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Zusammenfassung

Experimentelle Untersuchung zum Einfluss des 18R-HEPE-ResolvinE1-

ChemR23/BLT1 Signalwegs in der Pneumokkenpneumonie

Die Pneumonie ist eine der Haupttodesursachen weltweit mit Streptococcus
pneumoniae als haufigstem Erreger. Die physiologische Reaktion des Korpers auf eine
Pathogenexposition ist die Induktion einer Entzindungsreaktion mit dem Ziel, die
Gewebshomdostase wiederherzustellen. Prolongierte oder unkontrollierte Entziindung
kann zu akuten und chronischen Organschaden, wie akutem Lungenschaden oder
chronisch obstruktiver Lungenerkrankung (COPD), fuhren. Deshalb ist es von
aulderordentlicher Bedeutung, dass die Inflammation adaquat reguliert und zeitgerecht
terminiert wird und die Resolutionsphase einsetzt. Die Resolution einer Entzindung
wurde lange als passiver Prozess angesehen, bis sogenannte specialized pro-
resolving mediators (SPM) entdeckt wurden. Diese Mediatoren, namentlich Resolvine,
Maresine, Lipoxine etc., werden aus mehrfach ungesattigten w-3-Fettsauren (w-3-
PUFA) produziert. Sie initieren und steuern die Resolutionsphase unter anderem
durch Attenuierung der Infiltration von neutrophilen Granulozyten, Modulation der
Zytokinausschuttung und Initiierung der Phagozytose von apoptotischen Zellen und

Detritus durch Makrophagen.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Rolle des SPM Resolvin E1 (RvE1), dessen
Rezeptoren ChemR23 und BLT1 und des RvE1-Vorlaufers 18R-HEPE in der murinen

Pneumokokkenpneumonie untersucht.

Zunachst konnte durch eine immunhistochemische Untersuchung von
Lungengewebsschnitten die Verteilung der Rezeptoren ChemR23 und BLT1 in der
murinen Lunge dargestellt werden. Mittels gPCR wurde die Regulation der Expression
dieser Rezeptoren im Verlauf der Pneumokokkenpneumonie analysiert. Die
Ergebnisse zeigen eine vermehrte Expression von BLT1 in der Akutphase der
Inflammation, eine Hochregulation des ChemR23-Rezeptors dagegen vorrangig in der
spaten Entzundungsphase. DarlUber hinaus wurden weibliche C57BL/6N Wildtyp,
ChemR23, BLT1" und fat-1**-Mause mit einer LD30 Streptococcus pneumoniae
infiziert. Weder ein endogen erhéhter w-PUFA-Spiegel der fat-1-Mause noch eine

Rezeptordefizienz hatten jedoch Einfluss auf die klinischen Parameter oder



Leukozytenpopulationen in Blut und bronchoalveolarer Lavageflussigkeit (BALF) im

Rahmen einer milden Pneumonie.

In einer weiteren Versuchsreihe mit exogener Substitution der RvE1-Vorlauferfettsaure
18R-HEPE in der murinen Pneumokokkenpneumonie bei C57BL/6N Wildtypmausen
konnte keine klinische Uberlegenheit der praventiv oder therapeutisch behandelten
Versuchsgruppen gesehen werden. Bakterienlast und Leukozytenzahlen in Blut und
BALF zeigten keinen Unterschied. In der Analyse der Zytokine fand sich einzig ein
reduziertes Level von IFN-y in der BALF der behandelten Tiere, das moglicherweise
auf eine 18R-HEPE-vermittelte Suppression der Entztiindungsreaktion in der friihen
Phase der Infektion zurlckzufihren sein kénnte. Die in vitro-Stimulation von aus
Knochenmarkszellen differenzierten Makrophagen mit 18R-HEPE induzierte eine

erhdohte Phagozytoserate von Bakterien.

Zusammenfassend zeigen die vorliegenden Ergebnisse, im Gegensatz zu den Daten
in der bisher publizierten Literatur, nur eine kleine Rolle des 18R-HEPE-RVE1-
Signalwegs in der murinen Pneumokokkenpneumonie. Die hier bestimmten Einflliisse

mussen in Folgeversuchen eingehender analysiert werden.



Abstract

Experimental study on the role of the 18R-HEPE-ResolvinE1-ChemR23/BLT1

pathway in pneumococcal pneumonia

Pneumonia is one of the world’s leading causes of death. It is primarily caused by
Streptococcus pneumoniae. Pathogen-induced infection leads to an inflammatory
response in order to restore tissue homeostasis, however a prolonged or uncontrolled
inflammation may lead to acute or chronic organ damage, such as acute lung injury or
COPD. Therefore, it is paramount that the inflammation is adequately controlled and
timely terminated to initiate the resolution phase. Resolution of inflammation has long
been considered a passive process until specialized pro-resolving mediators (SPM)
have been discovered. These mediators such as Resolvins, Maresins, Lipoxins, etc.
are produced from w-3-polyunsaturated fatty acids (w-3-PUFA). They initiate and
control the resolution of inflammation by preventing activation and diapedesis of
neutrophils, and induction of cytokine release, and phagocytosis of apoptotic cells and

detritus by macrophages.

The objective of the present study was to determine the role of SPM Resolvin E1
(RvE1), its receptors ChemR23 and BLT1 and its precursor 18R-HEPE in murine

pneumococcal pneumonia.

In a first set of experiments, immunohistochemical staining of lung tissue sections
revealed the distribution of BLT1 and ChemR23 in the murine lung. Using qPCR, the
impact of infection on the regulation of BLT1 and ChemR23 in the lung was determined.
The results show an upregulation of BLT1 expression in the acute inflammatory phase
and an increased expression of ChemR23 in the late stage of infection. Moreover,
female C57BL/6N wild type, ChemR23”-, BLT17- and fat-1** mice were infected with
Streptococcus pneumonia (LD30). Neither endogenous elevation of w-PUFA in fat-1-
mice nor deficiency of the RvE1-receptors resulted in significant changes of clinical
parameters or leukocyte populations in the bronchoalveolar lavage fluid (BALF) and
blood.

To study the effect of an exogenous treatment with the RvE1-precursor fatty acid 18R-
HEPE, female C57BL/6N wild type mice were infected with Streptococcus pneumonia
(LD100). However, neither the preventive nor therapeutic treatment with 18R-HEPE

showed a significant clinical benefit. Bacterial burden and number of leukocytes in
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blood and BALF were unaffected. However, a decreased level of IFN-y was detected
in the BALF of treated mice, which is most likely due to a 18R-HEPE-mediated
suppression of inflammation in the early stage of infection. Moreover, the in vitro
stimulation of bone-marrow-derived macrophages with 18R-HEPE led to an increased

phagocytosis of bacteria after incubation with 18R-HEPE.

