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1 ZUSAMMENFASSUNG

Infektionen der Lunge und der Atemwege durch Antibiotika-resistente Bakterien wie
Acinetobacter baumannii (A. baumannii) stellen eine zunehmende Bedrohung fiir Patienten und
Gesundheitssysteme dar. Bakteriophagen eliminieren Krankheitserreger mit hoher Wirtsspezifitat
und Effektivitat. Um eine erfolgreiche Therapie im klinischen Kontext zu erméglichen, ist eine
genauere Charakterisierung der Wirksamkeit und der angeborenen Immunantwort erforderlich.
In Vorbereitung kinftiger klinischer Studien, bei der aerosolisierte lytische Phagen gegen
gramnegative Bakterien bei Patienten mit chronischen Atemwegsinfektionen eingesetzt werden,
wurde in dieser Arbeit die Wirksamkeit und Vertraglichkeit eines aufgereinigten Phagenpréparats
gegen A. baumannii in vivo in immunkompetenten Mausen und ex vivo in humanem
Lungengewebe untersucht. Der charakterisierte Phage vB_AbaM_Acibel004 wurde anhand
seiner lytischen Aktivitat gegen den Infektionsstamm ausgewahlt und als aufgereinigte Lésung
hergestellt. M&use und humanes Lungengewebe wurden infiziert, einmalig mit Phagen oder
Losungsmittel behandelt und der Einfluss auf die bakterielle Last, sowie die klinischen und
proinflammatorischen Reaktionen untersucht. Mause, die durch intratracheale Phagen-
Applikation behandelt wurden, erholten sich schneller von der infektionsbedingten Hypothermie
und wiesen eine geringere bakterielle Last im Lungengewebe sowie eine geringere Permeabilitat
der pulmonal-vaskularen Barriere und keine erhdhte Freisetzung proinflammatorischer
Mediatoren auf. Die histopathologische Untersuchung der Lungen zeigte bei den mit Phagen
behandelten Tieren eine geringere Entzlindung, ohne dass die Rekrutierung von
Entzindungszellen beeinflusst wurde. Die Anwendung von Phagen reduzierte die bakterielle
Belastung in ex vivo infizierten menschlichen Lungen. In keinem der Modelle wurden
unerwinschte Wirkungen festgestellt.

In dieser Arbeit wurden zum ersten Mal Wirksamkeit und Vertraglichkeit eines gereinigten
Phagenpraparats gegen A. baumannii in immunkompetenten Mausen und in der humanen Lunge
dokumentiert. Diese Ergebnisse unterstitzen das Konzept der Entwicklung von Phagen-

basierten Therapien gegen pulmonale A. baumannii-Infektionen
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2 SUMMARY

Lung and airway infections by multidrug resistant bacteria including Acinetobacter baumannii (A.
baumannii) impose an increasing burden on patients and health care systems. Bacteriophages
eliminate pathogens with high host specificity and efficacy. To enable successful therapy in a
clinical setting, deeper characterisation of efficacy and innate immune response is required.

In anticipation of a future trial applying aerosolised lytic phages against gram-negative bacteria in
patients with chronic airway infection, this preclinical study aimed at determining the efficacy and
tolerability of a purified phage preparation against A. baumannii in immunocompetent mice in vivo
and human lungs ex vivo. Phage vB_AbaM_Acibel004 suitable for multidrug resistant A.
baumannii RUH-2037 was identified due to its Iytic activity and produced as a purified solution.
Mice and human lung tissues were subjected to infection, treated once with phages or solvent,
and its influence on bacterial burden, clinical inflammatory responses were investigated. Mice
treated via intratracheal phage aerosolisation recovered faster from infection-associated
hypothermia and displayed lower bacterial burden in lung tissue as well as lower lung permeability
and cytokine release. Histopathological examination of lungs revealed less inflammation in
phage-treated animals with unaffected inflammatory cellular recruitment. Phage application
effectively reduced bacterial burden in ex vivo infected human lungs. No adverse effects were
detected in any model. Efficacy and tolerability of a purified phage preparation against A.
baumannii were observed for the first time in immunocompetent mice and in human lungs. This
work supports the concept of developing phage-based therapies against pulmonary A. baumannii

infections.
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3  EINLEITUNG

3.1 Die Antibiotikaresistenz-Krise

3.1.1 Ausgangslage

Infektionskrankheiten zahlen zu den haufigsten Todesursachen und Infektionen des unteren
Respirationstraktes stehen dabei an erster Stelle mit jahrlich geschétzt zwei Millionen
Todesopfern weltweit (3). Durch den wachsenden medizinischen Fortschritt seit Ende des 19.
Jahrhunderts konnte die Sterblichkeit durch Infektionskrankheiten nachhaltig gesenkt werden (4,
5). Errungenschaften wie die Begrindung der medizinischen Mikrobiologie, Einfihrung
aseptischer Chirurgie und grundlegender hygienischer Mal3hahmen Ende des 19. Jahrhunderts
sowie die Entwicklung antimikrobieller Substanzen und flachendeckende Einfihrung von
Vakzinierungen im 20. Jahrhundert waren bedeutende Etappen auf diesem Weg. Die Entdeckung
des Penicillins durch Alexander Fleming 1929 gilt als besonderer Meilenstein (6): es war der
Ausgangspunkt fiir eine Reihe weiterer Substanzen und fiihrte wiederum zur Entdeckung bzw.
Entwicklung zahlreicher Antibiotika (7, 8). Erstmals standen effektive Medikamente gegen
bakterielle Infektionen flr die breite Anwendung zur Verfigung und fihrten in den
darauffolgenden Jahren zu einem konstanten Rickgang der Mortalitdt durch
Infektionskrankheiten. Dieser Erfolg der modernen Medizin wurde besonders in den letzten
Jahren zunehmend geféhrdet durch das Auftreten antibiotikaresistenter Bakterien und einen
drastischen Anstieg der dadurch verursachten Infektionen, die zunehmend schwerer zu
behandeln sind und somit die heutige Gesundheitsversorgung global vor grof3e Probleme
stellt (9).

3.1.2 Ausmal des Problems und Ursachen

Antibiotika sind verschiedene Molekulklassen, die Bakterien abtoten bzw. ihr Wachstum hemmen
kénnen. Sie werden natirlicherweise von Mikroorganismen (im engeren Sinne Bakterien und
Pilzen) produziert, die sich im evolutiondren Konkurrenzkampf untereinander behaupten missen.
Die Entwicklung von Resistenzmechanismen gegen diese Substanzen ist demzufolge zunachst
ein naturlicher Prozess. Erste resistente Bakterien wurden bereits kurz nach der Entdeckung des
Penicillins beobachtet (10, 11) und auch nach der Einfuhrung neuer Substanzklassen wurde
regelmafig kurz darauf das Auftreten erster resistenter Stamme dokumentiert (12). Bis heute
wurde eine groRe Anzahl neuer Resistenzmechanismen gegen nahezu alle bekannten
Substanzklassen beschrieben. Die Dynamik dieser Entwicklung hat allerdings in den letzten
Jahrzehnten bedrohlich zugenommen: Von diversen Bakterien-Spezies wurden sowohl
multiresistente (gegen mehrere Antibiotikaklassen) als auch panresistente (resistent gegen alle

bekannten Wirkstoffklassen) Stdmme beschrieben, gleichzeitig steigt die Zahl der Infektionen, die
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durch diese Bakterien verursacht werden, weltweit stetig an. Nach aktuellen Schatzungen
starben allein 2019 funf Millionen Menschen im Zusammenhang mit Infektionen durch
antibiotikaresistente Erreger (9). Es wird beflrchtet, dass die Entwicklung neuer Substanzen in
naher Zukunft nicht mehr mit der Ausbildung neuer Resistenzen Schritt halten kann. Die
Weltgesundheitsorganisation (engl. World Health Organization, WHO) spricht in diesem
Zusammenhang auch vom Eintritt in eine ,postantibiotische Ara“ und hat das Problem der
Antibiotikaresistenz zu einer der gré3ten Gefahren fir die globale Gesundheit der kommenden
Jahrzehnte erklart (13, 14).

Die zugrundeliegenden Ursachen liegen in einer erhdhten und vor allem wiederholten Exposition
von Bakterien gegenuber diesen Substanzen, die nicht ausreichen, um die Erreger abzuttten.
Dies erhoht den Selektionsdruck, was das vermehrte Auftreten resistenter Organismen zur Folge
hat. Die Umstande, wie es dazu kommen kann, sind multifaktoriell: Auf der einen Seite steht ein
unsachgemaler Einsatz von Antibiotika in der Human- (v. a. durch falsche Indikationsstellung
z. B. bei grippalen Infekten oder unsachgeméafer Gebrauch von Breitspektrumantibiotika (15))
sowie in der Veterinarmedizin (v. a. der Einsatz in der Intensivtierhaltung (16)). Andererseits kann
es durch eine unsachgemafe Entsorgung von Antibiotika, z. B. Uber die Kanalisation oder Uber
Antibiotikarlickstande in der landwirtschaftlichen Produktion zu einer erhéhten Deposition in die
Umwelt kommen. Prominentes Beispiel ist das massenhafte Auftreten multiresistenter Erreger in
der Gegend um Hyderabad in Indien, wo im Rahmen der industriellen Antibiotikaproduktion grofRe
Mengen Antibiotika in ungeklarte Abwasser geleitet werden (17). Zusatzlich tragt die erhéhte
Mobilitat der Menschen aus verschiedenen Landern im Zuge der Globalisierung oder
Migrationsbewegungen dazu bei, dass resistente Erreger ebenfalls global neu auftreten und sich
ausbreiten kénnen (18-21).

Eine besondere Rolle spielen Infektionen, die wahrend eines stationdren Klinik-Aufenthaltes
(nosokomial) erworben wurden, da in diesem Umfeld das Risiko einer Exposition sowohl zu
Antibiotika als auch zu Patienten, die mit antibiotikaresistenten Bakterien kolonisiert sind, deutlich
erhoht ist. Eine Gruppe von verschiedenen nosokomialen Bakterien, welcher die grofite
Bedeutung in diesem Zusammenhang zukommt, wird unter dem Akronym ESKAPE
zusammengefasst, deren Vertreter in Tabelle 1 aufgelistet sind (22). Vorrangig vertreten sind dort
vor allem bestimmte gramnegative Bakterien, die aufgrund ihrer Genetik besonders
anpassungsfahig gegen verschiedene  Antibiotikaklassen sind. Ein  besonders
besorgniserregender Vertreter ist Acinetobacter baumannii (A. baumannii), der im Fokus der

vorliegenden Arbeit steht.
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Tabelle 1. Auflistung der "ESKAPE"-Pathogene (22).

E Enterococcus faecium

S Staphylococcus aureus

K Klebsiella pneumoniae

A Acinetobacter baumannii
P Pseudomonas aeruginosa
E Enterobacter species

3.2 Acinetobacter baumannii
3.2.1 Vorkommen

Vertreter der Spezies Acinetobacter werden im Acinetobacter-calcoaceticus-Acinetobacter-
baumannii-Komplex (ACB-Komplex) zusammengefasst, wobei A. baumannii die grof3te klinische
Bedeutung zukommt (23, 24). Die Pathogene kdnnen ubiquitar in der unbelebten Umwelt vor
allem in Schlamm und feuchter Erde vorkommen und sind auf3erst umweltbestandig. Eine genaue
Speziesidentifizierung muss in der Regel mittels molekularbiologischer Methoden wie PCR (engl.
polymerase chain reaction) oder massenspekirometrisch mittels MALDI-ToF (engl. matrix-
assisted laser desorption ionisation time of flight) erfolgen. Lange Zeit als weitgehend harmlose,
opportunistische  Umweltbakterien angesehen, zeigt v.a. A.baumannii besonders
humanpathogenes Potenzial. In den letzten Jahrzehnten wurde es weltweit immer haufiger als
Erreger schwerer nosokomialer Infektionen beschrieben v. a. im Kontext von Wundinfektionen
beispielsweise bei US-amerikanischen Veteranen im Rahmen der Irakkriege in den 1990er und
2000er Jahren (,lragibacter”) (23-25) oder zuletzt im Raumen des Ukrainekonfliktes (26).
Inzwischen ist bekannt, dass A. baumannii neben diesen beschriebenen Wundinfektionen ein
breites Spektrum an nosokomialen Krankheitshildern verursacht, wie Pneumonien (v. a.
beatmungsassoziierte Pneumonien), Blutstrom- und Harnwegsinfektionen (23). Weltweit steigt
der Anteil an Infektionen mit A. baumannii, v. a. in einigen asiatischen Landern stellt er einen der
haufigsten Erreger dar (23, 27). Aufgrund der hohen Mortalitat ist die hosokomiale Pneumonie
von besonderer Bedeutung und wird im Rahmen dieser Arbeit eingehend behandelt. In
Deutschland machen Pneumonien auf Intensivstationen durch A. baumannii mit ca. 3 % noch
einen geringen Anteil aus, jedoch ist auch hier, bedingt u. a. durch Import aus Landern mit

hdherer Pravalenz, eine steigende Tendenz zu verzeichnen (24, 28). Inzwischen ist klar, dass
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speziell A. baumannii Uber verschiedene Eigenschaften verfligt, die ihn vor allem im stationdren

Bereich zu einem auRerst gefahrlichen Pathogen machen.

3.2.2 Eigenschaften (23)

A. baumannii ist ein Oxidase-negativer, gramnegativer Kokkobazillus aus der Ordnung
Pseudomonadales (Abbildung 1). Er ist weitgehend unempfindlich gegen Austrocknung und kann
mehrere Monate auf unbelebten Oberflachen tberleben und vermehrungsfahig bleiben, wodurch
eine Ubertragung z. B. iber Gegenstande im klinischen Alltag besonders leicht mdglich ist.
A. baumannii verfiigt Gber verschiedene Virulenzfaktoren: Die Ausbildung einer Polysaccharid-
Kapsel verhindert die Detektion durch das Immunsystem. Das auRere Membranprotein A (engl.
outer membrane protein A, OmpA) ist multifunktional und vermittelt beispielsweise die Adhasion
an Zellen, Resistenz gegen Komplementfaktoren und Ausbildung von Biofilmen. Ein spezieller
Aufbau der &uReren Membran der Bakterienhtille, ausgestattet mit nur wenigen, kleinen Poren,
ist verantwortlich flr eine hohe Impermeabilitat groRerer Molekile (29, 30). Zusatzlich
vorhandene oder induzierbare Effluxpumpen entfernen eingedrungene Substanzen (wie

Desinfektionsmittel oder Antibiotika) aus dem periplasmatischen Spalt.

5 Jun 2018

M. Rohde, HZ |

Mag = 12.65 K X 8.109nm Nummer 2_01.tif

Abbildung 1. Acinetobacter baumannii RUH-2037 Diplokokken in Teilung.
Rasterelektronenmikroskopie-Aufnahme mit freundlicher Genehmigung von Prof. Dr.

Manfred Rohde, Helmholtz-Zentrum fiir Infektionsforschung (HZI) Braunschweig.

Die beunruhigendste Eigenschaft des Bakteriums ist die Fahigkeit, Resistenzen gegen diverse
Antibiotikaklassen auszubilden. Dies umfasst zum einen bereits intrinsisch vorhandene
Resistenzen gegen mehrere Antibiotikaklassen (31), die Uber verschiedene Mechanismen

vermittelt werden, wie beispielsweise verschiedene Betalaktamasen sowie solche mit
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erweitertem, gramnegativem Spektrum (engl. extended spectrum betalactamases, ESBL). Der
oben erwdhnte Membranaufbau tragt zusatzlich zur geringeren Wirksamkeit antimikrobieller
Substanzen an der Zellwand bei. Zum anderen besitzen Vertreter dieser Spezies aufgrund ihrer
Genom-Eigenschaften die Fahigkeit, Resistenzgene aus der Umwelt oder auch direkt von
anderen Spezies aufzunehmen und in ihr Genom zu integrieren. Diese Flexibilitat ermdglicht es
dem Erreger, sein Arsenal an verschiedenen Resistenzmechanismen kontinuierlich zu erweitern
und selbst unter Therapie neue Resistenzen auszubilden (23, 32). In diesem Kontext ist vor allem
das Auftreten Carbapenem-resistenter Stamme besonders besorgniserregend, weil dadurch die
verbliebenen effektiven Therapieoptionen limitiert werden kdnnen.

Aufgrund all dieser Eigenschaften zahlt A. baumannii speziell im intensivmedizinischen Bereich
zu den gefirchtetsten Erregern. Ausbriiche auf Intensivstationen, vor allem
beatmungsassoziierte Pneumonien, sind oft nur schwer beherrschbar und mit einer besonders
hohen Mortalitat verbunden (33, 34).

3.2.3 Pathogenese der A. baumannii-Pneumonie

Pneumonie bezeichnet eine Infektion des Lungenparenchyms und ist klinisch charakterisiert
durch Fieber, Husten mit purulentem Sputum und Dyspnoe. Zur Diagnosestellung gehdren
daneben laborchemische Zeichen einer Infektion (eine Leukozytose mit Rechtsverschiebung,
sowie eine Erhéhung von Entziindungsparametern, wie C-reaktives Protein und Procalcitonin)
und ein neu aufgetretenes Infiltrat im Rontgen-Thorax (35) Es wird zwischen ambulant
erworbener Pneumonie (community-acquired pneumonia, CAP) und nosokomialer Pneumonie
(hospital-acquired pneumonia, HAP) differenziert, wobei letztere durch einen Krankheitsbeginn
mehr als 48 Stunden nach stationdrer Krankenhausaufnahme definiert ist (36). Beide Formen
unterscheiden sich in erster Linie durch das Spektrum verursachender Erreger: Wahrend die
ambulant erworbene Pneumonie am haufigsten von Streptococcus pneumoniae
(Pneumokokken) verursacht wird, sind im nosokomialen Umfeld vor allem gramnegative Erreger
von Bedeutung (37), zu welchen auch A. baumannii zahlt. Zum grundlegenden Verstandnis der
Pathogenese soll im Folgenden zunachst die Struktur des Respirationstraktes rekapituliert
werden.

Die Lunge (Pulmo) befindet sich in den beiden Pleurahdhlen des Thorax beidseits des
Mediastinums und stellt den Gasaustausch des Organismus sicher. Ausgehend von den grol3en,
luftleitenden Atemwegen (Trachea und Bronchien) teilt sich der Respirationstrakt dichotom uber
ca. 15 Generationen in immer kleiner werdende Bronchioli bis in die kleinste Funktionseinheit, die
Alveole, mit einem Durchmesser von circa 250 um und einer Gesamtzahl von 300 — 500 Millionen.
Dieser Alveolarraum ist mit einem flachen Epithel ausgekleidet (bestehend zu 93 % aus

Pneumozyten vom Typ 1, den Rest machen kubische Pneumozyten vom Typ 2 aus), welches
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zusammen mit dem Endothel (37) der Kapillaren des pulmonalen Gefal3bettes eine dinne
Schicht von 0,2 — 0,4 um ausbildet. Diese wird als pulmonal-vaskulare Barriere oder Luft-Blut-
Schranke bezeichnet und erstreckt sich tUber einer Gesamtflache von ca. 70 — 140 m2, Uber
welche die Oxygenierung und die Elimination von Kohlendioxid (CO-) des Blutes erfolgt (38).
Diese Barriere stellt einen grof3flachigen Kontakt zur Aul3enwelt dar, Uber den Pathogene nur
eine geringe Distanz Uberwinden missen, um in das Blut und in das Korperinnere zu gelangen.
Daher ist die Lunge pradisponiert fur invasive Infektionen und die Pneumonie entsprechend
haufigster Ausgangspunkt einer systemischen Infektion (Sepsis) (39). Die Lunge besitzt daher
eine Reihe ineinandergreifender Abwehrmechanismen, um den Alveolarraum vor potenziellen
Pathogenen zu schiitzen.

Zunachst greifen physikalische Mechanismen, wie die mukoziligre Reinigung (engl. mucociliar
clearance). Dabei werden Fremdpartikel aus der Atemluft in der Gelphase des bronchialen
Sekrets gefangen und mit Hilfe des Zilienschlags des bronchialen Flimmerepithels nach oral aus
dem Respirationstrakt abtransportiert, wo sie dann entweder abgehustet oder verschluckt
werden. Daneben werden unspezifische, antimikrobielle Peptide und Proteine, wie Defensine und
Collectine, sowie Immunglobulin A (IgA) Uber die bronchialen Sekrete sezerniert, wodurch
etwaige Pathogene zerstdrt oder abgefangen werden. Weiter distal finden sich gehauft
gewebestandige Zellen des angeborenen Immunsystems, wobei die Alveolarmakrophagen unter
Normalbedingungen die haufigsten Vertreter sind, eingedrungene Fremdpartikel oder Pathogene
kénnen von diesen Zellen phagozytiert werden. Alle vorhandenen Zellen (einschlieBlich
Alveolarepithelzellen) besitzen auf ihren Membranen verschiedene Keimbahn-kodierte
Rezeptoren, die stereotype Muster mikrobieller Molekiile binden kénnen und Gber Aktivierung der
jeweiligen Zelle eine Entziindungsreaktion initiieren. Auf diese Weise tragen alle Bestandteile des

Respirationstraktes zur Uberwachung etwaiger Infektionserreger bei.

