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Abstrakt

G-CSF besitzt direkte Effekte auf die Aktivierung bakterizider Eigenschaften neutrophiler

Granulozyten und verbessert das Überleben bakteriell infizierter Tiere. Daher wurde in der

hier vorliegenden Arbeit der Effekt einer prophylaktischen oder therapeutischen Gabe von G-

CSF bei experimenteller Pneumonie durch Klebsiella pneumoniae in Mäusen untersucht.

Unerwarteterweise verschlechterte aber eine prophylaktische G-CSF-Gabe das Überleben und

führte dosisabhängig zu einer Steigerung der bakteriellen Dissemination von der Lunge in

Leber und Milz. Im Gegensatz dazu konnte ein spezifisch gegen K2-Kapselpolysaccharid

(K2-KPS) von K. pneumoniae gerichteter monoklonaler Antikörper signifikant die

Vermehrung der Bakterien in Lunge, Leber und Milz reduzieren. Die Blockierung von

TNF−α durch Pentoxifyllin hingegen verzögerte die Letalität nach Induktion der Pneumonie,

verhinderte sie jedoch nicht. In vitro konnte hier nachgewiesen werden, daß G-CSF spezifisch

an K. pneumoniae bindet und daß diese Bindung an mehrere Proteine mit einem

Molekulargewicht von 41, 25 und 21 kDa erfolgt. Die Bindung von G-CSF an K. pneumoniae

führte zu einer signifikant erhöhten Produktion des wichtigsten Virulenzfaktors, K2-KPS.

Dies verminderte in vitro signifikant eine Phagozytose der Bakterien durch neutrophile

Granulozyten. Damit gelang es zum ersten Mal, die Bindung von G-CSF an ein gram-

negatives Bakterium, K. pneumoniae, nachzuweisen und zu zeigen, daß diese Bindung in

vitro zu einer erhöhten Produktion des wichtigsten Virulenzfaktors und in vivo zur

Verschlechterung einer experimentellen Pneumonie durch erhöhte bakterielle Disseminierung

bei prophylaktischer Gabe von G-CSF vor Infektion führt. Die weitere Untersuchung dieser

Phänomene hinsichtlich einer möglichen Bindung von G-CSF auch an andere Bakterien

könnte zu einer differenzierten supportiven Therapie bakterieller Infektionen mit G-CSF in

nicht neutropenischen Patienten führen.
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Abstract

Besides its well-established effects on granulocytopoiesis, granulocyte colony-stimulating

factor (G-CSF) has been shown to have direct effects on the recruitment and bactericidal

ability of neutrophils, resulting in improved survival of experimentally infected animals. The

effect of G-CSF on the course of experimental pneumonia induced by Klebsiella pneumoniae

was studied. Using a highly reproducible murine model, the paradoxical finding that mortality

from infection was significantly increased when animals received G-CSF before induction of

pneumonia could be demonstrated. Administration of G-CSF promoted replication of bacteria

in the liver and spleen, thus indicating an impairment rather than an enhancement of

antibacterial mechanisms. By contrast, a monoclonal antibody against Klebsiella K2 capsule

significantly reduced bacterial multiplication in the lung, liver, and spleen, and abrogated the

increased mortality caused by G-CSF. Blocking of TNF-α with pentoxifylline, however,

could not prevent increased mortality caused by G-CSF. In vitro studies showed a direct effect

of G-CSF on K pneumoniae resulting in inreased capsular polysaccharide (CPS) production.

When bacteria were coincubated with therapeutically achievable concentrations of G-CSF,

phagocytic uptake and killing by neutrophils was impaired. Western blot analysis showed

three binding sites of G-CSF to K pneumoniae. Thus, in this model, the direct effect of G-CSF

on a bacterial virulence factor, CPS production, outweighed any beneficial effect of G-CSF on

recruitment and stimulation of leukocytes. Further investigations of possible binding of G-

CSF to other bacteria might influence a differentiated supportive therapy of bacterial

infections in non-neutropenic patients with this growth factor.
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1. Einleitung

1.1. Allgemeine Betrachtungen

Die zytostatische Therapie bösartiger Erkrankungen führt häufig zur Granulozytopenie.

In Abhängigkeit von Ausmaß und Dauer der Granulozytopenie nimmt das Risiko von

Infektionen zu. Diese nehmen oft einen raschen progredienten Verlauf; Fieber ist als

klinisches Symptom häufig das einzige Zeichen einer Infektion. Die Entwicklung zum

septischen Schock bei Bakteriämien tritt in etwa 40% aller Fälle auf, mit einer hohen

Letalität zwischen 40 und 90%. Komplizierend kommt hinzu, daß sich Resistenzen und

Mehrfachresistenzen bei klinisch bedeutsamen Bakterien immer mehr ausbreiten und

somit die antibiotische Therapie von Infektionen erheblich erschweren. Deshalb ist es

von großer Wichtigkeit, anti-infektiöse Therapiestrategien zu evaluieren, die ergänzend

zu Antibiotika eingesetzt werden können. In dieser Hinsicht sind unter anderem zwei

Ansätze von Interesse, die zum einen den Einsatz von hämatopoetischen Wachstums-

faktoren {4247}, zum anderen das Konzept einer passiven Immunisierung gegen spezi-

fische bakterielle Virulenzfaktoren untersuchen {3819}{3802}{3801}.

In der hier vorgelegten Arbeit wird anhand des tierexperimentellen Modells einer

Pneumonie mit nachfolgender Sepsis durch Klebsiella pneumoniae der Einsatz von gra-

nulocyte colony-stimulating factor (G-CSF) und einem monoklonalen Antikörper gegen

den wichtigsten Virulenzfaktor von K. pneumoniae untersucht.

1.2. Klebsiella pneumoniae

K. pneumoniae ist eines der bei schweren nosokomialen Infektionen am häufigsten

isolierten Bakterien {747}{728}{740}{298}{755}{730}. In erster Linie werden durch

diesen Keim Pneumonien, Bakteriämien und Harnwegsinfektionen hervorgerufen

{755}{731}{876}. Pulmonale Infektionen zeigen häufig besonders schwere Verläufe

durch multilobulären Befall, rasch progredienten klinischen Verlauf und durch die Aus-

bildung von Abszessen {2548}{729}. Auffallend ist die hohe Letalität von 40 – 60%

und mehr trotz adäquater Antibiotikatherapie {298}{3815}{876}.

Erschwerend kommt hinzu, daß die Anzahl gegenüber häufig verwendeten Antibiotika

resistenter Isolate zunimmt. Die neuen Resistenzenzyme mit erweitertem Spektrum
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(extended-spectrum β-Laktamasen, ESBL) werden ungewöhnlich häufig bei Klebsiellen

beschrieben, die Ursache hierfür ist unbekannt. Es handelt sich gewöhnlich um Isolate

aus nosokomialen Infektionen {102}{719}{3950}{724}{3511}. Teilweise findet sich

eine deutliche Korrelation zwischen der zunehmenden Anwendung bestimmter Antibi-

otika und einer steigenden Frequenz ESBL-bildender Isolate von K. pneumoniae

{724}{2546}.

1.2.1. Bakterielle Virulenzfaktoren

1.2.1.1. Kapselpolysaccharid (KPS)

Der wahrscheinlich wichtigste Virulenzfaktor von K. pneumoniae ist das Kapselpoly-

saccharid (KPS) {2267}{3818}. Zum einen verhindert KPS die Phagozytose der Bak-

terien durch neutrophile Granulozyten {3006}, zum anderen wird KPS während des

bakteriellen Wachstums und durch den Einfluß antimikrobieller Substanzen freigesetzt

{106}{2008}. Im Rahmen einer schweren Infektion ließen sich bei einem Patienten

hohe Mengen an KPS im Serum nachweisen, die bei erfolgreicher Behandlung wieder

verschwanden {106}. Während der Wachstumsphase der Keime verbindet sich dieses

KPS mit Lipopolysaccharid (LPS, Endotoxin) und Proteinen und formt einen toxischen

Komplex, der für die durch Klebsiella typischerweise verursachten Nekrosen bei Pneu-

monien verantwortlich gemacht wird {762}{763}. Erschwerend kommt hinzu, daß bei

nur subinhibitorischen Konzentrationen von Antibiotika, wie sie z.B. in Abszessen beo-

bachtet werden können, die Bakterien vermehrt KPS produzieren {2008}.

Siebenundsiebzig verschiedene KPS-Serotypen sind bei der Species Klebsiella bekannt

{4481}. Zwar konnten einige Studien ein Vorherrschen bestimmter Serotypen in klinis-

chen Isolaten nicht nachweisen {3810}{3818}, andere Untersuchungen erbrachten

jedoch eine vermehrte Isolation der Serotypen K2, K21 und K7 bei Infektionen des

Respirations- und des Urogenitaltraktes {851}{735}{739}{3800}.
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1.2.1.2. Lipopolysaccharid (LPS)

Ein weiterer Virulenzfaktor ist LPS, ein wichtiger Mediator des septischen Schocks.

Neben diesen zytokin-vermittelten Effekten ist das LPS von K. pneumoniae für die Re-

sistenz des Bakteriums gegenüber der Serumbakterizidie verantwortlich, KPS dagegen

scheint in dieser Hinsicht keine Rolle zu spielen {3806}. LPS alleine jedoch ist nicht

hinreichend, um eine experimentelle pulmonale Infektion mit virulenten Klebsiellen

auch letal enden zu lassen. In einer Versuchsreihe mit verschiedenen Klebsiellenstäm-

men, die sich in der Produktion von KPS (bzw. der fehlenden Produktion von KPS) ver-

schiedener Serotypen unterschieden, konnte nachgewiesen werden, daß die Gabe selbst

sehr hoher Keimzahlen nicht letal ist, wenn kein KPS oder KPS eines anderen Serotyps

als K2 und K1 produziert wird {4155}. Die Keimzahlen (lethal dose50, LD50) lagen über

5 x 106 koloniebildende Einheiten (KBE) für K. pneumoniae 7380 (Serotyp O2ab:K–),

über 1,33 x 107 KBE für K. pneumoniae F201 (Serotyp O1:K–) und über 8,25 x 107

KBE für K. pneumoniae 390 (Serotyp O3:K11) {4155}. Hingegen waren sehr geringe

Keimzahlen der Klebsiellenstämme B5055 und A5054 letal, wobei sich der Stamm

B5055, der KPS des Serotyps K2 produziert, als virulenter erwies als der Stamm A5054

mit KPS des Serotyps K1. Es spielte dabei keine Rolle, ob die infizierte Maus ge-

genüber LPS empfindlich oder unempfindlich war {4155}. So betrug die LD50 bei LPS-

sensiblen Mäusen (Stämme ICR und C3H/HeN) für K. pneumoniae B5055 (Serotyp

O1:K2) 5 x 102 KBE und bei LPS-unempfindlichen Mäusen (Stamm C3H/HeJ) 2,27 x

102 KBE {4155}.

1.2.2. Situation bei einer Pneumonie durch K. pneumoniae

Wie bereits erwähnt, zeichnet sich die durch K. pneumoniae verursachte Pneumonie

durch einen raschen Verlauf mit hoher Letalität aus. Die wichtigsten Virulenzfaktoren

von Seiten der Bakterien sind KPS und LPS; auf Seiten des Wirtes sind als wichtigste

Abwehrfaktoren von zellulärer Seite her neutrophile Granulozyten und, im Fall einer

pulmonalen Infektion, Alveolarmakrophagen zu nennen {4241}. Die entscheidenden

humoralen Faktoren und Zytokine sind TNF−α, Macrophage Inflammatory Protein

(MIP)-2, IFN−γ, ICAM-1 und Nitric Oxide (NO). Die Inhibierung von TNF−α erhöht

die Letalität und die Keimzahl in der Lunge {4242}, die Behandlung mit einem

TNF−α-Agonisten hingegen hat genau die entgegengesetzten Effekte {4240}. Die Be-
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deutung von TNF−α bei der Abwehr bakterieller Infektionen über z.B. Aktivierung

neutrophiler Granulozyten konnte auch bei der experimentellen Legionellenpneumonie

{4199}, der experimentellen Pneumocystis carinii-Pneumonie {4194} und bei der ex-

perimentellen S. typhimurium-Peritonitis nachgewiesen werden {4182}. Die Gabe von

IFN−γ vor experimenteller Wundinfektion durch K. pneumoniae erhöht das Überleben,

ohne additive oder synergistische Wirkung mit TNF−α zu zeigen {4180}. Bei anderen

Infektionsmodellen jedoch war ein Synergismus von IFN−γ mit TNF−α hinsichtlich der

protektiven Wirkung dieser Zytokine nachweisbar {4182}{4179}. Das MIP-2 ist bei der

experimentellen K. pneumoniae-Pneumonie erhöht nachweisbar, seine Inhibierung

verschlechtert das Überleben und erhöht das bakterielle Wachstum {3120}. Bei K.

pneumoniae-Pneumonie wird ICAM-1 vermehrt auf Alveolarmakrophagen exprimiert,

das Fehlen dieser Expression geht mit erhöhter Letalität, verminderter bakterieller

clearance und verminderter Phagozytose und Abtötung der Keime durch Alveolarmak-

rophagen einher {4234}. Schließlich wurde auch eine vermehrte Bildung von NO bei

der experimentellen K. pneumoniae-Pneumonie nachgewiesen; die Blockierung der

NO-Produktion hatte ebenfalls ein gesteigertes bakterielles Wachstum sowie die Ab-

nahme der Phagozytose und Abtötung der Bakterien durch Alveolarmakrophagen zur

Folge {4243}. Der Verlauf einer K. pneumoniae-Pneumonie wird also nicht nur durch

Virulenzfaktoren der Bakterien, sondern auch durch ein komplexes Zusammenspiel pro-

und anti-inflammatorischer Faktoren auf der Seite des infizierten Wirtes bestimmt.

1.3. Auf Antikörper basierende antibakterielle Therapieansätze

Die zunehmende Resistenz pathogener Bakterien gegenüber herkömmlichen Antibiotika

veranlaßte die Entwicklung verschiedener, von Antibiotika unabhängigen therapeu-

tischen Ansätze, wovon einige auf dem Einsatz von Antikörpern gegen bakterielle

Virulenzfaktoren beruhen. So waren monoklonale Antikörper gegen KPS und LPS von

E. coli oder K. pneumoniae im Tierexperiment protektiv, einhergehend mit einer

Reduktion von zirkulierendem TNF-α und förderten die Phagozytose von E. coli durch

humane neutrophile Granulozyten und Mausmakrophagen in vitro {3801}{3802}. An-

tikörper gegen die Polysaccharidketten des LPS von E. coli waren in Zusammenwirken

mit Komplement protektiv, dies jedoch nur gegen den E. coli – Stamm, gegen den sie

gerichtet waren, nicht aber gegen serologisch unterschiedliche E. coli – Stämme
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{3955}. Die antibakterielle Wirkung monoklonaler Antikörper ist dosisabhängig

{3807}. Die passive Immunisierung mit Hyperimmunserum gegen K. pneumoniae, das

von geimpften Freiwilligen gewonnen wurde, war im klinischen Einsatz jedoch nicht

erfolgreich {3819}.

Der ideale Angriffsort für eine Antikörpertherapie ist noch nicht endgültig geklärt. Zwar

konnte gezeigt werden, daß spezifische Antikörper gegen LPS die Kapsel von K. pneu-

moniae durchdringen können {3796}. Diese Antikörper sind in vitro auch opsonierend

und phagozytosefördernd, jedoch schwächt das Vorhandensein einer Kapsel diese Wir-

kung ab {4249}. Dies wird tierexperimentell bestätigt durch die etwa 100-fach höhere

Menge von anti-LPS-Antikörpern im Vergleich zu einem gegen KPS gerichteten mono-

klonalen Antikörper, die für einen 50 %-igen Schutz notwendig ist {3797}. Ein gegen

KPS gerichteter Antikörper jedoch war in einem Mausmodell der Sepsis, bei dem die

Keime intravenös gegeben wurden, protektiv {98}. Auch in einem die klinische Situati-

on besser reflektierenden Pneumoniemodell bei der Ratte, bei dem K. pneumoniae in-

trabronchial gegeben wurde, konnte dieser Antikörper die Schwere der Infektion min-

dern und die septische Streuung der Bakterien reduzieren {218}.

1.4. Granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF)

Verschiedene Zytokine und Wachstumsfaktoren beeinflussen Überleben, Proliferation,

Differenzierung und funktionelle Kapazitäten hämatopoietischer Zellen. Unter diesen

sind Interleukin (IL)-3, -5, -6, -11, macrophage colony-stimulating factor (M-CSF),

granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) und granulocyte colony-

stimulating factor (G-CSF) am besten untersucht {4247}. Von diesen wiederum sind

nur GM-CSF und G-CSF für die klinische Anwendung am Patienten zugelassen; M-

CSF wurde in klinischen Studien bereits geprüft {1453}{1880}{1643}.