In summary, the results of this study, in contrast to published circumstantial evidence,
show only a minor role of the 18R-HEPE-RvE1-pathway in murine pneumococcal
pneumonia. The findings shown in this study need to be further investigated in future

experiments.



1.0 Einleitung

1.1 Pneumonie

Die Pneumonie ist eine der haufigsten Infektionskrankheiten und die haufigste
Todesursache durch Infektion weltweit." Dabei betrug die Mortalitat durch die bakteriell
bedingte Pneumonie im Jahr 2015 in Deutschland insgesamt 2,1% und steht somit auf
Rang 8 der Gesamttodesursachen.? Die Hospitalisierungsrate der ambulant
erworbenen Pneumonie betragt 46,5% und fuhrt damit ebenso haufig zu einem
stationaren Aufenthalt wie Schlaganfall oder Myokardinfarkt.3* Die Anzahl der
stationaren Falle mit Pneumonien wurde 2016 mit 304.632 und einer
durchschnittlichen stationéaren Verweildauer von 9,2 Tagen angegeben.® Es versterben
12,9% der hospitalisierten Patienten.® Die Pneumonie ist demnach auch heute noch
von grol3er Bedeutung fur die offentliche Gesundheit trotz einer breiten Verfugbarkeit

antibiotischer Therapien.

Die Pneumonie kann nach verschiedenen Kriterien unterteilt werden, unter anderem
nach Lokalisation, Infektionsweg und ursachlichem Erreger. Da Bakterien mit Abstand
die haufigsten Erreger der Pneumonie sind, spielt die Einteilung nach dem
zugrundeliegenden Pathogen in der Regel nur eine untergeordnete Rolle. Fur den
klinischen Alltag hat sich die Unterteilung in ambulant erworbene Pneumonie (CAP =
community acquired pneumonia) und nosokomiale Pneumonie (HAP = healthcare
acquired pneumonia/hospital aquired pneumonia) bewahrt, da sich hiermit auch das
zu erwartende Erregerspektrum &ndert.” Eine CAP liegt bis 48h nach stationarer

Aufnahme und bei Auftreten ab 3 Monate nach Entlassung vor.®

Das mittlere Alter eines stationar behandelten Patienten mit Pneumonie betragt 76
Jahre.® Betroffen von der Lungenentziindung sind dariiber hinaus Patienten mit
Komorbiditaten wie einer chronisch obstruktiven Lungenerkrankungen (COPD),
Diabetes mellitus, neurologischen Erkrankungen, Herzinsuffizienz oder Leber- und
Nierenerkrankungen.® Zusatzlich wird das Risiko an einer Pneumonie zu erkranken
durch Immundefekte (AIDS, Organtransplantationen, Autoimmunkrankheiten)

erhoht.’® Begleiterkrankungen tragen zu Organdysfunktionen bei und sind daher fir



die Sterblichkeit im Rahmen einer Pneumonie von erheblicher Bedeutung. So betragt

die komorbiditatsassoziierte Mortalitat bis 30 Tage nach stationarer Aufnahme 4,7%."

Das Erregerspektrum von CAP und HAP ist sehr unterschiedlich. Als haufigster
Erreger der CAP tritt Streptococcus pneumoniae in 40-50% der Falle auf. "0 Von
weiterer Bedeutung sind Haemophilus influenzae, Mycoplasma pneumoniae und
saisonal Influenzaviren. Dagegen kommen als Erreger der HAP unter anderem
Enterobakterien (E. coli, Klebsiella pneumoniae), Staphylococcus aureus und

Pseudomonas aeruginosa in Frage.®

1.2 Streptococcus pneumoniae

Die Bakterien der Art Streptococcus pneumoniae, auch als Pneumokokken
bezeichnet, zahlen zu der Familie der Streptococcaceae (kettenférmig angeordnete
Kugelbakterien). Die kettenformige Konfiguration entsteht durch die Zellteilung entlang
einer Achse. Sie sind grampositiv, unbeweglich, fakultativ anaerob und nicht zur
Sporenbildung befahigt. Der Oropharyngealraum von ungefahr 50% der Kinder und
12% aller Erwachsener ist asymptomatisch von Pneumokokken besiedelt.’> Von
Mensch zu Mensch Ubertragen werden sie vornehmlich Uber Tropfeninfektion, wobei
die pulmonale Infektion letztendlich durch einen Abstieg der Pneumokokken in die

Lunge erfolgt.4'3

Pneumokokken sind alpha-hamolysierend und besitzen keine zellwandstandigen
Lancefieldgruppenantigene. Der grine Hamolysehof bei Anzucht auf einer
Blutagarplatte entsteht durch die Reduktion des Eisens des im Nahrboden erhaltenen
Hamoglobins. Optimal fur das Wachstum sind eine Kohlenstoffdioxidkonzentration von
5% sowie eine Temperatur von 37°C. DarUber hinaus wird eine Katalasequelle
bendtigt. Morphologisch wachsen bekapselte Pneumokokken auf festem, bluthaltigem

Nahrboden als glatte, mukoide Kolonien.'3

Als grampositive Bakterien besitzen Pneumokokken eine Zellwand und verfligen
daruber hinaus meist Uber eine Polysaccharidkapsel, die gleichzeitig der wichtigste
Pathogenitatsfaktor ist, da die Pneumokokken sich hieriber der Phagozytose
entziehen kdnnen. Je nach Subtyp ist die Polysaccharidkapsel von unterschiedlicher

Starke. Weitere Virulenzfaktoren wie Pneumokokken-Oberflachenprotein A,
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Pneumokokken-Inhibitor H storen die Opsonierung und Lyse durch den
Komplementfaktorsignalweg.  Darlber hinaus  verstarken = Pneumokokken-
oberflachenprotein C, Neuraminidase, Pneumolysin, Pneumokokkenoberflachen-
adhasin A die Oberflachenadhasion der Bakterien an die Wirtszelle. Durch
Peptidoglykane und Teichonsaure der bakteriellen Zellwand wird eine invasive
Entzindung ausgelost, indem die Ausschuttung zahlreicher Zytokine und die
Aktivierung des Komplementfaktorsignalweges induziert werden, was wiederum
neutrophile Granulozyten anlockt. Pneumolysin, ein von den Pneumokokken
sezerniertes Protein, wirkt zytotoxisch und stimuliert die Bildung und Freisetzung von

