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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Chronische obstruktive Lungenerkrankung und Infektionen als

Komplikation

Die chronisch obstruktive Lungenerkrankung (COPD) ist die weltweit dritthdufigste
Todesursache (WHO 2018). Die weltweite Préavalenz der COPD bei Personen é&lter als 40
Jahre ist in der Burden-of-Obstructive-Lung-Disease-Studie (BOLD Studie) bestimmt
worden. Sie betragt gesamt 10,1%, 11,8% fur Manner und 8,5% fur Frauen (Buist et al.
2007). Die Pravalenz ist mit dem Alter zunehmend, Patienten alter als 65 Jahre haben eine
kumulative Pravalenz von 14,2% vs. 8,2% in der Altersgruppe 40-64 Jahre (Halbert et al.
2006).

Das Journal of Health Monitoring verzeichnet fir Deutschland in den Jahren 2014 und 2015
eine Préavalenz von 5,8% gesamt, 5,8% fiir Frauen und 5,7% fur Manner (Steppuhn et al.
2017). Auch hier zeigt sich eine Verdopplung der Prévalenz im Alter (dlter als 65 Jahre),
11,0% vs. 51% in der Altersgruppe 45-64 Jahre. In Deutschland waren 2010
schatzungsweise 6,8 Millionen Menschen an COPD erkrankt, bis 2030 wird mit einem
Anstieg auf 7,9 Millionen gerechnet (Stoll 2018).

Auch bei immunkompromittierten Patienten mit COPD ist eine erhOhte Pravalenz zu
verzeichnen. Bigna et al. (2018) beschrieben diesen Zusammenhang fur Patienten mit
humaner Immundefizienz-Virus-Infektion (HIV), hier war die Pravalenz von COPD
signifikant hoher als bei HIVV-negativen Patienten.

Die haufigste Komplikation bei Patienten mit COPD ist eine Infektion. Durch die Exposition
von Tabakrauch und anderen schadlichen Noxen werden die angeborenen
Abwehrmechanismen der Lunge gestort. Bei diesen Patienten wird die Lunge anfallig fur
wiederholt akute Infektionen der Atemwegsschleimhaut mit Viren und bakteriellen
Krankheitserregern. Dadurch entstehen Episoden erhohter Entziindung und progredienter
Symptomatik. Diese Episoden werden als Exazerbation einer COPD bezeichnet und stellen
somit wichtige Ereignisse im Verlauf der Krankheit dar, die tiefgreifende Auswirkung auf
den Gesundheitszustand und die Lungenfunktion der Patienten haben (Donaldson und
Wedzicha 2006; Sethi 2010). Fur etwa die Halfte aller Exazerbationen sind Bakterien
verantwortlich (Sethi und Murphy 2001). Die Anzahl der Exazerbationen pro Jahr spiegelt

sich in der Einteilung des Schweregrades wider. Schon bei zwei ambulant (mittelschwer)
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behandelten Exazerbationen oder einer stationar (schwer) behandelten Exazerbation pro Jahr
liegt unabhangig von der klinischen Symptomatik eine Einteilung in die stérker geféhrdete
Patientengruppe vor (Vogelmeier et al. 2018). In einer groRen multinationalen Umfrage in
Europa, dem Vereinigten Konigreich und den USA gaben 89% der Patienten an, im
vergangenen Jahr mindestens eine Exazerbation erlitten zu haben. Von diesen waren 89% in
einer ambulanten Praxis vorstellig. 21% hiervon mussten ins Krankenhaus eingeliefert
werden (Miravitlles et al. 2007).

Die stationdre Behandlung sieht neben der Sauerstoff-Therapie mit einer Ziel-
Sauerstoffsattigung im Blut von 88-92% eine Therapie mit Antibiotika, Bronchodilatatoren
wie Glycopyrronium (Gly) und in schweren Féllen systemischen Kortikosteroiden vor. Bei
zunehmenden Antibiotikaresistenzen ist die kritische Prifung der Notwendigkeit einer
Antibiotikabehandlung entscheidend. Klinische Symptome wie zunehmende Dyspnoe unter
vermehrtem putriden Sputum weisen auf eine wahrscheinliche bakterielle Infektion hin.
Dann ist eine gezielte antibiotische Therapie im Hinblick auf das erhoéhte Risiko fiir
kurzfristige Mortalitdt und Behandlungsversagen obligatorisch (Halpin et al. 2017; Viniol
und Vogelmeier 2018).

In England betrug der mittlere Krankenhausaufenthalt fur COPD mit akuter unterer
Atemwegsinfektion von 1998 bis 2003 zehn Tage. In diesem Zeitraum alleine stiegen die
COPD-Aufnahmen um 13,1%, die Mortalitat lag zwischen 11 und 26% (Donaldson und
Wedzicha 2006). In den USA beschrieben Connors et al. (1996) eine Mortalitat von 11%
wéhrend des Krankenhausaufenthaltes. Aufféallig war eine erhebliche Steigerung der
Mortalitat nach Krankenhausaufenthalt, 20% nach zwei Monaten, 33% nach sechs Monaten,
43% nach einem Jahr und fast 50% nach zwei Jahren. Garcia-Aymerich et al. (2011)
bestatigten in einem 10-Jahres Follow-up mit 20.000 Patienten das erhohte Risiko einer
spateren Mortalitdat bei Krankenhausaufenthalt aufgrund COPD. Der Schweregrad der
COPD war mit einer hoheren Rate schwerer Exazerbationen, die einen
Krankenhausaufenthalt erforderten, verbunden.

Zusammenfassend bendtigt etwa jeder funfte Patient innerhalb eines Jahres einen stationédren
Aufenthalt zur Therapie einer Exazerbation der COPD. Dieser besorgniserregende Zustand
vor dem Hintergrund der steigenden Mortalitat nach Krankenhausaufenthalt legt neue

wichtige Therapien zur Reduktion der Exazerbationen nahe.
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1.2 Bakterielle Erreger als Ursache fur Infektionen bei Patienten mit
COPD

1.2.1 Escherichia coli

Das Gram-negative Stdbchen-Bakterium Escherichia coli (E. coli) ist einer der hdufigsten
Erreger bakterieller Infektionen und somit wahrscheinlich die bekannteste Bakterienart. Zu
den typischen extraintestinalen Infektionen gehdren Harnwegsinfektionen und
intraabdominelle Infektionen. Pathogene Stdamme von E. coli verursachen lebensbedrohliche
Infektionen wie Pneumonie, Sepsis und Meningitis (Gransden et al. 1990; Russo und
Johnson 2000). In einer amerikanischen multizentrischen Kohortenstudie mit 13.000
Patienten zur ambulant erworbenen Pneumonie war E. coli mit ca. 10% als Erreger zu finden.
Eine begleitende Sepsis entwickelte sich in 70% dieser Falle (John et al. 2018). Sepsis und
Meningitis sind mit einer hohen Mortalitat in den schon erwahnten Risikogruppen Kinder,
Altere und Immunkompromittierte vergesellschaftet (Russo und Johnson 2003). Die
Krankenhausletalitat lag fir die E.-coli-Pneumonie mit 15% doppelt so hoch im Vergleich
zu einer Pneumokokken-Pneumonie (7,4%) (John et al. 2018). Es entstehen hohe
Gesundheitskosten, vor allem in dem Bereich der antimikrobiellen Therapie bei wachsender
Antibiotikaresistenz und damit dem verstarkten Einsatz von teuren Reserveantibiotika
(Russo und Johnson 2003). E. coli wird weiter von Russo und Johnson als ein stark
zunehmendes endemisches Problem beschrieben.

Die Serotypen unterscheiden sich in ihrem Oberflachen-Antigen-Profil. Es existieren O-
Antigene (Oligosaccharidanteile der Lipopolysaccharide der Zellmembran), H-Antigene
(Flagellen) und K-Antigene (Kapsel). Derzeit sind tiber 180 O-, 60 H-, und 80 K-Antigene
bekannt (Stenutz et al. 2006).

Bislang gibt es keine effektive Impfung gegen pathogene E. coli, was unter der Zunahme
von multiresistenten und hypervirulenten Stdmmen den Druck, neue Therapieansatze zu
entwickeln, erhoht (Nesta und Pizza 2018). Nur zur Vorbeugung von Harnwegsinfektionen

durch E. coli existiert es eine Impfung (Bauer und Bessler 2016).
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1.2.2 Streptococcus pneumoniae

Das Gram-positive Bakterium Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae) verursacht
lebensbedrohliche Infektionen wie Pneumonie, Sepsis und Meningitis (Cartwright 2002;
Rodrigo und Lim 2014). Es ist der haufigste Erreger bakterieller Pneumonien und
Meningitiden beim Erwachsenen (Carapetis et al. 2005). Unter den akut exazerbierten
COPD-Patienten lasst sich S. pneumoniae in bis zu 15% aller Bakterien nachweisen (Sethi
und Murphy 2008). Chen et al. (2018) untersuchten in einem Zeitraum von 1998 bis 2010
insgesamt ca. 91.000 Patienten mit COPD und unterteilten diese in eine Sepsis- und Nicht-
Sepsis-Kohorte. Insgesamt 16% aller Patienten entwickelten eine Sepsis. In der Nicht-
Sepsis-Kohorte traten Pneumonien zu 15% auf. Hingegen wurden bei der Sepsis-Kohorte in
55% der Félle Pneumonien diagnostiziert. 80% der Patienten ohne Sepsis zeigten keine
schweren Exazerbationen. Jedoch hatten 90% der septischen Patienten mindestens eine oder
mehr schwere Exazerbationen. Die Letalitat lag bei 14% in der Nicht-Sepsis- vs. 60% in der
Sepsis-Kohorte und war damit mehr als viermal so hoch.

Bislang sind uber 90 Serotypen bekannt. Diese unterscheiden sich hauptséchlich in der
Zusammensetzung der Polysaccharide ihrer Kapsel (Calix et al. 2012).

Einer der wichtigsten Faktoren fiir die Inzidenz der Erkrankungen ist das Alter der Patienten.
Kleinkinder, Altere und Patienten mit Immundefizienz sind einem besonders hohen Risiko
ausgesetzt, an Pneumokokken-Infektionen zu erkranken (ACIP 1997). Die Standige
Impfkommission (STIKO) des Robert Koch-Institutes (RKI) empfiehlt aus diesem Grund
eine Impfung gegen Pneumokokken fur Sauglinge ab zwei Monaten, fiir Erwachsene ab 60
Jahren und fur Patienten mit Immundefizienz (STIKO 2019). Die Grundimmunisierung fur
reifgeborene S&uglingen soll laut RKI mit drei Impfdosen des 13-valenten Konjugat-
Impfstoffs erfolgen und ist damit regulér bis zum 14. Monat abgeschlossen. Bei Uber 60-
jahrigen wird nur eine einmalige Impfung mit dem 23-valenten Polysaccharid-Impfstoff
empfohlen (STIKO 2019). Eine zwar eher seltene, aber besonders gefahrdete Gruppe, sind
Patienten nach Splenektomie. Bei dieser Patientengruppe kann ein overwhelming
postsplenectomy infection syndrom (OPSI-Syndrom) entstehen, dabei ist S. pneumoniae mit
bis zu 70% der haufigste Erreger dieser fulminanten Sepsis (Kribben et al. 1995). Es liegt
wie bei allen Patienten mit Immundefekt bzw. Immunsuppression eine Impfempfehlung vor.
Maldgebend ist hier, die Impfung mdglichst vor der Splenektomie durchzuftihren (STIKO
2019). Cornu et al. (2001) wiesen in einer Metaanalyse von fast 49.000 immungesunden
Personen eine Effektivitat der Impfung zur Verhinderung von mikrobiologisch gesicherten

Pneumokokken-Pneumonien in Hohe von 71% nach. Die Effektivitdt der Impfung zur
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Verhinderung von vermuteten Pneumokokken-Pneumonien lag noch bei 41%. Weiter ergab
sich eine signifikante Reduktion der Letalitdt der Pneumonien um 27% (Cornu et al. 2001).
Bei Patienten mit COPD konnte durch die Pneumokokken-Impfung in den USA die
Hospitalisierungsrate um 43% und die Gesamtmortalitdt um 29% gesenkt werden (Nichol et
al. 1999).

Da dieser Impfschutz nur fiir eine begrenzte Anzahl von Serotypen gilt, nimmt die
Verbreitung von antibiotika- und multiresistenten Pneumokokken-Stdmmen trotz der
Durchfuhrung von Impfungen zu (Ip et al. 2001; Kim et al. 2016; Briles et al. 2019). Durch
die weltweit steigende Lebenserwartung der Bevolkerung vergroRert sich die Risikogruppe
der tiber 60-jahrigen. Neue Therapien zur Bekampfung von Pneumokokken-Infektionen sind

zwangslaufig erforderlich.

1.2.3 Cholin-bindende Proteine als Virulenzfaktor

Schon seit vielen Jahren ist bekannt, dass bei Pneumokokken nicht nur die Kapsel einen
Virulenzfaktor darstellt, sondern noch weitere Faktoren eine wichtige Rolle bei der
Pathogenese der Bakterien spielen. Hierzu gehéren die Cholin-bindenden Proteine (CBPS)
auf der Zellwand der Pneumokokken, da sie die Adhésion an Wirtszellen vermitteln (Yother
und White 1994). Mittlerweile sind zahlreiche CBPs wie z. B. Pneumokokken-Oberflachen-
Protein A (PspA), N-acetyl-muramoyl-L-alanine-Amidase (Autolysin LytA), Acetyl-
Glucosamidase (LytB) und Cholin-bindendes Protein A (CbpA) bekannt (Rosenow et al.
1997; Hammerschmidt et al. 1999; Bergmann und Hammerschmidt 2006). Die Hydrolase
LytA wurde als erstes CBP 1986 beschrieben (Garcia et al. 1986). Diese in allen klinisch
wichtigen Stdammen gefundenen Proteine erschweren unter anderem die Phagozytose von S.
pneumoniae (Crain et al. 1990). Sie missen Cholin binden, um wirken zu kénnen. Die CBPs
sind Uber nichtkovalente Bindung an Phosphorylcholin (PCho), welches in den
Teichonsduren (TAs) und Lipoteichonsduren (LTAs) der Zellwand von S. pneumoniae
vorkommt, verankert (siehe Abbildung 1-1) (Bergmann und Hammerschmidt 2006). Gehre
et al. haben 2009 veroffentlicht, dass bei genetisch mutierten Cholin-freien Pneumokokken-

Stammen im Mausmodell eine Avirulenz vorliegt.
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Abbildung 1-1 Schematische Darstellung der duBeren Zellwand und deren Oberfldchenproteine von
S. pneumoniae. Die Zellwand besteht aus einer Phospholipidmembran (LM), Teichonsduren (TAS),
Lipoteichonsauren (LTAs) und Peptidoglykan (PG). Ein ungewdhnlicher Bestandteil der Zellwand
ist Phosphorylcholin (PCho), welches die Cholin-bindenden Proteine (CBPs) auf der Zellwand
verankert (modifiziert entnommen aus Bergmann und Hammerschmidt 2006, S. 296). Die
Verwendung erfolgt mit freundlicher Genehmigung von Microbiology Society.

Die Autolyse und Zellseparation am Ende der Zellteilung sind Mechanismen zum Trennen
der einzelnen Pneumokokken voneinander. Verantwortlich hierfir sind die CBPs LytA und
LytB (Garcia et al. 1999). Bei mutierten Pneumokokken-Stamme mit LytA-Gen-Deletion
bilden sich kurze Pneumokokken-Ketten aus (sechs bis zehn Zellen) (Sanchez-Puelles et al.
1986). Wird eine LytB-Mutation in diese LytA mutierten Stdmme eingefihrt, werden
deutlich langere Pneumokokken-Ketten (von tber 100 Zellen) beobachtet (Garcia et al.
1999).

Die Inhibition der Autolyse und Zellseparation, resultierend durch ein Abldsen der CBPs
von der Zellwand, ist durch Cholin-Analoga deutlich potenter als der Uberschuss an freiem

Cholin (Hernandez-Rocamora et al. 2009).

