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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Einfluss des Lipopeptides MALP-2 auf den Verlauf der sekundiren

Pneumokokkenpneumonie nach Influenzavirusinfektion im murinen Modell

Sekundire bakterielle Infektionen stellen eine bedeutende Komplikation der Infektion mit dem
Influenza-A-Virus dar. Die Influenzavirusinfektion fiihrt zu einer Schwichung der angeborenen
Immunabwehr der Lunge und damit zu einer verringerten pulmonalen Erregerelimination.
Haufigster Erreger der sekunddren Pneumonie bei Influenza ist das Bakterium Streptococcus
pneumoniae. Trotz moderner antibiotischer Therapie ist die Letalitdt der sekundidren Pneumonie
bei Influenza betriachtlich. Die lokale Stimulation des angeborenen Immunsystems der Lunge
stellt eine neuartige Therapiestrategie dar, die auf die Aktivierung vorhandener
Abwehrmechanismen des Organismus abzielt. Toll-like Rezeptoren (TLR) erkennen bestimmte,
hochkonservierte Bestandteile von Pathogenen und fiihren zu einer Aktivierung des angeborenen
Immunsystems. Das in dieser Arbeit verwendete Lipopeptid macrophage-activating lipopeptide

of 2 kDa (MALP-2) ist ein spezifischer Agonist des TLR-2/6-Rezeptordimers.

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der Wirksamkeit einer lokalen Stimulation
der pulmonalen Immunabwehr mit MALP-2 in der Privention der sekundiren
Pneumokokkenpneumonie nach pulmonaler Vorschiddigung durch Influenzavirusinfektion. Zur
Analyse der Auswirkungen von MALP-2 auf eine vorbestehende Influenzavirusinfektion wurden
weibliche C57BL/6 Miuse transnasal mit dem Influenzavirus A/HIN1/PR/8/34 infiziert und 5 d
spater intratracheal mit MALP-2 behandelt. Die Applikation des MALP-2 induzierte eine
Rekrutierung von Leukozyten in die Influenzavirus-infizierte Lunge mit Ausschiittung
proinflammatorischer Zytokine. Die Auswirkungen der MALP-2-Stimulation blieben dabei auf

die Lunge beschrinkt und ohne Einfluss auf den Verlauf der viralen Infektion.

Um den Effekt der MALP-2-Stimulation auf die sekundidre Pneumokokkenpneumonie zu
untersuchen wurden Influenzavirus-infizierte Tiere mit S. pneumoniae transnasal infiziert. Durch
die sekundire bakterielle Infektion wandelte sich das histologische Bild der Virus-bedingten
bronchointerstitiellen Pneumonie zu einer eitrigen Bronchopneumonie. Die pulmonale MALP-2
Behandlung der Influenzavirus-infizierten Tiere 24 h vor der S. pneumoniae-Infektion reduzierte
die bakterielle Erregerlast in der Lunge und verbesserte die Uberlebensrate bei sekund:irer

Pneumokokkenpneumonie. Die immunstimulatorische Behandlung mit MALP-2 fiihrte jedoch
4
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nicht zu quantitativen Verdnderungen in der Zytokinsekretion oder der Leukozytenrekrutierung
in den bronchoalveoldren Raum wihrend der sekunddren Pneumokokkenpneumonie. Es kam

auch nicht zu einer iiberschieBenden systemischen Entziindungsreaktion.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit eine Verbesserung der
pulmonalen Immunabwehr bei Influenzavirusinfektion durch lokale Stimulation mit MALP-2
mit verbesserter Erregerelimination und gesteigerter Uberlebensrate bei sekundirer

Pneumokokkenpneumonie.



Abstract

Abstract

Effects of pulmonary immunostimulation with MALP-2 on the course of secondary

pneumococcal infection in influenza virus-infected mice

Pulmonary infection with influenza virus is frequently complicated by secondary bacterial
pneumonia. Influenza virus infection impairs the innate immune system resulting in reduced
elimination of bacterial pathogens in the respiratory tract. The most prevalent pathogen inducing
secondary pneumonia following primary influenza virus infection is Streptococcus pneumoniae.
Despite potent antimicrobial therapy bacterial superinfection is still associated with a high case
fatality rate. Local stimulation of the innate immune system in the lung is a novel strategy to
prevent secondary bacterial infections by improving the host innate immune response. Specific
molecular components of bacteria and other pathogens induce a local inflammatory reaction by
activating Toll-like receptors of host cells. The macrophage-activating lipopeptide of 2 kDa
(MALP-2) used in this study is a specific agonist for the TLR-2/6 receptor dimer.

The objective of this study was to evaluate the effect of local stimulation of the pulmonary
immune response with MALP-2 in influenza virus-infected mice on the course of secondary
pneumococcal pneumonia. In a first set of experiments, female C57BL/6N mice were treated
intratracheally with MALP-2 5 d after transnasal infection with influenza virus A/H1N1/PR/8/34
to study the effect of the pulmonary immuno-stimulation on the preexisting influenza virus
infection. In influenza virus-infected mice, MALP-2 induced the release of proinflammatory
cytokines and the recruitment of leukocytes into the bronchoalveolare space. The impact of the
immuno-stimulation with MALP-2 was limited to the lung without any detectable systemic
effects. Furthermore, no significant changes of the clinical parameters, the viral replication or the

course of the influenza virus infection were observed.

To study the impact of MALP-2 stimulation on secondary pneumococcal pneumonia, influenza
virus-infected mice were transnasally infected with S. pneumoniae 24 h after intratracheal
MALP-2 treatment. The bacterial superinfection caused purulent bronchopneumonia revealed by
histopathological examination of the lung. In this model, MALP-2 treatment significantly
reduced the bacterial burden of the lung and increased the survival rate after secondary
pneumococcal infection. MALP-2 stimulation prior to secondary S. pneumoniae infection had,

however, no effect on the local and systemic leukocyte recruitment and cytokine release.
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In conclusion, the results of this study indicate that local immunostimulation with the TLR2/6-
agonist MALP-2 in influenza virus-infected mice prior to secondary pneumococcal

superinfection improves bacterial elimination and increases survival.



Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die ambulant erworbene Pneumonie

Die Pneumonie stellt eine der hiufigsten Infektionskrankheiten sowohl in Deutschland als auch
weltweit dar. Infektionen der Lunge und der Atemwege verursachen weltweit 2,7 Millionen

Todesfille im Jahr (1).

Eine ambulant erworbene Pneumonie (community-acquired pneumonia, CAP) bezeichnet eine
akute mikrobielle Infektion des Lungenparenchyms, die im Gegensatz zur nosokomialen
Pneumonie nicht im Rahmen eines Krankenhausaufenthaltes erworben wurde. In Deutschland
werden jedes Jahr circa 200 000 Menschen wegen einer ambulant erworbenen Pneumonie
stationdr behandelt. Zusitzlich werden circa 200 000 — 400 000 Patienten mit Pneumonie
ambulant versorgt (2, 3). Streptococcus pneumoniae (Pneumokokken) wird in iiber 40 % der
Fille als Erreger identifiziert und ist damit der mit Abstand hiufigste Erreger der ambulant
erworbenen Pneumonie in Deutschland. Seltener werden Haemophilus influenzae, Mycoplasma
pneumoniae, Influenza-A-Virus, Staphylococcus aureus oder andere als auslosendes Pathogen

festgestellt (3).

Neben der Art, der Menge und der Virulenz des aufgenommenen Erregers ist die
Abwehrbereitschaft des Organismus fiir die Pathogenese der Pneumonie von groer Bedeutung.
Sind die Abwehrmechanismen geschwicht, besteht ein erhohtes Risiko, an einer ambulant
erworbenen Pneumonie zu erkranken. Risikopopulationen fiir die Entwicklung einer Pneumonie
und schwerere Krankheitsverldufe sind sehr junge (unter 6 Jahren) und iltere Patienten (iiber 65
Jahren). Die Letalitit reicht fiir stationére Patienten von <1,5 % fiir junge Erwachsene bis 19,1 %
fir Patienten im neunten Lebensjahrzent. Vorerkrankungen der Lunge wie die chronisch
obstruktive Lungenerkrankung (COPD) fiihren ebenfalls zu einer gesteigerten Anfilligkeit fiir
pulmonale Infektionen. Auch systemische Erkrankungen wie Diabetes mellitus,
Niereninsuffizienz, chronische Lebererkrankungen, Herzinsuffizienz, koronare Herzerkrankung,
Immunschwiche, neurologische Erkrankungen und Malignome erhohen die Gefahr fiir die
Entstehung einer ambulant erworbenen Pneumonie (3, 4). Respiratorische Virusinfektionen,
insbesondere Influenza, fiihren iiber vielfiltige Mechanismen (Abschnitt 1.3.2) auch ohne
weitere priadisponierende Erkrankungen zu einer verringerten pulmonalen Erregerelimination mit

stark erhohtem Risiko fiir eine sekundare bakterielle Pneumonie (5).
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Die typische klinische Darstellung einer ambulant erworbenen Pneumonie durch S. pneumoniae
beinhaltet Fieber, Dyspnoe, allgemeines Krankheitsgefiihl, produktiven Husten und eitriges
Sputum. Diese Symptomatik liegt in vielen Féllen nicht vollstindig vor. Die Abgrenzung zu
anderen Infektionen der unteren Atemwege ist klinisch nicht zuverldssig moglich. Der direkte
Nachweis des Erregers der Pneumonie kann aus Sputum, Blut oder Lavagefliissigkeit durch
Anzucht auf Blutagarplatten und mikrobiologischer Differenzierung erfolgen. Der Nachweis von
S. pneumoniae-Antigen ist auch aus dem Urin moéglich. Wird nicht rechtzeitig eine addquate
Therapie eingeleitet, kann es zur Progredienz der Erkrankung kommen. Es ist der Ubertritt der
Erreger in die Blutbahn (Bakteridmie) und die Entstehung einer schweren systemischen
Entziindungsreaktion im Sinne einer pneumogenen Sepsis moglich. Potenzielle Folgen sind
respiratorisches Versagen, septischer Schock, Multiorganversagen und Tod innerhalb weniger
Tage nach Krankheitsbeginn. Bei akutem Auftreten von ausgepridgter respiratorischer
Insuffizienz und radiologisch gesicherter Beteiligung der gesamten Lunge spricht man auch vom

Acute Respiratory Distress Syndrom (ARDS) (2, 6).

Um schwerwiegende Komplikationen einer ambulant erworbenen Pneumonie zu vermeiden,
sollte die Therapie zum frithestmoglichen Zeitpunkt begonnen werden. Bei noch nicht
abgeschlossener mikrobiologischer Diagnostik erfolgt eine empirische antimikrobielle Therapie
in Abhédngigkeit von dem zu erwartenden Erregerspektrum und der lokalen Resistenzsituation.

Hierbei kommen meist B-Lactame, Makrolide oder Fluorchinolone zum Einsatz (2).

1.1.1 Streptococcus pneumoniae

S. pneumoniae ist der haufigste Erreger der ambulant erworbenen Pneumonie, aber auch ein
hiufiger Kolonisationskeim im Oropharynx gesunder Menschen. Eine asymptomatische
Besiedelung des Oropharynx durch Pneumokokken findet sich bei Kindern in ca. 50 %, bei
Erwachsenen in bis zu 12 % der Fille. Die Ubertragung erfolgt als Tropfcheninfektion von
Mensch zu Mensch. Aufler bei der Pneumonie werden Pneumokokken gelegentlich auch als
Erreger bei der bakteriellen Meningitis, Otitis media und Sepsis identifiziert (7, 8). Die Infektion
der Lunge erfolgt durch Abstieg des Erregers in die Lunge per Mikroaspiration von Sekret aus
dem Oropharynx. Die physiologischen Abwehrmechanismen der Lunge (Kapitel 1.3) verhindern

in der Regel die Entstehung einer klinisch manifesten Pneumonie (4).
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Mikroskopisch prisentieren sich Pneumokokken als ovale bis lanzettférmige, grampositive
Diplokokken (Abbildung 1), welche von einer Polysaccharidkapsel umgeben sind (9). Die
Unterteilung in tiber 91 verschiedene Serotypen erfolgt anhand der Antigenstrukturen der
Polysaccharidkapsel (6). Auf Blutagar wichst der Erreger in glatten, schleimigen Kolonien unter
Ausbildung einer a-Hdmolyse. Pneumokokken sind fakultativ anaerob und bevorzugen eine 5 %
COz-Athmosphidre. Die Abgrenzung von anderen o-hdmolysierenden Streptokokken erfolgt

durch Nachweis der Empfindlichkeit gegen Optochin (9).

Abbildung 1: Streptococcus pneumoniae. (http://phil.cdc.gov/phil/home.asp, ID #: 9996 [Stand:
15.08.2017])

Pneumokokken besitzen eine Reihe von Pathogenititsfaktoren, welche die Virulenz des
jeweiligen Stammes entscheidend beeinflussen. Besondere Bedeutung kommt der
Polysaccharidkapsel zu, welche die Opsonierung des Erregers durch Komplementfaktoren
unterbindet und so die Phagozytose durch Zellen des Immunsystems verhindert (10). Bei
Kontakt mit dem respiratorischen Epithel kommt es zur Phasenvariation, d.h. die Kapsel wird
deutlich verringert, um die Adhidsion am Epithel zu verbessern (11). Das zytoplasmatische
Pneumolysin ist ein weiterer Pathogenititsfaktor, der bei der Autolyse des Bakteriums freigesetzt
wird. Es wirkt zytotoxisch auf pulmonales Endothel und alveoldres Epithel und vermindert die

Barrierefunktion dieser Gewebe, so dass es zum Ubertritt von Blutbestandteilen in das
10
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Lungeninterstitium  kommt (12). Auch verschiedene Oberflichenproteine stellen
Pathogenititsfaktoren dar, wie u.a. PspA (pneumococcal surface protein A), CbpA (choline-
binding protein A), PsaA (pneumococcal surface adhesin A) und Enzyme, wie z.B.
Neuraminidase, Hyaluronidase und Autolysin (13, 14). Das Zusammenspiel der verschiedenen
Pathogenitétsfaktoren des Bakteriums und der Suszeptibilitit des Wirtes entscheidet iiber den

Verlauf und Schweregrad einer Infektion.

In der Therapie der Pneumokokken-Pneumonie werden hiufig Betalaktame, Fluorchinolone und
Makrolide eingesetzt. Resistente Serotypen, die unempfindlich fiir einen oder mehrere der
eingesetzten Wirkstoffe sind, nehmen weltweit zu und stellen ein zunehmendes Problem in der
Behandlung der S. pneumoniae-Pneumonie dar (15). Laut dem Bericht des European Centre for
Disease Prevention and Control von 2015 liegt in Deutschland bei 4,4 % der S. pneumoniae-
Isolate eine Resistenz gegeniiber Penicillinen vor. Fiir Makrolide ist die Situation noch
gravierender mit Resistenz bei 7,1 % der Isolate von S. pneumoniae. In anderen europdischen
Landern ist die ungeniigende Wirksamkeit von Penicillinen noch weit hdufiger mit
beispielsweise 22,3 % in Frankreich und 27,9 % in Spanien (16). Durch die eingeschriinkte
Wirksamkeit der konventionellen Therapie steigt die Bedeutung von prophylaktischen
MaBnahmen. Zur Prophylaxe sind Pneumokokken-Impfstoffe verfiigbar, die zu einer
verringerten Zahl von Erkrankungen durch S. pneumoniae und Senkung der Mortalitit bei
dlteren Menschen fiihrten. Die Impfung wird fiir alle Patienten mit erhdhtem Risiko einer
Pneumokokkenerkrankung empfohlen, insbesondere fiir Patienten ab dem 60. Lebensjahr,
Kleinkinder, Bewohner von Altenpflegeeinrichtungen und Patienten mit schweren chronischen
Vorerkrankungen. Aktuell verfiigbare Polysaccharid-Impfstoffe induzieren die Bildung von
Antikorpern gegen maximal 23 der 91 bekannten Serotypen von S. pneumoniae. Die spezifische
Immunantwort auf die Pneumokokken-Impfung ist allerdings gerade bei den am meisten
gefihrdeten Gruppen, wie Immunsupprimierten, Kleinkindern und élteren Patienten, hiufig
unzureichend (2, 6). Zudem kommt es zu Selektion und vermehrter Ausbreitung von Serotypen,

die vom Impfstoff nicht erfasst werden (17).

Die Reduktion der Mortalitit durch die aktuell verfiigbaren Behandlungsmoglichkeiten bleibt
insbesondere fiir Hochrisikopatienten ungeniigend, so dass auch weiterhin Bedarf an neuen
Therapie- und Priventionsstrategien besteht. Eine Stimulation des angeborenen Immunsystems
der Lunge zeigte im Tierversuch vielversprechende Ergebnisse bei der Priavention der primiren

schweren S. pneumoniae-Pneumonie (18).
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1.2 Influenza

Akute virale Infektionen der Atemwege hemmen die pulmonalen Abwehrmechanismen und
erhohen die Anfilligkeit fiir sekundére bakterielle Pneumonien. Die grofite Bedeutung kommt
dabei der Influenza zu (2). Die Influenza (oder Grippe) ist eine durch Influenzaviren (Abbildung
2) ausgeloste akute Atemwegsinfektion. Sie tritt regelmiBig als saisonale und regional begrenzte
Epidemie in den Wintermonaten auf. Die saisonale Influenza ist fiir etwa 13 000 Todesfélle pro
Jahr allein in Deutschland verantwortlich (19). Des Weiteren kommt es in unregelméfigen
Abstianden zu weltweiten Pandemien mit oft erheblicher Mortalitit. Besonders gefdahrdet durch
die saisonale Influenza sind Kinder unter 2 Jahren, dltere Menschen iiber 65 Jahre und Menschen

mit chronischen Erkrankungen (20).

Die Influenzaviren werden der Familie der Orthomyxoviridae zugeordnet. Es werden drei Arten
unterschieden: Influenza-A-, B- und C-Virus. Sowohl Influenzavirus Typ A als auch Typ B sind
verantwortlich fiir die saisonalen Epidemien. Pandemien allerdings werden allein vom Influenza-
A-Virus hervorgerufen. Das Influenza-A-Virus besitzt ein achtteilig-segmentiertes,
einzelstrangiges RNA-Genom mit negativer Polaritit, welches 11 Proteine kodiert. Von diesen
Proteinen sind zwei fiir die Einteilung des Virus von besonderer Bedeutung: das Himagglutinin
(HA) und die Neuraminidase (NA). Diese beiden Glykoproteine sind in der Lipidmembran des
Viruspartikels lokalisiert. Das Hamagglutinin ermoglicht das Eindringen in Wirtszellen, die
Neuraminidase das Ablosen der neuen Viruspartikel von befallenen Zellen. Diese
Oberflichenmolekiile sind verantwortlich fiir die antigenen Eigenschaften des Virus (21-23). Es
werden 18 serologisch und genetisch verschiedene Varianten des Himagglutinins (H1 — H18)
und 11 Varianten der Neuraminidase unterschieden (N1 — N11) (24, 25). Die Einteilung der
Influenzavirus-A-Subtypen erfolgt anhand dieser beiden Antigene. Zurzeit zirkulieren beim
Menschen lediglich die beiden Influenza-A-Subtypen HIN1 und H3N2 sowie das Influenza-B-
Virus als Erreger der saisonalen Influenza. Tiere, insbesondere Vogel, stellen dagegen ein grof3es
Reservoir verschiedenster Subtypen dar, von dem neue Subtypen in die menschliche Population
eingefiihrt werden konnen. Die Varianz dieser Antigene ist fiir die Verbreitung der Influenza
besonders wichtig, da eine Immunitdt immer nur gegen bestimmte Subtypen gerichtet sein kann

(21-23).
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Abbildung 2: Influenza-A-Virus. (http://phil.cdc.gov/phil/home.asp, ID#:10073 [Stand: 15.08.2017])

Fiir die Varianz der HA- und NA-Antigene sind zwei Mechanismen von besonderer Bedeutung.
Durch die fehleranfillige Polymerase des Virus entstehen regelmifig Mutationen in den HA-
und NA-Genen. Diese veridndern schrittweise die antigenen Eigenschaften des Virus und fiithren
damit zum teilweisen Verlust der Immunitit der betroffenen Population. Durch natiirliche
Selektion kommt es zur Verbreitung dieser modifizierten Antigen-Varianten. Dieser langsame,
kontinuierliche Vorgang heifit Antigen-Drift. Wenn innerhalb eines humanen oder tierischen
Organismus verschiedene Subtypen vorkommen, kann es dariiber hinaus zu einem reassortment
kommen. Darunter wird die Neukombination der genetischen Information zweier Subtypen
verstanden, so dass plotzlich ein Virus mit neuen antigenen Eigenschaften entsteht. Dieser

Vorgang heilit Antigen-Shift (21).