Zur Ausbildung einer bakteriellen Pneumonie missen mehrere Faktoren erflillt sein. Zunachst
muss es zu einer Kolonisation des oberen Respirationstraktes (des Nasopharynx oder
Oropharynx) mit pathogenen Bakterien kommen. Im stationaren Kontext erfolgt die Ubertragung
von A. baumannii und anderen multiresistenten Bakterien meist durch das Klinikpersonal, z. B.
Uber nicht desinfizierte Hande oder Handschuhe, nachdem diese Kontakt mit einer
kontaminierten Oberflache gehabt haben (23, 40, 41). Die anschlieRende Kolonisation des
Patienten wird im Falle multiresistenter Erreger durch die Therapie mit Breitbandantibiotika
beginstigt, wodurch die lokalen Mikrobiota reduziert und resistente Bakterien selektiert werden.
Im Anschluss muss es dem Bakterium gelingen, die beschriebenen Barrieren zu tberwinden.
Dies geschieht meist tGber Mikroaspiration von Bakterien aus dem Pharynxbereich (23). Bei der
Beatmungsassoziierten Pneumonie ist die physikalische Barriere bereits permanent durch den

endotrachealen Tubus des Beatmungsgerdtes unterbrochen, daneben sind Husten- und
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Schluckreflex in Folge der notwendigen Sedierung aufgehoben. Nachdem A. baumannii auf diese
Art bis in den Alveolarraum gelangt ist, muss es der Elimination durch das angeborene
Immunsystem entgehen. Das gelingt Uber verschiedene Virulenzfaktoren, z. B. die Ausbildung
einer Polysaccharid-Kapsel zur Verhinderung einer Detektion oder Resistenz gegen
Komplementfaktoren tiber OmpA.

Zentraler Faktor in der Pathogenese stellt, wie bei allen gramnegativen Bakterien, das
Lipopolysaccharid (LPS) bzw. bei A. baumannii Lipooligosaccharid (LOS) (42) dar, welche auch
als Endotoxin bezeichnet werden. Es ist Bestandteil der bakteriellen Zellwand und als Pathogen-
assoziiertes molekulares Muster (engl. Pathogen-associated molecular pattern, PAMP) einer der
potentesten Liganden fur den Toll-like receptor (TLR) 4. Die Bindung an diesen Rezeptor, der
ubiquitér von Zellen des angeborenen Immunsystems, aber auch von den meisten Epithelzellen
exprimiert wird, fahrt zur Aktivierung der Zelle und Auslosung einer Signalkaskade, speziell des
MyD88-Signalwegs (engl. myeloid differentiation primary response 88). An dessen Endstrecke
steht die Induktion des Transkriptionsfaktors NF«xB (engl. nuclear factor ,kappa-light-chain-
enhancer” of activated B-cells), wodurch es zur Produktion und Sekretion proinflammatorischer
Mediatoren, wie Interleukin (IL) 13, 6 oder den Tumor-Nekrose-Faktor (TNF)-o. kommt (43-45).
Die Ausschittung dieser Mediatoren bewirkt zunachst eine Entziindungsreaktion auf lokaler
Ebene, die zu einer Rekrutierung von Immunzellen, vor allem neutrophiler Granulozyten und
Monozyten in den Alveolarraum fihrt. Der Einstrom von Entziindungszellen Uber die Blut-Luft-
Schranke sowie die Entzindungsmediatoren (speziell vascular endothelial growth factor, VEGF)
bewirken eine Aktivierung von Epithel- und Endothelzellen. Dadurch kommt es tber den Abbau
von Occludinen zur Erhéhung der alveolokapillaren Permeabilitéat, also einem Austritt von
Blutplasma in den Alveolarraum bzw. Ausbildung eines Lungentdems (46).

Je nach Auspragung resultiert daraus eine mehr oder weniger schwere respiratorische
Insuffizienz, die sich klinisch als Dyspnoe oder eine nétige Erhdhung der inspiratorischen
Sauerstofffraktion (FiO2) beim ventilierten Patienten manifestiert. Gelingt keine schnelle
Elimination des Pathogens, fihren beschriebene Entzindungsmediatoren Uber positive
Ruckkopplungsmechanismen zu einer steigenden Sekretion weiterer Entziindungsmediatoren
und einer systemischen Ausbreitung der Entzindung mit progredienter Dysfunktion
verschiedener Organsysteme, was im klinischen Bild einer Sepsis resultiert (47). Zusatzlicher
Verlust von Volumen uber das hyperpermeable Endothel fuhrt letztlich zur Ausbildung eines
septischen Schocks mit multiplem Organversagen und im schlimmsten Falle zum Tod des
Patienten.

Die Antibiotikaresistenz von A. baumannii tragt entscheidend zu diesem Verlauf bei: Selbst wenn
eine Antibiotikatherapie kalkuliert und rechtzeitig eingeleitet wird, ist sie im Falle von A. baumannii
aufgrund der haufig vorkommenden Multiresistenz nur unzureichend wirksam (23). Weitere

Verzdgerungen durch nétige mikrobiologische Diagnostik (inkl. Resistenztestung) beglnstigen
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die Ausbreitung der systemischen Inflammation, welche bis zur Anpassung der Therapie schon
zu weit fortgeschritten sein kann. Immer haufiger ist aufgrund der ausgepragten Resistenz eine
Umstellung auf ein effektives Antibiotikum nicht mehr méglich. Oft bleiben in solchen Fallen nur
sehr wenige Therapieoptionen, z. B. nephrotoxische Polymyxin-Antibiotika wie Colistin, die bei
kritisch kranken Patienten beispielsweise bei begleitendem akuten Nierenversagen nur
eingeschrankt eingesetzt werden kénnen (48). Dies alles tragt zu der enorm hohen Mortalitét
dieser Infektionen mit bis zu 70 % bei besonders resistenten Isolaten bei (23).
Zusammengefasst sind Infektionen verursacht durch A. baumannii (insbesondere nosokomiale
Pneumonien) im Kontext der globalen Antibiotikaresistenz-Krise eine ernst zu nehmende
Bedrohung und alternative Therapeutika werden dringend benétigt. Uber die letzten Jahre fand
deswegen eine zunehmende Rickbesinnung auf altere Medikamente und Therapieansatze
statt (49-51). Einer dieser Ansatze, der wachsende Beachtung findet, ist der Einsatz von
Bakteriophagen (52).
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3.3 Bakteriophagen
3.3.1 Allgemeines

Bakteriophagen (kurz Phagen) sind Viren, die Bakterienzellen infizieren und wurden erstmals
nahezu zeitgleich zu Beginn des 20. Jahrhunderts von Frederick Twort und Felix D’Hérelle
beschrieben (53, 54).

Phagen stellen mit einer geschéatzten Zahl von rund 10%° im Meerwasser die zahlreichsten
Mikroorganismen tberhaupt dar und sind ubiquitar zu finden, einschlie8lich des menschlichen
Korpers (55). Es existieren verschiedene morphologische Varianten, die bekanntesten sind
Vertreter der Klasse Caudoviricetes mit beispielsweise dem E. coli-Phagen T4. Viren dieser
Klasse bestehen aus einem Kapsid und einem unterschiedlich langen Injektionsapparat
(,Schwanz®), dessen Lange zur morphologischen Einteilung in Podoviren (kurzer
Injektionsapparat), Myoviren (langer kontraktiler Injektionsapparat) oder Siphoviren (langer, nicht
kontraktiler Injektionsapparat) herangezogen wird (Abbildung 2). Durch das Studium von Phagen
und ihres Replikationszyklus gelang es, wesentliche Grundablaufe der Virologie und der
molekularen Genetik aufzuklaren, wodurch Phagen zu zentralen Modellorganismen der Biologie
wurden. Das gesteigerte Interesse am Einsatz von Phagen im Rahmen der
Antibiotikaresistenzkrise ist in erster Linie in ihrem antibakteriellen Potenzial wahrend ihres

Replikationszyklus begriindet, an dessen Ende die Lyse von Bakterienzellen steht.

Nukleokapsid Phagen-Genom
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/
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Abbildung 2. Aufbau eines Bakteriophagen nach Vorbild eines T4
E. coli Phagen mit Myovirus-Morphologie. Abbildung erstellt mit
Biorender und modifiziert nach (53).
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3.3.2 Replikationszyklus

Der Replikationszyklus von Phagen besteht aus flnf Schritten, die in den Grundziigen bei allen
bekannten Viren vorkommen (56, 57):

1. Adsorption

Das Viruspartikel (Virion) bindet mittels spezifischer Rezeptoren an Oberflaichenmerkmale des
Wirtsbakteriums. Diese konnen Pili, Fimbrien, Lipoteichonsaure oder Lipopolysaccharid
darstellen. Die Bindung ist so spezifisch, dass Phagen nur Bakterien einer Spezies, meist auch
nur einen bestimmten Stamm einer Spezies infizieren kdnnen. Diese erste, lose Bindung

vermittelt einen engen Kontakt an die Bakterienzellwand.

2. Injektion

Mit Hilfe seines Injektionsapparates schleust der Phage sein Genom in die Bakterienzelle ein. Je
nach Subtyp des Phagen geschieht dies Uber spezifische Bindung an einen Transportkanal (bei
Phagen mit Siphovirus- und Podovirusmorphologie) oder durch aktive Kontraktion des
Injektionsapparates (bei Phagen mit Myovirusmorphologie), wobei es zur Perforation der

Bakterienzellwand kommt.

3. Replikation und Translation
Im Inneren der prokaryotischen Zelle kommt es mit Hilfe der dort vorhandenen Enzyme zur
Replikation des Genoms, je nach genetischer Beschaffenheit wird ggf. zunachst mRNA

transkribiert und die Translation von Virusprotein eingeleitet.

4. Zusammenbau und Reifung der Tochter-Virionen
Mit Hilfe von zellularen Hilfsproteinen werden die Virusproteine zu Kapsiden zusammengesetzt

und mit dem Virusgenom bepackt, es entstehen neue, infektidse Virionen.

5. Lyse der Wirtszelle und Freisetzung der Virionen

Es kommt zur Produktion von Phagenlysinen, die Giber mehrere Schritte die Lyse der bakteriellen
Zellwand einleiten und zum Untergang der Wirtszelle fihren. Die neu entstandenen Virionen

werden in die Umgebung freigesetzt und kbnnen neue Bakterien infizieren.

Man unterscheidet zwei Formen des Replikationszyklus (56, 58, 59):
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Lytischer (virulenter) Zyklus

Die Replikation der Phagen wird sofort nach Eintritt des Genoms eingeleitet. Endonukleasen,
welche entweder primar gemeinsam mit dem Genom in die Zelle injiziert oder erst sekundér
produziert werden, degradieren zunachst das Bakteriengenom. AnschlieRend erfolgt die
exzessive Replikation des Phagengenoms und Translation viraler Strukturproteine mithilfe der
bakteriellen Enzyme und Ribosomen. Neue Tochtervirionen werden zusammengesetzt und ab
einem gewissen Punkt innerhalb des Replikationszyklus vermehrt sogenannte Endolysine
gebildet, die sich in die Zellwand einlagern. Dadurch kommt es zur Bildung von Poren, die die
osmotische Stabilitat der Bakterien stéren und zur Lyse des Bakteriums und Freisetzung der
produzierten Phagen fihrt.

Lysogener (temperenter) Zyklus

Fur diesen Zyklus miissen die Phagen Uber eine Integrase verfugen, ein Enzym, mit dessen Hilfe
das virale Genom (bzw. Teile davon) in das bakterielle Genom integriert werden kann. Auf diese
Weise entgehen die Phagen der Elimination durch Abwehrsysteme der Bakterien (z. B.
CRISPRI/Cas), persistieren als sogenannte Prophagen im Bakteriengenom oder in einem Plasmid
und werden mit jeder Replikation der Wirtszelle vermehrt (vertikaler Gentransfer). Unter
besonderen Umwelt-Bedingungen (z. B. metabolischem Stress) kommt es zur Induktion des
Phagen, also zur vorrangigen Transkription des Phagengenoms und zum Ubergang in den
lytischen Zyklus. Der lysogene Zyklus stellt den haufigsten Vermehrungszyklus dar und spielt fur
die Ubertragung von Genen zwischen verschiedenen Bakterien eine wichtige Rolle
(Mechanismus der Transduktion, horizontaler Gentransfer). Beispiele hierfiir sind verschiedene

Virulenzfaktoren wie das Shiga- oder das Scharlach-Toxin, oder Resistenzgene (60, 61).

Die Unterscheidung zwischen diesen beiden Replikationsformen ist fir den therapeutischen
Einsatz von grof3er Bedeutung. Zur Bek&mpfung von Bakterien werden bislang ausschlief3lich
streng lytische Phagen eingesetzt, temperente Phagen werden aufgrund der erwahnten,

moglichen Ubertragung von genetischem Material nicht verwendet (62).
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Abbildung 3. Ubersicht zu den zwei Formen des Phagen-Replikationszyklus. Erstellt mit Biorender und modifiziert
nach (56).

3.3.3 Phagentherapie
3.3.3.1 Historisches

Aufgrund ihrer bakteriziden Eigenschaften wurden Phagen bereits kurz nach ihrer Entdeckung
erstmals therapeutisch gegen Infektionen eingesetzt (63, 64). Die Entdeckung der Antibiotika in
den 1940er Jahren und die kurz danach einsetzende Ost-West-Teilung wéahrend des Kalten
Krieges bremste diese Entwicklung. Die Phagentherapie wurde danach vor allem in den Landern
des ehemaligen Ostblocks (Russland, Georgien und Polen) weiterhin intensiv praktiziert und
erforscht, nicht zuletzt aufgrund der mangelnden Verfiigbarkeit von Antibiotika in diesen Landern.
Daher existiert heute vor allem dort eine langjéhrige praktische Erfahrung mit der Phagentherapie
(65). Zu den bekanntesten Zentren zahlen hierbei das Georgi-Eliava-Institut in Tiflis (Georgien),
und das Ludwik-Hirszfeld-Institut fir Immunologie und Experimentelle Therapie in Breslau
(Polen).
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3.3.3.2 Offene Fragen

Gerade im Zusammenhang mit der beschriebenen Problematik zunehmender
Antibiotikaresistenzen bieten Phagen potenziell eine interessante Alternative und auf den ersten
Blick eine ganze Reihe von Vorteilen. Da ihre lytische Aktivitat auf von Antibiotika unabhangigen
Wirkmechanismen beruht, haben Resistenzen gegen Antibiotika auf die Effektivitat eines Phagen
theoretisch keinen Einfluss (66). Im Gegensatz zum meist breiten Wirkspektrum der Antibiotika
ist das Spektrum der meisten Phagen auf wenige Vertreter eines Genus, oftmals sogar nur auf
einige Stamme einer Spezies begrenzt, eine bakterizide Wirkung auf die kommensale Mikrobiota
ware dementsprechend minimal (67). Da Phagen sowohl im menschlichen Kérper als auch in der
Umwelt vorkommen, ist eine negative immunogene Wirkung bei therapeutischer Applikation
unwahrscheinlich (55, 68, 69).

Trotz dieser vermeintlich offensichtlichen Vorteile und des unveréndert hohen Bedarfs an
Alternativen sind Phagen bislang weder in den Vereinigten Staaten noch in der Europaischen
Union als Arzneimittel anerkannt oder zugelassen. Ursachlich sind mehrere ungeklarte Fragen,
z.B. bezlglich des Herstellungsverfahrens von Phagenpraparaten nach einheitlichen
Qualitatsstandards (engl. good manufacturing practice, GMP), sowie regulatorische und
organisatorische Hurden (70, 71). Hauptfaktor sind aber im Wesentlichen anhaltende Bedenken
beziglich der Effektivitat zum einen und der Sicherheit fir den Patienten zum anderen (72). Vor
allem fehlt eine ausreichende Anzahl nach guter wissenschaftlicher Praxis durchgefiihrter
Studien, die fur eine offizielle Zulassung von Phagen als Therapeutikum dringend bendtigt
wirden. Wahrend es fir einige Anwendungsbereiche bereits erste klinische Studien auch in
Europa gegeben hat (32, 73—75), so ist speziell auf dem Gebiet der respiratorischen Infektionen
nur wenige grofRere klinische Studie durchgefiihrt worden (76). Viele in der Literatur beschriebene
Anwendungsbeispiele von Phagen beschranken sich in der Regel auf Einzelfallberichte (77, 78)
oder Fallserien (79). Um Kklinische Studien durchfihren zu kodnnen, fehlen oftmals auch
préklinische Daten, die Uber die reine in vitro Untersuchung des Phagen-Wirtsbakterium-Systems
hinausgehen und eine Wirksamkeit in vivo flr verschiedene Anwendungsbereiche zeigen. Im
Kontext der Infektion mit A. baumannii gab es in der Vergangenheit zwar eine Reihe
verschiedener in vitro und in vivo Studien, in denen jedoch gewisse Aspekte bisher nicht
adressiert wurden (80-83). Im Rahmen dieser Dissertation sollen eben solche Daten erhoben

werden und dazu beitragen, diese Licke zu schlie3en.
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Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden experimentelle Daten zur Effektivitat der
Phagentherapie in Modellen der A. baumannii Pneumonie erhoben.

Wahrend zahlreiche Daten zur Wirksamkeit der Phagen gegen A. baumannii in in vitro-
Untersuchungen existieren, fehlen v. a. Daten zur Wirksamkeit in kontrollierten in vivo Modellen
mit eine intakten Immunsystem. Zu diesem Zweck wurde zunéchst ein tierexperimentelles Modell
der A. baumannii-Pneumonie in der Maus etabliert, in einem zweiten Schritt wurde dann in diesem
Modell die Wirksamkeit einer intratrachealen Phagenapplikation Uberpruft. Dabei standen
folgende Fragen im Mittelpunkt:

1. Fuhrt die einmalige, intratracheale Applikation von Phagen zu einer nachweislichen
Verbesserung des klinischen Zustands der Tiere?

2. Bewirkt die einmalige Phagenapplikation im Vergleich zu einer Losungsmittelkontrolle eine
messbare Reduktion der bakteriellen Last?

3. Induziert die intratracheale Phagenapplikation und/oder die damit verbundene Lyse von

Bakterien eine UberschielRende Immunreaktion?

Die Anwendung gegen multiresistente Bakterien im humanmedizinischen Bereich ist das
Hauptziel aktueller Forschungsbestrebungen. Aus diesem Grund wurden zusatzlich zu den in
vivo Experimenten in der Maus als weiterer Schritt Richtung humanmedizinischer Anwendung
Untersuchungen in einem ex vivo Modell an humanem Lungengewebe durchgefihrt, welches fir

die Infektion mit A. baumannii adaptiert wurde. Folgende Fragen standen dabei im Fokus:

1. Bewirkt eine einmalige Applikation in der komplexen, dreidimensionalen Struktur des
Lungengewebes eine wirksame Bakterienreduktion?

2. Fuhrt die Applikation des Phagenpréparates nach Infektion mit A. baumannii zu einer
gesteigerten Freisetzung friih ansteigender inflammatorischer Zytokine in humanem

Gewebe?
Fur diese Experimente wurde ein Phagenpraparat verwendet, welches gesondert Uber ein

speziell adaptiertes Protokoll hergestellt wurde, das sich auch fur eine grof3technische Produktion

eignet.
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5 MATERIAL UND METHODEN

5.1 Material

5.1.1 Allgemeine Laborgerate

Gerat

Bezeichnung

Hersteller

Aerosol-Applizierhilfe

Microsprayer
System

® Aerosolizer

Penn-Century, Inc., USA

Beatmungsgerat fur
Kleinnager

MiniVent

Hugo Sachs Elektronik,
March-Hugstetten,

Deutschland

Bio-Plex Array Reader

Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA, USA

Durchflusszytometer

BD FACS Canto™ I

BD Biomerieux,

Heidelberg, Deutschland

Fiberoptik-Laryngoskop fiir

Welch Allyn GmbH & Co.

