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1 Einleitung

1.1 COPD - eine Krankheit mit zunehmender klinischer Bedeutung,
hoher Morbiditit und Mortalit:it
1.1.1 Definition und Bedeutung der COPD

Nach derzeitigem Wissenstand ist die COPD (Chronic obstructive pulmonary disease)
definiert als eine chronische Erkrankung, die mit einer Obstruktion der Atemwege und
Reduktion der Lungenfunktion einhergeht. Zu Grunde liegt dieser Erkrankung eine
Kombination aus entziindlichen Prozessen (obstruktiven Bronchiolitis) und Destruktion
des Parenchyms (Emphysementstehung) (55). Die COPD entsteht meist auf dem Boden
einer chronischen Bronchitis, die mindestens drei Monate in zwei aufeinander folgenden
Jahren mit Husten und Auswurf einhergeht und im weiteren Verlauf in eine chronisch-
obstruktive Form iibergehen kann, bei der die Obstruktion auch bei optimaler
antiobstruktiver Therapie nicht vollstindig reversibel ist (160).

Mittlerweile ist diese Erkrankung weltweit eine der fithrenden Ursachen fiir ansteigende
Morbiditdt und Mortalitét (13, 84). Sie liegt dabei an vierter Stelle der Todesursachen in
den Industrienationen, nach Herzinfarkt, Schlaganfall und Tumorerkrankungen (69, 53).
Bei der COPD steht mittlerweile nicht nur die Erkrankung der Atemwege im Vordergrund.
Immer hédufiger wird von einer systemischen Erkrankung mit Befall der Skelettmuskulatur,
chronischer Andmie und Osteoporose gesprochen. Auch kardiovaskuldre Komorbidititen
und die Karzinomentwicklung sind mit der COPD assoziiert (14, 1, 132).

Klinisch imponiert die COPD mit morgendlichem produktivem Husten, der zunichst iiber
viele Jahre hinweg alleine bestehen kann. Als weiteres charakteristisches Symptom kommt
im weiteren Verlauf die persistierende und progrediente Dyspnoe hinzu. Spéter ist das
klinische Bild dominiert von Patienten mit iiberwiegender obstruktiver Bronchitis (=Blue
Bloater) oder mit vorherrschender Emphysemsymptomatik (=Pink Puffer). Respiratorische
Partial- und  Globalinsuffizienz ~ mit  ausgeprdgter = Dyspnoe,  chronischer
Rechtsherzbelastung und reduzierter Lebensqualitét bestimmen die Klinik der Patienten.
Die Diagnose der COPD kann primér klinisch gestellt werden. Husten und progrediente
Dyspnoe sind dabei wegweisend. Die Obstruktion besonders der schmalen Atemwege
resultiert in einer erhohten Resistance und einer Erniedrigung der Einsekundenkapazitét
(FEV)) in der spirometrischen Messung. Klinisch und wéhrend der Lungenfunktion fallt
eine Verlangerung der Exspiration auf. Als Goldstandard zur Diagnosefindung dient

weiterhin die Spirometrie und nach der Global Initiative of Lung Diseases (GOLD) wird
1



anhand der Parameter eine Einteilung in vier Schweregrade im Hinblick auf das Ausmal3

der Reduktion der Lungenfunktion ermdglicht.

Abbildung (1): Einteilung der COPD gemif spirometrischer Messwerte nach GOLD 2017 (55)

Schweregrad FEV; % Soll FEV,/FVC
I mild >80 <70
II moderat <50 FEV, <80 <70
T schwer <30 FEV, <50 <70
IV sehr schwer <30 (50)* <70

*pei chronischer respiratorischer Insuffizienz reicht auch ein FEV1 < 50% zu Diagnose einer COPD IV
(Pa02 <60mmHg (8,0kPa) +£ PaCO2 >50mmHg (6,7 kPa))

Obwohl die spirometrische Messung eine gute Einschitzung iiber die Lungenfunktion
liefert und fiir die Diagnosesicherung unverzichtbar ist, korrelieren die Symptomatik und
der Allgemeinzustand der Patienten nicht unbedingt mit Abnahme der
Einsekundenkapazitét in der Lungenfunktion (55). Eine Schweregradeinteilung der COPD
nur auf Grundlage der spirometrisch erhobenen Werte wird der klinischen Bedeutung und
Prognose der Erkrankung nicht gerecht. Durch die sog. ABCD - Einteilung werden auch
die aktuelle klinische Symptomatik, inklusive der Schwere der Dyspnoe, sowie die Anzahl
und das Risiko fiir weitere Exazerbationen bewertet. Eine wichtige Rolle spielen dabei
auch zusitzlich bestehende Komorbidititen, die den Allgemeinzustand des Patienten
schwer beeintrachtigen und die Prognose verschlechtern konnen, selbst wenn nur eine

geringe Beeintrachtigung der Lungenfunktion besteht.

>2,

oder >1, mit
Krankenhaus-
aufenthalt

C
Wenig Symptome
Hohes Risko

Risiko
Anzahl der Exazerbationen

o,
oder 1 ohne
Krankenhaus-

Deutliche Symptome aufenthalt

Niedriges Risiko

CAT <10 CAT > 10
MMRC < 2 MMRC = 2
Symptome

Abbildung (2): ABCD Einteilung der COPD nach GOLD 2017

Zur Bewertung der Symptome dienen standardisierte Fragebogen, wie z.B. der COPD
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Assesment Test (CAT) und die Modified Medical Research Council Dyspnoeskala
(MMRC), mit denen die Symptome und die Schwere der Atemnot moglichst objektiv
erfasst werden konnen.

Patienten mit bereits durchgemachter Exazerbation haben ein hoheres Risko fiir weitere
Exazerbationen. Hurst und Kollegen beobachteten, dass eine durchgemachte Exazerbation
immer ein hohes Risiko fiir ein Rezidiv innerhalb von acht Wochen darstellt. Dabei bestand
eine deutlich hohere Gefahr fiir eine weitere Reduktion der Lungenfunktion (65).

Das Risiko fiir Exazerbationen korreliert zwar mit der Schwere der
Lungenfunktionseinschriankung (136), wobei aber auch hier die alleinige Bewertung der
Lungenfunktion ein nur unzureichender préadiktiver Faktor ist (138). Ein
Krankenhausaufenthalt aufgrund einer Exazerbation ist zusdtzlich mit einem schlechteren
Outcome und hoherer Mortalitét assoziiert (66).

Durch Beachtung der aktuellen Symptomatik und Abschidtzung des Exazerbationsrisiko
wird eine Einteilung der Patienten in Gruppen A-D vorgenommen, dabei kann die
Komplexitidt der Erkrankung besser erfasst und eine individuelle Therapie fiir den

einzelnen Patienten ermdglicht werden.

1.1.2 Pathogenese der COPD — Inflammation und Exazerbation

Die Pathogenese der COPD ist gekennzeichnet durch eine {ibersteigerte abnormale und

chronische  Entzlindungsreaktion = im  Lungenparenchym  mit  resultierendem

Gewebsuntergang und progressiver Beeintrdchtigung der Lungenfunktion. Wichtige

Komponenten sind dabei eine zunehmende Obstruktion besonders der kleinen Atemwege,

chronische Bronchitis und Emphysementwicklung.

Das Rauchen als inhalative Noxe ist einer der bedeutendsten Risikofaktoren fiir die

Entwicklung einer COPD. Durch Reduktion des Nikotinkonsums kann ein Fortschreiten

der Krankheit verhindert oder zumindest herausgezdgert werden (48, 6, 54).

Da die Inflammation im Lungengewebe nach Beendigung des Nikotinkonsums persistiert

und auch Nichtraucher eine COPD entwickeln konnen, liegt es nahe, dass auch weitere

Faktoren als potentielle Triggerfaktoren in Betracht kommen (26, 146, 79, 169).

Als weitere Faktoren werden molekularbiologische Prozesse diskutiert, die mit verdnderter

Immunantwort und defekten DNA-Reparaturmechanismen einhergehen sowie der

natiirliche Alterungsprozess des Patienten (80, 18, 75). Studien konnten zeigen, dass der

oxidative Stress eine wichtige Rolle in der Pathogenese der COPD spielt. Das Verhiltnis
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zwischen histonacetylierter und deacetylierter DNA kann so beeinflusst werden, dass es
zur Translation bestimmter Gene mit vermehrter Expression von proinflammatorischen
Faktoren kommt. Die Aktivitit der Histondeacetylase ist dabei in Makrophagen von
Rauchern erniedrigt (109, 32). Erwdhnenswert ist in diesem Zusammenhang auch das
Konzept der Proteasen/Antiproteasen - Imbalance, welches durch oxidativen Stress
verstirkt wird. Durch ein Uberwiegen der Proteasen kommt es zu einem weiteren Abbau
des Lungengewebes mit Reduktion der Lungenfunktion, wie bei einem Alpha-1-
Antitrypsinmangel (25, 128).

Von weiterer pathophysiologischer Bedeutung sind die neuesten Erkenntnisse zum
pulmonalen Mikrobiom. Durch den Nachweis von ribosomaler bakterieller RNA konnte
erstmals gezeigt werden, dass die unteren Atemwege nicht steril sind, sondern auch
gesunde Lungen mit Bakterien besiedelt sind. Hilty et al waren nicht nur die ersten, welche
die signifikante Prdsenz von Bakterien in den unteren Atemwegen nachweisen konnten,
sondern sie zeigten auch in einer Untersuchung von bronchialalveoldren Lavagen, dass bei
COPD-Patienten, bei Asthmatikern und bei der gesunden Kontrollgruppe 16sRNA von
Bakterien in vergleichbarer Quantitit nachgewiesen werden konnten. Die
Zusammensetzung der bakteriellen Flora variierte dabei in ihrer Qualitét entsprechend der
jeweiligen vorliegenden Grunderkrankung, wie z.B. der COPD (59). Die Existenz eines
Mikrobioms in den unteren Atemwegen gesunder Lungen ist also wahrscheinlich und
konnte durch Mikroaspirationen im Schlaf begriindet sein. Durch ein intaktes
Immunsystem kann eine solche Besiedlung in gesunden Lungen im Gleichgewicht
gehalten werden (27, 83, 42). Mit Zunahme des Schweregrades der COPD, wurde eine
Abnahme der Diversitdt beobachtet (42, 51, 143). In welchem Umfang diese Besiedlung in
der Pathogenese der COPD involviert ist, ist weiterhin Gegenstand aktueller Studien. Dass
sie aber mit erhohter Inflammation und Verdnderungen im Immunsystem des
Lungengewebes einhergeht, ist durch zahlreiche Arbeiten belegt (110).

Sethi et al. beschrieben die Pathogenese der COPD 2008 erstmals als ,,vicious circle®, bei
dem initiale Stimuli, d.h. inhalative Noxen, wie Zigarettenrauch oder vermehrte
Infektionen im Kindesalter als Trigger wirken und durch Schédigung der Mukosabarriere
zur Schwichung der angeborenen Immunitit des Lungengewebes und zu einer
mikrobiellen Besiedlung der unteren Atemwege fiihren. Hierdurch wird erneut eine
Inflammationsreaktion induziert, die zuséitzlich zu einer weiter reduzierten mukozilidren

Clearance und anhaltenden Insuffizienz der lokalen Abwehrmechanismen fiihrt (125, 122,
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124). Aufgrund der aktuellen Erkenntnisse im Mikrobiomprojekt muss diese Hypothese
allerdings modifiziert werden. Die geschwiéchte lokale Immunitdt fiihrt nicht nur zur
chronischen Besiedlung der Atemwege, sondern auch zur Verdnderung der bakteriellen
Zusammensetzung von ortsstindiger Flora, bis hin zu potentiell pathogenen Keimen (83,

51).

Triggerfaktoren: Infektion, Zigarettenrauch,
rez. bronchopulmonale Infektion

Verschlechterte zilidre
Clearence, Schwéachung des
angeborenen Immunsystems \

Anderung der
Zusammensetzung im
Mikrobiom

\ Produktion von
Zytokinen,
Inflammation -

Fortschreiten der COPD

e

Zerstérung des
bronchopumonalen
Epithels

Abbildung (3): ,,Vicious circle“ modifiziert nach Sethi und Kollegen (83)

Aktuelle Analysen des Erregerspektrums decken sich mit fritheren Sputumuntersuchungen
bei denen als haufigster FErreger nontypable Haemophilus influenzae (NTHi),
Streptococcus pneumoniae und Moraxella catarrhalis nachgewiesen werden konnten (133,
114, 125). Diese mikrobielle Besiedlung ist mit einer permanenten unterschwelligen
Inflammation im Bereich der Atemwege assoziiert, die zur weiteren Zerstorung des
respiratorischen Gewebes, bevorzugt in den peripheren Atemwegen fiihrt. Dies zeigte sich
in bronchialen Biopsien, in denen eine erhdhte Anzahl von Zellen mit
proinflammatorischen Eigenschaften nachgewiesen werden konnten. Neben Neutrophilen
und Makrophagen als Vertreter des angeborenen Immunsystems, waren auch T- und B-
Lymphozyten in den Biopsien des Lungengewebes erhoht, was fiir eine zuséitzliche
Beteiligung der adaptiven Immunitit spricht (60). Andere Studien konnten neben den

zelluldren Bestandteilen auch erhohte Konzentrationen von Leukotriene B4, I1-1, 1L-6, IL-
8 und IL-12 sowie TNF-a und anderen Entziindungsmediatoren als Zeichen der erhéhten
Inflammation nachweisen (58, 67, 87, 86). Dabei ist Interleukin 8 als Parameter der

unspezifischen Entziindungsantwort in respiratorischen Materialien bei akuten pulmonalen
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Infektionen und bei Patienten mit COPD am besten charakterisiert und zeigt dort - im
Gegensatz zu anderen Zytokinen/Chemokinen - eine hohe Stabilitét (72, 168, 172).
Inwieweit die Kolonisation im Rahmen der Pathogenese der Exazerbation eine Rolle spielt,
ist noch nicht abschlieend geklért. Sethi et al. zeigten schon 2006, dass eine chronische
Kolonisation der Atemwege mit einer erhohten Frequenz von Exazerbationen assoziiert ist
(123, 102). Als am héaufigsten isolierte Erreger bei Exazerbationen sind dabei nontypeable
Haemophilus influenza (NTHi) und Streptococcus pneumoniae zu nennen (11, 94, 135, 93).
Im Hinblick auf die sogenannte ,,fall and rise” Hypothese der Exazerbation ist diese
Kolonisation der unteren Atemwege die Grundlage fiir die dauerhafte Inflammation im
Rahmen der COPD. Es wird angenommen, dass die Bakterienanzahl in den Atemwegen
eine gewisse Menge (bacterial load) erreichen muss, damit die unterschwellige
persistierende Entzlindung so stark gesteigert wird, dass es dann im Verlauf zu einer
Exazerbation mit den typischen klinischen Symptomen kommen kann (90). Schon in den
90-er Jahren konnten Monso und Kollegen im stabilen Stadium der COPD und wihrend
der Exazerbation die gleichen Bakterienarten im Lungengewebe nachweisen (94, 170,
125). In aktuelleren Sputumanalysen konnte wéhrend einer Exazerbation, im Vergleich
zum stabilen Zustand, die 20-fache Menge an Bakterien nachgewiesen werden (50). Eine
deutliche Erhohung der Bakterienanzahl ist klinisch demnach mit einer Exazerbation
assoziiert, wihrend eine Kolonisation bei ausreichender Aktivitdit des Immunsystems
bestehen bleibt (7). Eine mdgliche therapeutische Konsequenz wire eine moglichst
komplette Eradikation der bakteriellen Besiedelung, um Exazerbationen zu verhindern.
Eine andere Hypothese wiederum postuliert die Akquirierung neuer Bakterien (-stimme),
die notig sind, um eine Exazerbation auszulosen. Die persistierenden Bakterien werden
hierbei nur als ,,innocent bystanders* bezeichnet, die zwar die chronische Inflammation
aufrechterhalten und damit die Progression der Krankheit vorantreiben, aber nicht
ursdchlich fiir die akute Phase der Exazerbation sind (126, 121). Diese Hypothese wird
durch Huang und Kollegen insofern bestitigt, da sie in ihren Analysen zeigen konnten,
dass zum Zeitpunkt einer Exazerbation neue bakterielle Stimme eines der dominanten
Keime nachweisbar waren (64).