Das nur gering erforschte Spektrum der CBPs bei E. coli ist vermutlich durch eine indirekte
Inhibition bedingt. Eines der Strukturgene des Betain-Signalweges (Bet), das Gen betT,
kodiert einen spezifischen Cholin-Transporter (BetT) an der Zellwand, der hierbei eine
zentrale Rolle spielt. Uber diesen entstenht die Synthese von Glycin-Betain (Landfald und
Strem 1986), welches primdr verantwortlich fur die Osmoprotektion der Bakterien ist
(Lamark et al. 1996). Die Zelle ist durch diesen Mechanismus vor Umwelteinfliissen und
damit der Destabilisierung der Proteine geschiitzt (Tendervik und Strem 2007). Cholin-
Analoga schréanken die Funktion des Bet-Transporters auf der Zellwand ein, sodass eine

6
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verminderte Synthese von Glycin-Betain resultiert. Die schiitzende Funktion wird dadurch
verringert und so die Mdglichkeit der Phagozytose durch Makrophagen erhéht (Tendervik
und Strgm 2007; Stadmiller et al. 2017).

Zusammenfassend bieten CBPs, die durch Cholin-Analoga gezielt inhibiert werden kénnen,
sowohl bei S. pneumoniae, als auch bei E. coli ein neues therapeutisches Ziel zur

Bekampfung dieser Bakterien und den damit verursachten Infektionen.

1.3 Glycopyrronium

Glycopyrronium, eine quartare Ammoniumverbindung (Strukturformel siehe Abbildung 1-
2), ist ein potentes Anticholinergikum, welches 1960 von Franko und Lunsford entdeckt
wurde (Mirakhur et al. 1978). Die intravendse und intramuskuldre Applikation ist bereits
seit 1976 als Robinul® (RIEMSER Pharma GmbH, Greifswald/Insel Riems, DE) auf dem
Markt. Hier wird es in der Andsthesiologie préoperativ vor allem zur Verminderung der
Speichel- und Trachealsekretion wie auch der Magensaurenproduktion verwendet (Mirakhur
et al. 1978; Ali-Melkkilda et al. 1993) . Unter anderem blockiert es den vagalen
Verzodgerungsreflex auf das Herz wahrend der Narkoseeinleitung und Intubation (Australian
Public Assessment Report for Glycopyrronium 2013; Rote Liste® online 2019). Zudem wird

es neuerdings zur Therapie der Hyperhidrosis eingesetzt (Nwannunu et al. 2019).

0]
NS 0
c-0
/
c Br-
>/ \ N
OH /+\
CH, CHg

Abbildung 1-2 Strukturformel von Glycopyrroniumbromid (entnommen aus Mirakhur et al. 1978,
S.78).

Im klinischen Alltag findet es als Glycopyrroniumbromid inhalativ seit November 2012

Anwendung zur bronchodilatatorischen Dauerbehandlung der COPD (z. B. Seebri®

Breezhaler® 44 pg, Novartis Pharma GmbH, Niirnberg, DE). Es weist einen schnellen

Wirkungseintritt, eine anhaltende 24-Stunden-Bronchodilatation und eine Verbesserung der
7
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Belastungstoleranz auf (Ulrik 2012). Als langwirksamer Antagonist an muskarinischen
Rezeptoren (LAMA) wird die bronchokonstriktive Wirkung von Acetylcholin auf die glatte
Muskulatur der Atemwege blockiert. Diese Bronchodilatation fiihrt zu einer erheblichen
Verbesserung der Lungenfunktion bei Patienten mit einer COPD, die mit mehreren
Lungenfunktionsparametern wie z. B. der Einsekundenkapazitat (FEV1) bestimmt werden
kann (Vogelmeier und Banerji 2011; Beeh et al. 2012). Durch die langanhaltende Wirkung
ist eine téagliche Einmaldosis im Unterschied zu anderen Substanzen aus dieser
Wirkstoffgruppe ausreichend (Ulrik 2012). Jedoch bleiben Infektionen der Atemwege nicht
ganzlich aus. Urséchlich fir die meisten Exazerbationen einer COPD sind virale oder
bakterielle Infektionen. Etwa die Halfte aller Exazerbationen machen bakterielle Infektionen
aus. In 10-15% aller Exazerbationen ist S. pneumoniae nachweisbar (Sethi und Murphy
2008). Unter inhalativer Gabe von Glycopyrronium reduzierte sich die Anzahl der
Exazerbationen signifikant um 31% in der Glycopyrronium bromide in COPD airWays
clinical study 1 (GLOW 1) (d’Urzo et al. 2011) und um 34% in der GLOW 2 Studie (Kerwin
etal. 2012). Wissenswert ist hier sicherlich die genaue Wirkungsweise von Glycopyrronium

bei der Bekampfung von Infektionen.

1.3.1 Glycopyrronium als Inhibitor von Cholin-bindenden Proteinen

In einigen Studien konnte dargelegt werden, dass die Inhibition von CBPs mittels Cholin-
Analoga sowohl das Zellwachstum hemmt als auch die Zellviabilitat verringert (Maestro et
al. 2007; Ribes et al. 2013). Maestro et al. (2007) wiesen eine hohere Bindungsaffinitat an
CBPs von lpratropium und Atropin gegentber Cholin nach. Fur die alleinige Gabe von
Cholin steht das nebenwirkungsreiche Spektrum dieser Substanz in den erforderlichen hohen
Konzentrationen durch Interaktion mit den muskarinischen Rezeptoren dem Nutzen
gegeniiber (Hernandez-Rocamora et al. 2009). Diese Interaktion wirde dann eine
parasympathomimetische Wirkung haben, z. B. eine Bradykardie oder Bronchokonstriktion
mit vermehrter Schleimsekretion auslosen. Ribes et al. (2013) arbeiteten mit Ipratropium-
und Cholin-funktionalisierten Dendrimeren, letztere sorgten signifikant fir eine gesteigerte
Phagozytoseleistung der Mikrogliazellen bei S. pneumoniae. Da neben Ipratropium auch
Glycopyrronium routinemaRig zur bronchodilatatorischen Dauerbehandlung der COPD zum
Einsatz kommt, soll in dieser Arbeit der Einfluss von Glycopyrronium auf die
Phagozytoseleistung von S. pneumoniae und E. coli durch Makrophagen und

Mikrogliazellen untersucht werden.
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1.4 An der Immunabwehr beteiligte ortsstandige Immunzellen

1.4.1 Alveolarmakrophagen

Alveolarmakrophagen (AMs) befinden sich auf der Oberflache der Alveolen und stellen
somit die erste Schutzbarriere zur Abwehr von Mikroorganismen dar, die nicht Uber die
mukoziliare Clearance beseitigt wurden. So phagozytieren sie unter anderem Staubpartikeln
und Allergene (Bowden 1984; Zhang et al. 2008). Auflerdem sezernieren sie
proinflammatorische und immunsuppressive Zytokine, sodass z. B. neutrophile
Granulozyten rekrutiert werden, um die Abwehr zu starken (VIahos und Bozinovski 2014).
Diese Makrophagen entwickeln sich aus Monozyten aus dem Knochenmark, von wo sie tiber
die Blutgefalie zu den Alveolen migrieren (Bowden 1984).

1.4.2 Peritonealmakrophagen

Peritonealmakrophagen (PMs) gehdren zu den an meisten erforschten Makrophagen in
Bezug auf Entwicklung, Zellbiologie und Entziindungsreaktion (Zhang et al. 2008; Davies
et al. 2011). In der Peritonealhthle gibt es zwei verschiedene Untergruppen der
Makrophagen. Zum einen existieren die sogenannten groen PMs (LPMs), welche zur
Selbsterneuerung unabhéngig von der Hadmatopoese befahigt zu sein scheinen (Yona et al.
2013; Cassado et al. 2015). Zum anderen existieren die kleinen PMs (SMPs), welche sich
aus zirkulierenden Monozyten aus dem Knochenmark differenzieren (Ghosn et al. 2010;
Cassado et al. 2015). Die Peritonealhdhle enthélt ungefahr 90% LPMs in unstimulierten
Méusen. Nach Stimulation mit Lipopolysaccharid (LPS) Uberwiegt der Anteil an SPMs.
Ghosn et al. konnten hier Unterschiede zwischen in vitro und in vivo darstellen: In vitro
stimuliert LPS nur die LPMs, in vivo zeigen jedoch beide Untergruppen eine
Phagozytoseaktivitat und eine Produktion von Stickstoffmonoxid (Ghosn et al. 2010).

1.4.3 Mikrogliazellen

Die erstmals von del Rio-Hortega (1932) entdeckten und beschriebenen Mikrogliazellen
sind die residenten Makrophagen des zentralen Nervensystems (ZNS) (Kettenmann et al.
2011). Als Immunzellen erkennen sie pathogene Erreger oder einer Gewebsschadigung im
ZNS, welches durch die Blut-Hirn-Schranke aktiv geschiitzt ist (Daneman 2012). Primitive
Makrophagen mit mesodermalem Ursprung aus dem extraembryonalen Dottersack
kolonisieren das Neuroepithel und differenzieren zu Mikrogliazellen (Takahashi et al. 1989).

Zudem werden Monozyten aus dem Blut vor allem im adulten Nervensystem unter
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inflammatorischen Konditionen ins ZNS rekrutiert und differenzieren dort zu Mikroglia-
ahnlichen Zellen. Ob diese Zellen bestehen bleiben und integriert werden oder nur
voriibergehend eine Erganzung der endogenen Population darstellen, ist bislang ungekléart
(Ginhoux et al. 2013).

1.5 Ziel dieser Arbeit

Patienten mit COPD haben beeintrachtige Abwehrmechanismen der Lunge, um
Mikroorganismen suffizient zu bekampfen. Akute und chronische Infektionen der unteren
Atemwege stellen so signifikante Komorbiditaten bei COPD-Patienten dar (Sethi 2010). Die
Verbreitung von multiresistenten Erregern nimmt trotz Durchfiihrung von Impfungen zu, da
nur gegen eine begrenzte Anzahl an z. B. Pneumokokken-Serotypen ein Impfschutz
hervorgerufen werden kann (Cartwright 2002; Kim et al. 2016; EI Moujaber et al. 2017,
Sallam et al. 2019).

Synthetische Strukturen, die Cholinendgruppen enthalten und CBPs inhibieren, wurden
bereits erfolgreich eingesetzt, um eine erhéhte Phagozytose von Pneumokokken durch ein
modifiziertes Bakterienwachstum zu erzielen (Ribes et al. 2013). Da CBPs von samtlichen
Pneumokokken-Serotypen gebildet werden, stellen sie ein therapeutisches Ziel zur
Bekadmpfung von Pneumokokken-Infektionen dar (Maestro et al. 2007).

In dieser Arbeit wurde die Wirkung von Glycopyrronium auf das Wachstum und die
Phagozytose von S. pneumoniae und E. coli untersucht. Unsere Hypothese war, dass durch
die Inkubation von S. pneumoniae und E. coli mit Glycopyrronium die Internalisierung und
intrazelluldre Abtétung von Bakterien durch Makrophagen und Mikrogliazellen erhoht
werden kann.

Hierzu wurde der bewéhrte Phagozytose-Assay muriner Mikrogliazellen (Ribes et al. 2009)
auf Peritoneal- und Alveolarmakrophagen ubertragen und fur S. pneumoniae und E. coli
etabliert.

Im Hinblick auf die Behandlung von Patienten mit einer COPD sollte also nicht nur indirekt
durch eine verbesserte Lungenfunktion die Anzahl der Infektionen reduziert werden,
sondern Glycopyrronium hétte méglicherweise direkt Auswirkung auf die Phagozytose mit

einer erhohten Phagozytoserate.
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2. Material und Methoden

Die Landerangaben sind nach ISO 3166-1 kodiert.

2.1 Materialien

2.1.1 Gerate

Tabelle 1: Ubersicht tiber die in dieser Arbeit verwendeten Geréte

Absaugsystem VACUSAFE comfort
Brutschrank Heraeus B12
CO2-Inkubator HERAcell 150
ELISA-Reader Rainbow Spectra

Mikrobiologische Sicherheitswerkbank

HERAsafe HS (Sterilbank)
Mikroskop BX51

Mikroskop IMT-2
Mikroskop-Kamera DP71
Neubauer-Zahlkammer

Pipetten Eppendorf Research® 0,5-
1000pl

Pipettierhelfer accu-jet® pro
Préaparierbesteck (Scheren, Pinzetten)
Prazisionswaage Sartorius excellence
E 12000 S

Reagenzglasschuttler Reax top
Sicherheits-Bunsenbrenner schiitt
flammy L

Tischautoklav DX-23

Wasserbad 1004 (21 1)

Zentrifuge Centrifuge 5804/5417 R
Zentrifuge Heraeus Multifuge 1S-R
Zoom-Stereomikroskop SZ61

Integra Biosciences (Fernwald, DE)

Thermo Fisher Scientific (Langenselbold, DE)
Thermo Fisher Scientific (Langenselbold, DE)
Tecan Deutschland (Crailsheim, DE)

Thermo Fisher Scientific (Langenselbold, DE)

Olympus (Tokio, JP)

Olympus (Tokio, JP)

Olympus (Tokio, JP)

LO Laboroptik (Lancing, GB)

Thermo Fisher Scientific (Langenselbold, DE)

Brand (Wertheim, DE)
Hermle Labortechnik (Wehingen, DE)
Sartorius (Gottingen, DE)

Heidolph Instruments (Schwabach, DE)
Schuett-biotec (Gottingen, DE)

Systec (Wettenberg, DE)

GFL Gesellschaft fur Labortechnik
(Burgwedel, DE)

Eppendorf (Hamburg, DE)

Thermo Fisher Scientific (Langenselbold, DE)
Olympus (Tokio, JP)
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2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2: Ubersicht tiber die in dieser Arbeit verwendeten Verbrauchsmaterialien
96-Loch-Gewebekulturplatten (mit F-Boden)

Columbia-Blutagarplatten mit 5% Schafblut

Deckgléser quadratisch 18x18 mm,
0,13 mm dick

Einmalskalpelle

Einmalrasierer, einschneidig
Injektionsnadeln

Insulinspritzen BD Plastipak™ (1 ml)
Nahtmaterial Ethilon™ 2-0
Objekttrager 3x1 Zoll,
geputzt/gebrauchsfertig

Parafilm® M

Pasteurpipetten aus Glas (145 mm)
Petrischalen 35 x 10 mm
Pipettenspitzen (1000 pl, 200 pl, 10 pl)
ReagiergefalRe (2 ml, 1,5 ml, 0,5 ml)
Réhrchen (50 ml, 15 ml)
Schraubbecher 100 ml

Serologische Pipette (25 ml, 10 ml, 5 ml)
Spritzen BD Discardit™ mit Luer-Ansatz
(20 ml)

Vasofix® Brauniile® 1,10 x 33 mm G20
rosa, FEP
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Greiner Bio-One (Frickenhausen, DE)
bioMérieux Deuschland (Nurtingen, DE)
Gerhard Menzel (Braunschweig, DE)

Dahlhausen (Kdln, DE)

Wilkinson Sword (Solingen, DE)
Becton Dickinson (Heidelberg, DE)
Becton Dickinson (Heidelberg, DE)
Ethicon (Norderstedt, DE)
Waldemar Knittel Glasbearbeitungs-
gesellschaft (Braunschweig, DE)
Brand (Wertheim, DE)

Brand (Wertheim, DE)

Greiner Bio-One (Frickenhausen, DE)
Sarstedt (NUmbrecht, DE)

Sarstedt (NUmbrecht, DE)

Sarstedt (NUmbrecht, DE)

Sarstedt (NUmbrecht, DE)

Sarstedt (NUmbrecht, DE)

Becton Dickinson (Heidelberg, DE)

B. Braun Melsungen (Melsungen, DE)
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2.1.3 Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 3: Ubersicht tiber die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien und Reagenzien

Agua ad iniectabilia
BBL™ Trypticase™ Soy Broth Pulver
Cytosin-Phosphat-Guanin (CpG) (3 mg/ml)

DePeX Einbettmedium flr Histologie
DMEM, High Glucose, GlutaMAX™-I
(4,5 g/l Glukose, ohne Pyruvat)
Essigsdure

Fetales Kalberserum (FCS)
Gentamicin-L6sung (10 mg/ml)
Glycopyrroniumbromid 5mg

Isotone Natriumchloridlésung 0,9%
Interferon-y (100 U/ml)

Ketamin 10% (100 mg/ml)

Lofflers Methylenblauldsung
Lipopolysaccharid (LPS) (1 mg/ml)
N-Naphthyl-ethylendiamin
Natriumnitrit

Pam3CSK4 (P3C) (1 mg/ml)
Phosphat-gepufferte Kochsalzlosung (PBS)
Penicillin-Streptomycin (10 000 IE/ml
Penicillin, 10 mg/ml Streptomycin)
Triton™ X-100

Trypanblau-Lésung 0,4%

Xylazin 2% (20 mg/ml)

Wasserldsliches Tetrazoliumsalz (WST-1)
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B. Braun Melsungen (Melsungen, DE)
Becton Dickinson (Heidelberg, DE)
CpG Oligodesoxynukleotide 1668 TIB
Molbiol (Berlin, DE)

Serva Electrophoresis (Heidelberg, DE)
Gibco (Paisley, Schottland, GB)

Merck (Darmstadt, DE)

Gibco (Paisley, Schottland, GB)
Sigma-Aldrich Chemie (Miinchen, DE)
Sigma-Aldrich Chemie (Munchen, DE)
B. Braun Melsungen (Melsungen, DE)
Sigma-Aldrich Chemie (Munchen, DE)
CP-Pharma (Burgdorf, DE)

Merck (Darmstadt, DE)

Sigma-Aldrich Chemie (Miinchen, DE)
Merck (Darmstadt, DE)

Merck (Darmstadt, DE)

EMC Microcollections (Tubingen, DE)
Gibco (Paisley, Schottland, GB)

Gibco (Paisley, Schottland, GB)

Sigma-Aldrich Chemie (Minchen, DE)
Sigma-Aldrich Chemie (Minchen, DE)
Ceva Tiergesundheit GmbH (Dusseldorf,
DE)

Roche Diagnostics (Mannheim, DE)
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2.1.4 Medien, Puffer und Lésungen

2.1.4.1 Medium fir die murinen Makrophagen

Zur Herstellung des Mediums wurde Dulbecco s Modified Eagle Medium (DMEM) unter
sterilen Bedingungen mit 10% Hitze-inaktiviertem fetalen Kalberserum (FCS) und 1%
Penicillin/Streptomycin (P/S; 10 000 IE/mI Penicillin, 10 mg/ml Streptomycin) versetzt. Das
Medium wurde bei 4 °C gelagert.

