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1 Zusammenfassung

Bakterielle Infektionen der unteren Atemwege stellen ein ernstzunehmendes Krankheitsbild dar
und kdnnen zum Tode fihren. Der Verlauf einer Pneumonie héngt dabei wesentlich von der
Immunantwort des Patienten ab, wobei Alveolarmakrophagen, Monozyten und Granulozyten
hier eine zentrale Rolle bei der Phagozytose der Invasoren spielen. Die Abwehrmechanismen
in der Alveole sind bisher nicht vollstandig bekannt und nur vereinzelt in vivo beobachtet
worden. Ziel der vorliegenden Studie war es, mithilfe intravitaler Fluoreszenzmikroskopie die
zelluldre Aufnahme von vitalen, mit einem Fluoreszenzfarbstoff markierten Bakterien in
C57BL/6-Mausen zu untersuchen. Streptococcus pneumoniae als haufigster Erreger der
,community acquired pneumonia“ sowie Pseudomonas aeruginosa und Staphylococcus aureus
als hdufige Pathogene der ,,hospital acquired pneumonia“ stehen in dieser Arbeit im Fokus
[Pletz et al., 2012].

Einer Gruppe von Versuchstieren wurde eine Bakteriensuspension des jeweiligen Stammes
intratracheal verabreicht. Die Tiere wurden zuvor narkotisiert, tracheotomiert und beatmet.
DreiBig Minuten nach Instillation der Bakterien erfolgte eine Hemithorakotomie nach dem
Homburger Modell und die freipréparierte rechte Lunge wurde unter dem
Fluoreszenzmikroskop mit einem fur die Detektion des Fluoreszenzfarbstoffes geeigneten
Filter gefilmt. Es konnten Zellen unterschiedlicher GroRRe beobachtet werden, die durch die
Aufnahme fluoreszenzmarkierter Bakterien unter dem Mikroskop sichtbar wurden. Mithilfe der
Caplmage-Software wurden die Zellen vermessen, nach Durchmesser differenziert und
Zellreihen zugeordnet. Die Zellen wurden quantifiziert und die erhobenen Daten in Microsoft
Excel Uberflhrt. Bei der Beobachtung der auBeren Alveolen konnten unterschiedlich viele
kleine, als residente beziehungsweise rekrutierte Monozyten und neutrophile Granulozyten
gewertete Zellen sowie grolie, als Alveolarmakrophagen gewertete Zellen pro Flacheneinheit
detektiert werden. In den Lungen der mit Pneumokokken infizierten Mduse wurden hierbei im
Vergleich zu den anderen Bakterienspezies wesentlich mehr kleine als grol3e fluoreszierende
Zellen beobachtet, wohingegen nach der Pseudomonas aeruginosa-Inokulation tberwiegend
groRe Zellen in den duReren Alveolen detektiert wurden. Bei der Infektion mit Staphylokokken
konnte insgesamt die hdchste Zahl an markierten Zellen beobachtet werden. Zusammenfassend
beurteilt weisen unsere Untersuchungen darauf hin, dass die hier getesteten Bakterienspezies
unter in vivo Bedingungen durch die in der murinen Lunge prasenten Phagozytenpopulationen

unterschiedlich aufgenommen werden.
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Die Mechanismen, die diesen oben genannten Ph&nomenen zugrunde liegen sowie deren
Bedeutung flr die Fahigkeit dieser Bakterienspezies, Pneumonien auszulésen, missen noch
naher untersucht werden. Weiterfiihrende wissenschaftliche Untersuchungen zu diesen
Fragestellungen sind mit dem Homburger Modell realisierbar.

Mithilfe einer zweiten Gruppe von Versuchstieren wurde der Frage nachgegangen, ob die
Phagozytose von Bakterien durch aus dem Blutgefal3system eingewanderte Leukozyten in vivo
beobachtet werden kann. In tiefer Andsthesie wurde den Tieren ein weiterer
Fluoreszenzfarbstoff, welcher in Leukozyten akkumuliert, in den retrobulbdren Venenplexus
injiziert. Anschlielend folgte der Versuchsablauf dem gleichen Protokoll wie in der ersten
Versuchsgruppe. Bei den intratracheal instillierten Erregern handelte es sich um
fluoreszenzmarkierte Pneumokokken. Die Aufnahmen mit dem Fluoreszenzmikroskop
erfolgten unter 2 verschiedenen Filtern, die fir die Detektion der einzelnen
Fluoreszenzfarbstoffe geeignet waren. Es wurden Aufnahmen der gleichen Lungenabschnitte
unter beiden Filtern angefertigt. AnschlieRend wurden fluoreszenzmarkierte Zellen mithilfe der
Caplmage-Software vermessen und quantifiziert. Die entstandenen Bildpaare wurden in das
Bildbearbeitungsprogramm GIMP 2.8. Gberfuhrt und unter Beriicksichtigung alveolérer und
interstitieller Strukturen deckungsgleich lbereinander gelegt und miteinander zu einem Bild
verschmolzen. Nun wurde bewertet, ob Zellen eine Markierung mit beiden
Fluoreszenzfarbstoffen zeigten. Es stellte sich heraus, dass sowohl einzelne grof3e als auch
kleine Zellen eine Doppelmarkierung aufwiesen. Demnach kénnen in dieser friihen Phase der
Infektion Leukozyten nachgewiesen werden, die aus dem Blutgefalsystem in pulmonale
Strukturen eingewandert sind und bereits Einschlisse mit fluoreszenzmarkierten Bakterien
aufweisen.

Die vorliegende Arbeit berichtet Giber ein Verfahren, mit dem es maoglich ist, die Initialphase
einer durch Bakterien verursachten Infektion zu beobachten, Bakterien-Phagozyten-
Interaktionen zu beurteilen und Unterschiede zwischen verschiedenen Erregern zu
quantifizieren sowie die Phagozytose von Erregern durch eingewanderte Leukozyten
nachzuweisen. Langfristig soll diese Technik genutzt werden, um die Einflisse von
erregerspezifischen Virulenzfaktoren und molekularen Mechanismen der Immunabwehr im
murinen in vivo-Modell zu untersuchen. Dies soll dazu beitragen, den Verlauf einer Infektion

besser zu verstehen und auf neue Ansatzpunkte fur Therapien hinweisen.
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1 Summary
Visualisation of initial host response to bacteria in the lung of living mice

In developed countries infections of lower respiratory tract are still one of the most frequently
infectious diseases and are a major cause of mortality. Community acquired pneumonia is often
caused by Streptococcus pneumoniae whereas Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus
aureus play an important role as pathogens in hospital acquired pneumonia [Pletz et al., 2012].
Clinical course and prognosis are affected by initial immune response including cellular host
defense. Phagocytes like alveolar macrophages and neutrophils are involved in pathogen
clearance. In several in vitro modells phagocytosis has been analysed, but in vivo in the alveoli
mechanisms aren’t enough investigated and directly observed.

Here, we investigated phagocytosis of different bacteria species by using intravital microscopy
of murine lung. That followed a large thoracotomy with observing the alveolar surface for 30
minutes. C57BL/6-Mice were anesthetized, intubated via tracheotomy and ventilated. 100 pl
suspensions of fluorescence labelled Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus and
Pseudomonas aeruginosa were injected into the inspiration limb of respirator. Afterwards a
large thoracotomy removing the complete anterior part of right hemithorax was performed. Half
an hour after application of bacteria imaging was commenced for 30 minutes, using a filter
suitable to detect fluorescent dye. The whole surface of the right lung could be investigated.
Microscopic images were recorded by a charge-couple device video camera and a video
recorder for off-line analysis. Images of each animal were analysed by using capimage
software. Next to small bacterias phagocytes appeared in intravital microscopy as bright, large,
round structures because of containing intracellular fluorescent bacteria. Based on electron
microscopy studies and preliminary studies we differentiate for further evaluation between
small and large phagocytes by measuring cellular diameter. Fluorescence labelled cells were
ranged. Smaller phagocytes were ranked among neutrophils, larger phagocytes among alveolar
macrophages.

Animals, infected by P. aeruginosa PA14, showed in contrast to animals infected with
Streptococcus pneumoniae and Staphylococcus aureus, an increasing number of fluorescent
alveolar macrophages, whereas most smaller phagocytes were observed in mice contaminated
with Streptococcus pneumoniae. In mice infected with Staphylococcus aureus we found the
highest number of fluorescent phagocytes. In conclusion several bacteria species were
internalized by pulmonary phagocytes in different ways. Partly significant differences were

shown. Focusing one bacteria species and observing bacteria mutants unable to express single


http://dict.leo.org/ende/index_en.html#/search=differentiate&searchLoc=0&resultOrder=basic&multiwordShowSingle=on
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virulence factors could be enlightening to understand molecular mechanisms of cellular host
defense in mice.

In other studies we focused on phagocytosis by leucocytes invaded from bloodstream. A
fluorescent dye, labelling leucocytes, was injected in retrobulbar blood vessels. Following the
same test procedure as before fluorescent labelled bacteria were instilled intratracheally and a
preparation was performed. We observed that some labelled leucocytes in pulmonary
pneumococci infection could be recorded by the filter set detecting bacterial fluorescent dye.
Therefore we could draw the conclusion, that already 30 minutes after infection leucocytes
invade pulmonary tissue and contain fluorescent bacteria intracellular. Mechanism explaining
these observations must be investigated in further experiments.

In this dissertation we report on a method, which has enabled us to observe early cellular host
defense in mice in vivo. It offers an promising possibility to investigate and understand
molecular mechanisms in pathogen host interaction and can contribute to find new targets for

therapy.
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2 Einleitung
2.1 Die Pneumonie

Pneumonien stellen nach wie vor weltweit eine der wichtigsten Infektionskrankheiten dar. Die
Einteilung der Pneumonien in verschiedene Gruppen liefert dabei Hinweise auf die Atiologie,
die zielfiihrende Diagnostik und Therapie der Erkrankung. Man unterscheidet die Gruppe der
ambulant erworbenen Pneumonien (engl. Community-acquired pneumonia, CAP), die Gruppe
der nosokomialen Pneumonien (engl. Hospital-acquired pneumonia, HAP) und die Gruppe der
Pneumonien unter Immunsuppression [Pletz et al., 2012].

Das Uberleben der Pneumoniepatienten konnte in den vergangenen Jahrzehnten weder durch
die Neuentwicklung antiinfektiver Substanzen noch durch die Weiterentwicklung von in die
Immunmodulation eingreifender Therapieprinzipien wesentlich positiv beeinflusst werden
[Pletz et al., 2012]. Immer haufiger wird beobachtet, dass Erreger multiple Resistenzen gegen
Standardantibiotika entwickeln und dadurch bedingt das Infektionsmanagement erheblich
erschwert ist. Dies fihrt dazu, dass die CAP in den USA und in Europa nach wie vor die
haufigste infektidse Todesursache darstellt [Blasi et al., 2012].

In diesem Zusammenhang konnte festgestellt werden, dass mit zunehmendem Patientenalter
sowohl die Inzidenz als auch die Mortalitat der CAP stark ansteigt [Fung und Monteagudo-
Chu, 2010]. Somit ist angesichts der demographischen Entwicklung und der alternden
europaischen Bevolkerung in den nachsten Jahrzehnten ein bedeutender Anstieg der stationéren
Aufnahmen bei Pneumonie und der hierdurch entstehenden Kosten zu erwarten [Trotter et al.,
2008].

Aus diesem Grund ist es von Bedeutung, im ambulanten und Kklinischen Alltag den
Schweregrad und Mortalitétsrisiko einer Pneumonie abschétzen zu kénnen sowie die Frage zu
klaren, ob eine ambulante oder stationdre Therapie vonndten ist. Zur Risikostratifizierung
wurden daher verschiedene Score-Systeme etabliert.

Im Praxis- und Klinikalltag findet vor allen Dingen der CRB-65-Score
(C = Confusion = Verwirrtheit, R = Respiratory Rate = Atemfrequenz, B = blood pressure =
Blutdruck, 65 = Patientenalter > 65 Jahre) Anwendung. Er ist einfach zu erheben und
ermoglicht es, Patienten mit erhohtem Sterblichkeitsrisiko zu identifizieren und gegebenenfalls
rechtzeitig einer stationdaren Therapie zuzufuhren [Bauer et al., 2006].

Einen weiteren bedeutenden Faktor stellt dar, durch welchen bzw. welche Erreger die
Pneumonie verursacht wird. Der Streptococcus pneumoniae stellt hier das am haufigsten bei

der CAP nachgewiesene Pathogen dar, gefolgt vom Staphylococcus aureus als zweithaufigster
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identifizierter Erreger [Aliberti und Kaye, 2013]. Bei Pneumokokkenpneumonien treten im
Vergleich zur Infektion mit anderen Erregern héufiger Verwirrtheit, Luftnot, Fieber und
Thoraxschmerzen auf. AulRerdem werden im Vergleich héhere Werte fur C-reaktives Protein,
Harnstoff und Leukozyten erhoben. [Pletz et al., 2011]

Ferner stellt der Streptococcus pneumoniae neben dem Influenzavirus gegenwartig den
einzigen Erreger der CAP dar, fiir den Impfstoffe zugelassen sind [Pletz et al., 2010].

Neben Infektionen durch grampositive Bakterien stellen auch die Infektionen durch den
gramnegativen, opportunistischen  Krankheitserreger ~Pseudomonas aeruginosa ein
ernstzunehmendes Problem dar. Infektionen durch Pseudomonas aeruginosa treten vor allen
Dingen in bestimmten Syndromen auf. Die CAP durch diesen Keim wird haufig durch eine
Kolonisation der oberen Atemwege bedingt. Betroffen sind in erster Linie Kinder mit
Cystischer Fibrose sowie Patienten mit chronischen Lungenerkrankungen [Arancibia et al.,
2002]. Haufiger ist jedoch die durch Pseudomonas aeruginosa verursachte HAP, ebenfalls bei
Patienten mit chronischer Lungenerkrankung. Wesentliche Punkte in der Pathogenese sind die
Aspiration von kontaminierten Verneblerflissigkeiten und eine mechanische Beatmung. Die
bakteridamische Pseudomonas aeruginosa-Pneumonie, bei der die Lunge durch hdmatogene
Streuung infiziert wird, spielt vor allen Dingen bei immunsupprimierten Patienten eine Rolle.
[Schimpff et al., 1971, Hilf et al., 1989]

Alle Formen der Pneumonien haben gemeinsam, dass der Verlauf einer Infektion vor allem
durch die Immunantwort des Patienten bestimmt wird. Das Immunsystem hélt zum Schutz des
Respirationstrakts zahlreiche Abwehrsysteme bereit. Das angeborene Immunsystem umfasst
unter anderem die erregerunspezifische zellulare Immunantwort, bestehend aus

Alveolarmakrophagen, Monozyten und neutrophilen Granulozyten.