Ob nun die Entstehung einer Exazerbation eng mit Akquirierung neuer Bakterienstimme
der dominierenden Bakterienart vergesellschaftet ist, oder die reine quantitative Zunahme
der Bakterien entscheidend ist, bleibt aktuell unklar. Denkbar wire, dass beide

Mechanismen in der Pathogenese der Exazerbation eine Rolle spielen und zusammen die
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Inflammation steigern und das klinische Bild einer Exazerbation bedingen.

Dass Exazerbationen mit deutlich erhdhter systemischer und lokaler Inflammation
assoziiert sind, konnte in mehreren Studien nachgewiesen werden. Sputumanalysen von
Patienten konnten erhohte Werte von IL-8, TNF alpha, der Neutrophilen- Elastase und des
CRPs im Serum ermitteln. Aulerdem war die Anzahl der Neutrophilen Granulozyten
vermehrt (152). Die Mehrzahl der Exazerbationen sind mikrobiell getriggert. Papi et al.
zeigten 2006, dass in 54,7 % der Fille Bakterien als Ursache gefunden werden konnten.
Viren wurden in der gleichen Studie mit 48,4 % detektiert, Mischinfektionen waren hiufig.
Neben Bakterien und Viren wird auch die zunehmende Luftverschmutzung als pathogener
Faktor diskutiert (159). In ungeféhr einem Drittel der Félle kann allerdings keine Ursache
festgestellt werden (55). Patienten, bei denen eine infektiose Exazerbation bestand, zeigten
eine ausgepragtere Abnahme der Lungenfunktion, als Patienten, bei denen keine Erreger
isoliert werden konnten. Zusétzlich fiel auf, dass die Schwere der Exazerbation mit der
Hohe der Sputumneutrophilie korrelierte (100). Exazerbationen fithren zu einer
akzelerierten Progression der COPD und sind mit einer erhohten Morbiditidt und Mortalitit
verbunden (119, 36, 35). Hieraus ergibt sich die Rationale fiir eine antimikrobielle und
antiinflammatorische Therapie und die Pravention der Exazerbation ist damit ein

entscheidender Aspekt in der Therapie der COPD.

1.1.3 Nontypeable Haemophilus influenzae (NTHi) und die angeborene

Immunantwort

Haemophilus  influenzae (NTHi) ist ein gram-negatives fakultativ anaerobes
Stidbchenbakterium. Man unterscheidet zwei verschiedene Typen, den bekapselten und den
unbekapselten oder auch nicht typisierbaren Haemophilus (nontypeable Haemophilus
influenzae, NTHi). Bei den bekapselten FErregern erfolgt die Typisierung nach
unterschiedlichen Kapselantigenen. Die Einteilung erfolgte schon in den Dreiligerjahren
von Magarete Pittman und hat auch heute noch ihre Giiltigkeit. Es werden sechs
Kapselserotypen a-f unterschieden (104).

Der unbekapselte NTHi besiedelt zu 50-80% vorwiegend die Schleimhdute des
Respirationstraktes (151). NTHi ist Bestandteil der Standortflora, verursacht aber auch
Infektionen wie Pneumonien, Otitis media, Sinusitis und Bakteridmien. Der bekapselte
NTHi ist fiir die invasiven Infektionen, in der ersten Linie die Meningitis, verantwortlich.

Im Rahmen der COPD ist NTHi der am héaufigsten aus dem Sputum isolierte Keim
7



wihrend der stabilen Phase und wéhrend einer Exazerbation (94, 114, 102, 67).

In den letzten Jahren konnte gezeigt werden, dass die Makrophagenfunkion zur Abwehr
von NTHi mittels Phagozytose und Cytokinfreisetzung bei Patienten mit COPD reduziert
ist (145, 15). Andere Studien belegten, dass der Nachweis von NTHi aus Sputum von
COPD Patienten mit erhdhtem Nachweis von Entziindungsmediatoren, wie TNF alpha, IL-
8, IL-12 und IL-1B, assoziiert ist. Klinisch zeigen diese Patienten einen schlechteren
Allgemeinzustand im Vergleich zu Patienten ohne NTHi-Nachweis (86, 87).

NTHi zeichnet sich durch Virulenzfaktoren aus, die es erlauben den lokalen Komponenten
des Immunsystems zu entgehen und an das respiratorische Epithel zu adhérieren und in
Epithel und Mucosa einzudringen. Biofilmbildung (43, 141) und Verinderung der
Antigeneigenschaften (30) scheinen NTHi vor dem Immunsystem zu schiitzen und eine
Besiedelung zu ermdglichen. Viele Membranproteine vermitteln nicht nur eine
Kolonisation, sondern auch die Aktivierung des angeborenen Immunsystems. Typisch fiir
gram-negative Bakterien wie NTHi sind Lipooligosaccharide (LOS) der &uBeren
Zellmembran. LOS wirken im menschlichen Korper als Endotoxine. Im Rahmen der
angeborenen Immunreaktion werden LOS von Toll-like Rezeptor 4 erkannt. Durch
Verdanderung der LPS-Struktur kann NTHi dem lokalen Abwehrmechanismus entgehen
und invasive Infektionen auslosen (142). Neben LPS, das zusammen mit CD14 von Toll-
like Rezeptor 4 erkannt wird (161), ist auch das Membranprotein P6 (OMP P6) von
Bedeutung. OMP P6 ist ein hdufiges OMP von NTHi und aktiviert das angeborene
Immunsystem tiiber die Bindung an den Toll-like Rezeptor 2 (TLR2) (97, 131).

Toll-like Rezeptoren (TLR) sind Rezeptoren des angeborenen Immunsystems, die als PRR
(Pattern Recognition Receptors) bestimmte mikrobielle Strukturen, sog. PAMPs
(Pathogen Associated Molecular Pattern) von Krankheitserregern erkennen. Die
menschliche DNA kodiert fiir 11 unterschiedliche TLRs. Zuerst entdeckt wurden sie 1997
in der Fliege Drosophila melanogaster (89) und sind immer noch ein Gegenstand der
aktuellen Forschung. Als Mechanismus der friihen Immunantwort sind TLRs auf Epithel-
und Endothelzellen sowie auf Neutrophilen und dendritischen Zellen zu finden (101). Im
Respirationstrakt findet man sie auf Alveolarzellen Typ II und Makrophagen (38). Nach
Bindung an diese Rezeptoren resultiert eine Aktivierung des NF-kB-Weges. NF-kB ist ein
Transkriptionsfaktor, der fiir die Regulierung bestimmter Genabschnitte verantwortlich ist.
In erster Linie handelt es sich um proinflammatorische Proteine, wie Interleukine,

Chemokine und den Tumornekrosefaktor alpha (TNFa) (131). Ein wichtiges Chemokin ist
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Interleukin 8 (IL-8), ein CXC- Chemokin, welches in der Lage ist, weitere Abwehrzellen
des Immunsystems, insbesondere neutrophile Granulozyten, anzulocken. Freigesetzt wird
es unter anderem von Makrophagen und Neutrophilen. IL-8 spielt eine zentrale Rolle in
der Pathogenese der COPD. Die IL-8 Konzentration im Sputum von Patienten mit COPD
ist erhoht und korreliert mit der Schwere der Erkrankung (57). Die TNF-oa-Produktion
resultiert in einer weiteren Stimulation von Abwehrzellen, aber auch einer vermehrten
Expression von TLR2-Rezeptoren (130, 70). Viele Studien untersuchten die Expression
von Toll-like Rezeptoren im Sputum, Gewebe und Blut von COPD - Patienten. Nach
Daten von Droemann et al. unterliegt die Expression des TLR2-Rezeptors bei Patienten mit
COPD einer Negativregulation, da in humanen Alveolarmakrophagen aus
bronchoalveoldren Lavagen von COPD-Patienten die TLR2-Expression im Vergleich zu
gesunden Kontrollen deutlich reduziert war. (39). Im Gegensatz dazu konnte eine andere
Studie zeigen, dass der TLR2 auf peripheren Monozyten von COPD - Patienten vermehrt
exprimiert wurde (106). Andere Autoren konnten dagegen eine Hochregulation von TLR2
auf Zellen des respiratorischen Epithels nach Gabe von inhalativen Kortikosteroiden
nachweisen (62). Unumstritten ist, dass der TLR2 eine bedeutende Position im Rahmen der
lokalen angeborenen Immunantwort einnimmt, da er in der Lage ist, verschiedene PAMPs
zu erkennen und mit TLRI und TLR6 Heterodimere zu bilden, um eine optimale
Aktivierung des Immunsystems zu gewéhrleisten (108). Der TLR2-Rezeptor ist einer der
meist untersuchten Rezeptoren in der Familie der Toll-like Rezeptoren im Rahmen der
COPD, aber seine Bedeutung in der Pathogenese der COPD ist weiterhin nicht im Detail
geklart.

1.1.4 Antibiotische Therapie als Grundkonzept mit kausalem Ansatz zur

Reduktion der Exazerbation
Da 50-60% aller Exazerbationen bakteriellen Ursprungs sind, ist die antibiotische Therapie
eine wesentliche Sdule der Therapie. Die Richtlinien nach Gold 2017 (55) empfehlen eine
antibiotische Therapie, wenn ein Patient klinische Anzeichen einer bakteriellen Infektion
mit folgenden Symptomen aufweist: vermehrte Dyspnoe, vermehrte Sputumproduktion,
purulentes Sputum oder eine notwendige Beatmung. Die Auswahl des Antibiotikums
richtet sich nach Schweregrad der Exazerbation und nach Vorhandensein von
Risikofaktoren (Komorbidititen, schwere COPD, héufige Exazerbationen (>3/Jahr) und

antibiotische Therapie in den letzten 3 Monaten). Das zu erwartende Keimspektrum
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variiert dabei je nach Schwere der Exazerbation. Die am héaufigsten eingesetzten
Antibiotika, je nach Schweregrad, sind Penicilline, Cephalosporine, Makrolide und
Fluorchinolone, wobei letztere bei moderater bis schwerer COPD und Patienten mit
Risikofaktoren zum Einsatz kommen (55).

Neben der Akuttherapie wurde eine antibiotische Therapie auch als kausaler
Therapieansatz zur Vermeidung von Exazerbationen immer wieder kontrovers diskutiert.
Seit dem Nachweis chronischer bakterieller Kolonisation in den Atemwegen von COPD -
Patienten und der Erkenntnis, dass bakterielle Exazerbationen mit erh6hter Inflammation
und respiratorischer Verschlechterung einhergehen (100, 93), wurde diskutiert, dass eine
antibiotische Therapie nicht nur die akute Situation verbessern, sondern auch, durch
Bekdmpfung der bakteriellen Kolonisation die chronische Inflammation reduzieren kann,
und somit das Risiko neuer Exazerbationen vermindern kann (85).

Im Jahre 2008 konnte Seemungal et al. in einer Studie mit dem Makrolid Erythromycin
erste Erfolge erzielen. Erythromycin konnte die Anzahl der Exazerbationen bei Patienten
mit moderater und schwerer COPD signifikant senken (120). Auch bei anderen
Erkrankungen des Respirationstraktes, wie Zystischer Fibrose, Bonchiektasie und Asthma,
waren Makrolide auch im Langzeitgebrauch wirksam, indem sie die Anzahl von
Exazerbationen reduzierten und die Lungenfunktion verbesserten, um somit die
Lebensqualitit signifikant positiv zu beeinflussen (140, 105, 16, 92). In einer
randomisierten Studie konnte Azithromycin als Langzeitprophylaxe iiber ein Jahr die
Anzahl der Exazerbationen senken und somit auch die Lebensqualitit verbessern.
Allerdings traten in einem Anteil von 25% Horminderung auf und es kam zu einer
Kolonisation mit makrolidresistenten Bakterien (2). Auch andere Studien konnten die
Entwicklung von makrolidresistenten Keimen, insbesondere im Rahmen der
Langzeittherapie beobachten (82, 147). In einer anderen Studie im Rahmen der zystische
Fibrose konnte zusétzlich unter Langzeittherapie mit einem Makrolid die Entwicklung von
Infektionen mit nichttuberkulésen Mykobakterien beobachtet werden (44).

Makrolide verdanken ihren vermehrten Einsatz aber nicht nur ihrer antibakteriellen
Wirkung, sondern auch ihren immunmodulatorischen Eigenschaften. Makrolide waren die
ersten Antibiotika, die neben ihrem antimikrobiellen Wirkspektrum alleine oder in
Kombination mit B-Lactam-Antibiotika eine immunmodulatorische Wirkung bei chronisch
entziindlichen Prozessen in den Atemwegen zeigten (5). Bahnbrechend fiir die Erkennung

dieser nicht-antibakteriellen Eigenschaften war der Einsatz der Makrolide bei der diffusen
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Panbronchiolitis, wodurch das 10-Jahresiiberleben von Patienten mit dieser selten
Erkrankung von unter 40% auf iiber 90% gesteigert werden konnte. Sie waren unter
anderem in der Lage, relevante Zytokine, wie zum Beispiel IL-8, TNF und IL-6, zu
reduzieren (118). Schon im Jahre 1997 konnte Takizawa zeigen, dass die IL-8 mRNA in
bronchialen Epithelzellen nach Inkubation mit Clarithromycin und Erythromycin reduziert
war (144).

Mittlerweile ist eine ganze Reihe von immunmodulatorischen Effekten bekannt. Nicht nur
die Produktion von proinflammatorischen Zytokinen wird beeinflusst, sondern auch die
Mukusproduktion und -sekretion. Ebenso gibt es Hinweise darauf, dass sie direkt in
Signalkaskaden eingreifen und die Expression von TLR-Rezeptoren regulieren (71, 171).
Im Jahre 2007 konnten Shinkai et al. zeigen, dass Clarithromycin seinen
immunmodulatorischen Effekt u.a. iiber die Aktivititsdnderung der Extracellular-signal
Regulated Kinases (ERK) ausiibt und so die weitere Signalkaskade bis hin zur Aktivierung
von NF«B und folgender Produktion von proinflammatorischen Zytokinen, wie IL-8
beeinflusst (129).