2.1.4.2 Medium fir die murinen Makrophagen wahrend der Phagozytose
Die Herstellung und Lagerung erfolgten wie unter 2.1.4.1 beschrieben, es wurde hingegen

kein P/S zugesetzt.

2.1.4.3 Medium fur die murinen Makrophagen wahrend des Nitritnachweises mit Griess
Reagenz
Die Herstellung erfolgte wie unter 2.1.4.1 beschrieben, es wurde zusétzlich Interferon-y
(IFN-y 100 U/ml) als Kostimulator zugesetzt. In vitro werden Immunzellen im Gegensatz
zu in vivo nicht durch infiltrierende Zellen beeinflusst. Die Toll-like-Rezeptor (TLR)-
Aktivierung erfolgt jedoch in diesem entzindlichen Zustand. Somit ahmt IFN-y den in-vivo-
Zustand nach und sorgt mit einer Basisaktivierung fiir eine wesentliche NO-Freisetzung der
Immunzellen nach Stimulation (H&usler et al. 2002; Ebert et al. 2005). Das Medium wurde

jeweils direkt vor Gebrauch frisch hergestellt.

2.1.4.4 Nitrit-Standardreihe fur NO-Test

Zur Herstellung des Nitritstandards wurden 34,5 mg Natriumnitrit in 50 ml Aqua ad
iniectabilia geltst. Davon wurden 20 pl auf 1,98 ml DMEM + FCS (ohne P/S) verdiinnt,
dies ergab die Konzentration von 100 uM. Die Verdiinnungsreihe wurde weiter von 100 uM
iiber 50 uM, 25 uM, 12,5 uM, 6,25 uM, 3,125 uM und 1,6 uM durch jeweiliges Pipettieren
gleicher Anteile Medium in die vorangegangene Verdiinnung hergestellt. Als
Kontrollgruppe (0 uM) wurde reines Medium (DMEM + FCS) verwendet. Die Nitrit-
Standardreihe wurde 3-fach validiert.
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2.1.4.5 Griess-Reagenz

Zur Herstellung des Griess-Reagenz wurden Reagenz A (100 mg N-Naphthyl-ethylendiamin
+ 100 ml Aqua ad iniectabilia) und B [1 g Sulfanilamid + 6 ml Essigsaure (85%ig) + 100 ml
Agqua ad iniectabilia] zu gleichen Teilen gemischt (Ebert et al. 2005). Der Nitritnachweis mit

Griess-Reagenz ist unter 2.7 beschrieben.

2.1.4.6 WST-1-Medium

Zur Herstellung des Mediums wurde das wasserlosliche Tetrazoliumsalz-Reagenz (WST-1)
(Roche Diagnostics, Mannheim) unter sterilen Bedingungen 1:10 mit DMEM ohne FCS und
ohne P/S verdinnt. Das Medium wurde jeweils direkt vor Gebrauch frisch hergestellt. Der
WST-1-Zellviabilitatstest ist unter 2.8 beschrieben.

2.1.4.7 Trypticase-Soja-Bouillon

Zur Herstellung einer Trypticase-Soja-Bouillon (TSB) wurden im Becherglas mit
Magnetriihrer 30g BBL™ Trypticase™ Soy Broth Pulver in 1 | destilliertem Wasser geldst
und anschliel3end bei 121 °C fir 20 min autoklaviert. Die TSB wurde bei 4 °C gelagert.

2.1.4.8 Phosphat gepufferte Kochsalzldsung

Zur Herstellung einer Phosphat-gepufferten Kochsalzlésung (PBS) wurden im Becherglas
mit Magnetrihrer 9,55 g PBS-Trockenmischpulver in 1 | Aqua ad iniectabilia geldst.
AnschlieBend wurde die Losung autoklaviert und bei Raumtemperatur gelagert.

2.1.5 Bakterielle Erreger

2.1.5.1 Streptococcus pneumoniae

Fur die Experimente wurde der unbekapselte S. pneumoniae Stamm R6 verwendet. Dieser
ging durch mehrere Mutationen aus dem bekapseltem S. pneumoniae D39 hervor (Hoskins
et al. 2001). Dieser Stamm war ein Geschenk von Prof. Dr. Sven Hammerschmidt,
Universitat Greifswald. S. pneumoniae war bei -80 °C eingefroren und wurde als

Stamml6sung zur Herstellung frischer Inokula (siehe 2.2) verwendet.
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2.1.5.2 Escherichia coli

Fur die Versuche wurde der E. coli Stamm K1 verwendet. Er besitzt das Kapselantigen K1
und wurde von einem Kind mit neonataler Meningitis isoliert. Dieser Stamm war ein
Geschenk von Dr. Gregor Zysk, Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf (Ribes et al. 2009).
E. coli war bei

-80 °C eingefroren und wurde als Stammldsung zur Herstellung frischer Inokula (siehe 2.3)

verwendet.

2.1.6 Losungen zur Stimulation der Phagozytose

2.1.6.1 Anticholinergikum: Glycopyrroniumbromid

Zur Herstellung einer 1 mM Glycopyrroniumbromid-Lésung wurden unter sterilen
Bedingungen 5mg Glycopyrroniumbromid-Pulver in 12,55 ml Aqua ad iniectabilia gelost
und zu 27 ul aliquotiert. Die Aliquots wurden bei -20 °C gelagert. Das
Glycopyrroniumbromid-Pulver wurde uns von Novartis AG zur Verfligung gestellt.

2.1.6.2 TLR-Agonisten

Fur die Experimente wurden die folgenden drei TLR-Agonisten verwendet:
Cytosin-Phosphat-Guanin (CpG) als TLR-9-Agonist in der Konzentration 3 mg/ml,
Lipopolysaccharid (LPS) als TLR-4-Agonist in der Konzentration 1 mg/ml und Pam3CSK4
(P3C) als TLR-1/2-Agonist ebenfalls in der Konzentration 1 mg/ml. Die TLR-Agonisten
waren in der Stammldsung bei -80° C eingefroren und wurden, wie unter 2.9.2 beschrieben,

in unterschiedlichen Konzentrationen verdinnt.

2.1.7 Mause

Die Alveolar- und Peritonealmakrophagen wurden zum Zeitpunkt der Praparation aus zum
einen 10 Wochen alten und zum anderen 20 Wochen alten C57BL/6J-M&usen gewonnen.
Die Mduse waren sowohl weiblich als auch ménnlich. Diese wurden aus der Zentralen

Tierexperimentellen Einrichtung (ZTE) der Universitatsmedizin Gottingen bezogen.
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2.1.8 Software

Tabelle 4: Ubersicht tiber die in dieser Arbeit verwendete Software

cellSens Dimension 1.6 Olympus (Tokio, JP)

Easy-Fit 7.17 Tecan Deutschland (Crailsheim, DE)
GraphPad Prism 8 GraphPad Software (La Jolla, CA, USA)
Microsoft® Excel 2019 fiir Mac Microsoft (Redmond, WA, USA)

2.2 Herstellung der S.-pneumoniae- und E.-coli-Inokula

Fur die Herstellung frischer Inokula beider Bakterien wurden zuerst 50 ul der jeweiligen
Stamme-Inokula (siehe 2.1.5.1; 2.1.5.2) in je 50 ml NaCl-Ldsung hinzugegeben. Von diesen
Suspensionen wurden jeweils 1 ml auf Columbia-Blutagarplatten aufgetragen und bei 37 °C
uber Nacht inkubiert. Nach 24 h wurden die entstandenen Bakterienrasen mit je 5 ml NaCl-
LOsung abgeschabt. Alle Bakteriensuspensionen von den einzelnen Blutagarplatten wurden
dann gut durchmischt und entsprechend 50 pl in 0,5 ml Reagiergefdle aliquotiert. Die
Inokula wurden bei -80 °C gelagert. Um die Bakterienkonzentrationen zu bestimmen,
wurden nach 24 h Lagerung von den neu erstellten S.-pneumoniae- und E.-coli-Inokula je 2
Reagiergefale aufgetaut. Anschliefend wurden Verdunnungsreihen auf Blutagarplatten
(siehe 2.3.1.) ausplattiert, nach Inkubation die Kolonien gezahlt und der Mittelwert

bestimmt.

2.3 Quantifizierung von S. pneumoniae und E. coli

2.3.1 Bakterienkonzentrationen in Inokula und Suspensionen

Zur Bestimmung der Bakterienkonzentrationen pro Inokulum wurde eine Verdinnungsreihe
ausplattiert. Hierbei wurden 8 Reagiergefiflie mit 90 pl NaCl-Losung gefillt, aus dem zu
bestimmenden Inokulum des jeweiligen Bakteriums wurden 10 pl in das erste Reagiergefal3
pipettiert und mit einer neuen Pipettenspitze suspendiert. Dieses ergab eine Verdinnung von
1:10. Aus diesem ersten Reagiergefall wurden wieder 10 pl in das zweite Reagiergefal3
pipettiert und zeitgleich 10 ul auf eine Blutagarplatte ausplattiert. Dieser VVorgang wurde bis

zu einer Verdinnung von 1:108 wiederholt. Ebenso wurden 10 pl des unverdiinnten
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Inokulums direkt auf die Blutagarplatte gegeben. Nachdem die Platten fiir 24 h bei 37 °C im
Brutschrank gelagert wurden, konnten die gewachsenen Bakterienkolonien als
koloniebildende Einheit (CFU) gezahlt werden.

Die Bakterienkonzentration (CFU/ml) wurde anhand der Anzahl der gezéhlten
Bakterienkolonien bestimmt. Hierfur wurden die gezahlten Kolonien mit dem Faktor 100
und der jeweiligen Verdinnungsstufe multipliziert. Lagen beispielsweise 2 Kolonien bei der
7. Verdunnungsstufe vor, so wurde gerechnet: 2 x 100 x 10" = 2 x 10° CFU/mI (siehe
Abbildung 2-1).

Zudem wurde Uber allen Verdiinnungsstufen das arithmetische Mittel gebildet. Kolonien mit
nicht z&hlbar hoher Dichte und unverhdltnisméRig hoher Anzahl in groRen

Verdlnnungsstufen wurden vernachlassigt.

Abbildung 2-1 Columbia-Blutagarplatte mit VVerdiinnungsstufen des Pneumokokken-Inokulums; 2
S.-pneumoniae-Kolonien bei der 7. Verdiinnungsstufe.
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2.3.2 Absolute Anzahl phagozytierter S. pneumoniae und E. coli

Zur Bestimmung der absoluten Anzahl intrazelluldrer S. pneumoniae (CFU/Well) nach
Phagozytose und Zelllyse durch 100 ul Aqua ad iniectabilia wurden jeweils direkt 50 pl,
direkt 10 pl und 10 pl in 1:10 Verdiinnung, wie oben beschrieben, aus dem jeweiligen Well
der Gewebekulturplatte ausplattiert.

Zur Bestimmung der absoluten Anzahl intrazellulérer E. coli (CFU/Well) nach Phagozytose
wurden hier jeweils direkt 10 pl, 10 pul in 1:10 und 10 pl in 1:100 Verdiinnung ausplattiert.
Die Kolonien wurden bei 50 pl mit dem Faktor 2, bei 10 ul mit dem Faktor 10, in der 1:10
Verdinnung mit dem Faktor 100 und in der 1:100 mit dem Faktor 1.000 multipliziert. Lagen
beispielsweise 19 E.-coli-Kolonien bei der unverdiinnten Suspension (direkt 10 ul) vor, so
wurde gerechnet: 19 x 10 = 190 CFU/Well (siehe Abbildung 2-2).

g B e

Abbildung 2-2 Columbia-Blutagarplatte mit Verdinnungsstufen nach Stimulation von LPS 0,1 und
0,01 uM; 19 E.-coli-Kolonien bei der unverdiinnten Suspension (D10) unter LPS 0,01 pM.

Waurden bei den unverdinnten Suspensionen bereits einzelne Kolonien gezéhlt, wurden
diese immer primar verwendet. Die Verdinnungen wurden dann vernachlassigt.

Wenn die oben genannten Kriterien (siehe 2.3.1) vorlagen, wurde die Verdinnungsstufe
ebenso nicht miteinbezogen. Die Detektionsgrenze lag bei 2 CFU/Well, darunter wurde fur

statistische Gruppenvergleiche 1 CFU/Well angenommen.
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2.4 Wachstumskurven

Zur Bestimmung der Wachstumskinetik der Bakterien-Inokula wurden die
Bakterienkonzentrationen von S. pneumoniae R6 und E. coli K1 wahrend des Wachstums in
TSB bei 37 °C zu bestimmten Zeitpunkten ermittelt:

Es wurden in 15 ml-Réhrchen (n = 3) unter sterilen Arbeitsbedingungen 9,8 ml TSB und
100 pl Glycopyrronium in den jeweiligen Konzentrationen 0/0,001/0,01/0,1/1 und 10 uM
vorgelegt. Fur die Konzentration 0 uM Glycopyrronium wurden 100 pl Aqua ad iniectabilia
verwendet. Gleichzeitig wurde das jeweilige Inokulum in mehreren Schritten in TSB
verdunnt. Aus der letzten Verdinnungsstufe wurden ebenso 100 ul in das vorbereitete TSB-
Glycopyrronium-Raohrchen pipettiert. So ergab sich eine Endkonzentration der Bakterien in
den Rohrchen von 800 CFU/mI. Zur Bestimmung der Wachstumskinetik der Bakterien ohne
Einfluss von Glycopyrronium wurden zu den 9,8 ml TSB und 100 ul Bakteriensuspension
100 ul Phosphatpuffer hinzugefigt. Die Rohrchen wurde bei 37 °C fur maximal 30 h im
Brutschrank inkubiert. Die Bakteriensuspension wurde jeweils zu ausgewéhlten Zeitpunkten
aus dem Brutschrank entnommen, vorsichtig von Hand geschwenkt und die

Bakterienkonzentration wie unter 2.3.1 bestimmt.

2.5 Praparation von murinen Makrophagen

Alle Zellkulturarbeiten wurden unter einer sterilen mikrobiologischen Sicherheitswerkbank
durchgefuhrt. Der tierschutzgerechte Umgang mit Versuchstieren wurde anhand des
absolvierten Federation of European Laboratory Animal Science Associations-Kurses
(FELASA B) gewahrleistet.