Die Ubertragung von Influenzaviren erfolgt von Mensch zu Mensch durch z.B. beim Husten und
Niesen entstehende infektiose Aerosole. Der Virus befillt primér das respiratorische Epithel der
Atemwege. Erste Symptome sind nach einer Inkubationszeit von 1 - 4 Tagen zu beobachten.

Beim Erwachsenen kommt es typischerweise zum abrupten Beginn mit Fieber, schwerem
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Krankheitsgefiihl, Kopf-, Hals- und Gliederschmerzen sowie trockenem Husten. Das Fieber
erreicht seinen Hohepunkt von 38 — 40 °C nach ca. 24 h und dauert 1 — 5 Tage an (21). Der
Verlauf ist abhidngig von Alter und Immunstatus des Patienten sowie der Pathogenitit des
Virusstammes. Insbesondere bei Kindern oder alten Menschen konnen die typischen Symptome
daher fehlen. Die Inzidenz der Influenza ist im Kindes- bis jungen Erwachsenenalter am
hochsten. Allerdings sind schwere Verldufe, Komplikationen und Todesfélle weit hdufiger bei
dlteren Menschen. Vorerkrankungen wie Asthma und andere Lungenerkrankungen,
kardiovaskuldre Erkrankungen, Diabetes, Leberzirrhose, Immunschwiche und Nierenversagen
sowie Schwangerschaft stellen priddisponierende Faktoren fiir einen schweren Verlauf und
Komplikationen der Influenza dar. Die Ausbreitung der Influenza ist sowohl von der Virulenz
des Virus als auch von der Immunitit in der betroffenen Population abhingig (20, 22).
Besonders schnell verbreitet sich das Virus in Einrichtungen wie Schulen, Kindergirten,
Kasernen, Altenheimen und Krankenhidusern (26). Schwere Erkrankungsverldufe entstehen iiber
drei verschiedene Mechanismen, entweder durch eine sekundire bakterielle Infektion, durch
Exazerbation einer vorbestehenden schweren Herz- oder Lungenerkrankung oder seltener primir

durch die Virusinfektion allein (23).

Fiir die gezielte Therapie der Influenza stehen Virostatika wie Oseltamivir und Zanamivir zur
Verfiigung. Diese Wirkstoffe fiihren durch Inhibition der viralen Neuraminidase zu einer
unvollstindigen Blockade der Ablosung neugebildeter Viruspartikel von der Wirtszelle. Sie
senken die Dauer der Influenzaerkrankung um 1 bis 1,5 Tage, wenn die Behandlung friihzeitig
innerhalb von 24 — 48 h nach Auftreten der ersten Symptome begonnen wird. Die Rate an
stationdren Aufenthalten wird durch die virostatische Behandlung allerdings nicht verringert.
Auch kommt es durch die hohe Mutationsrate des Influenzavirus schnell zur Entwicklung von
Resistenzen (27-29). Als priventive MaBnahme steht eine Impfung gegen saisonal zirkulierende
Influenzaviren zur Verfiigung. Die Impfung ist empfohlen fiir Risikogruppen wie z.B. Menschen
tiber 60 Jahre, Personen mit pradisponierenden Vorerkrankungen und medizinisches Personal
(30). Gerade bei idlteren Menschen ist die Antikorperbildung allerdings hédufig eingeschrinkt, so
dass nur eine geringe Schutzwirkung durch die Impfung erreicht wird. Zudem kommt es durch
Antigen-Drift und Antigen-Shift zu Ausbildung neuer Virusvarianten, welche durch die Impfung
nicht oder unvollstindig abgedeckt werden. Es ist jedes Jahr eine erneute Impfung mit einem
modifizierten Impfstoff gegen die jeweils hédufigsten Virusstimme notwendig. Durch

produktionsbedingte Verzogerungen kann sich dabei der jeweils aktuelle Impfstoff nur gegen die
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hiufigsten Virusvarianten der bereits vergangenen Influenzasaison richten. Obwohl eine
Reduktion der Mortalitdt von Influenza nachgewiesen wurde, bleibt die Schutzwirkung der

Impfung daher unzureichend (31)

Die bedeutendste Komplikation der Influenza ist die Pneumonie. Sie entsteht gelegentlich durch
direkte Infektion des Lungenparenchyms mit dem Influenzavirus selbst als primére Influenza-
Pneumonie. Héufiger ist jedoch die nachtrigliche Infektion der vorgeschidigten Lunge durch
bakterielle Erreger als sekundidre bakterielle Pneumonie. Diese sekundidren bakteriellen
Pneumonien stellen eine besonders schwere Verlaufsform der Influenza mit erhohter Letalitiit
dar (31, 32). Streptococcus pneumoniae ist der hdufigste Erreger einer solchen sekundiren
Pneumonie. Das Risiko fiir eine sekundire bakterielle Infektion ist 4 bis 14 Tage nach Auftreten
der ersten Influenza-Symptome am groBten (33). Die Influenzavirus-induzierte erhohte
Suszeptibilitit fiir bakterielle Pneumonien entsteht aufler durch direkte Schiddigung des
respiratorischen Epithels auch durch eine Modifikation der pulmonalen Immunantwort

(Abschnitt 1.3.2).

1.3 Das angeborene Immunsystem der Lunge

Die Lunge stellt eine 70 - 140 m? groBe Grenzfliche des menschlichen Organismus zu seiner
Umwelt dar. Uber diese Grenzfliche ist die Lunge per Atemluft im stindigen Kontakt mit
Schadstoffen, Allergenen und Infektionserregern. Eine Vielzahl von Mechanismen der
Atemwege und der Lunge dient dazu, diese Gefahrstoffe abzuwehren. Der Husten- und
Niesreflex, die Schleimproduktion der Atemwege und die mukozilidre Clearance verhindern
mechanisch das Vordringen von Partikeln gréfer als 5 pm in den Alveolarraum. Gelangen
Mikroorganismen dennoch bis in die Lunge, erfolgt die Elimination durch das Immunsystem. Ist
die Funktion dieser Abwehrsysteme eingeschrinkt, z.B. durch Alter, Lungenerkrankungen oder

vorbestehende Infektionen, ist das Risiko einer Pneumonie deutlich erhoht.

Das Immunsystem kann in ein angeborenes und ein erworbenes Abwehrsystem unterteilt
werden. Die beiden Systeme arbeiten nicht getrennt, sondern sind in komplexer Weise
miteinander verbunden und interagieren miteinander. Das angeborene Immunsystem besteht zum
einen aus zelluldren Bestandteilen wie Makrophagen, Granulozyten, dendritischen Zellen und

natiirlichen Killerzellen. Aber auch 16sliche Stoffe sind elementare Bestandteile des angeborenen
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Immunsystems, wie Akute-Phase-Proteine, Zytokine, das Komplementsystem und
antimikrobielle Substanzen wie Collectine, Defensine, Lysozyme, Lactoferrin und die

Surfactantproteine A und D (34, 35).

Wihrend das erworbene Immunsystem iiber die Bildung 16slicher Antikérper hochspezifisch auf
einen bestimmten Erreger reagieren kann, ist das angeborene, unspezifische Immunsystem nicht
darauf ausgelegt, jedes Antigen eines Erregers spezifisch zu identifizieren. Es ist jedoch in der
Lage, bestimmte, genetisch konservierte Merkmale zu erkennen, die eine Gruppe von
Mikroorganismen gemeinsam hat. Zu diesen sogenannten pathogen-associated molecular
patterns (PAMPs) zidhlen meist Bestandteile der bakteriellen Zellwand, wie Lipopolysaccharide,
Peptidoglycane, Lipoteichonsidure und Lipoproteine. Diese PAMPs werden von den Zellen des
angeborenen Immunsystems iiber die pattern recognition receptors (PRRs) erkannt. Eine
Aktivierung von PRRs durch mikrobielle Bestandteile fiihrt zu einer gesteigerten Ausschiittung
proinflammatorischer Peptide. Diese fiithren dann zu einer lokalen Stimulation des angeborenen
Immunsystems. Im Alveolarraum der Lunge gehoren Makrophagen zu den hiufigsten Zellen des
unspezifischen Immunsystems. Sie konnen pulmonale Mikroorganismen iiber die PRRs
erkennen, binden und aufnehmen (Phagozytose). Phagozytierte Erreger werden intrazellulér
einer Reihe aggressiver Molekiile, wie Sauerstoffradikale und bakterizide Peptide, ausgesetzt
und so unschiddlich gemacht. Ist die Phagozytoseaktivitit nicht ausreichend zur
Erregerelimination, sind die residenten Makrophagen dariiber hinaus in der Lage, durch
Freisetzung von Zytokinen weitere Immunzellen zu rekrutieren und eine lokale oder systemische
Entziindungsreaktion anzustoBen. Neutrophile Granulozyten sind nur in geringer Zahl in der
gesunden Lunge zu finden. Bei einer pulmonalen Entziindungsreaktion wandern sie infolge der
Freisetzung von Zytokinen in grofer Zahl iiber die Blutgefile zum Entziindungsherd (34, 36,
37).

Eine bedeutende Gruppe der PRRs sind die membranstindigen Toll-like Rezeptoren (TLRs). Sie
stellen einen der wichtigsten Mechanismen zur Erkennung von Mikroorgansimen im
unspezifischen Immunsystem dar. TLRs erkennen unterschiedlichste Molekiile (PAMPs) von
Bakterien, Viren, Protozoen und Pilzen. Momentan sind 10 verschiedene Toll-like Rezeptoren
beim Menschen bekannt. Die Aktivierung von TLRs fiihrt iiber eine oder mehrere komplexe
intrazelluldre Signalkaskaden letztendlich zur Induktion einer Entziindungsreaktion. In der
Lunge werden die TLRs von Makrophagen, dendritischen Zellen, Lungenepithel und

pulmonalem Endothel exprimiert. (38-40).
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Toll-like Rezeptor-2 (TLR-2) ist ein membranstindiger Rezeptor auf der Zelloberfliche. Er
findet sich hauptsdchlich auf Zellen des Mononukledr-phagozytierenden Systems. Aber auch
Granulozyten und andere Leukozyten, Endothelzellen und Epithelzellen von Bronchien und
Alveolen exprimieren TLR-2 (41). Peptidoglykane und Lipoteichonsidure von grampositiven
Bakterien, sowie Lipopeptide und Glykolipide verschiedener anderer Mikroorgansimen binden
an TLR-2. Er ist somit von gro3er Bedeutung fiir die Immunantwort gegen grampositive Erreger
wie S. pneumoniae (40). TLR-2 kann mit den Rezeptoren TLR-1 und TLR-6 Rezeptordimere
bilden, die spezifisch fiir diacylierte (TLR-6/TLR-2) bzw. triacylierte (TLR-1/TLR-2)
Lipopeptide sind (42).

1.3.1 Zytokine

Zytokine sind eine Gruppe von kleinen (~25 kDa), 16slichen Proteinen und Glykopeptiden, die
fiir die Regulation der angeborenen Immunantwort von gro3er Bedeutung sind. Zytokine werden
hiufig von Zellen des angeborenen und erworbenen Immunsystems sezerniert, konnen aber auch
von verschiedenen anderen Zellen des Organismus abgegeben werden. Ausgelost wird ihre
Sekretion durch inflammatorische Stimuli wie z.B. eingedrungene Mikroorganismen. Sie wirken
iiber membranstindige Rezeptoren auf die sezernierende Zelle selber (autokrin), auf in der Nihe
befindliche Zellen (parakrin) oder auch auf weit entfernte Zellen (endokrin). Eine Untergruppe
der Zytokine sind die Chemokine. Sie wirken chemotaktisch, induzieren also die gezielte
Wanderung von Leukozyten zum Ort der Sekretion. Sie sind somit essentiell fiir die Entwicklung
einer lokalen Entziindungsreaktion. Die Menge und die Art der ausgeschiitteten Zytokine
beeinflussen maBigeblich die Progression oder Regression einer Entziindungsreaktion (43). In
dieser Arbeit wurden verschiedene Zytokine als Marker der lokalen oder systemischen
Entziindungsreaktion bestimmt. Auf die gemessenen Zytokine wird im folgenden Abschnitt kurz

eingegangen.

Interleukin-1 beta (IL-1B) wird von Makrophagen und epithelialen Zellen bei Kontakt mit
Mikroorganismen gebildet und gehort zu den proinflammatorischen Proteinen. Es fiihrt zur
Aktivierung von Lymphozyten und Makrophagen und zur gesteigerten Sekretion von
Interleukin-6 (IL-6) und tumor necrosis factor alpha (TNF-a). IL-6 und TNF-o gehoren
ebenfalls zu den entziindungsfordernden Zytokinen. Bei hohem Plasmaspiegel der genannten

Zytokine kommt es zu einer systemischen Entziindungsreaktion mit Fieber, Leukozytose und
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Ausschiittung von Proteinen der akuten Phase durch die Leber. Das immunmodulatorisch und
antiviral wirkende Interferon gamma (IFN-y) wird hauptsédchlich von Lymphozyten sezerniert.
Interleukin-18 (IL-18) wird von aktiven Makrophagen ausgeschiittet und fordert die IFN-y
Sekretion durch Lymphozyten. Interleukin-10 (IL-10) gehort dagegen zu den iiberwiegend
antiinflammatorisch-wirkenden Zytokinen. Es wird von Makrophagen und T-Lymphozyten

gebildet und inhibiert die phagozytotische und sekretorische Funktion von Makrophagen (43).

Eine Untergruppe der Zytokine stellen die Chemokine dar. Es handelt sich um Proteine mit einer
GroBle von 8 — 10 kDa. Sie fordern nach Bindung an membranstidndige Chemokinrezeptoren den
Ubertritt von Leukozyten aus dem Blutstrom ins Gewebe und anschlieBend die Wanderung von
Leukozyten entlang des Konzentrationsgradienten des Chemokins zur Quelle der Sekretion
(Chemotaxis). Die Chemokine konnen von verschiedenen Zellen wie z.B. Makrophagen,
Lymphozyten und Fibroblasten ausgeschiittet werden. Das Chemokin MCP-1 (macrophage
chemoattractant protein-1; CCL2) veranlasst Monozyten und T-Lymphozyten zum Ort der
Sekretion zu wandern. MIP-2 (macrophage inflammatory protein 2; CXCL2) und KC
(keratinocyte-derived cytokine; CXCLI1) wirken chemotaktisch auf neutrophile Granulozyten.
RANTES (regulated upon activation, normal T-cell expressed and secreted; CCLS) fiihrt zur

Einwanderung von Monozyten, Granulozyten und T-Zellen (43, 44).

1.3.2 Interaktion von Immunsystem, Influenzavirus und Streptococcus pneumoniae

Das Influenzavirus und S. pneumoniae treten durch verschiedene Mechanismen miteinander und
mit dem Wirtsorganismus in Wechselwirkung. Das Influenzavirus befillt primér die Zellen des
respiratorischen Epithels. Durch Lyse der infizierten Zellen im Rahmen der Virusreplikation und
durch Induktion der Apoptose in den Wirtszellen kommt es zum Zelluntergang und zu Liicken
im epithelialen Zellverband (33, 45, 46). Die dadurch im betroffenen Abschnitt freiliegende
Basalmembran ermoglicht eine verstiarkte Adhédsion von S. pneumoniae am Atemwegsepithel
und eine erleichterte Invasion bakterieller Pathogene (23, 47). Zusétzlich wird der Zilienschlag
des respiratorischen Epithels und damit die mechanische Elimination von S. prneumoniae durch
die Infektion mit Influenza-A-Virus reduziert (48). Die Haftung von S. preumoniae an
respiratorischen Epithelien wird auch durch die Aktivitit der viralen Neuraminidase begiinstigt.
Diese spaltet Sialinsduren am Bronchialepithel und bietet S. pneumoniae so vermehrte

Moglichkeiten zur Adhésion (49). Die Neuraminidasen verschiedener Virusstimme haben eine
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unterschiedliche Aktivitdt, wobei eine hohe Aktivitdt mit einer hohen Letalitit der sekundiren
Pneumokokkenpneumonie einhergeht (50). Bakterielle Virulenzfaktoren von S. pneumoniae wie
das Oberflachenprotein Pneumococcal surface protein A (PspA) sind ebenfalls an der Interaktion
von Influenzavirus und Pneumokokken beteiligt. Es ermoglicht S. pneumoniae bei
vorbestehender Influenzavirusinfektion, sich den unspezifischen pulmonalen

Abwehrmechanismen zu entziehen (51).

Das Influenzavirus modifiziert auch direkt das pulmonale Immunsystem des Wirts. Die
Abwehrmoglichkeiten gegeniiber einer bakteriellen Infektion sind dadurch vermindert.
Insbesondere die phagozytotische Aktivitit der neutrophilen Granulozyten und die Synthese von
reaktiven Sauerstoffspezies wird durch eine Influenzavirusinfektion verringert (52, 53). Auch die
Rekrutierung und die Uberlebenszeit von neutrophilen Granulozyten wird durch das
Influenzavirus herabgesetzt (54, 55). Das proapoptotische Protein PB1-F2 wird von den meisten
Influenza-A-Virus Subtypen exprimiert und hat eine grole Bedeutung fiir die virusinduzierte
Hemmung des angeborenen Immunsystems. PB1-F2 induziert die Apoptose von Monozyten, hat
jedoch keinen direkten Einfluss auf die Replikation des Virus in der infizierten Lunge. Im
Tierversuch zeigt sich nach Infektion mit einem PB1-F2-exprimierenden Virusstamm im
Vergleich zu einem PB1-F2-defizienten Stamm bei nachfolgender sekundirer S. pneumoniae-
Infektion eine verstiarkte bakterielle Pneumonie mit deutlich erhdhter Letalitit (56, 57). Die
phagozytotische Aktivitit von Alveolarmakrophagen wird ebenfalls durch Influenzavirus
reduziert. Die pulmonalen Makrophagen zeigen nach einer Influenzavirusinfektion eine
verringerte Expression des fiir die Phagozytose wichtigen Rezeptors MARCO (macrophage
receptor with collagenous structure). Dieser Effekt wird iiber das Zytokin Interferon-y (IFN-y)
vermittelt (58, 59). Des Weiteren sind die Konzentrationen der antiinflammatorischen Zytokine
wie Interleukin-10 (IL-10) und der Typ-1 Interferone auch noch nach Abklingen der
Influenzavirusinfektion erhoht. Diese Zytokine hemmen die Aktivierung von Phagozyten sowie
die Sekretion proinflammatorischer Zytokine und setzen so die Elimination bakterieller Erreger
herab (55, 60, 61). Auch die Expression der Toll-like Rezeptoren wird durch die
Influenzavirusinfektion modifiziert. Wihrend einer akuten Infektion ist die Expression von TLR-
2 verstarkt (62, 63). Nach Abklingen der Influenzavirusinfektion werden einige TLRs hingegen
iber ldngere Zeit vermindert gebildet und fithren so zu einer Hemmung der Rekrutierung von
Granulozyten in vivo bei einer sekundéren bakteriellen Infektion (64). Die vermehrte Expression

von TLR-2 auf der Zelloberflache von neutrophilen Granulozyten kann neben dem Influenza-A-
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Virus auch durch S. pneumoniae induziert werden (62). Im Fall der Pneumokokkeninfektion ist
TLR-2 an der Phagozytose und oxidativen Abtotung von Pneumokokken durch neutrophile
Granulozyten beteiligt (65). Im Mausmodell zeigen TLR-2-defiziente Tiere eine abgeschwichte
Entziindungsreaktion und verringerte Freisetzung von Entziindungsmediatoren bei Infektionen
mit S. pneumoniae (66). TLR-2 ist somit an der frithen Immunantwort gegen S. pneumoniae
beteiligt und bietet daher einen &duBerst vielversprechenden Ansatzpunkt fiir eine

pharmakologische Intervention.

1.4 Die lokale TLR-vermittelte Immunstimulation als Therapie der experimentellen

bakteriellen Pneumonie

Das Risiko fiir sekundire bakterielle Infektionen wird durch die Influenzavirus-induzierte
Immunsuppression in der Lunge noch zusitzlich erhoht. Die Stimulation einer adidquaten
Immunantwort stellt daher eine neuartige Therapiestrategie dar, um die Abwehr bakterieller

Erreger in der Lunge zu verbessern.

