentration auf. Dieser Konzentrationsan-

stieg konnte bei den Ang-2 KO-Tieren nicht beobachtet werden. Innerhalb der S. pneumoniae 

Infektionsgruppen war eine signifikante Differenz der Ang-2-Plasmakonzentration zwischen 

der Ang-2 KO-Mäusen und den WT-Mäusen erkennbar (Abbildung 8). 

 

 
 
Abbildung 8: Die Angiopoietin-2-Plasmakonzentration in der Pneumokokkenpneumonie 
bei Angiopoietin-2-Knockout- und Kontrollmäusen: 
Die Angiopoietin-2-Plasmakonzentration von Angiopoietin-2-Knockout-Mäusen (Ang-2 KO) 
und nicht induzierbaren Kontrollmäusen (WT) wurde 48 h nach Infektion mit Streptococcus 
pneumoniae oder einer Scheininfektion mit phosphatgepufferter Salzlösung (PBS) mittels 
ELISA bestimmt. Im Gegensatz zu den WT-Tieren, kam es bei den Ang-2 KO-Tieren durch 
die Infektion nicht zu einem Angiopoietin-2 Anstieg im Plasma. Die Daten sind als Mittelwert + 
SD angegeben (** p<0,01; Kontrolle n = 6 pro Gruppe; S. pneumoniae n = 11 pro Gruppe). 
Abkürzungen: Kontrolle – Scheininfektion mit phosphatgepufferter Salzlösung, S. pneumoniae 
– Infektion mit Streptococcus pneumoniae. 
 

5.3.3 In der Pneumokokkenpneumonie zeigten Angiopoietin-2-Knockout-Mäuse eine 
ähnliche Entwicklung im Verlauf der Körpertemperatur und des Körpergewich-
tes wie Kontrollmäuse 

Die Körpertemperatur und das Körpergewicht wurden 24 h, 36 h und 48 h nach Infektion mit 

S. pneumoniae bzw. Scheininfektion durch PBS bestimmt (Abbildung 9 A). Für die Ermittlung 
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der prozentualen Abweichung des Körpergewichts durch die Infektion, wurde das Ausgangs-

gewicht der Tiere vor der Infektion und 48 h nach der intranasalen Inokulation verwendet (Ab-

bildung 9 B). Sowohl in der Entwicklung der Körpertemperatur als auch beim Körpergewichts-

verlust war kein Unterschied zwischen den Ang-2 KO-Mäusen und den WT-Mäusen erkenn-

bar.  

      A                 B 

 

Abbildung 9 (A, B): Körpertemperatur und Körpergewicht im Verlauf einer 
Pneumokokkenpneumonie: 
(A) Eine Messung der Körpertemperatur erfolgte 24 h, 36 h und 48 h nach Infektion. (B) Für 
die prozentuale Abweichung des Körpergewichts wurden die Messwerte vor und 48 h nach 
der intranasalen Inokulation mit Streptococcus pneumoniae oder einer Scheininfektion ver-
wendet. Es konnten keine Unterschiede zwischen den Angiopoietin-2-Knockout-Mäusen und 
den nicht induzierbaren Kontrollmäusen festgestellt werden. (A) Die Daten sind als Mittelwert 
± SEM angegeben (Kontrolle n = 6 pro Gruppe, S. pneumoniae n = 11 pro Gruppe). (B) Die 
Daten sind als Mittelwert + SD angegeben (Kontrolle n = 6 pro Gruppe, S. pneumoniae n = 11 
pro Gruppe). Abkürzungen: Ang-2 KO – Angiopoietin-2-Knockout-Maus, Kontrolle – Scheinin-
fektion mit phosphatgepufferter Salzlösung, S. pneumoniae – Infektion mit Streptococcus 
pneumoniae, WT – nicht induzierbare Kontrollmaus. 
 

5.3.4 In der Pneumokokkenpneumonie hatten Angiopoietin-2-Knockout-Mäuse so-
wohl in der bronchoalveolären Lavageflüssigkeit als auch im Blut eine ver-
gleichbare Bakterienlast wie Kontrollmäuse 

Die BALF und das Blut von Ang-2 KO- und WT-Mäusen wurden 48 h nach Infektion mit 

S. pneumoniae gewonnen, in einer Verdünnungsreihe auf Schafblutagarplatten ausplattiert, 

ca. 18 h inkubiert (37 °C, 5 % CO2) und die Bakterienlast anschließend ausgewertet. In der 

Bakterienlast der BALF sowie im Blut war, unter den an einer Pneumokokkenpneumonie er-

krankten Gruppen, kein signifikanter Unterschied zu beobachten (Abbildung 10). 
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Abbildung 10: Bakterienlast in der bronchoalveolären Lavageflüssigkeit und im Blut: 
Bronchoalveolären Lavageflüssigkeit und Blut wurden 48 h nach intranasaler Inokulation von 
1x107 kbE Streptococcus pneumoniae gewonnen und nach 24 h Inkubation auf einer Schaf-
blutagarplatte ausgewertet. Es konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den Angiopoie-
tin-2-Knockout-Mäusen und Kontrollmäusen beobachtet werden. Die Daten sind als Mittelwert 
angegeben + SD (n = 11 pro Gruppe). Abkürzungen: Ang-2 KO – Angiopoietin-2-Knockout-
Maus, BALF – bronchoalveoläre Lavageflüssigkeit, KbE – koloniebildende Einheit, WT – nicht 
induzierbare Kontrollmaus. 
 

5.3.5 In der Pneumokokkenpneumonie wies das Differentialblutbild von Angiopoie-
tin-2-Knockout-Mäusen im Vergleich zu Kontrollmäusen keinen Unterschied auf 

Das Blut von Ang-2 KO- und WT-Mäusen wurde 48 h nach Infektion mit S. pneumoniae oder 

der Scheininfektion mit PBS gewonnen und analysiert. Das Differentialblutbild der Ang-2 KO-

Mäuse zeigte sowohl in der Scheininfektion als auch in der Pneumokokkeninfektion keine Dif-

ferenzen zu dem Differentialblutbild der WT-Mäuse. Zwischen den Gruppen der mit S. pneu-

moniae und PBS infizierten Tieren zeigte sich eine Abnahme der Leukozytenzahl (Abbildung 

11).  
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Abbildung 11: Differentialblutbild in der Pneumokokkenpneumonie bei Angiopoietin-2-
Knockout- und Kontrollmäusen: Aus dem Blut von Angiopoietin-2-Knockout- (Ang-2 KO) 
und Kontrollmäusen (WT) wurde 48 h nach Infektion mit Streptococcus pneumoniae (S.  pneu-
moniae) oder einer Scheininfektion mit phosphatgepufferter Salzlösung (PBS) ein Differential-
blutbild angefertigt. Es wurde kein Unterschied zwischen den Ang-2 KO-Mäusen und den WT-
Mäusen gemessen, lediglich die Gesamtleukozytenzahl war bei allen mit S. pneumoniae infi-
zierten Tieren, im Vergleich zu den mit PBS scheininfizierten Gruppen, erniedrigt. Die Daten 
sind als Mittelwert angegeben + SD (Kontrolle n = 6 pro Gruppe, S. pneumoniae n = 11 pro 
Gruppe). Abkürzungen: Kontrolle – Scheininfektion mit phosphatgepufferter Salzlösung, S. 
pneumoniae – Infektion mit Streptococcus pneumoniae. 
 

5.3.6 Das Leukozytendifferentialbild in der bronchoalveolären Lavageflüssigkeit von 
Angiopoietin-2-Knockout-Mäusen nach Infektion mit Streptococcus pneumo-
niae ähnelte dem von Kontrollmäusen 

Die BALF von Ang-2 KO- und WT-Mäusen wurde 48 h nach Infektion mit S. pneumoniae oder 

nach Kontrollinfektion mit PBS gewonnen und eine durchflusszytometrische Analyse der Leu-

kozyten durchgeführt. Es gab 48 h p.i. zwischen den Ang-2 KO- und WT-Mäusen keine signi-

fikanten Differenzen im Leukozytendifferentialbild der BALF, weder bei den mit S. pneumoniae 

infizierten Tieren noch bei den scheininfizierten Kontrollgruppen. Insgesamt ließ sich feststel-

len, dass generell die Gesamtleukozytenzahl von mit S. pneumoniae infizierten Mäusen im 

Vergleich zu den scheininfizierten Kontrollgruppen anstieg (Abbildung 12).  
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Abbildung 12: Leukozytendifferentialbild der bronchoalveolären Lavageflüssigkeit von 
Angiopoietin-2-Knockout- und Kontrollmäusen in der Pneumokokkenpneumonie: Aus 
der bronchoalveolären Lavageflüssigkeit von Angiopoietin-2-Knockout- (Ang-2 KO) und Kon-
trollmäusen (WT) wurde 48 h nach Infektion mit Streptococcus pneumoniae oder phosphatge-
pufferter Salzlösung eine durchflusszytometrische Analyse der Leukozyten durchgeführt. Es 
zeigte sich ein Anstieg der Zellpopulationen durch die Pneumokokkeninfektion, jedoch konn-
ten zwischen den Ang-2 KO-Tieren und den WT-Mäusen keine Unterschiede gemessen wer-
den. Die Daten sind als Mittelwert angegeben + SD (Kontrolle n = 6 pro Gruppe, S. pneumo-
niae n = 11 pro Gruppe). Abkürzungen: BALF – bronchoalveoläre Lavageflüssigkeit, Kontrolle 
– Scheininfektion mit phosphatgepufferter Salzlösung, S. pneumoniae – Infektion mit Strep-
tococcus pneumoniae. 
 

5.3.7 In der Pneumokokkenpneumonie war in der bronchoalveolären Lavageflüssig-
keit von Angiopoietin-2-Knockout-Mäusen und Kontrollmäusen eine ähnliche 
Konzentration von pro- und antiinflammatorischen Zytokinen und Chemokinen 
erkennbar 

Die Zytokin- und Chemokinanalyse der BALF von Ang-2 KO- und WT-Mäusen erfolgte mittels 

einer Multiassay-Analyse 48 h nach Infektion mit S. pneumoniae oder einer Scheininfektion 

mit PBS. Die Konzentrationen von CXCL-1, IL-6, IL-12p40, IL-10, CXCL-2 und TNF-α wurden 

bestimmt. Bei allen Zytokinen und Chemokinen war ein signifikanter Anstieg zwischen der 

Gruppe der S. pneumoniae Infizierten und der Kontrollgruppe zu erkennen. Ein Unterschied 

in der Zytokin- und Chemokinausschüttung zwischen den Ang-2 KO- und den WT-Mäusen war 

jedoch nicht vorhanden (Abbildung 13). 
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Abbildung 13: Konzentrationen pro- und antiinflammatorischer Zytokine und Chemokine 
in der bronchoalveolären Lavageflüssigkeit von Angiopoietin-2-Knockout- und Kon-
trollmäusen in der Pneumokokkenpneumonie: Aus der bronchoalveolären Lavageflüssig-
keit von Angiopoietin-2-Knockout-Mäusen (Ang-2 KO) und nicht induzierbaren Kontrollmäusen 
(WT) wurde 48 h nach Infektion mit Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae) oder einer 
Scheininfektion mit phosphatgepufferter Salzlösung (PBS) eine Multiassay Analyse durchge-
führt. Bei keinem der Zytokine konnte ein Unterschied zwischen den Ang-2 KO- und den WT-
Mäusen festgestellt werden. Die Daten sind als Mittelwert angegeben + SD (***p<0,001; 
**p<0,01; Kontrolle n = 6 pro Gruppe, S. pneumoniae n = 11 pro Gruppe). Abkürzungen: BALF 
– Bronchoalveoläre Lavageflüssigkeit, Kontrolle – Scheininfektion mit phosphatgepufferter 
Salzlösung, n.d. – nicht detektierbar.  
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5.3.8 Die Chemokin (C-X-C Motiv) Ligand-1-Plasmakonzentration war in der Pneumo-
kokkenpneumonie bei der Angiopoietin-2-Knockout-Maus im Vergleich zur 
Kontrollmaus reduziert 

Ang-2 KO- und WT-Mäusen wurde 48 h nach Infektion Blut entnommen und die CXCL-1- 

Plasmakonzentration mittels ELISA bestimmt. Sowohl Ang-2 KO- als auch WT-Mäuse, die mit 

S. pneumoniae infiziert waren, zeigten im Vergleich zur scheininfizierten Kontrollgruppe einen 

signifikanten Anstieg der CXCL-1-Plasmakonzentration. Zudem war eine signifikante Differenz 

zwischen Ang-2 KO- und WT-Mäusen innerhalb der mit S. pneumoniae infizierten Gruppen 

erkennbar (Abbildung 14). 