Das Risiko einer Infektion ist nicht nur mit dem Schweregrad, sondern auch mit der

Dauer einer Neutropenie eng korreliert {4161}. Obwohl G-CSF die Dauer einer Neu-

tropenie durch Beschleunigung der Differenzierung und Proliferation hämatopoetischer

Stammzellen abkürzt {707}{2424}{716}, konnte bislang eine Reduktion der durch

schwere Infektionen bedingten Letalität durch G-CSF nicht überzeugend nachgewiesen

werden, wenn die Neutropenie Folge einer Chemotherapie war
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{1867}{4153}{4159}{4147}. Unbestritten jedoch ist der Einsatz von G-CSF bei ange-

borenen Defekten wie der schweren kongenitalen Neutropenie

{194}{707}{4151}{1729} oder bei Neutropenien anderer Ursachen {718}{715}.

1.4.1. In vitro-Produktion von G-CSF

Bereits 1971 konnte nachgewiesen werden, daß LPS die Produktion von G-CSF erhöht

{1989}. G-CSF wird von verschiedenen hämatopoetischen und nicht hämatopoetischen

Zellen wie Monozyten, Makrophagen, Fibroblasten und Endothelzellen synthetisiert

{173}{3896}{206}{1722}{1988}. Durch Stimulation mit IL-1, LPS oder TNF−α kann

eine dosisabhängige Steigerung der Produktion von G-CSF durch humane Endothel-

zellen induziert werden {3896}, vermutlich über den Signaltransduktionsfaktor NF-IL6

{4118}. Interferon (IFN)−γ hingegen kann die stimulatorische Wirkung von IL-1, LPS

und TNF−α herunterregulieren {3896}. LPS und die Bindung von Fibronectin und Vi-

tronectin an Makrophagen sind ebenfalls potente Stimuli für die Expression von G-CSF

in den Makrophagen {3879}. Auch die direkte Koinkubation von Makrophagen mit

einer von G-CSF abhängigen Promyelozyten-Leukämie-Zelllinie führt zur erhöhten

Produktion von G-CSF, so daß nicht nur Zytokine, sondern auch Adhäsion und direkter

Zell-Zell-Kontakt die Produktion von G-CSF regulieren {3879}.

1.4.2. Wirkungen von G-CSF auf bei einer bakteriellen Infektion wichtige Zellar-

ten

Im Vergleich zu Lymphozyten und Monozyten haben neutrophile Granulozyten in vitro

und in vivo nur eine sehr kurze Lebensdauer {1912}{4162}{4163}. G-CSF, aber auch

LPS verlängern diese durch Inhibierung der Apoptose {3493}{3908}. IL-10 hingegen

verhindert in vitro die Inhibierung der Apoptose durch G-CSF {3908}. G-CSF verstärkt

ebenfalls die funktionelle Aktivität ausgereifter Leukozyten in Konzentrationen, die für

eine Proliferation zu gering sind. Die physiologische Bedeutung dieser Befunde in der

Abwehr bakterieller Infektionen ist jedoch noch weitgehend ungeklärt {1977}.

Über weitere Wirkungen von G-CSF gibt es zum Teil widersprüchliche Ergebnisse. So

berichten Untersuchungen, daß G-CSF keine direkte Stimulation des „oxidative burst“

und der Produktion von Sauerstoffradikalen in neutrophilen Granulozyten bewirkt
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{4051}{1699}{1703}. Andere Untersuchungen hingegen zeigen, daß dies unter bes-

timmten Bedingungen durchaus der Fall sein kann. So konnte der oxidative burst bei

adhärenten Neutrophilen durch G-CSF gesteigert werden {167}, und die mit G-CSF

vorbehandelten Neutrophilen antworteten mit einem gesteigerten oxidative burst auf

eine Stimulation mit fMLP {167}{148}{3293}{138}{195}. Dies war in einer ver-

gleichenden Untersuchungen jedoch nur bei im Blut zirkulierenden, jedoch nicht bei im

Gewebe befindlichen neutrophilen Granulozyten der Fall {3293}. Zusätzlich zeigt G-

CSF noch eine Vielzahl anderer Wirkungen auf neutrophile Granulozyten (Übersicht in

{177}).

G-CSF wirkt aber nicht nur auf neutrophile Granulozyten. Bei peritonealen Makropha-

gen wurde eine Erhöhung der Pinozytose beobachtet {1629}. Die Größe von Alveolar-

makrophagen nahm unter dem Einfluß von G-CSF zu {126}; Alveolarmakrophagen

wurden in vitro durch G-CSF zu vermehrtem Abtöten phagozytierter Bakterien stimu-

liert {4215}. Auch die Produktion von TNF−α durch Alveolarmakrophagen auf Stimu-

lation durch LPS oder Bakterien wurde durch Vorbehandlung der Zellen mit G-CSF

gesteigert {4215}. Proliferation und Migration von Endothelzellen wurde durch G-CSF

ebenfalls erhöht {192}; die Differenzierung unreifer Monozyten wurde durch G-CSF

ebenfalls induziert {1597}. Die pleiotrope Wirkung dieses Wachstumsfaktors wird auch

dadurch deutlich, daß er die durch LPS und IFN−γ induzierte Mehrexpression der

iNOS-mRNA und die Produktion von NO in glatten Muskelzellen der Gefäße inhibiert

{4119}. In Hepatozyten vermag G-CSF die Expression von iNOS, cytokine-induced

neutrophil chemoattractant (CINC) und ICAM-1 zu induzieren {4120}.

1.4.3. G-CSF in der Behandlung experimenteller Infektionen

Frühe Therapiestudien mit G-CSF bei experimentellen Infektionen zeigten unabhängig

vom infektiösen Agens und vom verwendeten Tiermodell durchweg Verbesserung des

Überlebens und Verstärkung antibakterieller Mechanismen. In einem Pneumoniemod-

ell, bei dem Ratten intratracheal mit K. pneumoniae infiziert wurden, konnte die Be-

handlung mit G-CSF nicht nur den Einstrom neutrophiler Granulozyten in die Lunge,

sondern auch das Überleben der behandelten Tiere verbessern {77}. Eine pulmonale

Infektion mit Streptococcus pneumoniae bei splenektomierten Mäusen konnte ebenfalls
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erfolgreich mit G-CSF therapiert werden, wobei Überleben und die Verminderung der

Keime in der Lunge signifikant gegenüber Kontrollgruppen verbessert wurde {2643}.

Der gleiche Befund (signifikante Verbesserung des Überlebens) wurde durch G-CSF in

einem Peritonitis-Modell erreicht {2563}. Neutropenische Mäuse, die entweder intra-

peritoneal mit Pseudomonas aeruginosa oder systemisch intravenös mit Serratia mar-

cescens, Escherichia coli, Staphylococcus aureus oder Candida albicans infiziert wur-

den, zeigten mit G-CSF ein signifikant besseres Überleben und eine schnellere Elimi-

nation der Mikroorganismen als Kontrolltiere {2569}. Auch bei Infektionen in neutro-

penischen Mäusen, die auf Antibiotika schlecht ansprachen, half die therapeutische

Gabe von G-CSF, Letalität und Keimzahlen in der Leber zu senken {3043}. Syner-

gistische Wirkung von G-CSF und Antibiotika auf das Überleben wurden ebenfalls bei

polymikrobieller intraabdomineller Infektion und bei intramuskulärer Infektion beo-

bachtet {2377}{75}. Die Inaktivierung des G-CSF-Genes durch homologe Rekombina-

tion (“knockout”-Mäuse) führt zu einer chronischen Neutropenie, und die Infektion die-

ser Tiere mit Listeria monozytogenes resultiert nicht nur in einer schweren Infektion mit

erhöhter Letalität gegenüber Kontrolltieren, sondern auch im Ausbleiben einer Neutro-

philie nach Infektion {2554}. Dies zeigt, daß G-CSF nicht nur für die Aufrechterhaltung

einer genügenden Anzahl zirkulierender neutrophiler Granulozyten, sondern auch für

die Induktion einer Neutrophilie bei bakterieller Infektion wichtig ist. Die durch G-CSF

vermittelten protektiven Effekte bei bakteriellen Infektionen scheinen darüberhinaus auf

einer Verstärkung der Phagozytose-Aktivität und des respiratory burst sowie auf der

vermehrten Expression von Adhäsionsmolekülen auf neutrophilen Granulozyten zu

beruhen {140}{3873}.



— 12 —

2. Problemstellung

Die Behandlung nosokomialer Pneumonien, vor allem die durch K. pneumoniae verur-

sachten, wird aufgrund der zunehmenden Resistenzen gegenüber Antibiotika immer

schwieriger. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, zwei nicht auf dem Einsatz von Anti-

biotika basierende antimikrobielle Therapieansätze zu evaluieren. Folgende spezifische

Fragen wurden bearbeitet:

Kann der Einsatz von G-CSF vor oder nach Induktion der experimentellen Pneumonie

durch K. pneumoniae diese günstig beeinflussen?

Kann der Einsatz eines gegen K2-KPS gerichteten monoklonalen Antikörpers vor oder

nach der Induktion der experimentellen K. pneumoniae-Pneumonie diese günstig be-

einflussen?

Der zum Einsatz gelangende monoklonale Antikörper wirkt opsonisierend {98}, seine

Verteilung in verschiedenen Geweben muß aber nicht zwingend gleichmäßig sein. Da-

mit ist es möglich, daß er nicht in effektiven Konzentrationen am Ort der Infektion vor-

liegt. Andererseits benötigen opsonisierende Antikörper neutrophile Granulozyten, um

effektiv die Beseitigung von Bakterien beschleunigen zu können. Somit stellt sich die

Frage nach einem Synergismus zwischen G-CSF und dem monoklonalen Antikörper.

Die alleine mit G-CSF behandelten Tiere zeigten einen signifikant schlechteren Verlauf

als die Kontrolltiere und die mit dem monoklonalen Antikörper gegen K2-KPS behan-

delten Tiere. Durch diese unerwarteten Ergebnisse ergaben sich weitere Fragen:

Ist eine eventuell durch G-CSF bedingte überschießende Produktion von TNF−α für

den letalen Ausgang der Therapie verantwortlich?

Ist eine eventuell durch G-CSF bedingte pulmonale Schädigung bei der Therapie der

experimentellen K. pneumoniae-Pneumonie mit G-CSF für die erhöhte Letalität ver-

antwortlich?

Existiert eine direkte Wirkung von G-CSF auf K. pneumoniae?
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3. Material und Methoden

3.1. Tiere

Pathogenfreie weibliche BALB/c-Mäuse wurden von der Tierzuchtabteilung des Insti-

tutes für Mikrobiologie und Infektionsimmunologie der Freien Universität Berlin bezo-

gen. Bei Verwendung wogen sie zwischen 20 und 25 Gramm. Der freie Zugang zu

Wasser und Standardfutter war jederzeit gewährleistet. Die Tiere wurden unter einem

12-stündigen Tag/Nacht-Rhythmus gehalten. Die Tierversuche wurden von der Senats-

verwaltung für Gesundheit des Senates von Berlin genehmigt.

3.2. Bakterien

Klebsiella pneumoniae B5055 vom Serotyp O1:K2 {2008} und K. pneumoniae F201

vom Serotyp O1:K– {1859} wurden für die Untersuchungen verwendet. Zu tierexperi-

mentellen Studien wurden die Keime von einer auf Trypticase-Soja-Agar (Difco, De-

troit, USA) ausplatierten Einzelkolonie auf Trypticase-Soja-Bouillon (TSB, Difco, De-

troit, USA) überimpft und bei 37°C und end-über-end-Rotation für 4 Stunden bebrütet.

Anschließend wurden sie zentrifugiert (1560 x g, 15 Minuten, 4°C), einmal mit steriler

Kochsalzlösung (0,9%) gewaschen und erneut zentrifugiert. Das erhaltene Sediment

wurde mit steriler Kochsalzlösung aufgenommen und die bakterielle Konzentration

mittels einer Standardkurve, die in Vorversuchen erstellt wurde, spektrophotometrisch

ermittelt. Danach wurde die gewünschte Konzentration an koloniebildenden Einheiten

(KBE) durch Verdünnung mit Kochsalzlösung hergestellt. Bis zur Verwendung im

Tierexperiment wurden die Bakterien auf Eis gekühlt. Alle spektrophotometrisch er-

mittelten KBE wurden mit zehnfacher Verdünnungsreihe und anschließendem Ausplat-

tieren im Doppelansatz auf Trypticase-Soya-Agar überprüft. Die Bebrütung der Agar-

platten zur Ermittlung der KBE erfolgte über Nacht bei 37°C.

3.3. Zytokine, Antikörper und Reagenzien

Rekombinantes humanes G-CSF (Filgrastim) wurde steril und pyrogenfrei von AM-

GEN (München) bezogen und subkutan verabreicht. Der monoklonale Antikörper III/5-

1 (mAb III/5-1) ist ein für Kapselpolysaccharid des Serotyps K2 von K. pneumoniae

spezifisches IgM von der Maus, dessen Herstellung und Aufreinigung bereits beschrie-

ben wurde {98}{218}. Er wurde intravenös gegeben. Pentoxifyllin wurde ebenfalls ste-
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ril und pyrogenfrei von Albert-Roussel (Wiesbaden) bezogen und intraperitoneal verab-

reicht. Die entsprechenden Verdünnungen wurden mit steriler phosphatgepufferter Sali-

ne (PBS) hergestellt. Alle Reagenzien und das PBS wurden auf ihren LPS-Gehalt mit

einem limulus amebocyte lysate-Assay (Chromogenix, Mölndal, Schweden) überprüft.

Der Assay weist LPS (E. coli O111:B4) ab einer Konzentration von >1 pg/ml nach. In

keiner der bei einem Tierversuch verwendeten Reagenzien konnte mit diesem Assay

LPS nachgewiesen werden.

3.4. Tierversuche

3.4.1. Wirksamkeit des verwendeten G-CSF

Alle Tierversuche wurden im Institut für Medizinische Mikrobiologie und Infektion-

simmunologie der Freien Universität Berlin durchgeführt (Leiter: Prof. Dr. med. H.

Hahn). Um die Wirkung des G-CSF im verwendeten Mausstamm sicherzustellen, wurde

den Tieren an vier aufeinanderfolgenden Tagen jeweils zweimal täglich in 12-

stündigem Abstand G-CSF in drei verschiedenen Dosierungen (15 µg/kg, 50 µg/kg und

250 µg/kg) subkutan gespritzt. Täglich vor der ersten G-CSF-Gabe wurde den Tieren

aus einer Schwanzvene 20 µl Blut abgenommen. Um einen Effekt der Blutabnahme auf

die Leukozytenzahl und das Differentialblutbild zu erkennen, wurde mit der Blutab-

nahme 4 Tage vor der ersten G-CSF-Gabe begonnen. Die Leukozytenzahl wurde mit

einem Coulter Counter (Modell DN, Coulter Electronics LTD, Harpenten Herts, Groß-

britannien) ermittelt, und ein korrespondierender Blutausstrich wurde nach Pappenheim

gefärbt. Die absolute Anzahl der Leukozytensubpopulationen wurde durch Multiplika-

tion der aus dem Differentialblutbild erhaltenen Prozentzahl mit der Gesamtleukozyten-

zahl ermittelt. Zur Beurteilung der Blutausstriche wurden diese kodiert; somit war dem

Beurteiler die verwendete Dosis des G-CSF unbekannt.

3.4.2. Experimentelle Pneumonie und Versuchsprotokolle

Die einzelnen Versuchsreihen sind in ihrem zeitlichen Ablauf in Tabelle 1 (siehe Seite

16) dargestellt. Die Erzeugung einer bakteriellen Pneumonie wurde wie beschrieben

durchgeführt {3795}{4160}. Dafür wurden die Tiere mit intraperitoneal verabreichtem

Xylacin (8 mg/kg; Bayer, Leverkusen) und Ketamin (80 mg/kg; Parke, Davis & Co.,

München) anästhesiert. Das bakterielle Inokulum wurde in einem Volumen von 50 µl
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verabreicht und enthielt 1 x 103 KBE. Dies geschah mittels einer Pipette in das linke

Nasenloch der Tiere, die dabei mit dem Kopf nach oben gehalten wurden. Innerhalb von

etwa 10 Minuten erwachten die Tiere nach kurzer Hyperventilation aus der Narkose.

