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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Das angeborene Immunsystem

1.1.1 Uberblick iiber das angeborene Immunsystem

Alle Organismen haben Abwehrmechanismen entwickelt, um einem Tod durch patho-
gene Keime zu entgehen. Diese Mechanismen werden durch das Immunsystem geleis-
tet, wobei die primdre Immunantwort durch das angeborene Immunsystem (innate im-
mune system, IIS) erfolgt. Zusitzlich verfiigen die Vertebraten (zu denen auch der
Mensch gehort) iiber ein erworbenes (adaptives) Immunsystem (AIS), das sich wihrend
der Evolution aus dem IIS entwickelt hat und das infolge einer Exposition gegeniiber
einem Pathogenen eine spezifischere Immunantwort erzeugen kann als das IIS (19).
Einen Uberblick iiber die Unterschiede zwischen angeborenen und erworbenen Immun-

system gibt Tabelle 1:

Tab 1: Vergleich zwischen IIS und AIS

Angeborenes Immunsystem (IIS) Erworbenes Immunsystem (AIS)

Unspezifische Immunantwort auf Patho- | Auf verschiedene Pathogene spezifische
gene Immunantwort

Keine immunologischen Gedichtniszellen | Ausbildung von immunologischen Ge-

dichniszellen (MC) zur schnellen

Wiedererkennung

Immunantwort erfolgt schnell Immunantwort bei Erstkontakt langsam,

aufgrund MC beim Zweitkontakt

schneller

Zur Erfiillung dieser Aufgabe stehen dem IIS zellulidre und humorale Komponenten zur
Verfiigung. Diese konnen jeweils in einen afferenten (sensing) und einen efferenten

(effector) Schenkel unterteilt werden.
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1.1.2 Die zelluléren Bestandteile des angeborenen Immunsystems

Die zelluldre Komponente des IIS besteht aus einer Vielzahl an Zellen, die hauptséch-
lich aus der myeloischen Stammzellreihe stammen. Hauptvertreter sind die mononukle-
aren Zellen (Makrophagen, dendritische Zellen), die polymorphkernigen Phagozyten
(neutrophile Granulozyten), die natiirlichen Killerzellen und die Mastzellen. Die Aufga-
be der Zellen ist nicht nur das Abt6ten und/oder Entfernen des Pathogens, sondern auch
die Chemotaxis und die Antigenprisentation (Verbindung zum AIS) (6).

Der afferente Teil der Inmunantwort erfolgt tiber das Erkennen von spezifischen Mole-
kiilen auf der Oberfliche der Pathogene, welche auch als pathogen-associated molecular
patterns (PAMP) bezeichnet werden. Das bekannteste Molekiil, das auf diese Weise
eine Immunantwort auslosen kann, ist Lipopolysaccharid, das in seiner biologischen
Wirksamkeit erstmals vor iiber 100 Jahren beschrieben wurde (Pfeiffer, 1892) und fiir
die klinischen Folgen und die Aufrechterhaltung der Infektion im Anfangsstadium ver-
antwortlich ist (121). Andere erkannte Molekiile sind Peptidoglycan, Lipoteichonséure
und dsDNA. Bei allen erkannten Molekiilen handelt es sich um hoch-konservierte
Strukturen, die fiir das Uberleben der Pathogene unabdingbar sind (86).

Verantwortlich fiir das Erkennen der pathogenen Molekiile sind die pattern recognition
receptors (PRR). Beispiele fiir PRR sind Mannose-Rezeptoren, welche an terminale
Mannose- oder Fucosereste auf der Zellwand von Mikroorganismen binden, und die
Toll-like Rezeptoren, von denen zehn bekannt sind (30, 31, 42). Der Mensch exprimiert
mindestens zehn TLR’s (156), wobei die einzelnen Rezeptoren entweder einen einzigen
(z.B. TLR4 => LPS (128)) oder mehrere Liganden erkennen. Auf diese Weise kann das
IIS eine spezifische Immunantwort auf unterschiedliche Antigene generieren.

Neben TLR’s gibt es noch weitere Rezeptorarten, z.B. den f-methionyl-
leucylphenylalanyl (fMLP) Rezeptor, dessen Fehlen bei Méusen die Empfindlichkeit
fiir Infektionen mit Listeria monocytogenes erhoht (50).

Als intrazytoplasmatische Sensoren fungieren NOD 1 und 2 (nucleotide-binding oligo-
merization domain). NODI1 bindet spezifisch an Tripeptid-Strukturen von Gram-
negativen Bakterien, was wiederum zu einer Aktivierung des NF-kB (nuclear factor kB)
Signalweges fiihrt (52). NOD2 erkennt Peptidoglykan und aktiviert sowohl den NF-xB
Signalweg (53) als auch verschiedene Caspasen (76).
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1.1.3 Struktur und Funktion von Toll-like Rezeptoren

TLR’s dhneln in Bezug auf ihren zytoplasmatischen Anteil den Interleukin-1 Rezepto-
ren (IL-1R), mit denen sie eine Superfamilie bilden. In ihren extrazelluliren Anteilen
unterscheiden sie sich jedoch. Wihrend der TLR einen Abschnitt mit sich wiederholen-
den Leucin-Motiven besitzt, verfiigt der IL-1R iiber Immunglobulin-Doménen (155).
Sowohl TLR als auch IL-1R besitzen eine TIR-Domine (Toll/IL-1 receptor/resistance
motif), in der drei konservierte Bereiche mit Prolin-Resten (73, 127) fiir die
Signaltransduktion verantwortlich sind. Die weitere Signaltransduktion erfolgt iiber fiinf
unterschiedliche zytoplasmatische AdapterPeptide: MyD88 (myeloid differentiation
factor), MAL, TRIF, MyD88-4, MyD88-5. Diese besitzen ebenfalls eine TIR-Doméne.

Tab. 2: menschliche TLR mit Liganden und Signaltransduktion

Rezeptor Ligand Im Komplex mit  Signaltransduktion

TLR1 TriacetyllipoPeptid TLR2 MyD88 abhingig
TLR2 Peptidoglycan, LipoPeptid, Zymosan MyD88 abhingig
TLR3 ds-RNA, polyl:C MyD88 unabhingig
TLR4 Lipopolysaccharid, RSV F Peptid MyD88 abhingig
MyD88 unabhingig
TLRS5 Flagellin MyD88 abhingig
TLR6 DiacetyllipoPeptid TLR2 MyD88 abhingig
TLR7 Imidazoquinoline MyD88 abhingig
TLRS Imidazoquinoline MyD88 abhingig (111)
TLRO9 Bakterielle DNA MyD88 abhingig
Unmethylierte CpG-DNA
TLR10 unbekannt MyD88 abhingig (60)

TLR werden auf unterschiedliche Weise in der Zelle bereitgestellt. Wihrend sich TLR
1, 2, 4 auf der Zelloberfldche befinden, werden TLR 3, 7, 8, 9 in intrazelluliren Kom-
partimenten wie z.B. dem endoplasmatischen Retikulum exprimiert und dann als Endo-

somen abgeschniirt (5, 62, 93, 108). Die auf der Zelloberfliche lokalisierten TLR wer-
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den nach Kontakt mit ihrem Liganden als Phagosomen abgeschniirt, in denen die weite-
re Signalkaskade stattfindet (166).

Die Aktivierung der TLR-TIR-AdapterPeptidkaskade fiihrt zu einer Aktivierung der
Zelle. Dabei werden zwei Formen der Aktivierung unterschieden: MyD88-abhingig
und MyD88-unabhingig (154). Gemeinsamer Effekt beider Aktivierungspfade ist die
Translokation von NF-kB in den Zellkern und die vermehrte Transkription von

proinflamatorischen Zytokinen (z. B. Tumor-Nekrose-Faktor o (TNF a)) (61).

1.1.4 MyD88-abhiingige Signaltransduktion

Das Adaptermolekiil MyD88 besitzt zwei entscheidende Doménen: die C-terminal TIR-
Doméne, mit dem es an den TLR bindet, und die N-terminale death-Domine, durch
deren Stimulation mehrere Kinasen aktiviert werden (IL-1 receptor-associated kinase
(IRAK) 1 + 4) (114, 181). Dies fiihrt zur Aktivierung sowohl des AP-1 Transkriptions-
faktors als auch des IkB-Kinase-Komplexes, was letztendlich zu einer Translokation
von NF-kB in den Zellkern fiihrt (61, 157). Bis auf den dsDNA-Rezeptor TLR3 ver-
wenden die meisten TLR diese Art der Signaltransduktion. Des Weiteren benutzen
TLR2 und 4 ein weiteres AdapterPeptid (TIRAP), das ebenfalls fiir eine MyD88 abhin-

gige Signaltransduktion verantwortlich ist (186).

1.1.5 MyD88-unabhiingige Signaltransduktion

Verantwortlich fiir die MyD88-unabhéngige Signaltransduktion sind die Adaptermole-
kiile TRIF und TRAM, welche beide eine TIR-Doméine besitzen (57, 180). Durch Bin-
dung von LPS an diese Molekiile kommt es zu einer Erhohung der NF-xB-und der IFN-
B-Konzentration.

Entscheidend fiir die vermehrte Produktion von NF-kB ist Phosphorylierung und Akti-
vierung von TAKI1 im Zytosol, was eine Aktivierung von IkB-Kinase zur Folge hat
(80). Fiir die Steigerung der IFN-B-Expression ist eine Interaktion von TRIF mit TBK1
(TANK-binding-kinasel) und IxB-Kinase-¢ (IKKe) (58) verantwortlich. Dadurch

kommt es zur Phosphorylierung von IRF-3 (interferon regulatory factor), welcher zu
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Dimeren zusammengelagert als Transkriptionsfaktor die IFN-B-Synthese steigert (70,
185). Dieses kann wiederum iiber die Bindung an Interferon-Rezeptoren (IfnR) und

einen STAT-Signalweg inflammatorische Prozesse regulieren.

LR TLR1/2
TLRT

TLR4 LR3
TLRY TLR2/% u

AT R T ErRrEr e P
B L L A S L BB S A BB

l \ / QKMK:V
TIRAP

TRIF

.MyDEE . MyD32 . THE

N maen v

l IRF-3 L]

IfnR
[ |
TRAFG v
. STAT
| - i

HF+B
MAP-Einase

HF+B
P10

Abb. 1: Toll-like Rezeptor-Signaltransduktion

Bei der Signaltransduktion in der Zelle wird zwischen einem MyD88-abhingigen und einem MyD88-
unabhingigen Weg unterschieden. Bei dem MyD88 -abhingigen Weg kommt es zu einer Erhohung der
NF-kB-Konzentration durch IRAK-abhingige Aktivierung von TRAF6. Im MyD88-unabhingigen Weg
wird iiber IRF-3 die IFN-B-Konzentration erhoht. Dadurch kann iiber eine STAT-Signaltransduktion auch
IP-10 erhoht werden. Zusétzlich kommt es hier auch zu einer NF-kB-Erhohung. Dies geschieht allerdings
wesentlich langsamer als beim MyD88-abhingigen Weg.

1.1.6 Die humoralen Bestandteile des angeborenen Immunsystems

Wie bei den zelluldren Bestandteilen des IIS wird auch im humoralen Bereich zwischen
afferenten und efferenten Prozessen unterschieden. Ein Beispiel fiir den afferenten
Schenkel ist das mannose-binding Peptid (151), die Collectine, das lipopolysaccharide
binding Peptid (LBP) (139) und CD14 (129).

Vertreter der humoralen Effektoren sind das Komplementsystem, Lysozym, Lactoferrin
und antimikrobielle Peptide. Das Komplementsystem hat innerhalb der Immunantwort
eine Vielzahl an Aufgaben, so z.B. die Detektierung der Pathogene, die Rekrutierung
von neutrophilen Granulozyten, die Opsonierung und die direkte Lyse der Mikroorga-

nismen. Es besteht aus mehr als 20 SerumPeptiden und Oberflichenrezeptoren, deren
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Aktivierung eine Kaskade von Serum-Proteasen in Gang setzt, durch die es zur Bildung
eines membrane attack complex (MAC) aus den Faktoren C5-C9 kommt. Die verblie-
benen Komplementfragmente agieren als Entziindungsregulatoren und bewirken eine
Chemotaxis. Die Aktivierung des Komplementsystems kann iiber drei Wege erfolgen.
Wihrend beim klassischen Weg das System iiber einen Antigen-Antikorper-Komplex
stimuliert wird, findet beim alternativen und beim mannose-binding-lectin Weg eine

direkte Anregung durch Bestandteile der mikrobiellen Zellwand statt.

1.1.7 Das angeborene Immunsystem der Lunge

Zusitzlich zu den oben beschriebenen Bestandteilen beinhaltet der zellulidre Anteil der
angeborenen Immunantwort die strukturellen Zellen der Atemwege. Ebenso wie die in
Alveolen, Submukosa und perivaskuldrem Raum lokalisierten neutrophilen Granulozy-
ten und Makrophagen exprimieren Atemwegsepithelzellen TLR 1-10 (141).

Zusitzlich zu dem oral gerichteten Zilienschlag bewirkt das von den Epithelzellen und
den submukésen Driisen produzierte Atemwegssekret eine Begrenzung des Bakterien-
wachstums. Die Sekretion dieses Sekretes erfolgt entlang eines osmotischen Druckgra-
dienten (23). Die Zusammensetzung des Atemwegssekretes ist komplex und bis jetzt
nicht vollstindig charakterisiert. Zwei-dimensionale Gelelektrophoresen zeigen eine
vielschichtige Zusammensetzung aus mehreren hundert Peptiden, Peptiden und Frag-
menten (u.a. Collectine, Lysozym und antimikrobielle Peptide) (101, 102, 177). Haupt-
vertreter der Collectine sind die surfactant Peptide SP-A und SP-D sowie MBL (Man-
nose-bindendes Lectin). Deren Aufgabe besteht in der Erkennung und Bindung von
Mikroorganismen sowie der verbesserten Bindung und Phagozytose durch die Alveo-
larmakrophagen (66). Zusitzlich zu dieser Aufgabe besitzt SP-A noch immunmodulato-
rische (35) und antiinflammatorische Eigenschaften, z.B. durch Bindung von freier
mikrobieller DNA, einem starken Initiator fiir eine Entziindungsreaktion (124). Die an-
timikrobielle Wirkung des ASL ist stark abhéngig von der Ionen- und Salzkonzentrati-

on. Steigt diese an, nimmt die bakterizide Wirkung ab (161).
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Abb. 2: Das angeborene Immunsystem an der pulmonalen Epitheloberfldche

Sowohl das Epithel als auch die submukdsen Driisen sezernieren antimikrobielle Bestandteile des Atem-
wegssekretes (ASL). Dies geschieht entlang eines osmotischen Gradienten, der durch aktiven Io-
nentransport aufgebaut wird. Im Lumen greifen die sezernierten antimikrobiellen Bestandteile eingewan-
derte Mikroben an. Die ASL besteht aus drei Schichten: a) Mucus; b) Surfactant; c) perizillidre Fliissig-
keit. Die luminal, submukds und perivaskulér lokalisierten AM (Alveolarmakrophagen) und die einwan-
dernden PMN (Polymorphkernigen Granulozyten) tragen durch Phagozytose zur Beseitigung bei. Durch
Aufnahme in DC (dendritische Zellen) und Présentierung an T-Lymphozyten besteht eine Verbindung

zum adaptiven Immunsystem.

1.2 Antimikrobielle Peptide

Unter antimikrobiellen Peptiden (AMP) versteht man im weiteren Sinne alle genkodier-
ten Oligo- und Polypeptide, die das Wachstum von Mikroorganismen durch Lyse oder
Interaktion mit den Zellwénden verhindern konnen (160). Insgesamt sind iiber 700
AMPs bekannt. Neben ihrer Eigenschaft als EffektorPeptide der angeborenen Immunitiit
verfiigen einige AMPs auch iiber immunmodulatorische (Chemotaxis, Zytokin-
Ausschiittung) und regenerative (Angiogenese, Wundheilung) Eigenschaften (74). Da-
bei wirken viele AMPs oft nicht alleine, sondern bilden einen Synergismus mit anderen
korpereigenen Abwehrsubstanzen, wie z.B. Lysozym, Lactoferrin, granuloczyte-

makrophage colony stimulating factor und IL-1B (11, 24). AuBlerdem spielen AMPs bei
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der Pathogenese von vielen Erkrankungen vermutlich eine wichtige Rolle, wie z.B. bei
der cystischen Fibrose und der chronisch-obstruktiven Lungenerkrankung (COPD).
AMPs konnen aufgrund der Art ihrer Synthese in ribosomal und nicht-ribosomal syn-
thetisierte Peptide eingeteilt werden (194). Die letzteren werden hauptsédchlich von Bak-
terien produziert. Wichtige Vertreter sind heute schon in klinischen Einsatz (Cyclospo-
rin A, Polymyxin B, ACV als Vorstufe von Penicillin). Die ribosomal synthetisierten
AMPs werden von allen Lebewesen gebildet.

Eine Einteilung in verschiedene Gruppen ist aufgrund der groBen Unterschiede der ein-
zelnen Molekiile schwierig. Dennoch werden AMPs aufgrund ihrer Grofe, ihrer Kon-
formation oder nach der vorherrschenden Aminosédure klassifiziert. Die am héufigsten
verwendete Klassifikation teilt sie nach ihren homologen Strukturmotiven ein. So
zeichnen sich z.B. Cathelizidine dadurch aus, dass unterschiedliche, reife Peptide in
ihrer Form als Pro-Peptid eine konservierte Sequenz besitzen.

Die Hauptvertreter der AMPs im Respirationstrakt sind die genkodierten Defensine und
Cathelizidine (10). Sie werden von verschiedenen Zellen produziert, wie z.B. dem A-

temwegsepithel, serosen Zellen und myeloiden Zellen.

Tab. 3: Primirsequenz und Strukturklasse ausgewéhlter AMPs

Peptid Quelle Strukturklasse Sequenz

CRAMP  Maus a-helical ISRLAGLLRKGGEKIGEKLKKIGQ-
KIKNFFQKLVPQPE

LL-37 Mensch  a-helical LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES

hBD-1 Mensch  B-Faltblatt DHYNC1VSSGGQC2LYSAC3PIFTKIQGTC2YRGKAK
CIC3K

HNP-1 Mensch  B-Faltblatt AC1YC2RIPAC3IAGERRYGTC2IYQGRLWAFC3Cl1

RTD-1 Rhesus  B-Faltblatt Cyclic RC1IC3TRGFCIRC2LC3RRGVC2

Affe
HistatinI  Mensch  erweitert (Histitin- DSHEERHHGRHGHHKYGRKFHEKHHSHRGYRSNY-
reich) LYDN
1.2.1 Defensine

Bei Defensinen handelt es sich um 3,5 — 4,5 kDa schwere Peptide, welche sich durch
drei charakteristische Disulfidbriicken auszeichnen (97). Je nach Anordnung der

Cystein-Reste bilden sich die Briicken an unterschiedlichen Positionen, wonach die De-
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fensine in a-, - und 6-Defensine eingeteilt werden konnen. Weitere Charakteristika
sind die kationische Ladung, der Arginin-reiche Aufbau und die fehlende Glycosilie-

rung.

