
Pulmonale Infektionskrankheiten, die durch verschiedene Erre−
ger bedingt sein können, sind in der humanmedizinischen Pneu−
mologie nach wie vor von erheblicher Relevanz. Auch in der Tier−
medizin stellen infektiös bedingte Atemwegs− und Lungener−
krankungen einen Schwerpunkt des tierärztlichen Aufgabenfel−
des dar. Das Bindeglied zwischen den verschiedensten Spezies
sind Tiermodelle, die in beiden Fachrichtungen genutzt werden,
um einerseits die Pathogenese pulmonaler Infektionen aufzuklä−
ren und um andererseits therapeutische Interventionsmöglich−
keiten zu evaluieren.

Der innerhalb des 46. Jahreskongresses der DGP durchgeführte
interdisziplinäre Workshop über pulmonale Infektionsmodelle
verfolgte das Ziel, den Informationsaustausch zwischen der Hu−
manmedizin und Veterinärmedizin zum beiderseitigen wissen−
schaftlichen und praktischen Nutzen zu fördern. An unterschied−
lichen Tierarten (Maus bis Großtier) wurden die Möglichkeiten
und die Grenzen von In−vivo−Modellen beleuchtet. Komplettiert
wurde das methodische Repertoire durch zukunftsweisende In−
vitro−Techniken, wie Untersuchungen an lebenden Lungen−
schnitten oder Fish−Analysen von Biofilmen, mit denen Erreger−
Wirt−Interaktionen studiert werden können. Insgesamt bot der
Workshop vielfältige Möglichkeiten zum interdisziplinären Aus−
tausch und zur fachübergreifenden Kommunikation, die auch in
Zukunft weiter gepflegt und ausgebaut werden sollten.
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Seit Beginn der Erforschung der pathophysiologischen Grundla−
gen von Atemwegserkrankungen spielen krankheitsbezogene
Tiermodelle eine zentrale Rolle. Standen zu Anfang insbesondere
infektiologische Fragestellungen im Vordergrund, hat sich in den
letzten Jahren das Spektrum der Erforschung von akuten und
chronischen pulmonalen Krankheitsprozessen mithilfe von Tier−
modellen in großem Maße erweitert. Der gezielte Einsatz von
Modellen wie dem Schwein, Kalb aber auch Nagetieren ermög−
licht heute die Beantwortung relevanter infektiologischer, im−
munologischer und onkologischer Fragestellungen. Hier hat es
sich in letzter Zeit bewährt, dass sowohl Großtier− als auch Klein−
tiermodelle zur Verfügung stehen, da aus ethischen Gründen
Untersuchungen am Menschen nicht möglich sind. Die Korrelati−
on der pulmonalen Pathologie des Menschen mit einem sorgfäl−
tig ausgewählten Tiermodell ermöglicht heute die Beantwortung
wichtiger physiologischer Fragen und therapeutischer Ansätze.

Insbesondere ist in den letzten Jahren durch die Entwicklung von
transgenen Tiermodellen eine gezielte Analyse von relevanten
Kandidatengenen als Ursache von Erkrankungen wie den pulmo−
nalen Neoplasien, aber auch der obstruktiven Atemwegserkran−
kungen möglich gemacht worden. Die gezielte Überexpression

Die Bedeutung von Tiermodellen als Mittler zwischen
Forschung und Klinik

C. GrohØ, Universitätsklinikum Bonn, Medizinische Universitäts−
Poliklinik
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oder Ausschaltung von einzelnen Genen bzw. von Signalkaska−
den in der Lunge transgener Tiere erfordert jedoch im In−vivo−
Modell eine anschließende, umfassende Analyse der Mechanis−
men. Da in letzter Zeit insbesondere auf dem Gebiet der Entwick−
lung von transgenen Mausmodellen ein deutlicher Fortschritt er−
zielt worden ist, wurde eine Adaptation der entsprechenden
Analyseparameter für diese Kleintier− bzw. Nagetiermodelle not−
wendig. Die Entwicklung von relevanten Lungenfunktionspara−
metern ebenso wie die weitergehende Beschreibung der Einzel−
zellanalysen, z.B. durch Durchflusszytometrie, aber auch durch
chipbasierte Genprofilanalysen ermöglicht heute eine genauere
Beschreibung der zugrunde liegenden Pathomechanismen. Die
Kombination dieser Methoden eines krankheitsbezogenen Tier−
modells, z.B. in der Ursachenerforschung der obstruktiven Atem−
wegserkrankungen, stellt heute eine komplexe Vernetzung ver−
schiedener Ex−vivo− und In−vivo−Techniken dar. Die weitergehen−
de Manipulation der zugrunde liegenden Modelle mittels Stimu−
lation (z.B. durch Inhalation bzw. Injektion pathophysiologisch
relevanter Noxen) führte ebenfalls zu einer Erweiterung des
Spektrums.

Die Entwicklung neuer Lungenfunktionsanalyseparameter der
murinen Modelle hat einen enormen Zuwachs an Informationen
bedeutet. Dieser Zuwachs an Informationen bedarf jedoch in den
nächsten Jahren einer weitergehenden Validierung und Bezug−
nahme auf die bereits gut etablierten Großtiermodelle.

Die Charakterisierung der krankheitsbezogenen Tiermodelle ist
die Grundlage zur Entwicklung neuer therapeutischer Strate−
gien. Insbesondere stehen nun Tiermodelle zur Verfügung, die
eine gezielte Überprüfung eines therapeutischen Ansatzes, z.B.
Untersuchung von pharmakologischen Agonisten bzw. Antago−
nisten gegen Rezeptoren oder Signalkaskaden möglich macht.
Die weitere Analyse dieser therapeutischen Ansätze ist anschlie−
ßend mittels der Lungenfunktionsanalyse bzw. von Einzelzell−
messungen möglich. All diese Bemühungen unterstreichen die
Bedeutung von Tiermodellen zur Planung und Optimierung the−
rapeutischer Strategien der patientenbezogenen Forschung. Eine
weitergehende Forschung der zugrunde liegenden Mechanis−
men dieser verschiedenen Krankheitsbilder ermöglicht die Ent−
wicklung gezielter therapeutischer Strategien in Krankheitsbe−
reichen, die weiterhin eine hohe Rezidivrate bzw. eine erhebliche
Limitierung der Lebenserwartung bedeuten, wie z.B. den pulmo−
nalen Neoplasien oder durch eine erhebliche Morbidität belastet
sind wie die Pneumonien.

Modelle pulmonaler Infektionen bei Großtieren ±
speziesspezifische Unterschiede

P. Reinhold, Friedrich−Loeffler−Institut (FLI) ± Bundesforschungs−
institut für Tiergesundheit, Standort Jena

Einleitung

Im Zeitalter der modernen Molekularbiologie werden interes−
sante neue Ergebnisse auf zellulärer und molekularer Ebene ge−
wonnen. Ob aus In−vitro−Systemen stammende Phänomene in
gleicher Weise im Gesamtorganismus vorkommen und welche
pathogenetische Relevanz ihnen in vivo zuzuschreiben ist, kann
nur im integrierten Tiermodell erforscht werden.

Nicht nur in der pneumologischen Forschung sind Labornager,
und hier insbesondere Mäuse, die zurzeit wohl am häufigsten
verwendeten Spezies bei der Etablierung und Nutzung von Tier−
modellen. Die Gründe hierfür sind unter anderem eine leichte
Verfügbarkeit von genetisch definierten Versuchstieren, die rela−
tiv gute immunologische Charakterisierung, eine günstige Kos−
ten−Nutzen−Rechnung sowie die schnelle Verfügbarkeit publi−
zierbarer Ergebnisse.

Größere Tierarten bis hin zu landwirtschaftlichen Nutztieren
werden hingegen weniger häufig für Forschungszwecke einge−
setzt. Gerade letztere bieten aber folgende Vorteile:
± Spontan auftretende respiratorische Erkrankungen bei einer

bestimmten Tierart sind in Ätiologie und Pathogenese oft ver−
gleichbaren respiratorischen Erkrankungen des Menschen
sehr ähnlich (z.B. Infektion mit Respiratorischen Synzytial Vi−
rus beim Kalb; Asthma der Katze; COPD des Pferdes), so dass
von einem weniger artifiziellen Modell als beim Labornager
ausgegangen werden kann.

± Tiere mit Körpermassen zwischen 50 und 100 kg (z.B. Kälber,
Schweine, Schafe) weisen dem Menschen vergleichbare phy−
siologische Bereiche für Kenngrößen der Lungenfunktion (Vo−
lumina, Atmungsstromstärken, Resistance etc.) auf.

± Durch moderne nicht−invasive diagnostische Methoden, die
an Tier und Mensch gleichermaßen unter Spontanatmung an−
wendbar sind kann sichergestellt werden, dass im Tierexperi−
ment identische Funktionsparameter erhoben werden wie
auch am humanen Patienten (direkte Vergleichbarkeit!).

± Aufgrund der längeren Lebensdauer von Großtieren im Ver−
gleich zum Labornager werden intra−individuelle Langzeitun−
tersuchungen möglich ± eine Voraussetzung zur Etablierung
von Modellen für chronische Erkrankungen.

Bedingt durch speziesspezifische Besonderheiten in Struktur
und Funktion des respiratorischen Systems wird letztendlich
kein Tiermodell in der Lage sein, alle Charakteristika einer respi−
ratorischen Erkrankung des Menschen widerzuspiegeln. Bei der
Wahl einer bestimmten Spezies zur Etablierung von Tiermodel−
len sollten jedoch die nachfolgend aufgeführten anatomischen
und funktionellen Unterschiede zwischen der Lunge des Men−
schen und den Lungen verschiedener Tierarten bekannt sein
und ± entsprechend der zu bearbeitenden Fragestellung ± Beach−
tung finden.

Reinhold P et al. Pulmonale Infektionsmodelle Pneumologie 2005; 59: 411 ± 427
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Morphologische Besonderheiten des respiratorischen
Systems verschiedener Spezies

Anatomie des Tracheobronchialbaumes
Das System der Atemwege unterliegt bei verschiedenen Säuge−
tieren sehr unterschiedlichen Verzweigungsmustern. Während
sich die Atemwege in der humanen Lunge (wie auch in der Lunge
größerer Tierarten) irregulär dichotom verzweigen, weisen die
Atemwegssysteme von Maus, Ratte und Hamster ein monopo−
diales Aufzweigungsmuster auf [1]. Eine Besonderheit bei Wie−
derkäuern (Rind, Schaf, Ziege) und Schweinen besteht darin,
dass der zum rechten kranialen Lungenlappen führende Bron−
chus noch vor der Bifurkation direkt von der lateralen Seite der
Trachea abzweigt.

Segmentanatomie der Lunge
Entsprechend des Segmentierungsgrades der Lungen werden 3
Typen der Säugerlungen unterschieden [2], deren typische Cha−
rakteristika in Tab.1 vergleichend dargestellt sind. Eine Ausnah−
me stellt die Lunge der Ziege dar, die einen geringen Lobulie−
rungsgrad (nur in den kranialen Lungenlappen) und eine dünne
Pleura aufweist [3]. Bezüglich der peripheren Atemwege sei an−
gemerkt, dass das Fehlen respiratorischer Bronchiolen nicht für
die Lungen von Schafen, Rindern und Schweinen, sondern auch
für die meisten Nagerlungen (inkl. Kaninchen) charakteristisch
ist [2].

