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1. Einleitung 

Bakterielle Infektionen stellen auch nach der Entdeckung von Antibiotika eine große 

medizinische Herausforderung dar. Der durch die Antwort des Immunsystems 

bedingte Gewebeschaden kann lokal (z.B. Lungenschaden bei Pneumonie) oder 

systemisch (Sepsis mit Multiorgandysfunktion) vital bedrohend sein. Zudem bergen 

die zunehmenden antibiotischen Resistenzen die Gefahr der Entstehung einer 

zumindest partiellen „post-antibiotischen Ära“, die die moderne Medizin als Gesamtes 

gefährden. Auch nach Jahrzehnten klinischer und Grundlagenforschung ist es noch 

nicht gelungen, diesen Gewebeschaden medikamentös therapeutisch zu verringern. 

Am Entzündungsgeschehen wesentlich beteiligte Zellen sind organspezifische 

Makrophagen. Sie sind sogenannte Wächterzellen des jeweiligen Gewebes, und als 

solche entscheidende Regulatoren der Homöostase, als auch von 

Entzündungsantworten in ihrem jeweiligen Organ. Durch ihre antibakteriellen 

Eigenschaften tragen sie auch wesentlich zur Abwehr von Bakterien lokal und auch 

teils systemisch (z.B. Kupffer Zellen) bei. Neuere Forschungsarbeiten haben gezeigt, 

dass Organe während der Embryonalzeit durch Makrophagen besiedelt werden, und 

diese postnatal großteils lokal proliferieren. Dies und die unterschiedlichen 

Anforderungen und Bedingungen in ihren Organen (z.B. Beteiligung an der Reizleitung 

im Herzen, steriles Peritoneum versus zur Umwelt exponierte Gas-Austauschfläche in 

der Lunge) deuten auf eine große Verbundenheit mit dem jeweiligen Gewebe hin, und 

unterstreicht die heterogenen Funktionen und Eigenschaften von organspezifischen 

Makrophagen. Diese gewebsspezifischen Unterschiede könnten die Grundlage für 

neue gezielte therapeutische Angriffspunkte sein. 

In der vorliegenden Arbeit wurden organspezifische Makrophagen während klinisch 

relevanten Entzündungen der Lunge und des Peritoneums, sowie in einer Infektion 

von Makrophagen mit Mycobacterium tuberculosis in vitro und in vivo auf ihre 

antibakteriellen Eigenschaften untersucht. Dabei konnten Mechanismen entschlüsselt 

werden, die die Grundlage für weitere Studien, und für mögliche therapeutische 

Angriffspunkte liefern, um Makrophagen gezielt während Inflammationen 

therapeutisch beeinflussen zu können.  
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1.1 Makrophagen – Funktion und Herkunft 

Makrophagen finden sich im gesamten Körper, und sind bekannt für ihre 

antibakteriellen Eigenschaften. Ihr Entdecker Eli Metchnikoff postulierte Ende des 19. 

Jahrhunderts, dass „Phagozyten“ essentiell in der Erhaltung der Homöostase sind, 

indem sie fremde Eindringlinge und eigene Schadstoffe beseitigen, und damit die 

Organstruktur erhalten [1]. Die Entdeckung von Pathogen Recognition Receptors 

(PRRs) wie Toll-like Rezeptoren (TLRs), die es Zellen des Immunsystems 

ermöglichen, gezielt konservierte Strukturen von Pathogenen zu erkennen, als auch 

die neueren Erkenntnisse über die Ontogenese von Makrophagen, haben sie erneut 

in das wissenschaftliche Rampenlicht gerückt. Forschungen der letzten 10 bis 20 

Jahre haben die Annahme von Metchnikoff, dass Makrophagen vielfältige Funktionen 

haben, bestätigt. So spielen Makrophagen nicht nur in der Einleitung und Resolution 

von Entzündungen, sondern auch in der Organogenese, in der Restoration von 

Gewebeschaden, der Angiogenese, im Metabolismus lokal als auch systemisch, sowie 

in der Tumorabwehr eine entscheidende Rolle. Diese Entwicklung könnte dazu führen, 

neue Therapieansätze in Infektionskrankheiten, Tumorerkrankungen, aber auch 

chronischen Entzündungen wie Autoimmunkrankheiten, oder Arteriosklerose zu 

finden. 

 

1.1.1 Ontogenese, Organspezifität und Polarisierung 

Dass Makrophagen je nach Organ verschiedene Aufgaben zu erfüllen haben, und 

dadurch andere Eigenschaften aufweisen müssen, ist seit längerem bekannt. So 

nehmen zum Beispiel alveoläre Makrophagen (AM) Surfactant, der von pulmonalen 

Epithelzellen produziert wird, auf. Osteoklasten sind wesentlich am Umbau des 

Knochens beteiligt, indem sie Knochengewebe abbauen. Eine erbliche Unterfunktion 

der Osteoklasten, genannt Osteopetrosis, geht mit schweren Entwicklungsstörungen 

einher [2]. Nierenmakrophagen beseitigen Immunkomplexe aus der Zirkulation [3], 

oder Makrophagen der roten Pulpa in der Milz verdauen Erythrozyten, und haben so 

eine wichtige Funktion in der Eisenhomöostase [4]. Kardiale Makrophagen 

begünstigen die Reizüberleitung von Vorhof in die Kammer [5], und schützen vor 

Arrythmien [6]. Pathologien, wie ein Mangel an granulocyte-macrophage colony-

stimulating factor (GM-CSF), der zu einem Fehlen von AM führt, bedingt die alveoläre 
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Proteinose, die mit einer Entwicklungsstörung, Lungendysfunktionen, und gehäuften 

Lungeninfektionen einhergeht [7].  

Über Jahrzehnte ging man davon aus, das Makrophagen durch Monozyten ersetzt 

werden. Der Begriff „mononukleäres Phagozytensystem“ beschrieb die Annahme, das 

Monozyten und Makrophagen den gleichen Ursprung haben [8]. Gestärkt wurde 

dieses Konzept durch die Beobachtung, dass nach Bestrahlung organspezifische 

Makrophagen und dendritische Zellen durch infiltrierende Monozyten aus der 

Blutstrombahn ersetzt werden können [9, 10]. Beginnend mit der Beobachtung, dass 

Makrophagen unabhängig von Knochenmarksvorläuferzellen entstehen und 

proliferieren können [11], entwickelte sich das gegenwärtige Modell: Makrophagen 

entstehen aus embryonalen Stammzellen („erythromyeloid progenitors“ EMPs), die im 

Dottersack gebildet werden, und dann auch die fötale Leber kolonisieren, sowie aus 

einer zweiten Welle von fötalen Monozyten, und aus hämatopoetischen Zellen (Abb. 

1) [12]. Es wurde gezeigt, dass Makrophagen, je nach Organ komplett unabhängig 

vom Knochenmark, wie im Fall von Mikroglia, bis zu nahezu komplett durch Monozyten 

aus der Blutstrombahn, wie bei intestinalen Makrophagen, ersetzt werden können (vgl. 

Abb. 1). Subpopulationen im gleichen Organ können aber auch eine andere 

Ontogenese aufweisen. So wurde für Mikroglia gezeigt, dass sogenannte „border-

associated“ Makrophagen, die sich in den Meningen und im Plexus choroideus 

befinden, einen anderen Ursprung haben als Mikroglia, und im Laufe des Lebens 

durch Monozyten ersetzt werden [13]. Ebenso werden nicht alle Darm-Makrophagen 

durch Monozyten ersetzt, sondern eine Population von intestinalen Makrophagen 

stammt von fötalen Vorläuferzellen ab, und proliferiert selbst [14]. Nicht geklärt ist bis 

dato, ob es bestimmte Stammzellen unter den organspezifischen Makrophagen gibt, 

oder ob alle Makrophagen sich „vor Ort“ vermehren können. In der Leber, der Niere, 

der Epidermis, oder der Lunge erhalten sich Makrophagen vorwiegend unabhängig, 

während es im Myokard, oder dem Pankreas zu einem langsamen Ersatz durch 

Monozyten kommt (Abb. 1). Aber auch in Organen, in denen sich Makrophagen selbst 

erhalten können, kann es zu einem Ersatz durch rekrutierte Monozyten kommen. Dies 

kommt dann zum Tragen, wenn durch Inflammation die Gewebsnische freigemacht 

wurde, also Makrophagen depletiert wurden [15].  
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Organbesiedlung durch Makrophagen. Im 
Großteil der Organe erhalten sich Makrophagen gewebsspezifisch, ohne der Rekrutierung von 
Monozyten.  In Gelb: „yolk sac macrophages“, in Rot „fetal liver monocytes“, und in blau „bone 
marrow monocytes“; adaptiert von Ginhoux & Guillams [16], mit Erlaubnis. 

Organspezifische Makrophagen weisen gewebsspezifische transkriptionelle und 

epigenetische Programme auf, die durch Stimuli des Gewebes bedingt werden [17, 

18]. Somit können rekrutierte, aus dem Knochenmark stammende Monozyten, sich 

den Gegebenheiten des jeweiligen Organs anpassen, und gleiche epigenetische 

Veränderungen wie Alveolarmakrophagen aufweisen [17]. Passend hierzu wurde 

gezeigt, dass AM fötaler und postnataler Herkunft transkriptionell nahezu ident sind,  

aber auch funktionell (Phagozytose, Efferozytose, Zytokinsekretion) gleiche 

Eigenschaften aufweisen [19]. Diese Beobachtungen wurden jedoch im steady-state 

gemacht. Inwiefern diese genetischen und funktionellen Gemeinsamkeiten auch 

während einer Entzündung auftreten, ist weitgehend unbekannt. 
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Wie eingangs erwähnt, bedingte das Konzept 

des mononukleären Phagozytensystems, 

dass KM als prototypisch für alle 

Makrophagen angesehen wurden. Bei KM 

führt in vitro eine Stimulation mit IFN-γ/LPS 

zu sogenannten „M1“ oder klassisch 

aktivierten Makrophagen, und eine 

Stimulation mit IL-4 zu sogenannten „M2“ 

oder alternativ aktivierten Makrophagen. M1-

Makrophagen sind pro-inflammatorisch und 

weisen höhere antimikrobielle Eigenschaften 

auf [20], während M2-Makrophagen anti-

inflammatorisch sind, und sich durch 

regenerative Eigenschaften auszeichnen 

[21]. Auch diese extremen 

Polarisierungszustände sind nicht irreversibel 

[22], und zeigen die hohe Plastizität von 

Makrophagen. Am Entzündungsgeschehen 

selbst gibt es jedoch eine Vielzahl von 

Stimuli, welche zeitgleich pro- und anti-

inflammatorisch sein können [23].  

Abbildung 2: Polarisierung von AM nach 
Infektion mit P. aeruginosa in vivo. C57BL/6 

Mäuse wurden intranasal mit 1*10E4 Kolonie-bildenden Einheiten P. aeruginosa infiziert, 4 
Stunden später wurde eine broncho-alveolärer Lavage (BAL) durchgeführt, aus dieser mittels 
Durchflusszytometrie die residenten AM isoliert. Diese wurden einer Transkriptomanalyse 
unterzogen. Gezeigt sind klassische „M1“ (oben), und „M2“-Marker (unten), und deren 
Expression abweichend vom Mittelwert. N=4 pro Gruppe (unpublizierte Daten). 

Zudem bestehen in den jeweiligen Organen gewebsspezifische Signale. Da aber ein 

Großteil der Studien mit Knochenmarks (KM) durchgeführt wurde, ist die Polarisierung 

gewebsspezifischer Makrophagen im Laufe von Entzündungen  großteils unbekannt 

[24, 25]. Wir fanden in eigenen Untersuchungen, dass residente AM nicht - wie KM 

nach LPS-Stimulation – nach in vivo Infektion mit dem gramnegativen Bakterium 

Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) M1-assoziierte Markergene hoch- und M2-

assoziierte Markergene hinunterregulieren (Abb. 2). Daraus ergibt sich klar die 

Notwendigkeit, funktionale Eigenschaften gewebsspezifischer Makrophagen in 
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Homöostase und Entzündung zu studieren, um sich diese diagnostisch und 

therapeutisch nutzbar machen zu können.  