1.2.1.1 a-Defensine

Von den bisher bekannten sechs a-Defensinen wurden die ersten vier aus neutrophilen
Granulozyten isoliert, in denen sie in den azurophilen Granula als funktionsfidhige Pep-
tide lokalisiert sind und damit zur AbtStung von phagozytierten Mikroorganismen bei-
tragen. Dabei werden neben grampositive und gramnegative Bakterien und Pilzen auch
bestimmte Viren abgetttet. Aus der Lokalisation in neutrophilen Granulozyten resultiert
auch der Name human neutrophil peptides (HNP1-4). HNP1-4 sind auch im Atem-
wegssekret vorhanden, wo sie von neutrophilen Granulozyten produziert werden, die in
die Atemwege und das Alveolarlumen eingewandert sind. Zusitzlich zu HNP1-4 wur-
den in den Panethschen Zellen des Diinndarms und im weiblichen Genitaltrakt (81, 130)
noch zwei weitere a-Defensine isoliert, die human defensins 5 und 6 (HD5+6). Diese
werden im Gegensatz zu HNP1-4 als pro-Peptid gelagert (36).Die genetische Informati-
on fiir a-Defensine liegt auf Chromosom 8p23. Die fertigen Proteine bestehen aus 29-35
Aminosiduren, wobei ihre Disulfidbriicken an den Positionen 1-6, 2-4 und 3-5 lokalisiert
sind, was den Peptiden einen dreistringige B-Faltblattstruktur mit einer kationisch gela-

denen B-Haarnadel verleiht.

1.2.1.2 B-Defensine

Aufgrund der unterschiedlichen Anordnung der Disulfidbriicken wurden die erstmals
1991 aus den Atemwegsepithelzellen von Rindern isolierten Peptide (tracheal AMP,
TAP) (41) B-Defensine genannt. In der Folge wurden 13 weitere B-Defensine aus
neutrophilen Granulozyten von Rindern isoliert. Beim Menschen sind bis jetzt vier -
Defensine bekannt. Thre antimikrobielle Wirkung richtet sich gegen grampositive und
gramnegative Bakterien und gegen Pilze. Thre Linge betrigt 36-42 Aminosduren und

ihre Disulfidbriicken sind an den Positionen 1-5, 2-4 und 3-6 lokalisiert. Das erste hu-
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mane B-Defensin (hBD-1) wurde aus einem groen Volumen von Hamofiltrat gewon-
nen (18) und wird in den Epithelzellen des Harn- und Atemtraktes konstitutiv expri-
miert (110, 167). Neben hBD-1 produzieren Monozyten, Makrophagen und dendritische
Zellen zusitzlich hBD-2, welches auch in den Atemwegen und anderen Korperoberflé-
chen vorkommt (10, 144, 150). Dort stellt es einen der ersten Abwehrmechanismen ge-
gen einwandernde Mikroorganismen dar. Die Produktion von hBD-2 findet dabei in den
Epithelzellen selber statt. Die genetische Information fiir hBD-1 liegt wie fiir a-
Defensine ebenfalls auf Chromosom 8p23, nur ca 100 — 150kb von dem Gen fiir HNP-1
entfernt, was darauf hinweist, dass beide Proteine einen gemeinsamen Ursprung besit-
zen. Der Abstand der Geninformationen von hBD-1 und hBD-2 ist mit 500 — 600kb
etwas grofer. Dies ldsst vermuten, dass in dieser Region zukiinftig noch mehr Defensin-
Gene identifiziert werden konnen. Die Konzentration von hBD-1 und hBD-2 in Atem-
wegssekreten liegt im Bereich von einigen ng/ml (144). Erstmals konnte hBD-1 jedoch
chromatographisch aus Hautproben von Patienten mit Psoriasis isoliert werden. hBD-3
und hBD-4 wurden entweder durch Bioscreening und/oder parallele Datenbankrecher-
chen entdeckt (79, 140) und sind in menschlicher Milch sowie in Atemwegssekreten
vorhanden (7, 77). Insgesamt wurden durch Genomanalyse 28 neue B-Defensine nach-

gewiesen.

1.2.2 Cathelizidine

In der Familie die Cathelizidine werden verschiedene Peptide zusammengefasst, die alle
eine dhnliche Signalsequenz und Proregion am N-terminalen Ende besitzen (193). Ihr
Name resultiert aus der Ahnlichkeit der Proregion mit Cathelin, einem aus neutrophilen
Granulozyten von Schweinen stammenden Inhibitor von Cathepsin L. Der eigentliche,
12-80 Aminosduren lange (96, 193) antimikrobielle Anteil befindet sich am C-
terminalen Ende und zeigt eine beachtliche Heterogenitiit. Cathelizidine wurden bis jetzt
nur in Sdugetieren nachgewiesen (Mensch, Miuse, Ratte, Schwein, Hase). Wihrend bei
Schweinen, Rindern und Schafen mehrere Cathelizidine bekannt sind, konnte bei Men-
schen und Méusen bis jetzt nur ein Vertreter identifiziert werden. Das einzige Cathelizi-
din des Menschen, LL-37/hCAP-18, wurde durch Klonierung im humanen Knochen-

mark entdeckt (3) und erhielt seinen Namen aufgrund des Beginns mit zwei Leucin-
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Resten und der Lénge von 37 Aminoséduren. Die Bezeichnung hCAP-18 bezieht sich auf
die kationische Ladung und die Masse des Peptids vor der weiteren Prozessierung
(18kDa) (33). Neben der Expression in Myeloidzellen und entziindeter Haut kann auch
im Atemwegssekret LL-37/hCAP-18 nachgewiesen werden (11). Der strukturelle Auf-
bau von LL-37/hCAP-18 zeigt eine hydrophobe N-terminale Doméne und eine a-
helikale Konformation. Fiir die bakterizide Wirkung des Peptids bedarf es noch der pro-
teolytischen Aktivierung durch Enzyme wie der neutrophile Elastase oder der Peptidase
3 (147). Dabei wird der Namensgebende N-terminale Anteil Cathelin vom C-terminalen
Anteil abgespalten. Mittlerweile ist bekannt, dass nicht nur der N-terminale Anteil, son-

dern auch das C-terminale Cathelin antimikrobiell wirksam sind (192).

1.2.3 Regulation der Expression von antimikrobiellen Peptiden

Im Bezug auf die Expression konnen AMPs in zwei Gruppen eingeteilt werden: konsti-
tutiv exprimierte und induzierbare. Ein Beispiel fiir konstitutiv gebildete AMPs ist hu-
manes fB-Defensin-1 (hBD-1) (122, 144). In vitro und in vivo Tests haben gezeigt, dass
die Produktion einiger AMPs durch Kontakt mit bakteriellen Produkten, wie z.B. LPS
(16) oder bakterieller DNA (126) und Immunmodulatoren, wie z.B. TNF-a oder IL-1
(59), induzierbar ist. Beispiele hierfiir sind hBD-2, hBD-3, hBD-4, LL-37 und einige
andere AMPs (59, 153, 164). Studien, in denen die Genexpression sowohl von TAP als
auch von hBD-2 untersucht wurden, zeigten groBe Ubereinstimmung im Bezug auf Re-
gulationselemente und Signaltransduktion. So wird zum Beispiel die LPS-induzierte
Genexpression durch den LPS Co-Rezeptor CD14 und durch TLR1-9 (in Atemwegen
besonders TLR2 (21)) vermittelt, in dessen Folge es zu einer gesteigerten Aktivitédt von
NF-kB kommt (164). Zusitzlich befinden sich an den 5’-Enden von TAP und hBD-2
Bindungsstellen fiir NF-kB, nuclear factor Interleukin 6 (NF IL-6) und STAT’s (39, 40).
In einer Studie wurde bewiesen, dass fiir eine LPS-induzierte TAP-Expression sowohl
die NF-xB- als auch die NF IL-6-Bindungsstelle nétig sind (40). Zusétzlich wurde in
dieser Studie gezeigt, dass die NF-kB-Bindung LPS induzierbar ist, wohingegen die NF
IL-6 Bindung konstitutiv ausgefiihrt wird. Der Transkriptionsfaktor MEF wirkt in Epi-
thelzellen als NF-kB-unabhingiger hBD-2-Aktivator (104). In den Epithelien der A-

temwege iibernehmen zusitzlich intrazelluldres Calcium und AP-1 diese Aufgabe (159).
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Ferner kann in Atemwegsepithelzellen eine Steigerung der hBD-2-Expression durch
einen LPS-induzierten CD14 Mechanismus stattfinden, der durch Zytokine von akti-
vierten Makrophagen kontrolliert wird (163). Diese Expressionssteigerung kann auch
durch neutrophile Elastase vermittelt werden (55).

Die Expression von LL-37/hCAP-18 wird ebenfalls durch Entziindungen oder Infektio-
nen induziert (3, 33). .

Die Gene der AMPs weisen keine Besonderheiten gegeniiber anderen Enzymen auf. Sie
besitzen ebenfalls eine Intron-Exon-Struktur und die Gene von strukturell dhnlichen
Peptiden befinden sich im Genom in Clustern angeordnet (49). Das Propeptid wird héu-
fig intrazelluldr gespeichert und bei Bedarf durch intrazellulidre oder extrazelluldre (a-
Defensine im Diinndarm durch die MetalloPeptidase Matrylisin (182)) Abspaltung der
Propeptidsequenz aktiviert.

Als Beispiele fiir eine Verringerung der AMP-Produktion konnen Patienten mit atopi-
schen Erkrankungen aufgefiihrt werden. Bei diesen konnen in Epithelzellen Zytokine
nachgewiesen werden, welche die Downregulation von AMPs fordern (123). Diese Be-
obachtung korreliert mit der erhdhten Anzahl an Hautinfektionen bei diesen Patienten.
Im Gegensatz zur Aktivierung ist iiber die Inaktivierung sehr wenig bekannt. Der Abbau
von hBD-2 und hBD-3 scheint durch elastolytische Cathepsine gefordert zu werden
(152). Die Inaktivierung von LL-37 kann zum einen durch pathogene Keime selbst
(138) oder in den Atemwegen durch Biindelung mit F-actin und DNA (178) oder Bin-
dung an Mucin (46) oder bakterielle Polysaccharide erfolgen (65).

1.2.4 Wirkungsweisen

1.2.4.1 Die antimikrobielle Wirkung

Die Eigenschaft von AMPs, Mikroorganismen zu toten, steht in engem Bezug zu ihrer
kationischen Ladung und ihrer Struktur. Aufgrund ihrer kationischen Ladung werden
die AMPs von den anionisch geladenen Bestandteilen auf der Zellmembran von Bakte-
rien, Viren, Pilzen und Protozoen angezogen (83). Dies geschieht schon bei einer mini-
malen Hemmkonzentration (MIC) von 0,1 — 10 pg/ml. Die initiale elektrostatische An-

ziehung fiihrt zu einer Bindung der AMPs mit der Zielmembran, die jedoch sehr unspe-
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zifisch ist. Der Aufbau von AMPs ist allerdings so strukturiert, dass zusétzlich hydro-
phobe Bestandteile vorhanden sind. Dieser amphipatische Aufbau ermoglicht den
AMPs die Penetration in die Membran. Je nach Fihigkeit der einzelnen AMPs kommt
es zur Bindung und zur Anhédufung in der Zielmembran, was mit einer Destabilisierung
der Membranen und dem nachfolgenden Zelltod verbunden ist. Zur Unterbrechung der
Membran stehen den AMPs unterschiedliche Mechanismen zur Verfiigung:
. Die Bildung von Fass-dhnlichen Transmembrankanilen (22)
o Die Zusammenlagerung der Peptide in unstrukturierten Gruppen, welche die kurz-
fristige Bildung von Membranporen erméglichen (183)
° Die Umhiillung der mikrobiellen Zellen mit AMPs, wodurch es zu einem Verlust
der Membran-Integritiat kommt (64)
Die fehlende Aktivitit der AMPs gegeniiber korpereigenen Zellen wird verursacht
durch den unterschiedlichen Aufbau der Zellmembran. Im Gegensatz zu bakteriellen
Membranen enthalten die eukaryotischen Membranen bei neutralem pH in erster Linie
ungeladene Lipide, was die elektrostatische Interaktion verringert.
Zusitzlich zu den Membraneffekten verfiigen AMPs iiber eine intrazellulire Wirkung,
indem sie fihig sind, die Zellmembran zu iiberwinden (125). So konnte gezeigt werden,
dass HNP-1 und human platelet microbicidal Peptid 1 (hPMP-1) durch Interaktion mit
intrazelluldren Prozessen ihre bakterizide Wirkung ausiiben (184). Folgerichtig wurden
durch eine Vorbehandlung von Staphylococcus aureus mit einem DNA-Gyrasehemmer
(Novobiocin) oder einem Peptid-Synthesehemmer (Azithromycin) die mikrobiziden
Eigenschaften von HNP-1 und hPMP-1 deutlich reduziert (184).
Die mikrobizide Wirkung von AMPs wurde neben den in vitro Tests auch durch in vivo
Experimente bestitigt. Ein Beispiel hierfiir ist die verzdgerte Beseitigung von Hae-
mophilus influencae aus der Lunge bei -defensin-1-defizienten Méusen (112). Cathe-
lin-related antimicrobial peptide (CRAMP) knock-out Miuse zeigten eine stirkere Ent-
ziindungsreaktion auf eine Beimpfung der Haut (120) oder des Urogenitaltraktes (29)
mit Bakterien. Die Wirkung von AMPs bezieht sich auch auf Viren, sowohl auf umbhiill-
te als auch auf nicht-umhiillte. Dabei wird die Effekt entweder durch direkten Kontakt
mit dem Virion oder durch die Wirkung auf das angeborene oder erworbene Immunsys-
tem vermittelt (87). Im Gegenzug kann in einem bronchialen Xenograft-Modell der

Zystischen Fibrose und in einem murinen Model fiir Pneumonie durch eine Verstirkung
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der LL-37-Produktion infolge eines viralen Gentransfer die Aktivitit des angeborenen
Immunsystems gesteigert werden (10, 13).

Wie bei konventionellen Antibiotika besteht auch bei AMPs die Gefahr der Entwick-
lung einer Pathogenresistenz. Bis jetzt ist allerdings noch keine komplette Resistenz
aufgetreten. Der Grund hierfiir liegt wahrscheinlich in den relativ unspezifischen Me-
chanismen der AMPs, welche es den Mikroorganismen nicht erlauben, spezifische Ab-
wehrmechanismen zu entwickeln. Zusitzlich handelt es sich bei den Zielstrukturen der
AMPs um lebenswichtige Bestandteile der Mikroorganismen, welche nicht ohne weite-
res ersetzt werden konnen. Einige Bakterien haben geschickte Wege entwickelt, um
ihrer Zerstdrung zumindest teilweise zu entgehen. So besitzen Gonokokken ein Energie-
abhingiges Efflux-System fiir Protegrin 1, LL-37 und andere AMPs (142). Infiziert sich
ein Patient mit Zystischer Fibrose mit Pseudomonas aeroginosa, kann dieser seine LPS-
Struktur derartig veridndern, dass es zu einer verminderten Empfindlichkeit gegeniiber
AMPs kommt (43). Durch Infektionen und chronische Entziindungen scheint es zu einer
Verringerung der Transkription der AMPs zu kommen, wie man an der verminderten

LL-37-Produktion bei gastrointestinalen Shigelleninfektionen sieht (78).

1.2.4.2 Die Wirkung auf Entziindung, Angiogenese, Wundheilung und das erwor-

bene Immunsystem

Zusitzlich zu ihrer bakteriziden Aktivitit verfiigen AMPs iiber andere biologische Wir-
kungen, vornehmlich auf eukaryote Zellen.

AMPs besitzen die Eigenschaft, die Entziindungsreaktion zu modulieren. Zum einen
induzieren sie die Produktion von Zytokinen und Chemokinen (z. B.IFN-y, 11-8), zum
anderen agieren sie selbst als Chemokine von bestimmten Zellen (Monozyten,
Neutrophile, Eosinophile) und beeinflussen die Zellreifung in dendritischen Zellen (37).
Wihrend HNP1-3 die Chemotaxis iiber einen G-Peptid-gekoppelten Rezeptor vermit-
teln (28, 190), binden hBD-1 und hBD-2 an den Chemokinrezeptor CCR6 (191), der auf
unreifen dendritischen Zellen und auf Gedéchtnis-T-Zellen exprimiert wird. Ferner
konnen hBD-2 und LL-37 iiber einen G-Peptid-gekoppelten Rezeptor Mastzellen stimu-
lieren, was zur Ausschiittung von Histamin fiihrt. Dies geschieht in Abhingigkeit von

Phospholipase C (117). Genauso wie hBD-2 kann LL-37 die mitogen-activated Peptid
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kinase (MAP-Kinase) p38 und die extracellular-signal-regulated kinase-1/2 (ERK1/2)
auf Mastzellen, Keratinozyten und Monozyten aktivieren (24, 27, 118).

Neben diesen aktivierenden Einfliissen auf die Entziindungsreaktion konnen AMPs die
Immunantwort auch abschwichen. Durch die Bindung von LPS wird dessen Bindung
an LPS-binding-Peptid oder an Entziindungszellen (z. B. Makrophagen) verhindert,
wodurch diese nicht aktiviert werden (115). Zusitzlich kommt es nicht zu einer Produk-
tion proinflammatorischer Enzyme (z. B. TNF-a), wodurch die Immunantwort weiter
unterdriickt wird. Durch diese Meschnismen wird eine iiberschieBende Immunantwort
verhindert. Gleichzeitig kann im Falle eines Endotoxinschocks das LPS gebunden wer-
den und so als Ausloser des Schocks eliminiert werden.

Durch die Wirkung auf T-Zellen stellen die AMPs eine Verbindung zwischen angebo-
renen und erworbenen Immunsystem her. Diese Rolle wird durch eine Studie verdeut-
licht, in der gezeigt wurde, dass ein synergistisches Arbeiten von Lymphozyten und
AMPs eine gesteigerte Beseitigung von Mikroben bewirkte (56). Durch in vitro Studien
konnte nachgewiesen werden, dass menschliche Defensine die Proliferation und die
Zytokinantwort von CD4"T-Zellen verstirken. Dies geschieht entweder durch Induktion
der IFN-y-, IL-10- oder IL-6-Produktion oder durch eine Veridnderung in der Produktion
von costimulierenden Faktoren (100). Die Bestitigung durch in vivo Tests erfolgte
durch eine gesteigerte Produktion von Antigen-spezifischen Antikorpern in Miusen
nach Applikation von HNP oder hBD zusammen mit Ovalbumin (25). Gleichzeitig
konnen humane a-Defensine und B-Defensine von Miusen die Bildung von Antigen-
spezifischen zytotoxischen T-Zellen fordern, wodurch die Thl-abhingige Immunant-

wort und eine mogliche anti-Tumor-Immunitit verstdrkt wird (20, 100).
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Abb. 3: Die antiinfektiose Wirkungsweise der antimikrobiellen Peptide

AMPs konnen auf zwei Weisen ihre bakterizide Wirkung entfalten: a) der direkte Weg durch Destabili-
sierung der Zellmembran mit anschlieBender Lyse der Zelle oder durch das Binden an intrazelluldre Ziel-
strukturen; b) durch die Wirkung von AMPs kommt es zu einer Immunantwort der Monozyten, Epithel-
zellen und polymorphkernigen Leukozyten. Dabei kommt es zu einer verdnderten Genexpression, Pro-
duktion von Zytokinen, Zellrekrutierung bzw. —aktivierung und einer Chemotaxis. Das Resultat ist die
weitere Induzierung des IIS, was zu einem Schutz vor Infektionen und Sepsis, einer Regulierung der
Immunantwort und einer Induzierung der Wundheilung fiihrt. Zusitzlich wird auch das adaptive IS akti-
viert

Des Weiteren spielen AMPs eine Rolle bei der Angiogenese. LL-37 vermittelt seine
angiogene Aktivitit iiber den G-Peptid-gekoppelten formyl-peptid receptor-like 1
(FPRL1), der auf Makrophagen, Neutrophilen, Lymphozyten, Keratinozyten, Epithel-
und Endothelzellen vorkommt (88). Durch die Aktivierung der Endothelzellen und die
Rekrutierung von Neutrophilen und Makrophagen kommt es zur Angiogenese (117).
Auch der Vertreter der Cathelizidine beim Schwein, PR-39, kann sowohl in vivo als
auch in vitro eine Angiogenese induzieren (98). Dabei bindet es an die a7-Untereinheit
des 26S Proteasoms und beeinflusst dadurch den Ubiquitin-Proteasom-Weg ohne auf
die Aktivitdt der Proteasomen im gesamten Einfluss zu nehmen (51). Zusétzlich blo-
ckiert PR-39 der Abbau von NF-«xB durch relativ selektive Inhibierung der proteosoma-
len Degradierung von IkBa (51).