25.1 Gewinnung von primaren murinen Peritonealmakrophagen durch
Peritoneallavage

Die zum einen 10 und zum anderen 20 Wochen alte Mduse vom Stamm C57BL/6J wurden

mit einem Gemisch von Ketamin 10% (100 mg/ml) und Xylazin 2% (20 mg/ml) durch

intraperitoneale Injektion anasthesiert. Das in PBS verdiinnte Gemisch wurde im Verhéltnis

2:1 hergestellt. Als Dosis wurden fiir Ketamin 100 mg/kg Korpergewicht (KG) und flr

Xylazin 10 mg/kg KG gewahlt (Arras et al. 2001). Die ausreichende Andsthesie konnte tber
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den erloschenen Zwischenzehenreflex gesichert werde. Nachdem die gewinschte
Narkosetiefe der Maus eingetreten war, wurde mit der Gewinnung der PMs begonnen.
Hierfur wurde die Maus mit dem Riicken auf eine Styroporplatte als Arbeitsunterlage fixiert.
Mit Hilfe von Einmalrasierern erfolgte eine Rasur des unteren Abdomenbereichs.
AnschlieBend wurde das Abdomen grundlich mit einer 70%iger Ethanol-Lésung
desinfiziert. Nun wurden mit einer PBS-gefillten Insulinspritze (1ml) und sterilen
Injektionsnadel der rechte untere Bereich des Abdomens der narkotisierten Maus
intraperitoneal punktiert und 1 ml PBS vollstandig injiziert (siehe Abbildung 2-3). Die
Injektionsnadel wurde intraperitoneal belassen, sodass mit der Insulinspritze nacheinander
weitere 2 ml PBS injiziert werden konnten. Zur Steigerung der Ausbeute an Zellen wurde
das gesamte Abdomen leicht massiert. Vom insgesamt 3 ml in die Bauchhohle injizierten
Volumen wurde soviel wie mdglich nach der Peritoneallavage uber die Insulinspritze

aspiriert.

Abbildung 2-3 Gewinnung von PMs durch Peritoneallavage bei narkotisierter Maus vom Stamm
C57BL/6J

Das gewonnene zytologische Material wurde in Reagiergefalie gefullt, anschlieRend bei
Raumtemperatur (21 °C) fiir 10 min bei 900 rpm zentrifugiert, der Uberstand (iber dem
Zellpellet verworfen und das im Wasserbad auf 37 °C erwdrmte Medium den Zellen
hinzugegeben. Die Auszdhlung und Ausplattierung der Zell-Suspension erfolgte wie unter
2.6 beschrieben. Bei den in dieser Arbeit verwendeten PMs handelte es sich um jeweils

frisch isolierte Zellen.
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25.2 Gewinnung von primaren murinen  Alveolarmakrophagen durch
bronchoalveolare Lavage
Wir verwendeten das von Zhang et al. im Jahre 2008 beschriebene Verfahren zur Isolation
von Alveolarmakrophagen. Die zum einen 10 und zum anderen 20 Wochen alte M&use vom
Stamm C57BL/6J wurden mit einem Gemisch von Ketamin 10% (100 mg/ml) und Xylazin
2% (20 mg/ml) durch intraperitoneale Injektion getétet. Das in PBS verdinnte Gemisch
wurde im Verhaltnis 2:1 hergestellt. Als letale Dosis wurde das 10-Fache der zur Anésthesie
verwendeten Dosis injiziert, fir Ketamin 1000 mg/kg KG und fur Xylazin 100 mg/kg KG
(Schoell et al. 2009). Die Maus wurde mit dem Ricken auf eine Styroporplatte als
Arbeitsunterlage gelegt und mittels Injektionsnadeln sicher fixiert. Der Halsbereich der
Maus wurde nun mit 70%iger Ethanol-Losung desinfiziert und das steril verpackte
Praparierbesteck getffnet. Mit der Schere wurde die Haut seitlich am Hals inzidiert und um
den gesamten Hals herum vorsichtig abprépariert. Nach Entfernung der Glandulae
sublingualis und submandibularis, der Lymphknoten sowie des Musculus sternohyoideus
zeigte sich die Trachea. Diese wurde leicht mobilisiert, um den Ethilon™ 2-0 Faden dorsal
fuhren zu konnen. Jetzt wurde nach behutsamer Stichinzision, kranial des Fadens, die
Trachea mit einer Brauniile® G20 kaniliert. Zur Fixierung wurde der Faden leicht
festgezogen und verknotet. Ahnlich wie unter 2.5.1 beschrieben wurde mit einer
Injektionsspritze 1 ml PBS in die Lunge der Maus injiziert, der Brustkorb leicht massiert
und das VVolumen wieder aspiriert (siehe Abbildung 2-4). In einem der Experimente wurde
eine Probe mit sichtbarer Blutbeimengung erhalten. Diese wurde verwendet, um die
Auswirkung des Vorhandenseins von Blut zu bewerten. Bei den in dieser Arbeit

verwendeten AMs handelte es sich um jeweils frisch isolierte Zellen.
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Abbildung 2-4 Gewinnung von AMs durch bronchoalveolére Lavage (BAL) bei zuvor getéteter
Maus vom Stamm C57BL/6J

Mit dem zytologischen Material wurde wie in 2.5.1 verfahren. Die Mé&use wurden am Ende

der Préparation sicherheitshalber zervikal disloziert.

2.5.3 Priméare murine Mikrogliazellen

Die bereits praparierten und ausgezdhlten Mikrogliazellen aus neugeborenen C57BL/6J-
Mausen waren Teil einer Zusammenarbeit mit Prof. Dr. Uwe-Karsten Hanisch, Institut fur
Neuropathologie, Universitdtsmedizin Gottingen. Ribes et al. (2009) beschrieben die
Préaparation von primaren Mikrogliazellkulturen aus ein bis drei Tage alten Mé&usen und
anschlieBende Isolation der Mikrogliazellen aus gemischten Gliazellen tber 14 Tage. Bei

den in dieser Arbeit verwendeten Mikrogliazellen handelte es sich um frisch isolierte Zellen.
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2.6 Auszahlung und Ausplattierung der Makrophagen

Die Anzahl an Makrophagen der Zell-Suspension wurde mithilfe einer Neubauer-
Zahlkammer bestimmt. Hierftr wurden 10 pl der Suspension mit 90 ul Trypanblau-Ldsung
0,4% (unverdunnte Herstellerlésung) gemischt. Aus diesem 1:10 verdunnten Gemisch
wurden jeweils 10 pl fiir das obere und untere Z&hlfeld, beide unabhéngig voneinander,
verwendet. Ein Zahlfeld beinhaltete 4 Eckquadrate mit jeweils folgender Abmessung: 1 mm?
Flache und 0,1 mm Tiefe, entspricht 0,1 mm?® = 0,1 ul Volumen. Die Zellen wurden in den
insgesamt 8 Eckquadraten der Zahlkammer unter dem Mikroskop im 10er Objektiv
ausgezahlt, addiert und durch 8 dividiert. Dieses entsprach der gemittelten Anzahl an
Makrophagen pro Eckquadrat; multipliziert mit 10° aufgrund der Verdinnung ergab sich
dann die Anzahl an Makrophagen pro ml der Ausgangssuspension. Die Makrophagen
wurden direkt zur weiteren Verwendung in die 96-Loch-Gewebekulturplatten ausgesat.
Hierflr wurde die Ausgangssuspension mit dem vorgewarmten Medium so verdiinnt, dass
250 pl/Well mit einer Zahl von 30 000 bzw. 60 000 Makrophagen/Well pipettiert werden
konnten. Lediglich die Mikrogliazellen wurden mit 12 500 Zellen/Well ausgesét.

2.7 Nitritnachweis mit Griess-Reagenz

Zur Bestimmung der inflammatorischen Aktivitat der Makrophagen nach Stimulation mit
Glycopyrronium in unterschiedlichen Konzentrationen wurde die Stickstofffreisetzung
dieser Makrophagen herangezogen. Die Messung erfolgte mit dem Griess-Reagenz.
Hierbei wurde die Akkumulation von Nitrit als Abbauprodukt von Stickstoffmonoxid aus
dem Uberstand der Gewebekulturplatten mittels ELISA-Reader und dem Programm Easy-
Fit (Tecan Deutschland, Crailsheim, DE) bestimmt (Ebert et al. 2005).

Fur diesen Test wurden die Makrophagen, wie unter 2.5 beschrieben, mit dem Medium
(siehe 2.1.4.3) ausplattiert und bei 37 °C und 5% Kohlenstoffdioxid (CO2) zur Pré-
Stimulation mit IFN-y inkubiert. Nach 2 h Inkubation wurde das Medium abpipettiert, die
Zellen 1x mit PBS gewaschen und nun die Stimulanzien (150 pl/Well), in gleichem Medium
hergestellt, hinzugegeben:

LPS in 0,01 umolarer Konzentration als positive (= nicht toxische) Kontrolle, Triton X-100

in 0,1%iger Losung als negative (= toxische) Kontrolle und Glycopyrronium in
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10/3/1/0,3/0,1/0,03/0,01/0,003/0,001/0,0003 umolarer Konzentration. Als unstimulierte
Gruppe wurde reines Medium (siehe 2.1.4.3) verwendet. AnschlieRend wurden die Zellen
wieder bei 37 °C und 5% COx2 fir 48 h inkubiert.

Nach 48 h Inkubation wurden jeweils 50 pl der Kulturtiberstdande und 50 pl des
Nitritstandards fur die Standardreihe (siehe 2.1.4.4) auf die flr die Messung vorgesehene
Gewebekulturplatte pipettiert. Vom Griess-Reagenz (siehe 2.1.4.5) wurden jetzt ebenso
50 ul auf die Uberstande und 50 pl auf die Standardreihe pipettiert. Die Platte konnte direkt
im ELISA-Reader photometrisch bei einer Wellenldnge von 570 nm gemessen werden. Die
mit reinem Medium inkubierte Kontrollgruppe wurde als 100% Nitrit-Freisetzung (basale

Zellaktivitat) angenommen. Die Messwerte wurden entsprechend angepasst.

2.8 WST-1-Zellviabilitatstest

Die restlichen Uberstande wurden verworfen und 100 pl des WST-1-Mediums pro Well
(siehe 2.1.4.6) auf die Zellen gegeben. Die Zellen wurden fir 150 min bei 37 °C und 5%
CO2 inkubiert und der Uberstand anschlieBend photometrisch bestimmt. Mit diesem Test
wurde die Zellviabilitdt nach Inkubation mit Glycopyrronium oder TLR-Agonisten
nachgewiesen.  Hierbei ~wird WST-1 durch das mitochondriale  Enzym
Succinatdehydrogenase zu Formazan umgesetzt. Nur in Mitochondrien vitaler Zellen
entsteht somit Formazan, welches im ELISA-Reader photometrisch bei einer Wellenlange

von 490 nm quantifiziert wurde.
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2.9 Phagozytose-Assay

Alle Arbeiten mit den Zellen fanden unter der Sterilbank statt.

2.9.1 Vorbereitung der Zellen, Tag 1

Die Makrophagen wurden nach der Gewinnung und dem Ausplattieren, wie oben
beschrieben (siehe 2.5; 2.6), anschlieRend fur 2 h in den Inkubator (37 °C, 5% CO2, 95%
Luftfeuchte) gelegt. Danach erfolgte ein Mediumwechsel, in jedes Well wurden 150 pl
vorgewarmtes DMEM + FCS und P/S pipettiert. Die Gewebekulturplatten wurden nun tber
Nacht fur weitere ca. 18-20 h in den Inkubator gestellt. Am Folgetag wurden die Zellen

stimuliert.

2.9.2 Stimulation der Zellen, Tag 2

Fur die Stimulation der Zellen wurden entsprechend den jeweiligen Versuchen, folgende
Stimulanzen bei Raumtemperatur aufgetaut, unter sterilen Bedingungen mit vorgewarmtem
DMEM + FCS (ohne P/S) als Medium verdiinnt und in unterschiedlichen Konzentrationen
verwendet:

CpG in 0,15 uM, P3C in 0,1/0,01/0,001 uM und LPS in 0,01/0,001/0,0001 puM.

Mit dem aliquotierten Glycopyrronium (1 mM) wurde identisch verfahren, die Substanz
wurde in den Konzentrationen 10/1/0,1 uM verwendet. Fur die unstimulierten Zellen
(Kontrollgruppe) wurde reines DMEM + FCS (ohne P/S) verwendet. Als Richtwert fur die
Wahl der Glycopyrronium-Konzentrationen bis 10 uM diente die Arbeit von Pahl et al.
(2006).

Das Medium wurde aus den Gewebekulturplatten vorsichtig abgesaugt. Unmittelbar danach
wurden je nach Versuchsschema 150 pl der entsprechenden Stimulanzien pro Well
pipettiert.

Die Gewebekulturplatten wurden wieder Gber Nacht fur weitere ca. 18-20 h in den Inkubator

gestellt. Am Folgetag erfolgte die Phagozytose der Bakterien.

2.9.3 Phagozytose, Tag 3

2.9.3.1 Vorbereitung der Bakterien

Die unter 2.2 hergestellten S.-pneumoniae- und E.-coli-Inokula wurden bei Raumtemperatur
aufgetaut und unter sterilen Bedingungen so mit DMEM + FCS (ohne P/S) in Réhrchen
verdiinnt, dass die finale Bakterienkonzentration pro Well 100-fach héher als die Anzahl an
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Makrophagen pro Well war. Bei einer Zellzahl von 60 000 Makrophagen/Well entsprach
das 6 x 108 CFU/Well. Da in jedes Well 250 pl der Bakterien-L&sung pipettiert wurde, betrug
die endguiltige Keimkonzentration in den Réhrchen 4 x 6 x 108 CFU/ml = 2,4 x 10" CFU/ml.
Als Kontrolle wurde die Keimkonzentration der Bakterien-L6sung durch Ausplattieren auf

Blutagarplatten bestimmt (siehe 2.3.1).

2.9.3.2 Phagozytose der Bakterien

Um die Phagozytoseversuche zu beginnen, wurden zuerst die ber Nacht stimulierten Zellen
in den Gewebekulturplatten aus dem Inkubator entnommen. Der Uberstand (DMEM mit
FCS) wurde aus jedem Well vorsichtig abgesaugt. Dann wurden die Zellen in jedem Well
1x mit warmen PBS (37 °C) gewaschen und anschlieBend die Phagozytose durch
Hinzugeben von 250 ul der Bakterien-LOsung gestartet (siehe 2.9.3.1).

Die Gewebekulturplatten wurden je nach Bakterium unterschiedlich lange bei 37 °C und 5%
COz im Inkubator gelagert. Die vorbekannte Phagozytosedauer bei E. coli betrug 90 min,
wohingegen die Phagozytosedauer bei S. pneumoniae mit 30, 60 und 120 min verglichen
wurde.

Nach der entsprechenden Phagozytosedauer wurde der Uberstand abgesaugt und verworfen
bzw. fur zytologische Farbungen verwendet (siehe 2.10). Damit alle nicht phagozytierten
Bakterien abgetdtet werden konnten, wurde in jedes Well 250 pl Gentamicin-Ldsung
(100 pg/ml, gelost in DMEM + FCS ohne P/S) pipettiert und die Zellen fur weitere 60 min
bei 37 °C und 5% COz2 inkubiert. Danach wurde die Gentamicin-Ldsung aus den einzelnen
Wells abgesaugt und die Zellen 1x mit warmem PBS (37 °C) gewaschen. Der Gentamicin-
Uberstand aus zwei Wells wurde auf Blutagarplatten ausplattiert und fiir 24 h bei 37 °C
inkubiert. Durch diese Kontrolle konnte gewahrleistet werden, dass alle extrazellularen
Bakterien abget6tet wurden. Zur anschlieBenden Zelllyse wurden 100 pl Aqua ad iniectabilia
pro Well hinzugegeben und mit der Pipette sanft durchmischt. Zuletzt wurden die
Verdunnungen, wie unter 2.3.2. beschrieben, zur Bestimmung der Anzahl der Bakterien

durchgefuhrt, die von den Zellen phagozytiert wurden.

2.9.4 Auszédhlung der intrazellularen Bakterien und Berechnung der
Phagozytoseleistung, Tag 4

Die Anzahl der CFU/Well wurde, wie unter 2.3.2 beschrieben, bestimmt und die

darauffolgenden Berechnungen der relativen Phagozytoseleistung mit dem Programm

Microsoft® Excel durchgefiihrt.
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Hierfiir wurde das arithmetische Mittel der absoluten Anzahl der phagozytierten Bakterien
in der Kontrollgruppe (unstimulierte Zellen) pro Well gebildet. Die Division der absoluten
Anzahl der Bakterien pro Well (CFU/Well) der Kontrollgruppe durch diesen Mittelwert,
multipliziert mit 100, ergab die relative Phagozytoseleistung der Phagozytose in den
einzelnen Wells der Kontrollgruppe in Prozent.