Kleinnager KG, Jungingen,
Deutschland
Inkubator Heraeus Typ BB 6220 02 Kendro Laboratory

Products, Osterode,
Deutschland

Isofluran Vaporisator

Surgivet Isotec 4

Smiths Medical, Inc.,

Minneapolis, USA

Laborglasflaschen 200 ml /
500 ml / 1000 ml

Schott AG, Mainz,

Deutschland

Photometer Scanning Spectrophotometer, BioTek Instruments,
Uvikon XL Winooski, VT, USA

Photometer Multiskan™ Mikrotiterplatten- Thermo Fisher Scientific
Photometer (USA)

Photometer Anthos ht2 Mikroplatten Anthos Mikrosysteme
Photometer GmbH, Krefeld,

Deutschland
Préaparationsbesteck Fine Science Tools

GmbH, Heidelberg,

Deutschland
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5.1.1 Allgemeine Laborgerate

(Fortsetzung)

Probenhomogenisator gentleMACS™-Dissociator Miltenyi Biotech,
Bergisch Gladbach,
Deutschland

Schuttelinkubator Inkubationshaube TH30 Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe,
Deutschland

Sicherheitswerkbank Hera Safe Typ HS 12 Kendro Laboratory
Products, Osterode,
Deutschland

Sicherheitswerkbank Hera Safe Typ KS 14 Kendro Laboratory

Products, Osterode,

Deutschland

Trachealkanile fir Mause

Hugo Sachs Elektronik,
March-Hugstetten,
Deutschland

Thermometer BAT-12 Microprobe Physitemp Instruments,
Inc., USA
Vortex VWR Labdancer VWR International,
Radnor, PA, USA
Waage G&G Pocket Scale Model No. G&G GmbH, Neuss,
LS2000H Deutschland

Warmelampe

Petra Electric, Koln,

Deutschland

Zentrifuge (groR) Megafuge 1.0R Thermofisher Scientific,
Waltham, MA, USA
Zentrifuge (klein) Biofuge fresco Heraeus Thermofisher Scientific,

Waltham, MA, USA
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5.1.2 Verbrauchsmaterialien

MATERIAL UND METHODEN

Material

Bezeichnung

Hersteller

Columbia Agar mit 5 %
Schafsblut

BD Biomerieux,

Heidelberg, Deutschland

Falcon ® Reaktionsgefald 15
ml /50 ml

BD Biomerieux,

Heidelberg, Deutschland

FACS Rohrchen klar

Falcon® 5mL Round Bottom
High Clarity PP Test Tube

Corning, NY, USA

FACS Ro6hrchen trib

Sarstedt, Nurnberg,
Deutschland

Einbettkassetten fir Histologie

Rotilabo, Carl Roth
GmbH & CO. KG,
Karlsruhe, Deutschland

Einwegimpfésen 1 pl / 10 pl

Impfschlinge

Sarstedt, Nurnberg,

Deutschland

Injektionsspritze 1 ml

Omnifix® F Solo, 1 ml

B. Braun, Melsungen,

Deutschland

Injektionsspritze (2 ml /5 ml/

BD Discardit™ ||

BD Biomerieux,

10 ml) Heidelberg, Deutschland

Kanile Gr. 18 Sterican® 26G x 4" B. Braun, Melsungen,
Deutschland

Kanile Gr. 20 Sterican® 27G x 4" B. Braun, Melsungen,

Deutschland

Homogenisier-Gefalle

gentleMACS™ M Tubes

Miltenyi Biotech,
Bergisch Gladbach,

Deutschland

Serologische Pipette (1 ml/
5ml/ 10 ml/ 25 ml)

Falcon® serologische

Einwegpipetten aus Polystyrol

Corning, NY, USA

Zellsiebe (40 /70 /100 pm)

Easy Strainer

Greiner Bio One GmbH,
Frickenhausen,

Deutschland

Zellkulturplatte (12 / 96 Well)

Falcon® Multiwell-

Zellkulturplatten

Corning, NY, USA
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5.1.3 Kommerziell erhaltliche Testkits

Testkit

Hersteller

Procartaplex ™ Multiplex Immunoassay

Thermofisher Scientific, Waltham, MA, USA

Mouse albumin ELISA Quantification Set

Bethyl Laboratories, Inc., USA

IL-1B ELISA (human)

eBioscience, San Diego, CA, USA

IL-8 ELISA (human)

BD Biomerieux, Heidelberg, Deutschland

5.1.4 Reagenzien

Reagenz

Hersteller

B-Mercaptoethanol

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,

Deutschland

CountBright Absolute Counting Beads

Thermofisher Scientific, Waltham, MA, USA

DNase Typ 1

AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Formaldehyd-L6sung (4 %), gepuffert

AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Formaldehyd-L6sung (37 %), methanolfrei

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Imipenem/Cilastatin (500 mg/500 mg)

Fresenius Kabi AG, Bad Homburg,
Deutschland

Kollagenase Typ 2

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

5.1.5 Tierarzneimittel

Substanz

Hersteller

Ketamin (100 mg/ml)

CP-Pharma, Burgdorf, Deutschland

Xylazin Rompun (2 %)

CP-Pharma, Burgdorf, Deutschland

NacCl 0,9 %

B. Braun, Melsungen, Deutschland

Isofluran (1 ml/ml)

CP-Pharma, Burgdorf, Deutschland

5.1.6 Medien, Puffer und Zusatze

Medium/Puffer

Hersteller

CASO Casein-Soja-Pepton-Agar

Universalmedium

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Bovines Serumalbumin (BSA)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland
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5.1.6 Medien, Puffer und Zuséatze

(Fortsetzung)

Dulbecco’s phosphate buffered saline
(DPBS) Gibco™

Thermofisher Scientific, Waltham, MA, USA

FACSFlow™

BD Biomerieux, Heidelberg, Deutschland

FACS™ Shutdown Solution

BD Biomerieux, Heidelberg, Deutschland

Fotales Kélberserum (Foetal calf serum,
FCS)

CAPRICORN Scientific (Ebsdorfergrund)

Glycerol 20 %

Merck, Darmstadt, Deutschland

HEPES (2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-

ethansulfonsaure) Puffer

Life Technology, Carlsbad, CA, USA

L-Glutamin Life Technology, Carlsbad, CA, USA

NaCl Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

NaHCOs Merck, Darmstadt, Deutschland

Penicillin Life Technology, Carlsbad, CA, USA

RPMI Medium 1640 Gibco™

Thermofisher Scientific, Waltham, MA, USA

Streptomycin

Life Technology, Carlsbad, CA, USA

Tris Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland
Tween® 20 Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen)
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5.1.7 Monoklonale Antikérper fur Durchflusszytometrie (84)

Oberflachen Konzentration eingesetztes

antigen Klon Fluorochrom (mg/ml) Verhaltnis Hersteller
CD11c N418 Cy5 1 1:250 ATCC,
Manassas,
VA, USA
F4/80 BMS8 PE 0,2 1:125 eBioscience,
San Diego,
CA, USA
CD11b M1/70 PE-Cy7 0,2 1:200 eBioscience,
San Diego,
CA, USA
CD45 30-F11 FITC 0,5 1:400 BD,
Heidelberg,
Deutschland
Ly6G 1A8 PerCP-Cy5.5 0,2 1:200 BD,
Heidelberg,
Deutschland
MHC-II M5/11  Alexa700 0,2 1:666 eBioscience,
4.15.2 San Diego,
CA, USA
Ly6C AL-21  BV510 0,1 1:200 BioLegend,
San Diego,
CA, USA
SiglecF E50- Bv421 0,5 1:125 BD,
2440 Heidelberg,
Deutschland
Anti- 2.4G2 - 0,5 1:10 BD,
CD16/CD32 Heidelberg,
(Fc-Block) Deutschland
5.1.8 Tiere

Bei den Experimenten wurden ausschlie3lich weibliche, 8 — 10 Wochen alte Méause (Mus
musculus) eingesetzt. Es handelte sich hierbei um Tiere des Inzuchtstammes C57BL/6N (Charles
River Germany, Sulzbach, Deutschland), die unter spezifisch Pathogen-freien (SPF)
Bedingungen gehalten wurden. Alle tierexperimentellen Untersuchungen im Rahmen dieser
Arbeit wurden vorab vom Landesamt fur Gesundheit und Soziales (LAGeSo) genehmigt
(Versuchstieranzeige A0299/15, genehmigt am 17.02.2016).

5.1.9 Humanes Lungengewebe

Das Material entstammte Proben, die im Rahmen von Tumoroperationen aus tumorfreiem
Randgewebe gewonnen wurden. Die Verwendung erfolgte nach dem informierten Einverstandnis
der Patienten und nach Genehmigung durch die Ethikkommission der Charité
Universitatsmedizin Berlin (EA2/079/13).
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5.2 Relevante Studienvorarbeiten externer Partnerlnnen

5.2.1 Verwendeter Acinetobacter baumannii-Stamm

Bei samtlichen Experimenten wurde das klinische Isolat RUH 2037 (DSM 101993) verwendet.

Dieses wurde 1986 im Rahmen eines gréReren Ausbruchs in Venlo, Niederlande, aus

Patientenmaterial isoliert und von Dr. Alex De Vos und Tom van der Poll vom Centre for

Experimental and Molecular Medicine, Academic Medical Centre (Amsterdam, Niederlande) zur
Verfligung gestellt (85, 86).

Am Leibniz Institut Deutsche Sammlung fur Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ)

wurden unter der Leitung von Frau Dr. Christine Rohde vorab verschiedene Untersuchungen

durchgeflhrt.

Dazu gehorte die Sensibilititstestung des Stammes auf unterschiedliche

Bakteriophagen, der Ausschluss lytischer Prophagen im Genom und eine Bestimmung des

Antibiotikaresistenzprofils (Tabelle 2). Die Analyse des Oxa51-Gens ergab eine Zuordnung des

Stammes zum globalen Klon 1 (global clone 1, GC1).

Tabelle 2. Antibiogramm A. baumannii DSM 101993

Substanz
Penicillin G
Oxacillin
Ampicillin
Ticarcillin
Mezlocillin
Cefalotin
Cefazolin
Cefotaxim
Aztrenoam
Imipenem
Tetracyclin
Chloramphenicol
Gentamicin
Amikacin
Vancomycin
Erythromycin
Lincomycin
Ofloxacin
Norfloxacin
Colistin
Pipemidsaure

Nitrofurantoin

Menge pro Disk (ug)
6 (=10 IE)

5
10
75
30
30
30
30
30
10
30
30
10
30
30
15
15

5
10
10
20

100

Durchmesser Hemmhof (mm)

k.H.
k.H.
k.H.
k.H.
k.H.
k.H.
k.H.
k.H.
k.H.
34-36
k.H.
k.H.
6
20
k.H.
10
k.H.
k.H.
k.H.
14-16
k.H.
k.H.

Antibiogramm (Auszug) getestet nach DIN 58940 (Stand: 1991) in der DSMZ, Braunschweig (87).

k.H. = kein Hemmbhof, entspricht Resistenz gegenilber jeweiliger Substanz. Das vollstandige Antibiogramm

von

A.

baumannii

RUH-2037

ist

einsehbar

in

der

BacDive-Datenbank

https://bacdive.dsmz.de/strain/157916 doi:10.13145/bacdive157916.20201210.5
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5.2.2 Bakteriophage und Zusammensetzung der Phagen-Pufferlésung

Der verwendete Bakteriophage vB_AbaM_Acibel004 wurde von Frau Dr. Maya Merabishvili
(Queen Astrid Military Hospital, Briissel, Belgien) zur Verfligung gestellt. Dieser wurde eingehend
charakterisiert, genetisch sequenziert und als rein lytischer Phage mit Myovirus-Morphologie
identifiziert (Abbildung 4A) (88). In der DSMZ erfolgten weitere Untersuchungen zur Erfassung
des Wirtsspektrums. Dort wurde der Phage vB_AbaM_Acibel004 nach erfolgreicher Testung auf
dem anvisierten Acinetobacter-Stamm DSM 101993 vermehrt mit dem Ziel, eine Phagen-Ldsung
mit moglichst hohem Titer zu erhalten (Abbildung 4B).

A B

Abbildung 4. Bakteriophage vB_Acibel004. (A) Transmissionselektronenmikroskopie-Aufnahme,
Balken = 100 nm. Abbildung mit freundlicher Genehmigung von Prof. Dr. Manfred Rohde, HZI
Braunschweig. (B) Lyseplatte von vB_Acibel004 auf dem A. baumannnii Stamm RUH-2037 im
Doppelagar-Overlay Plaque Assay mit LB-Agar. Abbildung mit freundlicher Genehmigung von Dr.
Christine Rohde, DSMZ Braunschweig.

Diese Ausgangslosung erreichte einen Titer von circa 1 x 10%° Plaque forming units (PFU)/ml. In
einem zweiten Schritt wurde diese Phagen-Losung am Institut fir Toxikologie und Experimentelle
Medizin (ITEM) Hannover unter der Leitung von Prof. Dr. Holger Ziehr in mehreren Zyklen mittels
eines fur diesen Bakteriophagen speziell angepassten Chromatographieverfahrens aufgereinigt
(71). Der initial vorhandene Endotoxingehalt von circa 575 000 EU (engl. Endotoxin units) /ml
(Range von 150 000 — 1 000 000 EU/mI), gemessen mittels Chromo-LAL Assay (Associates of
Cape Cod, East Falmouth, MA, USA) konnte in der finalen Phagen-L6sung auf 4 000 EU/mI
gesenkt werden. Der Titer der Phagen-Losung sank bedingt durch die Aufreinigung auf 5 x 108
PFU/ml. Zur Phagen-Behandlung im humanen Lungen-Modell ex vivo wurde eine weitere Losung
mit einem hoheren Titer und hoherem Endotoxingehalt (5 x 10° PFU/ml und 8 000 EU/ml)

verwendet, welches nach dem kontinuierlich weiterentwickelten Aufreinigungsverfahren am ITEM
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hergestellt wurde. Die Phagen-Pufferlésung wurde ebenfalls am ITEM steril hergestellt. Sie

enthielt 0,1 M NaCl, 8 mM MgSOQO., 50 mM Tris-HCI, bei einem pH von pH 7,2-7,5.

A B
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Abbildung 5. A. baumannii RUH-2037 infiziert mit vB_Acibel004, Rasterelektronenmikroskopie-Aufnahme.
(A) Intakte Bakterien mit adharenten Phagenpartikeln. (B) Lysiertes A. baumannii Bakterium. Abbildungen
mit freundlicher Genehmigung von Prof. Dr. Manfred Rohde, HZI Braunschweig.

5.2.3 Elektronenmikroskopie-Aufnahmen von A. baumannii und vB_Acibel004

Die dargestellten Aufnahmen mittels Transmissions-Elektronenmikroskopie (Abbildung 4A) bzw.

Rasterelektronenmikroskopie (Abbildung 5) wurden von Prof. Dr. Manfred Rohde vom Helmholtz-

Zentrum fir Infektionsforschung in Braunschweig nach Negativfarbung mit 2 % Uranyl-Acetat

angefertigt (1).
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5.3 Methoden

Samtliche experimentellen Arbeiten erfolgten nach bereits in der Arbeitsgruppe etablierten

Standards und Ablaufen mit entsprechenden Modifikationen.

5.3.1 Herstellung des Nahrmediums fur die Bakterienzucht

Fur die Anzucht von A. baumannii wurde das Universalmedium Casein-Soja-Pepton-Agar
eingesetzt. Zur Herstellung wurden 30 g des Pulvers in 1 Liter Aqua bidest. aufgeldst. Das fertige
Medium wurde in saubere 500 ml-Flaschen abgeflllt und bei 121 °C fiur 20 Minuten sterilisiert.
Nach Abkihlen wurde die Nahrlésung bis zur weiteren Verwendung bei 4 °C gelagert.

5.3.2 Herstellung der Kryostocks

Einzelkolonien des Stammes wurden mithilfe einer Einweg-Impfése auf eine Columbia-Agar
Platte mit 5 % Schafsblut als 3-Osen-Ausstrich ausgebracht. Die Agarplatte wurde anschlieRend
16 Stunden bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert. Am nachsten Tag wurden alle Einzelkolonien mit
einem sterilen Wattetrager in 1,5 ml Kryomedium (CASO-Bouillon mit 20 % Glycerol) eingerihrt,
diese Kryostocks wurden bei —80 °C gelagert. Insgesamt wurden 2 Arbeits- und 2
Sicherheitsstocks angelegt.

5.3.3 Anzucht von A. baumannii

Alle Arbeitsschritte mit Bakterien, inklusive aller tierexperimentellen Arbeiten sowie der
Probenverarbeitung, wurden unter einer Sicherheitswerkbank unter strengen hygienischen
Bedingungen durchgefiihrt. Die Bakterien wurden am Vortag aus einem Arbeitsstock (AS 1,
angelegt am 21.01.2016) auf eine Blutagarplatte ausgestrichen und fur ca. 16 Stunden bei 37 °C
bebriutet. Von dieser Vorkulturplatte wurden Einzelkolonien in 55 ml des Anzuchtmediums in
einen 500 ml-Erlenmeyer-Kolben tberimpft und eine Kultur mit einer optischen Dichte bei 600 nm
(ODgoo) von 0,05-0,08 hergestellt. Diese Kultur wurde circa 1,5 Stunden in einem
Schiittelinkubator bei 37 °C und 220 rpm bebritet, bis eine ODggo von 0,5-0,9 erreicht wurde.
Dabei wurde in vorab durchgefiihrten Experimenten bestatigt, dass eine ODgoo= 1,0 etwa 1 x 10°
Koloniebildenden Einheiten (KbE)/ml entsprach. Die Kultur wurde dann auf zwei 50 ml-
ReaktionsgefalRe aufgeteilt und das Volumen mit einer serologischen Pipette gemessen. Im
Anschluss erfolgte die Zentrifugation tiber 10 Minuten bei 3 100 rpm ohne Bremse. Der Uberstand
wurde verworfen und das Pellet mit steriler, Phosphat-gepufferter Kochsalz-Lésung (Phosphate
buffered saline, PBS) resuspendiert und auf eine Konzentration von circa 25 x 10° KbE/ml fur die
spatere Infektion eingestellt. Zur Validierung der Infektionsdosis wurde eine Verdiinnungsreihe
mit PBS hergestellt: Nach einer Verdiinnung im Verhaltnis 1:25 (Ziel 1 x 10° KbE/ml) wurden 3
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Verdunnungsschritte im Verhdaltnis 1:100 und die beiden letzten im Verhéltnis 1:10
vorgenommen. Von den drei letzten Stufen (10% bis 10') wurden jeweils 50 pl auf eine
Blutagarplatte ausgebracht, Uber Nacht bei 37° C inkubiert und die KbE am nachsten Tag
ausgezahlt. Als zusatzliche Kontrolle unmittelbar vor Infektion wurde die ODegoo des ersten
Verdinnungsschrittes mit 1 x 10° KbE/ml gemessen, welche bei korrekter Einstellung circa 1,0

ergab.

5.3.4 Tierexperimentelle Untersuchungen

5.3.4.1 Tierhaltung

Die Unterbringung der Mause erfolgte in geschlossenen und individuell ventilierten Kafigen mit
Filterhaube (Typ IlI-L, EHERT, Emmendingen) in einem eigens abgetrennten,
versuchsbezogenen Tierhaltungsbereich der Medizinischen Klinik mit Schwerpunkt Infektiologie
und Pneumologie. Die Tiere wurden auf Standardeinstreu gehalten, Wasser und pelletiertes
Futter standen ad libitum zur Verfligung. Ein physiologischer Tag-Nacht-Rhythmus wurde durch
Hell-Dunkel-Phasen von jeweils 12 Stunden sichergestellt. Vor Beginn der Experimente wurde

eine Mindesteingewthnungszeit von 5 Tagen eingehalten.

5.3.4.2 Modell der A. baumannii-Pneumonie

Im Vorfeld der Therapie-Versuche mit dem Bakteriophagen wurde zunachst erstmalig in der
Abteilung ein Pneumonie-Modell mit A. baumannii in Abwandlung eines publizierten Protokolls
(86) etabliert. Die Tiere wurden mit 1 x 108 bzw. 5 x 108 KbE in 20 pl pro Tier transnasal infiziert
und alle 12 Stunden klinisch Uberwacht (ausfiihrliches Infektionsprozedere siehe Punkt 5.3.4.5).
Zwolf, 24 und 48 Stunden post infectionem wurden zunéchst als Endpunkte festgelegt und der
klinische Gesamtzustand bewertet, die bakterielle Last in bronchoalveoléarer Lavage (BAL),
homogenisierten Lungen- sowie Milzgewebe und Blut bestimmt und die verschiedenen

Leukozyten-Populationen in Blut, BAL und Lunge analysiert.

5.3.4.3 Design der Experimente

Die Mause wurden zum Zeitpunkt O transnasal mit der in eigenen Etablierungsversuchen
festgelegten Dosis von 5 x 108 KbE A. baumannii infiziert oder erhielten PBS als Scheininfektion.
12 Stunden post infectionem erhielten die Tiere die Phagen-Losung oder das Losungsmittel (SM-

Puffer) als Kontrolle intratracheal.
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Abbildung 6. Versuchsdesign in vivo. Sterne markieren Versuchsendpunkte. Abbildung erstellt mit

Biorender.

5.3.4.4 Endpunkte der Studie und Versuchsgruppen

Anhand des beobachteten Verlaufs der A. baumannii-Pneumonie wéahrend der Etablierung
wurden die Endpunkte fur die Experimente auf 24 und 48 Stunden post infectionem festgelegt
(Abbildung 6).

Fur die Therapieversuche mit Bakteriophagen im A. baumannii-Modell ergab sich die folgende

Gruppeneinteilung (Tabelle 3):

Tabelle 3. Ubersicht {iber die Versuchsgruppen der in vivo Experimente

Infektion Behandlung Zeitpunkt
A. baumannii Bakteriophagen 24 h p.i.
A. baumannii Losungsmittel 24 h p.i.
PBS Scheininfektion Bakteriophagen 24 h p.i.
PBS Scheininfektion Losungsmittel 24 h p.i.
A. baumannii Bakteriophagen 48 h p.i.
A. baumannii Lésungsmittel 48 h p.i.
PBS Scheininfektion Bakteriophagen 48 h p.i.
PBS Scheininfektion Lésungsmittel 48 h p.i.
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5.3.4.5 Infektion der Tiere mit A. baumannii

Die Mause wurden den jeweiligen Versuchs-Gruppen randomisiert zugeordnet. Zunéchst erfolgte
bei den Tieren die Messung des Korpergewichts und der rektalen Kdrpertemperatur mit einer
speziellen Messsonde fiir Mause. Danach wurden die Tiere markiert und im Anschluss mit einer
Mischung aus 80 mg/kg Korpermasse (KM) Ketamin und 25 mg/kg KM Xylazin in steriler
Kochsalzlésung in einem Gesamtvolumen von 60 pul per intraperitonealer (i.p.) Injektion
narkotisiert. Nach Feststellung der ausreichenden Narkosetiefe wurde den Mausen zum Schutz
der Kornea Augengel aufgetragen. Die Infektion erfolgte in senkrechter Position nach Aufhangen
der Tiere an den oberen Incisivi in einer eigens daflir gebauten Vorrichtung. Von der vorbereiteten
Infektionsdosis mit 25 x 10° KbE/ml wurde den Tieren je 10 pl der Bakterien-Losung in ein
Nasenloch verabreicht, so dass mit einem applizierten Gesamtvolumen von 20 pl eine
Bakterienlast von 5 x 108 KbE pro Tier erreicht wurde. Die Scheininfektion mit PBS erfolgte analog
mit dem selben Volumen.

Nach Abschluss der Infektion wurden die Tiere ihrer Gruppenzuordnung entsprechend getrennt
zuriick in ihre Kafige gelegt, wo sie unter engmaschiger Kontrolle erwachten. Um eine rasche
Erholung von der Narkose zu gewahrleisten, wurde den Tiere eingeweichtes Futter angeboten,
zur Aufrechterhaltung der Koérpertemperatur wurde der Kafig Uber eine Stunde mit einer
Warmelampe bestrahlt. Alle 12 Stunden erfolgte die klinische Beurteilung der Tiere einschlieflich
Messung der rektalen Kérpertemperatur und des Kérpergewichts.