LL-37 tibernimmt einen wichtigen Part im Wundheilungsprozess. Dabei fordert es die
Proliferation und Migration von epidermalen Zellen durch die Aktivierung des epider-

mal growth factor receptor (EGFR) (117, 158). In den Atemwegen geschieht dies durch
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eine gesteigerte Aktivitit der MAP-Kinase ERK und gesteigerte Abgabe von IL-8 (1).
Im Gegensatz dazu konnte gezeigt werden, dass die Reepithelialisierung von Hautwun-

den durch Antikorper gegen LL-37 verhindert werden kann (63).

1.3 Die Rolle antimikrobieller Peptide und des angeborenen Immunsystems bei

Erkrankungen der Lunge

Die Rolle der AMPs bei Lungenerkrankungen ist bis jetzt noch nicht vollstindig ge-
klért. Es zeigt sich jedoch eine erhohte Defensin-Konzentration im Plasma von Patien-
ten mit einer idiopathischen Lungenfibrose (9). Gleichzeitig kann in den Atemwegssek-
reten von Patienten mit zystischer Fibrose, chronischer Bronchitis, a-1-Antitrypsin-
Mangel oder adult respiratory distress syndrom (ARDS) ein erhohter Defensin-Spiegel
beobachtet werden (8, 145, 148). Bei Patienten mit diffuser Panbronchiolitis steigt die
Defensinkonzentration in der bronchioalveoldren Lavage (BAL) (9). Den erhohten
AMP-Konzentrationen werden hauptséchlich regulatorische Funktionen zugeschrieben,
da sie auf indirekte Weise die Produktion von TNF-a (171), IL-8, secretory leukocyte
protease inhibitor (SLPI) und Mucin steigern (2, 172).

Bei einem a-1-Antitrypsin-Mangel binden Defensine zusitzlich das restliche a-1-
Antitrypsin, worauf diese Peptide ihre Fiahigkeit verlieren, neutrophile Elastase zu neut-
ralisieren. Klinisch kann daraus ein Fortschreiten der Epithelschiddigung und der Em-
physembildung resultieren. Weiterhin trigt zum Fortschreiten der Epithelschiden bei,
dass durch Defensine die Glutathion-Konzentration gesenkt wird, wodurch die Epithel-
zellen einem hoheren oxidativen Stress ausgesetzt sind (99, 131).

Zusitzlich unterstiitzen AMPs die Kolonisierung der unteren Atemwege mit Bakterien,
hauptsédchlich Haemophilus influenzae. Bei Versuchen in der Zellkultur konnte ein ver-
bessertes Anhaften von H. influenzae an Atemwegsepithelzellen unter dem Einflufl von
Defensinen beobachtet werden (54). Ein moglicher Grund fiir diese Wirkung ist die
Exposition der Keime gegeniiber einer erhohten Konzentration von anderen AMPs, wie
z.B. B-Defensinen oder SLPI, die in den Epithelzellen produziert werden (67), wodurch
die Abtotung der Mikroorganismen erfolgt.

Bei einer weiteren pulmonalen Erkrankung, der zystischen Fibrose, kommt es durch

einen Defekt des CF transmembrane conductor regulator Gens (CFTR) zu erhohten CI'-
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Konzentration im Atemwegssekret. Dies fiihrt zur Inaktivierung von Defensinen (12,
144), was sich klinisch in einer erhohten Anzahl an pulmonalen Infekten duBert. Zusétz-
lich zu der verminderten Abwehrleistung haben hohe AMP-Konzentrationen einen
proinflammatorischen Effekt und wirken zytotoxisch auf das Atemwegsepithel. Da-

durch wird die Entziindung gefordert und die Lungenfunktion weiter geschwicht.

1.3.1 Die ambulant erworbene Pneumonie (CAP)

Obwohl eindringende Erreger einer Vielzahl von konstitutiv gebildeten Abwehrmecha-
nismen ausgesetzt sind, ist fiir die Initiierung einer suffizienten Immunantwort die In-
teraktion der Pathogene mit pulmonalen Gewebezellen und klassischen Immunzellen
von zentraler Bedeutung (68, 196). Dabei spielen die AM eine entscheidende Rolle. In
der Frithphase sind sie hauptséchlich fiir direkte antimikrobielle Effekte, z. B. durch
Phagozytose und fiir die Initiierung der Entziindung durch mikrobizide und chemotakti-
sche Zytokine verantwortlich (47, 109). In der Spétphase phagozytieren AM eingewan-
derten neutrophilen Granulozyten nach deren Apoptose (34). Die polymorphkernigen
Granulozyten sind als potente Phagozyten und als Produzenten von proinflammatori-
schen Mediatoren ein wichtiger Bestandteil des IIS, bei deren Fehlen die Resistenz ge-
geniiber bakteriellen Infekten deutlich verringert ist (162). Als dritter zelluldrer Be-
standteil der Infektionsabwehr wirkt das Atemwegsepithel, das eben seiner Funktion als
mechanische Barriere inhalierte Pathogene erfassen und mit einer erhthten Produktion
von humoralen Abwehrstoffen (AMP, SP-A, SP-D) reagieren kann.

Bereits frithzeitig im Verlauf einer Pneumonie kommt es zur Erh6hung von Zytokinen.
Die erhohten Spiegel von TNF-a und IL-1f aktivieren Phagozyten, was zu einer erhoh-
ten Phagozytose- und Oxidierungsrate und Peptidfreisetzung sowie zum Abtdten von
Bakterien fiihrt (94). Zusétzlich zu den Zytokinen produzieren AM auch viele Protea-
sen, wie z.B. Plasminogen Aktivator, Kollagenasen, Elastasen und Oxidantien. Neben
deren Effekt auf die Pathogene kommt es zu einer Schidigung der physiologischen
Lungenarchitektur. Auch Defensine konnen solche Epithelschidden verursachen (170).
Das Resultat dieser Wirkung ist die Bildung von Lungenédemen und Emphysemblasen.
Sowohl fiir Tiere als auch fiir Menschen gibt es Beweise, dass durch erniedrigte Zyto-

kinspiegel eine Infektion gefordert wird. IFNy KO-Miuse bei einer Infektion mit Kleb-
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siella pneumoniae eine verminderte IL-6 und IL-1-Produktion in der frithen Infektions-
phase, eine erhohten Bakterienzahl und ein verringertes Uberleben (122). Vergleichbare
Studien gibt es auch fiir Menschen. In diesen wird klar, dass neben der gesteigerten
Empfindsamkeit fiir Infektionen bei niedrigen Zytokinspiegeln die Gefahr fiir eine iiber-
schiessende Immunantwort mit septischen Schock bei zu hohen Zytokinspiegeln be-
steht. So zeigen Patienten mit dem TNF-a-308A und dem TNF-a-238A Polymorphis-
mus einen erhohten Schweregrad der CAP mit der Gefahr des respiratorischen

Versagens und des septischen Schock (45, 176).

1.3.2 Die chronisch-obstruktive Lungenerkrangung (COPD)

Neben der in der Atmosphére vorkommenden Verschmutzung ist vor allem langwieri-
ger Tabakkonsum ein Hauptrisikofaktor fiir die Entwicklung einer COPD. Durch die
Exposition mit Zigarettenrauch kommt es zu einem Zusammenbruch der Epithelbarriere
(82) und der Initiierung einer akuten Entziindungsreaktion, sowohl pulmonal (71) als
auch systemisch (4, 38). Neben den residenten bzw. einwandernden Immunzellen (AM,
PMN, Mastzellen, NK) und Epithelzellen spielen vor allem TNF-a und IL-1 durch
Initiierung der Immunantwort eine wichtige Rolle.

Zusitzlich entsteht durch die Einatmung von Zigarettenrauch ein Ungleichgewicht zwi-
schen Oxidantien und Antioxidantien zugunsten eines erhdhten oxidativen Stresses
(113, 165). Zusammen mit anderen Verdnderungen in der Regulation proinflammatori-
scher Peptide trigt dies zur verstédrkten Entziindung bei Rauchern bei.

Wie bei der Pneumonie kommt es auch bei der COPD zu einer Zerstorung der Organ-
struktur durch Peptidasen und damit zu Emphysembildung. Verantwortlich hierfiir sind
vor allem die neutrophile Elastase aus neutrophilen Granulozyten, aber auch epitheliale

Peptidasen wie MetalloPeptidase 1 (MMP-1) (75)

1.3.3 Asthma bronchiale

Bei der Pathogenese des Asthmas sind sowohl das angeborene als auch das erworbene

Immunsystem beteiligt. Beim allergischen Asthma handelt es sich um eine IgE-
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vermittelte Reaktionen vom Soforttyp. Durch die anschlieBende Einwanderung von eo-
sinophilen Granulozyten und Th2-Zellen kommt es zur chronischen Entziindung.
Dendritische Zellen (DC) als Vertreter des IIS durchlaufen nach Allergenbindung und —
prozessierung einen Reifungsprozess. Durch vermehrte Bildung des Chemokinrezep-
tors 7 (CCR7) (134) induzieren sie in die mediastinalen Lymphknoten eine T-Zell Ant-
wort (14, 57).

Auch AMPs spielen bei der Asthma-Pathogenese eine Rolle. Bei Patienten mit einer
Asthma-Exazerbation kommt es zu einer verstiarkten Migration von neutrophilen Granu-
lozyten ins Atemwegssekret und in die Winde der Atemwege (44). Dadurch kommt es
zu erhohten AMP-Spiegeln, was die Reagibilitit gegeniiber Allergenen noch weiter
erhoht. Weiterhin fordern Defensine die Histaminfreisetzung aus Mastzellen (169) und

die Reagibilitét der Trachea auf Histamin (168).

1.4 Kompetenznetzwerk ambulant erworbene Pneumonie (CAPNetz)

Mit ungefihr 2-3 Millionen Fillen allein in den USA und damit verbundenen 10 Mio.
Hausarztkontakten sowie 500.000 Krankenhauseinweisungen ist die ambulant erwor-
bene Pneumonie die hiufigste Infektionskrankheit in der westlichen Welt (103). Die
anfallenden Kosten zur Behandlung betragen in den USA 8 Mrd. US-$. Im Bericht des
statistischen Bundesamtes fiir 2006 sind fiir Deutschland 20.434 Fille von Grippe oder
Pneumonien aufgefiihrt, wobei ein Grofiteil im Alter > 65 Jahren auftritt. In diesem Al-
ter treten auch die meisten Todesfille der CAP auf, bei einer Gesamtmortalitit von 6-
8%. Bei 19.713 Patienten konnte kein Erreger festgestellt werden. AufSerdem kann aus
diesen Zahlen keine Differenzierung zwischen einer ambulant oder einer nosokomial
erworbenen Pneumonie erfolgen. Anhand dieser Beispiele wird die schlechte Datenlage
iber die CAP im Bezug auf Erregerspektren, Resistenzen, Verlauf und Kosten deutlich.
Ausgehend von dieser Situation fordert das Bundesministerium fiir Bildung und For-
schung (BmBF) seit 2001 das Kompetenznetzwerk ambulant erworbene Pneumonie
(CAPNetz). Im Jahr 2007 wurde die CAPNetz-Stiftung gegriindet, um auch nach dem

Auslaufen der Forderung durch das BmBF die Arbeit fortsetzen zu konnen
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1.4.1 Ziele von CAPNetz

CAPNetz ist ein interdisziplinidres Netzwerk, bei der verschiedenste medizinische, aber

auch soziologische und betriebswirtschaftliche Abteilungen zusammenarbeiten. Die

gesammelten Daten werden in zentralen Datenbanken gespeichert und stehen zur weite-

ren Bearbeitung den verschiedenen Projekten zur Verfiigung.

Das langfristige Ziel von CAPNetz ist die Verbesserung der Versorgungsqualitdt von

betroffenen Patienten. Dafiir sind u.a. folgende MaBlnahmen nétig (180):

Sammeln und Interpretation von klinischen und mikrobiologischen Daten
Evaluierung von Therapieempfehlungen

Verbesserung der Privention durch Evaluierung von Impfprogrammen
Aufbau von Datenbanken tiber Erreger, Stimme und Resistenzen

Verbesserung von 6konomischen Einsatz und Therapieerfolg

Ein besonderes Augenmerk liegt auf der Integration von klinischer Forschung und

Grundlagenwissenschaft. Durch eine steigende Anzahl an Resistenzen gewinnen neue

Therapieansitze auf der Ebene der initialen Pathogenerkennung und der anschlieenden

Signalkaskade zunehmend an Bedeutung.
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1.5 Fragestellung

AMPs sind Effektormolekiile der angeborenen Immunantwort. Sie haben sowohl anti-

mikrobielle als auch immunmodulatorische und regenerative Funktionen. Es ist be-

kannt, dass AMPs bei Infektionen der Lunge vermehrt in das Atemwegssekreten abge-

geben werden. Allerdings gibt es bis jetzt keine Daten iiber die Rolle und die Konzent-

ration der AMPs bei der ambulant erworbenen Pneumonie.

Das Ziel der Arbeit ist es deswegen, AMPs in den Atemwegssekreten von Patienten mit

ambulant erworbener Pneumonie nachzuweisen. Gleichzeitig soll durch die Konzentra-

tionsmessung gezeigt werden, dass die AMP-Expression bei diesen Patienten gegeniiber

gesunden Menschen gesteigert ist. Da hier unterschiedliches Untersuchungsgut zur Ver-

fiigung stand (Sputum, BAL), ist es zusétzlich die Absicht, die Eignung der verschiede-

nen Materialien fiir die Messung der AMP-Konzentration zu bewerten.

Zusitzlich zu der rein deskriptiven Analyse der AMP-Konzentration sollen mit Hilfe

der Anamnese- und Untersuchungsbefunde (Mikrobiologie, klinische Chemie) aus der

CAPNetz-Studie eine Korrelationsanalyse durchgefiihrt werden. Dabei sollen folgende

Fragen analysiert werden:

e zeigen Raucher eine niedrigere Konzentration von AMPs und sind dadurch emp-
fanglicher fiir eine Pneumonie.

e gibt es Zusammenhinge zwischen der Hohe der AMP-Konzentration und der
Konzentration von Entziindungsparametern (z.B. CRP, Leukozyten) im Blut.

e  Charakterisierung des Zusammenhangs zwischen den mikrobiologischen Untersu-
chungsergebnissen und den AMP-Spiegeln.

e  Fignet sich die AMP-Konzentration als diagnostischer oder prognostischer Marker

fiir die ambulant erworbene Pneumonie.
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2 Material und Methoden

2.1 Patienten

2.1.1 Patientenrekrutierung

Das verwendete Patientenmaterial wurde vom Kompetenznetzwerk ambulante Pneumo-
nie (CAPNetz) zur Verfiigung gestellt. Die initiale Rekrutierung und Datenerfassung
fand durch insgesamt 670 niedergelassene Arzte und 30 Krankenhiuser statt (179). Die-
se wurden von insgesamt neun lokalen klinischen Zentren (LCC) koordiniert. Ziel war
es, einen Patientenpool von ca. 5000 Patienten aufzubauen. Falls ein Patient die Ein-
schlusskriterien erfiillte bzw. Ausschlusskriterien nicht erfiillte, wurde der Patient von
einem CAPNetz-Arzt in die Studie eingeschleust und untersucht. Zusétzlich wurden
verschiedene Untersuchungsmaterialien (Blut, Sputum, Urin) fiir die Routinediagnostik
und die einzelnen CAPNetz-Projekte gewonnen und mikrobiologisch aufgearbeitet. In
die weitere Therapie griff die CAPNetz-Studie nicht ein. Es fand lediglich eine Doku-
mentation der Therapie und eine Verlaufskontrolle nach vier Wochen und sechs Mona-

ten statt.

2.1.2 Ein- und Ausschlusskriterien fiir CAPNetz

Um in die CAPNetz-Studie aufgenommen zu werden mussten die Patienten neben einer

unterschriebenen Einverstidndniserkldrung mindestens ein Kriterium aus den folgenden

Bereichen erfiillen:

o Alter > 18

° Infiltrat im Rontgen-Thorax, bei Nichtvorliegen Fieber > 38,3°C (rektal) oder
>37,8°C (axillar/oral/aurikulir)

. Husten, purulentes Sputum, positiver Auskultationsbefund
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Ausschlusskriterien fiir eine Aufnahme waren:

o Stationdrer Krankenhausaufenthalt in den letzten 28 Tagen

. Zytostatikatherapie in den letzten 28 Tagen bzw. Neutropenie mit Neutrophilen
<1000/pl

o Immunssuppressive oder Steroidtherapie

° HIV-Infektion oder floride Tuberkulose

2.1.3 CAPNetz-Proben

Zur Messung der AMP-Konzentrationen standen insgesamt 104 Sputumproben und 11
Bronchiallavagen (BAL) von Patienten aus der CAPNetz-Studie zur Verfiigung. Das
Durchschnittsalter der Patienten betrug 64, der jiingste Patient war 18 und der ilteste 96
Jahre alt. Bei den Sputumproben handelte es sich um spontanes Morgensputum und
nicht um Sammel- oder induziertes Sputum. Eine Bronchiallavage fand vorwiegend bei
klinisch schwereren Erkrankungen und bei hospitalisierten Patienten statt, wobei die
Beurteilung des Schweregrades nach dem CRB-65 erfolgte. Dabei werden fiir den
Blutdruck (syst. < 90), die Atemfrequenz (>30), den mentalen Zustand (Verwirrung)
und das Alter (> 65) jeweils 1 Punkt vergeben. Ab insgesamt 2 Punkten ist eine Kran-
kenhauseinweisung sinnvoll.

BAL und Sputum unterscheiden sich hauptsichlich durch ihren Ursprungsort. Wihrend
das Sputum aus den proximalen, eher zentral gelegenen Lungenabschnitten stammt,
stellt die BAL eine Probe aus den weiter peripheren Lungenbereichen dar. Des Weiteren
unterscheiden sie sich bei gesunden Menschen in ihrer Zellzusammensetzung. Wihrend
im Sputum hauptséchlich neutrophile Granulozyten gefunden werden, sind in der BAL
vorwiegend Lymphozyten und Makrophagen zu finden (106). Dem Vorteil der BAL,
dass keine Kontamination durch Speichelfliissigkeit erfolgt, stehen die mogliche Ver-
diinnung der Probe und die Lavage von nicht betroffenen Arealen gegeniiber.

Bei der Probengewinnung wurde ein Mindestvolumen von mindestens 1 ml gefordert,
besser waren 5 ml. Das gewonnene Patientenmaterial wurde bei -80°C tiefgefroren und
unter Einhaltung der Kiihlkette an eine zentrale Serviceeinheit geliefert. Dort wurden

die Proben aliquotiert und sowohl eine Routine- als auch eine Zusatzdiagnostik durch-
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gefithrt. Ein Teil des Materials wurde dann an die verschiedenen CAPNetz-Projekte

versendet. Die zur Verfiigung stehenden Proben hatten ein Volumen von ca. 300-500 pl.