Pulmonales Gefäßbett
Bezüglich speziesspezifischer Unterschiede und Besonderheiten
im Verlauf und in der Struktur der pulmonalen Gefäße sei auf ei−
nen Übersichtsartikel von Kay [4] verwiesen. Insbesondere die
Schichtdicke der glatten Muskulatur ist in den kleinen pulmona−
len Arterien, Arteriolen und Venen der meisten Tierarten stärker
ausgeprägt als beim Menschen, variiert aber zwischen verschie−
denen Tierarten erheblich. Für Studien, in welchen die pulmona−
le Perfusion beurteilt werden soll, kann im Prinzip davon ausge−
gangen werden, dass die Struktur der Gefäße mit den funktionel−
len Eigenschaften des pulmonalen Gefäßbettes korreliert ist.

Entsprechend der Empfindlichkeit, mit der die kleinen pulmona−
len Arterien auf vasokonstriktorische Stimuli (inklusive der al−
veolären Hypoxie) reagieren, können verschiedene Tierarten
wie folgt klassifiziert werden [5, 6]:
± stark reagibel: Rind, Schwein, Frettchen
± moderat reagibel: Ratte, Kaninchen, Katze, Pferd, Ziege
± kaum reagibel: Meerschweinchen, Hund.

Für Schafe schwanken die Literaturangaben zwischen mild und
moderat.

Besonderheiten der Lungenbelüftung im speziesspezifischen
Vergleich

Atmungsmechanik
Je höher der Segmentierungsgrad einer Lunge ist, desto höher ist
der Anteil bindegewebiger Strukturen innerhalb des Lungenge−
webes infolge bindegewebiger Septen zwischen den Segmenten.
In der Konsequenz weisen höher segmentierte Lungen auch hö−
here resistive Gewebewiderstände und verminderte Dehnbar−
keitseigenschaften (spezifische dynamische Compliance) auf.
Folglich ist die spezifisch zu leistende Atemarbeit zur Überwin−
dung der Widerstände beispielsweise bei Rindern und Schwei−
nen schon unter Ruheatmung größer als bei Mensch, Pferd,
Hund, Katze oder Ratte.

Kollaterale Ventilation
Das Vorhandensein von kollateralen Atemwegen (Kohnsche Po−
ren, Lambertsche Kanäle, Martinsche Kanäle) wurde für die Lun−
ge des Menschen, sowie für die Lunge von Hund, Katze, Kanin−
chen, Frettchen, Schaf und Pferd beschrieben und von Mitzner
[7] in einer Übersichtsarbeit zusammengefasst. Speziesspezifi−
sche Unterschiede bestehen dahingehend, dass die funktionelle
kollaterale Ventilation bei Hund, Katze und Kaninchen sehr
stark, jedoch bei Pferd und Schaf in deutlich geringerem Maße
an der alveolären Belüftung beteiligt ist. Weil Rinder und
Schweine nicht über die Möglichkeit verfügen, Alveolarbezirke,

Tab. 1 Lungentypen auf Basis der Segmentanatomie und deren spezifische Charakteristika (modifiziert nach [2] und [6])

Typ I Typ II Typ III

Rind, Schaf, Schwein Hund, Katze, Affe Pferd

Grad der Lobulierung hoch keine unvollständig

Pleura dick
(nutritive Versorgung durch Arteria
bronchialis)

dünn
(nutritive Versorgung durch Arteria
bronchialis)

dick
(nutritive Versorgung durch Arteria
bronchialis)

distale Atemwege

terminale Bronchien als dominierende distale Atemwege
vorhanden

fehlen vorhanden

respiratorische Bronchiolen kaum entwickelt vorhanden
(sehr gut entwickelt)

vorhanden
(aber weniger gut entwickelt)

kollaterale Ventilation nicht vorhanden bei Rind und Schwein
eingeschränkt vorhanden beim Schaf

sehr gut entwickelte kollaterale Atem−
wege

eingeschränkt vorhanden

Zirkulation

Termination der Bronchialarterie distale Atemwege distale Atemwege distale Atemwege & Alveolen

Shunts zwischen Arteria bronchialis
und Arteria pulmonalis

vorhanden
(beim Schwein allerdings nicht nachge−
wiesen)

nicht nachgewiesen vorhanden

Reinhold P et al. Pulmonale Infektionsmodelle Pneumologie 2005; 59: 411 ± 427
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deren zuführender Bronchus verlegt ist, über kollaterale Atem−
wege zu belüften, sind in Rinder− und Schweinelunge häufig Ate−
lektasen zu finden. In der Konsequenz neigen letztgenannte Tier−
arten zum Auftreten ventilatorischer Asynchronismen und re−
gionaler Inhomogenitäten bei der alveolären Ventilation.

Gasaustauschkapazität
Wie Tab. 2 widerspiegelt, variiert die Alveolarfläche in Relation
zur Körpermasse (KM) erheblich zwischen unterschiedlichen
Spezies. Im Vergleich zum Menschen (1,1 m2/kg) beträgt die Al−
veolarfläche pro kg KM beispielsweise beim Rind nur 0,6 m2/kg;
beim Hund jedoch 2,9 m2/kg und bei der Ziege 3,0 m2/kg.

Die funktionelle Konsequenz hieraus ist, dass bei Lungen mit ge−
ringerer Gasaustauschkapazität schon unter den Bedingungen
der Ruheatmung ein relativ größerer Anteil der totalen Lungen−
kapazität ventiliert werden muss. So beträgt beispielsweise die
Belüftungsrate der Lunge (ausgedrückt als das Verhältnis zwi−
schen Atemminutenvolumen und totalem Lungenvolumen)
beim Rind > 8, während sie bei anderen Säugern ± wie Katze,
Hund, Ziege, Mensch oder Pferd ± zwischen 1,3 und 2,8 angege−
ben wird.

Atmungsmuster
Aufgrund einer im Verhältnis zur Körpermasse kleinen Lunge
mit einer geringen spezifischen dynamischen Compliance kön−
nen Rinder und Schweine nur eine geringe Atemtiefe realisieren.
Demzufolge ist das mittlere Atemzugvolumen bezogen pro kg
Körpermasse (Vt/kg) bei Rindern und Schweinen geringer als
bei anderen Spezies (vgl. Tab. 2). Bezogen auf die Körpermasse
haben Jungtiere ein größeres Atemzugvolumen pro kg KM als
adulte Tiere. Innerhalb der eigenen Arbeitsgruppe wurde für lun−
gengesunde Kälber eine zum adulten Menschen vergleichbare
Atemtiefe von etwa 9± 11 ml/kg ermittelt [8± 10].

Da das Atemminutenvolumen (Vmin) ein Produkt aus Atemzug−
volumen (Vt) und der Atmungsfrequenz (fR) darstellt
(Vmin = Vt � fR), ist das Ventilationsmuster bei Spezies, deren
Atemzugvolumen im Vergleich zu anderen Tierarten limitiert
ist, durch eine höhere physiologische Atmungsfrequenz gekenn−
zeichnet (beispielsweise 20 ±30 Atemzüge pro Minute beim Rind

versus 12 ± 16 Atemzüge pro Minute beim Pferd mit vergleichba−
rer KM).

Totraumventilation
Das Verhältnis zwischen Totraumvolumen (Vd) und Atemzugvo−
lumen determiniert, welcher prozentuale Anteil des pro Atem−
zug inhalierten Volumens nicht am Gasaustausch teilnimmt.
Dieses Vd/Vt−Verhältnis variiert erheblich zwischen verschiede−
nen Spezies. Beispielsweise sind beim Menschen ± vergleichbar
zu Hund und Meerschweinchen ± etwa 30± 40% des inhalierten
Volumens reines Totraumvolumen, so dass etwa 60± 70% von Vt

am Gasaustausch teilnehmen. Im Gegensatz dazu kann der An−
teil des Totraumvolumens am Atemzugvolumen bei Großtieren
(wie Rind oder Pferd) zwischen 50% und 75 % betragen [11,12].

Konsequenzen von Struktur und Funktion der Lunge für
Tiermodelle

Anteil bindegewebiger Strukturen in der Lunge
Tierarten, deren Lunge durch einen ausgeprägten Segmentie−
rungsgrad gekennzeichnet ist (z.B. Rind, Schwein und Schaf),
weisen einen höheren Anteil bindegewebiger Strukturen inner−
halb des Lungengewebes auf als Tierarten ohne ausgeprägte Seg−
mentanatomie der Lunge (z. B. Hund und Katze). Bei der Auswer−
tung bildgebender diagnostischer Verfahren sollten bei den zu−
erst genannten Tierarten auffällige interstitielle Strukturen folg−
lich nicht irrtümlicherweise als Zeichen einer interstitiellen
Pneumonie interpretiert werden.

Lokalisation von Entzündungsprozessen
Jedes broncho−pulmonale Segment stellt eine in sich geschlosse−
ne funktionelle Einheit dar, welche durch Bindegewebe vom
Nachbarsegment abgegrenzt ist, über einen Segmentbronchus
belüftet und über ein funktionell zugehöriges Blutsystem per−
fundiert wird. Stark segmentierte Lungen bieten den Vorteil,
dass einzelne Segmente chirurgisch gut trennbar sind. Des Wei−
teren wird eine Ausbreitung von Entzündungen und Infektionen
durch die bindegewebigen Septen zwischen einzelnen Segmen−
ten und durch das Fehlen kollateraler Atemwege begrenzt. Folg−
lich sind in den zum Typ I gehörigen Lungen (vgl. Tab.1) Erkran−
kungsherde meist stark lokal begrenzt und scharf vom gesunden

Tab. 2 Daten zur Gasaustauschkapazität und Belüftung der Lunge bei verschiedenen Tierarten (modifiziert entsprechend der Angaben von
[28])

Alveolaroberfläche pro
kg Körpermasse

Alveolaroberfläche in Re−
lation zum O2−Verbrauch
des Organismus

Atemzugvolumen (Vt) in
Relation zum totalen
Lungenvolumen

Atemzugvolumen (Vt)
pro kg Körpermasse

Belüftungsrate
(Atemminutenvolumen
in Relation zum totalen
Lungenvolumen)

[m2/kg] [m2/ml O2] [%] [ml/kg]

Mensch 1,15 0,0051 11,0 9,9 1,32

Katze 2,81 0,0054 7,5 9,8 1,54

Hund 2,91 0,0078 14,0 15,7 2,80

Ziege 3,00 0,0082 7,8 9,7 1,47

Pferd keine Angaben keine Angaben 14,3 15,4 1,57

Rind 0,64 0,0025 29,0 7,4 8,71
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Nachbargewebe abgegrenzt (¹Läppchenpneumonie“). Eine aus−
geprägte Segmentanatomie der Lunge bietet demzufolge die
Möglichkeit, lokale Expositionen zu induzieren und innerhalb
desselben Tieres unbelastete Kontrollregionen der Lunge zu un−
tersuchen (was jedoch systemisch vermittelte Reaktionen des
gesamten Organsystems nicht ausschließt). Werden anderer−
seits broncho−pulmonale Segmente einer Rinder− oder Schwei−
nelunge lavagiert oder bioptiert, so ist der Befund lediglich für
die gespülte Region repräsentativ, keinesfalls jedoch auf das ge−
samte Organsystem übertragbar.

Im Gegensatz dazu sind Lungen vom Typ II (z.B. Hund und Katze)
dadurch charakterisiert, dass sich entzündliche Prozesse sehr
leicht in das benachbarte Gewebe ausbreiten (aufgrund des Feh−
lens bindegewebiger Septen und der sehr gut entwickelten kolla−
teralen Atemwege), so dass im Falle einer Pneumonie oft ganze
Lungenlappen betroffen sind. Eine Übertragbarkeit der diagnos−
tischen Befunde aus broncho−alveolärer Lavageflüssigkeit oder
Bioptaten auf größere Lungenbezirke ist hingegen eher zulässig.