 

1.1.2 Antibakterielle Eigenschaften von Makrophagen 

Makrophagen besitzen die Fähigkeit, größere Partikel (> 0,5µm) wie Bakterien 

aufzunehmen (Phagozytose), und intrazellulär abzutöten. Dies dient nicht nur dem 

Beseitigen von Pathogenen, sondern auch der Einleitung einer adaptiven 

Immunantwort durch Präsentation von Antigenen. Die Erkennung der 

Mikroorganismen erfolgt entweder direkt über „pathogen associated molecular 

patterns“ (PAMPs), oder indirekt über Opsonine, wie Antikörper oder Komplement, die 

dann über Rezeptoren an Makrophagen (z.B. Fcγ-Rezeptoren für Antikörper, oder 

Komplementrezeptoren) erkannt werden [26]. Danach erfolgt die Aufnahme über 

strukturelle Veränderungen des Aktin-Zytoskeletts, und die Bakterien werden in das 

Phagosom eingeschlossen. Dieses maturiert, indem es Hydrolasen akquiriert und im 

Verlauf durch die Aktivität von Proton-Pumpen der pH abnimmt, dann wird es mit 

Proteasen und lysosomal-associated membrane proteins (LAMPs) angereichert [27]. 

Schließlich fusioniert das Phagosom mit dem Lysosom zum Phagolysosom. Durch ein 

saures Milieu (ph bis zu 4.5), Sauerstoffradikale und hydrolytische Enzyme ist es in 

der Lage Pathogene abzutöten. Sauerstoffradikale werden direkt oder indirekt durch 

NOX2 gebildet. Patienten mit chronischer Granulomatose haben einen Defekt in einem 

der 4 Komponenten dieser NADPH-Oxidase, und weisen eine erhöhte 

Infektanfälligkeit auf [28]. NOX2 oxidiert NADPH, und es entsteht O2-, welches ins 

Phagosom sezerniert wird. Über das Enzym Superoxid-Dismutase kann dann H2O2, 

und in weiterer Folge auch Hydroxylradikale oder mittels Myeloperoxidase unter 

anderem HOCl gebildet werden [29]. Andere wichtige Sauerstoffradikale („reactive 

oxygen species“ - ROS) sind mitochondriale ROS (mROS), die an mehreren Stellen in 

der Atmungskette entstehen können [30], und die in Makrophagen bedeutend in der 

Infektabwehr sind [31-33]. Des weiteren wird vor allem durch NOS2 Stickoxid, und 

dadurch reaktive Stickstoffspezies (RNS) gebildet. NOS2 ist eines der Gene, das in 

M1-Makrophagen besonders hochreguliert ist. ROS und RNS reagieren mit Lipiden, 

Proteinen und Nukleinsäuren der Mikroben, und dadurch können diese irreparabel 

geschädigt werden [29].  
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Zusätzlich besitzen Makrophagen antimikrobielle Peptide, die das Wachstum von 

Pathogenen behindern können. Deren Wirkmechanismen sind vielfältig, so entzieht 

zum Beispiel Lactoferrin den Mikroorganismen Eisen; Defensine oder Kathelizidine 

wirken direkt toxisch, indem sie zu einer Permeablisierung der Zellmembran der 

Pathogene führen [34]. 

Abbildung 3: Erkennung und 
Phagozytose von Mikroben 
durch Rezeptoren und 
Opsonine. Inhibitorische und 
aktivierende Signale induzieren 
intrazelluläre Signalwege. Viele 
Pathogene modulieren diese 
Signalwege. Adaptiert von [26], 
mit Erlaubnis. 

 

Eine Vielzahl von Pathogenen 

haben Gegenmechanismen 

entwickelt, um der Zerstörung 

zu entgehen. Ein paar wenige wie Listeria monocytogenes, Coxiella burnetii oder 

Legionellen haben sich an das intrazelluläre Milieu angepasst, und können in 

Makrophagen überleben. Ebenso Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis), das 

die Maturierung des Phagolysosoms verhindert, und somit in Makrophagen überleben, 

und sich vermehren kann [35]. Durch die Aktivierung von Makrophagen durch IFN-γ, 

gebildet von T-Lymphozyten, kann die Bildung des Phagolysysoms induziert, und 

somit die Mykobakterien abgetötet werden. Die Bedeutung von IFN-γ wird 

unterstrichen durch die erhöhte Anfälligkeit für Infekte mit Mykobakterien in Personen 

mit angeborenen Defekten in INF-γ assoziierten Signalwegen [36]. Die antibakteriellen 

Fähigkeiten organspezifischer Makrophagen sind wenig untersucht, da die meisten 

Daten aus KM stammen. Die unterschiedlichen Anforderungen der verschiedenen 

Organe (z.B. steriles Peritoneum versus mit Kommensalen besiedelte Atemwege und 

Darm), sowie die teils unterschiedliche Prädilektion von bestimmten Bakterien für 

einzelne Organe (z.B. Legionellen und Pneumokokken für die Lunge) verlangen 

jedoch eine differenzierte Betrachtung der Interaktion von unterschiedlichen 

organspezifischen Makrophagen mit den verschiedenen Bakterien. 
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1.2 Alveoläre Makrophagen 

AM stellen 90-95% des zellulären Gehalts des alveolären Raums in Homöostase dar 

[37]. AM befinden sich zu 95% in den Alveolen, und zu 5% in den Atemwegen [38]. 

Sie sind langlebige Zellen, die von fötalen Vorläuferzellen stammen, und eigenständig 

proliferieren können [39, 40]. Wie in Abb. 1 dargestellt stammen sie initial von “yolk 

sac macrophages” (Dottersackmakrophagen), und werden dann von fötalen 

Monozyten ersetzt [16]. Während Infektionen oder Entzündungen werden sie je nach 

Ausmaß der Elimination teils durch im Blut zirkulierende Monozyten ersetzt. Der Begriff 

„niche competition“ entstand, in dem (in der Lunge) gezeigt wurde, dass embryonale 

Vorläuferzellen (Dottersackmakrophagen, fötale Monozyten), und Monozyten aus dem 

postnatalen Knochenmark bei Freiwerden der Nische, diese besetzen können, und zu 

funktionsfähigen AM differenzieren, und sich reproduzieren können [13]. 

Interessanterweise trifft das, in der Lunge, nicht für Peritoneal-, Intestinal-, oder 

Lebermakrophagen (LM) zu. Dies deutet auf ein Priming durch das Gewebe hin, 

welches nicht voll reversibel zu sein scheint. Für die Differenzierung und Proliferation 

brauchen AM den granulocyte-macrophage-colony stimulating factor (GM-CSF), 

welcher über GM-CSF-Rezeptor den Transkriptionsfaktor PPAR-γ induziert [15, 41]. 

Zudem wurde gezeigt, dass das Zytokin transforming growth factor- β (TGF-β) autokrin 

in AM ebenso über PPAR-γ essentiell für die Proliferation und Differenzierung von AM 

ist [42]. AM sind hohen Sauerstoffkonzentrationen, exogenen Partikeln, sowie 

kommensalen und pathogenen Bakterien ausgesetzt. Dementsprechend exprimieren 

sie in hohem Ausmaß PRRs (z.B. “scavenger”- und  Toll-like-Rezeptoren), die eine 

große Bandbreite an Erregern und Partikeln erkennen können [40]. Während der 

Homöostase bedingen anti-inflammatorische Zytokine wie Interleukin-10, TGF-β, 

Surfactant-Proteine, die Interaktion mit Epithelzellen über CD200/CD200R oder 

connexin 43 basierende gap junctions, dass AM in einem ruhigen, immuntoleranten 

Zustand verbleiben [43, 44] (Abb. 3). AM können aber durch die Expression diverser  

PRRs eine starke pro-inflammatorische Antwort einleiten, die zu einer Aktivierung der 

Epithelzellen und Rekrutierung von Leukozyten führt [45]. Kleinere Mengen an 

Pathogenen können von AM, auch mit Hilfe von Migration in andere Alveolen, 

kontrolliert werden [46]. Im Gegenzug sind AM auch wichtig in der Auflösung der 

Entzündung, indem sie apoptotische Zellen beseitigen (Efferozytose) (eigene 

unpublizierte Daten), und die Wiederherstellung der Gewebeintegrität fördern [47]. 

 



11 
 

Abbildung 3: AM verändern ihren Aktivierungszustand, um Entzündungen zu steuern 
(pro- bis anti-inflammatorisch). Während der Resolution der Entzündung müssen 
apoptotische Zellen, Zelldebris und das Ödem beseitigt werden. Im Verlauf der Entzündung 
ändern sich die antibakterielle Eigenschaften von AM. Abbildung links oben: aktivierende und 
inhibierende Signale von AM, adaptiert von [48], mit Erlaubnis. 
 

In dieser Phase haben AM meist verminderte antibakterielle Fähigkeiten, und 

bakterielle Pneumonien können leichter entstehen. So konnten Medeiros et al. zeigen, 

dass Efferozytose die antimikrobiellen Eigenschaften von AM einschränkt, und zu 

einer erhöhten Anfälligkeit für bakterielle Infektionen führt [49]. Nach einer Influenza-

Infektion ist der scavenger Rezeptor MARCO durch IFN-γ vermindert exprimiert, 

wodurch Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae) weniger gut aufgenommen 

werden kann, und dadurch Pneumonien leichter entstehen können [50].  

Nach einer milden Influenzavirus-Pneumonie kommt es zu einer eingeschränkten 

Bildung von reaktiven Sauerstoffmolekülen über NADPH. Dies führt zu einer 

verminderten Beseitigung von Staphylococcus aureus (S. aureus) [51]. Eine milde 

Influenza-Infektion führt auch zu einer reduzierten Migrationsfähigkeit der AM, und 

dadurch zu einer beeinträchtigten Pathogen-Kontrolle [46]. Auch nach Influenza oder 

bakterieller Pneumonie zeigen AM eine verminderte Produktion von pro-

inflammatorischen Zytokinen, sowie eine eingeschränkte Antigenpräsentation, 

wodurch es über mehrere Wochen zu einer erhöhten Anfälligkeit für bakterielle 

Infektionen kommt [52, 53].   Nach selbstlimitierender Escherichia coli (E. coli) oder 

Influenza-Pneumonie bewirken Signale in der Gewebenische, dass AM über mehrere 
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Monate einen Phagozytosedefekt aufweisen [54]. Bei einer starken Influenza-

Pneumonie kommt es jedoch zur Apoptose der AM, und in der Folge zu einem 

Einstrom von Monozyten. Diese weisen vorübergehend verbesserte antimikrobielle 

Eigenschaften auf [55]. Im Gegensatz hierzu kommt es nach Adenovirus-Infektion zur 

Bildung von sogenannten „Memory AM“, die über eine Rekrutierung von Neutrophilen 

zu einer verbesserten Bakterienabwehr über bis zu 16 Wochen beitragen [56]. Somit 

wurde auch in AM eine „trained immunity“, also ein Gedächtnis oder Prägung durch 

vorangegangene Entzündungen, nachgewiesen. Es ist also davon auszugehen, dass 

durchgemachte Entzündungen die Funktion von AM nachhaltig beeinflussen können. 

Zusammenfassend zeigen diese Daten, dass AM während oder nach Entzündungen, 

je nach Ontogenese und Infektionsmodell, verschiedene Aktivierungszustände 

annehmen, die mit unterschiedlichen antibakteriellen Eigenschaften einhergehen.   
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1.3 Peritoneale Makrophagen 

Peritoneale Makrophagen (PM) sind die residenten Makrophagen des Peritoneums. 

Basierend auf Oberflächenmarkern, Morphologie und Funktion können sie in zwei 

verschiedene Gruppen unterteilt werden: „large“ PM (LPM) exprimieren viel („high“) 

F4/80 und CD11b, und wenig bis kein MHC-II (IAb), und stellen in der Homöostase in 

etwa 90% der PM dar [57]. „Small“ PM (SPM) haben wenig („low“) F4/80 und CD11b, 

und viel MHC-II an ihrer Oberfläche (Abb. 4). LPM entsprechen morphologisch den 

klassischen Makrophagen und haben prominente Vakuolen und viel Zytoplasma, 

wohingegen – vor allem in Kultur – SPM mehr dendritischen Zellen ähneln [58]. LPM 

stammen wahrscheinlich von Dottersack-Vorläuferzellen ab, und erneuern sich 

unabhängig der Myelopoiese in „steady-state“ Bedingungen selbst. SPM hingegen 

haben wahrscheinlich eine kurze Lebensdauer und stammen von Monozyten ab [59]. 