proinflammatorischen Zytokinen von Monozyten.*

Anhand der Polysaccharidkapsel konnen die Pneumokokken in Uber 90 verschiedene
Serovare unterteilt werden. Das pathogene Potenzial andert sich mit dem jeweiligen
Serotyp.’ Es wird eine lokale, nicht-invasive Infektion (Otitis, Sinusitis, Pneumonie)
von einer invasiven unterschieden. Die invasive Pneumokokkeninfektion ist definiert
durch einen Nachweis von Streptococcus pneumoniae in einer physiologisch sterilen
Umgebung (Blut oder Liquor).'® Bisher galten unbekapselte Pneumokokken nicht als
Ausldser einer invasiven Pneumokokkeninfektion, neuere Daten zeigen auch hier ein
invasives Potenzial.'® Vor der Einfiihrung des PCV7-Impfstoffs in den Jahren 2000-
2001 wurden die meisten Pneumokokkeninfektionen durch die sieben in der Impfung
enthaltenen Serotypen ausgelost (4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F, 23F)." Nach Einfiihrung
hat sich das Spektrum geandert, mit Serotyp 19A als haufigstem isolierten Erreger.
Dieser wurde in dem neuen Impfstoff PCV13 mit abgedeckt (2010)."® Insgesamt sind
23 der bekannten Serotypen fiir ca. 90% der Infektionen verantwortlich.'? Der in den
vorliegenden Versuchen verwendete Serotyp 3 wird ebenfalls durch PCV13
abgedeckt. Allerdings bleibt er von erheblicher globaler Bedeutung, da er Uber eine
aulerst  starke Polysaccharidkapsel  verfigt  und schwere invasive
Pneumokokkeninfektionen verursacht (nekrotisierende Pneumonie, septischer

Schock).'” Zudem scheint PCV13 keinen ausreichenden Impfschutz zu bieten.'81°
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1.3 Anatomie der Lunge

Die Lunge vermittelt die Oxygenierung des Blutes und Elimination des in hohen
Konzentrationen toxischen Kohlenstoffdioxids aus dem Korper. Sie besteht aus zwei
Fligeln, die sich wiederum in Lungenlappen mit mehreren funktionellen Segmenten
einteilen lassen. Man unterscheidet aullerdem das konduktive, luftleitende
Bronchialsystem, mit den Bronchioli respiratorii als kleinster Einheit, von den Alveolen,
in denen der Gasaustausch stattfindet. Die rechte Lunge des Menschen umfasst 3
Lungenlappen und insgesamt 10 Lungensegmente, die linke Lunge, bedingt durch die

Lage des Herzens, 2 Lungenlappen und 9 Segmente.?%:2

Der Bronchialbaum (Arbor bronchialis) des Menschen spaltet sich ab der
Trachealbifurkation ca. 20-mal dichotom auf. Der rechte und der linke Bronchus
principalis gehen dabei in Lappenbronchien (Bronchi lobares), danach in
Segmentbronchien (Bronchi segmentales), Bronchioli und schlielich in die Bronchioli
terminales (Durchmesser 0,5 — 0,8mm) Uber. Die nachfolgenden Bronchioli respiratorii
muinden jeweils in den Ductus alveolaris, von dem die Alveolen traubenférmig
abgehen. Hier beginnt der respiratorische Endabschnitt der Lunge. Eine
Alveolengruppe, die von einem Bronchiolus terminalis versorgt wird, nennt man
Azinus. Untereinander sind die Alveolen von Alveolarsepten getrennt. Im
interalveolaren Bindegewebe (Interstitium) finden sich ein dichtes Netz aus elastischen
Fasern und die Kapillaren der Vasa publica, die kohlendioxidreiches Blut zu den

Alveolen transportieren und dann am Gasaustausch teilnehmen.202"

Histologisch ist beim Menschen der Aufbau der Bronchien dem der Trachea sehr
ahnlich. Die innere Schicht besteht aus einer Tunica mucosa mit Flimmerepithel. In
den Bronchioli terminales, Bronchioli respiratorii und Ductus alveolares finden sich
neben den einreihigen kubischen Epithelzellen sogenannte Club- oder Keulenzellen.
Diese verfugen Uber protektive Eigenschaften. Sie sezernieren, neben Proteasen und
anti-mikrobiellen Peptiden, das Club cell secretory protein (CCSP) sowie die
Surfactant-Apoproteine A, B und D.?2 Becherzellen sind nur bis zu den Bronchioli, aber
nicht mehr ab den Bronchioli terminales vorhanden. Als mittlere Schicht schlief3t sich
in den Bronchien die Tunica fibromusculocartilaginea an. Die Tunica adventitia als
aulerste Schicht besteht aus lockerem Bindegewebe. Die Knorpelspangen der Tunica

fibromusculocartilaginea, die die Trachea hufeisenférmig umgeben, werden nach
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distal unregelmaliger und sind im Verlauf der Bronchi lobares nur noch als
Knorpelinseln vorhanden. Die Bronchioli sind knorpelfrei, bilden aber eine kraftige

Tunica muscularis aus, mit der die Lumenweite aktiv reguliert werden kann.20-2!

Die Alveolen sind wabenartige Ausstulpungen des Bronchialbaums und haben einen
Durchmesser von ca. 250-300um. Zwischen zwei angrenzenden Alveolarraumen
befinden sich Bindegewebe, ein elastisches Fasernetz sowie Kapillaren. Der
Gasaustauch findet Uber die Blut-Luft-Schranke, auch endoepitheliale Barriere
genannt, statt. Diese besteht aus den Endothelzellen der Kapillare, miteinander
verschmolzenen Basallaminae und den Alveolarepithelzellen. Das Alveolarepithel
selbst besteht aus Typ | und Typ |l Alveolarepithelzellen. Typ-I-Zellen sind sehr flache
Plattenepithelzellen, bedecken ca. 90% der Alveolenoberflache und werden deshalb
als ,Deckzellen” bezeichnet. Typ-ll-Zellen sind groRer, aber weniger zahlreich
vorhanden. Sie produzieren das Surfactant, welches die Oberflachenspannung der
Alveolen deutlich herabsetzt und so einen Kollaps verhindert. Surfactant wird
kontinuierlich gebildet und von Typ-I-Zellen und residenten Makrophagen resorbiert.
Dariber koénnen sich Typ-ll-Zellen mitotisch teilen und zu Typ-I-Zellen

differenzieren.20:21

1.4 Erregerabwehr der Lunge

Aufgrund der konstanten Exposition des Menschen gegenluber Noxen,
Infektionserregern und anderen Umwelteinflissen Uber die Atemluft ist eine adaquate

Erregerabwehr der Atemwege von hochster Bedeutung.

