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1 Einleitung 

1.1 Neisseria meningitidis  

1.1.1 Gramnegativer Diplokokkus 

Neisseria meningitidis (Nme) ist ein bekapseltes, gramnegatives, diplokokkenförmiges 

Bakterium. Anhand der Kapselantigene werden zwölf Serogruppen (A, B, C, E, H, I, K, 

L, W, X, Y, und Z) unterschieden (1). Nme ist humanspezifisch, wird per Tröpfchen-

infektion übertragen und besiedelt asymptomatisch die Schleimhaut des oberen Nasen-

rachenraums (2). Schätzungsweise 10 % der europäischen Bevölkerung sind Träger die-

ses Bakteriums (3), (4), (5). In verschiedenen gesellschaftlichen Gruppen mit engem, kör-

perlichen Kontakt untereinander, wie z. B. bei Jugendlichen, Studenten oder Militärrek-

ruten kann der Trägerstatus bis zu 35 % betragen (3), (6), (7), (8). Nme besitzt ein breites 

Spektrum verschiedenster Virulenzfaktoren, welche Funktionen wie Adhäsion, Invasion, 

Eisenakquise und Immunevasion vermitteln. In diesem Kontext sind neben dem wich-

tigsten Virulenzfaktor, der Kapsel, die Oberflächenadhäsionsproteine, d. h. Proteine der 

äußeren Membran (z. B. Pili, PorA, PorB, Opa, Opc), Eisenbindeproteine (z. B. Hämo-

globin, Transferrin, Lactoferrin), Endotoxine (Lipooligosaccharid, LOS) und Mechanis-

men zum horizontalen Genaustausch sowie Phasenvariation von Oberflächenantigenen 

von entscheidender Bedeutung (2), (9). 

 

1.1.2 Invasive Meningokokkenerkrankung  

Unter besonderen Bedingungen kann es invasiven Nme-Stämmen der Serogruppen A, B, 

C, W, X und Y gelingen, von der Schleimhaut aus in den Blutstrom einzudringen und 

schwere Krankheitsbilder hervorzurufen (1). Von diesen Krankheitsbildern, welche als 

sogenannte „invasive meningococcal disease“ (IMD) zusammengefasst werden, sind Me-

ningoenzephalitis und Sepsis die bedeutendsten (10). Risikofaktoren für das Auftreten 

von IMD sind direkter Kontakt mit Erkrankten, Rauchen, Asplenie, spezifische Komple-

mentdefekte (z. B. Defekte des Membranangriffskomplexes oder Mangel des Mannose-

bindenden Lektins) und eine hohe Bevölkerungsdichte (2).  
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Die Inkubationszeit von IMD beträgt insgesamt ca. 1-14 Tage, jedoch ist ein fulminanter 

Erkrankungsbeginn innerhalb der ersten 24 Stunden nach der Infektion charakteris-

tisch (11), (12), (13). Klinisch präsentiert sich die Meningoenzephalitis mit Fieber, Kopf-

schmerz, Nackensteife und Bewusstseinstrübung (14). Häufige Symptome der Sepsis 

sind Fieber, Schock, Verbrauchskoagulopathie (DIC) und Multiorganversagen (15). Eine 

frühzeitige intensivmedizinische Betreuung sowie die sofortige Therapie mit Penicillin G 

oder einem Cephalosporin der 3. Generation (Ceftriaxon, Cefotaxim) über 5-7 Tage sind 

bei IMD indiziert (16). Mögliche Komplikationen einer IMD sind Arthritis (17), Perikar-

ditis (18), akutes Nierenversagen (19) oder das seltene, aber gefürchtete Waterhouse-Fri-

derichsen-Syndrom (20), (21). Hierbei führt eine Verbrauchskoagulopathie zu einer 

Durchblutungsstörung der Nebennierenrinden mit akuter Insuffizienz der Glukokor-

tikoid- und Aldosteronproduktion (12). Je nach der Nme-Serogruppe, Patient und Aus-

prägung des Krankheitsbildes beträgt die Letalität der IMD im Mittel ca. 8-14 % trotz 

optimaler Therapie (10), (15), (22). Im Einzelfall schwankt die Letalität jedoch erheblich 

und beträgt ca. 5 % bei Meningitis (10), (15), (12), (23), (24), bis zu ca. 30 % bei Sepsis 

(25) und bis zu 80 % beim Waterhouse-Friderichsen-Syndrom (12), (26). Nach überstan-

dener IMD sind schwere Langzeitfolgen bei ca. 10-30 % der Patienten zu erwarten (10), 

(27). Beispiele für solche Langzeitfolgen sind Haut- (28), Muskel- (19), und Knochen-

nekrosen (29). In 20 % der Fälle sind deshalb Amputationen oder plastische chirurgische 

Eingriffe erforderlich (12). Zudem können bei schweren Meningoenzephalitiden neuro-

logische Folgen wie Hörminderung (28), motorische Störungen, mentale Retardierung 

(30), kognitive Defizite (31) und Krampfanfälle (32) auftreten.  

In der Vergangenheit kam es weltweit immer wieder zu lokalen Epidemien von IMD. Der 

bisher größte Ausbruch mit ca. 300.000 Erkrankten und 30.000 Toten ereignete sich 

1996-1997 im afrikanischen „Meningitisgürtel“ (Subsahara-Region von Äthiopien bis 

Senegal) (33). Durch die Einführung von effizienten Konjugatimpfstoffen und nationalen 

Impfprogrammen in Industriestaaten ab Ende der 1990er Jahre (34), konnte dort die jähr-

liche Inzidenz von IMD in letzter Zeit stark gesenkt werden (35). Momentan stehen ef-

fektive Impfstoffe für die Serogruppen A, C, W und Y (MenACWY) zur Verfügung (36). 

Die Wirksamkeit der seit 2013 zur Verfügung stehenden Impfstoffe gegen Serogruppe B 

(MenB) ist noch nicht abschließend geklärt (37), (38). Trotz dieser Impferfolge sind jedes 
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Jahr schätzungsweise 0,5-1,2 Millionen Menschen weltweit von IMD betroffen, von de-

nen ca. 50.000-135.000 an der Infektion versterben (9), (25).  

Es bestehen mitunter erhebliche geographische, epidemiologische und mikrobiologische 

Unterschiede im Spektrum der jeweiligen Fälle von IMD. Beispielsweise wird die jähr-

liche Inzidenz von IMD in Europa und USA aktuell mit ca. 0,3-0,8/100.000, in Südame-

rika mit ca. 0,1-2/100.000, in Asien und Australien mit ca. 0,03-3/100.000 und in Afrika 

mit ca. 10-20/100.000 angegeben (39), (40), (41), (42). Bei lokalen, periodisch wieder-

kehrenden Epidemien im afrikanischen „Meningitisgürtel“ kann die Inzidenz auf bis zu 

1.000/100.000 pro Jahr ansteigen (9), (41). Große Epidemien in Afrika treten gehäuft 

während Trockenzeiten im Frühjahr und Sommer auf (35), (43), wohingegen lokale Aus-

brüche in Industrienationen häufiger in Wintermonaten nach respiratorischen Virusinfek-

tionen (z. B. Influenza) beobachtet werden (44), (45).  

Darüber hinaus zeigen sich enorme Unterschiede in dem Erkrankungsrisiko zwischen 

verschiedenen Altersgruppen einer Population. Die höchste Inzidenz für IMD weisen 

Kinder im ersten Lebensjahr mit bis zu 12,3/100.000 pro Jahr in Europa (bzw. Kinder 

unter 5 Jahren mit ca. 4,1/100.000 pro Jahr) auf. Ein zweiter Häufigkeitsgipfel besteht in 

der Altersgruppe 15-24 Jahre mit ca. 1,3/100.000 pro Jahr. Erwachsene über 25 Jahren 

zeigen deutlich seltener IMD (40), (46). 

Auch in Bezug auf die Serogruppen gibt es große regionale Unterschiede: In Nord- und 

Südamerika, Europa und Australien dominieren die Serogruppen B und C als Verursacher 

von IMD (35), (41). Im afrikanischen „Meningitisgürtel“ werden bei Patienten haupt-

sächlich die Serogruppen A, C, W und X gefunden und in Asien sind die Serogruppen A 

und C am weitesten verbreitet (35).  

 

1.2 Komplementsystem  

1.2.1 Bedeutung des Komplementsystems beim Menschen 

Das Komplementsystem ist Teil des angeborenen, unspezifischen und humoralen Immun-

systems. Seine Hauptaufgabe besteht in der Abwehr eindringender Pathogene wie Bak-

terien, Viren und Pilze (47). Darüber hinaus wurde in den letzten Jahren deutlich, dass 

das Komplementsystem an zahlreichen immunologischen Überwachungsprozessen, wie 
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beispielsweise an der Modulation der adaptiven Immunantwort, an der Elimination von 

Immunkomplexen und apoptotischen Zellen, an verschiedenen Vorgängen des Fettstoff-

wechsels, der Angiogenese und der Organogenese, beteiligt ist (48). 

 

1.2.2 Aufbau der Komplementkaskade 

Über 30 verschiedene, gelöste oder membranständige Proteine bilden eine Kaskade aus 

sich gegenseitig aktivierenden Komponenten. Unter diesen nehmen die Komplementfak-

toren C1 bis C9 eine Kernrolle ein. Die Kaskade besteht aus drei ineinander übergehenden 

Vorgängen: Aktivierung, Verstärkung und Formation des Membranangriffskomplexes 

(MAK) auf der Zelloberfläche des Pathogens. Es sind bisher drei Aktivierungswege des 

Komplementsystems bekannt, welche als klassischer Weg, Lektin-Weg und alternativer 

Weg bezeichnet werden. Alle drei Aktivierungswege führen zur Spaltung von C3 in C3a 

sowie C3b durch die C3-Konvertase. Diese Reaktion stellt den zentralen Schritt der Kom-

plementkaskade dar (49).  

Der klassische Weg wird durch Antigen-Antikörper-Bindung initiiert. Durch Konforma-

tionsänderung innerhalb des Antikörpers (AK) kann sich der C1-Komplex (C1q, C1r, 

C1s) an die Gelenkregion des Antikörpers anlagern und daraufhin gelöstes C4 in C4a und 

C4b, sowie gelöstes C2 in C2a und C2b spalten. Die Fragmente C4b und C2b verbinden 

sich zu C4bC2b (C3-Konvertase).  

Der Lektin-Weg wird durch endständige Monosaccharide wie z. B. Mannose aktiviert, 

welche häufiger Bestandteil von Erregeroberflächen sind. Fünf verschiedene Lektin-Mo-

leküle (Mannose-bindendes Lektin MBL, Collectin 11, Ficolin-1, -2, -3) können an ver-

schiedensten Monosacchariden binden. Daraufhin werden sogenannte „MBL-assoziierte 

Serinproteasen“ (MASP1-3, Map19) aktiviert, welche C4 und C2 (vgl. klassischer Weg) 

spalten und C4bC2b generieren (49). 

Der alternative Weg wird durch Autoaktivierung von C3 initiiert. Durch spontane Kon-

formationsänderungen von C3 entsteht C3(H2O) (50), an welches sich Faktor B anlagern 

kann. Faktor B wird daraufhin von Faktor D in Ba und Bb gespalten und es entsteht 

C3(H2O)Bb (initiale C3-Konvertase). Das Bb Fragment kann C3 in C3a und C3b spalten. 

Das instabile C3b (Halbwertszeit ca. 60µs (51)) muss mit –OH oder –NH Gruppen an 
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Zellmembranen stabilisiert werden. Schließlich kann stabilisiertes C3b zusammen mit Bb 

die C3-Konvertase C3bBb bilden (49). 

Nach erfolgter Aktivierung spalten die C3-Konvertasen (C4bC2b und C3bBb) C3 in C3a 

und C3b. Eine Verstärkung des Kaskadenprozesses erfolgt durch Anlagerung des C3b an 

die C3-Konvertasen, wodurch die C5-Konvertasen C3bC4bC2b und C3bC3bBb entste-

hen. Schließlich spalten die C5-Konvertasen C5 in C5a und C5b, welches zusammen mit 

C6, C7, C8 und C9 (c5b-9 Komplex) den Membran-Angriffs-Komplex (MAK) bildet, 

der als Pore auf der Oberfläche des Pathogens Zelllyse induziert (49).  

 

 

Abbildung 1 

Schematische Darstellung des Komplementsystems nach Lewis und Ram  

 

Neben der direkten Formierung des MAKs auf der Oberfläche eindringender Pathogene 

initiiert das Komplementsystem auch die Aktivierung der zellulären Abwehr. Einerseits 
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wirken die Komplementfragmente C3a und C5a als Anaphylatoxine und können neben 

Chemotaxis lokale sowie systemische Inflammationsprozesse über Aktivierung verschie-

dener Zellpopulationen triggern (52), (53). Andererseits fungieren die Fragmente iC3b 

und C1q als Opsonine und verstärken die direkte Wirkung von phagozytierenden Zellen 

über deren Komplement-Rezeptoren (CR1-3) bzw. C1q-Rezeptoren (49). 

 

1.3 Interaktion zwischen Nme und Komplementsystem  

Das Komplementsystem ist an der Abwehr verschiedener invasiver Erreger wie zum Bei-

spiel S. pneumoniae, S. aureus, E. coli, H. influenzae, N. meningitidis (Nme) und N. go-

norrohoeae beteiligt (47). Wie bei keinem anderen Pathogen jedoch, spielt das Komple-

mentsystem eine herausragende Rolle in der Erkennung und Bekämpfung von Nme-In-

fektionen (49). Menschen mit isolierten oder komplexen Komplementdefekten zeigen im 

Vergleich zu Immunkompetenten beispielsweise eine vielfach höhere Suszeptibilität ge-

genüber IMD (49), (54). Die geringe Inzidenzrate von IMD (trotz gleichzeitig vorliegen-

der hoher Kolonisierungsrate in der Bevölkerung) zeigt, dass ein feines Gleichgewicht 

aus Nme-spezifischen Virulenzfaktoren und der Immunabwehr besteht. Mit dem aktivier-

ten Komplementsystem steht dem Immunkompetenten ein wirksames und facettenreiches 

Instrument in der Bekämpfung von Nme zur Verfügung. 

Die bedeutendste Rolle in der Nme-Abwehr kommt dem MAK und der durch ihn vermit-

telten, direkten Lyse zu. Personen mit Komplementdefekten in der terminalen Kaskade 

(C5 bis C9) zeigen beispielsweise ein bis zu 10.000-fach höheres Risiko, an IMD zu er-

kranken, als gesunde Vergleichspersonen (54), (55). Zudem leiden ca. 40-50 % dieser 

Patienten an wiederkehrenden Episoden von IMDs, welche mitunter durch dieselben Se-

rogruppen verursacht werden (49), (56), obwohl die Bildung suffizienter anti-Nme-Anti-

körper nicht vermindert ist (57). Defekte im alternativen Aktivierungsweg oder bei C3-

Defizienz zeigen ähnlich schwere Krankheitsbilder (54), (47). Unabhängig davon poten-

ziert das Komplementsystem über Opsonisierung die Wirkung von wirtseigenen anti-

Nme-Antikörpern (49), (58).  

Als Schutz vor der Detektion und Bekämpfung durch das Komplementsystem beherber-

gen invasive Nme-Stämme eine Fülle von spezifischen Virulenzfaktoren. Der zentrale 

Evasionsmechanismus von Nme ist die Hemmung der initialen Komplementaktivierung. 
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Obwohl die genauen Mechanismen bisher nicht vollständig geklärt und erhebliche Un-

terschiede zwischen verschiedenen Stämmen bekannt sind, gelten die Polysaccharidkap-

sel sowie Lipooligosaccharid (LOS) als die wichtigsten Virulenzfaktoren zur Komple-

menthemmung (59), (60), (61), (62), (63).  

Darüber hinaus kann Nme wirtseigene Komplement-Regulator-Proteine an der Oberflä-

che binden, um eine lokale Komplementhemmung zu induzieren (64). Beispielsweise 

sind die Oberflächenproteine Faktor-H-Binde-Protein (fHbp) und Neisseria-Oberflächen-

protein A (NspA) essentiell an der Komplementhemmung beteiligt. Beide Proteine kön-

nen wirtseigenen Faktor H (fH) binden, welcher über Hemmung von C3b und C3bBb (C3 

Konvertase) den alternativen Aktivierungsweg inhibiert (65), (66). Des Weiteren kann 

Porin A (PorA) als Protein der äußeren Nme-Zellmembran das C4-Binde-Protein (C4BP) 

binden, wodurch aktives C4b und C4bC2b (C3-Konvertase) inaktiviert werden und somit 

der klassische Aktivierungsweg inhibiert werden kann (67). Hinzu kommt, dass die Ober-

flächenproteine Opacity-Protein (Opc) und Meningococcal surface fibril (Msf) das Kom-

plement-Regulator-Protein Vitronectin binden können, wodurch die Anlagerung des 

MAKs und die direkte Zelllyse verhindert werden (68), (69).  

 

1.4 Anaphylatoxine 

1.4.1 C3a und C5a 

Während der Aktivierung des Komplementsystems wird neben MAK-Bildung und Opso-

nisierung auch der inflammatorische Zweig aktiviert. Zentraler Mechanismus ist dabei 

die Freisetzung der Komplementspaltfragmente C3a und C5a. Diese Polypeptide sind po-

tente immunmodulatorische Mediatoren (Anaphylatoxine), welche über die entsprechen-

den C3a- und C5a-Rezeptoren ein breites Spektrum unterschiedlicher Zellpopulationen 

auf lokaler und systemischer Ebene aktivieren und so eine bedeutende Rolle in der Pa-

thophysiologie verschiedener Krankheitsbilder spielen können (53). 

Die potente, inflammatorische Wirkung der Anaphylatoxine C3a und C5a wird durch 

lösliche oder gewebsständige Carboxypeptidasen kontrolliert, welche kurz nach der Frei-

setzung von C3a und C5a, deren C-terminales Arginin  abspalten, wodurch C3a-desArg 

und C5a-desArg entstehen (70), (71). C5a-desArg zeigt eine deutlich reduzierte 

(ca. 1-10 %) und C3a-desArg zeigt keine inflammatorische Aktivität (53), (72). 
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1.4.2 C3a- und C5a-Rezeptoren  

Die Anaphylatoxine C3a, C5a und C5a-desArg binden an die Rezeptoren C3aR, C5aR1 

und C5aR2 (C5L2), welche alle aus der Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren 

stammen (53). Obwohl die genannten Rezeptoren untereinander große Ähnlichkeit in der 

Aminosäuresequenz aufweisen (73), sind deutliche Unterschiede in Struktur und Funk-

tion dokumentiert (53).   

Der C3aR besteht aus 482 Aminosäuren (54 kDa) und erkennt ausschließlich C3a (Kd ca. 

1 nM) (74), (75), (76). C3aR wird hauptsächlich auf Zellen mit myeloischem Ursprung 

wie zum Beispiel neutrophilen (77), basophilen (78) und eosinophilen Granulozyten (79), 

Mastzellen (80), Makrophagen bzw. Monozyten (81) und dendritischen Zellen (82) ex-

primiert. Zusätzlich wird C3aR auch auf Gliazellen und Neuronen (83), Endothelzellen 

(84), Epithelzellen, glatten Muskelzellen (85) und aktivierten T-Zellen (86) gefunden.  

Der aus 350 Aminosäuren (42 kDa) bestehende C5aR1 (CD88) bindet C5a mit hoher 

(Kd ca. 1 nM) und C5a-desArg mit geringerer Affinität (Kd ca. 660 nM) (53), (87). 

Ebenso wie der C3aR ist der C5aR1 hauptsächlich auf Immunzellen wie zum Beispiel 

neutrophilen (88), basophilen (89) und eosinophilen Granulozyten (87), Monozy-

ten/Makrophagen (90), Mastzellen (91), dendritischen Zellen (92) und T-Zellen (93) ex-

primiert. Darüber hinaus ist der C5aR1 auch auf Endothelzellen (94) sowie auf organspe-

zifischen Zellen in ZNS (95), (96), Niere, Lunge, Leber, Milz, Magen-Darm-Trakt, Haut 

und Herz zu finden (97), (98).    

Der 337 Aminosäuren (37 kDa) umfassende C5aR2 erkennt sowohl C5a (Kd ca. 2,5 nM) 

als auch C5a-desArg mit hoher Affinität (53), (99). Auch der C5aR2 wird ubiquitär im 

menschlichen Körper exprimiert. In folgenden Geweben konnte er identifiziert werden: 

Gehirn, Plazenta, Ovarien, Hoden, Milz, Kolon, Lunge, Leber, Fettzellen, Fibroblasten, 

auf neutrophilen Granulozyten, auf unreifen dendritischen Zellen und Epithelzellen (53), 

(100).  

 

1.4.3 Rolle der Anaphylatoxine 

Die wohl bedeutendste Aufgabe der Anaphylatoxine und ihrer Rezeptoren ist die Modula-

tion von akuten und chronischen Entzündungsprozessen. Im Rahmen von allergischen, 
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autoimmunen oder infektiösen Prozessen bewirken C3a und C5a Chemotaxis myeloider 

Zellen (79), (101). Zudem triggern sie durch die Aktivierung von C3aR und C5aR1 auf 

oben genannten Zellen eine pro-inflammatorische Immunantwort (53). Durch B- und T-

Zell-Aktivierung wird die Antwort auf das adaptive Immunsystem ausgedehnt (102). So-

mit können C3aR und C5aR1 erheblich zur Pathophysiologie bei Krankheitsbildern wie 

zum Beispiel Sepsis (101), allergischem Asthma (103), Organabstoßung nach Transplan-

tationen (104), (105), Tumorentstehung (106) und neurodegenerativen Erkrankungen wie 

Alzheimer Demenz (107), M. Parkinson (108), Chorea Huntington (109) und altersbed-

ingte Makuladegeneration (110) beitragen.  

Darüber hinaus gibt es Hinweise, dass die Anaphylatoxine zusammen mit den Rezeptoren 

C3aR und C5aR1 an anderen Aufgaben wie Gewebsregeneration und Fibrose (111), 

Gehirnentwicklung (112) und Migration hämatopoetischer Stammzellen (113) beteiligt 

sind.  

Im Gegensatz zur Funktion des C3aR und C5aR1 ist die genaue Rolle des C5aR2 während 

immunologischen Prozessen umstritten und es liegen diesbezüglich widersprüchliche Er-

gebnisse vor. Unklar ist, inwiefern eine Bindung der Liganden C5a und C5a-desArg an 

den C5aR2 überhaupt Auswirkungen auf den Metabolismus bzw. auf eine Aktivierung 

der Zielzelle hat, da der Rezeptor durch eine Mutation von G-Proteinen entkoppelt ist und 

keine intrazelluläre Ca2+-abhängige Signaltransduktion aufweist; zudem bewirkt C5a-Sti-

mulation keine transkriptionellen Veränderungen in C5aR2-transfizierten Zellen (99), 

(114), (115). Deshalb vermuten einige Autoren, dass der C5aR2 als Köder fungieren 

könnte („Decoy-Rezeptor“), der bei der Eliminierung von C5a und C5a-desArg behilflich 

sein könnte (53), (116), (117).  

Andere Autoren gehen davon aus, dass der C5aR2 als funktioneller Antagonist des 

C5aR1 modulierend wirkt und anti-inflammatorisches Potential hat. Sie verweisen hier-

bei auf Experimente, die unter Abwesenheit des C5aR2 in vivo und in vitro stärkere In-

flammation in Form gesteigerter Zytokinproduktion von IL-6 und TNF-α sowie stärkere 

Neutrophilenmigration in betroffene Organe zeigten (117), (118), (119), (120). Im Ge-

gensatz dazu, zeigen andere in vivo und in vitro Untersuchungen genau gegenteilige, pro-

inflammatorische Effekte des C5aR2 mit positiv modulierender Wirkung von C3a und 

C5a (119), (120).  
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Abgesehen von der direkten Wirkung des C5aR2 ist auch nicht geklärt, inwiefern er in-

direkt pro- oder anti-inflammatorische Wirkungen entfaltet. Eine Modulation der Signal-

kaskaden anderer Rezeptoren (z. B. Oligomerisation) durch den C5aR2 wäre in diesem 

Zusammenhang denkbar (121), (122).  

 

1.5 Sepsis und die Bedeutung der C5a-C5aR-Achse  

1.5.1 Sepsis und SIRS 

Für das Verständnis der Sepsis ist von entscheidender Bedeutung, dass die Bezeichnung 

„Sepsis“ ein Überbegriff für ein breites Spektrum von Erkrankungen darstellt. Definiti-

onsgemäß ist die Ursache einer Sepsis eine mikrobiologisch gesicherte oder klinisch mut-

maßliche Infektion mit Mikroorganismen wie Bakterien, Pilzen, Viren, Parasiten bzw. 

deren Zellbestandteilen, welche im Organismus eine komplexe, dysregulierte Immunat-

wort aus pro- und anti-inflammatorischen Mechanismen triggert. Abhängig vom jeweili-

gen Infektfokus und dem Keimspektrum unterscheidet man zahlreiche Formen. Generell 

sind die häufigsten Ursachen beim Menschen Pneumonien, intraabdominelle und uroge-

nitale Infektionen. In Deutschland beträgt die Prävalenz der Sepsis schätzungsweise 

100/100.000. Weltweit wird von ca. 20 Millionen Fällen pro Jahr ausgegangen (123), 

(124). Trotz aufwändiger antibiotischer Therapie und intensivmedizinischer Betreuung 

beträgt die Gesamtmortalität bis zu 30 % (125), (126).  

Im Unterschied zur Sepsis bezeichnet der früher häufiger verwendete Begriff „SIRS“ 

(„systemic inflammatory response syndrom“) eine unspezifische, systemische Immunat-

wort mit infektiöser oder nicht-infektiöser Genese (z. B. Trauma, Verbrennung, Pankre-

atitis), welche mit einer Veränderung der Körpertemperatur, Herzfrequenz, Atemfre-

quenz und des Blutbildes einhergeht. Im Zuge der „3. Internationalen Konsens Definition 

zu Sepsis und Septischer Schock“ 2016 hat die Bezeichnung „SIRS“ zugunsten der Be-

zeichnung „Sepsis“ an Bedeutung verloren (127).  