Aufgrund der eingeschrinkten Empfehlung zum Einsatz der Makrolide angesichts ihres
Nebenwirkungsspektrums und der aktuellen Resistenzlage, gelangten andere nicht
zellwandaktive Antiinfektiva, insbesondere die Fluorchinolone, in den Fokus (153).
Fluorchinolone der neueren Generation, wie Moxifloxacin und Levofloxacin, bewirken
ihre antibakterielle Eigenschaft durch Hemmung der Gyrase und der Topoisomerase IV in
der prokaryotischen Zelle. Diese Enzyme sind vergleichbar mit der Topoisomerase II in
den menschlichen Zellen und fiir das Supercoiling der DNA und somit fiir die Replikation
der DNA verantwortlich. Stérung dieser Enzyme fiihrt zu einer verminderten
Syntheseleistung des Bakteriums. Chinolone wirken auf proliferierende Keime sekundér
bakterizid. Als erstes Chinolon wurde Nalidixinsdure in den 60iger Jahren auf den Markt
gebracht. Chemisches Grundgeriist aller Chinolone ist der sogenannte Chinolonring. Durch
Einbringung anderer Substituenten, wie z.B. dem Fluoratom, konnte eine verbesserte
antibakterielle Wirkung erreicht werden. Dieser Chinolonring bindet an die Gyrase, bzw.
an die Topoisomerase und verhindert zum einen die Replikation der bakteriellen DNA und
fithrt zum anderen zur Spaltung der DNA. Die Stérung der Replikation fiihrt zunichst zur
bakteriostatischen Wirkung der Chinolone. Abhéngig von der Konzentration kann es liber
Aktivierung eines sog. SOS-Programms zum programmierten Zelltod und somit zu einer

bakteriziden Wirkung kommen. Die bakterizide Wirkung wird aber entweder abhéngig
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oder auch unabhingig von der Proteinsynthese iliber Fragmentierung des bakteriellen
Chromosoms erreicht (37, 28, 3). Obwohl die menschliche Topoisomerase der bakteriellen
dhnelt, haben Chinolone eine bis zu 1000 -fach stirkere Affinitdt gegeniiber dem
bakteriellen Enzym und interferieren nicht mit der menschlichen Topoisomerase (33, 63).
Andere bakterizid wirkende Antibiotika mit weitverbreitetem Gebrauch sind die f-Lactam-
Antibiotika. Im Vergleich zu den Chinolonen wirken sie iiber die Hemmung der
Zellwandsynthese des Bakteriums bakterizid. Dabei binden sie an penicillinbindende
Proteine, sogenannte Transpeptidasen, die fiir die Quervernetzung von Peptidoglykanfasern
im Rahmen der Zellwandsynthese essentiell sind. Unter den Cephalosporinen zdhlt
insbesondere Ceftriaxon zu den hdufig eingesetzten Antibiotika bei pulmonalen
Infektionen, da es ein breites Wirkspektrum im gram-positiven und gram-negativen
Bereich besitzt, einmal taglich appliziert werden muss und gut vertréglich ist (47). Weitere
Effekte neben ihren antibakteriellen Eigenschaften, wie z.b. den Makroliden vergleichbare
immunmodulatorische Eigenschaften konnte bei den Cephalosporinen allerdings nicht
nachgewiesen werden.

Im Gegensatz dazu konnten Dalhoff et al. (33) bei neueren Fluorchinolonen, wie
Moxifloxcin und Levofloxacin analog zu den Makroliden immunmodulatorische Effekte
beobachten. Fluorchinolone fithren iiber eine Akkumulation von zyklischem
Adenosinmonophosphat  (cAMP), sowie einer geringeren Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NFkB zu einer Reduktion der TNF-a-Produktion. Damit verbunden
ist eine verringerte Produktion von proinflammatorischen Mediatoren, wie z.B
Interleukinen und Chemokinen, insbesondere Interleukin-1, -6 und -8. Die besondere
chemische Eigenschaft des Cyclopropyl-Substituenten am ersten Stickstoffatom soll fiir
zusitzliche immunmodulatorischen Eigenschaften von Moxifloxacin (MFX), aber auch
von Ciprofloxacin verantwortlich sein (34).

MFX ist ein Fluorchinolon der sog. vierten Generation. Durch mehrere chemische
Verdnderungen, wie Fluorsubstitution und einem Piperazinsubstenituent, erreicht MFX im
Vergleich zu anderen Chinolonen in vitro eine verbesserte Eigenschaft gegeniiber gram-
positiven und anaeroben Keimen. Das Wirkungsspektrum schlieit die typischen Erreger
von respiratorischen Infektionen ein. Auch gegen ,,atypische* Erreger, wie C. pneumoniae
und Mycoplasmen besteht eine hohe Aktivitét (20, 73).

Die immunmodulatorischen Eigenschaften der Fluorchinolone, speziell des Moxifloxacins,

wurden in weiteren Studien in-vitro mit denen anderer Antibiotika verglichen.
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Zimmermann et al. konnten in mit TNF-a stimulierten humanen Bronchialepithelzellen
zeigen, dass Moxifloxacin eine signifikante Reduktion der IL-8 Konzentration im
Vergleich zu anderen getesteten Antibiotika bewirken kann. Die antiinflammatorische
Eigenschaft von Levofloxacin war in dieser Studie deutlich geringer. Ceftriaxon, ein
Cephalosporin der 3. Gruppe, zeigte sogar eine signifikante Erhohung der IL-8
Konzentration (173).

Werber et al. konnten zeigen, dass Moxifloxacin direkt in Signalkaskaden von Toll-like

Rezeptoren eingreift, so dass eine zytokininduzierte MAP-Kinasen- und NF-kB-
Aktivierung durch Moxifloxacin inhibiert wird. Im Vergleich zu Ciprofloxacin und
Azithromycin konnte Moxifloxacin die Aktivierung von IL-8, IL-6, ERK1/2 und NF«xB im
Lungenepithel bei zystischer Fibrose hemmen, sowie die MAP-Kinasen Aktivierung in der
Zellkultur mit respiratorischem Gewebe (158, 17). In LPS-stimulierten Monocyten konnte
unter Therapie mit Moxifloxacin eine geringere Produktion von proinflammatorischen
Zytokinen beobachtet werden (8). In einer vergleichbaren Studie konnte eine reduzierte
Produktion von TNF-o und IL-6 durch Moxifloxacin erreicht werden (29). Im
Lungengewebe von Raten konnte gezeigt werden, dass unter Moxifloxacin die Reduktion
von proinflammatorischen Zytokinen iiber eine Inhibierung von ERK1/2 und NFkB erfolgt
(76).

Mehrere Studien in der Vergangenheit untersuchten die Wirksamkeit von Moxifloxacin im
Rahmen von COPD-Exazerbationen und verglichen sie mit anderen Antibiotika, wie
Amoxicillin mit Clavulansdure (MAESTRAL)(163), Amoxicillin, Clarithromycin und
Cefuroxim (MOSAIK (162, 164), oder Clarithromycin (TACTIC (165), die ebenfalls nach
GOLD fiir die Therapie von Exazerbationen geeignet sind.

Die MOSAIC-Studie, wie auch die MAESTRAL-Studie verglichen als priméren Endpunkt
die  Effektivitit  verschiedener = Antibiotika in Bezug auf die klinische
Symptomverbesserung und Heilungsrate bei Patienten mit Exazerbationen des gleichen
Schweregrades. In beiden Studien zeigte MFX verglichen mit der jeweiligen
Standardtherapie eine dhnlich gute Effektivitit, aber keine Uberlegenheit (162, 163).

Da die Pravention von Exazerbationen ein wichtiger Bestandteil in der Therapie der COPD
ist, wurde die antibiotische Wirkung besonders im Hinblick auf die Langzeitprognose
untersucht. In der MOSAIC-Studie konnte MFX, im Gegensatz zu den anderen getesteten
Antibiotika, die Zeit zum Auftreten einer erneuten Exazerbation verldngern, die zwar
statistisch signifikant war, aber im Vergleich nur wenige Tage beinhaltete. Ursédchlich
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hierfiir wurden zum einen die reduzierte Inflammation mit geringerer Gewebezerstorung,
zum anderen eine schnelle und komplette Eradikation mit nachfolgender léngerer
Zeitspanne bis zur ndchsten Exazerbation verantwortlich gemacht (91, 162, 164).

Die MAESTRAL-Studie unterstiitzt zwar den Aspekt der besseren bakteriellen Eradikation
durch MFX, aber iiber eine definitive Priavention von Exazerbationen durch MFX kann
keine Aussage getroffen werden. Dennoch scheint MFX einen gewissen Benefit in der
Therapie von bakteriell verursachten Exazerbationen zu haben, auch wenn eine
Beeinflussung durch Kormorbidtiten oder zusdtzlicher Komedikation in diesen Studien

nicht ausgeschlossen werden kann.

Ziel unserer Studie ist es, die immunmodulatorischen Eigenschaften von Moxifloxacin im
humanen Lungengewebe zu untersuchen. Ein Effekt auf das angeborene Immunsystem und
seine Rezeptoren konnte ein weiterer Hinweis dafiir sein, dass Fluorchinolone nicht nur
durch FEradikation von Bakterienstimmen antibakteriell und damit indirekt
antiinflammatorisch in den Atemwegen wirken, sondern auch auf Rezeptorebene zu einer
Modulation des Immunsystems fiihren und damit die angeborene Immunitit unterstiitzen.
Hierfiir untersuchten wir die Wirkung von Moxifloxacin im humanen Lungengewebe nach
in vitro-Infektion mit NTHi hinsichtlich einer moglicher Immunmodulation.
Exploratorische Experimente zum gleichen Thema wurden mit Ceftriaxon post hoc
durchgefiihrt. Ein direkter Vergleich von Ceftriaxon und Moxifloxacin war aufgrund der
spéter beschriebenen Limitationen der Arbeit priméir nicht beabsichtigt. Die Experimente
mit Ceftriaxon wurden lediglich exploratorisch post hoc durchgefiihrt.

Folgende Aspekte und Fragen waren dabei fiir unsere Studie von Bedeutung:

1.2 Fragestellung

1. Lasst sich durch unsere in vitro-Infektion mit NTHi eine addquate Inflammation in
humanem Lungengewebe erreichen?
Sind dabei proinflammatorische Zytokine nachweisbar?

2. Ist eine antiinflammatorische Reaktion nach Moxifloxacingabe zu beobachten?

3. Gibt es Hinweise auf eine mogliche Beeinflussung der Expression des TLR2-

Rezeptors?
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2 Material und Methoden

2.1 Lungengewebe

Um die Wirkung der antibiotischen Therapie sowie die immunmodulatorischen
Fahigkeiten der eingesetzten Antibiotika zu untersuchen, verwendeten wir humanes
Lungengewebe von Patienten, die sich aufgrund eines pulmonalen Herdbefundes einer
Lobektomie, bzw. einer atypischen Lungenresektion in der Klinik fiir Chirurgie des UKSH,
Campus Liibeck, unterzogen. Die Patienten wurden vor dem geplanten Eingriff iiber unsere
Studie aufgeklart und gaben ihre schriftliche Einwilligung. Die Verwendung des
Lungengewebes der Patienten wurde von der Ethikkommission der Universitdt zu Liibeck
vorher gepriift und bewilligt (Ethikantrag: Az 08-131). Im Institut fiir Pathologie wurden
unter sterilen Bedingungen und nach Abgrenzen des Tumorareals tumorfreie Praparate
zugeschnitten. Fiir die Versuche wurde das Gewebe in 0,3 bis 0,4 g schwere Stiickchen
zugeschnitten und anschliefend fiir die weitere Stimulation zunidchst im zusatzfreien
RPMI-Medium (500 ml RPMI 1640 Firma Biochrome) gelagert.

Nach Abschluss der Stimulationen wurde das Gewebe in HOPE-Losung (Hepes-Glutamic
acid buffer mediated Organic solvent Protection Effect) fixiert, die sich im Vergleich zu
Formalin durch eine bessere DNA- und Proteinbindung auszeichnet.

Fir die Stimulationen wurden ausschlieBlich Proben von Material aus anatomischen

Resektaten von Patienten verwendet. Dabei galten folgende Ausschlusskriterien:

1. Bei der Beurteilung durch den Pathologen konnte kein sicher tumorfreies Gewebe

identifiziert werden.

2. Die Beschaffenheit des Gewebes war aus anderen Griinden makroskopisch unzureichend
und nicht fiir valide Stimulationen geeignet (kein erkennbar vitales Gewebe, fibrotisches
Gewebe, Emphysem, Einblutungen). Die Beurteilung vor der Stimulation erfolgte immer

zusitzlich durch eine zweite Person (Dr. Kristina Rohmann).

3. Patienten mit klinischen Hinweisen auf oder makroskopischen Zeichen einer aktiven
bronchopulmonalen Infektion wurden nicht eingeschlossen, um eine mdgliche aktive

NTHi-Infektion auszuschlief3en.

15



Das Lungengewebe wurde iiber einen Zeitraum von 12 Monaten gesammelt. Die
Lungenresektate wurden von einer geschulten Mitarbeiterin wihrend der Operation aus
dem OP-Saal abgeholt und auf direktem Weg nativ in die Pathologie gebracht. Durch den
Pathologen wurde das Lungengewebe unverziiglich beziiglich des makroskopisch
tumorfreien Anteils beurteilt. Der nicht flir die weitere pathologische Untersuchung
benotigte Teil konnte fiir unsere Stimulationen freigegeben werden. Das Lungengewebe
wurde anschlieBend sofort fiir unsere Stimulationen verarbeitet. Konnte ein Resektat nicht
mehr der Pathologie iibergeben werden (lange OP-Zeit in Randzeiten) wurde dieses von
uns in Formalin fixiert und der Pathologie am nichsten Tag iibergeben. Mit diesem

Material wurde keine Stimulation mehr durchgefiihrt.

2.1.1 Stimulation mit Moxifloxacin und Ceftriaxon in humanem

Lungengewebe

Der Einfluss von MFX (400 mg/250 ml, Firma Bayer) und CEF (2g, Firma SAAR) auf die
IL-8-Sekretion im NTHi-stimulierten Lungengewebe sollte in folgendem Versuch
untersucht werden. Hierfiir wurde das entnommene Lungengewebe in 0,3-0,4g schwere
Stiickchen geschnitten, auf einer 24-well-Platte verteilt und mit 2 ml der vorbereiteten
Infektionslosung (NTHI 1x10°cfu/ml) infiziert. Direkt danach erfolgte die Inkubation mit
dem jeweiligen Antibiotikum.

Die Probenmenge von 0.3-0.4g hat sich in Vorstudien mit diesem Modell als ausreichend
und als praktikabel fiir die Inkubation in der Gewebskulturplatte herausgestellt (40, 167).
Eine Abweichung von maximal 25% wurde dabei toleriert, da von einer zufélligen
Verteilung der Gewebsstlicke auf die Kulturplatte auszugehen war. Das Modell ist mit dem
hier beschriebenen Procedere mehrfach in internationalen Journalen, einschlielich der hier

genutzten Technik, publiziert (115, 41).

Pro Stimulation wurden mindestens zwei Stiicke und maximal sechs Lungenstiicke an
Lungengewebe verwendet. Aufgrund der limitierten Materialausbeute wurde in den ersten
6 Versuchen nur mit MFX zu unterschiedlichen Zeitpunkten stimuliert (s.