Hier kommen physikalische, chemische und biologische Mechanismen zum Tragen.
Es besteht daruber hinaus eine enge Interaktion zwischen humoralen und zellularen
Mechanismen. Im oberen Respirationstrakt ist das beschriebene zilientragende
Schleimhautepithel vorhanden. Intraepithelial liegen Becherzellen, die zusammen mit
den Glandulae nasales pro Tag 10-100ml Mukus produzieren. Die Kinozilien
transportieren diesen Mukus oralwarts, wo er dann heruntergeschluckt wird. Der
Mukus enthalt verschiedene antimikrobielle Stoffe, unter anderem Defensine,
Lactoferrin und Lysozym. Im Rahmen einer Infektion kann die Konzentration der

Defensine um das Hundertfache steigen.?3-2°

13



Das Immunsystem kann in ein angeborenes (unspezifisches) und erworbenes
(adaptives) eingeteilt werden. Das unspezifische Immunsystem umfasst alle
Mechanismen, die dem Korper seit Geburt an zur Verfligung stehen und unmittelbar
aktiv werden konnen. Zellen des unspezifischen Immunsystems konnen Erreger
bereits bei Erstkontakt angreifen. Die Erkennung sogenannter pathogen associated
molecular patterns erfolgt mittels membranstandiger, intrazellularer oder |6slicher
pattern recognition receptors (u. a. toll-like-Rezeptoren, scavenger-Rezeptoren).

Daraufhin werden Signalkaskaden der Immunantwort ausgelost.

Auf humoraler Ebene der unspezifischen Immunantwort sind verschiedene Proteine
beteiligt, hierzu gehéren Akute-Phase-Proteine, proinflammatorische Zytokine und das
Komplementsystem. |hre Aufgabe besteht in der Ausbildung einer Immunantwort
(Chemotaxis, Vasodilatation, Steigerung der Gefal3permeabilitat, Opsonierung).
Wichtige Vertreter der proinflammatorischen Zytokine sind Interleukine, tumor necrosis
factor alpha (TNF-a) und Interferone. Sie wirken autokrin, parakrin, oder auch
endokrin, je nachdem, in welcher Konzentration sie gebildet werden, und ob sie die
Blutbahn erreichen. Kein Zytokin wirkt fur sich alleine, es herrscht immer ein
Zusammenspiel mehrerer Mediatoren, die additiv, synergistisch oder antagonistisch
wirken. Zudem sind sie pleiotrop, haben also je nach Zielzelle einen unterschiedlichen
Effekt. Sie spielen in der Regulation der Proliferation, Differenzierung und Funktion von
Zellen des Immunsystems eine grof3e Rolle. Exemplarisch sollen die wichtigsten
Zytokine kurz vorgestellt werden. Interleukin-1 und Interleukin-6 werden von
Makrophagen, Monozyten und Endothelzellen nach Pathogenkontakt ausgeschuttet
und aktivieren unter anderem Lymphozyten und induzieren Fieber. Interleukin-8 wird
durch infizierte Epithelzellen gebildet und wirkt chemotaktisch auf neutrophile
Granulozyten. TNF-a wird von Makrophagen, Monozyten und T-Zellen produziert. Er
stimuliert neutrophile  Granulozyten, induziert die Ausschittung weiterer
inflammatorischer Zytokine und verursacht Fieber. Interferone sind Botenstoffe mit
primar antiviraler und antitumoraler Wirkung. Sie wirken vor allem autokrin und
parakrin. Ihre Funktion ist die Hemmung des Pathogenwachstums der eigenen und

umliegenden Zellen.?3-25

Das Komplementsystem ist sowohl Teil des angeborenen als auch des erworbenen
Immunsystems. Es besteht aus uber 30 Proteinen, die Uberwiegend in der Leber
produziert werden. Die Proteine zirkulieren als Vorstufen in der Blutbahn und kénnen
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Pathogene direkt lysieren (Uber den membrane attack complex (MAC)), wirken
proinflammatorisch Uber Chemotaxis und vermitteln die Phagozytose durch
Opsonierung. Das Komplementsystem wird Uber einen klassischen (durch den
Antigen-Antikorper-Immunkomplex), einen alternativen oder den Lectinreaktionsweg
aktiviert. Die gemeinsame Endstrecke bleibt bei allen Reaktionswegen die Bildung des
MAC durch die Komplementfaktoren C5b, C6, C7, C8 und C9.

Da die angeborenen Mechanismen bei einigen Pathogenen nicht zur Elimination
ausreichen, werden uber die sogenannten antigenprasentierenden Zellen die
Lymphozyten des adaptiven Immunsystems aktiviert, um so eine spezifische
Abwehrreaktion ausbilden zu kénnen. Somit entsteht eine enge Verbindung mit dem
erworbenen Immunsystem. In der Lunge sind hier vor allem die Alveolarmakrophagen

zu nennen, die neben Erregern auch Fremdpartikel phagozytieren.

Nach Einleitung der spezifischen Immunabwehr durch das angeborene Immunsystem
erfolgt eine komplexe Kaskade aus Interaktion und Stimulation der T- und B-
Lymphozyten, aus denen die Produktion erregerspezifischer Immunglobuline
hervorgeht. Die durch differenzierte B-Lymphozyten (Plasmazellen) produzierten
Antikdrper unterstitzen die Zellen des angeborenen Immunsystems bei der

Neutralisation der Erreger.?3-2°

1.5 Resolution der Entziindungsreaktion

Die physiologische Entzindungsreaktion ist ein selbstlimitierter, regulierter und
kontrollierter Vorgang und dient als eine adaquate Antwort auf Infektion, Trauma und

Barrierestérung mit dem Ziel der Wiederherstellung der Homdostase. 2627

Lange wurde davon ausgegangen, dass die Terminierung der Entzindungsreaktion
passiv vonstattengeht, indem weniger proinflammatorische Mediatoren produziert und
so deren Konzentrationen verdunnt werden mit der Folge, dass die Inflammation
.=abebbt®. Diese Ansicht hat sich gewandelt, nachdem die Familie der sogenannten
specialized proresolving mediators (SPM) beschrieben wurde.?® Es konnte gezeigt
werden, dass die Resolution einer Entziindung ein aktiver Prozess ist, eingeleitet und
lokal gesteuert von den SPM.?230 Diese Lipidmediatoren leiten sich von mehrfach

ungesattigten Fettsauren (polyunsatturated fatty acid = PUFA) ab.?® Grundlage fir die
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Synthese sind Arachidonsaure, Eicosapentaensdure und Docosahexaensaure.?®
Definitionsgemal’ werden die SPM wahrend der Resolutionsphase gebildet, inhibieren
unter anderem die Granulozyteninfiltration und -aktivierung, stimulieren Makrophagen
zur Phagozytose und verfligen Uber erweiterte antimikrobielle Wirkungen.®' Es sind
bislang mehrere SPM bekannt, unter anderem Resolvine (E und D), Protectine,

Lipoxine und Maresine.3?