Zur Erforschung der Pathophysiologie in SIRS und Sepsis sind verschiedene Modelle 

etabliert. In vitro Modelle untersuchen zellspezifische Reaktionen bei Stimulation durch 

C5a oder LPS. In vivo Modelle untersuchen die komplexen, systemischen Effekte nach 
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i. v. Applikation von E. coli oder LPS, z. B. an Schweinen und Primaten oder nach arti-

fizieller Perforation des Magen-Darm-Trakts im „cecal ligation and puncture“-Modell 

(CLP) an Nagern (128), (129) . 

In den genannten Sepsis-Modellen konnte eine starke Komplementaktivierung über alle 

drei Aktivierungswege festgestellt werden. Mit Fokus auf den inflammatorischen Zweig 

konnte ein dosisabhängiger Anstieg der Anaphylatoxine C3a und C5a im Plasma von 

Mensch und Tier beobachtet werden (128), (130), (131). Das potente Anaphylatoxin C5a 

wurde dabei einerseits komplementabhängig durch die C5-Konvertase, andererseits kom-

plementunabhängig von zellulären Serinproteasen freigesetzt (132). Obwohl die genauen 

Pathomechanismen immer noch kontrovers diskutiert werden, wird allgemein angenom-

men, dass C5a über seine beiden Rezeptoren C5aR1 und C5aR2 überwiegend pro-in-

flammatorische Immunreaktionen triggert (133).   

 

1.5.2 C5a in der Sepsis 

In in vitro Sepsis-Modellen stimulierte C5a alleine oder in Kombination mit LPS die Pro-

duktion pro-inflammatorischer Mediatoren durch zahlreiche Zellpopulationen (128). 

Neutrophile und Monozyten von Mensch und Nagern zeigten beispielsweise eine gestei-

gerte Produktion und Freisetzung von IL-1β, IL-6, IL-8 und TNF-α (nur Monozyten) 

(134), (135), (136), (137), (138).   

Darüber hinaus konnten in vivo verschiedenste Parameter durch C5a-Blockade mit anti-

C5a-Antikörpern verbessert werden. Beispielsweise konnten die Plasmakonzentrationen 

von IL-6 in Schweinen (139) und von IL-17F in Mäusen gesenkt werden (140). Bei Pri-

maten konnten Sepsis-typische Gewebsdefekte an der Lunge reduziert und die Überle-

bensrate verbessert werden (141). Kreislaufparameter konnten in Ratten verbessert und 

Gefäßwandschäden reduziert werden (131). Zusätzlich konnte die Bakterienlast im Blut 

von Ratten gesenkt werden (142).  

Außerdem scheint C5a durch Förderung der intravasalen Gerinnung (DIC) zum Multi-

organversagen bei Sepsis beizutragen. Es konnte gezeigt werden, dass C5a in humanen 

Leukozyten die Thromboplastinproduktion induziert (143) und in vivo an Ratten über-
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schießende Gerinnungsprozesse durch Therapie mit anti-C5a-Antikörpern gemildert wer-

den konnten (144). Deshalb wird heutzutage eine enge Verzahnung von Komplementsys-

tem und Gerinnungskaskade mit positiven Rückkopplungsmechanismen vermutet (128).     

Des Weiteren lassen Ergebnisse aus in vitro und in vivo Sepsis-Versuchen vermuten, dass 

C5a an verschiedenen intrinsischen und extrinsischen, zellulären Apoptosemechanismen 

beteiligt ist. C5a induzierte verstärkte Apoptose in Endothelzellen (145) und Zellen des 

Nebennierenmarks (146). Im Gegensatz dazu scheint C5a einen anti-apoptotischen Effekt 

auf Neutrophile in der Akutphase der Inflammation zu haben (147). Durch anti-C5aR-

Antikörper konnten in vivo pro- und anti-apoptotische Effekte von C5a auf oben genannte 

Zellpopulationen inhibiert werden (128).  

Zudem konnte während der Sepsis in Ratten und Mäusen eine C5a induzierte Kardiomyo-

pathie in Verbindung mit deutlich erhöhter Produktion von IL-6, TNF-α, IL-1β, MIP-1α, 

MIP-2, KC und IL-10 durch Kardiomyozyten beobachtet werden. Unter Therapie mit 

anti-C5aR-Antikörpern konnten sowohl die Symptome der Kardiomyopathie verbessert, 

wie auch die Konzentrationen oben genannter Mediatoren reduziert werden (148), (149).  

 

1.5.3 C5a-Rezeptoren in der Sepsis 

Auch in der Pathophysiologie der Sepsis sind die genaue Bedeutung der C5a-Rezeptoren 

C5aR1 und C5aR2 und deren Interaktion untereinander noch nicht hinreichend geklärt. 

Zahlreiche Experimente aus in vivo Sepsis-Modellen weisen klar auf eine überwiegend 

pro-inflammatorische Wirkung des C5aR1 in der Sepsis hin. C5aR2 hingegen zeigt so-

wohl pro- als auch anti-inflammatorische Effekte während der Sepsis (128).  

C5aR1-knockout Mäuse zeigten im E.coli- und im CLP-Model verminderte Sepsis-Para-

meter im Vergleich zu Wildtyp Tieren (WT). Dies umfasste eine Verbesserung der Über-

lebensrate und geringere Konzentrationen pro-inflammatorischer Mediatoren in verschie-

denen Geweben (120), (150), (151). Diese Ergebnisse konnten im CLP-Model in Wildtyp 

Mäusen unter Blockade von C5aR1 mit Antagonisten oder Antikörpern bestätigt werden. 

Zudem wurden geringere Bakteriämien durch C5aR1-Blockade gemessen (152), (153).  
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Es konnte gezeigt werden, dass die Expression und Anzahl von C5aR1 auf der Zellober-

fläche gerade während der Initialphase der Sepsis stark verändert sein kann. Auf zellulä-

rer Ebene wurde im CLP-Modell an Mäusen eine erhöhte C5aR1-Expression auf Lunge, 

Thymus, Niere, Leber und Herz gefunden (149), (152), (154). Unter Therapie mit anti-

C5aR1-Antikörpern zeigten sich geringere Konzentrationen von IL-6 und TNF-α sowie 

eine geringe Bakteriämie in Mäusen (152). Im Gegensatz dazu wurde eine Reduktion der 

Expression sowie der Anzahl von C5aR1 auf der Oberfläche von Neutrophilen beobach-

tet, welche mit einer geringeren Produktion der bakteriziden, reaktiven Sauerstoffspezies 

einher ging (155).  

Zusätzlich wurde im CLP-Modell an Ratten beobachtet, dass der C5aR1 an der Induktion 

von Apoptose z. B. in Thymozyten (156) und in katecholaminproduzierenden Zellen des 

Nebennierenmarks (146) beteiligt ist. All diese Ergebnisse weisen auf eine überwiegend 

pro-inflammatorische Rolle des C5aR1 hin. 

Wie zuvor angesprochen (Kapitel 1.4) wird die grundlegende Funktion des C5aR2 auch 

in der Sepsis äußerst kontrovers diskutiert. Es wird jedoch vermutet, dass C5aR1 und 

C5aR2 verschiedenen Regulationsmechanismen in der Sepsis unterliegen (128). Bezüg-

lich des C5aR2 konnte zum Beispiel eine vermehrte Expression auf Neutrophilen (im 

Gegensatz zu C5aR1) sowie in Lunge, Leber, Niere und Herz (wie auch bei C5aR1) wäh-

rend der Sepsis im CLP-Modell beobachtet werden (118).  

Einerseits werden dem C5aR2 anti-inflammatorische Effekte in der Sepsis im Sinne eines 

„Decoy Rezeptors“ zugeschrieben. Beispielsweise zeigten in vitro Studien, dass neutro-

phile Granulozyten nach Stimulation mit LPS und C5a mit verstärkter Expression von 

IL-6 reagieren, wenn diese vorher mit anti-C5aR2-Antikörper inkubiert worden waren 

(118). Eine Interpretation dieser Ergebnisse ist, dass der C5aR2 seinen Liganden C5a 

ohne relevante Signalübertragung bindet und damit weniger C5a an den funktionellen, 

pro-inflammatorischen C5aR1 binden kann (53), (117)   

Andererseits liegen Ergebnisse am CLP-Modell vor, welche eine pro-inflammatorische 

Wirkung des C5aR2 und synergistische Effekte beider C5a-Rezeptoren vermuten lassen. 

Hierbei zeigten C5aR2-knockout Tiere geringere Serumkonzentrationen verschiedener 

pro-inflammatorischer Mediatoren und höhere Überlebensraten als vergleichbare Wild-

typ Tiere (120), (149). Erstaunlicherweise zeigten sich genau gegensätzliche Ergebnisse 
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im LPS-Modell. C5aR2-knockout Mäuse wiesen eine erhöhte Konzentration von IL-1β 

im Serum und geringere Überlebensraten auf als vergleichbare Wildtyp Tiere (119). So-

mit bleibt die genaue Bedeutung des C5aR2 in der Sepsis unklar. 

 

1.6 Hypothese 

Dem Komplementsystem kommt eine zentrale Rolle in der IMD zu. In diesem Kontext 

sind die Mechanismen und die Bedeutung des MAKs (lytischer Zweig) sowie der Opsoni-

sierung sehr gut dokumentiert. Im Gegensatz dazu ist die Untersuchung des inflammato-

rischen Arms während der Nme-Sepsis bisher weitgehend vernachlässigt worden. Gleich-

zeitig gibt es jedoch deutliche Hinweise, dass der inflammatorische Zweig des Komple-

mentsystems, repräsentiert durch die Anaphylatoxine C3a, C5a und deren Rezeptoren, 

eine zentrale Rolle während verschiedener, anderer Formen der Sepsis spielt. Aus diesem 

Grund lautet die Hypothese der vorliegenden Promotionsarbeit wie folgt: 

„Generell wirkt das Komplementsystem, speziell der lytische Zweig (MAK), protektiv 

während einer Nme-Sepsis. Allerdings kann der inflammatorische Arm des Komplement-

systems (C5a-C5aR-Achse) Symptome einer Nme-Sepsis verstärken.“ 

 

  



15 

 

1.7 Herangehensweise 

An der Maus soll zunächst ein Nme-Sepsis Tiermodell mit intraperitonealer Infektion von 

N. meningitidis MC58 etabliert werden. Im Vergleich von Wildtyp zu komplementdefi-

zienten C3-/- Mäusen soll hierbei einerseits die Bedeutung des murinen Komplementsys-

tems anhand der Parameter „Überlebensrate“, „klinischer Zustand“ und „Bakteriämie“ 

untersucht werden. Andererseits soll die Rolle des inflammatorischen Arms durch Mes-

sung der Anaphylatoxine C3a und C5a im Blut beleuchtet werden. Mit Hilfe verschiede-

ner Infektionsdosen soll ein geeignetes Inokulum für weitere Experimente ermittelt wer-

den. 

Am etablierten Modell soll dann die Rolle des C5aR1 untersucht werden. Dazu werden 

Kohorten von Wildtyp und C5aR1-/- Mäusen infiziert und anhand der Parameter „Über-

lebensrate“, „klinischer Zustand“, „Bakteriämie“, „Konzentrationen von C3a und C5a“, 

sowie „Konzentrationen der pro-inflammatorischen Mediatoren IL-6, CXCL1, TNF-α“ 

miteinander verglichen. Im Anschluss sollen vergleichende, histologische Untersuchun-

gen von Leber, Lunge und Milz infizierter Wildtyp und C5aR1-/- Mäusen durchgeführt 

werden. 

Danach soll überprüft werden, welchen Einfluss distinkte, C5aR1 exprimierende Zellpo-

pulationen auf die Sepsis haben. Dazu werden Kohorten von Wildtyp und C5aR1-/- Tieren 

unter Depletion von neutrophilen Granulozyten oder Makrophagen verglichen. 

Abschließend soll das therapeutische Potential des C5aR1-Antagonisten PMX205 an in-

fizierten Wildtyp Mäusen in verschiedenen Therapieregimen anhand der Parameter 

„Überlebensrate“, „klinischer Zustand“, „Bakteriämie“ und „Konzentrationen der pro-in-

flammatorischen Mediatoren IL-6, CXCL1, TNF-α“ untersucht werden.  
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2 Material und Methoden 

2.1 Laborgeräte 

Brutschränke (37 °C, 5 % CO2, 90 % Luftfeu-

chtigkeit) 

B 6200 (Heraeus, Hanau) 

INC 246 (Memmert, Schwabach) 

Eismaschine (Flockeneisbereiter) AF 156 (Scotsman Ice Systems, Vernon Hills, 

USA)  

ELISA-Reader Multiskan EX (Thermo Labsystems, 

Waltham, USA)  

ELISA-Washer NuncTM immuno Washer 12 (Nunc A/S, Ros-

kilde, Dänemark) 

Gefriereinheit  GGU 1500 (Liebherr, Bulle, Schweiz); 

(-22 °C) 

ThermoForma -86C ULT Freezer (Thermo 

Scientific, (Waltham, USA); (-81 °C)  

Heizblock Thermochem (Liebisch, Bielefeld) 

Anlage zur Maushaltung in individuell venti-

lierten Käfigen (IVC) 

RAIR IsosystemTM  (Lab Products, Seaford, 

USA) 

Kühlschränke (4-7 °C) FKS 1800 (Liebherr, Bulle, Schweiz) 

KS 3160 (Liebherr, Bulle, Schweiz) 

Magnetrührer MR 3001 (Heidolph, Schwabach) 

RCT (IKAMAG®, Staufen) 

Mehrkanalpipetten  VWR SignatureTM Ergonomic High-Perfor-

mance 20-200 µl (VWR International, Darm-

stadt) 

Mikroskope  Type 020-507.010 (Leica, Wetzlar) 

BZ-9000 Biorevo (Keyence, Osaka, Japan) 

Mikrowelle MWS 1820 Duo (Bauknecht, Stuttgart) 

OP-Besteck: anatomische Scheren und Pin-

zetten verschiedener Größen 

unbekannte Hersteller (bezogen von A. Har-

tenstein, Würzburg) 

Photometer CO8000 (WPA, Cambridge, UK) 

pH-Meter Lab 850 (SI Analytics, Mainz) 

Pipetten Research® plus 0,5-10 µl / 10-100 µl / 100-

1000 µl  (Eppendorf, Hamburg) 

Reference® 0,5-10 µl / 10-100 µl / 100-

1000 µl (Eppendorf, Hamburg) 

PIPETMAN P20 / P200 / P1000 (Gilson, Mi-

ddleton, USA) 

Multipette® M4 (Eppendorf, Hamburg) 

Pipettierhilfe accu-jet® pro (BRAND, Wertheim) 

Schüttler KL-2 (Edmund Bühler, Tübingen) 

Taschenrechner LCD 3112 (Olympia, Hattingen) 

Uhr  Timer  SKT 338 N (Oregon Scientific, Tuala-

tin, USA) 

Vortexer REAX 2000 (Heidolph, Schwabach) 

Waagen ABT 120-5DM (Kern, Balingen-Frommern) 

PFB 6000-1 (Kern, Balingen-Frommern) 

P1200 (Mettler, Greifensee, Schweiz) 

Sterilwerkbänke LaminAir® HB 2472 (Heraeus, Hanau) 
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MSC AdvantageTM 1.5 (Thermo Electron 

LED, Langenselboid) 

Zentrifugen Biofuge fresco (Heraeus, Hanau) 

Rotanta 460 R (Hettich, Tuttlingen) 

Tabelle 1: Laborgeräte 

 

2.2 Verbrauchsmaterialien 

Blutagarplatten (Columbia Agar + 5 % Ham-

melblut) 

COS 90 mm (bioMerieux, Marcy l´Etoile, 

Frankreich) 

Deckgläser Deckgläser 24x50 mm (unbekannter Herstel-

ler, bezogen von A. Hartenstein, Würzburg) 

Delimiting Pen Dako-Pen (Agilent Technologies, Glostrup, 

Dänemark) 

Desinfektionsmittel terralin® liquid (Schülke, Norderstedt) 

Dialysemembran Dialysierschlauch VISKING® Typ 20/32 

(Carl Roth GmbH, Karlsruhe) 

Einmalkittel Einmalkittel orange (VE 100 Stück) (RMP-

med, Dresden) 

Einmalhandschuhe Peha-soft® nitril fino (Hartmann, Heiden-

heim) 

Einmal-OP-Haube (unbekannter Hersteller, bezogen von A. Har-

tenstein, Würzburg) 

Einmalspritzen 1 ml TBC (Dispomed, Gelnhausen) 

5 ml SOFT-JECT® / 10 ml SOFT-JECT® 

(Henke Sass Wolf, Tuttlingen) 

50 ml INFUJECT® (Dispomed, Gelnhausen) 

ELISA Verschlussfolie Selbstklebende Polyester-Verschlussfolie für 

PCR-Platten (unbekannter Hersteller, bezo-

gen von A. Hartenstein, Würzburg) 

Falcon FalconTM, 5 ml Polystyrene Round-Bottom 

Tube (BD, Franklin Lakes, USA) 

GC-VCNT Agarplatten 36 g BD DifcoTm Chocolate Agar Base (GC 

Medium) (BD, Franklin Lakes, USA) wurde 

in 1 l ddH20 gelöst und bei 121 °C autokla-

viert. Dem abkühlenden Agar wurde bei ca. 

50 °C 10 ml Natriumhydrogencarbonat, 10 ml 

Kellogg´s supplement und 10 ml gelöster 

VCNT Inhibitor beigefügt. Der Agar wurde in 

Petrischalen gegossen, 48 h bei Raumtempe-

ratur getrocknet und bei +4 °C gelagert. 

Impfschlinge Impfschlinge 10 µl (Sarstedt, Nümbrecht) 

Kanülen MicrolanceTM 3 26G x 3/8“ (BD, Franklin La-

kes, USA) 

NEOJECT® 25G x 5/8“ (Dispomed, Gelnhau-

sen) 

Küvette Halb-Mikro-Küvette (Sarstedt, Nümbrecht) 

Mundschutz Foliodress® mask Loop (Hartmann, Heiden-

heim) 

Objektträger-Küvette (Glas) (unbekannter Hersteller, bezogen von A. Har-

tenstein, Würzburg) 
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Objektträger-Küvette (Plastik) Färbeküvette 'Coplin', PP, mit Schraubdeckel 

(Schlee, Witten-Herbede) 

Petrischalen Petrischalen 92x16 mm (Sarstedt, Nüm-

brecht) 

Plastikschalen Reagent Reservoirs 50 ml (VWR Internatio-

nal, Radnor, USA) 

Plastikklammern (Dialyse) (unbekannter Hersteller, bezogen von A. Har-

tenstein, Würzburg) 

Pipettenspitzen (Dispenser) Combitips advanced® 1 ml / 5 ml (Eppen-

dorf, Hamburg) 

Pipettenspitzen (Pipetten) 10 µl / 200 µl / 1000 µl (Sarstedt, Nümbrecht) 

Protein G Säule HiTrapTM Protein G HP (GE Healthcare, 

Chalfont, UK) 

Reaktionsgefäße Eppendorf Tubes® 0,5 ml / 1,5 ml / 2,0 ml / 

5,0 ml (Eppendorf, Hamburg) 

Rollrandglas 15 ml-Rollrandglas mit Deckel, 52x24 mm 

(bezogen von A. Hartenstein, Würzburg) 

Sterilfilter Filtropur S 0.2 (Sarstedt, Nümbrecht) 

Tierfutter 1314 TPF (Altromin, Lage) 

Verschlussfolie Parafilm M, 4IN. X 125 Ft. (Bemis, Neenah, 

USA) 

Wattestäbchen Wattestäbchen 15 cm (Heinz Herenz, Ham-

burg) 

Zentrifugenröhrchen 15 ml / 50 ml (Greiner Bio-One, Frickenhau-

sen) 

96-Well-Platten Microtest Plate 96 Well, R (Sarstedt, Nüm-

brecht) 

96-Well-Platte ELISA Microplate, 96 well, PS, U-bottom, MICRO-

LON® 600, high binding, clear (Greiner Bio-

One, Frickenhausen) 

Tabelle 2: Erworbene Verbrauchsmaterialien 

 

2.3 Reagenzien 

2.3.1 Chemikalien 

Ammoniumsulfat Ammoniumsulfat (Merck, Darmstadt) 

Aquadest (ddH20) Aqua B. Braun Ecotainer® (B. Braun, Melsun-

gen) 

Avidin-Peroxidase Avidin-Peroxidase 1 mg/ml (A3151-1MG) 

(Sigma-Aldrich, St. Louise, USA) 

BHI-Bouillon BD Bacto™ Brain Heart Infusion (BD, Fran-

klin Lakes, USA) 

BSA A1391,0100 Albumin Fraction V (pH 7,0) 

(PanReac AppliChem ITW Reagents, Darm-

stadt) 

C3a  Purified Mouse C3a Protein (native) (BD, 

Franklin Lakes, USA) 

C5a Purified Recombinant Mouse C5a (BD, 

Franklin Lakes, USA) 
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Clodronat Liposomen Clodronate Liposomes (Clodronate Liposo-

mes.com, Amsterdam, Niederlande) 

DAPI DAPI for nucleic acid staining (Sigma-Al-

drich, St. Louise, USA) 

DMSO  

 

Dimethylsulfoxid Rotipuran® ≥ 99,8 % p.a. 

(Carl Roth GmbH, Karlsruhe) 

EDTA EDTA disodium salt dihydrate BioChemica 

(AppliChem GmbH, Darmstadt) 

Eindeckmedium FluoroshieldTM (Sigma-Aldrich, St. Louise, 

USA) 

Eisendextran D8517 Iron-Dextran solution (Sigma-Aldrich, 

St. Louise, USA) 

Ethanol Ethanol Rotipuran® ≥ 99,8 % p.a. (Carl Roth 

GmbH, Karlsruhe) 

Formaldehyd  Formaldehydlösung ≥ 35%, DAB für die His-

tologie (Carl Roth GmbH, Karlsruhe) 

FITC NHS-Fluorescein, 100 mg (Thermo Scien-

tific, Rockford, USA) 

GC Medium BD DifcoTm Chocolate Agar Base (GC Me-

dium) (BD, Franklin Lakes, USA) 

Glycerin (Propantriol) Glycerin 86 % Rotipuran® p.a. (Carl Roth 

GmbH, Karlsruhe) 

Heparin Heparin (5000 U/ml) (Biochrom AG, Berlin) 

Isotonische Kochsalzlösung 0,9 % Natriumchlorid 100 ml (Fresenius 

Kabi, Bad Homburg) 

Methanol Methanol Rotipuran® ≥ 99,9 % p.a. (Carl 

Roth GmbH, Karlsruhe) 

Nafamostat Nafamostat mesylate 50 mg (Cayman Chemi-

cal Company, Ann Arbor, USA) 

Paraformaldehyd Paraformaldehyd reinst, DAC (Carl Roth 

GmbH, Karlsruhe) 

10xPBS (steril) gibco® DPBS powder without calcium chlo-

ride and magnesium chloride (life technolo-

gies Corporation, Grand Island, USA) 

Schwefelsäure Schwefelsäure 96 % (Roth, Karlsruhe) 

Sudanschwarz B Sudan Black B (Sigma-Aldrich, St. Louise, 

USA) 

TRIS TRIS Pufferan® ≥ 99,9 % (Roth, Karlsruhe)  

Tween 20 Tween 20 (Merck-Schuchardt, Hohen-brunn) 

VCNT Inhibitor BBLTM VCNT Inhibitor 10 ml (BD, Franklin 

Lakes, USA) 

Wasserstoffperoxid  Wasserstoffperoxid 30 % (Merck, Darmstadt) 

Xylol Xylol Emsure® (Merck, Darmstadt) 

Zymosan A Zymosan A from Saccharomyces cerevisiae 

(Sigma-Aldrich, St. Louise, USA) 

Tabelle 3: Chemikalien 

 

2.3.2 Reaktionskits 

BCA Protein Assay Kit PierceTM BCA Protein Assay Kit (Thermo 

Scientific, Rockford, USA) 
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CXCL/KC-ELISA Kit DuoSet® ELISA Development System Mouse 

CXCL1/KC (R&D Systems, Minneapolis, 

USA) 

IL-6-ELISA Kit DuoSet® ELISA Development System Mouse 

IL-6 (R&D Systems, Minneapolis, USA) 

TMB Substrat TMB Substrate Kit (Thermo Scientific, Rock-

ford, USA) 

TNF-α-ELISA Kit DuoSet® ELISA Development System Mouse 

TNF-α (R&D Systems, Minneapolis, USA) 

Tabelle 4: Reaktionskits 

 

2.3.3 Antikörper 

mC3a-Primärantikörper (ELISA) Purified Rat-anti-Mouse-C3a-antibody (clone 

I87-1162) (BD, Franklin Lakes, USA) 

mC3a-Sekundärantikörper (ELISA) Biotin-Rat-anti-Mouse-C3a-antibody (clone 

I87-419) (BD, Franklin Lakes, USA) 

mC5a-Primärantikörper (ELISA) Purified Rat-anti-Mouse-C5a-antibody (clone 

I52-1486) (BD, Franklin Lakes, USA) 

mC5a-Sekundärantikörper (ELISA) Biotin-Rat-anti-Mouse-C5a-antibody (clone 

I52-278) (BD, Franklin Lakes, USA) 

Goat-anti-Rabbit-Cy3 (IF Färbung) Cy™3 AffiniPure Goat-Anti-Rabbit-IgG 

(H+L) (min X Hu, Ms, Rat Sr Prot), 1,5 mg 

(Jackson Immuno Research, West Grove, 

USA) 

Rabbit-anti-Neutrophilen-Elastase (IF Fär-

bung) 

Anti-Neutrophil-Elastase-antibody (ab68672) 

(Abcam, Cambridge, UK) 

Rat-IgG (Therapie) Normal Rat-IgG Control (Azide free) (R&D 

Systems, Minneapolis, USA) 

Tabelle 5: Antikörper 

 

2.3.4 Lösungen aus Eigenherstellung 

Carbonatpuffer 0,1 M NaHCO3 (0,1 l ansetzen) 

mit 0,1 M Na2CO3 auf pH 9,5 einstellen 

BHI 37 g BactoTm BHI in 1 l ddH20 lösen, 15 min 

bei 121 °C autoklavieren 

100 x Kellogg´s supplement 40 g Glucose 

1 g Glutamin 

2 mg Thiaminpyrophosphat 

5 mg Eisen(III)-nitrat 

Ad 100 ml ddH20, lagern bei -20 °C 

Natriumhydrogencarbonat 0,42 g NaHCO3 

Ad 100 ml ddH20, lagern bei -20 °C 

Natriumcitrat Puffer 0,294 g C6H5O7 in 0,1 l ddH2O lösen 

(10 mM), mit 1 M Zitronensäure auf pH 6,0 

einstellen 

Sudanschwarz B Lösung 0,3 % Sudanschwarz B in 70 % EtOH 1 h rüh-

ren, durch Faltenfilter abfiltrieren 

Tabelle 6: Lösungen aus Eigenherstellung 
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2.3.5 Seren 

Kaninchen-anti-Nme-Serum hergestellt von Kay Johswich in Toronto; po-

lyklonaler AK, nicht aufgereinigt; gelagert bei 

-80 °C 

Kaninchenserum (naiv) Baby Rabbit Complement (Pooled Normal 

Rabbit Serum from Young Rabbits) (Cedar-

lane, Burlington, Canada) 

Mausserum (naiv) gepoolt aus Herzpunktion von WT Mäusen 

Mausserum (Zymosan-aktiviert) Mausserum mit 2 mg/ml Zymosan 1 h bei 

37 °C aktiviert, abzentrifugiert, aliquotiert 

und bei -20 °C gelagert. 