 

 
Abbildung 14: Die Chemokin (C-X-C Motiv) Ligand-1-Plasmakonzentration in der 
Pneumokokkenpneumonie bei Angiopoietin-2-Knockout- und Kontrollmäusen: Die Che-
mokin (C-X-C Motiv) Ligand-1 (CXCL-1)-Plasmakonzentration von Angiopoietin-2-Knockout-
Mäusen (Ang-2 KO) und Kontrollmäusen (WT) wurde 48 h nach intranasaler Inokulation mit 
Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae) oder phosphatgepufferter Salzlösung mittels 
ELISA bestimmt. Mit S. pneumoniae infizierte Ang-2 KO-Mäuse hatten im Vergleich zu den 
WT-Tieren eine signifikant geringere CXCL-1 Plasmakonzentration (**p<0,01; *p<0,05; Kon-
trolle n = 6 pro Gruppe, S. pneumoniae n = 11 pro Gruppe). Die Daten sind als Mittelwert 
angegeben + SD. Abkürzungen: Kontrolle – Scheininfektion mit phosphatgepufferter Salzlö-
sung, S. pneumoniae – Infektion mit Streptococcus pneumoniae. 
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Angiopoietin-2-Knockout- und Kontrollmäusen vergleichbar 
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Mäusen als auch bei den WT-Mäusen IL-6 nicht detektierbar. Jedoch war ein deutlicher An-

stieg in den mit S. pneumoniae infizierten Gruppen erkennbar. Ein signifikanter Unterschied 

zwischen Ang-2 KO- und WT-Mäusen war jedoch nicht vorhanden (Abbildung 15). 

 

 
Abbildung 15: Die Interleukin-6-Plasmakonzentration in der Pneumokokkenpneumonie 
bei Angiopoietin-2-Knockout- und Kontrollmäusen: Die Interleukin-6-Plasmakonzentra-
tion von Angiopoietin-2-Knockout-Mäusen (Ang-2 KO) und Kontrollmäusen (WT) wurde 48 h 
nach Infektion mit Streptococcus pneumoniae oder einer Scheininfektion mit einer phosphat-
gepufferten Salzlösung mittels ELISA bestimmt. Zwischen den Ang-2 KO- und WT-Tieren 
konnte kein Unterschied festgestellt werden. Die Daten sind als Mittelwert angegeben + SD 
(Kontrolle n = 6 pro Gruppe, S. pneumoniae n = 11 pro Gruppe). Abkürzungen: IL-6 Plasma – 
Interleukin-6-Plasmakonzentration, Kontrolle – Scheininfektion mit phosphatgepufferter Salz-
lösung, n.d. – nicht detektierbar, S. pneumoniae – Infektion mit Streptococcus pneumoniae. 
 

5.3.10 In der Pneumokokkenpneumonie war bei Angiopoietin-2-Knockout-Mäusen und 
deren nicht induzierbaren Geschwistertieren kein Unterschied bezüglich der 
Permeabilität der alveolokapillären Barriere erkennbar  

Ang-2 KO- und WT-Mäusen wurde 47 h p.i. HSA in die Schwanzvene injiziert und 48 h p.i. die 

HSA-Konzentration in der BALF und im Blutplasma mittels ELISA gemessen. Durch die Bil-

dung eines Quotienten aus der gemessenen BALF- und Plasma-HSA-Konzentration konnte 

ein Rückschluss auf die Permeabilität der alveolokapillären Barriere gezogen werden. Sowohl 

bei den Ang-2 KO- als auch bei den WT-Mäusen war ein signifikanter Anstieg der Permeabilität 

der alveolokapillären Barriere in der Pneumokokkenpneumonie im Vergleich zur Kontrollinfek-

tion mit PBS zu sehen. Zwischen den Ang-2 KO- und WT-Mäusen konnte allerdings kein sig-

nifikanter Unterschied in der pulmonalen Permeabilität festgestellt werden (Abbildung 16). 
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Abbildung 16: Permeabilität der alveolokapillären Barriere in der Pneumokokkenpneu-
monie bei Angiopoietin-2-Knockout- und Kontrollmäusen: Angiopoietin-2-Knockout-Mäu-
sen (Ang-2 KO) und Kontrollmäusen (WT) wurde 47 h nach Infektion mit Streptococcus pneu-
moniae oder einer Scheininfektion mit phosphatgepufferter Salzlösung humanes Serumal-
bumin (HSA) in die Schwanzvene injiziert. Die HSA-Konzentration in bronchoalveolärer Lava-
geflüssigkeit (BALF) und Blut von Ang-2 KO- und WT-Mäusen wurde 48 h p.i. mittels ELISA 
bestimmt. Durch Bildung eines Quotienten aus den HSA-Konzentrationen von BALF und 
Plasma wurde die Permeabilität der alveolokapillären Barriere beurteilt. Es konnte kein signi-
fikanter Unterschied zwischen den Ang-2 KO- und WT-Tieren ermittelt werden (**p<0,01; 
*p<0,05; Kontrolle n = 6 pro Gruppe, S. pneumoniae n = 11 pro Gruppe). Die Daten sind als 
Mittelwert angegeben + SD. Abkürzungen: Kontrolle – Scheininfektion mit phosphatgepufferter 
Salzlösung, S. pneumoniae – Infektion mit Streptococcus pneumoniae. 
 

5.4 Histopathologische Untersuchung der Angiopoietin-2-Knockout-Maus in der 
Pneumokokkenpneumonie 

5.4.1 Die Angiopoietin-2-Knockout-Maus zeigte in der Pneumokokkenpneumonie im 
Gegensatz zur Kontrollmaus keinen Anstieg der Angiopoietin-2-Plasmakon-
zentration  

Zur Histopathologischen Untersuchung der Lungen von Ang-2 KO- und WT-Mäusen wurden 

separate Infektionsversuche durchgeführt.  

Ang-2 KO- und WT-Mäuse wurden intranasal mit S. pneumoniae (Serotyp 3, Stamm NCTC 

7978) inokuliert. Innerhalb von 48 h entwickelten die Tiere eine schwere Pneumokokkenpneu-

monie. Zum Analysezeitpunkt von 48 h p.i. wurden die Tiere narkotisiert und die Lungen sowie 

Blut entnommen (Siehe 4.9.3). Auch hier erfolgte, zur Überprüfung des Phänotyps, eine Be-

stimmung der Angiopoietin-2-Plasmakonzentration mittels ELISA. Hier zeigte sich bei den WT-

Mäusen ein Anstieg der Ang-2-Plasmakonzentration in der Pneumokokkenpneumonie. Die 

Angiopoietin-2-Plasmakonzentration bei den Ang-2 KO-Mäusen veränderte sich nicht durch 
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die Pneumokokkeninfektion und war bei mit S. pneumoniae infizierten Ang-2 KO-Mäusen ten-

denziell niedriger als bei den WT-Tieren (Abbildung 17). 

 

 
Abbildung 17: Die Angiopoietin-2-Plasmakonzentration von Angiopoietin-2-Knockout- 
und Kontrollmäusen in der Pneumokokkenpneumonie: Die Angiopoietin-2-Plasmakon-
zentration wurde 48 h nach Infektion mit Streptococcus pneumoniae oder einer Scheininfek-
tion mit phosphatgepufferter Salzlösung mittels ELISA bestimmt. Bei den Kontrollmäusen stieg 
die Angiopoietin-2-Plasmakonzentration durch die Infektion an, wohingegen sich die Konzent-
ration der Angiopoietin-2-Knockout Tiere nicht veränderte. Die Daten sind als Mittelwert ange-
geben + SD (Kontrolle: WT n = 3 pro Gruppe, Ang-2 KO n = 3 pro Gruppe; S. pneumoniae: 
WT n = 3 Gruppe, Ang-2 KO n = 4 pro Gruppe). Abkürzungen: Ang-2 KO – Angiopoietin-2-
Knockout-Maus, Kontrolle – Scheininfektion mit phosphatgepufferter Salzlösung, S. pneumo-
niae – Infektion mit Streptococcus pneumoniae, WT – nicht induzierbare Kontrollmaus. 
 

5.4.2 In der histopathologischen Untersuchung wies die Angiopoietin-2-Knockout-
Maus in der Pneumokokkenpneumonie im Vergleich zur Kontrollmaus eine ge-
ringere Angiopoietin-2 Expression im Lungengewebe auf 

Die Lungen wurden zur weiteren Verarbeitung in das Institut für Tierpathologie der FU Berlin 

versandt. Dort wurden die Lungen durch Dr. Kristina Dietert nach Standardprotokoll aufgear-

beitet, immunhistochemisch angefärbt und semiquantitativ ausgewertet. 

In der Gruppe der scheininfizierten Tiere wiesen die WT-Mäuse eine ausgeprägtere Ang-2 

Expression im Endothel auf als die Ang-2 KO-Tiere. In den infizierten Lungen zeigten alle Tiere 

der WT-Gruppe vereinzelte Nachweise einer Ang-2 Expression im Endothel. In der Gruppe 

der Ang-2 KO-Mäuse wies nur ein Tier eine vereinzelte, endotheliale Angiopoietinexpression 

auf (Abbildung 18 (A-D), 19). 
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A            B 

 

C            D 

 
Abbildung 18 (A-D): Immunhistochemische Untersuchung der Angiopoietin-2 Expres-
sion in den Lungen von Angiopoietin-2-Knockout- und Kontrollmäusen in der Pneumo-
kokkenpneumonie: Die Lungen wurde 48 h nach Infektion mit Streptococus pneumoniae o-
der einer Scheininfektion mit phosphatgepufferter Salzlösung entnommen und pathohistolo-
gisch aufgearbeitet. Anschließend erfolgte eine immunhistochemische Färbung (Neufuchsin) 
von Angiopoietin-2 (rot). Weitere Gewebeanteile wurden mit Hämalaun (blau) unspezifisch 
gegengefärbt. Die Lungen der Kontrollmäuse zeigen im Vergleich zu den Angiopoietin-2-
Knockout-Mäusen eine ausgeprägtere Expression von Angiopoietin-2 (Pfeile). Die gezeigten 
Bilder sind repräsentativ für die jeweils gezeigte Versuchsgruppe. Die Maßstabsbalken ent-
sprechen einer Länge von 20 µm (Kontrolle: WT n = 3, Ang-2 KO n = 3; S. pneumoniae: n = 4 
pro Gruppe). Abkürzungen: Ang-2 KO – Angiopoietin-2-Knockout-Maus, PBS – phosphatge-
pufferte Salzlösung, S. pneumoniae – Streptococcus pneumoniae, WT – nicht induzierbare 
Kontrollmaus. 
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Abbildung 19: Semiquantitative Auswertung der endothelialen Angiopoietin-2 Expres-
sion in mittleren und kleinen Lungengefäßen von Angiopoietin-2-Knockout- und Kon-
trollmäusen in der Pneumokokkenpneumonie: Die Lungen wurden 48 h nach Infektion mit 
Streptococcus pneumoniae oder einer Scheininfektion mit phosphatgepufferter Salzlösung 
entnommen, pathohistologisch aufgearbeitet und semiquantitativ ausgewertet. In den Lungen 
der Angiopoietin-2-Knockout-Mäuse zeigte sich im Vergleich zu den Kontrollmäusen eine ge-
ringere Expression von Angiopoietin-2. Die Daten sind als Mittelwert angegeben + SD (Kon-
trolle: WT n = 3, Ang-2 KO n = 3; S. pneumoniae: n = 4 pro Gruppe). Abkürzungen: Ang-2 KO 
– Angiopoietin-2-Knockout-Maus, Kontrolle – Scheininfektion mit phosphatgepufferter Salzlö-
sung, S. pneumoniae – Infektion mit Streptococcus pneumoniae, WT – nicht induzierbare Kon-
trollmaus. 
 