Das Überleben der Tiere wurde alle 12 Stunden für drei Tage registriert, das Gewicht

einmal täglich. Falls ein Tier verstarb, wurde es obduziert. Nach 72 Stunden wurde der

Versuch beendet und alle noch überlebenden Tiere mit CO2 euthanasiert. Anschließend

wurden Lunge, Leber und Milz entnommen und auf ihren Keimgehalt hin wie beschrie-

ben untersucht {218}. Da die Teilung eines Organes zur simultanen Untersuchung auf

Keimgehalt und histologische Veränderungen zu einem „sampling error“ führen kann,

wurden die Tiere vor Versuchsbeginn für entweder eine histologische Aufarbeitung

oder für die Untersuchung auf den Keimgehalt hin randomisiert. Starben vor Versuch-

sende mehr als 50% der Tiere einer Gruppe (und wurden damit obduziert und histolo-

gisch untersucht), so wurden alle überlebenden Tiere für die Ermittlung des Keimge-

haltes verwendet. Als Parameter für die systemische bakterielle Disseminierung aus

dem Primärorgan (Lunge) wurde für jedes auf den Keimgehalt hin untersuchte Tier ein

Index aus dem Keimgehalt der Leber oder der Milz und dem der Lunge gebildet:

Während der gesamten Dauer der Aufarbeitung wurden die Organhomogenate auf Eis

gelagert. Von allen bis 72 Stunden nach Induktion der Pneumonie überlebenden Tieren

wurden Blutausstriche für Differentialblutbilder angefertigt. Eine Zählung der Leuko-

zytenzahl war aus technischen Gründen nicht möglich. Zur Beurteilung der Blutaus-

striche und der histologischen Präparate wurden diese kodiert; somit war dem Beurteiler

die Behandlung nicht bekannt. Die histologischen Untersuchungen wurden in der Ab-

teilung für Paidopathologie des Institutes für Pathologie der Humboldt-Universität

durchgeführt (Leiter: Prof. Dr. M. Vogel).

KBE in der Leber oder Milz

KBE in der Lunge
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Tabelle 1. Versuchsaufbau

Gruppen a Zeit (h) b

-48 -36 -24 -12 0 6 12 24 36 48 60

Kontrolltiere + + + + + + + + + + +

G-CSF/p, 15 µg/kg/Gabe G G G G

G-CSF/p, 50 µg/kg/Gabe G G G G

G-CSF/p, 250 µg/kg/Gabe G G G G

G-CSF/t, 50 µg/kg/Gabe G G G G

mAb III/5-1 /p, 10 mg/kg einmalig mAb

mAb III/5-1 /t, 10 mg/kg einmalig mAb

G-CSF/p, 50 µg/kg/Gabe + mAb III/5-1 /p, 10 mg/kg einmalig G G G G mAb

Pentoxifyllin/t, 50 mg/kg/Gabe P P P

G-CSF/p, 50 µg/kg/Gabe + Pentoxifyllin/t, 50 mg/kg/Gabe G G G G P P P

a p = Behandlung vor Induktion der Pneumonie (prophylaktisch); t = Behandlung nach Induktion der Pneumonie (therapeutisch). Die

Kontrolltiere erhielten jeweils PBS zu den angegebenen Zeitpunkten entsprechend der Verabreichung der jeweiligen Reagenzien (s.c., i.v.

oder i.p.).
b Angegeben ist der Zeitpunkt vor beziehungsweise nach Induktion der Pneumonie (Stunde 0).
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3.5. Immunoblotting

K. pneumoniae B5055 wurde in TSB bei 37°C und langsamer end-über-end-Rotation

über Nacht angezüchtet. Nach Zentrifugation (1560 x g, 15 Minuten, 4°C) wurde das

bakterielle Sediment in TRIS/EDTA-Puffer lysiert (50 mmol/l TRIS, 1 mmol/l EDTA, 1

mmol/l Phenylmethylsulfonylfluorid, 100 µg/ml Aprotinin, 0,1 mmol/l Leupeptin; pH

8,0). Dies geschah durch drei Zyklen Einfrieren/Auftauen. Anschließend wurde das Ly-

sat für 10 Minuten mit 0,5% SDS und 1,25% Mercaptoethanol inkubiert und mittels

Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennt. Das aufgetrennte Material wurde auf ei-

ne PVDF-Membran (Millipore, Bedford, USA) mittels Elektrotransfer semi-trocken

geblottet (15 V, 40 Minuten; BioRad, Hercules, USA). Nach dem Blocken unspezifi-

scher Bindungsstellen mit Füllpuffer {106} wurden die einzelnen Bahnen mittels eines

Hoefer Decafold-Apparates (Pharmacia Biotech, Piscataway, USA) separat mit G-CSF

bei 4°C über Nacht inkubiert. Nach gründlichem Waschen in PBS wurde gebundenes

G-CSF mit einem murinen monoklonalen Antikörper gegen humanes G-CSF markiert

(4°C, 4 Stunden). Um unspezifische Bindungen des Antikörpers abzusättigen, wurde er

vor der Inkubation mit bakteriellem Lysat präabsorbiert (37°C, 1 Stunde). Gebundener

Antikörper wurde anschließend mit einem mit horseradish Peroxidase-markiertem anti-

Maus-IgG detektiert (4°C, 4 Stunden) und der Blot anschließend mit enhanced chemi-

luminescence entwickelt. Identische Zweitgele wurden für eine Silberfärbung herange-

zogen {3017}. Als Positivkontrolle wurde G-CSF ebenfalls der Elektrophorese unter-

worfen. Als Negativkontrollen dienten eine Inkubation mit IL-1α (Genzyme, Cam-

bridge, MA, USA) anstelle von G-CSF sowie die Präabsorption des G-CSF mit einem

polyklonalen, gegen G-CSF gerichteten Kaninchenserum vor Inkubation des Blots. Der

monoklonale Antikörper gegen G-CSF sowie das polyklonale Kaninchenserum wurden

freundlicherweise von Dr. P. Stevens und Ed Shatzen, AMGEN, Thousand Oaks, USA,

zur Verfügung gestellt. Zur genaueren Untersuchung von Bindungsstellen wurde ein

Teil des bakteriellen Lysates vor Elektrophorese mit Proteinase K verdaut (Boehringer

Mannheim, Indianapolis, USA). Diese und die nachfolgenden Untersuchungen erfolgten

im Labor von Dr. A.S. Cross, Greenebaum Cancer Center, University of Maryland,

Baltimore, USA.
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3.6. Bindung von 125J-G-CSF an K. pneumoniae

G-CSF wurde nach der Chloramin-T-Methode mit radioaktivem Jod (125J) markiert

{4252}{4253}. Einzelkolonie-Isolate von K. pneumoniae B5055 oder F201 wurden in

TSB bei 37°C über 4 Stunden angezüchtet. 1 x 108 KBE wurden in 0,5 ml PBS zusam-

men mit 1% hitzeinaktiviertem Rinderserum und verschiedenen Konzentrationen von
125J-G-CSF inkubiert. Vorversuche ergaben keine Änderung des Bindungsverhaltens bei

37°C gegenüber der Inkubation bei 4°C oder bei Hinzufügen beziehungsweise Weglas-

sen von Natriumazid. Daher wurden die Experimente bei 4°C ohne Natriumazid unter

langsamer end-über-end-Rotation durchgeführt. Nach 40 Minuten wurden die Proben

zentrifugiert (5 Minuten bei 14250 x g) und der Überstand sofort abgetrennt. Die Ra-

dioaktivität in Überstand und Sediment wurde in einem Gamma-Counter gemessen. Um

die Spezifität der Bindung von G-CSF an die Bakterien zu ermitteln, wurden einige

Proben zusätzlich mit unmarkiertem G-CSF oder mit unmarkiertem IL-1α inkubiert.

Die gebundene Menge an 125J-G-CSF wurde in molare Konzentrationen wie vorbe-

schrieben umgewandelt {3512}.

3.7. In vitro-Produktion von KPS in der Gegenwart von G-CSF

Nach Inkubation einer Starterkultur von K. pneumoniae B5055 oder F201 in Trypticase-

Soja-Bouillon (TSB) (37°C, über Nacht) wurden 2 x 105 KBE in 250 ml frische TSB

überführt und in der Gegenwart von G-CSF (10 ng/ml), IL-1α (2 ng/ml) oder Diluent

(PBS) erneut bei 37°C und langsamer Rotation (120 rpm) inkubiert. Nach 2, 4, 6, 8 und

10 Stunden wurden jeweils 50 ml abgenommen und sofort auf Eis gestellt. Die Proben

wurden hinsichtlich der Keimzahl und des zellgebundenen KPS wie vorbeschrieben

untersucht {2008}{106}{218}.

3.8. Mikrophagozytose-Assay

3.8.1. Präparation der Granulozyten und des Serums

50 ml venöses Blut wurde einem gesunden Spender entnommen und heparinisiert (50

U/ml). Um Variationen zwischen den einzelnen Ansätzen so gering wie möglich zu

halten, wurde nur ein einziger Spender für alle Versuche herangezogen. Die Isolierung

der Granulozyten wurde wie beschrieben durchgeführt; eventuell vorhandene Antikör-
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per gegen K. pneumoniae wurden durch die Waschprozesse entfernt {3055}. Als Kom-

plementquelle diente das Serum eines anderen gesunden Spenders, das keine Antikörper

gegen K. pneumoniae enthielt {3055}. Es wurde in Aliquots bei -80°C gelagert und in

allen Experimenten in einer Endkonzentration von 60 Vol.% eingesetzt.

3.8.2. Mikrophagozytose-Assay

Granulozyten wurden in einer Rundboden-Mikrotiterplatte (Costar, Cambridge, MA,

USA) in einer Endkonzentration von 2,5 x 105 Zellen pro Vertiefung mit Serum, Hank´s

Balanced Salt Solution mit Ca2+ und Mg2+ und Bakterien in einer Endkonzentration von

2,5 x 104 KBE pro well in einem Gesamtvolumen von 150 µl inkubiert. Die Bakterien

wurden vorher wie unter 3.2. beschrieben in der Gegenwart oder Abwesenheit von G-

CSF für 6 Stunden angezüchtet. Um einen Effekt des im Anzuchtmedium vorhandenen

G-CSF auf den nachfolgenden Mikrophagozytose-Assay auszuschließen, wurden die

Bakterien vor dem Einsatz im Assay gründlich mehrmals gewaschen (siehe 3.2). Die

Inkubation im eigentlichen Mikrophagozytose-Assay erfolgte bei 37°C und einer Rota-

tion von 1000 rpm, um einen möglichst engen Kontakt zwischen Granulozyten und

Bakterien zu gewährleisten. Zum Zeitpunkt 0 und nach 60 und 90 Minuten wurden 10

µl von jeder Vertiefung entnommen, in steriles Wasser mit 0,1% BSA überführt und auf

Eis gestellt, um die Granulozyten ohne Abtöten der Bakterien zu lysieren. Die Bakteri-

enzahl wurde anschließend durch Ausplattieren 10-facher Verdünnungen auf TSA er-

mittelt. Der Prozentsatz überlebender Bakterien wurde wie folgt ermittelt:

[(1 - KBE bei 60 oder 90 Minuten) ÷ KBE bei 0 Minuten] x 100

Jedes Experiment wurde im Doppelansatz durchgeführt. Als Kontrollen dienten die In-

kubation von Bakterien und Granulozyten ohne Serum, von Bakterien und Serum ohne

Granulozyten sowie von Bakterien, Granulozyten und hitzeinaktiviertem Serum (56°C,

30 Minuten), um unspezifische antibakterielle Aktivität des Serums oder gegen KPS

gerichtete Antikörper auszuschließen.

Um zu ermitteln, ob die antibakterielle Aktivität der Granulozyten auf Phagozytose be-

ruht, wurde der Assay erneut angesetzt. Nach 60 Minuten wurden Proben (10 µl) ent-
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nommen und die Mikrotiterplatten wurden sofort danach zentrifugiert (250 x g, 5 Mi-

nuten, Raumtemperatur), um Granulozyten von nicht phagozytierten Bakterien abzu-

trennen. Anschließend wurden aus dem Überstand erneut Proben (10 µl) entnommen

und wie oben beschrieben die KBE bestimmt.

3.9. Statistische Analyse

Die Signifikanz der Letalität wurde mittels des Cox-Mantel-Testes untersucht; für alle

anderen Parameter wurde der zweiseitige Mann-Whitney U-Test verwendet. Alle Be-

rechnungen wurden mittels der Software „Statistica for Windows, Version 4.5“

(Statsoft, Tulsa, USA) durchgeführt. Als statistisch signifikant wurden P-Werte < 0,05

angesehen.
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4. Ergebnisse

4.1. Effekt des rekombinanten humanen G-CSF im verwendeten Mausstamm

Um eine Beeinflussung der Leukozytenzahlen durch häufige Blutabnahme auszu-

schließen, wurde bei den Tieren vier Tage vor erster G-CSF-Gabe mit einmal täglicher

Blutabnahme begonnen. Dabei zeigte sich, daß dadurch Zahl und Zusammensetzung der

Leukozyten im peripheren Blut unverändert blieben (Abbildungen 1 und 2). Dosisab-

hängig konnte nach Gabe von G-CSF sowohl ein Anstieg der Gesamtleukozyten (Abb.

1) als auch ein Anstieg der absoluten Anzahl neutrophiler Granulozyten beobachtet

werden (Abb. 2). Dabei wiesen die Veränderungen bei den Dosierungen von 2 x 15

µg/kg G-CSF/die und 2 x 50 µg/kg G-CSF/die ihr Maximum am zweiten Tag nach Be-

ginn der Gabe auf. Bei einer Dosierung von 2 x 250 µg/kg G-CSF/die wurde das Maxi-

mum der Veränderungen am dritten Tag nach Start der Verabreichung beobachtet. Da

die Angaben über Normalwerte von Leukozyten zwischen verschiedenen Mausstämmen

und – innerhalb eines Stammes – bei verschiedenen Untersuchern stark schwanken

{4245}{4246}, wurden die für die hier verwendeten BALB/c-Mäuse ermittelten Nor-

malwerte für Gesamtleukozyten und für neutrophile Granulozyten aus den von Tag –4

bis einschließlich Tag 0 (vor der ersten G-CSF-Gabe) gemessenen Werten ermittelt.
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Abbildung 1: Dosisabhängige Erhöhung der Gesamtleukozytenzahl durch G-CSF, ge-

geben ab Tag 0, in BALB/c-Mäusen (n = 3 Tiere/Gruppe). Angegeben sind Mittelwert

± SEM. Der für diesen Mausstamm ermittelte Normalbereich für Gesamtleukozyten

(Mittelwert ± 1 x SD) ist schraffiert unterlegt.
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Abbildung 2: Dosisabhängige Erhöhung der neutrophilen Granulozyten durch G-CSF,

gegeben ab Tag 0, in BALB/c-Mäusen (n = 3 Tiere/Gruppe). Angegeben sind Mit-

telwert ± SEM. Der für diesen Mausstamm ermittelte Normalbereich für neutrophile

Granulozyten ist schraffiert unterlegt.

4.2. Einfluß von G-CSF auf die experimentelle K. pneumoniae-Pneumonie

4.2.1. Überleben

Um die Auswirkungen einer Behandlung mit G-CSF auf die experimentelle K. pneumo-

niae-Pneumonie zu untersuchen, wurde den Tieren entweder vor oder nach Induktion

der Pneumonie zweimal täglich G-CSF in verschiedenen Dosierungen subkutan verab-

reicht (Tabelle 1, Seite 16). Während der ersten 36 Stunden nach Induktion der Pneu-

monie überlebten alle untersuchten Tiere. Danach hingegen war eine Letalität vor allem

der mit G-CSF behandelten Tiere zu verzeichnen. Diese war am stärksten in der Gruppe

ausgeprägt, die mit 2 x 50 µg/kg ab Tag –2 behandelt wurde (Abb. 3). Die beiden ande-

ren Dosierungen von G-CSF bei prophylaktischer Gabe (2 x 15 µg/kg und 2 x 250

µg/kg ab Tag –2) sowie die Verabreichung von 2 x 50 µg/kg G-CSF ab Tag +1 nach

Induktion der Pneumonie führten zwar auch zu einer höheren Letalität im Vergleich zur
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unbehandelten Kontrollgruppe, jedoch war dies nicht statistisch signifikant. Durch G-

CSF von Tag –2 bis Tag 0 verstarb kein Tier.

Abbildung 3. Überlebenskurven bei experimenteller K. pneumoniae-Pneumonie unter

dem Einfluß von G-CSF (n = 11 Tiere/Gruppe). G-CSF/p: prophylaktische Gabe von G-

CSF; G-CSF/t: therapeutische Gabe von G-CSF (vergleiche Tabelle 1, Seite 16). *: P =

0,011 im Vergleich zur Kontrollgruppe und zur Gruppe, die G-CSF therapeutisch er-

hielt (G-CSF/t).