Ziegenserum Normal Goat Serum (Sigma-Aldrich, St. 

Louise, USA) 

Tabelle 7: Seren 

 

2.4 Versuchstiere 

2.4.1 Allgemeine Informationen zu Versuchstieren 

Tierversuche im Rahmen dieses Projekts wurden im Einklang mit dem deutschen Tier-

schutzgesetz (TierSchG) sowie der Tierschutz-Versuchstierverordnung (TierSchVersV) 

durchgeführt und sind von der Regierung von Unterfranken unter den Tierversuchsnum-

mern 55.2-2531-14/14 sowie 55.2-2532-2-165 genehmigt worden. Einige Experimente 

wurden im Labor von Scott Gray-Owen (University of Toronto) nach Genehmigung 

durch das Animal Ethics Review Committee der University of Toronto (Permit 20008007), 

welches dem Province of Ontario’s Animals for Research Act sowie dem Federal Council 

of Animal Care unterliegt, durchgeführt. Alle verwendeten Mausstämme (transgen und 

Wildtyp) waren auf dem genetischen Hintergrund der C57Bl/6J Linie entstanden. Es wur-

den ausschließlich 6-8 Wochen alte, männliche Tiere verwendet. Unter Berücksichtigung 

der „3R“ (replacement, reduction, refinement) wurde darauf geachtet, die Belastung der 

Mäuse während der Zucht und während der Experimente auf das notwendige Mindestmaß 

zu beschränken. 

 

2.4.2 Genotypen 

2.4.2.1 Wildtyp-Maus 

Die verwendeten C57BL/6J Wildtyp Mäuse („WT“) wurden von Harlan Laboratories und 

von Charles River Laboratories bezogen. Innerhalb eines Experiments wurden nur Mäuse 

eines Herstellers verwendet.  
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2.4.2.2 C3-knockout-Maus 

Die C3-knockout-Maus-Linie („C3-/-"; vollständiger Name: B6.129S4-C3tm1Crr/J (157)) 

wurde von Prof. Dr. med. Andreas Klos vom Institut für medizinische Mikrobiologie und 

Krankenhaushygiene der Medizinischen Hochschule Hannover (MHH) bezogen und im 

Tierhaltungstrakt des Instituts für Hygiene und Mikrobiologie (IHM) der Universität 

Würzburg gezüchtet. Aus der Abwesenheit von C3 resultiert eine funktionelle Komple-

mentdefizienz. 

 

2.4.2.3 C5a-Rezeptor-knockout-Maus 

Auch die C5a-Rezeptor-knockout-Maus („C5aR1-/-", vollständiger Name: B6.129S4-

C5ar1tm1Cge/J (158)) wurde von Prof. Dr. med. Andreas Klos bezogen und im Tierhal-

tungstrakt des Instituts für Hygiene und Mikrobiologie (IHM) der Universität Würzburg 

gezüchtet.  

 

2.4.3 Haltungs- und Hygienebedingungen 

Die Tiere wurden im Tierhaltungstrakt des Instituts für Hygiene und Mikrobiologie der 

Universität Würzburg gehalten. Etwa eine Woche vor der Infektion wurden die Versuchs-

tiere in das individuell ventilierte Käfigsystem (IVC) im Versuchsraum umgesetzt, um 

sich akklimatisieren zu können. Ein Streuaustausch zwischen allen Käfigen eines Expe-

riments wurde durchgeführt, um die Mikrobiome der Tiere in allen Käfigen einander an-

zupassen. 

In beiden Räumen erfolgte die Tierhaltung nach konventionellem Hygieneschema mit 

Personal- und Materialbarriere. Die Tierhaltung und der Zutritt der Experimentatoren un-

terlagen den jeweiligen Hygienerichtlinien der Räume und waren in der Nutzerordnung 

und den Tierhaltungsrichtlinien des Instituts geregelt. 

Es herrschte ein 12 Stunden Licht-Dunkelrhythmus. Die Temperatur betrug 22-24 °C und 

die Luftfeuchtigkeit 55±10 %. Mit Ausnahme der Zuchtpaare fand eine Geschlechtertren-

nung statt und maximal fünf Tiere wurden pro Käfig mit einer Grundfläche von 

> 500 cm2 gehalten. Während der gesamten Zeit in der Zucht und im Laufe eines Expe-
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riments hatten die Tiere uneingeschränkten Zugang zu Wasser und Trockenfutter (Stan-

dard-Diät). Um eine artgerechte Haltung zu gewährleisten, wurde den Tieren Spiel- und 

Rückzugsmöglichkeiten (Hölzchen, Papier, Eierkartons, Häuschen) angeboten. Gesund-

heit und Wohlbefinden wurden durch tägliche Sichtkontrollen überwacht. 

Mäuse aus externen Tierhaltungen wurden nur nach Vorlage eines aktuellen, maximal 

vier Wochen alten Gesundheitszeugnisses aufgenommen. Nach Empfehlungen der FEL-

ASA (Federation of European Laboratory Animal Science Association) wurden die Tiere 

vierteljährlich im Zuge des Hygienemonitorings mittels Sentinels auf pathogene Keime  

untersucht (159). In den hier verwendeten Tieren wurde zu keiner Zeit ein mauspathoge-

ner Keim nachgewiesen, weshalb der Hygienestatus der Tiere als SPF (specified pathogen 

free) angegeben wird. Zusätzlich wurde der unspezifische Keimgehalt des Tierraums 

vierteljährlich mit Sedimentationsplatten und Abklatschproben kontrolliert. 

 

2.5 Bakterien 

2.5.1 Bakterienstämme, Lagerung und Umgang 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der bekapselte Stamm MC58 und seine unbekapselte 

Mutante MC58∆csb verwendet. Bakterienstocks wurden in 30 % Glycerin in BHI 

bei -80 °C gelagert. Die Handhabung erfolgte ausschließlich in Sterilarbeitsbänken unter 

Bedingungen der biologischen Sicherheitsstufe 2. 

 

2.5.1.1 Neisseria meningitidis MC58 

Der Stamm MC58 ist ein klinisches Isolat aus Großbritannien von 1983, (160), (161), 

(162). Er wurde von Andrew Gorringe (Public Health England) zur Verfügung gestellt, 

gehört zu der Serogruppe B und wird klassifiziert als B:15:P1.7,16-2:ST-74 cc32. 

 

2.5.1.2 Neisseria meningitidis MC58∆csb 

MC58∆csb ist die unbekapselte Mutante des klinischen Isolats MC58. Durch die Inser-

tion einer Kanamycin-Resistenzkassette und eines vorzeitigen Stopcodons wurde das csb-

Gen (formals siaD) deletiert, das für die Serogruppe B spezifische Polysialyltransferase 

codiert, und somit die Fähigkeit zur Kapselbildung ausgeschaltet (1), (163). 
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2.5.2 Hitzeinaktivierung 

Bei einigen Experimenten wurden hitzeinaktivierte Bakterien verwendet. Dazu wurde das 

fertige Inokulum (Kapitel 2.6.2) für 30 min bei 70 °C auf dem Heizblock inaktiviert.  

 

2.6 Infektion von Versuchstieren 

2.6.1 Zeitangaben 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Versuchstiere mit Nme infiziert. Alle zeitlichen Anga-

ben orientieren sich an dem Zeitpunkt der Infektion (0 h). Ereignisse vor Beginn der In-

fektion sind mit einer negativen („-“), Ereignisse nach der Infektion mit einer positiven 

Zeitangabe („+“) gekennzeichnet. 

 

2.6.2 Inokulum 

Zum Zeitpunkt -24 h wurden ca. 10 µl der gefrorenen Bakterien-Stocklösung mit Hilfe 

einer Impfschlinge im Dreiösenausstrich auf eine Blutagarplatte ausgestrichen. Die Bak-

terien wurden über Nacht im Brutschrank (37 °C, 5 % CO2, gesättigte Wasserdampfat-

mosphäre) inkubiert.  

Bei -5 h wurden etwa 10 - 20 Einzelkolonien aus der dritten Fraktion des Dreiösenaus-

strichs mit einem Wattestäbchen aufgenommen und ein flächendeckender Rasenausstrich 

auf einer zweiten, frischen, zimmerwarmen Blutagarplatte ausgeführt. Diese zweite Blut-

agarplatte wurde im Brutschrank für vier Stunden inkubiert, um maximal teilungsfähige 

Bakterien in der log-Phase zu erhalten. 

Die explizite Inokulumeinstellung für Infektionsversuche wurde zum Zeitpunkt -1 h vor-

genommen. Mit Hilfe eines Wattestäbchens wurde der gesamte Bakterienrasen der zwei-

ten Blutagarplatte abgeerntet und in 1000 µl BHI eingerieben. Eine 1:10 oder 1:20 Vor-

verdünnung mit BHI wurde angefertigt und anschließend deren optische Dichte (OD600) 

bestimmt. Zunächst wurde eine Suspension mit einer OD600 von genau 1,0 eingestellt, 

was einer Bakterienkonzentration von 1,5 x 109 CFU/ml entsprach. Die gewünschte Bak-

terienkonzentration im Inokulum wurde dann durch Verdünnungen in BHI eingestellt. 
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Unmittelbar vor Applikation des eingestellten, infektionsfertigen Inokulums wurden se-

rielle Verdünnungen angelegt und ausplattiert, um die tatsächliche Menge von CFU zu 

ermitteln. 

 

2.6.3 Infektion 

Die Infektion erfolgte durch intraperitoneale (i. p.) Applikation des Inokulums in den lin-

ken unteren Quadranten ventral. Dazu wurden 200 µl des eingestellten Inokulums in einer 

1 ml-Spritze mit einer 26 G Kanüle verabreicht. Bei einer Bakterienkonzentration im In-

okulum von beispielsweise 5x105 CFU/ml entsprach das einer Infektion mit 105 CFU pro 

Tier. Für die Infektion jedes einzelnen Tieres wurden jeweils neue, sterile Spritzen und 

Kanülen verwendet. 

Nicht infizierten Kontrolltieren wurde zum Zeitpunkt 0 h 200 µl BHI ohne Nme intrape-

ritoneal appliziert. In Bezug auf Art und Lokalisation der Verabreichung unterschieden 

sich die Kontrolltieren nicht von den Falltieren.  

Um eine produktive Infektion mit Nme zu erreichen, wurde den Versuchstieren zusätzlich 

zum Inokulum Eisendextran i. p. in den rechten unteren Quadranten ventral appliziert 

(164). Eisendextran wurde in isotonischer Kochsalzlösung auf 10 mg/ml verdünnt und 

sterilfiltriert. Zu den Zeitpunkten 0 h und +12 h wurden jeweils 200 µl (entsprechend 

2 mg Eisen) in einer 1 ml-Spritze mit einer 26 G Kanüle i. p. verabreicht. Um Kontami-

nationen zu verhindern, wurden für jede einzelne Injektion neue, sterile Spritzen und Ka-

nülen verwendet. 

 

2.7 Klinische Überwachung von Versuchstieren  

2.7.1 Parameter, Belastungsgrad und humaner Endpunkt 

Die Tiere wurden nach der Infektion alle sechs Stunden anhand des in Tabelle 8 darge-

stellten Scoring-Schemas bewertet. Die Punktesumme aller vier Werte aus den Bereichen 

Körpergewicht, Allgemeinzustand, Verhalten und Klinik wurde gebildet (zwischen 0 und 

80) und daraus auf den individuellen Belastungsgrad geschlossen. Dieser war als gering 

(1-9 Punkte), mittelgradig (10-19 Punkte) oder hochgradig (≥ 20 Punkte) definiert. Ver-

suchstiere bei denen ein Überleben als sehr unwahrscheinlich eingestuft wurde oder die 
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für die Dauer von 24 Stunden eine hochgradige Belastung (≥ 20 Punkte) ohne Tendenz 

zur Besserung aufwiesen, hatten den humanen Endpunkt erreicht und wurden unverzüg-

lich mit CO2-Inhalation euthanasiert. Versuchsende war bei allen Tieren spätestens nach 

138 h, entsprechend 5,75 Tagen. 

Symptome Punkte 

Körpergewicht < 3 % Abnahme 0 

Abnahme 3-5 % 1 

Abnahme 5-10 % 5 

Abnahme 10-20 % 10 

Abnahme > 20 % 20 

Allgemeinzustand Glattes, glänzendes Fell, ausgestrecktes Laufen, klare Au-

gen 

0 

Leichte Felldefekte  1 

Fell stumpf/ungeordnet, leichte Aufkrümmung 5 

Fell dreckig, After kotverschmiert, Augen trüb/Ausfluss, 

starke Aufkrümmung 

10 

Zittern/Schwanken, starke Dehydrierung 20 

Verhalten Normal (agil, neugierig) 0 

Leichte Abweichung 1 

Eingeschränkte Motorik 5 

Selbstisolation, Lethargie, Koordinationsstörung 10 

Bewusstlosigkeit, kein Abwehrverhalten beim Hochnehmen 20 

Klinik Normalzustand (Atemfrequenz, Durchblutung) 0 

Leichte Abweichung 1 

Atemfrequenz +/- 30 % 10 

Atemfrequenz +/- 50 %, Durchblutungsstörungen 20 

Tabelle 8: Scoring Schema 

 

2.7.2 Verblindung 

Die Tierversuche wurden verblindet, d. h. von zwei Untersuchern durchgeführt. Untersu-

cher A führte das Scoring durch. Untersucher B führte die Infektion und gegebenenfalls 

die Applikation von Substanzen durch. Um eine potentielle Verzerrung bei der klinischen 

Bewertung zu minimieren (observer bias), wurde bis zum Ende des Versuches kein In-

formationsaustausch zwischen den beiden Untersuchern bezüglich der Gruppenzugehö-

rigkeit einzelner Mäuse (Fall- und Kontrollgruppe oder Behandlungsgruppen) betrieben. 
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2.8 In vivo Bestimmung der Bakterienlast  

2.8.1 Probengewinnung und Prozessierung 

Die Bakterienlast im Blut infizierter Mäusen (Bakteriämie) wurde zu definierten Zeit-

punkten gemessen. Dafür wurden Schwanz- und Herzblut verwendet.  

 

2.8.1.1 Schwanzblut 

Die Bestimmung der Bakterienlast im Schwanzblut erfolgte zu den Zeitpunkten +3 h, 

+12 h, +24 h, +36 h, +48 h, +60 h, +72 h, +90 h, +114 h, +138 h. Mit einer sterilen 25 G 

Kanüle wurde die Schwanzvene ca. 1 - 2 cm proximal des desinfizierten Schwanzendes 

punktiert und 5 µl Blut entnommen. 

 

2.8.1.2 Herzblut 

Am Versuchsende wurde Herzblut durch eine Herzpunktion gewonnen. Euthanasierte 

Tiere wurden mit ausgestreckten Extremitäten in Rückenlage fixiert und die Bauchseite 

mit Terralin® desinfiziert. Das Herz wurde mit einer sterilen 25 G Kanüle durch die Haut 

hindurch punktiert (links lateral der Mediosternallinie, einige Millimeter unterhalb des 

Rippenbogens) und Herzblut mit einer 1 ml-Spritze entnommen. 

 

2.8.1.3 Prozessierung 

5 µl des gewonnenen Bluts wurden 1:10 in 45 µl Heparin in PBS (12,5 U/ml) verdünnt. 

In einer 96-Well Platte erfolgten fünf weitere serielle 1:10 Verdünnungen mit jeweils 

10 µl Probe und 90 µl PBS. Jeweils 20 µl aller sechs Verdünnungsstufen wurden auf eine 

GC/VCNT-Platte pipettiert über Nacht im Brutschrank inkubiert und die CFU am nächs-

ten Tag bestimmt, um die Bakterienkonzentration im Blut der Tiere zu ermitteln. 

 

2.9 Messung pro-inflammatorischer Mediatoren  

2.9.1 Probengewinnung und Prozessierung 

Die Konzentration verschiedener pro-inflammatorischer Mediatoren wurde im Blut und 

in der Peritoneallavage (PL) per ELISA gemessen. 
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2.9.1.1 Blutplasma 

Gewonnenes Blut (Kapitel 2.8.1) wurde direkt nach der Abnahme durch Zugabe von 

EDTA (Endkonzentration 2,5 - 5,0 mM) und Nafamostat (Endkonzentration 0,1 mg/ml) 

antikoaguliert und auf Eis gekühlt. Die zellulären Bestandteile wurden für 10 min bei 

4 °C mit 13.000 rpm abzentrifugiert, der Überstand (Blutplasma) wurde abgenommen 

und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert. 

 

2.9.1.2 Peritoneallavage 

Vor jeder Peritoneallavage (PL) wurde eine Herzpunktion durchgeführt (Kapitel 2.8.1), 

um die Kontaminationsgefahr durch Blutbestandteile zu minimieren. Das Abdomen 

wurde in der Medianlinie von Sternum bis Blase eröffnet und das Peritoneum stumpf 

freipräpariert. 3 ml PBS wurden mit einer 5 ml-Spritze per 26 G Kanüle in den Peritoneal-

raum instilliert und eine Durchmischung wurde durch leichte, zirka 30-sekündige Agita-

tion des Abdomens ermöglicht. Die Einstichstelle wurde etwas erweitert, die PL wurde 

mit einer 5 ml-Spritze zurückgewonnen und ab sofort mit Eis gekühlt. Die zellulären Be-

standteile wurden für 3 min bei 4 °C und 600 rpm zentrifugiert und der Überstand bis zur 

weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert. 

 

2.9.2 ELISA  

2.9.2.1 Allgemeine Informationen zu durchgeführten ELISA 

Plasmaproben und Peritoneallavagen wurden per ELISA auf die Anaphylatoxine C3a und 

C5a sowie auf die pro-inflammatorischen Mediatoren TNF-α, IL-6 und KC/CXCL-1 hin 

untersucht. Sofern nicht explizit erwähnt, wurden alle Schritte bei Raumtemperatur (ca. 

22 °C) (RT) in 96-Well-ELISA-Platten durchgeführt, die während der Inkubationszeit 

mit Folie versiegelt wurden. ELISA mit potentiell infektiösen Proben wurden an einer 

Sterilwerkbank durchgeführt. Beim Standard und Blank wurden Doppelwerte angefertigt 

und zur Auswertung das arithmetische Mittel gebildet. Bei Proben von Plasma oder PL 

wurden aufgrund des geringen Volumens i. d. R. Einfachwerte verwendet.  
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2.9.2.2 C3a- und C5a-ELISA  

Puffer und Proben 

 C3a-ELISA C5a-ELISA 

Blockpuffer 5 % BSA in PBS (pH 7,4) 

Waschpuffer PBS/T 

Blank 5 % BSA in PBS (pH 7,4) 

Plasmaproben In PBS/T, 1:10 bis 1:25 In PBS/T, unverdünnt und 1:10 

bis 1:25 

Standard Zymosan-aktiviertes Mausse-

rum in PBS/T, serielle 1:3,16 

Verdünnungsreihen startend bei 

1:10 bis 1:10.000 

Purified Recombinant Mouse 

C5a in 1 % BSA in PBS 

(pH 7,4), serielle 1:2 Verdün-

nungsreihe startend bei 

10 ng/ml, bis 0,156 ng/ml 

Primärantikörper Purified Rat-anti-Mouse-C3a-/C5a-antibody in 0,1 M Carbonat-

puffer (pH 9,5) 1:125 verdünnen (Endkonzentration 4 µg/ml). 

Sekundärantikörper Biotin-Rat-anti-Mouse-C3a-/C5a-antibody in PBS/T 1:500 verdün-

nen (Endkonzentration 1 µg/ml). 

Avidin-Peroxidase in PBS/T 1:10.000 verdünnen (Endkonzentration 0,1 µg/ml) 

Substratlösung TMB-Substrat 

Abstopplösung 1 M Schwefelsäure (H2SO4) 

Tabelle 9: Puffer und Proben für C3a- und C5a-ELISA 

 

Protokoll  

In jedes Well einer ELISA-Platte wurden 50 µl C3a-/C5a-Primärantikörper pipettiert, mit 

Folie versiegelt und über Nacht bei 4 °C inkubiert. Der Primärantikörper wurde entfernt, 

dreimal mit je 200 µl frischem Waschpuffer gewaschen, anschließend je 200 µl Block-

puffer pro Well hinzugefügt und 1 h bei RT geblockt. Je 50 µl Proben (Standard, Blank, 

Plasma) wurden hinzugeben und 1 h bei RT inkubiert. Die Wells wurden dreimal mit je 

200 µl Waschpuffer gewaschen, 50 µl des verdünnten C3a-/C5a-Sekundärantikörpers 

hinzugegeben und 1 h bei RT inkubiert. Dann wurden die Wells dreimal mit je 200 µl 

Waschpuffer gewaschen, je 50 µl Avidin-Peroxidase wurde hinzugeben und 1 h bei RT 

inkubiert. Die Wells wurden dreimal mit je 200 µl Waschpuffer gewaschen, je 100 µl von 

frisch hergestelltem TMB-Substrat wurde hinzupipettiert und die Farbreaktion wurde für 

einige Minuten abgewartet. 100 µl 1 M Schwefelsäure (H2SO4) wurde dazugegeben und 

bei 450 nm im Photometer gemessen.  
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2.9.2.3 TNF-α-, IL-6- und KC/CXCL1-ELISA 

Die TNF-α-, IL-6- und KC/CXCL1-ELISA wurden mit den enthaltenen Substanzen der 

Reaktionskits durchgeführt. Die vom Hersteller empfohlenen Protokolle wurden leicht 

modifiziert. 

Puffer und Proben 

Die Plasma- und PL-Proben wurden in PBS/T, die Primärantikörper wurden in PBS und 

die Avidin-Peroxidase sowie der Sekundärantikörper wurden mit 1 % BSA in PBS wie 

in der Tabelle 10 angegeben verdünnt.  

 TNF-α IL-6 KC/CXCL1 

Blockpuffer 1 % BSA in PBS 

Waschpuffer PBS/T 

Blank 1 % BSA in PBS 

Plasmaproben 1:4 bis 1:10 1:10 bis 1:1.000 1:10 bis 1:10.000 

PL Proben - unverdünnt und 

1:10 

unverdünnt und 

1:10 

Standard Nach Herstellerangaben in 1 % BSA in PBS verdünnen 

Primärantikörper 1:125 

0,8 µg/ml 

1:120 

2,0 µg/ml 

1:120 

2,0 µg/ml 

Sekundärantikörper 1:60 

50 ng/ml 

1:60 

150 ng/ml 

1:60 

200 ng/ml 

Avidin-Peroxidase  1:40 1:40 1:40 

Substratlösung TMB-Substrat 

Abstopplösung 1 M Schwefelsäure (H2SO4) 

Tabelle 10: Puffer und Proben für in TNF-α-, IL-6- und KC/CXCL1-ELISA 

 

Modifiziertes Protokoll 

Für die TNF-α-, IL-6- und KC/CXCL1-ELISAs wurde das Protokoll der C3a/C5a-ELISA 

(Kapitel 2.9.2.2) mit folgenden Änderungen verwendet: Die Inkubation des Primäranti-

körpers erfolgte über Nacht bei RT. Die Inkubation der Proben (je 50 µl Standard, Blank, 

Plasma/PL) und der Sekundärantikörper erfolgte 2 h bei RT. Die Inkubationszeit der Avi-

din-Peroxidase betrug 20 min. 

 

2.9.3 C5a in vivo capture assay  

2.9.3.1 Allgemeine Informationen 

Da C5a an den spezifischen Rezeptoren C5aR1 und C5aR2 bindet oder rasch von der 

Carboxypeptidase B zur geringer potenten Form C5a-desArg gespalten wird, beträgt 
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seine Halbwertszeit im Blut nur wenige Minuten (165), (166) und eine exakte Konzen-

trationsbestimmung ist daher schwierig.  