Die Stimulation einer lokalen Immunantwort iiber verschiedene Toll-like Rezeptoren konnte in
zahlreichen tierexperimentellen Studien eine Verbesserung der pulmonalen Erregerabwehr gegen
verschiedenste Pathogene hervorrufen. So fiihrte eine pulmonale Stimulation mit Lysat von
Haemophilus influenzae zu einer Einwanderung von neutrophilen Granulozyten und
Makrophagen in den Alveolarraum. Die behandelten Tiere zeigten darauthin eine erhohte
Uberlebensrate nach pulmonaler Infektion sowohl mit S. pneumoniae als auch mit Influenza-A-
Virus. Der maximale protektive Effekt wurde erreicht, wenn die Stimulation 24 h vor Infektion
erfolgte. Aber auch bei einer Behandlung 24 h nach der Virusinfektion konnte noch ein
therapeutischer Effekt nachgewiesen werden (67, 68). Die Stimulation einer pulmonalen
Immunantwort mit TLR-9-Agonisten wie cyclisches Diguanylat (c-di-GMP) oder speziellen
synthetischen Oligodeoxynukleotiden (CpG-ODN) erhohte die Uberlebensrate bei pulmonaler
Infektion mit Klebsiella pneumoniae (69, 70). AGPs (aminoalkyl glucosaminide phosphates)
bewirkten nach transnasaler Applikation eine TLR-4 vermittelte Verstirkung der Elimination
von Listeria monocytogenes und Influenza-A-Virus (71). Des Weiteren verbesserte die
intratracheale Applikation von Lipopolysaccharid (LPS) die Erregerelimination in der Lunge bei
Infektion mit Pseudomonas aeruginosa (72) sowie die Uberlebensrate bei Infektion mit

Influenza-A-Virus in der Lunge (73). Die Stimulation der angeborenen Immunantwort der
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oberen Atemwege mit dem TLR-3-Agonist Poly ICLC (synthetische dsSRNA mit poly-1-Lysine
and Carboxymethylcellulose) hatte einen ausgeprigten protektiven Effekt gegeniiber einer sonst
lethalen transnasalen Influenza-A-Virusinfektion (74). Auch beim Menschen fiihrte die
pulmonale Applikation von TLR-Agonisten zu einer lokalen inflammatorischen Reaktion. So
bewirkte der TLR-2-Agonist Lipoteichonsdure und der TLR-4-Agonist LPS in der humanen
Lunge eine Zytokinausschiittung und damit einhergehend die Rekrutierung und Aktivierung von

neutrophilen Granulozyten (75).

Der Effekt der Immunstimulation ist bei pulmonaler Applikation der TLR-Agonisten weitgehend
auf die Lunge beschrinkt. In einer Studie mit den TLR-2/6-Agonisten Pam2CSK4 und dem
TLR-9-Agonisten Oligodeoxynucleotid in der Maus wurden auch mit dem achtfachen der
therapeutischen Dosierung nur eine gering erhohte systemische Ausschiittung von Zytokin IL-6

und von Akuter-Phase-Proteinen ohne Beeinflussung klinischer Parameter festgestellt (76).

1.5 MALP-2

Die in dieser Studie zur pulmonalen Immunstimulation verwendete Substanz ist das
Macrophage-activating lipopeptide of 2 kDa (MALP-2). MALP-2 wurde von Miihlradt et al.
erstmals aus Mycoplasma fermentans isoliert, zuerst noch unter der Bezeichnung Mycoplasma
fermentans-derived high-molecular-weight material (MDHM) (77). Seit der Entschliisselung der
chemischen Struktur des MALP-2 ist eine synthetische Herstellung moglich. Bet MALP-2
(Abbildung 3) handelt es sich um ein Lipopeptid bestehend aus zwei langkettigen Fettsduren und
einem aus 14 Aminosduren bestehendem Peptidteil (78). Fiir die biologische Aktivitét sind vor
allem die zwei Ester-gebundenen Fettsduren sowie die freie NHz-Gruppe verantwortlich (79).
Aufgrund eines asymmetrischen C-Atoms im Lipidteil von MALP-2 liegt es in zwel
verschiedenen Konfigurationen vor. Dabei besitzt das R-Isomer gegeniiber dem S-Isomer eine

tiber hundertfach erhohte biologische Aktivitit (80).
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Abbildung 3: Struktur des MALP-2. (81)
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Abbildung 4: Signaltransduktion von TLR-2/6. Modifiziert nach (82, 83).
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MALP-2 ist ein Ligand des Rezeptordimers bestehend aus TLR-2 und TLR-6 (79). CD36
(cluster of differentiation 36) ist als Korezeptor an der Erkennung von Diacylglyceriden wie
MALP-2 durch das TLR-2/TLR-6-Dimer beteiligt (84). Bei Stimulation des Rezeptordimers
kommt es zum Ablauf einer intrazelluldren Signalkaskade (Abbildung 4), die zur Aktivierung
der Transkriptionsfaktoren NF-xB (nuclear factor x-light-chain-enhancer” of activated B-cells)
und AP-1 (activator protein 1) fiihrt. Diese aktivierten Transkriptionsfaktoren modulieren im

Zellkern die Expression verschiedener inflammatorischer Zytokine (82, 83, 85, 86).

Mehrere in vitro Studien zeigten, dass MALP-2 eine Stimulation der angeborenen
Immunantwort bewirkt. Die Produktion und Ausschiittung von proinflammatorischen Proteinen
wie MIP-1, MIP-2, MCP-1, TNF-o, IL-6 in murinen und humanen Zellen des mononukleir-
phagozytiren Systems wurde durch MALP-2 induziert (80, 87-89). Des Weiteren erhohte
MALP-2 die Produktion von Stickstoffmonoxid (NO) durch Makrophagen und verstirkte damit
die bakterizide Aktivitit dieser Zellen (78-80). Die Stimulation mit MALP-2 reduzierte
entsprechend die intrazellulidre Proliferation von phagozytiertem Mycobakterium bovis BCG in
pulmonalen Makrophagen (90). Neutrophile Granulozyten reagierten ebenfalls auf MALP-2-
Stimulation mit erhohter Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies, einer Steigerung ihrer
phagozytotischen Aktivitit, einer verstirkten Migrationsneigung, einer vermehrten Ausschiittung
von Zytokinen wie IL-8 und MIP-1 sowie einer Verzogerung der Apoptose (91). Selbst
Fibroblasten als ortsstindige Zellen des Bindegewebes konnten durch MALP-2 zur
Ausschiittung von Zytokinen wie MCP-1 angeregt werden (79).

In vivo zeigte sich ebenfalls die immunstimulatorische Wirkung von MALP-2. Intraperitoneal
appliziert bewirkte MALP-2 im murinen Tiermodell einen Einstrom von neutrophilen
Granulozyten und Makrophagen sowie die lokale Ausschiittung von Zytokinen in den
peritonealen Raum. Diese Induktion einer lokalen unspezifischen Immunantwort ging mit einer
erhohten Uberlebensrate bei bakterieller Peritonitis und Sepsis einher (87, 92). Des Weiteren
wurde lokal appliziertes MALP-2 als Therapie von Wundheilungsstorungen in einem
diabetischen Mausmodell untersucht. Nach lokaler Anwendung von MALP-2 im Wundbereich
wurde hierbei eine vermehrte Einwanderung von Leukozyten sowie eine erhohte lokale
Zytokinkonzentration beobachtet, die insgesamt zu einer signifikanten Beschleunigung der

Wundheilung fiihrte (93).
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Eine MALP-2-induzierte lokale Entziindungsreaktion wurde im Tiermodell auch in der Therapie
maligner Neoplasien erfolgreich eingesetzt. Dabei fiihrte die intratracheale Applikation von
MALP-2 vor Injektion von Adenokarzinomzellen in den vendsen Blutkreislauf zu einer
Verringerung der pulmonalen Metastasierungshdufigkeit (94). In einem murinen Modell des
Pankreaskarzinoms fiihrte die Applikation von MALP-2 zu einer verstdarkten Migration von T-
Killerzellen und natiirlichen Killerzellen zum Karzinom und darauf folgend zu einer signifikant
verlingerten Uberlebenszeit (95). Auch im Menschen zeigte sich eine verstirkte lokale
Entziindungsreaktion bei Applikation von MALP-2 in ein nichtresezierbares Pankreaskarzinom

(96).

In der murinen Lunge bewirkte eine intratracheale Applikation von MALP-2 eine Einwanderung
von neutrophilen Granulozyten, Makrophagen und Lymphozyten, sowie eine Ausschiittung von
Zytokinen wie IL-1f, IL-6, MCP-1, KC und TNFa in den bronchoalveoldren Raum. Die Zahl der
rekrutierten Zellen erreichte 24 h nach intratrachealer Applikation von MALP-2 ihr Maximum
und geht nach mehreren Tagen wieder auf die Ausgangswerte zuriick. Die Anzahl der
einwandernden Zellen war dabei von der MALP-2 Dosierung, vom Alter und vom Geschlecht
der Versuchstiere abhingig. Dariiber hinaus stimulierte MALP-2 die Expression des TLR-2 im
Lungengewebe (18, 97-99).

Im  Asthma-Tiermodell bewirkte MALP-2 eine Modifikation der bronchialen
Entziindungsreaktion —mit  verringertem bronchialen = Remodeling und verringerter

Atemwegsreaktion auf Methacholin-Provokation (100).

Neben dem angeborenen Immunsystem wird das spezifische Immunsystem ebenfalls durch
MALP-2 aktiviert. So erhohte die lokale Applikation von MALP-2 die Zahl der
antigenprisentierenden Zellen wie Makrophagen, Dendritische Zellen und B-Lymphozyten in
der murinen Lunge. Des Weiteren steigerte MALP-2 die Expression von MHC-I, MHC-II
(major histocompatibility complex) und anderen Oberflichenmolekiilen auf Antigen-
prasentierenden Zellen und forderte damit die Aktivierung weiterer Zellen des adaptiven
Immunsystems (98, 101-103). Durch die geringe GroBe des Peptidteils ist MALP-2 selbst nicht
immunogen, d.h. es kommt nicht zur Bildung MALP-2-spezifischer Antikorper (104). Durch die
Aktivierung der spezifischen Immunantwort ist jedoch der Einsatz von MALP-2 als Adjuvans

fiir Impfstoffe moglich. Im Tiermodell verbesserte die Verwendung von MALP-2 als Adjuvans
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sowohl lokal als auch systemisch bereits die Antikorperbildung gegen die Antigene [-

Galactosidase bzw. HIV-1-tat-Protein (104, 105).

In sehr hoher Dosierung (100 pg/kg) induzierte MALP-2 nach lokaler Applikation die
Entwicklung einer systemischen Entziindungsreaktion mit Hyperthermie (106) und nur extreme
Dosierungen von iiber 100 pg/Maus bewirkten potentiell letale endotoxische Effekte dhnlich
dem LPS (107). Im Vergleich dazu wird fiir die lokale Applikation moderater Mengen MALP-2

in der Literatur bisher keine akute oder chronische schidliche Wirkung beschrieben.

Im murinen Modell der Pneumonie wurde MALP-2 bereits erfolgreich priventiv verwendet. Mit
MALP-2 vorbehandelte Lungen zeigten eine gesteigerte Immunantwort und verbesserte
Erregerabwehr gegeniiber Pseudomonas aeruginosa, mit entsprechend geringerer Erregerlast
und geringerem Gewichtsverlust (108). Des Weiteren fiihrte die lokale Vorbehandlung der
gesunden Lunge mit MALP-2 vor transnasaler S. pneumoniae-Infektion zu einem geringeren
Gewichtsverlust, einer reduzierten Bakteridmie, einer verminderten Erregeranzahl im
Lungengewebe und verbesserte den Verlauf der primidren Pneumokokkenpneumonie signifikant

(18).

1.6 Ziel der Arbeit

Die ambulant erworbene Pneumonie tritt sehr hdufig bei Patienten mit kompromittiertem
Immunsystem und Vorschadigung der Lunge auf. So fiihrt insbesondere die Infektion der Lunge
mit dem Influenza-A-Virus zu einer voriibergehend abgeschwichten pulmonalen Erregerabwehr
und prédisponiert somit fiir die Entstehung einer sekundiren bakteriellen Pneumonie. Gerade
diese Patienten konnten von einer priventiven Immunstimulation profitieren. Eine
vorangegangene Studie zeigte bereits die Wirksamkeit der Immunstimulation mit dem
Lipopeptid MALP-2 in der Privention der priméren S. pneumoniae-Pneumonie in der gesunden
murinen Lunge (18). Welchen Effekt MALP-2 in der bereits durch Influenzavirusinfektion

vorgeschidigten Lunge hat ist bislang nicht bekannt.

Daher sollte in dieser Arbeit untersucht werden, ob MALP-2 auch in einer Influenza-A-Virus-
infizierten Lunge die angeborene Immunantwort stimuliert und welchen Effekt das auf eine
nachfolgende sekundire S. pneumoniae-Pneumonie hat. Dafiir wurde das murine Modell der

sekundédren Pneumokokkenpneumonie nach primérer Influenza-A-Virus-Infektion verwendet.
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Es wurden zunidchst die Auswirkungen von MALP-2 auf die Influenza-modifizierte
Immunantwort der Lunge analysiert und anschlieBend die Wirkung der Immunstimulation auf
eine sekundire Pneumokokkeninfektion, insbesondere hinsichtlich der bakteriellen Elimination,

der Entziindungsreaktion und des klinischen Verlaufs, untersucht.
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2 Material und Methoden

2.1 Studiendesign

Tabelle 1: Untersuchungsgruppen.

Untersuchungs- Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3
zeitpunkt Leukozyten Leukozyten Histologie
p.i. BALF/Blut BALF/Blut
Zytokine Zytokine
BALF/Plasma BALF/Plasma
PBS+Kontrolle 6d n=_§8
PBS+MALP-2 6d n=38
HI1N1+Kontrolle 6d n=38
HIN1+MALP-2 6d n=38
PBS+Kontrolle+PBS 7d n=3§8 n=4
H1N1+Kontrolle+PBS 7d n=2_8 n=4
HIN1+MALP-2+PBS 7d n=38 n=4
HI1N1+Kontrolle+S.pn 74 n=8 n=4
HIN1+MALP-2+S.pn. 7d n=38 n=4
Untersuchungs- Gruppe 4 Gruppe 5 Gruppe 6
zeitpunkt Bakterienlast Klinischer Klinischer
p.i. Viruslast Verlauf Verlauf
HI1NI1+Kontrolle+S.pn. 7d n=11
HIN1+MALP-2+S.pn. 7d n=11
H1N1+Kontrolle+S.pn. 10d n=10
HIN1+MALP-2+S.pn. 10d n=10
HINI+Kontrolle 10d n=10
HINI+MALP-2 10d n=10

Abkiirzungen:

p.i.: post infectionem, Zeitpunkt nach Influenzavirusinfektion
HINT: infiziert mit Influenzavirus A/HIN1 am Tag 0

PBS: Scheininfektion mit phosphatgepufferter physiologischer Kochsalzlosung (PBS) Tag 0 bzw. 6d p.i.

MALP-2: MALP-2-behandelt 5d p.i.
Kontrolle: Losungsmittel-behandelt 5d p.i.
S.pn.: infiziert mit S. pneumoniae 6d p.i.

BALF: bronchoalveolédre Lavagefliissigkeit
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In dieser Arbeit wurde ein Mausmodell der primédren pulmonalen Schidigung durch Influenza-
A-Virus-Infektion verwendet. Alle Tiere erhielten am Tag O der Versuchsreihe eine
Influenzavirus- oder eine Scheininfektion. Am 5. Tag erfolgte die Applikation von MALP-2
bzw. Kontrolllosung. Am 6. Tag erfolgte eine Infektion mit S. pneumoniae bzw. eine
Scheininfektion. Das Versuchsende bzw. die finale Probenentnahme wurden je nach

Versuchsgruppe nach 6, 7 oder 10 Tagen erreicht (Tabelle 1, Abbildung 5).

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

| | 1 | 1 | 1 | | | ~ |

| ] ] | ] | ] ] ] —> Tage (d)
HIN1 MALP-2 S.pn.

Abbildung 5: Schema Studiendesign

2.2 Versuchstiere

Fiir alle Untersuchungen im Tiermodell wurden weibliche, spezifiziert-pathogenfreie Miuse des
Inzuchtstammes C57BL/6N WT verwendet. Die Tiere wurden von Charles River Laboratories,
Sulzfeld bezogen. Die 8-9 Wochen alten Tiere hatten eine Korpermasse (KM) von 17-21 g. Die
Haltung der Tiere wihrend der Infektionsversuche erfolgte in geschlossenen, individuell
beliifteten Kifigen (IVC Typ II-L, EHRET, Emmendingen, Deutschland). Ein Tag-/Nacht-
Wechsel alle 12 Stunden wurde gewihrleistet. Die Tiere hatten durchgehend Zugang zu Wasser

und Futterpellets.

Alle Tierversuche zur vorliegenden Arbeit wurden vom Landesamt fiir Gesundheit und Soziales

Berlin (LAGeSo) genehmigt (Genehmigung vom 14.06.2011, Antragsnummer G 0044/11).

2.3 Infektion mit Influenzavirus

Fiir die Virusinfektion wurden Viren des Stammes Influenzavirus A/HIN1/PR/8/34 verwendet.
Die Virusstammlosung wurde freundlicherweise von PD Dr. Thorsten Wolff vom Robert Koch

Institut zur Verfiigung gestellt.
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Die bei -80 °C gelagerte Virusstammlosung der Konzentration 8,4x10° Plaque-bildende
Einheiten pro Milliliter (plaque forming units, pfu/ml) wurde nach dem Auftauen schrittweise
mit phosphatgepufferter Kochsalzlosung (PBS) auf die Zielkonzentration von 2x10° pfu/ml
verdiinnt. Vor der Infektion wurde die Korpermasse und Korperkerntemperatur der Tiere
bestimmt und dokumentiert. AnschlieBend wurde jedes Tier einzeln in eine Narkosekammer
verbracht und mit 5 % Isofluran narkotisiert. Nach Erreichen der notwendigen Narkosetiefe
wurden 50 pl der Infektionslosung langsam transnasal appliziert (Infektionsdosis 100 pfu). Nicht

infizierte Kontrolltiere erhielten auf die gleiche Weise transnasal 50 pl PBS.

2.4 Klinische Uberwachung

Alle Tiere wurden wihrend der gesamten Versuchsdauer zweimal tiglich kontrolliert. Es wurden
der klinische Zustand sowie Korperkerntemperatur und Korpermasse erfasst. Wenn sich der
Zustand eines Tieres durch die Infektion vor Versuchsende soweit verschlechterte, dass das
Leiden des Tieres ein ethisch vertretbares Maf} iiberschritt, wurde eine Euthanasie mit einer
intraperitonealen Ketamin/Xylazin-Injektion durchgefiihrt. Hierfiir wurden die vorab

festgelegten Handlungsanweisungen gemaf3 Tabelle 2 zugrunde gelegt.
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Tabelle 2: Handlungsanweisung zur klinischen Beurteilung von infizierten Tieren

Tier isoliert sich

Struppiges/ungepflegtes Fell

Aufgetriebener Leib

Kot abweichend in Farbe, Konsistenz

Verletzungen, Hautverdnderungen

Fehlstellung der Zidhne

Tier vermeidet Bewegung

Reaktionsminderung auf duBere Reize (Teilnahmslosigkeit)

Ruhelosigkeit

Circling

> | | | | | | | |

Stelzgang

&
&
a

Atmung normal/beschleunigt/stark pumpend

Schmerzen (gekriimmte Haltung oder Leib aufgezogen, Laufen auf Zehenspitzen)

Krustige Belege am Augenrand, eingesunkene triibe Augen

Blisse (Augen, Ohren)

Blut an Korperéffnungen, blutiger Kot

Kriampfe, Torkeln

Paresen

Lokale, duBBerlich sichtbare Infektionen

Abszesse

Leib hart oder gespannt

Hautfalten bleiben stehen

Odembildung

Automutilation

Schmerzen beim Anfassen

Paralysen, spitestens sobald die Gefahr besteht, dass die Tiere aus eigener Kraft
Wasser und Futter nicht mehr erreichen

Moribund

Leib hart und aufgetrieben

Ungewohnliche Zunahme der Korpermasse

10 % Korpermassedefizit

QW OO O W W wWw oW W W e o s w

20 % Korpermassedefizit

Totungskriterien (nach Kategorien):

A Das Tier weiter beobachten.

B Bei Kombination eines B mit Torkeln, Schmerzen oder Blisse ist das Tier unverziiglich
schmerzlos toten.