2.2 Modelle zur Intravitalmikroskopie

Informationen (ber die frihe Bakterien-Wirts-Interaktion in der Lunge sind sehr begrenzt.
Zahlreiche wissenschaftliche Arbeiten haben sich bisher auf die Untersuchung der
Phagozytoseaktivitat im in vitro-Modell fokussiert. Ein murines in vivo-Modell zur Darstellung
der Interaktion zwischen Pathogenen und Phagozyten in der Lunge wurde von Nils T. Veith,
Institut fur Anatomie, Homburg, Deutschland etabliert [Veith, 2014].

Nach Kenntnisstand des Verfassers ist diese Methodik bisher die einzige, bei der die
multifokale  Beobachtung der  Wirts-Erreger-Interaktion in  der Lunge durch

Intravitalmikroskopie im Fokus steht.
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Andere intravitalmikroskopische Ansatze dienten bei der Entwicklung des Homburger Modells
als Orientierung. Sie ermdglichen jedoch nur die Beobachtung eines kleinen pulmonalen
Ausschnittes. Diese Modelle fokussieren sich auf die Untersuchung der Mikrozirkulation und
Leukozytenadhasion in Gefallen in der murinen Lunge.

Zur Darstellung der pulmonalen Mikrozirkulation wurde das Modell nach Tabuchi entwickelt.
Hierbei wird tiber dem rechten Oberlappen durch chirurgische Teilexzision der 3.-5. Rippe ein
7-10 mm grolRes Fenster geschaffen, auf das eine transparente Polyvinylidene-Membran
aufgebracht wird. Uber einen transdiaphragmalen Katheter im rechten Pleuraspalt wird die
intrathorakale Luft abgesaugt, die Polyvinylidene-Membran lagert sich der Lungenoberflache
an und der Lungenabschnitt steht der Intravitalmikroskopie zur Verfugung. Die restliche Lunge
kann relativ unbeeinflusst ventiliert werden. Auf diese Art und Weise wird eine
Observationszeit von knapp 2 Stunden ermdglicht [Tabuchi et al., 2008].

Das Modell nach Looney zur Untersuchung der Leukozytenadh&sion verwendet ebenfalls ein
Thoraxfenster zur in vivo-Beobachtung. Auch bei diesem Modell werden 3 Rippen teilweise
reseziert. Ein Stahlring wird als starre Abstiitzung auf das Thoraxfenster aufgebracht. Uber eine
Vakuumpumpe wird ein Sog von 20-25 mmHg auf die darunterliegende Lungenoberflache
ausgeiibt. Dadurch wird die Lunge wahrend der gesamten Ventilation im Fenster stabilisiert
und ein Bereich mit 4 mm Durchmesser steht nun fir mindestens 3 Stunden zur Mikroskopie
der Lungen zur Verfligung. [Looney et al., 2011].

Auf Basis beider Modelle wurde das Homburger Modell entwickelt. Es handelt sich hierbei um
eine schnelle Operationstechnik, die es durch eine grol3e Thorakotomie ermdglicht, grof3e Teile
der Lungenoberflache zu mikroskopieren. Bewegungsartefarkte durch Herzschlag und Atmung
werden durch Anlage eines positiven endexspiratorischen Drucks (engl. positive end-
exspiratory pressure, PEEP) sowie kurze Beatmungspausen wahrend der Videoaufnahme
reduziert.

Das Modell ermdglicht die Beurteilung der Bakterien-Wirts-Interaktion nach intratrachealer
Instillation von Erregern im murinen in vivo-Modell. Aufgrund der oben beschriebenen
Atiologie und Epidemiologie der Pneumonien sowie der klinischen Bedeutsamkeit einzelner
Erreger konzentrierten sich die Infektionsversuche auf Streptococcus pneumonia,

Staphylococcus aureus und Pseudomonas aeruginosa.
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2.3 Streptococcus pneumoniae

Der Streptococcus pneumoniae ist ein hoch invasives, grampositives, extrazelluldr lebendes
Bakterium. Er gehort zur Gruppe der a-hdmolysierenden Streptokokken und verursacht ein
breites Spektrum von Erkrankungen, von milden Atemwegsinfektionen wie Sinusitiden und
Mittelohrentzindungen bis hin zu schwerwiegenden Krankheitsbildern wie Pneumonie,
Septikamie und Meningitis [Henriques-NormarkTuomanen EI, 2013].

Durch eine Vielzahl von Virulenzfaktoren wird die Pathogenitit des S. pneumoniae in der
Lunge bedingt. Im Folgenden sind einige Faktoren beschrieben.

Die Oberflache der Pneumokokken ist von einer Polysaccharidkapsel umgeben, welche das
Bakterium vor Phagozytose schitzt [Henriques-NormarkTuomanen El, 2013]. Es existieren 92
verschiedene Serotypen der Polysaccharidkapsel. Die Kapsel verhindert unter anderem, dass
Komplementproteine wie das iC3b und der Fc-Teil von Immunglobulinen auf der
Bakterienoberflaiche mit dem dazugehdrigen Rezeptor auf der Phagozytenoberflache
interagieren kann [Musher, 1992]. Zudem kommt der Kapsel eine wichtige Funktion bei der
Kolonisation zu. Sie verhindert die mechanische Elimination des Erregers durch Mucus und
reduziert den Kontakt mit Antibiotika [Nelson et al., 2007, van der Poll und Opal, 2009] .

Die Mehrzahl der Pneumokokken produziert zudem das Protein Pneumolysin (PLY). Das
Toxin gehdrt zur Familie der Poren-bildenden Toxine. Es bindet an Membrancholesterol, formt
grolRe Poren und fiihrt auf diese Weise zur Autolyse der Zelle. Zudem ist PLY in der Lage, das
Komplementsystem zu aktivieren [Mitchell und Mitchell, 2010] und durch Interaktion mit dem
Toll-like-Rezeptor 4 eine proinflammatorische Antwort zu induzieren [Malley et al., 2003]. In
Studien konnte gezeigt werden, dass PLY-defiziente Pneumokokkenstdmme in der Lunge im
Vergleich zu Wildtypstdammen weniger Inflammation verursachen und zu einem verspateten
und reduzierten Zellrecruitment fuhren. Die Antwort von neutrophilen Granulozyten ist hierbei
am stérksten beeintrachtigt [Mitchell und Mitchell, 2010].

Ein Teil der Pneumokokkenstamme bildet zudem Pili aus, die die Bindung der Pneumokokken
an Epithelzellen ermdglichen und die Produktion proinflammatorischer Zytokine stimulieren
[Barocchi et al., 2006].

Einen weiteren Virulenzfaktor stellt das Adhesin ,,PsrP*“ (Abk. fir Pneumococcal serine-rich
repeat protein) dar, dass die Bindung der Pneumokokken an das Lungenepithel vermittelt und
eine wichtige Rolle bei der Aggregation von Bakterien und der Ausbildung von Biofilmen spielt
[Sanchez et al., 2010].
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Fur die tierexperimentellen Versuche wurde ein Pneumokokkenstamm vom Serotyp 6A
verwendet. In Studien konnte gezeigt werden, dass dieser Serotyp im Vergleich zu anderen
Stammen (Referenzstamm Serotyp 14) mit einem erhohten Mortalitatsrisiko bei einer
bakteriamischen Pneumonie einhergeht [Weinberger et al., 2010]. Allerdings neigt der Serotyp
6A seltener als andere Stamme dazu, eine invasive Pneumokokkenerkrankung (engl. invasive
pneumococcal disease, IPD) auszulésen [Dockrell et al., 2012]. Er gilt als Kolonisationskeim
und weist eine hohe Resistenz gegen die Tétung durch neutrophile Granulozyten auf
[Weinberger et al., 2009]. Die Ingestion durch Alveolarmakrophagen sowie die Anfélligkeit
der Kapsel gegen Angriffe durch das Komplementsystem sind bei diesem Serotyp gegeniber
invasiven Serotypen wie Serotyp 4 und 7 F erhéht [Hyams et al., 2010, Sanchez et al., 2011].

2.4 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa ist ein bevorzugt in Bodden und Wasser vorkommendes,
gramnegatives, fakultativ anaerobes Stdbchenbakterium, das ein breites Spektrum von akuten
und chronischen Infektionen verursachen kann. Aufgrund der intrinsischen Resistenz des
P. aeruginosa gegen quartdre Amine sowie weitere Microbizide stellt die Eradikation dieses
Keims von Equipment und Oberflachen in Krankenhdusern und anderen medizinischen
Einrichtungen eine besondere Herausforderung dar [Lavoie et al., 2011].

P. aeruginosa verfugt zur Motilitat und Adhésion in biotischer und abiotischer Umgebung tber
verschiedene Virulenzfaktoren.

Das Bakterium besitzt ein polares, monotriches Flagellum, das dem Bakterium Mobilitét
verleiht und vor allen Dingen in der Initialphase einer pulmonalen Infektion von Bedeutung ist.
Es aktiviert durch Bindung an TLR5 auf Atemwegsepithelzellen die IL-8-Produktion.
IL-8 zeichnet sich vor allen Dingen durch chemotaktische Effekte auf B- und T-Lymphozyten,
natirliche Killerzellen, dendritische Zellen und Granulozyten aus und kann so eine protektive
Immunantwort auf die P. aeruginosa-Infektion bewirken. [Murphy et al., 2000]. Nach
Kolonisation der Lunge wird die Flagellenexpression eingestellt [Adamo et al., 2004].

Fir die Anlagerung an eukaryotische Zellen weist P. aeruginosa zudem polare Pili auf, die
indirekt Uber einen Rezeptorkomplex, bestehend aus TLR-2 und anderen Komponenten, NF-
kB und weitere proinflammatorische Gene aktivieren [Soong et al., 2004].

P. aeruginosa bildet auRerdem Stoffe, die Immunzellen entweder direkt inhibieren oder eine
zytotoxische Wirkung entfalten. P. aeruginosa verfugt tber zwei wichtige Sekretionssysteme,

Typ 11 und Typ I11. Wéhrend das Sekretionssystem Typ Il vor allen Dingen die extrazellulare
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Sekretion von Proteasen, Lipasen und Toxinen vermittelt, ermdglicht das Typ lllI-
Sekretionssystem die Translokation von pathogenen Proteinen in das Zytosol eukaryontischer
Zellen. P. aeruginosa sezerniert Uber das Typ I11-System folgende, bisher entdeckte Proteine:
ExoS, ExoT, ExoU und ExoY. Diese Exotoxine induzieren unter anderem TNF-o und wirken
zytotoxisch [Sadikot et al., 2005].

Pyocyanin, ein redoxaktives Phenazin, kann die Apoptose von neutrophilen Granulozyten in
vitro [Prince et al., 2008] und in vivo [Allen et al., 2005] triggern. In Studien konnte gezeigt
werden, dass P. aeruginosa-Stamme, die kein Pyocyanin bilden kdnnen, in der murinen Lunge
sowohl bei einer akuten Infektion als auch bei persistierender Kolonisation eine hohere
Clearance aufweisen als Wildtyp-Stdmme [Lau et al., 2004, Allen et al., 2005, Caldwell et al.,
2009].

P. aeruginosa sezerniert zudem sogenannte Rhamnolipide, die zur Lyse verschiedenener
zellularer Komponenten des menschlichen Immunsystems fiihren. Es konnte im murinen
Modell gezeigt werden, dass bei persistierender Kolonisation Rhamnolipidsynthese-defiziente
Bakterien schneller als Wildtypstamme aus der Lunge eliminiert wurden [Van Gennip et al.,
2009].

Fur die tierexperimentellen Versuche wurde der P. aeruginosa-Stamm PA14 (ATCC 27853)
verwendet. Hierbei handelt es sich um einen hdufig in Tiermodellen verwendeten,

hochvirulenten Stamm, der unter anderem in der Lage ist, Pyocyanin zu produzieren.

2.5 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus ist ein gram-positives, fakultativ anaerobes Bakterium, das durch eine
Polysaccharidkapsel vor Phagozytose geschiitzt wird.

Im Respirationstrakt kann es ein breites Spektrum von Infektionen hervorrufen, von der
asymptomatischen Kolonisation bis hin zur fulminanten, nekrotisierenden Pneumonie [Parker
und Prince, 2012].

Staphylokokken bilden im Vergleich zu Streptokokken das Enzym Katalase. Diese Eigenschaft
kann zum Nachweis des Erregers getestet werden. S.aureus verfigt zudem Uber die
Eigenschaft, die Gerinnung von Fibrinogen zu induzieren. Daher wird er zu den Koagulase-
positiven Staphylokokken gezéahlt. Die Gruppe der Koagulase-negativen Staphylokokken
umfasst Erreger wie S. epidermidis, S. hominis und S. lugdunensis, die weit weniger virulent
sind [Lowy, 1998].
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Die Pathogenitat von S. aureus wird durch eine Vielzahl von verschiedenen Virulenzfaktoren
bedingt, die auf eine bisher noch unzureichend verstandene Art und Weise interagieren und
eine Anpassung an den Wirtsorganismus erlauben. Im Folgenden sind exemplarisch einige
Faktoren beschrieben, die fir die Pathogenese einer Pneumonie, verursacht durch S. aureus,
relevant sind.

Zahlreiche Adhésionsproteine vermitteln die Bindung und Interaktion von S. aureus mit
Wirtszellen und der extrazellularen Matrix. Man unterscheidet sezernierte Adhésionsproteine
(engl. secretable expanded repertoire adhesive molecules, SERAMSs) von auf der
Bakterienoberflache gebundenen Adhésionsproteinen (engl. microbial surface components
recognizing adhesive matrix molecules, MSCRAMMS). Die MSCRAMMs umfassen eine
Gruppe von Adhasinen, die die initiale Anlagerung an Wirtszellen und zum Teil die Invasion
in diese ermdglichen [Parker und Prince, 2012]. S. aureus verfugt uber Fibronectin-bindende
Proteine (FNbA und FnbB), die die Internalisierung in nicht-professionelle Phagozyten wie
Epithelzellen, Fibroblasten, Osteoblasten und Keratinozyten vermitteln [Schaffer et al., 2006,
Fraunholz und Sinha, 2012]. Die Clumping-Faktoren A und B besitzen die Fahigkeit, an
Fibrinogen zu binden. Es konnte in Studien gezeigt werden, dass fur die Entwicklung
pulmonaler Infektionen der Clumping-Faktor B von besonderer Bedeutung ist, da er die
Bindung an Zytokeratine nasaler Epithelzellen und somit die Kolonisation der Nasenhéhle
mdoglich macht [Parker und Prince, 2012].

Zur Gruppe der sezernierten Exoproteine gehort unter anderem das a-Toxin (syn. a-Hamolysin,
kodiert durch hla). Es handelt sich hierbei um ein sezerniertes Toxin, das einerseits durch
Bildung kleiner Poren in der Zellmembran und andererseits durch Interaktion mit der
Metalloproteinase ADAM10 zytotoxisch wirken kann. In in vitro- und in vivo-Modellen konnte
die Virulenz von Hla in der Lunge nachgewiesen werden. In murinen Pneumoniemodellen
konnte gezeigt werden, dass die Infektion mit hla-defizienten Stammen im Vergleich zur
Infektion mit Wildtyp-Stammen mit einer signifikant verminderten Mortalitat, pulmonalen
Inflammation sowie einem verminderten Einstrom von neutrophilen Granulozyten einhergeht
[Parker und Prince, 2012].