Mit dem „C5a in vivo capture assay“ wurde eine genaue Bestimmung der C5a-Konzentra-

tion im Blut angestrebt, indem infizierten Versuchstieren ein C5a-Sekundärantikörper 

i. p. verabreicht wurde, welcher C5a sofort nach der Entstehung im Blut binden und vor 

einem schnellen Abbau schützen konnte.  

 

2.9.3.2 Durchführung 

C5a-Sekundärantikörper (Biotin-Rat-Anti-Mouse-C5a-Antikörper) enthält 0,09 % Natri-

umazid als Konservierungsmittel, welches toxisch ist (167). Deshalb wurde er vor Ver-

wendung für 6 h mit einer autoklavierten Dialysemembran gegen 50 ml PBS dialysiert. 

Anschließend wurde der C5a-Sekundärantikörper mit PBS auf eine Endkonzentration 

von 20 µg/ml verdünnt und 200 µl (entsprechend 4 µg) pro Tier bei +12 h i. p. appliziert. 

Bei +15 h wurde Blutplasma euthanasierter Versuchtiere per Herzpunktion (Kapitel 

2.8.1) gewonnen und ELISAs zur C5a Messung durchgeführt. 

 

2.9.3.3 C5a Messung per ELISA 

Puffer und Proben 

 C5a-ELISA 

Blockpuffer 5 % BSA in PBS (pH 7,4) 

Waschpuffer PBS/T 

Blank 5 % BSA in PBS (pH 7,4) 

Plasmaproben Unverdünnt bei uninfizierten Versuchstieren (0 h); unverdünnt und 

1:10 in PBS/T verdünnt bei infizierten Versuchstieren (+12 h) 

Standard Rekombinantes, murines C5a mit 2 µg/ml C5a-Sekundärantikörper 

vorinkubiert, in PBS/T serielle 1:3,16 Verdünnungsreihen startend  

bei 1000 nM, bis 0,01 nM 

Primärantikörper Purified Rat-anti-Mouse-C5a-antibody in 0,1 M Carbonatpuffer 

(pH 9,5) 1:125 verdünnen (Endkonzentration 4 µg/ml). 

Sekundärantikörper Biotin-Rat-anti-Mouse-C5a-antibody (Kapitel 2.9.3.2) 

Avidin-Peroxidase in PBS/T 1:10.000 verdünnen (Endkonzentration 0,1 µg/ml) 

Substratlösung TMB-Substrat 

Abstopplösung 1 M Schwefelsäure (H2SO4) 

Tabelle 11: Puffer und Proben für ELISA des „C5a in vivo capture assay“ 
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“C5a in vivo capture assay” ELISA Protokoll  

In jedes Well einer ELISA-Platte wurden 50 µl C5a-Primärantikörper pipettiert, mit Folie 

versiegelt und über Nacht bei 4 °C inkubiert. Der Primärantikörper wurde entfernt, drei-

mal mit je 200 µl frischem Waschpuffer gewaschen, anschließend je 200 µl Blockpuffer 

pro Well hinzugefügt und 1 h bei RT geblockt. Je 50 µl Proben (Standard, Blank, Plasma) 

wurden hinzugeben und 1 h bei RT inkubiert, bevor die Wells dreimal mit je 200 µl 

Waschpuffer gewaschen wurden. Danach wurde je 50 µl Avidin-Peroxidase hinzugege-

ben, 1 h bei RT inkubiert und dreimal mit je 200 µl Waschpuffer gewaschen. Je 100 µl 

von frisch hergestelltem TMB-Substrat wurde hinzu pipettiert und die Farbreaktion für 

einige Minuten abgewartet. 100 µl 1 M Schwefelsäure (H2SO4) wurden dazugegeben und 

die Platte bei 450 nm im Photometer gelesen. 

 

2.10  In vivo C5aR1-Antagonisierung mit PMX205 

Das zyklische Hexapeptid PMX205 ist ein Antagonist des C5aR1 (168) (169). PMX205 

wurde freundlicherweise von Prof. Trent Woodruff von der Universität Queensland, 

Australien, zur Verfügung gestellt. PMX205 wurde mit 5 % Glukose in ddH20 auf die 

entsprechende Endkonzentration verdünnt und den Versuchstieren zu den angegebenen 

Zeitpunkten i. p. appliziert. Kontrolltiere erhielten 5 % Glukose in ddH2O.  

 

 

Abbildung 2 

Struktur des C5aR1 Antagonists PMX205 (170) 
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2.11 In vivo Zelldepletion 

2.11.1 Kontrollgruppe 

Den Mäusen der Kontrollgruppe wurde zu den Zeitpunkten -72 h, -24 h, -12 h, 0 h, +12 h, 

+24 h, +36 h, +48 h 200 µl PBS i. p. appliziert. 

 

2.11.2 Depletion von Neutrophilen mit RB6/8C5 Antikörper 

RB6/8C5 ist ein monoklonaler Ratte-IgG2b Antikörper, der in vivo selektiv an murine 

neutrophile und eosinophile Granulozyten bindet und zur Depletion dieser Zellreihen 

führt (171), (172), (173), (174).  Die Hybridomalinie wurde freundlicherweise von Prof. 

Paul Allen von der Universität Washington, School of Medicine, St. Louis, USA (Depart-

ment of Pathology and Immunology), zur Verfügung gestellt. RB6/8C5 AK wurde von 

Lea Strobel und Christina Linnemann aus dem Institut für Hygiene und Mikrobiologie 

der Universität Würzburg (AG Johswich) aus Zellkulturüberständen mit einer Protein G 

Säule aufgereinigt. Die Stocklösung wurde mit PBS auf die Endkonzentration 1,25 mg/ml 

verdünnt und je 200 µl (entsprechend 250 µg RB6/8C5 AK) pro Tier zu den Zeitpunkten 

-24 h, 0 h, +24 h und +48 h i. p. appliziert. 

 

2.11.3 Depletion von Makrophagen mit Clodronat-Liposomen  

Clodronat-Liposomen sind in Lipidpartikel verpackte Bisphosphonate, welche in vivo zu 

einer Makrophagendepletion führen. Die Entwicklung dieser Substanz (175), (176) sowie 

die Beschreibung des Mechanismus gehen auf van Rooijen zurück (177). Die Clodronat-

Liposomen wurden gebrauchsfertig bei clodronateliposomes.com (178) als Lösung er-

worben und den Versuchstieren je 200 µl zu den Zeitpunkten -72 h und -12 h i. p. verab-

reicht. 

 

2.12  Test von PMX205 auf Bakterizidie 

Mit dem Test von PMX205 auf Bakterizidie („PMX205 Killing assay“) wurden potentiell 

bakteriostatische bzw. bakterizide Eigenschaften der Substanzen PMX205 auf Nme 

MC58 untersucht. Eine serielle Verdünnungsreihe (150 µg/ml - 2,3 µg/ml) von PMX205 
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wurde in 1 % Glukose in Mausserum erstellt. 40 µl jeder Verdünnung wurden in Drei-

fachwerten in eine 96-Well-Platte gegeben, mit 500 CFU Nme in 10 µl PBS versetzt und 

versiegelt für 1 h im Brutschrank inkubiert. An-schließend wurden in Dreifachwerten 

1:10 und 1:100 Verdünnungen mit PBS hergestellt, je Well 20 µl auf einer GC-VCNT 

Platte ausplattiert und über Nacht im Brutschrank inkubiert. Die CFU wurden gezählt und 

das arithmetische Mittel gebildet. Der Test von PMX205 auf Bakterizidie wurde von 

Christina Linnemann aus der AG Johswich, Institut für Hygiene und Mikrobiologie der 

Universität Würzburg durchgeführt.  

 

2.13  Anfertigung histologischer Schnitte 

2.13.1 Gewebsentnahme 

Euthanasierte Versuchstiere wurden in Rückenlage fixiert und die Bauchhaut, subkutanes 

Fettgewebe und das Peritoneum in der Medianlinie von Sternum bis Blase eröffnet. Ca. 

0,5 cm große Organproben von Leber, Lunge und Milz wurden entnommen und in 15 ml-

Rollrandgläsern in 4 % Paraformaldehyd in PBS für 24 h fixiert und anschließend dreimal 

mit PBS gewaschen. 

 

2.13.2 Gewebsfixation auf Objektträgern  

Die weiteren Schritte der histologischen Gewebspräparation bestehend aus Einbetten, 

Schneiden und Aufbringen der Organe auf Objektträgern wurden von Erna Kleinschroth 

mit freundlicher Genehmigung von Prof. Dr. med. Süleyman Ergün vom Institut für Ana-

tomie und Zellbiologie der Universität Würzburg durchgeführt.  

 

2.14  Immunfluoreszenzfärbung 

2.14.1 Herstellung von Rabbit-anti-Nme-FITC-Antikörper 

Für die Immunfluoreszenzfärbungen wurde Rabbit-anti-Nme-FITC-Antikörper aufgerei-

nigt und markiert („labeling“). Grundlage war Kaninchenserum von einem Tier, das mit 

hitzeinaktiviertem Nme (MC58 und MC58siaD) infiziert worden war (Kapitel 2.3.5). Die 

Herstellung dieses Kaninchenserums wurde von Kay Johswich an der Universität Toronto 

durchgeführt und seitdem bei -80 °C gelagert. 
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2.14.1.1 Aufreinigungsprotokoll von Kaninchenenserum 

Die Protein G Säule wurde unter der Sterilwerkbank mit 35 ml PBS durchgespült. 2 ml 

Kaninchenserum wurde in PBS 1:5 verdünnt, dreimal durch die Säule gedrückt und da-

nach mit 35 ml PBS nachgespült. Anschließend wurden 10 ml 0,2 M Glycerin in ddH2O 

sterilfiltriert und durch die Säule gedrückt. Die Säule wurde erneut mit 30 ml PBS gespült, 

was insgesamt 10 ml Eluat ergab. Das Eluat wurde mit 1,3 ml 1 M Tris Puffer auf pH 8,0 

gebracht, 6,5 g Ammoniumsulfat (NH4SO4) bei RT hinzugegeben, um den Antikörper 

auszufällen. Das Präzipitat wurde bei 4600 rpm, 4 °C, 10 min zentrifugiert und das Pellet 

in 3 ml PBS gelöst. Die Lösung wurde lichtgeschützt über Nacht bei 4 °C mit einem Di-

alyseschlauch (Porengröße 15 kDa) gegen 1 l PBS dialysiert. Der aufgereinigte Antikör-

per wurde aliquotiert bei -80 °C eingefroren.  

 

2.14.1.2 Antikörpermarkierung mit FITC („labeling“) 

2 mg FITC wurde in 200 µl sterilem DMSO gelöst (10 mg/ml), 10,5 µl davon wurden in 

614,5 µl PBS verdünnt und 500 µl aufgereinigtes Kaninchenserum („Überstand“) dazu-

gegeben. Die Lösung wurde für 2 h auf dem Schüttler inkubiert und anschließend licht-

geschützt über Nacht bei 4 °C mit einem Dialyseschlauch gegen 1 l PBS dialysiert. Bis 

zur weiteren Verwendung wurde der FITC-markierte-Antikörper bei -20 °C gekühlt. 

 

2.14.2 Färbeprotokoll 

Die Schnitte wurden dreimal für je 7 min in Xylol gestellt und über eine steigende Etha-

nol-Reihe (100 %, 96 %, 70 %, 50 % ddH2O) rehydriert. Die Wiederherstellung der nati-

ven Antigen-Konformation erfolgte durch Aufkochen in 10 mM Na-Citrat Puffer (pH 6) 

in der Mikrowelle mit anschließender langsamer Abkühlung (> 1 h). Dann wurden die 

Schnitte dreimal je 5 min in PBS gewaschen, für 30 min in 3 % H2O2 in MeOH gestellt 

und erneut dreimal je 5 min in PBS gewaschen. Die Gewebeproben wurden mit dem De-

limiting-Pen eingerahmt, mit je 100 µl Blockpuffer (5 % BSA, 5 % goat Serum in PBS) 

geblockt und über Nacht bei RT in feuchter Kammer gelagert. Die Schnitte wurden je 

5 min zweimal in PBS/T und einmal in PBS gewaschen. Jede Gewebeprobe wurde mit 

100 µl Rabbit-anti-Neutrophilen-Elastase (1:200) für 2 h bei RT in feuchter Kammer in-

kubiert und dann erneut je 5 min zweimal in PBS/T und einmal in PBS gewaschen. Die 
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Schnitte wurden mit 100 µl Blockpuffer (5 % BSA, 5 % goat Serum in PBS) 15 min bei 

RT in feuchter Kammer inkubiert und dann je 5 min zweimal in PBS/T und einmal in 

PBS gewaschen. Die Gewebeproben wurden mit je 100 µl Goat-anti-Rabbit-Cy3 (1:200) 

1 h bei RT in feuchter Kammer inkubiert und je 5 min zweimal in PBS/T und einmal in 

PBS gewaschen. Danach wurden die Schnitte in je 100 µl Rabbit-anti-Nme-FITC (Kapi-

tel 2.14.1) (1:30) 1 h bei RT in feuchter Kammer inkubiert und je 5 min zweimal in PBS/T 

und einmal in PBS gewaschen. Die Schnitte wurden 10 min in Sudanschwarz B Lösung 

gefärbt und in PBS gewaschen. Je 100 µl DAPI (1 µg/ml in PBS) wurden auf jede Gewe-

beprobe geben und nach 10 min mit Fluoroshield eingedeckt. 

 

2.14.3 Mikroskopie 

Die hergestellten Schnitte wurden mit dem Digitalmikroskop BZ-9000 Biorevo von 

Keyence (Osaka, Japan) mikroskopiert. Helligkeit, Kontrast und Schwarzabgleich wur-

den mit der Analysesoftware BZ-II Analyzer bearbeitet. 

 

2.15  Statistik 

Die Graphen dieser Arbeit wurden mit GraphPad Prism (Version 6.04) und Microsoft 

Excel erstellt. Für Vergleiche zweier Gruppen mit nicht-parametrischen Daten (z. B. kli-

nischer Score) oder mit parametrischen Daten, die nicht einer Gauß’schen Normalvertei-

lung (nach Kolmogorow-Smirnow-Test bestimmt) folgen, wurde der Mann-Whitney-

Test verwendet. Bei Vergleichen zweier Gruppen mit normalverteilten parametrischen 

Daten wurde der ungepaarte, zweiseitige Student’s T-test angewendet. Analyse von nor-

malverteilten parametrischen Daten wurde für Datensätze mit mehr als zwei Gruppen per 

one-way-ANOVA unter Verwendung von Dunnett’s post hoc Test durchgeführt, wobei 

gegen die Kontroll-Kohorte ohne Behandlung verglichen wurde. Analog wurde bei nicht-

parametrischen Daten oder nicht normalverteilten Daten der Kruskal-Wallis-Test unter 

Verwendung von Dunnett’s post hoc Test analysiert. Zur Analyse von Überlebenskurven 

wurde der Mantel-Cox-Test angewendet. Unterschiede wurden bei einem P-Wert von 

kleiner als 0,05 als statistisch signifikant bewertet. 
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3 Ergebnisse 

3.1 Etablierung des Nme-Sepsis-Modells in der Maus  

Salit et al. konnten 1984 ein Mausmodell mit intranasaler Infektion zur Untersuchung der 

Pathophysiologie der Nme-Infektion etablieren (179), (180). Es gelang durch zusätzliche 

i. p. Applikation von Eisendextran (164), Mäuse mit verschiedenen Serogruppen des hu-

manspezifischen Pathogens Nme zu kolonisieren und zu infizieren.  

Gleichzeitig wurde 1983 von Baker et al. das „cecal ligation and puncture“ (CLP) Modell 

in der Maus zur Untersuchung einer polymikrobiellen Sepsis beschrieben (181). Heutzu-

tage ist das CLP-Modell das am häufigsten verwendete Modell zur Untersuchung der 

polymikrobiellen Sepsis (129). Es ist Grundlage für wichtige Erkenntnisse über die Rolle 

des Komplementsystems (182) und speziell der C5a-C5aR-Achse (120), (142) während 

einer polymikrobiellen Sepsis.    

Bei Verwendung dieser Tiermodelle und Interpretation erhobener Ergebnisse muss be-

rücksichtigt werden, dass Nme ein humanspezifisches Pathogen ist. Auswirkungen der 

Sepsis auf den gesamten Organismus können in der Maus zwar untersucht und dargestellt 

werden, eine vollständige Übertragbarkeit dieser Ergebnisse auf die Nme-Sepsis am Men-

schen ist jedoch nicht zulässig. 

Obwohl bekannt ist, dass dem Komplementsystem in der Abwehr gegenüber IMD beim 

Menschen eine zentrale Bedeutung zukommt, wurde die Rolle des Komplementsystems 

in der murinen Nme-Sepsis bislang nur unzureichend untersucht. Aus diesem Grund 

wurde am Beginn dieser Arbeit der Zusammenhang zwischen Nme-Sepsis und Komple-

mentaktivierung in der Maus geklärt.  

 

3.1.1 Rolle des Komplementsystems in der murinen Nme-Sepsis 

Kohorten von WT und C3-/- Mäusen wurden mit Infektionsdosen von 101 bis 105 CFU 

i. p. infiziert. Zu den Zeitpunkten 0 h und +12 h wurde 2 mg freies Eisen (Fe3+) in Form 

von Eisendextran i. p. appliziert (Kapitel 2.6.3). Die Überlebensrate, die Bakteriämie und 

das klinische Erscheinungsbild im zeitlichen Verlauf sind in Abbildung 3 dargestellt. 
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Bei der Infektionsdosis 105 CFU zeigte sich eine hohe Letalität in beiden Genotypen. 

Bereits nach 18 h waren alle C3-/- Tiere und nach 24 h 4 von 5 WT Tieren aus dem Ver-

such ausgeschieden. Entsprechend dazu zeigten alle Versuchstiere innerhalb der ersten 

12-24 h schnell ansteigende klinische Scores bis zu 60 Punkten und eine stete Zunahme 

der Bakteriämie bis zu 109 CFU/ml. Das einzig überlebende WT Tier zeigte nach einem 

initialen Peak bei +12 h im klinischen Scoring und in der Bakteriämie eine Reduktion 

beider Parameter. Nach 36 h waren keine Bakterien im Blut mehr nachweisbar und der 

klinische Score normalisierte sich bis +120 h auf 0 Punkte. 

 

Abbildung 3 

Bedeutung des Komplementsystems für Überlebensrate, klinischen Score und Bakteriämie 

in WT (●) und C3-/- (○) Mäusen nach intraperitonealer Infektion mit verschiedenen Inokula 

von N. meningitidis MC58. Inokula (101 bis 105 CFU pro Tier) wie oberhalb der Graphen ange-

zeigt;  Gruppengrößen in jeweils oberen Graphen angezeigt; Überlebensraten (oben) wurden per 

Mantel-Cox-Test statistisch analysiert (*, **: P < 0.05, P < 0.01). Klinischer Score (Mitte) und 

Bakteriäme (unten) wurde für jedes Tier individuell aufgetragen.  

 

Mit abnehmender Infektionsdosis stieg die Überlebensrate der WT Mäuse, sodass bei 104 

und 103 CFU je 4 von 5 der Versuchstiere überlebten. Parallel dazu zeigten sich bei WT 

Mäusen niedrigere klinische Scores (bis zu 40 Punkte) und eine niedrigere Bakteriämie 
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(bis zu 105 CFU/ml Blut) bei einer Infektion mit 104 und 103 CFU im Vergleich zu einer 

Infektion mit 105 CFU. 

Im Gegensatz zur Situation bei WT Mäusen, war bei C3-/- Mäusen bei sinkender Infek-

tionsdosis kein Anstieg der Überlebensrate zu erkennen. Bei den Infektionsdosen 104, 103 

und 102 CFU überlebte keines der Tiere bis zum Versuchsende.  

Bei 101 CFU überlebte 1 von 4 Mäusen. Hierbei war auffällig, dass dieses Tier gleichzei-

tig nur einen geringen klinischen Score aufwies und über den gesamten Versuchszeitraum 

keine Bakterien im Blut zu messen waren, weshalb unklar ist, ob hier eine erfolgreiche 

Infektion stattgefunden hat. 

Die klinischen Scores der C3-/- Mäuse blieben unabhängig von der Infektionsdosis (101 - 

105 CFU) unverändert hoch (bis zu 60 Punkte). Die Bakteriämie zum Todeszeitpunkt der 

C3-/- Mäuse sank mit abnehmender Infektionsdosis um mehr als zwei log-Stufen, betrug 

aber dennoch bei einer Infektionsdosis von 101 CFU über 106 CFU/ml Blut. 

Diese Ergebnisse zeigen, dass das Komplementsystem auch im Modellorganismus Maus 

eine essenzielle Rolle zur Bekämpfung der Nme-Sepsis einnimmt und komplementdefi-

ziente Organismen eine vielfach höhere Suszeptibilität gegenüber Nme im Vergleich zu 

WT Mäusen aufweisen.  

 

3.1.2 Freisetzung der Anaphylatoxine C3a und C5a  

In dieser Versuchsserie wurde die Aktivierung des inflammatorischen Arms des Komple-

mentsystems während der Nme-Sepsis untersucht. Dazu wurden die Konzentrationen der 

aktivierten Komplement-Fragmente C3a und C5a im Blut von WT Mäusen vor und nach 

einer Infektion bestimmt. 

 

3.1.2.1 C3a 

Die Konzentration von C3a wurde im Schwanzblut von WT Mäusen per C3a-ELISA 

(Kapitel 2.9.2.2) vor und 12 h nach intraperitonealer Infektion mit 105 CFU MC58 ge-

messen. Das Ergebnis der C3a-Konzentrationen ist in Abbildung 4A dargestellt. Die C3a-

Konzentration in Zymosan-aktiviertem Mausserum als Referenz (Kapitel 2.3.5) wurde 

auf 1000 Units/ml definiert.  
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Es zeigte sich, dass die C3a-Konzentration im Blut 12 h nach der Infektion (infiziert) 

signifikant höher war als vor der Infektion (uninfiziert). Abbildung 4B zeigt die C3a-

Konzentrationen in Abhängigkeit von der Bakteriämie.  

 

Abbildung 4 

Aktivierung des inflammatorischen Komplementarms anhand der Anaphylatoxinkonzent-

rationen (C3a, C5a) im Blut und Bakteriämie in WT Mäusen nach intraperitonealer Infek-

tion mit 105 N. meningitidis MC58 (●) bzw. uninfizierten WT Mäusen (○). Gruppengrößen 

sind in den einzelnen Graphen angezeigt A C3a-Konzentrationen in willkürlich definierten Ein-

heiten relativ zu Zymosan-aktiviertem Serum [Units/ml Blut; Zymosan-aktiviertes Serum enthält 

1000 U/ml]; uninf. vs. inf. bei +12 h B Korrelation von C3a-Konzentration in [Units/ml Blut] und 

Bakteriämie in [CFU/ml Blut] in infizierten Mäusen C C5a-Konzentrationen im Blut in [nM]; 

uninf. vs. inf. bei +12 h D Korrelation von C5a-Konzentration in [nM] und Bakteriämie in 

[CFU/ml Blut] in infizierten Mäusen E C5a-Konzentration in [nM]; uninf. vs. inf. im zeitlichen 

Verlauf F Bakteriämie in [107 CFU/ml Blut]; uninf. vs. inf. ; Mittelwert und Standardfehler sind 

eingezeichnet bei A, C, E und F. Die C3a- und C5a-Konzentrationen bei uninf. und inf. Tieren 

wurden mit dem Student´s T-test statistisch analysiert (*, **, ***: P ≤ 0,05, P ≤ 0,01,  P ≤ 0,001). 

Die Korrelation zwischen Bakteriämie und der C3a- bzw. C5a-Konzentration wurde mit einer 

Spearman Rangkorrelation untersucht und der Spearman-Rangkoeffizient r, sowie das Signifi-

kanzniveau P sind angegeben.  
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3.1.2.2 C5a 

Die C5a-Konzentration im Blut wurde mit dem C5a-ELISA (Kapitel 2.9.2.2) gemessen. 

WT Mäuse wurden in Fall- und Kontrollgruppe aufgeteilt. Die Tiere der Fallgruppe wur-

den mit 105 CFU i. p. infiziert, den Tieren der Kontrollgruppe wurden 200 µl BHI i. p. 

appliziert. Direkt nach der Infektion wurde allen Tieren aus Fall- und Kontrollgruppe 

10 µg Biotin-Rat-anti-Mouse-C5a-Antikörper (Sekundärantikörper) in 200 µl BHI i. p. 

verabreicht. Alle Tiere wurden 12 h nach der Infektion euthanasiert. Zu den Zeitpunkten 

+3 h und +6 h wurde Schwanzblut, bei +12 h wurde Herzblut entnommen, die Bakteriä-

mie gemessen und die C5a-Konzentration per C5a-ELISA quantifiziert. Die Ergebnisse 

sind in den Abbildungen 4C-E dargestellt. 

In Abbildung 4C ist die C5a-Konzentration im Blut infizierter Mäuse (Fallgruppe) der 

C5a-Konzentration im Blut uninfizierter Mäuse (Kontrollgruppe) gegenübergestellt. Ab-

bildung 4E zeigt die C5a-Konzentration beider Gruppen im zeitlichen Verlauf. Durch die 

Infektion kam es zu einem signifikanten Anstieg der C5a-Konzentrationen.  

Die Bakteriämie im zeitlichen Verlauf ist in Abbildung 4F abgebildet. Infizierte Tiere 

wiesen Bakterienlasten bis über 107 CFU/ml Blut bis zum Ende des Experiments auf. 

Abbildung 4D zeigt die direkte Korrelation zwischen der Bakterienlast und der Generie-

rung von C5a im Blut infizierter WT Mäuse. 

Mit Hilfe dieser Versuchsreihe konnte gezeigt werden, dass das murine Komplement-

system während einer Nme-Sepsis stark aktiviert wird. Es kommt zum signifikanten An-

stieg der Komplement Fragmente C3a und C5a im Blut infizierter Versuchstiere. Die 

C5a- und C3a-Generierung korreliert hierbei mit der Bakteriämie. 