C Tier unverziiglich schmerzlos toten
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2.5 MALP-2-Applikation
2.5.1 Vorbereitung

Das in den Versuchen verwendete MALP-2 (S-[2,3-bis(Palmityloxy)-(2R)-propyl]-cysteinyl-
GNNDESNISFKEK) wurde in 30 % 2-Propanol/H20 gel6st und bei 4 °C lichtgeschiitzt gelagert
(Konzentration der Stammlosung 1 mg/ml). Vor Applikation erfolgte die Verdiinnung mit
steriler isotoner Kochsalzlosung (NaCl 0,9 %) auf eine Konzentration von 0,5 ug MALP-2 pro
30 pl Applikationsvolumen. Die kontroll-behandelten Tiere erhielten entsprechend 0,5 pl 30 %
2-Propanol/H20 in 30 pl NaCl 0,9 %, um unspezifische Effekte durch die Applikation von
Losungsmittel und Kochsalzlosung von der Wirkung des MALP-2 abzugrenzen und die
Vergleichbarkeit der Versuchsgruppen zu gewéhrleisten. Die fiir diese Arbeit verwendete
MALP-2-Stammlosung wurde freundlicherweise von Prof. Peter Miihlradt zur Verfiigung

gestellt.

2.5.2 Applikation des MALP-2

Vor der intratrachealen Behandlung mit MALP-2- oder Kontrolllosung wurde die Kérpermasse
(KM) und Korperkerntemperatur der Méause bestimmt und die Narkose gewichtsadaptiert
durchgefiihrt. Die Narkose erfolgte mit einem Gemisch von 90 mg/kg KM Ketamin und 15
mg/kg KM Xylazin als intraperitoneale (i.p.) Injektion. Augengel (Thilo-Tears Gel) wurde
appliziert um eine Austrocknung des Auges in Narkose zu verhindern. Nach Erreichen der
ausreichenden Narkosetiefe wurden die Tiere in Riickenlage fixiert und in eine senkrechte
Position gebracht. Eine Kaltlichtquelle zur indirekten Ausleuchtung der Luftréhre wurde von
ventral auf den Kehlkopf gerichtet. Anschlieend wurde ein Mauslaryngoskop in die Maulhohle
eingefiihrt, so dass Kehlkopf und indirekt ausgeleuchtete Trachea gut einsehbar waren.
Daraufhin erfolgte unter direkter Sichtkontrolle die orotracheale Intubation mit einer 24G
Venenverweilkaniile. Nach intratrachealer Applikation von 30 pl MALP-2- bzw. Kontrolllésung
tiber die Kaniile erfolgte die sofortige Extubation und Entfernung des Laryngoskops.
AnschlieBend wurden die Tiere wieder in den Kifig iiberfiihrt. Um das Auskiihlen der Tiere zu
verhindern, wurden sie wihrend der Aufwachphase mit Rotlicht bestrahlt und regelmifBig

iiberwacht.
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2.6 Infektion mit Streptococcus pneumoniae

Fiir die sekundire Infektion wurden Erreger vom Stamm Streptococcus pneumoniae Serotyp 3

(PN36, NCTC7978) verwendet.

2.6.1 Bakterienanzucht

Fiir die Erregeranzucht wurde gefrorene Bakteriensuspension mit einer sterilen Plastikose (1ul)
direkt aus der gefrorenen Stammlosung aufgenommen und auf Columbia-Agar mit 5 %
Schafsblut ausgestrichen. Daraufhin wurden die Platten fiir 9 Stunden bei 37 °C und 5 % CO2
inkubiert. AnschlieBend wurden Einzelkolonien mit einem sterilen Wattetupfer aufgenommen
und in eine sterile Nahrlosung (18ml Todd-Hewitt Bouillon + 0,5 % Hefeextrakt, 2ml fetales
Kilberserum (FCS)) iiberfiihrt. Mit Hilfe eines Photometers wurde die optische Dichte (OD) der
Bakterienlosung bei 600nm Wellenldnge erfasst und damit die Konzentration der Bakterien in
der Losung kontrolliert. Sobald geniigend Kolonien iiberfiihrt wurden, d.h. eine OD von 0.03 —
0,04 erreicht wurde, erfolgte die Inkubation der Bakterienlosung im Wasserbad bei 37 °C fiir
weitere 2 Stunden bis zu einer OD zwischen 0,3 und 0,4 (Beginn der exponentiellen
Wachstumsphase der Bakterien). Aus der zuletzt erreichten OD und dem Volumen der
Bakteriensuspension wurde die Gesamtzahl der Bakterien errechnet. Dabei entspricht eine OD
von 0,1 einer Pneumokokken-Konzentration von 1x10® koloniebildenden Einheiten pro ml
(colony forming units, cfu/ml). Durch Zentrifugation (3100 rpm, 10 min) wurden die Bakterien
von der Nihrlosung getrennt und der Uberstand verworfen. Die Bakterien wurden anschlieBend
in PBS resuspendiert und auf eine Konzentration von 1x10° cfu/ml verdiinnt. Durch weitere
Verdiinnungsschritte wurde die gewiinschte Infektionskonzentration von 5x10* cfu/ml
(entspricht 1x10* S. pneumoniae in 20 pl) hergestellt. Zur Kontrolle der Erregeranzahl wurden
Proben der Infektionslosung auf Columbia-Blutagarplatten ausgestrichen, iiber Nacht inkubiert

(37 °C, 5 % CO3) und die Zahl der Kolonien bestimmt.
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2.6.2 Infektion

Vor der Infektion erfolgte Bestimmung der Korpermasse und Korperkerntemperatur der Miuse.
Anschlieend wurde die Narkose mit einem Gemisch von 90 mg/kg KM Ketamin und 15 mg/kg
KM Xylazin als i.p. Injektion verabreicht. Augengel (Thilo-Tears Gel) wurde appliziert, um eine
Austrocknung des Auges in Narkose zu verhindern. Nach Erreichen der entsprechenden
Narkosetiefe wurden die Tiere in einer speziellen Haltevorrichtung fixiert. Die Infektion erfolgte
transnasal durch langsame Applikation von 10 pl Infektionslosung in jedes Nasenloch
(Infektionsdosis 1x10° cfu pro Tier). Kontroll-infizierte Tiere wurden auf die gleiche Weise mit
2x10 ul PBS behandelt. Im Anschluss an die Infektion wurden die Tiere wieder in den Kifig
verbracht. Um das Auskiihlen der Tiere zu verhindern, wurden sie mit Rotlicht bestrahlt und bis

zum vollstindigen Erwachen aus der Narkose regelméfig tiberwacht.

2.7 Priaparation der Tiere und Probenentnahme
2.7.1 Vorbereitung

Vor der Priparation erfolgten die Beurteilung des klinischen Zustands des Tieres sowie die
Erfassung von Korperkerntemperatur und Korpermasse. Die Narkose erfolgte mit einem
Gemisch aus 100 mg/kg KM Ketamin und 20 mg/kg KM Xylazin als intraperitoneale Injektion.
Nach Erreichen der erforderlichen Narkosetiefe wurde die Desinfektion des Operationsfeldes
(Abdomen, Thorax und Hals) mit Braunol durchgefiihrt. AnschlieBend wurde das Tier in
Riickenlage auf der Unterlage einer speziellen Vorrichtung, der sogenannten IPML-Kammer

(isoliert ventilierte und perfundierte Mauslunge), fixiert.
2.7.2 Praparation

Die Haut wurde im Bereich des medianen Unterbauchs eroffnet und der Schnitt in der
Medianlinie bis zur Mandibula erweitert. Es folgte die stumpfe Priparation der Trachea und
Eroffnung derselben unterhalb des Larynx. Eine Trachealkaniile wurde iiber das Tracheostoma
eingefiihrt und mittels Ligatur fixiert. Die Uberdruckbeatmung mit Raumluft und 90 Atemziigen
pro Minute sowie einem Beatmungsdruck von inspiratorisch 9,0 cmH20 und endexspiratorisch
4,5 cmH20 wurde begonnen. AnschlieBend erfolgten eine mediane Laparatomie bis zum

Processus xiphoideus und die Entfernung des Zwerchfells. Zur Gerinnungshemmung wurden
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50 ul einer Heparinlosung (125 LE.) unter Sichtkontrolle intrakardial appliziert und es erfolgte
eine Blutentnahme aus der Vena renalis sinister. AnschlieBend wurde die Vena cava caudalis
eroffnet und durch die progrediente Hypovolimie kam es zum raschen Kreislaufstillstand.
Darauthin wurden die Zwerchfellreste entfernt und der Unterleib abgetrennt. Es folgte eine
mediane Thorakotomie und seitliches Fixieren der Thoraxhilften, so dass freie Sicht auf die
beatmete Lunge moglich war. Der Thymus und pleurale Verwachsungen wurden entfernt und
eine lockere Ligatur um die Arteria pulmonalis gelegt. AnschlieBend wurde die Herzspitze
entfernt, so dass beide Herzkammern erdffnet waren und der Pulmonaliskatheter in die rechte
Herzkammer eingebracht werden konnte. Der Katheter wurde bis zum Beginn der Arteria
pulmonalis vorgeschoben und dort mittels der vorher angebrachten Ligatur fixiert, so dass eine
Spiilung der Lunge mit auf 37 °C vorgewiarmter isotoner Kochsalzlésung mit einer Flussrate von
1 ml/min erfolgen konnte. Der Deckel der IPML-Kammer wurde geschlossen und die Beatmung
anschlieBend auf Unterdruckbeatmung umgestellt. Uber 3 Minuten erfolgte nun eine Beatmung
der Lunge mit Raumluft, bei 90 Atemziigen pro Minute und einem Beatmungsdruck von
inspiratorisch -9,0 cmH>O bis endexspiratorisch -4,5 cmH>O unter Kontrolle der dynamischen
Compliance und der pulmonalen Resistance. AnschlieBend wurden die Perfusion und die
Ventilation der isolierten Lunge beendet und, je nach Versuchsreihe, entweder -eine
bronchoalveolidre Lavage (BAL) durchgefiihrt oder die Lunge als Ganzes entnommen. Fiir die
Lavage wurde die Lunge zweifach mit 800 pl eisgekiihltem, mit Proteaseinhibitoren (Complete
Mini) versetztem PBS iiber die Trachealkaniile lavagiert und die gewonnene bronchoalveolire

Lavagefliissigkeit (BALF1 und BALF2) zur spiteren Analyse bei 4 °C asserviert.

2.8 Differenzierung der Leukozyten
2.8.1 Bestimmung der Gesamtleukozytenzahl in der BALF

Direkt nach der Entnahme wurde die BALF bei 2200rpm und 4 °C 10 min zentrifugiert. Der
Uberstand von BALF1 und BALF2 wurde bei -80 °C aufbewahrt. Die Zellpellets wurden
gemeinsam mit insgesamt 1 ml PBS resuspendiert. AnschlieBend wurden 5 pl der Zellsuspension
mit 5 pl Methylenblau vermischt und in eine Neubauer-Zihlkammer iiberfiihrt. Unter dem
Mikroskop wurden die Leukozyten in allen 4x16 Quadraten ausgezdhlt und damit die
Gesamtleukozytenzahl der Lavagefliissigkeit berechnet (Mittelwert pro GroBlquadrat X 2 X

10.000 = Leukozyten/ml).
34



Material und Methoden

2.8.2 Differenzierung der Leukozyten in der BALF

Die Untersuchung der Leukozyten in der Lavagefliissigkeit erfolgte mittels Durchflusszytometrie
mit dem FACS Calibur von BD Biosciences (fluorescence activated cell sorting, FACS). Die
Unterscheidung der Zellen erfolgte anhand des Vorwirtsstreulichtes (forward scatter, FSC), des
Seitwirtsstreulichtes (side scatter, SSC) und dem Muster der Antikorperfarbung bei Anregung
mit einem Laser. Durch spezifische, fluoreszenzmarkierte Antikorper konnen dabei verschiedene

Zellpopulationen differenziert werden.

Die in PBS verdiinnte Zellsuspension aus der BALF wurde bei 1500 rpm und 4 °C fiir 5 min
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Zellpellet wurde aufgeriittelt und mit 2 pl Fc-
Block bei 4 °C fiir 10 min inkubiert. Diese Zelllosung wurde mit fluoreszenzmarkierten
Antikorpern versetzt (anti-CD 45 PerCP-konjugiert, anti-GR-1 PE-konjugiert und anti-F4-80
APC-konjugiert, 3 pl pro 300 000 Zellen) und 30 min bei 4 °C im Dunkeln inkubiert.
AnschlieBend wurden 500 pl BD- FACS-Lysing Solution (1X) hinzugegeben und wiederum fiir
10 min bei 4 °C inkubiert. Darauthin wurden die Proben mit BD FACS CellWASH aufgefiillt
und fiir 5 min bei 1500 rpm und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die
Zellen mit 500 ul BD FACS CellWASH resuspendiert. Es folgte die Messung der Proben mit
dem BD FACS Calibur und der BD CellQuest Pro Software (Version 4.0.2). Entsprechend dem
Maf des Vorwirtsstreulichtes (FSC) und des Seitwirtsstreulichtes (SSC) der einzelnen Zellen
sowie den spezifisch gebundenen Fluorochrom-markierten Antikorpern wurde der Anteil der
Alveolarmakrophagen, der Lymphozyten und der polymorphkernigen (neutrophilen)

Granulozyten in der Zellsuspension bestimmt.

2.8.3 Differenzierung der Leukozyten im Blut

Die Quantifizierung und die Differenzierung der Leukozyten im Blut erfolgte ebenfalls mittels
Durchflusszytometrie. Von der Vollblutprobe wurden sofort nach Entnahme 60 pl in ein EDTA-
Blutrohrchen gegeben und auf Eis gelagert. Je 5 ul der fluoreszenzmarkierten Antikorper anti-
GR-1 PE und anti-CD45 PerCP wurden in ein BD TruCount-Rohrchen pipettiert. Es wurden
50 ul EDTA-Vollblut hinzugegeben und 20 min bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Als
nichstes wurden 450 pl BD-FACS Lysing Solution hinzugefiigt und wieder fiir 10 min bei

Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Anschlieend erfolgt die Analyse der Leukozyten mit
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dem BD FACS Calibur und der BD CellQuest Pro Software (Version 4.0.2). Es wurden die
Populationen der Lymphozyten, der Monozyten und der polymorphkernigen (neutrophilen)
Granulozyten  unterschieden. @ Die  TruCount-Rohrchen  enthalten = zudem  kleine
fluorochrommarkierte Kiigelchen (beads) in definierter Menge. Aus dem Verhéltnis von beads
zu Leukozyten in der Messung wurde (durch die Software) die Gesamtleukozytenzahl pro pl

Vollblut bestimmit.

2.9 Zytokinquantifizierung in BALF und Plasma mittels Bio-Plex-Assay

Die Zytokinquantifizierung wurde mit Blutplasma sowie dem zellfreien Uberstand der BALF1
durchgefiihrt. Das Plasma wurde durch Zentrifugation aus dem Vollblut gewonnen. Alle Proben

wurden bis zur Verwendung bei -80 °C gelagert.

Zur Quantifizierung der Zytokine in der BALF wurde ein Bio-Plex Mouse 9-Plex Assay der
Firma BIO-RAD fiir folgende Zytokine verwendet: IFN-y, IL-1B, IL-10, IL-18, KC, MCP-1,
MIP-2, RANTES, und TNF-a. Fiir das Plasma wurde ein Bio-Plex Mouse Plex Assay fiir das
Zytokin IL-6 verwendet. Der Bio-Plex Assay erlaubt eine gleichzeitige Quantifizierung mehrerer

Zytokine in einer einzigen Probe.

Zuerst wurde der Zytokinstandard entsprechend Herstellerangaben gelost und 30 min auf Eis
inkubiert und in einer Verdiinnungsreihe in 7 Schritten jeweils 1:4 verdiinnt. Die Filterplatte (96-
well) wurde mit je 100 pl Assaypuffer pro Vertiefung befeuchtet und der iiberschiissige Puffer
wieder durch Vakuumfiltration abgesaugt. Die Beads wurden 1:10 mit Assaypuffer verdiinnt und
je 50 ul in die einzelnen Vertiefungen gegeben. AnschlieBend erfolgte das zweimalige Waschen
jeder Vertiefung mit je 100 ul Waschpuffer. Darauthin wurden je 50 ul BALF1 Uberstand pur,
Plasma (1:4 Verdiinnt in Sample Diluent) oder Zytokinstandard in die Vertiefungen gegeben.
Die Platte wurde fiir 30 sec auf dem Schiittler bei 1100 rpm aufgeschiittelt und dann 30 min bei
300 rpm lichtgeschiitzt inkubiert. AnschlieBend erfolgte das dreimalige Waschen mit je 100 pl
Waschpuffer und die Zugabe von 25 pl Detektionsantikorpern (AK-Stock (10X) vorher 1:10 in
Detection Antibody Diluent verdiinnt) je Vertiefung. Wiederum erfolgte 30 sec Aufschiitteln mit
1100 rpm, 30 min Inkubation bei 300 rpm und dreifaches Waschen mit je 100 pl Waschpuffer.
Die gebundenen Detektionsantikdrper wurden mit 50 pl/Vertiefung Streptavidin-Phycoerythin-

Losung (1X) markiert. Nach 10 min Inkubation wurde die Platte wiederum dreimal mit 100ul
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Waschpuffer gewaschen. Die Streptavidin-Phycoerythin-markierten Beads wurden mit 125 pl
Analysepuffer resuspendiert und 30 sec bei 1100 rpm aufgeschiittelt. Schlussendlich erfolgte die
Messung der Zytokinkonzentrationen im Bio-Plex Array Reader mit der Bioplex Manager 6.0

Software.

2.10 Bakterienlast in der Lunge und im Blut

Zur Bestimmung der Bakterienlast der Lunge wurden die Tiere wie in Kapitel 2.7.2 beschrieben
prapariert. Am Ende der Priparation wurde die Lunge ohne Hilus und pulmonale Lymphknoten
entnommen, zerkleinert und durch ein 100 um Zellsieb gedriickt. Die Zellsuspension wurde
anschlieBend mit PBS auf ein Volumen von 20 ml aufgefiillt. Darauthin wurde eine
Verdiinnungsreihe hergestellt und 10 pul Lungensuspension pur sowie in den Verdiinnungen 1:10,
1:100, 1:1000 und 1:10000 auf eine Columbia-Agarplatte mit 5 % Schafblut ausplattiert. Nach
Inkubation iiber Nacht bei 37 °C und 5 % CO; wurden die entstandenen Bakterienkolonien
ausgezihlt und, unter Beriicksichtigung der Verdiinnung, die Zahl der koloniebildenden

Einheiten in der gesamten Lunge berechnet.

Die Bestimmung der Bakterienlast im Blut erfolgte entsprechend durch Auftragen von 10 pl Blut
unverdiinnt sowie in den Verdiinnungen 1:10, 1:100 und 1:1000 auf Columbia-Blutagarplatten,

Inkubation iiber Nacht bei 37 °C und 5 % CO; und dem Auszihlen der Kolonien.

2.11 Bestimmung der Viruslast in der Lunge mittels Virus-Plaque-Assay
2.11.1 Vorbereitung

Fiir den Virus-Plaque-Assay wurden Madin-Darby Canine Kidney Epithelial Cells (MDCK-II)
Zellkulturen benutzt. Die Zellen wurden in fliissigem Stickstoff bei -196 °C gelagert. Nach dem
Auftauen wurden die Zellen sofort in MEM-Zellkulturmedium (minimal essential medium,
versetzt mit 10 % FCS, 1 % L-Glutamin, 100 U/ml Penicillin, 0,1lmg/ml Streptomycin)
aufgenommen, um zytotoxische Effekte durch das DMSO im Gefriermedium zu verhindern.
Danach wurden die Zellen mit 13 ml MEM-Zellkulturmedium in eine 75 cm? Zellkulturflasche
aufgenommen und bei 37 °C und 5 % CO- inkubiert bis ein konfluenter einschichtiger Zellrasen

(Monolayer) entstanden war. Das Medium wurde entfernt, die Zellen darauf mit sterilem PBS
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gewaschen, mit 2 ml Trypsin von der Flasche gelst und in 8 ml frisches Zellkulturmedium
aufgenommen. Die Zellsuspension (250 ul pro Well) wurde auf 12-Well-Zellkulturplatten mit je
1 ml Zellkulturmedium verteilt. Es erfolgte eine Inkubation von 24 h bei 37 °C und 5 % CO, bis

in den Vertiefungen der Platte ein konfluenter Zellrasen entstanden war.

Fiir die Probengewinnung wurden die Tiere wie in Kapitel 2.7.2 préipariert. Die Lunge wurde
ohne Hilus und pulmonale Lymphknoten entnommen, zerkleinert und durch ein 100 um Zellsieb
gedriickt. Die Zellsuspension wurde anschlieend mit PBS auf ein Volumen von 20 ml aufgefiillt
und mit einem Ultra-Turrax Dispergiergerit homogenisiert um einen Zellaufschluss zu
gewihrleisten. Die entstandene Suspension wurde bei 4000 rpm 10 min bei 4 °C zentrifugiert

und der Uberstand bis zur spiteren Untersuchung bei -80 °C gelagert.