Durch Division der absoluten Anzahl der Bakterien pro Well (CFU/Well) jeder einzelnen
Stimulanz (CpG, P3C, LPS und Glycopyrronium) durch diesen Mittelwert, multipliziert mit
100, ergab sich die jeweilige relativ zur Kontrollgruppe bezogene Phagozytoseleistung der

Phagozytose jedes einzelnen Wells in Prozent.

2.9.5 Kriterien zum Ausschluss von Phagozytoseversuchen und Einzelwerten

Wenn eine bakterielle Kontamination des hergestellten Mediums (DMEM), der NaCl-
Losung zur Verdinnung oder eine generelle Kreuzkontamination der Bakterien in dem
jeweiligen Versuch vorlag, wurden diese Versuche verworfen.

Ebenso wurden gewonnene Zell-Suspensionen aus der Peritoneallavage, bei denen unter
dem Mikroskop zusatzlich zu den Makrophagen weitere begeiRelte Zellen zu sehen waren,
nicht weiterverwendet. Diese kdnnten moglicherweise ein Hinweis auf eine akzidentelle
Darmperforation durch die Injektionsnadel gewesen sein. Somit kdnnten diese begeilelten
Zellen Enterobakterien wie beispielsweise E. coli gewesen sein.

Gab es in einem Versuch mehrere Wells, bei denen die Anzahl der phagozytierten Bakterien
unterhalb der Detektionsgrenze lag, wurde dieser nicht berlcksichtigt.

Ein weiteres Ausschlusskriterium lag vor, wenn nach direktem unverdiinnten Ausplattieren
von 50 oder 10 pl Zellmaterial, nach Lyse, die Bakterienkolonien auf der Blutagarplatte so
uberwucherten, dass es nicht moéglich war die weiteren Verdinnungsstufen korrekt

abzulesen. Diese Werte der Phagozytoseleistung wurden ebenso nicht berticksichtigt.

2.10 Zytologie

2.10.1 Methylenblau-Fiarbung
Nach der Phagozytose wurde der Uberstand (250 ul) aus den mit Glycopyrronium
stimulierten Wells und den enthaltenen nicht-phagozytierten Pneumokokken fur die Farbung

auf Objekttrdgern pipettiert. Die Trocknung erfolgte bei 37 °C im Brutschrank. Zur

28



Material und Methoden

Hitzefixation wurde der Objekttrager dreimal durch die obere Flamme des Bunsenbrenners
gezogen. Fir die Farbung wurde Lofflers Methylenblaulésung  (unverdiinnte
Herstellerlosung) insgesamt 5 min auf die Ausstriche gegeben und anschliefend mit
destilliertem Wasser abgespult (siehe Abbildung 2-5). Zuletzt wurden die angefarbten
Objekttrager bei Raumtemperatur (21 °C) getrocknet und mittels DePeX zur Einbettung fir
die Histologie fixiert.

Mit Hilfe des Olympus BX51-Mikroskops und der Kamera Olympus DP71 wurde unter
Verwendung des Programms cellSens Dimension 1.6 (Olympus, Tokio, JP) zytologische

Bilder aufgenommen.

VW ST T T S W e —

Abbildung 2-5 Zytologische Methylenblau-Farbung a) Uberstand auf Objekttrager b) Farbung mit
Lofflers Methylenblaulésung
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2.11 Statistik

Zur statistischen Auswertung und grafischen Darstellung wurde GraphPad Prism 8
(GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) verwendet. Es lag bei der Auswertung der Daten
keine Normalverteilung vor. Somit wurden die nicht-parametrischen Daten als Mediane mit
25./75.-Perzentile dargestellt. Zum Vergleich zweier unabhangiger Stichproben wurde der
Mann-Whitney-U Test verwendet. Bei drei und mehr unabhéangigen Stichproben wurden die
Mediane mithilfe des Kruskal-Wallis-Tests und der Korrektur nach Dunns miteinander
verglichen. Die Korrektur nach Bonferroni-Holm wurde bei Durchfiihrung mehrerer
statistischer Signifikanztests an einem Datensatz zur Fehlerkorrektur angewendet. Alle
durchgefiihrten Tests waren zweiseitig. Die Irrtumswahrscheinlichkeit wurde auf < 0,05
festgelegt.

Bei den Experimenten wurden die Signifikanzniveaus entsprechend dargestellt (***p <
0,001; **p < 0,01; *p < 0,05).
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3. Ergebnisse

3.1 Wachstumskinetik von S. pneumoniae R6 und E. coli K1 in

Trypticase-Soja-Bouillon

3.1.1 Inokulum fir Glycopyrronium-Experimente von S. pneumoniae R6

S. pneumoniae R6 war auf eine initiale Keimkonzentration von 800 CFU/ml in den Réhrchen
verdinnt worden. Nach 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 24 und 30 h wurde aus jedem Rohrchen
(n = 3) eine Verdinnungsreihe zur Bakterienzahlbestimmung auf Blutagarplatten
ausplattiert. Dieser Versuch wurde einmalig mit 3 Rohrchen durchgefiihrt. Es wurde im

Weiteren mit Konzentrationen von Glycopyrronium bis 10 uM gearbeitet.

Abbildung 3-1 zeigt die Wachstumskurve des bei den Glycopyrronium-Versuchen
verwendeten Inokulums von S. pneumoniae R6 in TSB ohne Phagozyten. Das Ende der
exponentiellen Wachstumsphase wurde nach 14 h erreicht. Zu diesem Zeitpunkt herrschte
eine mediane Bakterienkonzentration von 7,7 x 108. Danach setzte die stationare Phase ein

mit anschlielender Absterbephase.
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Abbildung 3-1 Wachstumskurve von S. pneumoniae R6 in 9,8 ml TSB, 100 ul Phosphatpuffer und
100 pl Bakteriensuspension (n = 3).
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3.1.2 Inokulum ftir Glycopyrronium-Experimente von E. coli K1

Abbildung 3-2 zeigt die Wachstumskurve des bei den Glycopyrronium-Versuchen
verwendeten Inokulums von E. coli K1 in TSB ohne Phagozyten. Das Ende der
exponentiellen Wachstumsphase wurde nach 14 h erreicht. Zu diesem Zeitpunkt herrschte
eine mediane Bakterienkonzentration von 4,02 x 107. Danach setzte die stationdre Phase ein.

Dieser Versuch wurde einmalig mit 3 Réhrchen durchgefiihrt (n = 3).
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Abbildung 3-2 Wachstumskurve von E. coli K1 in 9,8 ml TSB, 100 ul Phosphatpuffer und
100 pl Bakteriensuspension (n = 3).

3.2 Kein Einfluss von Glycopyrronium auf das Bakterienwachstum

3.2.1 Einfluss von Glycopyrronium auf das Pneumokokkenwachstum

Das Hinzufugen von Glycopyrronium in verschiedenen Konzentrationen beeinflusste nicht
das Wachstum von S. pneumoniae R6 (Abbildung 3-3).

Die medianen Keimkonzentrationen der einzelnen Gruppen unterschieden sich nicht
signifikant voneinander. Dieser Versuch wurde einmalig mit jeweils 3 ROhrchen
durchgefuhrt (n = 3).

32



Ergebnisse

S = 1M

E —— 0.1 uM
o - H
c —— 0,01 uM
-% —— 0,001 uM
E B- Kontrolle
[}]

N

c

(]

4

£

()

X

L L L L L L L L L L L L L L
0246 81012141618202224262830
Zeit (h)

Abbildung 3-3 Wachstumskurve von S. pneumoniae R6 in 9,8 ml TSB, 100 ul Glycopyrronium und
100 pl Bakteriensuspension (n = 3).

3.2.2 Einfluss von Glycopyrronium auf das Wachstum von E. coli K1

Das Wachstum von E. coli K1 wurde nicht durch die Anwesenheit von Glycopyrronium
beeinflusst (Abbildung 3-4). Die medianen Keimkonzentrationen der einzelnen Gruppen
unterschieden sich nicht signifikant voneinander. Dieser Versuch wurde einmalig mit 3
Raéhrchen durchgefihrt (n = 3).
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Abbildung 3-4 Wachstumskurve von E. coli K1 in 9,8 ml TSB, 100 ul Glycopyrronium und 100 pl
Bakteriensuspension (n = 3).
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3.3 Beeinflussung der Stickstofffreisetzung und Zellviabilitat durch

Glycopyrronium

Mittels Nitritnachweis mit Griess-Reagenz und WST-1-Zellviabilitatstest wurde die
Toxizitat der Substanzen untersucht, denen die Makrophagen wahrend der Phagozytose

ausgesetzt waren. Glycopyrronium wurde in unterschiedlichen Konzentrationen untersucht.

3.3.1 NO-Freisetzung bei Peritonealmakrophagen

Abbildung 3-5 zeigt die Zellaktivitat (NO-Freisetzung) in Prozent nach Inkubation der PMs
mit den Substanzen, die auch in den Phagozytoseversuchen eingesetzt wurden. Wahrend
Triton X-100 (verdunnt auf 0,1%) alle Zellen abtttete, war die Freisetzung von NO in keiner
der untersuchten Konzentrationen von Glycopyrronium signifikant hoher als in der
unstimulierten Gruppe. LPS fiihrte zu einer erheblichen Zellaktivitat. Auch der
Zellviabilitatstest  zeigte keine  zytotoxischen Effekte unter unterschiedlichen

Konzentrationen von Glycopyrronium.
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Abbildung 3-5 NO-Freisetzung von PMs nach Inkubation mit den in den Phagozytoseversuchen
verwendeten Substanzen in verschiedenen Konzentrationen fur 48 h. Die NO-Freisetzung der mit
DMEM inkubierten Kontrollgruppe (unstimuliert) wurde als 100% angenommen. Dargestellt sind
die Medianwerte mit 25./75.-Perzentilen, die LPS- und Glycopyrronium-Konzentrationen in uM.
Triton X-100 in %. (jede Substanz n = 4).
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3.3.2 NO-Freisetzung bei Alveolarmakrophagen

Abbildung 3-6 zeigt die Zellaktivitat (NO-Freisetzung) in Prozent nach Inkubation der AMs
mit den Substanzen, die auch in den Phagozytoseversuchen eingesetzt wurden. Der Median
der mit Glycopyrronium behandelten Gruppen unterschied sich nicht signifikant vom
Median der unstimulierten Kontrollgruppe; LPS fuhrte auch hier zu einer erhohten
Zellaktivitat.
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Abbildung 3-6 NO-Freisetzung von AMs nach Inkubation mit den in den Phagozytoseversuchen
verwendeten Substanzen in verschiedenen Konzentrationen fur 48 h. Die NO-Freisetzung der mit
DMEM inkubierten Kontrollgruppe (unstimuliert) wurde als 100% angenommen. Dargestellt sind
die Medianwerte mit 25./75.-Perzentilen, die LPS- und Glycopyrronium-Konzentrationen in uM.
Triton X-100 in %. (jede Substanz n = 6, auller unstimuliert n = 5, Gly 0,001 n = 3).

Wie diese Ergebnisse zeigen, wurde die Zellaktivitat und ebenso die Zellviabilitét nicht
durch die verwendeten Substanzen in den in dieser Arbeit untersuchten maximalen

Konzentrationen beeintrachtigt.
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3.4 Einfluss der Inkubation von Bakterien mit Glycopyrronium wahrend

ihres Wachstums auf die Phagozytoseleistung der Makrophagen

3.4.1 Festlegen der Bedingungen fir die Phagozytose
Es wurden drei Vorversuche zur Phagozytosedauer, Makrophagen-Zellzahl/Well und

Blutbeimischung im Well gemacht.

3.4.1.1 Phagozytosedauer bei S. pneumoniae R6 und Peritonealmakrophagen

In der folgenden Abbildung 3-7 zeigte sich, dass nach 30 min Inkubation mit S. pneumoniae
(a) die Phagozytoseleistung zwischen Kontrollgruppe im Vergleich zur P3C stimulierten
Gruppe den groRten Unterschied aufwies (*p < 0,05). Die Inkubationszeit wurde fiir die

weiteren Versuche auf 30 min bei S. pneumoniae R6 festgesetzt.
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Abbildung 3-7 Relative Phagozytoseleistung in Prozent von PMs, die mit den Toll-like-Rezeptor-
Agonisten (P3C 0,1 uM und CpG 0,5 uM) wahrend unterschiedlicher Zeiten inkubiert worden waren
und denen Pneumokokken zur Phagozytose angeboten wurden. Die Phagozytoseleistung der
Kontrollgruppe wurde als 100% definiert. Dargestellt sind die Medianwerte mit 25./75.-Perzentilen
(*p < 0,05). (a) nach 30 min Inkubation (unstimuliert n = 3, P3C 0,1 und CpG 0,15 n = 4). (b) nach
60 min Inkubation (unstimuliert n = 2, P3C 0,1 und CpG 0,15 n = 3). (c) nach 120 min Inkubation
(unstimuliertn =1, P3C 0,1 n=1und CpG 0,15 n = 3).
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3.4.1.2 Makrophagenzahl pro Well bei Ko-Inkubation E. coli K1 und Alveolarmakrophagen
Abbildung 3-8 stellt die Unterschiede der Makrophagenzahl pro Well bei E. coli K1 und
AMs heraus. Da bei einer Zellzahl von 60 000 Makrophagen pro Well die groRte Differenz
(***p <0,001; **p < 0,01) zwischen Kontrollgruppe und stimulierter Gruppe vorlag, wurde
die Makrophagenzahl pro Well fiir die zukunftigen Versuche auf 60 000 festgesetzt.
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Abbildung 3-8 Relative Phagozytoseleistung in Prozent bei Ko-Inkubation von AMs in
unterschiedlichen Makrophagen-Zellzahlen (30 000 & 60 000 Makrophagen/Well) mit E. coli K1
nachdem sie ohne und mit dem Toll-like-Rezeptor-Agonist (P3C 0,1 uM) inkubiert worden waren.
Die Phagozytoseleistung der jeweiligen Kontrollgruppe wurde als 100% definiert. Dargestellt sind
die Medianwerte mit 25./75.-Perzentilen (***p < 0,001; **p < 0,01). (30 000M: unstimuliert n = 6,
P3C 0,1 n=7; 60 000M: unstimuliertn =7, P3C 0,1 n=9).

3.4.1.3 Auswirkungen von Blut

In dem letzten Vorversuch ist in Abbildung 3-9 dargestellt, wie stark sich eine
Blutbeimengung durch blutige Praparation der Makrophagen auf die Phagozytoseleistung
auswirkte. Das Blut schien selbst ein Stimulator zu sein und flhrte zu falsch-hohen

Phagozytoseleistungen. Blutige Praparationen wurden daher verworfen.
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Abbildung 3-9 Relative Phagozytoseleistung (%) von AMs, die mit Blut verunreinigt waren und mit
verschiedenen Stimulanzien inkubiert worden waren und denen E. coli K1 zur Phagozytose
angeboten wurden. Die Phagozytoseleistung der Kontrollgruppe wurde als 100% definiert.
Dargestellt sind die Medianwerte mit 25./75.-Perzentilen. Alle Konzentrationen sind in uM
angegeben. (jede Substanz n = 4, auler LPS 0,001 n = 3).

Glycopyrronium fuhrte auch bei Blutbeimengung zu keiner signifikanten Stimulation.

3.4.2 Phagozytoseleistung bei Ko-Inkubation von Makrophagen und Mikroglia mit S.
pneumoniae R6 unter dem Einfluss von Glycopyrronium

Im Folgenden wurde gezeigt, welchen Einfluss Glycopyrronium auf die

Phagozytoseleistung von Alveolar- und Peritonealmakrophagen und Mikrogliazellen bei

Ko-Inkubation mit Pneumokokken hat.