5.3.4.6 Applikation der Bakteriophagen-Losung und des Lésungsmittels (89—91)

Zwolf Stunden nach Infektion der Tiere erfolgte die intratracheale Applikation von 25 pul der
Phagen-Losung bzw. des Lésungsmittels. Die Mause wurden in eine speziell angefertigte
Narkose-Kammer gesetzt, die an einen Isofluran-Vaporisator angeschlossen war. Bei einem Oo-
Flu’ von 300-500 ml/min mit 3-5 Vol.-% Isofluran wurden die Tiere narkotisiert. Nach Feststellung
einer ausreichenden Narkosetiefe wurden die Méause in Rickenlage auf einer
Intubationsvorrichtung mit Klebestreifen fixiert. Uber einen Drei-Wege-Hahn wurde das
Sauerstoff-Isofluran-Gemisch den Tieren Uber einen Narkoseschlauch kontinuierlich nasal weiter
appliziert. Mit Hilfe eines Laryngoskops fur Kleinnager wurden die Mause anschlieRend mit einem
selbst angefertigten Tubus, welcher aus dem Plastikkatheter einer peripheren
Venenverweilkanile (20 G) angefertigt wurde, unter Sichtkontrolle orotracheal intubiert. Nach
erfolgreicher Intubation erfolgte die Applikation der Phagen-Ldsung bzw. des Losungsmittels mit
einer Verneblungshilfe (Microsprayer). Fur den Einsatz als Negativkontrolle zur Phagen-L&sung
wurde die 0.g. Losung mit 4 000 EU/mI Lipooligosaccharid (gewonnen mittels mechanischer
Lyse) des Acinetobacter-Stammes DSM 101993 versetzt, um dem Endotoxingehalt der final

eingesetzten Phagen-Losung zu entsprechen. Diese Pufferlésung diente als Losungsmittel in
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allen folgenden in vivo Untersuchungen und wurde vor jeder Applikation frisch angesetzt. Die

Tiere erwachten im Anschluss innerhalb von circa 5 Minuten unter Warmelicht.

5.3.4.7 Klinische Beurteilung

Der klinische Zustand aller Tiere wurde wéhrend des gesamten Versuchszeitraumes tberwacht
und in einer standardisierten Punktetabelle (Score Sheet) dokumentiert. Es erfolgte alle 12
Stunden nach Infektion (zweimal taglich) eine klinische Beurteilung der Versuchstiere bezlglich
des Vorliegens definierter Kriterien, inklusive der Messung der Koérpertemperatur und des
Korpergewichts. Es wurden Handlungsanweisungen festgelegt, die sich an den ,Empfehlungen
des Arbeitskreises Berliner Tierschutzbeauftragter fir die vorzeitige T6tung erheblich leidender
Versuchstiere® orientierten (Tabelle 4). Wurde festgestellt, dass ein Tier den Versuchsendpunkt
wegen Erreichens der im Score Sheet zuvor festgelegten Abbruchkriterien nicht erreicht, wurde
es gemalf Handlungsanweisungen schmerzlos euthanasiert (mittels zervikaler Dislokation nach

Narkotisierung mit Ketamin und Xylazin).

Tabelle 4. Score Sheets

Symptom Kategorie
Tier isoliert sich A
Struppiges/ungepflegtes Fell A
Verhaltens- und Haltungsauffalligkeiten A
Augen (krustige Belege, Augenausfluss) B
Atmung normal/beschleunigt/schwerfallig, pumpend /BIC
Krampfe, Torkeln, Apathie C
Schmerzen (gekrimmte Haltung oder Leib aufgezogen, Laufen auf Zehenspitzen, beim C
Anfassen)

Tier vermeidet Bewegung / Reaktionsminderung auf auf3eren Reiz A
Fehlstellung der Zahne A
Verletzungen Hautveranderungen A
Abszesse, auRerlich sichtbare Infektionen, Odeme, Automutilation B
Hautfalten bleiben stehen B
Leib hart und aufgetrieben B
Hypothermie (Korperkerntemperatur < 35 °C) B
Kdrpermasseabnahme ab 10 % A
Kdrpermasseabnahme ab 20 % B
Kdrpermasseabnahme = 25 % C

Beurteilungskriterien erstellt nach ,Empfehlungen des Arbeitskreises Berliner Tierschutzbeauftragter zum Vorzeitigen

Toten erheblich leidender Versuchstiere.”
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Die daraus resultierenden Handlungsanweisungen waren entsprechend:

A) Weitere Beobachtung des Versuchstieres.

B) Ebenfalls weitere Beobachtung des Versuchstieres, Ricksprache mit Tierarztin/Projektleiterin;
in Kombination mit Symptomen fir Schmerzen, Torkeln oder Krampfen musste das Tier
unverziglich schmerzlos getodtet werden.

C) Das Tier musste unverziglich schmerzlos getotet werden.

Unabhéangig erfolgte zum Préparationszeitpunkt eine Gesamtbeurteilung der Symptomatik mittels

eines Punktesystems (klinischer Score) modifiziert nach Berger et al. und Miller-Redetzky et al.

(Tabelle 5) (84, 92).

Tabelle 5. Auflistung des klinischen Punktesystems (Score), modifiziert nach (84, 92)

Symptom Punkt
Fell

Gléanzend 0
Struppig

Augen

Klar 0
Verkrustet, (purulenter) Ausfluss

Verhalten

Neugierig, wach 0
Isolation 1
Reduzierte Aktivitét (bei Beobachtung in Ruhe im Kafig) 1 oder
Reduzierte Reaktivitat auf externen Stimulus 2
Atmung

Ruhig, gleichméRig 0

Hyper- / Hypoventilation
Angestrengt 2

5.3.4.8 Endpré&paration der Mause und Probenentnahme

Zum Versuchsendzeitpunkt erfolgte zunéchst die zuvor beschriebene klinische Evaluation. Im
Anschluss wurden die Tiere mit 160 mg/kg KM Ketamin und 75 mg/kg KM Xylazin in einem
Gesamtvolumen von circa 200 pl per i.p.-Injektion tief narkotisiert. Die ausreichende Narkosetiefe
wurde u.a. durch Uberprufung des Interdigitalreflexes getestet. Danach wurde das Fell der Mause
mit Ethanol (70 %) befeuchtet und die Tiere auf einer Praparationsunterlage aus Styropor mit
mehreren Nadeln fixiert. Die nachfolgende Préparation erfolge nach einem maodifizierten,

Arbeitsgruppen-internen Standardprotokoll (90).
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Mit einer Schere erfolgte ein zervikaler, medianer Hautschnitt auf Héhe der Trachea, der bis
submandibuléar erweitert wurde. Im Anschluss wurden die muskularen Weichteile stumpf
prapariert, um die Trachea mit umgebender, préatrachealer Muskulatur darzustellen. Die
pratracheale Muskulatur wurde mit einer feinen Schere eréffnet und die dargestellte Trachea mit
einer feinen Pinzette untertunnelt. Mit einem feinen Faden wurde eine Ligatur vorbereitet. Nach
Eréffnung der Trachea auf halber Lange mittels eines kleinen horizontalen Schnitts zwischen die
Ringknorpel mit einer feinen Schere wurden die Tiere durch diese Offnung mit einer
Trachealkanule (Durchmesser 0,8 mm, L&nge 15 mm) intubiert. Wéahrend der gesamten
Praparation wurden die Mause mit einem Beatmungsgerat fur Kleinnager bei einer eingestellten
Atemfrequenz von 150 min? und einem Tidalvolumen von 150 pl ventiliert. Mit der
Praparationsschere erfolgte eine mediane Laparotomie mit Eréffnung des gesamten Abdomens
bis unter den Processus xyphoideus. Zur besseren Darstellung wurden links und rechts
Flankenschnitte zur Entlastung gesetzt. Durch Injektion von 50 pl Heparin (25 000 IE in 10 ml
NaCl) in den linken Ventrikel mit einer Kanule (27 % G) wurde das Blut antikoaguliert. Das
Darmpaket inklusive Milz wurden nach extraperitoneal verlagert, um die grofRen Bauchgefale
freizulegen. Im Anschluss wurden die Mause durch finalen Blutentzug mit derselben Kanile aus
der V. renalis sin. bzw. V. cava caudalis get6tet und das entnommene, heparinisierte Blut wurde
in einem 1,5ml Eppendorfer ReaktionsgefaR aufgefangen. Nach suprahepatischer
Durchtrennung der Bauchgefaf3e und des Oesophagus wurde das Diaphragma vorsichtig eréffnet
und etwaige Verklebungen der Pleura mit einer Pinzette vorsichtig geldst. Anschliel3end erfolgte
die vollstandige Erdffnung des Thorax mittels medianer Thorakotomie. Die Thorax-Halften
wurden durch Fixierung mit Nadeln an der Praparationsunterlage offengehalten.

Die Lungen wurden gewebeschonend prapariert, im Anschluss erfolgte die Durchfiihrung der
bronchoalveolaren Lavage (BAL) nach vollstandiger Darstellung der Lunge. Fir die Lavage
wurde das Beatmungsgerat von der Trachealkantile diskonnektiert und das Bronchialsystem tber
diese mit einer 1 ml Spritze mit 800 pul mit gekihltem PBS (versetzt mit Proteaseinhibitor
completeMini, 1 Tablette auf 10 ml) zweimal langsam gespult. Beide BAL-Proben wurden in je
ein tribes FACS-Rohrchen als BAL 1 und BAL 2 aufgefangen und bis zur weiteren Verarbeitung
auf Eis gelagert. Nach Materialentnahme fir die Quantifizierung der Bakterienlast wurden die
BAL-Proben bei 1 500 rpm 5 Minuten bei 4 °C zentrifugiert. Die Uberstande wurden im Anschluss
abgenommen, aliquotiert, in flissigem Stickstoff schockgefroren und fir spater folgende
Analysen (murines Albumin, Zytokine) bei -80 °C asserviert.

Danach erfolgte die gleichmafige Spulung des pulmonalen Gefal3systems durch Injektion von
circa 5 bis 10 ml gekiihlten PBS mit einer Kanule (26 G) in den rechten Ventrikel. Fir die weiteren
Untersuchungen wurde die Lunge aufgeteilt: Fir die Analyse der Leukozyten-Populationen wurde
der linke Lungenlappen verwendet, aus den verbliebenen Anteilen wurde die bakterielle Last

bestimmt. Die Ubrigen Organe (Thymus, Herz, Leber, Nieren) wurden entnommen, in 1,5 ml
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Reaktionsgefallen sicher verschlossen, in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80° C
asserviert. Nach Abschluss der Praparation wurden die Kadaver fir 20 Minuten bei 134 °C

autoklaviert und danach fachgerecht entsorgt.
5.3.4.9 Quantifizierung der Bakterienlast

Bakterienlast in Blut und bronchoalveoléarer Lavageflissigkeit

Aus dem Blut bzw. der ersten Bronchiallavage (BAL 1) wurden 10 pl entnommen und damit eine
Verdinnungsreihe in PBS im Verhaltnis 1:10 mit den Stufen 10, 102, 103, 104, 10°®, 10 und
107 durchgefihrt. AnschlieRend wurden 10 pl der unverdinnten Probe bzw. je 50 pl pro
Verdunnungsstufe auf eine halbe Blutagarplatte ausgebracht, tGiber Nacht bei 37 °C inkubiert und

am nachsten Tag die KbE ausgezabhilt.

Bakterienlast in Lungen- und Milzhomogenat

Die unter 5.3.4.8 beschriebenen Anteile der Lunge bzw. die gesamte Milz wurden jeweils mit dem
Gewebehomogenisator zerkleinert (Programm ,Protein 1.01%). Dabei wurde das Organ in ein
MACS M Homogenisator-Réhrchen in 1 ml PBS, versetzt mit Proteaseinhibitor, gegeben und
circa. 1 ml Homogenat hergestellt. Damit wurde anschlieend eine Verdinnungsreihe in PBS im
Verhaltnis 1:10 mit den Stufen 10, 102, 103, 10, 10, 10°® und 10 durchgefiihrt. AnschlieBend
wurden 10 pl des unverdiinnten Homogenats bzw. je 50 ul pro Verdiinnungsstufe auf eine halbe
Blutagarplatte ausgebracht, Gber Nacht bei 37 °C inkubiert und am nachsten Tag die KbE

ausgezabhilt.

5.3.4.10 Herstellung von Zellkulturmedium fir den Lungenverdau

Fur die Zellisolation zur durchflusszytometrischen Analyse mittels Lungenverdau wurde
komplementiertes Zellkulturmedium (engl. complemented Roswell Park Medical Institute cell
culture medium oder cRPMI) verwendet. Zur Komplementierung wurde das Medium mit 0,2 mM
L-Glutamin, 10 U/ml Penicillin/Streptomycin, 10 nM HEPES-Puffer, 0,05 mM B-Mercaptoethanol
und 10 % fetalem Ké&lberserum (zuvor 30 Minuten bei 56 °C hitzeinaktiviert) versetzt und

sterilfiltriert.
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5.3.4.11 Quantifizierung der Gesamtleukozytenzahl und Differenzierung der Leukozyten-

Populationen in bronchoalveoléarer Lavageflissigkeit, Lungenhomogenat und Blut

Die Bestimmung der Gesamtzellzahl und verschiedenen Leukozytenpopulationen der
pulmonalen Proben (BAL und Lungenhomogenat) erfolgte mittels Durchflusszytometrie. Die
Zellzahlen und prozentualen Anteile der verschiedenen Populationen des Blutes wurden mit

einem Zellcoulter fur Tierproben bestimmt.

5.3.4.11.1 Leukozytenzahl und -differenzierung in bronchoalveolarer Lavage und

Lungenhomogenat mittels Durchflusszytometrie

Grundprinzip der Durchflusszytometrie (93)

Bei dieser Methode werden die Zellen mit verschiedenen monoklonalen Antikbrpern markiert, die
spezifische Epitope binden und gleichzeitig mit unterschiedlichen Fluorochromen assoziiert sind.
Wahrend der Durchflusszytometrie wird ein Flissigkeitsstrom der Einzelzellsuspension erzeugt,
der durch mehrere Laser-Strahlen geleitet wird. Die Unterbrechung der Laserstrahlen wird von
den Fotodetektoren des Geréts registriert, die Dauer der Unterbrechung (engl. forward scatter,
FSC) und die Streuung des Lichts (engl. side scatter, SSC) lassen dabei Riickschlisse auf die
GroBe und Zusammensetzung der jeweiligen Zellen zu. Die Antikdrper-gebundenen
Fluorochrome werden jeweils durch verschiedene Laser angeregt und kénnen anhand ihrer
spezifischen Emissionsspektra ebenfalls zugeordnet werden, womit die Prasenz verschiedener
Antigene auf den Zellen nachgewiesen wird. Aus der Gesamtheit von Zellgréf3e, -granularitat und
spezifischer Kombinationen verschiedener Oberflaichenantigene konnen mittels eines
Computergestiitzten virtuellen Sortierungsverfahrens (engl. Gating) die einzelnen, vorhandenen
Zellpopulationen dargestellt und quantifiziert werden. Fur die Charakterisierung der

verschiedenen Leukozytenpopulationen wurden Einzelzellsuspensionen hergestellt.

Probenverarbeitung: Bronchoalveolére Lavage

In den BAL-Proben lagen die Zellen als Einzelzellen vor und konnten nach einmaliger
Zentrifugation der Flussigkeit in Form sedimentierter Zellen (Zellpellets) am Boden der
Reaktionsrohrchen direkt entnommen und weiterverwendet werden. Nach Abnahme des
Uberstands wurden die Zellen in ca. 50 pl Flussigkeit zunachst belassen, anschlieRend wurden
die Pellets aus BAL 1 und BAL 2 pro Tier vereint und auf 120 pl Gesamtvolumen mit FACS Puffer
(1 x PBS + 0,2 % BSA) aufgefiillt.
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Probenverarbeitung: Einzelzellisolation aus der Lunge

Die unter 5.3.4.8 beschriebenen Lungenanteile wurden zur Analyse mittels Durchflusszytometrie
verwendet. Die Lungenanteile wurden zunachst grob mit einer Organschere zerkleinert.
AnschlieRend wurden diese in 6 ml einer Enzymlésung (bestehend aus cRPMI versetzt mit
1 537 IU/Maus Kollagenase Il und 6 000 IU/Maus DNase 1) fur 30 Minuten bei 37 °C inkubiert,
um die Einzelzellen aus dem Gewebeverband heraus zu I6sen. Die Gewebestiickchen wurden
danach mit dem Konus einer 2 ml-Spritze durch ein feines Zellsieb (MaschengréRe 70 pm)
gerieben und der Verdauprozess mit vorgewarmtem cRPMI abgestoppt, indem die
Zellsuspension auf ein Gesamtvolumen von 40 ml aufgefullt wurde. Die Lungenzellen wurden im
Anschluss bei 1 500 rpm zentrifugiert, um ein Zellpellet zu generieren, der Uberstand wurde
verworfen. Das Pellet wurde danach mit FACS-Puffer resuspendiert und auf ein Gesamtvolumen
von 500 pl eingestellt.

Antikdrperfarbung und Fixierung der Einzelzellen

Aus den vorbereiteten BAL- und Lungen-Proben wurden 100 pl zur Messung in je ein klares
FACS-Rdhrchen Uberfuhrt. Die Einzelzellsuspensionen wurden mit 10 pl einer anti-CD16/CD32-
Mischung (bestehend aus 1 pl anti-CD16/CD32 und 9 ul FACS Puffer) zur Blockade der Fc-
Rezeptoren auf den vorhandenen Phagozyten versetzt und fir 5 Minuten auf Eis inkubiert.
Dadurch sollte eine unspezifische Markierung der Makrophagen Uber das F¢.-Ende der
monoklonalen Antikoérper durch den scavenger receptor verhindert werden. AnschlieBend wurden
alle zu farbenden Proben mit 20 pl der Antikdrpermischung (Stain innate, s. 5.1.7) versetzt und
20 Minuten im Dunkeln bei 4 °C inkubiert. Zusétzlich wurde pro Experiment ein Réhrchen flir eine
ungefarbte Kontrolle (unstained) mit insgesamt 100 pl (zusammengesetzt zu gleichen Teilen aus
allen Lungenproben des jeweiligen Experiments) vorbereitet. Nach Abschluss der Inkubation
wurden die Proben mit PBS aufgefillt und erneut bei 1 500 rpm 5 Minuten bei 4 °C zentrifugiert,

um nicht gebundene Antikdrper zu entfernen.

Nach diesem Waschschritt erfolgte die Fixierung der Zellen. Die entstandenen Zellpellets wurden
mittels Vortexer vorsichtig resuspendiert, mit 150 pl einer Formaldehydlésung (PBS mit 2 %
Formaldehyd) versetzt und fur 20 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. In einem
letzten Waschschritt in FACS-Puffer (bei 1 500 rpm fir 5 Minuten bei 4 °C) wurde die Fixierldsung
entfernt und das Zellpellet mit 100 pl FACS-Puffer resuspendiert. Samtliche Proben wurden bei

mittlerer Messgeschwindigkeit am Durchflusszytometer gemessen.
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Differenzierung und Zahlung der Leukozyten-Populationen mittels Durchflusszytometrie (Gating
Strategie)

Zur Darstellung und Auswertung der Leukozyten-Populationen wurde das Programm BD
FACSDiva™ (Version 6.0) verwendet. Leukozyten wurden anhand ihrer Oberflachenantigene als
CD45* Zellen definiert, die weitere Zuordnung zu den einzelnen Leukozyten-Subpopulationen

erfolgte anhand verschiedener Antigenexpressionsmuster und wird in Abbildung 7 dargestellt.

Die Berechnung der tatsachlichen Gesamtzellzahl wurde mit Hilfe kommerziell erhdltlicher,
standardisiert kalibrierter Partikel (engl. counting beads) durchgefiihrt (94). Diese lassen sich im
Durchflusszytometer anhand ihrer geringen GrolRe und bei gleichzeitig hoher seitlicher
Lichtstreuung (SSC) eindeutig charakterisieren und dienen zur Quantifizierung der durch das
Durchflusszytometer tatséchlich gemessenen Partikel. Zur Berechnung wird die urspriingliche
bead-Konzentration, wie in der jeweiligen Charge angegeben (z. B. 0,53 x 10° beads/50 pl),
zunachst mit dem Verdinnungsfaktor multipliziert um die Anzahl an beads zu erhalten, die in die
Probe jeweils zugegeben werden. Der verwendete Verdinnungsfaktor (dilution factor DFpeads)
richtet sich nach der zu erwartenden Zellzahl, die in der BAL typischerweise geringer ist als in der
Lunge (fur BAL wurden die beads im Verhaltnis 1:10, fur die Lungenzellen im Verhéaltnis 1:2

eingesetzt). Daraus liel3 sich die Anzahl theoretisch zugegebener counting beads berechnen:

bead Konzentration in 50 wlcparge
DFbeadS

Die Berechnung der Zellzahlen erfolgte Uber die Berechnung eines bead factor (Fueads):

Anzahl zugegebener beads in 50 pl =

Anzahl zugegebener beads

=F
Anzahl gemessener beads beads

Die Gesamtzellzahlen im eingesetzten Zellpellet wurden anhand der im Gerat gemessenen
Leukozyten, des bead Faktors und des Gesamtverdiinnungsfaktors der Probe (DForgan, 1,2 flr

BAL und 5 fir Lungenzellen) berechnet:

Gesamtzellzahl;gykozyten = Gesamtzellzahlyesgung X Fpeaas X DForgan
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Alle Ereignisse Ereignisse gegated aus R1 Ereignisse gegated aus R2

SSC-A—>
FSCH—>
FSCH—>

Ereignisse gegated aus R3 Ereignisse gegated aus R4 Ereignisse gegated aus R5

R7

R4

cD11c —»
Ly6G —»

SiglecF—»

CD1Mb—» — F4/80 —»

Ereignisse gegated aus R8 Ereignisse gegated aus R9

R10

F4/80 —»

SiglecF —»

CD11b—» —CD11b——»

RO: Counting beads
R1: Entfernung des Zelldebris
R2: Singlets (Einzelevents)
R3: CD45+ Zellen (Leukozyten)
R4:CD45+ CD11c+ Leukozyten
R6: CD45+ CD11c+ SiglecF+ (Alveolarmakrophagen)
R5: CD45+ CD11c- Leukozyten
R7: CD45+ CD11¢c- CD11b+ Ly6G+ (Neutrophile Granulozyten)
R8: CD45+ CD11¢c- CD11b+ LyBG- Leukozyten
R9: CD45+ CD11¢c- CD11b+ LyBG- SiglecF- Leukozyten
R10: CD45+ CD11¢c- CD11b+ LyB6G- SiglecF- F4/80+ (inflammatorische Makrophagen)

Abbildung 7. Darstellung der Gating-Strategie zur ldentifizierung der Leukozytenpopulationen mittels

Durchflusszytometrie nach (1,78)
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5.3.4.11.2 Leukozytenzahl und -differenzierung im Blut

Es wurden 95 pl Vollblut in ein EDTA-Gefal3 (Microvette, Sarstedt, Numbrecht, Deutschland)
dberfiihrt; die Probe wurde im Anschluss 20-mal in der Hand zigig invertiert, um eine
ausreichende Durchmischung des Blutes mit EDTA zu gewahrleisten. Aus 12 pl dieser Probe
wurde mit einem vollautomatischen Coulter-Zahler (Scil Vet abc) fir die veterindrmedizinische
Routineanwendung ein kleines Blutbild erstellt: Mit Hilfe des Programmes scil ViP (Version
2.1.21.160708) erfolgte dabei eine quantitative und qualitative Auflistung der zellularen
Bestandteile und des Hamoglobingehaltes des Blutes. Im Anschluss erfolgte die manuelle

Berechnung/Korrektur der Zellpopulationen anhand der prozentualen Angaben des Geréts.