2.11.2 Virus-Plaque-Assay

Zuerst erfolgte nach dem Auftauen der Lungenhomogenatiiberstinde auf Eis die Herstellung
einer Verdiinnungsreihe in 7 Verdiinnungsstufen (jeweils 1:10) mit PBS (unter Zugabe von
0,2% BSA, ImM MgClz, 0,9 mM CaCl,, 100 U/ml Penicillin, 0,1 mg/ml Streptomycin).
AnschlieBend wurde das Zellkulturmedium aus der 12-Well Zellkulturplatte entfernt und die
Zellen zweimal mit PBS gewaschen. Pro Vertiefung wurden 150 pl Probenverdiinnung
aufgetragen und 45 min bei Raumtemperatur und gelegentlichem Schwenken inkubiert. Die
Probenverdiinnung wurde anschlieBend abgesaugt und je 1 ml Uberschichtungsmedium
(bestehend aus 486 pl 2,5 % Avicell-Suspension, 486 pul 2XMEM, 6,7 ul 30 % BSA, 10 ul 5 %
NaHCO3, 10 pl 1 % Dextran, 1 pl TPCK Trypsin (Img/ml)) in jede Vertiefung gegeben.
Darauthin wurde die Platte fiir 48 h bei 37 °C und 5 % CO, ohne Bewegung inkubiert. Nach
Ablauf der Inkubationszeit wurde das Uberschichtungsmedium abgesaugt und die Zellen
zweifach mit PBS gewaschen. Der Zellrasen wurde darauthin mit je 400 pl/Vertiefung
Farbelosung (0,1 % Kiristallviolett, 2 % Ethanol, 9 % Formaldehyd) angefidrbt und fixiert. Nach
20 min war der intakte Zellrasen makroskopisch blau angefirbt und die Firbelosung wurde
wieder entfernt. AnschlieBend wurde die Zahl der Plaques (virusinduzierte kreisrunde Liicken im
Zellrasen) pro Vertiefung als MaB fiir die infektiosen Einheiten (plaque forming units, pfu)
erfasst. Anhand des eingesetzten Volumens und der Verdiinnung in der Vertiefung konnte

daraufhin die Zahl der pfu in der gesamten Lunge errechnet werden.
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2.12 Histologie

Die histologische Aufarbeitung und Untersuchung erfolgte in Zusammenarbeit mit Dr. Kristina
Dietert und Prof. Dr. Achim Gruber vom Institut fiir Tierpathologie der Freien Universitit
Berlin. Die Prédparation der Tiere erfolgte grundsitzlich wie unter Kapitel 2.7.2 beschrieben,
jedoch ohne Durchfiihrung der Ventilation, der Perfusion und der Lungenlavage. Nach
Exsanguination des Tieres wurde die Trachea noch vor der Eroffnung des Thorax ligiert, um ein
Kollabieren der Lunge zu verhindern. AnschlieBend wurde der Thorax entlang des Sternums
unter Schonung der Lunge eroffnet. Es erfolgte die Entnahme der intakten Lunge mit Trachea

und Uberfiihrung in 3,7 % Formaldehydlésung.

Im Institut fiir Veterindrpathologie wurden die fixierten Lungen in Paraffin eingebettet, 2 um-
dicke Gewebsschnitte hergestellt und mittels Hamatoxylin-Eosin (HE-Farbung) gefirbt. Die
pathologische Beurteilung der Lungenverinderungen hinsichtlich ihrer Qualitdit und

quantitativen Ausbreitung erfolgte verblindet durch Kristina Dietert.

2.13 Statistik

Fiir die statistische Auswertung der Daten wurde GraphPad PRISM 4.02 der Firma Graph Pad
Software Incorporated verwendet. Die Ergebnisse der Leukozytendifferenzierung, der
Zytokinquantifizierung und der klinischen Parameter sind als Mittelwert und Standardfehler
(SEM), die Virus- und Bakterienlast sind als Einzelwerte und Median angeben. Der Vergleich
der Uberlebenszeit der Tiere wurde als Kaplan-Meier-Kurve dargestellt und mit dem log-rank-
Test statistisch iiberpriift. Die statistische Testung erfolgte fiir Versuchsreihen mit lediglich zwei
experimentellen Gruppen zu einem einzigen Zeitpunkt mit dem Mann-Whitney U-Test. Fiir den
Vergleich von mehr als zwei Gruppen erfolgte die Testung mittels One-way ANOVA (Kruskal-
Wallis-Test mit Dunns post-hoc Test fiir relevante Gruppen). Fiir Vergleiche mehrerer Gruppen
mit multiplen, zeitlich aufeinanderfolgenden Messungen erfolgte die Testung mit Two-way
ANOVA. Die statistische Auswertung der Zytokinquantifizierung erfolgte lediglich fiir Gruppen
deren Einzelwerte oberhalb des Detektionslimits lagen. p-Werte von < 0,05 wurden als

statistisch signifikant betrachtet.
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3 Ergebnisse

3.1 Modulation der Immunantwort durch MALP-2 nach Influenzavirusinfektion

Zur Untersuchung der Wirkung von MALP-2 in der Influenzavirus-infizierten Mauslunge
wurden Tiere mit 100 pfu Influenza-A-Virus HIN1 transnasal infiziert. Die Kontrolltiere
erhielten entsprechend eine Scheininfektion mit PBS. Fiinf Tage spiter wurde 0,5 ug MALP-2
intratracheal appliziert. Eine kontrollbehandelte Gruppe erhielt entsprechend Kontrolllésung.
Einen weiteren Tag spiter erfolgte im Rahmen der finalen Probennahme die bronchoalveolire
Lavage (BAL) und die Blutentnahme zur weiteren Untersuchung der nachfolgend beschriebenen

Parameter (Abbildung 6).

0 1 2 3 4 5 6
| | | | | ~ |
| i | | | | > Tage (d)
H1N1 MALP-2 Analyse

Abbildung 6: Schematischer Versuchsablauf Teil 1.

3.1.1 MALP-2 fiihrte zu vermehrtem Einstrom von Leukozyten in die Influenzavirus-

infizierte murine Lunge

Die Bestimmung des Einflusses von MALP-2 auf die zellulire Immunantwort in der
Influenzavirus-infizierten Mauslunge erfolgte durch eine Analyse der
Leukozytensubpopulationen in der bronchoalveoldren Lavagefliissigkeit (BALF) mittels

Durchflusszytometrie 6 d nach Influenzavirusinfektion (entspricht 1 d nach MALP-2).

Ohne MALP-2 zeigten die Influenzavirus-infizierten Tiere im Vergleich zu den nicht-infizierten
Kontrollen erhohte Zahlen an neutrophilen Granulozyten und Lymphozyten in der BALF. Die
lokale MALP-2-Applikation induzierte bei Tieren ohne Infektion ebenfalls einen Einstrom von
neutrophilen Granulozyten in die Lunge. In den infizierten Tieren fiihrte die MALP-2-
Behandlung zu einem zusitzlichen, signifikanten Anstieg der neutrophilen Granulozyten und

Alveolarmakrophagen im bronchoalveoldren Raum (Abbildung 7).
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Abbildung 7: Leukozytendifferenzierung in der BALF nach MALP-2-Applikation. Die Tiere wurden
mit 100 pfu Influenza-A-Virus HIN1 oder PBS transnasal infiziert. Nach 5 d erfolgte die intratracheale
Applikation von MALP-2 oder Kontrolllssung (Kontrolle). Einen weiteren Tag spéter wurde eine BAL
durchgefithrt und die Leukozyten (A) in der BALF mit der Neubauer-Zihlkammer quantifiziert.
Granulozyten (B), Alveolarmakrophagen (C) und Lymphozyten (D) wurden mittels Durchflusszytometrie
differenziert. Alle Werte sind als Mittelwert + Standardfehler (SEM) angegeben (n = 6-8). *p < 0,05
(Vergleich zwischen den markierten Gruppen) bzw. #p < 0,05; ##Hp < 0,001 (Vergleich zur nicht-
infizierten kontrollbehandelten Gruppe).

3.1.2 MALP-2 fiihrte zu einer vermehrten Ausschiittung proinflammatorischer

Mediatoren in der Influenzavirus-infizierten murinen Lunge

Zur Untersuchung der Modifikation der Entziindungsreaktion durch MALP-2 in der
Influenzavirus-infizierten Mauslunge erfolgte eine bronchoalveoldre Lavage (BAL) mit
Untersuchung der Lavagefliissigkeit auf die Zytokine IL-1B, IL-10, IFN-y, KC, MCP-I,
RANTES, IL-18, TNF-a und MIP-2 mittels Bio-Plex Cytokine Assay 6 d nach Influenzavirus-
infektion (entspricht 1 d nach MALP-2-Applikation).
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Abbildung 8: Zytokinkonzentration in der BALF nach MALP-2-Applikation. Die Tiere wurden mit
100 pfu Influenza-A-Virus HIN1 oder PBS transnasal infiziert. Nach 5 d erfolgte die intratracheale
Applikation von MALP-2 oder Kontrolllosung (Kontrolle). Einen weiteren Tag spéter wurde eine BAL
durchgefiihrt und die Zytokine IL-1f, IL-10, IFN-y, KC, MCP-1, RANTES, IL-18, TNF-a und MIP-2 im
zellfreien Uberstand der BALF mittels Bio-Plex Cytokine Assay quantifiziert. Alle Werte sind als
Mittelwert + Standardfehler (SEM) angeben (n = 5-8). Die untere Detektionsgrenze des Bio-Plex
Cytokine Assays wird durch die Strichlinie angezeigt. n.d. (nicht detektierbar) Werte unterhalb der
Detektionsgrenze. *p < 0,05; **p < 0,01 (Vergleich zwischen den markierten Gruppen) bzw. #p < 0,05;
##p < 0,01 (Vergleich zur nicht-infizierten kontrollbehandelten Gruppe).
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In den kontrollbehandelten Tieren induzierte die Influenzavirusinfektion die Freisetzung der
Zytokine TNF-q, IL-1B, IFN-y, KC, MCP-1 und RANTES in den bronchoalveoldren Raum. Die
lokale Stimulation mit MALP-2 fiihrte bei den nicht-infizierten Tieren zu erhdhten
Konzentrationen der proinflammatorischen Zytokine IL-1B, KC, und MIP-2 in der BALF.
Erhielten die Influenzavirus-infizierten Tiere MALP-2 appliziert, erhohte sich der Level des
Zytokins IL-1B nochmals signifikant gegeniiber den kontrollbehandelten infizierten Tieren

(Abbildung 8).

3.1.3 Die Wirkung von MALP-2 auf die Entziindungsreaktion blieb lokal begrenzt

Um die Wirkung der intratrachealen MALP-2-Applikation auf die systemische Immunantwort
im Organismus zu beurteilen, erfolgte die Analyse der weillen Blutzellen im Blut mittels
Durchflusszytometrie und die Quantifizierung des Zytokins IL-6 im Blutplasma mittels Bio-Plex
Cytokine Assay als Marker einer systemischen Entziindungsreaktion 6 d nach

Influenzavirusinfektion (entspricht 1 d nach MALP-2-Applikation).

Influenzavirus-infizierte kontrollbehandelte Tiere zeigten eine signifikant erhohte Zahl
neutrophiler Granulozyten im Blut gegeniiber den scheininfizierten kontrollbehandelten Tieren
bei sonst unverdnderten Leukozytenzahlen. Die lokale Applikation von MALP-2 fiihrte weder
bei infizierten noch bei scheininfizierten Tieren zu einer signifikanten Anderung der

Leukozytensubpopulationen im Blut (Abbildung 9).
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Abbildung 9: Leukozytendifferenzierung im Blut nach MALP-2-Applikation. Die Tiere wurden mit
100 pfu Influenza-A-Virus HIN1 oder PBS transnasal infiziert. Nach 5 d erfolgte die intratracheale
Applikation von MALP-2 oder Kontrolllosung (Kontrolle) und einen weiteren Tag spiter die
Blutentnahme aus der V. renalis sinister. Die Quantifizierung der Leukozyten (A), Granulozyten (B),
Monozyten (C) und Lymphozyten (D) wurde mittels Durchflusszytometrie durchgefiihrt. Alle Werte sind
als Mittelwert + Standardfehler (SEM) angegeben (n = 7-8). ##p < 0,01 (Vergleich zur nicht-infizierten
kontrollbehandelten Gruppe).

Im Blutplasma der infizierten Tiere wurden signifikant erhohte Konzentrationen des Zytokins
IL-6 nachgewiesen. MALP-2 zeigte jedoch keinen weiteren Effekt auf die Freisetzung von IL-6
im Blut, weder bei nicht-infizierten Tieren noch bei Influenzavirus-infizierten Tieren (Abbildung

10).
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Abbildung 10: Interleukin-6-Konzentration im Blutplasma. Die Tiere wurden mit 100 pfu Influenza-
A-Virus HIN1 oder PBS transnasal infiziert. Nach 5 d erfolgte die intratracheale Applikation von MALP-
2 oder Kontrolllosung (Kontrolle). Einen weiteren Tag spiter erfolgte die Blutentnahme aus der V. renalis
sinister und die Quantifizierung von IL-6 im Blutplasma mittels Bio-Plex Cytokine Assay. Alle Werte
sind als Mittelwert + Standardfehler (SEM) angeben (n = 6-8). Die untere Detektionsgrenze des Bio-Plex
Cytokine Assays wird durch die Strichlinie angezeigt. ##p < 0,01 (Vergleich zur nicht-infizierten
kontrollbehandelten Gruppe).

3.1.4 MALP-2 hatte keinen signifikanten Einfluss auf den klinischen Verlauf der

Influenzavirusinfektion

Um einen moglichen Einfluss von MALP-2 auf den klinischen Verlauf der
Influenzavirusinfektion festzustellen, erfolgte im Verlauf von insgesamt 10 d nach Infektion eine
Beurteilung der klinischen Parameter Korpermasse und Korpertemperatur. Die
Influenzavirusinfektion fithrte zu einem deutlichen Abfall von Korpermasse und
Korpertemperatur bei einer mittleren approximativen Uberlebensrate von 20 %. MALP-2 zeigte
dabei keine weitere Wirkung auf die Korpermasse oder die Korpertemperatur der infizierten
Tiere. An Tag 9 und 10 war aufgrund der geringen Gruppengrée (n = 4/2) eine statistische
Auswertung beziiglich Korpertemperatur und Korpermasse nicht méglich (Abbildung 11). Auch
die approximative Uberlebensrate wurde durch die lokale Stimulation mit MALP-2 nicht

signifikant verdndert (Abbildung 12).
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Abbildung 11: Klinische Parameter im Verlauf von 10 d nach Influenzavirusinfektion. Die Tiere
(n = 10) wurden mit 100 pfu Influenza-A-Virus HIN1 oder PBS transnasal infiziert. Nach 5 d erfolgte die
intratracheale Applikation von MALP-2 oder Kontrolllosung (Kontrolle). Uber den gesamten
Versuchszeitrum wurden die Korpermasse (in % des Ausgangswertes) und die rektale Korpertemperatur
gemessen und hier im Intervall von 24 h dargestellt. Alle Werte sind als Mittelwert und Standardfehler
angeben. MALP-2/Kontrolle: n = 10/10 (Tag 0-7); n =7/5 (Tag 8); n = 4/2 (Tag 9); n = 4/2 (Tag 10)
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Abbildung 12: Approximative Uberlebensrate bei Influenzavirusinfektion und MALP-2-
Behandlung. Die Tiere (n = 10) wurden mit 100 pfu Influenza-A-Virus HIN1 transnasal infiziert. Nach
5d erfolgte die intratracheale Applikation von MALP-2 oder Kontrolllosung (Kontrolle). Das
approximative Uberleben wurde iiber einen Zeitraum von insgesamt 10 d beobachtet.
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3.2 Modulation der Immunantwort durch MALP-2 bei sekundirer S. prneumoniae-

Pneumonie

Fiir die Untersuchung des Einflusses von MALP-2 auf die sekundére Streptococcus pneumoniae-
Pneumonie bei vorbestehender Influenzavirusinfektion wurden die Versuchstiere mit 100 pfu
Influenza-A-Virus HIN1 transnasal infiziert. Die Kontrolltiere erhielten eine Scheininfektion mit
PBS. Nach 5 d wurden 0,5 pg MALP-2 oder Kontrolllosung intratracheal appliziert. Einen
weiteren Tag spiter erfolgte die transnasale Infektion mit 1x10° cfu S. pneumoniae oder die
Scheininfektion mit PBS. Insgesamt 7 d nach Influenzavirusinfektion wurde im Rahmen der
finalen Probengewinnung die bronchoalveoldre Lavage, die Entnahme der Lunge und die
Gewinnung von  Blut  fiir  nachfolgenden  Untersuchungen  durchgefithrt  (

Abbildung 13).
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Abbildung 13: Schematischer Versuchsablauf Teil 2.

3.2.1 MALP-2 fiihrte zu keinem zusiitzlichen Einstrom von Leukozyten bei sekundirer

Pneumokokkenpneumonie

Zur Beurteilung der Wirkung der lokalen MALP-2-Stimulation in der Influenzavirus-infizierten
Maus auf die pulmonale Rekrutierung von Immunzellen bei sekundirer Infektion mit
S. pneumoniae erfolgte eine durchflusszytometrische Analyse der Leukozytensubpopulationen in
der bronchoalveoldren Lavagefliissigkeit (BALF) 7 d nach der primiren Influenzavirusinfektion

(entspricht 2 d nach MALP-2-Applikation bzw. 1 d nach Infektion mit S. pneumoniae).

Dabei zeigten die HIN1-infizierten kontrollbehandelten Tiere 7 d nach primirer Infektion eine
Rekrutierung von Leukozyten, Granulozyten, Alveolarmakrophagen und Lymphozyten in den
bronchoalveoldren Raum. Bei den allein mit Influenzavirus infizierten Tieren fithrte MALP-2 am
Tag 7 nach Infektion zu einem zusidtzlichen signifikanten Anstieg der Zahl der

Gesamtleukozyten, insbesondere der Granulozyten in der BALF. Die sekundire Infektion mit
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S. pneumoniae induzierte allerdings keine weitere Einwanderung von Leukozyten iiber das
Niveau der primdren HINI1-Monoinfektion hinaus. Bei den sekundir mit S. pneumoniae
infizierten Tieren kam es durch die MALP-2-Applikation zu keiner weiteren signifikanten

Veridnderung der zelluldren Immunantwort (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Leukozytendifferenzierung in der BALF nach sekundirer S. pneumoniae-Infektion.
Die Tiere wurden mit 100 pfu Influenza-A-Virus HIN1 oder PBS transnasal infiziert. Nach 5 d erfolgte
die intratracheale Applikation von MALP-2 oder Kontrolllésung (Kontrolle). Einen weiteren Tag spéter
wurden die Tiere mit 1x10* cfu S. pneumoniae (S.pn.) oder PBS infiziert. Am Versuchende (Tag 7)
wurde eine BAL durchgefiihrt und die Gesamtleukozytenzahl (A) in der BALF mit der Neubauer-
Zihlkammer bestimmt. Granulozyten (B), Alveolarmakrophagen (C) und Lymphozyten (D) wurden
mittels Durchflusszytometrie differenziert. Alle Werte sind als Mittelwert + Standardfehler (SEM)
angegeben (n = 5-8). *p < 0,05 (Vergleich zwischen den markierten Gruppen).