Wobei neuere Daten zeigen, dass LPM-Vorläuferzellen in Mäusen ab dem Alter von 4 

Monaten von Knochenmarksvorläuferzellen (mit SPM-Profil) ersetzt werden [60]. 

Passend hierzu wurde nach Bestrahlung und Knochenmarkstransplantation gezeigt, 

dass sowohl SPM, als auch LPM überwiegend vom Spender stammen [61]. 

Abbildung 4: LPM und SPM: 2 verschiedene Makrophagen-Subtypen von PM. 
Peritoneallavage von C57BL/6 Mäusen wurde mit Antikörpern für F4/80, CD19, CD11c und 
IAb markiert und mittels Durchflusszytometrie analysiert. Doublets und (A), CD19high (B) und 
CD11chigh (C) wurden exkludiert. F4/80 und IAb (D+E) Expression definierte drei Gruppen: LPM 
(F4/80highIAb-neg), SPM (F4/80lowIAb-high) und Granulozyten (F4/80low IAb-neg).  Sortierte Zellen 
wurden auf Zytospins mit Hämatoxylin & Eosin gefärbt (F), Vergrößerung x40. Adaptiert von 
[58] mit Erlaubnis. 

Während Entzündungen durch Thioglykolat, oder LPS kommt es zu einem 

Monozyteneinstrom und einer Zunahme von SPM über die Zeit [57, 61], wobei LPM 

ins Omentum wandern, und im Verlauf wieder ins Peritoneum zurückkehren [57, 58, 

61-63]. LPM können nach steriler Peritonitis mit Thioglykolat aber auch aus Monozyten 
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generiert werden [64]. LPM vermehren sich in situ abhängig vom Transkriptionsfaktor 

GATA6 [63], der von der Retinsäure induziert wird [61]. Zudem kontrolliert GATA6 den 

„class switch“ zu IgA in peritonealen B-1 Zellen [61]. B-1 Zellen stellen den Großteil 

der Zellen in der peritonealen Lavage, und ca. 40-70% der peritonealen B-Zellen dar; 

LPM und SPM hingegen 30-35% der Zellen in der peritonealen Lavage in Homöostase 

[65]. B1-Zellen produzieren den Großteil der natürlichen IgM-Antikörper, so auch 

Antikörper gegen Phosphorylcholine oder oxidiertes Phosphorylcholine, 

Phosphatidylcholine und oxidierte Lipide [66]. Im Menschen wurden CD14highCD16high 

als Äquivalent von LPM beschrieben [67]. Eine andere Arbeit konnte zeigen, dass 

humane LPM CD206pos sind, und dieses auch sezernieren können [68]. Funktionell 

weisen sowohl LPM als auch SPM Phagozytose-Aktivität auf, wobei für SPM eine 

bessere Aufnahme von E. coli und Zymosan gezeigt wurde [57]. Beide produzieren 

nach LPS Gabe NO in vivo [57]. Zu erwähnen ist, dass in LPM in vitro nach LPS 

Stimulation weniger NO induziert wird [57], wobei Unterschiede in den Mauslinien 

existieren [69]. PM (ohne Unterscheidung zwischen SPM und LPM) produzieren 

mROS über Glutaminolyse induzierte oxidative Phosphorylierung am Komplex II der 

Atmungskette [70]. Die auf diese Weise gebildeten mROS sind entscheidend für die 

antimikrobiellen Eigenschaften der PM [70]. Neben organspezifischen Funktionen von 

PM konnten Wang und Kubes zeigen, dass in akutem Leberschaden LPM über das 

Mesothel in die Leber wandern, und dort wichtige regenerative Funktionen haben [71]. 

Die gleiche Gruppe entdeckte, dass früh während einer Bakteriämie mit S. aureus, 

Kupffer Zellen ins Peritoneum wandern, und dabei LPM infizieren [72]. Eine reduzierte 

Anzahl von LPM verminderte eine weitere Dissemination in die Nieren, und 

intraperitoneale aber nicht intravenöse Vancomycin-Gabe verhinderte diese 

Dissemination. 

Zusammenfassend sind PM aufgrund ihrer Zugänglichkeit neben KM die 

meiststudierten Makrophagen. Neue Erkenntnisse über ihren Ursprung, die 

Klassifizierung und die Funktion von PM rücken diese Daten in ein neues Licht. Welche 

antibakteriellen Eigenschaften von PM bzw. deren Subtypen in diversen Infektionen 

entscheidend sind, ist weitgehend unklar. Ob PM neben der beschriebenen Migration 

in die Leber [71], und der aktiven Dissemination von S. aureus [72], auch in bakteriellen 

Infektionen in viszeralen Organen oder gar während einer Bakteriämie eine Rolle 

spielen, muss erst untersucht werden. 
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1.4 Kupffer Zellen 

Kupffer Zellen (KPC) sind residente Lebermakrophagen, die für die Homöostase des 

Organs, aber auch des Körpers wichtig sind. KPC finden sich in den Lebersinusoiden, 

wo Blut der Portalvenen aber auch der Leberarterien sich mischt, und ca. 30% des 

gesamten Blutvolumens durchströmt [73]. Sie stellen 35% der nichtparenchymatösen 

Zellen der Leber dar, und ca. 80-90% aller Makrophagen im Körper. KPC stammen 

von fötalen Vorläuferzellen ab, und können sich in Homöostase selbst regenerieren 

(Abb. 1)[74]. Neben KPC wurden kürzlich noch Leberkapselmakrophagen als 

residente Makrophagen der Leber beschrieben [75]. Diese weisen zwar 

makrophagentypische Oberflächenmarker wie CD64 und F4/80, aber auch 

dendritische Zellmarker wie MHCII und CD11c auf [76]. Ebenso wurden 

Subpopulationen von KPC beschrieben [77], jedoch bleibt deren funktionelle 

Bedeutung noch unklar. Ähnlich wie in der Lunge können Inflammationen zu einer 

Rekrutierung von Monozyten führen, die zu KPC differenzieren [78, 79]. Darüber 

hinaus wurde gezeigt, dass PM  nach thermalem Schaden in die Leber rekrutiert 

werden; wird dies blockiert, kommt es zu einer Verzögerung der Wundheilung [71]. 

KPC spielen eine zentrale Rolle im Eisenstoffwechsel, indem sie beschädigte 

Erythrozyten, und Hämoglobin-haltige Komplexe oder Vesikel aus dem Blut beseitigen 

[80]. Im Bedarfsfall werden Monozyten in die Leber rekrutiert, um den KPC in der 

Beseitigung von Erythrozyten zu assistieren [81]. KPC sind ebenso wichtig in der 

Beseitigung von aktivierten und apoptotischen Neutrophilen. Wird deren Phagozytose 

blockiert, kommt es zur Akkumulation von Neutrophilen in der Milz und in den Lungen 

[82].  

Die Leber ist für den Metabolismus (Glukoneogenese, Lipidstoffwechsel) zentral, und 

KPC scheinen eine wichtige Rolle in der Entstehung der nichtalkoholischen Fettleber 

im Rahmen einer metabolischen Dysregulation zu spielen [83, 84]. Aber KPC können 

die Fibroseentstehung nicht nur begünstigen, sondern durch den Abbau 

extrazelllulärer Matrix diese auch verhindern [85]. Daher stellen KPC auch ein 

attraktives „drug target“ in der Fibrose dar.  

Die antibakteriellen Eigenschaften von Lebermakrophagen sind auch während der 

Homöostase wichtig, da sie das Blut der Portalvenen von Bakterien säubern [86]. 

Experimentell wurde gezeigt, dass sie auch während einer Bakteriämie wichtig in der 

Abwehr der Pathogene sind, und diese auch rasch ohne Komplementbindung über 

Scavenger-Rezeptoren und Komplementrezeptoren (durch Bindung an 
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Lipoteichonsäure) unter Flussbedingungen aufnehmen können [87, 88]. Eine 

langsamere Aufnahme ist nach Komplement- oder Thrombozytenbindung beschrieben 

[89, 90]. Die erhöhte Infektanfälligkeit bei Leberschäden könnte zum Teil auf die 

Beeinträchtigung der antibakteriellen Eigenschaften der KPC zurückzuführen sein 

[91]. Unklar ist bislang der Einfluss von Entzündungen in der Leber oder in anderen 

Organen auf antibakterielle Eigenschaften von KPC. 

 

1.5 Pneumonie 

Auch nach Einführung von Antibiotika gehören bakterielle Pneumonien zu den 10 

häufigsten Todesursachen, und stellen die häufigste Todesursache aller 

Infektionskrankheiten dar [92]. Pneumonien werden vor allem durch Bakterien, 

und/oder Viren verursacht. Eine Pneumonie entsteht bei eingeschränkter 

Immunantwort, wie nach Aspirationspneumonitis oder nach Influenza, bei Inhalation 

eines großen Inokulums oder eines speziell pathogenen Erregers.  

Abwehrmechanismen der oberen und unteren Atemwege inkludieren Anatomie 

(Nasopharynx, Bronchienabzweigung), Mechanik (Husten), das Epithel (mukoziliäre 

Clearance, Schleim- und Surfactantproduktion, antibakterielle Peptide), sowie das 

Immunsystem (zelluläres angeborenes und adaptives Immunsystem, sowie humoral 

durch Antikörper und Komplement) [93]. In den Alveolen gibt es keine mukoziliäre 

Clearance, aber AM, die als Wächterzellen als erste Kontakt mit Pathogenen haben, 

können diese beseitigen, und andere Immunzellen aktivieren bzw. rekrutieren. Neben 

den alveolären gibt es die interstitiellen Makrophagen, die vermutlich durch Monozyten 

regeneriert werden [94], und vermutlich eine höhere Kapazität zur Antigen-

Präsentation als AM aufweisen, aber deren Rolle allgemein und in der Infektabwehr 

noch relativ unklar ist  [95]. Dendritische Zellen residieren im Epithel der Atemwege 

(Trachea bis Alveolen), an Lungengefäßen und an der viszeralen Pleura, und spielen 

eine wichtige Rolle bei der Einleitung der Immunantwort durch ihre Antigen-

präsentierenden und chemotaktischen Eigenschaften [96]. Antigen-präsentierende 

Zellen wie Makrophagen und dendritische Zellen können lokale Lymphozyten, oder 

Lymphozyten in den drainierenden Lymphknoten, und somit das adaptive 

Immunsystem aktivieren. Die ersten rekrutierten Immunzellen sind neutrophile 

Granulozyten, denen eine wichtige Rolle in der Beseitigung von Bakterien zukommt. 

Kommt es zu einer Verminderung des Immunsystems zum Beispiel durch Noxen 

(Rauchen, Alkohol), immunsuppressive Therapie oder vorangehende Entzündungen 
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(vgl. Kapitel „Alveolarmakrophagen“ und „Aspirationspneumonitis“), ist das Risiko für 

eine bakterielle Pneumonie erhöht. 