5.3.4.12 Untersuchung der Permeabilitat im pulmonalen Gefal3system

Zur Beurteilung der alveolokapillaren Barriere wurde die Konzentration des murinen
Serumalbumins im Plasma mit der Konzentration in der BAL-Flussigkeit verglichen.

Diese Konzentrationen wurden mithilfe eines Sandwich-ELISA in Plasma und BAL nach
Hersteller-Protokoll bestimmt. Die Plasma-Proben wurden jeweils im Verhaltnis 1:200.000 und
1:500.000 verdinnt, die BAL-Proben infizierter Tiere im Verhéaltnis 1:5 000, 1:10 000 und 1:20
000, die BAL-Proben scheininfizierter Tiere im Verhaltnis 1:1 000, 1:5 000 und 1:10 000. Die
Messung von Proben und Standards erfolgte stets in Duplikaten. Zur exakten
Konzentrationsbestimmung wurden die Messwerte der einer Standardkurve zum Vergleich
herangezogen. Im Anschluss wurde der Quotient aus gemessenem BAL- und Plasma-Wert

gebildet und zur besseren Darstellung mit 1 000 multipliziert.

5.3.4.13 Bestimmung der Konzentrationen verschiedener Zytokine und Chemokine in BAL und

Plasma

Es wurden die Konzentrationen von insgesamt 12 verschiedenen Zytokinen bzw. Chemokinen in
BAL und Plasma bestimmt, um Verénderungen des Sekretionsmusters unter Phagentherapie zu
erfassen. Diese Untersuchungen wurden mittels eines Multiplex-Immunoassays nach
Herstellerangaben durchgefiihrt. Hierbei konnten durch eine Kombination der Funktionsprinzipien
von Sandwich-ELISA und Durchflusszytometrie verschiedene Zytokine in einer Probe parallel
gemessen werden. IL-13 wurde mit einem Einzelkit gemessen.

Dazu wurden auf eine spezielle, geschwarzte 96-Well-Platte zundchst 50 pl der magnetic beads
gegeben und diese Platte im Anschluss auf einem Platten-Magneten befestigt. Die beads wurden
danach mit 150 pl einer eigens mitgelieferten Waschpufferlésung dreimal gewaschen.

Eine Mischung aus Standards wurde durch Zugabe von 50 pl eines sample buffers rekonstituiert.

Fir die BAL-Proben wurde PBS mit 0,5 % entfettetem BSA verwendet, fir die Plasma-Proben
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der mitgelieferte Universal Assay Buffer. Die Standards wurden auf ein Gesamt-Volumen von
250 ul aufgefillt, im Anschluss wurde eine 6-stufige Verdiinnungsreihe mit Schritten im Verhaltnis
1:4 durchgefiihrt, um insgesamt 7 Standardverdinnungen zu erhalten.

Danach wurden 50 pl der Standards bzw. der jeweiligen Proben zugegeben und die Platte auf
einem Schiittler bei 500 rpm fur 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Abschluss der
Inkubation wurden die beads erneut dreimal gewaschen, 25 pl des Detektions-Antikdrpers in
jedes Well aufgetragen und fur weitere 30 Minuten bei 500 rpm inkubiert. Es folgten 3 erneute
Waschschritte. Danach wurden 50 pl des Reagenz Streptavidin-Phycoerythrin (SAPE)
zugegeben und fir 30 Minuten inkubiert. Nach einem finalen 3-fachen Waschen wurden 120 pl
des ebenfalls mitgelieferten Reading Buffers zugegeben und die Platte fir 5 Minuten inkubiert,
im Anschluss wurden die Platten mit einem speziellen Plattenlesegerat und mithilfe der Bioplex
Software Version 4.2.2 analysiert.

5.3.4.14 Histologische und immunhistochemische Untersuchungen

Zur Erfassung histologischer Veranderungen der Lunge im Rahmen der Phagentherapie wurden
eigene Versuchsreihen durchgefuhrt. Der Ablauf der Infektion sowie der Applikation der
Bakteriophagen entsprach dem der zuvor durchgefiihrten Experimente. Die Préparation
entsprach dem beschriebenen Prozedere mit folgenden Anderungen: Auf eine maschinelle
Beatmung wurde verzichtet, stattdessen wurde die Trachea sublaryngeal nach finaler Atemaktion
ligiert, um einen Kollaps der Atemwege nach Ertffnung des Thorax zu vermeiden. Die
Praparation der Lunge erfolgte besonders schonend, um keine Strukturen zu verletzen. Nach
Entnahme der Lunge wurde diese zusammen mit dem Herz in Einbettkassetten verbracht und
sofort waagerecht in 4 % Formaldehydlésung (gepuffert bei pH 7,0 zur histologischen
Anwendung) fur 24 bis 48 Stunden fixiert. Dartber hinaus wurde mit Leber, Nieren und Thymus
nach Entnahme auf dieselbe Weise verfahren.

Die histopathologische Weiterverarbeitung der Organe erfolgte nach dem histologischen
Standardprotokoll am Institut fur Tierpathologie der Freien Universitat Berlin. Dieses Protokoll
umfasste die Einbettung in Paraffin und die Anfertigung von Schnitten mit einer Schichtdicke von
2 pm. Diese wurden im Anschluss nach schrittweiser Entwachsung mit Xylen und
Rehydratisierung tUber absteigende Ethanolreihen mit Hamatoxylin und Eosin angefarbt.
Zuséatzliche  Untersuchungen  der  histologischen  Lungen-Schnitte  erfolgten  zur
immunhistochemischen Darstellung von Bakterienstrukturen mittels eines spezifischen
Antikérpers, welche nach einem etablierten Protokoll durchgefuhrt wurde. Dazu erfolgte eine
Wiederherstellung der durch Formaldehyd quervernetzten Protein-Antigene durch Erhitzen in
Zitronenséaure (10 mM, pH 6,0) in einer Mikrowelle bei 600 W Uber 12 Minuten (antigen retrieval).

Die Schnitte wurden Uber Nacht bei 4 °C mit einem zur Verfiigung gestellten Kaninchen-
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Antikérper gegen A. baumannii (1:100, zur Verfiigung gestellt von José Ramos-Vivas (95))
inkubiert, ein unspezifischer Kaninchen-Antikérper wurde hierbei als Negativkontrolle genutzt. Die
Schnitte wurden mit einem Sekundarantikdrper gegen Kaninchen-Antikorper (Spezies: Ziege) fur
30 Minuten inkubiert, welcher mit alkalischer Phosphatase konjugiert war. Zur Farbdarstellung
Antikérper-gebundener A. baumannii-Strukturen wurde als Substrat der alkalischen Phosphatase
Neufuchsin verwendet, die Gegenfarbung zellularer Strukturen in diesen Schnitten erfolgte durch
Hamatoxylin (1).

Die abschlieBende pathologische Begutachtung wurde verblindet durch zertifizierte
Tierarztiinnen der Tierpathologie der FU Berlin durchgefiihrt. Die Bewertung erfolgte anhand
verschiedener Kriterien anhand eines semiquantitativen Punktesystems und wurde nach
publizierten Protokollen durchgefiihrt (2). Dabei wurden u.a. Ausbreitungsmuster und —grad der
Entziindung, betroffener Anteil der Lunge sowie Vorhandensein bestimmter histopathologischer
Entziindungsmerkmale, wie Nekrosen, Odembildung und Pleuritis, beurteilt.

5.3.5 Experimente mit humanem Lungengewebe ex vivo (96)
5.3.5.1 Aufbereitung des humanen Lungengewebes

Das OP-Resektat wurde mit einem Skalpell in Stlicke mit 120 bis 150 mg Gewicht geschnitten
und anschlieBend in frischem Zellkultur-Medium (RPMI) Uber Nacht bei 37 °C inkubiert, um

etwaige Rickstande von Medikamenten (z. B. Steroide, Antibiotika) zu entfernen.

5.3.5.2 Infektion des humanen Lungengewebes mit A. baumannii

Die Bakterien wurden wie unter 5.3.3 beschrieben angeziichtet, zur Infektion wurde eine
Infektionsdosis von 1 x 10* KbE/ml verwendet. Die Lungenstiicke wurden in eine 12-Well-Platte
mit 2 ml frischem Zellkultur-Medium pro Well umgebettet. Im Anschluss wurden pro Lungenstiick
220 pl der Bakterien-Losung in die Zellkultur-Flissigkeit pipettiert und durch gleichmafgig
kreisende Bewegungen gemischt, um eine Verdinnung 1:10 und damit eine finale
Infektionskonzentration von 1 x 10® KbE/ml zu erreichen. AnschlieRend wurden mit einer 1 ml -
Spritze mit Kanule (26 G) 300 pl aufgenommen und an drei verschiedenen Stellen jeweils 100 pl

in das Lungengewebe injiziert. Danach wurde das Lungengewebe bei 37 °C inkubiert.

5.3.5.3 Applikation der Phagen-L6sung, Endpunkte und Probenverarbeitung

Nach 30 Minuten wurden jeweils Phagen-Ldsung, Ldsungsmittel-Kontrolle oder Imipenem
(25 mg/ml, aufgel6st in 10 ml steriler Kochsalzlésung) als Positiv-Kontrolle injiziert. Zur Phagen-
Behandlung wurde eine neue Ldsung mit einem héheren Titer und héherem Endotoxingehalt

(circa 5 x 10° PFU/mI und 8 000 EU/ml) verwendet. Analog zu den in vivo Experimenten wurde
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fur die Losungsmittel-Kontrolle die unter 5.2.2 genannte Pufferlosung entsprechend mit
8 000 EU/mI frisch angesetzt und verwendet. Zur Applikation wurden 100 pl der jeweiligen
Testsubstanz und zusatzlich 200 yl Medium aus dem jeweiligen Well mit einer Spritze
aufgezogen und wie unter 5.3.5.2 beschrieben in das Lungengewebe injiziert. Nach 2, 4 bzw. 6
Stunden weiterer Inkubation wurden die Lungenproben enthommen, homogenisiert und analog
zu den in vivo Experimenten zur Bestimmung der bakteriellen Last aufbereitet. Zusatzlich wurde
der Zellkulturiiberstand der jeweiligen Wells zur spateren Analyse von Zytokinen zunachst in
flissigem Stickstoff und anschlieRend bei -80 °C asserviert.

5.3.5.4 Zytokinmessungen von IL1B und IL-8 im humanen Lungengewebe

Die Bestimmung der Konzentrationen von IL-1 und IL-8, welche aus den humanen
Lungengewebe-Stlicken freigesetzt wurden, erfolgte mittels ELISA nach Herstellerangaben. Die
Messung der Proben wurden analog zu dem unter 5.3.4.12 geschildertem Prinzip eines Sandwich
ELISAs durchgefihrt, wobei nur die Konzentrationen im Zellkulturmedium bestimmt wurden.
AnschlieBend wurden die Gesamtzytokinproduktion pro g Lungengewebe und Mediumvolumen
(2,2 ml) berechnet. Die Messung erfolgte ebenfalls in Duplikaten, die Proben wurden dabei im
Verhaltnis 1:1 000 (nicht infiziert) oder 1:10 000 bzw. 1:50 000 (infiziert) verdunnt.

5.3.6 Statistische Datenanalyse

Die erhobenen Daten wurden mit dem Statistik- und Graphikprogramm GraphPad Prism (Version
9.0) ausgewertet.

Die Messwerte von Korpertemperatur, Korpergewicht wurden als Kurvendiagramme mit
arithmetischem Mittelwert (mean) + Standardabweichung (standard deviation, SD) dargestellt.
Die bakterielle Last wurde als Streudiagramme mit Mittelwert (mean) = Standardabweichung, alle
Ubrigen Parameter als Boxplots mit Einzelwerten, Median, Quartilen und mit Whiskern vom
Minimum bis zum Maximum (Spannweite) angegeben. Zur Analyse der bakteriellen Last im
Mausmodell und im Modell der humanen Lunge wurde fur sdmtliche Werte die Logarithmierung
nach der Formel y = log (KbE + 1) vorgenommen, um aufgrund der mdoglichen Streuung der
Messwerte eine anndhernde Normalverteilung herzustellen, die anschlieRende statistische
Analyse erfolgte mittels Student’s t-test. Die statistischen Analysen von Kdrpertemperatur und -
gewicht, des klinischen Scores, der Permeabilitdt, der Zellpopulationen sowie der
Zytokinkonzentrationen der tierexperimentellen Daten erfolgten mittels zweifacher
Varianzanalyse (Two way analysis of variance, ANOVA) mit anschlieBender post-hoc Analyse
mittels Tukey’s Multiple Comparsion Test fur Mehrfachvergleiche bzw. im Rahmen der
Etablierung firr die bakterielle Last mittels Two way ANOVA und Sidék's multiple comparisons

test zur post-hoc Analyse. Daten zu Zytokinen im Modell der humanen Lunge wurden mittels
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Mann-Whitney u-test verglichen. Fur samtliche Zytokin-Analysen mittels ELISA oder Multiplex-

Assay wurden Werte der Proben, die unterhalb der Assay-Nachweisgrenze lagen, mit der Formel
x = lower limit of detection (LOD) /v/2 berechnet (97).

Ein p-Wert < 0,05 wurde als statistisch signifikant angenommen.
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6 ERGEBNISSE

6.1 Die Infektion mit 5 x 108 KbE A. baumannii RUH 2037 resultierte in einer klinisch

apparenten Infektion der Lunge im Mausmodell

Fur die therapeutischen Experimente mit Phagen wurde zundchst ein in der Literatur
beschriebenes Infektionsmodell mit A. baumannii mit Modifikationen etabliert (86), wobei zwei
verschiedene Infektionsdosierungen (1 x 10® und 5 x 108 KbE/Maus) getestet wurden. Die
bakterielle Last wurde als Hauptkriterium zur Beurteilung der Erregermanifestation in BAL und
Lungengewebe gewéhlt (Abbildung 8A). In der BAL war die Bakterienzahl insgesamt niedriger
und zum 48 Stunden-Zeitpunkt nur noch vereinzelt Bakterien nachweisbar, zwischen beiden
Dosierungen jedoch vergleichbar hoch. Im Lungengewebe zeigte sich hingegen Uber den
Beobachtungszeitraum eine insgesamt um circa zwei Logstufen hdhere Zahl nachweisbarer
Bakterien mit einer maximalen Auspragung zwischen 12 und 24 Stunden und einer beginnenden
Reduktion nach 48 Stunden. Die hthere Dosierung ergab hier bis 48 Stunden post infectionem
eine ausreichend hohe Bakterienlast im Lungengewebe, die geeignet war fir nachfolgende
Therapieversuche. Alle nachfolgenden in vivo Experimente wurden demnach mit der

Infektionsdosis von ~ 5 x 108 KbE / Maus durchgefihrt.

Die intranasale Infektion mit dieser Dosis fiihrte zur Ausbildung einer insgesamt milden und
selbstlimitierenden Lungeninfektion. Zur Beurteilung des Kklinischen Verlaufes wurden
Korpertemperatur und Korpergewicht zu den jeweiligen Untersuchungszeitpunkten gemessen
sowie ein klinisches Punktesystem (Score) vergeben. Nach 12 Stunden zeigten sich bei allen
Tieren sichtbare Krankheitszeichen mit transienter Hypothermie, Gewichtsverlust (Abbildung 8B)
und erhéhtem klinischen Score, welche zu spéateren Zeitpunkten geringer waren (Abbildung 8C).
Im Rahmen der Infektion kam es des Weiteren zu einer Stérung der alveolokapillaren Barriere,
erkennbar am erhéhten Permeabilititsindex (Abbildung 8D), begleitet wvon einer

Immunzellrekrutierung in den Alveolarraum (Abbildung 8E).
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Abbildung 8. Etablierung eines murinen A. baumannii Infektionsmodells. Mause wurden mit A. baumannii RUH-
2037 transnasal infiziert und nach 12, 24 und 48 h analysiert. Bakterielle Last im Rahmen der Etablierung in
bronchoalveolarer Lavage (BAL) und im Homogenat der halben, lavagierten und entbluteten Lunge nach Infektion mit
1 x 108 bzw. 5 x 108 KbE/Maus im direkten Vergleich (A). Rektale Kérpertemperatur und Kérpergewicht (B), sowie
klinische Krankheitszeichen dargestellt nach Punktesystem (Klinischer Score, C), Permeabilititsindex als Verhéltnis
von alveoldrer Konzentration von MSA zu plasmatischer Konzentration (D) und absolute Zellzahlen von neutrophilen
Granulozyten und Alveolarmakrophagen der BAL in Tieren infiziert mit 5 x 108 KbE/Maus (E). Werte dargestellt als
Mittelwert + Standardabweichung fiir bakterielle Last, Temperatur und Gewicht. KbE dargestellt nach Transformation
und Logarithmierung (y=log (KbE+1)) und getestet mittels 2-Way-ANOVA und Sidak’s multiple comparisons test.
Klinischer Score, Permeabilitat und Zellzahlen dargestellt als Boxplots mit Einzelwerten, Median, Quartilen und mit
Whiskern von Minimum bis Maximum (Spannweite). * stellt signifikante Unterschiede dar mit *** p<0,001. n = 4-6, KbE

= Koloniebildende Einheiten, p.i. = post infectionem, MSA = murines Serumalbumin, BAL = Bronchoalveolére Lavage.
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6.2 Die Applikation des Phagen vB_AbaM_Acibel004 fiihrte zu einer Besserung des

klinischen Verlaufes der A. baumannii Infektion

Die einmalige, intratracheale Applikation des Phagen vB_AbaM_Acibel004 bewirkte eine
Verbesserung des Krankheitsverlaufes der infizierten Tiere.