Den SPM gegenuber stehen die proinflammatorischen Mediatoren, unter anderem
Leukotriene und Prostaglandine, welche Derivate der w-6-Fettsdure Arachidonsaure
sind. Sie sind starke Chemoattraktanten, aktivieren den sogenannten respiratory burst

und initiieren die Degranulation von polymorphkernigen Granulozyten (PMNs).33

Wahrend der Initiationsphase einer akuten Entzindung kommt es zur Ausschuttung
proinflammatorischer Mediatoren. Es folgt die Ausbildung der bekannten
Kardinalzeichen einer Entzindungsreaktion durch Erh6hung der GefalRpermeabilitat,
Odembildung und Diapedese der neutrophilen Granulozyten entlang des

chemotaktischen Gradienten von intravasal nach extravasal.?’

Im physiologischen Verlauf einer Inflammationsreaktion kommt es zu einem
sogenannten Mediatorswitch; die Synthese von inflammatorischen Lipidmediatoren
wechselt zugunsten von Resolutionsagonisten.3* Als Folge wird die
Neutrophilenmigration gestoppt. Die neutrophilen Granulozyten unterlaufen eine
Apoptose. Es kommt zu einer Makrophageninvasion an den Ort der Entzindung und
konsekutiver Phagozytose und Efferozytose der apoptotischen Zellen und des
Detritus. Die Entzindungsreaktion endet damit, dass die Makrophagen den

Entziindungsort verlassen und die Gewebshomdostase wiederhergestellt wird.?

Eine adaquate und selbstlimitierende Entzindungsreaktion ist lebensnotwendig. Im
Falle eines Kontrollverlustes und einer prolongierten oder chronischen
Entzindungsreaktion kdénnen akute oder chronische Organschaden wie ARDS,

Abszesse oder COPD entstehen.?”
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1.6 Mehrfach ungesattigte Fettsduren und Derivate

Mehrfach ungesattigte Fettsauren sind aliphatische Monocarbonsauren mit
uberwiegend unverzweigter Carbonkette von unterschiedlicher Lange, die von einer
Carboxyl- und Methylgruppe begrenzt werden. Unterschieden werden die Fettsduren
zum einen anhand der Lange der Kohlenstoffkette, diese kann von 2 bis 30
Kohlenstoffatomen variieren, und zum anderen anhand der Form der kovalenten
Bindungen zwischen den Carbonatomen. Die kovalenten Bindungen liegen als
Einfach- oder Doppelbindung vor. Im Unterschied zu gesattigten Fettsauren, die keine
Doppelbindungen zwischen den Kohlenstoffatomen aufweisen, verfligen einfach
ungesattigte Fettsduren Uber eine Doppelbindung in ihrer Carbonkette und mehrfach
ungesattigte Fettsdauren Uber mehrere Doppelbindungen. Benannt werden die PUFA
anhand der Anzahl der Kohlenstoffatome, der Anzahl der Doppelbindungen und der
Lokalisation der ersten Doppelbindung. Aufgrund der Relevanz fur die vorliegenden
Versuche ist folgend exemplarisch die Nomenklatur von Eicosapentaensaure (EPA)
dargestellt. Sie lautet 20:5 n-3. In den w-n-Fettsauren steht n fur das erste
Kohlenstoffatom der ersten Doppelbindung. Gezahlt wird ab dem Omega(w)-

Kohlenstoffatom, welches Teil der terminalen Methylgruppe ist (Abbildung 1).3°

n-3
carbon

|

HC\ f= = = — = COOH
1

Q/n-
carbon

EPA 20:5 n-3

Abbildung 1: Schematische Darstellung der w-3-Fettsdure EPA (Eicosapentaensaure). Eine w-6-
Fettsdure wirde die erste Doppelbindung am 6. Kohlenstoffatom tragen. Modifiziert nach Yates, C. M.,

et al.3

Die beiden ungesattigten Fettsduren Linolsaure (w-6-Fettsdure) und alpha-
Linolensaure (w-3-Fettsaure) sind die einzigen PUFA, die fur den Menschen essentiell
sind, da sie nicht endogen synthetisiert werden kdnnen und somit mit der Nahrung

aufgenommen werden missen. Aus ihnen koénnen die w-3-Fettsauren EPA,
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Docosahexaensaure (DHA) und die w-6-Fettsaure Arachidonsaure (AA) synthetisiert
werden. Linolsdure kommt haufig in Pflanzendlen wie Sonnenblumendl oder Sojadl
vor. w-3-PUFA-reiche Nahrungsmittel sind unter anderem Leindl, Fisch, Chia-Samen
und Quinoa. In der westlichen Diat liegt ein Ungleichgewicht zugunsten von erhOhter
w-6-Fettsaure-Aufnahme vor.3® w-3-Fettsduren werden antiinflammatorische und
resolutionsférdernde Eigenschaften zugeschrieben, wohingegen w-6-

Fettsaurederivate vorrangig proinflammatorische Wirkung zeigen.37-38

Positive Eigenschaften der w-3-Fettsauren sind bereits langer bekannt, lange vor der
Erstbeschreibung der SPM. Erste Hinweise auf die Bedeutung bestimmter Fette gab
es bereits 1929, als durch Burr und Burr eine Mangelerkrankung durch fettlose Diat in
Ratten ausgeltst werden konnte.3® w-3-PUFA wurden zwischen 1978-1993 in Japan,
Gronland und Alaska, in Bezug auf die reduzierte kardiovaskulare Mortalitat bei
erhohtem Fischkonsum, erstmalig genauer beschrieben.*%-41-43 Es zeigte sich darlber
hinaus eine verminderte Pravalenz anderer entzindlicher Erkrankungen wie
rheumatoide Arthritis, Asthma, Psoriasis oder entziindliche Darmerkrankungen.44-46
Es wurde daraufhin eine antiinflammatorische Komponente der w-3-Fettsauren
vermutet. Im Tiermodell wurde der Einfluss der PUFA vielfach untersucht. So wurde
gezeigt, dass durch eine Verschiebung der Lipidmediatoren hin zu w-3-
Fettsaurederivaten die endoepitheliale Barrierestorung durch bakterielles Endotoxin
oder Plattchen-aktivierenden Faktor (PAF) in der isoliert ventilierten Lunge reduziert
und die Odembildung verringert wird.4”#8 Weiterhin wurde eine verringerte
Leukozyteninvasion und niedrigere Proteinkonzentrationen im Alveolarraum
nachgewiesen.*® Die Produktion der proinflammatorischen und resolutionsférdernden
Lipidmediatoren ist abhangig von der Verfugbarkeit der Vorlauferfettsduren. Im Jahr
2004 gelang es Kang, et al. eine transgene Maus zu zlchten, die das C. elegans fat-
1-Gen exprimiert. Dieses kodiert flr eine w-3-Desaturase, die es der Maus ermdglicht,
w-6 in w-3-PUFA umzuwandeln.®® Dies ist insbesondere fiir das vorliegende
Versuchsvorhaben interessant, da auch die Derivate von EPA, wie 18R-HEPE und
RVE1, in diesen Mausen vermehrt nachweisbar sind.®! In fat-1-transgenen Mausen
war auBBerdem der Endotoxin-induzierte akute Lungenschaden reduziert.%?