4.2.2. Klinischer Verlauf

Um Informationen nicht nur über Letalität, sondern auch über den klinischen Verlauf

bis zum Ende des Versuchs 72 Stunden nach Induktion der Pneumonie bei den Tieren

zu erhalten, die nicht verstarben, wurde täglich das Gewicht gemessen, da dieser Para-

meter eng mit dem Schweregrad einer experimentell induzierten bakteriellen Pneumo-

nie korreliert {218}{4160}. Es konnten keine signifikanten Unterschiede im Gewichts-

verhalten durch die prophylaktische oder therapeutische Gabe von G-CSF beobachtet

werden. Dies war von der Dosierung des Wachstumsfaktors unabhängig (Abb. 4).
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Abbildung 4. Gewichtsverlauf bei experimenteller K. pneumoniae-Pneumonie unter

dem Einfluß von G-CSF (n = 11 Tiere/Gruppe). Angegeben sind Mittelwert ± SEM.  G-

CSF/p: prophylaktische Gabe von G-CSF; G-CSF/t: therapeutische Gabe von G-CSF

(vergleiche Tabelle 1, Seite 16).

4.2.3. Quantitative Bestimmung der Keimzahlen

Bei einer prophylaktischen Gabe von 2 x 15 µg/kg hatte G-CSF eine im Vergleich zur

Kontrollgruppe signifikante Erhöhung der Keimzahlen in Leber und Milz zur Folge

(Abb. 5). Bei höherer Dosierung war hingegen eine Abnahme der Keimzahlen in der

Lunge zu beobachten, die jedoch keine statistische Signifikanz erreichte (Abb. 5). Über-

raschend jedoch fand sich eine Umkehrung des quantitativen Keimverhältnisses zwi-

schen dem primär infizierten Organ (Lunge) und den sekundär besiedelten Organen Le-

ber und Milz im Vergleich zur Kontrollgruppe. War dort die Reihenfolge Lunge → Le-

ber → Milz zu beobachten (absteigend nach KBE geordnet), so kehrte sich dies bei den

mit 2 x 50 µg/kg und 2 x 250 µg/kg G-CSF prophylaktisch behandelten Tieren um. Nun

fand sich die höchste Anzahl an KBE in der Leber, und der Gehalt an Bakterien in der

Milz war ebenso hoch (bei 2 x 50 µg/kg G-CSF) oder höher (bei 2 x 250 µg/kg G-CSF)

als der der Lunge (Abb. 5). Die therapeutische Gabe von G-CSF zeigte keinen signifi-

kanten Einfluß auf den Keimgehalt in Lunge, Leber oder Milz (Abb. 5).
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Abbildung 5: Keimgehalt in Lunge, Leber und Milz bei experimenteller K. pneumo-

niae-Pneumonie unter dem Einfluß von G-CSF. Angegeben sind Mittelwert ± SEM.

Innerhalb der Säulen ist die Anzahl der untersuchten Tiere angegeben. G-CSF/p: pro-

phylaktische Gabe von G-CSF; G-CSF/t: therapeutische Gabe von G-CSF (vergleiche

Tabelle 1, Seite 16). *: P = 0,005 und **: P = 0,014 im Vergleich zur Kontrollgruppe.

Um dieses Verhalten statistisch näher zu charakterisieren, wurde ein Index aus dem

Keimgehalt in Leber oder Milz, dividiert durch den Keimgehalt in der Lunge, gebildet.

Diese Indices waren dosisabhängig umso höher, je mehr G-CSF prophylaktisch verab-

reicht wurde (Tabelle 2).
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Tabelle 2. Indices der Keimzahlen aus Leber/Milz und Lunge als Parameter für die

bakterielle Disseminierung.

Behandlung a  Signifikanz-

niveau c

Kontrolltiere 0,931 ± 0,072 b 0,751 ± 0,037

G-CSF/p, 15 µg/kg/Gabe 1,001 ± 0,008 0,847 ± 0,035 0,043 (L)*

G-CSF/p, 50 µg/kg/Gabe 1,405 ± 0,232 1,029 ± 0,086 0,012 (L)*

0,006 (M)*

G-CSF/p, 250 µg/kg/Gabe 1,686 ± 0,265 1,163 ± 0,116 0,008 (L)*

0,006 (M)*

G-CSF/t, 50 µg/kg/Gabe 0,945 ± 0,105 1,001 ± 0,098 0,015 (M)*

MAb III/5-1 /p, 10 mg/kg einmalig 0,636 ± 0,084 0,525 ± 0,071 0,02 (L)*

0,01 (M)*

MAb III/5-1 /t, 10 mg/kg einmalig 0,439 ± 0,037 0,407 ± 0,021 0,0002 (L)*

0,0001 (M)*

G-CSF/p, 50 µg/kg/Gabe +

MAb III/5-1 /p, 10 mg/kg einmalig

0,690 ± 0,120 0,502 ± 0,062 0,013 (M)*

0,007 (L)**

0,002 (M)**

Pentoxifyllin/t, 50 mg/kg/Gabe 0,988 ± 0,096 0,870 ± 0,023

G-CSF/p, 50 µg/kg/Gabe +

Pentoxifyllin/t, 50 mg/kg/Gabe

0,943 ± 0,031 0,752 ± 0,044

a p = Behandlung vor Induktion der Pneumonie (prophylaktisch); t = Behandlung nach

Induktion der Pneumonie (therapeutisch). Die Kontrolltiere erhielten jeweils PBS ent-

sprechend der Verabreichung der jeweiligen Reagenzien (s.c., i.v. oder i.p.). Der genaue

Behandlungsplan ist in Tabelle 1 (Seite 16) angegeben.
b Angegeben sind Mittelwert ± SEM.
c  (L): Signifikanzniveau für den Index KBE Leber ÷ KBE Lunge; (M): Signifikanzni-

veau für den Index KBE Milz ÷ KBE Lunge; *: P im Vergleich zu den Kontrolltieren;

**: P im Vergleich zu den Tieren, die nur G-CSF prophylaktisch mit 50 µg/kg/Gabe

erhielten.

KBE Milz

KBE Lunge

KBE Leber

KBE Lunge



— 28 —

4.2.4. Histologische Befunde

In der Lunge war bei den Kontrolltieren eine eitrig abszedierende Pneumonie zu finden

(Abb. 6 A, Seite 90). In der Leber hingegen zeigten sich nur wenige Gruppenzellnekro-

sen mit histiozytärer Abräumreaktion (Abb. 6 B, Seite 90). Die mit G-CSF behandelten

Tiere wiesen in der Lunge gering ausgeprägte Herdpneumonien, zum Teil eitrig absze-

dierend und nekrotisierend auf (Abb. 6 C, Seite 90). In der Leber fanden sich im Gegen-

satz zu den Kontrolltieren ausgedehnte, zum Teil landkartenartig konfigurierte Grup-

penzellnekrosen und Abszesse, die mit dichten Bakterienrasen beladen waren (Abb. 6

D, Seite 90). Zum Teil fanden sich granulozytäre Abräumreaktionen am Rand dieser

Abszesse. Die pulmonalen Veränderungen bei G-CSF-Gabe waren von der Dosierung

unabhängig. Bei Gabe von G-CSF nach Induktion der Pneumonie waren die pulmona-

len Veränderungen nicht so stark ausgeprägt wie bei den Kontrolltieren (Abb. 6 E, Seite

91). Im Vergleich zu den Kontrolltieren kam es zwar zu ausgedehnten Abszessen in der

Leber und der Milz mit massiven Bakterienrasen (Abbildungen 6 F, G und H, Seite 91).

Jedoch waren im Gegensatz zu den Tieren, die G-CSF vor Induktion der Pneumonie

erhielten, keine Gruppenzellnekrosen in der Leber zu beobachten (Abbildungen 6 F und

D, Seite 90 f.).

4.3. Einfluß des gegen K2-Kapselpolysaccharid gerichteten monoklonalen An-

tikörpers mAb III/5-1 auf die experimentelle K. pneumoniae-Pneumonie

4.3.1. Überleben

In den Gruppen, die den monoklonalen Antikörper III/5-1 erhielten, überlebten alle Tie-

re bis zum Ende der Experimente (Abb. 7), unabhängig davon, ob der mAb III/5-1 pro-

phylaktisch (d.h., eine Stunde vor Infektion) oder therapeutisch (24 Stunden nach In-

fektion) gegeben wurde. Bei der prophylaktischen Kombinationsbehandlung der Infek-

tion mit mAb III/5-1 und G-CSF (2 x 50 µg/kg) konnte die signifikante Erhöhung der

Letalität durch G-CSF alleine verhindert werden (Abbildungen 3 und 7).
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Abbildung 7: Überlebenskurven bei experimenteller K. pneumoniae-Pneumonie unter

dem Einfluß des spezifisch gegen K2-KPS von K. pneumoniae gerichteten mAb III/5-1

und Synergismus dieser Therapie mit der Gabe von G-CSF (n = 11 Tiere/Gruppe). mAb

III/5-1/p: prophylaktische Gabe des mAb; mAb III/5-1/t: therapeutische Gabe des mAb;

G-CSF/p: prophylaktische Gabe von G-CSF (vergleiche Tabelle 1, Seite 16). *: P =

0,011 im Vergleich zur Kontrollgruppe und P = 0,0094 zur Gruppe, die sowohl G-CSF

prophylaktisch als auch den mAb III/5-1 prophylaktisch erhielt.

4.3.2. Klinischer Verlauf

Im Gegensatz zu der Behandlung mit G-CSF konnte die Therapie mit dem mAb III/5-1

den klinischen Verlauf nachhaltig zum besseren beeinflussen. Es zeigte sich, korre-

spondierend zur Letalität unabhängig von prophylaktischer oder therapeutischer Gabe

des Antikörpers, ein signifikant geringerer Gewichtsverlust im Vergleich zu unbehan-

delten Kontrolltieren (Abb. 8). Ebenfalls korrespondierend zur Letalität ließ sich eine

signifikante Verbesserung des klinischen Verlaufes durch die Kombinationsbehandlung

mit mAb III/5-1 und G-CSF (2 x 50 mg/kg/die) im Vergleich zu unbehandelten Kon-

trolltieren und zu den Tieren, die nur G-CSF erhielten, beobachten (Abbildungen 4 und

8).
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Abbildung 8: Gewichtsverlauf bei experimenteller K. pneumoniae-Pneumonie unter

dem Einfluß des spezifisch gegen K2-KPS von K. pneumoniae gerichteten mAb III/5-1

und Synergismus dieser Therapie mit der Gabe von G-CSF (n = 11 Tiere/Gruppe).

Angegeben sind Mittelwert ± SEM. mAb III/5-1/p: prophylaktische Gabe des mAb;

mAb III/5-1/t: therapeutische Gabe des mAb; G-CSF/p: prophylaktische Gabe von G-

CSF (vergleiche Tabelle 1, Seite 16). *: P = 0,014 und **: P = 0,007 im Vergleich zur

Kontrollgruppe. §: P = 0,003 und §§: P = 0,0001 im Vergleich zur Kontrollgruppe. #: P

= 0,0001 im Vergleich zur Kontrollgruppe und P = 0,00001 im Vergleich zur Gruppe,

die G-CSF prophylaktisch erhielt (G-CSF/p). ##: P = 0,0001 im Vergleich zur Kontroll-

gruppe und P = 0,00001 im Vergleich zur Gruppe, die G-CSF prophylaktisch erhielt (G-

CSF/p).

4.3.3. Quantitative Bestimmung der Keimzahlen

Im Vergleich zu unbehandelten Kontrolltieren konnte durch die Behandlung mit mAb

III/5-1 in den primär infizierten Organen, den Lungen, keine statistisch signifikante Ab-

nahme der Keimzahlen erreicht werden. Dies war jedoch der Fall bei den septisch be-

siedelten Organen Leber und Milz (Abb. 9). Dabei zeigte sich, daß die therapeutische
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Gabe des mAb der prophylaktischen überlegen war (Abb. 9). Im Vergleich zur Kon-

trollgruppe und zu den allein mit G-CSF prophylaktisch behandelten Tieren (2 x 50

µg/kg/die) hatte die gleichzeitige Behandlung der experimentellen Pneumonie mit mAb

III/5-1 und G-CSF eine signifikante Verringerung des Keimgehaltes in Leber und Milz

zur Folge. Die mit alleiniger G-CSF-Gabe entschieden geförderte septische Ausbreitung

der Infektion in Leber und Milz (vgl. Abb. 5) konnte durch simultane Gabe des mAb

III/5-1 verhindert werden (Abb. 9). Dies schlug sich auch in den Indices aus KBE in

Leber oder Milz/KBE in der Lunge nieder (Tabelle 2).

Abbildung 9: Keimgehalt in Lunge, Leber und Milz bei experimenteller K. pneumo-

niae-Pneumonie unter dem Einfluß des spezifisch gegen K2-KPS von K. pneumoniae

gerichteten mAb III/5-1 und Synergismus dieser Therapie mit der Gabe von G-CSF.

Angegeben sind Mittelwert ± SEM. Innerhalb der Säulen ist die Anzahl der untersuch-

ten Tiere angegeben. mAb III/5-1/p: prophylaktische Gabe des mAb; mAb III/5-1/t:

therapeutische Gabe des mAb; G-CSF/p: prophylaktische Gabe von G-CSF (vergleiche

Tabelle 1, Seite 16). *: P = 0,016 im Vergleich zur Kontrollgruppe. §: P = 0,011; §§: P

= 0,0003 und §§§: P = 0,0001 im Vergleich zur Kontrollgruppe. #: P = 0,005 im Ver-

gleich zur Kontrollgruppe und P = 0,0007 im Vergleich zur Gruppe, die G-CSF pro-
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phylaktisch erhielt (G-CSF/p). ##: P = 0,004 im Vergleich zur Kontrollgruppe und P =

0,008 im Vergleich zur Gruppe, die G-CSF prophylaktisch erhielt (G-CSF/p).

4.3.4. Histologische Befunde

Die allein mit dem mAb III/5-1 behandelten Tiere wiesen eine im Vergleich zu den

Kontrolltieren geringer ausgeprägte pneumonische Alteration der Lunge auf (Abb. 10

A, Seite 93). In der Leber fanden sich diskrete, einzelne Gruppenzellnekrosen mit Ab-

räumreaktion und eine gering ausgeprägte Leberzellverfettung (Abb. 10 B, Seite 93). In

Lunge und Leber waren die Veränderungen unabhängig von prophylaktischer oder the-

rapeutischer Gabe des mAb III/5-1 gleich (Abbildungen 10 A und E sowie 10 B und F,

Seite 93 f.). Die sowohl mit G-CSF als auch mit dem mAb III/5-1 behandelten Tiere

hatten im Vergleich zur Kontrollgruppe und zu den allein mit G-CSF behandelten Tie-

ren die am geringsten ausgebildeten entzündlichen Veränderungen in Lunge und Leber

(Abbildungen 10 C und 10 D, Seite 93).

4.4. Einfluß von Pentoxifyllin auf die experimentelle K. pneumoniae-Pneumonie

Die bisher mit G-CSF erhobenen Befunde standen im Widerspruch zu den aus der Lite-

ratur bekannten. Die histologischen Befunde mit ausgedehnten Nekrosen in der Leber

sowie mit Infiltration von neutrophilen Granulozyten in deren Randbereich ähnelten den

in einer Arbeit von Suzuki et al. beschriebenen, die bei Patienten beobachtet wurden,

deren Tumoren G-CSF produzierten {2190}. Zusätzlich bestand die Möglichkeit, daß

diese Nekrosen durch eine Überproduktion von TNF−α hervorgerufen wurden

{4173}{4172}. Da eine überschießende Produktion von TNF−α auch die erhöhte Leta-

lität erklären könnte, wurden Experimente durchgeführt, in denen die Produktion von

TNF−α blockiert wurde. Eine komplette Blockade von TNF−α aber, wie sie z.B. durch

monoklonale Antikörper erreicht wird, hätte unter Umständen eine Erhöhung der Leta-

lität zur Folge haben können, da bekannt ist, daß TNF−α für eine geordnete Infektab-

wehr notwendig ist {4240}{4242}{4182}{4194}{4180}{223}{2560}. Daher wurde

Pentoxifyllin eingesetzt, da diese Substanz ein selektiver Inhibitor der Transkription

von TNF−α mRNA ist {1698}{1707} und da weiterhin nachgewiesen wurde, daß Pen-

toxifyllin die Aktivierung neutrophiler Granulozyten durch GM-CSF nicht hemmt

{1687}. Zusätzlich konnte gezeigt werden, daß Pentoxifyllin die endogene TNF−α-

Antwort nicht komplett blockiert, sondern lediglich deren Ausmaß reduziert {1695}.
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Um die durch alleinige prophylaktische Gabe von G-CSF (2 x 50 µg/kg/die) erhöhte

Letalität (vgl. 4.2.1.) nicht weiter zu erhöhen, sondern zu senken, wurde deshalb Pento-

xifyllin ausgewählt.