5.4.3 In der histopathologischen Untersuchung wiesen Angiopoietin-2-Knockout- und 
Kontrollmäuse nach einer Infektion mit Streptococcus pneumoniae eine ähnli-
che Entzündungsreaktion und Bakterienlast auf 

In der histopathogischen Untersuchung der Lunge war weder ein qualitativer noch ein quanti-

tativer Unterschied in der Entzündungsreaktion zwischen den infizierten WT- und den Ang-2 

KO-Mäusen erkennbar (Abbildung 20). Jedoch war das Ausmaß der Läsionen in der Gruppe 

der infizierten Ang-2 KO-Tiere sehr variabel. Tendenziell zeigten die infizierten Ang-2 KO-Tiere 

eine deutlich schwächere bakteriell bedingte Pleuritis und Steatitis. Beiden infizierten Gruppen 

gleich war eine auffallend stark ausgeprägte Vaskulitis. Die Lungen der Kontrollgruppen zeig-

ten eine ungewöhnlich starke Entzündungsreaktion auf die intranasale Applikation von Flüs-

sigkeit.  
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A                 B 

 

C                 D  

 
 
Abbildung 20 (A-D): Histopathologische Untersuchung der Lungen von Angiopoietin-2-
Knockout- und Kontrollmäusen in der Pneumokokkenpneumonie: Die Lungen wurden 48 
h nach Infektion mit Streptococcus pneumoniae bzw. Scheininfektion mit phosphatgepufferter 
Salzlösung entnommen, in Formalin fixiert und immunhistochemisch mittels Hämatoxylin-Eo-
sin angefärbt. Bezüglich der Entzündungsreaktion war kein Unterschied zwischen den infizier-
ten Lungen der Angiopoietin-2-Knockout- (Ang-2 KO) und nicht induzierbaren Kontrollmäusen 
(WT) erkennbar. Die Lungen der scheininfizierten Tiere beider Gruppen zeigten, wie anhand 
einer erhöhten Leukozyteneinwanderung (Sternchen) erkennbar, eine auffällig starke Entzün-
dungsreaktion auf die intranasale PBS Applikation.  
Die gezeigten Bilder sind repräsentativ für die jeweils gezeigte Versuchsgruppe. Die Maß-
stabsbalken entsprechen einer Länge von 2 mm (Kontrolle: WT n = 3, Ang-2 KO n = 3; S. 
pneumoniae: n = 4 pro Gruppe). 
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Die immunhistochemische Untersuchung der Lungen zeigte in beiden Gruppen eine ähnliche 

Bakterienlast (Abbildung 21 (A,B)). Die semiquantitativen Auswertungen, der durch Dr. Kris-

tina Dietert durchgeführten immunhistochemischen und histopathologischen Untersuchungen, 

sind im Anhang (10.2) zu finden. 

(A)           (B) 

 

Abbildung 21 (A,B): Immunhistochemischer Nachweis von Streptococcus pneumoniae 
in der Lunge von Angiopoietin-2-Knockout-Mäusen und Kontrollmäusen: 48 h nach einer 
Infektion mit Streptococcus pneumoniae wurden die Lungen der Angiopoietin-2-Knockout- 
(Ang-2 KO) und Kontrollmäuse (WT) entnommen und histopathologisch aufgearbeitet. An-
schließend erfolgte eine immunhistochemische Färbung (Chromogen Neufuchsin) von Strep-
tococcus pneumoniae (rot). Weitere Gewebeanteile wurden mit Hämalaun unspezifisch ge-
gengefärbt. Bezüglich der Bakterienlast war kein Unterschied zwischen der Gruppe der WT 
und der Gruppe der Ang-2 KO erkennbar. Die gezeigten Bilder sind repräsentativ für die je-
weils gezeigte Versuchsgruppe. Die Maßstabsbalken entsprechen einer Länge von 20 µm 
(n=4 pro Gruppe). Abkürzungen: S. pneumoniae – Infektion mit Streptococcus pneumoniae.
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6 Diskussion 

6.1 Der Angiopoietin-2-Knockout auf DNA-, RNA- und Proteinexpressionsebene 

In der vorliegenden Arbeit wurde die funktionelle Rolle des körpereigenen Proteins Ang-2 in 

der Pneumokokkenpneumonie untersucht. Hierbei wurde sowohl in vitro als auch in vivo mit 

einem konditionell induzierbaren Ang-2 KO-Mausmodell gearbeitet. Mittels einer PCR-Analyse 

wurden die gezüchteten Mäuse auf die genetische Voraussetzung zur Expression der in die-

sem Mausmodell für eine erfolgreiche Induktion bedeutenden Cre-Rekombinase untersucht. 

Anhand der Ergebnisse war eine Differenzierung in induzierbare Knockout-Mäuse und nicht 

induzierbare Tiere möglich. Zur Induktion eines Ang-2 KO wurden in den in vivo Versuchen 

die Mäuse beider Gruppen nach einem Standardprotokoll mit Tamoxifen behandelt. In den in 

vitro Versuchen erfolgte nach der Isolation und Anzucht von mPEC eine Behandlung beider 

Gruppen mit 4-OHT. In den anschließend durchgeführten PCR-Analysen konnte sowohl eine 

erfolgreiche in vitro Induktion einer Ang-2-Defizienz als auch eine erfolgreiche in vivo Induktion 

eines Ang-2 KO in der Mauslinie aufgezeigt werden.  

Zur Quantifizierung der Ang-2-Defizienz auf Genexpressionsebene wurde eine RNA-Analyse 

sowohl in vivo induzierter Mäuse als auch der in vitro induzierten mPEC durchgeführt. In der 

qPCR-Analyse zeigte sich in vivo zwischen der Knockoutgruppe und der Kontrollgruppe kein 

signifikanter Unterschied bezüglich der Ang-2 Expression. In vitro war in der Ang-2-defizienten 

Gruppe eine tendenziell verringerte RNA-Transkription im Vergleich zur Kontrollgruppe er-

kennbar, welche jedoch nicht statistisch signifikant war. Die Ergebnisse der qPCR-Analysen 

können auf eine geringe Ausprägung der induzierten Ang-2-Defizienz hinweisen. Jedoch zei-

gen Studien, dass die Synthese von RNA und die absolute Menge an Protein nicht direkt mit-

einander korrelieren müssen (Greenbaum et al. 2003; Gygi et al. 1999), so dass die erhobenen 

qPCR-Daten nicht zwingend einen Rückschluss auf die Effizienz der Gendeletion zulassen. 

Denn interessanterweise war in den immunhistologischen Untersuchungen der Lungen der 

Ang-2 KO-Mäuse im Vergleich zu den WT-Mäusen eine geringere Ang-2 Expression sowohl 

im nativen Zustand als auch in der Pneumokokkenpneumonie erkennbar. Dieses Ergebnis, 

einer verringerten Ang-2-Synthese, konnte auch in den nachfolgenden Untersuchungen an-

hand der reduzierten Ang-2-Plasmakonzentration innerhalb der Ang-2 KO-Gruppe bestätigt 

werden. 
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6.2 Angiopoietin-2-defiziente primäre murine pulmonale Endothelzellen wiesen nach 
einer Stimulation mit Pneumolysin einen geringeren Integritätsverlust auf als pri-
märe murine pulmonale Kontrollendothelzellen  

In vitro konnte ein Unterschied der Ang-2 D-mPEC im Vergleich zu den WT-mPEC aufgezeigt 

werden. In diesem Versuch wurden die Endothelzellmonolayer beider Gruppen mit PLY sti-

muliert. Hierbei zeigten die mit PLY stimulierten Ang-2 D-mPEC in der fluoreszenzmikroskopi-

schen Untersuchung einen geringeren Integritätsverlust des Zellmonolayers als die zugehö-

rige Kontrollgruppe. Der geringe Integritätsverlust der Ang-2 D-mPEC im Vergleich zu den WT-

mPEC kann in diesem Fall auf die bereits bekannte destabilisierende Wirkung von Ang-2 auf 

die endotheliale Barriere zurückgeführt werden (Gutbier et al. 2018; Scharpfenecker 2005; 

Parikh et al. 2006). Es sollte jedoch berücksichtigt werden, dass die in vitro Untersuchungen 

die Auswirkung einer Ang-2-Defizienz auf rein lokaler zellulärer Ebene wiedergeben und ein 

simplifiziertes isoliertes Modell einer Gefäßwand darstellen. Zudem wurde hier nur der Einfluss 

des S. pneumoniae Virulenzfaktor PLY auf einen Endothelzellverband untersucht und nicht 

die Auswirkung einer Infektion mit dem Erreger. Die Reaktionen und Dynamiken eines gesam-

ten Organismus auf eine Infektion mit Pneumokokken im Kontext eines Ang-2 Knockout konn-

ten in diesem Versuchsdesign nicht abgebildet werden. Aus diesen Gründen wurde im weite-

ren Verlauf ein in vivo Infektionsversuch mit S. pneumoniae durchgeführt.  

 

6.3 In vivo zeigten mit Streptococcus pneumoniae infizierte Angiopoietin-2-Knock-
out-Mäuse keinen Anstieg der Angiopoietin-2-Plasmakonzentration 

In vivo gab es zwischen den beiden Mausgruppen in der Pneumokokkenpneumonie keine 

signifikanten Unterschiede im Körpertemperaturverlauf oder beim Körpergewichtsverlust, so 

dass von einer erfolgreichen gruppengleichen Infektion auszugehen ist. Die Bakterienlast im 

Blut sowie in der BALF war in beiden Gruppen vergleichbar. Ebenso war in den infizierten 

Gruppen im Differentialblutbild eine Abnahme und im Leukozytendifferentialbild der BALF eine 

Zunahme der Entzündungszellen erkennbar. Diese Ergebnisse sind vereinbar mit dem Verlauf 

einer Pneumonie und einhergehender Entwicklung eines septischen Geschehens (Levy et al. 

2003). In vivo wiesen die mit S. pneumoniae infizierten WT-Mäuse nach 48 h einen signifikan-

ten Anstieg der Ang-2-Plasmakonzentration im Vergleich zu den scheininfizierten WT-Mäusen 

auf. Ein Anstieg der Ang-2 RNA-Expression im Lungengewebe nach einer S. pneumoniae 

Infektion wurde von Gutbier et al. (2018, American Journal of Respiratory and Critical Care 

Medicine) bereits im Mausmodell nachgewiesen. In einer Studie von van der Heiijden et al. 

(2008, Thorax) konnte in Lungenpatienten, die unter ARDS litten, ein Zusammenhang zwi-

schen einer erhöhten Ang-2-Plasmakonzentration und der Entwicklung eines Lungenödems 

sowie eines pulmonalen Barriereversagens nachgewiesen werden. Hierbei stieg die Ang-2-
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Plasmakonzentration und ein gebildeter Ang-2/Ang-1-Quotient parallel mit der pulmonalen 

Permeabilität an (van der Heijden et al. 2008). Weitere Studien konnten bei schwer erkrankten 

Patienten ebenfalls einen Ang-2 Konzentrationsanstieg in Folge einer CAP, Sepsis oder eines 

Traumas belegen (Gutbier et al. 2018; Ganter et al. 2008; Parikh et al. 2006; Bhandari et al. 

2006). Obwohl diese Studien eine Korrelation zwischen der Schwere der Erkrankung und der 

Plasmakonzentration von Ang-2 ermittelten, ist bisher nicht vollständig geklärt, ob Ang-2 ein 

wichtiger pathogenetischer Faktor im Krankheitsgeschehen ist oder vor allem als prognosti-

scher Biomarker für eine endotheliale Barrierestörung anzusehen ist (David et al. 2012; Ganter 

et al. 2008; Giamarellos-Bourboulis et al. 2008).  

In der vorliegenden Arbeit war innerhalb der Gruppe der Ang-2 KO-Mäuse kein Anstieg der 

Ang-2-Plasmakonzentration zwischen den scheininfizierten und infizierten Tieren erkennbar.  

In der Gruppe der WT-Mäuse stieg der Ang-2-Plasmawert in der Infektion signifikant an, so 

dass sich ein ebenfalls signifikanter Unterschied in der Ang-2-Plasmakonzentration zwischen 

den infizierten WT- und den infizierten Ang-2 KO-Mäusen ergab. Diese Ergebnisse, insbeson-

dere der nicht vorhandene Ang-2-Anstieg bei den infizierten KO-Mäusen, weisen zunächst auf 

eine erfolgte Ang-2 Gendeletion in den Knockouttieren hin, und ergänzen somit die Aussage 

von 6.2 zu dem immunhistologischen Ergebnis des untersuchten Lungengewebes von naiven 

Ang-2 KO-Tieren. Trotz dieses signifikanten Unterschiedes war der Krankheitsverlauf beider 

Mausgruppen ähnlich. Welche Auswirkung die nicht ansteigende, aber weiterhin vorhandene 

Ang-2-Plasmakonzentration auf den Krankheitsverlauf der Ang-2 KO-Mäuse hatte, ist anhand 

der ermittelten Daten nicht zu erschließen.  