Klinisch geht eine Lungenentzündung in der Regel mit respiratorischen Symptomen, 

wie Husten, bei schweren Verläufen mit Atemnot begleitet von Allgemeinsymptomen 

wie Fieber und Abgeschlagenheit einher. Aufgrund der großen Variabilität der 

klinischen Symptomatik ist die klinische Diagnose einer Pneumonie mit Unsicherheit 

behaftet [97]. Jedoch konnte gezeigt werden, dass bei normalen Vitalparametern (wie 

Herz-, und Atemfrequenz, oder Körpertemperatur) eine Pneumonie mit hoher 

Sicherheit ausgeschlossen werden kann [98, 99]. Die Diagnose sichern kann ein 

konventionelles Röntgen-Bild des Thorax mit Nachweis eines Infiltrats. Der fehlende 

Nachweis kann eine Lungenentzündung aber nicht sicher ausschließen. Im Gegenzug 

müssen auch bei Nachweis eines Infiltrats nicht-infektiöse Ursachen in Betracht 

gezogen werden (z.B. Autoimmunerkrankungen). Die Therapie ist bei klassischen 

bakteriellen Erregern (nicht Mykobakterien) oft empirisch, und schließt häufige Erreger 

mit ein. Einer der häufigsten und wichtigsten bakteriellen Pathogene der ambulant 

erworbenen Pneumonie ist S. pneumoniae (Pneumokokken), schwere nosokomial 

erworbene Pneumonie werden häufig durch Pseudomonas aeruginosa (P. 

aeruginosa) verursacht. Während Pneumokokken weitgehend auf die meisten 

Antibiotika empfindlich sind, zeichnet sich P. aeruginosa durch eine schnelle und breite 

antibiotische Resistenzentwicklung aus. Aufgrund der Pathogenität beider Bakterien 

und der Ausbildung von Resistenzen vor allem bei nosokomialen Erregern wie P. 

aeruginosa sind zusätzliche Therapieoptionen wünschenswert. Weitere wichtige 

Erreger einer ambulant erworbenen bakteriellen Pneumonie sind Haemophilus 

influenzae, Legionellen, oder Mykoplasmen. Weitere häufige Erreger einer 

nosokomialen Pneumonie sind gramnegative Erreger wie Klebsiellen, Enterobacter, 

Proteus oder Serratia. Weniger akute Verläufe bedingt eine pulmonale Tuberkulose, 

die bei entsprechender Anamnese (Kontakt mit Tuberkulosepatienten, 

Reiseanamnese/Herkunftsland), oder einem entsprechenden Risiko (HIV-Infektion, 

Immunsuppression) immer als Differentialdiagnose in Betracht gezogen werden sollte.  

Die Pathophysiologien die einer Pneumonie zugrunde liegt variieren, und sind 

erregerabhängig sehr verschieden.  
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1.6 Aspiratonspneumonitis 

Aspiration von Mageninhalt resultiert in steriler Pneumonitis oder Mendelson Syndrom, 

und kommt in Patienten mit eingeschränktem Bewusstsein durch zum Beispiel 

Allgemeinanästhesie, Intoxikation oder Schlaganfall bedingt durch eingeschränkte 

Reflexe und einen verminderten Epiglottis-Verschluss vor [100]. Aber auch nur im 

Schlaf kann der verminderte Epiglottis-Verschluss Aspirationen begünstigen [101]. In 

einer prospektiven Studie wurde zumindest eine Aspiration in 88,9% aller intubierten 

Patienten festgestellt [102]. Abhängig von der Menge des Aspirats und dem pH des 

Mageninhaltes, kann es zu einem akuten Lungenschaden bis zu einem ARDS (acute 

respiratory distress syndrome) kommen [103]. Wichtig zu erwähnen ist, dass die 

Aspiration von Mageninhalt der stärkste unabhängige Risikofaktor für eine bakterielle 

beatmungsassoziierte Pneumonie ist [102, 104, 105]. Zudem haben Patienten mit 

ARDS ein höheres Risiko bakterielle Superinfektionen zu erleiden als intubierte 

Patienten ohne ARDS [106, 107]. Auch gastroösophagealer Reflux kann das 

Entstehen einer Pneumonie begünstigen [108, 109]. Zusammenfassend erhöhen also 

die Aspirationspneumonie, als auch ein ARDS das Risiko für eine bakterielle 

Pneumonie. In experimentellen Arbeiten konnte unter anderem auch in der 

vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass eine bakterielle Superinfektion nach 

Säureaspiration zu einem starken unkontrollierten Bakterienwachstum führt [110, 111].  

In der klinischen Praxis ist eine antibiotische Therapie nach Aspiration initial nicht 

empfohlen [100], da dies zu erhöhtem antibiotischem Druck ohne klinischen Benefit 

führt [112]. Sollte der Patient sich jedoch klinisch verschlechtern, zum Beispiel Fieber 

oder Tachypnoe entwickeln, ist eine antibiotische Therapie zu empfehlen. Diese 

Entwicklung weist auf eine bakterielle Superinfektion hin, die bis ca. 48 Stunden nach 

dem Aspirationsereignis am häufigsten ist, und klinisch selten eindeutig von einer 

sterilen „reinen“ Aspiration zu unterscheiden ist [100] (eigene unpublizierte Daten). Die 

Mechanismen dieses unkontrollierten Wachstums sind sicher multifaktoriell, und durch 

eine Vielzahl lokaler Faktoren bedingt [93]. Welche Faktoren aber maßgeblich nach 

Säureaspiration die Anfälligkeit für bakterielle Infektionen erklärt, ist bisher weitgehend 

unbekannt. AM spielen jedenfalls eine wichtige Rolle in der Beseitigung geringer 

Mengen von Bakterien, die in die unteren Atemwege gelangen.  
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1.7 Peritonitis 

Die infektiöse Peritonitis ist definiert als eine Entzündungsreaktion hervorgerufen 

durch Mikroorganismen im sonst sterilen Peritoneum (Bauchfell). Das Peritoneum 

besteht aus einer Epithelschicht (Mesothel), und erstreckt sich von der Unterseite des 

Zwerchfells bis zum Beckenboden. Innerhalb des Peritoneums liegt der Großteil des 

Magen-Darm-Trakts (Magen, Jejunum, Ileum, Caecum, Appendix, Colon transversum 

und sigmoideum, distales Rektum, Leber, Gallenblase, Pankreasschwanz und Milz; 

bei Frauen zudem der Eierstock und die Eileiter). Eine Peritonitis kann entweder 

primär, ohne Perforation oder vorbestehender gastrointestinaler Infektion, oder 

sekundär nach Infektionen/Perforationen der angrenzenden Organe wie zum Beispiel 

perforierter Sigmadivertikulitis, Appendizitis oder bei Anastomoseninsuffizienz nach 

Darmoperationen oder gynäkologischen oder urologischen Operationen, vorkommen. 

Bestätigt wird die Diagnose durch eine erhöhte Zahl an neutrophilen Granulozyten 

(>250/µl) in der peritonealen Lavage, und/oder einem entsprechenden 

Erregernachweis. Die auslösenden Erreger sind meist Enterobakterien, am häufigsten 

E. coli [113]. Diese Infektionen sind meist polymikrobiell, zumindest experimentell 

wurde jedoch E. coli als relevantester Erreger polymikrobieller Peritonitiden nach 

Darmperforation beschrieben [114]. Die tertiäre Peritonitis wird definiert als eine 

erneute Infektion nach behandelter sekundärer Peritonitis mit nosokomialen Erregern 

wie koagulase-negativen Staphylokokken, Enterokokken, P. aeruginosa, oder 

Candida [115]. Gesondert betrachtet werden können Peritonitiden bei liegendem 

Dialysekatheter, da hier vor allem Hautkeime eine Rolle spielen. Während bei 

sekundärer und tertiärer Peritonitis meist eine klare Ursache (vorliegende 

Infektion/Penetration) vorliegt, führen bei der primären Peritonitis andere Ursachen zu 

einer Infektion der sonst sterilen Bauchhöhle. Im klinischen Alltag kommt die primäre 

Peritonitis am häufigsten bei Patienten mit Leberzirrhose vor. Hier spielen mehrere 

Faktoren, die die Immunabwehr beeinträchtigen, eine Rolle: bei Vorliegen von Aszites 

kommt es zu einer Verdünnung von Antikörpern oder Komplement [116, 117]; auch 

wurden zelluläre Defekte der Bakterienabwehr bei Zirrhose beschrieben [118, 119], 

sowie soluble Faktoren, die die Immunabwehr von PMs beeinträchtigen [120]. In 

primärer bakterieller Peritonitis in Patienten mit Zirrhose wurde, analog zu 

Tierversuchen (s. „Peritoneale Makrophagen“), ein Verlust von LPMs zu Beginn der 

Infektion beschrieben [68]. PM kommt wahrscheinlich in der Erkennung und 

Beseitigung von Erregern als „first line of defense“, als auch im weiteren Verlauf der 
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Infektion eine zentrale Bedeutung zu. Beeinträchtigungen der antibakteriellen Abwehr 

von PM zu verstehen ist daher wichtig, um mögliche neue Diagnose- oder 

Therapieansätze entwickeln zu können. 
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2. Ergebnisse und Diskussion 

2.1. Die Entzündung der Säureaspiration vermindert antibakterielle Eigenschaften von 

alveolären Makrophagen (Anlage A) 

American Journal of Respiratory and Critical Care Medicine, 2009, 180(12):1208-17 

Eine erhöhte Anfälligkeit für eine bakterielle Superinfektion ist für eine Vielzahl von 

Lungenschäden beschrieben. Jedoch gibt es nur eine beschränkte Anzahl von Daten, 

die antimikrobielle Eigenschaften von AM während einer Inflammation 

charakterisieren. Durch ihre zentrale Rolle nicht nur in der Initiierung, sondern auch 

Terminierung einer Entzündung, ist davon auszugehen, dass deren anti-

inflammatorische Polarisierung während der Resolutionsphase einer Entzündung 

beschränkte antibakterielle Eigenschaften bedingt. Wie bereits erwähnt, ist die 

Aspiration von Säure der stärkste unabhängige Risikofaktor für die Entwicklung einer 

bakteriellen Pneumonie bei beatmeten Patienten [102]. P. aeruginosa ist einer der 

wichtigsten Erreger der nosokomialen Pneumonie [121]. Zudem weist P. aeruginosa 

eine hohe Pathogenität auf, und kann schnell Resistenzen gegenüber Antibiotika 

entwickeln [122]. Wir konnten in der vorliegenden Arbeit zeigen, dass eine 

Superinfektion mit P. aeruginosa nach Säureaspiration zu einer massiv erhöhten 

Bakterienlast in der Lunge, und einer höheren Mortalität führt. Ex vivo wiesen AM 

während der Resolution einer Entzündung, gekennzeichnet durch fast normalisierte 

Zytokinparameter, starkem Rückgang von Neutrophilen im alveolären Raum, sowie 

einer starken Expression von IRAK-M, einem Gegenspieler der TLR-Signalwege, eine 

reduzierte Fähigkeit auf, P. aeruginosa zu phagozytieren. In diesem Zusammenhang 

testeten wir das Peptid Bβ15-42, welches bis dahin in anderen Organen durch 

Hemmung der Leukozytendiapedese, und eine Reduktion der Ödembildung anti-

inflammatorische Eigenschaften aufwies [123, 124]. Wir konnten diese Ergebnisse auf 

die Lunge erweitern, und zeigen, dass das Peptid sowohl nach LPS- als auch Säure-

Applikation intratracheal den Neutrophileneinstrom, als auch die Ödembildung, und im 

Trend die Oxidierung von Phospholipiden, vermindert. Durch Verabreichung des 

Peptids während der Säureaspiration kam es dadurch zu einer stark verminderten 

Entzündung, und in Folge konnten die antibakteriellen Eigenschaften von AM ex vivo 

erhalten, als auch die Bakterienlast und die Mortalität in der Superinfektion in vivo 

normalisiert werden. Dieser therapeutische Nutzen von Bβ15-42 bestand jedoch nur bei 

einer sehr frühen Gabe nach Aspiration (bis 2 Stunden später). 
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Abbildung 5: Säureaspiration vermindert die Phagozytosefähigkeit von AM während der 
Resolutionsphase der Entzündung. 24 Stunden nach Gabe von 50µl 0,9% NaCl oder 0,1N 
HCl intratracheal (mit/ohne intraperitonealer Injektion von Bβ15-42 zum Zeitpunkt 0, 1h und 
6h nach Aspiration), wurden AM ex vivo auf deren Fähigkeit untersucht P. aeruginosa 
aufzunehmen (A). Die unter den gleichen Versuchsbedingungen gewonnenen AM wurden auf 
IRAK-M Expression transkriptionell (B), oder auf Proteinebene mittels Immunhistochemie (C) 
untersucht. *P < 0.05; *** P < 0.001 versus Kontrolle (sham). Adaptiert nach [110], mit 
Erlaubnis. 