4.4.1. Überleben

Bei der Verabreichung von Pentoxifyllin konnte beobachtet werden, daß die Gruppe,

die Pentoxifyllin allein erhielt, zwar ebenfalls eine erhöhte Letalität im Vergleich zur

Kontrollgruppe aufwies, dies jedoch erst verzögert nach 60 Stunden (Abbildung 11).

Die gleichzeitige Gabe von G-CSF (2 x 50 µg/kg ab Tag –2) und Pentoxifyllin ergab

keinen Unterschied im Vergleich zur alleinigen Gabe von Pentoxifyllin hinsichtlich der

Anzahl überlebender Tiere. Jedoch wurde durch den Zusatz von G-CSF die Kinetik der

Letalität verändert; die Tiere begannen bereits ab 36 Stunden nach Induktion der Pneu-

monie zu versterben (Abbildung 11).

Abbildung 11. Überlebenskurven bei experimenteller K. pneumoniae-Pneumonie unter

dem Einfluß von Pentoxifyllin (POF) und G-CSF (n = 11 Tiere/Gruppe). POF/t,

therapeutische Gabe von Pentoxifyllin; G-CSF/p: prophylaktische Gabe von G-CSF

(vergleiche Tabelle 1, Seite 16). *: P = 0,011 im Vergleich zur Kontrollgruppe; §: P =

0,023 im Vergleich zur Kontrollgruppe.
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4.4.2. Klinischer Verlauf

Korrespondierend zur Letalität wies Pentoxifyllin keinen signifikanten Einfluß auf den

klinischen Verlauf im Vergleich zur Kontrollgruppe auf,  ebenso wie die gleichzeitige

Gabe von G-CSF und Pentoxifyllin (Abb. 12).

Abbildung 12. Gewichtsverlauf bei experimenteller K. pneumoniae-Pneumonie unter

dem Einfluß von Pentoxifyllin und G-CSF (n = 11 Tiere/Gruppe). Angegeben sind

Mittelwert ± SEM. G-CSF/p: prophylaktische Gabe von G-CSF (vergleiche Tabelle 1,

Seite 16).

4.4.3. Quantitative Bestimmung der Keimzahlen

Durch die Verabreichung von Pentoxifyllin alleine wurde der Keimgehalt in allen un-

tersuchten Organen erhöht, in Leber und Milz auch statistisch signifikant im Vergleich

zur Kontrollgruppe (Abb. 13). Die gleichzeitige prophylaktische Gabe von G-CSF (2 x

50 µg/kg/die) und Pentoxifyllin veränderte den Keimgehalt von Lunge, Leber und Milz

nicht signifikant im Vergleich zur Kontrollgruppe. Im Vergleich zur allein mit G-CSF

(2 x 50 µg/kg/die) prophylaktisch behandelten Tieren konnte ein Keimgehalt der Leber,

der den der Lunge übersteigt, bei beiden mit Pentoxifyllin behandelten Gruppen nicht

nachgewiesen werden (Abb. 13).
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Abbildung 13: Keimgehalt in Lunge, Leber und Milz bei experimenteller K. pneumo-

niae-Pneumonie unter dem Einfluß von G-CSF und/oder Pentoxifyllin. Angegeben sind

Mittelwert ± SEM. Innerhalb der Säulen ist die Anzahl der untersuchten Tiere angege-

ben. Pentoxifyllin/t, therapeutische Gabe von Pentoxifyllin; G-CSF/p: prophylaktische

Gabe von G-CSF (vergleiche Tabelle 1, Seite 16). *: P = 0,036 und **: P = 0,028 im

Vergleich zur Kontrollgruppe.

4.4.4. Histologische Befunde

Die histologischen Veränderungen in der Lunge unter alleiniger Behandlung mit Pento-

xifyllin waren mit massiven Nekrosen und Abszessen deutlich stärker ausgeprägt als die

der Kontrolltiere (Abb. 14 A, Seite 96; vgl. Abb. 6 A, Seite 90). Die Abszesse in der

Leber dieser Tiere waren mit Bakterien beladen; große konfluierende Gruppenzellne-

krosen wurden nicht beobachtet (Abb. 14 B, Seite 96). Die gleichzeitige Verabreichung

von G-CSF und Pentoxifyllin hatte keinen Einfluß auf die histologischen Veränderun-

gen in der Lunge im Vergleich zu alleiniger Gabe von Pentoxifyllin (Abb. 14 C, Seite

96) oder von G-CSF. In der Leber kamen zu den Abszessen die unter alleiniger G-CSF-

Therapie beobachteten großen konfluierenden Gruppenzellnekrosen hinzu (Abb. 14 D,

Seite 96).
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4.5. Interaktion von G-CSF mit K. pneumoniae in vitro

Eine durch die Vorbehandlung mit G-CSF verursachte überschießende Produktion von

TNF−α ist nach den klinischen und histologischen Ergebnissen unwahrscheinlich, da

die Blockierung der Produktion von TNF−α keinen Einfluß auf Letalität, klinischen

Verlauf oder Histologie hatte (vgl. 4.4.). Daher lag es nahe, nach einem anderen

Mechanismus zu suchen, der den deletären Einfluß von G-CSF auf die Pneumonie erk-

lären könnte. Bereits 1991 konnte die Bindung eines Zytokins (Interleukin-1) an ein

gram-negatives Bakterium (E. coli) und daraus resultierend ein beschleunigtes bakteri-

elles Wachstum nachgewiesen werden {2151}. Daher wurde untersucht, ob G-CSF das

Verhalten von K. pneumoniae in vitro beeinflußt.

4.5.1. Wachstumsverhalten von K. pneumoniae unter dem Einfluß von G-CSF

Ein wichtiger bakterieller Virulenzfaktor ist die Wachstumsgeschwindigkeit. Daher

wurde K. pneumoniae in der Gegenwart von G-CSF in einer Konzentration von 10

ng/ml angezüchtet. Diese Konzentration von G-CSF wurde gewählt, da sie bei pharma-

kologischen Studien als Konzentration im Serum bei klinisch verwendeter Dosierung

von subkutan verabreichtem G-CSF gefunden wurde {124}{3574} und ebenfalls en-

dogen bei Patienten mit neutropenischem Fieber produziert wird {2552}. Als Kontrolle

wurde das Wachstum in der Gegenwart von IL-1α und von Diluens (PBS) untersucht.

In allen beobachteten Kulturen konnte keine Erhöhung der Wachstumsgeschwindigkeit

durch G-CSF im Vergleich zu IL-1α oder zur Kontrolle beobachtet werden (Abb. 15).
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Abbildung 15: Wachstumsverhalten von K. pneumoniae B5055 in vitro unter dem Ein-

fluß von G-CSF (10 ng/ml) oder IL-1α (2 ng/ml). Angegeben sind Mittelwert ± SEM

aus drei unabhängigen Experimenten, jeweils im Doppelansatz.
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4.5.2. Einfluß von G-CSF auf die Produktion von zellgebundenem KPS

Der entscheidende Virulenzfaktor von K. pneumoniae ist deren dicke Kapsel, die das

Bakterium vor Phagozytose durch neutrophile Granulozyten schützt {3006}. Daher

wurde untersucht, ob G-CSF die Produktion von zellgebundenem KPS erhöht und es

somit den Keimen ermöglichen könnte, dem entscheidenden Abwehrmechanismus, der

Phagozytose durch neutrophile Granulozyten, vermehrt zu entgehen. Es konnte gezeigt

werden, daß dies tatsächlich der Fall ist. Im Gegensatz zu den Kontrollkulturen mit Di-

luens alleine oder mit IL-1α nahm die Menge an zellgebundenem KPS signifikant zu,

wenn G-CSF dem Medium zugesetzt wurde (Abb. 16). Ein Stamm, der eine nur sehr

geringe Produktion von KPS aufweist (K. pneumoniae F201), zeigte hingegen keine

Erhöhung des zellgebundenen KPS durch G-CSF (Abb. 16, Inset).
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Abbildung 16: Produktion von K2-KPS durch K. pneumoniae B5055 oder F201 (Ein-

satz) in vitro unter dem Einfluß von G-CSF (10 ng/ml) oder IL-1α (2 ng/ml). Angege-

ben sind Mittelwert ± SEM aus vier unabhängigen Experimenten, jeweils im Doppelan-

satz. *: P = 0,02 im Vergleich zu Bakterien, die nur in Medium angezüchtet wurden.
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4.6. Funktionelle Bedeutung der Erhöhung der zellgebundenen KPS-

Produktion durch G-CSF

Um die funktionelle Wertigkeit der Steigerung der Produktion von zellgebundenem

KPS durch G-CSF in vitro zu überprüfen, wurde ein Mikrophagozytose-Assay einge-

setzt, der den Prozentsatz abgetöteter Bakterien bestimmt. Dies ist bedeutend, da

phagozytierte Bakterien nicht notwendigerweise abgetötet werden, sondern sich sogar

in den Phagolysosomen vermehren können {2317}. Es ließ sich nachweisen, daß in der

Gegenwart von G-CSF gewachsene Bakterien signifikant weniger abgetötet werden als

unbehandelte Kontrollkeime (Abb. 17). Bei keiner der Negativkontrollen konnte ein

Absterben der Bakterien beobachtet werden. Um zu untersuchen, ob die Phagozytose

von K. pneumoniae durch neutrophile Granulozyten ebenfalls inhibiert ist, wurden nach

60-minütiger Ko-Inkubation Bakterien und Granulozyten voneinander getrennt und die

Menge der im Überstand verbliebenen Bakterien bestimmt. 84% der eingesetzten

Keimmenge (Median, Quartile: 82,7% und 85,5%) wurden nach 60 Minuten wiederge-

wonnen, wenn die Bakterien in der Gegenwart von G-CSF angezüchtet wurden. Im Ge-

gensatz dazu wurden nur 53,9% der eingesetzten Keimmenge (Median, Quartile: 52,9%

und 59,2%) wiedergewonnen, wenn K. pneumoniae nur im Nährmedium angezüchtet

wurde (P = 0,014). Damit konnte nachgewiesen werden, daß G-CSF die Produktion des

entscheidenden Virulenzfaktors, von zellgebundenem Kapselpolysaccharid, signifikant

vermehrt und somit die Phagozytose der Keime durch neutrophile Granulozyten als

wichtigen Abwehrmechanismus gegen K. pneumoniae signifikant schwächt. Dies kön-

nte die in vivo beobachteten Phänomene einer vermehrten septischen Ausbreitung von

K. pneumoniae in mit G-CSF vorbehandelten Tieren und die dadurch erhöhte Letalität

erklären.
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Abbildung 17: Inhibierung der Phagozytose und des bakteriellen Abtötens von K.

pneumoniae B5055 durch neutrophile Granulozyten in vitro, wenn die Bakterien für 6

Stunden ohne oder mit G-CSF (10 ng/ml) angezüchtet wurden. Angegeben sind Mit-

telwert ± SEM aus vier unabhängigen Experimenten, jeweils im Doppelansatz. *: P =

0,014 im Vergleich zu Bakterien, die nur in Medium angezüchtet wurden.

4.7. Bindung von G-CSF an K. pneumoniae

Hat G-CSF in vitro direkte und signifikante Wirkungen auf K. pneumoniae, so wäre der

Nachweis einer Bindung dieses hämatopoetischen Wachstumsfaktors an den gram-

negativen Organismus eine logische Konsequenz. Dieser Nachweis wurde mit zwei

voneinander unabhängigen Methoden geführt.

4.7.1. Bindung von 125J-G-CSF an K. pneumoniae

Zunächst wurden die Kriterien der Spezifität und Sättigbarkeit einer Bindung mittels

radioaktiv markiertem G-CSF überprüft. Dabei konnte nachgewiesen werden, daß 125J-

G-CSF sowohl an K. pneumoniae B5055 als auch an den avirulenten, nicht signifikant

zellgebundenes KPS produzierenden Stamm F201 bindet; diese Bindung war sättigbar

(Abb. 18). Um die Spezifität zu zeigen, wurden die Experimente wiederholt und un-
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markiertes G-CSF in steigenden Konzentrationen beigesetzt. Dadurch war es möglich,
125J-G-CSF dosisabhängig aus der Bindung an K. pneumoniae B5055 zu verdrängen

(Abb. 19). Mit einem unverwandten Zytokin, IL-1α, hingegen gelang dies nicht (Abb.

20). Somit konnte gezeigt werden, daß G-CSF an K. pneumoniae bindet und daß dies

eine spezifische Bindung an das Bakterium war.

Abbildung 18: Bindung von 125J-G-CSF an K. pneumoniae B5055 oder F201 nach 40

Minuten Inkubation bei 4°C.
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Abbildung 19: Inhibition der Bindung von 125J-G-CSF an K. pneumoniae B5055 durch

nicht markiertes G-CSF. 125J-G-CSF (50 ng) wurde für 40 Minuten bei 4°C mit K.

pneumoniae B5055 und den angegebenen Mengen an nicht markiertem G-CSF inku-

biert. Angegeben sind Mittelwert ± SEM aus vier unabhängigen Experimenten, jeweils

im Doppelansatz, als spezifische Bindung relativ zu einem Experiment ohne Kompeti-

tor.
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Abbildung 20: Fehlende Inhibition der Bindung von 125J-G-CSF an K. pneumoniae

B5055 durch nicht markiertes IL-1α. 125J-G-CSF (50 ng) wurde für 40 Minuten bei 4°C

mit K. pneumoniae B5055 und den angegebenen Mengen an nicht markiertem IL-1α

inkubiert. Angegeben sind Mittelwert ± SEM aus vier unabhängigen Experimenten,

jeweils im Doppelansatz.

4.7.2. Immunoblotting

Die Bindung von G-CSF an K. pneumoniae wurde mittels immunologischer Verfahren

näher charakterisiert. Dazu wurden aus unbehandelten Bakterien Lysate hergestellt und

diese elektrophoretisch aufgetrennt und auf Membranen geblottet. Anschließend wur-

den die aufgetrennten bakteriellen Bestandteile mit G-CSF, anti-G-CSF und mit peroxi-

dase-markiertem anti-Maus-IgG inkubiert und mittels Chemilumineszenz entwickelt.

Dabei ließen sich drei spezifische Bindungsstellen von G-CSF darstellen, die eine

Größe von 41, 25 und 21 kD aufwiesen (Abb. 21). Die Vorbehandlung des bakteriellen

Lysates durch Proteinase K führte zum Verschwinden der Bindungsstellen, so daß diese

zumindest proteinhaltig sein müssen (Abb. 21). Umfangreiche Kontrollen, von denen

hier nur einige gezeigt sind, demonstrierten, daß dieser Bindungsnachweis spezifisch

war.
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Abbildung 21: Immunoblot von K. pneumoniae B5055-Lysaten mit G-CSF. Bahn 1:

Marker für Molekulargewicht in kDa; Bahn 2: bakterielles Lysat; Bahn 3: bakteri-

elles Lysat, das vor der Elektrophorese mit Proteinase K verdaut wurde; Bahn 4:

Inkubation mit G-CSF, das mit anti-humanem G-CSF-IgG präabsorbiert wurde; Bahn

5: Elektrophorese von G-CSF alleine als Positivkontrolle; Bahnen 6 bis 8: Silberfär-

bung eines identischen Zweitgeles, wobei Bahn 6 der Bahn 2 entspricht, Bahn 7 der

Bahn 3 und Bahn 8 der Bahn 5. Die Pfeile in Bahn 2 markieren die spezifischen

Bindungsstellen von G-CSF an Proteine im bakteriellen Lysat. Die Pfeilspitze in

Bahn 5 markiert die Positivkontrolle mit G-CSF.
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5. Diskussion

5.1. Wirkung des G-CSF im verwendeten Mausstamm

Humanes und murines G-CSF sind zu etwa 70% homolog in ihren Aminosäurensequen-

zen {3151}, und auch die entsprechenden Rezeptoren zeigen zu 62,5% Homologie

{4187}. Die quantitative, nicht aber die qualitative Wirkung humanen G-CSFs in der

Maus ist jedoch von der im Menschen verschieden {1525}. Um die Wirksamkeit des

verwendeten humanen rekombinanten G-CSF im Stamm der BALB/c-Mäuse zu unter-

suchen, wurden daher den Tieren vor und während der subkutanen Gabe von G-CSF

täglich Blut entnommen und die Gesamtleukozytenzahl sowie das Differentialblutbild

bestimmt. Um einen Effekt der Blutabnahme allein auf die Anzahl und Zusammen-

setzung der Leukozyten im peripheren Blut erkennen zu können, wurde mit der Blutab-

nahme 4 Tage vor der ersten G-CSF-Dosis begonnen.