Dabei waren die Spututmproben in ihrer Konsistenz sehr inhomogen, z.T. fliissig, aber

teilweise auch mit Schleim- und Eiterflocken. Die BAL waren alle fliissig und ohne

Triibung.

Zusitzlich zu den Proben standen noch anamnestische und klinische Datensitze aus der

zentralen CAPNetz-Datenbank zur Verfiigung. Diese wurden spéter fiir die statistische

Auswertung der Laborergebnisse genutzt. Die anamnestischen Daten umfassten Anga-

ben:

zu klinischen Symptomen

zur Krankengeschichte: Begleiterkrankungen, Raucherstatus, Tumorerkrankun-
gen, sonstige chronische Erkrankungen

zur Medikamentenanamnese, v.a. Antibiotika

zum Impfstatus

Zusitzlich lag ein korperlicher Untersuchungsbefund vor.

Das verwendete Patientenmaterial wurde klinisch-chemisch und mikrobiologisch aufge-

arbeitet. Dabei wurden zytologische und kulturelle Untersuchungen und eine Speziesin-

dentifikation und Resistenzbestimmung bei Erregernachweis durchgefiihrt.

Eingangsuntersuchung

Untersuchungsdatum ] | || i i |2 ]0[ J J

Begleiterkrankungen und besondere Risikofaktoren
Patient kommt aus Pflegeheim [ Jia [ ]nein
In den letzten 12 Monaten geraucht Dja I:I nein

Packyears
Packyears = durchschnittl. Anzahi gerauchter Zigaretten in Packungen (20 Zig/Pack) pro Tag x Anzahi Jahre

Abb. 4: Dokumentation iiber den Raucherstatus bei der Eingangsuntersuchung
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Mikrobiologie
Entnahme vor erster oder mind. 36 h nach letzter Antibiotikagabe [ Jia [ ]nein
Sputum [ Jia [ ]nein
Wenn Sputum _ja", dann bitte weiter mit _Zytologi il i (10fache VergroOerung)®.
Zytologie respiratorischer Sekrete (Objekt 10, Okular 10x)
Leukozyten [ ]<topoGF [ ]210 <25proGF [ |>25pro GF [ | Notdone
Epithelien [ ]<t0proGF [ ]210 25proGF [ | >25pro GF [ | Notdone
Kulturelle Untersuchung
Erreger gefunden D ja D nein
Haupterreger:
Keimzahl: - entspricht <=10* KBE/mi
(+) entspricht 10° KBE/ml
+ entspricht 10* KBE/ml
++ entspricht 10° KBE/mi

+++ entspricht >=10° KBE/ml

Abb. 5: Mikrobiologischer Untersuchungsbefund fiir Sputumproben

2.2 Extraktion der Sputumproben

Die im gelieferten Sputumproben enthaltenen Bestandteile (Schleim, Eiter, Blut) ver-
hinderten durch Bindung der antimikrobiellen Peptide die korrekte Messung der Pepti-
de. Um diese Bindung zu 16sen und damit die Gesamtkonzentration messen zu konnen,
wurden die Proben extrahiert.

Hierfiir wurde in jede Proben das jeweils 1,5 fachen Volumen Acetonitril (T195, Roth,
Karlsruhe) pipetiert und zusétzlich mit 1% des dabei entstehenden Gesamtvolumens
Essigsdure versetzt. AnschlieBend folgte die Inkubation der Proben bei 37°C fiir eine
Stunde. Fiir die folgenden Arbeitsschritte wurde neben der 100%igen Acetonitrillosung
noch eine 20%ige Acetonitrillosung hergestellt. Zundchst wurde eine Extraktionssdule
(WATO051910, Waters, Milford, USA) mit der 100%igen Losung befeuchtet und dann
mit der 20%igen Losung konditioniert. AnschlieBend erfolgte die Ladung der Sdule mit
der Probe, welche vorher noch mit Wasser verdiinnt wurde. Im Anschluss daran folgte
ein Waschschritt mit 20%igem Acetonitril, um die storenden Fremdstoffe aus der Probe
herauszuwaschen. Zuletzt wurde mit 100%iger Losung das die restliche Probe aus der

Sdule ausgewaschen und in einem Glasrohrchen aufgefangen. Als letzter Arbeitsschritt
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folgte die Eindampfung des Eluats mit Hilfe einer Speed-Vac (Bachofer, Reutlingen)
und die anschlieBende Losung des entstandenen Pellets in dem gleichen Volumen Was-

ser wie in der Originalvorlage.

2.3 AMP-ELISAs

2.3.1 hBD2-ELISA

Fiir den hBD2 ELISA wurde ein Sandwich-Verfahren benutzt. Dabei wird eine be-
stimmte Menge Antikorper an einen festen Triger gebunden. An diesen ldsst man das
unbekannte Antigen und eine Reihe von Standardlosungen binden. Nachdem ungebun-
dene Anteile weggewaschen wurden, kann mit Hilfe eines Enzym-gekoppelten Indika-
torantikorpers die Antigenkonzentration bestimmt werden. Je hoher die Antigenkon-

zentration war, desto stirker sind die Antikorperbindung und damit das Signal.

1. Koppelung des ersten Antikdrpers
in die Vertiefung der Mikrotiterplatte

N N7 N

2. Zugabe variabler Mengen
Antigen (@)

3. Entfernung ungebundenen
Antigens durch Auswaschen

Gebundene Markersubstanz

Antigenkonzentration

6. Messung der Menge ge-
bundenen Zweitantikérpers
als Funktion des zugegebenen
4. Zugabe des markierten Zweit- Antigens (Herstellung einer
antikorpers, der fiir freie Epitope Standardkurve)
des Antigens spezifisch ist

\ / 5. Entfernung des ungebundenen
Zweitantikorpers durch Auswaschen;
y ,) Messung der Menge gebundenen
N N Zweitantikérpers

Abb. 6: Das Prinzip des hBD2-ELISA
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Die Durchfithrung des hBD2-ELISAs dauerte drei Tage. Zu Beginn erfolgte die Be-
schichtung einer 96-well-ELISA-Platte (439454, Nunc, Wiesbaden) mit jeweils 100 pl
eines capture Antikorpers (eigener Antikorper). Hierfiir wurden 48 pl in 12ml Beschich-
tungspuffer (0,42 NaHCOs3 in 100 ml H,O, pH 9,6) gelost. Es folgte eine Inkubation der
beschichteten Platte iiber Nacht bei 4°C im Kiihlschrank.

Am folgenden Tag wurde nach dreimaligen Waschen mit Waschpuffer (1 Liter PBS +
1g Tween 20 (9172, Roth, Karlsruhe) die Platte fiir 3 Stunden bei 37°C geblockt (3ml
Gelatine-Hydrolysat (Cat.-Nr. 11112589001, Roche Diagnostics) auf 30 ml H,O => 300
pl / well). Es folgte wieder ein dreimaliger Waschvorgang. Im folgenden Arbeitsschritt
wurde eine Standardreihe hergestellt. Hierfiir wurden die wells B1+2 bis H1+2 mit 100
pl Diluent (1g BSA (A3059, Sigma-Aldrich, Miinchen) auf 100 ml PBS) und anschlie-
Bend A1+2 und B1+2 mit 100 pl einer hBD2 Losung (12,5 ng / ml) befiillt. Dem
schloss sich die Durchmischung von B1+2, die Entnahme von 100 pl und deren Befiil-
lung in C142 an. Dieser Vorgang wurde bis G1+2 wiederholt. H1+2 war der Leerwert.
So enthielt die Standardreihe Konzentrationen von 12,5 ng / ml bis 0,15 ng / ml. In die
wells A3+4 bis H11+12 wurden nun die Proben jeweils als Doppelwert gefiillt. An-
schlieend fand wieder eine Inkubation der Platten iiber Nacht bei 4°C statt.

Zur Detektion wurden 100pl/well eines Antikorpers aus Ziegen verwendet (AB9871,
Abcam, Cambridge, UK) (12 pl in 12 ml Diluent). Nach einer Inkubationszeit von 1h
bei Raumtemperatur (RT) wurde wieder dreimal gewaschen. Als Sekundérantikorper
wurde ein HRP-gekoppelter anti-Ziege Antikorper verwendet (0,5 pl / 20ml Diluent;
100 pl / well) und wieder eine Stunde bei RT auf dem Schiittler inkubiert. Als Substrat
fiir die HRP wurde anschlieBend TMB (Tetramethylbenzidine) (CLO7, Calbiochem, San
Diego, USA) zugegeben und 8 Min. in Alufolie lichtdicht verschlossen. Anschlieend
wird der Substratumsatz mit 100 pl H,SO4 / well gestoppt und die OD bei 490 nm im
ELISA-Reader (Ultra 384, Tecan, Schweiz) gemessen.
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2.3.2 LL-37 ELISA
Das Prinzip und die Reihenfolge der einzelnen Arbeitschritte des LL-37 ELISA ent-

sprachen denen eines antibody-capture-assay. Der Unterschied besteht darin, dass nicht

nach Antikorper- sondern nach Antigenkonzentrationen gemessen wird.

1. Koppelung des Antigens (@) in die
Vertiefungen der Mikrotiterplatte

2. Zugabe des Detektionsantikdrpers

3. Entfernung ungebundenen Antikdrpers
durch Auswaschen

4. Zugabe eines Enzym-gekoppelten
Zweitantikorpers @) gegen den
Detektionsantikorper

Abb. 7: Das Prinzip des LL-37-ELISA

Der LL-37-ELISA dauert insgesamt zwei Tage. Am Beginn stand die Herstellung einer
Standard-Verdiinnungsreihe. Hierfiir lag synthetisches LL-37 als Losung mit 1mg/ml
aus der Charité in Berlin vor. Dieses wurde dann mit Diluent auf eine Konzentration
von 1 pg / ml verdiinnt. Wie fiir den hBD2-ELISA fanden auch hier 96-well-Platten
Anwendung. In die wells B1+2 bis H1+2 wurden nun 100 pl Diluent pipetiert. Danach
erfolgte die Befiillung der wells A1+2 und B1+2 100pl mit der vorher hergestellten
Standardlosung. Die 200 pl in B14+2 wurden nun durchmischt, 100 pl entnommen und
in C1+2 gefiillt. Dieser Vorgang wurde wiederholt bis H1+2. G1+2 war der Leerwert.
Dadurch erhélt man eine Verdiinnungsreihe von 1pg/ml bis 15,625 ng / ml. Nun wurden

die einzelnen Proben mit Diluent 1:1 verdiinnt und jeweils als Doppelwert in die wells
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A3+4 bis H11+12 eingefiillt. AnschlieBend wurde die Platte mit einer Folie versiegelt
und iiber Nacht bei 4°C in den Kiihlschrank gestellt.

Zu Beginn des zweiten Tages stand das dreimalige Waschen mit Waschpuffer. An-
schlieBend wurden die Platten mit Blockingreagent fiir 2h bei 37°C (mit Folie) geblockt,
um danach wieder dreimal gewaschen zu werden. Zur Detektion wurden jeweils 100 pl
eines Mausantikorper gegen LL-37 mit einer Konzentration von 8 pug / ml (100 pl /
12ml Diluent) verwendet. Dieser wurde fiir eine Stunde auf einem Schiittler inkubiert.
Nach dem folgenden dreimaligen Waschen wurden die Platten mit je 100 pl eines HRP-
konjugierten Antikorpers gegen Maus-Ig (2 pl auf 12 ml Diluent) (1858413, Pierce,
Rockford, USA) fiir eine Stunde auf einem Schiittler inkubiert. Nach einem letzten
Waschvorgang werden 100 pl TMB/well als Substrat fiir die HRP eingefiillt und fiir 8
min. mit Alufolie umwickelt inkubiert. Anschlieend wurde der Substratumsatz mit 100
ul H,SO4 / well gestoppt und die OD bei 490 nm im ELISA-Reader (Ultra 384, Tecan,

Schweiz) gemessen.

2.4 LL-37 Western-Blot

Zur Vorbereitung des Western-Blots wurden 10ul der extrahierten Sputumproben zu-
sammen mit 10 pl Laemmli-Puffer (25 ml 4xTris/HCI, pH 6,8 (0,1M), 20 ml Glycerol
(20% (w/v)) (K929, Roth, Karlsruhe) fiir 10 min bei 96°C gekocht. Die Vorbereitung
der Positivkontrolle erfolgte auf gleiche Weise, ndmlich aus 20 pl LL-37-Verdiinnung
(1pg/ml), 10 pl Laemmli-Puffer und 10 pl PBS. Anschlieend wurden sowohl die vor-
bereiteten Proben und Standard als auch 10 pl Marker (LC5925, In vitrogen, Karlsruhe)
in jeweils eine Tasche eines SDS-Gels (10-15% Tris-HCI Polyacrylamid Gel, Biorad,
Miinchen) gefiillt. Der fiir die Elektrophorese verwendete Puffer war ein SDS-
Laufpuffer und bestand aus Tris, Tricin und SDS. Zu Beginn lag dem Gel eine Span-
nung von 60 V an, nach 30 Minuten erfolgte die Erh6hung auf 100 V. Nach 2 -3
Stunden wurde das Gel entnommen und auf eine Nitrozellulosemembran (BioRad,
Miinchen, Deutschland) geblottet. Dies geschah bei 30 V in einem Blotpuffer (6,06 g
Tris, 28,8 g Glycin, 1600 ml H,0, 400 ml Methanol) fiir ca. 3 Stunden. Anschliefend
wurde die nun geblottete Nitrozellulosemembran iiber Nacht in 10%iger Milch (T145,
Roth, Karlsruhe) bei 4°C geblockt.
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Am nichsten Tag erfolgte die Detektion mit einem Antikorper gegen LL-37 (Sanbio,
Beutelsbach), von dem 16 pl in 12 ml 5%iger Milch gelost wurden. Dazu wurde die
Blotfolie in Folie eingeschweif3t und mit dem Antikorper bei RT fiir 2h inkubiert. Vor
der anschlieBenden Inkubation mit einem Zweitantikorper musste der Blot fiir ca. 20
Minuten in PBS gewaschen werden. Der Zweitantikorper war ein HRP-gekoppelter
Antikorper gegen Maus (1858413, Pierce, Rockford, USA), von dem 12 pl in 12 ml
S5%iger Milch gelost wurden. Nach der 1 stiindigen Inkubation fand wiederum ein grof3-
volumiger Waschvorgang mit PBS, ebenfalls fiir 1h, statt. AnschlieBend folgte fiir 6
Minuten die Inkubation mit einem HRP-Substrat (Super-Signal West Femto Kit, Pierce,
Rockford, USA). Danach wurde dieser wieder von der Folie entfernt. Die weiteren Ar-
beitsschritte fanden in einer Dunkelkammer statt. Auf den Blot wurde fiir 3-5 Minuten
eine Fotofilm gelegt (CAT8688681, Kodak, Rochester, USA), welcher anschlieBend in
einem Entwickler (G138i, Agfa, Mortsel, Belgien) und Fixierbad (G334i, Agfa, Mort-

sel, Belgien) entwickelt wurde.

2.5 hBD-2 Western-Blot

Die Probenvorbereitung fiir den hBD2 Western-Blot erfolgte analog zum LL-37 Wes-
tern-Blot mit Laemmli-Puffer und 10 miniitigem Aufkochen. Als Positivkontrolle wur-
den 20 pl rekombinantes hBD2 (ab9872, abcam, Cambridge, UK) (Img/ml) verwendet.
Laufzeit, Spannung und Puffer fiir die Elektrophorese waren identisch mit denen fiir
LL-37. Nach dem Blocken mit 10%iger Milch iiber Nacht bei 4°C fand am nichsten
Tag die Detektion mit einem Antikdrper gegen hBD2 (eigene Produktion, hergestellt in
Hasen) (24 pl / 12 ml 5%ige Milch) statt. Es folgte eine zweistiindige Inkubation mit
anschlieBendem Waschen in PBS. Im folgenden Arbeitsschritt wurde der Blot mit ei-
nem HRP-gekoppelten Sekundérantikorper inkubiert (A4174, Sigma-Aldrich, Miin-
chen) (12 pl / 12 ml 5%ige Milch). Diesem schlossen sich ein Waschvorgang, die Zu-
gabe von HRP-Substrat, die Belichtung eines Fotofilms und die Entwicklung im Ent-
wicklerbad entsprechend dem LL-37 Western-Blot an.
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2.6 Statistische Analyse

Fiir die statistische Auswertung der Ergebnisse wurden verschiedene Tests mit Hilfe
von SPSS 15.0 (Statistical Package for Social Sciences) (SPSS Inc., Chicago, Illinois,
USA) durchgefiihrt.

2.6.1 Korrelationsanalyse

Die Korrelationsanalyse erfolgte mit Hilfe des Spearmanschen Rang-
Korrelationskoeffizienten r,. Dieser erlaubt eine Korrelation, auch wenn die Variablen x
und y nicht aus einer normalverteilten Grundgesamtheit entstammen. Dies macht r; we-
niger anfillig fiir eine Inhomogenitétskorrelation (durch Ausreiler bedingt).

Die Berechnung erfolgt nach folgender Formel:

6> D’
I = 1- >
n—n
rs = Spearmanscher Rangkorrelationskoeffizient
D; = Rangdifferenz der einzelnen Wertepaare

=
Il

Anzahl der Wertepaare

2.6.2 Signifikanztest

Zur Uberpriifung der Signifikanz der Ubereinstimmung zweier Verteilungen wurden
zwei statistische Tests verwendet:

. Der Mann-Whitney-U-Test

o Der Kruskal-Wallis-Test

Bei beiden Tests handelt es sich um parameterfreie statistische Tests, d.h. Art und An-
zahl der Parameter ist flexibel und nicht von vornherein festgelegt. Dadurch sind diese

Tests auch anwendbar, wenn bestimmte Vorraussetzungen wie z. B. eine Normalvertei-
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lung nicht erfiillt sind. Der Unterschied zwischen den beiden Tests ist, dass der Kruskal-
Wallis-Test auch dann angewendet werden kann, wenn mehr als zwei Gruppen vergli-
chen werden miissen (z.B. intervallskalierte Variable (Leukozytenanzahl, Packyears,
Temperatur)). Bei beiden Tests wird jeweils eine Nullhypothese Hy (der beobachtete
Effekt ist durch zufallsbedingte Streuung bedingt) und eine Alternativhypothese H; (der
beobachtete Effekt ist auch in der Grundgesamtheit vorhanden) formuliert. Ergibt sich
als Ergebnis der anschlieBenden Wahrscheinlichkeitsberechnung, dass Hy nur mit sehr
geringer Wahrscheinlichkeit eintritt, so wird Hy verworfen und das Ergebnis als

schwachsignifikant, signifikant oder hochsignifikant bezeichnet.
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3. Ergebnisse

3.1.1 Der Nachweis von AMPs in Atemwegssekreten

AMPs sind Effektormolekiile der angeborenen Immunantwort. Sie werden von verschiedenen
Zellen produziert und wirken bei Infektionen bakterizid, chemotaktisch und immunmodulato-
risch. Diese Rolle iibernehmen sie auch bei pulmonalen Infektionen. Dabei werden sie von
neutrophilen Granulozyten und Epithelzellen in das Atemwegssekret abgegeben.