48



Ergebnisse

3.2.2 MALP-2 fiihrte nicht zu einer Modulation der Zytokinproduktion in der Lunge bei

sekundirer Pneumokokkenpneumonie

Zur Analyse der Zytokinproduktion in der Lunge wihrend einer sekundéren
Pneumokokkenpneumonie erfolgte die Untersuchung der Zytokine IL-1p, IL-10, IFN-y, MCP-1,
RANTES, IL-18, TNF-a und MIP-2 in der BALF mittels Bio-Plex Cytokine Assay 7 d nach der
Influenzavirusinfektion (entspricht 2 d nach MALP-2 bzw. 1 d nach Infektion mit

S. pneumoniae).

Die Influenzavirusinfektion stimulierte die Produktion der Zytokine IL-10, IFN-y, RANTES,
TNF-a, IL-18 und MIP-2 gegeniiber den scheininfizierten Kontrolltieren. Die MALP-2-
Applikation induzierte am Tag 7 bei den nur mit Influenzavirus-infizierten Tieren die vermehrte
Freisetzung des Zytokins MIP-2 im Vergleich zu den Tieren, die lediglich Kontrolllosung
erhielten. Die sekunddre Infektion mit S. pneumoniae fiihrte nicht zu einer signifikanten
Verdnderung der untersuchten Zytokine gegeniiber der Monoinfektion mit Influenza-A-Virus.
Des Weiteren fithrte MALP-2 nach sekundidrer S. pneumoniae-Infektion nicht zu einer

signifikanten Verdnderung der Zytokinkonzentration in der BALF (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Zytokinkonzentration in der BALF bei sekundérer bakterieller Pneumonie. Die Tiere
wurden mit 100 pfu Influenza-A-Virus HIN1 oder PBS transnasal infiziert. Nach 5 d erfolgte die
intratracheale Applikation von MALP-2 oder Kontrolllosung (Kontrolle). Einen weiteren Tag spéter
wurden die Tiere mit 1x10* cfu S. pneumoniae (S.pn.) oder PBS infiziert. Am Versuchende (Tag 7)
wurde eine BAL durchgefiihrt und die Zytokine IL-1pB, IL-10, IFN-y, KC, MCP-1, RANTES, IL-18,
TNF-o. und MIP-2 im zellfreien Uberstand der BALF mittels Bio-Plex Cytokine Assay quantifiziert. Alle
Werte sind als Mittelwert + Standardfehler (SEM) angeben (n = 2-8). Die untere Detektionsgrenze des
Bio-Plex-Assays wird durch die Strichlinie angezeigt. n.d. (nicht detektierbar) Werte unterhalb der
Detektionsgrenze. **p < 0,01 (Vergleich zwischen den markierten Gruppen). Aus technischen Griinden
des Bio-Plex-Assays kam es zu abweichenden Gruppengrofien.
50



Ergebnisse

3.2.3 MALP-2 fiihrte nicht zu einer verstirkten systemischen Entziindungsreaktion bei der

sekundiren Pneumokokkenpneumonie

Um den Effekt von MALP-2 auf die systemische Immunreaktion nach sekundérer Pneumonie zu
untersuchen, erfolgte die Analyse der weilen Blutzellen im Blut mittels Durchflusszytometrie
und die Bestimmung des Interleukin-6 Levels im Blutplasma 1 d nach Infektion mit

S. pneumoniae (entspricht 7 d nach Influenzavirusinfektion).

Im Blut der Influenzavirus-infizierten Tiere zeigte sich eine erhohte Zahl von
(polymorphkernigen) Granulozyten im Vergleich zu den nicht-infizierten Kontrollen (p < 0,05).
Weder die Infektion mit S. pneumoniae noch die Behandlung mit MALP-2 fiihrten zu
signifikanten Verdnderungen der Leukozytensubpopulationen oder der Gesamtzahl weiller

Blutzellen (Abbildung 16).
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Abbildung 16: Leukozytendifferenzierung im Blut bei sekundérer S. pneumoniae-Pneumonie. Die
Tiere wurden mit 100 pfu Influenza-A-Virus HIN1 oder PBS transnasal infiziert. Nach 5 d erfolgte die
intratracheale Applikation von MALP-2 oder Kontrolllosung (Kontrolle). Einen weiteren Tag spéter
wurden die Tiere mit 1x10° cfu S. pneumoniae (S.pn.) oder PBS infiziert. Am Versuchende (Tag 7)
erfolgte die finale Blutentnahme aus der V. renalis sinister. Die Quantifizierung der Leukozyten (A),
Granulozyten (B), Monozyten (C) und Lymphozyten (D) wurde mittels Durchflusszytometrie
durchgefiihrt. Alle Werte sind als Mittelwert + Standardfehler (SEM) angegeben (n = 5-8).
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Die Influenzavirus-infizierten Tiere zeigten im Trend (p = 0,10) eine erhohte IL-6
Plasmakonzentration im Vergleich zu nicht-infizierten Kontrollen. Die sekundére Infektion mit
S. pneumoniae fithrte zu keinem weiteren signifikanten Anstieg von IL-6 im Vergleich zur
Monoinfektion. Durch die lokale MALP-2-Stimulation kam es nicht zu einer signifikanten
Verinderung der IL-6-Konzentration, weder bei Influenzavirus-Monoinfektion noch nach

sekundérer Pneumokokkeninfektion (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Interleukin-6-Konzentration im Blutplasma bei sekundéirer S. pneumoniae-
Pneumonie. Die Tiere wurden mit 100 pfu Influenza-A-Virus HIN1 oder PBS transnasal infiziert. Nach
5 d erfolgte die intratracheale Applikation von MALP-2 oder Kontrolllosung (Kontrolle). Einen weiteren
Tag spiter wurden die Tiere mit 1x10° cfu S. pneumoniae (S.pn.) oder PBS infiziert. Am Versuchende
(Tag 7) erfolgte die finale Blutentnahme aus der V. renalis sinister und die Messung von IL-6 im
Blutplasma mittels Bio-Plex Cytokine Assay. Alle Werte sind als Mittelwert + Standardfehler (SEM)
angeben (n = 6-8). Die untere Detektionsgrenze des Bio-Plex Cytokine Assays wird durch die Strichlinie
angezeigt.
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3.2.4 MALP-2 modifizierte die Verteilung von Granulozyten in der Influenzavirus-

induzierten bronchointerstitiellen Pneumonie

Die histologische Aufarbeitung der murinen Lungen erfolgte 7 d nach Influenzavirusinfektion
(entspricht 1 d nach Infektion mit S. pneumoniae). Die Beurteilung der HE-gefirbten
histologischen Priparate erfolgte verblindet durch eine Veterindrpathologin. Die Lungen der
nicht-infizierten Kontrollgruppe zeigten nur minimale, multifokale, interstitielle Infiltrate vor
allem durch Makrophagen und nur wenige neutrophile Granulozyten, die vermutlich durch die
transnasale und intratracheale Applikation von sterilem PBS und Kontrolllosung induziert
wurden (Abbildung 18 A). Die ausschlieBlich Influenzavirus-infizierten Tiere zeigten das
histopathologische Bild einer leicht- bis mittelgradigen, multifokalen, bronchointerstitiellen
Pneumonie mit Infiltraten von Makrophagen und neutrophilen Granulozyten hauptsidchlich im
Interstitium, sowie innerhalb von Bronchien und Alveolen. Des Weiteren fanden sich Bereiche
mit Nekrosen des Bronchialepithels mit lokaler, luminaler Anhdufung von neutrophilen
Granulozyten und Makrophagen (Abbildung 18 B und C). Die MALP-2-Applikation fiihrte bei
Influenzavirus-infizierten Lungen zu einem weiteren Einstrom von neutrophilen Granulozyten in
das Bronchial- und Alveolarlumen auch unabhingig von Epithelzellnekrosen (Abbildung 18 D +
E). Die sekundire bakterielle Infektion mit S. pneumoniae fithrte zu einer eitrigen
Bronchopneumonie (Abbildung 18 F). Durch MALP-2 kam es jedoch nach der sekundiren
Infektion zu keiner zusitzlichen nachweisbaren Verdnderung der histologischen

Lungenmorphologie (Abbildung 18 G).
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Abbildung 18: Histologische Untersuchung der Lunge in HE-Fiarbung. Die Tiere wurden mit 100 pfu
Influenza-A-Virus HIN1 oder PBS transnasal infiziert. Nach 5 d erfolgte die intratracheale Applikation
von MALP-2 oder Kontrolllosung. Einen weiteren Tag spiter wurden die Tiere mit 1x10° cfu S.
pneumoniae oder PBS infiziert. Am Versuchsende (Tag 7) wurde die Lunge als Ganzes entnommen,
Formalin-fixiert, geschnitten und HE-gefirbt. (A) PBS/Kontrolle/PBS. (B, C) HIN1/Kontrolle/PBS. (D,
E) HINI/MALP-2/PBS. (F) HINI1/Kontrolle/S. pneumoniae. (G) HINI/MALP-2/S. pneumoniae.
Dargestellt sind reprisentative Ausschnitte der jeweiligen Gruppen (n = 3-4).

Es erfolgte auch eine mikroskopische, semiquantitative Bestimmung der entziindlich veridnderten
Bereiche der Lunge. Hierbei zeigte sich weder durch S. preumoniae noch durch MALP-2 eine

signifikante Ausbreitung der entziindlichen Lungenverinderungen (Abbildung 19).
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Abbildung 19: Anteil der Lungenabschnitte mit entziindlichen Verinderungen an der Gesamtlunge.
Die Tiere wurden mit 100 pfu Influenza-A-Virus HIN1 oder PBS transnasal infiziert. Nach 5 d erfolgte
die intratracheale Applikation von MALP-2 oder Kontrolllosung (Kontrolle). Einen weiteren Tag spéter
wurden die Tiere mit 1x10* cfu S. pneumoniae (S.pn.) oder PBS infiziert. Am Versuchsende (Tag 7)
wurde die Lunge als Ganzes entnommen, Formalin-fixiert, geschnitten und HE-geférbt. Es erfolgte eine
mikroskopische semiquantitative Bestimmung der betroffenen Lungenabschnitte. Alle Werte sind als
Mittelwert + Standardfehler (SEM) angeben (n = 3-4).

3.2.5 MALP-2 hatte keinen Einfluss auf die Viruslast

Der Einfluss von MALP-2 auf die Viruslast bei sekundidrer Pneumokokkeninfektion wurde
mittels Virus-Plaque-Assay von Lungenhomogenatiiberstinden untersucht. Die Bestimmung der
plaque forming units erfolgte 7 d nach Influenzavirusinfektion (entspricht 1 d nach Infektion mit
S. pneumoniae). MALP-2 behandelte Tiere zeigten dabei keine signifikante Verdnderung der

Viruslast (Abbildung 20).
55



Ergebnisse

107+ 0o —ay—

pfu/ Lunge
2

100+
0 a EEN
T

O H1N1/Kontrolle/S.pn.
B HI1N1/MALP-2/S.pn.

Abbildung 20: Viruslast in der Lunge 7 d nach Influenzavirusinfektion. Die Tiere wurden mit 100 pfu
Influenza-A-Virus HIN1 transnasal infiziert. Nach 5 d erfolgte die intratracheale Applikation von MALP-
2 oder Kontrolllssung (Kontrolle). Einen weiteren Tag spiter wurden die Tiere mit 1x10° cfu
S. pneumoniae (S.pn.) infiziert. Am Versuchsende (Tag 7) wurde die Lunge entnommen, homogenisiert
und die Viruslast in den Uberstinden mittels Virus-Plaque-Assay als plague forming units (pfu) bestimmt.
Alle Werte sind als Einzelwerte und Median angeben (n = 11).

3.2.6 MALP-2 reduzierte die Bakterienlast bei sekundéirer Pneumokokkenpneumonie

Um den Effekt der MALP-2-Behandlung in der Influenzavirus-infizierten Lunge auf die
bakterielle Elimination durch das pulmonale Immunsystems zu untersuchen, erfolgte die
Bestimmung der koloniebildenden Einheiten (cfu) von Streptococcus pneumoniae in der
murinen Lunge. Die MALP-2-behandelten Tiere zeigten dabei eine signifikant niedrigere
bakterielle Erregerlast in der Lunge im Vergleich zu unbehandelten infizierten Kontrollen

(Abbildung 21).

Es erfolgte dariiber hinaus auch eine Bestimmung der bakteriellen Last im Blut. Dabei konnte
lediglich bei zwei (von 11) Tieren der kontrollbehandelten, infizierten Gruppe und bei keinem
der MALP-2-behandelten, infizierten Tiere ein Wachstum von S. pneumoniae aus der Blutkultur
beobachtet werden. Daher ist hier keine statistische Aussage iiber den Einfluss des MALP-2 auf

die Entstehung und das Ausmal einer Bakteridmie moglich (Abbildung 22).
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Abbildung 21: Bakterienlast in der Lunge 1 d nach sekundirer S. pneumoniae-Infektion. Die Tiere
wurden mit 100 pfu Influenza-A-Virus HIN1 transnasal infiziert. Nach 5 d erfolgte die intratracheale
Applikation von MALP-2 oder Kontrolllésung (Kontrolle). Einen weiteren Tag spiter wurden die Tiere
mit 1x10° cfu S. pneumoniae (S.pn.) infiziert. Am Versuchsende (Tag 7) erfolgte die Bestimmung der
koloniebildenden Einheiten (cfu) in der gesamten Lunge. Alle Werte sind als Einzelwerte und Median
angeben (n = 10). *p < 0,05.
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Abbildung 22: Bakterienlast im Blut 1 d nach sekundirer S. pneumoniae-Infektion. Die Tiere wurden
mit 100 pfu Influenza-A-Virus HIN1 transnasal infiziert. Nach 5 d erfolgte die intratracheale Applikation
von MALP-2 oder Kontrolllssung (Kontrolle). Einen weiteren Tag spiter wurden die Tiere mit 1x10° cfu
S. pneumoniae (S.pn.) infiziert. Am Versuchsende (Tag 7) erfolgte die Bestimmung der koloniebildenden
Einheiten (cfu) im Blut. Alle Werte sind als Einzelwerte und Median angeben (n = 10-11).
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3.3 Pulmonale MALP-2-Stimulation verbesserte die approximative Uberlebensrate der

Maus bei sekundirer S. pneumoniae-Pneumonie

Die Beurteilung des klinischen Verlaufs einschlieBlich der approximativen Uberlebensrate der
Infektion mit Influenza-A-Virus und nachfolgender sekundirer Infektion mit S. pneumoniae
erfolgte iiber einen Zeitraum von insgesamt 10 Tagen. Fiinf Tage nach Influenzavirusinfektion
wurden die Tiere intratracheal mit MALP-2 oder Kontrolllosung behandelt. Nach einem
weiteren Tag (an Tag 6) erfolgte die sekundire S. pneumoniae-Infektion. Wihrend in der
MALP-2-behandelten Gruppe die approximative Uberlebensrate nach der sekundiren
Pneumokokkeninfektion 50 % betrug, erreichten alle Tiere der Kontrollgruppe bereits vor
Versuchsende die definierten Totungskriterien (Abbildung 23). Somit verbesserte die lokale
Immunstimulation mit MALP-2 in Influenzavirus-infizierten Tieren die approximative

Uberlebensrate bei sekundirer Pneumokokkenpneumonie signifikant (p = 0,011).
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Abbildung 23: Approximative Uberlebensrate nach MALP-2-Behandlung bei Influenza und
sekundiirer Pneumokokkenpneumonie. Die Tiere wurden mit 100 pfu Influenza-A-Virus HIN1
transnasal infiziert. Nach 5 d erfolgte die intratracheale Applikation von MALP-2 oder Kontrolllsung.
Einen weiteren Tag spiiter wurden die Tiere mit 1x10° cfu S. pneumoniae (S.pn.) infiziert. Die Tiere
wurden iiber einen Zeitraum von insgesamt 10 d beobachtet. *p < 0,05 (Vergleich zwischen den
Gruppen).
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Wihrend des Versuchszeitraums von 10 d erfolgte die Beurteilung des klinischen Zustands der
Tiere anhand der Parameter Korpermasse und Korpertemperatur. In Relation zur
Ausgangskorpermasse von 100 % zum Versuchsbeginn (Tag 0) ergaben sich zu keinem
Zeitpunkt signifikante Unterschiede im Verlauf der Koérpermasseentwicklung (Abbildung 24).
Der absolute Gewichtsverlust innerhalb der ersten 24 h nach S. pneumoniae-Infektion war
allerdings in der MALP-2-behandelten Gruppe (Am = -0,49 g) im Vergleich zur
kontrollbehandelten, infizierten Gruppe (Am = -1,6 g) signifikant geringer (p<0,001). Auch
zeigten die MALP-2-behandelten Tiere einen Tag nach der sekundidren Pneumokokkeninfektion
(entspricht Tag 7 nach HIN1-Infektion) eine signifikant bessere Korpertemperatur im Vergleich
zu den kontrollbehandelten Tieren (Abbildung 25).
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Abbildung 24: Korpermasse [%] im Verlauf der Influenza/S. pneumoniae-Infektion. Die Tiere
wurden mit 100 pfu Influenza-A-Virus HIN1 oder PBS transnasal infiziert. Nach 5 d erfolgte die
intratracheale Applikation von MALP-2 oder Kontrolllosung. Einen weiteren Tag spiter wurden die Tiere
mit 1x103 cfu S. pneumoniae (S.pn.) infiziert. Uber den gesamten Versuchszeitraum von 10 d erfolgte die
Messung der Korpermasse (in % des Ausgangswertes). Alle Werte sind als Mittelwert und Standardfehler
angeben. MALP-2/Kontrolle: n = 10/9 (Tag 0-8); n = 5/1 (Tag 9); n = 5/0 (Tag 10).
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Abbildung 25: Korpertemperatur [°C] im Verlauf der Influenza/S. pneumoniae-Infektion. Die Tiere
wurden mit 100 pfu Influenza-A-Virus HIN1 oder PBS transnasal infiziert. Nach 5 d erfolgte die
intratracheale Applikation von MALP-2 oder Kontrolllosung. Einen weiteren Tag spiter wurden die Tiere
mit 1x103 cfu S. pneumoniae (S.pn.) infiziert. Uber den gesamten Versuchszeitraum von 10 d erfolgte die
Messung der rektalen Korpertemperatur (in °C). Alle Werte sind als Mittelwert und Standardfehler
angeben. ***p < 0,001 (Vergleich zwischen den Gruppen). MALP-2/Kontrolle: n = 10/9 (Tag 0-7); n =
8/6 (Tag 8); n = 5/0 (Tag 9); n = 5/0 (Tag 10).
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4 Diskussion

Im Rahmen dieser experimentellen Arbeit wurden die Auswirkungen der pulmonalen
Immunstimulation mit dem Lipopeptid MALP-2 im murinen Modell der sekundiren

Pneumokokkenpneumonie nach Vorschadigung durch Influenza-A-Virus-Infektion untersucht.

4.1 MALP-2 stimuliert eine lokale angeborene Immunreaktion in der Influenzavirus-

vorgeschidigten Lunge

Das Lipopeptid MALP-2 aktiviert iiber die spezifische Bindung an das Rezeptordimer
TLR-2/TLR-6  eine intrazellulire  Signalkaskade, @ welche zur  Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NF-xB und so zur vermehrten Expression verschiedener
proinflammatorischer Gene und zur gesteigerten Zytokinausschiittung fiihrt (82, 85, 109). Bei
intratrachealer Applikation des MALP-2 kommt es daher durch eine vermehrte
Chemokinausschiittung zur Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten, Makrophagen und
Lymphozyten in die Lunge. Die Zahl der Leukozyten im bronchoalveoldren Raum erreicht bei
gesunden Miusen 24 h nach Applikation ihr Maximum (18, 97). In vivo-Studien zum Effekt von
MALP-2 in bereits infizierten Médusen oder anderweitig pulmonal vorerkrankten Tieren liegen
jedoch bisher nicht vor. Daher wurde in der vorliegenden Arbeit zunédchst die Wirkung des
MALP-2 auf die Influenzavirus-vorgeschiddigte Mauslunge in vivo analysiert. Fiinf Tage nach
transnasaler Infektion mit dem Influenzavirus A/HIN1 wurde das angeborene Immunsystem
mittels intratrachealer Applikation von MALP-2 lokal in der Lunge stimuliert. Die Applikation
erfolgte intratracheal, um eine hohe Wirkstoffkonzentration in der murinen Lunge zu erreichen
und eine systemische Aktivierung oder lokale Stimulation anderenorts (z.B. im mukosa-

assoziierten lymphatischen Gewebes der Nase bei transnasaler Applikation) zu vermeiden (102).

Die Entwicklung einer lokalen oder systemischen Entziindungsreaktion wird iiber Zytokine und
Chemokine vermittelt. Die zelluldren Bestandteile des Immunsystems werden durch diese
Zytokine aktiviert, zur Proliferation angeregt und der Ubertritt aus dem Blut zum
Entziindungsherd wird eingeleitet (43). Mehrere in vitro Studien zeigten, dass MALP-2
TLR-2/6-vermittelt die Ausschiittung verschiedener proinflammatorischer Zytokine in humanen

und murinen Zellen fordert (80, 87-89). Der Effekt des MALP-2 auf die Zytokinausschiittung
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besteht auch in vivo: Die Zytokine IL-1B, IL-6, MCP-1, KC und TNF-o wurden nach
intratrachealer MALP-2-Applikation vermehrt in der murinen Lunge nachgewiesen. Diese
Zytokine fiihrten daraufhin zu einer Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten, Makrophagen
und Lymphozyten in den bronchoalveoldren Raum (18, 97). In der vorliegenden Arbeit konnte
die MALP-2-induzierte Freisetzung der proinflammatorischen Zytokine IL-1f3, KC und MIP-2 in
den bronchoalveoldren Raum gesunder (scheininfizierter) Tiere reproduziert werden. Zudem
fithrte in Ubereinstimmung mit der Literatur die pulmonale Applikation von MALP-2 bei nicht-
infizierten Tieren zu einem Einstrom von neutrophilen Granulozyten in den bronchoalveoldren

Raum.