Eine mögliche Erklärung für den gleichbleibend hohen Ang-2-Plasmawert innerhalb der 

Gruppe der KO-Mäuse könnte in der Pathophysiologie des Proteins liegen. Ang-2 wird in den 

Endothelzellen in Weibel-Palade-Bodies gespeichert und erst bei Stimulation ausgeschüttet 

(Fiedler et al. 2004). Es ist möglich, dass sich dieser Basiswert aus oder zu einem Anteil aus 

präinduziertem, endothelial gespeicherten Ang-2 zusammensetzt. Denn bisher ist unklar, wie 

lange die Halbwertszeit von gespeichertem Ang-2 in der Endothelzelle ist. Eine Studie von 

Fiedler et al. (2004, Blood) konnte eine Halbwertszeit von > 16 h nachweisen. Ob und welchen 

Einfluss das präinduzierte und gespeicherte Ang-2 auf den Versuchsverlauf hat, ist mit den 

vorhandenen Daten jedoch nicht zu beurteilen. Um hier Klarheit zu schaffen, müssten die Ang-

2 Speicher der Endothelzellen vor Beginn des Infektionsversuches entleert werden und den 

Zellen eine Übergangszeit zur erneuten Synthese gewährt werden. Jedoch ist es fraglich ob 

in vivo ein solcher Versuchsaufbau möglich ist ohne Auswirkungen auf den Gesamtorganis-

mus und das weitere Versuchsvorhaben zu nehmen. Anhand der Möglichkeit, direkten Ein-

fluss auf lokaler zellulärer Ebene zu nehmen, wäre ein solches Versuchsdesign in vitro zu 

erwägen. So könnte durch die Stimulation der Zellen mit Thrombin eine Entleerung der Ang-2 
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Speicher forciert und die Bedeutung von präinduziertem, gespeichertem Ang-2 besser ergrün-

det werden (Y.-Q. Huang et al. 2002).  

 

6.4 Angiopoietin-2-Knockout-Mäuse wiesen in der Infektion eine vergleichbare IL-6-
Konzentration und eine geringere Chemokin (C-X-C Motiv) Ligand-1-Plasmakon-
zentration als Kontrollmäuse auf 

In den Zytokinkonzentrationen der BALF zeigten die Mausgruppen einen ähnlichen Verlauf. 

Unterschiede zeigten sich in der CXCL-1-Konzentration im Blutplasma. Hierbei wiesen die 

infizierten Ang-2 KO-Mäuse eine signifikant geringere CXCL-1-Plasmakonzentration auf als 

die infizierten WT-Mäuse. Ein Einfluss des erniedrigten zirkulierenden CXCL-1 auf den Krank-

heitsverlauf konnte mit den erhobenen Daten nicht ermittelt werden. Ein ähnliches Ergebnis 

konnte eine Studie von Hack et al. (1992) aufweisen. Hier wurde ebenfalls kein Zusammen-

hang zwischen der zirkulierenden Plasmakonzentration von IL-8, das als humanes Äquivalent 

zu dem murinen CXCL-1 gilt, und der Entwicklung eines ARDS gesehen. Eine mögliche Er-

klärung für den reduzierten CXCL-1 Spiegel könnte in der Ang-1 Plasmakonzentration liegen. 

Studien zeigen, dass Ang-1 die Expression von IL-8 reduzieren kann, die IL-6-Produktion 

dadurch aber unbeeinflusst bleibt (Hegeman et al. 2010; Pizurki et al. 2003). Ein zugunsten 

von Ang-1 verschobener Ang-1/Ang-2-Quotient in den Ang-2 KO-Mäusen könnte möglicher-

weise den von uns zwischen den infizierten Versuchsgruppen detektierten Unterschied im 

CXCL-1-Plasmaspiegel und die ähnlichen IL-6-Konzentrationen im Plasma erklären. Zum Zeit-

punkt der Datenerhebung war eine quantitative Messung von Ang-1 im Blutplasma von Mäu-

sen mittels eines ELISA nicht verfügbar. Eine semiquantitative Analyse der Proben mittels 

eines Western Blot wurde nicht durchgeführt. 

 

6.5 Die Permeabilität der alveolokapillären Barriere war bei Angiopoietin-2-Knock-
out-Mäusen und Kontrollmäusen nach Infektion mit Streptococcus pneumoniae 
vergleichbar hoch 

Bezüglich des Einflusses von Ang-2 auf die Permeabilität der alveolokapillären Barriere konnte 

in der in vivo Studie im Vergleich zu den in vitro Untersuchungen kein Unterschied zwischen 

den Ang-2 KO-Tieren und den WT-Tieren gesehen werden. In der vorliegenden Arbeit wurden 

die Mäuse in vivo mit dem Erreger S. pneumoniae infiziert und entwickelten innerhalb von 48 

h eine schwere Pneumonie mit Sepsis. Die Infektion hatte hierbei nicht nur einen Einfluss auf 

das Lungengewebe, sondern führte, wie die pathologischen Befunde zeigten, zu einem star-

ken inflammatorischen Geschehen im gesamten Organismus. Die Entwicklung einer schweren 

Pneumokokkenpneumonie ist ein komplexes Geschehen. Der Verlauf dieser Erkrankung wird, 

Diskussion



80  

wie bereits in Kapitel 2.5 und 2.7 beschrieben, von einer Vielzahl körpereigener sowie körper-

fremder Faktoren bestimmt. Ang-2 scheint ein Baustein in diesem Geschehen zu sein, worauf 

bereits publizierte Ergebnisse der eigenen Arbeitsgruppe oder anderer Arbeitsgruppen hinwei-

sen (Gutbier et al. 2018; Lomas-Neira et al. 2014; Stiehl et al. 2014; Calfee et al. 2012; David 

et al. 2012). Eine Studie von Gutbier et al. (2018) konnte im Modell der isoliert perfundierten 

und ventilierten Mauslunge einen protektiven Einfluss eines Ang-2 Knockdowns aufzeigen. In 

dieser Studie konnte in den Lungen von Mäusen, bei denen durch eine siRNA-Behandlung ein 

Ang-2 Knockdown induziert wurde, eine signifikant verringerte PLY-induzierte Permeabilität 

der alveolokapillären Barriere im Vergleich zu mit Kontroll-siRNA behandelten Tieren beo-

bachtet werden. Auch geben die erhobenen in vitro Ergebnisse der vorliegenden Arbeit einen 

deutlichen Hinweis darauf, dass eine Ang-2-Defizienz durchaus das Endothel stabilisieren 

kann. Es ist durchaus denkbar, dass das bereits erwähnte starke inflammatorische Geschehen 

mögliche protektive Eigenschaften des Ang-2 Knockout auf die alveolokapilläre Barriere mas-

kiert haben könnte 

Die Beprobung der Mäuse erfolgte im späten Stadium eines septischen Krankheitsgesche-

hens pulmonalen Ursprungs. Ein früherer Analysezeitpunkt im Infektionsverlauf, mit einer noch 

geringen Ausprägung der inflammatorischen Immunantwort, könnte möglicherweise ein klare-

res Bild bezüglich der potenziellen endothelialen Protektivität eines Ang-2 Knockout in vivo 

abbilden. Eine weitere Modifikationsmöglichkeit des Versuchsdesigns, die zu einer milderen 

Pneumonie ohne Sepsis führt, könnte das starke inflammatorische Geschehen verringern und 

darüber hinaus ein klinisch relevantes Krankheitsmodell eines Pneumoniepatienten abbilden. 

Hierbei würden beide Mausgruppen im Rahmen der Infektion einer antibiotischen Behandlung 

unterzogen werden. Eine antibiotische Therapie beeinflusst durch eine Verringerung der Erre-

gerlast das inflammatorische Geschehen. Sie bietet jedoch keinen unmittelbaren Schutz vor 

der Entwicklung einer Schrankenstörung. Eine Ang-2 Deletion hat, wie die erhobenen Daten 

dieser Arbeit zeigen, keinen oder nur einen sehr geringen Einfluss auf die Erregereliminierung 

und die generelle Immunantwort und somit kann sie auch die vielseitigen Schädigungen der 

direkten Erregerwirkung und der gesteigerten Inflammation kaum beeinflussen. Die erwähnten 

Änderungen im Versuchsdesign könnten das protektive Potential eines Ang-2 Knockout auf 

die endotheliale Barriere, vermutlich besser darstellen und die Möglichkeit einer Ang-2 inhibie-

renden Behandlung als adjuvante Therapiestrategie in der Pneumonie näher beleuchten. 

 

6.6 Mit Streptococcus pneumoniae infizierte Angiopoietin-2-Knockout-Mäuse wiesen 
im Lungengewebe eine ähnliche Pathomorphologie wie Kontrollmäuse auf 

Ebenso zeigten sich in den histopathologischen Untersuchungen der Lungen bezüglich der 

Pathomorphologie keine signifikanten Unterschiede zwischen beiden Gruppen. In Anbetracht 
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des ausgeprägten inflammatorischen Geschehens und des hohen Zellinflux ist es sehr wahr-

scheinlich, dass eventuelle geringgradige Unterschiede in der Endothelzellstruktur histolo-

gisch nicht darstellbar waren. In der Gruppe der mit S. pneumoniae infizierten WT-Mäuse war 

im Endothel der Lungengefäße im Vergleich zu den scheininfizierten WT-Mäusen ein redu-

zierter Ang-2 Gehalt erkennbar. Dieser Unterschied ist höchstwahrscheinlich auf eine erhöhte 

endotheliale Ang-2 Ausschüttung im Zuge des Infektionsgeschehens zurückzuführen. So wie-

sen die mit S. pneumoniae infizierten WT-Mäuse im Vergleich zu den scheininfizierten WT-

Mäusen einen signifikanten Anstieg des Ang-2-Plasmaspiegels auf. Die scheininfizierten Ang-

2 KO-Tiere zeigten in der histopathologischen Untersuchung der Lungengefäße im Vergleich 

zu den WT-Tieren eine deutlich geringere endotheliale Ang-2 Expression, so dass von einer 

erfolgten Ang-2 Gendeletion in der Gruppe der Ang-2 KO-Mäuse auszugehen ist. In der Infek-

tion war in der Ang-2 KO-Gruppe, bis auf eine Ausnahme, keine endotheliale Ang-2 Expres-

sion histopathologisch detektierbar. Dieses Ergebnis weist ebenfalls auf eine erhöhte Aus-

schüttung endothelialen Ang-2 im Rahmen einer S. pneumoniae Infektion hin. 

 

6.7 Die konditionelle Angiopoietin-2-Knockout-Maus 

Aufgrund dieser Ergebnisse ist eine kritische Hinterfragung des verwendeten Versuchsdes-

igns unabdingbar. Ein ausschlaggebender Bestandteil dieser Untersuchungen ist die verwen-

dete Ang-2 KO-Maus. Da konstitutive Ang-2 KO-Mäuse angeborene Defekte im lymphatischen 

Gefäßsystem und eine erhöhte Sterblichkeitsrate in den ersten Lebenswochen aufweisen, 

wurde eine konditionelle Ang-2 KO-Maus verwendet (Gale et al. 2002). Die erhobenen Daten 

zeigen eine verminderte Ang-2 Proteinsynthese, jedoch keine vollständige Ang-2 Gendeletion 

innerhalb der Knockoutgruppe. Die Gründe für eine verminderte Ausbildung eines konditionel-

len Knockout können mannigfaltiger Natur sein und sich gegenseitig beeinflussen sowie po-

tenzieren. Eine grundlegende Überlegung ist die Eignung der gewählten Mauslinie für dieses 

Versuchsdesign. So zeigen Studien von Heffner et al. (2012, Nature Communications) oder 

Sharma et al. (2014, Current Protocols in Immunology), dass verschiedene Mauslinien unter-

schiedliche Ansprechbarkeiten auf induktive genetische Alterationen zeigen können. Aufgrund 

der Novität der Mauslinie sind bisher keine Untersuchungen in diesem Bereich erfolgt, so dass 

diesbezüglich keine weiteren Aussagen gemacht werden können. Zudem ist in einem indu-

zierbaren Knockoutsystem eine starke mosaikförmige Verteilung der zellulären Cre-Expres-

sion möglich, welche in Ihrer generellen, aber auch in ihrer gewebsspezifischen Ausprägung 

stark variieren kann (Heffner et al. 2012). Auch ist eine unvollständige Entfernung des ge-

wünschten DNA-Abschnittes in einem konditionellen Knockoutsystem eine oft auftretende 

Komplikation, welche eine verminderte Ausprägung des Knockout zur Folge haben kann (Oka 
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et al. 2006). Ebenso können Mutationen im Wachstum dazu führen, dass sich das in den Zel-

len vorhandene CreERT2 in einen nicht aktivierbaren Zustand begibt (Sandlesh et al. 2018). 

Faktoren wie diese können zu einem sehr ungleichmäßigen Bild der Knockoutexpression in-

nerhalb einer Mauspopulation führen und so die zu erwartenden Effekte verschleiern. Ein deut-

licher Hinweis für dieses sehr stark heterogene Induktionsverteilungsmuster innerhalb der von 

uns verwendeten Mauspopulation ist in den Untersuchungen der Ang-2-Plasmakonzentration 

zu finden. So wiesen die Ang-2 KO-Mäuse des Versuchsteil 5.4 aufgrund einer starken Streu-

ung im Gegensatz zu den Ang-2 KO-Mäusen des Versuchsteil 5.3.2 keinen signifikanten, son-

dern nur einen tendenziellen Unterschied der Ang-2-Plasmaspiegel im Vergleich zu WT-Mäu-

sen auf.  