Das ,,extrazelluldre Adhdrenzprotein® (Eap) gehort ebenfalls zur Gruppe der SERAMS. Es trégt
unter anderem zur Internalisierung der Erreger in Wirtszellen bei. Dadurch sind diese vor dem
Immunsystem geschutzt [Fraunholz und Sinha, 2012]. Zudem interagiert Eap mit ICAM-1,
einem Oberflachenprotein auf Endothelzellen, und verhindert auf diesem Wege die Diapedese
von Leukozyten aus dem Blut ins entziindete Gewebe. Dies konnte in vitro gezeigt werden

[Chavakis et al., 2002]. Andererseits bindet das vom Wirt insbesondere in der Lunge
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produzierte Surfactant-Protein A (Sp-A) an Eap und steigert so die Opsonierung, Phagozytose
und Tétung der Erreger [Sever-Chroneos et al., 2010].

In Interaktion mit der zellul&ren Immunantwort steht auch das Panton-Valentine-Leukozidin.
Es stellt ein porenbildendes Toxin dar, das die Apoptose von neutrophilen Granulozyten und
Makrophagen beim Menschen und Kaninchen, nicht aber bei M&usen und nicht-menschlichen
Primaten, hervorruft. In Pneumoniemodellen mit Kaninchen konnte gezeigt werden, dass PVL-
positive S. aureus-Stamme nekrotisierende Pneumonien induzieren kdnnen [Labandeira-Rey et
al., 2007, Parker und Prince, 2012].

Die Behandlung von S. aureus — Infektionen mit Antibiotika wird zudem durch R-Lactamasen
eingeschrankt, die Penicilline inaktivieren. Hinzu kommt die Bildung von Penicillin-bindenden
Proteinen, die die Resistenzentwicklung gegeniliber [-Lactamase-stabilen Penicillinen und
Cephalosporinen begtnstigen [Lowy, 1998].

In den tierexperimentellen Versuchen wurde ein Staphylokken-Stamm vom Typ Newman
verwendet, der haufig in Tiermodellen zum Einsatz kommt. Es handelt sich um ein klinisches
Isolat aus dem Jahr 1952. Er besitzt kein Flagellum, produziert aber groBen Mengen freier
Koagulase [Duthie und Lorenz, 1952]. Zellen des S. aureus Stammes Newman verfiigen ber
nicht funktionsfahige FnBPs, da diese aufgrund eine C-terminalen Verkirzung nicht kovalent
an die Zellwand des Bakteriums binden kénnen. Jedoch produziert dieser Stamm im Vergleich

zu anderen S. aureus Stammen groRe Menge Eap [Harraghy et al., 2003].

2.6 Vorarbeiten in der Arbeitsgruppe

Zur intravitalen Fluoreszenzmikroskopie muriner Lungen wurde das Homburger Modell
etabliert, welches unter 2.2 genauer erlautert wird.

In Vorarbeiten wurden Arteriolendurchmesser und Blutflussgeschwindigkeit bestimmt und mit
bereits publizierten Daten anderer Intravitalmikroskopiemodelle verglichen. Es zeigten sich
ahnliche Werte. Zudem wurden Blutgasanalysen 15, 30 und 45 min nach Prdparation
durchgefuhrt, um abschdtzen zu konnen, inwiefern die invasive Operationstechnik die
pulmonale Mikrozirkulation beeinflusst. Im zeitlichen Verlauf konnten keine signifikanten
Verdanderungen des pH-Werts, Sauerstoffpartialdrucks und Kohlendioxidpartialdrucks
festgestellt werden [Veith, 2014].

In weiteren Versuchen konnte gezeigt werden, dass unter dem Fluoreszenzmikroskop sowohl

intratracheal verabreichte als auch intravends injizierte fluoreszierende Partikel mit einer Grolie
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von bis 100 nm in der Lungenperipherie detektierbar waren [Roller et al., 2011]. Diese
Beobachtung stellte die Grundlage fir weiterfihrende Versuche dar.

Neben den einzelnen kleinen, freien Partikeln konnten nach intratrachealer Instillation
fluoreszenzmarkierter Latex-Beads aufierdem hell leuchtende, grof3e, runde Strukturen unter
dem Fluoreszenzmikroskop beobachtet werden. Ein &hnliches Bild zeigte sich nach
intratrachealer Instillation von Bakterien. Zur Identifizierung dieser groRRen, fluoreszierenden
Strukturen wurden bronchoalveoldre Lavagen durchgefiihrt sowie nach Versuchsende
histologische Schnitte angefertigt. Daraus ergab sich, dass es sich bei den fluoreszierenden
Strukturen um phagozytoseaktive Alveolarmakrophagen und neutrophile Granulozyten
handelte, die Einschliisse von Latex-Beads bzw. Bakterien enthielten [Veith, 2014].

Basierend auf elektronenmikroskopischen Untersuchungen wurde als diskriminierender Wert
zur Unterscheidung der unterschiedlichen Phagozyten unter dem Mikroskop ein Durchmesser
von 10,5 um festgelegt [Brinkmann et al., 2004]. Mithilfe der Caplmage-Software wurden die
Zellen vermessen und fluoreszierende Zellen mit einem Durchmesser grofer-gleich als
D = 10,5 um wurden als Makrophagen, Zellen mit einem Durchmesser kleiner als D = 10,5 um
als neutrophile Granulozyten gewertet [Veith, 2014].

In weiterflhrenden Versuchen stand die Auswirkung von Tabakrauch auf die
Phagozytoseaktivitat im Fokus. In einem Kurzzeitrauchmodell tber 3 Tage wurden C57BL/6-
Mause Zigarettenrauch exponiert und anschlieBend nach Applikation von Latex-Beads (ber
den Inspirationsschenkel des Beatmungsgerétes flr die Intravitalmikroskopie vorbereitet. Nach
Auswertung der Aufnahmen zeigte sich im Vergleich zu einer Kontrollgruppe ein signifikanter
Anstieg der neutrophilen Granulozyten sowie eine tendenziell geringere Anzahl an freien
Latex-Beads. Die Quantifizierung der Alveolarmakrophagen ergab keine signifikanten
Verénderungen. Abschliefend konnte von einer tendentiell hoheren Phagozytoseaktivitit nach
Tabakrauchexposition ausgegangen werden [Veith et al., 2013].

In Vorbereitung auf die vorliegende Arbeit wurden anstatt der Latex-Beads auch Bakterien
intratracheal appliziert. Nach Infektion mit zwei unterschiedlichen S. aureus Stammen
Newman und LS1 wurde die Anzahl der phagozytoseaktiven Zellen bestimmt. In beiden
Versuchsgruppen zeigte sich im Laufe der 60-minitigen Beobachtungszeit ein Anstieg der
phagozytoseaktiven Zellen pro Flacheneinheit. Bei Infektion mit dem Stamm LS1 konnte eine
signifikant, niedrigere Dichte phagozytoseaktiver Zellen sowie ein tendentiell langsamerer
Anstieg im zeitlichen Verlauf festgestellt werden. Es ist demnach mdglich, die Initialphase
einer durch Bakterien verursachten Infektion anhand des Homburger Modells in der
Méuselunge zu beobachten [Veith, 2014].



Einleitung 14

2.7 Fragestellungen

Die ersten Schritte des Immunsystems gegen eindringende Pathogene in vivo sind bisher nur
unzureichend erklart.

Anhand des Homburger Modells ist es mdglich, die Initialphase einer durch Bakterien
verursachten pulmonalen Entzindung im murinen in vivo-Modell zu beobachten.

Neben S. aureus stehen nun in dieser Arbeit auch Bakterienstdmme der Spezies S. pneumoniae
und P. aeruginosa im Fokus. Diese Erregerauswahl wird unter 2.1 genauer erldutert.

Ziel war es, mithilfe intravitaler Fluoreszenzmikroskopie die Erreger-Wirts-Interaktion am
Beispiel dieser 3 pneumologisch relevanten Bakterienstimme zu untersuchen und folgende

Fragen zu beantworten:

1. Gibt es quantifizierbare Unterschiede zwischen den Infektionen mit unterschiedlichen
Bakterienspezies?

2. Kann die Phagozytose von Bakterien durch eingewanderte Leukozyten beobachtet

werden?



Material und Methoden 15

3 Material und Methoden
3.1 Versuchstiere

Die tierexperimentellen Untersuchungen wurden nach Uberpriifung durch die zustindige
Tierschutzkomission vom Landesamt fiir Soziales, Gesundheit und Verbraucherschutz des
Saarlandes aufgrund des 89 Abs.1 Satz 4 des Tierschutzgesetzes sowie des Artikel 1 8 2 Abs.
2 des Gesetzes Nr. 1728 in Verbindung mit 81 Abs.3, 82 Abs.1 des Saarlandischen Gesetzes
uber das o6ffentliche Veterinarwesen und die amtliche Lebensmitteliberwachung genehmigt.
Fur die Versuche wurden C57BL/6-Mause von der Charles River GmbH in Sulzfeld bezogen.
Ménnliche und weibliche Tiere mit einem Gewicht von 25-30 g und einem Alter von 12-26
Wochen wurden untersucht.

Die Tiere wurden bis zum Zeitpunkt des Experiments im Institut fur Klinische und
Experimentelle Chirurgie der Universitat des Saarlandes, Homburg/Saar, Deutschland
untergebracht.

Die Maduse hatten freien Zugang zu Standardfutter (Altromin, Lage, Deutschland) sowie zu
Trinkwasser.

3.2 Bakterienstamme und Kultivierung

Die Herstellung der Bakteriensuspensionen fir die tierexperimentellen Versuche wurde im S2-
Labor des Instituts flr Medizinische Mikrobiologie und Hygiene, Universitatskliniken des
Saarlandes, Homburg/Saar, Deutschland unter der Betreuung von PD Dr. Markus Bischoff
vorgenommen.

3.2.1 Bakterienstamme
Fur die Infektionsversuche wurden drei verschiedene Bakterienstamme ausgewahlt.

Pseudomonas aeruginosa PA14; ATCC 27853
Streptococcus pneumoniae Typ 6A, klinisches Isolat

Staphylococcus aureus Newman; NCTC 8178
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3.2.2 Stammhaltung

Zur Stammbhaltung von P. aeruginosa PA14 und S. aureus Newman wurden Glycerin-
Dauerkulturen angelegt. Hierfur wurden entsprechende Einzelkolonien in 10 ml TSB Medium
inokuliert und anschlielend tiber Nacht bei 37 °C und 150 rpm im Schiittler bebritet. Aufgrund
der hohen autolytischen Aktivitat von S. pneumoniae in den spéteren Wachstumsphasen einer
in vitro Kultur wurden fur das Isolat 6A Starterkulturen hergestellt. Hierzu wurde 400 pl einer
S. pneumoniae 6A Gefrierkultur langsam auf Eis aufgetaut, anschlieBend in 10 ml TSB
uberfuhrt und fir 4 Stunden bei 37 °C und 150 rpm im Schuttler inkubiert. Danach wurde die
Bakterienlosung zentrifugiert (3800 G, 4200 rpm, 25 °C) und mit 10 ml TSB gewaschen.
Zuletzt wurde der Uberstand nach der Zentrifugation abgekippt und das Bakterienpellet in
3,5 ml einer 20 %igen Glycerin-Lésung auf TSB-Basis gelost. Jeweils 400 pl wurden in

Cryorohrchen Gberflhrt und bei -70 °C bis zur Verwendung gelagert
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3.2.3 Verwendete Materialien

Geréte und Verbrauchsmaterialien

Einweg-Stabpipetten "Costar Stripette"
(1-25 ml)

Corning (New York, USA)

Elektrische Pipettiergeréate
(Pipetboy plus)

Integra Biosciences (Zizers, Schweiz)

Magnetrihrer Combimag RCT

IKA (Staufen, Deutschland)

GeneQuant 1300 Spectrophotometer

Classic

GE Healthcare Bio-Sciences (Solingen, Deutschland)

Glaswaren

Fisher; Schott

Inkubationsschittler Multitron
Standard

Infors AG (Bottmingen, Schweiz)

Pipettenspitzen (10 ul; 100 ul; 1000 pl)

Greiner Bio-One (Frickenhausen, Deutschland)

Sarstedt (Nurnbrecht, Deutschland)

Thermomixer compact

Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)

Ultraschallgerat Labsonic 1510

B. Braun Melsungen AG (Melsungen, Deutschland)

Reaktionsgefalie 0,5 ml; 1,5 ml; 2,0 ml

Sarstedt (Nirnbrecht, Deutschland)

Reaktionsgefalle 15 ml, 50 ml

Greiner Bio-One (Frickenhausen, Deutschland)

Vortex Reagenzglasmischer
(neoLab 7-2020)

NeoLab Migge Laborbedarf (Heidelberg, Deutschland)

Sterilbank Hera Safe

Heraeus (Hanau, Deutschland)

Zentrifuge Eppendorf 5417R

Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)

Tab.1:

Zentrifuge Sigma Laboratory
Centrifuges 4 K 15

Fischer Scientific (Schwerte, Deutschland)

Bakterienkultivierung/-farbung: Gerate und Verbrauchsmaterialien
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Puffer, Lésungen und Nahrmedien

Blutplatten

5% Schafsblut in TSA (Becton Dickinson)

5(6)-CFDA-SE; mixed

isomers

Invitrogen TM, Life Technologies (Carlsbad, USA)

DMSO

AppliChem (Darmstadt, Deutschland)

EDTA

Stocklésung 5SmM/ml in Aqua dest.

Glycerin

20%ige Glycerinlosung in TSB

PBS (pH 7,4)

11 Aqua dest.

8 g NaCl

0,2 g KCI

1,42 g Na2HPO4
0,27 g KH2PO4

Die Losung wurde angesetzt und anschlieRend autoklaviert.

PBS (pH 8)

11 Aqua dest.

8 g NaCl

0,2 g KCI

1,42 g Na2HPO4

0,27 g KH2PO4

Titriert mit Na2HPO4 bis pH = 8, anschlieende Autoklavierung

TSB

Tab. 2 : Verwendete

30,0 g Bacto Tryptic Soy Broth (Difco) ad 1 | H20, bestehend aus :
17,0 g pankreatisch abgebautes Casein

3,0 g peptisch abgebautes Sojabohnenmehl

2,5 g Glucose

5,0 g NaCl

2,5 g Dikaliumhydrogenphosphat

11 Aqua dest.

Die Losung wurde angesetzt und anschlieRend autoklaviert.