Eine Infektion der Lunge und Atemwege mit Influenza-A-Virus fiihrt, vermittelt unter anderem
tiber die Toll-like Rezeptoren-3, -7 und -8, zu einer lokalen Entziindungsreaktion mit
Ausschiittung inflammatorischer Zytokine und Rekrutierung von Leukozyten in die murine
Lunge (110, 111). Auch in dieser Arbeit fiihrte die Infektion mit dem Influenza-A-Virus (ohne
Immunstimulation) zur Ausschiittung der Zytokine TNF-a, IL-1B, IFN-y, KC, MCP-1 und
RANTES. Es fanden sich auch erwartungsgemidfl nach Influenzavirusinfektion vermehrt
neutrophile Granulozyten und Lymphozyten in der bronchoalveoldren Lavagefliissigkeit.
Mehreren Studien haben gezeigt, dass die Wirkung einer TLR-Stimulation durch eine solche
vorbestehende Influenzavirusinfektion modifiziert wird. So konnte zum Beispiel in vivo und in
vitro eine Steigerung der TLR-2 Expression wihrend der Influenzavirus-Infektion beobachtet
werden (62, 63). Didierlaurent et al. zeigten dagegen, dass die Stimulation verschiedener TLRs
nach abgeschlossener Influenzavirusinfektion mit bereits erfolgter Virusclearance eine
abgeschwichte Aktivierung von Alveolarmakrophagen und eine reduzierte Rekrutierung von
neutrophilen Granulozyten in die Lunge hervorrief (64). Erhielten Influenzavirus-infizierte Tiere
im Rahmen der vorliegenden Arbeit eine Behandlung mit MALP-2, kam es zu einer weiteren
Verstiarkung der angeborenen Immunantwort. Die MALP-2-Applikation fiihrte im verwendeten
Influenza-Modell zu einer gesteigerten Ausschiittung von IL-1f und entsprechend zur
zusitzlichen Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten und Alveolarmakrophagen in den
bronchoalveoldren Raum. Auch in der histopathologischen Untersuchung der MALP-2-
behandelten Influenzavirus-infizierten Lungen fanden sich entsprechend vermehrt neutrophile
Granulozyten im Bronchial- und Alveolarlumen. Die Zahl der Leukozyten in der
bronchoalveoldren Lavagefliissigkeit war dabei groBer als bei einer alleinigen Addition der

Effekte von MALP-2 und Influenzavirus zu erwarten gewesen wire. Es ist daher im
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verwendeten Modell von einem synergistischen Effekt der MALP-2-Stimulation und der
Influenzavirusinfektion auszugehen. Eine Abschwichung der Immunantwort auf eine TLR-
Stimulation durch die Influenzavirusinfektion wie vorbeschrieben (64) wurde im aktuellen
Projekt nicht beobachtet. Sie tritt moglicherweise erst zu einem spiteren Zeitpunkt nach
vollstindiger Viruselimination auf. Das in dieser Studie verwendete Influenzavirus-
Infektionsmodell stellt zum Zeitpunkt der Immunstimulation mit MALP-2 und der
Pneumokokken-Superinfektion eine aktive Influenzavirusinfektion mit dem typischen
histologischen Bild einer bronchointerstitiellen Pneumonie dar. Ob die Ergebnisse dieser Arbeit
auch auf einen Zustand nach abgeschlossener Viruselimination mit abgeschwichter
Immunantwort iibertragbar sind, miissen daher erst weitere Untersuchungen klidren. Dass
MALP-2 bei bereits bestehender Influenzavirusinfektion zu einer weiteren lokalen Aktivierung

der angeborenen Immunantwort fithren kann, konnte in dieser Arbeit erstmals gezeigt werden.

Ob bei vorbestehender akuter Influenzavirusinfektion eine weitere Stimulation der pulmonalen
Immunreaktion mit dem TLR-2 Agonisten MALP-2 einen giinstigen oder nachteiligen Einfluss
auf den klinischen Verlauf der Virusinfektion hat, war bisher unklar. Einige Studien lassen eine
Gefidhrdung durch iibermifBige Toll-like-Rezeptor-Stimulation vermuten. So kann die
Aktivierung von TLR-2 zu einer letalen systemischen Hyperinflammation fiihren, wie sie im
Rahmen des septischen Schocks vorkommt (112, 113). Toll-like-Rezeptor-Aktivierung und
Stimulation des angeborenen Immunsystems wurden auch mit einer {iberschieenden
Entziindungsreaktion und erhohten Letalitit speziell bei Influenza-A-Infektion in Verbindung
gebracht. TLR-4-Antagonisten konnten entsprechend die Letalitit der pulmonalen
Influenzavirus-Infektion im murinen Modell reduzieren (114, 115). Bei anderen
Virusinfektionen, wie dem Humanen Immundefizienz-Virus (HIV), fiihrte die Stimulation von
TLR-2 sogar zu einer Steigerung der Virusreplikation (116). Andererseits konnte durch
Stimulation mit einer Kombination aus TLR-9- und TLR-2/6-Agonisten die Letalitit der
murinen Influenzavirusinfektion in vivo gesenkt werden. Die pulmonale Applikation der
Liganden erfolgte dabei entweder vor oder bis 24 h nach dem Infektionszeitpunkt (68, 117). In
der vorliegenden Arbeit zeigte sich nach Influenzavirusinfektion ein Anstieg von IL-6 im
Blutplasma mit vermehrten neutrophilen Granulozyten im Blut im Sinne einer systemischen
Entziindungsreaktion. Die MALP-2-Applikation bewirkte jedoch keine weitere Veridnderung der
IL-6-Konzentration und der Leukozytenpopulationen im Blut, weder bei Influenzavirus-

infizierten Tieren noch bei nicht-infizierten Kontrolltieren. MALP-2 fiihrte also zu keiner
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Veridnderung der systemischen Entziindungsparameter, was bedeutet, dass die Stimulation der
Immunantwort durch die intratracheale Applikation von MALP-2 lokal begrenzt bleibt und in
den verwendeten Konzentrationen keine systemische Wirkung auftritt. Vergleichbare
ausschlieBlich lokale Reaktionen wurden ebenfalls bereits durch Alfaro et al. nach inhalativer
Gabe verschiedener TLR-Agonisten beobachtet (76). Dariiber hinaus zeigte die
Influenzaviruslast in den Lungen infizierter Tiere nach MALP-2-Immunstimulation keine
Verinderungen gegeniiber unbehandelten Tieren. Auch die Uberlebensrate und die klinischen
Parameter Korpermasse und Korpertemperatur Influenzavirus-infizierter Tiere wurden ebenfalls

durch die MALP-2-Stimulation nicht signifikant verindert.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass MALP-2 im Tiermodell der durch Influenzaviren
vorgeschidigten Lunge die Ausschiittung proinflammatorischer Zytokine induziert und somit die
Rekrutierung von Leukozyten in den bronchoalveoldren Raum erhoht. Dariiber hinaus wurde
kein Einfluss der Immunstimulation auf die Viruselimination oder den klinischen Verlauf der

Influenzavirusinfektion festgestellt.

4.2 Die pulmonale Entziindungsreaktion der sekundiren Pneumokokkeninfektion wird

durch MALP-2 nicht verstirkt

Eine sekundire bakterielle Infektion ist eine hdufige Komplikation der Influenza. S. pneumoniae
ist der wichtigste Erreger einer solchen sekunddren bakteriellen Pneumonie bei
Influenzavirusinfektion (33). Verschiedene Infektionsmodelle der sekundidren bakteriellen
Infektion bei vorbestehender Influenzavirusinfektion wurden bereits in mehreren Studien
verwendet (118). Die Ergebnisse eines solchen Infektionsmodells sind von den verwendeten
Erregerstimmen, den Infektionsdosen und -zeitpunkten sowie dem verwendeten

Wirtsorganismus abhingig (50, 56, 119).

Um die Auswirkungen des MALP-2 auf die sekundidre Pneumokokkenpneumonie zu
analysieren, erfolgte in dieser Arbeit eine sequentielle Infektion beginnend mit Influenza-A-
Virus HIN1/PR/8/34, darauffolgender MALP-2-Applikation und anschlieBender Infektion mit
S. pneumoniae  PN36. Die Infektion mit S. pneumoniae erfolgte dabei 6 d nach
Influenzavirusinfektion und 1 d nach MALP-2-Applikation. Der Applikationszeitpunkt des

MALP-2 24 h vor Infektion gewdhrleistet eine maximale Stimulation der angeborenen
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Immunantwort zum Zeitpunkt der sekunddren Infektion (18). Die Infektion mit dem
Influenza-A-Virus  fiihrt {iiber verschiedene Mechanismen zu einer verminderten
Erregerelimination. Dabei ist 6 d nach Virusinfektion eine maximale Beeintrdchtigung der
pulmonalen Abwehr gegeniiber bakteriellen Pathogenen zu erwarten (52, 120). Im Mausmodell
der sekunddren Infektion mit S. pneumoniae werden daher deutlich geringere Infektionsdosen
von S. pneumoniae bendtigt, um einen der bakteriellen Monoinfektion vergleichbaren Effekt zu
erzielen. Die Empfianglichkeit gegeniiber S. pneumoniae erreicht dabei 3 - 7 d nach der Infektion
mit dem Influenzavirus ihren Hohepunkt (120). Die transnasale Infektion erfolgte in dieser
Arbeit mit 1 x 10° cfu S. pneumoniae, einer Dosierung weit unter der mittleren letalen Dosis
(LDso) des vergleichbaren Mausmodells der primiren Pneumokokkeninfektion (LDso 7,5 x 10*
cfu) (121). Beim Menschen besteht die Gefiahrdung durch sekundire bakterielle Infektionen
vorwiegend an den Tagen 4 - 14 nach Auftreten der ersten klinischen Symptome der Influenza.
Die bakterielle Sekundérinfektion bei Influenza kann dabei in eine kombinierte viral/bakterielle
Pneumonie und eine bakterielle Pneumonie nach Viruselimination in der Genesungsphase der
Influenza unterteilt werden (33). Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte die Infektion mit S.

pneumoniae bei noch aktiver Virusinfektion.

Mehrere Studien zeigten im Influenza-Mausmodell nach sekundirer Infektion mit S. pneumoniae
einen Anstieg verschiedener proinflammatorischer Zytokine und der Zellrekrutierung in die
Lunge gegeniiber ausschlieBlich Influenzavirus-infizierten Tieren (62, 119). In der vorliegenden
Arbeit war die zelluldire Immunantwort der Lunge 1 d nach sekundédrer Infektion mit
S. pneumoniae jedoch ohne signifikante Verdnderung gegeniiber der reinen Influenza-A-Virus-
Infektion. Auch blieben die Zytokine in der bronchoalveoldren Lavage nach sekundirer
Infektion mit S. pneumoniae gegeniiber der viralen Monoinfektion unveridndert. Offen bleibt zum
aktuellen Zeitpunkt, ob durch die geringe Infektionsdosis und den kurzen Zeitraum (Messung
nur 24 h nach der sekundidren Infektion) noch keine signifikante Verianderung der zelluldren
Immunantwort hervorgerufen werden konnte. Eine Proliferation der Pneumokokken fand jedoch
statt, da die gemessene bakterielle Last im Lungengewebe um ein Vielfaches hoher lag als die
Infektionsdosis. Die histopathologische Untersuchung der sekunddr mit S. pneumoniae-
infizierten Mauslungen zeigte eine eitrige Bronchopneumonie gegeniiber der typischen
bronchointerstitiellen Pneumonie der Influenzavirus-Monoinfektion. Zusammenfassend fiihrte

die sekundire bakterielle Infektion in diesem Tiermodell zu einer qualitativen Verdnderung im
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histologischen Bild mit eitriger Bronchopneumonie, jedoch ohne quantitativ gesteigerte

pulmonale Entziindungsreaktion gegeniiber der vorbestehenden Influenzavirusinfektion.

Die MALP-2-Behandlung vor der sekundédren S. pneumoniae-Infektion erzielte ebenfalls keine
signifikant vermehrte Leukozytenrekrutierung gegeniiber den unbehandelten infizierten Tieren.
Auch die Zytokinbestimmung in der bronchoalveoldaren Lavagefliissigkeit ergab dabei keine
Verinderungen durch die MALP-2-Behandlung. Im Blut von Tieren mit sekundirer bakterieller
Pneumonie blieben die Leukozytenpopulationen und das Zytokin IL-6 als Marker einer
systemischen Entziindungsreaktion nach MALP-2-Behandlung unveridndert. Diese Ergebnisse
weisen darauf hin, dass eine MALP-2-Behandlung vor der sekundidren Infektion mit S.
pneumoniae in der Influenzavirus-infizierten Lunge nicht zu einer weiteren Steigerung der

Immunreaktion fiihrt.

4.3 MALP-2 verbessert die bakterielle Erregerelimination in der Influenzavirus-

vorgeschidigten Lunge

Bei der Elimination von in die Lunge eingedrungenen Erregern spielt das angeborene
Immunsystem eine entscheidende Rolle. Die Effektivitidt der angeborene Immunantwort kann
durch TLR-Agonisten wie MALP-2 verbessert werden. In vitro Untersuchungen zeigten eine
MALP-2-induzierte Aktivierung von Makrophagen einhergehend mit einer gesteigerten
Produktion von Stickstoffmonoxid (NO) und damit verstiarkter bakterizider Aktivitdt (78-80).
Auch neutrophile Granulozyten wurden durch MALP-2 stimuliert, ihre phagozytotische
Aktivitat gesteigert und die Synthese reaktiver Sauerstoffspezies gefordert (91). Des Weiteren
zeigten mehrere in vivo Studien eine Verbesserung der bakteriellen Erregerelimination nach
TLR-spezifischer lokaler Immunstimulation mit lokaler inflammatorischer Reaktion durch
Freisetzung von Chemokinen und Rekrutierung von Leukozyten. So fiihrte die Stimulation von
TLR-2/6 im Peritonealraum zu einer Verstirkung der Erregerabwehr bei intraperitonealer
Infektion im Maus-Modell der polymikrobiellen Sepsis (92). Auch in einem murinen
Pneumonie-Modell mit Klebsiella pneumoniae bewirkte die pulmonale Stimulation mit dem
TLR-Agonisten CpG-ODN eine verringerte Erregerlast in Lunge und Blut (70). Gleichermafen
fiihrte die inhalative Behandlung mit einem Lysat aus Haemophilus influenzae im murinen
Modell der Pneumokokken-Pneumonie zu einer Verringerung der Erregerlast in der Lunge (67).

Eine verbesserte Elimination von S. pneumoniae aus dem Lungenparenchym konnte in einer
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weiteren Studie nach gemeinsamer Applikation von TLR-9- und TLR-2/6-Agonisten beobachtet
werden (122). Auch der TLR-2/6 Agonist MALP-2 wurde bereits in verschiedenen pulmonalen
Infektionsmodellen verwendet. So fiihrte die lokale Applikation von MALP-2 in der Rattenlunge
zu einer reduzierten Erregerlast und zu verbesserten klinischen Parametern nach Infektion mit
Pseudomonas aeruginosa (108). In einem Maus-Modell der primdren Pneumokokken-
Pneumonie fiihrte die intratracheale Stimulation des angeborenen Immunsystems durch MALP-2
zu einem verringerten Nachweis von S. prneumoniae im peribronchialen und perivaskuldren
Lungenparenchym in der immunhistochemischen Darstellung. Des Weiteren wurde eine
Reduktion der Bakteridmie durch MALP-2 Behandlung beobachtet (18). Eine Ausnahme bildet
eine Studie, welche nach Immunstimulation mit dem TLR-3 Agonisten Poly-ICLC eine
verringerte Erregerelimination von Mycobacterium tuberculosis in murinen Lungen durch eine

ungiinstige Modulation der Immunantwort beobachtete (123).

In der vorliegenden Studie wurde der Effekt der Stimulation mit MALP-2 auf die bakterielle
Erregerelimination in einem Modell der vorbestehenden Influenza-A-Virus-Infektion analysiert.
Dafiir erfolgte eine Quantifizierung der koloniebildenden Einheiten in der gesamten Lunge.
Dabei wurde eine Reduktion der bakteriellen Belastung nach MALP-2-Behandlung festgestellt.
Somit verbessert die pulmonale Immunstimulation mit MALP-2 offenbar die Erregerelimination
gegeniiber S. pneumoniae auch in der durch Influenzavirusinfektion vorgeschiadigten murinen

Lunge.

Ob MALP-2 iiber die bekannten Effekte beziiglich Leukozytenrekrutierung und Aktivierung von
Phagozyten (s.o0.) hinaus einen weiteren, spezifischeren Wirkmechanismus in der Influenzavirus-
infizierten Lunge besitzt, ist noch nicht gekliart. Ein moglicher Angriffspunkt ist die
Influenzavirus-induzierte Immunschwiche mit reduzierter Reaktion auf TLR-Stimulation. So
filhrte in einer tierexperimentellen Studie die Influenzavirusinfektion zu einem verringerten
Ansprechen von Makrophagen auf Stimulation verschiedener TLRs in der Mauslunge (64).
TLR-2 ist fiir die Erkennung grampositiver Bakterien wie S. pneumoniae durch das angeborene
Immunsystem von Bedeutung (124). In einer Studie fiihrte MALP-2 nach pulmonaler
Applikation zu einer Steigerung der Expression des TLR-2 (18) und kompensiert daher im
aktuellen Modell moglicherweise den Influenza-assoziierten Defekt der TLR-vermittelten
Immunantwort. Ein weiterer moglicher Mechanismus der MALP-2-Wirkung ist eine Reduktion
der IL-10-Synthese. In einem murinen Modell der Influenzavirusinfektion kam es durch

gesteigerte Ausschiittung des anti-inflammatorischen Zytokins IL-10 zu einer gehemmten
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Immunantwort gegeniiber sekundidrer bakterieller Infektion. Entsprechend konnte die
Elimination von S. pneumoniae und die Uberlebensrate bei sekundirer bakterieller Pneumonie
nach Influenzavirusinfektion durch eine Hemmung der IL-10-Wirkung iiber spezifische IL-10-
Antikorpern verbessert werden (60). Im in vivo Mausmodell der primidren Pneumokokken-
Pneumonie wurde eine Reduktion von IL-10 im bronchoalveoliren Raum durch MALP-2
Applikation nachgewiesen (18). Auch das Zytokin IFN-y wird in der Influenzavirusinfektion
vermehrt sezerniert und geht einher mit einer reduzierten Phagozytose-Aktivitit gegeniiber
bakteriellen Erregern. Daher fiihrte eine Behandlung mit spezifischen Antikérpern gegen IFN-y
entsprechend zu einem verbesserten Uberleben nach sequenzieller Infektion mit Influenza-A-
Virus und S. pneumoniae (58). Die in der vorliegenden Arbeit beobachtete Verdnderung der
Konzentration von IL-10 und IFN-y nach Behandlung mit MALP-2 sind allerdings nicht
statistisch signifikant. Weitere Studien sind notwendig um die Interaktion von Influenzavirus-

und S. pneumoniae-Infektion und deren Modifikation durch MALP-2 aufzukliren.

4.4 MALP-2 erhoht die Uberlebensrate bei sekundirer Pneumokokkenpneumonie

Die durch eine Immunstimulation gesteigerte Erregerabwehr kann zu einer Verbesserung der
Uberlebensrate nach bakteriellen Infektion fithren. So konnte in verschiedenen in vivo Studien
ein protektiver Effekt der pulmonalen Toll-like Rezeptor-Stimulation beobachtet werden. Die
pulmonale Instillation eines Lysates von Haemophilus influenzae als Aerosol fiihrte zu einer
verbesserten Uberlebensrate in murinen Modellen der pulmonalen Infektion mit S. pneumoniae
und einem weiten Feld anderer Erreger wie Staphylococcus aureus, den gramnegativen Erregern
Pseudomonas aeruginosa und Klebsiella pneumoniae, dem Influenza-A-Virus und dem Pilz
Aspergillus  fumigatus (67, 68, 125). Auch der TLR-9-Agonist CpG-ODN steigerte die
Uberlebensrate bei pulmonaler Infektion mit K. pneumoniae in der Maus (70). Die gleichzeitige
synergistische Stimulation von TLR-2/6 und TLR-9 verbesserte ebenfalls die Uberlebensrate bei
pulmonaler Infektion mit P. aeruginosa (122). Auch in Tiermodellen der sekundiren bakteriellen
Pneumonie nach Influenzavirusinfektion konnte eine Reduktion der Letalitidt durch Aktivierung
des angeborenen Immunsystems der Lunge erreicht werden. So kam es in einem Mausmodell
mit pulmonaler Uberexpression von GM-CSF und damit einhergehend gesteigerter Aktivitit im
angeborenen Immunsystem zu einer deutlich verbesserten Uberlebensrate nach sekundirer

Infektion mit Staphylococcus aureus bei vorbestehender Infektion mit Influenza-A-Virus (126).
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Das in der aktuellen Arbeit verwendete MALP-2 verhinderte bereits in einer fritheren Studie
nach intratrachealer Applikation die Translokation von S. pneumoniae in den Blutkreislauf,
verbesserte die klinischen Verlaufsparameter und senkte die Letalitdit der primiren

Pneumokokkenpneumonie (18).