Stimulationsplan), um eine ausreichende Basis fir die Interpretation der
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immunmodulatorischen Eigenschaften dieser Substanz zu erreichen. Die CEF
Stimulationen erfolgten dann ergénzend post hoc und nicht im direkten Vergleich zu MFX.
Eine vergleichende Betrachtung der Ergebnisse wurde in dieser Arbeit daher durchgehend

vermieden.

Zu den Lungenstiickchen wurden jeweils Konzentrationen von 0,01 mg/ml und 0,1 mg/ml
beider Antibiotika 15 Minuten (t,) vor der Infektion mit NTHi ins Medium, bzw. nach 15
Minuten (t;) und 60 Minuten (t,) gegeben. Die jeweiligen Stammlosungen fiir
Moxifloxacin und Ceftriaxon wurden mit jeweils 250 ml Kochsalzlosung angesetzt. Die
jeweiligen notwendigen Volumina um die unterschiedlichen Konzentrationen zu erreichen
wurden hierfiir direkt aus der Stammldsung entnommen. Antibiotika und NTHi wurden
immer direkt in das well gegeben. Um Pipettierfehlern bei geringen Konzentrationen
vorzubeugen, wurden 10 ml Konzentrationslosungen hergestellt, aus denen direkt 2 ml in
das jeweilige well pipettiert werden konnten. AnschlieBend wurde die Platte kurz
geschwenkt, um eine bestmogliche Vermischung und Benetzung des Lungengewebes zu

erzielen.

MFX
CEF

NTHI I8
6 |:> |:> Konzentration
1x10" cfu/mi

Immunhistoche
Hunanes Lungengewebe 0,3- mie
0,49

In-situ-
Hybridisierung

Abbildung (4): Infektionsmodell

Anschlieffend erfolgte eine Inkubation fiir 24 h im Brutschrank bei 37°C und 5% CO..
Danach wurden die Uberstinde gesammelt und bei 3000 rpm fiir 10 Minuten zentrifugiert.
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Der zellfreie Uberstand wurde dann in Reaktionshiitchen aliquotiert und bei —~70°C fiir die

ELISA-Messung gelagert.

Stimulationsplan fiir MFX (N=6)

t, | Med.+ 0,01 0,1
FCS mg/ml | mg/ml
n= n=5 n=5

+ NTHi 10° cfu/ml 24h n=6 - NTHi-Inkubation

ti | Med.+ 0,01 0,1 0,01 0,1
FCS mg/ml | mg/ml mg/ml | mg/ml
n=6 n=6 n=6 n=6 n=6

t; | Med. + 0,01 0,1
FCS mg/ml | mg/ml
n=6 n=6 n=6

|

Inkubation (37 °C, 5 % CO;) 24 Stunden

Stimulationsplan fiir CEF (N=4)

t, | Med. | 0,01 0,1 0,01 0,1

+ mg/ml | mg/ml mg/ml | mg/ml
FCS n=1 n=1 n=1 n=1
n=4

+ NTHi 10° cfu/ml 24h n=4 - NTHi-Inkubation

ti | Med. 0,01 0,1 0,01 0,1

+ mg/ml | mg/ml mg/ml | mg/ml
FCS n=4 n=4 n=2 n=2
n=

t; | Med. 0,01 0,1 0,01 0,1

+ mg/ml | mg/ml mg/ml | mg/ml
FCS n= n=4 n=1 n=2
n=

|

Inkubation (37 °C, 5 % CO) 24 Stunden

Abbildung (5): Stimulationpléine mit NTHi und den Zeitpunkten der Antibiotika-Applikation.

Die Stimulationen fiir die jeweiligen Antibiotika wurden zeitgleich auf einer, bzw. zwei Well-Platten durchgefiihrt.
N= Gesamtanzahl der Lungen; n= Anzahl der durchgefiihrten Stimulationen, Med. = Medium

Die Tatsache, dass nicht jede Lunge jeder Stimulation unterzogen werden konnte, lag an der unterschiedlichen
Menge an verfiigbarem Lungengewebe. Dem Medium (RPMI 1640 ohne L-Glutamin, Firma PAA) wurde fiir die
Stimulationen FCS (Fetal Calf Serum, Biochrome AG) hinzugefiigt.

Antibiotikagaben in zwei Konzentrationen( 0,1 mg/ml, 0,01 mg/ml) zu folgenden Zeitpunkten: t, =15 min. vor
NTHi-Stimulation; t;= 15 min. nach NTHi-Stimulation; t;= 60 min. nach NTHi-Stimulation; die rechte Spalte
beinhaltet Stimualtionen, denen nur Antibiotika zugefiigt wurde.

Nach Abschluss der Stimulationen wurden die Lungenstiickchen in HOPE-Lo6sung fixiert

und fiir Untersuchungen mittels Immunhistochemie sowie In-situ-Hybridisierung
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aufbewabhrt.

2.2 NTHi

Der Erreger fiir die Infektion wurde uns vom Institut fiir Mikrobiologie und Hygiene des
UKSH, Campus Liibeck zu Verfiigung gestellt. Nontypeable Haemophilus influenzae
(NTHi Isolat B5144 vom 20.06.2002 eines COPD Patienten mit invasiver Pneumonie, in
der 16S rRNA-Sequenzierung typisiert als Stamm Rd KW20) hat einen Bedarf an
speziellen Wachstumsfaktoren aus dem Blut. Es benétigt Himin (= X-Faktor) und NAD/P
(= V-Faktor) zum Wachstum. Eine Anzucht ist daher auf normalem Blutagar nur unter dem
sog. Ammen- oder Satellitenphdnomen mdglich, bei dem Staphylococcus aureus mittels
Hiamolyse die bendtigten oben genannten Wachstumsfaktoren bereitstellt. Idealerweise
erfolgt die Anziichtung von NTHi auf sogenanntem Kochblutagar. Dieser entsteht
wiederum durch das Erhitzen von Blutagar auf 80°C, wodurch dann die bendtigten
Wachstumsfaktoren Hémin und NAD/P aus den Erythrozyten freigesetzt werden. Das
sogenannte Ammenphénomen ist dann nicht notwendig. Fiir unsere Versuche verwendeten
wir ausnahmslos auf Kochblutagar geziichteten NTHi. Eine Uberimpfung des Erregers
erfolgte alle 24h durch fraktioniertes Ausstreichen mittels Drei-Osen-Ausstrich. Fiir die
Verwendung des Erregers erfolgte eine Einstellung der Erregerkonzentration nach der
McFarland-Methode. Nach der Herstellung einer Erregersuspension in 0.9%
Natriumchloridlosung wird in einem Densitometer die Triibung gemessen und der
McFarland-Wert (McF) bestimmt. Wir verwendeten in unserer Studie einen McF von 0,5,
was einer Bakterienanzahl von 1x10° cfu/ml entspricht. Solange die Erreger in einer
konstanten durchschnittlichen GroBe in der Suspension vorliegen, kann in einem Bereich
von 0,5 bis 10, welcher 30 x 10® cfu/ml entspricht, von einer linearen Beziehung zwischen
optischer Dichte und Keimzahl ausgegangen werden. Nach einer 1:100 Verdiinnung mit
FCS-haltigem (Fetal Calf Serum, Biochrome AG), Anzuchtmedium (RPMI 1640 ohne L-
Glutamin, Firma PAA) erhielten wir so unsere fiir die Infektion erforderliche
Erregerkonzentration von 1x10° cfu/ml. Vorausgegangene Versuche in unsere
Arbeitsgruppe hatten gezeigt, dass mit 10° cfu/ml eine optimale Infektion im

Lungengewebe erzielt werden konnten, ohne dass nennenswerte gewebstoxische Effekte
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auftraten.

In einer Untersuchung von K. Rohmann konnten die maximalen Stimulationseffekte
hinsichtlich der IL-8-Konzentration in humanem Lungengewebe mit einer Konzentration
von 10° cfu gezeigt werden. Mit einer Konzentration von 107 cfu konnte die Infektion
kaum merklich gesteigert werden. Untersuchungen mittels LDH-Elisa zeigten dariiber
hinaus im Vergleich zu den Mediumwerten keine zusitzliche Zytotoxizitét (113).
Zusatzlich konnten bronchoskopische Untersuchungen zeigen, dass im Rahmen von
Exazerbationen Erregerkonzentrationen von 10° bis 10° cfu/ml in den Atemwegen erreicht
werden, wihrend bei Kolonisation im stabilen Zustand der COPD eine deutlich geringere
Keimzahl von 10° bis 10* cfu/ml die unteren Atemwege besiedelt (94, 124, 22, 93).
Aufgrund dieser Datenlage verwendeten wir in unseren Versuchen NTHi 10° cfu/ml, um
zytotoxische Effekte mdglichst gering zu halten und trotzdem eine der klinischen Situation

vergleichbare Infektionsdosis im Lungengewebe in vitro zu erzielen.

2.3 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Sezernierte Chemokine oder Cytokine konnen mittels Immunsorbenstest in einer direkten
oder indirekten Form nach dem Prinzip der Antigen-Antikorperreaktion nachgewiesen
werden. Die in unserer Studie benutzte Methode erlaubt den indirekten Nachweis nach
dem Prinzip der Sandwich-Methode mittels eines zusétzlichen fluoreszierenden
Sekundarantikorpers.

Fiir den Nachweis sezernierter Proteine im stimulierten humanen Lungengewebe wurden
die zellfreien Uberstinde in Eppendorfhiitchen als Aliquots von mindestens 160ul bei
-70°C eingefroren und aufbewahrt.

Fir den Zytokinnachweis mittels ELISA werden 96-Lochplatten 12-24h vorher mit dem
Capture-Antikorper (100ul/well) beschichtet und fiir mindestens 12 Stunden bei
Raumtemperatur inkubiert. Dann werden die Platten gewaschen und geblockt, um
unspezifische Proteinbindungen zu verhindern. Bevor die Proben auf die Platten pipettiert
werden konnen, werden die Platten erneut gewaschen und die Proben dann als
Doppelwerte hineinpipettiert. Wahrend der Inkubationszeit erfolgt die Bindung des

spezifischen Proteins als Antigen an den jeweiligen Antikorper. AnschlieBend werden die
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Platten erneut gewaschen und der Detection-Antikorper aufgetragen. Nach einem weiteren
Waschschritt wird Streptavidin-HRP (Meerrettichperoxidase, engl. horseradishperoxidase)
in jedes well pipettiert. HRP bindet an diesen Antikoérper und im Folgeschritt katalysiert
HRP den Farbumschlag eines Substratkomplexes, der sich in einer Farbreaktion zeigt und
dessen Extinktion gemessen werden kann. Nach dem Prinzip des Lambertschen Gesetzes
wird dann die Konzentration des zu untersuchenden Stoffes in Bezug auf die

Standardkurve in pg/ml berechnet.

2.4 LDH-Zytotoxizitéitstest

Um zytotoxische Finfliisse durch unsere Versuchsbedingungen auszuschlief3en,
bestimmten wir mittels ELISA die Lactatdehydrogenasekonzentration (LDH) in jedem
unserer Reaktionsansdtze. LDH ist ein im Zytoplasma vorkommendes Enzym, welches bei
Zellschdadigung oder Zelltod freigesetzt wird. Folgende Reaktion wird von der LDH
katalysiert:

Pyruvat + NADH + H' == Laktat + NAD"

Zur Messung werden die Proben zundchst wie bei dem oben beschriebenen Sandwich-
ELISA in eine 96-Lochplatte pipettiert. AnschlieBend wird das Substrat hinzugegeben. Die
Reaktionkomponenten bestehen aus dem Koenzym NAD und dem eigentlichen Substrat
Tetrazoliumchlorid und Laktat. Es kommt zum Farbumschlag. Tetrazoliumchlorid wird
mittels LDH zu Formazon reduziert. Dabei korreliert die Menge der LDH- Freisetzung im
Gewebe mit der Hohe der Formazonkonzentration, welche dann photometrisch bei einer

Wellenlidnge von 490 nm analog zum beschriebenen IL-8 ELISA gemessen wird.

2.5 HOPE® (Hepes-Glutamic acid buffer mediated Organic solvent

Protection Effect)-Fixierung
Nach Abschluss der Stimulationen wurden die Lungenstiickchen in HOPE®-Losung
fixiert, um fiir die weiteren Untersuchungen mittels /n-situ-Hybridisierung (ISH) und
Immunhistochemie zur Verfiigung zu stehen.

Die HOPE®"-Losung (56) zeichnet sich im Gegensatz zu anderen Fixierungstechniken
21



dadurch aus, dass die Gewebemorphologie, darunter auch Strukturproteine und
Nukleinsduren, in ihrer nativen Struktur erhalten bleiben. Die Lungenstiicke werden hierfiir
mit dem 10-fachen Volumen der urspriinglichen Mediummenge inkubiert, was bei einer
Mediummenge von 2 ml, 20 ml pro Lungenstiickchen ergibt. Das Gewebe wird ca. 12-72
Stunden in der HOPE®-Losung I inkubiert. AnschlieBend wird zunichst die HOPE®-
Losung entfernt und 5ml einer Acetonlosung, bestehend aus 100 ml Aceton und 100 pl
HOPE®-Losung II, zu dem Lungengewebe gegeben und 2 Stunden bei 0-2 °C inkubiert.
Nach der Inkubation wird die Acetonlésung verworfen und das Rohrchen mit dem
Lungengewebe wir nun mit reinem Aceton iibergossen und erneut fiir 2 Stunden inkubiert.
Dieser Vorgang wird im Verlauf zweimal wiederholt, um eine optimale Dehydratation zu
erreichen. Nach insgesamt acht Stunden wird die Losung verworfen und vorgewérmtes
niedrigschmelzendes Paraffin (Medite Tissue Wax, Schmelzpunkt 52-54°C, Firma Medite)
dazugegeben. Anschlieend erfolgt eine Inkubation im Brutschrank bei exakt 54-55 °C
iiber Nacht. Die Paraffinierung ist am nichsten Morgen abgeschlossen. Die Lungenstiicke
werden auf einer Wirmeplatte unter Zugabe von frischem Paraffin ausgebettet. Die
fertigen Gewebestiicke werden dann bis zur weiteren Verarbeitung bei -20°C fiir 30
Minuten vorgekiihlt, um dann mit einem Mikrotom geschnitten zu werden. In der
Zwischenzeit werden zwei sogenannte Streckbader mit Aqua dest. vorbereitet. Die Schnitte
werden zunidchst in Streckbad I (Aqua dest. Raumtemperatur) gesammelt und dann mit
einem gereinigten oder beschichteten Objekttrager herausgenommen. Die Schnitte werden
nun einzeln in Streckbad II (Aqua dest., 35-50°C) ausgezogen. Sobald der Schnitt gerade
auf dem Objekttrager liegt, werden alle Wasserriickstinde gut entfernt und die Objekttrager
bei 37 °C im Brutschrank iiber Nacht gelagert. Zum Entparaffinieren werden die
Objekttrager mit den Gewebeschnitten fiir 10 Minuten in warmes Isopropanol (60°C)
gestellt und danach mit frischem Isopropanol abgewaschen und luftgetrocknet. Zum
Rehydratisieren werden die Schnitte zweimal fiir 10 Minuten mit 70%igem
kiihlschrankkaltem Aceton im Kiihlschrank inkubiert. Dazwischen werden die Schnitte mit

Aqua dest. gewaschen und zum Abschluss fiir 5 Minuten darin stehen gelassen.
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2.6 Haematoxylin-Eosin (HE)-Firbung

Die rehydratisierten Schnitte werden flir 2-4 Minuten in die Hidmalaun-Losung gestellt,
danach mit Aqua dest. abgespiilt und in eine weitere Kiivette mit Aqua dest. fiir 5 Minuten
gestellt. In dieser Kiivette ldsst man die Schnitte 1-2 Minuten unter flieBendem
Leitungswasser blauen. AnschlieBend werden die Schnitte je nach Intensitit 2-4 Minuten in
der Eosin-Farblosung angefarbt. Danach erfolgt eine zweimalige Waschung mit Aqua dest..
Dann werden die Schnitte durch zwei Kiivetten mit 70%igem Isopropanol gezogen und
durch 2 Kiivetten mit absolutem Alkohol, um schlie8lich 10 Minuten in absolutem Alkohol
zu inkubieren. Die Schnitte werden zum Eindecken vorher noch mit Xylol abgespiilt und

ebenfalls fiir 5 Minuten in Xylol inkubiert.