Daruber hinaus wurde die parenterale Substitution von w-3-Fettsauren in der humanen

Sepsis untersucht. Hier konnte der Vorteil einer erhéhten w-3-Fettsdurenkonzentration
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nachgewiesen werden, bedingt durch eine verminderte Produktion von

proinflammatorischen Zytokinen durch Monozyten.53:54.55

1.6 18R-HEPE und Resolvin E1

Die entzindungsmodulierende Wirkung der PUFA wird Uber die Bildung von potenten
Lipidmediatoren, den SPM, ermdglicht. In dem vorliegenden Versuch wurde die
Wirkung des 18R-HEPE-Resolvin E1-Signalwegs untersucht. Die Bildung von
Resolvin E1 (RvE1), dessen Name von resolution phase interaction products
abgeleitet ist, erfolgt aus Eicosapentaensaure in 2 Schritten. In einem ersten
Reaktionsschritt wird EPA in 18R-HEPE uber Dioxygenierung durch acetylierte
endotheliale COX-2 oder Cytochrom-p450 umgewandelt.®6:33 Im Anschluss entsteht
RVE1 lokal am Entzindungsort durch Oxygenierung in neutrophilen Granulozyten,

wenn diese mit vaskularen Endothelzellen interagieren.?”-%7

Vascular endothelial cells EFA EPA
G\, Gemar
z
I O(O)H
18R-hydroperoxy-EPE
s (18-HpEPE)

Leukocytes
l COOH

Enzymatic
(_;)H hydrolysis
I
HO
| OH 55(6)-epoxy-18-hydroxy-EPE
SR COOH
Resolvin E1

55,12R,18R-trihydroxy-6Z,8E,10E,14Z16 E-
eicosapentaenoic acid

Abbildung 2: Darstellung der RvE1-Synthese aus Eicosapentaensdure (EPA). Modifiziert nach
Serhan, C.N., et al.58
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RvE1 wirkt vornehmlich Uber den G-Protein-gekoppelten Chemerin-Rezeptor 23
(ChemR23) und kompetitiv Uber den Leukotrien-B4(LTB4)-Rezeptor  BLT1.%°
ChemR23 wird in unterschiedlichen Geweben wie Gehirn, im kardiovaskularen
System, der Niere, im Gastrointestinaltrakt und vor allem auf Makrophagen und
dendritischen Zellen und seltener auch auf T-Lymphozyten exprimiert.6%8" Mittels
Stimulation von ChemR23 wird die Wirkung von TNF-a-induzierter NF-kappa-B-
Aktivierung abgeschwacht, wodurch RvE1 die Migration und Zytokinproduktion von
Makrophagen und dendritischen Zellen reguliert.3362 Zusatzlich werden spezielle
chemoattraktiv oder chemotaktisch wirksame Proteine, die sogenannten Chemerine,
Uber ChemR23 gebunden. Chemerine besitzen, wie RvE1, entzindungshemmende
Eigenschaften. So konnte gezeigt werden, dass die Applikation von anti-Chemerin-
Antikorpern die Entzindung in einem Peritonitismodell bei Mausen um ein Vielfaches
verstarkt.®® BLT1 Rezeptoren werden primar auf neutrophilen Granulozyten,
eosinophilen Granulozyten und T-Lymphozyten exprimiert.?* Durch die RVE1-
vermittelte Blockade des BLT1-Rezeptors, exprimiert auf polymorphkernigen
Granulozyten, wird die LTB4-induzierte Transmigration der PMNs gehemmt.33 Dariber
hinaus wird durch RvE1 die Phagozytose-induzierte Apoptose von neutrophilen
Granulozyten unterstitzt, indem intrazellulare Uberlebensférdernde Signale blockiert
werden. So forderte RvE1 die Caspase-8/Caspase-3-Aktivierung und schwachte
darUber hinaus ERK und Akt-vermittelte Apoptose-unterdriickende Signale ab, was

Uber mitochondriale Dysfunktion zu einer Apoptose fiihrte.6°

Die Effekte von RvE1 sind bislang Uberwiegend in Tiermodellen untersucht. So
schitzte RvE1 vor Entwicklung einer Schwefelsaure-induzierten Colitis im
Mausmodell.?6 Weiterhin kam es zu einer RvE-1-vermittelten Verbesserung der

Erregerbeseitigung aus der Blutbahn in der murinen systemischen Candidose.®’

1.7 Fragestellung

Der physiologische Ablauf der Inflammationsreaktion ist essentiell fur eine adaquate
Erregerelimination und Wiederherstellung der regelrechten Funktion der Lunge. Im
Falle einer persistierenden oder Uberschieienden Entziindungsreaktion oder bei
beeintrachtigter Resolution kdnnen akute oder dauerhafte Lungenschaden auftreten.
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Wie bereits dargestellt spielen RvE1 als Teil der spezialisierten resolutionsférdernden
Mediatoren sowie dessen Zielrezeptoren BLT1 und ChemR23 eine zentrale Rolle in
der Regulation inflammatorischer Prozesse und insbesondere flr die Auflésung der
Entzindungsreaktion. Welche Bedeutung die w-3-PUFA im Allgemeinen und der
Signalweg uber 18R-HEPE und RvE1 im Speziellen bei der pulmonalen Infektion mit
Streptococcus pneumoniae und somit fur den Verlauf der Pneumokokkenpneumonie
haben, ist jedoch bisher nicht hinreichend bekannt und soll im aktuellen
Versuchsvorhaben untersucht werden. Fur diese Fragestellung stehen das etablierte
murine Modell der Pneumokokkenpneumonie sowie die speziell genetisch veranderten
Modelle (fat-1**; ChemR23"-; BLT17-) im Mausmodell zur Verfligung.
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2.0 Material und Methoden

Die tierexperimentellen Arbeiten der vorliegenden Dissertation wurden im Rahmen der
vom Landesamt fur Gesundheit und Soziales (LAGeSo) Berlin genehmigten
Versuchsvorhaben G0324/11, G0327/12, T0O081/1 durchgeflhrt.