Puffer, Lésungen und Nahrmedien
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CFDA-SE

Carboxyfluoreszein-Diacetat-Succinimidylester (CFDA-SE) ist ein Farbstoff, der tber eine
Diacetat- und eine Succinimidylester-Gruppe verfligt. CFDA-SE diffundiert in die Zelle. Die
Zellfunktionen bleiben dabei erhalten. Intrazellular wird die Diacetat-Gruppe von
unspezifischen Esterasen hydrolisiert, so dass ein hoch fluoreszierendes, Amin-bindendes
Produkt, das CFSE, entsteht [Haugland et al., 2002].

In der Vergangenheit konnte am Beispiel der Pneumokokken gezeigt werden, dass CFDA-SE
in lebende Bakterien eindringen kann, in der Zelle stabil verbleibt und selbst bei Zellteilung
nicht aus den Zellen entweicht. Diese Erkenntnisse stellen wichtige VVoraussetzungen fiir die
Verwendung von lebenden Bakterien in in vivo-Experimenten dar [Vander Top et al., 2006].
Fur die Versuche wurden 10 mM CFDA-SE in DMSO gel6st verwendet.

Rhodamin 6G

Bei Rhodamin 6G handelt es sich um einen fluoreszierenden, zellpermeablen Farbstoff, der in
Mitochondrien akkumuliert und bei intravendser Injektion Leukozyten markiert. Das
Exzitationsmaximum des Farbstoffes liegt bei 530 nm, die Emissionswellenlédnge bei 590 nm.
Der narkotisierten Maus wurden 100 ul 0,1% Rhodamin 6G, gelost in physiologischer
Kochsalzlosung, in den retrobulbéren Venenplexus injiziert. Das Rhodamin 6G wurde von der
Firma Sigma-Aldrich, St. Louis, USA bezogen.
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3.2.4 Kultivierung und Farbung von Streptococcus pneumoniae

Eine 400 ul Starterkultur des S. pneumoniae Isolats 6A wurde langsam auf Eis aufgetaut, in
10 ml TSB aufgenommen und in ein 12 ml Glasrohrchen mit fest verschlieRbarem Deckel
gefillt, um die fur das in vitro Wachstum von S. pneumoniae bendtigten anaeroben
Wachstumsbedingungen zu induzieren.

AnschlieBend wurde die Kultur fiir 4 Stunden bei 37 °C im Inkubationsschittler bei 150 Upm
kultiviert. Im Folgenden wurde zur Abschédtzung der Zelldichte in der Bakterienkultur die
optische Dichte bei einer Wellenldnge von 600 nm (ODsoo) im Photometer bestimmt. Hierflr
wurden 100 pl Bakteriensuspension, verdinnt mit 900 ul TSB, gegen 1 ml reines TSB als
Referenz gemessen.

Die ODegoo Wurde auf einen Wert zwischen 0,4 und 0,6 eingestellt, die Bakteriensuspension
wurde bei einer Drehzahl von 4200 Upm (entsprechend 3747 G) fiir 5 min bei Raumtemperatur
zentrifugiert.

Der Uberstand an Nahrmedium wurde abgekippt und das Bakterienpellet in 1 ml PBS
aufgenommen. Die Bakteriensuspension wurde in ein Eppendorf-Reaktionsgefal? tberfihrt und
anschlieBend fir 2 min 12.000 Upm und bei Raumtemperatur zentrifugiert.

Der Uberstand wurde erneut abgekippt und das Zellpellet in 500 ml PBS aufgenommen.
Daraufhin  wurden 2,5ul einer 10 MM CFDA-SE-L6sung hinzugegeben und die
Bakteriensuspension fiir 15 min bei 500 Upm und 37 °C auf dem abgedunkelten Thermomixer
inkubiert.

AnschlieBend wurde die Bakteriensuspension flir 2 min erneut bei 12.000 Upm zentrifugiert
und zweimal mit 1 ml PBS gewaschen.

Zuletzt wurde das gefarbte Bakterienpellet in 130 pl PBS aufgenommen.

Die ODeoo einer Losung mit 980 ul PBS und 20 ul der gefarbten, bereits verdiinnten
Bakteriensuspension wurde bestimmt. Zielbereich war ein ODgoo-Wert zwischen 15 und 18,5.
In Vorversuchen zeigte sich, dass bei Einstellung der ODgoo zwischen 15,0 und 18,5 90,9 % der
Bakteriensuspensionen im angestrebten Zielbereich von 6,5 x 10°%-2 x 10 pro 1 ml PBS lagen.
AnschlieBend wurde eine Verdiinnungsreine begonnen und die Verdiinnungsstufen 10 bis
10® auf Blutagarplatten ausplattiert. Nach 24 h Inkubation bei 5% CO2 und 37 °C wurden die

Blutagarplatten ausgezahlt und aus den Ergebnissen die CFU gemittelt.
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3.2.5 Kultivierung und Farbung von Pseudomonas aeruginosa

Von einer gefrorenen Stockkultur des P. aeruginosa (ATCC 27853) wurde mit einer
Einmalimpfose etwas Eis abgelost und nach Auftauen auf einer Blutagarplatte ein
franktionierter Verdunnungsausstrich angefertigt.

Nach 24 h Inkubation bei 37 °C waren deutlich Kolonien des Erregers auf der Blutagarplatte
sichtbar. 10 ml TSB wurden nun mit einer Einzelkolonie P. aeruginosa beimpft und 10-12
Stunden im Inkubationsschuttler bei 37 °C und 150 Upm Kultiviert.

Aus dieser Vorkultur wurden 100 pl in 10 ml TSB inokuliert. Nach ungefahr 2 Stunden
Wachstum bei 37 °C und 150 Upm wurden 2 ml Bakteriensuspension in ein Eppendorfgefal
uberfuhrt und 5 min bei 10.000 Upm und Raumtemperatur zentrifugiert.

AnschlieBend wurden die Bakterien zweimal mit 1 ml PBS (pH 8) gewaschen. SchlieBlich
wurden die Bakterien in 500 ul PBS (pH 8) resuspendiert. Um die Permeabilitat der
Zellmembranen fir die Esterase-Substrate zu erhéhen, wurde die Bakteriensuspension durch
0,5 mM EDTA (Zielkonzentration) erganzt [Hoefel et al., 2003].

Es wurden 7,5 ul 10 mM CFDA-SE (in DSMO) hinzugefigt und die Suspension 30 min bei
35 °C und 500 Upm in Dunkelheit inkubiert.

Daraufhin wurde die Bakteriensuspension fir 2 min erneut bei 10.000 Upm und
Raumtemperatur zentrifugiert und zweimal mit 1 ml PBS ( pH 8 ) gewaschen.

Das geféarbte Bakterienpellet wurde in 130 ul PBS aufgenommen. Die Bakterien wurden mit
Ultraschall aufgeschlossen.

Eine Verdunnungsreihne wurde durchgefiihrt. Die Verdunnungsstufen 10° bis 108 auf
Blutagarplatten ausplattiert. Nach 24 h Inkubation bei 37 °C und aeroben Bedingungen wurden
die Blutagarplatten ausgezahlt und aus den Ergebnissen die CFU gemittelt.

In Vorversuchen stellte sich heraus, dass die Fluoreszenzmarkierung von P. aeruginosa mit
CFDA-SE der oben genannten Modifikationen mit PBS (pH 8) und EDTA im Férbeprotokoll
bedurfte. Zur Uberpriifung der Fluoreszenzmarkierung wurden daher die Verdinnungsstufen
107 bis 107 auf eine Mikrotitrierplatte aufgetragen und mithilfe des Wallac 1420 VICTOR2™
die Stdrke der Markierung gemessen. Ohne diese Modifikationen konnte sowohl
makroskopisch als auch im Fluorometer eine deutlich reduzierte Markierung festgestellt

werden.
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3.2.6 Kultivierung und Farbung von Staphylococcus aureus

Fur die tierexperimentellen Versuche wurde der S.aureus Stamm vom Typ Newman
(NCTC 8178) verwendet.

Die Bakterien wurden uns bereits CFSE-markiert vom Institut fir Medizinische Mikrobiologie
und Hygiene der Universitat des Saarlandes am jeweiligen Versuchstag zur Verfiigung gestellt.
Die Proben wurden nach folgendem Protokoll vorbereitet und gefarbt:

Von einer gefrorenen Stockkultur wurde mit einer Einmalimpfose etwas Eis abgeltst und nach
Auftauen auf einer Blutagarplatte ausplattiert. Nach 24 h Inkubation bei 37 °C wurden 10 ml
TSB mit einer Einzelkolonie S.aureus beimpft und anschlielend U(ber Nacht im
Inkubationsschittler bei 37 °C und 150 Upm kultiviert.

Aus dieser Vorkultur wurden 100 ul in 10 ml TSB inokuliert. Die Kultur wurde ca. 4 Stunden
bei 37 °C und 150 Upm bis zu einer ODgoo Von 3-4 inkubiert. Danach wurde die gesamte Kultur
10 min bei 4000 G zentrifugiert.

Das Bakterienpellet wurde in 10 ml PBS gel6st, die ODeoo Wurde bestimmt und anschlielend
die Bakteriensuspension erneut bei 4000 G zentrifugiert. Daraufhin wurde das Pellet in PBS
aufgenommen. Dabei sollte eine ODgoo von ca. 12 eingestellt werden.

Ein Milliliter dieser Bakteriensuspension wurde nun in ein Eppendorfgefal tberfuhrt. Es
wurden 25ul der 10mM CFSE-Lésung zugegeben. AnschlieBend wurde die
Bakteriensuspension 15 min bei 37 °C und 500 Upm in Dunkelheit inkubiert.

Das Gemisch wurde fiir 2 min bei 12.000 G und Raumtemperatur zentrifugiert und zweimal
mit 1 ml PBS gewaschen.

Das gefarbte Bakterienpellet wurde in 350 ul PBS aufgenommen und mit Ultraschall
aufgeschlossen.Die Optische Dichte bei 600 nm wurde erneut bestimmt und die
Bakteriensuspension auf eine ODegoo vOn ca. 22 eingestellt.

Eine Verdiinnungsreine wurde durchgefilhrt. Die Verdiinnungsstufen 10 bis 10® auf
Blutagarplatten ausplattiert. Nach Inkubation Gber Nacht bei 37 °C und aeroben Bedingungen
wurden die Blutagarplatten ausgezéhlt und aus den Ergebnissen die CFU gemittelt.

Die Konzentration betrug dabei ca. 6,5 x 10° Bakterien pro 1 ml. Den Mausen wurde somit
ungefihr eine Menge von 6,5 x 108 Bakterien in 100 pl PBS intratracheal appliziert.



Material und Methoden 23

3.3 Intravitale Multifluoreszenzmikroskopie

Die tierexperimentellen Versuche wurden unter S2-Bedingungen im Institut fir Medizinische
Mikrobiologie und Hygiene, Universitatskliniken des Saarlandes, Homburg/Saar, Deutschland

durchgefihrt.

3.3.1 Technischer Gerateaufbau

Abb. 3: Technischer Gerateaufbau

Die Abbildung zeigt den technischen Gerdteaufbau. A = CCD-Kamera, B = Auflichtmikroskop,
C = Quecksilberlampe, D = Beatmungsgerat, E = Timer, F = Videorekorder, G = Digitales Bildanalyse-System,
H = Monitor. Die Abbildung wurde aus der wissenschaftlichen Arbeit ,,Ein neuer Ansatz zur Intravitalmikroskopie
der Lunge — Intrapulmonale Makrophagen / Bakterien-Interaktion in vivo ,, von Nils T. Veith iibernommen [Veith,
2014].
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Die Mikroskopie erfolgte mit dem Auflichtmikroskop Zeiss Axiotech und mit einer charged-
coupled-device Kamera. Verschiedene Filter standen zur Verfligung: ein Rotfilter
(330-390 nm, Emissionswellenlange > 430 nm), ein Blaufilter (450-492 nm,
Emissionswellenlange > 250 nm) und ein Grunfilter (530-560 nm,
Emissionswellenlange > 580 nm).

Die Aufnahme wurde Uber ein digitales Bildanalyse-System auf den Monitor tbertragen. Ein
digitaler Videorecorder zeichnete das Bildmaterial auf und speicherte es auf DVD. Die zeitliche
Zuordnung wurde durch einen Timer gewéhrleistet.

Zur Bildstabilisierung wahrend der Aufnahme wurde zusétzlich zur Beatmung mit einem PEEP
von 5 cm H0 die Ventilation fiir ca. 10 sec unterbrochen. So konnten die Bewegungsartefakte
erheblich reduziert werden.

Die Tiere wurden danach unverziiglich wieder beatmet.

Auflichtmikroskop | Zeiss Axiotech, Zeiss (Oberkochen, Deutschland)

Beatmungsgerét Minivent, Hugo Sachs/Harvard Apparatus (March-Hugstetten,
Deutschland)

CCD-Kamera FK 6990, Pieper (Schwerte, Deutschland)

Monitor PVM 1371-QM, Sony Corp (Tokio, Japan)

Timer VTG 33, FOR-A Company Limited (Tokyo, Japan)
Videorekorder Panasonic AG-7350-S-VHS, Matsushita (Tokyo, Japan)

Tab.4: Intravitalmikroskopie: Verwendete Geréte
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3.3.2 Lagerung der Versuchstiere

In der Werkstatt des Institutes fir Anatomie, Zellbiologie und Entwicklungsbiologie der
Universitdt des Saarlandes, Homburg/Saar wurde durch Herrn Sauerbaum eine an die
Versuchsbedingungen angepasste Operationsplatte hergestellt.

Die OP-Platte bot eine Befestigungsmdglichkeit fur eine Halteklemme, die wahrend der
Mikroskopie das bendtigte Deckglaschen in Position hielt.

Die narkotisierten Versuchstiere wurden auf der OP-Platte mit Pflasterstreifen in Rickenlage
fixiert. Durch Unterlage eines Kompressionskissens wurde die Praparation der Trachea in
reklinierter Haltung erleichtert.

Abb.5: Lagerung des Versuchstiers wahrend der Mikroskopie

Nach Préaparation der rechten Lunge und Anbringung eines Deckgldschens auf der Lungenoberflache konnte
30 min nach Infektion mit der Mikroskopie begonnen werden. Die Abbildung zeigt die Lagerung der Maus
wahrend der Mikroskopie sowie die Beatmung tber die Minivent, Sachs/Harvard Apparatus.

Die Abbildung wurde aus der wissenschaftlichen Arbeit ,,Ein neuer Ansatz zur Intravitalmikroskopie der Lunge
— Intrapulmonale Makrophagen / Bakterien-Interaktion in vivo ,, von Nils T. Veith {ibernommen [Veith, 2014].
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3.4 Anasthesie und Lungenpréparation

Die C57BL/6-Mdause wurden mit einer intraperitonealen Injektion von 7,5 mg Ketamin-
Hydrochlorid (Parke Davis, Freiburg, Deutschland) und 2,5 mg Xylazinhydrochlorid (Bayer,
Leverkusen, Deutschland) pro 100 mg Korpergewicht andsthesiert. Wahrend des gesamten
Eingriffs wurden die Tiere mit einer Warmelampe bestrahlt, um ein Auskuhlen zu vermeiden.
Eine ausreichende Narkosetiefe wahrend des gesamten Versuchs wurde durch intermittierende
Prifung des Zwischenzehenreflexes gewahrleistet. Der Zwischenzehenreflex gilt als
sensitivster Korperreflex fiir die Beurteilung des Schmerzempfindens bei der Maus [Arras et
al., 2001].