Des Weiteren sollte eine mögliche zeitliche Verzögerung zwischen einem effektiven Knockout 

und den vorhandenen Proteinkonzentrationen in Betracht gezogen werden. Studien zeigen, 

dass die Expression von Ang-2 dynamisch reguliert wird (Hegen et al. 2004) und dass inner-

halb dynamischer Adaptionsprozesse, wie in einem Infektionsgeschehen, zeitliche Verzöge-

rungen zwischen der RNA-Transkription und der Proteinsynthese auftreten können (Fournier 

et al. 2010). Da sich die zeitlichen Verzögerungen jedoch zumeist nur auf einige Stunden be-

schränken, sind deren Auswirkungen in diesem Versuchsdesign als unwahrscheinlich anzu-

sehen. 

Neben den phänotypischen Voraussetzungen ist auch das verwendete Induktionsprotokoll ein 

ausschlaggebender Faktor bezüglich der Ausprägung eines konditionellen Knockouts 

(Andersson et al. 2010). Im Falle dieser Doktorarbeit wurde ein Standardprotokoll bereits be-

kannter, erprobter konditionaler Cre-Linien mit anderen Targets verwendet, jedoch wurde auf-

grund der Novität der gezüchteten Mäuse noch keines der Protokolle an diesen erprobt 

(Whitfield et al. 2015; Saunders 2011; Andersson et al. 2010). So ist nicht auszuschließen, 

dass das gewählte Induktionsprotokoll bezüglich dieser Mauslinie nicht optimal ist. Hinzukom-

mend zeigte die histopathologische Untersuchung des Lungengewebes der Kontrollgruppe 

eine ungewöhnlich starke Entzündungsreaktion auf die stattgefundene Flüssigkeitsapplika-

tion. Eine Vermutung für diese auffällige Reaktion ist ein vorheriges inflammatorisches Ge-

schehen und eine Immunstimulation aufgrund der i.p. Tamoxifenapplikation (Whitfield et al. 

2015). Es ist nicht auszuschließen, dass dieser additive Reiz einen Einfluss auf das Entzün-

dungsgeschehen in der Infektion hatte und gegebenenfalls vorhandene Unterschiede im 

Krankheitsverlauf verschleiert hat. Um das Potenzial dieser Mauslinie besser zu eruieren, 

müssten zunächst weitere Behandlungsprotokolle erprobt werden.  

Ausgehend von der relativ geringen Induktionsfähigkeit der gewählten Mauslinie und der zahl-

reichen eventuellen negativen Einflussfaktoren wäre die Zucht einer neuen gewebsspezifi-

schen konditionellen Ang-2 KO-Maus denkbar. In unveröffentlichten Untersuchungen wurde 
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dies bereits durchgeführt. Jedoch war die Induktionsfähigkeit der endothelspezifischen geflox-

ten Ang-2 KO-Maus wesentlich geringer als die der verwendeten ubiquitären gefloxten Ang-2 

KO-Maus. Die Verwendung einer konstitutionelle Ang-2 KO-Maus ist aufgrund der bereits er-

wähnten Entwicklungsdefekte nicht zielführend. Die Generierung einer neuen konditionellen 

Ang-2 KO-Maus, unter zu Hilfenahme anderer Mauslinien, erscheint aktuell als die sinnvollste 

Option. Da die Zucht einer neuen Mauslinie mittels homologer Rekombination embryonaler 

Stammzellen sehr zeit- und kostenintensiv ist, könnte die Anwendung einer Crispr/Cas-Me-

thode zur Generierung einer gewebsspezifischen gefloxten Ang-2-Maus genutzt werden (Hui 

Yang et al. 2013). Neben der erwähnten Zeit- und Kostenersparnis ermöglicht diese Methode 

zusätzlich im Sinne des 3R-Prinzips eine Verringerung der Versuchstierzahlen (Russell and 

Burch 1960). 
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7 Zusammenfassung  

Die Bedeutung von Angiopoietin-2 für die Entwicklung eines akuten Lungenversagens 
in der schweren Pneumokokkenpneumonie  

Schwere bakterielle Pneumonien führen häufig zu einer Schädigung der Lunge. Ein bedeu-

tender Erreger einer schweren Pneumonie ist das grampositive Bakterium Streptococcus 

pneumoniae. Im Verlauf einer Pneumokokkenpneumonie kann es durch direkten Einfluss von 

Pathogenitätsfaktoren sowie der körpereigenen Abwehrreaktion zu einer erhöhten endotheli-

alen Permeabilität und einem pulmonalen Barriereversagen kommen, welches in schweren 

Fällen in ein akutes Lungenversagen münden kann. Angiopoietin-2 ist ein körpereigener Lig-

and des endothelial vorkommenden Tyrosinkinase-Rezeptors Tie-2. Das Protein hat einen be-

kannten proinflammatorischen und destabilisierenden Einfluss auf das Gefäßsystem und wird 

nach einer Stimulation mit Pneumolysin, einem Virulenzfaktor von Streptococcus pneumoniae, 

vermehrt vom pulmonalen Endothel ausgeschüttet. Die Bedeutung von Angiopoietin-2 in der 

schweren Pneumokokkenpneumonie ist noch unbekannt. Ziel der vorliegenden Doktorarbeit 

war es, den Einfluss von Angiopoietin-2 auf das inflammatorische Geschehen und die pulmo-

nale Barrierestabilität in der schweren Pneumokokkenpneumonie mit einhergehendem akuten 

Lungenversagen näher zu untersuchen. Hierzu wurde ein konditionelles Angiopoietin-2-

Knockout-Mausmodell verwendet. Der Knockout der gezüchteten Angiopoietin-2-loxP/loxP-Cre-

ERT2 Mauslinie wurde in vivo mit Tamoxifen und in vitro mit 4 -Hydroxytamoxifen induziert. In 

anschließenden Versuchen wurde die Effizienz des induzierten Angiopoietin-2-Knockout un-

tersucht. Hierbei zeigten die Angiopoietin-2-Knockout-Mäuse eine lückenhafte Gendeletion. 

Die induzierten Mäuse wiesen im Vergleich zu ihren nicht induzierbaren Geschwistertieren, 

welche als Kontrolle dienten, zwar eine deutlich verringerte Expression von Angiopoietin-2 auf, 

eine vollständige Deletion des Proteins konnte jedoch nicht erzielt werden. In vitro bestätigten 

die erhobenen Daten die bereits bekannte destabilisierende Wirkung von Angiopoietin-2 auf 

das pulmonale Endothel. Primäre murine pulmonale Endothelzellen von Angiopoietin-2-

Knockout-Mäusen wiesen nach einer Stimulation mit Pneumolysin im Vergleich zu pulmonalen 

Endothelzellen von Kontrollmäusen einen geringeren Integritätsverlust des Zellmonolayers 

auf. In ergänzenden in vivo Studien zeigten die mit Streptococcus pneumoniae infizierten An-

giopoietin-2-Knockout-Mäuse einen verringerten Angiopoietin-2-Plasmaspiegel als die Kon-

trollmäuse. Ein Unterschied im inflammatorischen Geschehen sowie der alveolokapillären Ba-

rierrefunktion war zwischen den Gruppen jedoch nicht ersichtlich, so dass die protektive Wir-

kung eines Angiopoietin-2-Knockout in der Pneumokokkenpneumonie in diesem Versuchsset-

ting nicht bestätigt werden konnte. Gründe für die abweichenden Ergebnisse der in vitro und 

in vivo Studie könnten in der verwendeten Mauslinie, deren unvollständigen Induzierbarkeit, 
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sowie im Versuchsdesign liegen. Die Untersuchung des Proteins auch im Hinblick auf die Not-

wendigkeit neuer innovativer Therapiestrategien bei einem Pneumonie-induzierten akuten 

Lungenversagen bleibt eine bedeutende Fragestellung. Neben der Erprobung weiterer 

Tamoxifen-Induktionsprotokolle zum Erreichen einer effektiveren Ang-2 Deletion, oder der 

Verwendung eines anderen in vivo Versuchdesigns (früherer Analysezeitpunkt oder Einsatz 

einer Antibiotikabehandlung), sollte die Verwendung einer anderen Mauslinie zur Erforschung 

des Einflusses von Angiopoietin-2 im Verlauf einer Pneumokokkenpneumonie in Betracht ge-

zogen werden.  
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8 Summary 

The role of Angiopoietin-2 in the development of acute lung failure in severe pneumo-
coccal pneumonia                       

Severe bacterial pneumonia frequently leads to permanent lung damage. A significant patho-

gen of severe pneumonia is the gram-positive bacterium Streptococcus pneumoniae. In the 

course of pneumococcal pneumonia, both the pathogen itself and the inflammatory response 

to the pathogen can lead to increased endothelial permeability and pulmonary barrier failure 

finally leading to life-threatening respiratory failure. Angiopoietin-2 is an endogenous ligand of 

the tyrosine kinase receptor Tie-2. Angiopoietin-2 has known pro-inflammatory and destabiliz-

ing effects on the vascular system and is increasingly released from the pulmonary endothe-

lium following stimulation with pneumolysin, a virulence factor of Streptococcus pneumoniae. 

However, the precise role of Angiopoietin-2 in severe pneumococcal pneumonia is still unclear. 

The goal of this study was to elucidate the influence of Angiopoietin-2 on inflammatory pro-

cesses and alveolar-capillary barrier integrity in severe pneumococcal pneumonia with  acute 

respiratory failure. Therefore, a conditional Angiopoietin-2-knockout mouse model was used. 

The knockout was induced in vivo in the Angiopoietin-2-loxP/loxP-Cre-ERT2-line of mice using 

Tamoxifen and in vitro using 4-Hydroxytamoxifen. In subsequent experiments, the efficiency 

of the Angiopoietin-2-knockout was determined. The Angiopoietin-2-knockout showed an in-

complete gene deletion of Angiopoietin-2. Compared with their non-inducible siblings, which 

served as controls, the induced mice showed a reduced expression of angiopoietin-2, but a 

complete deletion of the protein could not be achieved. In vivo data confirmed previously es-

tablished findings that Angiopoietin-2 has a destabilizing effect on the pulmonary endothelium. 

Pulmonary endothelial cells from Angiopoietin-2-knockout mice showed reduced loss of integ-

rity in their cell monolayers following stimulation with pneumolysin when compared to controls. 

Further in vivo studies also showed reduced Angiopoietin-2 plasma levels in Streptococcus 

pneumoniae infected Angiopoietin-2-knockout mice compared to their controls. No differences 

were observed between the groups in markers of the inflammatory process or in the state of 

the alveolar-capillary barrier. Therefore, a protective effect of Angiopoietin-2-knockout in pneu-

mococcal pneumonia could not be demonstrated in this experiment with regard to these pa-

rameters. The discrepancies in findings between the in vitro and in vivo data could be due to 

the inherent variability between the mice themselves, its incomplete inducibility but also to the 

study design. Further studies to investigate the significance of this protein for the establishment 

of new, innovative therapeutic strategies for pneumonia-associated lung failure should be con-

sidered. In addition to investigating additional Tamoxifen induction protocols to achieve more 

effective Ang-2 deletion, or designing another in vivo study (e.g., regarding earlier analysis or 
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initiation of antibiotic treatment), the use of another mouse line to investigate the role of Anti-

opoietin-2 in the course of pneumococcal pneumonia should be considered.  
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10 Anhang 

10.1 Versuchsgruppen 
Versuchsteil 1: Bestimmung der Ang-2 Genexpression 

In vitro 

 

 

 

In vivo 

S. pneumoniae Kontrolle 

Ang-2 KO WT Ang-2 KO WT 

n=7 n=6 n=5 n=6 

 

Versuchsteil 2: Histologische Analyse der Ang-2 Expression im naiven Lungengewebe 

Ang-2 KO WT 

n=1 n=1 

 

Versuchsteil 3: Bestimmung der Integrität eines Endothelzellmonolayers nach Stimulation mit 

PLY  

Ang-2 KO WT 

 n=6 n=4 

 
 

 

 

 

Ang-2 KO WT 

n=5 n=6 

12



122 Anhang  

Versuchsteil 4: Bestimmung der Ang-2-Plasmakonzentration, der pulmonalen Permeabilität, 

des Differenzialzellbildes in BALF und Plasma, der Bakterienlast sowie ausgewählter Zytokine 

und Chemokine im in vivo Modell der murinen Pneumokokkenpneumonie 

S. pneumoniae Kontrolle 

Ang-2 KO WT Ang-2 KO WT 

n=11 n=11 n=6 n=6 

 

Versuchsteil 5: Histologische Analyse der Lungen von S. pneumoniae infizierten Mäusen so-

wie Bestimmung der Ang-2-Plasmakonzentration der in diesem Versuchsteil verwendeten 

Mäuse 

S. pneumoniae Kontrolle 

Ang-2 KO WT Ang-2 KO WT 

n=4 

 

n=4 

(n=3 *) 

n=3 n=3 

* Geringere Tierzahl in der Bestimmung der Ang-2-Plasmakonzentration 
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10.2 Ergebnisse der immunhistochemischen und histopathologischen Auswertung 
von Angiopoietin-2-Knockout- und Kontrollmäusen 48 Stunden nach Infektion 
mit Streptococcus pneumoniae oder einer Scheininfektion  

Die folgenden Befunde wurden am Institut für Tierpathologie der Freien Universität Berlin 

durch Frau Dr. Kristina Dietert erhoben.   