Folgen obstruktiver Atemwegserkrankungen
Speziesspezifische Variationen bezüglich der Lobulierung der
Lunge und der kollateralen Ventilation ziehen im Falle von ob−
struktiven Atemwegserkrankungen sehr unterschiedliche patho−
physiologische Konsequenzen nach sich. Die funktionelle Resi−
dualkapazität (FRC), das Vorhandensein atelektatischer Lungen−
bezirke und die Intensität von Gasaustauschstörungen aufgrund
von Ventilations−Perfusions−Inhomogenitäten korrelieren ein−
deutig mit der kollateralen Ventilation.

Spezies mit stark lobulierten Lungen vom Typ I, denen die Mög−
lichkeit zur kollateralen Ventilation gänzlich fehlt (z.B. Rind,
Schwein), verfügen im Falle von Atemwegsobstruktionen über
keine effektiven Kompensationsmechanismen zur Sicherstel−
lung der alveolären Ventilation. Bei diesen Tierarten führen ob−
struktive Ventilationsstörungen in der Regel zu alveolärer Hypo−
ventilation mit regionalen Atelektasen. In obstruktiv veränder−
ten Lungenregionen bewirken hohe Atemwegswiderstände zu
lange Zeitkonstanten während der Exspiration, so dass während
der Exspirationszeit nur ein Teil des zu exhalierenden Gasgemi−
sches abgeatmet werden kann. Durch die eingeschlossene Luft
(¹trapped air“) erhöht sich die FRC, Lungenregionen werden zu−
nehmend überbläht und ein obstruktiv bedingtes Emphysem
kann sich entwickeln. Ventilatorische Asynchronismen, zu de−
nen die o. g. Tierarten neigen, sind dadurch gekennzeichnet,
dass innerhalb einer Lunge überblähte und atelektatische Bezir−
ke vergesellschaftet sind. Die Konsequenzen der sich ergebenden
Ventilations−Perfusions−Inhomogenitäten sind Gasaustausch−
störungen, die sich wie folgt manifestieren: Hypoxämie (PaO2fl),
Hyperkapnie (PaCO2), erhöhte alveolo−arterielle PO2−Differenz
(AaDO2) und ein zunehmender Anteil an arterio−venösem
Shuntblut.

Bei Spezies mit nicht lobulierten Lungen vom Typ II und sehr gut
entwickelten kollateralen Atemwegen (z.B. Hund, Katze, Affe)
wirkt die kollaterale Ventilation wie ein Bypass und sichert die
alveoläre Belüftung distal der obstruktiv veränderten Atemwege.
Demzufolge steigt FRC weder bei obstruktiven Atemwegserkran−
kungen noch bei induzierten Atemwegsobstruktionen ± unspezi−
fisch durch Histamin, Carbachol, Metacholin o.ä. oder spezifisch

durch Antigene, Allergene ± nennenswert an. Dank der geringen
kollateralen Resistance ist die alveoläre Be− und Entlüftung mit
so geringen Zeitkonstanten möglich, dass sich in der Regel weder
Atelektasen noch ein obstruktiv bedingtes Emphysem entwi−
ckeln. Durch die kollaterale Ventilation werden Störungen des
pulmonalen Gasaustausches infolge von Ventilations−Inhomoge−
nitäten bzw. pulmonaler Shunts weitgehend vermieden. Dies er−
klärt das häufige Fehlen einer Hypoxämie in Modellen für milde
bis moderate Atemwegserkrankungen bei Hund und Katze im
Vergleich zu Menschen mit ähnlichem Obstruktionsgrad [6].

Für Hunde sei gesondert erwähnt, dass es im Falle von ausge−
prägten Atemwegsobstruktionen (z.B. bei bronchialen Provoka−
tionstests) dennoch zu Ventilations−Perfusions−Inhomogenitä−
ten kommen kann. Verantwortlich hierfür ist die geringe Reagi−
bilität des pulmonalen Gefäßbettes, so dass die Umverteilung
des pulmonalen Blutflusses von schlecht belüfteten zu besser
ventilierten Lungenregionen durch den Mechanismus der hypo−
xischen pulmonalen Vasokonstriktion nur unzureichend erfolgt.

Pferde wie auch Schafe nehmen eine gewisse Zwischenstellung
ein. Beide Tierarten verfügen zwar über Möglichkeiten zur kolla−
teralen Ventilation, diese sind jedoch gegenüber den Lungen von
Hund oder Katze deutlich eingeschränkt [6]. Folglich reagieren
auch Pferde und Schafe im Falle von Atemwegsobstruktionen
mit FRC−Anstiegen und Gasaustauschstörungen, jedoch sind die−
se pathophysiologischen Konsequenzen graduell nicht so stark
ausgeprägt wie beispielsweise bei Schwein oder Rind.

Praktische Beispiele für Modelle pulmonaler Infektionen bei
Großtieren

Art der Infizierung
Die am häufigsten im Schrifttum beschriebenen Applikationsor−
te bei einer experimentellen Infizierung sind: intranasal, intra−
tracheal, intrabronchial (letzterer meist unter bronchoskopi−
scher Sichtkontrolle) oder entsprechende Kombinationen. Eige−
ne Erfahrungen zu experimentell induzierten respiratorischen
Infektionen liegen für Kälber und Schweine vor, wobei sich bei
diesen Tierarten die aerogene Infizierung durch Inhalation eines
erregerhaltigen Aerosols als sehr praktikabel erwiesen hat. Wäh−
rend eine intratracheale oder intrabronchiale Bolus−Applikation
gerade in den stark segmentierten Lungen von Rind und Schwein
eher lokale Reaktionen in einem Lungenlappen oder in wenigen
Segmenten erwarten lässt, sichert die Inhalation eines Aerosols,
dass große Anteile des respiratorischen Epithels mit dem Infekti−
onsstamm in Kontakt kommen.

In eigenen Studien zur RSV−Infektion bei Kälbern [13] oder zur
Chlamydien−Infektion bei Schweinen [14] hat sich ein Düsenver−
nebler (Pari Provocation Test II, Pari GmbH, Starnberg) bewährt,
durch welchen ein Aerosol mit einem Anteil von mindestens 80 %
Teilchen £ 5 ìm Durchmesser produziert wird. Die inhalierte Ae−
rosolmenge wird dosiert, indem das zu infizierende Tier wieder−
holt je 10 Liter des Aerosols aus einem Reservoirbeutel abatmet.
Hierbei ist das Tier mittels Atmungsmaske, Inspirationsventil
und Faltenschlauch mit dem Aerosolgerät verbunden (Abb.1).
Die Tiere sind nicht narkotisiert und atmen spontan. Während
Kälber frei stehen können, sollten die weniger kooperativen
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Schweine in einer Art Hänge−Vorrichtung fixiert werden und
sind ggf. leicht zu sedieren.

Diagnostik von pulmonalen Dysfunktionen in kontrollierten
Studien an Großtieren
Die Erfassung der Konsequenzen einer experimentellen Infizie−
rung für das Einzeltier stützte sich traditionell weitgehend auf
klinische und pathologisch−anatomische Untersuchungsmetho−
den. Bildgebende Verfahren wie Bronchoskopie, Thoraxsonogra−
phie [10] oder Röntgendiagnostik sind am Großtier anwendbar,
sofern die entsprechende Gerätetechnik zur Verfügung steht.
Zum Erregernachweis in vivo werden meist Nasentupfer oder
Nasenzellabstriche gewonnen. Zur Probengewinnung aus den
Atemwegen distal des Nachen−Rachen−Raumes sind an verschie−
densten Tierarten unter anderem die Aspiration von Tracheo−
bronchialsekret, die Gewinnung von tracheo−bronchialen Spül−
proben und auch die broncho−alveoläre Lavage beschrieben.

In den letzten 10 ±15 Jahren wurden moderne Methoden der
Lungenfunktionsdiagnostik an Großtieren etabliert, die eine sen−
sitive Erfassung respiratorischer Dysfunktionen in vivo erlauben.
Somit kann der Einfluss biotischer und abiotischer Faktoren auf
das respiratorische System wiederholt untersucht und im Ver−
lauf einer Studie zu unterschiedlichen Zeitpunkten beurteilt
werden. Das am Tier anwendbare lungenfunktionsdiagnostische
Methodenspektrum ist jedoch im Vergleich zu Verfahren der
humanmedizinischen Pneumologie per se dahingehend einge−
schränkt, dass alle von der aktiven Mitarbeit und Kooperations−
bereitschaft des zu untersuchenden Individuums abhängigen
Verfahren von vornherein ausscheiden. Unter dem Aspekt des
Tierschutzes geraten auch invasive Methoden immer mehr in
die Kritik.

Ohne Anspruch auf Vollständigkeit zu erheben, seien als Beispie−
le nachfolgend einige lungenfunktionsdiagnostische Methoden
und Untersuchungsverfahren genannt, die nicht−invasiv und
unter Spontanatmung am wachen Großtier im Rahmen kontrol−
lierter Studien anwendbar sind:
± Spirometrie: z.B. Pneumotachographie oder Ultraschallspiro−

metrie zur Erfassung von Kenngrößen der Ventilation unter
Spontanatmung bei nahezu allen Tierarten

± Forcierte Oszillometrie: Validierung des Impuls−Oszillomet−
rie−Systems (IOS) zur Analyse der Atmungsmechanik für Käl−
ber [15 ± 21]

± Kapnographie bzw. Kapnovolumetrie: Validierung für Pfer−
de [22] und erste Anwendung an Kälbern [23]

± Atemgasanalyse (NO, CO): bislang vorwiegend an Pferden
und Katzen angewandt [24]

± Atemkondensat−Untersuchungen: an Kälbern, Schweinen,
Pferden, Katzen und Hunden beschrieben [25].

Dass sich die genannten nicht−invasiven Untersuchungstechni−
ken in etablierte Infektionsmodelle an Großtieren integrieren
lassen, soll anhand nachfolgender Beispiele exemplarisch belegt
werden:
± Mithilfe der Kopplung von Spirometrie und IOS konnten bei

den Modelltieren Kalb und Schwein Veränderungen in der
Ventilation (Atmungsfrequenz und Atemvolumina) sowie in
der Atmungsmechanik (Obstruktionen der Atemwege und/
oder verminderte Dehnbarkeiten des Lunge−Thorax−Systems)

infolge von experimentellen Infektionen sensitiv erfasst und
quantifiziert werden [10,26].

± Die Leukotrien B4 (LTB4)−Konzentration im Atemkondensat
korreliert mit der Anzahl neutrophiler Granulozyten in der
broncho−alveolären Lavageflüssigkeit und hat sich in Infekti−
onsmodellen am Kalb als ein unspezifischer Marker für den
Schweregrad einer Entzündung innerhalb der Atemwege er−
wiesen. Im Falle einer bakteriell bedingten Bronchopneumo−
nie war eine signifikante Korrelation zwischen der Abnahme
der Lungendehnbarkeit und dem Anstieg der LTB4−Konzentra−
tion im Atemkondensat zu beobachten. Bei einer viral beding−
ten Infektion (RSV) stand die Erhöhung der LTB4−Konzentrati−
on im Atemkondensat mit einer erhöhten unspezifischen Re−
aktivität der Atemwege in Beziehung [27].