3.4.2.1 Phagozytoseleistung der Alveolarmakrophagen

In Abbildung 3-10 stellte sich bei AMs dar, dass sowohl bei unterschiedlichen
Konzentrationen von Glycopyrronium im Vergleich zur Kontrollgruppe (b) als auch bei
Makrophagen, die unter dem Einfluss von Stimulanzien (LPS, P3C) gewachsen waren (a),
keine signifikante Anderung der Bakterienaufnahme zu verzeichnen war. Ebenso ergab der
Versuch, LPS mit Glycopyrronium zu kombinieren, keine signifikante Steigerung der
Phagozytoseleistung (c). Des Weiteren unterlag die Phagozytose nach Stimulation mit LPS
0,01 uM und P3C 0,1 uM (a) sehr starken Streuungen. Die Phagozytose wurde also nicht
durch Glycopyrronium beeinflusst.
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Abbildung 3-10 Relative Phagozytoseleistung (%) von AMs, die mit verschiedenen Stimulanzien
inkubiert worden waren und denen Pneumokokken zur Phagozytose angeboten wurden. Die
Phagozytoseleistung der Kontrollgruppe wurde als 100% definiert. Dargestellt sind die Medianwerte
mit 25./75.-Perzentilen. (a) Alle Stimulanzien unterschiedlicher Konzentrationen in pM (unstimuliert
n=12, Gly10n=7, LPS 0,01 n = 10, LPS 0,001 n = 3, P3C 0,1 n = 12, P3C 0,01 n = 3). (b)
Glycopyrronium in unterschiedlichen Konzentrationen in pM (unstimuliertn =6, Gly 10 n =7, Gly
1n=4 Gly 01 n=3). (c) Auswirkung der Kombination LPS + Glycopyrronium auf die
Phagozytoseleistung (unstimuliert n = 12, Gly 10 n =7, LPS 0,01 n = 10, LPS 0,01+Gly 10 n = 3,
LPS 0,001 n = 3).
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3.4.2.2 Phagozytoseleistung der Peritonealmakrophagen

In Abbildung 3-11 stellte sich auch bei PMs dar, dass diese durch die Stimulanzien (CpG,
LPS und P3C) in den meisten Fallen keine signifikante Steigerung der Bakterienaufnahme
zeigten (a). Lediglich CpG 0,15 uM flhrte im Vergleich zur Kontrollgruppe zu einer
vermehrten Phagozytose von S. pneumoniae R6 (**p < 0,01). Die unterschiedlichen
Konzentrationen von Glycopyrronium im Vergleich zur Kontrollgruppe fuhrten ebenfalls zu
keiner signifikanten Steigerung der Bakterienaufnahme (b). Auch die Kombination von LPS
(c) oder P3C (d) mit Glycopyrronium ergab keine signifikante Steigerung der
Phagozytoseleistung (c).
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Abbildung 3-11 Relative Phagozytoseleistung (%) von PMs, die mit verschiedenen Stimulanzien
inkubiert worden waren und denen Pneumokokken zur Phagozytose angeboten wurden. Die
Phagozytoseleistung der Kontrollgruppe wurde als 100% definiert. Dargestellt sind die Medianwerte
mit 25./75.-Perzentilen (**p < 0,01; *p < 0,05). (a) Alle Stimulanzien unterschiedlicher
Konzentrationen in uM (unstimuliert n = 40, Gly 10 n = 25, CpG 0,15 n =25, LPS 0,01 n = 35, LPS
0,001 n = 17, P3C 0,1 n = 46, P3C 0,01 n = 13). (b) Glycopyrronium in unterschiedlichen
Konzentrationen in uM (unstimuliert n = 40, Gly 10 n =25, Gly 1 n =9, Gly 0,1 n = 9). (c)
Auswirkung der Kombination LPS + Glycopyrronium auf die Phagozytoseleistung (unstimuliert n =
40, Gly 10 n =25, LPS 0,01 n = 35, LPS 0,01+Gly 10 n = 11, LPS 0,001 n = 17, LPS 0,001+Gly 10
n = 5). (d) Auswirkung der Kombination P3C + Glycopyrronium auf die Phagozytoseleistung
(unstimuliert n = 40, Gly 10 n =25, P3C 0,1 n =46, P3C 0,1+Gly 10 n =10, P3C 0,01 n =13, P3C
0,01+Gly 10 n =5).
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3.4.2.3 Phagozytoseleistung der Mikrogliazellen

Ganz anders sah es bei den Experimenten mit Mikrogliazellen aus. Hier (Abbildung 3-12)
fuhrte die Stimulation mit allen drei Stimulanzien zu einer signifikanten Steigerung der
Phagozytose von S. pneumoniae R6 im Vergleich zur Kontrollgruppe (***p < 0,001; **p <
0,01). CpG 0,15 uM stimulierte die Mikrogliazellen am starksten. Glycopyrronium hingegen
hatte im Vergleich zur Kontrollgruppe ebenfalls keinen Einfluss auf die

Phagozytoseleistung.
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Abbildung 3-12 Relative Phagozytoseleistung (%) von Mikrogliazellen, die mit verschiedenen
Stimulanzien (uM) inkubiert worden waren und denen Pneumokokken zur Phagozytose angeboten
wurden. Die Phagozytoseleistung der Kontrollgruppe wurde als 100% definiert. Dargestellt sind die
Medianwerte mit 25./75.-Perzentilen (***p < 0,001; **p < 0,01). (jede Substanz n = 10).
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3.4.3 Phagozytoseleistung bei Ko-Inkubation von Makrophagen mit E. coli K1 unter
dem Einfluss von Glycopyrronium

Im Folgenden wurde untersucht, welchen Einfluss Glycopyrronium auf die
Phagozytoseleistung von Alveolar- und Peritonealmakrophagen bei Ko-Inkubation mit E.
coli hat.

Da die Makrophagen sich zur Phagozytose von Pneumokokken nur sehr schwer stimulieren
lieBen und darunter keine Steigerungen der Phagozytose durch Glycopyrronium
nachweisbar waren, wurde die gleiche Versuchsreihe mit E. coli K1 durchgefuhrt. Hierbei
wurden zusétzlich Makrophagen von Méusen prépariert, die jeweils 10 und 20 Wochen alt

waren, um einen moglichen Einfluss des Alters zu erkennen.

3.4.3.1 Phagozytoseleistung der Alveolarmakrophagen

In Abbildung 3-13 zeigte sich bei AMs von 10 Wochen alten Méausen eine deutliche
Steigerung der Phagozytoseleistung durch Toll-like-Rezeptor-Agonisten (LPS 0,01 uM,
LPS 0,001 uM und P3sC 0,1 uM) (p < 0,001 im Vergleich zur Kontrollgruppe) (a).
Glycopyrronium flhrte in unterschiedlichen Konzentrationen erneut zu keiner signifikanten
Steigerung der Bakterienaufnahme (b). Auch bei Kombination Toll-like-Rezeptor-Agonist
+ Glycopyrronium (c/d) ergab sich fur den relevanten Vergleich mit und ohne
Glycopyrronium keine signifikante Differenz. Also hatte Glycopyrronium sowohl alleine als
auch in Kombination mit einem Toll-like-Rezeptor-Agonisten keinen Einfluss auf die

Bakterienphagozytose.
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Abbildung 3-13 Alter der Mause bei Préparation 10 Wochen: Relative Phagozytoseleistung (%)
von AMs, die mit verschiedenen Stimulanzien inkubiert worden waren und denen E. coli K1 zur
Phagozytose angeboten wurden. Die Phagozytoseleistung der Kontrollgruppe wurde als 100%
definiert. Dargestellt sind die Medianwerte mit 25./75.-Perzentilen (***p < 0,001; **p < 0,01; p* <
0,05). (a) Alle Stimulanzien unterschiedlicher Konzentrationen in uM (unstimuliert n = 20, Gly 10 n
=13,LPS 0,010 n=11, LPS 0,001 n=2, P3C 0,1 n = 18). (b) Glycopyrronium in unterschiedlichen
Konzentrationen in uM (unstimuliert n = 13, Gly 10 n = 13, Gly 1 n = 5, Gly 0,1 n = 5). (c)
Auswirkung der Kombination LPS + Glycopyrronium auf die Phagozytoseleistung (unstimuliert n =
8,Gly 10n=8,LPS 0,01 n=4,LPS 0,001 n=8, LPS 0,001+Gly 10 n =8, LPS 0,0001 n=7, LPS
0,0001+Gly 10 n = 7). (d) Auswirkung der Kombination P3C + Glycopyrronium auf die
Phagozytoseleistung (unstimuliert n =8, Gly 10n =8, P3C 0,1 n=4, P3C 0,01 n =8, P3C 0,01+Gly
10n=7,P3C 0,001 n =8, P3C 0,001+Gly 10 n = 8).
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In Abbildung 3-14 ergab sich bei AMs von 20 Wochen alten Mausen ebenfalls eine deutliche
Erhohung der Phagozytoseleistung durch die Toll-like-Rezeptor-Agonisten (LPS
0,01/0,001/0,0001 uM und P3C 0,1/0,01/0,001 puM) mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit
p <0,001 und p <0,01 im Vergleich zur Kontrollgruppe. Dargestellt ist der direkte VVergleich
Toll-like-Rezeptor-Agonisten mit und ohne Glycopyrronium (a) bei LPS und (b) bei P3C.
Obwohl fast alle Gruppen signifikante Differenzen im Vergleich zur Kontrollgruppe
aufwiesen, ergaben sich keine signifikanten Differenzen zwischen der Doppelstimulation
und der Einfachstimulation. Auch hier hatte Glycopyrronium sowohl alleine als auch in
Kombination mit einem Toll-like-Rezeptor-Agonisten keinen Einfluss auf die

Bakterienphagozytose.
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Abbildung 3-14 Alter der Méuse bei Praparation 20 Wochen: Relative Phagozytoseleistung (%)
von AMs, die mit verschiedenen Stimulanzien inkubiert worden waren und denen E. coli K1 zur
Phagozytose angeboten wurden. Die Phagozytoseleistung der Kontrollgruppe wurde als 100%
definiert. Dargestellt sind die Medianwerte mit 25./75.-Perzentilen (***p < 0,001; **p < 0,01; *p <
0,05). (a) Auswirkung der Kombination LPS + Glycopyrronium auf die Phagozytoseleistung
(unstimuliert n =17, Gly 10 n = 16, LPS 0,01 n = 14, LPS 0,01+Gly 10 n = 6, LPS 0,001 n = 14,
LPS 0,001+Gly 10 n = 14, LPS 0,0001 n = 4, LPS 0,0001+Gly 10 n = 5). (b) Auswirkung der
Kombination P3C + Glycopyrronium auf die Phagozytoseleistung (unstimuliert n = 17, Gly 10 n =
16, P3C 0,1 n = 14, P3C 0,1+Gly 10 n = 6, P3C 0,01 n = 11, P3C 0,01+Gly 10 n = 11, P3C 0,001
n=7,P3C 0,001+Gly 10 n = 8).
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Abbildung 3-15 stellt die Phagozytoserate im Hinblick auf das Alter der Mause bei der
Préaparation (damit auch der AMs) dar. (a) zeigt den Vergleich 10 Wochen/20 Wochen bei
LPS, (b) bei P3C in jeweils unterschiedlichen Konzentrationen.

Unter dem Einfluss von LPS 0,001 uM fiel bei den AMs von 20 Wochen alten Mé&usen auf,
dass die Phagozytoseleistung im Vergleich zu den Makrophagen von 10 Wochen alten

Mausen signifikant erhéht war (**p < 0,01).
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Abbildung 3-15 Alter der Mause bei Préparation 10 (weil3) vs. 20 Wochen (grau): Relative
Phagozytoseleistung (%) von AMs, die mit verschiedenen Stimulanzien inkubiert worden waren und
denen E. coli K1 zur Phagozytose angeboten wurden. Die Phagozytoseleistung beider
Kontrollgruppen wurde als 100% definiert. Dargestellt sind die Medianwerte mit 25./75.-Perzentilen
(**p < 0,01). (a) LPS in unterschiedlichen Konzentrationen in uM (unstimuliert: weil n =8, grau n
=17, Gly 10: weill n = 8, grau n = 16, LPS 0,01: weill n = 4, grau n = 14, LPS 0,001: weill n = 8,
grau n = 14, LPS 0,0001: weil3 n = 7, grau n = 4). (b) P3C in unterschiedlichen Konzentrationen in
uM (unstimuliert: wei n =8, graun =17, Gly 10: wei n =8, graun = 16, P3C 0,1: wei n =4, grau
n =14, P3C 0,01: weiB n =8, graun =11, P3C 0,001: weiB n =8, grau n = 7).

3.4.3.2 Phagozytoseleistung der Peritonealmakrophagen

Bei PMs von 10 Wochen alten Mausen fihrten LPS, P3C und CpG zu einer Erhéhung der
Phagozytoseleistung im Vergleich zur Kontrollgruppe (a). Glycopyrronium fihrte in
unterschiedlichen Konzentrationen wie vorher zu keiner signifikanten Steigerung der
Bakterienaufnahme (b). Auch bei Kombination Toll-like-Rezeptor-Agonist +
Glycopyrronium (c/d) ergab sich fur den relevanten Vergleich mit und ohne Glycopyrronium
keine signifikante Differenz. Auch hier hatte Glycopyrronium sowohl alleine als auch in
Kombination mit einem Toll-like-Rezeptor-Agonisten keinen Einfluss auf die

Bakterienphagozytose.
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Abbildung 3-16 Alter der Mé&use bei Praparation 10 Wochen: Relative Phagozytoseleistung (%) von
PMs, die mit verschiedenen Stimulanzien inkubiert worden waren und denen E. coli K1 zur
Phagozytose angeboten wurden. Die Phagozytoseleistung der Kontrollgruppe wurde als 100%
definiert. Dargestellt sind die Medianwerte mit 25./75.-Perzentilen (***p < 0,001; **p < 0,01; *p <
0,05). (a) Alle Stimulanzien unterschiedlicher Konzentrationen in uM (unstimuliert n = 53, Gly 10
n=32,CpG0,15n=31,LPS 0,01 n=39, P3C 0,1 n=44). (b) Glycopyrronium in unterschiedlichen
Konzentrationen in uM (unstimuliert n = 36, Gly 10 n = 32, Gly 1 n = 19, Gly 0,1 n = 13). (¢)
Auswirkung der Kombination LPS + Glycopyrronium auf die Phagozytoseleistung (unstimuliert n =
10,Gly 10n =10, LPS 0,01 n=9, LPS 0,001 n=11, LPS 0,001+Gly 10 n =10, LPS 0,0001 n = 11,
LPS 0,0001+Gly 10 n = 10). (d) Auswirkung der Kombination P3C + Glycopyrronium auf die
Phagozytoseleistung (unstimuliert n = 15, Gly 10 n = 15, P3C 0,1 n = 16, P3C 0,1+Gly10 n = 15,
P3C 0,01 n =815 P3C 0,01+Gly 10 n = 15).
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Bei PMs von 20 Wochen alten Mé&usen wurde die Phagozytoseleistung durch die Toll-like-
Rezeptor-Agonisten (LPS 0,01/0,001/0,0001 uM und P3C 0,1/0,01 puM) mit einer
Irrtumswahrscheinlichkeit p < 0,001 und p < 0,01 im Vergleich zur Kontrollgruppe erhoht
(Abbildung 3-17). Dargestellt ist der direkte Vergleich Toll-like-Rezeptor-Agonist mit und
ohne Glycopyrronium (a) bei LPS und (b) bei P3C. Obwohl fast alle Gruppen signifikante
Differenzen im Vergleich zur Kontrollgruppe aufwiesen, ergaben sich keine signifikanten
Differenzen zwischen der Doppelstimulation und der Einfachstimulation. Auch hier hatte
Glycopyrronium sowohl alleine als auch in Kombination mit einem Toll-like-Rezeptor-