Die Ergebnisse zeigen, daß das verwendete rekombinante humane G-CSF im verwen-

deten Mausstamm aktiv war und dosisabhängig zu einem deutlichen Anstieg der Leu-

kozyten im peripheren Blut führte. Dieser Anstieg war nicht artifiziell durch die Blu-

tabnahme selbst bedingt (Abb. 1). Die Ergebnisse standen im Einklang mit bereits pub-

lizierten Studien der Leukozytenkinetik in der Maus nach G-CSF-Gabe {130}{131},

auch wenn die Mausstämme sich unterschieden. Somit kann davon ausgegangen wer-

den, daß die hier beobachteten Ergebnisse nicht auf einer verminderten oder gar fehlen-

den Wirksamkeit des verwendeten G-CSF beruhen. Da die meisten Arbeiten mit ex-

perimentellen bakteriellen Infektionen eine Dosierung von 2 x 50 µg/kg/die verwende-

ten, wurde diese Dosierung ausgewählt.

5.2. G-CSF verschlechtert das Überleben bei einer experimentellen K. pneumo-

niae-Pneumonie

Die Mehrzahl tierexperimenteller Untersuchungen zur Wirkung von G-CSF bei Infek-

tionen zeigt einen günstigen Effekt auf das Überleben. So überlebten signifikant mehr

Tiere bei einer experimentellen Infektion mit K. pneumoniae {77}, S. pneumoniae

{2280}{2643}, E. coli {4127}{4206}{2378}, P. aeruginosa {75}{2378}, L. monozyto-

genes {4207} oder bei intraabdomineller Infektion durch Ligatur und Punktion des

Zökums {4141}{4217}{4052}{2377}. Im Gegensatz hierzu verstarben bei der vorlieg-
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enden Untersuchung signifikant mehr Tiere, wenn G-CSF vor Induktion der Pneumonie

gegeben wurde (Abb. 3). Dies war am ausgeprägtesten bei der mittleren hier verwen-

deten Dosierung, wohingegen die Gabe von G-CSF ab 24 Stunden nach Infektion das

Überleben im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe nicht veränderte (Abb. 3).

Auch der klinische Verlauf bis zum Ende der Experimente wurde durch G-CSF nicht

positiv beeinflußt (Abb. 4). Diese Ergebnisse stehen im Widerspruch zu zwei ver-

gleichbaren Arbeiten. In der ersten wurde ebenfalls mit K. pneumoniae bei Ratten eine

Pneumonie induziert, und die prophylaktische Gabe von G-CSF in identischer Do-

sierung (50 µg/kg/die) von Tag –2 bis Tag 0 erhöhte das Überleben signifikant {77}.

Leider wurden in dieser Arbeit die Keimzahlen nur in der Lunge untersucht und dies

auch nur zum Zeitpunkt 4 Stunden nach Infektion. Damit können weitere Vergleiche

nicht direkt gezogen werden, da zum einen Angaben über septische Streuung der Bak-

terien in z.B. Leber oder Milz fehlen und zum anderen eine Aussage über den zeitlichen

Verlauf einer bakteriellen Dissemination über mehr als 4 Stunden nach Infektion fehlen

{77}. Die Tatsache eines signifikant besseren Überlebens der Tiere durch vorausgegan-

gene Behandlung mit G-CSF läßt jedoch auf einen günstigen Einfluß des

Wachstumsfaktors auf die bakterielle Streuung in diesem Modell schließen. Die zweite

vergleichbare Arbeit verwendete zwar ein anderes Bakterium (E. coli), ein anderes In-

fektionsmodell (das der bakteriellen Peritonitis), und eine andere Dosierung von G-CSF

(1 x 50 µg/kg/die von Tag –5 bis Tag +2, also eine Behandlung über den Zeitpunkt der

Infektion hinaus) {4150}. Aber sie untersuchte das Zusammenwirken von G-CSF und

einem monoklonalen, gegen die Kapsel von E. coli gerichteten IgM-Antikörper {4150}.

Hier wurde kein Vorteil hinsichtlich des Überlebens gesehen, wenn G-CSF allein vera-

breicht wurde. Hingegen verbesserte sich das Überleben signifikant, wenn beide anti-

infektiösen Therapieprinzipien zusammen eingesetzt wurden. Leider wurden auch hier

wieder die Keimzahlen in Blut und peritonealer Lavage lediglich zu einem sehr frühen

Zeitpunkt (90 Minuten nach Infektion) untersucht {4150}. Das synergistische Prinzip

einer Therapie mit einem hämatopoetischen Wachstumsfaktor und einer immunologis-

chen, gegen einen bakteriellen Virulenzfaktor gerichteten Therapie hinsichtlich der

positiven Beeinflussung einer Infektion konnte also sowohl in der hier vorliegenden

Arbeit als auch in der Literatur bestätigt werden.
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Daneben gibt es aber auch andere Ergebnisse hinsichtlich der Beeinflussung einer ex-

perimentellen Infektion durch G-CSF. So wurde das Überleben einer intravenösen In-

fektion mit P. aeruginosa verschlechtert, wenn G-CSF nach Infektion gegeben wurde

{4149}. Dieser Effekt konnte auch bei der Behandlung einer E. coli-Peritonitis und -

Sepsis {2942} sowie bei Therapie einer E. coli-Pneumonie {4233} beobachtet werden.

5.2.1. G-CSF fördert die bakterielle Dissemination bei experimenteller K. pneu-

moniae-Pneumonie

Bei den hier durchgeführten Experimenten fiel auf, daß sich bei den allein mit G-CSF

behandelten Tieren die Keimzahl im primär infizierten Organ, der Lunge, nicht durch

den Wachstumsfaktor senken ließ (Abb. 5). Darüberhinaus wurde eine dosisabhängige

Steigerung der bakteriellen Disseminierung bei prophylaktischer Gabe von G-CSF, erk-

ennbar an den KBE-Indices, beobachtet (Tabelle 2). Auch die histologischen Befunde

stützen diese Beobachtung, da in der Leber von mit G-CSF vorbehandelten Tieren nicht

nur Nekrosen, sondern auch Abszesse mit hoher Bakterienzahl nachgewiesen werden

konnten (Abb. 6). Diese bakterielle Disseminierung trat nicht in signifikantem Ausmaß

auf, wenn mit der Gabe von G-CSF erst 24 Stunden nach Infektion begonnen wurde

(Abb. 5, Tabelle 2). Auffällig war auch, daß bei der niedrigsten prophylaktisch verwen-

deten Dosierung, 2 x 15 µg/kg/die, ein höherer Keimgehalt in allen untersuchten Or-

ganen zu finden war (Abb. 5). Diese Ergebnisse können das verschlechterte Überleben

bei einer prophylaktischen Behandlung mit G-CSF erklären. Auch diese Befunde stehen

im Widerspruch zu anderen Arbeiten mit verschiedenen Infektionsmodellen, bei denen

eine Abnahme der bakteriellen Besiedlung von Organen und der Bakteriämie unabhän-

gig von den untersuchten Bakterien nachgewiesen wurde

{77}{4141}{4206}{4207}{4217}{4226}. Zusätzlich ist bekannt, daß G-CSF die

Phagozytose von Bakterien durch neutrophile Granulozyten fördert {3087}. Jedoch

zeigt die Literatur in dieser Hinsicht auch entgegengesetzte Befunde. So konnte durch

G-CSF die Anzahl der Bakterien im Liquor bei Pneumokokken-Meningitis nicht ge-

senkt werden {4239}. In neutropenischen Mäusen wurde ein Anstieg der Bakterienzahl

in der Leber beobachtet, wenn G-CSF nach intravenöser Infektion mit P. aeruginosa, S.

aureus oder K. pneumoniae verabreicht wurde {3043}. Somit sind in der Literatur auch

Präzedenzfälle für die hier vorgestellten Beobachtungen zu finden.
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5.2.2. Einfluß des Zeitpunktes der G-CSF-Therapie auf den Verlauf der experi-

mentellen K. pneumoniae-Pneumonie

Die Erhöhung der Letalität durch G-CSF wurde nur beobachtet, wenn der

Wachstumsfaktor vor Infektion verabreicht wurde, jedoch nicht, wenn mit der Gabe 24

Stunden nach Infektion begonnen wurde (Abb. 3). Die Keimzahlen in Lunge, Milz und

Leber hingegen waren nicht von denen der Kontrollgruppe verschieden (Abb. 5). Auch

der klinische Verlauf war mit dem der Kontrollgruppe identisch (Abb. 4). Die Beo-

bachtung, daß der Zeitpunkt der Therapie entscheidend für den Verlauf der Infektion ist,

findet sich in der Literatur wieder. Bei einer Infektion durch C. albicans wurde eine

Erhöhung des Überlebens nur beobachtet, wenn G-CSF 24 Stunden vor Infektion gege-

ben wurde, eine Gabe 24 Stunden nach Infektion hatte keinen Einfluß {3895}. Der

gleiche Effekt (verbessertes Überleben bei prophylaktischer, nicht aber bei therapeu-

tischer Gabe) wurde in experimentellen Modellen einer i.v.-Infektion mit P. aeruginosa,

S. aureus, K. pneumoniae {3043} oder einer abdominellen Mischinfektion {4141}

nachgewiesen. Bei Gabe von LPS in Mäusen, die durch eine Retrovirus-induzierte

murine Immundefizienz dafür sensibilisiert waren, war der zeitliche Spielraum für einen

günstigen Effekt von G-CSF noch enger: die Gabe 12 oder 6 Stunden vor Injektion des

LPS erhöhte das Überleben signifikant, aber die Gabe simultan mit oder 6 Stunden nach

LPS hatte keinen Einfluß auf das Überleben {3869}. Erklärbar werden diese für einen

günstigen Effekt von G-CSF engen zeitlichen Grenzen durch die Tatsache, daß das

Netzwerk von Zytokinen und Wachstumsfaktoren eng miteinander verflochten ist

{3896}{4133}. Schon geringe Änderungen von Dosierung oder Zeitpunkt können aber

ein Zytokin entweder pro- oder anti-inflammatorisch wirken lassen {828}. Zusätzlich

wird die Situation durch die Wichtigkeit der lokalen, parakrinen Produktion von Zyto-

kinen und Wachstumsfaktoren verkompliziert

{3042}{3132}{4240}{3906}{3905}{643}. Zusammen mit den Unterschieden in den

einzelnen Tiermodellen {1860} wird somit erklärbar, daß G-CSF bei unterschiedlichen

Infektionsarten auch verschiedene optimale Zeitpunkte für den Einsatz besitzt.
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5.3. Einfluß des monoklonalen Antikörpers gegen KPS auf den Verlauf der ex-

perimentellen K. pneumoniae-Pneumonie und Synergismus mit G-CSF

Alleine verabreicht, hatte der gegen bakterielles KPS gerichtete mAb III/5-1 einen gün-

stigen Einfluß auf Überleben und klinischen Verlauf (Abbildungen 7 und 8). Auch die

Keimzahlen in Lunge, Leber und Milz der Tiere konnten im Vergleich zur Kontroll-

gruppe signifikant gesenkt werden (Abb. 9). Dies bestätigte vorangegangene Unter-

suchungen, die in verschiedenen Tiermodellen einen positiven Einfluß der Antikörper-

therapie auf den Verlauf experimenteller K. pneumoniae-Infektionen zeigten

{98}{218}. Der negative Effekt einer prophylaktischen G-CSF-Gabe auf das Überleben

der Tiere wurde durch den gleichzeitigen Einsatz des mAb III/5-1 aufgehoben (Abb. 7).

Dies schlug sich auch im klinischen Verlauf nieder, der mit einer signifikant geringeren

Gewichtsabnahme im Vergleich zur Kontrollgruppe und zur allein mit G-CSF behan-

delten Gruppe einherging (Abb. 8). Korrespondierend dazu konnte die vermehrte bak-

terielle Dissemination, die unter prophylaktischer G-CSF-Gabe beobachtet wurde,

durch den simultanen Einsatz des mAb verhindert werden (Abb. 9). Dieser hier beo-

bachtete Synergismus zwischen anti-infektiöser Therapie und Gabe des hämatopo-

etischen Wachstumsfaktors wird auch von anderen Autoren nachgewiesen. So hatte G-

CSF allein keinen Einfluß auf das Überleben einer E. coli-Peritonitis bei nicht immun-

supprimierten Mäusen, aber verbesserte dieses in synergistischer Weise zusammen mit

einem gegen KPS von E. coli gerichteten mAb der Klasse IgM {4150}. Bei neutrope-

nischen Ratten mit P. aeruginosa-Sepsis verdoppelte G-CSF zusammen mit IL-11 das

Überleben auf 80%, das durch IL-11 alleine lediglich auf 40% erhöht wurde {4131}.

Auch die durch G-CSF allein nicht signifikant beeinflußten Keimzahlen und LPS-

Mengen im Blut wurden synergistisch durch den simultanen Einsatz beider Zytokine

signifikant gesenkt {4131}. In verschiedenen Tiermodellen schließlich, bei dem die

Tiere mit sowohl gram-positiven als auch gram–negativen Keimen infiziert wurden,

wurde ein synergistischer Effekt von G-CSF und Antibiotika nachgewiesen

{3043}{2378}{75}{4141}.
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5.4. Die mögliche Beteiligung von TNF−α an den Leberzellnekrosen bei pro-

phylaktischer Behandlung einer experimentellen K. pneumoniae-Pneumonie

durch G-CSF

Bei den histologischen Befunden der Tiere, die G-CSF prophylaktisch vor Induktion

einer K. pneumoniae-Pneumonie erhielten, fielen zunächst in der Leber großflächige

Nekrosen auf, die von Infiltraten durch neutrophile Granulozyten begleitet waren (Abb.

6). Es ist bekannt, daß bei transgenen, G-CSF überexprimierenden Mäusen vermutlich

durch Infiltration neutrophiler Granulozyten bedingte Leberzellnekrosen auftreten

{4230}. Auch bei Tumoren, die G-CSF paraneoplastisch produzieren, konnten ähnliche

histologische Veränderungen beobachtet werden {2190}. Daher könnten die jetzt beo-

bachteten Veränderungen direkt durch G-CSF verursacht worden sein. Allerdings

wurde gezeigt, daß die Gabe von G-CSF nicht zu einer erhöhten Expression des Ad-

häsionsmoleküls ICAM-1 in der Leber führt und auch nicht zu einer vermehrten lokalen

Produktion chemotaktischer Faktoren wie CINC {4120}. Die Vorbehandlung mit G-

CSF vor einer LPS-Stimulation führte sogar zu einer Reduktion von CINC und ICAM-1

in der Leber {4120}. Somit ist ein direkter Effekt von G-CSF, der diese Nekrosen erk-

lären könnte, hier eher unwahrscheinlich.

In der oben erwähnten Arbeit von Suzuki et al. wurde auch gezeigt, daß mit den his-

tologischen Veränderungen eine erhöhte Produktion proinflammatorischer Zytokine

(IL-1, IL-6) einherging {2190}. Da aber die Produktion von IL-1 und IL-6 sich gleich-

sinnig mit der von TNF−α verändern {4133}{828}, darf angenommen werden, daß

auch TNF−α in erhöhter Konzentration vorlag, obgleich dies nicht direkt gemessen

wurde {2190}. Die Gabe von G-CSF alleine oder vor LPS-Stimulation erhöhte die

Konzentration von TNF−α und von löslichen TNF−α-Rezeptoren im Serum

{3903}{4198}{3902}. Die ortsständigen Makrophagen in der Leber (Kupffer-Zellen)

aber produzieren sowohl einen Rezeptor für TNF−α als auch TNF−α selbst auf eine

Stimulation mit LPS hin {4172}{4173}. Auf der anderen Seite jedoch schwächt G-CSF

die Produktion von TNF−α und IL-6 durch Kupffer-Zellen nach LPS-Stimulation ab

{4171}. Daher sollte untersucht werden, ob die bei prophylaktischer G-CSF-Gabe beo-

bachteten histologischen Veränderungen auch bei einer Blockade von TNF−α auftreten.



— 52 —

5.4.1. Effekte von Pentoxifyllin auf TNF−α

TNF−α besitzt eine wichtige Funktion bei der koordinierten Abwehr der K. pneumo-

niae-Infektion und ist damit nicht als rein pro-inflammatorisches Zytokin anzusehen

{4240}{4242}{4180}. Daher wurde Pentoxifyllin anstelle blockierender monoklonaler

Antikörper eingesetzt. Von Pentoxifyllin ist bekannt, daß es die Transskription des

TNF−α-Genortes in TNF−α-mRNA in Makrophagen hemmt und die Akkumulation von

TNF−α-mRNA inhibiert {1707}{1698}, aber nicht die Translation von TNF−α-mRNA

in das Zytokin {1707}. Dies erklärt die Tatsache, daß Pentoxifyllin die Antwort auf

einen LPS-Reiz im Menschen nicht komplett verhindert {1695} und auch selektiv nur

auf TNF−α wirkt {1695}. Zusätzlich bietet Pentoxifyllin den Vorteil, daß es keinen

Effekt auf Wirkungen von G-CSF oder GM-CSF in vitro aufweist {1687}{3884}. Über

eine Reduktion der durch TNF−α erhöhten Adhärenz von neutrophilen Granulozyten

verhindert Pentoxifyllin den Leukozytenabfall nach LPS-Stimulation und erhöht den

Pool zirkulierender Granulozyten {1695}.