2.7 TLR-2 Rezeptornachweis mittels Immunhistochemie in humanem

Lungengewebe

Toll-like Rezeptoren (TLR), wie TLR2 spielen in der angeborenen Immunantwort als einer
der ersten Abwehrmechanismen eine wichtige Rolle. Um deren Expression im
Lungengewebe und mdogliche Einfliisse der antibiotischen Therapie auf ihre Expression zu
untersuchen, verwendeten wir die Immunhistochemie an HOPE — fixiertem Material.

Die Immunhistochemie ist eine Methode, durch die Gewebsproteine mit Antikdrpern
sichtbar gemacht werden konnen. Dabei kann das Protein auch dem jeweiligen
Zellkompartiment zugeordnet werden. Auch in der Immunhistochemie werden Antigen-
Antikorperreaktionen mit einem Primdrantikérper erzeugt, die dann mit einem
Sekundérantikdrper mittels enzymatischer Farbreaktion nachgewiesen werden. Fiir unsere
Studie wurde ein Polymer-System mit kovalent gebundenem Sekunddrantikérper und
Enzym (Firma Zytomed-Systems) verwendet. Diese Untersuchungen wurden von Prof. Dr.
Goldmann (Klinische und Experimentelle Pathologie, Forschungszentrum Borstel) nach
folgendem Prinzip durchgefiihrt:

Das zu untersuchende Lungengewebe wird fixiert (s.0.) und anschlieend zur Blockierung
der endogenen Peroxidase fiir 10 Minuten in 3% H,O, inkubiert. Um unspezifische
Bindungen des Primérantikdrpers zu vermeiden, wird das Gewebe mit einem speziellen

Blockpuffer behandelt und mit Trispuffer gespiilt. Im Anschluss erfolgt die Inkubation mit
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einem speziellen Primérantikorper fiir den TLR2-Rezeptor.

Nach einem erneuten Waschschritt wird der Sekundérantikérper hinzugegeben. Dabei
handelt es sich um ein HRP-Polymer, bei dem der Sekunddrantikdrper an das freie Fc-
Fragment des Primérantikorpers bindet und nach Zugabe von Substratldsung (Chromogen)
die enzymatische Reaktion katalysiert. Es bildet sich ein rotbraunes Reaktionsprodukt, das

den TLR2-Rezeptor rétlich im mikroskopischen Lungengewebsschnitt erscheinen l4sst.

Abbildung (6): Beispiel fiir TLR2-Rezeptornachweis mittels Immunhistochemie im unstimulierten humanen
Lungengewebe. Es zeigen sich nur wenige Alveolarmakrophagen mit rot gefirbten TLR2-Rezeptoren.
(Anti-Digoxigenin-Mausantikorper, 400 fache Vergrofierung

Abbildung (7): Nach Stimulation mit NTHi 10° cfu iiber 24h kommt der TLR2-Rezeptor mittels
Immunhistochemie deutlich rot angefirbt auf der Oberfliche der Mehrzahl der Alveolarmakrophagen sowie auf
Alveolarepithelzellen zur Darstellung. (Anti-Digoxigenin-Mausantikorper, 400 fache Vergrofierung)

24



2.8 IL-8 In-situ-Hybridisierung (ISH) in humanem Lungengewebe

Die In-situ-Hybridisierung ist eine molekularbiologische Methode um Nukleinsduren
(mRNA und DNA) in Geweben nachzuweisen. Dabei werden Sonden eingesetzt, die dem
jeweiligen Nukleinsdureabschnitt komplementir sind.

Goldmann et al. (56) haben speziell fiir in HOPE-Losung fixiertes Gewebe das
nachfolgende Protokoll fiir die mRNA-in-situ-Hybridisierung erstellt:

Zunichst werden die Objekttriger mit den Gewebeproben in Digoxigenin-Waschpuffer
(DIG-puffer) gewaschen und zur Blockierung der unspezifischen Bindungen in Blocking
Reagent (1%) Maleinsdure inkubiert. Im ndchsten Schritt erfolgt die Detektion mit
Phosphatase-konjugierter anti-Digoxigenin-Antikérper in Blocking Reagent. Danach
werden die Objekttrager erneut gewaschen. Die detektierten Bereiche werden mit
speziellen Chromogenen in einer Farbreaktion sichtbar gemacht. Zum Nachweis von
mRNA mittels Farbreaktion benutzt man Neo-Fuchsin als Chromogen fiir die alkalische
Phosphatase. Zum Nachweis von DNA wird AEC (3-Amino-9-Ethylcarbazol) als
Chromogen fiir die Farbreaktion mit Streptavidin-HRP verwendet. Nach Beendigung der
Farbreaktion erfolgt bei mRNA- und DNA-in situ-Hybridisierung eine Gegenfiarbung mit
Mayers Haemalaun, sowie eine Eindeckung mit Kaysers Glyceringelatine. Diese
Untersuchungen wurden ebenfalls von Prof. Dr. Goldmann (Klinische und Experimentelle

Pathologie, Forschungszentrum Borstel) durchgefiihrt.

Abbildung (8): Reprisentatives Beispiel fiir den IL-8 Nachweis mittels situ-Hybridisierung im humanen
Lungengewebe. Im unstimulierten Lungengewebe zeigt sich in dieser Technik keine I1-8 Expression.
(Anti-Digoxigenin-Mausantikorper, 400 fache Vergroflerung)
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Abbildung (9): Reprisentatives Beispiel fiir IL-8 Nachweis mittels situ-Hybridisierung in humanem
Lungengewebe.. Nach Stimulation mit NTHi 10° cfu iiber 24h zeigt sich eine deutliche IL-8 Expression auf
Alveolarmakrophagen und Alveolarepithelzellen, erkennbar an der rotbraunen Firbung.
(Anti-Digoxigenin-Mausantikorper, 400 fache Vergroflerung)

2.9 Statistische Analysen

Die Ergebnisse der Versuche werden im Folgenden als Mittelwert +/- Standardabweichung
des Mittelwertes (SD, standard deviaton) angegeben.

Zunichst sollte die Analyse der 11-8 Konzentrationen deskriptiv erfolgen. Wir verglichen
dabei die resultierenden II-8-Konzentrationen nach NTHi Stimulation mit der nach
zusétzlicher Kostimulation mit Antibiotikum in verschiedenen Konzentrationen zu
unterschiedlichen Zeitpunkten.

Die anschlieBenden Signifikanzpriifungen fiir die Stimulationsversuche wurden mittels 2-
Weg- ANOVA und nachfolgendem post-hoc Test nach Tukey-Kramer durch das Institut fiir
Biometrie und Datenmanagement des Universitéitsklinikum Freiburg, Dr. rer. nat. Claudia
Schmoor, durchgefiihrt. Es wurden in separaten Analysen der beiden Antibiotika die Zeit
und die Konzentration in Modellen fiir Messwiederholungen gepriift. Hierfiir wurden die
I1-8-Werte nach Kostimulation mit dem jeweiligen Antibiotikum der IL-8-Konzentration
nach NTHi-Stimulation gegeniiber gestellt. Es lagen fir MFX (CEF) Daten von 6 (4)
Patienten mit je 5 Messungen vor. Auffillige Abweichungen von den Annahmen zeigten
sich nicht. Die Ergebnisse der statistischen Tests sind jedoch nicht konfirmatorisch,

sondern deskriptiv zu interpretieren, da keine formale Planung einer konfirmatorischen
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Testprozedur und entsprechender StichprobengroBe vor Beginn der Experimente
durchgefiihrt wurde.

Die statistische Berechnung erfolgte mit Statistical Analysis System (SAS). Dabei gelten
Ergebnisse mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0,05 als signifikant. Die graphische

Darstellung erfolgte anschlieBend mit Adobe Illustrator.
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3 Ergebnisse

3.1 Patientendaten

Fir die Versuche in humanem Lungengewebe wurde im Rahmen thoraxchirurgischer
Eingriffe Gewebe von 10 Patienten entnommen (mittleres Alter 66 Jahre (27-77), 7
Minner, 3 Frauen). Die Indikation zum operativen Eingriff war entweder eine notwendige
Lungenteilresektion bei einem pulmonalen Herdbefund oder die therapeutische Resektion
von Lungengewebe bei bestehendem Pneumothorax. Bei keinem der 10 Patienten bestand
zum Zeitpunkt der Gewebeentnahme eine akute Infektion. Die wihrend des stationédren
Aufenthaltes erhobenen Daten sind in der folgenden Tabelle dargestellt.

Die Lungen 1-6 wurden mit Moxifloxacin (MFX), die restlichen 4 Lungen mit Ceftriaxon
(CEF) stimuliert. Die Lungen 5 und 6 der CEF-Versuche waren schon vor der Stimulation
in einem mangelhaften Erhaltungszustand, so dass keine addquate Stimulation erreicht
werden konnte. Zudem stand zu wenig Material zu Verfiigung, so dass nicht alle
Stimulationen durchgefiihrt werden konnten. Diese Experimente wurden daher in der

Auswertung nicht beriicksichtigt.

Lunge | m | Alter | COPD- FEV, FvC FEV./ | MEF 25§ MEF25 Raucher- Steroide
/ Stadium | (%) /(L) (L) FVC /S) (%) status
w (%)
1 m 74 keine 89/2,40 2,8 78 1,28 107 k.A. keine
2 W 75 keine 81/1,62 1,93 84 1,00 105 k.A. keine
3 m 73 keine 92/3,16 3,93 81 1,80 110 k.A. keine
4 m 76 11 53/1,51 2,08 73 0,66 52 140 p/y keine
5 m 69 keine 116/ 3,62 4,66 78 0,93 63 40 p/y keine
6 w 70 11 54 /1,12 2,11 53 0,43 40 ja keine
7 W 57 keine 83/1,90 2,55 75 1,27 93 k.A. keine
8 m 60 keine 71/2,24 2,50 88 1,04 65 100 p/y keine
9 m 27 keine 73/3,43 3,07 112 2,62 93 ja keine
10 m 77 keine 62 /1,93 2,42 80 0,75 53 k.A. keine

Abbildung (10): Klinische Daten der Patienten

Laut der einsehbaren Patientenakten erhielten die Patienten keine immunsuppressive
Therapie. Bei zwei der Patienten war die Indikation zur Lobektomie aufgrund einer
Metastase eines vorangegangenen Cervixcarzinoms, bzw. eines Urothel-Carcinoms gestellt
worden. Bei erstgenanntem erfolgte eine vorherige Antitumortherapie, bestehend aus

Radiatio und Chemotherapie, die 6 Jahre zuriick lag. Beim Urothel-Carcinom erfolgte eine
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BCG-Instillation. Bei einem weiteren Patienten bestand eine Lungenmetastase aufgrund
eines Melanoms, welches zwei Jahre zuvor reseziert wurde. Eine systemische
Antitumortherapie bestand hier nicht. Die Patienten erhielten zum Teil eine Medikation zur
Reduktion des kardialen Risikoprofils. Nur bei zwei der 10 untersuchten Patienten konnte
eine COPD nachgewiesen werden. Im GOLD Stadium II war bei beiden keine Therapie
mit Kortikosteroiden notwendig, sondern es erfolgte die leitliniengerechte Therapie mit
Tiotropiumbromid und/oder einem langwirksamen Beta-2-Agonisten.

Lediglich bei einem der oben genannten Patienten war eine antibiotische Therapie
(Piperacillin/Tazobactam) bei einer poststenotischen Pneumonie im Rahmen des
Bronchialkarzinoms indiziert. Dieser Patient wurde infolge der konsekutiven Verteilung
der Antibiotikagabe der CEF - Gruppe zugeordnet. Die Piperacillingabe erfolgte wegen
bronchopulmonalen Infektes, der zum Zeitpunkt der Operation nach klinischen Kriterien
und nach Begutachtung des Resektats abgeklungen war. Ein mikrobiologischer Nachweis
eines ursidchlichen Keims gelang nicht. Eine Kontamination des Resektats mit
vermehrungsfahigem NTHi (primdre Aminopenicillin/Ureidopenicillin-Empfindlichkeit
von H. influenzae zu dieser Zeit um 90%) ist daher zwar nicht auszuschlieBen, aber sehr
unwahrscheinlich. Eine Resistenzentwicklung des bei der in vitro Infektion eingesetzten
NTHi Stammes innerhalb von 24h ist nicht anzunehmen.

Ein weiterer litt unter einer chronisch entziindlichen Darmerkrankung, die derzeit in
Remission befindlich war und zum Zeitpunkt der Gewebeentnahme keiner
immunsupressiven Therapie bedurfte. Ansonsten erhielten die Patienten eine

medikamentdse Dauertherapie zur Reduktion des kardiovaskuldren Risikoprofils.

3.2 Zytotoxizitat in humanem Lungengewebe nach NTHi-

Infektion und Kostimulation mit MFX oder CEF

Als Parameter fiir Zytotoxizitdt wurde in den Gewebeproben gleichzeitig LDH bestimmt,

dessen Konzentration im Uberstand mit dem AusmaB einer Gewebeschidigung korreliert.
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Abbildung (11):

Durchschnittliche LDH-Konzentration (mIU/ml) im Gewebekultur-Uberstand von humanem Lungengewebe nach
Stimulation mit NTHi 10° cfu/ml 24h und Inkubation mit MFX oder CEF
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b) LDH-Konzentration nach NTHi 10°, CEF 0,01 mg/ml und CEF 0,1 mg/ml zu den Zeitpunkten to, t;, t;nach 24 h
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Die Abb. 11 a und b zeigen als Parameter der Zytotoxizitit die LDH-Konzentration im

Uberstand nach Infektion mit NTHi sowie nach Koinkubation mit Antiinfektiva. Insgesamt

30



ergaben sich iiber den untersuchten Zeitraum keine signifikanten Differenzen zwischen den

unterschiedlichen Stimulationen bei insgesamt sehr niedriger LDH-Freisetzung.