 

3.2 Rolle des C5aR1 in der Nme-Sepsis 

In früheren Publikationen konnte bereits der schädliche Einfluss des C5aR1 in der poly-

mikrobiellen Sepsis im CLP Model aufgezeigt werden (120). Nachdem im vorherigen 

Versuch (Kapitel 3.1) gezeigt werden konnte, dass das Komplementsystem auch im 

Maus-Nme-Sepsismodell von entscheidender Bedeutung ist, wurde nun die Rolle des 

C5aR1 in diesem Zusammenhang untersucht. Hierbei stellt die Frage nach dem Beitrag 

des C5aR1 zur Pathophysiologie der Nme-Sepsis den Mittelpunkt dieser Dissertation dar. 
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In WT und C5aR1-/- Mäusen wurde eine Nme Sepsis durch i. p. Applikation verschiede-

ner Infektionsdosen induziert. Die Überlebensrate, die Bakteriämie, das klinische Er-

scheinungsbild, die Konzentrationen von C3a und C5a sowie pro-inflammatorischer Me-

diatoren im Blut beider Genotypen wurden ermittelt und miteinander verglichen. 

 

3.2.1 Nme-Sepsis bei 105, 106, 107 CFU MC58 

Mit diesem Versuch wurde die murine Nme-Sepsis in WT und C5aR1-/- Mäusen mit ver-

schiedenen Inokula untersucht. WT und C5aR1-/- Mäuse wurden mit 105, 106 und 

107 CFU infiziert. Überlebensrate und Bakteriämie sind in Abbildung 5 dargestellt. 

 

Abbildung 5 

Bedeutung des C5aR1 für Überlebensrate und Bakteriämie. Vergleich von WT (●) und 

C5aR1-/- (●) Mäusen nach intraperitonealer Infektion verschiedener Inokula (105 bis 107) 

N. meningitidis MC58. Inokula (105 bis 107 CFU/Tier) wie oberhalb der Graphen angezeigt; 

Gruppengrößen in einzelnen Graphen angezeigt A Überlebensrate in [%] B Bakteriämie 

[CFU/ml Blut] zu den Zeitpunkten +3 h, +12 h und +18/+24 h (gepoolte Daten); Die Statistische 

Analyse der Überlebensrate wurde per Mantel-Cox-Test durchgeführt und die Konfidenzinter-

valle sind für 105 und 107 angegeben (ns, *: nicht signifikant, P ≤ 0,05). Die Mittelwerte sind 

eingezeichnet.  
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In Bezug auf die Überlebensrate unterschieden sich WT und C5aR1-/- signifikant für 105 

CFU (Abb. 5A). Keine der WT, aber 5 von 7 C5aR1-/- Mäuse überlebten bis zum Ver-

suchsende. Bei den Inokula 106 und 107 CFU verstarben alle Tiere bis +24 h.  

Bei der Bakteriämie zeigte sich für das Inokulum 105 CFU zum Zeitpunkt +12 h ein sig-

nifikant niedrigerer Wert bei C5aR1-/- im Vergleich zu WT Mäusen (Abb. 5B). Bei den 

anderen Inokula und Zeitpunkten waren die beobachteten Unterschiede nicht signifikant. 

Dennoch war ein Trend zu geringeren Bakteriämien in C5aR1-/- Mäusen im Vergleich zu 

WT Mäusen für das Inokulum 105 bei +3 h und +18/+24 h und für das Inokulum 106 bei 

+12 h und +18/+24 h zu erkennen.  

Aufgrund der Genotyp-spezifischen Unterschiede in der Überlebensrate wurde 105 CFU 

für weitere Infektionsversuche bei WT vs. C5aR1-/- Mäusen als Standard-Inokulum fest-

gelegt. 

 

3.2.2 Nme-Sepsis bei 105 CFU MC58 

In dieser Versuchsreihe wurde die Infektion mit 105 CFU MC58 genauer untersucht, 

nachdem sich im vorhergehenden Experiment eine signifikanter Überlebensvorteil bei 

diesem Inokulum für C5aR1-/- gegenüber WT Mäusen gezeigt hatte (Kapitel 3.2.1). Die 

Parameter „Überlebensrate“, „Bakteriämie“, „klinischer Score“, „Konzentrationen der 

Anaphylatoxine C3a und C5a“ sowie „Konzentrationen der pro-inflammatorischen Me-

diatoren IL-6, CXCL-1 und TNF-α“ im Blut von WT und C5aR1-/- Mäusen wurden ge-

messen. 

 

3.2.2.1 Überlebensrate, Bakteriämie und klinischer Score 

WT und C5aR1-/- Mäuse (je n = 6) wurden mit 105 CFU MC58 infiziert. Die gepoolten 

Daten aus diesem und aus dem vorhergehenden Experiment (Kapitel 3.2.1) mit WT und 

C5aR1-/- Mäusen für die Parameter „Überlebensrate“, „Bakteriämie“ und „klinischer 

Score“ sind in der Abbildung 6 dargestellt. 

C5aR1-/- Mäuse zeigten eine signifikant höhere Überlebensrate als WT Mäuse (Abb.6A). 

Bis zum Ende des Versuches bei +144 h überlebten 8 von 13 C5aR1-/- und 0 von 11 WT 

Mäusen. Dabei ist zu beachten, dass insgesamt nur 1 WT Maus länger als 24 h überlebte.  



44 

 

 

Abbildung 6 

Bedeutung des C5aR1 für Überlebensrate, Bakteriämie, klinischen Score und Körperge-

wicht. Vergleich von WT (●) und C5aR1-/- (●) Mäusen bei intraperitonealer Infektion mit 

105 N. meningitidis MC58. Gepoolte Daten aus zwei getrennten Experimenten; Gruppengrößen 

wie im oberen Graphen angegeben A Überlebensrate in [%]; in Mantel-Cox-Test (***: P ≤ 0,001) 

B Bakteriämie [CFU/ml Blut] bei +3 h, +12 h und +18 h / +24 h (gepoolte Daten: Versuchstiere, 

die bei +18h den humanen Endpunkt erreichten, wurden aus dem Versuch genommen. Die ge-

messenen Bakteriämien wurde bei den +24h Werten der bis dorthin überlebenden Tiere ergänzt.); 

Nachweisgrenze für Bakteriämie (∙∙∙); in Mann-Whitney-Test (ns, *, **, ***: nicht signifikant, 

P ≤ 0,05, P ≤ 0,01, P ≤ 0,001 C Klinischer Score bei +3 h, +12 h und +24 h; in Mann-Whitney-

Test (*, **, ***: P ≤ 0,05, P ≤ 0,01, P ≤ 0,001 D Körpergewicht in [%]; Mittelwert und Standard-

fehler E Klinischer Score; Mittelwert und Standardfehler 

 

Entsprechende Ergebnisse fanden sich auch bei der Bakteriämie (Abb. 6B). Zum Zeit-

punkt +3 h unterschieden sich die Bakterienlasten nicht signifikant voneinander und 
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beide Genotypen zeigten ca. 105-106 CFU/ml Blut. Im zeitlichen Verlauf stieg die mitt-

lere Bakterienlast im Blut der WT Mäuse an und sank im Blut der C5aR1-/- Mäuse ab. 

Dieser Unterschied zwischen den Genotypen war für die Zeitpunkte +12 h und +18/+24 h 

signifikant. 

Der klinische Score zeigte ähnliche Ergebnisse (Abb. 6C, E). Zu den Zeitpunkten +3 h, 

+12 h und +24 h wiesen C5aR1-/- Mäuse signifikant niedrigere Punktewerte auf als 

WT Mäuse, was für eine bessere körperliche Verfassung der C5aR1-/- Mäuse sprach. Im 

zeitlichen Verlauf war die Genesung der überlebenden C5aR1-/- Mäuse anhand des sin-

kenden klinischen Scores zu verfolgen. In Abbildung 6D ist das Körpergewicht in Pro-

zent während der Infektion aufgetragen. Innerhalb der ersten 48 h verloren C5aR1-/-

Mäuse ca. 15 % ihres Körpergewichts. Vergleichbar zum klinischen Score war eine Er-

holung des Körpergewichts bis zum Versuchsende zu erkennen.  

 

3.2.2.2 Anaphylatoxine und pro-inflammatorische Mediatoren 

Die Konzentrationen der Anaphylatoxine C3a und C5a, sowie die pro-inflammatorischen 

Mediatoren IL-6, CXCL-1 und TNF-α im Blut wurden bestimmt. WT und C5aR1-/- 

Mäuse wurden in Fall- und Kontrollgruppen eingeteilt. Mäuse der Fallgruppen wurden 

mit 105 CFU MC58 infiziert. Mäusen der Kontrollgruppen wurde 200 µl BHI i. p. inji-

ziert. Die Konzentrationen von C3a, C5a (gemessen mit „C5a in vivo capture assay“, 

Kapitel 2.9.3), IL-6, CXCL-1 und TNF-α wurden zum Zeitpunkt +12 h im Schwanzblut 

gemessen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 7 dargestellt. 

Es war ein nicht signifikanter Unterschied in der Bakteriämie zum Zeitpunkt +3 h zwi-

schen WT und C5aR1-/- Mäusen zu beobachten, welcher dann bis +12 h signifikant wurde 

(Abb. 7A).  

Abbildung 7B stellt den klinischen Score zum Zeitpunkt +12 h von WT vs. C5aR1-/- 

Mäusen dar. Es zeigte sich, dass infizierte Tiere der Fallgruppe viel höhere Scoringwerte 

aufwiesen als nicht infizierte Kontrolltiere. Klinische Scores zwischen WT und C5aR1-/- 

Tieren zeigten trotz eines klaren Trends keine statistische Signifikanz bei +12 h. 
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Abbildung 7 

Bedeutung von C5aR1 auf Bakteriämie, klinischen Score, und Konzentrationen von C3a, 

C5a, IL-6, CXCL-1 und TNF-α im Blut. Vergleich von WT (●) mit C5aR1-/- (●) Mäusen und 

Vergleich von uninifizierten (uninf.) mit infizierten (inf.) Mäusen zum Zeitpunkt +12 h nach 

intraperitonealer Infektion mit 105 N. meningitidis MC58 A Bakteriämie [CFU/ml] in infizier-

ten Tieren bei +3 h und +12 h; WT (n=5) vs. C5aR1-/- (n=5); Nachweisgrenze für Bakteriämie 

(∙∙∙) B Klinischer Score; uninf. (WT und C5aR1-/- je n=4) vs. inf. (WT und C5aR1-/- je n=5) C,D 

C3a-Konzentration [Units/ml Blut] und C5a-Konzentration [nM];  uninf. (WT und C5aR1-/- je 

n=4) vs. inf. (WT und C5aR1-/- je n=5) E,F,G IL-6-, CXCL1- und TNF-α-Konzentrationen [pg/ml 

Blut]; uninf. (WT und C5aR1-/- je n=4) vs. inf. (WT und C5aR1-/- je n=5); Bakteriämie, klinischer 

Score und die Konzentrationen von C3a, C5a, IL-6, CXCL-1 und TNF-α wurden per Mann-Whit-

ney-Test statistisch analysiert (ns, *, **: nicht signifikant, P ≤ 0,05, P ≤ 0,01). Mittelwerte und 

Standardfehler sind bei den Konzentrationen von C3a, C5a, IL-6, CXCL-1 und TNF-α abgebildet. 
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In Abbildung 7C ist die C3a-Konzentration im Schwanzblut zum Zeitpunkt +12 h darge-

stellt. Infizierte WT und C5aR1-/--Mäuse wiesen eine signifikant höhere C3a-Konzentra-

tion auf als nicht infizierte Tiere desselben Genotyps. Gleichzeitig wiesen infizierte WT 

Mäuse eine höhere C3a-Konzentration auf als infizierte C5aR1-/- Mäuse. Abbildung 7D 

zeigt die C5a-Konzentration im Schwanzblut zum Zeitpunkt +12 h. Auch hier zeigten 

infizierte Mäuse höhere C5a-Konzentrationen als nicht infizierte Mäuse desselben Geno-

typs. Innerhalb der Fall- und Kontrollgruppen wiesen jedoch C5aR1-/- Mäuse höhere C5a 

Konzentrationen auf als WT Mäuse. Dies kann damit erklärt werden, dass generiertes 

C5a in C5aR1-/- Mäuse - im Gegensatz zu WT Mäusen - nicht an den C5aR1 binden kann, 

nicht internalisiert werden kann und im Blut verbleibt. Vermutlich findet dennoch eine 

Bindung und Internalisierung von C5a durch den C5aR2 in geringerem Ausmaß statt.  

Abbildungen 7E-G zeigen die Konzentrationen von IL-6, CXCL1 und TNF-α. Bei infi-

zierten Falltieren zeigte sich eine signifikant höhere Konzentration von allen drei Media-

toren im Blut bei WT Mäusen im Vergleich zu C5aR1-/- Mäuse. In nicht infizierten Kon-

trolltieren bewegte sich die Konzentration von IL-6 und CXCL1 bei beiden Genotypen 

unter der Nachweisgrenze, bei TNF-α zeigten WT Kontrolltiere eine leicht höhere Kon-

zentration als C5aR1-/- Kontrolltiere. 

Der C5a-Rezeptor scheint eine entscheidende Rolle in der Nme-Sepsis zu spielen. Im 

Vergleich zu infizierten WT Mäusen wiesen infizierte C5aR1-/--Mäuse eine höhere Über-

lebensrate, einen besseren klinischen Zustand, eine niedrigere Bakteriämie, sowie niedri-

gere Konzentrationen der pro-inflammatorischen Mediatoren IL-6, CXCL1 und TNF-α 

auf. Die Abwesenheit des C5aR1 scheint protektiv zu sein. 

 

3.3 Histologische Untersuchungen 

Im bisherigen Verlauf der Arbeit konnte gezeigt werden, dass die induzierte Nme-Sepsis 

mitunter erhebliche Auswirkungen auf den Modellorganismus Maus hat. In diesem Teil 

der Arbeit wurden die Folgen der Nme-Sepsis auf mikroskopischer Ebene in speziellen 

Geweben untersucht. 

WT und C5aR1-/- Mäuse, welche im Rahmen vorheriger Experimente mit 105 CFU Nme 

infiziert worden waren, wurden zu den Zeitpunkten +6 h, +12 h bzw. +24 h euthanasiert 
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(je eine Maus jeden Genotyps zu jedem genannten Zeitpunkt). Organproben von Leber, 

Lunge und Milz wurden entnommen. Darüber hinaus wurden entsprechende Organpro-

ben von je einer uninfizierten WT und C5aR1-/- Maus als Kontrollen entnommen. Histo-

logische Schnitte wurden angefertigt (Kapitel 2.13) und Immunfluoreszenzfärbungen 

durchgeführt (Kapitel 2.14). Zellkerne wurden mit DAPI, neutrophile Granulozyten mit 

Kaninchen-anti-Neutrophilen-Elastase und Cy3 und Meningokokken mit FITC gefärbt. 

Die Ergebnisse der Immunfluoreszenzmikroskopie sind in Abbildungen 8-10 gezeigt. 

Im Laufe der Infektion war eine Migration von neutrophilen Granulozyten in die Lunge 

zu beobachten (Abb. 8). In den WT Mäusen nahm die Anzahl der neutrophilen Granu-

lozyten (weiße Pfeile) von 0 h (nicht infiziert) bis +24 h stetig zu. In C5aR1-/- Mäusen 

stieg die Anzahl bis zum Zeitpunkt +6 h bzw. +12 h und nahm dann wieder bis zum Zeit-

punkt +24 h ab. Im Vergleich zu WT Mäusen wiesen infizierte C5aR1-/- Mäuse bei +6 h, 

+12 h und +24 h deutlich weniger neutrophile Granulozyten in der Lunge auf.  

Ähnliche Ergebnisse wie in der Lunge konnten in der Leber gefunden werden (Abb. 9), 

auch wenn sie geringer ausgeprägt waren. Im Verlauf der Infektion von 0 h bis +24 h 

stieg die Anzahl der neutrophilen Granulozyten in WT Mäusen kontinuierlich an. Im Ge-

gensatz dazu stieg die Anzahl der neutrophilen Granulozyten in C5aR1-/- Mäusen bis zum 

Zeitpunkt +6 h leicht an und fiel dann wieder bis +24 h ab. Über die Zeitpunkte +6 h, 

+12 h und +24 h wiesen infizierte C5aR1-/- Mäuse allgemein weniger neutrophile Gra-

nulozyten auf als vergleichbare WT Tiere.  

In Milzgewebe waren keine erheblichen Unterschiede in der Anzahl der neutrophilen 

Granulozyten zwischen beiden Genotypen bzw. im Verlauf der Infektion zu erkennen 

(Abb. 10). Lediglich von 0 h bis +6 h war in WT und C5aR1-/- Mäusen eine Zunahme zu 

verzeichnen, welche durch eine erneute Abnahme der neutrophilen Granulozyten im Ge-

webe bis +24 h gefolgt wurde. C5aR1-/- Mäuse zeigten durchschnittlich keine niedrigere 

Anzahl an neutrophilen Granulozyten als WT Mäuse.  

Darüber hinaus konnten in Lungen-, Leber- und Milzgewebe in infizierten WT Tieren 

zum Zeitpunkt +24 h einzelne Meningokokken in der 100x Vergrößerung beobachtet 

werden (weiße Dreiecke in Abb. 8-10). Hierbei fanden sich Meningokokken gehäuft in 

der Nachbarschaft von neutrophilen Granulozyten. Vereinzelt waren phagozytierte Bak-

terien innerhalb der Immunzellen zu erkennen. 
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Abbildung 8 

Histologische Untersuchung von Lungengewebe mit Immunfluoreszenzfärbung. Exempla-

rische Ausschnitte von WT und C5aR1-/- Mäusen. Uninfizierte Kontrolltiere bei 0 h und 

infizierte Tiere zu den Zeitpunkten +6 h, +12 h und +24 h nachintraperitonealer Infektion 

mit 105 N. meningitidis MC58. Schnitte in 60x Vergrößerung, unten links in 100x Vergrößerung 

von WT bei +24 h; Zellkerne mit DAPI gefärbt (blau), neutrophile Granulozyten mit Kaninchen-

anti-Neutrophilen-Elastase und Cy3 gefärbt (rot) (weiße Pfeile), Meningokokken mit Kaninchen-

Antiserum und FITC gefärbt (grün) (weiße Dreiecke), unspezifisches Hintergrundsignal im grü-

nen Kanal ermöglicht Sichtbarkeit von Gewebe bzw. Erythrozyten. 
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Abbildung 9 

Histologische Untersuchung von Lebergewebe mit Immunfluoreszenzfärbung. Exemplari-

sche Ausschnitte von WT und C5aR1-/- Mäusen. Uninfizierte Kontrolltiere bei 0 h und infi-

zierte Tiere zu den Zeitpunkten +6 h, +12 h und +24 h nach intraperitonealer Infektion mit 

105 N. meningitidis MC58. Schnitte in 60x Vergrößerung, unten links in 100x Vergrößerung 

von WT bei +24 h; Zellkerne mit DAPI gefärbt (blau), neutrophile Granulozyten mit Kaninchen-

anti-Neutrophilen-Elastase und Cy3 gefärbt (rot) (weiße Pfeile), Meningokokken mit Kaninchen-

Antiserum und FITC gefärbt (grün) (weiße Dreiecke), unspezifisches Hintergrundsignal im grü-

nen Kanal ermöglicht Sichtbarkeit von Gewebe bzw. Erythrozyten. 
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Abbildung 10 

Histologische Untersuchung von Milzgewebe mit Immunfluoreszenzfärbung. Exemplari-

sche Ausschnitte von WT und C5aR1-/- Mäusen. Uninfizierte Kontrolltiere bei 0 h und infi-

zierte Tiere zu den Zeitpunkten +6 h, +12 h und +24 h nach intraperitonealer Infektion mit 

105 N. meningitidis MC58. Schnitte in 60x Vergrößerung, unten links in 100x Vergrößerung 

von WT bei +24 h; Zellkerne mit DAPI gefärbt (blau), neutrophile Granulozyten mit Kaninchen-

anti-Neutrophilen-Elastase und Cy3 gefärbt (rot) (weiße Pfeile), Meningokokken mit Kaninchen-

Antiserum und FITC gefärbt (grün) (weiße Dreiecke), unspezifisches Hintergrundsignal im grü-

nen Kanal ermöglicht Sichtbarkeit von Gewebe bzw. Erythrozyten. 
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Mit diesen Untersuchungen konnte im Ansatz gezeigt werden, dass systemische Auswir-

kungen der Infektion mit Nme auch auf mikroskopischer Ebene zu beobachten sind. Unter 

der Nme-Sepsis kommt es zu einer Zunahme der Anzahl neutrophiler Granulozyten in 

den Organen Leber, Lunge und Milz, wobei dieser Effekt in Lungengewebe am besten zu 

beobachten ist. Tendenziell sind WT Mäuse stärker von einer neutrophilen Migration in 

entsprechende Organe betroffen als vergleichbare C5aR1-/- Mäuse. 

 

3.4 Mechanistischer Hintergrund 

Bisher konnte gezeigt werden, dass der C5aR1 eine entscheidende Rolle in der Patho-

physiologie der Nme-Sepsis spielt. Die Abwesenheit des C5aR1 ist mit einer höheren 

Überlebensrate, einer geringeren Bakteriämie sowie einer geringeren Konzentration pro-

inflammatorischer Mediatoren in Mäusen assoziiert (Kapitel 3.2). Im folgenden Kapitel 

soll nun der Zusammenhang von C5aR1, Bakteriämie und der Konzentrationen verschie-

dener Mediatoren untersucht werden.  

Bei der Frage nach dem mechanistischen Hintergrund im Rahmen einer Nme-Sepsis sind 

zwei mögliche Szenarien denkbar. In ,Szenario 1‘ bewirkt die massive Aktivierung des 

C5aR1 eine Paralyse phagozytierender Immunzellen. Infolgedessen kann sich Nme im 

Blut ungehemmt vermehren. Daraufhin reagieren verschiedene Körperzellen mit einer 

Freisetzung von inflammatorischen Mediatoren ins Blut. Gemäß diesem ‚Szenario 1‘ ist 

der Zytokinsturm (SIRS) Folge der Bakteriämie. 

In ‚Szenario 2‘ potenziert die Aktivierung des C5aR1 auf Immunzellen direkt deren Nme-

induzierte Zytokinfreisetzung. Als Folge dieser überschießenden Zytokinantwort werden 

phagozytierende Zellen paralysiert und Nme kann sich im Blut ungehindert vermehren. 

,Szenario 2‘ zufolge wäre die Bakteriämie demnach die Folge einer C5aR1 induzierten 

SIRS.  

 

3.4.1 Einfluss der C5aR1-Aktivierung auf die Bakteriämie 

In dieser Versuchsreihe wurde untersucht, ob ,Szenario 1‘ (SIRS ist Folge von Bakteriä-

mie als Folge von C5a-vermittelter Phagozyten-Paralyse) zutrifft. Zuerst sollte geklärt 

werden, ob die C5aR1-Aktivierung die Bekämpfung der Bakteriämie der Versuchstiere 
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beeinflusst. Dazu wurden die Tiere entweder mit unbekapselten Nme (MC58csb) infi-

ziert oder sie wurden mit Wildtyp Nme (MC58) infiziert, ohne gleichzeitige Verabrei-

chung von Eisendextran. In beiden Fällen kommt es trotz Verabreichung eines vitalen 

Inokulums nicht zu einer produktiven Infektion, da unbekapselte Nme avirulent sind und 

auch bekapselte Nme ohne gleichzeitige Eisengabe sich in der Maus nicht vermehren 

können. Dies ist wichtig, um in den Untersuchungen zu verhindern, dass die Klärung der 

Meningokken durch Wirtsmechanismen von der gleichzeitigen Vermehrung der Bakte-

rien überlagert wird. 

 

3.4.1.1 Infektion mit 109 CFU MC58∆csb 

WT Mäuse und C5aR1-/- Mäuse wurden mit 109 CFU des unbekapselten Stammes 

MC58∆csb infiziert (Kapitel 2.5.) und die Bakteriämie zu den Zeitpunkten +1 h, +2 h, 

+3 h, +4 h, +5 h, +8 h und +12 h gemessen (Abb. 11).  

Durch die fehlende Kapsel wird eine unproduktive, nicht letale Infektion in beiden Ge-

notypen herbeigeführt. Tatsächlich zeigten die infizierten Tiere keine äußerlichen Anzei-

chen einer Belastung. Die Bakteriämie kann von den Versuchstieren geklärt werden und 

es können Aussagen über die Kinetik im Vergleich von WT zu C5aR1-/- Mäusen getroffen 

werden.  

 

Abbildung 11 

Einfluss von C5aR1 Aktivierung auf die Bakteriämie im zeitlichen Verlauf in WT (●) (n=7) 

und C5aR1-/- (●) (n=8) Tieren nach intraperitonealer Infektion mit 109 N. meningitidis 

MC58∆csb. A Bakteriämie [CFU/ml Blut]; Nachweisgrenze für Bakteriämie (∙∙∙); Mittelwerte 

und Standardfehler für die einzelnen Zeitpunkte eingezeichnet B Anteil bakteriämischer Mäuse 

[%]; Die statistische Analyse der Bakteriämie erfolgte mit dem ungepaarte, zweiseitige Student’s 
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T-Test und die des Anteils bakteriämischer Mäuse. erfolgte mit dem Mantel-Cox-Test (ns: nicht 

signifikant).  

 

Die Kinetik der Bakteriämien beider Genotypen ähnelte sich im Verlauf des Experiments 

(Abb. 11A). Gleichzeitig war kein signifikanter, genotypischer Unterschied im Anteil der 

bakteriämischen Mäuse (Abb. 11B) zu erkennen.  