Zu Beginn der Versuche stand der Nachweis von LL-37 und hBD2 in Atemwegssekreten von
Pneumoniepatienten mit Hilfe einer SDS-Page-Gelelektrophorese und anschlieBender Wes-
tern-Blot-Analyse. Dies gelang sowohl in den extrahierten Sputumproben als auch in den

BAL.

hCAP-18

LL-37

Abb. 8: Nachweis von hCAP-18/LL-37 in Sputumproben

LL-37 hat eine relativ geringe molekulare Masse von 4,5 kDa, was auch deutlich durch die Position der Stan-

dard- und der beiden Probenbanden zwischen der 4 und 8kDa-Bande zu sehen ist. Insgesamt sind drei Proben
aufgetragen, eine mit niedriger, eine mit mittlerer und eine mit hoher LL-37-Konzentration im ELISA. Zu sehen
sind nur die Proben mit mittlerer und hoher LL-37 Konzentration Bei den beiden Banden zwischen 16 und 22

kDa handelt es sich um das inaktive VorlduferPeptid von LL-37 hCAP-18 (Molekulare Masse 18 kDa).
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Abb. 9: Nachweis von hBD2 in Sputumproben

hBD2 hat eine molekulare Masse von 4kDa. Aufgetragen sind eine Kontrolleprobe und fiinf Sputumproben- Die

Banden fiir Standard und Sputumproben laufen im Bereich von hBD2.

3.2 Die Konzentration von AMPs in Atemwegssekreten

Zusitzlich zu dem AMP-Nachweis sollte auch noch deren Konzentration in den Atemwegs-
sekreten von Patienten mit einer ambulant erworbenen Pneumonie bestimmt werden. Dies
erfolgte mit Hilfe von ELISAs. Die AMP-Konzentrationen zeigten dabei zum Teil sehr grof3e
Abweichungen vom Mittelwert, was eine grofe Standardabweichung zur Folge hatte. Die LL-

37 Konzentrationen lagen zwischen 21 — 14283 ng/ml, die von hBD2 zwischen 0 — 249 ng/ml.

average 11-37 concentration average hBD2 concentration
10000- 501
% 8000 %40—
E 6000 £ 1
2 4000- 5
= S 201
ﬁ E 10

Abb. 10: Durchschnittliche AMP-Konzentration bei CAP-Patienten
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3.3 Die AMP-Konzentration von CAP-Patienten ist im Vergleich zu Gesunden erhoht

Ein Ziel der Versuche war die Beantwortung der Frage, wie sich die AMP-Spiegel bei Pneu-
moniepatienten im Vergleich zu Patienten ohne Lungeninfektion verhalten. Hierfiir wurden
zusitzlich zu den Messungen in Atemwegssekreten von Pneumoniepatienten auch noch die
AMP-Konzentrationen in Sputumproben gesunder Menschen (n = 5) und in BALs von Patien-
ten (n = 9) gemessen, die wegen einer anderen, nicht-infektiosen Lungenerkrankung lavagiert
wurden. Dies waren V.a. und Kontrollen bei Sarkoidose, Patienten mit Lungenfibrose und mit

V.a. Asthma bronchiale.

Sputum BAL
15000- 8000
- [
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L] 6000 =0,011
% ) p<0.001 E; .
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E i 5 4000- u
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Abb. 11: Vergleich der LL-37-Konzentration bei a) gesunden Menschen und b) Pneu-
moniepatienten; a = LL-37 im Sputum; b = LL-37 in BAL
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Abb. 12: Vergleich der hBD2-Konzentration bei a) gesunden Menschen und b) Pneu-
moniepatienten
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Vergleicht man die durchschnittlichen AMP-Konzentrationen von Gesunden (Tab. 4.4)
und von Pneumoniepatienten (Tab. 4.2) im Sputum, so kann eine signifikant hohere LL-
37-Konzentration bei Pneumoniepatienten festgestellt werden (p < 0,001). Auch der
hBD2-Spiegel liegt bei Pneumoniepatienten signifikant hoher als bei Gesunden (p <
0,001)

Bei Betrachtung der AMP-Konzentrationen in den bronchioalveoldren Lavagen fillt vor
allem die niedrige LL-37-Konzentration in der BAL von Gesunden auf. Bei der statisti-
schen Auswertung konnte auch hier ein signifikanter Anstieg der LL-37-Konzentration
in den BAL von Pneumoniepatienten festgestellt werden (p = 0,011). Bei der Analyse
der hBD2-Konzentration in den BAL konnte allerdings keine signifikant hohere hBD2-

Konzentration festgestellt werden (p = 0,123).

Tab. 4: Signifikanz des Anstiegs der AMP-Konzentration bei CAP-Patienten

LL-37 hBD2
Sputum <0,001 <0,001
BAL 0,011 0,123

Aufgrund der niedrigen LL-37-Konzentrationen in BAL-Proben wurden diese zur Veri-
fizierung der Messwerte konzentriert. Hierfiir wurden je Sml der Probe in der Speed-
Vac eingedampft, in 500ul H,O resuspendiert und der pH auf 6-7 eingestellt. Dies ergab
eine Konzentrierung der Proben um den Faktor 1:10. AnschlieBend wurde mit diesen
Proben ein LL-37 Western-Blot durchgefiihrt, bei dem in einigen BAL hCAP-18-
Banden sichtbar wurden (sieche Abb. 13). Hierdurch konnte die Existenz von LL-37
auch in der BAL von Nicht-CAP-Patienten nachgewiesen werden. Die Tatsache, dass
bei gesunden Menschen LL-37 in der Atemwegsfliissigkeit nur in geringen Konzentra-
tionen und als VorlduferPeptid vorhanden ist stimmt mit der Vorstellung iiberein, dass
es sich bei LL-37 um ein induzierbares Peptid handelt, das im Entziindungsfall vermehrt
sezerniert wird.

Zur Beurteilung dieses Ergebnisses sollte zusitzlich noch die Analyse des Zellbildes in
der BAL herangezogen werden. Hierbei hatten alle Patienten bis auf Nr. 4 ein normales
Differenzialzellbild mit einem GrofBteil an AM und nur wenigen neutrophilen Granulo-

zyten. Patient 4 zeigte hingegen 94% neutrophile Granulozyten, was u.a. fiir eine Infek-
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tion, eine Schocklunge (ARDS) oder eine Kollagenose sprechen kann. Da neutrophile
Granulozyten eine Quelle von AMPs darstellen, wiirde man in diesem Fall eine eventu-
ell erhohte AMP-Konzentration erwarten. Dieser Unterschied in der Zellzusammenset-
zung wirkt sich aber weder im ELISA noch im LL-37 Western-Blot als Unterschied

aus.

Abb. 13: hCAP-18/LL-37 Western-Blot mit konzentrierten BAL gesunder Patienten

Als Standard wurden 20 ng verwendet. Zwischen den Banden 16 und 22 kDa sind fiir die BAL 2-8 leichte
Banden zu erkennen. Diese entsprechen wieder dem VorlduferPeptid von LL-37 hCAP-18.

Bei Betrachtung der hBD2-Konzentrationen von Gesunden fielen ebenfalls Werte auf,
die teilweise nicht messbar waren und im Durchschnitt unter dem AMP-Niveau von
CAP-Patienten lagen. Zur weiteren Analyse wurde deswegen der hBD2-ELISA mit den
1:10 konzentrierten BAL wiederholt. Zusitzlich dazu wurden jeweils 10ul der konzent-
rierten BAL von Gesunden mit 90pul synthetischen hBD2 unterschiedlicher Konzentra-
tion (1,56 ng/ml und 6,25 ng/ml) versetzt (spiking) und erneut gemessen.

Dabei konnte gezeigt werden, dass auch in den BAL, in denen der hBD2-Spiegel in der
unkonzentrierten Form unter der Nachweisgrenze lag, eine geringe Konzentration von
hBD2 messbar war. Die durchschnittliche Konzentration der fiinf gemessenen BAL lag
bei 0,728 ng/ml. Die gemessenen Konzentrationen der gespikten Proben entsprachen

den erwarteten Werten bei unterschiedlich groen Fehlerkoeffizienten.
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Abb. 14: Graphische Darstellung der Ergebnisse aus dem spiking-Versuch mit den kon-

zentrierten BAL gesunder Patienten.

3.3.1 Der Vergleich zwischen BAL und Sputum

In den Versuchen standen zwei unterschiedliche Probenmaterialen zur Verfiigung:
BALs und Sputum. Diese unterscheiden sich nicht nur durch den Ort ihrer Produktion,
sondern auch durch die Art ihrer Gewinnung. Fiir beide Materialarten gilt, dass die Qua-
litdt der Probe von verschiedenen Faktoren wie der Patientencompliance, dem Untersu-
cher, dem Ort der Lavage und dem Verdiinnungsfaktor abhéngt.

Mit Blick auf den Produktionsort stellte sich nun die Frage, ob es einen Unterschied in
der AMP-Konzentration gab, je nachdem welches Atemwegsmaterial zur Verfiigung
stand. Beim Vergleich der LL-37-Konzentration mit der hBD-2 Konzentration jeweils
in Sputum und in BAL von Pneumoniepatienten konnte kein statistisch signifikanter
Unterschied in der Peptidkonzentration festgestellt werden (p(LL-37) = 0,374; p(hBD?2)
= 0,608) (siehe Abb. 15). Vergleicht man hingegen bei gesunden Menschen die LL.-37-
Konzentration in BAL und Sputum, so zeigt sich eine signifikant hohere Konzentration
in Sputumproben (p < 0,001). Bei der hBD2-Konzentration zeigt sich kein Unterschied
(siehe Abb. 16).
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Abb. 15: Vergleich der a) LL-37- und b) hBD2-Konzentrationen in BAL und Sputum

von Pneumoniepatienten
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Abb. 16: Vergleich der a) LL-37- und b) hBD2-Konzentration in BAL und Sputum von

gesunden Menschen

Vergleicht man die Signalstirke von BAL und Sputum im hCAP-18/LL-37 Western-

Blot, wird das Ergebnis aus der statistischen Analyse bestitigt. Beim Vergleich von

BAL und Sputumproben von Pneumoniepatienten kann kein Unterschied in der Intensi-

tit der Signalbanden festgestellt werden (siehe Abb. 17).
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Abb. 17: Vergleich zwischen BAL und Sputum (SP) von Pneumoniepatienten im

hCAP-18/LL-37 Western-Blot
Es sind die LL-37 Banden fiir verschiedene BAL- und Sputumproben und die im ELISA gemessenen

Peptidkonzentrationen in ng/ml dargestellt (5 Min. Belichtung). Ein wesentlicher Unterschied zwischen

BAL und Sputum ist nicht sichtbar.

3.4 Die AMP-Konzentrationen zeigen signifikante Korrelationen mit klinischen

und mikrobiologischen Parametern

3.4.1 Der Einfluss des Keimspektrums auf die AMP-Konzentration

Ein Ziel der Korrelationsanalyse war es herauszufinden, ob ein Zusammenhang zwi-
schen der Art des Pathogens und der Hohe der AMP-Konzentration besteht. Bei 13 der
81 mikrobiologisch untersuchten Patientenproben konnte ein Nachweis einer Legionel-
leninfektion gefiihrt werden. Damit stellte die durch Legionellen verursachte Pneumonie
die grofite Gruppe unter den untersuchten Patienten dar. Auch bei den restlichen Patien-
ten wurde eine mikrobiologische Analyse durchgefiihrt, hauptsidchlich aus Serumproben
oder aus Nasenabstrichen. Diese ergab allerdings nur bei 36 Patienten einen Keimnach-
weis.

Obwohl die durchschnittliche Konzentration sowohl fiir LL-37 als auch fiir hBD2 bei
Legionellenpatienten hoher ist als bei Nicht-Legionellenpatienten, zeigt sich im Mann-
Whitney-U-Test nur fiir hBD2 ein signifikanter Unterschied (p = 0,029). Fiir LL-37
besteht keine signifikante Differenz (p = 0,411).
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Abb. 18: Graphische Darstellung der a) LL-37- und b) hBD2-Konzentrationen bei Le-

gionellen-Infektionen und Nicht-Legionellen-Infektionen

3.4.2 Der Zusammenhang zwischen erhohten LL-37- und CRP-Werten

Im Verlauf einer Infektion lassen sich im Serum von Patienten verschieden Molekiile
bestimmen, die wihrend einer akuten Entziindungsreaktion produziert werden und zum
koordinierten Ablauf benotigt werden. Diese werden als Akute-Phase-Peptide bezeich-
net. Wichtigster Vertreter ist das C-reaktive Peptid (CRP). Sein Betrag korreliert gut mit
dem AusmalB und dem Schweregrad der Entziindung. Das Ziel der Korrelationsanalyse
war die Beantwortung der Frage, ob es einen Zusammenhang zwischen der Hohe der
CRP-Werte und der Hohe der AMP-Konzentration gibt. Dabei zeigte sich, dass in den
Atemwegssekreten von 108 Patienten, bei denen Angaben zum CRP-Spiegel vorlagen,
einer erhohte Konzentration an LL-37 mit einem erhohten CRP-Wert einherging (rs =
0,281, p = 0,005). Fiir hBD2 konnte keine signifikante Korrelation zwischen der Hohe
der AMP-Konzentration und des CRP-Spiegels festegestellt werden (rs = -0,044; p =
0,661).
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Abb. 19: Graphische Darstellung des Zusammenhangs zwischen LL-37 und CRP

3.4.3 Die Beziehung zwischen der AMP-Konzentration und der Leukozytenzahl

Neben den Akute-Phase-Peptiden ist wihrend einer Entziindung die Leukozytenzahl
einer der wichtigsten diagnostischen Parameter mit guter Sensitivitéit. Bei einer akuten
Entziindung findet eine Verschiebung der im Blut messbaren Leukozytenpopulationen
hin zu jungen, stabkernigen Leukozyten statt. Diese systemische Reaktion findet auch
bei einem entziindlichen Geschehen statt, das auf ein Organ beschrinkt (z.B. bei einer
Pneumonie). Dies verdeutlicht den Zusammenhang zwischen systemischer und lokaler
Entziindung. Bei insgesamt 17 Patienten, bei denen stabkernige Leukozyten gezihlt
wurden, konnte mit Zunahme der Anzahl Stabkerniger auch eine Zunahme des LL-37-
Spiegels in den Atemwegssekreten beobachtet werden (r; = 0,851; p = 0,000). Dies
verdeutlicht die Rolle von LL-37 als Bestandteil der angeborenen Immunantwort auf ein
akutes Entziindungsgeschehen.

Eine Bestiitigung der positiven Korrelation zwischen LL-37 und den Entziindungszellen
hat auch bei der Betrachtung des Verhiltnisses der LL-37-Konzentration zur Gesamt-
leukozytenzahl herausgestellt. Bei insgesamt 108 Patienten wurde die Gesamtleukozy-

tenzahl bestimmt, wobei mit ry = 0,239 und p = 0,018 eine positive und signifikante
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Korrelation besteht. Bei der Betrachtung der Beziehung von hBD2 und Gesamtleukozy-

ten konnte kein Zusammenhang festgestellt werden (1= -0,025, p = 0,046)
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Abb. 20: Graphische Darstellung des Zusammenhanges zwischen der LL-37-

Konzentration und der Anzahl stabkerniger Granulozyten (r;= 0,851; p = 0,000)
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Abb. 21: Graphische Darstellung der Beziehung zwischen der Leukozytenzahl und a)
der LL-37- und b) der hBD2-Konzentration

Bei einer Betrachtung des Verhiltnisses der Anzahl der segmentkernigen Granulozyten

zu der AMP-Konzentration konnte man beobachten, dass eine negative Korrelation zwi-

schen der Hohe des hBD2-Spiegels und der Anzahl segmentkerniger Granulozyten be-

stand (r;=-0,334, p = 0,046). Dies galt allerdings nicht fiir das Verhéltnis zwischen den

segmentkernigen Granulozyten und der LL-37-Konzentration (r;= 0,285, p = 0,107).
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a) hBD2 (r;=-0,334, p = 0,046). b) LL-37 (r;= 0,285, p = 0,107)
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Abb. 22: Graphische Darstellung des Verhiltnisses der Anzahl der segmentkernigen
Granulozyten zu a) hBD2 und b) LL-37

3.4.4 Die Relation zwischen der AMP-Konzentration und Tumorerkrankungen

Bei insgesamt sechs Personen bestand zum Zeitpunkt der Aufnahme in die CAPNetz-
Studie eine maligne Tumorerkrankung. Beim Vergleich der LL-37-Konzentrationen von
Tumorpatienten (n = 6) mit Nicht-Tumorpatienten (n = 92) fillt ein signifikanter Unter-
schied auf (p = 0,009). Auch hier konnte dieser Zusammenhang fiir hBD2 nicht besté-
tigt werden (p = 0,274).
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Abb. 23: Graphische Darstellung der Relation zwischen AMP-Konzentration und Tu-

morerkrankung
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Bei einer weiteren Differenzierung der Tumorerkrankung nach dem betroffenen Organ-
system und dem anschlieBenden Vergleich der LL-37-Konzentration féllt auf, dass Pati-
enten mit einem malignen Brusttumor signifikant niedrigere LL-37-Spiegel haben als
Patienten mit anderen Tumoren (p = 0,035). Auch diese Relation trifft nur fiir LL-37 zu,
nicht fiir hBD2 (p = 0,266). Bei der Auswertung dieser Korrelation muss weiter beach-
tet werden, dass die Gruppe der Patienten mit Brusttumor nur aus drei Personen be-
stand, was die Bewertung des Ergebnisses aus der Korrelationsanalyse deutlich er-

schwert.
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Abb. 24: Graphische Darstellung des Zusammenhangs zwischen der LL-37-
Konzentration bei Patienten mit malignen Brusttumoren und Patienten mit Tumoren

anderer Organe

3.4.5 Die AMP-Konzentration in Abhéngigkeit vom Raucherstatus

Es ist bekannt, dass neben endogenen Faktoren, wie z. B. ein Mangel an a-1-Antitrypsin
oder die Sarkoidose, der inhalative Zigarettenmissbrauch als Vertreter exogener Ursa-
chen einer der Hauptverursacher einer chronischen Bronchitis und COPD ist. Die im
Rauch enthaltenen Noxen fithren zu einer Hemmung des Zilienschlags der Epithelzel-
len. Zusitzlich kommt es zu einer Degeneration und Metaplasie der Epithelauskleidung.
Folge davon ist die Ansammlung von mukésem Schleim in den Bronchien und ein ver-
mindertes Abhusten. Dies fordert neben der Bildung eines Emphysems oder von Ate-

lektasen auch die Infektion der Lunge. Da das Atemwegsepithel auch eine Quelle der
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antimikrobiellen Peptide ist, stellte sich die Frage, ob sich der Defekt der Epithe-
lauskleidung auch in einer Verdnderung der AMP-Konzentration widerspiegelt und da-
mit zur erhohten Infektionsgefahr beitrdgt. Hierfiir wurden die gemessenen Konzentra-
tionen mit dem Raucherstatus korreliert.