Tabelle 12: Immunhistochemische Auswertung der Angiopoietin-2 Expression im Lun-
gengewebe von Streptococcus pneumoniae infizierten und scheininfizierten Angiopoie-
tin-2-Knockout- und Kontrollmäusen  
 

Proben-Nr. 
Pathologie 

(Vxxx/15_16) 

Proben-
Nr. Ver-

such 

Genotyp 
Infek-
tion 

Zeit-
punkt 

Anti-Angiopoietin-2 

     Kleine  

Gefäße 

Mittelgroße   

Gefäße 
1479 3125 WT PBS 48 h +++ +(+) 

1480 3126 WT PBS 48 h +(+) - 

100 3654 WT PBS 48 h +(+) ++(+) 

102 3656 Ang-2 KO PBS 48 h + (1) + (1) 

103 3657 Ang-2 KO PBS 48 h - - 

104 3658 Ang-2 KO PBS 48 h +(+) +(+) 

1408 3062 WT PN36 48 h + + 

1409 3064 WT PN36 48 h - + 

1450 3071 WT PN36 48 h + +(+) 

1451 3072 WT PN36 48 h +(+) ++ 

105 3659 Ang-2 KO PN36 48 h - - 

106 3660 Ang-2 KO PN36 48 h - - 

107 3661 Ang-2 KO PN36 48 h - - 

108 3662 Ang-2 KO PN36 48 h - + 

Auftreten positiver Signale: +: vereinzelt; ++: geringgradig; +++: mittelgradig; ++++: hochgra-
dig. Abkürzungen: Ang-2 KO Angiopoietin-2-Knockout-Maus, PBS Scheininfektion mit phos-
phatgepufferter Salzlösung, PN36 Infektion mit Streptococcus pneumoniae, WT nicht induzier-
bare Kontrollmaus 
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Tabelle 13: Histopathologische Auswertung des Lungengewebes von Streptococcus pneumoniae infizierten und schein-
infizierten Angiopoietin-2-Knockout- und Kontrollmäusen  

 

*Pneumonie: A: Verteilung; B: Grad (1-4); %: % der Lunge betroffen;  
Grad der Entzündung: 1: minimal; 2: geringgradig; 3: mittelgradig; 4: hochgradig;  
Auftreten der untersuchten Parameter: +: vereinzelt; ++: geringgradig; +++: mittelgradig; ++++: hochgradig 
Abkürzungen: Ang-2 KO Angiopoietin-2-Knockout-Maus, PBS Scheininfektion mit phosphatgepufferter Salzlösung, mf 
multifokal, n.v.: nicht vorhanden, PN36 Infektion mit Streptococcus pneumoniae, WT nicht induzierbare Kontrollmaus 
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Tabelle 14: Histopathologische Auswertung des Milz- und Lebergewebes von Streptococcus pneumoniae infizierten und 
scheininfizierten Angiopoietin-2-Knockout- und Kontrollmäusen 

Auftreten der untersuchten Parameter: +: vereinzelt; ++: geringgradig; +++: mittelgradig; ++++: hochgradig 
Abkürzungen: Ang-2 KO Angiopoietin-2-Knockout-Maus, PBS Scheininfektion mit phosphatgepufferter Salzlösung, PN36 
Infektion mit Streptococcus pneumoniae, WT nicht induzierbare Kontrollmaus 
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Tabelle 15: Immunhistochemische Auswertung der Lungen von Angiopoietin-2-Knock-
out- und Kontrollmäusen zum Nachweis von Streptococcus pneumoniae 48 Stunden 
nach Infektion mit Streptococcus pneumoniae oder einer Scheininfektion mit phosphat-
gepufferter Salzlösung  
 

Proben-Nr. 
Pathologie    

(Vxxx/15_16) 

 

Proben-Nr. 
Versuch 

Genotyp 
Infek-
tion 

Zeitpunkt 
Anti-Streptococcus 

pneumoniae 

      

1479 3125 WT PBS 48 h - 

1480 3126 WT PBS 48 h - 

100 3654 WT PBS 48 h - 

102 3656 Ang-2 KO PBS 48 h - 

103 3657 Ang-2 KO PBS 48 h - 

104 3658 Ang-2 KO PBS 48 h - 

1408 3062 WT PN36 48 h ++++ 

1409 3064 WT PN36 48 h +++ 

1450 3071 WT PN36 48 h ++++ 

1451 3072 WT PN36 48 h ++++ 

105 3659 Ang-2 KO PN36 48 h ++++ 

106 3660 Ang-2 KO PN36 48 h +++ 

107 3661 Ang-2 KO PN36 48 h +++ 

108 3662 Ang-2 KO PN36 48 h ++++ 

 
Auftreten positiver Signale: +: vereinzelt; ++: geringgradig; +++: mittelgradig; ++++: hochgra-
dig. Abkürzungen: Ang-2 KO Angiopoietin-2-Knockout-Maus, PBS Scheininfektion mit phos-
phatgepufferter Salzlösung, PN36 Infektion mit Streptococcus pneumoniae, WT nicht induzier-
bare Kontrollmaus 
 

 

 

Anhang



 127 

10.3 Materialien  
Chemikalien, Reagenzien, Puffer und andere Substanzen 

Name Hersteller 

4-Hydroxytamoxifen H6278 Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen 

4′,6-Diamidin-2-phenylindol Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen 

100 bp-DNA-LEITER, äquimolar Carl Roth, Karlsruhe 

Agarose, Ultra-Pure Life Technologies, Darmstadt 

Albumin, Bovine A-4503 Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen 

Alexa 546 Phalloidin MoBiTec, Göttingen 

Ammoniumchlorid   Merck, Darmstadt 

Aqua ad injectabilia (10 ml)  B.Braun Melsungen, Melsungen,  

BD OptEIA™ Mouse IL-6 ELISA Kit BD Biosciences, Heidelberg 

Bovines Serumalbumin Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen 

Braunol® B.Braun Melsungen, Melsungen 

cOmplete™ Mini  Roche, Basel, Schweiz 

Dispase 5000 U/100m l Corning, Kaiserslautern  

Direct-zol™ RNA MiniPrep  Zymo Research Europe, Freiburg im Breis-

gau 

DPS – Dulbecco`s Phosphat Buffered Sa-

line 

Life Technologies, Darmstadt 

DNase 1 AppliChem, Darmstadt 

dNTP Mix, 10 mM, 200 µl Thermo Fisher Scientific Germany, Braun-

schweig 

Dynabeads Sheep Anti-Rat IgG Life Technologies, Darmstadt 

Ethanol, absolut reinst Merck, Darmstadt 

Ethidiumbromid 1 % Carl Roth, Karlsruhe 
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Name Hersteller 

Ethylendiamintetraessigsäure Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen 

FACS clean BD Biosciences, Heidelberg 

FACS lysing Solution BD Biosciences, Heidelberg 

FACSFlow Elektrolytlösung , 20 L, 

BEC342003 

BD Biosciences, Heidelberg 

FACS rinse BD Biosciences, Heidelberg 

Fibronectin from Human Plasma F2006-

2MG 

Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen 

Formaldehyde solution (4 %) phosphate 

buffered for histology 

AppliChem, Darmstadt 

Giemsa Merck, Darmstadt 

HBSS- – Hanks Balanced Salt Solution (1x) 

w/o 

Life Technologies, Darmstadt 

HBSS – Hanks Balanced Salt Solution (1x) Life Technologies, Darmstadt 

Heparin 25000 I.E., 5 ml Ratiopharm, Ulm 

High-Capacity cDNA Reverse Transkription 

Kit 

Applied Biosystems, Darmstadt 

Human Albumin ELISA Quantitation Set Bethyl laboratories, Montgomery, Texas, 

USA 

Humanes Serum Albumin (20 %) Biomol, Hamburg 

Hyaluronidase from bovine testes, 100mg 

H3506 

Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen 

Isofluran CP 1 ml/ml CP-Pharma, Burgdorf 

Isopropanol, molecular biology grade Serva Electrophoresis, Heidelberg 

Kaliumhydrogencarbonat Merck, Darmstadt 

Ketavet Injektionslösung 100 mg/ml Pfizer Deutschland, Berlin 
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May - Grünwald Merck, Darmstadt 

Methanol > 99,5 % reinst Carl Roth, Karlsruhe 

Methylviolett Merck, Darmstadt 

Natriumchloridlösung, 0,9 % 10 ml B.Braun Melsungen, Melsungen 

Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat Merck, Darmstadt 

Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat Merck, Darmstadt 

PenStrep Life Technologies, Darmstadt 

PerfectTaq Plus DNA Polymerase – 1000 U 5Prime, Hamburg 

ProcartaPlex® Mulitplex Immunoassy Affymetrix eBioscience, San Diego, USA 

Proteinase K (aus Tritirachium album) Lö-

sung in Tris-HCl pH 7,5; 0,01 mol/l; 600 

mAnson-U/ml für die Molekularbiologie 

Merck, Darmstadt 

Purified Rat Anti-Mouse CD 144 BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland 

Quantikine® ELISA Mouse/Rat Angiopoi-

etin-2 Kit 

R & D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt 

Quantikine® ELISA Mouse CXCL1/KC Im-

munoassay  

R & D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt 

Rabbit Serum (R4505 20 ML) Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen 

Rekombinantes Pneumolysin Prof. Timothy Mitchell, Division of Infection 

and Immunity, Institute of Biomedical and 

Life Sciences, University of Glasgow, 

United Kingdom 

Rompun Injektionslösung 2 % (Wirkstoff: 

Xylazinhydrochlorid) 

Bayer Vital, Leverkusen 

Roticlear Carl Roth, Karlsruhe 

Salzsäure, 37 % Merck, Darmstadt 

Schwefelsäure Merck, Darmstadt 
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Name Hersteller 

Streptococcus pneumoniae (Serotyp 3, 

Stamm NCTC 7978) 

Prof. Dr. Sven Hammerschmidt, Abteilung 

Molekulare Genetik und Infektionsbiologie, 

Universität Greifswald 

Sunflower seed oil from Helianthus annuus Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen 

Tamoxifen Free Base, T5648  Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen 

TaqMan® Gene Expression Master Mix Applied Biosystems, Darmstadt 

Thilo Tears Augengel Alcon Pharma, Freiburg im Breisgau 

TMB soluble  Merck, Darmstadt 

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan Carl Roth, Karlsruhe 

Triton X-100  Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen 

TRIZOL Reagent Invitrogen, Darmstadt 

Trypsin EDTA (1x), flüssig  Life Technologies, Darmstadt 

Tween® 20 Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen 

 

Nährmedien und Zusätze 

Name Hersteller 

Bacto™ Technischer Hefeextrakt BD Biosciences, Heidelberg 

Bacto™ Todd Hewitt Bouillon BD Biosciences, Heidelberg 

Endothelial Cell Growth Medium MV2 PromoCell bioscience alive, Heidelberg 

FCS (Foetal Bovine Serum Gold) PAA Laboratories, Pasching, Österreich 

Supplement Mix – Endothelial Cell Growth 

Medium MV2 

PromoCell bioscience alive, Heidelberg 
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Primer 

PCR 

Name Primersequenz Hersteller 

1242-1 5`- CCATCATCgAAgCTTCACTgAAg TIB MOLBIOL Syntheselabor, 

Berlin 

1242-2 5`- ggAgTTTCAATACCCgA-

gATCATgC 

TIB MOLBIOL Syntheselabor, 

Berlin 

1260_1 5`- gAgACTCTggCTACTCATCC TIB MOLBIOL Syntheselabor, 

Berlin 

1260_2 5`- CCTTCAgCAAgAgCTggggAC TIB MOLBIOL Syntheselabor, 

Berlin 

5676_33 5`- ATCACCCACACTgCAgTgC TIB MOLBIOL Syntheselabor, 

Berlin 

5677_40 5`- CACTTCTTCCCCTgTACTgAgg TIB MOLBIOL Syntheselabor, 

Berlin 

 

qPCR 

Name Primersequenz Hersteller 

Angpt2_EA1_rv 5` - CgAgTCTTgTCgTCTggTTTAg TIB MOLBIOL 

Syntheselabor, 

Berlin 

Angpt2_EA1_probe 5` - 6FAM-ACTgACTgATgTggAAgCCCAAgT -- 

TMR 

TIB MOLBIOL 

Syntheselabor, 

Berlin 

m_GAPDH_fw 

 