2.1 Studiendesign

Fur die immunhistologische Darstellung und quantitative Bestimmung der BLT1- und
ChemR23-Rezeptorexpression (Versuchsteile 3.1 und 3.2) wurden bereits
vorhandene Gewebe- und RNA- Proben verwendet, die im Rahmen des
Dissertationsvorhabens von Dr. Sandra-Maria Wienhold generiert und uns
freundlicherweise zur Verfligung gestellt wurden.%86° Diese Versuche wurden vom
Landesamt fur Gesundheit und Soziales (LAGeSo) Berlin genehmigt (Antragsnummer
G0356/10).

Tabelle 1: Studiendesign Versuchsteil 3.3

Versuchsgruppe Untersuchungs- Leukozyten
zeitpgnkt BALF/Blut
p.i.

WT + PBS 72h n=8
ChemR23" + PBS 72h n=8
BLT1 + PBS 72 h n=8
Fat-1++* + PBS 72 h n=8
WT + S. pneumoniae 72h n=8
ChemR23+" + S. pneumoniae 72h n=8
BLT1+ + S. pneumoniae 72h n=8
Fat-1++ + S. pneumoniae 72 h n=8
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Tabelle 2: Studiendesign Versuchsteile 3.4 und 3.6

Versuchsgruppe Untersuchungs- Leukozyten
zeitpunkt BALF/Blut
p.i. Zytokine
BALF
Bakterienlast
BALF/Blut
WT Kontrolle + PBS 48 h n=8
WT HEPE praventiv + PBS 48 h n=8
WT HEPE therapeutisch + PBS 48 h n=8
WT Kontrolle + S. pneumoniae 48 h n=8
WT HEPE praventiv + S. pneumoniae 48 h n=8
WT  HEPE therapeutisch + S. pneumoniae 48 h n=8
X HEPE
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| 1

| HEPE praventiv | T

i
-2h oh h  24h  36h  48h

o Y '

N X
-+

[y

4
-+
=+

1
I I
2h Oh 12h 24h 36h 48h

| HEPE therapeutisch |

%) \L %) %) (%] %)
| Kontrolle | I } } } }
2h

1
1
Oh 12h 24h 36h 48h

7

Abbildung 3: Systematischer Versuchsablauf fiir die Versuchsteile 3.4 und 3.6

2.2 Versuchstiere

FUr die Untersuchungen in den Versuchsteilen 3.3, 3.4 und 3.6 wurden weibliche,
spezifiziert-pathogen-freie (SPF) Wildtyp-Mause vom Stamm C57BL/6N im Alter von
8-10 Wochen und einem Gewicht von 18-22 g verwendet. Die Tiere stammten von
Charles River Deutschland, Sandhofer Weg 7, 97633 Sulzfeld.

Daruber hinaus fanden im Versuchsteil 3.3 neben den Wildtyptieren, weiterhin
weibliche, genetisch veranderte SPF-Mause (ChemR23- und BLT1-defiziente Mause
sowie transgene Mause, in deren Genom das C. elegans fat-1-Gen zur Expression der
w-3-Desaturase inseriert wurde) Verwendung. Dabei sind die C57BL/6-Ltb4r1tm1Ad
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(Kurzbezeichnung: BLT1-) Tiere nicht zur BLT1 Rezeptorexpression und die C57BL/6-
Cmkir1t™  (Kurzbezeichnung: ChemR237) Tiere nicht zur ChemR23-
Rezeptorexpression befahigt. Die C57BL/6-tg(fat-1) Mause (Kurzbezeichnung: fat-
1**) exprimieren dagegen die w-3-Desaturase, so dass diese Tiere eigenstandig w-6

Fettsauren in w-3 Fettsauren umwandeln kénnen.%°

Die genetisch modifizierten Mause wurden in einem Alter von 8-10 Wochen und einer

Korpermasse von 14,9-25,29g verwendet.

Die ChemR23-- wurden urspriinglich von Takeda, Cambridge, England, die BLT1” im
Jackson Laboratory, Bar Harbor, Maine, USA und die fat-1** von J. Kang aus Boston,
Massachusetts, USA generiert. Alle genetisch modifizierten Tiere wurden von Prof. Dr.
Konstantin Mayer, Justus-Liebig-Universitat GielRen, Zentrales Tierlabor, Frankfurter
StralRe 105, 35392 Gielen, fur wissenschaftliche Zwecke gezlchtet und uns zur

Verfugung gestellt.

Die geplanten Tierzahlen (Tabelle 1) konnten in den Gruppen der genetisch
veranderten Mausen nicht erreicht werden, da die Zucht wahrend des
Versuchsvorhabens von einem Milbenbefall betroffen war, welcher aufwendig und
langwierig saniert werden musste und ab diesem Zeitpunkt keine Mause dieser Linien

mehr zur Verfligung gestellt werden konnte.

Darliber hinaus wurden im Versuchsteil 3.3 drei infizierte fat-1** Mause von den
Analysen nachtraglich ausgeschlossen, da sie bereits vor Versuchsende eine
Pneumoniesymptomatik entsprechend der vorab festgelegten Tétungskriterien zeigten
und daher unmittelbar euthanasiert werden mussten. Daruber hinaus wurden im
Versuchsteil 3.3 die Analysewerte einer scheininfizierten fat-1** Maus aufgrund eines

technischen Fehlers in der Probenaufbereitung von der Auswertung ausgeschlossen.

2.3 Tierhaltung

Die Tierhaltung erfolgte in der versuchsbezogenen experimentellen Tierhaltung der
Medizinischen Klinik m. S. Infektiologie und Pneumologie, Charité -
Universitatsmedizin Berlin. Der Stall war klimatisiert mit einer streng kontrollierten

Temperatur von 20-24°C und Luftfeuchte von 45-65%. Die Beleuchtungszeit betrug
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12h am Tag. Die Mause wurden in geschlossenen, isoliert ventilierten Kafigen (IVC)

vom Typ Il long gehalten und hatten ad libitum freien Zugang zu Nahrung und Wasser.

2.4 Herstellung des Nahrmediums zur Bakterienkultur

Fir das Zusammenstellen des ersten Teils des Nahrmediums wurden 30g Todd Hewitt-

Bouillon (THY), 5g Hefeextrakt-Suspension und 11 destilliertes Wasser bendtigt.