Insgesamt machten 96 Patienten Angaben zu ihrem Rauchverhalten. Darunter waren 25
Raucher und 81 Nicht-Raucher. Bei der statistischen Analyse wurde wieder zwischen
Sputum- und BAL-Proben unterschieden. Beim Vergleich der Peptidkonzentrationen
konnte weder fiir LL-37 noch fiir hBD2 ein signifikanter Unterschied zwischen Rau-
chern und Nicht-Rauchern festgestellt werden. Dies galt sowohl fiir Sputum- als auch

fir BAL-Proben.
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Abb. 25: Vergleich der AMP-Konzentration im Sputum bei Rauchern und Nicht-
Rauchern fiir a) LL-37 und b) hBD2
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Abb. 26: Vergleich der AMP-Konzentration in BAL bei Rauchern und Nicht-Rauchern
fiir a) LL-37 und b) hBD2

Die Stidrke des inhalativen Zigarettenkonsums wird anamnestisch mit Hilfe der Packy-
ears (py) quantifiziert (Anzahl der am Tag verbrauchten Zigarettenpidckchen x Anzahl
der Konsumjahre). Ziel war es, herauszufinden, ob es innerhalb der Raucherkohorte
einen Unterschied in der AMP-Konzentration gibt, der von der Menge der inhalierten
Noxe abhéngt. Hierfiir wurden drei Gruppen gebildet: x < 20 py (n = 8), 20py < x <
40py (n =5), x > 40py (n = 10). Bei der anschlieBenden Korreltionsanalyse konnte we-
der fiir LL-37 noch fiir hBD2 ein signifikanter Zusammenhang zwischen der AMP-
Konzentration und der Stidrke des Zigarettenkonsums festgestellt werden (p(LL-37) =

0,332; p(hBD2) = 0,673).
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Abb. 27: Vergleich der AMP-Konzentrationen aufgeschliisselt nach der Anzahl der pa-
ckyears fiir a) LL-37 und b) hBD2

3.4.6 Die Eigenschaft der AMP-Konzentration als diagnostischer und prognosti-

scher Marker

3.4.6.1 Die Beziehung zwischen der AMP-Konzentration und dem BGA-Befund

Neben dem klinisch-anamnestischen (Atemnot, Fieber, Rasselgerdusche, Dampfung)
und dem radiologischen Untersuchungsbefund (Infiltrat) stellt die laborchemische Be-
fundung von Patientenmaterial die wichtigste diagnostische MaBBnahme bei der Pneu-
monie dar. Neben Differentialblutbild und CRP ist der Befund der arteriellen Blutgas-
analyse (BGA) der Parameter mit der groffiten Relevanz. Es war das Ziel, herauszufin-
den, ob ein Zusammenhang zwischen dem Befund der BGA und der Hohe der AMP-
Konzentration bestand und damit der AMP-Spiegel als diagnostischer Parameter geeig-
net ist.

Bei der Korrelation der pO,- (LL-37: ry = 0,064; p = 0,651; hBD2: ry = 0,023; p = 0,865)
bzw. pCO,-Werte (LL-37: 1, = 0,136; p = 0,332; hBD2: 1, =-0,2; p = 0,139) der Patien-
ten mit ihren AMP-Konzentrationen konnte weder fiir LL-37 noch fiir hBD2 ein signi-

fikanter Unterschied festgestellt werden.
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3.4.6.2 Die Eignung des AMP-Spiegels zur Abschiatzung der Prognose

Bei einer Betrachtung des klinischen Verlaufs der CAP-Patienten wurde sichtbar, dass
insgesamt 61 Patienten im Verlauf der Erkrankung fiir eine unterschiedliche Dauer
hospitalisiert werden mussten. Bei 43 dieser Patienten verschlechterte sich die respirato-
rische Situation so stark, dass sie wihrend des Krankenhausaufenthalts Sauerstoff er-
hielten. Um die Frage zu beantworten, ob die Hohe der AMP-Konzentration in einem
Zusammenhang mit der Dauer der Hospitalisierung und dem Bedarf an Sauerstoff stand
und damit eine Aussage iiber die Prognose des einzelnen Patienten zulie3, wurden die
entsprechenden Daten korreliert. Da diese Analyse nur die hospitalisierten Patienten
betraf, wurde zur Abschitzung der Prognose zusitzlich noch die Dauer der Antibioti-
katherapie mit der AMP-Konzentration korreliert. Dadurch wurden auch die ambulant
behandelten Patienten miterfasst.

Fiir die LL-37-Konzentration und die Dauer der Hospitalisierung bestand ein signifikan-
ter Zusammenhang (r; = 0,291 und p = 0,031 nach Kruskal-Wallis). Dies galt nicht fiir
hBD2 (r; = 0,042 und p = 0,754). Bei Betrachtung der AMP-Konzentration und dem
Bedarf an Sauerstoff konnte weder fiir LL-37 noch fiir hBD2 eine signifikante Korrela-
tion festgestellt werden. Gleiches galt auch fiir den Zusammenhang zwischen der AMP-
Konzentration und der Dauer der Antibiotikatherapie (p(LL-37) = 0,694; p(hBD2) =
0,330).
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Abb. 28: Graphische Darstellung des Zusammenhangs Zwischen der Hospitalisierungs-
dauer und der a) LL-37- und b) hBD2-Konzentration
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Zur Abschitzung des Schweregrades der Pneumonie und dem damit verbundenen

Sterblichkeitsrisiko werden verschiedene Risikoscores verwendet. Ein Beispiel hierfiir

ist der CRB-65, bei dem aus mehreren klinischen Befunden eine Einteilung in Risiko-

gruppen stattfindet.

Patientenmerkmale CRB-65
(jeweils 1 Punkt)

Mental Confusion
Respiratory Rate

Blood Pressure

Age >65
Niedriges Risiko 0 Punkte
Mittleres Risiko 1-2 Punkte
Hohes Risioko 3-4 Punkte

Vergleicht man nun die AMP-Konzentrationen der einzelnen Risikogruppen, so zeigt

sich weder fiir LL-37 noch fiir hBD2 ein signifikanter Unterschied in der Peptidkon-

zentration.
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Abb. 29: Graphische Darstellung der AMP-Konzentrationen geordnet nach CRB-65 fiir

a) LL-37 und b) hBD2
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4. Diskussion

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, AMPs in den Atemwegssekreten von Pneu-
moniepatienten nachzuweisen und anschlieBend Zusammenhénge mit klinischen Be-
funden anhand eines klinischen Datensatzes in einer Multivarianzanalyse herauszuarbei-
ten. Dabei zeigte sich, dass sowohl in Spututmproben als auch in Bronchiallavagen von
CAP-Patienten hohere AMP-Konzentrationen als bei Gesunden zu finden sind. Durch
die Korrelationsanalyse konnten signifikante Zusammenhinge zwischen der AMP-
Konzentration und den klinisch-anamnestischen und mikrobiologischen Daten aufge-

zeigt werden.

AMPs konnen in Atemwegssekreten von CAP-Patienten in hoheren Konzentrati-

onen nachgewiesen werden als bei Gesunden

Durch die Messung der AMP-Konzentration in Bronchiallavagen und Sputum von
Pneumoniepatienten konnten AMPs in Atemwegssekreten nachgewiesen werden. Zu-
sétzlich zum reinen Nachweis der AMPs sollte aber auch eine erhthte Konzentration bei
Patienten mit einer ambulanten Pneumonie im Vergleich zu Gesunden gezeigt werden.
Der Anstieg der AMP-Konzentration bei einer pulmonalen Infektion wird deutlich,
wenn man die Werte von gesunden Patienten mit den AMP-Konzentrationen von
Pneumoniepatienten vergleicht. Die durchschnittliche Konzentration von hBD2 in Spu-
tum und BAL steigt dabei um ca das 100fache, die LL-37-Konzentration sogar um mehr
als das 200fache an. Bei der statistischen Auswertung der LL-37-Konzentration in Spu-
tum und in BAL konnte ein signifikanter Anstieg bei Pneumoniepatienten ermittelt
werden (p (LL-37 in BAL) = 0,011; p (LL-37 in Sputum) < 0,001). Im Bezug auf hBD2
war der Anstieg der AMP-Konzentration nur im Sputum signifikant (p < 0,001). Die
Konzentration von hBD2 in der BAL von Pneumoniepatienten war dagegen nicht signi-
fikant hoher als bei gesunden Menschen (p = 0,123). Zusitzlich konnte durch die Wes-
tern-Blot Analyse gezeigt werden, dass bei gesunden Menschen hauptséchlich das Vor-
lauferPeptid von LL-37 vorliegt. Erst bei einer Pneumonie findet die Aktivierung von

hCAP-18 zum wirksamen LL-37 statt. Dies steht im Einklang mit der bereits bekannten
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Tatsache, dass LL-37 in seiner Vorlduferform in spezifischen Granula in neutrophilen
Granulozyten gespeichert. Kommt es zu einem Sekretionsreiz durch Entziindungsmedi-
atoren, wie z.B. bei der Pneumonie, wird hCAP-18 durch die extrazellulidr lokalisierte
Proteinase 3 in die aktive Form LL-37 gespalten (147). Trotz dieser Spaltung kann bei
Pneumoniepatienten immer noch hCAP-18 nachgewiesen werden (siche Abb. 8). Dies
ist bereits in Plasmaproben beobachtet worden, in denen relativ hohe Konzentrationen
von hCAP-18 gemessen werden konnten. Dort ist hCAP-18 an Lipoproteine gebunden
und fungiert als eine Art Reserve fiir LL-37 (146).

Die Tatsache, dass bei pulmonalen Infektionen die AMP-Konzentration erhoht ist und
damit zur Infektabwehr und Entziindungskontrolle beitrigt, wurde bereits in einigen
Studien belegt (17, 69, 137). Diese beschiftigten sich aber mit den speziellen Fillen der
Infektion bei Neugeborenen und bei Asthma oder der Pneumonie im Allgemeinen.
Auch fiir die von Staphylococcus aureus verursachte Pneumonie, welche hauptséchlich
im Krankenhaus erworben wird (HAP), gibt es seit kurzem Daten iiber erhéhte AMP-
Konzentrationen in Atemwegssekreten (173). Fiir den speziellen Fall der ambulant er-
worbenen Pneumonie gibt es bis jetzt keinerlei vergleichbaren Daten iiber erhohte
AMP-Konzentrationen wihrend der Infektion. Dies konnte durch die vorliegende Arbeit
gezeigt werden.

Die in der Arbeit gemessenen AMP-Konzentrationen entsprechen auch den in der Lite-
ratur veroffentlichten Werten. Yanagi et al. konnten zeigen, dass die Konzentration von
hBD2 bei Patienten mit einem chronischen Infekt der unteren Atemwege zwischen 0
und ca. 11 ng/ml lag (189). Singh et al. konnten ebenfalls fiir chronische Lungenerkran-
kungen mit Entziindungen erhohte AMP-Konzentrationen feststellen, die im Bereich
von 10-100 ng/ml lagen, so dass mit der vorliegenden Arbeit vergleichbare Werte er-
reicht wurden. Abgesehen von der Erkenntnis, dass es bei pulmonalen Infekten zu einer
verstirkten Transkription von LL-37-mRNA (144) kommt, gibt es keine genauen An-

gaben iiber die LL-37-Konzentration bei pulmonalen Entziindungen.

Vergleicht man die hBD2-Konzentration im Sputum von Gesunden (0,501 ng/ml) mit
der von Pneumoniepatienten (8,79 ng/ml), so wird eine weitere wesentliche Eigenschaft
der Regulation der Defensinsekretion deutlich. Wihrend beta-Defensin 1 (hBD1) in der
Lunge konstitutiv produziert wird und damit auch im Atemwegssekret von gesunden

Menschen nachweisbar ist, wird die hBD2-Produktion durch proinflammatorische Zy-
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tokine induziert. Diese Erkenntnis ist bereits sowohl durch in vitro-Tests, bei denen
nach Stimulierung von Atemwegsepithelzellen mit IL-1B ein Anstieg der Peptidkon-
zentration zu beobachten war (144), als auch durch in vivo-Versuche bestitigt. Hierbei
konnte in den BAL von CF- und von Pneumoniepatienten erhohte hBD2-Spiegel ge-
messen werden, nicht jedoch bei Gesunden (197). Auch in der aktuellen Literatur gibt
es Beweise fiir die Induktion von hBD2-Sekretion bei Lungeninfektionen. In einer Stu-
die konnte gezeigt werden, dass durch die Infizierung humaner Atemwegszellen mit
Mycobacterium tuberculosis die hBD2-Produktion induziert werden kann (133). Die
Signaltransduktion in den Atemwegsepithelzellen erfolgt dabei tiber TLR2 (175).

Vergleicht man die hBD2-Konzentrationen in den BAL von Gesunden und Erkrankten
ist dieser Effekt weniger deutlich ausgeprigt. Bei der Beurteilung dieser Beobachtung
sollten die Art der Probengewinnung bei der Bronchiallavage und hier besonders die
Variabilitit des recovery beriicksichtigt werden. Bei der Durchfiihrung der BAL findet
durch die Spiilung mit steriler Kochsalzlosung und der anschlieBenden Absaugung der
Patientenprobe ein Verdiinnungseffekt statt (135), welcher die gemessenen AMP-
Konzentrationen niedriger erscheinen ldsst. Fiir die Losung dieses methodischen Prob-
lems wurden mehrere Losungen erarbeitet. Rennard et al. konnten den Verdiinnungs-
grad der Lavageprobe ermitteln, indem sie die Konzentration von Harnstoff als endoge-
ner Marker in Lavage- und Serumproben verglichen (132). Grundlage dieser Methode
ist die Erkenntnis, dass Harnstoff ungehindert in die ELF diffundiert und damit Serum
und Lavagekonzentration gleich sind. Bei der Bewertung dieser Methode in Hinblick
auf die vorliegende Arbeit muss allerdings bedacht werden, dass Rennard et al. ihre
Versuche an gesunden Patienten durchfiihrten. Zedtwitz-Liebenstein et al. konnten al-
lerdings auch fiir Pneumoniepatienten zeigen, dass der Vergleich der Harnstoffkonzent-
ration in BAL- und Serumproben eine Quantifizierung der Verdiinnung zuldsst (195).
Zusitzlich sollte bedacht werden, dass bei der Lavage von verschiedenen Atemwegsab-
schnitten verschiedene Konzentrationen gemessen werden konnen. Wird bei der Bron-
choskopie nun nicht der infiltrierte Bereich lavagiert, sind die Konzentrationen dement-
sprechend niedrig. Diese Schwierigkeiten bei der Probenentnahme durch Bronchosko-

pie und Bronchiallavage gelten sowohl fiir hBD2 als auch fiir LL-37.

Im Bezug auf ihre mikrobizide Wirkung kann fiir AMPs eine minimale Hemmkonzent-

ration (MHC) ermittelt werden. Dies geschieht durch Behandlung von Bakterienkultu-
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ren mit gereinigten AMPs. Allerdings liegt die tatsidchliche MHC in vivo deutlich unter
diesem theoretischen Wert, da durch den Synergismus mit anderen antimikrobiellen
Substanzen (Lactoferrin etc.) auch bei geringeren Konzentrationen Pathogene abgetotet
werden. Die MHC ist weiterhin abhingig von dem Keim und der Salzkonzentration. Bei
einem niedrigen Salzgehalt liegt sie fiir hBD2 zwischen 0,8 - 250 pg/ml und fiir LL-37
zwischen 1,7 — 15,6 pg/ml (149). Die gemessenen AMP-Konzentrationen liegen zum
Teil deutlich iiber dieser MHC. Der Grund hierfiir liegt wahrscheinlich darin, dass
durch die erhohten Konzentrationen die zusitzlichen Eigenschaften der antimikrobiellen
Peptide gefordert werden. Eine dieser Eigenschaften ist die Fihigkeit zur Immunmodu-
lation. Dies konnte bereits sowohl fiir die IL-6-, IL-10-und IP-10-Induktion in mensch-
lichen Keratinozyten (119) als auch fiir die IL-8-Induktion in menschlichen Atemweg-
sepithelzellen durch Defensine und Cathelizidine gezeigt werden (170, 198). Dadurch
kommt es zur Aufrechterhaltung der Entziindungsantwort. Fiir LL-37 konnte zusétzlich
gezeigt werden, dass seine Aufgabe bei pulmonalen Infekten neben der bakteriziden
Wirkung auch in der Immunmodulation als Inhibitor der Aktivierung dendritischer Zel-

len durch TLR-Liganden besteht (85).

Die einzelnen Werte fiir die gemessenen AMP-Konzentrationen zeigen zum Teil sehr
groBe Schwankungen um {iiber das 10fache um den Mittelwert und sehr gro3e Standard-
abweichungen (SD). Verantwortlich fiir die groe Spannbreite kann die Tatsache sein,
dass AMPs zu einem unterschiedlich groen Anteil an andere Molekiile gebunden sind.
Ein Grund hierfiir liegt in ihrer kationischen Ladung, wodurch es zu einer elektrostati-
schen Bindung mit negativ geladenen Strukturen kommt, wie die Bindung von LL-37
an Mucine zeigt (46). Dabei konnte auch gezeigt werden, dass durch diese Bindung die
antimikrobielle Wirkung von LL-37 gegeniiber Pseudomonas aeroginosa und Strepto-
coccus pneumoniae abnimmt. Ob und in welcher Weise LL-37 mit den anderen Kom-
ponenten von Speichel (Immunglobuline, GlycoPeptide, Zytokine) und Atemwegsekret
(Lipide, Proteasen, GlycoPeptide) reagiert, ist bis jetzt noch nicht bekannt.

Ein weiterer Grund fiir die groe Schwankungsbreite der AMP-Konzentrationen liegt
wahrscheinlich darin, dass die Gene fiir a- und -Defensine in Clustern auf Chromosom
8 angeordnet sind. Dabei kann auf einem Gen eine unterschiedliche Anzahl an Kopien
fiir ein Peptid vorliegen. Die Hohe der AMP-Konzentration ist demnach unter anderem

abhingig von der Anzahl der Genkopien (72).
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Des Weiteren muss bei der Beurteilung der Messwerte die Art der Probe beriicksichtigt
werden. Fiir die BAL gelten die oben beschriebenen Schwierigkeiten. Im Bezug auf die
Sputumproben ergeben sich hauptséchlich Probleme durch die kommensalische Besie-
delung der Mundhohle durch Bakterien. Bei der Gewinnung der respiratorischen Probe
Sputum kommt es zur Kontaminierung des Materials mit Speichelfliissigkeit. In dieser
Speichelfliissigkeit sind unterschiedliche Mengen an AMPs vorhanden. Von den bis zu
600 Keimen in der Mundhohle gehoren nur ca. 50% zur physiologischen Standortflora.
Viele dieser Keime wirken sich unterschiedlich auf die Aktivierung des angeborenen
Immunsystems in der Mundhohle aus, was eine Differenzierung zwischen pathogenen
Keimen und physiologischer Standortflora schwierig macht. Zum einen koénnen be-
stimmte Keime durch unterschiedliche Mechanismen die epitheliale Immunantwort un-
terdriicken, wie z. B. fiir avirulente Salmonellenstimme gezeigt werden konnte (116).
Andere Keime, wie z. B. Fusobacterium nucleatum, haben wiederum die Eigenschaft, in
der Mundhohle die Produktion von Defensinen zu induzieren (89). Auch Porphyromo-
nas gingivalis, ein pathogener Keim, der fiir die Entstehung von Parodontitis verant-
wortlich ist, kann die hBD2-Produktion induzieren (90). Diese Erkenntnisse zeigen,
dass der AMP-Spiegel im Sputum unter anderem von der Art der Mundflora und deren
Immunogenitit abhingt und somit auch bei nicht-infektiosen Patienten eine geringe
hBD2-Konzentration im Sputum nachweisbar sein kann. Dies zeigte sich auch bei un-
seren Kontrollpatienten, bei denen im Sputum geringe Mengen von hBD2 zu finden
waren. Fiir LL-37 gilt diese Erkenntnis genauso, da es aufgrund eines Entziindungsrei-
zes durch Bakterien der Mundflora zu einer Infiltration der Mukosa mit neutrophilen
Granulozyten kommt, welche fiir die Produktion von LL-37 verantwortlich sind. Die
LL-37-Konzentrationen bei gesunden Patienten fallen aber deutlich geringer aus als bei

einer pulmonalen Infektion.