Agonisten keinen Einfluss auf die Bakterienphagozytose.
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Abbildung 3-17 Alter der Mause bei Préparation 20 Wochen: Relative Phagozytoseleistung (%)
von PMs, die mit verschiedenen Stimulanzien inkubiert worden waren und denen E. coli K1 zur
Phagozytose angeboten wurden. Die Phagozytoseleistung der Kontrollgruppe wurde als 100%
definiert. Dargestellt sind die Medianwerte mit 25./75.-Perzentilen (***p < 0,001; **p < 0,01; *p <
0,05). Alle Konzentrationen in uM. (a) Auswirkung der Kombination LPS + Glycopyrronium auf
die Phagozytoseleistung (unstimuliertn=7, Gly 10 n=7, LPS 0,01 n=5, LPS 0,01+Gly 10 n = 4,
LPS 0,001 n =7, LPS 0,001+Gly 10 n = 8, LPS 0,0001 n = 4, LPS 0,0001+Gly 10 n = 5). (b)
Auswirkung der Kombination P3C + Glycopyrronium auf die Phagozytoseleistung (unstimuliert n =
7,Gly10n=7,P3C0,1n=7,P3C0,1+Gly 10n=9,P3C 0,01 n=7, P3C 0,01+Gly 10 n = 8).
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Die Abbildung 3-18 stellt die Phagozytoserate im Hinblick auf das Alter der préparierten
Méuse (damit auch der PMs) dar. (a) zeigt den Vergleich 10 vs. 20 Wochen bei LPS-, (b)
bei P3C-Stimulation in jeweils unterschiedlichen Konzentrationen. Unter dem Einfluss von
LPS 0,01 uM fiel bei den PMs von 10 Wochen alten Mé&usen auf, dass die
Phagozytoseleistung im Vergleich zu den Makrophagen von 20 Wochen alten Mausen

signifikant erh6ht war (*p < 0,05).
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Abbildung 3-18 Alter der Mduse bei Prédparation 10 (weiR) vs. 20 Wochen (grau): Relative
Phagozytoseleistung (%) von PMs, die mit verschiedenen Stimulanzien inkubiert worden waren und
denen E. coli K1 zur Phagozytose angeboten wurden. Die Phagozytoseleistung beider
Kontrollgruppen wurde als 100% definiert. Dargestellt sind die Medianwerte mit 25./75.-Perzentilen
(*p < 0,05). (a) LPS in unterschiedlichen Konzentrationen in uM (unstimuliert: wei n = 10, grau n
=7,LPS0,01: weil n=9, graun =3, LPS 0,001: weiB n=11, graun =7, LPS 0,0001: weill n =11,
grau n =4, Gly 10: weill n = 10, grau n = 7). (b) P3C in unterschiedlichen Konzentrationen in uM
(unstimuliert: weif n =10, graun=7,P3C0,1: weiB n=11, graun=7, P3C 0,01: weill n = 10, grau
n=7,Gly 10: wei n =10, graun = 7).
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3.4.4 Vergleich S. pneumoniae R6 vs. E. coli K1

Durch die vorliegenden Ergebnisse wird deutlich, dass die AMs und PMs nur sehr
unregelmaRig S. pneumoniae unter Normalbedingungen (unstimuliert) und stimuliert
(LPS/P3C) phagozytierten. Bei den AMs in Abbildung 3-19 stellte sich dar, dass selbst die
Kontrollgruppe unter hoher Ausgangsstimulation sehr groflen Schwankungen unterlag (a)
und die Zellen nicht durch Toll-like-Rezeptor-Agonisten stimuliert wurden (b). Hingegen
zeigten die AMs bei den Versuchen mit E. coli eine signifikante Steigerung der Bakterien-

Phagozytose unter Stimulation mit Toll-like-Rezeptor-Agonisten (*p < 0,05).
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Abbildung 3-19 Vergleich der Bakterienstimme: Absolute Phagozytoseleistung (CFU/Well) von
AMs, die mit verschiedenen Toll-like-Rezeptor-Agonisten inkubiert worden waren und denen
jeweils S. pneumoniae R6 und E. coli K1 zur Phagozytose angeboten wurden. Dargestellt sind die
Medianwerte mit 25./75.-Perzentilen (*p < 0,05). (a) Unstimulierte Kontrollgruppen (S. pneumoniae
n =12, E. coli n = 20). (b) Jeweils LPS & P3C in uM im direkten Vergleich (S. pneumoniae:
Kontrolle n =12, +LPS 0,01 n = 10, +P3C 0,1 n = 12; E. coli: Kontrolle n =20, +LPS 0,01 n =11,
+P3C 0,1 n =18).
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In Abbildung 3-20 war bei E. coli im Vergleich zu S. pneumoniae die Phagozytoseleistung
von PMs in der Kontrollgruppe signifikant erhoht (**p < 0,01) (a). Es waren nur wenige
intrazelluldare Bakterien nachweisbar, d.h. die Pneumokokken wurden kaum phagozytiert.
Die Stimulation mit LPS und P3C hatte auch hier keinen signifikanten Effekt.

Die mit LPS- und P3C-stimulierten PMs phagozytierten E. coli im Vergleich zur
Kontrollgruppe signifikant vermehrt (***p < 0,001) (b).
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Abbildung 3-20 Vergleich der Bakterienstimme: Absolute Phagozytoseleistung (CFU/Well) von
PMs, die mit verschiedenen Toll-like-Rezeptor-Agonisten inkubiert worden waren und denen jeweils
S. pneumoniae R6 und E. coli K1 zur Phagozytose angeboten wurden. Dargestellt sind die
Medianwerte mit 25./75.-Perzentilen (***p < 0,001; **p < 0,01; *p < 0,05). (a) Unstimulierte
Kontrollgruppen (S. pneumoniae n = 40, E. coli n = 60). (b) Jeweils LPS & P3C in uM im direkten
Vergleich (S. pneumoniae: Kontrolle n = 40, +LPS 0,01 n = 35, +P3C 0,1 n = 46; E. coli: Kontrolle
n =60, +LPS 0,01 n = 39, +P3C 0,1 n = 52).
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3.5 Einfluss von Glycopyrronium auf die Morphologie der Bakterien

Abbildung 3-21 zeigt exemplarisch die zytologischen Farbungen der Uberstande nach
Phagozytose von S. pneumoniae R6 aus den Gruppen Kontrolle (a), Glycopyrronium 10 uM
(b), Glycopyrronium 1 uM (c), Glycopyrronium 0,1 uM (d).

Es kommt zu keiner Verénderung der Pneumokokken-Ketten unter dem Einfluss von
Glycopyrronium. Ebenso ist auch keine Korrelation zwischen Konzentration wvon

Glycopyrronium und Lange der Pneumokokken-Kette zu finden.

@

(b)
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(©

(d)

Abbildung 3-21 Zytologische Farbungen der Uberstinde mit Methylenblau nach der Phagozytose.
Kalibrierung: 100 um. (a) Kontrollgruppe, die mit Phosphatpuffer iiber 24 h inkubiert wurde. (b)
Pneumokokken nach Inkubation mit Glycopyrronium 10 uM Uber 24 h (¢) Pneumokokken nach

Inkubation mit Glycopyrronium 1 puM iiber 24 h (d) Pneumokokken nach Inkubation mit
Glycopyrronium 0,1 uM iiber 24 h.
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4. Diskussion

In Deutschland waren 2010 schatzungsweise 6,8 Millionen Menschen an COPD erkrankt,
bis 2030 wird mit einem Anstieg auf 7,9 Millionen gerechnet. Das entspricht derzeit ca. 10-
12% aller Erwachsenen tber 40 Jahre (Stoll 2018). Jeder flinfte Patient wird innerhalb eines
Jahres aufgrund von Exazerbationen stationdr behandelt (Miravitlles et al. 2007). Die
Letalitdt nach Krankenhausaufenthalt liegt innerhalb des ersten Jahres zwischen 12 und 33%
(Halpin et al. 2017). Die durch inhalative Gabe von Glycopyrronium hervorgerufene
Bronchodilatation erzielt eine Verbesserung der Lungenfunktion bei Patienten mit COPD
(Vogelmeier und Banerji 2011). Zudem zeigt sich eine Reduktion der Exazerbationen um
mehr als ein Drittel (Kerwin et al. 2012). Die anfangs erwahnten lebensbedrohlichen
Infektionen, verursacht durch S. pneumoniae und E. coli, treten geh&uft durch mulitresistente
Stamme ohne geeigneten Impfschutz auf (Ip et al. 2001). CBPs werden von allen
Pneumokokken-Serotypen gebildet und lassen sich durch einen Uberschuss an Cholin direkt
inhibieren (Maestro et al. 2007; Hernandez-Rocamora et al. 2009). Das
nebenwirkungsreiche Spektrum von Cholin in hohen Konzentrationen steht jedoch dem
klinischen Einsatz entgegen, sodass die bereits klinisch verwendeten Anticholinergika in
therapeutischen Dosierungen fur diese Arbeit in Frage kamen.

Deshalb bildet der Einfluss von Glycopyrronium als potentes Anticholinergikum auf die
Phagozytose von S. pneumoniae und E. coli durch Makrophagen und Mikrogliazellen den
Schwerpunkt dieser Promotionsarbeit.

Neben der Wachstumskinetik der verwendeten Inokula wurde ein WST-1-Zellviabilitatstest
mit den in den Phagozytoseversuchen eingesetzten Substanzen auf die Peritoneal- und
Alveolarmakrophagen zum Ausschluss einer eventuellen Toxizitdt durchgefiihrt. Nach
weiteren Vorversuchen zur Phagozytosedauer, Anzahl an Makrophagen/Well und
Blutbeimischung im Well wurde der bewahrte Phagozytose-Assay muriner Mikrogliazellen
(Ribes et al. 2009) auf Peritoneal- und Alveolarmakrophagen (bertragen und fir S.
pneumoniae und E. coli etabliert. Zusétzlich zu dem Einfluss der Inkubation von Bakterien
mit Glycopyrronium wéhrend ihres Wachstums auf die Phagozytoseleistung der
Makrophagen wurde bei den Phagozytoseversuchen der Einfluss des Alters der Mause vom
Stamm C57BL/6J (10 und 20 Wochen alte Mduse) untersucht.
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4.1 Auswahl von Glycopyrronium und dessen Konzentration

Als Ribes et al. 2013 das Anticholinergikum Ipratropium und die Cholin funktionalisierten
Dendrimere untersuchten, war die Phagozytoseleistung der Mikrogliazellen bei S.
pneumoniae signifikant erhoht. Um diese Erkenntnisse zu erweitern, entschieden wir uns fur
den Einsatz von Glycopyrronium als gleichwertig potentes Anticholinergikum mit dem
identischen Einsatzbereich in der Therapie der COPD. Hinzu kam die Tatsache, dass bei
COPD héufig pulmonale Infektionen mit S. pneumoniae zu Exazerbationen filhren (Sethi
und Murphy 2008). Daher war besonders die Untersuchung der AMs als Zellen der ersten
Immunabwehr ein Fokus dieser Arbeit.

Pahl et al. (2006) wiesen einen synergistischen Effekt von Glycopyrronium in Kombination
mit einem Glucocorticoid bei humanen Monozyten in der Freisetzung von
Tumornekrosefaktor-alpha  nach.  Hierbei  verwendeten sie  Glycopyrronium-
Konzentrationen von 0,001 uM bis 10 uM. Diese hatten keinen Einfluss auf die Freisetzung
von LPS-stimulierten Zytokinen aus den Monozyten.

Bei der Therapie der COPD werden inhalative Gaben einmal téglich von 44 pg
Glycopyrronium  verabreicht. Unter dieser Einnahme konnte eine maximale
Plasmakonzentration von ca. 0,5 nM gemessen werden. Nach &hnlich hoher
gewichtsadaptierter inhalativer Gabe im tierexperimentellen Modell betrug die
Plasmakonzentration bei Ratten maximal ca. 30 nM (Australian Public Assessment Report
for Glycopyrronium 2013).

Infolgedessen entschieden wir uns fiir Konzentrationen des Glycopyrroniums in den
Versuchsreihen mit Makrophagen und Mikrogliazellen von 0,3 nM bis 10 uM mit dem Ziel,
eine  mogliche Phagozytose-steigernde Wirkung sicher abbilden zu konnen. Die
Zytotoxizitat der gewdéhlten Konzentrationen konnte durch den Zellviabilitatstest sicher

ausgeschlossen werden.
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4.2 Diskussion der Methode

4.2.1 Bakterien

Die Kapsel von Pneumokokken stellt einen Virulenzfaktor dar und schiitzt die Bakterien vor
der Phagozytose (Hoskins et al. 2001). Das Bakterium S. pneumoniae R6 ist hingegen
unbekapselt. Daher ergibt sich eine gesteigerte Phagozytoserate bei diesem Pneumokokken-
Stamm gegeniiber dem bekapselten Stamm D39 (Tuomanen et al. 1995). Murine
Mikrogliazellen phagozytieren ca. 10x mehr Pneumokokken vom Stamm R6 als D39 (Ribes
et al. 2010).

Wegen des Vorteils der gesteigerten Phagozytoserate wéhlten wir den Pneumokokken-
Stamm R6 aus. Bei allen Pneumokokken-Stamme sind CBPs zu finden (Crain et al. 1990;
Yother und White 1994).

Bei E. coli sind bislang keine klassischen CBPs auf der Bakterienoberflache bekannt. Eine
direkte Inhibition von CBPs durch Anticholinergika wie bei den Pneumokokken-Stammen
ist somit unwahrscheinlich. Jedoch scheint eine indirekte Inhibition durch Cholinanaloga
uber spezifische zellwandgebundene Cholin-Transporter zu existieren (siehe 1.2.3).
Landfald und Strgm (1986) beschrieben den Bet-Signalweg. Dieser fuhrt letztendlich bei
Inhibition zu Destabilisierung der Zelle (Tgndervik und Strem 2007). Aus diesem Grund
besteht die Mdéglichkeit der gesteigerten Phagozytose von E. coli. Auch die verminderte
Expression von betT mit folglich weniger Transportern (BetT) in der Zellwand, die Cholin
in die Zelle aufnehmen und zu Betain umwandeln, kénnte sich dysregulierend auf die Zelle
auswirken.

In unseren Versuchen beobachteten wir keine Auswirkung von Glycopyrronium auf die
Phagozytose von E. coli. Grund hierfir kénnte die fehlende Wirkung der daher vermutlich
sehr schwachen Inhibition des Glycin-Betain-Signalweges sein. Die Hypothese einer
Dysregulation der Zelle mit dem Effekt einer gesteigerten Phagozytose von E. coli kann

demnach nicht bestatigt werden.

4.2.2 Bestimmung der Bakterienkonzentration

Um die Bakterienkonzentrationen so genau wie mdglich zu bestimmen, war es nétig
Verdunnungsreihen auszuplattieren und so einzelne Kolonien zu detektieren (siehe
Abbildung 2-1; 2-2). Einzelne Bakterienzellen konnen entweder eine eigene Kolonie bilden
oder aber bei starker raumlicher Begrenzung auf der Blutagarplatte falschlicherweise mit

anderen Zellen zu einer Kolonie fusionieren. Die Anzahl der lebenden Zellen lasst sich nicht
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fehlerfrei bestimmen, weil trotz Verdinnung einzelne Bakterienzellen aneinanderkleben
kdnnen und dann zusammen eine CFU bilden. Fiir die Auswertung wurden deshalb die CFUs
verwendet. Dementsprechend wurden CFUs mit nicht zahlbar hoher Dichte und
unverh&ltnismalig hoher Anzahl in grof3en Verdiinnungsstufen vernachlassigt.

Im Allgemeinen sind Messunsicherheiten durch Fehlereinflisse beim Pipettieren und
ungeniigendes Durchmischen einer Suspension oder des Verdinnungsmediums nicht
vollkommen auszuschlieRen (siehe 2.9.5). Durch mehrfache Wiederholung der Experimente
sowie genaues und sorgfaltiges Arbeiten konnten diese Fehlerquellen auf das Geringste

reduziert werden.

4.2.3 Gewinnung von Makrophagen

Zhang et al. beschrieben 2008 ein detailliertes Verfahren zur Isolation von murinen
Peritoneal- und Alveolarmakrophagen. Das Anlernen und Beherrschen dieser Techniken
stellte sich fur die Gewinnung der PMs im Vergleich zu den AMs einfacher dar (siehe 2.5.1).
Die Préparation der Trachea und damit Gewinnung von AMs erforderte viel Geschick bei
Vorhandensein mehrerer kleiner verletzlicher Strukturen im Halsbereich der Maus (siehe
2.5.2). Durch schonende und blutungsarme Prdparation konnte eine hohe Ausbeute an
vitalen Zellen erreicht werden.

Bei der Gewinnung von Makrophagen kam es gelegentlich zur Kontamination durch
Blutzellen, zum einen durch die Injektionsnadel bei intraperitonealer Punktion, zum anderen
durch die Praparation der Trachea und moglicher intrapulmonaler Verletzung bei
Kanulierung durch die Brauntle®. Die Blut-kontaminierten Proben waren sowohl
makroskopisch durch blutig tingiertes Material als auch mikroskopisch aufgefallen. In den
Vorversuchen zeigte sich, dass eine Blutbeimengung die Phagozytoseleistung unter LPS und
P3C falsch-positiv beeinflusst. Ein stimulatorischer Effekt der Blutbeimengung auf
Glycopyrronium konnte jedoch ausgeschlossen werden. Resultierend wurde kontaminiertes
zytologisches Material verworfen. Moglich wére, dass trotz mikro- und makroskopischer
Sichtung des Materials eine geringe Menge an Blutbestandteilen die VVersuche beeinflusste.
Diese mdogliche Fehlerquelle liel sich durch eine groBe Anzahl an unabhéngigen

Experimenten und viele Stichproben mdglichst geringhalten.
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4.3 Auswirkung von Glycopyrronium auf das Wachstum von S.

pneumoniae und E. coli sowie die Morphologie der Bakterien

Glycopyrronium  beeinflusste in  den untersuchten Konzentrationen nicht das
Bakterienwachstum von S. pneumoniae und E. coli. Wir konnten definitiv sicherstellen, dass
durch Glycopyrronium keinerlei Modifizierung der Wachstumskinetik vorliegt und per se
kein wachstumshemmender oder wachstumsfordernder Einfluss auf die Bakterien besteht.
Dieser Effekt hatte sonst die Auswertung der gesamten Folgeversuche erschwert.