Nach Erreichen einer ausreichenden Narkosetiefe wurden die Tiere in Rlckenlage auf der OP-
Platte fixiert. Der Kopf der Maus wurde fir die Tracheotomie rekliniert. Zunéachst wurde die
Trachea unter der Glandula submaxillaris freigelegt und anschlieBend im unteren Teil der
Trachea ein transversaler Schnitt zwischen 2 Knorpelspangen gesetzt. Es wurde eine 15 mm
lange Trachealkanule mit einem Durchmesser von 1 mm in die Trachea eingefihrt.

Die Beatmung erfolgte mit einer Minivent. Es wurde eine Atemfrequenz von 150/min, ein
Hubvolumen von 200 pl und eine FiO2 von 100% gewahlt.

Daraufhin wurden 100 ul Bakteriensuspension (ber den inspiratorischen Schenkel des
Beatmungsschlauchs intratracheal injiziert und die Maus anschlieRend weiterbeatmet.

Nach einer Wartezeit von 20 min wurde die Lungenpréaparation begonnen.

Zunéchst wurde die Haut auf dem Thorax abprapariert. In VVorversuchen war aufgefallen, dass
die Mduse bei einer Thorakotomie mit hoheren Blutverlusten zu kd&mpfen hatten. Daher wurde
vor Eréffnung des Thorax in Hohe der 1.-3. Rippe eine Umstechungsligatur der Aa.thoracicae
internae (Prolene 2-0, Ethicon, Livingston, Scotland) vorgenommen. Anschlieend erfolgte
ausgehend vom Xiphoid die mediane Thorakotomie Richtung Manubrium sterni. Hierbei
wurden die Rippen bis zum 2.-3. Interkostalraum durchtrennt und der Schnitt anschlieRend zur
rechten Brustwand hin erweitert.

Unter dem Rippenbogen wurde das Diaphragma von den Rippen abgelost und der
Thoraxdeckel tber der rechten Lunge anschliel3end entfernt.

Blutungen aus Hautgefalen, Interkostalgefalen und epigastrischen Gefalen wurden koaguliert.
Die Bauchorgane wurden mit einer in physiologischer Kochsalzlésung getrankten, 37° C
warmen, sterilen Kompresse bedeckt. Die Lungenoberflache wurde mit einer Kochsalzlésung

gespult. Der rechte Lungenober- und Lungenmittellappen konnten mikroskopiert werden.
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Zur Bildstabilisierung und Verminderung der Bewegungsartefakte durch Atmung und
Herzschlag wurde das Tier fortan mit einem positiv endexspiratorischen Druck (PEEP) von
5 cm H20 beatmet.

Fur die Mikroskopie wurde anschlieBend ein Deckglaschen vorsichtig auf der
Lungenoberflache angebracht. Dieses wurde mittels einer Halteklemme an der OP-Platte
fixiert.

DreiRBig Minuten post infectionem konnte mit der Mikroskopie begonnen werden. Es wurde
versucht, die oberflachlichen alveoldren Strukturen des rechten Ober- und Mittellappens
darzustellen. Um das Bild weiter zu stabilisieren wurde zudem die Beatmung flr eine Dauer
von maximal 10 Sekunden unterbrochen.

Die Totung der Tiere erfolgte mittels Herzschnitt nach 30 min Videoaufnahme.

Als Grundlage fir die histologischen Praparate wurde anschliefend dem Tier das Herz-Lungen-
Paket entnommen und in 4%iger Formaldehydldsung konserviert.

Abb. 6 : Rechte Lunge nach Préparation

Die Abbildung zeigt den rechten Ober- und Mittellappen nach Entfernung des Thoraxdeckels. Zuvor wurde
eine Umstechungsligatur der Aa. thoracicae internae vorgenommen, um gréReren Blutverlusten vorzubeugen.
Die Abbildung wurde aus der wissenschaftlichen Arbeit ,,Ein neuer Ansatz zur Intravitalmikroskopie der Lunge
— Intrapulmonale Makrophagen / Bakterien-Interaktion in vivo ,, von Nils T. Veith Gbernommen [Veith, 2014].
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Abb. 7 : Positionierung des Deckglaschens auf der Lungenoberflache

Nach Abpréparation des Thoraxdeckels und Spilung mit physiologischer Kochsalzlésung wurde das
Deckgléaschen mithilfe einer Halteklemme auf der Lungenoberflache stabilisiert. Die Halteklemme ist an der OP-
Platte fixiert. Zudem zeigt das Bild die Umstechungsligatur der Aa.thoraciae internae auf Hohe der 1. — 3. Rippe.
Die Abbildung wurde aus der wissenschaftlichen Arbeit ,,Ein neuer Ansatz zur Intravitalmikroskopie der Lunge
—Intrapulmonale Makrophagen / Bakterien-Interaktion in vivo ,, von Nils T. Veith iibernommen [Veith, 2014].

3.4.1 Applikation der Fremdpartikel und Farbstoffe

Bei den tierexperimentellen Versuchen wurden verschiedene Fremdpartikel eingesetzt.
CFSE-markierte ~ Bakterien wurden (Uber den inspiratorischen  Schenkel des
Beatmungsschlauches in die Trachea der Tiere instilliert.

Rhodamin 6G wurde zur Darstellung der leukozytéren Entziindungsreaktion genutzt und den

Versuchtieren einseitig in den retrobulbaren VVenenplexus injiziert.
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3.5  Versuchsgruppen

In der vorliegenden Arbeit wurden 2 Versuchsgruppen (I und 1) gebildet und untersucht.

In der ersten Versuchsgruppe wurde die zelluldare Aufnahme von vitalen, CFSE-markierten
Bakterien in der murinen Lunge bei drei verschiedenen Bakterienstdmmen (S. aureus Stamm
Newman, S. pneumoniae Stamm 6A, P. aeruginosa Stamm PA14) untersucht.

Hierzu wurden die Bakterien CFSE-markiert, in 100 ul PBS aufgenommen und dem
narkotisierten Tier nach vorangegangener Narkose und Praparation intratracheal appliziert.

In der zweiten Versuchsgruppe wurde die Leukozyteneinwanderung in das infizierte
Lungengewebe beobachtet. Den narkotisierten Tieren wurde zundchst Rhodamin 6G
retrobulbdr injiziert. Dieses kumuliert in Leukozyten und ermdglichte so die Darstellung dieser
Zellen unter dem Fluoreszenzmikroskop. Anschlieend wurden CFSE-markierte
Pneumokokken vom Typ 6A intratracheal appliziert. Mit zwei unterschiedlichen
Fluoreszenzfiltern konnten die markierten Zellen unter dem Mikroskop dargestellt werden. Auf
diese Weise konnte untersucht werden, ob es einwandernde, mit Rhodamin 6G markierte

Leukozyten gab, die CFSE-markierte Bakterien in der murinen Lunge phagozytiert hatten.
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3.5.1 Versuchgruppe I

Die Versuchsgruppe I unterteilt sich in 3 Untergruppen (la, 1b, Ic) und untersucht die Aufnahme
von markierten Bakterien durch die zelluldre Immunabwehr in der murinen Lunge.

Den Tieren der Gruppe la (n=8) wurden CFSE-markierte Pneumokokken vom Typ 6A
intratracheal appliziert. Bei Gruppe Ib (n = 6) wurden CFSE-markierte Zellen des S. aureus
Stammes Newman und bei Gruppe Ic (n = 8) CFSE-markierte Zellen des P. aeruginosa Isolats
PA14 verwendet. Nach erfolgreicher Thorakotomie konnte 30 Minuten post infectionem die
Mikroskopie und Videoaufnahme der &ufleren Alveolenschichten gestartet werden. Zur
Detektion der CFSE-markierten Zellen wurde ein  Blaufilter  (450-492 nm,
Emissionswellenlange > 250 nm) verwendet.

Nach weiteren 30 Minuten wurden die narkotisierten Tiere durch einen Herzschnitt getotet.

Narkose
0 min Tracheotomie
10 min Intratracheale Applikation der CFSE-markierten Bakterien

35 min Thorakotomie

40 min Mikroskopie und Videoaufnahme

70 miny  Totung des Tieres

Abb. 8 : Zeitlicher Versuchsablauf Gruppen la, Ib, Ic
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3.5.2  Versuchsgruppe Il

Die Versuchsgruppe Il umfasst 4 Tiere. Ziel dieser Untersuchungen war es, die
Leukozytenmigration in pulmonales Gewebe sowie die Phagozytose von Bakterien durch
einwandernde Leukozyten zu beobachten. Es wurde mit 2 Fluoreszenzfarbstoffen gearbeitet.
Im Vergleich zu Versuchsgruppe | unterschied sich der Versuchsablauf in der retrobulb&ren
Injektion von Rhodamin 6G. Die Narkosetiefe wurde zunachst mithilfe des
Zwischenzehenreflexes Uberprift und anschliefend wurden 100 ul 0,1% Rhodamin 6G
retrobulbér injiziert. Durch Rhodamin 6G wurden die Leukozyten in der Blutbahn
fluoreszenzmarkiert. Nach erfolgreicher Tracheotomie wurden den Tieren CFSE-markierte
Pneumokokken vom Serotyp 6A instilliert. Die Lungenpraparation wurde wie unter 3.4
beschrieben vorgenommen.

Die Mikroskopie des rechten Ober- und Mittellappens erfolgte unter Verwendung eines
Blaufilters (450-492 nm, Emissionswellenlange > 250 nm) und eines Grunfilter (530-560 nm,
Emissionswellenlange > 580 nm). Der Blaufilter diente der Detektion CFSE-markierter Zellen,
der Grinfilter der Detektion mit Rhodamin-6G-markierter Leukozyten. Durch Pausieren der
Beatmung fur maximal 10 Sekunden und Anlage eines PEEP konnten Bewegungsartefarkte
durch die Atmung reduziert werden. In diesem kurzen Zeitraum wurden Lungenausschnitte

zunachst unter dem Blau- und anschlieRend unter dem Griinfilter betrachtet und auf Video

aufgenommen.
Narkose
0 min Retrobulbéare Injektion von Rhodamin 6G
5 min Tracheotomie
15 min Intratracheale Instillation der CFSE-markierten
Pneumokokken

40 min Thorakotomie

45 min Mikroskopie und Videoaufnahme unter Blau- und Grinfilter

75 min v Totung des Tieres

Abb.9: Zeitlicher Versuchsablauf Gruppe 11
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3.6 Auswertung der intravitalmikroskopischen Aufnahmen

Die Auswertung der Videodateien erfolgte im Institut fir klinische und experimentelle
Chirurgie der Universitéat des Saarlandes, Homburg/Saar, Deutschland.

An einem Computer mit einem S-VHS-Videorekorder (AG-7350, Panasonic, Ratingen) und
einem Monitor (36cm Bildschirmdiagonale, PVM 2130 QM, Sony, Miinchen) wurde mithilfe
der Caplmage-Software Version 5.03 (Zeintl Software Engineering, Heidelberg) das

Videomaterial ausgewertet.

3.6.1 Auswertung Versuchsgruppe I

Die Auswertung erfolgte mithilfe der Caplmage-Software Version 5.03 an einer
computergestiitzten Einheit.

Hierzu wurden fur jedes Tier randomisiert 5 Gesichtsfelder ausgewertet. Die Untersuchungen
waren vor allen Dingen auf die Quantifizierung und Vermessung fluoreszierender Zellen
ausgerichtet. Dartber hinaus konnten auch intrapulmonale BlutgefaRe dargestellt werden. Die
erhobenen Daten wurden anschlielend in Microsoft Excel (Microsoft Corporation

Deutschland, Unterschleiheim) uberfiihrt.

Quantifizierung von Phagozyten

Basierend auf Ergebnissen von Nils T. Veith in seiner Dissertation ,,Ein neuer Ansatz zur
Intravitalmikroskopie der Lunge - Intrapulmonale Makrophagen / Bakterien-Interaktionen in
vivo©“ sowie Erkenntnissen aus elektronenmikroskopischen Untersuchungen wurde als
diskriminierender Wert zur Unterscheidung zwischen Makrophagen und neutrophilen
Granulozyten ein Zelldurchmesser von 10,5 um festgelegt [Veith, 2014, Brinkmann et al.,
2004]. Mithilfe der Caplmage-Software wurden die fluoreszierenden Zellen vermessen und
quantifiziert. Zellen mit einem Durchmesser groRer-gleich als D =10,5 um wurden als
Makrophagen, Zellen mit einem Durchmesser kleiner als D = 10,5 um als neutrophile

Granulozyten gewertet.
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Quantifizierung von Bakterien

Die Quantifizierung der CFSE-markierten Bakterien am mikroskopischen Bild diente vorrangig
der Untersuchung, ob alle Bakterienspezies in &hnlichem Malie bis in die Lungenperipherie

gelangen. Pro Tier wurden mehrere Gesichtsfelder randomisiert ausgewertet.

Abb. 10 : Intravitalmikroskopische Aufnahme nach Infektion mit S. pneumoniae

Die Aufnahme erfolgte unter dem Fluoreszenzmikroskop mit einem Blaufilter  (450-492 nm,
Emissionswellenldnge > 430 nm). Neben alveoldren und interstitiellen Strukturen sind fluoreszierende Zellen zu
erkennen. Zuvor wurde dem Versuchstier eine Bakteriensuspension mit CFSE-markierten Bakterien intratracheal
verabreicht.



Material und Methoden 34

Abb. 11 : Intravitalmikroskopische Aufnahme, nach Auswertung

Die Aufnahme zeigt den gleichen Lungenausschnitt wie Abbildung 10. Die Auswertung erfolgte mit der
Caplmage-Software. Die fluoreszierenden Zellen wurden vermessen und je nach Durchmesser verschiedenen
Zellreihen zugeordnet. Zur besseren Ubersicht wurden Zellen mit einem Durchmesser D > 10,5 pm mithilfe der
Bildbearbeitungssoftware GIMP rot und Zellen mit einem Durchmesser D < 10,5 um griin markiert. Anschlie3end
wurden die Bakterien im Bildausschnitt quantifiziert. Diese sind als deutlich kleinere, fluoreszierende Zellen zu
erkennen. Die Flache des ausgewerteten Bereichs wurde bestimmt.
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3.6.2  Auswertung Versuchsgruppe 11

Aus dem gewonnenen Bildmaterial wurden im Anschluss an die Versuche mithilfe der
Caplmage-Software 4-5 Bildpaare pro Tier zusammengestellt. Es wurde einer Blaufilter-
Aufnahme ein Bild des gleichen Lungenabschnitts unter dem Grunfilter zugeordnet. Mithilfe
der Caplmage-Software wurden die fluoreszenzmarkierten Zellen bei jedem einzelnen Bild
vermessen und markiert.