Wie erwähnt sind bakterielle Superinfektionen nach Aspiration vor allem bei beatmeten 

Patienten sehr häufig. Bei diesen Patienten kommt es oftmals zu einer Kolonisation 

der Atemwege mit meist gramnegativen Bakterien (P. aeruginosa, A. baumannii oder 

Klebsiella pneumoniae). AM befinden sich in den Alveolen und den Atemwegen, und 

können geringere Mengen dieser Bakterien auch in benachbarten Alveolen in Schach 

halten [46]. Unsere Arbeit zeigt, dass Entzündungen, wie hier eine Pneumonitis 

induziert durch Säure, den Aktivitätszustand von AM verändert, und deren 

antibakterielle Eigenschaften reduziert. Wird die Entzündung abgeschwächt, wie durch 

das Peptid Bβ15-42, bleiben die antibakteriellen Eigenschaften, trotz Gabe von Säure, 

erhalten. Wir fanden keinen direkten Einfluss des Peptids Bβ15-42 auf antibakterielle 

Eigenschaften von AM (unpublizierte Daten). Man kann davon ausgehen, dass diese 

Polarisierung andere Funktionen, wie zum Beispiel die Geweberegeneration, 

begünstigt. So konnten wir in Folgearbeiten zeigen, dass AM zu dem Zeitpunkt, an 

dem sie verminderte antibakterielle Eigenschaften aufweisen, apoptotische 

Neutrophile besser aufnehmen können, und die Geweberegeneration fördern 
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(unpublizierte Daten). Mechanistisch dürfte dies auf einen veränderten Metabolismus 

zurückzuführen sein. Eine kürzlich erschienene Arbeit fand ebenso einen 

Phagozytosedefekt von AM nach E. coli oder Influenza Pneumonie, welcher bis 6 

Monate nach der Infektion fortbestand [54]. Interessanterweise waren hierfür Signale 

in der Gewebenische verantwortlich, sodass transplantierte AM unbehandelter Mäuse 

in der geschädigten Lunge ebenso eine Einschränkung der Phagozytose aufwiesen. 

Zeitlich fanden wir eine komplette Erholung der antimikrobiellen Eigenschaften 8 Tage 

nach der Aspiration (unpublizierte Daten).  

Zusammenfassend konnten wir in der vorliegenden Arbeit zeigen, dass antibakterielle 

Eigenschaften von AM während der Resolutionsphase einer Aspirationspneumonitis 

vermindert sind, und eine Pneumonie mit P. aeruginosa begünstigen. Der 

Aktivitätszustand von AM ist somit in der Kontrolle von Bakterien entscheidend. Die 

Identifizierung von funktionellen Eigenschaften von AM, die sich im Laufe der 

Resolution einer Lungenentzündung ändern, sowie die Entschlüsselung der jeweiligen 

Mechanismen können einen Therapieansatz für diverse Entzündungszustände bzw. 

Infektionen liefern. 
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2.2 Myeloisches PTEN fördert die Entzündung, und vermindert antibakterielle 

Eigenschaften während einer Pneumokokken-Pneumonie (Anlage B) 

Journal of Immunology, 2010, 185(1):468-76 

Der bekannte Tumor-Suppressor PTEN (phosphatase and tensin homolog deleted on 

chromosome 10) ist eine Phosphatase, die die enzymatische Aktivität von 

Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) antagonisiert. PI3K ist wichtig in zentralen zellulären 

Abläufen, wie in der Zellproliferation, aber auch in Effektorfunktionen von Leukozyten 

(Neutrophile, Monozyten, sowie Lymphozyten) wie der Chemotaxis, der Phagozytose 

oder der Phagosom-Reifung [125]. So konnte zum Beispiel in Neutrophilen gezeigt 

werden, dass PTEN deren Superoxid-Produktion und Transmigration antagonisiert 

[126]. Die antibakterielle Rolle von PTEN in organspezifischen Makrophagen war 

bislang nicht bekannt. In der vorliegenden Arbeit untersuchten wir diese in myeloiden 

Zellen (Neutrophile, Monozyten, Makrophagen) während der 

Pneumokokkenpneumonie. Hierfür verwendeten wir zellspezifische PTEN-KO Mäuse, 

die kein PTEN in Zellen aufweisen, die Lysozym M (LysM) exprimieren. Dies sind 

Makrophagen, Monozyten, Neutrophile und einige dendritische Zellen [127]. In diesen 

KO-Zellen ist PI3K konstitutiv aktiv, und dies resultierte in Akt- und GSK3β-

Phosphorylierung, Signalwege die „downstream“ der PI3K sind.  Mäuse mit diesem 

Defekt (LysM-Cre/PTENflox/flox, in der Folge kurz PTENMC-KO - myeloid-cell KO - 

genannt), überlebten eine Pneumokokkenpneumonie besser, und wiesen eine 

geringere Morbidität als Wildtyp-Mäuse auf. In zellbasierten Analysen fanden wir, dass 

AM von PTENMC-KO Mäusen nach Stimulation mit S. pneumoniae weniger TNF-α, und 

– im Gegensatz zu KM – weniger Stickstoff-Radikale bildeten, jedoch 

überraschenderweise die Bakterien besser phagozytieren und abtöten konnten (Abb. 

6). In vivo fanden sich zu einem frühen Zeitpunkt (6 Stunden nach Infektion) bei 

PTENMC-KO Mäusen in der Lunge weniger TNF-α und keratinocyte-derived chemokine 

(KC), jedoch mehr IL-10. Überraschenderweise war die Neutrophilenmigration in 

diesen Tieren vermindert, und die Bakterienlast aber in beiden Gruppen gleich. 48 

Stunden nach Infektion bestätigten sich diese Befunde, jedoch war die Bakterienlast 

in der BAL erhöht. Schließlich fand sich in den PTENMC-KO Mäusen 65 Stunden nach 

Infektion bei geringerem Lungenschaden eine gleiche Bakterienlast wie in den Wildtyp-

Mäusen. 
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Da mehrere Arbeiten, im Gegensatz zu unseren Resultaten, einen erhöhten 

Neutrophileneinstrom bei erhöhter PI3K Aktivität zeigten, so zum Beispiel in E. coli 

Peritonitis [126], verabreichten wir Mäusen S. pneumoniae intraperitoneal. In diesen 

Versuchen konnten wir den erhöhten Neutrophileneinstrom in PTENMC-KO Tieren auch 

mit einem grampositiven Erreger peritoneal bestätigen. Zudem sezernierten PM dieser 

Tiere in vitro höhere Mengen an KC.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 6: PTEN vermindert antimikrobielle Eigenschaften von AM. AM von PTENMC-

KO Mäusen und WT-Kontrollen (PTENMC-Wt) wurden mittels BAL gewonnen, und ex vivo auf 
deren Fähigkeit mit einem Farbstoff (FITC) markierte S. pneumoniae nach 30 Minuten zu 
phagozytieren, untersucht, und mikroskopisch (A) oder mittels FACS (B) quantifiziert. (A) 
rechts: der Zellkern wurde mittels DAPI (blau), FITC-markierte (grün) aufgenommene 
Bakterien (gelb) wurden durch Kolokalisation mit Lysosomen (rot) identifiziert. Abtöten von 
intrazellulären S. pneumoniae wurde über die Zeit analysiert (C). Daten sind als Mittelwert +/- 
Standardfehler gezeigt. *P < 0.05 PTENMC-Wt versus PTENMC-KO. Adaptiert nach [128], mit 
Erlaubnis. 

PI3K ist involviert in eine Vielzahl von zellulären Prozessen. In Zusammenhang mit 

Entzündungen wurden sowohl pro- als auch anti-inflammatorische Eigenschaften der 

Kinase gezeigt [129-131]. PI3K-Antagonisten von teils komplementären Klassen oder 

Isoformen wurden zur Behandlung von Autoimmunkrankheiten entwickelt [129]. 

PTEN-Defizienz in Makrophagen resultierte jedoch in bisherigen Studien durchweg in 

einer anti-inflammatorischen Polarisierung [128, 132, 133]. Hiervon ausgenommen ist 
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eine Arbeit in Zusammenhang mit zystischer Fibrose, die eine erhöhte entzündliche 

Aktivität in KM fand [134]. In einem Modell der Pneumokokken-Pneumonie wurde 

gezeigt, dass die γ–Untereinheit (p110γ) von PI3K, nicht für den Neutrophilen-, jedoch 

für den Monozyteneinstrom wichtig ist, und insgesamt, dass die Hemmung oder der 

knock out sich nachteilig auf den Verlauf einer Pneumokokkenpneumonie auswirkt 

[63]. Antibakterielle Eigenschaften von Makrophagen wurden in dieser Arbeit nicht 

adressiert.  

In der vorliegenden Studie fanden wir erhöhte antibakterielle Eigenschaften 

(Phagozytose und intrazelluläres Abtöten) von Pneumokokken durch AM von PTENMC-

KO Mäusen. Interessant ist, dass PTEN-Defizienz in AM zu einer verminderten 

Zytokinproduktion, aber gleichzeitig zu erhöhten antibakteriellen Eigenschaften führt. 

Andere Arbeiten zeigten einen M2-Phänotyp in PTEN-KO Makrophagen im 

Knochenmark [135] oder in KPC [136], wobei antibakterielle Eigenschaften nicht 

untersucht wurden. In AM ohne PTEN fanden wir eine verminderte Produktion von 

Stickstoffradikalen, passend zu einem „M2-ähnlichen“ Phänotyp. Die Ursache für das 

verbesserte Abtöten widerspricht diesem Ergebnis, und bleibt somit unklar. Teilweise 

passend zu unseren Ergebnissen zeigten Riquelme und Mitarbeiter, dass in Patienten 

mit zystischer Fibrose der CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance 

regulator)-Defekt zu verminderter PTEN-Aktivität führt. Eine Korrektur des CFTR-

Defektes erhöhte die PTEN-Aktivität, und führte zu verbessertem Abtöten von P. 

aeruginosa in einem Tiermodell, korrigierte aber auch eine starke Entzündung in 

murinen KM und humanen Monozyten [134]. Die antientzündlichen Eigenschaften von 

PTEN in dieser Studie verhielten sich hier somit gleich zu unserer Arbeit, aber die 

antimikrobiellen Eigenschaften waren in Anwesenheit bzw. Erhöhung von PTEN 

verbessert. Zellspezifische Experimente mit AM und P. aeruginosa wurden in dieser 

Arbeit leider nicht durchgeführt. Die verbesserte Bakterienabwehr ist somit 

wahrscheinlich auf eine Verbesserung der Grundkrankheit zurückzuführen. 

Ein sehr unerwartetes Ergebnis unserer Arbeit war die konsistent geringere 

Neutrophilenmigration während einer Pneumonie. Ursächlich hierfür könnten die 

erhöhten antibakteriellen Eigenschaften der AM sein, so dass in weiterer Folge 

weniger Neutrophile rekrutiert werden. Dagegen spricht aber, dass die 

Neutrophilenzahl auch dann erniedrigt war, als die Bakterienlast in PTEN-defizienten 

Mäusen erhöht war. Eine andere Erklärung könnte die verminderte Produktion von 

TNF-α sein, die dann zu einer verminderten Produktion von KC zu frühen und späten 
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Zeitpunkten führt. Möglicherweise ist, wie für E. coli gezeigt [137], auch die 

Phagozytose von Pneumokokken durch Neutrophile die kein PTEN exprimieren 

erhöht, sodass weniger Neutrophile rekrutiert werden müssen. Ein anderer 

entscheidender Faktor, der zur besseren Bakterienkontrolle beiträgt, könnte die 

konstitutiv erhöhte Anzahl von AM in PTEN-KO Mäusen sein (unpublizierte Daten) 

[137].  

Subramanian et al. demonstrierten zuvor, dass der KO von PTEN die Transmigration 

von Neutrophilen in in vitro Versuchen, als auch während E. coli-induzierter und steriler 

Peritonitis (induziert durch Thioglykolat) klar erhöht. Wir konnten diese Ergebnisse mit 

Thioglykolat bestätigen, und fanden auch eine erhöhte Neutrophilenmigration in einer 

Pneumokokken-Peritonitis. Im Gegensatz dazu führt eine E. coli Pneumonie ebenso 

zu einer erhöhten Neutrophilenmigration in PTEN-defizienten Mäusen [137]. Diese klar 

organ- und pathogenspezifischen Unterschiede machen einmal mehr deutlich wie 

wichtig Untersuchungen der ortsansässigen Makrophagen bzw. unterschiedlicher 

Infektionsmodelle sind, und allgemeine Aussagen ohne vorhergehende 

Untersuchungen unzulässig sind.  