Schlussfolgerung

Während gut definierte Labortiermodelle insbesondere zur Bear−
beitung immunologischer und genetischer Fragestellungen un−
verzichtbar sind, bieten Großtiermodelle erhebliche Vorteile für
die Erfassung von funktionellen Charakteristika des respiratori−
schen Systems mit einem zur Humanmedizin kompatiblen Me−
thodenspektrum.
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Morphologie pulmonaler Infektionsmodelle bei
unterschiedlichen Spezies und ihre Bewertung

M. Rosenbruch, Bayer HealthCare AG ± PH−R & D−T, Wuppertal

Pulmonale Infektionsmodelle werden in der Grundlagenfor−
schung und in der angewandten Forschung eingesetzt. Sie die−
nen in der Human− und Veterinärmedizin einmal zur Untersu−
chung der Pathogenese bakterieller oder viraler Infektionen,
aber auch, um Wirkstoffe gegen diese Erreger zu entwickeln [1].
Je nach Fragestellung bzw. Anwendung der zu untersuchenden
Wirkstoffe erfolgen die Studien an Nagern (Ratte, Maus) oder
Nichtnagern (z.B. Hund, Schwein oder Rind). Untersuchungen
an Nagern haben den Vorteil, dass sie einfacher in der Durchfüh−
rung sind (z.B. Applikation/Exposition, Haltung, Sektion der Tie−
re) und dass mehr Vergleichsdaten aus der Literatur zur Verfü−
gung stehen. Bezüglich der morphologischen Auswertung be−
steht darüber hinaus die Möglichkeit, die gesamte Nager−Lunge
zu untersuchen, wohingegen bei den Nichtnager−Lungen immer
eine Probenauswahl erfolgen muss. Die Versuchstiere werden im
Regelfall intranasal oder intratracheal, in Einzelfällen auch in−
trabronchial [2] oder aerogen, infiziert, wobei die intranasale Ap−
plikation einfacher durchzuführen ist und einen geringeren Arte−
fakt−Grad aufweist. Die Verbreitung der Infektionserreger im Re−
spirationstrakt sowie gegebenenfalls auch systemische Effekte
lassen sich nach intranasaler Applikation realitätsnäher mikro−
biologisch und morphologisch untersuchen.

Planung

Möglichst vor Studienbeginn ist im Dialog der beteiligten Diszip−
linen festzulegen, welches Studien−Design angewandt werden
soll, einschließlich der Modalitäten der pathomorphologischen
Auswertung. Dazu sind folgende Fragen zu klären:
± Welche Applikationsmethode wird durchgeführt und wo

werden Erreger−induzierte Veränderungen erwartet?
± Welche Organe sollen untersucht werden: nur Lungengewebe

(wie detailliert?), der gesamte Respirationstrakt oder auch
Organe/Gewebe außerhalb des Atmungstraktes?

± Wie häufig werden die Erreger verabreicht, welche Interim−
Untersuchungstermine sind vorzusehen und ist eine Nachbe−
obachtungsphase (Recovery) geplant?

± Welche Kontrollgruppen werden mitgeführt (Negativ−, Vehi−
kel− und/oder Positivkontrolle)?

± Soll die pathomorphologische Auswertung offen oder verblin−
det erfolgen?

± Welche Methoden (außer morphologische Untersuchungen)
werden eingesetzt und können sich gegebenenfalls bezüglich
des Probenmaterials, der anzuwendenden Methodik und der
Ergebnisse gegenseitig beeinflussen (z.B. klinische Beobach−
tungen, Lungenfunktions−Analytik, broncho−alveoläre Lavage
[BAL], Radiologie, klinische Chemie/Hämatologie, mikrobiolo−
gische Untersuchungen)?
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Methodik

Die häufigsten seitens der Pathologie eingesetzten Methoden
sind, im Anschluss an eine genaue makroskopische Beurteilung
während der Sektion einschließlich der Bestimmung der Organ−
gewichte, die konventionelle Lichtmikroskopie nach Paraffin−
Einbettung. Neben der H& E−Färbung als Übersicht zur primären
Orientierung können ± je nach Notwendigkeit ± zahlreiche Spe−
zialfärbungen sowie immunhistochemische Methoden zur Dar−
stellung bestimmter Strukturen angewandt werden. Bei speziel−
len Fragestellungen werden darüber hinaus elektronenmikro−
skopische Untersuchungen (Raster− und Transmissions−Elektro−
nenmikroskopie), Proliferationsmarker (PCNA, BrdU) oder mole−
kularbiologische sowie morphometrische Methoden eingesetzt.
Die Anwendung spezieller morphologischer Methoden beinhal−
tet dabei die Möglichkeit, pulmonale Infektionsmodelle bis in
den Bereich subzellulärer Befunde zu untersuchen bzw. sekun−
däre Effekte, wie eine meist lokal begrenzte, erhöhte Zellprolife−
ration oder entzündungsassoziierte Mediatoren zu erfassen [3].

Auswertung

Bezüglich der pathomorphologischen Auswertung pulmonaler
Infektionsmodelle besteht einmal die Möglichkeit, rein qualitati−
ve Auswertungen vorzunehmen. Dabei kann die grundsätzliche
Frage nach der Entwicklung von Entzündungsprozessen allge−
mein beantwortet werden. Weiterhin können detailliertere Be−
funde wie z. B. das Vorhandensein von Blutungen, Nekrosen,
Thrombosen, interstitiellen Veränderungen oder die Beteiligung
der Pleura erhoben werden [4, 5]. Auch bestimmte infektions−
und entzündungsassoziierte morphologische Parameter, wie
das (Nicht)−Vorhandensein bestimmter Zellen (neutrophile Gra−
nulozyten, Mastzellen) sowie z.B. von Fibrin oder Kollagenfasern
sind relevante Parameter bei pulmonalen Infektionsmodellen.
Die Lokalisation im Organ, z.B. hinsichtlich einer bevorzugten
Ausprägung der Läsionen in bestimmten Lungenarealen/Lungen−
lappen ist dabei ebenso zu berücksichtigen wie die Lokalisation
im Gewebe. Bei bakteriellen Infektionen dominieren Befunde in
den Luftwegen sowie im Alveolarbereich (Abb.1) sowie spezies−
abhängig auch im Interstitium. Bei viralen Infektionsmodellen
ist darüber hinaus häufig das bronchus−assoziierte lymphatische
Gewebe (BALT) massiv im Sinne einer lymphatischen Hyperpla−
sie (Abb. 2) verändert [1, 5,6].

Um die Möglichkeiten der Histopathologie möglichst optimal
auszunutzen, ist es jedoch vorteilhaft, Art und Ausmaß sowie
die zeitliche und gewebebezogene Entwicklung der Veränderun−
gen semiquantitativ zu bewerten. Dabei erfolgt die pathomor−
phologische Auswertung, wenn möglich unter Verwendung ei−
nes entsprechenden Pathologie−Computer−Programms (z.B.
PathData�), mit einer Graduierung der Befunde zwischen 0 und
3 oder 0 und 5 [2, 4]. Diese Vorgehensweise bietet die Möglich−
keit, bei der Untersuchung mehrerer Lokalisationen Mittelwerte
für die einzelnen Versuchstiere und später für die Behandlungs−
gruppen zu errechnen [7]. Der so ermittelte ¹Lung Inflammation
Index“ (LII) ist dabei als morphologische Maßzahl für die pulmo−
nale Infektion zu sehen. Bei Studien zur Wirkstoffentwicklung
dient er im Vergleich zur Kontrolle (meist unbehandelte Positiv−
kontrolle) als Anhalt für den Effekt der anti−inflammatorischen

Behandlung. Besonders zur Beurteilung geringgradig ausgepräg−
ter Effekte ist es wichtig, dass entsprechende Kontrollgruppen
mitgeführt werden. Die semiquantitative Erfassung morphologi−
scher Befunde hat darüber hinaus den Vorteil, dass ± ohne den
Aufwand genauer morphometrischer Untersuchungen ± sehr
einfach Vergleiche mit den Daten anderer Disziplinen angestellt
werden können, die primär quantitative Ergebnisse liefern (Lun−
genfunktions−Analytik, BAL).

Die Notwendigkeit morphometrischer Untersuchungen (von der
Zählung einzelner Zellen bis hin zur Anwendung bildanalyti−
scher Methoden) kann dann notwendig sein, wenn bezüglich
der zu untersuchenden Parameter mit qualitativen oder semi−
quantitativen Methoden keine Effekte bzw. kein no−observed−ef−
fect level (NOEL) zu ermitteln ist, oder wenn verschiedene Mo−
delle bzw. Substanzen hinsichtlich ihrer Wirksamkeit verglichen
werden sollen.

Beim Vergleich verschiedener Modelle, Substanzen oder Studien
ist die methodische Vergleichbarkeit jedoch eine unbedingte Vo−

Abb. 2 Bronchiale und peribronchiale Entzündung sowie ausgeprägte
lymphatische Hyperplasie des bronchus−assoziierten Gewebes (BALT)
14 Tage Infektion mit PI−3−Virus (Rind, H & E−Färbung).

Abb. 1 Entzündliche Reaktion in den Luftwegen mit fokaler Epithel−
Verdickung sowie massiver Entzündung im Alveolarbereich nach Appli−
kation von bakteriellen Infektionserregern in Agar−Beads (Ratte,
H & E−Färbung).
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raussetzung: Durchführung und Auswertung pathomorphologi−
scher Untersuchungen müssen bezüglich Sektionstechnik, Pro−
bennahme, Fixierung und Trimming bis hin zu den diagnosti−
schen Kriterien, einschließlich der Terminologie, vergleichbar
sein. Ein zumindest an die Grundsätze der ¹Guten Labor Praxis“
(GLP) angepasstes Vorgehen erleichtert derartige Prozesse.

Bewertung

Grundsätzlich ist bei der Bewertung struktureller Veränderun−
gen zwischen Artefakten, Spontanbefunden, ¹Handling“−indu−
zierten Läsionen und ¹wirklichen“ Infektions− bzw. Substanz−Ef−
fekten zu unterscheiden. Neben den Kontrollen aus der aktuellen
Studie muss in diesem Zusammenhang gegebenenfalls zusätz−
lich auf historische Kontrolldaten zurückgegriffen werden.

In Relation zu Art und Ausmaß der Veränderungen sind die mor−
phologischen Befunde dahingehend zu bewerten, ob es sich bei−
spielsweise um degenerative oder proliferative Effekte, um adap−
tive und möglicherweise reversible Veränderungen oder um spe−
zies−spezifische Reaktionen handelt.