Bei Bildausschnitten, die unter dem Blaufilter aufgenommen wurden, wurden Zellen mit einem
Durchmesser groRer-gleich D = 10,5 um als Makrophagen, Zellen mit einem Durchmesser
Kleiner als D = 10,5 um als neutrophile Granulozyten gewertet. Dies entsprach dem Procedere
in Versuchsgruppe I.

Rhodamin-6G-markierte Zellen sollten unter dem Grunfilter detektiert, ebenfalls vermessen

und markiert werden.
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3.7 Histologie

Fur die Anfertigung von lichtmikroskopischen und elektronenmikroskopischen Aufnahmen
wurde den Versuchstieren nach Eintritt des Todes das Herz-Lungenpaket entnommen und in
4% Formaldehydlosung fixiert. Im Anschluss erfolgte die Paraffineinbettung und die
Herstellung von mit Hadmatoxylin-Eosin (HE) gefarbten histologischen Praparaten.

Die rechte Lunge wurde fir lichtmikroskopische Aufnahmen und die linke Lunge fur
elektronenmikroskopische Aufnahmen verwendet.

Die Anfertigung der elektronenmikroskopischen Aufnahmen erfolgte durch Herrn PD Dr. Dirk
Theegarten, Institut fir Pathologie und Neuropathologie, Universitatsklinikum Essen.

Die lichtmikroskopischen Aufnahmen wurden von Herrn Prof. Dr. Martin Rosenbruch, Bayer
HealthCare AG, Wuppertal erstellt.

3.8 Statische Auswertung

Die erhobenen Daten wurden zur weiteren Auswertung in Microsoft Excel (Microsoft
Corporation Deutschland, UnterschleiBheim) tberflhrt. Die graphische Darstellung der Daten
erfolgte mit Microsoft Excel 2013.

Mithilfe der Statistik-Software Stata VVersion 12.0 (StataCorp LP, College Station, Texas, USA)
wurden die Daten ausgewertet.

Um die quantifizierten Zellzahlen der drei Versuchsgruppen miteinander zu vergleichen,
wurden fiir jeden quantifizierten Zelltyp je drei Regressionsmodelle geschatzt. Hierbei wurde
die hierarchische Struktur der Daten bertcksichtigt (Ebene 1 =einzelnes Versuchstier;
Ebene 2 = ausgewertetes einzelnes Bild), indem fur jedes Versuchstier ein Cluster gebildet
wurde. Die resultierenden Standardfehler sind daher robuster und konsistenter, als wenn die
Struktur der Daten unberticksichtigt geblieben wére. Aus den Regressionsoutputs wurden die
T- und die korrespondierenden p-Werte abgelesen, anhand welcher bewertet wurde, ob die
Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen statistisch signifikant von 0 sind. Die

Signifikanzniveaus wurden wie folgt festgelegt: * p <0,05; ** p <0.000 .
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4 Ergebnisse
4.1 Ergebnisse der Versuchsgruppe |
4.1.1 Quantifizierung von Zellen mit D > 10,5 um

Als phagozytoseaktive Makrophagen wurden alle fluoreszierenden Zellen mit einem
Durchmesser gréRRer-gleich als D = 10,5 um gewertet. In der Versuchsgruppe Ia (Infektion mit
S. pneumoniae Typ 6A) wurden im Mittel 51,3 Makrophagen pro mm? (SD = 59,5/ mm?;
n = 8) gezéhlt. Im Vergleich dazu wurden in Versuchsgruppe Ib (Infektion mit S. aureus Stamm
Newman) im Mittel 176,5 Makrophagen pro mm? (SD = 97,4 / mm?; n = 6) quantifiziert. In
Versuchsgruppe Ic (Infektion mit P. aeruginosa PA14) konnte mit im Mittel 261,3
Makrophagen pro mm? (SD = 95,5/ mm?; n = 8) die hochste Anzahl von phagozytoseaktiven
Makrophagen festgestellt werden, wahrend bei die Infektion mit Pneumokokken vom Typ 6A
die wenigsten Makrophagen pro mm? gezahlt werden konnten.

Die statistische Auswertung zeigte dabei zwischen allen drei Gruppen einen signifikanten
Unterschied (p < 0,000).
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Abb. 12 : Ergebnisse la, Ib, Ic : Makrophagen pro mm2

Abbildung 17 zeigt die Ergebnisse der Makrophagen-Quantifizierung. Jede Markierung steht hierfir fiir ein
ausgewertetes Bild. Es konnte gezeigt werden, dass signifikante Unterschiede zwischen allen VVersuchsgruppen
la-Ic bestehen. In Versuchsgruppe Ic (n = 8) (Infektion mit P. aeruginosa ) wurden die meisten Zellen pro mm?
mit einem Durchmesser D> 10,5 pm nachgewiesen, in Versuchsgruppe la die wenigsten. Signifikante
Unterschiede mit p < 0,000 sind gekennzeichnet mit **.
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4.1.2 Quantifizierung von Zellen mit D < 10,5 pm

Alle fluoreszierenden Zellen mit einem Durchmesser kleiner als D = 10,5 um wurden als
neutrophile Granulozyten gewertet. In Versuchsgruppe la konnte mit gemittelt 401,9
neutrophile Granulozyten pro mm? (SD =253,6 / mm? ; n=8) die hochste Anzahl von
phagozytoseaktiven neutrophilen Granulozyten festgestellt werden. In der Versuchsgruppe 1b
wurden im Mittel 305,4 neutrophile Granulozyten pro mm? (SD =197,4/ mm? ; n=6)
bestimmt. Im Vergleich dazu wurden in VVersuchsgruppe Ic die neutrophilen Granulozyten mit
einem mittleren Dichte von 138,3 pro mm? (SD = 164,0 / mm? ; n = 8) quantifiziert.

Es stellte sich zwischen Versuchsgruppe la und Ic ein signifikanter Unterschied (p < 0,000)
heraus. Zwischen Versuchsgruppe Ib und Ic konnte ebenfalls ein signifikanter Unterschied
(p <0,05) festgestellt werden, wohingegen zwischen Versuchsgruppe la und Ib kein

signifikanter Unterschied gezeigt werden konnte (p = 0,204).
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Abb. 13 : Ergebnisse la, 1b, Ic : Neutrophile Granulozyten pro mm?

Die Abbildung zeigt die Ergebnisse der Quantifizierung von neutrophilen Granulozyten. Jede Markierung steht
hierbei fir ein ausgewertetes Bild. Es konnte gezeigt werden, dass signifikante Unterschiede zwischen
Versuchsgruppe la (n = 8) und Ic (n = 8) und zwischen Versuchsgruppe Ib (n = 6) und Ic (n = 8) bestehen. In
Versuchsgruppe la (Infektion mit S. pneumoniae ) wurden die meisten Zellen pro mm? mit einem Durchmesser
D < 10,5 um nachgewiesen, in Versuchsgruppe Ic die wenigsten. Signifikante Unterschiede mit p < 0,05 sind
gekennzeichnet mit *, signifikante Unterschiede mit p <0.000 mit **.
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Abb. 14 : Intravitalmikroskopische Aufnahme nach Infektion mit 6A
CFSE-markierte neutrophile Granulozyten sind mit griinen Sternen, CFSE-markierte Alveolarmakrophagen mit
roten Sternen markiert.

Abb. 15 : Intravitalmikroskopische Aufnahme nach Infektion mit Newman
CFSE-markierte Alveolarmakrophagen sind mit roten Sternen markiert.
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Abb. 16 : Intravitalmikroskopische Aufnahme nach Infektion mit PA14
CFSE-markierte Alveolarmakrophagen sind mit roten Sternen markiert.

Abb. 17 : Intrapulmonale BlutgefaRRe nach Infektion mit 6A
Die intravitalmikroskopische Aufnahme zeigt zwei groRe GefaRe zwischen alveoldren und interstitiellen
Strukturen. Obwohl die Erforschung der Mikrozirkulation in der Lunge nicht im Fokus dieser

wissenschaftlichen Studie stand, zeigt diese Aufnahme, dass mit dem Homburger Modell solche
Untersuchungen mdglich sind.
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4.1.3 Quantifizierung von Bakterien

Um vergleichbare Bedingungen zwischen den einzelnen Infektionsversuchen zu schaffen,
wurde mithilfe von Verdinnungsreihen und Ausplattieren auf Blutagarplatten nachtraglich die
CFU der instillierten Bakteriensuspensionen ermittelt. Dartiber hinaus wurden die Bakterien
anhand der intravitalmikroskopischen Bilder unter Verwendung der Caplmage-Software
quantifiziert.

In der Versuchsgruppe la wurden im Mittel 1997,8 Bakterien-/konglomerate pro mm?
(SD = 1114,8 / mm? ; n = 8) bestimmt. Im Vergleich dazu wurden in Versuchsgruppe Ib die
Bakterien/-konglomerate mit einem Mittelwert von 2119,4 pro mm? (SD = 873,1/ mm?; n = 6)
quantifiziert. In Versuchsgruppe Ic konnte mit einem Mittelwert von 2752,9 pro mm?

(SD =1088,1 / mm? ; n = 8) die hdchste Anzahl Bakterien/-konglomeraten festgestellt werden.
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Abb. 18 : Ergebnisse la, 1b, Ic : Bakterien/-konglomerate pro mm?

Die Abbildung zeigt die Ergebnisse der Quantifizierung von Bakterien und Bakterienkonglomeraten. Jede
Markierung steht hierbei fir eine ausgewertete Aufnahme. Es zeigen sich signifikante Unterschiede zwischen
allen drei Versuchsgruppen. Signifikante Unterschiede mit p < 0,000 sind gekennzeichnet mit **,
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4.2 Ergebnisse der Versuchsgruppe Il

In diesem Teil der Arbeit stand die Fragestellung, ob eine Leukozytenmigration in pulmonales
Gewebe sowie die Phagozytose von Bakterien durch einwandernde Leukozyten beobachtet
werden kann, im Mittelpunkt.

Hierfur wurden 2 verschiedene Fluoreszenzfarbstoffe verwendet. Zur Fluoreszenzmarkierung
der Leukozyten in der Blutbahn wurden 100 ul 0,1% Rhodamin 6G in den retrobulbéren
Venenplexus injiziert. CFSE-markierte Pneumokokken vom Typ 6A wurden anschlielend
intratracheal appliziert.

Zur Detektion beider Farbstoffe wurden Aufnahmen der Lungenabschnitte zunéchst unter
dem Grin- und anschlieRend unter dem Blaufilter angefertigt. Einer Blaufilter-Aufnahme
(siehe Abbildung 19) wurde dabei ein Bild des gleichen Lungenabschnitts unter dem
Grunfilter (siehe Abbildung 20) zugeordnet.

Unter beiden Filtern konnten fluoreszenzmarkierte Zellen unterschiedlicher Grofie beobachtet
werden. Diese wurden nach Versuchsende mithilfe der Caplmage-Software einzeln
vermessen und markiert. Wie in Versuchsgruppe | wurde anhand des ermittelten
Zelldurchmessers zwischen kleinen und grof3en Zellen unterschieden.

Anschliefend wurden die Bildpaare in das Bildbearbeitsungsprogramm GIMP Version 2.8
uberflhrt. Es wurden die zuvor vermessenen, fluoreszenzmarkierten Zellen in den Bildern
farblich markiert. Zellen mit einem Durchmesser D < 10,5 um wurden mit kleinen
Punktmarkierungen und Zellen mit einem Durchmesser D > 10,5 um mit grof3en
Punktmarkierungen versehen. Gelbe Punkte zeigten CFSE-markierte Zellen, rote Punkte
Rhodamin-6G-markierte Zellen an. Mithilfe des Bildbearbeitungsprogramms wurden anhand
alveolérer und interstitieller Strukturen die beiden Aufnahmen der Bildpaare deckungsgleich
ubereinander gelegt und miteinander verschmolzen (siehe Abbildung 21).

Nun konnte beurteilt werden, ob Zellen sowohl mit Rhodamin 6G als auch mit CFSE markiert
waren. Eine Zelle wurde als doppelmarkiert gewertet, sobald sich die rote und gelbe
Markierung um mindestens 50% uberlagerten. Die Zellen wurden quantifiziert und mit wei3en
Pfeilen markiert.

In Versuchsgruppe Il (n = 4) wurden pro Versuchstier 4-5 Bildpaare zusammengestellt, sodass
insgesamt 19 Bildpaare in die Auswertung miteinflossen.

In 19 Bildpaaren wurden von 49 CFSE-markierten Zellen mit einem Durchmesser D > 10,5um
27 Zellen gezahlt, die zusétzlich eine Rhodaminmarkierung aufwiesen. Dies entspricht einem

Prozentsatz von 55,1%.
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Die Anzahl CFSE-markierter Zellen mit einem Durchmesser D < 10,5um betrugt 218. Bei 54
Zellen, also 24,8%, konnte zuséatzlich ein Signal unter dem Grinfilter beobachtet werden,

sodass sie als doppelmarkiert gewertet wurden.

Abb. 19 : Auswertung Versuchsgruppe I1: Aufnahme unter dem Blaufilter
Der Bildausschnitt zeigt CFSE-markierte Phagozyten. Die grofien gelben Punkte markieren Zellen mit einem
Durchmesser D > 10,5 um, die kleinen gelben Punkte Zellen mit einem Durchmesser D < 10,5 pm.

Abb. 20 : Auswertung Versuchsgruppe I1: Aufnahme unter dem Grnfilter
Der Bildausschnitt zeigt Rhodamin-6G-markierte Zellen. Die grof3en roten Punkte markieren Zellen mit einem
Durchmesser D > 10,5 pm, die kleinen roten Punkte Zellen mit einem Durchmesser D < 10,5 pm.
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Abb. 21 : Auswertung Versuchsgruppe Il: verschmolzene Aufnahme

Mithilfe des Bildbearbeitungsprogramms GIMP Version 2.8. wurden die in Abbildung 19 und 20 dargestellten
Aufnahmen deckungsgleich Ubereinandergelegt und verschmolzen. Als Orientierung dienten alveolare und
interstitielle Strukturen. Die roten Punkte stellen die Rhodamin-6G-markierten Zellen, die gelben Punkte die

CFSE-markierten Zellen dar. Die markierten Zellen wurden quantifiziert und doppelmarkierte Zellen mit
weillen Pfeilen gekennzeichnet.
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4.3 Morphologie

Die elektronenmikroskopischen und lichtmikroskopischen Aufnahmen konnten die
Erkenntnisse aus den intravitalmikroskopischen Aufnahmen bestatigen und erganzen.
Essentielle Voraussetzung fir die in vivo-Mikroskopie war, dass Bakterien bis in peripher
gelegene Alveolen vordringen und so durch die Mikroskopie der Lungenoberflache erfasst
werden konnen. In den licht- und elektronenmikroskopischen Aufnahmen konnte bestétigt
werden, dass die instillierten Bakterien bei den tierexperimentellen Infektionsversuchen bis in
den Alveolarraum vorgedrungen sind. EM-Bilder von mit S. pneumoniae infizierten Tieren
zeigten ferner, dass die Pneumokokken in der Regel als Diplokokken im Alveolarraum
vorlagen.