Zusammenfassend konnten wir zeigen, dass der KO von PTEN in myeloischen Zellen 

protektiv während einer Pneumokokkenpneumonie ist. Ursächlich hierfür dürften die 

erhöhten antibakteriellen Eigenschaften von AM zusammen mit anti-

inflammatorischen Eigenschaften sein, die einen geringeren Lungenschaden 

bedingten.  
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2.3 Entzündungen erhöhen die Expression der Efflux-Pumpe BCRP-1 auf 

Makrophagen – Einfluss auf die intrazelluläre Beseitigung von Mycobacterium 

tuberculosis (Anlage C) 

International Journal of Antimicrobial Agents, 2017, 50(1):55-62 

Tuberkulose verursacht ungefähr 1,5 Millionen Todesfälle pro Jahr, und Patienten, die 

mit resistenten Stämmen infiziert sind, weisen häufiger Therapieversagen auf [138]. 

Die Aktivierung von Makrophagen, speziell durch IFN-γ, während einer Tuberkulose-

Infektion trägt entscheidend zur Kontrolle der Mykobakterien bei [139, 140]. 

Makrophagen stellen zudem eine mögliche Niche, in denen Mykobakterien 

medikamentöse Therapien überleben können, dar [141, 142]. Ungleiche Verteilung der 

Medikamente in den verschiedenen Kompartimenten (intrazellulär und extrazellulär) 

könnte zur Entwicklung von Resistenzen, und der Persistenz von Mykobakterien 

beitragen. Efflux-Pumpen sind auf Zell- oder endosomalen Membranen lokalisiert und 

befördern fremde (xenobiotische) oder eigene Substanzen (z.B. Gallensäuren) aus der 

Zelle. So konnte gezeigt werden, dass Efflux-Pumpen während einer onkologischen 

Chemotherapie hochexprimiert werden können, und zum verminderten 

Therapieansprechen durch reduzierte intrazelluläre Konzentrationen beitragen können 

[143]. Im Gegensatz zu Efflux-Pumpen, die auf Bakterien oder Mykobakterien 

exprimiert sind [144], gibt es wenig Daten zu solchen auf Makrophagen. Ob Efflux-

Pumpen auf Makrophagen die intrazelluläre Niche beeinflussen, bzw. im Rahmen 

einer Entzündung moduliert werden, und dadurch antimykobakterielle Eigenschaften 

beeinflussen, ist bisher weitgehend unbekannt. 

Abbildung 7: Einfluss 
einer Entzündung und von 
Chloroquin (CQ) auf 
intrazelluläre INH und 

PZA-Konzentrationen. 
THP-1 Makrophagen 
wurden mit 50 ng/ml IFN-γ 
über die Nacht stimuliert. Im 
Anschluss wurde 
unmarkiertes und radioaktiv 
markiertes INH (14C) oder 
PZA (14C) für 30 Minuten 
hinzugegeben, gewaschen, 
und im Anschluss wurde die 
Radioaktivität per flüssiger 
Szintillation gemessen (A, 
C). In den anderen 
Experimenten wurde nach 
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Inkubation mit INH oder PZA die Zellen mit Chloroquin (B, D) für 30 Minuten inkubiert. Daten 
(A-D) sind als Mittelwert +/- Standardfehler gezeigt. *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001 versus 
Kontrolle. Adaptiert nach [145], mit Erlaubnis. 

Wir haben in der vorliegenden Arbeit gefunden, dass Isoniazid (INH) und Pyrazinamid 

(PZA) Substrate der Efflux-Pumpe „breast cancer resistance protein-1“ (BCRP-1) sind, 

welche auf humanen Makrophagen, und murinen AM (unpublizierte Daten) in vitro und 

im Tuberkulose-Granulom in vivo exprimiert ist.  Interferon-γ (IFN-γ) erhöhte die 

Expression von BCRP-1, und führte zeitgleich zu einer verminderten intrazellulären 

Konzentration von INH, nicht aber von PZA (Abb. 7). Zudem konnte gezeigt werden, 

dass das bekannte Antimalaria-Medikament Chloroquin BCRP-1 blockiert, was 

wiederum zu einer erhöhten intrazellulären Konzentration von INH und PZA (Abb. 7), 

aber auch zu einem verbesserten Abtöten von Mykobakterien in den Makrophagen 

führte. Ebenso bewirkte ein BCRP-1 Inhibitor in Kombination mit INH, jedoch nicht 

alleine, eine verbesserte intrazelluläre Clearance von M. tuberculosis. Die 

tuberkulostatische Wirkung und intrazelluläre Konzentration von PZA konnte durch 

Chloroquin ebenso erhöht werden, jedoch blieben die intrazellulären PZA 

Konzentrationen sowohl durch IFN-γ, als auch einen BCRP-1 Inhibitor unbeeinflusst. 

Dies könnte daran liegen, dass Substrate und Inhibitoren von Efflux-Pumpen 

polyspezifisch sind [122], und Chloroquin somit eventuell mehrere Efflux-Pumpen 

hemmt. Chloroquin oder der BCRP-1 Inhibitor konnten weiters nicht für sich alleine, 

und auch nicht in Kombination mit INH oder PZA das Wachstum extrazellulärer 

Mykobakterien beeinflussen. Somit ist nicht von einer direkten antimykobakteriellen 

Wirkung von Chloroquin oder dem BCRP-1 Inhibitor auszugehen.  

Obwohl die Erstlinenmedikamente INH, Rifampicin, Ethambutol und PZA bereits seit 

Jahrzehnten in Verwendung sind, weiss man relativ wenig über deren Pharmakokinetik 

und -dynamik [120]. Das liegt vor allem an der Komplexität einer Tuberkulose-

Erkrankung, da Mykobakterien intra- und extrazellulär in verschiedenen 

Kompartimenten zu finden sind, die sich über Monate bis Jahre etablieren können. Für 

einen Therapieerfolg, und um Resistenzen zu vermeiden, muss die tuberkulostatische 

Therapie 6 Monate eingenommen werden, und stellt daher eine medizinische und 

logistische Herausforderung dar. Verkürzte Therapieregime konnten bislang nicht 

erfolgreich eingesetzt werden [121]. Unsere Ergebnisse zeigen, dass die intrazelluläre 

Konzentration von zumindest INH durch eine Entzündung, in diesem Fall imitiert durch 

das im Kontext mit Mykobakterien-Infektionen relevante IFN-γ, verändert werden kann. 
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Unabhängig vom Kontext der Mykobakterien und antibiotischen Therapie konnten wir 

auch zeigen, dass BCRP-1 durch IFN-γ, aber auch LPS (unpublizierte Daten) alleine 

hochreguliert wird. Eine erhöhte Expression der Efflux-Pumpe P-glycoprotein (P-gp) 

wurde auch nach Stimulation mit IFN-γ in humanen Makrophagen beobachtet [123]. 

Bislang wurde gezeigt, dass P-gp antivirale Eigenschaften zumindest gegen behüllte 

Viren wie HIV oder Influenza aufweist [124]. Welche pathophysiologische Bedeutung 

die Induktion von P-gp oder BCRP-1 in Makrophagen während bakteriellen Infektionen 

haben könnte, ist unseres Wissens bislang unbekannt. Der BCRP-1 Inhibitor zeigte 

alleine keinen Einfluss auf das Abtöten intrazellulärer Mykobakterien. Auch konnten 

wir keine Effekte auf die Sekretion diverser Zytokine nach Stimulation mit 

grampositiven und gramnegativen Bakterien beobachten (unpublizierte Daten). Um die 

Rolle von Efflux-Pumpen auf Makrophagen während bakteriellen Infektionen zu 

verstehen, wäre es interessant Knockout Mäuse diverser Efflux-Pumpen in 

entsprechenden Infektionsmodellen zu studieren. Arbeiten zu diesem Thema liegen 

bislang nicht vor. 

Zusammenfassend konnte in der vorgelegten Arbeit gezeigt werden, dass die 

wichtigen Erstlinienmedikamente PZA und INH über BCRP-1 aus Makrophagen 

gepumpt werden, die Expression und Funktion von BCRP-1 durch IFN-γ erhöht wird, 

und Chloroquin durch eine Hemmung der Efflux-Pumpe das intrazelluläre Abtöten von 

M. tuberculosis in Kombination mit den Tuberkulostatika unterstützt. 

Allgemein erweitern unsere Daten die komplexe Pharmakodynamik von 

Tuberkulostatika, und zeigen eine mögliche Therapie zur Eradikation von 

intrazellulären Persistern in Makrophagen, und damit eine mögliche 

Therapieverkürzung bei Behandlung der latenten oder aktiven Tuberkulose auf. Die 

pathophysiologische Funktion einer erhöhten Expression von Effluxpumpen während 

bakteriellen Infektionen, wie hier erstmals mit BCRP-1 gezeigt, ist bislang unerforscht. 
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2.4 Oxidierte Phospholipide inhibieren die Phagozytose in peritonealen Makrophagen 

über WAVE-1 (Anlage D) 

Journal of Clinical Investigation, 2013, 123(7):3014–3024 

Peritonitis ist eine häufige Ursache von Sepsis, und E. coli ist ein wichtiger, wenn nicht 

der wichtigste Erreger dieser Infektion. Oxidierte Phospholipide (OxPL) kommen in 

„low density lipoproteins“ (LDL) oder in der Zellmembran vor, und können im Rahmen 

von Entzündungen enzymatisch (über  12/15-Lipoxygenase) oder nicht-enzymatisch 

durch Sauerstoffradikale, die zum Beispiel von neutrophilen Granulozyten am 

Entzündungsort gebildet wurden, generiert werden [146]. OxPL selbst modulieren das 

Entzündungsgeschehen, so zum Beispiel in der Arteriosklerose [147]. Daher nahm 

man lange an, dass sie vor allem pro-inflammatorische Eigenschaften besitzen. Im 

Gegensatz hierzu fanden Bochkov et al., dass OxPL die Erkennung von LPS über den 

TLR-4-Komplex verhindern, und dadurch in einem Modell der LPS-Peritonitis 

protektive anti-inflammatorische Eigenschaften aufwiesen [148]. In einer Folgestudie 

fanden wir, dass die intraperitoneale Gabe von OxPL,  verglichen zu nichtoxidierten 

Phospholipiden, in einem Peritonitis-Modell mit E. coli das Überleben verminderte 

[149]. Gegen unsere Erwartungen war die Zytokinproduktion nicht vermindert, jedoch 

die Phagozytose von PM E. coli eingeschränkt. In der hier vorgelegten Studie konnten 

wir nicht nur den Mechanismus dieser Inhibition in PM, sondern weitere wichtige 

pathophysiologische Erkenntnisse gewinnen. So fanden wir unter anderem, dass 

OxPL während einer E. coli Peritonitis in Mengen gebildet werden, die die 

antibakteriellen Eigenschaften von PM beeinträchtigen. Mechanistisch gelang uns der 

Nachweis, dass OxPL über eine durch die Proteinkinase A (PKA) vermittelte 

Aktivierung eine Aktinpolymerisation in PM verursachen. PKA weist eine Vielzahl von 

Eigenschaften auf, und deren Aktivität wird zeitlich und örtlich durch sogenannte „PKA-

anchoring proteins“ (AKAPs) bestimmt [150]. Von diesen AKAPs sind drei 

beschrieben, die an das Aktin-Zytoskelett gebunden sind. Von diesen konnten wir das 

AKAP WAVE-1 als relevantes Protein ermitteln, das die Wirkung von OxPL vermittelt. 

Verminderung oder KO von WAVE-1 in PM führte zu einer uneingeschränkten 

Phagozytose von E. coli, und reversierte den Phänotyp erhöhter Mortalität in der E. 

coli Peritonitis in vivo. Zwar sahen wir einen Trend zu geringerer Bakterienlast in 

WAVE-1 KO Mäusen, jedoch zeigte sich, obwohl per se in der E. coli Peritonitis OxPL 
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gebildet werden (Abb. 8A), kein verbessertes Überleben dieser Tiere in unserem 

Modell. 

Abbildung 8: Schematische 
Darstellung der Wirkung von OxPL 
auf das Zytoskelett in PM, adaptiert 
aus Matt el al. [151], mit Erlaubnis. 