Zuerst wurde die bendtigte Menge THY und Hefeextrakt mit einer Waage bestimmt
und in einen ausreichend grolRen Glaskolben gegeben. Anschliellend wurde 1l
destilliertes Wasser hinzugefligt und die Suspension mithilfe eines Magnetrihrgerates
solange vermengt, bis eine klare braunliche FlUssigkeit entstand. AnschlielRend
erfolgte die Sterilisation der Losung mittels Autoklaven bei 115°C, 101kDa fiar 10-
15min.

Als zweiter Teil wurde steril-filtriertes fotales Kalberserum (FCS) bendétigt. Das FCS
wurde zuvor 60min bei 56°C Hitze-inaktiviert, aliquotiert und bei -20°C gelagert. Ein
Aliquot wurde aus der -20°C Lagerung entnhommen und im Wasserbad aufgetaut.
Anschlielend wurde es unter einer sterilen Sicherheitswerkbank durch einen 42um-
Filter in ein neues 50ml-Falcon steril filtriert.

Abschlielend wurden zu 18ml der Todd-Hewitt-Hefeextrakt Suspension 2ml der
sterilen FCS-LOosung hinzugegeben, um die finale Nahrldsung mit 10% FCS zu

erhalten.

2.5 Anzucht der Pneumokokken

Die Pneumokokken-Stammldsung wurde aus dem -80°C Gefrierschrank enthommen.
Mittels Einweg-Plastikdse (1pl) wurde Pneumokokken-Suspension entnommen, auf
Columbia-Blutagarplatten ausgestrichen und im Brutschrank bei 37°C und 5% CO29-
10h inkubiert. Vor der Bakterienernte wurde die Nahrlésung mit 10% FCS in einem
50ml-Referenzgefald auf Raumtemperatur erwarmt. Anschlielend wurden mit Hilfe
eines sterilen Wattestabchens Einzelkolonien von S. pneumoniae von der
Blutagarplatte in die Nahrlésung Uberfihrt bis eine optische Dichte (OD) von 0,03-0,04,

die unter Verwendung eines Photometers bei einer Wellenlange von 600nm bestimmt
25



wurde, erreicht war. Als nachstes erfolgte die Inkubation der Bakteriensuspension fur
2h bei 37°C.

2.6 Einstellen der Infektionsdosis

Nach Erreichen der gewlinschten OD im Bereich von 0,3 bis 0,4 und Bestimmung des
Gesamtvolumens wurde anschlieRend die Pneumokokken-Suspension bei 3100rpm
fur 10min zentrifugiert. Mit Hilfe der vorab bestimmten finalen OD (eine OD von 0,1
entspricht einer Bakterienkonzentration von 1x108 Kkoloniebildende Einheit/ml
(KbE/ml)) und dem Gesamtvolumen wurde das fiir eine Zielkonzentration von 1x10°
KbE/ml bendtigte Volumen an PBS errechnet. Nach der Zentrifugation und dem Ent-
fernen des Uberstandes wurde der verbliebene Bakterienniederschlag in dem entspre-
chend berechneten Volumen PBS resuspendiert. AnschlieRend wurden die Bakterien
in einer Verdlinnungsreihe zunachst mit PBS und abschlieRend nochmals 1:2 mit
100ul Hyaluronidase (Konzentration 9000 Units/ml) auf die jeweilige Endkonzentration

zur Infektion eingestellt.

2.7 Infektion der Tiere

Die Versuchstiere in den Versuchsteilen 3.3 und 3.4/3.6 wurden nach dem gleichen
Protokoll infiziert. Die Infektionsdosis in Versuchsteil 3.3 betrug 5x10* KbE/Maus, in
Versuchsteil 3.4/3.6 1x10% KbE/Maus.

Zuerst wurde das Tier unter einer Sterilbank aus dem Kafig enthommen und
Koérpertemperatur sowie Korpergewicht bestimmt. AnschlieRend erfolgte die
intraperitoneale Injektion des Narkosegemisches, bestehend aus 80mg/kg
Korpergewicht (KG) Ketamin und 25mg/kg KG Xylazin verdunnt in 0,9%iger steriler
Natriumchlorid-Losung.  Zum Schutz der Kornea vor Austrocknung wurde Thilo-
Tears® Augengel vorsichtig auf die Augen der narkotisierten Tiere aufgetragen. Nach
Erreichen der entsprechenden Narkosetiefe erfolgte die transnasale Applikation von
jeweils 10pl der finalen Bakteriensuspension oder PBS (Kontrollinfektion, 1:2 mit

Hyaluronidase vermischt) in jedes der beiden Nasenlocher mittels 10ul-Pipette
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(insgesamt 20pl pro Maus). Unmittelbar im Anschluss wurden die Mause in ihren Kafig

gelegt und unter Rotlicht solange beobachtet, bis sie wieder vollstandig erwacht waren.

2.8 Klinische Uberwachung der Tiere

Die Versuchstiere wurden im gesamten Versuchsverlauf im Abstand von 12h klinisch
uberwacht und die Korpertemperatur, das klinische Bild und die Korpermasse
protokolliert. Fur den Fall, dass die Erkrankung bei einem Tier wider Erwarten vor
Versuchsende soweit fortgeschritten war, dass absehbar war, dass sein Leiden ein
ethisch vertretbares Maly Uberschreiten wird, wurde das Tier anhand der vorab
festgelegten Totungskriterien mittels letaler intraperitoneal injizierter Ketamin/Xylazin-

Dosis getotet.
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Tabelle 3: Handlungsanweisung zur klinischen Beurteilung von infizierten Tieren

Tiernummer:
Versuchsbeginn:
Ausgangsgewicht:

Datum/
Uhrzeit

Datum/
Uhrzeit

Datum/
Uhrzeit

Datum/
Uhrzeit

Tag seit Versuchsbeginn:

Symptome

[}
[

Keine Symptome

Beobachtung in Ruhe im Kifig

Tier isoliert sich

Struppiges/ungepflegtes Fell

Aufgetriebener Leib

Kot abweichend in Farbe, Konsistenz

Atmung n/t/s *

o
o)

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

©|>(>|>>> |>|x

Krustige Belege am Augenrand,
eingesunkene triibe Augen

(vy)

Blasse (Augen, Ohren)

Blut an Korperdffnungen, blutiger Kot

Krampfe, Torkeln

Paresen

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

O W W W

Beim Umsetzen

Verletzungen, Hautveranderungen

Fehlstellung der Zahne

Tier vermeidet Bewegung

Reaktionsminderung auf aultere Reize
(Teilnahmslosigkeit)

Ruhelosigkeit

Circling

Stelzgang

Lokale aufderlich sichtbare Infektionen

Abszesse

Leib hart oder gespannt

Hautfalten bleiben stehen

O