3.3 IL- 8 Konzentrationen in humanem Lungengewebe nach in vitro

Stimulation mit NTHi fiir 24h

Die entnommenen Lungengewebsstiicke wurden unter standardisierten Bedingungen mit
NTHi infiziert. Bei allen Stimulationen konnte eine Infektion mit NTHi nachgewiesen
werden. In den ELISA-Ergebnissen fand sich eine signifikante Zunahme der IL-8
Konzentration im Uberstand im Vergleich zu den Mediumwerten als Zeichen einer
erregerinduzierten Immunantwort.

Zusitzlich fiihrten wir eine Negativkontrolle durch, indem wir die IL-8-Konzentration im
Medium mit Medium verglichen, dem nur MFX oder CEF nach 15 Minuten (t,) zugefiigt

wurde.
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Abbildung (12): Durchschnittliche IL-8 Konzentration (pg/ml) im Gewebekultur-Uberstand von humanem
Lungengewebe nach Stimulation mit NTHi 10° cfu/ml, MFX 0,01 mg/ml t, und MFX 0,1 mg/ml t; nach 24h
(jeweils n=6), p<0.01 NTHI vs. MFX (0,01 mg/ml); p<0,01 NTHI vs MFX (0,1 mg/ml); p<0,01 NTHI vs. Medium.
Bei den IL-8-Konzentration von MFX 0,01 mg/ml vs Medium und MFX 0,1 mg/ml vs Medium gab es keine
signifikanten Unterschiede.
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Abbildung (13): Durchschnittliche IL-8 Konzentration (pg/ml) im Gewebekultur-Uberstand von humanem
Lungengewebe nach Stimulation mit NTHi 10° ¢fu/ml (n=4), CEF 0,01 mg/ml t; (n=2) und CEF 0,1 mg/ml t, (n=2)
nach 24h, p<0.01 NTHI vs. CEF (0,01 mg/ml); p<0,01 NTHI vs CEF (0,1 mg/ml); p<0,01 NTHI vs. Medium. Bei
den IL-8-Konzentration von CEF 0,01 mg/ml vs Medium und CEF 0,1 mg/ml vs Medium gab es keine
signifikanten Unterschiede.

Die Abbildungen 12 und 13 zeigen die durchschnittlichen IL-8-Konzentrationen nach
Stimulation mit NTHi, Medium und Antibiotikum allein in beiden verwendeten
Konzentrationen.

(MFX: Medium MFX 76390 ng/ml +/- 74034 ng/ml; MFX 0,0 1mg/ml(t;) 50988 ng/ml +/-
36221 ng/ml; MFX 0,1 mg/ml (t,) 76656 ng/ml +/- 90082 ng/ml; NTHi 10° cfu/ml 408544
ng/ml +/- 242352 ng/ml, p < 0,01;

CEF: Medium CEF 59099 ng/ml +/- 24904 ng/ml, CEF 0,01 mg/ml (t,)78248 ng/ml +/-
17531 ng/ml, CEF 0,1 mg/ml (t,) 67013 ng/ml +/- 723 ng/ml, NTHi 10° cfu/ml CEF
241259 ng/ml +/- 39306 ng/ml, p <0,01).

Die Werte fiir IL-8 waren bei Medium und dem jeweiligem Antibiotikum in zwei
Konzentrationen deutlich geringer als die Werte nach NTHi Stimulation. Eine Zugabe der
Antiinfektiva resultierte somit in keiner signifikanten Zunahme der IL-8 Konzentration,
wiéhrend die Infektion mit NTHi eine signifikante Stimulation erreichen konnte.

Ein moglicher proinflammatorischer Effekt durch das Antibiotikum selbst kann somit bei
der Interpretation der Ergebnisse vernachldssigt werden.

Analog zu den ELISA-Ergebnissen konnte in der /n-situ-Hybridisierung nach NTHi-
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Stimulation vermehrt IL-8 nachgewiesen werden.

Abbildung (14): Beispiel fiir Nachweis von IL-8 (rotbraun) mittels in situ-Hybridisierung in humanem
Lungengewebe. Reprisentatives Beispiel. (Anti-Digoxigenin-Mausantikérper, 400 -fache Vergrofierung)

j 7, S

<%

a) Im unstimulierten Lungengewebe zeigt sich keine relevante IL-8 Expression in den Alveolarmakrophagen und
Alveolarepithelzellen

b) Nach Stimulation mit NTHi 10° cfu iiber 24h zeigt sich rotbraun eine IL-8 Expression in der CEF Gruppe.

¢) Nach Stimulation mit NTHi 10° cfu iiber 24h zeigt sich rotbraun eine IL-8 Expression in der MFX Gruppe.

3.4 Antiinflammatorische Effekt von Antiinfektiva in humanem

Lungengewebe
Nach Zugabe des jeweiligen Antibiotikums kam es in beiden Gruppen zu einer deutlichen
Reduktion der IL-8-Konzentration entweder 1im  Sinne einer mdglichen
antiinflammatorischen Reaktion oder indirekt durch den antibiotischen Effekt auf die
Infektion durch NTHi. Nachdem das Lungengewebe mit NTHi stimuliert wurde, erfolgte
die Zugabe von MFX und CEF jeweils in zwei verschiedenen Konzentrationen mit 0,1
mg/ml und 0,01 mg/ml zu unterschiedlichen Zeitpunkten, nach 15 min und 60 min.
Generell konnte in allen Gewebeliberstdnden eine Reduktion der IL-8 Konzentrationen
erzielt werden. Vergleicht man nur die verwendeten Konzentrationen untereinander, zeigt
sich eine dosisabhingige Reduktion der IL-8 Konzentration im Vergleich zur
Konzentration nach NTHi-Stimulation. Die hohere Konzentration konnte jeweils eine
ausgeprigtere Reduktion der IL-8-Konzentration bewirken. Mit einer Konzentration von
0,01 mg/ml und einer Konzentration von 0,1 mg/ml nach jeweils 15 Minuten (t;), sowie
mit 0,1 mg/ml nach 60 Minuten (t,) erreicht MFX signifikante Ergebnisse (0,01 mg/ml t;:
222283 pg/ml +/-124382, n=6; p=0,0375; 0,1 mg/ml t;: 205803 pg/ml +/- 90184 n=6;
p=0,0245; 0,1 m/ml t, 226644 +/-172841 n=6; p= 0,0026). Ein Vergleich der Ergebnisse

bezogen auf die Zeitpunkte ergab keine signifikante Resultate.
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Abbildung (15): IL-8 Konzentration in den Zelliiberstiinden in humanem Lungengewebe nach in vitro-Infektion
mit NTHi 10°cfu/ml und Kostimulation mit MFX 0,01 mg/ml und MFX 0,1 mg/ml zu t; und t, (p=0,0375 bei MFX
0,01 mg/ml t;, p=0,0245 bei MFX 0,1 mg/ml t; und p= 0,0026 bei MFX 0,1 mg/ml t; (jeweils n=6)

Entsprechend den MFX-Experimenten wurde auch ein mit NTHi infiziertes
Lungengewebe mit zwei unterschiedlichen CEF-Konzentrationen stimuliert.

Eine signifikante Reduktion konnte jedoch mit keiner der verwendeten Konzentration
erreicht werden.

Betrachtet man den Einfluss von CEF auf die inflammatorische Reaktion der
Versuchsansitze, fallt auf, dass auch hier mit der hoheren Konzentration eine tendenziell
starkere Reduktion der IL-8-Konzentration ohne signifikante Ergebnisse erzielt werden
konnte, allerdings bei geringerer Anzahl an Experimenten. Die maximale Reduktion der
IL-8 Konzentration wird mit Ceftriaxon nach 60 Minuten mit einer Konzentration von 0,1
mg/ml erreicht (0,1 mg/ml (t;): 190182 pg/ml +/- 76972 p=0,21; 0,1 mg/ml (t1): 208563
pg/ml +/- 31027 p=0,74).
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Abbildung (16): IL-8 Konzentration in der Zelliiberstiinden in humanem Lungengewebe nach in vitro-Infektion
mit NTHi 10°cfu/ml und Kostimulation mit CEF 0,01 mg/ml und CEF 0,1 mg/ml zu unterschiedlichen Zeitpunkten
t; und t; (p=n.s.) nach Infektion (jeweils n=4)

Die MFX-Zugabe 15 Minuten (t)) vor der eigentlichen NTHi-Infektion, klinisch
entsprechend etwa einer prophylaktischen Antibiotikagabe, fiihrte ebenfalls zu einer
Reduktion der IL-8 Konzentration. Im Vergleich zu antibiotischer Therapie nach 15 (t)
und 60 (t,) Minuten, erreichte sie jedoch nur vergleichbare Werte mit der Applikation nach
60 Minuten. (0,1 mg/ml (t2): 226644 pg/ml +/- 172841); 15 Minuten vor NTHi-Infektion
(to): 245632 pg/ml +/- 98083).

Im direkten Vergleich der Zeitpunkte (t;) und (t,) untereinander konnten keine signifikanten
Unterschiede gezeigt werden (0,01 mg/ml: t1/t2 p=0,1; 0,1 mg/ml: t1/t2 p=0.62).
Ergiinzend zu den Zytokinmessungen im Uberstand fiihrten wir im Lungengewebe eine /-
situ-Hybridisierung durch. Auch hier bestitigten sich, die schon im IL8-ELISA
beobachteten Resultate. MFX konnte bereits in einer Konzentration von 0,01 mg/ml nach

60 Minuten (t,) eine deutliche Reduktion der IL-8 Konzentrationen zeigen.
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Abbildung (17): Nachweis von IL-8 mittles in-situ-Hybridisierung in MFX-Lungen. Nachweis von IL-8 (rotbraun)
in Alveolarmakrophagen und weniger in Alveolarepithelzellen. Reprisentatives Beispiel.
(Anti-Digoxigenin-Mausantikérper, 400 -fache Vergrofierung)

a) Unstimuliertes humanes Lungengewebe im MFX-Versuch

b) Deutlicher IL-8 Nachweis (rotbraun) auf Alveolarzellen nach Infektion mit NTHi 10° cfu/ml

¢) Reduzierte Expression von IL-8 (rotbraun) auf Alveolarmakrophagen und —epithelien nach Infektion mit NTHi 10° cfu/ml
und MFX 0,01 mg nach 24h, im Vergleich zu b)

Analog zu MFX wurde auch nach Inkubation mit CEF eine Darstellung von IL-8 im
Gewebe mittels /n-situ-Hybridisierung durchgefiihrt. Es zeigt sich eine diskrete Reduktion
der IL-8-Konzentration.

Abbildung (18): Nachweis von IL-8 mittels in-situ-Hybridisierung in CEF-Lungen. Nachweis von IL-8 (rotbraun)

in Alveolarmakrophagen und weniger in Alveolarepithelzellen Reprisentatives Beispiel
(Anti-Digoxigenin-Mausantikorper (400 -fache Vergrofierung)

a) Unstimmuliertes humanes Lungengewebe im CEF-Versuch

b) Nachweis von IL-8 (rotbraun) nach Infektion mit NTHi 10° cfu/ml nach 24h

¢) Diskrete Reduktion von IL-8 Molekiilen (rotbraun) nach Infektion mit NTHi 10° cfu/ml und CEF 0,01 mg/ml t; nach 24h im
CEF-Versuch, im Vergleich zu b)
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3.5 TLR2 Expression im humanen Lungengewebe nach in vitro

Infektion mit NTHi und antibiotischer Therapie

Mittels immunhistochemischer Nachweismethoden konnte in den stimulierten
Lungengewebestlicken auch die Expression des TLR2 Rezeptors beurteilt werden.
Vergleicht man unstimuliertes Gewebe mit dem Gewebe nach NTHi-Infektion, so ist eine
deutliche Zunahme der TLR2-Expression zu beobachten. In humanem Lungengewebe
fiihrte MFX in einer Konzentration von 0,1 mg/ml nach 60 Minuten (t,) zu einer deutlichen

Reduktion der TLR2-Expression nach NTHi-Stimulation.

Abbildung (19): Nachweis der TLR2-Expression mittels Immunhistochemie (rot) in humanem Lungengewebe der
MFX-Lungen. Die Firbung ist besonders ausgeprigt auf Alveolarmakrophagen, aber nach Stimulation auch auf
randstindigen Alveolarepithezellen gut erkennbar . Reprisentatives Beispiel (Anti-Digoxigenin-Mausantikérper
(400 fache Vergroflerung)

e e

f‘ﬁl/

a) Geringe TLR2-Expression (rot) in unstimuliertem humanem Lungengewebe

b) Deutliche TLR2-Expression (rot) im stimulierten Lungengewebe mit NTHi 10°cfu/ml nach 24h

¢) Reduzierte TLR2 Expression (rot) im humanen Lungengewebe nach NTHi 10° cfu/ml und Stimulation mit MFX 0,1 mg/ml t,
nach 24h

Bei der TLR2-Expression im Gewebe der CEF-Versuche ist nach CEF Stimulation ist eine
diskrete Reduktion der TLR2-Molekiile nach CEF 0,1 mg/ml nach 60 Minuten (t,) im

Gewebe zu beobachten.

Abbildung (20): Nachweis der TLR2-Expression mittels Immunhistochemie (rote Farbe) in humanem
Lungengewebe der CEF-Lungen. Reprisentatives Beispiel. (Anti-Digoxigenin-Mausantikorper, 400 fache
Vergrofierung)

a) Geringe TLR2-Expression (rot) im unstimulierten humanem Lungengewebe

b) Deutliche TLR2-Expression (rot) im stimulierten Lungengewebe mit NTHi 10°cfu/ml nach 24h

¢) Diskrete Reduktion der TLR2 Expression (rot) im humanen Lungengewebe nach NTHi 10° cfu/ml und Stimulation mit CEF
0,1 mg/ml t; nach 24h
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4 Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es immunmodulatorische Effekte von MFX in humanem
Lungengewebe zu untersuchen.

Das in unserer Arbeitsgruppe entwickelte und mehrfach publizierte Infektionsmodell des
humanen Lungengewebes (113) ermoglicht die Analyse von Entziindungs- und
Infektabwehrmechanismen im Gewebeverband und kann daher als Bindeglied zwischen
zellbiologischen, tierexperimentellen und klinischen Studien gelten. Als repridsentativer
bakterieller Erreger der COPD-Exazerbation wurde NTHi fiir die Stimulationen verwendet.
Analog zu vorangegangenen Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe, konnte durch NTHi
eine deutliche Stimulation der Zytokinexpression und der TLR-Expression durch den

Erreger beobachtet werden.

4.1 Antiinflammatorische Effekte von MXF

MFX konnte die IL-8 Freisetzung im Gewebeiiberstand in humanem Lungengewebe nach
NTHi-Stimulation — signifikant senken. Dabei konnte mit beiden verwendeten
Konzentrationen eine signifikante Reduktion erzielt werden.

Die Wirkung von Antibiotika im Lungengewebe wurde in Voruntersuchungen anderer
Autoren wiederholt tierexperimentell, aber auch in der Zellkultur untersucht. Der Effekt
auf die Zytokinproduktion, Zeitpunkt der Antibiotikaapplikation und Dosis waren dabei
von Dbesonderem Interesse. Bisher gab es allerdings keine Studien, die
Inflammationsprozesse in humanem Lungengewebe und nicht nur in einzelnen Zelltypen
der humanen Lunge oder des Blutes unter den Bedingungen der Antibiotikatherapie
bakterieller Infektionen untersuchten. Das Lungengewebe stellt ein komplexes
Abwehrsystem dar, bestehend aus ortsstindigen Zellen der lokalen Immunabwehr, wie den
Bronchial- und  Alveolarepithelien und Zellen des Immunsystems  wie
Alveolarmakrophagen, Mastzellen und natiirlichen Killerzellen. Die ex vivo Untersuchung
des humanen Lungengewebes ermdglicht daher einen besseren Einblick in das
Zusammenspiel der einzelnen Komponenten des pulmonalen Abwehrsystems (112, 113).