Die Ergebnisse morphologischer Untersuchungen bei der Etab−
lierung pulmonaler Infektionsmodelle bzw. bei der Bewertung
der Effektivität von Wirkstoffen haben wesentlichen Einfluss
auf die Validität des Modells und tragen (mit)−entscheidend zur
Klärung der Pathogenese einer Modellerkrankung bei. In der
Substanzentwicklung sind die Resultate wichtig für das Prozede−
re von Forschung und Entwicklung, sowohl bezüglich der even−
tuell notwendigen Durchführung weiterer Studien wie auch hin−
sichtlich der (Nicht)−Entwicklung und der Einstufung einer Prüf−
substanz.
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Pneumokokkenpneumonie im Mausmodell

S. Rosseau, Medizinische Klinik m. S. Infektiologie, Internistische
Intensivmedizin, Pneumologie&Asthma−Poliklinik,
CharitØ ± Universitätsmedizin Berlin

Die Pneumonie ist die häufigste lebensbedrohliche Infektions−
krankheit in den Industrieländern. Streptococcus (S.) pneumoniae
ist der wichtigste Pneumonieerreger; epidemiologischen Erhe−
bungen zufolge sind Pneumokokken für 30 bis 70% aller Fälle
von ambulant erworbener Pneumonie verantwortlich. Häufiger
als bei anderen Pneumonieformen lässt sich bei der Pneumokok−
kenpneumonie eine Bakteriämie nachweisen. In diesen Fällen ist
mit einem schweren Krankheitsverlauf zu rechnen, die Sterblich−
keit beträgt in Abhängigkeit vom Alter zwischen 14 % und 50 %.
Obwohl seit Jahrzehnten hochwirksame Antibiotika zur Verfü−
gung stehen, hat sich die Letalität in der Frühphase der Erkran−
kung im Vergleich zur Prä−Antibiotikaära nicht vermindert. Die−
se Tatsache unterstreicht die herausragende Bedeutung der Erre−
ger−Wirt−Interaktion und der durch sie hervorgerufenen Ab−
wehrreaktion für den Krankheitsprozess der Pneumokok−
kenpneumonie. Das Verständnis dieser Mechanismen ist für die
Entwicklung neuer Behandlungskonzepte von herausragendem
Interesse.

In den letzten Jahren konnten zahlreiche Virulenzfaktoren von S.
pneumoniae identifiziert werden. Die Bedeutung dieser Faktoren
für den Krankheitsverlauf der Pneumokokkenpneumonie ist je−
doch noch weitgehend unbekannt. Einige zentrale Mechanismen
der Interaktion zwischen S. pneumoniae mit verschiedenen
Wirtszellen unterschiedlicher Organsysteme können zwar an
isolierten Zellen untersucht werden, die Analyse der hochkom−
plexen und dynamischen Wechselwirkung zwischen Pneumo−
kokken und Wirt macht jedoch Untersuchungen am Ganztier−
modell unerlässlich. Insbesondere die Frage, welche Bedeutung
die Immunreaktion des Wirtes für den Krankheitsverlauf spielt,
kann nur mithilfe eines Ganztiermodells beantwortet werden.

Beim Menschen wird die Diagnose ¹Pneumonie“ beim Auftreten
klinischer Symptome wie Fieber, Husten und Luftnot zusammen
mit dem radiologischen Nachweis eines Lungeninfiltrates ge−
stellt. Das Lungeninfiltrat wird durch den Einstrom neutrophiler
Granulozyten in den Alveolarraum und das begleitende, ent−
zündliche Ödem hervorgerufen. Auf der einen Seite soll die Re−
krutierung dieser hochpotenten Phagozyten die pulmonale Erre−
gerelimination unterstützen, auf der anderen Seite kann die ra−
sche Ansammlung dieser entzündlich aktivierten Zellen auch
schädliche Effekte auf die Gasaustauschfunktion der Lunge ha−
ben und zu einem akuten Lungenversagen führen. Die Bedeu−
tung des inflammatorischen Granulozyteneinstroms für den
Krankheitsverlauf der Pneumokokkenpneumonie und die Ab−
grenzung zu direkten, toxischen Effekten bestimmter Pneumo−
kokkenfaktoren lässt sich deshalb nur mithilfe komplexer Tier−
modelle klären, in denen ein entzündlicher Neutrophilenein−
strom in die Lunge induziert werden kann.

Bei der Untersuchung der Pathogenese menschlicher Infektions−
krankheiten hat sich das Mausmodell vielfach bewährt. Trotz ei−
niger Unterschiede hat das Immunsystem der Maus viele Ge−
meinsamkeiten mit dem menschlichen Immunsystem; häufig
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können Mäuse mit den gleichen Pathogenen wie der Mensch,
oder aber mit sehr ähnlichen Krankheitserregern infiziert wer−
den. Dieser Umstand ermöglicht die Analyse der Immunreaktion
gegenüber einer Vielzahl menschlicher Krankheitserreger. Auf
der anderen Seite hat der Befund einer angeborenen Immunität
bestimmter Mausstämme gegenüber verschiedenen menschli−
chen Pathogenen zur Identifizierung genetischer Resistenzfakto−
ren z.B. gegenüber Mycobacterium tuberculosis oder Legionella
pneumophila beigetragen. In gleicher Weise hat der Befund einer
Hyporesponsivität des C3H/HeJ−Mausstammes gegenüber Lipo−
polysacchariden zur Identifizierung des ¹Endotoxin−Rezeptors“
TLR−4 geführt. Viele Mausinzuchtstämme zeigen eine erhöhte
Vulnerabilität gegenüber menschlichen Pathogenen. Die geno−
und phänotypische Analyse ihres Immundefektes hat die Bedeu−
tung bestimmter Faktoren oder Immunzellen für den Verlauf
dieser Erkrankungen ermitteln können. Die verschiedenen
Mausinzuchtstämme können daher dazu genutzt werden, die Er−
reger−Wirt−Interaktion in einem Infektionsmodell zu charakteri−
sieren. Darüber hinaus ermöglicht der Einsatz gendefizienter
und transgener Mäuse in einzigartiger Weise die gezielte Analy−
se bestimmter Faktoren oder Zellen im Hinblick auf ihre Funkti−
on in der Pathogenese von Infektionskrankheiten.

Auch die Pathogenese der Pneumokokkenpneumonie lässt sich
am Mausmodell untersuchen. Mäuse können durch transnasale
Tröpfcheninfektion oder intratracheale Injektion von Pneumo−
kokken infiziert werden. Nach der Infektion kann die Kinetik
der entzündlichen Abwehrreaktion sowie ihre Auswirkung auf
den klinischen Verlauf detailliert analysiert werden. Mithilfe
von Microarray−Techniken lässt sich die entzündliche Abwehrre−
aktion gegenüber S. pneumoniae in der Lunge umfassend charak−
terisieren; durch den gezielten Vergleich mit anderen Pneumo−
nieformen können die spezifischen Reaktionsmuster bei der
Pneumokokkenpneumonie identifiziert werden. Die pro− und
antiinflammatorische Zytokinantwort und die Produktion von
Chemokinen in der Lunge kann mittels immunologischer Techni−
ken quantifiziert werden. Mithilfe der Durchflusszytometrie
lässt sich sowohl der Zeitpunkt als auch das Ausmaß der Rekru−
tierung unterschiedlicher Immunzellen in die Lunge nachwei−
sen. Darüber hinaus kann mit dieser Technik der Aktivierungs−
status eingewanderter und ortsständiger Zellen beurteilt wer−
den. Die histologische Analyse des Lungengewebes gibt Auf−
schluss über die räumliche Verteilung der eingewanderten Im−
munzellen bzw. die Umverteilung ortsständiger Zellen. Sie er−
möglicht zudem eine Beurteilung der pulmonalen Gewebezer−
störung. Schließlich gibt die Quantifizierung der Erregerdichte
in der Lunge Aufschluss über die pulmonale Abwehrkompetenz.
Parallel zur Analyse der inflammatorischen Abwehrreaktion las−
sen sich wichtige klinische Daten erheben. Neben dem Endpunkt
¹Letalität“ und den für die prospektive Beurteilung des Kran−
keitsverlaufs wichtigen Messungen von Körpertemperatur und
Körpergewicht, können die Folgen der Erreger−Wirt−Interaktion
für die respiratorische Funktion im Detail analysiert werden.
Mithilfe der Messung von Compliance und Resistance lässt sich
die Lungenfunktion beurteilen, die Gasaustauschfunktion kann
mittels Blutgasanalyse und Bestimmung des Oxygenierungsin−
dex erfasst werden. Darüber hinaus lässt sich der Beginn und
der Schweregrad des entzündlichen Permeabilitätsödems mit−
tels immunologischer oder fluoreszenzbasierter Techniken
nachweisen. Gleichzeitig kann durch die Analyse von Blutbild

und C−reaktivem Protein der Beginn der systemischen Entzün−
dungsreaktion bestimmt werden, die Analyse der Erregerlast im
Blut detektiert den Beginn der Bakteriämie. Die Messung hämo−
dynamischer Parameter und die Bestimmung der Blutlaktatspie−
gel erfassen die Ausbildung einer Pneumokokkensepsis. Die Ana−
lyse von Leberenzymen und Nierenretentionswerten gibt Auf−
schluss über die Ausbildung eines Multiorganversagens.

Der Kontakt mit Pneumokokken löst nicht in jedem Fall eine Er−
krankung aus. Bei 40% aller Kinder und 10± 20% aller Erwachse−
nen lässt sich eine symptomfreie Besiedelung des Nasenrachen−
raumes nachweisen. Es ist unklar ob, wann und wodurch es
schließlich zur Ausbildung einer Erkrankung kommt, die sich
entweder als Pneumonie, Otitis media, Meningitis oder direkt
als Sepsis manifestiert. Mithilfe von Mausmodellen ist es mög−
lich, die Erreger−Wirt−Interaktion auch im Rahmen der Besiede−
lung des oberen Respirationstraktes zu analysieren. Es konnte
gezeigt werden, dass Wirtsfaktoren, wie z. B. die Expression von
TLR−4, für die Ausprägung und Dauer der Besiedelung sowie für
die Auslösung einer Erkrankung von Bedeutung sind. Die Anwen−
dung fluoreszenzmarkierter Erreger hat darüber hinaus den
Nachweis erbracht, dass verschiedene Serotypen von S. pneumo−
niae unterschiedliche Organpräferenzen aufweisen. Im Gegen−
satz zu Serotyp 3, der in der Maus eine Pneumonie mit Bakteri−
ämie auslöst, lässt sich nach transnasaler Tröpfcheninfektion mit
Serotyp 2 primär eine Sepsis mit Meningitis beobachten. Mittels
umfangreicher Genom− und Proteomanalysen wird derzeit nach
Stamm− bzw. Subtyp−spezifischen Pathogenitätsfaktoren ge−
fahndet. Nach gezielter Herstellung gentechnisch veränderter
Pneumokokken lässt sich dann am Tiermodell die Bedeutung be−
stimmter Virulenzfaktoren für die Auslösung einer invasiven Er−
krankung und für die jeweilige Organspezifität analysieren.

Das Mausmodell eignet sich damit in idealer Weise zur Untersu−
chung der Pathogenese der Pneumokokkenpneumonie; es lassen
sich hochkomplexe und dynamische Wechselwirkungen zwi−
schen Erreger und Wirt erfassen und gleichzeitig deren Bedeu−
tung für den Krankheitsprozess ermitteln. Die Verfügbarkeit so−
wohl gentechnisch veränderter Tiere als auch gentechnisch ver−
änderter Pneumokokken wird das Verständnis der Erreger−Wirt−
Interaktion rasch erweitern und die Entwicklung neuer, spezifi−
scher Therapiekonzepte und effizienter Prophylaxemaßnahmen
ermöglichen.
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Pathogen−induzierte Immunmodulation durch Toll−Like
Rezeptoren im Tiermodell

G. Baumgarten, Universität Bonn, Klinik und Poliklinik
für Anästhesiologie und spezielle Intensivmedizin

Infektionsimmunologische Untersuchungen sind bisher haupt−
sächlich auf die Rolle des Immunsystems bei der Abwehr von
Mikroorganismen fokussiert. Im Unterschied hierzu sind die
Auswirkungen mikrobieller Erreger auf den Wirt ebenfalls wich−
tige Determinanten der Immunregulation. Die dadurch induzier−
te Immunmodulation ist aber bisher nur wenig erforscht. Derar−
tige Interaktionen können mannigfaltige Folgen haben, wie z.B.
die Induktion einer systemischen Immuntoleranz, welche über
das eigentliche Zielantigen hinausgeht, oder die Durchbrechung
von Toleranz mit der Folge einer Autoimmunität, eine infektbe−
dingte Organdysfunktion oder Immunparalyse, chronische Be−
siedlungen sowie auch eine veränderte Suszeptibilität für Zweit−
oder Co−Infektionen.