Nach Phagen-Applikation wiesen die Tiere der infizierten Kohorte zu beiden Versuchsendpunkten
einen niedrigeren klinischen Score-Wert auf als die mit Losungsmittel behandelten Tiere, wobei
die Phagen-behandelten Tiere nach 24 Stunden noch Krankheitsanzeichen zeigten (Abbildung
9A). Nach 48 Stunden wiesen nur noch vereinzelte Tiere aus dieser Gruppe einen erhghten
Score-Wert auf (Abbildung 9B). Die scheininfizierten Tiere zeigten zu keinem der beiden
Untersuchungszeitpunkte einen veranderten klinischen Score (Abbildung 9A, B). 12 Stunden
nach Infektion mit A. baumannii kam es bei allen Tieren zu einem Abfall der Kérpertemperatur,
zwischen den infizierten Gruppen bestand kein Unterschied (Abbildung 9C). 24 Stunden post
infectionem (12 Stunden nach Applikation des Phagen bzw. des Losungsmittels) kam es bei der
Phagen-therapierten Gruppe zu einer schnelleren Normalisierung der Koérpertemperatur, dieser
Unterschied bestand auch 48 Stunden post infectionem. Bei den scheininfizierten Mausen wurde
in keiner der beiden Behandlungsgruppen eine Abnahme der Kérpertemperatur festgestellt.
Daruiber hinaus kam es im Verlauf der Infektion mit A. baumannii bei allen Tieren zu einer
Abnahme des Kdrpergewichts, welches bis zum Ende des Experiments kontinuierlich auf circa
80 % des Ausgangsgewichts gesunken war (Abbildung 9D). Nach 24 Stunden zeigte die
Phagengruppe hierbei einen geringgradig hoheren Gewichtsverlust als die Losungsmittelgruppe,
zu den Ubrigen Zeitpunkten bestand zwischen den beiden Behandlungsgruppen kein Unterschied
mehr. Die scheininfizierten Tiere verloren ebenfalls Gewicht, allerdings in geringerem Ausmalf
und ohne Unterschied zwischen den beiden Behandlungsgruppen. Gegen Ende des Experiments

nahm das Gewicht der scheininfizierten Kohorte bereits wieder zu.
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Abbildung 9. Klinischer Verlauf der A. baumannii-Lungeninfektion nach Phagentherapie. Mause wurden
transnasal mit 5 x 108 KbE A. baumannii RUH 2037 infiziert und erhielten 12 h p.i. eine einmalige intratracheale
Applikation des Phagen vB_AbaM_Acibel004 (25 pl mit ca. 1,25 x 10° PFU/Maus). Klinische Krankheitszeichen sind
dargestellt nach Punktesystem (klinischer Score) 24 (A) und 48 Stunden p.i. (B), rektale Kdrpertemperatur (C) und
Kdrpergewicht (D). Kérpertemperatur und -gewichtskurven aller Tiere, die zu den Untersuchungszeitpunkten 24
Stunden (n = 11-12 fur scheininfizierte Gruppen, n = 16-17 fur A. baumannii-infizierte Gruppen) und 48 Stunden post
infectionem (n = 12 flir scheininfizierte Gruppen, n = 17 fir A. baumannii-infizierte Gruppen) analysiert wurden, sind
gemeinsam dargestellt, es wurden separate Gruppen fir die Histopathologie durchgefiihrt. Die Abbildungen zum
klinischen Score beinhalten 3 Tiere, die aufgrund humaner Endpunkte euthanasiert wurden. Werte sind dargestellt als
Boxplots mit Einzelwerten, Median, Quartilen und mit Whiskern von Minimum bis Maximum (Spannweite) fur klinischen
Score oder als Mittelwert + Standardabweichung fir Kérpertemperatur und -gewicht. Daten wurden getestet mittels 2-
Way-ANOVA und Tukey’s multiple comparisons test. #/*/% stellt signifikante Unterschiede dar, # Vergleich PBS +
Lésungsmittel vs. A. baumannii + Lésungsmittel, * A. baumannii + Lésungsmittel vs. A. baumannii + Phagen und (nur
fur Temperatur und Gewicht) § Vergleich PBS + Phagen vs. A. baumannii + Phagen. */® P<0,05, ##/88/** p<0,01,
##[888+* n<(0,001. KbE = Koloniebildende Einheit, p.i. = post infectionem, PFU = plaque-forming units (Plaque-
bildende Einheiten) (1).
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6.3 Die einmalige intratracheale Applikation von vB_AbaM_Acibel004 bewirkte eine

Reduktion der pulmonalen bakteriellen Last von A. baumannii

Im Verlauf der A. baumannii-Infektion konnten in beiden Behandlungsgruppen, sowohl 24
Stunden p.i. (entsprechend 12 Stunden nach Therapie, Abbildung 10A) als auch 48 Stunden p.i.
(Abbildung 10B) in der BAL Erreger nachgewiesen werden, wobei in der Phagen-behandelten
Gruppe eine tendenziell geringere Bakterienlast beobachtet werden konnte. Im Lungengewebe
hingegen zeigte sich sowohl 24 als auch 48 Stunden p.i. in der Phagen-Gruppe eine signifikant
reduzierte bakterielle Last.

Neben der lokalen Erregermanifestation wurde der Erreger auch in der Zirkulation nachgewiesen.
So zeigte sich bei insgesamt 15 von 40 untersuchten infizierten Tieren eine geringgradige
Bakteriamie, wobei zwischen den beiden Behandlungsgruppen kein Unterschied detektiert
wurde. Ein weiterer Indikator fur die Beurteilung eines Verlaufes mit Bakteriamie ist der Nachweis
von Bakterien in der Milz. A. Baumannii konnte zu beiden Untersuchungszeitpunkten in
homogenisiertem Milzgewebe nachgewiesen werden, wobei sich 48 Stunden nach Infektion eine
reduzierte Erregerlast im Vergleich zum 24-Stundenzeitpunkt zeigte. Die Phagen-therapierte

Gruppe wies 48 Stunden p.i. eine signifikant geringere Bakterienlast auf.
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Abbildung 10. Bakterielle Last von A. baumannii nach einmaliger intratrachealer Phagenapplikation.
Einzelkolonien von A. baumannii quantifiziert in BAL, homogenisiertem Lungengewebe, Blut und homogenisiertem
Milzgewebe nach Inkubation auf Blutagar. KbE dargestellt als Einzelwerte mit Mittelwert + Standardabweichung nach
Transformation und Logarithmierung (y=log(KbE+1)) und getestet mittels Student’s t-test. n = 9-11 (24 h p.i.); n = 8-10
(48 h p.i.) pro Gruppe, *p<0,05. KbE = Koloniebildende Einheit, BAL = Bronchoalveolare Lavage (1).
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6.4 Die einmalige intratracheale Applikation von vB_AbaM_Acibel004 fuhrte zu einer
geringeren Ausbreitung der Entzindung in die Lungenperipherie und einer
reduzierten immunhistochemischen Detektion von A. baumannii mittels

Histopathologie

Es wurden histopathologische Untersuchungen der entnommenen Organe durchgeflihrt, welche
in Formaldehyd fixiert, in Paraffin eingebettet und im Anschluss mit Hamatoxylin und Eosin
angefarbt wurden. Die Auswertung im Rahmen dieser Arbeit konzentrierte sich auf
Veranderungen in der Lunge (Abbildung 11A). Zuséatzlich erfolgte zur histologischen Darstellung
der bakteriellen Last die immunhistochemische Anfarbung von Bakterienstrukturen unter
Verwendung eines gegen A. baumannii spezifischen Antikorpers in separaten Lungenschnitten.
Die Beurteilung erfolgte verblindet durch Fachtierarzt:innen fiir Pathologie aus dem Institut fur
Tierpathologie der Freien Universitat Berlin mittels Vergabe semiquantitativer Scores (Abbildung
11B).

Die Infektion mit A. baumannii RUH 2037 fihrte, wie bereits im Rahmen der Etablierung
festgestellt und teilverdffentlicht (2), in allen infizierten Gruppen zur Ausbildung einer mittel- bis
hochgradig ausgeprégten Bronchopneumonie (Abbildung 11A, B). Das Ausbreitungsmuster
folgte von hilar den grof3en pulmonalen Leitungsbahnen (Bronchien und Pulmonalarterien) mit
Ausbildung von Gewebsnekrosen und begleitender Pleuritis. Nach 24 Stunden war die
Ausbreitung der Lasion in der Phagengruppe insgesamt geringer, auch die Intensitat der
Entziindung war weniger stark ausgepréagt als nach Losungsmittel-Applikation. In den betroffenen
Arealen der Phagengruppe war die mikroskopisch gezahlte Zellzahl geringgradig reduziert, die
begleitende Pleuritis war jedoch starker ausgepragt. Nach 48 Stunden wiesen die Tiere mit
Phagen-Applikation ebenfalls eine geringere Ausbreitung der betroffenen Areale in die
Peripherie, geringere Auspragung der Entziindung insgesamt und eine verringerte Zellzahl auf.
Ein Tier der infizierten Kohorte wies trotz Phagen-Applikation eine hochgradige Ausbreitung der

Entzindung in die Peripherie auf.

In den Lungenschnitten der Tiere nach L&sungsmittel-Applikation waren hierbei zu beiden
Zeitpunkten immunhistochemisch mehr Bakterienstrukturen erkennbar als nach der einmaligen
Applikation der Phagen (Abbildung 11C).

Nebenbefundlich wurden in den tbrigen Organen aller Gruppen unspezifische Veranderungen in
Milz (erh6hte Apoptoserate) und Leber festgestellt, wobei in den infizierten und mit Phagen
behandelten Tieren haufiger Nekrosen dokumentiert wurden. Diese Veranderungen wurden am

ehesten im Rahmen einer Hintergrundinfektion mit Helicobacter spp. gewertet.
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Lésungsmittel oder Phage. Reprasentative Ubersichtsschnittbilder von Formaldehyd-fixierten, in Paraffin
eingebetteten und mit Himatoxylin-Eosin angefarbten Lungen nach 24 h bzw. 48 h post infectionem (A). Zellzahl/mmg2,
entziindete Flache/Gesamtflache der Lunge (%), sowie semiquantitativer Score zur Beurteilung verschiedener
histopathologischer Kriterien (O=nicht vorhanden, 1=minimal, 2=geringgradig, 3=mittelgradig, 4-5=hochgradig).
Werte sind dargestellt als Einzelwerte mit Mittelwert + Standardabweichung (B). Detailaufnahmen der
Immunhistochemiefarbung von A. baumannii zur Visualisierung von Bakterienstrukturen, angefarbt mittels Neufuchsin,
Gewebe gegengefarbt mit Hamatoxylin (C). # bezeichnen Akkumulationen neutrophiler Granulozyten, Pfeile weisen

auf angefarbte Bakterienstrukturen von A. baumannii, n = 6 (1).
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Der pathologische Befund in der scheininfizierten Kohorte ergab das Bild einer meist geringgradig
bis teils hochgradig ausgepragten interstitiellen Pneumonie (Abbildung 12). Das
Schadigungsmuster der betroffenen Areale zeigte ebenfalls eine Ausbreitung von hilar an den
groRen pulmonalen Leitungsbahnen entlang in die Peripherie. Das vorherrschende Zellbild war
dominiert von Makrophagen, daneben waren neutrophilen Granulozyten und Zellnekrosen
erkennbar. Dieses Bild entsprach dem zu erwartenden Befund nach Flissigkeitsapplikation in die
Lungen, ein Unterschied zwischen den beiden Behandlungsgruppen war zu keinem der beiden
Analysezeitpunkte erkennbar.
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Abbildung 12. Lungenhistopathologie der Scheininfektion mit PBS nach Applikation von Ldésungsmittel oder
Phagen. Reprasentative Ubersichtsschnittbilder von Formaldehyd-fixierten, in Paraffin eingebetteten und mit
Hamatoxylin-Eosin angefarbten Lungen nach 24 h bzw. 48 h post infectionem (A). Zellzahl/mmz?, entzindete
Flache/Gesamtflache der Lunge (%), sowie semiquantitativer Score zur Beurteilung verschiedener histopathologischer
Kriterien (O=nicht vorhanden, 1=minimal, 2=geringgradig, 3=mittelgradig, 4-5=hochgradig) Werte sind dargestellt als
Einzelwerte mit Mittelwert + Standardabweichung (B), n = 3-4 (1).
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6.5 Die einmalige intratracheale Applikation von vB_AbaM_Acibel004 war mit einer
geringeren alveolokapillaren Permeabilitdt im Rahmen der Infektion mit A. baumannii

assoziiert

Als Mal3 einer erh6hten Permeabilitat zwischen dem kapillaren und dem alveolaren Kompartiment
der Lunge im Rahmen der Infektion mit A. baumannii und der Phagentherapie wurden die
Konzentrationen murinen Serumalbumins (MSA) in der BAL und im Plasma gemessen und das
Verhéltnis gebildet. Zusatzlich wurde die Konzentration des vaskuldr endothelialen
Wachstumsfaktors (vascular endothelial growth factor, VEGF) in der BAL bestimmt, dessen
gesteigerte lokale Produktion ebenfalls mit einer Stérung der alveolokapillaren Barrierefunktion
korreliert (46, 84).

Bei den infizierten Tieren kam es im Vergleich zu den scheininfizierten Tieren zu beiden
Zeitpunkten zu einem signifikanten Anstieg der alveolokapillaren Permeabilitat, wobei die
Permeabilitat nach 48 Stunden wieder geringer ausgepragt war (Abbildung 13A). In den mit
Phagen behandelten, infizierten Tieren war die Permeabilitat insgesamt niedriger als in der
Ldsungsmittel-Gruppe. Vierundzwanzig Stunden post infectionem war dieser Unterschied im
Trend erkennbar, nach 48 Stunden erreichte dieser Unterschied statistische Signifikanz.
Ubereinstimmend damit war die Konzentration von VEGF in der BAL der infizierten Versuchstiere
erhoht (Abbildung 13B). Auch hier zeigte sich 24 Stunden post infectionem bereits eine im Trend
geringere Sekretion in der Phagen-Gruppe, die nach 48 Stunden statistisch signifikant war. Bei
den scheininfizierten Tieren kam es weder beim alveolaren Permeabilitdtsindex noch bei der
Konzentration von VEGF im alveolaren Kompartiment zu einem Anstieg, zwischen den beiden

Behandlungsgruppen bestand zu beiden Untersuchungszeitpunkten kein Unterschied.
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Abbildung 13. Permeabilitatsindex murinen Serumalbumins (MSA) und Konzentration von VEGF in
bronchoalveolérer Lavageflissigkeit (BAL). Dargestellt sind der Permeabilitdtsindex als Verhaltnis von alveolarer
Konzentration von MSA zu plasmatischer Konzentration 24 h und 48 h post infectionem (A) und Konzentration von
VEGF in bronchoalveolarer Lavageflissigkeit 24 und 48h post infectionem (B). Werte sind dargestellt als Boxplots mit
Einzelwerten, Median, Quartilen und mit Whiskern von Minimum bis Maximum (Spannweite) und getestet mittels 2-
Way-ANOVA und Tukey’s multiple comparisons test. n = 8 fur scheininfizierte Gruppen bzw. n = 8-11 fir A. baumanni-
infizierte Gruppen # Vergleich PBS + Losungsmittel vs. A. baumannii + Losungsmittel, # vs. Entsprechend behandelte
PBS-Gruppe * wie angegeben, *P<0,05, #P<0,01, ##/*** p<0,001 (1).
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6.6 Die einmalige intratracheale Applikation von vB_AbaM_Acibel004 fiihrte zu einer
verringerten Sekretion von CCL2 in BAL und G-CSF BAL und Plasma

Mittels Multiplex-ELISA wurden die Konzentrationen verschiedener Zytokine, Chemokine und
Wachstumsfaktoren in BAL und Plasma bestimmt (Abbildungen 14-17). Im Rahmen der Infektion
mit A. baumannii kam es in beiden Behandlungsgruppen zu lokal erhéht messbaren
Konzentrationen verschiedener proinflammatorischer Mediatoren in der BAL innerhalb von 24
Stunden (Abbildung 14).

Die Konzentrationen der gemessenen Chemokine CXCL1, CCL2 und CCL3 waren im Vergleich
mit den scheininfizierten Tieren erhoht, wobei diese Erh6hung bei CXCL1 nicht signifikant war
(Abbildung 14A). Die Werte der Zytokine TNF-a und IL-6 zeigten ebenfalls eine signifikante
Erhéhung im Vergleich mit den scheininfizierten Kontrolltieren, wobei die Konzentration des
frihinflammatorischen Zytokin IL-1 nicht statistisch signifikant erhéht war. Die Konzentrationen
des proinflammatorischen Zytokins IL-17A und des antiinflammatorischen Zytokins IL-10 sowie
von Interferon-y waren knapp tber der Nachweisgrenze messbar, diese Erh6hungen waren im
Vergleich zur Scheininfektion nicht signifikant. Im Rahmen der Infektion kam es ebenfalls zu einer
lokal erhdhten Sekretion des Wachstumsfaktors G-CSF (Abbildung 14B). Samtliche Mediatoren
waren in den scheininfizierten Tieren nur knapp Uber der Nachweisgrenze messbar.

Fur alle gemessenen Mediatoren konnte zum Zeitpunkt 24 Stunden p.i. kein statistisch
signifikanter Unterschied zwischen den beiden Behandlungsgruppen festgestellt werden, weder

in der infizierten noch in der scheininfizierten Kohorte.
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Abbildung 14. Konzentrationen proinflammatorischer Mediatoren in bronchoalveolarer Lavageflissigkeitin der
murinen A. baumannii Pneumonie nach Applikation von Losungsmittel oder Phage, 24 h post infectionem.
Gemessen wurden verschiedene Chemokine (A), verschiedene Zytokine Interferon-y und Granulozyten-Kolonie-
stimulierender Faktor G-CSF (B) mittels Multiplex-ELISA. Werte sind dargestellt als Boxplots mit Einzelwerten, Median,
Quartilen und mit Whiskern von Minimum bis Maximum (Spannweite) und getestet mittels 2-Way-ANOVA und Tukey’s
multiple comparisons test. n = 8 fur scheininfizierte Kontrollen (bzw. n = 4-5 fur IL-17A), n = 10-11 fur A. baumannii-
infizierte Gruppen, # Unterschied zwischen A. baumannii-infizierter Gruppe vs. korrespondierende scheininfizierte
Kontrolle. #P<0,05, #P<0,01, ##P<0,001 (1).
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Nach 48 Stunden zeigten sich fir die meisten Mediatoren insgesamt geringere Konzentrationen,
wobei die Sekretion mit Ausnahme von IL-10, IL-17A und IFN-y im Vergleich zu den
scheininfizierten Tieren weiterhin signifikant erhéht war (Abbildung 15). Beim Chemokin CCL2
hingegen kam es zu einer erhdhten Sekretion nach 48 Stunden, wobei die Konzentration in der
mit Losungsmittel behandelten Gruppe signifikant héher war als die Konzentration in der
Phagengruppe (Abbildung 15A). Fir den Wachstumsfaktor G-CSF konnte eine im Vergleich mit
den 24-Stunden-Werten weitgehend konstante Konzentration gemessen werden, wobei die
Sekretion bei den Phagentieren geringer war (Abbildung 15B). In der scheininfizierten Kohorte
waren auch zum 48-Stunden-Zeitpunkt fur alle untersuchten Mediatoren keine erhdhten
Konzentrationen messbar, sie lagen um die Nachweisgrenze der Assays. Mit Ausnahme der
beiden erwahnten Mediatoren CCL2 und G-CSF konnten keine Unterschiede zwischen den
Behandlungsgruppen festgestellt werden.
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Abbildung 15. Konzentrationen proinflammatorischer Mediatoren in bronchoalveolarer Lavageflussigkeit in
der murinen A. baumannii Pneumonie nach Applikation von Losungsmittel oder Phage, 48 post infectionem.
Gemessen wurden verschiedene Chemokine (A), proinflammatorischer verschiedene Zytokine Interferon-00 und
Granulozyten-Kolonie-stimulierender Faktor G-CSF (B) mittels Multiplex-ELISA. Werte sind dargestellt als Boxplots mit
Einzelwerten, Median, Quartilen und mit Whiskern von Minimum bis Maximum (Spannweite) und getestet mittels 2-
Way-ANOVA und Tukey’s multiple comparisons test. n = 8 fUr scheininfizierte Kontrollen (bzw. n = 4 fur IL-17A),
n=28-10 fur A. baumannii-infizierte Gruppen, # Unterschied zwischen A. baumannii-infizierter Gruppe vs.
korrespondierende scheininfizierte Kontrolle und * Unterschied zwischen A. baumannii + Ldsungsmittel vs. A.
baumannii + Phage. #P<0,05, #**P<0,01, *#/***P<0,001 (1).
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Im Blutplasma waren die beschriebenen Mediatoren mit Aushnahme von G-CSF in geringeren
Konzentrationen messbar als in der BAL.

Nach 24 Stunden waren die Werte nur vereinzelt in der infizierten Kohorte erhoht, die Werte der
scheininfizierten Kohorte befanden sich im Bereich der Nachweisgrenze (Abbildung 16). Lediglich
bei G-CSF kam es im Rahmen der Infektion zu einem signifikanten systemischen Anstieg der
Plasmakonzentration, wobei der Anstieg in der Phagenkohorte signifikant geringer war. Fir die

tbrigen Mediatoren bestand zwischen den beiden Behandlungsgruppen kein Unterschied.
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Abbildung 16. Verschiedene proinflammatorische Mediatoren gemessen in Blutplasma in der murinen A.
baumannii Pneumonie nach Applikation von Losungsmittel oder Phage, 24 h post infectionem. Gemessen
wurden verschiedene Chemokine (A), proinflammatorischer verschiedene Zytokine Interferon-y und Granulozyten-
Kolonie-stimulierender Faktor G-CSF (B) mittels Multiplex-ELISA. Werte sind dargestellt als Boxplots mit Einzelwerten,
Median, Quartilen und mit Whiskern von Minimum bis Maximum (Spannweite) und getestet mittels 2-Way-ANOVA und
Tukey’s multiple comparisons test. n = 7-8 fur scheininfizierte Kontrolle (bzw. n = 4-5 fir IL-17A), n = 10-11 flr A.
baumannii-infizierte Gruppen, # Unterschied zwischen A. baumannii-infizierter Gruppe vs. korrespondierende
scheininfizierte Kontrolle und * Unterschied zwischen A. baumannii + Ldésungsmittel vs. A. baumannii + Phage.
#H#[P<0,001(1).
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Nach 48 Stunden zeigte sich im Plasma ein nahezu identisches Bild (Abbildung 17). Insgesamt
waren die Konzentrationen der Mediatoren auch im Plasma geringer als nach 24 Stunden. Die
Konzentrationen von G-CSF waren weiterhin im Vergleich zur Scheininfektion erhéht mit
signifikant geringerer Sekretion in der Phagen-Gruppe. Fur die tUbrigen Mediatoren bestanden

keine Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen.
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Abbildung 17. Verschiedene proinflammatorische Mediatoren gemessen in Blutplasma in der murinen A.
baumannii Pneumonie nach Applikation von Lésungsmittel oder Phage, 48 h post infectionem. Gemessen
wurden verschiedene Chemokine (A), proinflammatorischer verschiedene Zytokine Interferon-y und Granulozyten-
Kolonie-stimulierender Faktor G-CSF (B) mittels Multiplex-ELISA. Werte sind dargestellt als Boxplots mit Einzelwerten,
Median, Quartilen und mit Whiskern von Minimum bis Maximum (Spannweite) und getestet mittels 2-Way-ANOVA und
Tukey’s multiple comparisons test. n = 8 fiir scheininfizierte Kontrolle (bzw. n = 4 furr IL-17A), n = 9-10 fur A. baumannii-
infizierte Gruppen, # Unterschied zwischen A. baumannii-infizierter Gruppe vs. korrespondierende scheininfizierte

Kontrolle und * Unterschied zwischen A. baumannii + Losungsmittel vs. A. baumannii + Phage darstellt. ##/***P<0,001
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6.7 Die guantitative und qualitative Charakterisierung der Leukozytenpopulationen in

BAL, Lunge und Blut zeigte nach Phagenapplikation keine Unterschiede

Die einzelnen Leukozytenpopulationen in der Lunge wurden mittels Durchflusszytometrie
analysiert. Dabei wurden in Suspension gebrachte Einzelzellen charakterisiert und sowohl der
Alveolarraum durch Untersuchung der BAL als auch gewebsstandige Leukozyten der Lunge
betrachtet, die aus enzymatisch aufgeschlossenem Lungengewebe isoliert wurden. Die Analyse
der Blut-Leukozyten erfolgte aus EDTA-Blut mit Hilfe eines vollautomatischen Zellcoulters fur den

veterinarmedizinischen Gebrauch.