Zimmermann und Kollegen verglichen die antiinflammatorischen Effekte von
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unterschiedlichen Antibiotika in der Zellkultur in humanen bronchialen Epithelzellen, die
aus dem Lungengewebe von Patienten gewonnen wurden und nach spezieller Aufbereitung
mit TNF-a stimuliert wurden. Es wurden unterschiedliche Konzentrationen der Antibiotika
verwendet; MFX zeigte wie Azithromycin eine konzentrationsabhédngige, signifikante
Reduktion der IL-8-Konzentration im Vergleich zu Cefuroxim und Levofloxacin.
Tatsdchlich konnte durch Cefuroxim eine signifikante Zunahme der IL-8-Konzentration
nach Stimulation mit TNF-a in den bronchialen Epithelzellen gezeigt werden (173). In
einer anderen Arbeit wurden in vitro und in vivo Effekte auf die Zytokinproduktion unter
Therapie mit verschiedenen Fluorchinolonen in Méusen, bzw. in isolierten peritonealen
Mausmakrophagen, untersucht. Hierbei ergab sich ein heterogenes Bild: Ciprofloxacin,
Gatifloxacin, Norfloxacin und Levofloxacin wurden 1in zwei verschiedenen
Konzentrationen verwendet und zeigten einen unterschiedlichen Einfluss auf die
Konzentrationen von Interleukin-6, TNF-a und Interleukin-13 nach LPS-Stimulation im
Serum der Maiuse und den Makrophagen. Wihrend Norfloxacin, Gatifloxacin und
Ciprofloxacin die Konzentration von TNF-a im Mausserum signifikant reduzieren konnte,
zeigte Levofloxacin in der geringen Dosierung eine signifikante Steigerung der TNF-a
Konzentration. Unter Ciprofloxacin ergab sich zusitzlich eine Steigerung des IL-6 Levels,
wiahrend die anderen Fluorchinolone keinen relevanten Effekt auf die IL-6-Produktion
hatten. In den Analysen der Zytokinproduktion in Makrophagen konnte die TNF-a
Produktion durch alle verwendeten Fluorchinolone, bis auf Levofloxacin tendenziell
reduziert werden (99). Diese Arbeit verdeutlicht, dass verschiedene Fluorchinolone
unterschiedliche Einfliisse auf die Zytokinproduktion wihrend einer Inflammation haben
konnen. Dalhoff und Kollegen fassten dieses Phdnomen bereits in einem Review 2005
zusammen, in dem sie die immunmodulatorische Aktivitit alter und neuerer
Fluorchinolone in unterschiedlichen Gewebetypen darstellten (33).

Der Zeitpunkt der Zugabe des Antibiotikums wurde in keiner dieser Arbeiten untersucht.
Araujo und Kollegen testeten den Effekt von MFX zusédtzlich zu unterschiedlichen
Zeitpunkten und mit unterschiedlichen Konzentrationen hinsichtlich des Einflusses auf die
Produktion verschiedener Zytokine, insbesondere I1-6 und TNF-a, in humanen Monozyten

von gesunden Blutspendern nach erfolgter LPS-Stimulation. Auch in dieser Studie lieBen
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sich antiinflammatorische Effekte beobachten, wobei die Reduktion der Konzentration von
TNF-a signifikant war und IL-8 allerdings nicht getestet wurde (8).

In den hier zitierten Arbeiten erfolgte keine Infektion mit einem vitalen Erreger, sondern
nur Stimulationen mit LPS oder proinflammatorischen Zytokinen. Die Infektion mit einem
kompletten Erreger ermoglicht aber im Vergleich zu einer Mediator-Stimulation eine
klinikndhere Beurteilung des Entziindungsvorganges, da wihrend einer Infektion eine
Vielzahl von PAMPs und Virulenzfaktoren den Inflammationsprozess durch Aktivierung
unterschiedlicher Rezeptoren beeinflussen und dariiber hinaus vitale Erreger nach
Internalisierung zahlreiche Moglichkeiten der direkten intrazelluldren Interaktion mit der
Wirtszelle nutzen, die ebenfalls durch die Stimulation mit PAMPs nicht getestet werden
konnen. So spielt bei dem in unserer Arbeit verwendetem NTHi fiir die Interaktion mit
dem TLR-2-Rezeptor das Membranprotein OMP P6 eine entscheidende Rolle.

Weiterhin konnte unsere Arbeitsgruppe in einer frilheren Studie eine deutliche
ausgeprigtere Inflammation nach Inkubation respiratorischer Zellen mit vitalen, im
Vergleich zu abgetoteten NTHi nachweisen (113).

Choi und Kollegen testeten die Wirkung von MFX ebenfalls in unterschiedlichen
Konzentrationen nach Stimulation mit einem vitalen Erreger in mononukledren Zellen aus
menschlichem Blut. MFX konnte hier nach erfolgter Stimulation mit Streptococcus
pneumoniae und  Escherichia coli die Produktion von TNF-a und IL-6
konzentrationsabhédngig stirker reduzieren als Levofloxaxin oder Ceftriaxon (29). Die
hierfiir verwendeten Konzentrationen von MFX waren geringer als Konzentrationen, die
auch im Serum erreicht werden kdnnen. Anders als in unserer Arbeit wurde hier allerdings
nur mit einem Zelltyp aus peripherem Blut gearbeitet. Die bei uns verwendeten
Konzentrationen lagen hoher und entsprachen dem Konzentrationsbereich, der auch im
Gewebe nachgewiesen werden kann (137). Eine gewebstoxische Wirkung von MFX durch
die eingesetzten Antibiotikadosen- oder Erregerkonzentrationen konnte mittels LDH-
ELISA ausgeschlossen werden. Unsere Ergebnisse zeigen erstmals in humanem
Lungengewebe eine konzentrationsabhédngige, signifikante Reduktion der IL-8-

Konzentration unter MFX nach NTHi-Stimulation.
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4.2 Proinflammatorischer Effekt von CEF

B-Laktam-Antibiotika besitzen eine vorwiegend zeitabhidngige Wirkung, wéhrend die
bakterizide Wirkung der Chinolone konzentrationsabhéngig ist. Zellwandkomponenten und
Bestandteile des Zytoplasmas konnen proinflammatorisch wirken, wenn sie im Rahmen
der bakteriellen Zelllyse freigesetzt werden. Durch den Wirkmechanismus der B-Laktam-
Antibiotika kommt es durch Stérung der Zellwandsynthese zu Freisetzung von
Komponenten, wie Lipoteichonsdure und Peptidoglykan bei gram-positiven Bakterien und
Lipoproteinen, wie LPS, bei gram-negativen Bakterien. Im Kaninchenmodel mit
Pneumokokken-Meningitis konnte bereits in den 80iger Jahren eine proinflammatorische
Wirkung durch Freisetzung dieser Komponenten unter der Therapie mit B-Lactam-
Antibiotika nachgewiesen werden (148, 149, 150, 52).

Nach Infektion mit Pneumokokken im Zellkulturmodel mit TLR2-transfizierten Hela-
Zellen konnte durch freigesetztes Peptidoglycan eine vermehrte Aktivierung des TLR-2-
Rezeptor mit folgender erhohter Produktion von proinflammatorischen Zytokinen, wie
auch IL-8 nachgewiesen werden (95). Diese proinflammatorischen Faktoren wurden fiir
die klinische Verschlechterung im Rahmen eines septischen Schocks verantwortlich
gemacht und die Entwicklung von antimikrobiellen Peptiden schloss sich an. Trotz
Reduktion der proinflammatorischen Aktivitdt und Besserung von Outcome und Mortalitét,
ist der Einsatz durch schwerwiegende Nebenwirkungen limitiert (117). Im Vergleich hierzu
wurde unter nicht zellwandaktiven Antibiotika, wie Makroliden und Fluorchinolonen, eine
vergleichbare proinflammatorische Wirkung bei diesen Substanzen nicht beobachtet (139).
Betrachtet man die Ergebnisse der Cephalosporin-Gruppe unter diesen Aspekten, steht die
weniger ausgepriagte Reduktion und leichte IL-8-Zunahme nach Zugabe des Antibiotikums
in Einklang mit diesen Erkenntnissen. In Analogie hierzu konnte auch Zimmermann in
seiner Arbeit mit bronchialen Epithelzellen eine deutliche Zunahme der IL-8-Produktion
unter Inkubation mit Cefuroxim beobachten (173). In einer klinischen randomisierten
Studie wurden Serumkonzentrationen von verschiedenen Zytokinen nach 0, 24, 72 und 120
Stunden untersucht, nachdem Patienten mit einer Pneumokokkenpneumonie entweder
Ceftriaxon oder Levofloxacin erhalten hatten. Auch hier zeigten sich unter Ceftriaxon

verglichen mit Levofloxacin persistierend hohere Werte fiir TNF-a nach 120 Stunden. Als
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Ursache wurden auch hier die proinflammatorische Wirkungen von Zellwandbestandteilen
der Bakterien angenommen, aber auch immunmodulatorische Effekte von Levofloxacin

(23).

4.3 Immunmodulatorischer Wirkmechanismus von MFX

Beim immunmodulatorischen Wirkmechanismus von MFX gibt es Hinweise zur
Beeinflussung von zyklischem AMP (cAMP) und verschiedenen Proteinkinasen sowie zur
Regulation von intrazelluldren Signalkaskaden und Transkriptionsfaktoren (33). MAP-
Kinasen (mitogen-activated protein kinases), spielen eine wichtige Rolle bei
Zellwachstum, Zelldifferenzierung und Entziindungsvorgingen. Der MAP-Kinaseweg
umfasst mindestens drei in ,,Reihe* geschaltete Kinasen, die Extracellular-signal regulated
kinases (ERK), P38-mitogenaktivierte Proteinkinase (p38) und C-Jun-N-terminale Kinase
(JNK). Dass die Zytokinproduktion eng mit der Aktivierung von NF-kB und verschiedenen
MAP-Kinasewegen zusammenhéngt konnte in den letzten Dekaden durch mehrere Studien
nachgewiesen werden (61). INK-Kinase und ERK1/2-Kinase spielen neben einer NF-«B-
Aktivierung iiber den NIK-IKK-IkBa-NFkB-Weg eine wichtige Rolle und fithren zur
Produktion von proinflammatorischen Zytokinen, wie IL-6 und IL-8 (74, 96). Die p38-
Kinase spielt auch in der Pathophysiologie der NTHi-Infektion eine wichtige Rolle. Neben
der Produktion von Zytokinen iiber eine NF-kB-Aktivierung, stimuliert sie zusétzlich die
Produktion von MUCSAC, einem zentralen mukus-regulierendem Protein. MUCSAC
spielt eine wichtige Rolle im Rahmen der Abwehr bakterieller Erreger in der Mukosa des
Respirationstraktes. Interessanterweise inhibiert die parallel durch NTHi aktivierte
Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) die Aktivitit der p38-Kinase und somit die NF-kB-
Aktivierung, wihrend NTHi iiber die Aktivierung des TLR2-Rezeptors zu einer NF-kB-
Aktivierung und Produktion von proinflammatorischen Zytokinen fiihrt (77, 156). Die
p38-Kinase und der TLR2-Rezeptor haben somit gegensétzliche Effekte.

Zur immunmodulierenden Wirkung von MFX liegen eine Reihe von zellbiologischen
Untersuchungen vor: MFX fiihrt nicht nur durch Hemmung der ERK1/2-Kinase, sondern
auch tiiber eine Inhibierung der p38-Kinase zu einer Reduktion der Inflammation, wie eine

zellbiologische Studie an Monozyten zeigen konnte, die durch Aspergillus fumigatus
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vorstimuliert wurden (127). Werber et al. konnten ebenfalls eine antiinflammatorische
Wirkung von MFX zeigen, indem die Aktivierung von JNK und ERK 1/2 sowie NF-kB
inhibiert wurde, nachdem A549 Zellen mit Interleukin-18 und Interferon-y stimuliert
wurden (158). In zwei weiteren Studien konnte eine &hnliche Beeinflussung der
Signaltransduktion beziiglich ERK1/2 und JNK durch MFX in mit Candida albicans
infizierte A 549 Zellen sowie in durch LPS stimulierten humanen Monozyten gezeigt
werden (17, 157).

In glatten Muskelzellen von Ratten zeigte sich analog durch MFX eine supprimierte
Produktion von proinflammatorischen Zytokinen, wie IL-8, nach Stimulation mit TNF-q,
die durch Inhibition der ERK 1/2-Kinase und der NfkB Aktivierung vermittelt war (76).

Im Hinblick auf weitere Mechanismen der immunmodulatorischen Effekte von Antibiotika
in humanem Lungengewebe untersuchten wir zusitzlich die TLR2-Expression vor und
nach NTHi-Stimulation, sowie 15 und 60 Minuten nach Antibiotikagabe. Unter MFX war
eine Reduktion der TLR2-Expression deutlich nachzuweisen.

Im Zusammenhang mit der antiinfektiven Therapie ist dabei die Interaktion mit
respiratorischen Erregern zu beriicksichtigen. So kommt es bei Infektion mit NTHi nach
Bindung an den TLR 2 zur vermehrten Expression von proinflammatorischen Molekiilen
sowie zur Hochregulation von TLR 2. Neben der Aktivierung von NF-«B ist auch die p38-
MAP Kinase involviert. Uber beide Wege stimuliert NTHi die Freisetzung
proinflammatorischer Molekiile und beeinflusst so auch die Expression von TLR 2 und des
MUC 2-Rezeptors, die eine NTHi-Erkennung durch die Zielzellen verbessern. Der p38-
Weg funktioniert dabei allerdings hinsichtlich der TLR2-Expression als Negativ-Regulator,
so dass eine gesteigerte Expression des TLR 2-Rezeptors hauptsidchlich iiber die
Aktivierung von NF-kB vermittelt wird (130, 77, 78). Studien zur Interaktion mit
Steroiden konnten zeigen, dass Glukokortikoide iiber eine Inhibierung des p38 Weges in
der Lage sind, die Expression des TLR2-Rezeptors zu erhohen (155, 130).

Im Tiermodell mit Muskelzellen aus dem Respirationstrakt von Ratten hemmte MFX die
MAP-Kinase ERK1/2 und fiihrte zu einer verringerten Produktion von Zytokinen, unter
anderem auch IL-8. Zusitzlich kam es zu einer Reduktion des NF-«kB- Levels (76).

Weiss et al konnten zusitzlich in ihren Versuchen mit durch LPS stimulierten humanen
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Monozyten mittels Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA) eine Verhinderung der
Bindung von NF-kB an die DNA nachweisen. Weitere Untersuchungen der IKK-IxBa-
NF«B- Signalkaskade zeigten, dass MFX eine Abspaltung von I-xB verhindert und somit
keine Aktivierung von NF-kB erfolgen kann (157). Dies resultiert nicht nur in einer
Reduktion von proinflammatorischen Molekiilen, sondern auch in einer geringeren
Expression des TLR-2- Rezeptors auf der Oberflache der jeweiligen Zelle.