Zudem zeigte sich in lichtmikroskopischen Aufnahmen, dass sich bei Infektion mit
P. aeruginosa und S. pneumoniae bereits eine Stunde post infectionem grolie, entzlindliche
Infiltrate im Interstitium und Alveolarraum gebildet hatten, bestehend aus Bakterien,
Leukozyten und Erythrozyten. Diese Beobachtung stiitzt die Erkenntnisse aus der in vivo-
Mikroskopie, dass in dieser friilhen Phase der Infektion Leukozyten in das Lungengewebe
einwandern und sich in enger rdumlicher Nahe zu Bakteriennestern ansammeln.

EM-Bilder zeigten Bakterien aller verwendeten Spezies in Alveolarmakrophagen. Einzelne
Alveolarmakrophagen wiesen dabei mehrere Bakterien intrazellulér auf.

Bei der Infektion mit P. aeruginosa konnte auRerdem eine Alveolarepithelzelle Typ 1l

beobachtet werden, die ebenfalls Bakterieneinschlusse in ihrem Zytoplasma aufwies.
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Abb. 22 : Aufnahme eines Lungenabschnitts nach Infektion mit 6A

Die Abbildung zeigt einen Ausschnitt aus der rechten Lunge. Der Ausschnitt zeigt zahlreiche Bakterien im
Alveolarraum. Ungefahr 1,5 Stunden nach Infektion mit dem Bakterium wurde dem getdteten Tier die rechte
Lunge entnommen und anschlieBend in 4% Formaldehydlgsung fixiert.

Abb. 23 : Aufnahme eines Lungenabschnitts nach Infektion mit 6A
Die Abbildung zeigt einen Lungenausschnitt nach Streptococcus pneumoniae-Infektion mit einem groflen
entziindlichen Infiltrat, bestehend aus Leukozyten, Erythrozyten und Bakterien.
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Abb. 24 : Aufnahme eines Lungenabschnitts nach Infektion mit PA14

Die Abbildung zeigt eine lichtmikroskopische Aufnahme eines Bronchiolus (Br) mit angrenzendem
leukozytéren Infiltrat (LI) im Alveolarraum nach Infektion mit PA14. Zudem sind mit Erythrozyten gefillte
Blutgefale (BG) dargestellt.

o ‘ & » A .ﬁ""‘ eZ
Abb. 25 : EM-Bild: Pneumokokken im Alveolarraum
Das elektronenmikroskopische Bild zeigt Pneumokokken, die als Diplokokken vorliegen. Es liefert

korrespondierend zu den intravitalmikroskopischen Aufnahmen den Beweis, dass Pneumokokken bei den
Infektionsversuchen mit 6A bis in den Alveolarraum vorgedrungen sind.
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Abb. 26 : EM-Aufnahme des Alveolarraums nach Infektion mit 6A

Die Abbildung zeigt eine elektronenmikroskopische Aufnahme eines Alveolarmakrophagens mit
Bakterieneinschlissen. Im Zytoplasma des Alveolarmakrophagens sind zahlreiche Lysosomen mit teilweise
verdauten Pneumokokken (mit Pfeilen markiert) zu erkennen. Ungefahr 90 min nach Instillation der Bakterien
in die Maduselunge wurde das Lungen-Herz-Paket entnommen und formaldehydfixiert. Durch Herrn
PD. Dr. med. Dirk Theegarten, Essen wurden anschliefend die elektronenmikroskopischen Aufnahmen erstellt.

Abb. 27 : EM-Bild: P. aeruginosa im Alveolarraum

Das elektronenmikroskopische Bild zeigt ein Bakterium der Spezies P. aeruginosa im Alveolarraum. Die
Aufnahme beweist, dass Bakterien bei den Versuchen bis in die Alveolen vorgedrungen sind. Die gleiche
Beobachtung konnte auch schon bei den intravitalmikroskopischen Aufnahmen gemacht werden.
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Abb. 28 : EM-Aufnahme: Alveolarepithelzelle Typ 11

Die Abbildung zeigt eine elektronenmikroskopische Aufnahme einer Alveolarepithelzelle Typ Il (AEII) mit
Bakterieneinschlussen (mit rotem Pfeil markiert) im Zytoplasma. Zudem ist ein Alveolarmakrophage (AM) im
Bildausschnitt zu sehen. Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden von Herrn PD. Dr. med. Dirk
Theegarten, Essen angefertigt.

Abb. 29 : EM-Bild des Alveolarraums nach Infektion mit PA14

Die Abbildung zeigt eine elektronenmikroskopische Aufnahme eines Alveolarmakrophagens mit
Bakterieneinschliissen. Im Zytoplasma des Alveolarmakrophagens sind zahlreiche Lysosomen mit teilweise
verdauten Pseudomonaden (mit roten Pfeilen markiert) zu erkennen.
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Abb. 30 : EM-Bild: Alveolarmakrophage nach Infektion mit S. aureus
Elektronenmikroskopische Aufnahme eines Alveolarmakrophagens aus einer Mauselunge, die zuvor mit
fluoreszenzmarkierten Bakterien vom Typ Newman infiziert wurde. Auf der Aufnahme ist zu erkennen, dass

der Alveolarmakrophage mit Bakterien gefillt ist. Ein Bakterium ist exemplarisch mit einem roten Pfeil
markiert.
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5 Diskussion
5.1 Diskussion der Methodik

Ziel dieser Arbeit war es, die Bakterien-Phagozyten-Interaktion im murinen in vivo-Modell
darzustellen sowie Unterschiede bei Infektionsversuchen mit verschiedenen Erregern zu
erkennen und zu quantifizieren.

Ferner sollte geklart werden, ob die Phagozytose von Erregern durch eingewanderte
Leukozyten beobachtet werden kann.

Die Markierung der Bakterien mit CFSE-DA machte Zellen, die Bakterieneinschlisse
aufwiesen, unter dem Fluoreszenzmikroskop detektierbar. Die Farbung und Kultivierung
konnte nach einigen Vorversuchen schnell und zuverlassig nach einem festen Protokoll
erfolgen. Allerdings galt es zu berlcksichtigen, dass die Bakterien unmittelbar vor
Versuchsbeginn  bereitgestellt werden mussten, da andernfalls die Qualitat der
Bakteriensuspension und der Farbung deutlich nachlasst.

Die Durchfiihrung einer Tracheotomie am narkotisierten Tier ermdglichte die direkte
Instillation groRerer Mengen an Bakteriensuspension intratracheal. Da in dieser Arbeit die
Beobachtung der pulmonalen Bakterien-Wirts-Interaktion im Vordergrund stand, konnte so der
obere Atemwegstrakt umgangen werden. Diese Methodik lasst allerdings auBRer Acht, dass die
Aufnahme der Erreger zumeist ber die oberen Atemwege erfolgt und hier bereits der erste
Kontakt zum Immunsystem des Wirts stattfindet. Dennoch ist dies eine zuverlassige Technik,
um eine hohe Erregerlast in den Alveolen zu erreichen.

Bei der anschlieRender chirurgischen Praparation der Lunge nach dem Homburger Modell steht
im Vergleich zu den Modellen nach Tabuchi und Looney, die lediglich die Mikroskopie kleiner
Lungenabschnitte durch ein Thoraxfenster erlauben, die gesamte ventrale Oberflache der
rechten Lunge oder wahlweise auch der linken Lunge zur Verfligung. Dies ermdglicht eine
umfassendere Beurteilung der subpleural gelegenen pulmonalen Strukturen. Allerdings handelt
es sich hierbei, verglichen mit den oben genannten Verfahren, um das invasivste Verfahren.
Daher wurde besonders viel Wert auf eine effektive Blutstillung gelegt. Die Blutverluste
wéhrend der Hemithorakotomie wurden durch Ligatur grof3er Blutgefale und Koagulation
Kleinerer GeféBe erheblich reduziert. Offene Wundflachen und fur den Moment nicht
mikroskopierte Lungenoberflachen wurden zum Schutz vor Austrocknung mit Kompressen
bedeckt, die zuvor in physiologischer Kochsalzldsung getrankt wurden.

Die Bildstabilisierung wéhrend der Videoaufnahme stellte eine der groRten Herausforderungen

dar. Bewegungsartefakte durch die maschinelle Ventilation und die Herzkontraktionen wurden
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durch den Einsatz eines PEEPs von 5 cm H20O minimiert. Durch den daraus resultierenden
kontinuierlich hohen intrathorakalen Druck kommt es zu einer Verminderung des vendsen
Rickstroms zum Herzen. Somit wird kein physiologischer Blutkreislauf erreicht. Dartiber
hinaus war die Unterbrechung der Beatmung fiir max. 10 sec von Noten, um ein stabiles Bild
zu erzeugen. Diese Pausierung der Atmung kann eine hypoxische pulmonale VVasokonstriktion
bedingen, deren Effekt allerdings aufgrund der kurzen Dauer der Hypoxie und der Aufsattigung
der Alveolen mit reinem Sauerstoff wahrend der Beatmung als gering einzuschétzen ist. Im
Vergleich dazu arbeiten die Modelle nach Looney und Tabuchi zur Bildstabilisierung mit der
Anlage eines negativen Druck im Pleuraspalt. Dies ist im Homburger Modell durch die
vollstandige Eroffnung der Pleurahdhle nicht moglich.

Einen Nachteil aller 3 Modelle stellt sicherlich die Tatsache dar, dass es sich jeweils um einen
finalen Versuch handelt. Es ist keine Mikroskopie und Reevaluation (ber einen langeren
Beobachtungszeitraum mdoglich. Hierfur bietet auch das Homburger Modell keinen
Losungsansatz. Die Beobachtungszeit ist limitiert. Eine Stabilisierung der Tiere ist fur ca.
1 Stunde nach OP-Beginn mdglich. Im Vergleich zu den Modellen von Tabuchi und Looney hat
das Homburger Modell eine kiirzere Beobachtungszeit. Vermutlich ist dies das Ergebnis der
invasiven Operationstechnik und systemischen Reaktion auf die pulmonale Entziindung.
Blutgasanalysen sowie eine Uberwachung der Vitalparameter konnten dazu beitragen, die
respiratorische und systemische Beeintrachtigung durch die Infektion genauer zu beurteilen.
Eine Reduktion der verabreichten Erregerlast konnte ebenfalls die Uberlebenszeit verlangern.
Die Durchfiihrung Bronchoalveolarer Lavagen kdnnte sinnvoll sein und die Erkenntnisse aus
der Intravitalmikroskopie ergénzen. Auf diese Weise wiirden auch die Prozesse in zentraler
gelegenen Atemwegen miterfasst werden, denn alle drei Modelle ermdglichen nur die
Beurteilung subpleural gelegener Lungenabschnitte. Atemwege konnen unter dem
Fluoreszenzmikroskop nicht beobachtet werden.

Neben der Bakterien-Phagozyten-Interaktion kommen in den intravitalmikroskopischen
Aufnahmen auch BlutgefaRe zur Darstellung (siehe Abbildung 17). Untersuchungen zur
Blutflussgeschwindigkeit und Struktur subpleural gelegener GefélRe wurden anhand des
Homburger Modells in der Vergangenheit bereits durchgefiihrt [Veith, 2014].

Durch Injektion der Farbstoffs Rhodamin 6G in den retrobulbdren Venenplexus konnten
Leukozyten in der Blutbahn markiert werden. Durch Arbeit mit zwei unterschiedlichen
Farbfiltern wéhrend der Intravitalmikroskopie konnten sowohl Rhodamin-6-G-positive als
auch CFSE-positive Zellen am gleichen Versuchstier erfasst werden. Diese einfache Technik
ermoglichte es, Zellen zu identifizieren, die beide Farbstoffe aufgenommen hatte. In Zukunft
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konnte die Diapedese von Leukozyten aus dem BlutgefaBsystem durch umfassendere
Darstellung der pulmonale Mikrozirkulation néher untersucht werden.
Zusammenfassend beurteilt stellt das Homburger Modell fir die in dieser Arbeit relevanten

Fragestellungen ein gut anwendbares und zeitsparendes Modell dar.

5.2 Diskussion der Ergebnisse

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass im murinen Modell mittels Intravitalmikroskopie
die Initialphase einer bakteriellen Infektion dargestellt werden kann. Phagozytoseaktive Zellen
konnten durch den Einsatz von fluoreszenzmarkierten Bakterien beobachtet werden.

Im 1. Teil der Arbeit wurden Infektionsversuche mit 3 unterschiedlichen Bakterienspezies
durchgefuhrt. Es wurde die Initialphase einer Infektion mit S. pneumonia, S. aureus und
P. aeruginosa untersucht. Daflr wurde den Tieren 100 ul Bakteriensuspension in den
inspiratorischen Schenkel des Beatmungsschlauchs appliziert und anschlielend eine offene
Thorakotomie durchgefiihrt. Es wurden Aufnahmen mit dem Fluoreszenzmikroskop gemacht
und auf Video aufgenommen. AnschlieBend wurden pro Versuchstier 5 Bilder mit der
Caplmage-Software ausgewertet. Die fluoreszierenden Zellen wurden vermessen und gezahlt.
Es konnten quantifizierbare Unterschiede sowohl zwischen den verschiedenen
Bakterienspezies als auch den phagozytierenden Immunzellen festgestellt werden. So
ermittelten wir, dass bei Infektion mit P.aeruginosa PA14 die héchste Anzahl an
fluoreszierenden  Zellen mit D >10,5umpromm  festgestellt werden konnte
(Rarim = 261,3 / mm?; SD = 95,5/ mm?; n = 8). Die niedrigste Anzahl dieser Zellen wurde bei
Infektion mit S. pneumoniae beobachtet (Xuitm=51,3/mm?, SD =59,5/mm?, n=8).
Zwischen allen drei Bakterienspezies zeigten sich in Bezug auf die Zellen mit D > 10,5 um
signifikante Unterschiede mit p <0,000. Im Gegensatz dazu wiesen mit S. pneumoniae
infizierte Mause die meisten Zellen pro mm? mit einem Durchmesser von D < 10,5 um auf
(Raim = 401,9/ mm?; SD =253,6/mm?, n=8). In mit PA14 infizierten Lungen wurde
dahingegen die geringste Zahl dieser Zellen beobachtet (Xainm = 138,3 / mm?;
SD =164,0 / mm?; n=8). Signifikante Unterschiede zeigten sich hier zwischen den mit
S. pneumoniae und P. aeruginosa infizierten Versuchsgruppen la und Ic (p <0,000) sowie
zwischen mit S. aureus und P. aeruginosa infizierten Versuchsgruppen Ib und Ic (p <0,05).
Tendenziell konnten bei Infektion mit S. pneumoniae 6A mehr Zellen dieser GroRRe als bei

Infektion mit dem S. aureus Isolat Newman beobachtet werden.
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Worauf diese Unterschiede zurlickzuftihren sind, l&sst sich anhand der erhobenen Daten nicht
feststellen. Zudem gibt es nach Kenntnisstand des Verfassers keine Studien, die die
Phagozytose dieser Bakterienspezies durch die verschiedenen Immunzellen im murinen in vivo-
Modell miteinander vergleichen.