6.7.1 Leukozytenpopulation in BAL und Lungengewebe

Nach 24 Stunden kam es in der infizierten Kohorte erwartungsgemaf zu einer pulmonalen
Rekrutierung von Leukozyten mit Ubertritt in den Alveolarraum (Abbildung 18A). Diese setzte sich
nach 48 Stunden fort, so dass die Gesamtleukozytenzahl im Vergleich zur scheininfizierten
Kohorte statistisch signifikant erhéht war (Abbildung 18B). Zu beiden Zeitpunkten waren die
neutrophilen  Granulozyten sowohl absolut als auch relativ die dominierende
Leukozytenpopulation, ihr relativer Anteil verringerte sich nach 48 Stunden in den
scheininfizierten Tieren. Parallel dazu zeigte sich eine relative Abnahme der
Alveolarmakrophagen Uber den Zeitverlauf, deren Gesamtzahl aber insgesamt konstant blieb.
Zusatzlich kam es zu einer Rekrutierung von Monozyten aus dem Blut und Aktivierung von
Gewebemakrophagen, welche im Alveolarraum als inflammatorische Makrophagen (F4/80* und
CD11b*) detektiert wurden. Deren Zahl nahm nach 48 Stunden noch weiter zu, wobei die
Unterschiede zu den korrespondierenden, scheininfizierten Gruppen statistisch nicht signifikant
waren.

In der scheininfizierten Kohorte wurde das Zellbild dominiert von Alveolarmakrophagen, deren
absolute und relative Zahlen zu beiden Zeitpunkten stabil waren. Die Phagen-Applikation selbst

hatte keinen Effekt auf die Zellzahlen und das Zellbild, unabh&ngig von der Infektion.
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Abbildung 18. Leukozytenpopulationen in bronchoalveolérer Lavage (BAL) in der murinen A. baumannii
Pneumonie nach Applikation von Losungsmittel oder Phage. Werte sind dargestellt als Boxplots mit Einzelwerten,
Median, Quartilen und mit Whiskern von Minimum bis Maximum (Spannweite) und getestet mittels 2-Way-ANOVA und
Tukey’s multiple comparisons test. n = 8 fur scheininfizierte Kontrolle, n = 8-11 fur A. baumannii-infizierte Gruppen, #
représentiert signifikante Unterschiede zwischen A. baumannii-infizierter Gruppe vs. korrespondierende
scheininfizierte Kontrolle. # P<0,05 #P<0,01 *##P<0,001 (1).
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Die Analyse der Lungengewebsstandigen Leukozyten ergab insgesamt ein ahnliches Bild.
Bezuglich der absoluten Gesamtzellzahl zeigte sich nach 24 Stunden zwischen scheininfizierter
und infizierter Kohorte kein Unterschied, ebenso wenig zwischen den einzelnen
Behandlungsgruppen (Abbildung 19A). Nach 48 Stunden zeigte sich eine signifikant geringere
Gesamtzellzahl in den infizierten und mit Losungsmittel behandelten Tieren im Vergleich zur
korrespondierenden, scheininfizierten Gruppe (Abbildung 19B). Die dominierenden Zellen nach
Infektion waren ebenfalls zu beiden Zeitpunkten neutrophile Granulozyten, wobei der relative
Anteil zu beiden Zeitpunkten und die absolute Zellzahl nur nach 48 Stunden in der infizierten und
mit Phagen behandelten Gruppe im Vergleich zur scheininfizierten Gruppe erhoht war. Die
absolute Zahl der Alveolarmakrophagen war bei den infizierten Tieren im Lungengewebe im
Vergleich zur Scheininfektion nach 48 Stunden reduziert, ein Unterschied im prozentualen Anteil
war nur zwischen der scheininfizierten und infizierten Phagenkohorte erkennbar. Bei den
inflammatorischen Makrophagen zeigte sich nach 48 Stunden ein im Trend erhdhter prozentualer
Anteil im Vergleich zur Scheininfektion. Dartber hinaus konnten keine Unterschiede festgestellt

werden.
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Abbildung 19. Leukozytenpopulationen in homogenisiertem Lungengewebe in der murinen A. baumannii

Pneumonie nach Applikation von Losungsmittel oder Phage. Werte sind dargestellt als Boxplots mit Einzelwerten,

Median, Quartilen und mit Whiskern von Minimum bis Maximum (Spannweite) und getestet mittels 2-Way-ANOVA und

Tukey’s multiple comparisons test. n = 7-8 fUr scheininfizierte Kontrolle, n = 9-11 fur A. baumannii-infizierte Gruppen,

#reprasentiert  signifikante Unterschiede zwischen A. baumannii-infizierter Gruppe vs.
scheininfizierte Kontrolle. # P<0,05 #P<0,01 ##P<0,001 (1).
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6.7.2 Leukozytenpopulationen im Blut

In der Zirkulation zeigten sich im Rahmen der Infektion zu beiden Zeitpunkten unverénderte
Gesamtleukozytenzahlen. Im Vergleich mit den scheininfizierten Tieren konnten eine héhere
absolute Zahl in der mit Losungsmittel behandelten Gruppe nach 24 Stunden, sowie ein héherer
prozentualer Anteil neutrophiler Granulozyten in beiden Behandlungsgruppen zu beiden
Untersuchungszeitpunkten nach Infektion bestimmt werden (Abbildung 20A, B).

Haufigster Zelltyp, sowohl absolut als auch prozentual, waren Lymphozyten. In der Verteilung der
Zellpopulationen kam es erwartungsgemafd im Rahmen der Infektion zu einer Verminderung der
Lymphozyten zugunsten der neutrophilen Granulozyten. So war die absolute Zahl der
Lymphozyten nach 24 Stunden in der mit Lésungsmittel behandelten Gruppe im Vergleich zur
Scheininfektion vermindert, ihr prozentualer Anteil in beiden Behandlungsgruppen zu beiden
Untersuchungszeitpunkten verringert.

Die Analyse der Blutmonozyten zeigte bei den infizierten und mit Phagen behandelten Tieren im
Vergleich zur korrespondierenden, scheininfizierten Gruppe eine signifikant héhere absolute
Zellzahl (Abbildung 20A), ansonsten gab es zu keinem Zeitpunkt Unterschiede in der absoluten
Zellzahl oder in der relativen Verteilung. Insgesamt gab es auch im Blut keine Unterschiede
zwischen den beiden Behandlungsgruppen, weder bei den infizierten noch bei den

scheininfizierten Versuchstieren.
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Abbildung 20. Leukozytenpopulationen im Blut in der murinen A. baumannii Pneumonie nach Applikation von
Losungsmittel oder Phage. Werte sind dargestellt als Boxplots mit Einzelwerten, Median, Quartilen und mit Whiskern
von Minimum bis Maximum (Spannweite) und getestet mittels 2-Way-ANOVA und Tukey’s multiple comparisons test.
n = 8 fiir scheininfizierte Kontrolle, n = 7-11 fur A. baumannii-infizierte Gruppen, * reprasentiert signifikante Unterschiede
zwischen A. baumannii-infizierter Gruppe vs. korrespondierende scheininfizierte Kontrolle. #P<0,05 #P<0,01
###P<0,001 (1).

80



ERGEBNISSE

6.8 Die einmalige Applikation von vB_Aba_Acibel004 fuhrte zu einer voribergehenden

Reduktion der bakteriellen Last nach Infektion im ex vivo Modell humanen

Lungengewebes ohne gesteigerte Freisetzung von IL-1f3 und IL-8

Die Wirksamkeit einer einmaligen Applikation von Phagen wurde in einem ex vivo Modell der
humanen Lunge untersucht. Neben Effekten auf das bakterielle Wachstum in der
dreidimensionalen Struktur wurde die inflammatorische Reaktion humanen Gewebes durch

Messung inflammatorischer Zytokine beurteilt (Abbildung 21).

Das Wachstum von A. baumannii wurde nach der einmaligen Behandlung (30 Minuten p.i.) 2, 4
und 6 Stunden nach Applikation bestimmt (Abbildung 21A). Hierbei zeigte sich ein Wachstum zu
allen Zeitpunkten nach Injektion der Lésungsmittelkontrolle, wobei die Bakterienzahl im Vergleich
zwischen 2 und 4 Stunden um zwei Logstufen zunahm, nach 6 Stunden war sie nahezu
unverandert. Die einmalige Applikation der Phagen-Losung reduzierte das Wachstum des
Bakteriums effektiv 2 und 4 Stunden nach Applikation. Wahrend nach 4 Stunden in zwei Lungen
zunehmendes Wachstum detektiert werden konnte, konnte 6 Stunden nach Applikation ein
Wachstum in allen mit Phagen behandelten Proben gemessen werden. Dieses war im Trend

geringer als nach der Behandlung mit Losungsmittel.

Die Konzentration der proinflammatorischen Mediatoren IL-18 und IL-8 wurden zu allen
Analysezeitpunkten aus dem Zellkulturiiberstand mittels ELISA gemessen. Fir IL-1p kam es im
Rahmen der Stimulation mit A. baumannii mit anschlie@ender Behandlung nach 2 Stunden zu
einem geringgradigen Anstieg der Konzentration in beiden Behandlungsgruppen
(Abbildung 21B). Dieser Anstieg setzte sich insgesamt iber den Untersuchungszeitraum fort und
zeigte nach 6 Stunden fast eine Verdreifachung. Auch wenn im Trend nach 6 Stunden bei den
mit Phagen behandelten Proben eine etwas geringere Konzentration erkennbar war, so bestand

zwischen den beiden Behandlungsgruppen kein signifikanter Unterschied.

Die Konzentrationen von IL-8 waren nach 2 Stunden ebenfalls geringgradig erhéht (Abbildung
21C). Nach 4 Stunden waren die Werte im direkten Vergleich knapp doppelt so hoch, erreichten
in den nach 6 Stunden gemessenen Proben aber bereits wieder ein &hnlich niedriges Niveau wie
die Proben zum 2 Stunden-Zeitpunkt, wobei in der Lésungsmittelgruppe ein Messwert aufgrund
eines technischen Fehlers nicht auswertbar war. Insgesamt zeigten sich hier ebenfalls zwischen

den beiden Behandlungsgruppen keine Unterschiede.
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Abbildung 21. Bakterielle Last von A. baumannii und Sekretion proinflammatorischer Zytokine IL-1f8 und IL-8
nach einmaliger Phagenapplikation im ex vivo Modell humanen Lungengewebes. Koloniebildende Einheiten
(KbE) dargestellt als Einzelwerte mit Mittelwert + Standardabweichung nach Transformation und Logarithmierung
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7 DISKUSSION

In der vorliegenden Arbeit wurde der therapeutische Einsatz eines vorab charakterisierten
Bakteriophagen gegen ein klinisches A. baumannii-Isolat in zwei Pneumoniemodellen untersucht.
Dabei wurden Effektivitat und etwaige unerwinschte immunologische Wirkungen in
immunkompetenten Mausen in vivo sowie in humanem Lungengewebe ex vivo untersucht. In
beiden Ansatzen konnte durch die einmalige Gabe des Phagen eine signifikante Reduktion der
Bakterienlast gezeigt werden. Im Versuchstier fuhrte die Phagen-Behandlung zu einer deutlichen
Verbesserung des klinischen Verlaufes, die direkte Applikation in die Lunge zeigte weder in vivo

noch ex vivo unmittelbar detektierbare, proinflammatorische Effekte.

7.1 Vergleich mit anderen praklinischen Modellen

Der Einsatz immunkompetenter Mause in Untersuchungen zur Effektivitdt der Phagentherapie
gegen A. baumannii, wie sie in dieser Arbeit durchgefiihrt wurden, wurde in der Literatur bislang
nicht beschrieben. Vergleichbare Studien verwendeten aufgrund der generell geringen
Pathogenitéat von A. baumannii fir gesunde Tiere ausschliel3lich Modelle mit Mausen, in denen
durch mehrfache Applikation des Zytostatikums Cyclophosphamid ein neutropener Immunstatus
induziert wurde. Die darauffolgende Infektion mit A. baumannii zeigte in diesen Modellen regelhaft
einen schweren, meist letalen Verlauf (80-82). Der Fokus dieser Studien lag entsprechend primar
auf dem verbesserten Uberleben im Vergleich zur Kontrollgruppe. In der Arbeit von Jeon et al.
beispielsweise erhielten weibliche C57BL/6 Mause zwei vorbereitende Injektionen
Cyclophosphamid und wurden dann intranasal mit 1 x 10° KbE eines Carbapenem-resistenten A.
baumannii-lsolates infiziert. Nach 30 Minuten wurde Uber dieselbe Route ein zuvor isolierter und
charakterisierter Phage in verschiedenen Dosierungen bzw. eine Ldsungsmittel-Kontrolle
appliziert und die Uberlebensrate liber 12 Tage dokumentiert. Die Autor:innen konnten hierbei
eine dosisabhéangige Reduktion der Mortalitat beobachten, wahrend die Tiere der Kontrollgruppe
bereits nach 3 Tagen euthanasiert werden mussten. Des Weiteren wurde eine Reduktion der
bakteriellen Last von circa drei Logstufen am ersten bzw. sechs Logstufen am dritten Tag post
infectionem festgestellt (82). Ziel der vorliegenden Arbeit hingegen war nicht nur die
Untersuchung der generellen Effektivitdt mit dem Fokus auf eine Reduktion der bakteriellen Last,
sondern auch auf mogliche, proinflammatorische Effekte. Dafiir ist ein intaktes Immunsystem
notwendig. Die Induktion einer Immunsuppression durch Cyclophosphamid fiihrt zu einer
Reduktion der wichtigsten Immunzellen, die zur Abwehr extrazellularer Bakterien nétig sind
(vorwiegend neutrophile Granulozyten und inflammatorische Monozyten) und deren Beurteilung
im Kontext der Phagentherapie bei akuter Infektion relevant ist (23, 98—101). In Ubereinstimmung

mit diesen Ergebnissen haben Roach et al. die besondere Bedeutung des intakten
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Immunsystems in der Effektivitat der Phagentherapie am Beispiel der pulmonalen Pseudomonas
aeruginosa (P. aeruginosa) Infektion beschrieben (102): Mause, deren angeborene
Immunantwort durch einen vollstandigen knockout des Gens fir das Signalwegprotein MyD88
kompromittiert wurde, zeigten eine hohe Letalitat durch die Infektion. In diesen Tieren war die
lytische Aktivitat der Phagen allein nicht ausreichend fur eine effektive Erregerelimination und
konnte den Verlauf im Vergleich zur Applikation von PBS nicht signifikant verbessern. Das
Phanomen wurde als ,Immunsystem-Phagen-Synergismus® (immunophage synergy) bezeichnet
und unterstreicht die Bedeutung des Immunsystems beim erfolgreichen Einsatz von
Bakteriophagen.

Dartber hinaus stellt Neutropenie keinen haufigen Risikofaktor fiir die Infektion mit A. baumannii
dar (23, 103). Aus diesen Grunden wurde in der vorliegenden Arbeit die Verwendung
immunkompetenter Tiere einem maoglicherweise schwereren klinischen Verlauf vorgezogen. Das
verwendete Infektionsmodell der A. baumannii-Pneumonie wurde nach einem publizierten
Protokoll von Knapp et al. etabliert und resultierte in der Ausbildung einer selbstlimitierenden
Pneumonie, wodurch der dort beschriebene Verlauf abgebildet werden konnte (86): dort wurde
die Bedeutung des Toll-like receptor-2 (TLR-2) in der Immunantwort gegen A. baumannii in einem
entsprechenden Pneumoniemodell untersucht. Dabei kam es nach Infektion zu einem
kurzfristigen Anstieg der bakteriellen Last in der Lunge mit einem spontanen graduellen
Rickgang der Bakterienzahl tiber die Zeit. Im Vergleich zu der beschriebenen Publikation wurden
in der vorliegenden Arbeit einige Modifikationen vorgenommen: Zum einen wurde das Volumen
der eingesetzten Bakterien-Lésung verringert (20 ul anstelle von 50 pl), um die Belastung der
Tiere durch die zweifache pulmonale Flissigkeitsapplikation (intranasale Infektion und
intratracheale Behandlung) zu reduzieren. Zum anderen musste, um vergleichbare Effekte zu
erzielen, eine hohere Bakterienkonzentration (5 x 108 anstatt der beschriebenen 1 x 108 KbE)
verwendet werden, um primar das geringere Verteilungsvolumen in den unteren Atemwegen
auszugleichen. Die resultierende Pneumonie in der vorliegenden Arbeit war fur die infizierten
Tiere nicht letal, demzufolge wurden auch keine Unterschiede im Uberleben beobachtet. Einen
Nachteil dieses selbstlimitierenden Modells stellte die rasche Elimination des Erregers dar,
welche auch ohne weitere Intervention oder Therapie stattfand. Aus diesem Grund musste eine
entsprechende Infektionsdosis eingesetzt werden, um eine Uber den Versuchszeitraum
ausreichend hohe pulmonale Bakterienzahl sicherzustellen und um Unterschiede durch die
intratracheale Phagenapplikation detektierbar zu machen.

Ein weiterer Unterschied zu vergleichbaren Studien besteht in der Wahl des
Applikationszeitpunkts der Phagen-Losung. In den bisher beschriebenen Studien wurden die
Phagen entweder kurz vor, gleichzeitig oder nach einem kurzen Zeitintervall (30 Minuten bis
maximal 4 h) nach Infektion appliziert (80—82). Wahrend in diesen Arbeiten praventive Effekte

beispielsweise auf die Erregermanifestation im Fokus standen, sollte in der vorliegenden Arbeit
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die spatere klinische Anwendung bestmdglich simuliert werden. Der therapeutische Einsatz der
Phagen-Lésung erfolgte daher nach Ausbildung Klinischer Zeichen, um Einflusse der
Phagentherapie auf eine bereits ausgebildete Immunantwort feststellen zu kénnen. Diese sollten
neben der Rekrutierung von Immunzellen eine manifestierte pulmonal-vaskulare Barrierestérung
beinhalten, was in entsprechenden Etablierungsexperimenten vorab eruiert wurde.
Dementsprechend war der Applikationszeitpunkt mit 12 Stunden p.i. im Vergleich zur Literatur
deutlich spéater gewahilt.

Ubereinstimmend mit einigen publizierten Arbeiten wurde die Phagen-Lésung lokal appliziert. In
den meisten Arbeiten wurde eine intranasale Applikation der Losung beschrieben, ein Grol3teil
der Bakterien-Phagen-Interaktion spielte sich demnach vermutlich im Bereich des Nasopharynx
der Tiere ab. In der vorliegenden Arbeit wurde fur das Tiermodell die intratracheale Applikation
der Phagen-Losung nach orotrachealer Intubation bevorzugt. Zusétzlich zur direkten,
intratrachealen Applikation erfolgte der Einsatz eines speziellen Verneblers, um eine moglichst
gleichm&Rige Verteilung der Losung im Alveolarraum zu ermoéglichen. Diese Applikationsart
entspricht am ehesten der spéateren klinischen Anwendung, auch wenn die Frage, ob sie der
systemischen zu bevorzugen ist, bislang noch nicht endgiltig geklart ist. So beschreibt eine Arbeit
zur Phagentherapie bei pulmonaler Infektion mit Burkholderia cenocepacia im direkten Vergleich
eine hohere Effektivitat der systemischen Anwendung (104), wahrend eine weitere Arbeit das
Gegenteil beschreibt (105). Eine Studie aus dem Jahr 2021 wiederum konnte bei
Beatmungsassoziierter Pneumonie mit S. aureus keinen Unterschied in der Effektivitat der
einzelnen Applikationswege feststellen (106). Gegen eine systemische Applikation sprechen
beispielsweise die mdgliche Induktion neutralisierender Antikdrper gegen die eingesetzten
Phagen bei wiederholter Gabe (107) sowie eine hdhere Rate systemischer unerwiinschter
Nebenwirkungen, verursacht durch das verbliebene LPS in der Phagen-Lésung (108).

Selbst die eher spat durchgefiihrte Phagenapplikation in der vorliegenden Arbeit konnte den
klinischen Verlauf noch verbessern, bemessen an klinischem Score und Temperatur. Diese hier
verwendeten klinischen Verlaufsparameter wurden in vergleichbaren Arbeiten bislang nur
unregelmafig beschrieben (81, 82, 84, 86, 104, 106), weshalb ein direkter Vergleich schwierig
ist. Eine ahnliche Verbesserung des klinischen Verlaufes nach Therapie mit Phagen-
Komponenten konnte aber beispielsweise von Doehn et al. beobachtet werden (89, 109): Im
murinen Pneumoniemodell mit Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae) erhielten die Tiere
eine einmalige intratracheale Applikation des Phagenlysins CPL-1, wodurch das Auftreten einer
Hypothermie verhindert werden konnte. Der Hauptunterschied zur vorliegenden Arbeit ist, neben
dem Einsatz eines vollstdndigen Phagen, die Verwendung eines gramnegativen Erregers mit
einem abweichenden Infektionsverlauf. Wahrend es in der Arbeit von Doehn et al. bei der
Infektion mit S. pneumoniae typischerweise verzdogert zum Beginn der Krankheitssymptomatik

mit Hypothermie kam (ab ca. 36-48 Stunden p.i.), wiesen die Tiere in der vorliegenden Arbeit bei
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der Infektion mit A. baumannii einen friihen Abfall der Temperatur auf. Pathophysiologischer
Hintergrund stellt bei ersterem die beginnende invasive Infektion durch S. pneumoniae dar,
wahrend bei A. baumannii die frilhe Stimulation mit dem Endotoxin der gramnegativen Erreger
fur eine rasche Immunreaktion mit Hypothermie sorgt (110). Analog zur generellen Pravention
der Hypothermie in der Arbeit von Doehn et al. durch die Phagenlysine, war die intratracheale
Applikation der Phagen in der vorliegenden Arbeit mit einer friheren Normalisierung der
Kdrpertemperatur assoziiert und ist am ehesten auf eine friihe lokale Reduktion der Bakterien im
Alveolarraum zurtckzufthren.