 

3.4.1.2 Infektion mit 107 CFU MC58 ohne Eisendextran 

WT Mäuse und C5aR1-/- Mäuse wurden mit 107 CFU MC58 infiziert. Die standardmäßig 

ausgeführte i. p. Applikation von Eisendextran bei 0 h und +12 h wurde bei diesem Ver-

such unterlassen. Die Bakteriämie im Schwanzblut wurde zu den Zeitpunkten +1 h, +3 h, 

+6 h und +9 h gemessen und das Ergebnis ist in Abbildung 12 dargestellt. 

Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen WT und C5aR1-/- Mäusen in der 

Bakteriämie oder dem Anteil bakteriämischer Mäuse in den Stunden nach der Infektion 

(Abb. 12A,B). C5aR1-/- Mäuse wiesen lediglich leicht geringere Bakteriämien auf als WT 

Mäuse.  

 

Abbildung 12 

Einfluss von C5aR1-Aktivierung auf die Bakteriämie im zeitlichen Verlauf in WT (●) (n=8) 

und C5aR1-/- (●) (n=7) Mäusen nach intraperitonealer Infektion mit 107 N. meningitidis 

MC58 ohne Eisendextran. A Bakteriämie [CFU/ml Blut]; Nachweisgrenze für Bakteriämie (∙∙∙); 

Mittelwerte und Standardfehler für die einzelnen Zeitpunkte eingezeichnet B Anteil bakteriämi-

scher Mäuse [%]; Die statistische Analyse der Bakteriämie erfolgte mit dem ungepaarten, zwei-

seitigen Student’s T-Test und die des Anteils bakteriämischer Mäuse. erfolgte mit dem Mantel-

Cox-Test (ns: nicht signifikant). 
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Die Ergebnisse aus beiden obigen Experimenten (Infektion mit 109 CFU MC58∆csb und 

Infektion mit 107 CFU MC58 ohne Eisendextran) lassen keine Unterschiede in der Fä-

higkeit zur Klärung von Nme aus dem Blut zwischen den Genotypen erkennen. Die hier 

gewählten, unproduktiven Infektionsbedingungen sollen dabei das Frühstadium der In-

fektion wiederspiegeln. Somit erscheint ,Szenario 1‘ als wiederlegt. 

 

3.4.2 Einfluss von C5aR1-Aktivierung auf das SIRS 

Mit dem folgenden Experiment wurde ,Szenario 2‘ untersucht. Es sollte geklärt werden, 

ob eine C5aR1-Aktivierung den Zytokinsturm (SIRS) in Versuchstieren beeinflusst. WT 

und C5aR1-/- Mäuse wurden mit 108 CFU hitzeinaktivierter Nme infiziert (Kapitel 2.5). 

Es wurde mit einem hitzeinaktivierten Inokulum gearbeitet, um in beiden Maus-Genoty-

pen einen identischen Stimulus zu setzen und diesen von der bakteriellen Teilungsrate zu 

entkoppeln. Sowohl vor Infektion als auch bei +3 h und +12 h nach Infektion wurden 

Blutproben entnommen und IL-6 und CXCL1 gemessen (Abb. 13). Zusätzlich wurde die 

Konzentration genannter Mediatoren zum Zeitpunkt +12 h in der Peritoneallavage be-

stimmt.  

 

Abbildung 13 

Einfluss von C5aR1 Aktivierung auf den Zytokinsturm (SIRS) anhand der IL-6- und 

CXCL1-Konzentrationen im Serum bei WT (●) (n=8) und C5aR1-/- (●) (n=8) Mäusen nach 

intraperitonealer Infektion mit 108 hitzeinaktivierter N. meningitidis MC58. Zeitpunkte: 0 h 

(vor der Infektion), +3 h, +12 h und in Peritoneallavage (PL) bei +12 h A IL-6-Konzentration 

[pg/ml] B CXCL1-Konzentration [pg/ml]; Mittelwerte und Standardfehler sind in den Graphen 

angegeben. Die statistische Analyse erfolgte mit einem unabhängigem, zweiseitig Student´s-T-

Test (ns, *, **: nicht signifikant P ≤ 0,05, P  ≤ 0,01).  
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Es zeigte sich, dass die Konzentrationen von IL-6 (Abb. 13A) und CXCL1 (Abb. 13B) 

bei +3 h und bei +12 h im Blut von C5aR1-/- Mäusen signifikant niedriger war, als im 

Blut vergleichbarer WT Mäuse. In der Peritoneallavage war IL-6 bei +12 h in C5aR1-/-

Mäusen signifikant niedriger als in WT Mäusen. 

Auf Grundlage der in den Kapiteln 3.4.1 und 3.4.2 beschriebenen Versuchsergebnissen 

(Abb. 11-13) scheint das o. g. ,Szenario 2‘ eher zuzutreffen, als ,Szenario 1‘. Der protek-

tive Effekt des C5aR1-/- Genotyps besteht vermutlich in der geringeren Aktivierung von 

Immunzellen durch C5a im Vergleich zu WT Tieren. Die resultierende Immunantwort 

(SIRS) fällt dann geringer aus (Abb. 13A, B), sodass die Integrität phagozytierender Zel-

len gewahrt bleibt und die Bekämpfung der Bakteriämie noch suffizienter ausgeführt wer-

den kann („Bakteriämie folgt SIRS“). 

 

3.5 In vivo Depletion C5aR-exprimierender Zellpopulationen 

Im Laufe dieser Arbeit konnte die entscheidende Rolle des C5aR1 in der murinen Nme-

Sepsis gezeigt werden (Kapitel 3.2). Vermutlich ist der schädliche Effekt des C5aR1 auf 

die starke Aktivierung C5aR1-exprimierender Zellpopulationen und auf deren anschlie-

ßende Immunantwort (SIRS) zurückzuführen (Kapitel 3.4). In der Vergangenheit sind 

bereits zahlreiche C5aR1- und C5aR2-exprimierende Zellpopulationen beschrieben wor-

den, wie zum Beispiel Granulozyten (PMN), Monozyten/Makrophagen, Endothelzellen, 

Pneumozyten, Thymozyten, Mastzellen und dendritische Zellen (53), (125), (183).  

Im folgenden Experiment sollte geklärt werden, ob die C5aR1 getriggerte Immunantwort 

auf eine definierte Zellpopulation zurückzuführen ist. In diesem Zusammenhang wurde 

der individuelle Beitrag von neutrophilen Granulozyten und Makrophagen zur Nme-Sep-

sis untersucht.  

Kohorten von WT und C5aR1-/- Mäusen wurden in drei Versuchsgruppen eingeteilt. Alle 

Tiere wurden zum Zeitpunkt 0 h mit 104 CFU MC58 infiziert. Gruppe 1 war die 

unbehandelte Kontrollgruppe. Tieren dieser Gruppe wurde PBS zu definierten Zeiten i. p. 

appliziert (Kapitel 2.11.1). Bei Tieren der Gruppe 2 wurden neutrophile Granulozyten mit 

dem Neutrophilen-Antikörper RB6/8C5 depletiert (Kapitel 2.11.2). Bei Tieren der 

Gruppe 3 wurden Makrophagen mit Clodronat-Liposomen depletiert (Kapitel 2.11.3). 
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Die Ergebnisse der Überlebensrate, der Bakteriämie und des klinischen Scores sind in 

Abbildung 14 dargestellt.  

Abbildung 14 

Einfluss von Neutrophilen- und Makrophagen-Depletion auf Überlebensrate, Bakteriämie 

und klinischen Score in WT (●) und C5aR1-/- (●) Mäusen nach intraperitonealer Infektion 

mit 104 N. meningitidis MC58. Vergleich von unbehandelter Kontrollgruppe (Kontrolle) mit 

Neutrophilen-depletierter (PMNdepl.) und Makrophagen-depletierter Gruppe (MΦdepl.); Gruppen-

größen sind in oberen Graphen angegeben; Überlebensrate [%] (oben); statistisch analysiert mit 

Mantel-Cox-Test; Bakteriämie [CFU/ml Blut] (Mitte); statistisch analysiert mit one-way A-

NOVA mit Dunnett’s multiple comparison post hoc Test (Vergleichsgruppe: Kontrollgruppe) (ns, 

*, **, ***: nicht signifikant, P ≤ 0,05, P  ≤ 0,01,  P  ≤ 0,001); klinischer Score (unten); statistisch 

analysiert mit Kruskal-Wallis-Test mit Dunnett’s multiple comparison post hoc Test (Vergleichs-

gruppe: Kontrollgruppe) (ns, *, **, ***: nicht signifikant, P ≤ 0,05, P  ≤ 0,01,  P  ≤ 0,001) 

Zeit [h] Zeit [h] 

○  C5aR1
-/-

 , Kontrolle (n=4) 
▲ C5aR1

-/-
 , PMN

depl.
 (n=4) 

▼ C5aR1
-/-

 , MΦ
depl.

 (n=4) 

○  WT, Kontrolle (n=5) 
▲ WT, PMN

depl.
 (n=5) 

▼ WT, MΦ
depl.

 (n=5) 
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Bei der Überlebensrate zeigte sich, dass alle Kontrolltiere beider Genotypen bis zum Ende 

des Experiments überlebten. Die Makrophagendepletion führte in beiden Genotypen zu 

einem versterben aller Tiere bis +24 h. Auch die Neutrophilendepletion ging in beiden 

Genotypen mit einer hohen Sterblichkeit einher. Lediglich 1 von 5 WT Tieren überlebte 

bis zum Versuchsende, wohin gegen alle 4 C5aR1-/- Mäuse bis zum Zeitpunkt +48 h 

verstarben.  

Im Hinblick auf die Bakteriämie ergab sich bei beiden Genotypen kein signifikanter 

Unterschied zwischen Kontrolltieren und Tieren mit Neutrophilendepletion. Über die ge-

zeigten Zeitpunkte wiesen Tiere mit Neutrophilendepletion tendenziell eine höhere Bak-

teriämie im Vergleich zu Kontrolltieren innerhalb beider Genotypen auf. Die Makropha-

gendepletion äußerte sich für die Zeitpunkte +12 h und +18 h / +24 h in beiden Geno-

typen mit einer signifikant höheren Bakteriämie im Vergleich zu der Kontrollgruppe. 

Der klinische Score präsentierte sich ähnlich wie die Bakteriämie. Auf beide Genotypen 

bezogen wiesen Tiere mit Neutrophilen- und Makrophagendepletion eher höhere 

klinische Scores als vergleichbare Kontrolltiere auf.  

In diesem Versuch wurde keine signifikante Verbesserung der Nme-Sepsis durch die 

Depletion von neutrophilen Granulozyten oder Makrophagen beobachtet. Diese Ergeb-

nisse deuten darauf hin, dass die durch die C5aR1-Aktivierung getriggerte Immunantwort 

nicht auf eine einzige, spezifische Zellpopulation zurückzuführen ist. Dennoch scheinen 

Makrophagen in diesem Zusammenhang eine zentrale Rolle zu spielen. 

Zudem wurde bei den Depletionsversuchen kein genotypischer Unterschied zwischen 

WT und C5aR1-/- Mäusen gefunden. Dieser Befund legt nahe, dass die bakterizide Akti-

vität der Phagozyten gegenüber Nme unabhängig von C5aR1 ist. In der Summe scheint 

ein potenziell schädlicher Effekt von C5aR1 durch die Summe aller bakteriziden Faktoren 

der Phagozyten aufgewogen zu werden. Nicht zuletzt wegen der geringen Anzahl an Ver-

suchstieren sollten diese Ergebnisse durch Wiederholungsversuche statistisch weiter ab-

gesichert werden. 
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3.6 Therapeutisches Potential der C5aR1-Blockade 

Aufbauend auf den vorherigen Ergebnissen, wurde in der nächsten Versuchsserie das the-

rapeutische Potential der C5aR1-Blockade untersucht. Infizierten WT Mäusen wurde 

dazu der C5aR1-Antagonist PMX205 intraperitoneal verabreicht (Kapitel 2.10). 

WT Mäuse wurden in vier Gruppen aufgeteilt: „uninfizierte Kontrollgruppe“, „infizierte 

Kontrollgruppe“, „PMX205-prä-Gruppe“ und „PMX205-post-Gruppe“. Zum Zeitpunkt 

0 h wurden alle Tiere der „infizierte Kontrollgruppe“, der „PMX205-prä-Gruppe“ und 

der „PMX205-post-Gruppe“ mit 105 CFU MC58 infiziert. Den Versuchstieren der 

„PMX205-prä-Gruppe“ wurde zu den Zeitpunkten ˗12 h, ˗6 h, 0 h, +12 h, +24 h, +36 h, 

+48 h, +60 h und +72 h jeweils 3 mg PMX205 in 100 µl ddH20 / 5 % Glukose i. p. appli-

ziert. Tieren der „PMX205-post-Gruppe“ wurde 3 mg PMX205 in 100 µl ddH20 / 5 % 

Glukose zu den Zeitpunkten +4 h, +9 h, +15 h, +24 h, +36 h, +48 h, +60 h und +72 h i. p. 

appliziert. Die applizierte Tagesdosis für Tiere beider Gruppen betrug 6 mg PMX205 pro 

kg Körpergewicht. Tieren der „infizierten Kontrollgruppe“ wurde zu den Zeitpunk-

ten -12 h, -6 h, 0 h, +12 h, +24 h, +36 h, +48 h, +60 h und +72 h je 100 µl ddH20 / 5 % 

Glukose i. p. ohne PMX205 verabreicht. WT Tiere der „uninfizierten Kontrollgruppe“ 

wurden weder infiziert noch behandelt. Die kombinierten Ergebnisse der Überlebensrate, 

der Bakteriämie, des klinischen Scores und des Körpergewichts aus zwei unabhängigen 

Experimenten sind in Abbildung 15A-D gezeigt.  

Darüber hinaus wurden die pro-inflammatorischen Mediatoren IL-6, CXCL1 und TNF-α 

im Schwanzblut zum Zeitpunkt +12 h gemessen. Die Konzentrationen der genannten Me-

diatoren sind in Abbildung 15E-G für „uninfizierte Kontrollgruppe“, „infizierte Kontroll-

gruppe“, „PMX205-prä-Gruppe“ und „PMX205-post-Gruppe“ dargestellt. Weiterhin 

wurde ein PMX205 Killing assay durchgeführt (Kapitel 2.12) (Abb. 15H).  

Unter der Therapie von PMX205 mit der Tagesdosis 6 mg/kg KG war ein signifikanter 

Anstieg der Überlebensrate in beiden Behandlungsgruppen („PMX205-prä-Gruppe“ und 

„PMX205-post-Gruppe“) im Vergleich zur Kontrollgruppe zu erkennen (Abb. 15A).  
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Abbildung 15 

Einfluss von C5aR1-Blockade mit PMX205 auf Überlebensrate, Bakteriämie, klinischen 

Score, Körpergewicht und Konzentrationen pro-inflammatorischer Mediatoren in WT Tie-

ren nach intraperitonealer Infektion mit 105 N. meningitidis MC58. Behandlungskohorten wie 

folgt: Kontrollgruppe ohne Infektion und ohne Behandlung (□, E-G), infizierte Kontrollgruppe 

mit Vehikel (5 % Glukose) anstelle von PMX205 (● in A-D, ■ in E-G); infizierte Behandlungs-

gruppe mit PMX205 nach ‘prä‘-Schema (● in A-D, ■ in E-G); infizierte Behandlungsgruppe mit 
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PMX205 nach ‘post‘-Schema (▲ in A-D, ■ in E-G). Infizierte Tiere erhielten 105 CFU N. me-

ningitidis MC58. Behandlungsschema in infizierter Kontrollgruppe: je 100 µl ddH20 / 5 % Glu-

kose i. p. zu den Zeitpunkten -12 h, -6 h, 0 h, +12 h, +24 h, +36 h, +48 h, +60 h und +72 h. Be-

handlungsschema in PMX205-prä-Gruppe: je 3 mg PMX205 in 100 µl ddH20 / 5 % Glukose i. p. 

zu den Zeitpunkten ˗12 h, ˗6 h, 0 h, +12 h, +24 h, +36 h, +48 h, +60 h und +72 h. Behandlungs-

schema in PMX205-post-Gruppe: je 3 mg PMX205 in 100 µl ddH20 / 5 % Glukose i. p. zu den 

Zeitpunkten +4 h, +9 h, +15 h, +24 h, +36 h, +48 h, +60 h und +72 h. Gruppengrößen für Abb. 

A-D wie in A angegeben, Gruppengrößen für Abb. E-G wie rechts unten angegeben. A Überle-

bensrate [%]; Die statistische Analyse erfolgte in Mantel-Cox-Test (jeweilige PMX205-Gruppe 

vs. Kontrollgruppe) (*, **, ***:, p ≤ 0,05, p ≤ 0,01,  p ≤ 0,001) B Bakteriämie [CFU/ml Blut]; 

Die Nachweisgrenze für Bakteriämie ist angegeben (∙∙∙). Die statistische Analyse erfolgte für je-

den Zeitpunkt in Kruskal-Wallis-Test mit Dunnett’s post hoc Test (Vergleichsgruppe: jeweils 

Kontrollgruppe) (ns, *, **, ***: nicht signifikant, p ≤ 0,05, p ≤ 0,01,  p ≤ 0,001) C Klinischer 

Score; Mittelwerte und Standardfehler sind angegeben D Körpergewicht; Mittelwerte und Stan-

dardfehler sind angegeben E,F,G Konzentrationen von IL-6 [pg/ml], CXCL1 [pg/ml] und TNF-

α [pg/ml]; Die statistische Analyse erfolgte mit one-way ANOVA mit Dunnett’s post hoc Test 

(vs. infizierte Kontrollgruppe) H Test von PMX205 auf Bakterizidie („Killing assay“); Die ver-

mutete Konzentration von PMX205 im Serum behandelter Versuchstiere ist eingezeichnet. 

 

Gleichzeitig kam es zu einer signifikanten Reduktion der Bakteriämie beider Behand-

lungsgruppen („PMX205-prä-Gruppe“ und „PMX205-post-Gruppe“) zum Zeitpunkt 

+12 h im Vergleich zur uninfizierten Kontrollgruppe. Diese signifikant reduzierte Bakte-

riämie konnte in der „PMX205-prä-Gruppe“ auch bei +24 h beobachtet werden 

(Abb. 15B). 

Auch die Ergebnisse des klinischen Scorings zeigten, dass niedrigere Belastungen bei 

Tieren beider Behandlungsgruppen („PMX205-prä-Gruppe“ und „PMX205-post-

Gruppe“) im Vergleich zu Tieren der „infizierten Kontrollgruppe“ vorlagen. Bei +18 h 

und +24 h waren die klinischen Scores der „PMX205-prä-Gruppe“ signifikant niedriger 

als die der „infizierten Kontrollgruppe“ (Abb. 15C). Darüber hinaus sank das Körperge-

wicht bei Versuchstieren beider Behandlungsgruppen im zeitlichen Verlauf geringer ab, 

als bei denjenigen der „infizierten Kontrollgruppe“ (Abb. 15D). 

Zudem zeigten Tiere beider Behandlungsgruppen („PMX205-prä-Gruppe“ und 

„PMX205-post-Gruppe“) geringere Konzentrationen der pro-inflammatorischen Media-

toren IL-6, CXCL1 und TNF-α (Abb. 15E-G). Zum Zeitpunkt +12 h war dieser Effekt 

für IL-6 und CXCL1 sogar signifikant zwischen der „PMX205-prä-Gruppe“ und der „in-

fizierten Kontrollgruppe“. In Tests auf Bakterizidie (Kapitel 2.12) konnte gezeigt werden, 

dass PMX205 keine bakterizide Wirkung auf Nme hat (Abb. 15H).  
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Diese Experimente belegen, dass Symptome einer murinen Nme-Sepsis im Hinblick auf 

die Parameter „Überlebensrate“, „Bakteriämie“, „klinisches Scoring“ und 

„Konzentration pro-inflammatorischer Mediatoren“ unter der Therapie von PMX205 

sowohl in präventiver als auch therapeutischer Situation verbessert werden konnten. Von 

dem C5aR1-Antagonisten PMX205 ging dabei keine direkt bakterizide Wirkung aus, 

weshalb anzunehmen ist, dass tatsächlich die Antagonisierung von C5aR1 zur 

Symptommilderung während der Nme-Sepsis geführt hat.  
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4 Diskussion 

4.1 Inflammatorischer Arm des Komplementsystems  

Wie zahlreiche Untersuchungen zeigen konnten, kommt dem humanen Komplementsys-

tem in der Erkennung und Bekämpfung invasiver Nme-Stämme eine zentrale Rolle zu. 

Innerhalb des humanen Komplementsystems konnte die entscheidende Bedeutung des 

lytischen Arms in Form der terminalen Kaskade (C5b-9) mit Bildung des MAK auf der 

Oberfläche von Nme in umfangreichen Untersuchungen gezeigt werden. In Abwesenheit 

des MAKs, z. B. in komplement-defizienten Patienten, ist ein signifikanter Anstieg der 

Suszeptibilität gegenüber Nme-Sepsis beobachtet worden. Im Vergleich zu immungesun-

den Menschen haben solche Patienten ein bis zu 10.000-fach erhöhtes Risiko eine IMD 

zu entwickeln und ein bis zu 150-fach erhöhtes Risiko rezidivierende Infektionen zu er-

leiden (49), (54), (184). Darüber hinaus konnte nachgewiesen werden, dass der opsoni-

sierende Arm des Komplementsystems mit dem Opsonin C3b die AK-vermittelte Be-

kämpfung von invasiven Nme unterstützt (58). Im Gegensatz dazu ist - über Spekulatio-

nen hinaus - sehr wenig über die Bedeutung des inflammatorischen Astes in Rahmen der 

Nme-Sepsis bekannt. Erste Hinweise über dessen Bedeutung gehen auf ein in vitro Nme-

Infektionsmodell an menschlichem Vollblut nach Sprong et al. zurück (185). Hierbei 

konnte eine Aggravation verschiedener Sepsisparameter durch den inflammatorischen 

Arm beobachtet werden. Unter Hemmung des inflammatorischen Arms mit anti-C5a-An-

tikörpern konnten gleichzeitig die Parameter CR3-Expression, Phagozytose und oxidati-

ver Burst von Granulozyten und Monozyten reduziert werden, ohne dass jedoch die Bil-

dung des MAKs und die induzierte Bakterienlyse beeinflusst wurde.  

Die in der vorliegenden Arbeit gezeigten Ergebnisse am murinen in vivo Nme-Sepsis-

Modell stehen in Einklang mit oben genannten, klinischen Beobachtungen am Menschen 

bzw. mit den Ergebnissen am Nme-Sepsis-Modell mit menschlichem Vollblut. Grundle-

gend ist anzumerken, dass die Komplementsysteme von Mensch und Maus - nach heuti-

gem Stand der Forschung - sowohl in Aufbau als auch Funktion weitgehend vergleichbar 

sind. Beispielsweise existieren auch in der Maus die drei Aktivierungswegen klassischer 

Weg, Lektin-Weg und alternativer Weg (186), (187).  

Wie auch in klinischen Beobachtungen am Menschen gezeigt werden konnte, ergab sich 

in der Maus aus der funktionellen Abwesenheit des Komplementsystems bei C3-/- Mäusen 
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eine extrem erhöhte Suszeptibilität gegenüber Nme (Kapitel 3.1, Abb. 3), was dafür 

spricht, dass das Komplementsystem auch in der Maus generell protektiv wirkt.  

Es stellt sich an dieser Stelle die Frage nach dem individuellen Beitrag der drei Arme des 

murinen Komplemensystems (lytischer, opsonisierender und inflammatorischer Arm) in 

der murinen Nme-Sepsis und ob jeweils ein protektiver oder schädlicher Effekt überwiegt.  

In Bezug auf den lytischen Arm in C3-/- Mäusen ist eine Aktivitätsminderung zu vermu-

ten. Durch die fehlende C3-Spaltung ist die Bildung der C5 Konvertase vermutlich nicht 

möglich, weshalb eine direkte C5-Spaltung und eine anschließende MAK-Formierung 

mit Lyse ausbleibt. Dennoch ist eine indirekte C5-Spaltung über Quervernetzungen mit 

der Gerinnungskaskade (z. B. durch Thrombin) möglich, wie an menschlichem Blut ge-

zeigt werden konnte (188). Welchen Einfluss diese indirekte C5-Spaltung auf die suffizi-

ente MAK-Bildung und Lyseinduktion hat, ist ungewiss. Um die genaue Bedeutung des 

lytischen Arms in der Nme-Sepsis zu untersuchen, wäre die Verwendung einer C6-defi-

zienten Maus (C6-/-) denkbar, welche allerdings nicht im Rahmen dieser Arbeit zur Ver-

fügung stand. Unabhängig von der Art der C5-Spaltung könnten C6-/- Mäuse im Nme-

Sepsis-Modell mit WT Mäusen verglichen werden, oder C6-blockierende Antikörper 

zum Einsatz kommen. 

Darüber hinaus ist eine Aktivitätsminderung des opsonisierenden Arms in C3-/- Mäusen 

zu vermuten. Aufgrund der Abwesenheit von C3 kann keine Spaltung dieses Faktors in 

C3a und C3b erfolgen. Eine durch das Opsonin C3b vermittelte Phagozytenattraktion 

bleibt aus. Um den genauen Beitrag des Opsonins C3b zu untersuchen, könnte im Nme-

Sepsis-Modell eine C5-defiziente Maus (C5-/-) genutzt werden. Bei dieser sind der lyti-

sche Arm sowie der wichtigste Teil des inflammatorischen Arms (in Form des C5a) mit 

Ausnahme des C3a inhibiert.  