Dies konnten wir auf natürlich 

vorkommende Antikörper 

zurückführen, die OxPL, genauer 

oxidiertes Phosphatidlycholin 

(OxPC), binden. Solche Antikörper 

sind für OxPC beschrieben, und 

deren Titerhöhe korreliert mit der 

Progression der Arteriosklerose 

[152]. OxPL konnten wir auch in Peritoneal-Lavage (PL) von Patienten mit chronischer 

Bauchfelldialyse feststellen. Doch erst nach Elimination von Antikörpern hemmte die 

PL dieser Patienten die Phagozytose in PM in Abhängigkeit von WAVE-1. RAG-1-

knock out-Mäuse besitzen keine reifen T- und B-Zellen, und daher keine Antikörper. 

Die PL von Mäusen ohne LDL-Rezeptor und ohne RAG-1, die mit einer „high fat diet“ 

gefüttert wurden, hemmten ebenso die Phagozytose in PM. Dies konnte durch einen 

AKAP-Inhibitor reversiert werden.  

Die Vielzahl der entzündungsmodulatorischen Eigenschaften von OxPL belegen, dass 

nicht nur Proteine, sondern auch Lipide das Entzündungsgeschehen beeinflussen 

können. Die Wirkung von OxPL auf das Entzündungsgeschehen ist pleiotrop und 

abhängig vom untersuchten Zelltyp, den Lipiden, und der Konzentration der OxPL 

[146, 153]. So fokussieren sich die meisten, wie auch unsere Arbeiten, auf oxidiertes 

Phosphatidylcholin (OxPC), welches selbst wieder verschiedene Lipide umfasst [154]. 

Eigenschaften anderer OxPL wie oxidiertes Phosphatidylethanolamin, -serin, -

glycerol, -inositol, - oder Phosphatitidsäure auf Makrophagen wurden ebenso 

beschrieben [155]. Der Großteil der Studien wurde mit sterilen Entzündungsmodellen 

durchgeführt. Im Zusammenhang mit Infektionskrankheiten gibt es – im Verhältnis zu 

anderen Inflammationen – bislang eine limitierte Anzahl an Publikationen [151]. 

Unsere Daten zeigen, dass OxPL im Rahmen einer E. coli Peritonitis gebildet werden, 

aber auch in Patienten unter Bauchfelldialyse, oder in Mäusen ohne LDL-Rezeptor 

unter Vielfettdiät („high-fat diet“) im Peritoneum vorzufinden sind. Es ist anzunehmen, 
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dass ein entzündlicher Prozess, bzw. eine fehlende oder eingeschränkte Clearance 

derselben - wie experimentell in RAG-1-KO-Mäusen gezeigt – die Makrophagen in 

ihren antibakteriellen Eigenschaften hemmen können. OxPL sind in diesem Setting als 

danger associated molecular patterns (DAMPs) anzusehen, die durch natürlich 

vorkommende Antikörper beseitigt werden. Eine zu starke Konzentration von OxPL ist 

also nicht wünschenswert. Welchen Zweck ein Herunterregulieren der Phagozytose 

hat, ist jedoch unklar. Es könnte auf eine anti-inflammatorische Polarisation der PM 

zurückzuführen sein, die durch eine zu starke Entzündung, abgebildet durch eine hohe 

Freisetzung von Sauerstoffradikalen, getriggert wurde. Welche funktionellen 

Eigenschaften von PM durch OxPL im Gegenzug begünstigt werden ist aber bislang 

unklar.  

Kadl et al. konnten zeigen, dass in KM OxPL zu einer Polarisierung in Abhängigkeit 

des Redox-sensitiven Transkriptionsfaktors Nrf2 führte [156]. Diese zeichneten sich 

durch eine verminderte Fähigkeit der Phagozytose (apoptotische Zellen, beads), 

Hochregulation von anti-oxidativen „response elements“ (ARE) und eine gewisse pro-

inflammatorische Antwort aus. Makrophagen mit einem ähnlichen Polarisationsprofil 

fanden sich in arteriosklerotischen Läsionen in Mäusen. Im Gegensatz hierzu fand eine 

andere Gruppe, dass Makrophagen aus arteriosklerotischen Läsionen heterogen im 

Sinne der M1 oder M2-Polarisation sind, und es nicht klar ist, welcher Makrophagentyp 

(PM oder KM) sich besser als Modellzelle für arteriosklerotische Studien eignet [157]. 

Wir sahen, dass KM nach Behandlung mit OxPL ebenso eine eingeschränkte 

Phagozytose von Bakterien aufwiesen, jedoch auch nach Stimulation mit Bakterien 

(gramnegativ und –positiv) mit einer verminderten Zytokinantwort reagierten 

(unpublizierte Daten). Dies mag durch den Antagonismus über TLR-4 teilweise 

erklärbar sein. Jedoch zeigte die Vorstimulation denselben Effekt (unpublizierte 

Daten), und dies deutet somit auf eine anti-inflammatorische Polarisation der 

Makrophagen hin. Stimulation von Makrophagen mit OxPL zeigte jedoch auch 

wiederholt pro-inflammatorische Wirkungen, wie in Arteriosklerose oder Diabetes 

[155], und führte in vivo zur Rekrutierung von Monozyten [158]. Kürzlich konnte in KM 

gezeigt werden, dass OxPL eine Steigerung der oxidativen Phosphorylierung über 

Glutamin bewirken, und dadurch pro-inflammatorisch wirken [159]. In diesen 

Untersuchungen wurde meist „nur“ die Wirkung der OxPL isoliert im jeweiligen Modell 

untersucht, und der Makrophagentyp waren meist KM. Während Infektionen in vivo 

sind jedoch eine Vielzahl von Stimuli („environmental cues“) über die Zeit in 
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verschiedenen Konzentrationen anwesend. Es zeigt sich also erneut, dass der 

untersuchte Makrophagentyp (KM versus PM), also der Gewebekontext, aber auch 

das Entzündungsmodell entscheidend sind. Zudem wurde eine veränderte 

Komposition der PM in Bezug auf LPM und SPM im Entzündungsverlauf mehrfach 

beschrieben (siehe „1.3 Peritoneale Makrophagen“ und „1.7 Peritonitis“). Unsere 

Studie unterschied nicht zwischen LPM und SPM. Eventuell zeigen sich hier 

Unterschiede in der Antwort auf OxPL, wobei in unseren Arbeiten der Phänotyp (egal 

ob ex vivo nach Knochenmarks-Transplantation oder während der Infektion) sehr stabil 

war, und wir somit keine Unterschiede zwischen den Makrophagentypen erwarten 

würden.  

Zusammenfassend konnte in der Arbeit gezeigt werden, dass OxPL in einer Peritonitis 

in funktionell relevanter Menge gebildet werden, und die Phagozytose in PM durch 

eine WAVE-1 abhängige Alteration des Zytoskeletts hemmen. In vivo wird dieser 

Mechanismus durch natürlich vorkommende Antikörper zumindest partiell gehemmt. 

In welchen Infektionsgeschehen OxPL vor- oder nachteilhaft in vivo sind, muss sich 

erst zeigen, da, wie bereits erwähnt, die überwiegende Anzahl der Studien in sterilen 

Entzündungen durchgeführt wurde. Klinisch relevante Situationen in denen OxPL sich 

nachteilig auf das Infektionsgeschehen auswirken müssten identifiziert werden, und 

könnten einen Therapieeinsatz zur verbesserten Bakterienclearance ermöglichen.  
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2.5 Aspirationspneumonitis vermindert die Fähigkeit von Lebermakrophagen 
Bakterien abzutöten (Anlage E) 

American Journal of Respiratory Cell and Molecular Biology, 2021, 64(5):641-643  

ARDS kann nicht nur durch direkten, sondern auch durch indirekten Lungenschaden 

entstehen. So kann zum Beispiel eine Peritonitis oder Pankreatitis ein ARDS auslösen. 

Umgekehrt wurde gezeigt, dass ein ARDS Entzündungsvorgänge in mehreren 

Organen verursachen kann [160, 161]. Auch für die Säureaspiration wurde 

experimentell ein Entzündungsgeschehen in mehreren Organen festgestellt [162, 

163]. Die klinische Relevanz, und die Mechanismen dieser Vorgänge sind jedoch 

weitgehend unbekannt. Jedenfalls können schwere Entzündungszustände wie eine 

Sepsis eine Beeinträchtigung der Immunabwehr bedingen, und damit sekundäre 

Infektionen begünstigen [164]. 

Experimentell führt eine bakterielle Pneumonie zu einer akuten Phase-Reaktion in der 

Leber, welche über die Sekretion von akute-Phase-Proteinen das Abtöten von 

Bakterien in der Lunge durch AM verbessert [165, 166]. Durch diese Kommunikation 

zwischen den zwei Organen entstand der Begriff „liver-lung axis“. Auch konnte gezeigt 

werden, dass in der Leber gebildetes Hepcidin während einer bakteriellen 

Lungenentzündung Eisen depletiert, und dadurch die Beseitigung von Bakterien 

verbessert [167]. Somit sind Makrophagen an der Kommunikation zwischen Organen 

beteiligt.  

Unabhängig von der Lunge wurde gezeigt, dass LM, PM, und Milzmakrophagen zum 

Beseitigen von Bakterien aus der Blutstrombahn oder in benachbarten Organen 

beitragen [89, 168, 169].  

Bei intubierten Patienten kommt es häufig zu Säureaspirationen, aber auch 

nosokomialen Infektionen allgemein. Basierend auf dieser klinischen Überlegung, 

gingen wir in der vorliegenden Arbeit der Frage nach, ob eine Entzündung der Lunge 

ausgelöst durch Säure, antimikrobielle Eigenschaften von Makrophagen in anderen 

Organen verändert. Hierfür isolierten wir Makrophagen aus der Leber, dem 

Peritoneum, sowie der Milz. Bei den LM handelt es sich überwiegend (80-90%) um 

KPC. Während PM und Milzmakrophagen keine Änderung der Phagozytose oder des 

intrazellulären Abtötens von P. aeruginosa oder Klebsiella pneumoniae (K. 

pneumoniae) aufwiesen, zeigten LM von Mäusen nach Säureaspiration eine 

verminderte Fähigkeit diese Bakterien abzutöten (Abb. 9) [170]. Normwertige 

Transaminasen, ein fehlender Unterschied in Zytokinen in der Leber, und auch eine 
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fehlende Entzündungsreaktion in der Histopathologie lassen darauf schließen, dass 

diese Einschränkung der antibakteriellen Eigenschaften nicht auf einen Leberschaden 

zurückzuführen ist. Ebenso untersuchten wir, ob sich die Zahl oder die Komposition  

der LM oder Monozyten veränderte, fanden hier jedoch, bis auf eine Verminderung 

von Monozyten in der Gruppe nach Säureaspiration, keine Unterschiede.   

 

Abbildung 9: Pneumonitis verringert die Bakterienclearance in LM. Bakterielles 
Wachstum von intrazellulärem P. aeruginosa ex vivo in LM aus Kontrollmäusen, bzw. solchen 
die 24 Stunden vorher Säure intratracheal erhielten (A). Mäuse nach Säureaspiration (24h 
HCl) oder Kontrollen (Sham) erhielten 24 Stunden später P. aeruginosa i.v., 90 Minuten später 
wurde die Bakterienlast in verschiedenen Kompartimenten untersucht, für Blut 1ml (B). Daten 
sind als Mittelwert +/- Standardfehler gezeigt. **P < 0.01, **** P < 0.0001 versus Kontrolle. 
 

Von allen F4/80 positiven LM waren 80-90% KPC. Deshalb, und bedingt durch unsere 

Isolationsmethode, schließen wir, dass vor allem KPC für den beobachteten Effekt 

verantwortlich sind. Transkriptionelle Analysen zeigten eine Änderung von 

metabolischen Genen, insbesondere von solchen, die an der oxidativen 

Phosphorylierung (OXPHOS) beteiligt sind. Mitochondriale Sauerstoffradikale 

entstehen entlang dieses metabolischen Zyklus. Tatsächlich fanden wir eine 

verminderte mROS-Produktion nach bakterieller Stimulation in LM nach 

Säureaspiration ex vivo. 