Das Immunsystem des Menschen reagiert auf eine durch Mikro−
ben verursachte Stimulation mit entweder erlernten oder aber
mit angeborenen Mechanismen [1]. Diese Mechanismen werden
entweder durch die innate (angeborene) oder aber durch die
adaptive (erworbene) Immunität vermittelt. Sie stehen dabei so−
wohl hinsichtlich der Effektorfunktion als auch der Immunregu−
lation in enger Wechselwirkung. Das innate Immunsystem dient
dazu, fremde Strukturen rasch zu erkennen und solange zu be−
kämpfen, bis eine adaptive Immunantwort entwickelt ist, um
ein beliebiges Pathogen effizient und spezifisch zu eliminieren.
Vermittelt werden die Funktionen und Reaktionen der innaten
Immunität durch eine Gruppe erst kürzlich beschriebener Re−
zeptoren, den so genannten ¹mustererkennenden Rezeptoren“
(pattern recognition receptor, PRR) [2]. Diese erkennen Pathoge−
ne über Strukturen, die typisch für die jeweiligen Mikroorganis−
men sind, aber im Säugetierorganismus nicht vorkommen, sog.
PAMPs (¹pathogen−associated−molecular patterns“) [3]. Zur
Gruppe der PRR gehören die Toll−Like Rezeptoren (TLR), von de−
nen zurzeit 11 verschiedene beschrieben, wenn auch nicht alle
im Detail charakterisiert sind, sowie der membranständige Re−
zeptor CD14. Die TLRs werden auf einer Vielzahl von Zelltypen,
auf Immun− und Nicht−Immunzellen, exprimiert. Bekannt ist
z.B., dass der TLR4 den Hauptvirulenzfaktor gramnegativer Bak−
terien, das Lipopolysaccharid, erkennt [4]. Der TLR2 erkennt die
Lipoteichonsäure und das Peptidoglykan, welches von gramposi−
tiven Bakterien stammt, und TLR9 diskriminiert charakteristi−
sche Bestandteile bakterieller DNA [5]. Neben diesen charakte−
ristischen Strukturen von Mikroorganismen binden aber auch
weitere Substanzen physiologischer und nicht physiologischer
Herkunft an TLRs. So konnte gezeigt werden, dass an den TLR4
auch Fibronektin, Fragmente der Hyaluronsäure, lösliche Be−
standteile des Heparins, reaktive Sauerstoffspezies, Elastase und
¹Heat Shock Proteine“ binden [6 ±9]. Von besonderem Interesse
ist die Beobachtung, dass auch TLR−exprimierende Gewebezellen
zu innaten Effektorfunktionen in der Lage sind, beispielsweise
Epithelzellen zur Sekretion von Defensinen, Nierentubulus− und
Darmepithelzellen, aber auch Herzmuskel− und Alveolarepithel−
zellen [10 ± 15].

Mittels verschiedener Tiermodelle und unterschiedlicher mole−
kularbiologischer Techniken konnte gezeigt werden, dass die An−
bindung der Liganden an den Rezeptor und eine damit verbun−
dene Aktivierung der jeweiligen Signaltransduktionswege zu ei−
ner sehr spezifischen Immunantwort durch die Expressionsregu−
lation wesentlicher Mediatoren, wie z.B. von Zytokinen führt.
Des Weiteren wird über eine Aktivierung der TLR eine Vielzahl
von nicht immunologisch aktiven Zellen in ihrer Funktion beein−
flusst, die Expression relevanter PRR reguliert und die Reaktivität
des innaten Immunsystems moduliert. So führt die Aktivierung
des TLR4 durch den Virulenzfaktor gramnegativer Bakterien,
das Lipopolysaccharid, in einer Vielzahl von Organen zur Expres−
sion inflammatorischer Mediatoren. Der Tumor Nekrose Faktor á
und Interferon−ã können ihrerseits dann die Expression von TLR2
in Lungenepithelzellen induzieren [16]. Dies konnte sowohl in
Sepsismodellen nach intraperitoneale− als auch infolge einer na−
salen Applikation des Virulenzfaktors gezeigt werden. Für spezi−
fische Motive bakterieller DNA, den so genannten CpG’s, konnte
ebenfalls eine TLR abhängige Regulation relevanter Mediatoren
für ein akutes Lungenversagen nachgewiesen werden [5]. In ver−
schiedenen Allergiemodellen wurde demonstriert, dass insbe−
sondere dendritische Zellen nach Stimulierung eine veränderte
Expression von TLR aufweisen [17].

In eigenen tierexperimentellen Untersuchungen konnten wir
bisher die besondere Bedeutung von TLR2, TLR4 und TLR9 an−
hand von Maus−KO−Modellen für die Herz− und Lungenfunktion
untersuchen. So konnten wir zeigen, dass die jeweiligen Rezep−
toren nicht nur die kardiomyozytäre Kontraktilität in verschie−
denen Sepsisstudien mit bestimmen, sondern auch im Rahmen
von Okklusions−/Reperfusionsuntersuchungen für die Infarkt−
größenentwicklung mit verantwortlich zu sein scheinen. In ei−
nem weiteren Ganztier−Mausmodell wird von uns zurzeit die Be−
deutung der jeweiligen Rezeptoren für die Entwicklung eines
ALI/ARDS im Rahmen von verschiedenen Beatmungsverfahren
untersucht.

Von besonderer Bedeutung für unsere Untersuchungen ist die
Beobachtung, dass die Aktivierung des TLR4 über die NAPDH−
Oxidase zu einer veränderten Expression von TLR2 in Endothel−
zellen führt [18]. Dies zeigt, dass eine mikrobielle Aktivierung
bzw. die ¹Pathogen induzierte Immunmodulation“ auch das an−
geborene Immunsystem in seiner Reaktionsfähigkeit modulie−
ren kann und somit wesentlichen Einfluss auf den klinischen
Verlauf einer Vielzahl von Erkrankungen nimmt.

Erste klinische Phase−II−Studien zur Bedeutung eines TLR4−Anta−
gonisten mit der Bezeichnung E5564 wurden bei Sepsispatien−
ten und zur Verhinderung einer inflammatorischen Reaktion
während Bypass− und Klappenoperationen bereits durchgeführt.
Ergebnisse sind noch nicht publiziert. Eigene tierexperimentelle
Untersuchungen mit dieser Substanz haben gezeigt, dass die kar−
diodepressive Wirkung von LPS durch eine zeitgleiche Applikati−
on von E5564 nahezu vollständig verhindert wird.
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Pulmonale Infektionen im humanen Lungengewebsmodell
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P. Zabel1, 4, K. Dalhoff4
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Zusammenfassung

In−vitro−Infektionsmodelle humaner Lungenschnitte bieten eine
sinnvolle Ergänzung zu Zellkultur− und Tiermodellen. Die Cha−
rakterisierung der durch C. pneumoniae induzierten Inflammati−
on ist bei dem obligat intrazellulär und häufig vorkommenden
respiratorischen Erreger von besonderem Interesse. Humane
Lungenschnitte wurden über 48 h mit C. pneumoniae infiziert
und in einem neuartigen Fixativ (HOPE) für immunhistochemi−
sche Analysen und In−situ−Hybridisierung fixiert. Der für die De−
tektion von C. pneumoniae wichtige Toll−like−Rezeptor 2 wird
von Alveolarmakrophagen und Typ−II−Pneumozyten exprimiert.
In der akuten In−vitro−Infektion zeigt sich hauptsächlich eine In−
fektion der Alveolarmakrophagen, bei C.−pneumoniae−DNA−posi−
tivem Lungengewebe von COPD−Patienten findet sich ein deut−
lich höherer Anteil infizierter Epithelzellen.

Das In−vitro−Infektionsmodell bietet neue Möglichkeiten zur Un−
tersuchung der Interaktion von Erregern und pulmonalen Wirts−
zellen in der frühen Infektionsphase.

Einleitung

Eine Vielzahl von Zelltypen des Lungengewebes bestimmt durch
die Interaktion mit infektiösen Pathogenen sowie durch Kom−
munikation untereinander den Ablauf einer pulmonalen Infekti−
on. Zur Erforschung von infektiösen Lungenerkrankungen wer−
den häufig Zellkultur− und Tiermodelle eingesetzt, die zur Cha−
rakterisierung funktioneller Zusammenhänge geeignet sind. Da
komplexe Vorgänge im menschlichen Lungengewebe auf diese
Weise jedoch nur schwer zu simulieren sind, erscheinen Unter−
suchungen an humanen Gewebekulturen sinnvoll. Die Verwen−
dung solcher Kulturen als funktionale Modellsysteme geht auf
David Thomson aus dem Jahre 1914 zurück [1], dessen Technik
seither entscheidend weiterentwickelt wurde [2]. Das kombi−
nierte Verfahren der kurzzeitigen Kultur menschlichen Lungen−
gewebes mit In−vitro−Infektion sowie die Nutzung der Möglich−
keiten zur Gewebefixierung mittels der HOPE−Technik ermögli−
chen eine Differenzierung verschiedener Zelltypen und Erkennt−
nisse über deren Beteiligung an pathophysiologischen Vorgän−
gen.

Material und Methoden

Das Lungengewebe wurde aus tumorfreien Arealen aus OP−Prä−
paraten gewonnen und nach Kultur mit HOPE−Fixativ fixiert.
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Die In−vitro−Infektion erfolgte mit C. pneumoniae CWL029 (ATCC
VR−1310) [3]. Immunhistochemie sowie die In−situ−Hybridisie−
rung wurden nach bereits publiziertem Protokoll durchgeführt
[4, 5]. Verwendete Antikörper: TLR2 (clone TL2.1, eBiosciences,
San Diego, Calif., USA), chlamydiales LPS (CF−2; Washington Re−
search Foundation, WA, USA) und chlamydiales heat 109 shock
protein−60 (cHSP60; Affinity BioReagents, CO, USA). In−situ−Hy−
bridisierung (ISH) wurde nach dem random−primed−Verfahren
mit Digoxigenin (DIG)−markierten Antikörpern (DIG HighPrime,
Roche) durchgeführt.

Ergebnisse

Positive Signale für Toll−like−Rezeptor−2 (TLR2) zeigten sich in
Typ−II−Pneumozyten und Alveolarmakrophagen (AM) immun−
histochemisch (Abb.1) und in der ISH. Die Resultate der ISH wur−
den durch RT−PCR weiter verifiziert. Vitale Lungenschnitte konn−
ten mit C. pneumoniae bis zu 48 h infiziert werden. Nach 48 h
zeigte sich hauptsächlich eine Infektion der Alveolarmakropha−
gen (AM) (Abb. 2). Die Ergebnisse der Immunhistochemie wur−
den in der ISH bestätigt. In C.−pneumoniae−DNA positiv geteste−
tem Lungengewebe von COPD−Patienten zeigte sich ein Infekti−
onsmuster mit deutlich höherem Anteil infizierter Epithelzellen
(Abb. 2). Hierbei handelt es sich größtenteils um Typ−II−Pneumo−
zyten.