In den histologischen Untersuchungen zeigte sich das Bild einer zentral betonten
Bronchopneumonie verursacht durch A. baumannii (2). Nach Behandlung mit dem
Bakteriophagen konnte ein geringer ausgepragtes Schadigungsmuster mit geringerer
Inflammation dargestellt werden. Es konnten jedoch keine unterschiedlichen Gesamtzellzahlen
festgestellt werden, weder in der Zellz&hlung im Rahmen der histologischen Untersuchungen
noch in den unabhangig durchgefuhrten Experimenten mit quantitativer Bestimmung mittels
Durchflusszytometrie oder auf systemischer Ebene in der Zirkulation mittels Zellcoulter.

7.2 Reduktion der bakteriellen Last durch die Phagenapplikation
7.2.1 Reduktion im in vivo Modell

Die direkte, einmalige Applikation der Phagen-Ldsung konnte eine Reduktion der bakteriellen
Last auch bei verzdégertem Therapiebeginn um eine Log-Stufe erzielen. Dies wurde mittels zweier
voneinander unabhéngiger Methoden nachgewiesen, durch direkte Auszahlung Koloniebildender
Einheiten und mittels immunhistochemische Farbung gegen Acinetobacter in der Histopathologie.
Auch wenn hier keine vollstéandige Elimination der Bakterien erreicht werden konnte, so war die
Reduktion durch eine einmalige Gabe dennoch ausreichend, um den klinischen Verlauf zu
verbessern. Das Ausmalf} der Reduktion deckt sich mit vergleichbaren Studien, in denen eine
einmalige Applikation der Phagen auch zu keiner vollstadndigen Eradikation flhrte (111-114). Als
Erklarung kommt in Betracht, dass das zufallige, raumliche Aufeinandertreffen von Phagen und
Bakterium, welches die Grundvoraussetzung fir die erfolgreiche Infektion und Lyse ist, nicht
ausreichend erfolgte. Die begrenzte Reduktion kénnte demnach durch die komplexe Anatomie
der Lunge und die Struktur des Alveolarraums bedingt sein, die das Aufeinandertreffen behindern
kann. Zuséatzlich konnten pathophysiologische Veréanderungen im Rahmen der Infektion, wie die
unzureichende Ventilation entziindeter Lungenareale nach der Ausbildung eines alveolaren
Odems eine Begegnung von Bakterien und Phagen erschweren, da diese zunachst Flissigkeit
und Zelldetritus Gberwinden missen. Auch wenn haufig auf das Konzept der eigenstandigen
Replikation der Phagen am Ort der Infektion (engl. auto-dosing) verwiesen wird (67, 115), so ist

auch in diesem Kontext die Préasenz von suszeptiblen Bakterien und der direkte Kontakt zwischen
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Phagen und diesen erforderlich. Die vollstandige Elimination durch eine einmalige Anwendung
ware, auch unter der Berlcksichtigung des Auto-dosings, aufgrund der zuvor genannten
Einschrankungen, eher unwahrscheinlich. Analog zur Antibiotikabehandlung koénnte eine
effektivere Verringerung der Bakteriendichte durch die repetitive Applikation der Phagen-Lésung
gelingen, wie es z. B. bei den ubrigen Antiinfektiva in der klinischen Praxis durchgeflihrt wird.
Selbst in vergleichbaren Arbeiten, bei denen die Effektivitat von Antibiotika untersucht wurden,
gelingt in der Regel keine vollstandige Eradikation nach einer einmaligen Anwendung (84),
dasselbe gilt fir Kombinationstherapien von Phagen oder Phagenlysinen mit Antibiotika (89, 106,
109, 112). Allerdings ist aufgrund der intratrachealen Applikation mittels Intubation eine
wiederholte Applikation in diesem Modell nur schwer durchfuhrbar. Selbst unter optimalen
Bedingungen bleibt die Intubation technisch anspruchsvoll und fiihrt haufig zu einer mehr oder
weniger schweren Irritation der Glottis, die potenziell zu beeintrachtigenden Schwellungen und
vegetativen Reizungen flihren kann. Eine mdgliche Alternative dazu ware die nasale Inhalation
mittels spezieller Geréte fur Kleinnager (engl. nose only inhalation, NOI). Diese ist wiederum mit
anderen Schwierigkeiten verbunden und umfasst Faktoren wie zusétzlichen Stress fir die
Versuchstiere bei der notwendigen Fixierung in den Inhalationssystemen oder der Verlust von
Phagen durch Aerosol-Deposition im Totraum des Inhalationssystems und in den oberen
Atemwegen. Zuséatzlich kénnte die bakterizide Wirkung der Phagen durch die Verwendung eines
hdéheren Phagentiters in der applizierten Losung verbessert werden. Eine solche Erhéhung
wiederum ist technisch limitiert und bedarf weiterer Optimierungen des Herstellungs- und

Aufreinigungsprozesses (71).

7.2.2 Reduktion im humanen ex vivo Modell

In dieser Arbeit wurde erstmals die Reduktion der bakteriellen Last durch Phagen in einem ex
vivo Modell der humanen Lunge demonstriert. Bedingt durch Besonderheiten des Modells
(direkte Injektion der Bakterien und Phagen in das Lungengewebe, fehlende zuséatzliche
Rekrutierung von Immunzellen) wurden hier andere Zeitintervalle gewahlt (96), eine direkte
Adaptation des murinen Modells war nicht mdglich. Der Fokus der ex vivo Untersuchungen lag
primar auf moglichen, frihen proinflammatorischen Effekten des Phagen-Wirt-Systems in
humanem Gewebe, weshalb das Modell auf kirzere Zeitintervalle angepasst wurde. Die
transiente Reduktion der Bakterien unterhalb der Nachweisgrenze nach 2 Stunden sowie der
erneute Nachweis von Bakterien nach 4 und 6 Stunden erklaren sich am ehesten mit dem
Wachstum von Bakterien aus Gewebsarealen, die von den Phagen initial nicht erreicht wurden.
Die vollstandige Reduktion nach 2 bzw. teilweise vollstandige Reduktion nach 4 Stunden ist
vermutlich darauf zurtickzufiihren, dass die eventuell in der Probe verbliebenen Bakterien nicht

erfasst wurden. Ursachlich kamen die gleichen Faktoren wie im in vivo Modell in Frage, wie die
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komplexe dreidimensionale Mikroanatomie der Lunge oder Inaktivierung der Phagen durch
niedrigen Gewebe-pH bzw. Phagozytose durch Alveolarmakrophagen, die ein effektives auto-
dosing der Phagen verhindert haben koénnten. Als alternative Erklarung fur das erneute
Wachstum kame theoretisch die Selektion Phagen-persistenter bzw. -resistenter Klone in
Betracht (116, 117). Bei den persistenten Bakterien kommt es zu einer transienten, meist
metabolischen Adaption, welche die Klone gegeniber bakteriziden Agenzien (so auch Phagen)
unempfindlich macht. Dem kann die Modifikation spezieller Oberflachenstrukturen, wie z. B. des
LOS zugrunde liegen, wie es flr A. baumannii auch als Resistenzmechanismus bei der Therapie
mit Colistin beschrieben wurde (118). Daneben kame eine verstarkte Expression diverser
Enzyme in Frage, wie der bakteriellen Kommunikation (engl. Quorum sensing) oder des
bakteriellen Immunsystems (CRISPR/cas), welche beispielsweise durch epigenetische
Verédnderungen vorgenommen werden (119-121). Im Gegensatz dazu kommt es bei einer
Resistenz zu einer genetisch fixierten Veranderung im Rahmen einer oder mehrerer Mutationen
im Genom, welche die Bakterien dauerhaft gegen einen Phagen unempfindlich machen wirden.
Beides erscheint in dieser Modellkonstellation aufgrund des kurzen Untersuchungszeitraums
unwahrscheinlich, da die beschriebenen Verdnderungen nach deutlich langeren
Untersuchungszeitraumen festgestellt wurden (122, 123), diese waren aber nicht Gegenstand
der vorliegenden Arbeit. Diese Fragen zum Ausmalfd der Reduktion, der Phagen-Verteilung oder
dem Auftreten persistenter bzw. resistenter A. baumannii Klone kénnten kinftig in weiteren
Untersuchungen adressiert werden, beispielsweise durch Ausplattieren des gesamten
Gewebehomogenats untersucht werden, die auch mit einer Bestimmung der Phagen-
Konzentration im Gewebe kombiniert werden und die weitere Testung isolierter Bakterienkolonien

auf Persistenz oder Resistenz einschlieRen sollten.

7.3 Keine Anzeichen proinflammatorischer Reaktionen nach Phagentherapie

Mdgliche proinflammatorische Effekte der pulmonalen Phagenanwendung bei gramnegativen
Erregern wie A. baumannii sind einer der Hauptgriinde fiir Bedenken beziglich einer Anwendung
von Phagen in der klinischen Praxis. Diese konnten beispielsweise Uber die verstarkte
Freisetzung von Endotoxin nach der Phagen-vermittelten Lyse verursacht werden (124) und ein
Lungenddem im Rahmen der Pneumonie zusatzlich verstarken (125). In der vorliegenden Arbeit
konnte kein nachteiliger Einfluss durch die Applikation von Bakteriophagen auf den Verlauf der
Infektion im verwendeten Modell festgestellt werden. Darin bestatigen die Ergebnisse bisherige
Studien, in denen der klinische Verlauf bzw. die Uberlebensrate der Tiere durch die pulmonale
Phagenapplikation nicht verschlechtert wird (80-82, 111). Insbesondere kam es in der
vorliegenden Arbeit durch die intratracheale Applikation der Phagen-Losung zu keiner

Verstarkung der pulmonal-vaskularen Barrierestérung. Zu &hnlichen Ergebnisse kamen auch
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Dufour et al., wobei dort die inhalative Phagenapplikation mit einer konventionellen
Antibiotikatherapie in der Pneumonie mit E. coli verglichen wurde und das Ausmal der
Lungenddemformation tber Bestimmung des Lungengewichts (engl. wet to dry ratio) quantifiziert
wurde (111). Dieselben Autor:innen konnten in einer anderen Arbeit zusatzlich zeigen, dass die
freigesetzte Menge von Endotoxin durch Phagenlyse geringer ausfallt als nach Gabe eines
Betalaktamantibiotikums und eher vergleichbar mit der freigesetzten Menge nach Applikation von
Aminoglykosiden ist (126).

Auch auf der Ebene lokaler und systemisch sezernierter proinflammatorischer Mediatoren liel3
sich in dieser Arbeit keine weitere Steigerung nach Phagenapplikation feststellen, weder im
Rahmen der Infektion mit A. baumannii noch durch die intratracheale Applikation der eingesetzten
Phagen-Losung per se. Fur das Chemokin CCL2 beispielsweise wurde sogar eine geringere
Sekretion bei den infizierten und therapierten Tieren gemessen, mdglicherweise als Ausdruck
einer beschleunigten Immunabwehr. Auch zeigten s&dmtliche scheininfizierte Tiere, die Phagen
erhalten hatten, keinerlei Verdnderungen im klinischen Verhalten noch in der Sekretion
proinflammatorischer Mediatoren. Dies steht in gewissem Widerspruch zu der bereits zitierten
Arbeit von Prazak et al. (112), in der nach intravendser Phagenapplikation gegen S. aureus eine
vermehrte Freisetzung von IL-1pB in nicht infizierten Tieren festgestellt wurde. Ahnliche Effekte
wurden in einer anderen Arbeit an isolierten peripheren Blutzellen in vitro berichtet (127). Im
Modell der vorliegenden Arbeit konnte dieser Effekt nicht beobachtet werden. Die
widersprichlichen Ergebnisse in der zitierten Arbeit kdnnten auf die verwendeten Phagen-
Wirtssysteme, den unterschiedlichen Modellorganismus (Ratte) oder auf die systemische
Exposition durch intraventse Applikation der Phagen-L6sung zurlickzuftihren sein. Vor diesem
Hintergrund erscheint eine lokale Applikation tatsachlich von Vorteil, auch wenn die statistisch
signifikante Erhdhung in den zitierten Arbeiten von IL-1p nicht automatisch auf eine biologische
Relevanz schlief3en lasst, sondern stets im Kontext weiterer klinischer Veranderungen bewertet
werden muss. Untermauert wird der potenzielle Vorteil der lokalen Applikation durch eine
nachfolgende Arbeit derselben Autor:innen. Dort wurden in einem sehr dhnlichen Modell diese
Unterschiede weiter charakterisiert und gezeigt, dass die inhalative Phagen-Applikation im
direkten Vergleich zur intravenésen Gabe eine geringe Freisetzung von IL-13 zur Folge hat (106).
Als weiteren Naherungsschritt zur Situation im Menschen und vor demselben Hintergrund wurde
im Rahmen dieser Arbeit die Phagen-Anwendung zusatzlich an humanem Gewebe untersucht.
Hier zeigten sich ebenfalls keine gesteigerten Konzentrationen der friih sezernierten Zytokine IL-
1B und IL-8. Vergleichbare Untersuchungen zur Phagentherapie an humanem Lungengewebe
wurden bislang in der Literatur nicht beschrieben, was einen direkten Vergleich oder eine
Einordnung erschweren. Eine Studie hat die Stimulation einer immortalisierten

Alveolarepithelzelllinie untersucht und konnte dabei keine erhdhte Zytotoxizitat feststellen, welche
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mittels Trypanblau-Farbung in der Mikroskopie untersucht wurde, proinflammatorische
Mediatoren wurden dabei nicht gemessen (83). Vorteil des verwendeten Modells der humanen
Lunge ist die direkte Verwendung primaren humanen Gewebes im natirlichen Zellverband,
dessen unmittelbare Reaktionen der Situation im Patienten dhneln und daher eine zuverlassige
Néaherung Uber etwaige unerwinschte Sofortreaktionen zulasst (96, 128). Eine Einschrankung
dieses Modells ist die fehlende Rekrutierung von Immunzellen, so dass hier bestenfalls
vorhandene, ortsstéandige Immunzellen (Alveolarmakrophagen, Mastzellen) miterfasst wurden.
Die zum Teil mangelnde Sekretion der Zytokine (vor allem der Kontrollgruppen) kann dariiber
hinaus zumindest teilweise auf eine schlechte Stimulierbarkeit des Lungengewebes
zurlickzufiihren sein, die modellbedingt einer interindividuellen Varianz zwischen den
verschiedenen Patientenspendern unterliegt und auch stark von der Qualitat der gewonnenen
Proben abhangt. Kunftige Untersuchungen sollten eine wiederholte Applikation der Phagen-
Losung sowie die Untersuchung spaterer Zeitpunkte beinhalten. Darliber hinaus sollte auch eine
mikroskopische Untersuchung des humanen Lungengewebes erfolgen, um zytotoxische Effekte

auszuschliefRen.
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7.4 Kunftige Ansatze und Ausblick

Nach der erfolgreichen Demonstration der Phagenbehandlung in zwei unterschiedlichen
experimentellen Modellen in der vorliegenden Arbeit sind in Zukunft weitere Schritte notwendig,
um eine Etablierung der Phagentherapie in der klinischen Praxis auf absehbare Zeit zu
ermaoglichen.

So mussen ahnliche Experimente auf andere Erreger ausgeweitet werden, die eine besonders
hohe Relevanz im Bereich der multiresistenten Lungeninfektionen haben, um weitere
experimentelle Evidenz fir den Einsatz zu schaffen. Zu nennen waren weitere Vertreter der
typischen ESKAPE-Erreger, wie Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, E. coli und
S. aureus. Dariiber hinaus sollten Untersuchungen eine vertragliche, repetitive pulmonale
Applikation der Phagen-L6sung beinhalten, um die Effektivitat der bakteriellen Elimination weiter
zu steigern. Fir eine zusatzliche Erh6hung der Effektivitdt kommt auch die kombinierte Gabe mit
verschiedenen Antibiotika in Frage: Verschiedene Untersuchungen konnten zeigen, dass durch
Zusatz von Phagen in bestimmten Konstellationen die Sensibilitdt von multiresistenten Erregern
gegen bestimmte Substanzen wieder hergestellt werden kann (129-132). Hintergrund sind
vermutlich Veranderungen auf Genexpressionsebene oder Anpassungen im Metabolismus der
bakteriellen Zellwand, die gegen den Phagenbefall schitzen sollen, aber gleichzeitig die
Empfindlichkeit gegen bestimmte Antibiotika erhthen. Umgekehrt gibt es auch Hinweise darauf,
dass sublethale Antibiotika-Konzentrationen bei gleichzeitiger Exposition mit Phagen zu einer
gesteigerten Produktion und Freisetzung von Virionen filhren. Dieses Wechselspiel wurde mit
dem Terminus ,Phagen-Antibiotika-Synergismus®“ (PAS) beschrieben (133). Gleichzeitig kénnen
bestimmte Kombinationen im Gegensatz dazu die Phageninfektion hemmen, wie z. B. Inhibitoren
der bakteriellen Proteinbiosynthese (wie Aminoglykoside), die den Replikationszyklus der Phagen
unterbrechen (134).

Neben der rein experimentellen Evidenz miussen zwingend kontrollierte klinische Studien an
gesunden Probanden und im Anschluss an Patienten durchgefiihrt werden, bevor eine offizielle
Zulassung der Phagentherapie denkbar ist. In den vergangenen Jahren wurden bereits einige
solcher Studien zu verschiedenen Infektionen durchgefiihrt und beinhalten Phagentherapie im
Rahmen von Otitis media (135), infektioser Diarrhoe (73), infizierter Verbrennungswunden (74)
und Harnwegsinfektionen (75). Auch wenn nur die erstgenannte eine hohere Effektivitat im
Vergleich zu Kontrollbehandlung zeigen konnte, so konnten durch diese Studien insgesamt
wichtige Erkenntnisse gewonnen werden, die fir die Konzeption kinftiger Phagenstudien
herangezogen werden kénnen. Als Beispiel ware hier die Studie PhagoBurn zu nennen (74).
Dabei handelte es sich um eine der ersten randomisierten Phase 1/2-Studien zum klinischen
Einsatz von Phagen in Westeuropa. Untersucht wurde die Applikation eines Phagen-Cocktails

bestehend aus zwolf Phagen bei Verbrennungswunden im direkten Vergleich zur

91



DISKUSSION

Standardbehandlung. Diese Studie musste vorzeitig abgebrochen werden, u.a. aufgrund einer
geringen Stabilitat des Phagenpraparates, die mit einem Titerverlust einherging. Diese
Problematik weist auf die Wichtigkeit der Phagenaufreinigung und Lagerung hin, die in Zukunft
weiter optimiert werden missen (71). Neben einer Verbesserung des klassischen Prozederes,
der Herstellung einer Phagen-Ldsung aus einer Bakterienkultur mit anschlieBender Aufreinigung
von bakteriellen Bestandteilen, kdme zukinftig die Herstellung synthetischer oder gentechnisch
modifizierter Phagen Uber bakterienfreie Replikationssysteme in Frage, wobei entsprechend
keine bakteriellen Lyseprodukte mehr anfallen wirden (136).

Uber diese rein praktischen Fragen hinaus existieren zusatzliche Herausforderungen, die sich
auf die offizielle Zulassung von Phagen auf nationaler und internationaler (europdaischer) Ebene,
den arzneimittelrechtlichen Status von Phagenpraparaten sowie mdglichen Patentschutz
beziehen (137).

7.5 Kunftige Rolle der Phagentherapie

Trotz der inzwischen mehr als einhundertjahrigen Geschichte der Phagentherapie ist es noch ein
weiter Weg bis in die angewandte Praxis. Auch wenn Phagen einen grundsatzlich
vielversprechenden Ansatz gegen Infektionen mit multiresistenten Erregern darstellen, so werden
sie auf absehbare Zeit die Antibiotikabehandlung vermutlich nicht ersetzen kénnen. Nach
heutigem Stand ist noch immer deutlich mehr zuverlassige Evidenz notwendig, um Phagen guten
Gewissens auf breiter Basis einsetzen zu konnen. Ebenfalls ist die Herstellung von
Phagenpraparaten, die arzneimittelrechtlichen Standards geniigen bislang noch sehr aufwandig
und kostenintensiv. Zusatzlich bedarf es flr einen praxisnahen Einsatz einer passenden
Infrastruktur. Dazu zahlen beispielsweise der Aufbau entsprechender Phagenbanken, adaquat
ausgestatteter Labore zur Vorabdiagnostik, wie Suszeptibilitatsprifungen von Phagen und
Bakterien, sowie die Involvierung pharmazeutischer Unternehmen. Die Erfahrungen der
Antibiotikaresistenzkrise legen zudem nahe, dass der Einsatz von Phagen nicht unkontrolliert
erfolgen darf, um das zusatzliche Auftreten von Phagen-resistenten Erregern nicht zu
begiinstigen. lhr Einsatz konnte daher, beispielsweise im Rahmen einer erganzenden
Behandlung bei therapierefraktéarer chronischer Infektion in spezialisierten Zentren erfolgen.

Mit dem Abschluss dieser Arbeit sollte ein Beitrag zu diesem gesamten Prozess geleistet werden.
Die praktischen Erfahrungen, die gewonnen wurden, konnten mit dazu beitragen, die erste
klinische Studie zur Phagentherapie gegen chronische Lungeninfektionen in Deutschland

vorzubereiten und auf den Weg zu bringen (71).
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