Die Morphologie der Bakterien betreffend kam es zu keiner Verdnderung der
Pneumokokken-Ketten unter dem Einfluss von Glycopyrronium. Eine Korrelation zwischen
Konzentration von Glycopyrronium und Lange der Pneumokokken-Ketten konnte nicht
bestétigt werde. Es scheint als wiirde schon die unveranderte Morphologie vorgeben, dass
Glycopyrronium keine Auswirkung auf die CBPs hat. Die von Ribes et al. (2013)
verwendeten Cholin-funktionalisierten Dendrimere erzielten die Formation langer
Pneumokokken-Ketten, welche leicht durch Mikrogliazellen phagozytiert wurden. Bei
LytA/B mutierten Pneumokokken-Stdmmen bildete sich eine Kettenldnge von tber 100
Zellen. Die Mutation verhinderte die Pneumokokken-Zellseparation am Ende der Zellteilung
(Garcia et al. 1999). Unserer Hypothese entsprechend sind langere Kokken-Ketten ein
leichteres Ziel fur die Makrophagen. Umgekehrt kdnnen kurze Pneumokokken-Ketten
aufgrund ihrer geringen GroRRe Komplementablagerungen und anschlieBendes Eliminieren
durch professionelle Phagozyten effektiver umgehen (Dalia und Weiser 2011). S.
pneumoniae ist als Diplokokke vor allem bei einer Sepsis zu finden, um die geringste

Angriffsflache fur Makrophagen zu bieten (Rodriguez et al. 2012).
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4.4 Auswirkung von Glycopyrronium auf die Phagozytose von

Makrophagen und Mikrogliazellen

Der bewahrte Phagozytose-Assay muriner Mikrogliazellen (Ribes et al. 2009) konnte auf
Peritoneal- und Alveolarmakrophagen ubertragen werden. In Vorversuchen wurden die
Phagozytosedauer und die Anzahl der Makrophagen/Well fur S. pneumoniae und E. coli

festgelegt.

4.4.1 Auswirkung der Phagozytosedauer und Anzahl der Makrophagen/Well auf die
Phagozytose

Die Annahme, je langer die Inkubationszeit mit den Pneumokokken, umso héher die
Phagozytoseleistung der Makrophagen, konnte durch unsere Versuche nicht belegt werden.
Der groflite Unterschied bei der Phagozytose von S. pneumoniae nach Stimulation mit dem
TLR-1/2-Agonisten war fur die kirzeste Inkubationszeit nach 30 min zu messen (siehe
Abbildung 3-7). Vermutlich bestand zu Beginn der Inkubation mit Pneumokokken eine hohe
Aktivitat der Makrophagen durch eine anfanglich hohe Bakteriendichte. Je l&nger die
Inkubationszeit, umso geringer die extrazellulare Dichte bei zunehmender Anzahl
intrazelluldrer Bakterien. Ein potentieller Séattigungseffekt mit Immobilitdt der
Makrophagen ware weiter zu erforschen. Auch die unter dem Mikroskop nachgewiesene
kurze Kettenldnge der Pneumokokken konnte sich im zeitlichen Verlauf verstérkt auf die
Umgehung der Phagozytose auswirken. Die vorbekannte optimale Inkubationszeit fiir E. coli
wurde mit 90 min beibehalten (Ribes et al. 2009).

60 000 Makrophagen/Well ergaben nach Ko-Inkubation mit dem TLR-1/2-Agonisten eine
signifikante Steigerung der Phagozytoseleistung (p = 0,0001), die bei der Halfte dieser
Anzahl an Makrophagen, 30 000 Makrophagen/Well, nicht nachweisbar war (siehe
Abbildung 3-8). Eine geringe Phagozytoseleistung verursacht durch eine zu geringe Anzahl
an Makrophagen konnten wir so durch permanentes Arbeiten mit 60 000 phagozytierenden

Zellen/Well ausschlielen.
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4.4.2 Keine Auswirkung von Glycopyrronium auf die Phagozytose

Unsere Ergebnisse zeigen, dass die Stimulation von Makrophagen und Mikrogliazellen
durch TLR-1/2-, TLR-4- oder TLR-9-Agonisten ihre Fahigkeit erhéhen, sowohl S.
pneumoniae als auch E. coli zu phagozytieren.

Glycopyrronium  hingegen  hatte in  der  Auswertung aller  Versuche
konzentrationsunabhéngig keine Auswirkung auf die Phagozytoseleistung. Weder die
Peritoneal- und Alveolarmakrophagen noch die Mikrogliazellen lieRen sich signifikant
stimulieren.  Wir priften dazu die Phagozytoseleistung mit Ko-Inkubation von
Glycopyrronium und den einzelnen TLR- Agonisten, auch hier blieb der Erfolg aus.
Entgegen unserer Hypothese ergab sich in den hier durchgefiihrten Versuchen kein Hinweis
das Glycopyrronium die Cholin-bindenden Proteine der Pneumokokken inhibierte. Die unter
1.2.3 beschriebenen CBPs gelten bei Pneumokokken als sicher erforschte Virulenzfaktoren.
In friheren Arbeiten ist zum Beispiel der Funktionsverlust von LytB einhergehend mit einer
verringerten nasopharyngealen Besiedlung von S. pneumoniae bei Ratten dokumentiert
(Gosink et al. 2000). Bei unseren Versuchen gab es demnach keinen Funktionsverlust von
LytA oder LytB. Die naturliche Autolyse und Zellseparation zum Trennen einzelner
Pneumokokken erfolgte ungehindert (Garcia et al. 1999). Bestatigend hierzu war die
unveranderte Morphologie der Pneumokokken (siehe 4.3). Flr die vermuteten CBPs bei E.
coli ergab sich in unseren Versuchen kein Hinweis, sodass auch hier kein Einfluss messbar
war (siehe 4.2.1).

In allen Versuchen wurde Glycopyrronium mit der Stimulation durch TLR-1/2-, TLR-4-
oder TLR-9-Agonisten verglichen. Die in der Einleitung beschriebenen TAs und LTAs sind
Liganden des TLR-2 (Haddadi et al. 2015). Wird dieser mit TLR-1/2-Agonisten stimuliert,
kann eine Steigerung der Phagozytoseleistung erreicht werden (Ribes et al. 2009; 2010). Die
Steigerung durch TLR-Agonisten zeigte im Bakterienvergleich sogar innerhalb der Gruppen
teilweise erhebliche Schwankungen. Lediglich die Mikrogliazellen wurden durch alle drei
TLR-Agonisten signifikant stimuliert, sodass sich eine gesteigerte Phagozytose von S.
pneumoniae darstellte. Im Vergleich S. pneumoniae vs. E. coli ergab die Stimulation von
PMs und AMs mit TLR-Agonisten in der Zusammenschau der jeweiligen Versuche
unterschiedliche Phagozytoseleistungen von Pneumokokken (siehe Abbildungen 3-19 und
3-20). Diese grolie Streubreite der phagozytierten Pneumokokken in den einzelnen
Versuchen ist mdoglicherweise auf die beschriebenen CBPs bei S. pneumoniae
zurlckzufihren. Diese Virulenzfaktoren kdnnen daher fur die erschwerte Phagozytose der

Pneumokokken verantwortlich sein (Crain et al. 1990). Selbst die eigentlich unstimulierte
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Kontrollgruppe der Pneumokokken unterlag sehr grofien Schwankungen trotz hoher Anzahl
an Wells (AMs n = 12; PMs n = 40). Diese erhohte Ausgangsstimulation kann einerseits
durch Kontamination mit Stimulanzen bei den Pipettierarbeiten, wie unter 4.2.2 beschrieben,
bedingt gewesen sein. Andererseits lasst sich eine peritoneale und pulmonale VVorstimulation
der phagozytierenden Zellen in situ unmittelbar vor Préparation nicht sicher ausschlie3en.
Letztendlich kann die genaue Ursache flr Schwankungen der Phagozytose an dieser Stelle
nicht geklart werden. E. coli hingegen wurde immer mit TLR-Agonisten stimulierten
Peritoneal- und Alveolarmakrophagen vermehrt phagozytiert. Aufféallig hierbei sind die
Altersgruppen im direkten Vergleich (10 vs. 20 Wochen). AMs alterer Mause (20 Wochen)
entwickelten anders, als zu erwarten war, eine signifikant gesteigerte Phagozytose nach
Stimulation mit TLR-4-Agonisten (siehe Abbildung 3-15). Wong et al. (2017) erforschten
das Altern der AMs hinsichtlich der Auswirkung auf die Phagozytose. Unter anderem
induzierte das Altern der AMs die Retention von neutrophilen Granulozyten in der Lunge
waéhrend einer pulmonalen Infektion und sorgte so fur eine Beeintrdchtigung der
Phagozytose. In unseren Versuchen kdnnten die AMs jiingerer Méuse jedoch aufgrund der
kurzen Zeit nach Geburt noch nicht vollstdndig ausgereift sein. Somit hatten die AMs é&lterer
Méuse eine gesteigerte Phagozytose. Zur Bestdtigung dieser Vermutung sind erneute
Versuche mit einem groReren Altersunterschied wie z. B. 20 Wochen vs. 10 Monate
empfehlenswert.

Andersherum verhalten sich die PMs jiungerer M&use (10 Wochen). Diese PMs haben eine
signifikant erhohte Phagozytoseleistung nach Stimulation mit TLR-4-Agonisten (siehe
Abbildung 3-18). Bei élteren Mausen verschlechtert sich das Immunsystem mit
resultierender Infektanfalligkeit. Linehan et al. (2014) konnten nachweisen, dass PMs von
jungen Mausen, die in das Peritoneum alter Mause injiziert wurden, eine beeintréchtigte
Phagozytose haben. Sie flhrten diese altersbedingten Defekte der Phagozytose auf die

Veranderung der Gewebefaktoren des Peritoneums zuriick.
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4.5 Ausblick

Obwohl all unsere Experimente auf einen fehlenden Effekt von Glycopyrronium auf die
Phagozytose von S. pneumoniae und E. coli durch Makrophagen und Mikrogliazellen
hinwiesen, stellt die Forschung mit synthetischen Strukturen, die CBPs inhibieren, weiterhin
einen interessanten Aspekt dar. Ribes et al. (2013) zeigten erfolgreich den Phagozytose-
steigernden Effekt durch Inhibition der CBPs mit Strukturen auf, die Cholinendgruppen
enthalten. Trotz der negativen Ergebnisse dieser Arbeit stehen heute die CBPs noch immer
als Ziel der antimikrobiellen Therapie der Pneumokokken im Vordergrund. Die aktuelle
Forschung legt nahe, CBPs konnten als Phagozytose-Enhancer vielversprechende nicht
Iytische antimikrobielle Kandidaten, basierend auf der natirlichen Aktivierung des
Immunsystems, darstellen (Roig-Molina et al. 2020). Es folgen daher sicherlich noch weitere
Arbeiten zu den CBPs und deren Einsatz zur Bekdmpfung von Pneumokokken-Infektionen,
besonders vor dem Hintergrund eines nicht vorhandenen Impfschutzes gegen alle
Pneumokokken-Serotypen und der fortschreitenden Entwicklung von multiresistenten
Stammen (Cartwright 2002).

AbschlieBend birgt einerseits die Anwendung von Glycopyrronium in der
bronchodilatatorischen Therapie der COPD kein Risiko hinsichtlich einer medikamentds-
getriggerten erhdhten pulmonalen Infektanfalligkeit. Andererseits zeigen unsere Ergebnisse,
dass das klinische Bild einer foudroyanten pneumogenen Sepsis nicht durch die vorherige
inhalative Therapie und der damit vermuteten verstarkten pulmonalen Abwehrmechanismen

verhindert werden kann.
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5. Zusammenfassung

Streptococcus pneumoniae und Escherichia coli sind verantwortlich flr eine Vielzahl von
lebensbedrohlichen Infektionen wie Pneumonie, Sepsis und Meningitis. Multiresistente
Erreger verbreiten sich trotz der Durchfihrung von Impfungen zunehmend, da ein
Impfschutz nur gegen eine begrenzte Anzahl an Pneumokokken-Serotypen gewahrleistet
werden kann. Flr Escherichia coli gibt es nur zur Vorbeugung von Harnwegsinfektionen
eine Impfung. Cholin-bindende Proteine auf der Oberflache zumindest aller Pneumokokken
wirken als Virulenzfaktor und bieten so ein therapeutisches Ziel zur Bekampfung von
Pneumokokken-Infektionen. Die Inhibition dieser Cholin-bindenden Proteine durch potente
Anticholinergika wurde bereits erfolgreich eingesetzt, um eine erhdhte Phagozytose von
Pneumokokken durch ein modifiziertes Bakterienwachstum zu erzielen. Wir vermuteten bei
Escherichia coli eine indirekte Inhibition tber cholinerge Transporter auf der Zellwand zur
Synthese von Glycin-Betain und damit der Zellstabilitat.

In dieser Arbeit wurde daher die Auswirkung von Glycopyrronium auf das
Bakterienwachstum und die Bakterien-Phagozytose durch murine Peritonealmakrophagen,
Alveolarmakrophagen und Mikrogliazellen von Streptococcus pneumoniae und Escherichia
coli untersucht. Glycopyrronium bindet an cholinerge Rezeptoren und wird hauptséchlich
zur Behandlung von Patienten mit einer chronisch obstruktiven Lungenerkrankung
eingesetzt. Durch eine verbesserte Lungenfunktion wird die Anzahl der Exazerbationen
reduziert und moglicherweise eine Infektion durch eine erhohte Phagozytoserate
abgeschwacht. Streptococcus pneumoniae und Escherichia coli wurden waéhrend ihres
Wachstums mit Glycopyrronium inkubiert. Zudem wurden sie zur Bestimmung der
Phagozytoseleistung mit den mit Glycopyrronium und Toll-like-Rezeptor-Agonisten
stimulierten Makrophagen und Mikrogliazellen ko-inkubiert.

Glycopyrronium  beeinflusste in den untersuchten Konzentrationen nicht das
Bakterienwachstum von Streptococcus pneumoniae und Escherichia coli. Ebenfalls
beeinflusste es nicht die Lange der Kokken-Ketten von Streptococcus pneumoniae. Daruber
hinaus hatte Glycopyrronium keine Auswirkung auf die Fahigkeit von Peritoneal- und
Alveolarmakrophagen sowie Mikrogliazellen, Streptococcus pneumoniae oder Escherichia
coli zu phagozytieren.

Entgegen den Erwartungen ergab sich in den hier durchgefiihrten Versuchen kein Hinweis

das Glycopyrronium konzentrationsunabhangig die Cholin-bindenden Proteine der
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Pneumokokken inhibierte. Ebenso war fur Glycopyrronium in den hier durchgefiihrten
Versuchen keine gesteigerte Phagozytose durch Inhibition cholinerger Transporter auf der
Zellwand bei Escherichia coli nachweisbar. Da Glycopyrronium keine Beeintrachtigung der
Bakterien-Phagozytose der Makrophagen und Mikrogliazellen zeigte, kann es unbedenklich
als Therapeutikum eingesetzt werden. Die pulmonale Infektanfalligkeit wird zum einen
durch Glycopyrronium nicht gesteigert. Zum anderen fuhrt der Gebrauch des Medikamentes
wahrend eines bestehenden Infektes zu keinem Schaden.

Auch heute noch stehen die Cholin-bindenden Proteine als Ziel der antimikrobiellen
Therapie im Fokus der Forschung. Durch Inhibition dieser Cholin-bindenden Proteine l&sst
sich die Verbreitung aller Pneumokokken-Serotypen bei geringer Wahrscheinlichkeit der

Resistenzbildung einddmmen.
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