Daher erfolgte nun in der vorliegenden Arbeit eine Untersuchung des Effektes von MALP-2 auf
den klinischen Verlauf der sekundidren Pneumonie durch S. pneumoniae bei vorbestehender
Infektion mit Influenza-A-Virus. Die Applikation von MALP-2 erfolgte intratracheal in der
Dosierung 0,5 ug pro Tier. In dieser Dosierung wurde in vorherigen Untersuchungen ein
maximaler Effekt auf die Uberlebensrate bei primirer Pneumokokkenpneumonie festgestellt
(18). MALP-2-behandelte Tiere zeigten auch in der vorliegenden Arbeit eine signifikant
verbesserte approximative Uberlebensrate im Vergleich zu den nichtbehandelten Tieren. Des
Weiteren wiesen MALP-2-behandelte Méuse nach Infektion mit S. pneumoniae einen geringeren
Gewichtsverlust innerhalb der ersten 24 h und eine physiologischere Korpertemperatur
gegeniiber der Kontrollgruppe auf. Da die infizierten Tiere eine progrediente Hypothermie
entwickelten, deutet die hohere Korpertemperatur auf einen milderen klinischen Verlauf hin. Der
protektive Effekt einer Immunstimulation mit MALP-2 gegeniiber einer Pneumokokken-
Pneumonie konnte demnach auch in der durch Influenzavirusinfektion vorgeschidigten Lunge

nachgewiesen werden.

Die Immunstimulation mit MALP-2 in Kombination mit einer Influenzavirusinfektion und einer
sekundédren Infektion mit S. pneumoniae birgt die Gefahr der Induktion einer iiberschieBenden
TLR-2 vermittelten Entziindungsreaktion. Eine iibersteigerte systemische Entziindungsreaktion
kann zum potenziell todlichen systemic inflammatory response syndrome (SIRS) fithren (127).
Die Hyperinflammation, wie sie in der Frithphase der Sepsis vorkommt, wurde vielfach fiir die
hohe Letalitit der Sepsis verantwortlich gemacht (128). Die bei der Sepsis vorkommende
tiberschieende Aktivierung von Entziindungszellen wird auch iiber TLR-2 vermittelt. So fiihrte
in einem Sepsis-Modell der Maus die Unterbrechung der inflammatorischen Aktivierung durch
Antikorper gegen TLR-2 zu einer Verbesserung der Uberlebensrate (112, 113). In einem
murinen Modell der sequenziellen Influenzavirus-/Pneumokokkeninfektion fiihrte die
Behandlung mit einem bakteriziden [-Laktam-Antibiotikum zu einer massiven
inflammatorischen Reaktion mit nekrotischer Lungenschidigung und hoher Letalitit. Diese
Reaktion wurde durch die iibersteigerte Aktivierung von TLR-2 durch Bestandteile lysierter

Bakterien vermittelt (129). Auch zeigte MALP-2 im Tierversuch bei extrem hoher Konzentration
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eine letale toxische Wirkung mit iiberschieBender systemischer Entziindungsreaktion (107).
Andererseits findet sich bei der protrahierten Sepsis hdufig eine starke Reduktion der
Immunantwort mit geschwichter Erregerabwehr, verringerter Stimulierbarkeit von Immunzellen
und ausgepriagtem Verlust von Leukozyten durch Apoptose (128). In der vorliegenden Arbeit
stimulierte MALP-2 iiber TLR-2/TLR-6 die pulmonale Entziindungsreaktion bei
Influenzavirusinfektion. Interessanterweise fithrte die MALP-2-Behandlung vor der sekundiren
S. pneumoniae-Infektion jedoch nicht zu einer weiteren Zytokinausschiittung bzw.
Leukozytenrekrutierung. IL-6 im  Blutplasma als Marker einer systemischen
Entziindungsreaktion blieb ebenfalls unbeeinflusst von der MALP-2 Behandlung. Diese
Ergebnisse zeigen, dass eine MALP-2-Behandlung in wirksamer Dosierung vor der sekundéren
Infektion mit S. pneumoniae in der Influenzavirus-infizierten Lunge nicht zu einer

iiberschieenden Immunreaktion fiihrt.

Insgesamt verbessert die Stimulation mit dem Lipopeptid MALP-2 die Uberlebensrate bei der
sekunddren murinen Pneumokokkenpneumonie. Der Nutzen der verbesserten Erregerelimination
tiberwiegt im aktuellen Infektionsmodell gegeniiber moglichen nachteiligen Effekten der

zusitzlichen MALP-2-induzierten Entziindungsreaktion.

4.5 Ausblick

Patienten mit einer geschwichten Immunabwehr der Lunge haben ein deutlich erhohtes Risiko,
an einer bakteriellen Pneumonie zu erkranken. Gerade Patienten mit einer kurzzeitigen
kompromittierten Immunabwehr konnten daher in besonderem Malle von einer priventiven
Stimulation der angeborenen Immunantwort mit MALP-2 profitieren. Eine solche kurzzeitige
Abwehrschwiche besteht unter anderem bei mechanischer Beatmung, der Immunparalyse bei
Sepsis oder viralen Atemwegsinfektionen (5, 128, 130). Insbesondere wihrend und kurz nach
einer Influenzavirusinfektion besteht eine Pridisposition fiir die Entstehung einer bakteriellen
Pneumonie (23). Die lokale Immunstimulation mit 7Toll-like Rezeptor-Agonisten hat in einer
Reihe von tierexperimentellen Studien bereits ihr Potenzial in der Priavention der Pneumonie

unterschiedlicher Genese ohne pulmonale Vorerkrankung gezeigt (18, 67-73).

Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten darauf hin, dass die intratracheale MALP-2-Behandlung das

angeborene Immunsystem der Influenzavirus-vorgeschéadigten Lunge stimuliert. Zudem bewirkte
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die Immunstimulation eine Verbesserung der bakteriellen Erregerelimination ohne iibermifBige
inflammatorische Reaktion. Dies resultierte in einer Steigerung der Uberlebensrate bei der

sekundiren Pneumokokkenpneumonie.

Aufgrund der begrenzten Wirkdauer des MALP-2 (97) ist fiir den Einsatz in der Pravention der
sekundiren bakteriellen Pneumonie vermutlich eine repetitive Gabe notwendig. Diese birgt die
Gefahr einer Inflammations-assoziierten Schidigung der Lunge. Bisher wurden aber, in den
verwendeten Dosierungen, weder in dieser Arbeit noch in der Literatur unerwiinschte Wirkungen

der MALP-2-Behandlung beobachtet.

Trotz moderner antibiotischer Therapie ist die Morbiditit und Mortalitit der ambulant
erworbenen Pneumonie weiterhin hoch und es besteht Bedarf an innovativen Therapiestrategien
(131). Zumal der Nutzen der antibiotischen Behandlung zunehmend von Resistenzen gegen die
verfiigbaren Antibiotika eingeschriankt wird (15). Da die Wirkung der Immunstimulation durch
Aktivierung der angeborenen Immunantwort und nicht durch eine direkte Interaktion mit dem
Erreger zustande kommt, ist sie vermutlich wenig vom Problem einer Resistenzentwicklung
bzw. Selektion resistenter Stimme betroffen. Auch eine Toleranzentwicklung mit
Abschwichung der Immunantwort und der antibakteriellen Wirkung wurde selbst bei
wiederholter pulmonaler Immunstimulation iiber 8 Wochen in einer in vivo Studie von Evans et
al. nicht beobachtet (125). Im Rahmen der Privention von sekundéren bakteriellen Pneumonien
bei Influenza stehen bisher nur Impfungen gegen Influenzavirus und Pneumokokken zu
Verfiigung (30). Im Gegensatz zu Impfungen konnte die Immunstimulation jedoch auch noch
angewendet werden, wenn bereits eine akute Virusinfektion besteht. Zusammenfassend ist die
pulmonale Stimulation der angeborenen Immunantwort durch MALP-2 daher ein
vielversprechender Ansatz zur Privention sekundirer bakterieller Pneumonien. Weitere Studien
sind notwendig, um den Nutzen der pulmonalen Immunstimulation auch beim Menschen

beurteilen zu konnen.
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6 Anhang

6.1 Materialien

6.1.1 Chemikalien und Reagenzien

2-Propanol, zur Analyse

Merck (Darmstadt)

Aqua ad iniectabilia (10 ml)

B.Braun Melsungen AG (Melsungen)

Avicel RC/CL

FMC Corporation (Philadelphia, PA, USA)

Bacto™ Todd Hewitt Broth

BD Biosciences (Heidelberg)

Bacto™ Yeast Extract, Technical

BD Biosciences (Heidelberg)

Bepanthen® Augen-und Nasensalbe

Bayer Vital GmbH (Leverkusen)

Bio-Plex ® ™ Mouse Cytokine 13-Plex

BioRad Laboratories (Miinchen)

Bio-Plex® Reagent Kit

BioRad Laboratories (Miinchen)

Bovine Serum Albumine

I?AA Laboratories GmbH (Pasching,
Osterreich)

Braunol®

B.Braun Melsungen AG (Melsungen)

BD FACS™ CellWash

BD Biosciences (Heidelberg)

DEAE-Dextranhydrochlorid

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen)

Ethanol, absolut reinst

Merck (Darmstadt)

BD FACS ™ Lysing Solution

BD Biosciences (Heidelberg)

FCS (Foetal Bovine Serum Gold)

BAA Laboratories GmbH (Pasching,
Osterreich)

GlutaMAX™

Gibco (Carlsbad, CA, USA)

Heparin (5000 L.E./ml)

Rotexmedica GmbH (Trittau)

Ketamin 10 %

WDT (Garbsen)

Kristallviolett

Carl Roth GmbH & CO (Karlsruhe)

MEM with Earle's Salts

I?AA Laboratories GmbH (Pasching,
Osterreich)

MEM-Pulver

Gibco (Carlsbad, CA, USA)

Methylviolett

Merck (Darmstadt)

Natriumchloridlésung, 0,9 % (10 ml)

B.Braun Melsungen AG (Melsungen)
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Natriumchloridlésung, isotonisch (100 ml)

Fresenius Kabi Deutschland (Bad Homburg)

Natriumhydrogencarbonat

Merck (Darmstadt)

Paraformaldehyde

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen)

PBS, Dulbecco with Ca & Mg

Biochrom AG (Berlin)

PBS, Dulbecco’s without Ca & Mg (1X)

I?AA Laboratories GmbH (Pasching,
Osterreich)

Penicillin/Streptomycin

Biochrom AG (Berlin)

Protease-Inhibitor cOmplete ™ Mini

Roche Diagnostics GmbH (Mannheim)

rat anti-mouse CD45, PerCP conjugated

BD Biosciences (Heidelberg)

rat anti-mouse F4/80, APC conjugated

Caltag Laboratories (Carlsbad, CA, USA)

rat anti-mouse GR-1, PE conjugated

BD Biosciences (Heidelberg)

Rompun 2 % (Wirkstoff: Xylazinhydrochlorid)

Bayer Vital GmbH (Leverkusen)

TPCK-Trypsin

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen)

Trypsin-EDTA

Gibco (Carlsbad, CA, USA)

6.1.2 Gerite und Apparaturen

Autoklav Tuttnauer Systec 2540 EL

Systec GmbH (Wettenberg)

Bad-/Umwilzthermostat Ecoline E103

Lauda Dr. R. Wobster GmbH & CO.KG
(Lauda-Konigshofen)

Bio-Plex ™ Millipore

BioRad Laboratories (Miinchen)

Bio-Plex ™ Workstation

BioRad Laboratories (Miinchen)

Brutschrank Heraeus Typ BB 6220 O2

Kendro Laboratory Products (Osterode)

Differentialdruckaufnehmer MPX Typ 399/2
und Validyne DP 45-14

Hugo Sachs Elektronic (March-Hugstetten)

Druckaufnehmer P75 Typ 379

Hugo Sachs Elektronic (March-Hugstetten)

FACS Calibur™ (Durchflusszytometer)

BD Biosciences (Heidelberg)

Fiberoptik-Laryngoskop fiir Kleinnager

Welch Allyn GmbH & CO.KG (Jungingen)

IKA®-Schiittler MTS 2

IKA®-Werke GmbH & CO.KG (Staufen)

Kaltlichtquelle Flexilux 600 longlife

Hugo Sachs Elektronic (March-Hugstetten)

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

Engmann Kiihlsysteme GmbH (Mannheim)
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Megafuge 1.0R (Heraeus)

Kendro Laboratory Products (Osterode)

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

Carl Zeiss Jena GmbH (Jena)

Mikroskop Labolux 12 Typ: 020-435.025

Ernst Leitz Wetzlar GmbH (Wetzlar)

Peristaltikpumpe Ismatec® Reglo-Analog

Ismatec Laboratoriumstechnik GmbH
(Wertheim-Mondfeld)

Photometer UvikonXS

BioTek Instruments (Bad Friedrichshall)

Plexiglaskammer (GroB3e 1, Typ 839)

Hugo Sachs Elektronic (March-Hugstetten)

Plugsys®-Grundgerit mit Messmodulen
(CFBA, TAM-A, VCM, TCM)

Hugo Sachs Elektronic (March-Hugstetten)

Rektalsonde physitemp Model BAT-12

physitemp Instruments, Inc. (Clifton, NJ, USA)

Sicherheitswerkbank Hera Safe Typ HS 12

Kendro Laboratory Products (Osterode)

Software Pulmodyn® W

Hugo Sachs Elektronic (March-Hugstetten)

Vakuumpumpe Vacusafe comfort

Integra Biosciences AG (Zizers, Schweiz)

Variomag® Elektronicrithrer Mono

H+P Labortechnik (Oberschleissheim)

Vortex-Genie 2® Model G-560E

Scientific Industries, Inc. (Bohemia, NY, USA)

Waage Model CS 200

Ohaus Corporation (Parsippany, NJ, USA)

Zihlkammer nach Neubauer

LO-Laboroptik GmbH (Friedrichsdorf)

6.1.3 Verbrauchsmaterialien

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

Applied Biosystems (Foster City, CA, USA)

BD Falcon 12-well Multiwell Plate.

BD Biosciences (Heidelberg)

BD Falcon™ Zellsieb (100 um)

BD Biosciences (Heidelberg)

BD Falcon Zellkulturflasche, 250ml, beliiftet

BD Biosciences (Heidelberg)

BD Falcon™ 5 ml Polypropylene Round-
Bottom Tube

BD Biosciences (Heidelberg)

BD Falcon™ 5 ml Polystyrene Round-Bottom
Tube

BD Biosciences (Heidelberg)

BD Trucount™ Tube

BD Biosciences (Heidelberg)

Columbia-Agarplatten mit 5 % Schafblut

BD Biosciences (Heidelberg)

Einmal-Impfschlingen (farblos, 1 ul)

Nunc GmbH & Co.KG (Wiesbaden)

Falcon Blue Max ™ (15 ml, 50 ml)

BD Biosciences (Heidelberg)
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Handschuhe DermaClean Ansell Healthcare Europe (Briissel, Belgien)
Kaniilen BD Microlance ™ 3 (27 G) BD Biosciences (Heidelberg)
Kapillarblutentnahmesystem (mit EDTA) Kabe Labortechnik (Niimbrecht-Elsenroth)
Kiivetten Nr. 67.742 Sarstedt (Niimbrecht)

Pipetten (Eppendorf Research) Eppendorf (Hamburg)

Préaparationsbesteck Fine Science Tools GmbH (Heidelberg)
Reagiergefil SafeSeal (0,5 ml; 1,5 ml) Sarstedt (Niimbrecht)
Rotilabo®-Spritzenfilter, steril (0,45 um) Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

Serologische Pipetten (2 ml/5 ml/10 ml/25 ml) | BD Biosciences (Heidelberg)

Spritzen BD Discardit™ 1I (2 ml) BD Biosciences (Heidelberg)

Spritzen BD Plastipak ™ (1 ml) BD Biosciences (Heidelberg)
Venenverweilkaniile BD Neoflon™ (24 G) BD Biosciences (Heidelberg)
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6.2 Abkiirzungen

AGP aminoalkyl glucosaminide phosphates

AP-1 activator protein 1

APC-konjugiert Allophycocyanin-konjugiert

ARDS acute respiratory distress syndrom

BAL Bronchoalveolire Lavage

BALF Bronchoalveolidre Lavagefliissigkeit

BALT bronchus-associated lymphoid tissue

BSA Bovines Serum Albumin

CaCl, Calciumchlorid

CAP community-acquired pneumonia, ambulant erworbene Pneumonie
CbpA choline-binding protein A

CD cluster of differentiation

cfu colony forming units

CO2 Kohlenstoffdioxid

CpG-ODN CpG-oligodeoxynucleotide

d Tage

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA deoxyribonucleic acid, Desoxyribonukleinsédure
FACS fluorescence activated cell sorting

FCS fetal calf serum, fetales Kélberserum

g Gramm

G Gauge

GM-CSF Granulocyte Macrophage Colony-stimulating Factor
h Stunden

H>O Wasser

HA Héamagglutinin

HE Hématoxylin-Eosin

LE. internationale Einheiten
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L.p.
IFN-y
IKKa
IKKpB

IL

IPML
IRAKSs
IkBs

KC

KM
LD50
LPS
MALP-2
MAPKSs
MARCO
MCP-1
MDCK
MDHM
MEM
MgCl»
MHC
min
MIP-2
MyD88
NA
NaCl 0,9 %
NaHCO3
NEMO
NF-xB

intraperitioneal

Interferon gamma

IkB kinase o

IkB kinase

Interleukin

isoliert perfundierte Mauslunge

IL-1 receptor-associated kinases

NF-kB inhibitors

keratinocyte-derived cytokine; CXCL1
Korpermasse

Letale Dosis fiir 50 % der Méuse
Lipopolysaccharid

macrophage-activating lipopeptide of 2 kDa
mitogen-activated protein kinases

macrophage receptor with collagenous structure
macrophage chemoattractant protein-1; CCL2
Madin-Darby Canine Kidney Epithelial Cells
Mycoplasma fermentans-derived high-molecular-weight material
modified eagle medium

Magnesiumchlorid

major histocompatibility complex

Minuten

macrophage inflammatory protein 2

myeloid differentiation primary response gene 88
Neuraminidase

isotone Kochsalzlosung
Natriumhydrogencarbonat

NF-kB essential modifier

nuclear factor 'x-light-chain-enhancer” of activated B-cells
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NO

n.d.

OD
PAFR
Pam3Cys
PAMP
PBS

PE
PerCP
pfu

PRR
PsaA
PspA
RANTES
rpm

S. pneumoniae (S.pn.)
SEM

sec

SIRS
TAK1
TIRAP
TLR
TNF-a
TRAF6

VS.

ul

Stickstoffmonoxid

nicht detektierbar

Optische Dichte

platelet activating factor receptor
N-a-palmitoyl-S-[2,3-bis(palmitoyloxy)-(2RS)-propyl]-L-cysteine
pathogen associated molecular patterns

phophate buffered saline, phosphatgepufferte Salzlosung
Phycoerythrin

Peridinin-chlorophyll proteins

plaque forming units

pattern recognition receptors

pneumococcal surface adhesin A

Pneumococcal Surface Protein A

regulated upon activation, normal T-cell expressed and secreted; CCLS5
rounds per minute

Streptococcus pneumoniae, Pneumokokken

standard error of the mean, Standardfehler

Sekunden

systemic inflammatory response syndrome

transforming growth factor-f-activated kinase- 1

toll-interleukin 1 receptor (TIR) domain-containing adaptor protein
toll-like Rezeptor

tumor necrosis factor alpha

TNF receptor associated factor 6

versus

Mikroliter
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