Bezug nehmend auf Ergebnisse dieser Arbeit an gesunden WT Mäusen kann ein über-

wiegend schädlicher Effekt des inflammatorischen Asts des Komplementsystems vermu-

tet werden. Während der Nme-Sepsis konnte zunächst die Aktivierung des inflammatori-

schen Astes in Form von C3a- und C5a-Freisetzung gezeigt werden (Kapitel 3.1.2). Da 

die gemessenen C5a-Konzentrationen in infizierten Tieren (Abb.4) deutlich über den Dis-

soziationskonstanten für den C5aR1 (Kd ca. 1 nM) und für den C5aR2 (Kd ca. 2,5 nM) 
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lagen (53), ist eine relevante Rezeptor-Aktivierung und resultierende Zellantwort zu ver-

muten. Bei solch hohen Konzentrationen muss gegebenenfalls mit einer „Paralyse“ von 

Zellen des Immunsystems gerechnet werden (189). Aus Hemmung der C5a-C5aR-Achse 

als Teil der Signalübertragung des inflammatorischen Astes, resultierten geringere Ent-

zündungszeichen und höhere Überlebensraten in Versuchstieren (Abb. 5-10, 13, 15).  

Im Gegensatz zu dem lytischen und opsonisierenden Arm des Komplementsystems 

scheint der inflammatorische Arm eine überschießende, schädliche Immunreaktion im 

Wirt Maus zu vermitteln. Obwohl die Maus kein natürlicher Wirt von Nme ist, lässt sich 

vermuten, dass der inflammatorische Arm auch in der menschlichen Nme-Sepsis eine 

schädliche Wirkung haben könnte. In Patienten anderer Sepsis-Studien konnte eine Kor-

relation zwischen hohen Konzentrationen von C3a und C5a mit Multiorganversagen und 

geringeren Überlebensraten beobachtet werden (130), (190). Diese Aspekte sollten in 

nachfolgenden Arbeiten anhand von humanem Vollblut untersucht werden, um die hier 

in der Maus erhobenen Daten auf den Menschen übertragen zu können. 

 

4.2 Sepsismodelle 

4.2.1 Verschiedene Sepsismodelle im Vergleich 

Wie bereits in der Einleitung angesprochen, ist die Bezeichnung „Sepsis“ ein Überbegriff 

für ein weites Spektrum von Erkrankungen deren Ursache eine Infektion ist und in deren 

Folge sich eine fehlgeleitete Immunreaktion manifestiert (Kapitel 1.5). Aufgrund der un-

terschiedlichen Ausprägungen der Sepsis, erscheint es auch sinnvoll, dass im Laufe der 

Zeit verschiedene Sepsismodelle etabliert wurden (128). Das jeweilige Modell ist somit 

immer im Kontext der untersuchten Sepsisform zu verstehen und nicht als „Universal-

Sepsis-Modell“ zu sehen. Aufgrund der Komplexität ablaufender, pathologischer Mecha-

nismen und der vielschichtigen Interaktionen zwischen unterschiedlichen Geweben wäh-

rend einer Sepsis, ist es vermutlich sinnvoll in vivo Modelle den in vitro Modellen vorzu-

ziehen. 

Beispiele für in vivo Sepsismodelle an Versuchstieren sind das E. coli-Modell, das LPS-

Modell oder das CLP-Modell. Anhand des E. coli-Modells wird speziell die E. coli-Sep-

sis nach i. v. Injektion in Mäusen (150), Schweinen (139) und Primaten untersucht (141),  
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(191). In diesem Zusammenhang konnte im E. coli-Sepsismodell an Pavianen ein protek-

tiver Effekt durch die medikamentöse Inhibition der C5-Spaltung (in C5a und C5b) ge-

zeigt werden (192). 

Im Rahmen des LPS-Modells wird Versuchstieren gereinigtes LPS i. v. appliziert, um 

Infektionen mit LPS-synthetisierenden (gram-negativen) Erregern zu simulieren (131). 

Genau genommen ist es nicht korrekt, das LPS-Modell als „Sepsismodell“ zu bezeichnen, 

da eine mikrobielle Infektion fehlt, welche definitionsgemäß Ursache einer Sepsis ist. 

Dennoch kann das stark pro-inflammatorischen LPS die systemische, dysregulierte Im-

munantwort (SIRS, Zytokinsturm) als Folge einer Infektion in vivo simulieren. Vor die-

sem Hintergrund gibt es Hinweise darauf, dass C5a über den C5aR1 im murinen LPS-

Modell einen Zytokinsturm verstärkt (193). 

Eine weitverbreitete und international anerkannte Methode zur Untersuchung der poly-

mikrobiellen Sepsis ist das CLP-Modell (cecal ligation and puncture) an Nagern. Hierbei 

wird das Zäkum freipräpariert, ligiert und anschließend punktiert. Durch Manipulation 

wird Darminhalt ausgepresst, wodurch eine Peritonitis mit folgender polymikrobieller 

Sepsis durch Keime der Normalflora des Darm-Trakts induziert wird. Der Schweregrad 

kann durch die Länge der Zäkumligatur, die Nadeldicke und die Anzahl der Punktionen 

variiert werden (129), (181), (194). Das CLP-Sepsis-Modell dient der Untersuchung von 

Infektionen mit Fokus im Magen-Darm-Trakt, welche beim Menschen zum Beispiel im 

Zuge einer Darmperforation (z. B. bei Appendizitis, Sigmadivertikulitis, ischämischer 

Kolitis) oder als Komplikation einer abdominellen Operation auftreten können. Verschie-

dene Ansätze zur Blockade der C5a-C5aR1-Achse in Form von anti-C5a-Antikörpern, 

C5aR1-knockout-Tieren oder C5aR1-Antagonisten bzw. anti-C5aR1-Antikörpern konn-

ten die pro-inflammatorische Rolle dieser Achse in der polymikrobiellen Sepsis zeigen 

(128). Ein Schwachpunkt dieses Modells ist sicherlich die Variabilität der induzierten 

Sepsis und damit die eingeschränkte Reproduzierbarkeit. Es bestehen relevante, interin-

dividuelle Unterschiede, einerseits in der Ausführung der Sepsis-induzierenden Opera-

tion, andererseits in dem für die Sepsis verantwortlichen Keimspektrum des Stuhls. Eine 

Weiterentwicklung des CLP-Modells stellt das bisher wenig bekannte PCI-Modell (peri-

toneal contamination and infection) dar. Hierbei wird eine Peritonitis durch intraperitone-

ale Injektion einer aufbereiteten Stuhlsuspension induziert, wodurch man sich eine bes-

sere Reproduzierbarkeit erhofft (195), (196).  
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Neben den genannten Sepsismodellen an Tieren existiert auch der in vitro Ansatz am 

Menschen. Durch Inkubation von E.coli in menschlichem Vollblut kann ein Zytokinsturm 

imitiert werden sowie oxidativer Burst und Phagozytose durch Granulozyten und Mo-

nozyten untersucht werden. Beide Parameter konnten durch Inhibierung der C5a-C5aR-

Achse per anti-C5a-Antikörper und C5aR1-Antagonist signifikant reduziert werden 

(197).  

 

4.2.2 Nme-Sepsismodelle 

Im Gegensatz zu den oben beschriebenen Sepsis-Modellen sind Nme-Sepsis-Modelle so-

wohl in vivo als auch in vitro weniger gut etabliert. Der Grund hierfür ist erstens, dass der 

allgemeine Schwerpunkt der Nme-Forschung (an Mensch und Tier) bisher hauptsächlich 

auf der Untersuchung des Kolonisierungsverhaltens von Nme im Nasopharynx sowie auf 

der Untersuchung der Nme-Meningitis liegt. Zweitens ist N. meningitidis human-spezi-

fisch, weshalb in vivo Nme-Tiermodelle (für Meningitis oder Sepsis) generell schwierig 

zu realisieren sind.  

Salit et al. konnten durch intranasale Injektionen von Nme-Lösungen eine partielle, naso-

pharyngeale Kolonisierung in Ratten und Mäusen bewirken (179). Von entscheidender 

Bedeutung für die Fähigkeit zur systemischen, invasiven Ausbreitung von Nme scheint 

der Zugang zu freiem Eisen (Fe3+) zu sein. Durch zusätzliche regelmäßige, intraperitone-

ale Gabe von Eisenquellen wie z. B. Eisendextran, humanem Transferrin bzw. humanem 

Laktoferrin, konnte, ausgehend von der nasopharyngealen Kolonisierung, eine systemi-

sche Infektion mit Sepsis-ähnlichem Zustand hervorgerufen werden (198), (199). Auf-

grund der eingeschränkten Reproduzierbarkeit der nasopharyngealen Kolonisierung ei-

nerseits und der systemischen Infektion andererseits wurde dieses Nme-Sepsismodell fol-

gendermaßen modifiziert: Durch intraperitoneale Injektion einer Nme-Lösung (in Kom-

bination mit intraperitoneale Eisengabe) konnte eine zuverlässigere, systemische Infek-

tion herbeigeführt werden als bei nasopharyngealer Applikation (163). Der Infektfokus 

bei diesem Ansatz liegt intraperitoneal, im Sinne einer Peritonitis. Hierbei unterscheidet 

sich der Infektionsweg im Mausmodell erheblich von der humanen Infektion. Der Nme-

typische Infektionsweg im Menschen ist bekanntermaßen die nasopharyngeale Tröpf-

cheninfektion. Der Infektfokus ist hierbei die Schleimhaut des Nasenrachenraums.  
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Eine weitere Verfeinerung dieses Nme-Sepsis-Modells stellte der Ansatz von Taha et al. 

dar. Hierbei wurden Mäuse einer transgenen Linie, welche humanes Transferrin expri-

mieren, infiziert. Nme kann Eisen direkt vom Wirtstier beziehen und eine produktive Sep-

sis nach intraperitonealer Infektion kann ohne Gabe von Eisenpräparaten erzielt werden 

(200). Allerdings wurde in diesem Modell keine konstant steigende Menge an Bakterien 

im Blut nachgewiesen, sondern nur eine transient ansteigende Bakteriämie, welche nach 

einigen Stunden wieder abfällt. 

Einen weiteren Ansatz stellte das Modell der „Faktor H humanisierten Ratte“ von Vu 

et al. dar (201). Faktor H ist ein lösliches, regulatorisches Protein, welches den alternati-

ven Weg der Komplementkaskade inhibieren kann. Nme war mit Hilfe der Virulenzfak-

toren fHbp (Faktor H bindendes Protein) und NspA (Neisseria surface protein) befähigt, 

Faktor H an der Oberfläche zu binden und eine lokale Hemmung der Komplementakti-

vierung zu erreichen (202). Durch Einbringen des humanen Faktors H in die Ratte konnte 

eine vorübergehende Bakteriämie nach i. p. Nme-Injektion erreicht werden. 

Neben diesen Modellen existiert auch der Ansatz, eine Nme-Kolonisierung und Nme-

Sepsis in Versuchstieren durch Superinfektion zu erreichen. Beispielsweise wurden 

Mäuse zunächst intranasal mit Influenzavirus A infiziert und einige Tage später zusätz-

lich intranasal mit Nme (203). Es ist fraglich, ob dieser Ansatz eine gute Grundlage für 

die Erforschung der Nme-Sepsis darstellt, da nach Erhebung verschiedener Sepsispara-

meter (wie z. B. Expression von Virulenzfaktoren, Bakterienlast, Zytokinkonzentratio-

nen) unklar bleibt, welcher Erreger jeweils für Veränderungen verantwortlich ist. 

Untersuchungen zur Nme-Sepsis am Menschen beschränken sich bislang auf in vitro 

Vollblutmodelle nach Sprong et al. (185). Hierbei wurden humane Blutproben mit Nme 

inkubiert und verschiedene Sepsisparameter gemessen. Im Einklang stehend mit Ergeb-

nissen oben beschriebener Sepsismodelle zeigte sich unter anderem eine Reduktion der 

Sepsisparameter „Phagozytose“ und „Oxidativer Stress“ unter C5a-Inhibition mit 

anti-C5a-Antikörper. Dies spricht für eine pro-inflammatorische Wirkung der C5a-C5aR-

Achse in der humanen Nme-Sepsis. 

Unter kritischer Beurteilung der angewendeten Methoden in dieser Arbeit, könnten in Zu-

kunft Verbesserungen des Nme-Sepsis-Modells vorgenommen werden. Zur Untersu-

chung der Nme-Sepsis am Mausmodell wurde die intraperitoneale Infektion gewählt. 
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Eine Supplementierung von Eisendextran durch zweimalige intraperitoneale Applikation 

am Versuchsanfang wurde durchgeführt (Kapitel 2.6.3). Zu Gunsten einer zuverlässigen 

Induktion der Sepsis durch intraperitoneale Infektion wurde hierbei ein für Nme untypi-

scher Infektionsweg in Kauf genommen. Durch die i. p. Applikation von Nme wird ver-

mutlich zunächst eine Peritonitis und in deren Folge eine Nme-Sepsis induziert. Wie Nme 

genau vom Peritoneum ins Blut gelangt ist unbekannt. Einerseits wäre eine direkte Mig-

ration durch die Wand intraabdominaler Blutgefäße, andererseits eine indirekte Migration 

über Lymphdrainage (Ductus thoracicus) denkbar. Um die Infektion weiter zu standardi-

sieren, könnte versucht werden eine technisch anspruchsvollere, intravenöse Applikation 

von Nme durchzuführen. 

Eine weitere Verfeinerung des Ansatzes wäre sicherlich die Verwendung der transgenen 

Mauslinie mit Expression humanen Transferrins von Taha et al. gewesen (200). Dadurch 

wären i. p. Applikationen von Eisendextran am Versuchsanfang nicht mehr nötig, um 

eine produktive Infektion zu induzieren. Leider stand diese Mauslinie jedoch nicht zur 

Verfügung.   

 

4.2.3 Gegenüberstellung von CLP-Modell und Nme-Sepsismodell 

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zur Rolle der C5a-C5aR1-Achse in der Nme-

Sepsis stehen weitgehend in Einklang mit den Resultaten aus oben beschriebenen Sepsis-

modellen an Mensch (humane Vollblut-Modelle) und Tier (E.coli-, LPS- und CLP-Mo-

dell), obgleich sich alle genannten Modelle fundamental unterscheiden. Bedeutend ist an 

dieser Stelle der Vergleich zwischen dem verwendeten, intraperitonealen Nme-Sepsis- 

und dem weitverbreiteten CLP-Sepsis-Modell, da wichtige Erkenntnisse zur Rolle des 

Komplementsystems in der Sepsis daran gewonnen wurden. 

Obwohl sich das i. p. Nme-Sepsismodell und das CLP-Modell grundlegend unterschei-

den, ist in beiden Fällen von einem starken pro-inflammatorischen Effekt der C5a-

C5aR1-Achse auszugehen. Beispielsweise unterscheiden sich die Sepsis-induzierenden 

Erreger in beiden Modellen voneinander. Im Nme-Modell ist die Monoinfektion durch 

das professionelle Pathogen N. meningitidis ursächlich für die Sepsis. Gerade hier ist der 

potentiell schädliche Effekt der C5a-C5aR-Achse auch vor dem Hintergrund des engen 
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(protektiven) Zusammenhangs zwischen Nme-Infektion und Komplementaktivierung in-

teressant. Im CLP-Modell ist eine Mischinfektion mit Keimen der Standortflora des Ma-

gen-Darm-Trakts verantwortlich für die Sepsis, wobei der jeweilige Beitrag einzelner Er-

reger zur Sepsis unklar bleibt. Aus diesem Grund bleibt auch unklar, welche genaue Be-

deutung die einzelnen Komplementarme (lytischer, opsonisierender, inflammatorischer 

Arm) in der CLP-Sepsis haben. Ein weiterer Unterschied zwischen Nme- und CLP-Mo-

dell ist der Infektionsweg, welcher beim Nme-Sepsismodell die i. p. Injektion unter Ei-

sensubstitution mit anschließender Peritonitis und im CLP-Modell die Laparatomie mit 

artifizieller Darmperforation ist.  

 

4.3 Rolle des C5aR1 in der Nme-Sepsis 

Die Abwesenheit von C5aR1 bewirkt in der murinen Nme-Sepsis eine höhere Überle-

bensrate, geringere Bakteriämie und geringere Konzentrationen pro-inflammatorischer 

Mediatoren (Abb. 5-7). Interessanterweise scheint der C5aR1 keine direkte Auswirkung 

auf die Fähigkeit der Bakterienklärung im Blut durch Phagozyten zu haben (Abb. 11, 12). 

Experimente dieser Arbeit lassen vermuten, dass der C5aR1 primär eine Freisetzung pro-

inflammatorischer Mediatoren (SIRS) fördert (Abb. 13), welche dann zu einer Paralyse 

und einem Funktionsverlust phagozytierender Immunzellen führen. Erst sekundär könnte 

dadurch die hohe Bakterienlast im Blut bedingt sein. 

Um die Erkenntnisse aus dem Mausmodell auf den Menschen zu übertragen, sind weitere 

Untersuchungen erforderlich. Denkbar wäre zunächst ein in vitro Nme-Infektionsmodell 

nach dem Vorbild von Sprong et al. mit menschlichem Vollblut (185), bei dem die Ef-

fekte von C5aR1-Blockade mit Hilfe von Antikörper (z. B. anti-C5aR1-Antikörper Klon 

S5/1, (204)) oder Antagonisten (z. B. NDT 9513727 (205) oder PMX53 (206)) untersucht 

werden könnten.  

Darüber hinaus könnten Wiederholungen der in vivo Experimente wie in Kapitel 3.4 be-

schrieben, zur Klärung des mechanistischen Hintergrunds bezüglich der Reihenfolge von 

SIRS und Bakteriämie (Hypothese: Bakteriämie folgt SIRS) beitragen. Beispielsweise 

sollte zunächst mit einer größeren Versuchsgruppe bestätigt werden, dass kein signifikan-

ter Unterschied im Klärungsverhalten der Bakteriämie von WT und C5aR1-/- Mäusen 
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nach intraperitonealer Infektion mit teilungsunfähigen Nme (z. B. unbekapselte oder hit-

zeinaktivierte Bakterien) besteht (Kapitel 3.4.1, Abb. 11, 12). Zudem könnte die Messung 

von zusätzlichen pro- und anti-inflammatorischen Mediatoren, wie z. B. IL-1 und TNF-α, 

im Blut infizierter WT und C5aR1-/- Mäuse nach Infektion mit teilungsunfähigen Nme 

bestätigen, dass durch die Abwesenheit von C5aR1 geringere Konzentrationen von Ent-

zündungsmediatoren entstehen (Abb. 13). 

 

4.4 Mechanismus der zellulären Pathophysiologie in neutrophilen 

Granulozyten und Makrophagen/Monozyten 

Der C5aR1 konnte auf der Oberfläche zahlreicher Zellpopulationen, speziell auf mye-

loischen Zelllinien, nachgewiesen werden (Kapitel 1.4) (53). Die pro-inflammatorische 

Wirkung des C5aR1 äußerte sich in vivo in verschiedenen Sepsis-Modellen in geringeren 

Überlebensraten, in höheren Bakteriämien und höheren Konzentrationen pro-inflamma-

torischer Mediatoren (Kapitel 1.5) (128). In diesem Zusammenhang ist der genaue Bei-

trag distinkter Zellpopulationen auf die komplexen Mechanismen im Krankheitsbild Sep-

sis noch weitgehend ungeklärt.  

Es wurde vermutet, dass gerade neutrophile Granulozyten eine ambivalente Rolle in der 

Sepsis einnehmen und hauptverantwortlich für die akute Immunreaktion sind. Einerseits 

sind sie mit der Fähigkeit zur Phagozytose entscheidend an der direkten Bekämpfung der 

Bakterien beteiligt. Andererseits können Granulozyten zahlreiche potente pro- und anti-

inflammatorische Mediatoren freisetzten, welche wiederum ein Ungleichgewicht des Im-

munsystems fördern und ihrerseits zur Sepsis beitragen können (128).  

Vor diesem Hintergrund wurden in dieser Arbeit Depletionsversuche durchgeführt, um 

die Rolle von neutrophilen Granulozyten und Makrophagen/Monozyten in der murinen 

Nme-Sepsis zu untersuchen (Kapitel 3.5). Die Ergebnisse (Abb. 14) lassen vermuten, dass 

die murine Nme-Sepsis nicht von der Aktivierung einer einzigen Zellpopulation allein 

dominiert wird, sondern eine komplexe zelluläre Interaktion besteht. Generell scheinen 

neutrophile Granulozyten und Makrophagen/Monozyten von essentieller Bedeutung für 

eine erfolgreiche Bewältigung der Nme-Sepsis zu sein, da sich die Sepsisparameter 

„Überlebensrate, „Bakteriämie“ und „klinischer Score“ in Abwesenheit von neutrophilen 

Granulozyten und Makrophagen verschlechtern.  
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In Bezug auf die wichtige Bedeutung von neutrophilen Granulozyten in der Nme-Sepsis 

stimmen die Ergebnisse mit vorherigen Untersuchungen überein. Guo et al. (155) konnte 

im CLP-Modell an Ratten zeigen, dass durch hohe Konzentrationen von C5a eine Reduk-

tion der C5aR1-Konzentrationen auf neutrophilen Granulozyten in der Initialphase der 

Sepsis durch Internalisierung und Reduktion der Expression stattfindet. Zudem nimmt 

die Fähigkeit zur Chemotaxis sowie zur Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (Oxidati-

ver Burst) in neutrophilen Granulozyten ab. Huber-Lang et al. (189) konnten zeigen, dass 

die durch neutrophile Granulozyten vermittelte Phagozytose durch hohe C5a-Spiegel, 

z. B. während einer Sepsis, gehemmt wird. Darüber hinaus wird die Fähigkeit zur 

Chemotaxis in der Sepsis stark reduziert (207), (208). Diese genannten Mechanismen der 

Paralyse von Granulozyten sind vermutlich auch während der Nme-Sepsis zu finden. Re-

duzierte Phagozytose, Chemotaxis und oxidativer Burst führen zur Hemmung der Bakte-

rienbekämpfung mit daraus resultierender, hoher Bakteriämie. Zudem konnten eine ge-

steigerte Produktion von IL-1β, IL-6 und IL-8 (aber eine geringere Produktion von 

TNF-α) durch neutrophile Granulozyten während einer Sepsis beobachtet werden (134), 

(135), (209), wodurch neutrophile Granulozyten zum SIRS während der Sepsis beitragen.  

Auch in zahlreichen in vitro und in vivo Studien an Makrophagen/Monozyten konnte eine 

erhöhte Produktion überwiegend pro-inflammatorischer Mediatoren, wie zum Beispiel 

TNF-α, IL-1β, IL-6 und IL-8, in der Sepsis dokumentiert werden. Außerdem konnte ge-

zeigt werden, dass Makrophagen während der Sepsis vermehrt Thromboplastin produzie-

ren, wodurch pathologische Gerinnungsprozesse gefördert werden (128). Jedoch lässt 

sich auf Grundlage der Ergebnisse der Depletion von Makrophagen/Monozyten (Abb.14) 

generell eine protektive Rolle dieser Zellpopulation vermuten. Wahrscheinlich steht hier 

die direkte Bekämpfung der Bakterien durch Phagozytose im Vordergrund. Ausführende 

phagozytierende Zellen sind wahrscheinlich einerseits Monozyten im Blut und anderer-

seits gewebsständige Makrophagen des Peritonealraums, welche zur Bekämpfung einer 

Infektion mit intraperitonealem Fokus (nach i. p. Applikation von Nme) extrem wichtig 

erscheinen.  

Die Ergebnisse der in dieser Arbeit durchgeführten Zelldepletionsversuche (Abb. 14) sind 

kritisch zu hinterfragen, da nur geringe Gruppengrößen (3-5 Tiere pro Gruppe) verwendet 

wurden. Deshalb ist eine Wiederholung der Depletionsversuche auch mit verschiedenen 

Inokula sicherlich empfehlenswert. Darüber hinaus besteht die Möglichkeit, dass die 
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pharmakologische Depletion der neutrophilen Granulozyten und Makrophagen /Monozy-

ten zu schwankenden Konzentrationen der Zellreihen in Blut und Geweben führen 

könnte. Ein eleganter Ansatz, um diese Variable auszuschließen, wäre es, Nme-Sepsis-

Versuche an zelltypspezifischen C5aR-knockout Mäusen durchzuführen. Besonders in-

teressant wäre hier die Kreuzung der gefloxten C5aR-GFP-knock-in Maus mit einer Linie, 

die die Cre-Rekombinase unter Kontrolle des LysM Promotors exprimiert, wodurch kein 

C5aR1 auf Neutrophilen und Makrophagen exprimiert wird (210). An dieser Mauslinie 

könnten dann Infektionsversuche nach dem hier verwendeten Protokoll durchgeführt 

werden. Überlebensrate, Bakteriämie, klinischer Score und Konzentrationen von pro-in-

flammatorischen Mediatoren könnten mit denen von WT Mäusen verglichen werden, um 

den jeweiligen Beitrag von neutrophilen Granulozyten und Makrophagen/Monozyten 

besser zu verstehen. 

Darüber hinaus wäre es interessant, Depletionsversuche im Nme-Sepsis-Modell an Mast-

zellen durchzuführen, um die Bedeutung dieser Zellpopulation zu erforschen. Mastzellen 

sind durch die Freisetzung pro-inflammatorischer Mediatoren, wie z. B. Histamin, maß-

geblich an der Kreislaufdysregulation während anaphylaktischen Reaktionen (z. B. im 

anaphylaktischen Schock) beteiligt. Der spezifische Beitrag von Mastzellen in der Nme-

Sepsis ist noch unbekannt, aber Ergebnisse aus anderen Sepsis-Modellen deuten auf eine 

schädliche, pro-inflammatorische Wirkung hin. Beispielsweise konnte im CLP-Modell 

gezeigt werden, dass Mastzellen Peritonealmakrophagen inhibieren können, wodurch 

schlechtere Sepsis-Parameter in Überlebensrate und Bakteriämie resultierten (211). Eine 

funktionelle in vivo Mastzelldepletion könnte beispielsweise durch die Membranstabili-

sierung mit Cromolyn (Cromoglicinsäure) erreicht werden (212). Um die genaue Bedeu-

tung des C5aR1 auf Mastzellen zu erforschen, wäre es denkbar, eine gefloxte Mauslinie, 

wie oben beschrieben, herzustellen (210). Diese Mauslinie würde keine C5aR1 auf der 

Mastzelloberfläche tragen und Sepsisparameter im Nme-Sepsis-Modell könnten im Ver-

gleich zu WT Mäusen untersucht werden.  