BAL und Sputum unterscheiden sich nicht in der Hohe Ihrer AMP-Konzentration

Vor der Auswertung der FErgebnisse des Vergleichs zwischen den AMP-
Konzentrationen in BAL- und Sputumproben sollte die Zellzusammensetzung der ver-
schiedenen Probenarten betrachtet werden. Vergleicht man Sputum- und BAL-Proben

von Asthma-Patienten, so kann in Sputumproben eine hohere Anzahl an neutrophilen
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Granulozyten gefunden werden, wohingegen in BALs vermehrt Makrophagen und
Lymphozyten zu finden sind (107). Neben der Zellzusammensetzung unterscheiden sich
die Probenarten in ihrem Ursprungsort. Wihrend Sputum aus den proximalen, eher
zentral gelegenen Lungenbereichen stammt, werden BALs in den weiter peripher gele-
genen Abschnitten gewonnen. In beiden Bereichen stellt neben den Entziindungszellen
das Atemwegsepithel eine weitere Quelle von AMPs dar.

Beim Vergleich der AMP-Konzentrationen in BAL und Sputum von Pneumoniepatien-
ten konnte weder fiir hBD2 noch fiir LL-37 ein signifikanter Unterschied zwischen den
beiden Probenarten festgestellt werden. Somit werden Konzentrationsunterschiede, wie
sie bei Gesunden zum Beispiel fiir LL.-37 bestehen, im Entziindungsfall ausgeglichen.
Im Zuge einer Entziindungsreaktion kommt es zu einer starken Migration von Entziin-
dungszellen in das entsprechende Gebiet, wodurch die lokalen Unterschiede in der Zell-
zusammensetzung aufgehoben werden. Desweiteren stellen Lungeninfektionen einen
starken Induktionsreiz fiir die Produktion von AMPs dar, so dass in diesem Fall sowohl
in der BAL als auch im Sputum ein Anstieg des AMP-Spiegels zu erwarten ist. Durch
diese Aktivierung des Entziindungsgeschehens kommt es zu einer Angleichung der
AMP-Konzentrationen in BAL und Sputum, so wie es in dieser Arbeit gezeigt werden

konnte.

Die Bewertung der AMP-Konzentration in Sputumproben ist durch die kommensalische
Besiedelung der Mundhohle und der damit verbundenen Kontamination der Probe mit
oralen AMPs schwierig. Zwei Griinde sprechen allerdings dafiir, dass trotz dieser Kon-
tamination die Aussagekraft der Ergebnisse nicht wesentlich beeintréichtigt wird. Zum
einen ist die Induzierbarkeit der oralen hBD2-Produktion im Vergleich zur trachealen
Produktion wesentlich geringer. Auf LPS-Reize kommt es in der Speichelfliissigkeit nur
zu einer geringgradigen hBD2-Erhohung (40). Dies ist sinnvoll in Hinblick auf die
Vermeidung von iiberschieBenden Entziindungsreaktionen aufgrund des stindigen Sek-
retionsreizes in der Mundhohle. Zum anderen betréigt der AMP-Spiegel im Sputum von
gesunden Menschen nur einen geringen Anteil des AMP-Niveaus bei Pneumoniepatien-
ten und trigt damit nur einen sehr geringen prozentualen Anteil zur Gesamtkonzentrati-

on bei Pneumoniepatienten bei.
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Zwischen der AMP-Konzentration und den Entziindungsparametern bestehen

signifikante Korrelationen

Bei der Korrelationsanalyse der AMP-Konzentrationen mit den klinisch-chemischen
Daten der Pneumonie-Patienten fallen signifikante Zusammenhinge mit verschiedenen
Entziindungsparametern auf. Vergleicht man die LL-37-Konzentrationen der einzelnen
Patienten mit ihren CRP-Werten, so zeigt sich ein signifikant positiver Zusammenhang
Dieser zeigt sich jedoch nicht fiir hBD2. Ein Zusammenhang zwischen der beta-
Defensin-Konzentration und den CRP-Werten wurde aktuell in einer Studie verdffent-
licht (187). Dabei korreliert der CRP-Wert von Patienten mit einer chronischen Infekti-
on mit Pseudomonas aeroginosa negativ mit dem hBD1-Spiegel und positiv mit dem
hBD2- und hBD4-Konzentration. Die Patienten in der vorliegenden Arbeit litten hinge-
gen an einem akuten Entziindungsgeschehen. Fiir diesen Fall konnte der Zusammen-

hang zwischen dem CRP-Wert und der hBD2-Konzentration nicht bestitigt werden.

Die Produktion von CRP in den Hepatozyten wird von den Zytokinen IL-1J und IL-6
kontrolliert (92). IL-1p ist ein Zytokin, das in einer Vielzahl von Zellen produziert wird,
unter anderem Makrophagen, Endo- und Epithelzellen. IL-6 wird hauptséchlich in akti-
vierten Monozyten und in Makrophagen produziert. Wie die AMP-Produktion wird die
IL-1B-Produktion u.a. auch durch Bakterien und LPS reguliert. Gleichzeitig kann ein
erhohter IL-1B-Spiegel die AMP-Konzentration, z.B. von hBD2 steigern (59). Der Zu-
sammenhang zwischen der Hohe der LL-37-Konzentration und des CRP-Wertes scheint
daher eher durch die gleichen Mechanismen in der Peptidregulation als durch direkte
Kausalitit bedingt zu sein. Die positive Korrelation zeigt aber auch die Verbindung
zwischen einem lokalen Entziindungsgeschehen und der systemischen Immunantwort.
Die Induktion der IL-1p-Produktion durch mikrobielle Pathogenititsfaktoren, z.B. LPS,
in der Lunge fiihrt zum einen zu einer lokalen Immunantwort, némlich der Erhdhung
der LL-37-Konzentration, und zum anderen zu einer systemischen Antwort, die sich in

einer erhohten CRP-Konzentration darstellt.
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Bakterien
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Abb. 30: Graphische Darstellung der systemischen und lokalen Auswirkungen einer

Entziindung

Obwohl die hBD2-Produktion genauso durch IL-1f3 induzierbar ist und obwohl der
CRP-Wert bei der chronischen Entziindung niedriger ist als bei der akuten, konnte kein
Zusammenhang zwischen der hBD2-Konzentration und dem CRP-Wert festgestellt
werden, wie es Yanagi et al. gelungen ist (188). Dies legt nahe, dass bei akuten und
chronischen Entziindungen weitere, bislang unbekannte Regulatoren Einfluss auf die

hBD2- und CRP-Konzentration nehmen.

Das von aktivierten Makrophagen und neutrophilen Granulozyten produzierte Zytokin-
muster (IL-1, IL-6, IL-8 und TNF-0) ist auch fiir die vermehrte Mobilisierung von
neutrophilen Granulozyten aus Knochenmark und Endothel verantwortlich. Dies spie-
gelt sich in der klinisch-chemischen Diagnostik als Leukozytose (>11.300/ul) und ein
vermehrtes Auftreten von jungen, stabkernigen Granulozyten wieder. In der vorliegen-
den Arbeit konnte demonstriert werden, dass es zwischen der Anzahl der Leukozyten
und der LL-37-Konzentration einen signifikanten Zusammenhang gibt. Noch deutlicher
zeigt sich die Linksverschiebung der Granulozytenpopulation. Der Zusammenhang zwi-
schen der LL-37-Konzentration und dem prozentualen Anteil stabkerniger Granulozyten
ist hoch signifikant.

Neben den pulonalen Epithelzellen sind die neutrophilen Granulozyten der Hauptprodu-
zent von LL-37 in der Lunge. Gleichzeitig muss auch hier wieder beachtet werden, dass
die gleichen Zytokine, die fiir die Veridnderungen in der Granulozytenzahl und —

population verantwortlich sind, auch die Expression von AMPs steigern (59). Gleichzei-
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tig sind die gleichen Molekiile, die in Makrophagen die Zytokinexpression steigern,
Liganden fiir TLRs auf Epithelzellen und neutrophilen Granulozyten und erhéhen da-
durch die AMP-Konzentration unabhéngig von den Zytokinen. Unter diesem Gesichts-
punkt konnen die LL-37-Konzentration und die Leukozytenzahl als voneinander unab-
hingig betrachtet werden, da sie aufgrund der gleichen Sekretions- bzw. Mobilisations-
reize gemeinsam als Teil der angeborenen Immunantwort auftreten. Es muss aber wei-
terhin beachtet werden, dass AMPs durch ihre immunmodulatorische Eigenschaft selbst
als Chemokin wirken und fihig sind, Leukozyten an den Ort der Entziindung zu rekru-
tieren (84). Das Ergebniss, dass erhohte LL-37-Werte mit einer gesteigerten Leukozy-

tenanzahl einhergehen, bestitigt diese Eigenschaft der AMPs.

Bakterien
LPS

|

IL-6

/\

neutrophile T S 1L37%
Granulozyten

Abb. 31: Graphische Darstellung der Induktion des Anstieges der Konzentration von

neutrophilen Granulozyten und LL-37: Die Konzentration von neutrophilen Granulozyten und

von LL-37 wird dabei von IL-6 und untereinander stimuliert

Im Gegensatz zu LL-37 gibt es keinen Zusammenhang zwischen der hBD2-
Konzentration und der Hohe der Leukozytenanzahl oder der Linksverschiebung. Es
besteht lediglich ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem hBD2-Spiegel und

dem prozentualen Anteil segmentkerniger, also reifer Leukozyten.

Patienten mit einer Legionellenpneumonie zeigen erhohte hBD2-Konzentrationen

Ein Vertreter der Erreger einer atypischen Pneumonie ist Legionella pneumophila. Bei

insgesamt 13 Patienten aus dem zur Verfiigung stehenden Probandenpool konnte dieser
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Erreger diagnostiziert werden. Chang et al. konnten zeigen, dass die Infektion von A-
temwegszellen mit L. pneumophila eine vermehrte Sekretion von IL-8, IL-6 und TNF-a
auslost (26). Die Erkennung des Pathogens erfolgt dabei auch tiber TLR2 (48). Dieser
Rezeptor befindet sich sowohl auf neutrophilen Granulozyten auch auf Atemwegse-
pithelzellen und vermittelt dort iiber einen MyD88-abhiingigen Signalweg eine Erho-
hung der NF-kxB-Konzentration. Dies bewirkt wiederum eine vermehrte Bindung dieses
Transkriptionsfaktors an seine Bindungsstellen, welche u.a. an der Promoterregion des
hBD2-Gens liegt und damit eine Steigerung der hBD2-Genexpression hervorruft. Die
vermehrte Sekretion von hBD2 bei Legionelleninfektionen konnte auch bei den 13 Pati-
enten aus der vorliegenden Arbeit bestitigt werden. Die durchschnittliche hBD2-
Konzentration lag signifikant hoher als bei Patienten mit anderen Pneumonieerregern.
Da die Aktivierung der AMP-Sekretion bei Legionellen und den iibrigen Keimen iiber
die gleichen PAMP und PRR stattfindet, stellt sich nun die Frage, wodurch es zu den
hoheren hBD2-Konzentrationen bei Legionellen-Infektionen kommt. Der Hauptunter-
schied zu den anderen Pneumonieerregern ist die intrazelluldre Lebensweise von Legio-
nellen, wodurch sie in den Zellen eine viel groflere Konzentration erreichen als extrazel-
luldr lebende Keime. Dadurch steigt natiirlich auch die Fahigkeit, iiber intrazellulir lo-

kalisierte PRR (wie z. B. TLR9) eine Immunantwort auszuldsen.

Die LL-37-Konzentration als prognostischer Marker

Bei der Behandlung von Infektionskrankheiten ist es von groBem Interesse, wie die
prognostischen Aussichten der Erkrankung sind, um die Art und Intensitit der Therapie
danach auszurichten. Fiir die Pneumonie stehen hierfiir verschiedene klinische (Korper-
temperatur), klinisch-chemische (CRP, BGA), radiologische (Rontgen-Thorax) und
mikrobiologische (Erregerdiagnostik) Daten zur Verfiigung. Es war das Ziel der statisti-
schen Analyse, herauszufinden, ob diese prognostischen Marker in Einklang mit der
Aktivierung des Immunsystems stehen und damit auch durch Messung der Immunant-
wort eine Aussage iiber die Aktivitit der Erkrankung gemacht werden kann.

Beim Vergleich der Peptidkonzentrationen mit den einzelnen Werten des CRB65-
Scores konnte weder fiir hBD2 noch fiir LL-37 ein signifikanter Unterschied zwischen

den einzelnen Leveln festgestellt werden. Der CRB-65-Score ist ein anerkannter Index
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zur Abschitzung der Mortalitit bei CAP und der damit verbundenen Indikation zur ent-
sprechenden Therapie (z.B. ambulant/stationir) (15). Mittlerweile gibt es fiir den CRB-
65 mehrere zusitzliche Parameter, die eine noch bessere Risikostratifizierung erlauben.
Dabei handelt es sich hauptsichlich um Proteine, die wéhrend der akuten Phase der Ent-
ziindung auftreten. Einer dieser Parameter ist das Procalcitonin, desen Konzentration
analog mit den CRB-65 Risikoklassen ansteigt (91). Fiir LL-37 und hBD2 konnte eine
solche Eigenschaft nicht festgestellt werden.

Betrachtet man die LL-37-Konzentrationen der 61 Patienten, die im Verlauf der Pneu-
monie hospitalisiert werden mussten, so fillt auf, dass Patienten mit hohen LL-37-
Spiegeln signifikant langer im Krankenhaus bleiben miissen. Mit dieser Erkenntnis Iésst
sich aber noch keine Aussage iiber die prognostische Aussagekraft der initialen LL-37-
Konzentration machen, zumal weder der Sauerstoffbedarf noch die Dauer der Antibioti-
katherapie in gleicher Weise mit dem LL-37-Spiegel korrelieren. Gleichzeitig besteht
auch kein signifikanter Unterschied in den AMP-Konzentrationen von hospitalisierten
und nicht-hospitalisierten Patienten.

Die Analyse der Hospitalisierungsdauer zeigt aber, dass eine starke Induktion der Im-
munantwort mit einem ldngeren und schwereren klinischen Verlauf verbunden ist.
Gleichzeitig ist bekannt, dass es Keime gibt, die aufgrund verschiedener Pathogenitéts-
faktoren schwerere und langwierigere Infektionen verursachen. Zusammenfassend stellt
sich daraus die Frage, ob sich die Pathogenitit der Keime auch in den induzierten LL-
37-Konzentrationen widerspiegelt. Zur Beantwortung dieser Frage miissten die Pneu-
moniepatienten nach verursachenden Keim gruppiert werden und dann die LL-37-
Konzentrationen miteinander verglichen werden. Gelingt ein Nachweis fiir den Zusam-
menhang zwischen dem verursachendem Keim und der LL-37-Konzentration, kann
auch bei fehlendem Keimnachweis eine prognostische Aussage aufgrund des AMP-
Spiegels gemacht werden. Zwar wurde bei allen Patienten auch eine mikrobiologische
Diagnostik durchgefiihrt, allerdings ergab diese nur bei 36 Patienten einen serologi-
schen oder andersartigen Keimnachweis. Das Keimspektrum war zudem breit gefichert.
Wihrend Legionellen insgesamt elfmal nachgewiesen werden konnten, betrug die An-
zahl der anderen Keime maximal vier (Streptococcus pneumoniae). Diese geringe An-

zahl ldsst keine aussagekriiftige Analyse zu.
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Die LL-37-Konzentration bei Patienten mit malignen Tumorerkrankungen

Neben den mikrobiziden Eigenschaften besitzen AMPs zahlreiche andere Eigenschaf-
ten. Dazu gehort auch die Forderung der Proliferation von Epithelzellen und der Wund-
heilung (143). Sowohl fiir hBD2 (136) als auch fiir LL-37 (32, 174) konnte in Studien
eine prokarzinogene Wirkung nachgewiesen werden. Die Produktion der antimikrobiel-
len Peptide erfolgt dabei durch die Tumorzellen selbst, wobei LL-37 bei in vivo-
Versuchen seine proliferative Wirkung schon bei sehr geringen Konzentrationen (5
ng/ml) entfaltet. Das Tumorwachstum wird durch direkte Aktivierung von Tumorzellen,
der Initialisierung der Angiogenese und der Rekrutierung von Immunzellen gefrdert.

Unter den zur Verfiigung stehenden Patienten hatten sechs Personen zum Zeitpunkt der
Infektion zusitzlich eine maligne Erkrankung. Vergleicht man die LL-37-
Konzentrationen von Tumorpatienten mit den Werten von Gesunden, so zeigt sich bei
Tumorpatienten eine signifikant niedrigere LL-37-Konzentration. Dies ist allerdings
kein Gegenbeweis fiir die proliferationsférdernde Eigenschaft von LL-37. Der Grund
hierfiir liegt in der Art der verwendeten Proben. Diese sind alle im Status der akuten
Entziindung abgenommen worden. Dies verfilscht das Ergebniss insofern, da dadurch
auch bei Nicht-Tumor Patienten eine erhohte LL-37-Konzentration méglich ist. Um ein
diskussionsfihiges Ergebnis zu erhalten, miisste man die Proben nach der Genesung der
Patienten abnehmen. Auch die Erkenntnis, dass Pneumoniepatienten mit Tumoren eine
signifikant niedrigere LL-37-Konzentration als Pneumoniepatienten ohne Tumor ist

aufgrund der Interferenz des Entziindungsgeschehens nicht auswertbar.

Die AMP-Konzentrationen von Rauchern mit CAP im Vergleich zu Nicht-

Rauchern mit CAP

Der inhalative Zigarettenkonsum beeinflusst auf vielféltige Art und Weise das pulmona-
le Abwehrsystem, was neben einem Emphysem und Atelektasenbildung in einer ge-
steigerten Pridisposition fiir Infektionen resultiert. Da Zigarettenrauch (CS) ein duflerst
heterogenes Gemisch aus mehreren tausend Substanzen darstellt, ist es bis jetzt nur fiir
einzelne Inhaltstoffe gelungen, die Auswirkung auf das pulmonale Immunsystem nach-

zuweisen. Nach einer aktuellen Studie steht allerdings fest, das Acrolein, einer der
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Hauptbestandteile im CS, die IL-8- und hBD2-Produktion in sinonasalen Epithelzellen
auch im nicht-entziindeten Zustand verringert (95). Wie sich CS bei Patienten mit einer
COPD auf die hBD2-Konzentration auswirkt, hingt offensichtlich vom Schweregrad
der Erkrankung ab. Wihrend es bei leichten bis mittelschweren Fillen zu einer Hochre-
gulierung der TLR4- und hBD2-Produktion kommt, zeigen Patienten mit einer schwe-
ren COPD eine Downregulierung von TLR4 und hBD2 (105).

Von dieser Erkenntnis ausgehend war es ein Ziel der Arbeit, den Unterschied in der
AMP-Konzentration zwischen den Rauchern und den Nicht-Rauchern zu quantifizieren.
Bei der Korrelation der gemessenen Konzentrationen mit dem Raucherstatus konnte
allerdings weder fiir hBD2 noch fiir LL-37 ein signifikanter Unterschied festgestellt
werden. Um die Theorie zu iiberpriifen, dass die AMP-Produktion vom Stadium der
COPD abhingt, wurden die echten Raucher (Raucher zum aktuellen Untersuchungszeit-
raum) nach ihren konsumierten Zigaretten eingeteilt (packyears). Auch diese Analyse
brachte keinen signifikanten Unterschied in den AMP-Konzentrationen. Der Grund fiir
den fehlenden Nachweis der Unterdriickung der AMP-Produktion durch Zigaretten-
rauch liegt wahrscheinlich in Heterogenitit der Patientengruppe. Um die Problemstel-
lung genau analysieren zu konnen, miisste der Patientenpool nach Raucher-
Nichtraucher, echter-falscher Nicht-Raucher, nach den packyears und nach dem Schwe-

regrad der COPD gematcht werden.
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Schlussbemerkung

In der vorliegenden Arbeit wurden mit Hilfe von ELISA und Western-Blot die Kon-
zentration von hBD2 und LL-37 in Sputum- und BAL-Proben von CAP-Patienten ge-
messen. Die Konzentration lag dabei fiir hBD2 zwischen 0 — 249 ng/ml und fiir LL-37
zwischen 21 — 14283 ng/ml.