5' - TGT GTC CGT CGT GGA TCT GA -3' metabion interna-

tional AC, Planegg 

m_GAPDH_rv 

 

5' - CCT GCT TCA CCA CCT TCT TGA -3' metabion interna-

tional AC, Planegg 
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Name Primersequenz Hersteller 

m_GAPDH_probe 5 '- 6-Fam-CCG CCT GGA GAA ACC TGC 

CAA GTA TG -Tamra -3' 

metabion interna-

tional AC, Planegg 

 

Antikörper 

Durchflusszytometrie 

Spezifität Klon Fluo-
chrome/En-
zyme 

Hersteller 

F4/80 BM8 PE eBioscience, Heidelberg 

Ly6G 1A8 V450 BioLegend, San Diego, USA 

CD45 30F-11 PerCP eBioscience, Heidelberg 

CD16/CD32 2.4G2 - BD Biosciences, Heidelberg 

 

Immunfluoreszenz 

Name Typ Konzentration Hersteller 

VE-Cadherin Anti-

body (C19) (sc-

6458), goat anti hu-

man/mouse, IgG, 

polyklonal  

Primärantikörper 1:200 Santa Cruz Biotechnology, 

Heidelberg 

Alexa Fluor 488, 

Rabbit anti goat, 

IgG, polyklonal 

Sekundäranti-

körper 

1:8000 MoBiTec, Göttingen 
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Immunhistochemie 

Name Typ Konzentration Hersteller 

Angiopoietin-2 

(AF623), goat anti 

human, IgG, 

polyklonal 

Primärantikörper 1:10 R & D Systems, Wiesbaden-

Nordenstadt 

Rabbit anti goat 

(B5000), IgG, bioti-

nylated 

Sekundäranti-

körper 

1:200 Vector Laboratories, Bur-

lingame, USA 

S. pneumoniae 

(D39), rabbit, 

polyklonal 

Primärantikörper 1:2000 Prof. Dr. Sven Hammer-

schmidt, Abteilung Moleku-

lare Genetik und Infektionsbi-

ologie, Universität Greifswald 

Alkaline Phospha-

tase (AP-1000), 

goat anti rabbit, 

IgG, polyklonal 

Sekundäranti-

körper 

1:500 Vector Laboratories, Burlin-

game, USA 

 

Verbrauchsmaterialien 

Material Hersteller 

BD Falcon™ 15 ml Polypropylene Round-

Bottom Tube 

BD Biosciences, Heidelberg 

BD Falcon™ 50 ml Polystyrene Round-Bot-

tom Tube 

BD Biosciences, Heidelberg 

BD Falcon™ Cell strainer (40 µM Nylon) BD Biosciences, Heidelberg 

BD Falcon™ Cell strainer (70 µM Nylon) BD Biosciences, Heidelberg 

Columbia-Agarplatten mit 5 % Schafblut BD Biosciences, Heidelberg 

Corning® 96 Well EIA/RIA Assay Microplate Corning, Kaiserslautern 

Deckgläser D = 13 mm Stärke 1 Carl Roth, Karlsruhe 
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Material Hersteller 

Deckglas 20 x 20 mm Nr.1 VWR International, Darmstadt 

Einbettkassetten Carl Roth, Karlsruhe 

Einmal-Impfschlingen (farblos, 1 μl) Sarstedt, Nümbrecht 

Erlenmeyerkolben Carl Roth, Karlsruhe 

gentleMACS M Tubes Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach 

Haemacytometer-Deckgläser Stärke 

0,4 mm, 22 x 22 mm 

Carl Roth, Karlsruhe 

Kanülen BD Microlance™ (26 G) BD Biosciences, Heidelberg 

Kanülen BD Microlance™ 3 (27 G) BD Biosciences, Heidelberg 

Mehrzweckbecher 100 ml Sarstedt, Nümbrecht 

Mikrovette ® 500, Kalium - EDTA Sarstedt, Nümbrecht 

Multi-Channel-Pipette (Eppendorf Re-

search)  

Eppendorf, Hamburg 

Multipette (Eppendorf Multipette plus)  Eppendorf, Hamburg 

Parafilm Brand, Wertheim 

Pipetten (Eppendorf Research) Eppendorf, Hamburg 

Präparationsbesteck Fine Science Tools, Heidelberg 

Reagiergefäß SafeSeal (0,5 ml; 1,5 ml) Sarstedt, Nümbrecht 

Rotilabo®-Spritzenfilter, steril (0,45 μm) Carl Roth, Karlsruhe 

SafeSeal-Tip Professional Biozym Scientific, Hessisch Oldendorf 

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

25 ml) 

BD Biosciences, Heidelberg 

Spritzen BD Discardit™ II 2 ml BD Biosciences, Heidelberg 

Spritzen BD Plastipak™ 1 ml BD Biosciences, Heidelberg 
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Material Hersteller 

Thermanox Coverslips, D = 13 mm Thermo Fisher Scientific Germany, Braun-

schweig 

Tissue Culture Dish 35 x 10 mm Sarstedt, Nümbrecht 

Trachealkanüle für Mäuse Hugo Sachs Elektronik Havard Apparatus, 

March 

Zellschaber Sarstedt, Nümbrecht 

Zellkulturplatten (12 und 24 Well) BD Biosciences, Heidelberg 

 

Geräte und Software 

Name Hersteller 

ABI 7300-Real Time PCR Systems Applied Biosystems, Darmstadt 

Analysewaage (Sartorius, MC 5(-OCE)) Applied Biosystems, Darmstadt 

Anthos ht2 Mikroplate Photometer Anthos Mikrosysteme, Krefeld 

Autoklav Tuttnauer Systec 2540 EL Systec, Wettenberg 

Axioskop 2 MOT 

Konfokal Laserscanning Mikroskop 

Carl Zeiss, Oberkochen 

BANDELIN Sonorex, Typ: RK100H  Bandelin electronic, Berlin 

BD FACSCaliburTM (Durchflusszytometer) BD Biosciences, Heidelberg 

Bio-Plex® 200 System Bio-Rad Laboratories, Feldkirchen 

Bio-Plex Manager Software version 4.0 Bio-Rad Laboratories, Feldkirchen 

Brutschrank Heraeus Typ BB 6220 O2 Kendro Laboratory Products, Osterode 

Differenzial-Druckaufnehmer 

(Differential pressure Transducer Validyne 

DP45-14) 

Hugo Sachs Elektronik Havard Apparatus, 

March 
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Name Hersteller 

Druckaufnehmer (Pressure Transducer) Hugo Sachs Elektronik Havard Apparatus, 

March 

DynaMag™-Spin  Life Technologies, Darmstadt 

EPPENDORF Mastercycler Personal Ther-

mal Cycler 

Eppendorf, Hamburg 

Falcon® 96-well Clear Flat Bottom TC-

treated Culture Microplate 

Corning GmbH, Kaiserslautern 

FS 3000 Dampfgarer Braun, Kronberg im Taunus 

Gefrierschrank/ groß -20°C 

(Liebherr Comfort) 

Engmann Kühlsysteme, Mannheim 

Gefrierschrank -80°C Engmann Kühlsysteme, Mannheim 

Gel Jet Imager INTAS Science Imaging Instruments, Göt-

tingen 

gentleMACS™ Dissociator Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach 

GraphPad PRISM 4.0 Graph Pad Software, San Diego, USA 

Harvard Apparatus Anesthetic Vaporizer Harvard Apparatus, Holliston, USA 

Kühlschrank (4 °C)/Gefrierschrank (-80 °C) Engmann Kühlsysteme, Mannheim 

LSM 5 Pascal Version 2.8 SP1 Carl Zeiss, Oberkochen 

Magnetrührer (Variomag Electronicrührer 

Mno)  

H+P Labortechnik, Oberschleißheim 

Megafuge 1.0R (Heraeus) Variomag® Kendro Laboratory Products, Osterode 

Messmodule (CFBA, TAM-A, VCM, TCM) Hugo Sachs Elektronik Havard Apparatus, 

March 

Nanodrop 2000 Thermo Fisher Scientific Germany, Braun-

schweig 

Perfusor (Perfusor F, Typ 871332/4) B.Braun Melsungen AG, Melsungen 
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Name Hersteller 

Peristaltikpumpe Ismatec® Reglo-Analog Ismatec Laboratoriumstechnik  

IDEX Health & Science, Wertheim 

Peristaltikpumpe 

(Reglo-Analog, Ismatec SA) 

ISMATEC, Glattbrugg, Schweiz 

pH-Meter (766 Calimatic, Typ 766)  Knick Elektronische Messgeräte, Berlin 

Photometer Uvikon XS BioTek Instruments, Bad Friedrichshall 

PIPETBOY acu 2 INTEGRA Biosciences, Biebertal 

PowerPac™ Basic Power Supply Bio-Rad Laboratories, München 

Pulmonalkanüle für Mäuse Hugo Sachs Elektronik Havard Apparatus, 

March 

Rektalsonde (physitemp Model BAT-12) Physitemp Instruments, Clifton, USA 

Roto-Shake Genie Scientific Industries, Bohemia, USA  

Rüttelplatte (IKA-Schüttler, Typ MT S2) KIKA-Werke, Staufen im Breisgau 

Schüttelwasserbad - ShakeTemp SW23 Julabo, Seelbach 

Scil Vet abc  Scil animal care company, Viernheim 

Sicherheitswerkbank Hera Safe Typ HS 12 Kendro Laboratory Products, Osterode 

Software (Pulmodyn) Hugo Sachs Elektronik Havard Apparatus, 

March 

Sub-Cell GT Cell Bio-Rad Laboratories, München 

Sub-Cell GT UV-Transparent Gel Tray Bio-Rad Laboratories, München 

Thermomixer, Comfort Eppendorf, Hamburg 

Thermocycler T-Gradient ThermoBlock Biometra, Göttingen 

Unterdruckkammer 

(Isolated Lung, size 1, Typ 839) 

Hugo Sachs Elektronik Havard Apparatus, 

March 

Vortex-Genie 2® Model G-560E Scientific Industries, Bohemia, USA  
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Name  Hersteller 

Waage Model CS 200 Ohaus Corporation, Parsippany, USA 

WinRead Anthos Anthos Mikrosysteme, Krefeld 

Zählkammer nach Neubauer LO-Laboroptik, Friedrichsdorf 

 

Puffer und andere Substanzrezepte 

Endothelzell-Waschpuffer 

HBSS                                                   x ml 

Bovines Serum Albumin     5 mg/ml 

Abkürzungen: x= nach Bedarf gewähltes Volumen 

Endothelzellmedium: 

Endothelial Cell Growth Medium MV2 (Promocell) ml x ml 

Supplement Mix (Promocell)     5 % 

Penicillin       100 IE/ml 

Streptomycin       100 µg/ml 

Abkürzungen: x= nach Bedarf gewähltes Volumen 

Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA, 250 mM):  50 ml 

EDTA        4,625 mg 

Aqua bidest       40 ml 

Natriumhydroxid (NaOH)     2,3 Plätzchen 

Unter ständigem Rühren das EDTA lösen und mit Aqua Bidest auf 50 ml auffüllen.  

Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA, 0,5 M):             250 ml 

EDTA        23,125 mg 

Aqua bidest       226,875 ml 

Natriumhydroxid (NaOH)     8 – 9 Plätzchen 
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Unter ständigem Rühren das EDTA lösen und mit Aqua Bidest auf 250 ml auffüllen.  

Erythrozyten-Lyse-Puffer                500 ml 

KHCO3 (0,01 M)      0,5006 g 

NH4Cl        4,1454 g 

EDTA        0,202 g   

Unter ständigem Rühren das EDTA lösen und mit Aqua Bidest auf 500 ml auffüllen.  

FACS-Puffer:                  500 ml 

Bovines Serumalbumin (BSA)    2,5 g 

EDTA (0,5 M)       2 ml 

Unter ständigem Rühren das BSA lösen und mit PBS (0,01 M) auf 500 ml auffüllen.  