5.4.2. Einfluß von Pentoxifyllin auf die experimentelle K. pneumoniae-Pneumonie

und den Effekt einer prophylaktischen G-CSF-Gabe

Wurden die Tiere mit Pentoxifyllin behandelt, so konnte eine Verzögerung der Letalität

der K. pneumoniae-Pneumonie beobachtet werden (Abb. 11). Jedoch war Pentoxifyllin

nicht in der Lage, die durch prophylaktische G-CSF-Gabe hervorgerufene erhöhte Le-

talität zu verhindern (Abb. 11). Auch der klinische Verlauf bis zum Ende der Experi-

mente wurde weder durch Pentoxifyllin alleine noch durch die gleichzeitige Gabe von

G-CSF und Pentoxifyllin beeinflußt (Abb. 12). Bei der Untersuchung der Keimzahlen

fiel auf, daß die nur mit Pentoxifyllin behandelten Tiere eine etwa 100-fach höhere An-

zahl von Bakterien in allen untersuchten Organen aufwiesen (Abb. 13). Dies änderte

sich nicht signifikant, wenn die Tiere G-CSF prophylaktisch erhielten (Abb. 13). Insbe-

sondere die histologischen Befunde in den Lebern der Tiere, die nur G-CSF (2 x 50

µg/kg/die) prophylaktisch erhielten und denen, die zusätzlich mit Pentoxifyllin behan-

delt wurden, unterschieden sich nicht wesentlich (Abb. 14). Daraus kann geschlossen

werden, daß eine eventuelle überschießende TNF−α-Produktion vermutlich nicht für

die beobachteten hepatischen Nekrosen verantwortlich ist. Vielmehr ist zu vermuten,
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daß andere Mechanismen für die Veränderungen in Frage kommen. Zum einen wurde

durch Pentoxifyllin die TNF−α-Produktion effektiv gehemmt, zum anderen ist bekannt,

daß eine Behandlung mit G-CSF bei experimentellen Infektionen den lokalen und sys-

temischen TNF−α-Gehalt signifikant senkt

{4141}{4127}{3895}{4239}{4150}{2563}{4206}{4217}. Der Befund einer deutlich

erhöhten Keimzahl nach Blockierung von TNF−α und damit einer Verschlechterung der

antibakteriellen Abwehr steht in Einklang mit anderen Berichten, die die Bedeutung von

TNF−α für eine Abwehr bakterieller Infektionen zeigen

{4240}{4242}{2926}{2560}{4180}. Da Histologie, Überleben und Keimzahl in den

Organen gut korrelieren {3895}, auf der anderen Seite aber die Messung von Zytokinen

im Serum methodisch schwierig ist {2085} und die Befunde in ihrer Wertigkeit nicht

unumstritten {1985}{3085}{3086} sind, wurde in der vorliegenden Arbeit auf die Bes-

timmung von Zytokinen verzichtet.

5.5. Ist eine pulmonale Schädigung durch G-CSF für die erhöhte Letalität

verantwortlich?

Es wurde vermutet, daß G-CSF durch den erhöhten Influx aktivierter neutrophiler

Granulozyten in die Lunge schädigend während einer Infektion sein könnte. Hierholzer

et al. konnten zeigen, daß eine direkte intratracheale Instillation von G-CSF zu einem

Einstrom neutrophiler Granulozyten in die Lunge und zu einem alveolären capillary

leakage führt {4229}, vermutlich auch dadurch mitbedingt, daß G-CSF auf neutrophile

Granulozyten und Monozyten chemotaktisch wirkt {4219}. Die gleiche Arbeitsgruppe

beobachtete in ähnlichen Experimenten bei Ratten Lungenödem, Hypoxie, Alkalose und

einer Zunahme des Zellgehaltes in der bronchoalveolären Lavage nach intratrachealer

G-CSF-Gabe {4130}. Ratten, die einem hämorrhagischen Schock unterworfen wurden,

wiesen einen bis zu siebenfach erhöhten Gehalt an G-CSF-mRNA in der Lunge auf,

wobei bronchoepitheliale Zellen der Hauptproduktionsort waren {4176}. Dies war mit

einer akuten Lungenschädigung, einer pulmonalen Infiltration durch neutrophile

Granulozyten, Lungenödem und Hypoxie assoziiert {4176}. G-CSF alleine führte zu

Lungenschaden und einem Anstieg der pulmonalen neutrophilen Granulozyten und

erhöhte signifikant die Letalität eines chemisch-toxisch induzierten Lungenschadens

durch HCl {2644}. Die Zunahme eines pulmonalen Schadens bei E. coli-Pneumonie

durch Gabe von G-CSF wurde ebenfalls beschrieben {4233}. TNF−α und LPS stimu-
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lieren die Produktion von G-CSF durch humane Endothelzellen {3896}{1988}, was

auch bei humanen Synovial- und Lungen-Fibroblasten nachgewiesen wurde

{1979}{1722}, in letzterem Fall auch durch IL-1 {1722}. Somit könnte eine bei einer

gram-negativen Infektion auftretende LPS-Stimulation und die erhöhte Produktion von

TNF−α und IL-1 {3806}{4233} die lokale Produktion von G-CSF verstärken und über

den vermehrten pulmonalen Einstrom neutrophiler Granulozyten, die durch parakrin

gebildetes G-CSF aktiviert werden, zu vermehrtem Gewebeschaden in der Lunge

führen. Auch beim Menschen sind negative pulmonale Effekte von G-CSF beschrieben

worden. So trat bei zwanzig Patienten, die nach einer Chemotherapie mit potentiell lun-

gentoxischen Zytostatika G-CSF erhielten, eine interstitielle Pneumonie ohne Erreger-

nachweis auf {4213}. Allerdings wurde nicht die Gesamtzahl der mit G-CSF behan-

delten Patienten angegeben, so daß die Inzidenz dieser bei 3 von 20 Patienten tödlich

verlaufenen Komplikation nicht errechnet werden kann {4213}. Die Gabe von G-CSF

bei Neutropenie nach Chemotherapie war in einer weiteren retrospektiven Studie signi-

fikant mit einer aufgrund pulmonaler Infektionen erhöhten Inzidenz des ARDS as-

soziiert {4138}.

Die Histologien der Lungen der mit G-CSF vorbehandelten Tiere (Abb. 6) sprechen

hier gegen die Annahme einer durch G-CSF aggravierten Lungenschädigung. Im Ver-

gleich zu den pulmonalen Befunden bei Kontrolltieren ist sogar ein geringeres Ausmaß

der inflammatorischen Veränderungen zu sehen: Abszesse sind nicht vorhanden (Abb.

6). Die Literatur stützt die Annahme, daß G-CSF nur in bestimmten Situationen (direkte

pulmonale Applikation) zur vermehrten Lungenschädigung führt. So konnte keine Zu-

nahme der durch LPS verursachten pulmonalen Veränderungen durch systemische G-

CSF-Gabe bei Schafen beobachtet werden {3888}{3893}. Bei gesunden Probanden

verhinderte subkutan appliziertes G-CSF die durch LPS verursachte Akkumulation von

neutrophilen Granulozyten in der Lunge {3902}. Bei transgenen, G-CSF überex-

primierenden Mäusen konnten über einen Zeitraum von einem Jahr nur sehr selten pul-

monale Läsionen beobachtet werden {4230}. Die prophylaktische Gabe von G-CSF vor

experimenteller E. coli-Pneumonie bei Hunden verschlechterte die pulmonale Funktion

nicht {4127}. In einem Modell für intraabdominelle Infektion und Sepsis bei hämorrha-

gischem Schock konnten Davis et al. keinen Anhalt für einen durch neutrophile Granu-

lozyten verursachten Lungenschaden nach G-CSF-Therapie finden {4134}. Eine mögli-
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che Erklärung dieser widersprüchlichen Befunde könnte darin liegen, daß in allen

Studien, die keine Erhöhung der pulmonalen Läsionen durch G-CSF nachweisen

konnten, der Wachstumsfaktor systemisch gegeben wurde, wohingegen die oben ange-

führten Arbeiten die lokale intrapulmonale Applikation von G-CSF untersuchten

{4229}{4130}{2644}. In vitro jedoch inhibiert G-CSF die durch IFN−γ und TNF−α

hervorgerufene Überproduktion von NO und die Expression von iNOS {4123}. Eine

Überexpression von iNOS und Überproduktion von NO hingegen ist nicht nur günstig

{4243}, sondern kann unter bestimmten Umständen bei Infektionen schädlich sein

{3495}. Daher ist es möglich, daß systemisch gegebenes G-CSF über die Inhibierung

einer erhöhten NO-Produktion bei Infektionen einen günstigen Effekt hat, während lo-

kal verabreichtes und somit in wesentlich höherer Konzentration pulmonal vorhandenes

G-CSF durch überschießende Aktivierung von neutrophilen Granulozyten zur pulmo-

nalen Schädigung führt. Bei den hier vorliegenden Experimenten ist vermutlich die er-

ste Annahme der Fall, da histologisch geringer ausgeprägte entzündliche Infiltrate

nachgewiesen werden konnten.

5.6. Gibt es eine andere Erklärung für die Beobachtungen?

Mit den bisher untersuchten Hypothesen ist es nicht möglich, die komplexen Befunde

der G-CSF-Therapie bei experimenteller K. pneumoniae-Pneumonie einheitlich zu erk-

lären. Das Konzept einer direkten Wirkung von G-CSF auf K. pneumoniae mit kon-

sekutiver Steigerung der bakteriellen Virulenz hingegen wäre dazu in der Lage. Würde

G-CSF die Virulenz von K. pneumoniae steigern, so wäre die erhöhte Letalität bei pro-

phylaktischer Gabe von G-CSF plausibel, da zum Zeitpunkt der Infektion hohe Mengen

an G-CSF bereits vorhanden sind. Auch die Tatsache, daß der therapeutische Einsatz

von G-CSF nicht zu einer Erhöhung der Letalität führte, ließe sich damit in Einklang

bringen. Eine gesteigerte Virulenz der Bakterien wäre auch mit der bei alleiniger G-

CSF-Gabe beobachteten vermehrten bakteriellen Disseminierung in zunächst nicht in-

fizierte Organe kompatibel. Wäre die gesteigerte Virulenz durch eine gesteigerte Pro-

duktion von KPS bedingt, so würde dies erklären, warum der mAb III/5-1 in der Lage

war, nicht nur die nachteiligen Effekte einer prophylaktischen G-CSF-Gabe aufzuhe-

ben, sondern auch synergistisch mit G-CSF die besten Ergebnisse in der Behandlung

der experimentellen Infektion zu zeigen, da dann die durch G-CSF gesteigerte Virulenz
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inhibiert wäre, und die aus der Literatur bekannten günstigen Wirkungen des

Wachstumsfaktors überwiegen könnten.

5.6.1. Direkte Effekte von G-CSF auf K. pneumoniae

Die Beeinflussung von Bakterien durch Proteine eukaryoter Zellen und

Wachstumsfaktoren wurde bereits beschrieben. So konnte gezeigt werden, daß die spe-

zifische Bindung von IL-1 an E. coli zu einer Steigerung des bakteriellen Wachstums

führt {2151}. Auch IL-2 und GM-CSF haben wachstumsfördernde Eigenschaften bei E.

coli {2168}. IL-6 bindet spezifisch an M. avium und fördert dessen Wachstum

{2165}{2166}. Auch Insulin zeigt spezifische Wirkungen auf den Stoffwechsel von E.

coli und erhöht dessen Wachstumsrate {4184}. Daher wurde hier zuerst untersucht, ob

G-CSF einen Einfluß auf das Wachstum von K. pneumoniae hat. Dies konnte nicht

nachgewiesen werden (Abb. 15).  Bei zwei anderen Pathogenen, C. albicans und P.

aeruginosa, wurde ebenfalls kein direkter wachstumsfördernder Effekt von G-CSF ge-

funden, allerdings wurde nur dieser Einzelaspekt untersucht {3895}{2569}. Der Einfluß

von G-CSF auf die Produktion des wichtigsten Virulenzfaktors von K. pneumoniae,

dem KPS, war jedoch signifikant. Eine geringe Menge an G-CSF (10 ng/ml), wie sie

nach subkutaner Gabe von hier verwendeten Dosierungen über lange Zeit erreicht wird

{146}{124}{3574}, erhöhte signifikant die Produktion von zellgebundenem KPS (Abb.

16). Dies war jedoch nur beim virulenten Stamm K. pneumoniae B5055 der Fall, nicht

aber beim avirulenten Stamm K. pneumoniae F201, der nicht zu einer klinisch bedeu-

tenden Produktion von KPS fähig ist (Abb. 16). Auch diese Befunde werden durch an-

dere Arbeiten bestätigt, in denen die Wirkung von Zytokinen nur bei virulenten, nicht

aber bei avirulenten Keimen gesehen wird {2168}{2151}{2166}. Die funktionelle Be-

deutung der gesteigerten Produktion von zellgebundenem KPS ließ sich in zwei Assays

nachweisen, die zeigten, daß der erhöhte Gehalt an zellgebundenem KPS die Phagozy-

tose der Bakterien durch neutrophile Granulozyten inhibiert (vgl. 4.6.) und zu einer sig-

nifikant geringeren Abtötung der Keime führt (Abb. 17).

5.6.2. G-CSF bindet spezifisch an K. pneumoniae
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Da G-CSF somit die Virulenz von K. pneumoniae steigert, wurde untersucht, ob dieser

Wachstumsfaktor an das Bakterium bindet. Dies erfolgte mittels mit 125J markiertem G-

CSF. Die Bindung von 125J-G-CSF an K. pneumoniae war spezifisch, da sie zum einen

eine typische Sättigungskurve aufwies (Abb. 18), zum zweiten durch unmarkiertes, im

Überschuß vorhandenes G-CSF dosisabhängig aus der Bindung verdrängt wurde (Abb.

19) und zum dritten nicht von einem anderen Zytokin, IL-1, beeinflußt wurde (Abb. 20).

Damit im Einklang steht der fehlende Effekt von IL-1 auf die Produktion von zellge-

bundenem KPS (Abb. 16).

Um die Bindung von G-CSF an K. pneumoniae näher zu charakterisieren, wurde mittels

Immunoblotting versucht, mögliche Bindungsstellen zu finden. Im Lysat ganzer, unbe-

handelter Bakterien konnten nach elektrophoretischer Auftrennung, Blotting auf eine

Membran und Inkubation mit G-CSF drei zur Bindung fähige Proteinmoleküle identi-

fiziert werden, die ein Molekulargewicht von 41, 25 und 21 kDa aufwiesen (Abb. 21).

Da diese Bindungsstellen nach Verdauung des Lysates mit Proteinase K nicht mehr

nachweisbar waren, darf auf eine zumindest teilweise Proteinnatur dieser Moleküle

geschlossen werden (Abb. 21).

Die Charakterisierung der Bindungsstellen für G-CSF an K. pneumoniae zeigt zu-

mindest vom Molekulargewicht, daß sie von den bisher beschriebenen Rezeptoren un-

terschiedlich sein müssen. So weist der G-CSF-Rezeptor der Maus ein Molekularge-

wicht von 91 kDa auf {4205}, der humane G-CSF-Rezeptor auf Thrombozyten eines

von 150 kDa {4208} sowie der humane G-CSF-Rezeptor auf verschiedenen Zellarten

der myeloischen und lymphatischen Zellreihen und auf der Plazenta eines von 150 kDa

{177}. Es scheint aber zumindest zwei Arten von humanen G-CSF-Rezeptoren mit

einem Molekulargewicht von 150 kDa und 120 kDa auf Plazenta- und Trophoblasten-

zellen {4186} bzw. von 142 kDa und 92 kDa auf neutrophilen Granulozyten {4202} zu

geben, wobei eine unterschiedliche Glykosylierung die Differenzen im Molekularge-

wicht erklären könnte, da Larsen et al. den Prozentsatz an Kohlenhydraten auf etwa

35% des Molekulargewichtes schätzen {177}. Die Analyse der Dissoziationskonstanten

zeigt eine weite Variation der Kd, die von 240 pM bis 700 pM reicht

{177}{4186}{4202}{4208}. Dies läßt den Schluß zu, daß zumindest zwei verschiedene



— 58 —

humane G-CSF-Rezeptoren existieren, die extrazellulär sowohl eine Immunglobulin-

ähnliche als auch eine Fibronektin Typ III-ähnliche Domäne besitzen {127}.