Die Ergebnisse zeigen deutlich, dass AMPs an der Infektionsabwehr in der Lunge betei-
ligt sind. Diese Erkenntnis gilt bereits fiir den allgemeinen Fall einer Lungeninfektion
und ist nun auch fiir den speziellen Fall einer ambulant-erworbenen Pneumonie belegt.
LL-37 zeigt dabei im Vergleich zu gesunden Menschen einen signifikanten Anstieg der
Konzentration sowohl in Sputum als auch in BAL. Fiir hBD2 gilt dies nur fiir Sputum-
proben. Im Falle einer Infektion kommt es zu einer starken Induktion der Peptidsekreti-
on in der gesamten Lunge, was durch die Angleichung der AMP-Spiegel in BAL- und
Sputum-Proben, die aus verschiedenen Lungenbereichen stammen, deutlich wurde.

Die erhohten AMP-Konzentrationen gehen einher mit erhohten Entziindungswerten
(CRP, Leukozyten) im Blut der Patienten. Dies hat einen kausalen Grund, der in der
chemotaktischen Wirkung von AMPs auf Entziindungszellen liegt. Zum anderen sind
die verschiedenen Parameter voneinander unabhéngig, da ihre Produktion von den glei-
chen Zytokinen induziert wird. Dies verdeutlicht die komplexe Regulation der Immun-

antwort und die vielféltige Vernetzung der einzelnen Komponenten.

65



Zusammenfassung

5. Zusammenfassung

Die menschliche Lunge ist durch das Einatmen von Luft einer stindigen Konfrontation
mit Mikroorganismen (Bakterien, Viren, Pilze) ausgesetzt. Zur Bekdmpfung dieser Pa-
thogene verfiigt die Lunge iiber vielfiltige Abwehrmechanismen. Als Teil des angebo-
renen Immunsystems sind die antimikrobiellen Peptide an diesen AbwehrmaBBnahmen
beteiligt. Hauptvertreter dieser Peptide in der Lunge sind das Cathelizidin LL-37 und
das humane beta-Defensin 2 (hBD-2). Die Produktion der Peptide findet in Epithelzel-
len und in neutrophilen Granulozyten statt und ist durch mikrobielle Produkte und
proinflammatorische Zytokine induzierbar. Ziel der Studie war es, nachzuweisen, dass
im speziellen Fall der ambulant erworbenen Pneumonie antimikrobiellen Peptide in
erhohte Konzentrationen in der Lunge vorkommen.

Hierfiir wurden im experimentellen Teil der Arbeit mit Hilfe von Western-Blot-Analyse
antimikrobielle Peptide nachgewiesen und deren Konzentrationen in Atemwegssekreten
von Pneumoniepatienten und von gesunden Menschen durch einen ELISA gemessen.
Das verwendete Patientenmaterial bestand sowohl aus Sputumproben als auch aus
bronchioalveolidre Lavagen, welche durch das Kompetenznetzwerk ambulant erworbene
Pneumonie (CAPNetz) zur Verfiigung gestellt wurden. Bei der anschlielenden statisti-
schen Auswertung wurden die Ergebnisse der Konzentrationsmessungen mit Befunden
aus einem klinischen Datensatzes korreliert.

Dabei konnte zum ersten Mal festgestellt werden, dass bei Patienten mit ambulant er-
worbener Pneumonie die Konzentration der antimikrobiellen Peptide in der Lunge im
Vergleich zu gesunden Menschen signifikant erhoht ist. LL-37 war dabei sowohl in
Sputum als auch in der Bronchiallavage gesteigert, hBD2 nur im Sputum. Dies bestétigt
zum einen die Bedeutung der antimikrobiellen Peptide bei der Abwehr von pathogenen
Keimen als auch deren induzierbare Produktion. Fiir die groen Schwankungen der
Messwerte um den Mittelwert werden die schlechte Standardisierbarkeit und Storfakto-
ren bei der Probenentnahme verantwortlich gemacht. Unterschiede in der Peptidkon-
zentration in BALs und Sputum, die bei gesunden Menschen bestehen, gleichen sich im
Fall einer Entziindung an. Dies liegt an der vermehrten Produktion durch einwandernde
Entziindungszellen und die Induktion der Peptidsekretion durch pathogene Entziin-

dungsmediatoren (z.B. LPS). Auch der verursachende Keim beeinflusst die Konzentra-
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tion der antimikrobiellen Peptide. Fiir Patienten mit einer Legionellenpneumonie konn-
ten hohere Peptid-Spiegel nachgewiesen werden als fiir andere Keime.

Ein Bestandteil der Immunantwort auf eindringende Keime ist die Produktion von
proinflammatorischen Zytokinen, die neben der Konzentration von antimikrobiellen
Peptiden auch die CRP-Konzentration steigern. Bei der Korrelationsanalyse konnte ein
signifikant positiver Zusammenhang zwischen erhohten LL-37-Werten und der CRP-
Konzentration aufgezeigt werden. Gleiches gilt fiir die Anzahl der stabkernigen Leuko-
zyten, welche bei Patienten mit erhohten LL-37-Werten in groflerer Anzahl festgestellt
wurden.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass bei der ambulant erworbenen
Pneumonie die antimikrobiellen Peptide als induzierbarer Abwehrmechanismus an der
Infektionsbekdmpfung teilnehmen. Die Konzentrationssteigerung geht dabei mit signi-
fikanten Verdnderungen von klinisch-chemischen, mikrobiologischen und anamnesti-

schen Befunden einher.
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6. Anhang

AbKkiirzungen

AM Alveolarmakrophagen

AMP Antimikrobielle Peptide

ARDS Adult-Respiratory-Distress-Syndrom

BAL Bronchioalveoldre Lavage

BGA Blutgasanalyse

BmBF Bundesministerium fiir Bildung und Forschung

CAP engl. community-acquired pneumonia; deutsch: ambulant er-
worbene Pneumonie

CAPNetz Kompetenznetzwerk Community Acquired Pneumonia

CF Zystische Fibrose

COPD chronisch obstructive Lungenerkrankung

CRAMP cathelin-related antimicobial peptide

CRP C-reaktives Peptid

DC Dendritische Zellen

HAP engl.: Hospital-acquired pneumonia; deutsch: im Krankenhaus
erworbene Pneumonie

IS innate immune system

IL Interleukin

kDa kilo-Dalton

LPS Lipopolysaccharid

MC Memory Cells (Gedichtniszellen)

MHC minimale Hemmkonzentration

ml Milliliter

MW Mittelwert

ng Nanogramm

OD optische Dichte

PAMP pathogen-associated molecular pattern

PMN Polymorphkerniger Granulozyten
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PRR
py

Iy

RT

SD
TLR
TNF-a

pattern recognition receptor

packyears

Spearmanscher Rangkorrelationskoeffizient
Raumtemperatur

Standardabweichung

toll-like receptor

Tumor-Nekrose-Faktor o
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Tabelle 5: gemessene AMP-Konzentrationen

Llef:;lung Material Eingang Einsender (ﬁ;ﬁz) (I:;Ej)
21.03.2005 BAL 10.09.2004 Berlin 429,242 14,118
21.03.2005 BAL 28.10.2004 Berlin 498,058 0,556
21.03.2005 BAL 02.10.2004 | Magdeburg 441,324 0,854
21.03.2005 BAL 02.10.2004 | Magdeburg | 7107,320 0,000
21.03.2005 BAL 04.10.2004 | Magdeburg 1425,400 1,758
21.03.2005 BAL 08.11.2004 | Magdeburg 5256,160 0,000
Nov. 06 BAL 18.09.2004 | Wiirzburg 1510,468 0,662
Nov. 06 BAL 29.09.2004 | Wiirzburg 1892,862 28,030
Nov. 06 BAL Magdeburg 415,52 0,000
Nov. 06 BAL Rotenburg 4283,46 12,72
Nov. 06 BAL Magdeburg 644,44 0,000
21.03.2005 others 25.11.2004 Ulm 1931,840 2,794
21.03.2005 others 26.11.2004 Ulm 1419,604 0,000
21.03.2005 others 07.12.2004 Ulm 453,576 1,456
21.03.2005 others 11.01.2005 Ulm 1883,584 12,026
21.03.2005 others 13.09.2004 | Magdeburg 644,440 0,000
21.03.2005 others 10.11.2004 | Magdeburg 982,562 0,000
21.03.2005 others 06.01.2005 | Rotenburg 14283,460 12,070
Nov. 06 Sputum 19.09.06 Leipzig 42,0 23,93
Nov. 06 Sputum 21.09.06 Leipzig 0,000 249,6
Nov. 06 Sputum 05.10.06 Leipzig 49,7 32,60
Nov. 06 Sputum 05.10.06 Leipzig 36,4 5,95
Nov. 06 Sputum 05.10.06 Leipzig 0,000 15,15
Nov. 06 Sputum 22.09.2004 Wiirzburg 8471,660 20,818
Nov. 06 Sputum 03.06.2004 Berlin 4093,840 31,608
Nov. 06 Sputum 16.06.2004 Berlin 982,562 7,158
Nov. 06 Sputum 14.07.2004 Berlin 193,714 0,000
Nov. 06 Sputum 29.07.2004 Berlin 455,160 1,632
Nov. 06 Sputum 30.11.2004 Ulm 1696,458 3,794
Nov. 06 Sputum 01.12.2004 Ulm 874,022 1,400
Nov. 06 Sputum 01.12.2004 Ulm 360,038 0,000
Nov. 06 Sputum 29.09.06 Hannover 0,000 0,000
Nov. 06 Sputum 29.09.06 Hannover 0,000 4,73
Nov. 06 Sputum 07.12.2004 Ulm 8646,020 0,716
Nov. 06 Sputum 29.09.06 Hannover 0,000 8,34
Nov. 06 Sputum 07.12.2004 Ulm 105,308 0,000
Nov. 06 Sputum 07.12.2004 Ulm 669,462 1,400
Nov. 06 Sputum 08.12.2004 Ulm 1670,880 2,844
Nov. 06 Sputum 10.12.2004 Ulm 158,198 0,930
Nov. 06 Sputum 26.08.2004 Berlin 239,282 2,336
Nov. 06 Sputum 25.08.2004 Berlin 5457,760 2,654
Nov. 06 Sputum 13.12.2004 Ulm 928,186 10,090
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Nov. 06 Sputum 13.12.2004 Ulm 433,634 0,000
Nov. 06 Sputum 14.12.2004 Ulm 476,218 14,816
Nov. 06 Sputum 16.12.2004 Ulm 1066,332 0,000
Nov. 06 Sputum 22.09.06 Charite 62,0 4,04
Nov. 06 Sputum 17.12.2004 Ulm 637,496 2,712
Dez. 06 Sputum 17.12.2004 Ulm 5341,420 0,064
Dez. 06 Sputum 20.12.2004 Ulm 1312,424 0,476
Dez. 06 Sputum 26.09.06 Charite 56,8 17,74
Dez. 06 Sputum 20.12.2004 Ulm 264,470 0,000
Dez. 06 Sputum 20.12.2004 Ulm 21,136 0,000
Dez. 06 Sputum 20.12.2004 Ulm 1117,252 0,100
Dez. 06 Sputum 27.09.06 Charite 0,000 41,06
Dez. 06 Sputum 21.12.2004 Ulm 192,134 0,000
Dez. 06 Sputum 23.12.2004 Ulm 485,352 0,314
Dez. 06 Sputum 02.10.2004 Berlin 2544,280 2,546
Dez. 06 Sputum 29.12.2004 Ulm 356,370 0,000
Dez. 06 Sputum 29.12.2004 Ulm 216,050 0,000
Dez. 06 Sputum 03.01.2005 Ulm 416,462 0,000
Dez. 06 Sputum 07.01.2005 Ulm 7098,040 0,000
Dez. 06 Sputum 11.01.2005 Ulm 1639,768 12,748
Dez. 06 Sputum 12.01.2005 Ulm 3323,460 14,562
Dez. 06 Sputum 20.10.2004 Berlin 4710,260 22,456
Dez. 06 Sputum 14.01.2005 Ulm 4876,440 1,118
Dez. 06 Sputum 14.01.2005 Ulm 1532,582 0,614
Dez. 06 Sputum 17.01.2005 Ulm 534,390 1,766
Dez. 06 Sputum 18.01.2005 Ulm 572,546 1,484
Dez. 06 Sputum 24.01.2005 Ulm 289,182 0,000
Dez. 06 Sputum 25.01.2005 Ulm 1339,738 8,158
Dez. 06 Sputum 25.01.2005 Ulm 254,930 0,000
Dez. 06 Sputum 26.01.2005 Ulm 294,138 0,006
Dez. 06 Sputum 27.01.2005 Ulm 2623,020 2,596
Dez. 06 Sputum 28.01.2005 Ulm 468,182 0,000
Dez. 06 Sputum 27.09.2004 Rotenburg 371,844 0,000
Dez. 06 Sputum 10.02.2005 Ulm 205,518 0,000
Dez. 06 Sputum 10.02.2005 Ulm 984,160 0,000
Jan. 07 Sputum 11.02.2005 Ulm 442,162 4,460
Jan. 07 Sputum 01.10.2004 Rotenburg 7032,880 0,000
Jan. 07 Sputum 14.02.2005 Ulm 907,594 0,384
Jan. 07 Sputum 01.10.2004 | Magdeburg 1624,036 6,148
Jan. 07 Sputum 01.10.2004 | Rotenburg 8736,420 7,800
Jan. 07 Sputum 04.10.2004 Rotenburg 462,912 15,638
Jan. 07 Sputum 15.02.2005 Ulm 442,998 0,000
Jan. 07 Sputum 01.10.2004 | Rotenburg 431,010

Jan. 07 Sputum 18.02.2005 Ulm 482,582 0,000
Jan. 07 Sputum 22.10.2004 | Magdeburg 2869,260 0,662
Jan. 07 Sputum 29.10.2004 | Magdeburg 685,040 0,000
Jan. 07 Sputum 21.02.2005 Ulm 422,030 27,686
Jan. 07 Sputum 22.02.2005 Ulm 132,600 1,996
Jan. 07 Sputum 23.02.2005 Ulm 492,130 0,000
Jan. 07 Sputum 23.02.2005 Ulm 235,260 0,000
Jan. 07 Sputum 11.11.2004 | Magdeburg 2623,020 0,486
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Jan. 07 Sputum 12.10.2004 Rotenburg 5552,180 16,554
Jan. 07 Sputum 03.11.2004 | Rotenburg 1992,290 7,498
Jan. 07 Sputum 03.11.2004 Rotenburg 9019,960 11,960
Jan. 07 Sputum 05.11.2004 | Rotenburg 302,156 5,758
Jan. 07 Sputum 22.11.2004 Rotenburg 717,566 0,496
Jan. 07 Sputum 29.11.2004 Rotenburg 1739,236 0,000
Jan. 07 Sputum 01.12.2004 Rotenburg 1759,068 8,502
Jan. 07 Sputum 02.12.2004 Rotenburg 386,306 0,046
Jan. 07 Sputum 02.12.2004 | Rotenburg 402,898 12,950
Jan. 07 Sputum 03.12.2004 Rotenburg 462,150 0,422
Jan. 07 Sputum 13.12.2004 | Rotenburg 949,990 0,000
Jan. 07 Sputum 15.12.2004 | Rotenburg 914,508 9,614
Jan. 07 Sputum 28.12.2004 | Rotenburg 802,988 14,070
Feb. 07 Sputum 04.01.2005 Rotenburg 7245,760 2,044
Feb. 07 Sputum 07.01.2005 Rotenburg 855,850 8,504
Feb. 07 Sputum 14.01.2005 Rotenburg 11192,720 15,896
Feb. 07 Sputum 17.01.2005 Rotenburg 1434,064 3,908
Feb. 07 Sputum 26.09.06 Bochum 112,9 0,41

Feb. 07 Sputum 09.10.06 Bochum 0,000 0,000
Feb. 07 Sputum 13.11.2004 Liibeck 601,976 4,194
Feb. 07 Sputum 09.10.06 Bochum 0,000 4,55

Feb. 07 Sputum 19.09.06 Rotenburg 64,5 7,10

Feb. 07 Sputum 26.09.06 Rotenburg 0,000 26,21

Feb. 07 Sputum 12.10.06 Rotenburg 0,000 0,46

Feb. 07 Sputum 19.09.06 Liibeck 35,4 10,59
Feb. 07 Sputum 26.09.06 Liibeck 0,000 >250

Feb. 07 Sputum 05.10.06 Liibeck 203,3 3,31

Feb. 07 Sputum 27.09.06 Berlin 28,1 45,17
Feb. 07 Sputum 21.09.06 Berlin 29,3 0,30

Tab. 6: Einzel- und Mittelwerte der AMP-Konzentration im Sputum von gesunden

Menschen
Sputum 1 | Sputum 2 | Sputum 3 | Sputum 4 | Sputum 5 | Mittelwert
LL-37 84,723 84,7473 84,564 104,05 85,674 88,752
hBD2 0,198 0,338 1,156 0,312 0,000 0,401
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Tab. 7: Die AMP-Konzentration (in ng/ml) in den BAL von gesunden Patienten (AMP-

Konzentrationen in BAL von CAP-Patienten siehe Tab. 4.3)

Patient | hBD2 (ng/ml) | LL-37 (ng/ml)

1 0,000 0,000
2 1,43 0,000
3 0,000 0,000
4 0,974 0,000
5 0,61 0,09
6 0,000 0,000
7 0,000 0,000
8 0,864 0,000
9 2,13 0,000

Mittelwert 0,667 0,01

Tab. 8: Keimspektrum bei CAP-Patienten

Cap- LL37 HBD2

Nr. (ng/ml) (ng/ml) nachgewieseneErreger in BAL | nachgewiesene Erreger in Sputum
395 429,242 14,118 | Legionella pneumophila Andere

434 498,058 0,556 | Haemophilus influenzae

484 5256,160 0,000 | Escherichia coli

362 1931,840 2,794 Serratia spp

367 1419,604 0,000 Staphylococcus aureus

322 4093,840 31,608 Streptococcus pneumoniae
399 264,470 0,000 Enterococcus spp

425 4710,260 22,456 Andere

439 1339,738 8,158 Staphylococcus aureus

442 294,138 0,006 Pseudomonas aeruginosa
456 205,518 0,000 Pseudomonas spp

477 422,030 27,686 Staphylococcus aureus

480 132,600 1,996 Citrobacter spp

515 5552,180 16,554 Andere

539 1992,290 7,498 Proteus vulgaris

541 302,156 5,758 Haemophilus parainfluenzae
563 1739,236 0,000 Streptococcus pneumoniae
565 1759,068 8,502 Haemophilus parainfluenzae
585 914,508 9,614 Moraxella catarrhalis

628 11192,720 15,896 Klebsiella pneumoniae

630 1434,064 3,908 Haemophilus parainfluenzae
709 601,976 4,194 Klebsiella pneumoniae

1213 | <Min 26,21 Andere

1215 | <Min 0,46 Haemophilus parainfluenzae
1398 29,3 0,30 Haemophilus influenzae
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