Neben Mastzellen wäre es auch sinnvoll den Beitrag von C5aR1 auf Endothelzellen zu 

untersuchen. Denn während der Sepsis hat die molekulare Integrität des Endothels be-

deutenden Einfluss auf die Aufrechterhaltung der Hämodynamik und damit auf das Ge-

samtüberleben. Einerseits droht durch die periphere Vasodilatation und die Zunahme der 
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Gefäßpermeabilität eine vermehrte Ödemneigung („capillary leakage“) (213). Anderer-

seits sind Mikrozirkulationsstörungen durch „Disseminierte intravasale Gerinnung“ 

(DIC) gefürchtet (214). Vor diesem Hintergrund könnte die Bedeutung des C5aR1 in 

vitro auf verschiedenen murinen und humanen Endothelzelllinien z. B. von Pulmonalge-

fäßen (Human pulmonary artery endothelia cells, HPAEC) getestet werden (215). En-

dothelzellen könnten mit anti-C5aR1-Antikörper geblockt und anschließend mit Nme in-

kubiert werden. Die Konzentration verschiedener inflammatorischer Mediatoren, wie 

z. B. TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-8, könnten per ELISA bestimmt werden. Zudem könnten 

Konzentrationen verschiedener Proteine der Gerinnungskaskade, wie z. B. Plasminogen-

aktivator (tPA), Plasminogen-Aktivator-Inhibitor Typ 1 (PAI-1) (216) oder Thrombomo-

dulin (217), gemessen werden. Nach dem Vorbild von Angelini et al. könnte zusätzlich 

ein „Endothel Barriere Assay“ durchgeführt werden und die molekularen Strukturen der 

gap junctions untersucht werden (218), um Aussagen über den Einfluss des C5aR1 auf 

die Gefäßpermeabilität zu erhalten. 

 

4.5 Endorganschäden während der Nme-Sepsis 

Mehrere Publikationen konnten Organversagen im CLP-Sepsis-Modell in vivo an den 

Organen Niere, Nebenniere, Leber, Lunge, Thymus und Herz beschreiben (148), (156), 

(219). Die Ursachen für Organversagen während der infektiösen Sepsis sind vermutlich 

mannigfaltig. Allgemein scheinen jedoch folgende Faktoren bedeutend zu sein: 1) direkte 

toxische Wirkung der Pathogene, 2) Dysregulation des wirtseigenen Immunsystems 

(z. B. hohe Konzentration pro-inflammatorischer Mediatoren, einwandernde Immunzel-

len), 3) metabolische Entgleisung und direkt toxische Wirkung (z. B. Laktatanstieg), 

4) hämodynamische Dekompensation mit Sauerstoffunterversorgung von Endorganen 

(Schock) (128).  

Im Folgenden soll auf die Endorganschäden durch Dysregulation des wirtseigenen Im-

munsystems während der infektiösen Sepsis eingegangen werden. Ein zentraler Aspekt 

scheint hierbei die frühzeitige Migration von neutrophilen Granulozyten aus dem Blut in 

peripheres Gewebe zu sein. Mit dem Ziel, eingewanderten Pathogenen zu folgen und 

diese direkt zu bekämpfen, kommt es zunächst zu einer massiv gesteigerten Neutrophi-

lenmigration. Durch eine überschießende Immunreaktion in Form von Freisetzung der 
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reaktiven Sauerstoffspezies, inflammatorischen Mediatoren und Proteasen können dann 

Endorganschäden verursacht werden (128), (220).  

Dieser Mechanismus konnte im CLP-Sepsis-Modell an Nagern beispielsweise in Lunge 

und Leber beobachtet werden (219), (221). Vor diesem Hintergrund wird dem inflamma-

torischen Arm des Komplementsystems eine aggravierende, pro-inflammatorische Rolle 

zugeschrieben. Es zeigte sich beispielsweise, dass unter Hemmung der C5a-C5aR1-

Achse mit anti-C5a-Antikörpern im CLP-Sepsis-Modell an Ratten die Bakterienkonzent-

ration in Leber und Milz sowie die Neutrophilenmigration in die Lunge gesenkt werden 

konnte (222). Darüber hinaus konnte mit anti-C5a-Antikörpern im CLP-Sepsis-Modell 

an Ratten eine Verbesserung der Kardiomyozytenkontraktilität in vitro und der Links-

ventrikulären Funktion in vivo, als Parameter des Endorganschadens, erzielt werden 

(148).  

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit (Kapitel 3.3) lassen vermuten, dass ein ähnlicher 

Zusammenhang auch in der Nme-Sepsis besteht. Sowohl in WT und C5aR1-/- Mäusen ist 

eine Einwanderung von Neutrophilen in die Organe Lunge und Leber in den Stunden 

nach der i. p. Infektion mit Nme mittels Immunfluoreszenz zu beobachten (Abb. 8, 9), 

wohingegen in der Milz keine wesentlichen Veränderungen zu erkennen waren (Abb. 10). 

Hierbei führt die Abwesenheit von C5aR1 zu einer schwächeren Neutrophilenmigration 

in Leber und Lunge. Die beobachtete Neutrophilenmigration in die Lunge während der 

Infektion könnte hierbei das histologische Anzeichen eines Lungenversagens sein, dessen 

Endstrecke beim Menschen als „Acute respiratory distress syndrome“ (ARDS, Schock-

lunge) bekannt ist. Verschiedenste Trigger (zu ca. 30 % Infektionen) bewirken eine aus-

geprägte Neutrophilenmigration in die Lunge gefolgt von einem schweren, diffusen Pa-

renchymschaden mit interstitiellem Lungenödem (220), (223). 

Basierend auf der in dieser Arbeit verwendeten Methode zur Untersuchung der Neutro-

philenmigration an Leber, Lunge und Milz von Mäusen während der Nme-Sepsis könnten 

Proben weiterer Endorgane wie z. B. von Niere, Nebenniere, Myokard und Darm unter-

sucht werden. Das Ausmaß der Neutrophilenmigration in die genannten Organe könnte 

nach Infektion in WT und C5aR1-/- Tieren bestimmt und mit der Bakterienanzahl korre-
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liert werden. Die Aktivierung der neutrophilen Granulozyten ließe sich mit Hilfe der Mes-

sung des Oxidativen Bursts (z. B. Cytochrom C Assay oder Dihydrodamin-123-Assay 

(224)) quantifizieren. 

Darüber hinaus könnten in vivo während der Nme-Sepsis weitere Zellreihen auf ihr Mig-

rationsverhalten hin untersucht werden. Monozyten/Makrophagen könnten, ebenso wie 

Neutrophile, per Fluoreszenzfärbung sichtbar gemacht und ihre Aktivität mittels Pha-

gozytose-Assay gemessen werden (225), um deren Beitrag zum Endorganschaden zu klä-

ren. Die Auswirkung von Mastzellen könnte mit Hilfe eines Mastzell-Degranulations-

Assays (226) zwischen WT und C5aR1-/- verglichen werden. 

Um das Ausmaß des Endorganschadens zu erforschen, könnten Konzentrationen ver-

schiedener inflammatorischer Mediatoren, wie z. B. TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-8, in Organ-

biopsien im Vergleich von WT und C5aR1-/- Tieren gemessen werden. 

Zudem könnten im Verlauf der Infektion in vivo organspezifische Blutwerte und physio-

logische Parameter ermittelt werden, um den jeweiligen Organstatus zu überwachen, En-

dorganschäden festzustellen und zu quantifizieren. Beispielsweise könnten mittels eines 

PhysioSuites® (Kent Scientific Corporation) die Herz-Kreislaufparameter Herzfrequenz, 

Sauerstoffsättigung, Atemfrequenz und endexpiratorischer CO2-Gehalt in Mäusen ge-

messen werden. In Ergänzung dazu könnte der Säure-Base-Status durch Messung von 

pH, Lactat, Bikarbonat (HCO3-) und dem CO2-Partialdruck im arteriellen Blut ermittelt 

werden (227). Die Herzfunktion könnte in vivo nach dem Vorbild von Niederbichler et al. 

durch Messung des linksventrikulären Drucks bestimmt werden (148). Durch Bestim-

mung der Glomerulären Filtrationsrate (GFR) mit FITC-Inulin (228) und Messung von 

Kreatinin und Harnstoff im Blut (229) könnte die Nierenfunktion überwacht werden. Die 

Leberfunktion ließe sich durch Messung der Leberenzyme Aspartataminotransferase 

(AST) und Alaninaminotransferase (ALT) sowie Albumin im Blut bestimmen (229). Die-

ses erweiterte Monitoring der Versuchstiere könnte eine differenzierte Betrachtung der 

Endorganschäden ermöglichen. 

 

4.6 C5a-C5aR1-Achse als therapeutische Zielstruktur 

Wie bereits in vorherigen Kapiteln angesprochen (Kapitel 1.2), kann das Komplement-

system bei unterschiedlichen Erkrankungen des Menschen aktiviert werden. Gerade dem 
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inflammatorischen Teil der Komplementkaskade wird eine zunehmend wichtigere Rolle 

in der Pathophysiologie verschiedener Krankheiten zugesprochen. In diesem Zuge rückt 

die C5a-C5aR1-Achse auch als therapeutische Zielstruktur in den Fokus. Die Blockade 

dieser Achse könnte ein Ansatz in der Therapie entsprechender Erkrankungen darstellen. 

Bislang konnten bereits einige Substanzen zur Blockade der C5a-C5aR1-Achse identifi-

ziert werden, welche interessant für die Anwendung am Menschen erscheinen. Eine phar-

makologische Unterscheidung zwischen Antagonisten und Antikörpern erscheint sinn-

voll. 

Auf zellulärer Ebene konnte der C5aR-Antagonist W-54011 die C5a-induzierte Chemota-

xis und Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies aus menschlichen Neutrophilen reduzie-

ren (97), (230). Weitere Untersuchungen an anderen, humanen Zellreihen sind nötig um 

die Bedeutung dieses Antagonists zu erforschen. 

In verschiedenen, erkrankungsspezifischen Nagetier-Modellen konnte die Blockade des 

C5aR1 durch die zyklischen C5aR-Antagonisten PMX53 (Mensch und Ratte) und 

PMX205 (Maus und Ratte), sowie durch den linearen C5aR-Antagonisten JPE1375 

(Maus) signifikante Ergebnisse erzielen (206). Es zeigte sich beispielsweise, dass 

PMX205 in der Maus eine Therapieoption bei allergischem Asthma (231), chronisch ent-

zündlichen Darmerkrankungen (232), Alzheimer Demenz (233), Amyotropher Late-

ralsklerose (234) und Rückenmarkstraumen (235) sein könnte. PMX53 zeigte an Ratten 

eine signifikante Verbesserung in einem Modell zur Typ-III-Allergie (Soforttyp) (236). 

Darüber hinaus wurde PMX53 am Menschen bereits in klinischen Phase-I- und Phase-II-

Studien für rheumatoide Arthritis und Psoriasis getestet (237). Trotz guter Verträglichkeit 

und ausreichenden Konzentrationen des Peptidantagonists zeigten sich weder klinische, 

noch laborchemische oder histologische Verbesserungen bei Patienten mit rheumatoider 

Arthritis (238).  

Der oral applizierte C5aR1-Antagonist Avacopan (CCX168) konnte am Mausmodell zur 

ANCA-assoziierten Glomerulonephritis eine signifikante Verbesserung des Krankheits-

bildes bewirken. Einerseits zeigte sich laborchemisch eine verringerte Hämaturie, Pro-

teinurie und Leukozyturie, andererseits zeigte sich histologisch eine geringere Ausprä-

gung der Immunkomplexablagerung, Neutrophilenmigration und Nekrose in Nierenglo-
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meruli (239). In einer klinischen Phase-I-Studie konnte eine gute Verträglichkeit bei ora-

ler Applikation auch am Menschen berichtet werden (240). Eine klinische Phase-2-Studie 

(CLEAR Studie) an Patienten mit ANCA-assoziierter Vaskulitis konnte zeigen, dass 

Avacopan die Krankheitsaktivität reduzieren kann (241). Nach eigenen Angaben konnte 

die Firma ChemoCentryx diese Ergebnisse in einer weiteren klinischen Phase-2-Studie 

(CLASSIC Studie) reproduzieren und plant aktuell (Stand: November 2018) eine klini-

sche Phase-3-Studie an Patienten mit ANCA-assoziierter Vaskulitis (242). In Zukunft 

könnte Avacopan eine Ergänzung zu der wirkungsvollen, aber nebenwirkungsreichen 

Dauertherapie mit Kortison bei ANCA-assoziierten Vaskulitiden darstellen. 

Neben den oben genannten Antagonisten wurden auch diverse Antikörper in Tier und 

Mensch beschrieben, welche die C5a-C5aR1-Achse an unterschiedlichen Positionen in-

hibieren können. Zielstrukturen der Antikörper sind beispielsweise C5a, C5aR oder C5 

bzw. die C5-Konvertase. 

Der bekannteste von Ihnen ist der humanisierte C5-Antikörper Eculizumab (Soliris®), 

welcher C5 bindet und dessen Spaltung in C5a und C5b verhindert. Ursprünglich für die 

Paroxysmale nächtliche Hämoglobinurie (PNH) zugelassen, erscheinen zahlreiche wei-

tere Indikationen interessant. Beispiele hierfür sind das atypische hämolytisch-urämi-

sche-Syndrom (243) und die membranoproliferative Glomerulonephritis (244). Uner-

wünschte Wirkung unter Therapie mit diesem Antikörper ist die höhere Suszeptibilität 

gegenüber Infektionen, speziell gegenüber Nme, welche sich durch die Reduktion der 

C5b-Konzentration und die damit verbundene gestörte Bildung des Membranangriffs-

komlexes erklären lässt (245). 

Ein weiteres Beispiel ist der anti-C5a-Antikörpers IFX-1. Mit diesem konnte das Out-

come einer Influenza-induzierten Pneumonie an Affen verbessert werden. Die Parameter 

Virustiter, Migration verschiedener Immunzellen in die Lunge, die Konzentrationen pro-

inflammatorischer Mediatoren und histopathologische Veränderungen konnten verringert 

werden (246). Nach eigenen Angaben der Firma inflaRx zeigte sich eine gute Verträg-

lichkeit von IFX-1 in einer klinischen Phase-2-Studie (SCIENCE Studie) an Patienten 

mit schwerer Sepsis und septischem Schock (247), sowie an einer klinischen Phase-2-

Studie (SHINE Studie) an Patienten mit Akne inversa (Hidradenitis suppurativa) (248). 
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Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit konnten zeigen, dass PMX205 in der murinen 

Nme-Sepsis eine vielversprechende Therapieoption ist (Abb. 15). Sogar bei Therapiebe-

ginn vier Stunden nach der Infektion konnten signifikante Verbesserungen bei verschie-

denen Sepsisparametern erzielt werden. Sicherlich sind noch weitere Untersuchungen an-

gebracht, um das therapeutische Zeitfenster von PMX205 zwischen Infektion und Be-

handlungsbeginn zu explorieren. Darüber hinaus könnte eine Kombinationstherapie aus 

Antibiotikum und C5aR1-Antagonisten im Mausmodell untersucht werden.  

Vor diesem Hintergrund wäre die Blockade der C5-C5aR-Achse z. B. mit den C5aR1-

Antagonisten PMX53 und Avacopan (CCX168) oder den Antikörpern Eculizumab oder 

IFX-1 ein möglicher Ansatz für die Therapie der humanen Nme-Sepsis. Es besteht drin-

gender Forschungsbedarf, da außer der Gabe von Antibiotika momentan keine kausalen 

Therapieoptionen in der Behandlung des schweren, fulminanten Krankheitsbildes zur 

Verfügung stehen. Möglicherweise wäre die Blockade der C5a-C5aR-Achse auch eine 

geeignete Therapiestrategie in anderen Formen der humanen Sepsis, um Mortalität und 

Folgeschäden durch übermäßige Komplementaktivierung zu reduzieren.  

 

4.7 Rolle des C5aR2 in der Nme-Sepsis 

Es besteht weiterhin große Unsicherheit hinsichtlich des C5aR2 im Hinblick auf den mo-

lekularen Mechanismus, seine Bedeutung während Krankheitsprozessen und seine Inter-

aktion mit dem C5aR1. Auch während der Sepsis bleibt die Bedeutung des C5aR2 völlig 

unklar, da widersprüchliche Ergebnisse in verschiedenen Sepsis-Modellen vorliegen. 

Diese Ergebnisse lassen sowohl protektive, als auch schädliche Effekte des C5aR2 ver-

muten (Kapitel 1.4) (128). Aus diesem Grund sind weitere Untersuchungen am (murinen) 

Nme-Sepsis-Modell erforderlich, um hier die Rolle des C5aR2 zu beleuchten. Denkbar 

wäre die Durchführung von Experimenten unter Blockade des C5aR1 und C5aR2 mit 

entsprechenden Antikörpern nach Vorbild von Rittirsch et al. (120). Zudem könnten 

Nme-Infektions-Versuche mit C5aR2-knockout-Mäusen durchgeführt werden (120), 

(249), um den Beitrag des C5aR2 in der Sepsis zu untersuchen.  
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4.8 Ausblick 

Mit dieser Arbeit konnten Einblicke in die Rolle des C5aR1 in der Pathophysiologie der 

Nme-Sepsis am Mausmodell gewonnen werden. Weitere Untersuchungen in diesem Be-

reich sind jedoch nötig, um die komplexen Mechanismen besser zu verstehen und die 

Erkenntnisse aus der Maus auf den Menschen zu übertragen. 

Die genaue Bedeutung des C5aR2 und dessen Interaktion mit dem C5aR1 sind immer 

noch weitgehend unbekannt. Zudem ist unklar, welche zellulären Mechanismen zu einem 

schlechteren Outcome während der Nme-Sepsis führen und welche Rolle der C5aR1 da-

bei spielt. Erkenntnisse über die individuelle Rolle der C5aR1 und C5aR2 im Allgemei-

nen und in der Nme-Sepsis könnten durch deren spezifische Blockade in vivo und in vitro 

gewonnen werden. 

Darüber hinaus sollten zukünftige Arbeiten auch die Bedeutung der C3a-C3aR-Achse 

untersuchen. Vermutlich trägt diese auch zum inflammatorischen Geschehen in der Nme-

Sepsis bei. 

Höchst interessant ist außerdem der mögliche Einsatz der C5aR1-Antagonisten in der 

humanen Nme-Sepsis. In diesem Rahmen wäre ein zukünftiges Therapieregime aus An-

tibiotika in Verbindung mit C5aR1-Antagonisten denkbar. Mehr noch, die Anwendung 

der immunmodulatorischen C5aR-Antagonisten in therapeutischer Absicht könnte sogar 

auf andere Formen der Sepsis erweitert werden. 
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5 Zusammenfassung 

Das bekapselte, Gram-negative, diplokokkenförmige Bakterium Neisseria meningitidis 

(Nme) ist ein asymptomatischer Kommensale des oberen Nasenrachenraums im Men-

schen. Gerade bei Kindern ist es dem humanspezifischen Pathogen in seltenen Fällen 

möglich, in den Blutstrom einzuwandern und lebensbedrohliche Krankheitsbilder wie 

Meningoenzephalitis und Sepsis auszulösen, welche als „Invasive Meningokokkener-

krankung“ (IMD) zusammengefasst werden. Jährlich ereignen sich weltweit bis zu 1,2 

Mio Fälle von IMD, welche aufgrund des fulminanten Verlaufs und der hohen Letalität 

gefürchtet sind. In der Bekämpfung der Nme-Sepsis ist das humane Komplementsystem 

von entscheidender Bedeutung. Vor diesem Hintergrund ist die protektive Rolle des lyti-

schen (Membranangriffskomplex MAK) und opsonisierenden Arms (Opsonine iC3b und 

C1q) der Komplementkaskade gut dokumentiert. Dagegen ist der Beitrag des inflamma-

torischen Arms (Anaphylatoxine C3a und C5a) in der Nme-Sepsis bisher unklar. Aus die-

sem Grunde wurde mit dieser Arbeit die Rolle des inflammatorischen Arms anhand des 

Komplement C5a-Rezeptors 1 (C5aR1) in der Pathophysiologie der Nme-Sepsis am 

Mausmodell untersucht. Nach Etablierung des murinen, intraperitonealen Infektionsmo-

dells konnte ein schädlicher Effekt des C5aR1 in der Nme-Sepsis beobachtet werden. Aus 

der Abwesenheit des C5aR1 resultierte eine höhere Überlebensrate, ein besserer klini-

scher Zustand, eine niedrigere Bakteriämie und niedrigere Konzentrationen der pro-in-

flammatorischen Mediatoren IL-6, CXCL-1 und TNF-α. Im Hinblick auf den zellulären 

Pathomechanismus sprechen Ergebnisse dieser Arbeit dafür, dass der C5aR1 primär eine 

gesteigerte Freisetzung inflammatorischer Mediatoren durch verschiedene Zellpopulati-

onen triggert (Zytokinsturm), wodurch sekundär Zellparalyse, steigende Bakteriämie und 

höhere Letalität bedingt sind. Durch Depletionsversuche und Immunfluoreszenzfärbun-

gen konnte, unabhängig vom C5aR1, eine allgemein protektive Rolle von neutrophilen 

Granulozyten und Monozyten/Makrophagen in der Nme-Sepsis beobachtet werden. Dar-

über hinaus präsentierte sich der zyklische C5aR1-Antagonist PMX205 als erfolgsver-

sprechende Therapieoption, um Parameter einer murinen Nme-Sepsis zu verbessern. Wei-

tere Untersuchungen sind nötig, um die Wirksamkeit dieser Substanz in der humanen 

Nme-Sepsis zu erforschen. Zudem könnte das murine, intraperitoneale Infektionsmodell 

zur Klärung der Rolle des C5aR2 in der Nme-Sepsis genutzt werden. 
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Summary 

The encapsulated, Gram-negative diplococcus Neisseria meningitidis (Nme) is an asymp-

tomatic commensal in the human upper respiratory tract. In rare cases and especially in 

children, this human-specific pathogen is able to invade into the blood stream and cause 

life-threatening disorders like meningoencephalitis and septicemia, which are subsumed 

as „invasive meningococcal disease“ (IMD). The estimated number of cases is about 1.2 

mio per year worldwide. IMD is greatly feared because of its fulminant progression and 

its high lethality. It is very well known, that the human complement system holds an 

essential role to fight meningococcal sepsis. In this context, the protective effects of the 

lytic (membrane attack complex MAC) and opsonizing branches (opsonines iC3b and 

C1q) are well established. On the contrary, very little is known about the contribution of 

the inflammatory branch (anaphylatoxines C3a and C5a) in meningococcal sepsis. There-

fore, this work focused on the role of the C5a-Receptor 1 (C5aR1) in pathophysiology of 

meningococcal sepsis in a murine model. After having established the paramount role of 

complement in murine intraperitoneal infection model, we could observe a detrimental 

effect of C5aR1 in Meningococcal sepsis. The absence of C5aR1 resulted in a higher 

overall survival, ameliorated clinical status, lower bacteremia and lower levels of the pro-

inflammatory mediators IL-6, CXCL-1, TNF-α. Particularly with regard to results about 

the cellular pathomechanism, the C5aR1 seems to cause an increased release of proin-

flammatory mediators (cytokine storm) exerted by various cell populations. As a conse-

quence, cellular paralysis, increasing bacterial burden and higher lethality rate seems to 

occur. In reference to depletion experiments and immunofluorescence stainings, we could 

observe protective overall effects of neutrophils and monocytes/macrophages, uncorre-

lated to C5aR1 presence. Ultimately, the cyclic C5aR1-antagonist PMX205 appeared to 

be a promising option to improve parameters in murine meningococcal sepsis. Further 

experiments are required to examine the potential of this compound in human meningo-

coccal sepsis. Moreover, the murine, intraperitoneal infection model could be used to 

clarify the role of C5aR2 in meningococcal sepsis.   
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7 Anhang 

7.1 Abkürzungsverzeichnis  

AK  Antikörper 

AG  Antigen 

BHI  Brain Heart Infusion, Nährmedium 

CFU/KBE colony forming unit / koloniebildende Einheit 

C3-/-  C3-knockout-Maus (B6.129S4-C3tm1Crr/J) 

C3a  Komplementspaltfragment und Anaphylatoxin 

C3aR  C3a-Rezeptor 

C5a  Komplementspaltfragment und Anaphylatoxin 

C5aR1  C5a-Rezeptor 1 (Synonym: CD88) 

C5aR2  C5a-Rezeptor 2 (Synonyme: C5L2, GPR77) 

C5aR1-/-  C5a-Rezeptor-knockout-Maus (B6.129S4-C5ar1tm1Cge/J) 

DAPI  4′,6-Diamidin-2-phenylindol, Fluoreszenzfarbstoff 

ELISA  Enzyme-linked Immunosorbent Assay 

EtOH  Ethanol 

FITC  Fluoresceinisothiocyanat, Fluoreszenzfarbstoff 

HE  Hämatoxylin-Eosin-Färbung 

IF  Immunofluoreszenzfärbung 

IMD  Invasive Meningokokkenerkrankungen 

i. p.  intraperitoneal 

i. v.  intavenös 

IVC  individuell ventiliertes Käfigsystem  

KG  Körpergewicht 

MAK  Membranangriffskomplex 

MeOH  Methanol 

Nme  Neisseria meningitidis 

PBS  1x phosphate puffered saline, Pufferlösung 

PBS/T  0,05% Tween-20 in 1xPBS (pH 7,4) 

PL  Peritoneallavage 

PMN  Polymorphonuclear leukocytes, Granulozyten 

rpm  revolutions per minute (Drehzahl/Minute) 

RT  Raumtemperatur (ca. 22°C) 

SIRS  Systemic Inflammatory Response Syndrom, „Zytokinsturm“ 

WT  Wildtyp Maus 
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