Diskussion

Das Verfahren zur kurzzeitigen Kultur menschlicher Lungenge−
webe in Verbindung mit den Möglichkeiten der Gewebefixie−
rung mittels HOPE−Technik ermöglicht die Charakterisierung
der erregerinduzierten Entzündungsreaktion in einem In−vitro−
Infektionsmodell. Die HOPE−Fixierung mit unmittelbar folgender
Paraffineinbettung ergibt eine exzellente Erhaltung der Protein−
und Antigenstrukturen sowie DNA und RNA für die Immunhisto−
chemie und In−situ−Hybridisierung.

Entscheidend für die initiale Interaktion zwischen Erregerstruk−
turen und pulmonalen Abwehrzellen sowie Ausbildung einer
adäquaten proinflammatorischen Immunantwort sind so ge−
nannte pattern recognition Rezeptoren (PRR), zu denen die
Gruppe der Toll−like−Rezeptoren (TLR) gerechnet wird. Sie die−
nen als wichtige Schlüsselmoleküle in der Erkennung der so ge−
nannten pathogen associated molecular patterns (PAMP’s) [6].
Ihre Expression wurde bislang in unterschiedlicher Ausprägung
bei Monozyten, dendritischen Zellen und B−Zellen sowie von un−
serer Arbeitsgruppe auf Alveolarmakrophagen (AM) und Typ−II−
Pneumozyten charakterisiert und lässt eine essenzielle Rolle für
die Kontrolle der lokalisierten inflammatorischen Reaktion ver−
muten [4]. Typ−II−Pneumozyten spielen eine wichtige Rolle als
integrativer Teil der Alveole, zumal sie für die Kontrolle der Re−
krutierung und Aktivierung verschiedener Zellen als Antwort
auf einen inflammatorischen Stimulus ideal positioniert sind
[7]. Die intrazelluläre Signalverarbeitung nach TLR−Aktivierung
wird vorwiegend über den Transkriptionsfaktor NFkB vermittelt
und führt zur Anschaltung einer Reihe inflammatorischer Zyto−
kine, Chemokine, Adhäsionsmoleküle und reaktiver Sauerstoff−
und Stickstoffspezies [6]. Die Regulation der TLR−Antwort auf

mikrobielle Stimulation hängt darüber hinaus davon ab, ob es
sich um einen Erstkontakt mit dem entsprechenden Liganden
oder um eine repetitive Stimulation handelt [8].

Als obligat intrazelluläre Erreger für die Induktion einer Inflam−
mation ist C. pneumoniae von besonderem Interesse und in unse−
rem Infektionsmodell etabliert. Über die Wirtszellen einer aku−
ten C.−pneumoniae−Infektion ist bisher wenig bekannt. Die In−vi−
tro−Infektion humaner Lungenschnitte zeigt in erster Linie die
Infektion von Makrophagen und in geringerem Ausmaß von
Alveolarepithelzellen. Dabei finden sich vergleichbare Ergeb−
nisse für IHC und ISH. Die akute In−vitro−Infektion geht einher
mit einer verstärkten Expression des chlamydialen HSP60, wel−
ches die Pathogenvirulenz anzeigt. Vergleicht man die akute
In−vitro−Infektion mit in der PCR Chlamydien−positiv getesteten
Lungenschnitten von COPD−Patienten, finden sich vermehrt in−
fizierte Epithelzellen, größtenteils Typ−II−Pneumozyten. Hieraus
ergeben sich unterschiedliche Infektionsmuster der akuten und
persistierenden Infektion.

Schlussfolgerung

Das In−vitro−Infektionsmodell bietet neue Möglichkeiten zur Un−
tersuchung der Interaktion von Erregern und pulmonalen Wirts−
zellen in der frühen Infektionsphase. Die Gewebekonservierung
mit dem HOPE−Fixativ verbessert dabei die Analyse von Genom−
und Proteinstrukturen. Hierdurch können Voraussetzungen zur
Entwicklung innovativer Therapiekonzepte geschaffen werden.

Abb. 1 Immunhistochemische Färbung von Toll−like−Rezeptor 2 mit
TL2.1 AK in Typ− II−Pneumozyten (A) und Alveolarmakrophagen (B)
nach HOPE−Fixierung (LSAB−AP−Neu−fuchsin; 600 �).

Abb. 2 In−situ−Hybridisierung auf Chlamydia−pneumoniae−DNA in vi−
tro infizierter Lunge (A) und in Lungengewebe eines COPD−Patienten
(B) (Anti−DIG−AP−Neu−fuchsin; 600 �).

Reinhold P et al. Pulmonale Infektionsmodelle Pneumologie 2005; 59: 411 ± 427

W
o

rk
sh

o
p

423

D
ie

se
s 

D
ok

um
en

t w
ur

de
 z

um
 p

er
sö

nl
ic

he
n 

G
eb

ra
uc

h 
he

ru
nt

er
ge

la
de

n.
 V

er
vi

el
fä

lti
gu

ng
 n

ur
 m

it 
Z

us
tim

m
un

g 
de

s 
V

er
la

ge
s.



Literatur

1 Thomson D. Controlled growth en masse (somatic growth) of embryo−
nic chick tissue in vitro. Proc Roy Soc Med 1914; 7: 21 ± 46

2 Fell HB. The development of organ culture. In: Balls M, Monnicken−
dam MA (eds.), Organ culture in biomedical research. Cambridge: Uni−
versity Press Cambridge, 1976: UK, pp 1 ±13

3 Rupp J, Droemann D, Goldmann T et al. Alveolar epithelial cells type II
are major target cells for C. pneumoniae in chronic but not in acute re−
spiratory infection. FEMS Immunol Med Microbiol 2004; 41 (3):
197± 203

4 Droemann D, Goldmann T, Branscheid D et al. Toll−like Receptor 2
(TLR2) is expressed by alveolar type 2 cells and macrophages in the
human lung. Histochem Cell Biol 2003; 119: 103 ±108

5 Goldmann T, Wiedorn KH, Kühl H et al. Assessment of transcriptional
gene activity in situ by application of HOPE−fixed, paraffin−embedded
tissues. Pathol Res Pract 2002; 198: 91± 95

6 Imler JL, Hoffmann JA. Toll receptors in innate immunity. Trends Cell
Biol 2001; 11: 304± 311

7 Fehrenbach H. Alveolar epithelial type II cell: defender of the alveolus
revisited. Respir Res 2001; 2: 33± 46

8 Nomura F, Akashi S, Sakao Y et al. Endotoxin Tolerance in mouse peri−
toneal macrophages correlates with downregulation of surface toll−
like receptor 4 expression. J Immunol 2000; 164: 3476 ± 3479

Modell der Mekoniumaspiration beim Ferkel

I. Reiss, Zentrum für Kinderheilkunde und Jugendmedizin,
Abteilung für Allgemeine Pädiatrie und Neonatologie
(komm. Leiter. Dr. Joachim Gerhard Kreuder), Gießen

Bei ca. 10 % aller reifen Neugeborenen liegt mekoniumhaltiges
Fruchtwasser vor. Mekonium ist ein Gemisch aus gastrointesti−
nalen Sekreten des Feten, abgeschilferten Epithelien, Vernix,
Blut, fetalem Urin und einer Vielzahl anderer Komponenten. In
Situationen der fetalen Hypoxie, bei der es bereits intrauterin zu
einer Mangelversorgung des Feten kommt, wird Mekonium auch
vor der Geburt zu unterschiedlichen Zeitpunkten abgesetzt. Das
Mekonium wird im Fruchtwasser quantitativ verdünnt und kann
schon vor Geburt mit den großen Atemwegen in Kontakt kom−
men, nach der Geburt durch tiefe Atemzüge aspiriert und somit
in die kleinen Atemwege und in den Alveolarraum gelangen. Die
Inzidenz des Mekoniumaspirationssyndroms (MAS) liegt je nach
Bevölkerung bei 1 :3000± 1 :5000 bei einer Mortalität von 1 ½.
Zur Diagnose eines MAS gehören respiratorische Symptome bei
typischen radiologischen Befunden. Die Pathophysiologie des
MAS ist komplex und primär durch eine von Mekoniumbestand−
teilen induzierte toxische Pneumonitis. Aspiriertes Mekonium
vermag den pulmonalen Surfactantfilm zu destabilisieren. Me−
konium selbst und das nach Aspiration auftretende Lungenödem
inhibieren sowohl die Funktion des vorhandenen, aber auch des
exogen zugeführten Surfactants. Im Rahmen der Erkrankung
kommt es zur Ausbildung von intrapulmonalen Shunts mit Aus−
bildung einer persistierenden pulmonalen Hypertension.

Tierexperimentelle Untersuchungen zum MAS belegen, dass
durch Instillation von Surfactant eine deutliche Verbesserung
der Oxygenierung zu erzielen ist, insbesondere bei sehr hohen
Mengen an Surfactant. Ein Effekt auf die Mortalität konnte je−
doch in klinischen Untersuchungen nicht gezeigt werden. Auf−
grund bisheriger Untersuchungen und vor dem Hintergrund des
hohen inflammatorischen Potentials im alveolaren Komparti−
ment beim MAS, stellte sich die Frage, inwieweit die intratra−

cheale Applikation eines gentechnisch hergestellten SP−C Sur−
factants den Gasaustausch, die Lungenfunktion und die Histo−
morphometrie beim Mekoniumaspirationssyndrom des Ferkels
beeinflusst. Weiterhin sollte der Frage nachgegangen werden, in−
wieweit der rekombinante SP−C Surfactant in der Lage ist, die
pulmonale Entzündungsreaktion auf molekularer Ebene zu mo−
difizieren.

Die Untersuchungen erfolgten an 24 Ferkeln. Das Gewicht betrug
im Median 2200 g (Bereich 1900 ± 2500) bei einem Alter im Me−
dian von 6 (Bereich 1± 11 Tage) Tagen. Mekonium wurde von ge−
sunden Neugeborenen mit fehlendem Nachweis einer Infektion
gewonnen, lyophilisiert und bei ± 80 8 C gelagert. Zur Induktion
des Lungenversagens wurden 5 ml/kg Körpergewicht (KG) Me−
konium 20 % in 4 Aliquots innerhalb von 2 ± 3 Minuten intratra−
cheal unter laufender maschineller Beatmung verabreicht. Drei−
ßig Minuten nach Applikation von Mekonium kam es zu einer
deutlichen Gasaustauschstörung mit einem arteriellen O2−Parti−
aldruck (PaO2) < 9 kPa, sowie den radiologischen Zeichen eines
MAS mit Atelektasen, überblähten Lungenarealen und beidseits
infiltrativen Veränderungen. Die Gasaustauschstörung stellte
den Ausgangswert für ein stabiles Lungenversagen beim MAS
dar. Nach Induktion des Lungenversagens erfolgte die Randomi−
sierung der Tiere in eine von 3 Behandlungsgruppen (Kontroll−
gruppe mit physiologischer Kochsalzlösung, natürlichem bovi−
nen Surfactant und rekombinantem SP−C Surfactant mit einer
Konzentration von jeweils 75 mg/kg KG).