Heparin – Gemisch                            5 ml 

NaCl (0,9 %)        2,5 ml 

Heparin 25000 I.E.      2,5 ml 

Mowiol-Eindeckmedium:     12 ml 

Mowiol 4-88        2,4 g 

Glycerol       6 g 

Tris-HCL (0,2 M)      12 ml 

Medium 4 Stunden rühren. 2 Stunden stehen lassen und anschließend 10 min bei 50°C 

inkubieren. Daraufhin wird das Medium bei 5000 U/min für 15 min zentrifugiert. Der Über-

stand wird abpipettiert. Das Mowiol- Eindeckmedium wird bei -20 °C gelagert. 

Narkose-Gemisch                          12 ml 

Ketamin (100 mg/ml)       2 ml 

Xylazin (2 %)       1 ml 

NaCl (0,9 %)       9 ml 

Paraformaldehyd 3 %     200 ml 

Paraformaldehyd      6 g 
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Aqua Dest.       100 ml 

NaOH        1 Tropfen 

PBS (0.2 M) + NaCl (150 mmol)     100 ml 

Paraformaldehyd mit 100 ml Aqua Dest. versetzen und 5 – 10 Min unter Erhitzen rühren, 

bis sich das Paraformaldehyd gelöst hat. Anschließend ein Tropfen NaOH hinzugeben. 

Darauf werden 100ml PBS (0,2 M, pH 7,6) dazu gegeben oder mittels HCL auf 7,6 einstel-

len. 

Phosphatgepufferte Salzlösung (PBS, 0,01M)  

+ Natrium Chlorid (NaCl, 150 mmol):   5 l 

NaH2PO4       0,9 g 

Na2HPO4       7,75 g 

NaCl        43,6 g 

Aqua Dest.                                                                             5 l  

SNET-Puffer:       250 ml 

NaCl (5 M)       20 ml 

SDS (10 %)       25 ml 

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (1 M; pH 8,0)  5 ml 

EDTA (0,5 M)       2,5 ml 

Aqua Dest.       197,5 ml 

Sodium Dodecyl Sulfat (SDS, 10%):   100 ml 

SDS        10 g 

Aqua bidest.       90 ml 

Nachdem sich das SDS unter ständigem Rühren gelöst hat wird die Lösung mit Aqua Bidest. 

auf 100 ml aufgefüllt. 

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (1 M):  500 ml 

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan     60,5 g 

Aqua bidest       500 ml 
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Nachdem sich das Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan unter ständigem Rühren gelöst hat, 

wird der pH-Wert mittels Zugabe von HCL auf pH: 8 eingestellt. 

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan-Eisessig 

Ethylendiamintetraessigsäure-Puffer (TAE) 50 x:  1 l 

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan    242 g  

Eisessig       57,1 ml 

Ethylendiamintetraessigsäure (0,5 M, pH:8)   100 ml 

Mit Aqua bidest. auf 1 l auffüllen. 

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan-Eisessig- 

Ethylendiamintetraessigsäure-Puffer (TAE) 1x:   1 l 

TAE-Puffer (Tris-Acetat) 50 x               20 ml 

Mit Aqua bidest. auf 1 l auffüllen. 

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (10mM)- 

Ethylendiamintetraessigsäure (1mM)-Puffer (TE): 1 l 

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan    1,21 g 

Ethylendiamintetraessigsäure    0,37 g 

In 1 l Aqua Bidest. lösen und bei Raumtemperatur lagern. 

Triton (1%):       200 ml 

Triton™ X-100       2 ml 

PBS (0,01 M)       198 ml 

Ulmer-Mix                 8,4 ml 

Ketamin (100 mg/ml)       3 ml 

Xylazin (2%)       2,4 ml 

NaCl (0,9%)       3 ml 

Verdaumedium: 

HBSS-                                                    x ml 
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Dnase        0,5 mg/ml 

Dispase       5 IE/ml 

Abkürzungen: x= nach Bedarf gewähltes Volumen 

Verdünnungsmedium:     50 ml 

PBS (0,01 M)       50ml 

Bovines Serumalbumin     0,5 g 

Tween 20       0,025 g  

Wachstumsmedium: 

Endothelial Cell Growth Medium MV2 (Promocell)  x ml 

Supplement Mix (Promocell)     5 % 

Penicillin       100 IE/ml 

Streptomycin       100 µg/ml 

Fetales Kälberserum (FCS)     150 µl/ml 

Abkürzungen: x= nach Bedarf gewähltes Volumen 

 

Anhang



 

11 Publikationen  

Teile dieser Arbeit wurden bereits vorab veröffentlicht: 

Originalartikel: 

1) Veröffentlichter Kongressabstract des ERS International Congress 2017 Mailand/Ita-

lien (Abstract-Nr.: 7725, Poster-Nr.: PA3937) 

Gutbier B, Ehrler C, Dietert K, Nouailles G, Kershaw O, Mitchell TJ, Gruber AD, Weis-

smann N, Suttorp N, Witzenrath M 

Incomplete angiopoietin-2 knockdown does not confer protection in murine 
pneumococcal pneumonia 
European Respiratory Journal Sep 2017, 50 (suppl 61) PA3937; DOI: 

10.1183/1393003.congress-2017.PA3937 

First published online December 6, 2017. 

Eigener Anteil an der Publikation: Versuchsdurchführung, Analyse und Interpretation 

der in vivo Versuche  

Vorträge: 

1) Birgitt Gutbier, Carolin Ehrler, Kirstina Dietert, Geraldine Nouailles-Kursar, Olivia 

Kershaw, Tim J. Mitchell, Achim D. Gruber, Norbert Weissmann, Norbert Suttorp and 

Martin Witzenrath 

Angiopoietin-2 in pneumococcal pneumonia: insights from a novel inducible 
Ang-2 knockout mouse 
Herbsttagung der Sektion Zellbiologie und der Sektion Infektiologie und Tuberkulose 

in der Deutschen Gesellschaft für Pneumologie und Beatmungsmedizin, 11. – 12. No-

vember 2016, Hannover. 

2) Birgitt Gutbier, Carolin Ehrler, Kirstina Dietert, Geraldine Nouailles-Kursar, Olivia 

Kershaw, Tim J. Mitchell, Achim D. Gruber, Norbert Weissmann, Norbert Suttorp and 

Martin Witzenrath 

Angiopoietin-2 in pneumococcal pneumonia: insights from a novel inducible 
Ang-2 knockout mouse 
20. Workshop des Arbeitskreises „Respiratorisches System“ der DVG im Rahmen des 

58. Jahreskongresses der Deutschen Gesellschaft für Pneumologie und Beatmungs-

medizin e. V. (DGP), 22 März 2017, Stuttgart. 
Poster: 

1) Carolin Ehrler, Birgitt Gutbier, Kristina Dietert, Geraldine Nouailles-Kursar, Olivia 

Kershaw, Tim J. Mitchell, Achim D. Gruber, Norbert Weissmann, Norbert Suttorp and 

Martin Witzenrath  

143



144 Publikationen  

Impact of Ang-2 knockdown on lung barrier function in pneumococcal pneumo-
nia  
International Conference „Innate immunity of the lung – Improving pneumonia out-

come”, 15. – 17.  September 2016, Berlin  

2) Birgitt Gutbier, Carolin Ehrler, Kirstina Dietert, Geraldine Nouailles-Kursar, Olivia Ker-

shaw, Tim J. Mitchell, Achim D. Gruber, Norbert Weissmann, Norbert Suttorp and Mar-

tin Witzenrath 

Angiopoietin-2 in pneumococcal pneumonia: insights from a novel inducible 
Ang-2 knockout mouse 

 American Thoracic Society International Conference, 19. – 24. Mai 2017, Washington 

 DC. [Publication Page: A2799] 



 145 

12 Förderung/ Interessenskonflikt  

Die vorliegende Studie wurde von der Deutschen Forschungsgemeinschaft (DFG) als Teil des 

Sonderforschungsbereichs Transregio 84 (SFB TR 84; Innate Immunity of the Lung) im Teil-

projekt C6 (Projektleiter: Univ.-Prof. Dr. Martin Witzenrath, Medizinische Klinik mit Schwer-

punkt Infektiologie und Pneumologie, Charité – Universitätsmedizin Berlin und Prof. Dr. 

Norbert Weissmann, Excellence Cluster cardiopulmonary System, JLU Gießen) und im Teil-

projekt Z01b (Projektleiter: Univ.-Prof. Dr. Achim Gruber , Ph.D.; Institut für Tierpathologie, 

Freie Universität Berlin) unterstützt.  

Zudem wurde das Dissertationsvorhaben durch ein Promotionsstipendium der Jürgen Man-

chot Stiftung unterstützt 

 



13 Danksagung 

Bedanken möchte ich mich zuallererst bei Herrn Univ.-Prof. Dr. Martin Witzenrath, Arbeits-

gruppenleiter der AG Witzenrath, Medizinische Klinik mit Schwerpunkt Infektiologie und 

Pneumologie der Charité - Universitätsmedizin Berlin, für die Vergabe des interessanten Pro-

motionsthemas und Bereitstellung der Ressourcen, die ich zur Bearbeitung des Themas nut-

zen durfte. Auch für die fachliche Betreuung und die produktiven Gespräche möchte ich mich 

bei ihm bedanken. 

 

Mein weiterer Dank gilt Herrn Univ.-Prof. Dr. Achim D. Gruber, Ph.D., Institut für Tierpathologie 

des Fachbereichs Veterinärmedizin der Freien Universität Berlin, für die Betreuung der Dis-

sertation und die Möglichkeit zur Einreichung dieser Arbeit über das Institut für Tierpathologie 

des Fachbereichs Veterinärmedizin der Freien Universität Berlin. 

 

Mein besonderer Dank geht an Frau Dr. Birgitt Gutbier, welche meine Dissertation betreute. 

In besonderem Maße möchte ich mich für die hervorragende Einarbeitung, die ausgezeichnete 

fachliche Betreuung, die unermüdliche Beantwortung vieler Fragen, ihre Geduld und stets be-

geisternde und motivierende Art bedanken. 

 

Frau Dr. Kristina Dietert, Institut für Tierpathologie des Fachbereichs Veterinärmedizin der 

Freien Universität Berlin, danke ich für Ihren Einsatz bei der Herstellung und Beurteilung der 

histologischen Präparate im Rahmen dieser Arbeit. 

 

Des Weiteren möchte ich mich ganz herzlich beim gesamten Laborteam, insbesondere bei Dr. 

Sandra Wienhold, Dr. Geraldine Nouailles und Dipl.biol. Denise Barthel für den großartigen 

Zusammenhalt und das tolle Arbeitsklima bedanken. 

 

Ein großer Dank gilt meiner Familie und meinen Freunden, die mich unermüdlich unterstützt 

und mir diese Arbeit ermöglicht haben. 

 

Abschließend möchte ich der Jürgen Manchot Stiftung für die finanzielle Unterstützung zur 

Erstellung dieser Dissertation danken 

146



14 Selbständigkeitserklärung 

Hiermit bestätige ich, dass die vorliegende Arbeit selbständig angefertigt habe. Ich versichere, 

dass ich ausschließlich die angegebenen Quellen und Hilfen in Anspruch genommen habe. 

 

 

Berlin, 01.08.2022        Carolin Ehrler 

 

147













 
 
    
   HistoryItem_V1
   TrimAndShift
        
     Bereich: alle Seiten
     Beschneiden: Größe ändern 8.268 x 11.693 Zoll / 210.0 x 297.0 mm
     Versatz: kein 
     Normen (erweiterte Option): 'Original'
      

        
     32
            
       D:20220823134917
       841.8898
       a4
       Blank
       595.2756
          

     Tall
     1
     0
     No
     1062
     128
     None
     Left
     9.9213
     0.0000
            
                
         Both
         AllDoc
              

       CurrentAVDoc
          

     Uniform
     7.0866
     Right
      

        
     QITE_QuiteImposingPlus2
     Quite Imposing Plus 2.9
     Quite Imposing Plus 2
     1
      

        
     166
     167
     166
     167
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   InsertBlanks
        
     Wo: vor der ersten Seite
     Anzahl der Seiten: 4
     Wie aktuell
      

        
     4
     1
     1
     220
     349
            
       CurrentAVDoc
          

     SameAsCur
     AtStart
      

        
     QITE_QuiteImposingPlus2
     Quite Imposing Plus 2.9
     Quite Imposing Plus 2
     1
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   InsertBlanks
        
     Wo: nach der letzten Seite
     Anzahl der Seiten: 5
     Wie aktuell
      

        
     5
     1
     1
     220
     349
    
            
       CurrentAVDoc
          

     SameAsCur
     AtEnd
      

        
     QITE_QuiteImposingPlus2
     Quite Imposing Plus 2.9
     Quite Imposing Plus 2
     1
      

   1
  

 HistoryList_V1
 qi2base