Es gibt allerdings Hinweise aus der Literatur, die die initiale Phase einer Infektion durch
bestimmte Bakterienspezies beschreiben.

Zum Beispiel ist bekannt, dass residente Alveolarmakrophagen vor allem initial zur Detektion
einer Infektion mit P. aeruginosa verantwortlich sind und daraufhin Chemokine sezernieren,
die Leukozyten anlocken. Ein massives Recruitment von neutrophilen Granulozyten ist die
Folge. Sie sind hauptverantwortlich fiir die Elimination des Erregers [Lavoie et al., 2011].
Vor allen Dingen neutropene Mause sind daher anfallig fur dieses Pathogen. Die
Bedeutsamkeit der Alveolarmakrophagen auf Bakterienclearance wird gegenwaértig noch
kontrovers diskutiert. Sicher ist jedoch, dass sie wahrend einer pulmonalen Infektion
abgestorbene Neutrophile phagozytieren und Reparationsvorgange initiieren.

Unsere Ergebnisse zeigen bei Infektion mit PA14 in der initialen Entziindungsphase hohe
Zahlen von Zellen mit D > 10,5 um, wohingegen im Vergleich zu Infektionsversuchen mit
anderen Bakterienspezies relativ wenig Zellen mit D < 10,5 um, neutrophilen Granulozyten
entsprechend, nachgewiesen werden konnten. Eine mogliche Erklarung fur diese
Beobachtungen konnte sein, dass wir die Infektion zu einem Zeitpunkt aufgezeichnet haben,
an dem die Alveolarmakrophagen die Erreger bereits detektiert und internalisiert haben, aber
noch keine umfangreiche Granulozyten-Rekruitierung stattgefunden hat. Aus der Literatur
wissen wir, dass Alveolarmakrophagen abgestorbene Neutrophile phagozytieren. Insofern ist
es anhand unseres Setups nicht zweifelsfrei nachzuvollziehen, ob das CFSE-Signal der
Alveolarmakrophagen durch die Aufnahme fluoreszenzmarkierter Bakterien oder
Granulozyten bedingt ist. In histologischen Bildern konnten wir allerdings keine
Alveolarmakrophagen erkennen, die abgestorbene neutrophile Granulozyten in sich
einschlossen.

Bei der Infektion mit P. aeruginosa konnte zusatzlich im elektronenmikroskopischen Bild
eine Alveolarepithelzelle Typ 11 (AEC I1) beobachtet werden, die ebenfalls
Bakterieneinschliisse in ihrem Zytoplasma aufwies. Diese Beobachtung wurde bereits in einer
anderen Arbeit beschrieben. In EM-Aufnahmen wurden AEC Il mit intrazellularen Bakterien
eine Stunde nach Infektion beobachtet. 4 Stunden nach Infektion konnten diese nicht mehr
nachgewiesen werden [Schmiedl et al., 2010]. Es erscheint bisher unklar, ob die Bakterien

aktiv in die Alveolarepithelzellen Typ Il einwandern oder ob sie durch Phagozytose
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aufgenommen werden. Es gibt jedoch Hinweise, dass die Alveolarepithelzellen vom Typ 11
die Phagozytosetéatigkeit von Alveolarmakrophagen aktivieren kénnen [Kannan et al., 2009].
Hauptaufgaben der Alveolarepithelzellen vom Typ Il sind vor allen Dingen die Produktion
und Sekretion von Surfactant. Zudem reparieren sie verletzte Alveolarepithelzellen vom

Typ I. [Fehrenbach, 2000].

AbschlieBend kann man feststellen, dass unsere Beobachtungen bei Infektion mit PA14 noch
Fragen offen lassen.

Dies betrifft auch unsere Beobachtungen der anderen Bakterienspezies. Wie unter 2.3. - 2.5.
beschrieben weisen die Erreger eine groRRe Bandbreite an Virulenzfaktoren auf, die fir den
Verlauf einen pulmonalen Infektion von Bedeutung sind. Vermutlich ist ein Zusammenspiel
mehrerer Virulenzfaktoren fir die Beobachtungen und Unterschiede zwischen den bakteriellen
Infektionen ursdchlich. Um zu eruieren, welchen Virulenzfaktoren mehr oder weniger
Bedeutung bei der Erreger-Phagozyten-Interaktion in der Frihphase einer Infektion zukommt,
ist es sinnvoll, sich in kiinftigen Versuchen auf einen Erreger zu konzentrieren, um einzelne
Mechanismen genauer zu beleuchten.

Es ist denkbar, Wildtyp-Bakterien mit Mangelmutanten zu vergleichen. Beispielsweise konnte
bisher in murinen Pneumoniemodellen gezeigt werden, dass die Infektion mit hla-defizienten
Stammen im Vergleich zu Wildtyp-Stdammen mit einer signifikant verminderten Mortalitét,
pulmonalen Inflammation sowie einem verminderten Einstrom von neutrophilen Granulozyten
einhergeht [Parker und Prince, 2012]. Diese Erkenntnisse beruhen groftenteils auf
Beobachtungen der Maduse, auf den Ergebnissen bronchoalveoldrer Lavagen sowie auf
histopathologischen und immunhistochemischen Untersuchungen der entnommenen Lungen
[Bubeck Wardenburg et al., 2007, Bartlett et al., 2008]. Diese Erkenntnisse, insbesondere den
Neutrophilen-Einstrom betreffend, konnten méglicherweise anhand des Homburger Modells in
vivo verifiziert werden.

Im Hinblick auf die Pneumokokkenpneumonie kénnte vor allen Dingen die Untersuchung des
Virulenzfaktors Pneumolysin (PLY) interessant sein, da bereits in Studien gezeigt werden
konnte, dass Pneumolysin-defiziente S. pneumoniae-Stamme im  Vergleich zu
Wildtypstdammen zu einem verzdgerten und reduzierten Zellrekruitment fiihren [Kadioglu et
al., 2000]. Hierbei ist Immunantwort durch neutrophile Granulozyten am meisten
eingeschrankt. Das Homburger Modell bietet hierflr einen erfolgsversprechenden Ansatz, um
diese Erkenntnis im in vivo Modell zu bestatigen.

Ein weiterer interessanter Punkt wére es, mit gentechnisch veranderten Wirtstieren zu arbeiten.

So konnten die biologischen Mechanismen der Erregerabwehr genauer untersucht werden. In
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einer aktuellen Arbeit von Nils T. Veith und Thomas Tschernig wurde dies bereits
durchgefuhrt. Sie infizierten Surfactant-Protein-A-defiziente C57BL/6-Méuse mit S. aureus
Newman und beobachteten die Phagozytose der markierten Bakterien mithilfe des Homburger
Modells. Zum Vergleich untersuchten sie auch Wildtyp-C57BL/6-Mé&use. Wie sich
herausstellte, zeigten die SP-A-defizienten Mé&use in vivo eine signifikant verminderte
Aufnahme von Bakterien durch phagozytoseaktive Zellen im Vergleich zu den Wildtyp-
Mausen [Veith et al., 2014]. SP-A vermittelt (ber Eap, das von S. aureus produziert wird, die
Opsonierung, Phagozytose und Tétung der Erreger [Sever-Chroneos et al., 2010]. Die oben
genannte Arbeit zeigt eindrlcklich, dass man anhand des Homburger Modells einzelne
molekulare Mechanismen im in vivo Modell genauer untersuchen kann.

Neben der Quantifizierung von Phagozyten wurden auch die angeféarbten Bakterien und
Bakterienkonglomerate pro Flacheneinheit ausgezahlt. Es ergaben sich signifikante
Unterschiede (p < 0,000) zwischen allen drei VVersuchsgruppe la-Ic. In der Auswertung wurden
nur Tiere erfasst, die zwischen 6,5 x 108 — 2 x 10° CFU in 100 pul PBS intratracheal instilliert
bekamen. Verdinnungsstufen der Suspensionen wurden ausplattiert, auf Blutagarplatten
kultiviert und am né&chsten Tag ausgezahlt. Insofern wurde der Einfluss unterschiedlicher
Mengen an instillierten Erregern minimiert. Unsere Auszahlungen ergaben fir das
P. aeruginosa Isolat PA14 die hochste und flr S. pneumoniae 6A sowie S. aureus Newman
deutlich geringere Mengen an frei vorliegenden Bakterien pro Flacheneinheit. Méglich ist, dass
Bakterienspezies wie S. pneumoniae und S. aureus groRtenteils in den zentralen Atemwegen
verbleiben und nicht bis in die subpleuralen Alveolen vordringen. Ein weiterer Faktor kdnnte
sein, dass die Bakterien bereits in unterschiedlichem Umfang in Phagozyten eingeschlossen
sind und nicht mehr einzeln auBerhalb von Wirtszellen vorliegen. Es ist auch maoglich, dass
Teile der Bakterien intrapulmonal absterben und lysieren. Um diesen Erklarungsansatzen
genauer nachzugehen, kénnte es in zuklnftigen Versuchen hilfreich sein, bronchoalveolare
Lavagen durchzuftihren und diese zytologisch zu untersuchen.

Im Il. Teil der Arbeit stand die Einwanderung von Leukozyten im Fokus. Aus
Tierexperimentellen Modellen weil man, dass es bei einer bakteriellen Infektion der Lunge zu
einem massiven Einstrom von neutrophilen Granulozyten aus der Blutbahn kommt. Die Zahl
der neutrophilen Granulozyten im peripheren Blut kann durch Freisetzung aus dem
Knochenmark extrem gesteigert werden. Es kommt zu einer Linksverschiebung. Fir einige
Bakterienspezies, unter anderem S. pneumoniae, konnte nachgewiesen werden, dass eine
Neutropenie des Wirtstiers die Beseitigung der Erreger durch das Immunsystem erheblich

beeintrachtigt [Craig et al., 2008]. Wéahrend einer Infektion interagieren die Erreger zundchst
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mit Zellen in den Alveolen, darunter Alveolarepithelzellen und Alveolarmakrophagen. Die
Bildung und Sekretion von Chemokinen und Zytokinen wird induziert. Dadurch werden unter
anderem zelluldare Adhésionsmolekile am Kapillarendothel hochreguliert, sodass die
Auswanderung von Neutrophilen aus dem BlutgefalRsystem ins Lungenparenchym ermoglicht
wird. Diese Granulozyten produzieren nach Einwanderung Proteasen, reaktive Sauerstoff- und
Stickstoffspezies, welche dann den Zelltod infizierter Zellen induzieren. Ein ausgedehnter
Lungenparenchymschaden ist die Folge [Craig et al., 2008].

Daruberhinaus bilden aktivierte neutrophile Granulozyten auf3erhalb der Zelle aus Chromatin
und verschiedenen granuldren Proteinen netzartige Strukturen, die sogenannten neutrophil
extracellular traps (Abk. NETS). Eine hohe lokale Konzentration antimikrobieller Substanzen
ist die Folge. NETs sind in der Lage, extrazellular sowohl grampositive als auch gramnegative
Bakterien zu binden, zu t6ten sowie deren Virulenzfaktoren abzuschwéchen. Zudem scheinen
NETSs eine physikalische Barriere darzustellen [Brinkmann et al., 2004].

In unseren Studien untersuchten wir, ob Rhodamin-6G-markierte Leukozyten aus dem
Blutkreislauf in die Lunge einwandern und dort CFSE-markierte Bakterien aufnehmen. Wir
konnten im in vivo Modell feststellen, dass bereits 30 min nach Infektion mit S. pneumoniae
Leukozyten in die Lunge eingewandert waren und CFSE-markierte Bakterien in sich trugen.
Rhodamin-6G-markiert waren 55,1% der CFSE-markierten Zellen mit einem Durchmesser
D >10,5um. Es ist davon auszugehen, dass es sich bei diesen Zellen um eingewanderte,
phagozytoseaktive Monozyten handelt.

Unter den Zellen mit einem Durchmesser D < 10,5 um wiesen 24,8% zusétzlich zur CFSE-
Markierung eine Rhodamin-6G-Markierung auf. Diese Zellen kdnnten aus der Blutbahn
eingewanderte neutrophile Granulozyten sein.

Wir konnten demnach zeigen, dass bereits in dieser frihen Phase der Infektion Zellen aus der
Blutstrombahn in das Lungengewebe einwandern und CFSE-markierte Bakterien in sich tragen.
In zukinftigen Versuchen koénnte es interessant sein, die molekularen Mechanismen der
Leukozytendiapedese naher zu beleuchten. Es ist denkbar, mit gentechnisch veranderten
Maéusen zu arbeiten, die zum Beispiel nicht in der Lage sind, einzelne Toll-like-Rezeptoren
(TLR) wie den TLR2 zu exprimieren. Toll-like-Rezeptoren dienen der Erkennung von
Strukturen, die auf oder in Krankheitserregern vorkommen. Sie stehen damit am Anfang der
Signalkaskade. Der TLR2 ist in der Lage, spezifische Komponenten verschiedener Bakterien
zu erkennen. Dazu gehtéren Mykobakterien und gram-positive Bakterien [Craig et al., 2008].

Ein anschlieender Vergleich mit Wildtyp-Mausen ware sinnvoll.
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Andererseits ist auch vorstellbar, den Einfluss einzelner Chemo- oder Zytokine und zellul&rer
Adhasionsmolekule auf das Rekruitment der Neutrophilen zu untersuchen.

Insgesamt ware in diesem Zusammenhang die Durchfihrung von Laborkontrollen mit
Differentialblutbild und von bronchoalveoldren Lavagen sinnvoll, um das Recruitment der
Zellen genauer beurteilen zu kdnnen.

Therapeutische Ansatze konnten gefunden werden, mit denen die Destruktion des
Lungengewebes durch neutrophile Granulozyten gemindert und gleichzeitig ihre wichtige
Funktion bei der Erregerabwehr gestarkt werden konnte.

AbschlieBend konnen wir feststellen, dass die im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrten
Versuche unsere Fragestellungen zum Teil beantworten konnten. Das Homburger Modell und
unsere Beobachtungen geben vielerlei Denkanstdf3e und inspirieren zu weiteren Versuchen
unterschiedlichster Fragestellungen. Es bieten sich spannende Ansatze fir die
Intravitalmikroskopie bei pulmonalen Infektionen. Die Forschung anhand dieses Modells
konnte dazu beitragen Virulenzfaktoren sowie Determinanten und Schlisselmolekdile der
Erreger-Wirts-Interaktion weiter zu entschliisseln und neue Angriffspunkte fiir Therapien zu

entwickeln.
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