High-affinity-Rezeptoren auf Bakterien für Zytokine wurden ebenfalls bei Shigella

flexneri und TNF−α beschrieben {2189}. Für Kollagen und Fibrinogen existieren auf E.

coli ebenfalls spezifische Rezeptoren {2169}. Plasminogen bindet an eine ganze Reihe

gram-negativer Bakterien mittels spezifischer Rezeptoren (Haemophilus influenzae,

Branhamella catarrhalis, Proteus mirabilis, P. aeruginosa) und einer biphasischen In-

teraktion zwischen Plasminogen und dem Rezeptor auf H. influenzae und B. catarrhalis

{2170}. Spezifische Bindungen wurden ebenfalls für IL-6 an M. avium {2166} und für

TNF−α an S. typhimurium, E. coli, Streptococcus mitis, S. aureus und L. monozyto-

genes beschrieben {2189}. Ein direkter Vergleich mit anderen Arbeiten ist aber

schwierig, da die Konsequenzen einer Interaktion zwischen Zytokinen und anderen

eukaryoten Proteinen und pathogenen Keimen nur in Ansätzen untersucht wurden. So

zeigten Porat et al. zwar, daß sich das Wachstum von E. coli durch den Einfluß von IL-1

verzehnfacht. Jedoch wird dies relativiert, wenn man die Absolutwerte betrachtet, da

nach 2 Stunden die Keimzahlen von 1 x 106/ml auf 1 x 107/ml erhöht waren {2151}.

Eine Auswirkung dieses Effektes in vivo wurde jedoch nicht untersucht. Zusätzlich ist

anzumerken, daß andere Arbeitsgruppen mit identischen Materialien und Unter-

suchungsbedingungen die Ergebnisse von Porat et al. nicht reproduzieren konnten

{4204}. Auch die anderen Arbeiten zeigten lediglich in vitro eine Stimulation des

Wachstums, ohne die in vivo-Relevanz der Beobachtungen weiter zu untersuchen

{2165}{2169}{2170}{2167}{2168}{2166}. Lediglich eine Arbeit geht zumindest in

vivo auf die Auswirkungen der Bindung von TNF−α auf S. flexneri ein und weist nach,

daß in Gegenwart von TNF−α gewachsene Keime in vitro eine erhöhte Invasivität für

HeLa-Zellen, einer humanen Zervixkarzinom-Zelllinie, aufweisen, was für eine Viru-

lenzsteigerung von S. flexneri durch TNF−α spricht {2189}.

Einige Arbeiten sprechen dafür, daß Bakterien sich einen Vorteil durch die Verwendung

von Proteinen eukaryoter Zellen verschaffen. So produziert E. coli Proteine, die IL-1-

ähnliche Eigenschaften aufweisen und kolonie-stimulierende Aktivität bei humanen

peripheren Blutstammzellen und Knochenmarkstammzellen zeigen {4190}{4191}. Da

das Wachstum von E. coli durch IL-1 stimuliert wird {2151}, ist ein positiver Regelk-
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reis möglich. E. coli produziert aber auch ein Protein, das Homologie zu humanem CD5

aufweist und sich wie ein Immunglobulin faltet {4201}. Die Autoren vermuten, daß

diese Eigenschaft durch horizontalen Gentransfer erworben wurde und daß Gene, die

eukaryote Zell-Zell-Interaktionen regulieren, von Bakterien rekrutiert worden sind, um

die Adhärenz von Bakterien an eukaryote Zellen zu erleichtern {4201}.

5.6.3. Vergleich der Befunde mit anderen tierexperimentellen Untersuchungen

unter dem Gesichtspunkt einer direkten Wachstumsfaktor-Bakterien-

Interaktion

Die hier erhobenen Befunde der Verschlechterung einer K. pneumoniae-Pneumonie

durch G-CSF stehen auf den ersten Blick in Kontrast zu anderen Arbeiten, die einen

günstigen Effekt von G-CSF auf eine K. pneumoniae-Pneumonie zeigen {77}. Bei

näherer Betrachtung jedoch zeigen sich große Unterschiede. Der Bakterienstamm, den

Nelson et al. verwendeten, scheint eher avirulent zu sein, da eine Keimmenge von 5 x

107 KBE benötigt wurde, um einen letalen Ausgang der Pneumonie hervorzurufen

{77}. Daher könnten diese Ergebnisse auch eher durch eine Intoxikation mit LPS denn

durch eine Replikation und Disseminierung der Bakterien hervorgerufen sein. Im Ge-

gensatz dazu ist der Bakterienstamm, der hier verwendet wurde, noch virulenter (ba-

sierend auf der KPS-Produktion {98}) als ein in früheren Arbeiten benutzter Stamm (K.

pneumoniae Caroli), bei dem bereits 3 x 104 KBE genügten, um eine fulminante Pneu-

monie bei Ratten hervorzurufen {218}. Daher könnte es sein, daß die direkte Wirkung

von G-CSF auf K. pneumoniae nicht ausreichte, um im Modell der anderen Arbeits-

gruppe die günstigen Wirkungen von G-CSF (Aktivierung und Vermehrung der neutro-

philen Granulozyten) aufzuheben {77}. Um diese Hypothese zu testen, wurde der

Stamm K. pneumoniae F201 untersucht, der nicht letal ist (Seite 6). An diesen band G-

CSF ebenfalls (Abb. 18). Trotz dieser Bindung von G-CSF, deren Verhalten der an den

virulenten Stamm K. pneumoniae B5055 ähnlich war, war G-CSF nicht in der Lage, die

minimale Produktion von KPS bei Stamm K. pneumoniae F201 zu steigern (Abb. 16).

Dies steht in Einklang mit den oben aufgeführten Arbeiten, die eine Beeinflussung nur

virulenter Stämme durch Bindung von Zytokinen zeigen. In der Tat wurden in allen

vergleichbaren Arbeiten mit G-CSF (Untersuchung nur eines Bakteriums und Infek-

tionsmodelles, nicht immunsupprimierte Tiere), die einen günstigen Einfluß von G-CSF
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auf das Überleben zeigen, Keimdosen zwischen 5 x 106 und 1,5 x 1010 KBE verwendet,

um Letalität hervorzurufen {4233}{4127}{145}{4207}{4206}{75}{2280}.
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6. Zusammenfassung

Neben den gut untersuchten Wirkungen von G-CSF auf die Granulopoese liegen Unter-

suchungen vor, daß es direkte Effekte auf die Rekrutierung und Aktivierung bakter-

izider Eigenschaften neutrophiler Granulozyten besitzt, was in einem verbesserten

Überleben bakteriell infizierter Tiere resultiert. Daher wurde in der hier vorliegenden

Arbeit der Effekt einer prophylaktischen oder therapeutischen Gabe von G-CSF bei ex-

perimenteller Pneumonie durch Klebsiella pneumoniae untersucht. Unerwarteterweise

verschlechterte aber eine prophylaktische G-CSF-Gabe das Überleben. Die prophylak-

tische Gabe von G-CSF führte dosisabhängig zu einer Steigerung der bakteriellen Dis-

semination von der Lunge in Leber und Milz. Im Gegensatz dazu konnte ein spezifisch

gegen K2-Kapselpolysaccharid (K2-KPS) von K. pneumoniae gerichteter monoklonaler

Antikörper (mAb III/5-1) signifikant die Vermehrung der Bakterien in Lunge, Leber

und Milz reduzieren. Wurde die prophylaktische Gabe von G-CSF mit der Gabe des

mAb III/5-1 kombiniert, so konnten die deletären Effekte einer Therapie mit G-CSF

aufgehoben werden. Diese Tiere zeigten das beste Ergebnis hinsichtlich des klinischen

Verlaufes, der histologischen Veränderungen und der Reduktion der Keimzahlen, was

auf einen Synergismus zwischen Wachstumsfaktor und monoklonalem Antikörper hin-

weist. Die Blockierung von TNF−α durch Pentoxifyllin hingegen verzögerte die Le-

talität nach Induktion der Pneumonie, verhinderte sie jedoch nicht. Anhand der im Ver-

gleich zur Kontrollgruppe hundertfach erhöhten Keimzahlen ließ sich sogar ein nega-

tiver Einfluß von Pentoxifyllin auf den Verlauf der experimentellen K. pneumoniae-

Pneumonie nachweisen. Die gleichzeitige Gabe von Pentoxifyllin und prophylak-

tischem G-CSF hatte ebenfalls keinen positiven Effekt auf klinischen Verlauf, Letalität

und bakterieller Besiedlung von Lunge, Leber und Milz.

In vitro konnte hier nachgewiesen werden, daß G-CSF spezifisch an K. pneumoniae

bindet und daß diese Bindung an mehrere Proteine mit einem Molekulargewicht von 41,

25 und 21 kDa erfolgt. Diese Bindung von G-CSF an K. pneumoniae hatte zwar keinen

Einfluß auf die Wachstumsgeschwindigkeit der Keime, führte aber zu einer signifikant

erhöhten Produktion des wichtigsten Virulenzfaktors, K2-KPS. Dies wiederum hatte in

vitro eine signifikant verminderte Phagozytose der Bakterien durch neutrophile Granu-

lozyten zur Folge mit der Konsequenz, daß signifikant weniger Bakterien durch neutro-
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phile Granulozyten abgetötet wurden, wenn sie in der Gegenwart klinisch relevanter

Mengen von G-CSF angezüchtet wurden.

Damit gelang es zum ersten Mal, die Bindung von G-CSF an ein klinisch relevantes

gram-negatives Bakterium, K. pneumoniae, nachzuweisen und zu zeigen, daß diese

Bindung in vitro zu einer erhöhten Produktion des wichtigsten Virulenzfaktors führt

und in vivo zur Verschlechterung einer experimentellen Pneumonie durch erhöhte bak-

terielle Disseminierung, wenn G-CSF prophylaktisch vor Infektion eingesetzt wurde.

Die weitere Untersuchung dieser Phänomene hinsichtlich einer möglichen Bindung von

G-CSF auch an andere Bakterien könnte zu einer differenzierten supportiven Therapie

bakterieller Infektionen mit G-CSF in nicht neutropenischen Patienten führen.
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9. Anhang

9.1. Farbabbildungen

Abbildung 6 (Seite 90 und 91): Histologische Befunde von Kontrolltieren nach

experimenteller K. pneumoniae-Pneumonie und von Tieren, die als Therapie G-CSF vor oder

nach Induktion der Pneumonie erhielten (vgl. auch Tabelle 2).

A. In der Lunge dieses Kontrolltieres liegt am dritten Tag der Erkrankung eine eitrig

abszedierende Herdpneumonie vor, bei der auch größere Atemwege mit neutrophilen

Granulozyten und Zelldetritus gefüllt sind (Pfeil) (Hämatoxylin & Eosin, x 100).

B. Die Leber des gleichen Tieres zeigt minimale Veränderungen mit geringer Verfettung der

Hepatozyten und Einzelzellnekrosen, die von histiozytären Abräumreaktionen begleitet

sind (Pfeil, H&E, x 200).

C. Dieses Tier erhielt G-CSF an Tag –2 und –1 vor Induktion der Pneumonie in einer

Dosierung von 2 x 50 µg/kg. Die Lunge weist eine geringgradige Herdpneumonie auf

(H&E, x 100).

D. Identisches Tier zu C. In der Leber finden sich massive Abszesse, die mit Bakterienrasen

angefüllt sind, zusammen mit konfluierenden, großflächigen Gruppenzellnekrosen (H&E,

x 50).

E. Bei diesem Tier begann die Behandlung mit G-CSF (2 x 50 µg/kg/die) 24 Stunden nach

Induktion der Pneumonie. Die entzündlichen Veränderungen in der Lunge sind im

Vergleich zu den Kontrolltieren weniger stark ausgeprägt (H&E, x 50).

F. Identisches Tier zu E. Die hepatischen Abszesse sind im Gegensatz zu den prophylaktisch

mit G-CSF behandelten Tieren (vgl. D.) nicht von Gruppenzellnekrosen begleitet (H&E, x

100).

G. Identisches Tier zu E. Bei stärkerer Vergrößerung werden die Bakterienrasen innerhalb

der Abszesse sichtbar. Trotz Therapie mit G-CSF sind im Verhältnis dazu nur wenige

neutrophile Granulozyten zu finden, ein Befund, der sich auch in C. erheben läßt (H&E, x

400).

H. Identisches Tier zu E. Auch die Milz weist Abszesse auf, jedoch mit geringerer Anzahl

von Bakterien.
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Abbildung 10 (Seite 93 und 94): Histologische Befunde bei Behandlung einer

experimentellen K. pneumoniae-Pneumonie mit einem gegen KPS gerichteten monoklonalen

Antikörper (mAb III/5-1) alleine oder in Kombination mit G-CSF (vgl. auch Tabelle 1).

A. Dieses Tier erhielt mAb III/5-1 eine Stunde vor Induktion der Pneumonie. Die Lunge

weist eine beginnende eitrig-abszedierende Herdpneumonie auf, die in ihrem Schweregrad

geringer ausgeprägt ist als bei den Kontrolltieren (vergleiche Abbildung 6 A). (H&E, x

100).

B. Identisches Tier zu A. Die in ihrer Anzahl geringeren Einzel- und Gruppenzellnekrosen

weisen eine den Kontrolltieren etwa vergleichbar starke Ausprägung der Abräumreaktion

auf (Pfeil, siehe auch Abbildung 6 B), die Verfettung der Hepatozyten ist aber deutlich

geringer (H&E, x 200).

C. Die Pneumonie dieses Tieres wurde mit mAb III/5-1 eine Stunde vor ihrer Induktion und

mit G-CSF (2 x 50 µg/kg) an den Tagen –2 und –1 behandelt. Die entzündlichen

Veränderungen in der Lunge sind am geringsten ausgeprägt (vgl. Abbildungen 6 A und 10

A).

D. Identisches Tier zu C. Bis auf eine geringe Verfettung der Hepatozyten ist die Leber

unauffällig (H&E, x 100).

E. Dieses Tier wurde mit einer einmaligen Gabe von mAb III/5-1 24 Stunden nach Induktion

der Pneumonie therapiert. Die Lunge weist eine diskrete, fokale eitrige Herdpneumonie

mit Infiltration neutrophiler Granulozyten auf (H&E, x 100).

F. Identisches Tier zu E. Die Veränderungen in der Leber mit fokalen Gruppenzell-

nekrosen und geringer histiozytärer Abräumreaktion sind denen der Kontrolltiere

vergleichbar (Pfeil, siehe auch Abbildung 6 B) (H&E, x 200).
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Abbildung 14 (Seite 96): Histologische Veränderungen bei experimenteller K. pneumoniae-

Pneumonie nach Blockierung von TNF-α durch Pentoxifyllin alleine und bei Gabe von

Pentoxifyllin zusammen mit G-CSF (vgl. Tabelle 1).

A. Dieses Tier erhielt 50 mg/kg Pentoxifyllin unmittelbar sowie 6 und 12 Stunden nach

Induktion der Pneumonie. Die pneumonischen Veränderungen in der Lunge sind deutlich

stärker ausgeprägt als bei den Kontrolltieren. Es kommt auch zur Ausbildung von

Abszessen (Pfeil) (H&E, x 50).

B. Gleiche Behandlung wie A. In der Leber finden sich mit Bakterien beladene Abszesse, die

von nur wenigen Granulozyten umgeben sind (H&E, x 100).

C. Dieses Tier erhielt G-CSF (2 x 50 µg/kg) an Tag –2 und –1, bevor Pentoxifyllin

verabreicht wurde. Neben einer abszedierenden Pneumonie sind deutliche Einblutungen

zu sehen (H&E, x 100).

D. Identisches Tier zu C. Die Hepatozyten sind mittelstark bis stark verfettet. Große,

konfluierende Gruppenzellnekrosen, die keine nennenswerte Abräumreaktion aufweisen,

werden zum Teil von kleineren Abszessen (Pfeil) flankiert (H&E, x 50).
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9.2. Verwendete Abkürzungen

CINC Cytokine-Induced Neutrophil Chemoattractant

(IL-8-Homolog bei der Ratte)

G-CSF Granulocyte colony-stimulating factor

GM-CSF Granulocyte-macrophage colony-stimulating

factor

ICAM-1 Intercellular Adhesion Molecule-1

IFN-γ Interferon-γ

IL- Interleukin-

iNOS Inducible Nitric Oxide Synthase

KBE Koloniebildende Einheiten

KPS Kapselpolysaccharid

LD50 Lethal dose50

LPS Lipopolysaccharid

mAb Monoklonaler Antikörper (monoclonal

Antibody)

MIP-2 Macrophage Inflammatory Protein-2

NO Nitric Oxide

TNF-α Tumornekrosefaktor-α