Es kann gezeigt werden, dass sowohl rekombinantes SP−C Sur−
factant als auch das natürliche bovine Surfactant zu einer deutli−
chen Verbesserung der Oxygenierung und der Lungenfunktion
führten, die Effekte für das rekombinante Surfactant jedoch
deutlich ausgeprägter erschienen. Im Hinblick auf histomorpho−
metrische Charakteristika alveolärer und interstitieller Inflam−
mationsprozesse konnte eine signifikante Verbesserung dieser
Variablen in den mit rekombinantem Surfactant behandelten
Tieren erzielt werden. Ergänzend durchgeführte raster− und
transmissionselektronenmikroskopische Untersuchungen unter−
stützten diese Beobachtungen. Um den zugrunde liegenden Re−
gulationsmechanismus dieser unterschiedlichen Wirksamkeit
der Surfactantpräparationen weiter zu untersuchen, wurde die
mRNA−Expression pro− und antiinflammatorischer Zytokine
(IL−1â, IL−6, IL−10, TGF−â) im Lungengewebe mittels einer quan−
titativen TaqMan�−PCR−Technik analysiert. Nach intratrachealer
Gabe von rekombinantem Surfactant konnte eine signifikant re−
duzierte Expression des proinflammatorischen Zytokins IL−1â im
Vergleich zur mit natürlichem bovinen Surfactant behandelten
Gruppe wie auch zur der mit Kochsalzlösung behandelten Kon−
trollgruppe gezeigt werden. Eine vermehrte Expression des anti−
inflammatorisch wirksamen IL−10 wurde in beiden behandelten
Surfactantgruppen beobachtet. Es ist zu spekulieren, ob das po−
sitive Wirkspektrum des rekombinanten SP−C Surfactants im ex−
perimentellen Mekoniumaspirationssyndrom auf einer Modula−
tion der Transkription pro− und antiinflammatorischer Zytokine
beruht. Vor dem Hintergrund der im Rahmen der Entwicklung
einer chronischen Lungenerkrankung nach Atemnotsyndrom be−
deutsam erscheinenden Inflammationsprozesse könnte dieser
Eigenschaft eines rekombinanten SP−C Surfactants eine wesent−
liche Bedeutung in der klinischen Anwendung beim neonatalen
Lungenversagen zukommen.
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Kleine FIS(c)He: Fluoreszenz−in−situ−Hybridisierung in der
mikrobiologischen Diagnostik

A. Moter, D. Kovacevic, C. Mallmann, U. B. Göbel, CharitØ
Universitätsmedizin Berlin, Institut für Mikrobiologie und Hygiene

Die Fluoreszenz−in−situ−Hybridisierung (FISH) erlaubt gleichzei−
tig Visualisierung, Identifikation und Lokalisierung von einzel−
nen Mikroorganismen in ihrem natürlichen Habitat. Sie findet
breite Anwendung bei umfassenden mikrobiologischen Frage−
stellungen in Umwelt− und Biotechnologie sowie in der Human−
und Veterinärmedizin und wird zunehmend auch zu diagnosti−
schen Zwecken in der medizinischen Mikrobiologie eingesetzt
[1± 3].

Das Prinzip der FISH von Bakterien beruht auf der spezifischen
Hybridisierung von fluoreszenzmarkierten Oligonukleotidson−
den an ihre Zielsequenz, meist ribosomale RNA, im morpholo−
gisch intakten Mikroorganismus [2,4]. Hierfür werden die Pro−
ben zunächst fixiert, um den Sonden die Diffusion in die Bakte−
rienzelle zu ermöglichen und RNAsen am Abbau der 16S rRNA
zu hindern. Die ribosomale RNA eignet sich deswegen sehr gut
für die FISH, weil sie aufgrund ihrer Präsenz in jedem bekannten,
wie auch unbekannten Bakterium, der hohen Kopiezahl, sowie
ihrer evolutionär konstanten und variablen Bereiche ein ideales
Zielmolekül für das Design spezies− oder genus−spezifischer
bzw. bakterieller, d. h. alle Bakterien erfassender Sonden bildet.
Nach der Fixierung der Probe wird ein Schnitt− oder Ausstrich−
präparat hergestellt und mit dem Sonden−Puffergemisch hybri−
disiert. Nach einem Waschschritt wird das Präparat mit Eindeck−
medium und Deckglas versehen und am Fluoreszenzmikroskop
ausgewertet.

Da man mit dieser Technik Bakterien nicht nur visualisieren und
identifizieren kann, sondern auch Informationen über ihre An−
zahl und räumliche Verteilung erhält, hat sich die FISH als wert−
volles Werkzeug bei der Analyse komplexer Habitate in der Um−
welt etabliert [5].

Forschungsergebnisse der letzten Jahre weisen darauf hin, dass
die natürliche Lebensform der meisten Bakterien nicht das ein−
zelne, planktonische Vorkommen ist, sondern dass sie vielmehr
in komplexen, sessilen Lebensgemeinschaften, so genannten
Biofilmen existieren, deren Architektur sich in idealer Weise mit
der FISH darstellen lässt [6± 9]. Bakterielle Biofilme haben nicht
nur in der Umwelt, sondern gewinnen auch im medizinischen
Bereich eine zunehmend größere Bedeutung. Ein gut untersuch−
tes Beispiel für hochkomplexe Biofilme ist die supragingivale
bzw. subgingivale Plaque der Mundhöhle [10,11]. Aus molekular−
biologischen Analysen wissen wir von der hohen Diversität der
Mundflora, die bis zu 500 Spezies umfasst, von denen bisher al−
lerdings nur ca. die Hälfte kultivierbar ist [12]. Molekular−epide−
miologische Untersuchungen zeigten insbesondere eine hohe
Prävalenz von bisher nicht kultivierten, oralen Treponemen, wel−
che sich dann in großer Zahl durch die FISH darstellen ließen
[13,14]. Während die reine Prävalenz die Pathogenität eines Mik−
roorganismus noch nicht beweist, kann seine Visualisierung in
Gewebsschnitten wichtige Indizien für seine Invasivität liefern.
So konnte exemplarisch für die Dermatitis digitalis, eine bakte−
rielle Klauenerkrankung beim Rind, gezeigt werden, dass bisher

nicht kultivierte Treponemen zu den Vorreitern in tieferen Ge−
websschichten gehörten [15].

Neben der Erforschung komplexer mikrobieller Habitate hat die
FISH zunehmend Anwendung in der mikrobiologischen Diagnos−
tik gefunden. So wurde sie erfolgreich für die Differenzierung
von Erregern in positiven Blutkulturen eingesetzt. Bei der Sepsis−
diagnostik ist eine schnelle und möglichst gezielte Therapie von
entscheidender Bedeutung [16]. Die diagnostische Routine um−
fasst momentan ein Grampräparat zur groben Einordnung des
Erregers mit nachfolgender Kultivierung über Nacht und bioche−
mischer Differenzierung. So werden bis zur endgültigen Spezies−
differenzierung in der Regel 1± 2 Tage benötigt. Mit der FISH
kann bereits in weniger als 3 Stunden eine Speziesdifferenzie−
rung herbeigeführt werden (Abb.1) [17 ± 19]. Weitere Vorteile
gegenüber anderen molekularbiologischen Verfahren (Nuklein−
säure−Amplifikationstechniken) sind neben dem geringeren per−
sonellen und gerätetechnischen Aufwand auch erheblich gerin−
gere Kosten. Auch eine Raumtrennung ist wegen der geringeren
Kontaminationsgefahr nicht nötig. Als Nachteil der Technik muss
die allen mikroskopischen Methoden eigene, relativ niedrige
Sensitivität genannt werden. Daher findet diese Methode zurzeit
vor allen Dingen bei Krankheitsbildern Anwendung, bei denen
mit hohen Keimzahlen gerechnet werden kann.

In der Pneumologie spielen bakterielle Biofilme, z.B. bei der zys−
tischen Fibrose, eine wichtige Rolle. In Sputumproben solcher
Patienten wurden semiquantitativ erfolgreich Pseudomonas ae−
ruginosa und qualitativ Stenotrophomonas maltophilia, Burkhol−
deria cepacia, Haemophilus influenzae, Staphylococcus aureus,
Streptococcus pyogenes sowie Candida albicans mit Erfolg nach−
gewiesen [20]. So erlaubt die FISH eine schnelle Diagnostik aku−
ter Exazerbationen und ein früheres therapeutisches Einschrei−
ten. Eine weitere diagnostische Anwendung besteht bei an−
spruchsvollen oder langsam wachsenden Spezies, bei welchen
die biochemische Differenzierung aufwendig ist. Bei positiven
Kulturen gelingt die Abgrenzung des Mycobacterium−tuberculo−
sis−Komplexes gegenüber anderen Mykobakterien zurzeit nur
mit langwierigen biochemischen oder relativ aufwendigen, teu−
ren NAT−Techniken. FISH stellt hier eine schnelle und günstige
Alternative dar. Allerdings penetrieren die üblicherweise für die
FISH benutzten Oligonukleotidsonden die mykolsäurehaltige
Zellwand der Mykobakterien nur sehr schlecht oder gar nicht.
Hier finden PNA (peptide nucleid acid)−Sonden Anwendung,
welche wegen ihres ungeladenes Rückrats ungehindert in Myko−
bakterien eindringen können [21, 22].

Ein häufiges Problem der mikrobiologischen Diagnostik ist die
negative Kultur bei positivem Keimnachweis im mikroskopi−
schen Präparat. Dafür kann u. a. die bei Probennahme bereits be−
gonnene Antibiotikatherapie verantwortlich sein. An kulturne−
gativen Herzklappen von Endokarditispatienten konnten mittels
FISH ausgeprägte bakterielle Biofilme visualisiert und mit genus−
spezifischen Sonden als Streptokokken identifiziert werden
(Abb. 2). So könnte diese Technik in Zukunft einen wertvollen
Beitrag zur Endokarditisdiagnostik leisten und auch den Nach−
weis schwer kultivierbarer Mikroorganismen, wie z. B. Trophery−
ma whipplei, erlauben [23].
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Ein weiteres Beispiel für einen bisher nicht erfolgreich in vitro
kultivierbaren Mikroorganismus ist Treponema pallidum, der Er−
reger der Syphilis. Auch diese Spirochäten lassen sich mit der
FISH darstellen und identifizieren [3].

Der kulturunabhängige Nachweis von Mikroorganismen hat ne−
ben den genannten Vorteilen jedoch den Nachteil, dass keine
Aussage über die Sensibilität gegenüber Antibiotika getroffen
werden kann. Eine Ausnahme hiervon bildet die Clarithromycin−
Resistenz von Helicobacter pylori, welche im 23S rRNA−Gen ko−
diert ist. Durch die Kombination einer speziesspezifischen 16S
rRNA gerichteten Sonde mit Sonden, die Punktmutationen in

der 23S rRNA erkennen, konnte H. pylori nicht nur identifiziert,
sondern gleichzeitig direkt in Magenbiopsien auch seine Sensibi−
lität gegenüber Clarithromycin zuverlässig bestimmt werden
[24,25]. Da es zurzeit nur wenige kommerzielle FISH−Kits für
den Nachweis von Bakterien gibt, bleibt diese Methode bisher
Laboratorien vorbehalten, die über ausreichende molekulargene−
tische Expertisen in Sondendesign und −optimierung, sowie die
Auswahl von Positiv− und Negativkontrollen verfügen.

FISH ist ein viel versprechendes Verfahren, das sich zu einem
wertvollen Instrument für die mikrobiologische Routinediagnos−
tik entwickeln kann. Sie schlägt eine Brücke zwischen Moleku−
largenetik und konventioneller Fluoreszenzmikroskopie und eig−
net sich damit auch für den Einsatz in den Laboratorien, die nicht
die räumlichen, personellen und auch finanziellen Vorausset−
zungen für eine zuverlässige und kosteneffiziente molekularge−
netische Diagnostik erfüllen.
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