MFX ist somit in der Lage durch Inhibition aller drei MAP-Kinasen in deren Signalweg
einzugreifen und beeinflusst so die Ausschiittung proinflammatorischer Zytokine.

Auch durch die Inhibition der NF-kB-Aktivierung iiber den IKK-IxBa-NFkB-Weg wird die
Produktion proinflammatorischer Zytokine reduziert und eine Runterregulation der TLR-2-

Expression gewdhrleistet.
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Abbildung (21): Schematische Darstellung der durch NTHi induzierten Signalwege und relevanten Kinasen unter
Therapie mit MFX: MFX hemmt die Aktivitit der MAP-Kinasen (ERK 1/2, JNK, p38) und des NfkB-Weges

TLR 2 (Toll-like Rezeptor 2); TNF (Tumornekrosefaktor); MyD88 (myeloid differentiation primary r
accelerated fibrosarcoma), IRAK (interleukin-1 receptor-associated kinase-1); PI3K (phosphoinositide 3-kinase); ERK (extracellular-signal Regulated Kinase); NFxB

protein); TIRAP (toll-like receptor adaptors); RAF (rapidly

(nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells); JNK (c-Jun N-terminal ki ); p38 (p38-ki ); IkBa (reg: protein NFkB) ; Ikka/b (I kappa

kinase)
Die unter Inkubation mit MFX beobachtete signifikante Reduktion der IL-8 Konzentration
und die reduzierte TLR-2-Expression sind somit durch diese immunmodulatorischen

Effekte erklarbar. CEF aus der Gruppe der B-Lactam-Antibiotika weist im Gegensatz zu
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Fluorchinolonen aufgrund seines Wirkmechanismus keine intrazellulire Wirksamkeit auf.
Immunmodulatorische Effekte durch eine direkte Interaktionen mit Signalkaskaden und

einzelnen Kinasen, konnen bei CEF daher nicht erwartet werden.

Limitationen:

Diese Arbeit weist eine Reihe von Limitationen auf. Zunichst war aufgrund der begrenzten
Anzahl von verfiigbaren Lungen nur eine bedingte Interpretationsmdglichkeit gegeben.
Insbesondere war ein direkter Vergleich der Effekte beider Antibiotika nicht mdglich, da
ein Lungengeweberesektat jeweils nur mit einem Antibiotikum inkubiert werden konnte,
so dass die Experimente nicht simultan, sondern konsekutiv durchgefiihrt wurden.

Auch wenn die Patientendaten keine signifikanten Unterschiede zwischen beiden Gruppen
aufweisen, variiert dennoch die Beschaffenheit des Lungengewebes und die Einfliisse auf
das Lungengewebe durch Transport, Lagerung und Verarbeitung, kdnnen trotz einheitlicher
Prozesse nicht komplett standardisiert werden.

In der Vergangenheit haben sich viele Studien mit der Wirkung von Antibiotika in
unterschiedlichen, meist tierexperimentellen Modellen beschéftigt. Trotz der genannten
Limitationen konnten wir erstmals durch Verwendung des Lungengewebsmodells mit
Stimulationen in humanem Gewebe, dennoch die Vorginge wéhrend einer pulmonalen
Infektion reprédsentativer darstellen, als dies durch die Untersuchung mit einzelnen
Komponenten des pulmonalen Immunsystems moglich ist. Dabei war es uns moglich,

signifikante immunmodulatorische Effekte von MFX nachzuweisen.

4.4 Klinische Konsequenzen: Antibiotische Therapie und

Immunmodulation in der Therapie von COPD-Exazerbationen
Aufgrund der hohen Morbiditit und Mortalitdt der COPD spielt die erfolgreiche Therapie
der Exazerbation, aber auch deren Privention, eine bedeutende Rolle in der aktuellen
Forschung.

MFX hat aufgrund seiner immunmodulatorischen Eigenschaft ein Potential bei der
Reduktion andauernder Inflammation im Lungengewebe bei Patienten mit infekt-

assoziierter Exazerbation. Die Substanz stellt somit aus pathophysiologischer Sicht eine
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Kombination von Antibiotikum und Immunmodulator da. Allerdings ist das
Nebenwirkungsprofil von MFX nicht zu unterschitzen. Schwerwiegend sind die
kardiovaskuldren Komplikationen, die unter der Therapie mit MFX auftreten konnen. Von
besonderer Bedeutung ist die QT-Zeit verlingernde Wirkung von Fluorchinolonen, von
denen MFX mit 600 ms im Mittel einen besonders ausgeprigten Effekt aufweist (68).
Folgen dieser QT-Zeit Verlangerung sind maligne Herzrhythmusstdrungen, wie Torsade de
pointes, die in Kammerflimmern {ibergehen und zum Herzstillstand fiihren kénnen (4) und
mit hoher Mortalitét assoziiert sind (49, 46). Diese unerwiinschte Wirkung erfordert einen
umsichtigen Einsatz von MFX. EFEine klinische Studie, die kardiovaskulire
Nebenwirkungen unter Therapie von Fluorchinolonen, insbesondere MFX, und
Betalaktam-Antibiotika untersuchte, konnte zeigen, dass bei Patienten mit kardiovaskuldrer
Grunderkrankung die Mortalitit aufgrund kardiovaskuldrer Events unter MFX 2-3 fach
gegeniiber Amoxicillin erhdht ist (31). Somit sollte der Einsatz von MFX gerade bei
Patienten mit kardiovaskuldren Vorerkrankungen, wie sie die meisten COPD-Patienten
aufweisen, genau gepriift und iiberwacht werden. Zusitzlich warnt die Europdische
Arzneimittelagentur vor moglichen schweren Leberschidden durch die Anwendung von
MFX. Die Indikation sollte somit genau gepriift werden und der Einsatz von MFX ist
aktuell nur empfohlen, wenn andere Antibiotika keine Wirksamkeit zeigen oder aus
anderen Griinden ungeeignet sind (45).

Der Umstand, dass nicht alle Exazerbationen bakteriellen Ursprungs sind und bei einer
nicht unbedeutenden Zahl die Ursache nicht sicher ermittelt werden kann, fiithrt zu der
Frage, ob und wann eine antibiotische Therapie {iberhaupt indiziert ist. Eine Cochrane-
Analyse samtlicher Antibiotikastudien der COPD wihrend Exazerbationen konnte einen
klaren Benefit der antibiotischen Therapie erkennen, wenn die Patienten intensivpflichtig
waren. Fiir alle anderen Patientengruppen war die Datenlage nicht eindeutig. Die
Antibiotika hatten weder einen Einfluss auf die Mortalitit oder auf die Dauer des
Krankenhausaufenthaltes (154).

Aufgrund dieser Datenlage befassten sich Studien mit diagnostischen Moglichkeiten, um
Ursachen einer Exazerbation schnellstmoglich zu erkennen. Die Analysen von Sputum und

Bewertungen von Biomarkern, wie CRP, Neopterin und Procalcitonin, sollten bei der

46



Entscheidung helfen, wann eine antibiotische Therapie indiziert ist. Bafadhel und Kollegen
definierten vier verschiedene Arten von Exazerbationen anhand von Biomarkern.
Exazerbationen mit bakterieller Ursache waren mit erhohten Werten von IL-1p im Sputum
assoziiert (10). Die Verschreibung von Antibiotika konnte deutlich reduziert werden und es
kam zu keiner Zunahme der Mortalitdt oder der unerwiinschten Ereignisse (9). Soler und
Kollegen untersuchten ambulante Patienten mit Exazerbation und behandelten nur
diejenigen Patienten mit Antibiotika, bei denen purulentes Sputum und ein erhohtes CRP
nachgewiesen werden konnte. Auch hier kam es zu keiner Zunahme der Mortalitét (134).
Obwohl in beiden Studien die Behandlung nicht randomisiert erfolgte und das durchaus als
Limitation gesehen werden muss, ermdglichen die verfiigbaren Daten dennoch in der
Klinik einen kalkulierten Einsatz von Antibiotika. Der Einsatz von Antibiotika wird somit
in aktuellen internationalen Leitlinien empfohlen, wenn der Verdacht auf eine bakterielle
Ursache einer Exazerbation besteht und ist dann mit einem besseren Outcome assoziiert. In
der Klinik betrifft das die Patienten mit vermehrter Dyspnoe, vermehrtem und purulentem
Sputum (55). Hierfir werden im frithen Stadium B-Lactam-Antibiotika, ggf. mit B-
Lactamase-Inhibitoren empfohlen. Fluorchinolone, insbesondere MFX, sind erst in
fortgeschrittenen Stadien empfohlen (21, 166).

Aufgrund der Erkenntnis der unkontrollierten und persistierenden Aktivierung des
Immunsystems durch proinflammatorische Komponenten im Rahmen der Pathogenese der
COPD wird Hoffnung in Medikamente gesetzt, die mit antiinflammatorischen und
immunmodulatorischen Fdhigkeiten gezielt in die Pathogenese der COPD eingreifen
konnen, um so Exazerbationen vorzubeugen.

Phosphodieseteraschemmer  wirken  bronchodilatatorisch  und  besitzen  einen
antiinflammatorischen Effekt (12, 88). Auch wenn durch den Einsatz von Roflumilast,
einem neueren Phosphodiesterasechemmer, eine Verbesserung der Lungenfunktion
beobachtet werden konnte, wird die Anwendung aufgrund des Nebenwirkungsprofil aktuell
nur bei Patienten mit fortgeschrittener COPD als ergdnzende Therapie empfohlen (103).
N-Acetylcysteine ist ein weit gebrduchliches Antioxidant und kann positiv auf
Inflammationsprozesse im Lungengewebe einwirken (116). Durch Reduktion der

Hypersekretion im Lungengewebe und durch seine mukolytische Eigenschaft wird es nicht

47



nur bei COPD-Patienten, sondern auch bei Patienten mit Mukoviszidose eingesetzt.
Allerdings konnte in einer Cochrane Analyse aufgrund der nicht eindeutigen Studienlage
faktisch kein Benefit unter der Therapie beobachtet werden. Daher kann auch in
internationalen Leitlinien aktuell keine generelle Empfehlung fiir den Einsatz von N-
Acetylcysteine gegeben werden (55, 107).

Die Erprobung von Chemokin- und Zytokinrezeptorantagonisten, die direkt an dem
jeweiligen Rezeptor konkurrieren, ist Gegenstand aktueller Forschung. MK-7123 zeigte als
CXCR2-Antagonist neben einer deutlichen Abnahme der Inflammation im Lungengewebe
eine Verbesserung der Lungenfunktion mit einer reduzierten Anzahl von Exazerbationen
und einer Besserung der Symptomatik und Lebensqualitit. Trotz dosisabhingiger
Neutropenie kam es nicht zu vermehrten Infekten, obwohl dies sicherlich ein limitierender
Faktor in der therapeutischen Anwendung werden kann. Benralizumab zeigte als
Interleukin-5-Rezeptorantagonist allerdings gegeniiber Placebo keine bessere Wirkung in
Bezug auf Reduktion der Exazerbation (111, 24, 19).

Aufgrund der Bedeutsamkeit und der Moglichkeit der Immunmodulation, ist die
Entwicklung von Inhibitoren von MAP-Kinasen eine logische Konsequenz. Insbesondere
die p38 Kinase spielt dabei eine besondere Rolle. Eine Inhibierung dieser Kinase konnte in
ersten Studien tatsdchlich eine Verbesserung der Lungenfunktion durch Unterbindung der
persistierenden Inflammation erzielen. Insbesondere Losmapimod und PH-797804 konnten
inhalativ eine vermehrte Hemmung der p38-Kinase zeigen. PH-797804 konnte in einer
klinischen Studie eine Verbesserung der Lungenfunktion gegeniiber Placebo bei Patienten
mit moderater bis schweren COPD bewirken (98, 81).

Aktuell sind MFX und Azithromycin die einzigen klinisch einsetzbaren Substanzen, die
neben antibakteriellen FEigenschaften antiinflammatorisch und immunmodulatorisch
wirksam sind. Azithromycin konnte in einer randomisierten Studie zu einer Verldngerung
des exazerbationsfreien Intervalls fiihren (2).

Die weitere Entwicklung von Medikamenten, die zu einer Reduktion der Inflammation
fithren, sind ein vielversprechender Ansatz in der Therapie der stabilen COPD und der
Reduktion von Exazerbationen.

Mit dem vorrangigen Ziel, Exazerbationen zu verhindern, konnte die Progression der
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Erkrankung aufgehalten werden und damit eine positive Beeinflussung der Morbiditit und

Mortalitit in der Zukunft gelingen.
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S Zusammenfassung

Die COPD ist derzeit eine der filhrenden Ursachen fiir Morbiditdt und Mortalitét und wird
in ihrer Progredienz in erster Linie durch die Anzahl und Schwere von Exazerbationen
bestimmt.

Bakterielle Infektionen sind als héufigste Ursache fiir Exazerbationen der COPD
verantwortlich. Haemophilus influenzae ist das am haufigsten isolierte Bakterium bei
solchen Infektexazerbationen und somit von besonderer Bedeutung hinsichtlich
Pathogenese und Therapie. Eine antibiotische Therapie der bakteriellen Infektionen hat
demnach eine extrem grole Bedeutung. Zusétzlich spielen immunmodulatorische
Mechanismen bei der Entstehung von Exazerbationen eine entscheidende Rolle, die
Gegenstand dieser Arbeit waren.

Fiir unsere Versuche verwendeten wir humanes Lungengewebe von Patienten, die sich
aufgrund pulmonaler Rundherde oder Ahnlichem einem thoraxchirurgischen Eingriff
unterziehen muBiten. Nach in vitro-Stimulation mit Hadmophilus influenzae und Zugabe von
Moxifloxacin oder Ceftriaxon untersuchten wir das Lungengewebe und die
Gewebeliberstinde hinsichtlich immunologischer Verdnderungen auf Rezeptorebene und
die dadurch bedingten Anderung der Sekretion inflammatorischer Mediatoren.

Unsere ex vivo Ergebnisse konnten bei mit Moxifloxacin stimulierten Lungen eine
signifikante Reduktion der Konzentration des proinflammatorisch wirkenden Interleukin-8
zeigen. Zusétzlich konnte eine Reduktion der Expression des Toll-like Rezeptor 2 in
humanem Lungengewebe durch Moxifloxacin beobachtet werden. Neben den
antimikrobiellen Effekten einer antibiotischen Therapie weisen unsere Ergebnisse auf
zusitzliche immunmodulatorische Eigenschaften von Moxifloxacin in humanem
Lungengewebe hin.

Immunmodulatorische Effekte zur Reduktion der entziindlichen Aktivitdt kdnnen ein
zusiétzlicher Benefit in der Therapie der COPD und der Exazerbation sein, da bei der
Pathogenese der COPD eine chronische Entziindungsreaktion eine entscheidende Rolle
spielt. Durch immunmodulatorische Effekte der eingesetzten Pharmaka konnte durch die
Pravention von Exazerbationen die Progression der Erkrankung moglicherweise verzdgert

und die Lebensqualitit der Patienten gebessert werden.
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