KPC befinden sich in den Lebersinusoiden, und portales als auch systemisches Blut 

passiert diese Wächterzellen. Während Bakteriämien wurde u.a. mit P. aeruginosa, 

gezeigt, dass KPC zur Beseitigung der Bakterien beitragen [88]. Daher untersuchten 

wir, ob nach intravenöser Injektion von Bakterien nach einer Säureaspiration die 

Bakterienlast in vivo erhöht ist. Tatsächlich konnten wir in der Leber signifikant mehr 
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Bakterien nach Säureaspiration feststellen, wohingegen in der Milz bei relativ hoher 

Bakterienlast die Anzahl der Bakterien gleich war. Somit haben nach einer 

Säureaspiration KPC auch in vivo eine verminderte Fähigkeit P. aeruginosa abzutöten. 

Soweit es uns bekannt ist, ist die vorliegende Arbeit die erste, die verminderte 

antibakterielle Eigenschaften nach einem Lungenschaden in Makrophagen außerhalb 

der Lunge zeigt. Roquilly et al. untersuchten die Phagozytosefähigkeit von KM und PM 

7 Tage nach E. coli Pneumonie, und fanden hier keine Unterschiede [54]. Das 

intrazelluläre Abtöten der Bakterien wurde jedoch nicht untersucht. Unsere 

Beobachtung, dass eine Lungenentzündung die antibakteriellen Eigenschaften von 

KPC ex vivo und in vivo vermindert, lässt vermuten, dass dadurch bakterielle 

Superinfektionen begünstigt werden. 

Kommunikation zwischen verschiedenen Organen ist bei schweren 

Entzündungsvorgängen, wie zum Beispiel nach ARDS oder der Sepsis sicher von 

klinischer Relevanz. Die Mechanismen oder die funktionelle Bedeutung dieser 

Vorgänge ist bislang jedoch weitgehend unverstanden. So ist die Ursache der 

Niereninsuffizienz nach ARDS immer noch unbekannt [54]. Der Mechanismus unserer 

Beobachtung muss ebenso erst erforscht werden, aber die verminderte Fähigkeit von 

LM nach Säureaspiration, P. aeruginosa und K. pneumoniae abzutöten, könnte, 

zumindest teilweise, die erhöhte Anfälligkeit für nosokomiale Infektionen bei intubierten 

Patienten erklären. Unsere Arbeit legt nahe, dass organspezifischen Makrophagen als 

Wächterzellen in der Erkennung von Signalen oder auch in ihrer Filterfunktion (wie 

zum Beispiel von Milz- oder Nierenmakrophagen) eine wichtige Rolle in der 

Kommunikation zwischen Organen zukommt. Es wird interessant sein zu sehen, ob in 

anderen klinisch relevanten Modellen, zum Beispiel Nierenschaden nach ARDS, 

organspezifische Makrophagen ebenso eine Rolle spielen. 

Zusammenfassend konnten wir in der vorliegenden Arbeit zeigen, dass LM in der 

Resolutionsphase einer Aspirationspneumonitis verminderte antibakterielle 

Eigenschaften aufweisen, und dies zu einer erhöhten Bakterienlast bei Pseudomonas-

Bakteriämie in der Leber führt. 
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3. Zusammenfassung 

Organspezifische Makrophagen sind eng mit ihrem Gewebe verbunden, vollziehen 

homöostatische Funktionen, und fungieren als Wächterzellen, die das 

Entzündungsgeschehen koordinieren oder zumindest beeinflussen. Zudem sind sie in 

der Beseitigung von Mikroben wichtig. Die Entdeckung, dass Makrophagen mittels 

PRRs wie den TLRs konservierte Strukturen von Pathogenen spezifisch erkennen 

können, und die der organspezifischen Ontogenese, haben Makrophagen vermehrt 

ins Rampenlicht der Forschung gerückt. Obwohl die meisten Makrophagen von 

embryonalen Zellen abstammen, stellen sie, bedingt durch organspezifische 

Anforderungen, komplett unterschiedliche Zellen dar. Diesen Erkenntnissen wird 

zunehmend, jedoch noch nicht in ausreichendem Maße, in der Forschung Rechnung 

getragen. Daraus und der Tatsache, dass während Entzündungsvorgängen eine 

Vielzahl von Stimuli (pro- als auch anti-inflammatorische) gleichzeitig vorliegen, ergibt 

sich die Notwendigkeit Makrophagen in ihrem jeweiligen Kontext des Gewebes und 

auch der Entzündung zu studieren. Nur so wird es möglich sein, zielgerichtete 

Therapien für Makrophagen am gewünschten Ort zu entwickeln. So schien vor 10-15 

Jahren eine Immunmodulation von Makrophagen noch in weiter Ferne. Die 

Identifikation von weiteren Subpopulationen wie zum Beispiel synovialer Makrophagen 

[171], oder die Entdeckung, dass ein erhöhter Anteil von aus Monozyten stammenden 

kardialen Makrophagen mit einer schlechteren Prognose in der Herzinsuffizienz 

einhergehen [172], lassen die Hoffnung auf gezielte Therapieansätze wie hier 

beispielhaft bei rheumatoider Arthritis oder Herzinsuffizienz realistisch erscheinen.  

Bakterielle Infektionen entstehen durch pathogene oder opportunistische Keime, wenn 

diese in ausreichender Menge aufgenommen werden, bzw. sich vermehren können. 

Dies kann – beispielhaft in der Lunge - durch hochpathogene Erreger wie zum Beispiel 

bei Inhalation von Yersinia pestis, der die Lungenpest auslöst, oder durch ein hohes 

Inokulum geschehen; aber auch sekundär nach Influenza-Pneumonie, oder nach 

Säureaspiration, wenn die lokale Immunität eingeschränkt ist, und nur eine 

Kolonisation mit dem Erreger ausreichend sein kann. Diese Einschränkung der lokalen 

Immunität auf Zellebene zu verstehen, eröffnet Möglichkeiten der Diagnostik aber auch 

gezielten Therapie, um zum Beispiel schwere Pneumonien oder ein ARDS 

beeinflussen zu können. 
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Während Entzündungen oder Infektionen können Organe fernab des Ursprungsorts 

betroffen sein. Wie die Kommunikation zwischen den Organen vonstatten geht, ist 

weitgehend unbekannt. Da Makrophagen eng mit ihrem „Heimatorgan“ verbunden 

sind, kommen sie als Sender oder auch Empfänger dieser Signale in Betracht. Da 

gezeigt wurde, dass Makrophagen mehrerer Gewebe (in der Leber, Milz, Niere und im 

Peritoneum) in der Kontrolle einer Bakteriämie eine Rolle spielen, ist anzunehmen, 

dass eine Veränderung ihres Aktivitätszustandes während oder auch nach schweren 

Entzündungen, wie zum Beispiel einer Sepsis oder eines ARDS, darüber entscheiden 

kann, ob geringe Mengen von Bakterien im Blut in Schach gehalten werden können, 

oder nicht.  

In der vorliegenden Arbeit untersuchten wir antibakterielle Eigenschaften 

organspezifischer Makrophagen während Homöostase und Entzündungen bzw. 

Infektionen. So wurde gezeigt, dass eine Aspirationspneumonitis die 

Phagozytosefähigkeit von AM vermindert, und dadurch das Entstehen einer 

bakteriellen Superinfektion begünstigt (Kapitel 2.1). Eine, wie hier durch das Peptid 

Bβ15-42, das alleine keinen Einfluss auf AM aufwies, bedingte verminderte Entzündung, 

konnte die antibakteriellen Eigenschaften der AM erhalten. Ursächlich für die 

verminderte Phagozytose könnte also eine Gegenregulation bei starker Entzündung 

sein. Welchen pathophysiologischen Zweck diese Aktivitätsänderung hat, muss erst 

gezeigt werden. Man kann spekulieren, dass dadurch Vorgänge die eine Entzündung 

auflösen im Gegenzug begünstigt werden. Die Aufklärung dieser Gegenmechanismen 

könnte mögliche therapeutische Angriffspunkte liefern.  

Auch abseits der Lunge hat eine Säureaspiration Einfluss auf antibakterielle 

Eigenschaften von Makrophagen: so wiesen LM, aber nicht PM oder Milzmakrophagen 

nach einer Aspiration eine verminderte Fähigkeit auf, Bakterien abzutöten (Kapitel 

2.5). Dies führt während einer Pseudomonas-Bakteriämie zu einer erhöhten 

Bakterienlast in der Leber, während andere Organe (Milz, Lunge, Blut) keine 

signifikanten Unterschiede zeigten. Da die Leber keine Entzündungszeichen aufwies, 

ist von einem direkten Einfluss auf LM auszugehen. Diese Daten zeigen, dass LM 

fernab des initialen Entzündungsgeschehen in ihren antibakteriellen Eigenschaften 

verändert werden, und dadurch die systemische Kontrolle der Pathogene beeinflusst 

wird.  
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Die Kinase PTEN spielt, als Gegenregulator von PI3K, eine wesentliche Rolle in der 

Regulation von Entzündungsvorgängen. In der vorliegenden Arbeit (Kapitel 2.2) wurde 

deren Rolle in AM während einer Pneumokokken-Pneumonie untersucht. PTEN 

Defizienz bewirkte in AM eine Verbesserung der antibakteriellen Eigenschaften 

(Phagozytose, Abtöten). Die Entzündungsantwort auf Pneumokokken war aber sowohl 

in AM, als auch während einer Pneumonie in vivo vermindert. In Summe führte der 

zellspezifische PTEN-knockout in myeloischen Zellen dadurch zu einem verbesserten 

Überleben in einer Pneumonie verursacht durch S. pneumoniae. 

Makrophagen spielen in einer Infektion mit M. tuberculosis eine zentrale Rolle, da sie 

als Niche für die intrazellulären Erreger fungieren, und wichtig in der Kontrolle einer 

Infektion sind. Es zeigte sich, dass die Effluxpumpe BCRP-1 in Lungenmakrophagen 

während einer M. tuberculosis Infektion exprimiert ist, und durch IFN-γ hochreguliert 

wird. Dadurch wird die intrazelluläre Konzentration von INH, und das Abtöten der 

Bakterien vermindert. Ebenso ist PZA ein Substrat von BCRP-1, und Chloroquin, der 

als Inhibitor der Pumpe identifiziert werden konnte, verbesserte das Abtöten der 

Mykobakterien in Makrophagen. In Abwesenheit von Tuberkulostatika hatte eine 

Hemmung von BCRP-1 keinen Einfluss auf das Abtöten der Bakterien, oder die 

Sekretion von Zytokinen. Die vorliegende Arbeit wirft die spannende Frage der Rolle 

von BCRP-1 in Makrophagen in Abwesenheit von antibiotischen Substanzen in 

bakteriellen Infektionen auf, welche bislang völlig unklar ist. 

Während bakteriellen Infektionen werden Sauerstoffradikale gebildet, die eine 

Oxidierung von Phospholipiden in Zellmembranen bedingen. Hier konnte gezeigt 

werden, dass während einer Peritonitis mit E. coli OxPL in Konzentrationen gebildet 

werden, die in PM die Phagozytose von Bakterien inhibieren (Kapitel 2.4). 

Mechanistisch induzierten OxPL eine Aktin-Polymerisation über das AKAP WAVE-1. 

Hemmung der AKAP-Bindung an PKA, oder der Knockout von WAVE-1 reversierten 

diesen Phänotyp nach Zugabe von OxPL in vitro und in vivo. Ohne Zugabe von OxPL 

konnten, trotz der Generierung von oxidierten Lipiden während der Infektion, keine 

signifikanten Effekte in Mäusen mit WAVE-1 defizienten PM festgestellt werden. 

Vielmehr fanden sich natürlich vorkommende Antikörper, die OxPL neutralisierten. 

Somit werden PM durch Antikörper vor negativen Auswirkungen der OxPL bei 

überschießender Entzündung geschützt. 
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Zusammenfassend zeigt die vorliegende Arbeit die Wichtigkeit von Makrophagen in 

der Kontrolle von Bakterien, und unterstreicht die Notwendigkeit ihre Funktion im 

jeweiligen Kontext des Gewebes und der spezifischen Infektion oder Entzündung zu 

studieren. Je detaillierter unser Wissen von organspezifischen Makrophagen in 

Homöostase aber auch während Entzündungen wird, um so eher wird es möglich sein, 

diese Erkenntnisse für die Klinik nutzbar zu machen.  

Organspezifische Makrophagen haben während Entzündungen und Infektionen die 

duale Rolle die Homöostase im jeweiligen Gewebe wiederherzustellen, aber auch 

Bakterien in Schach zu halten. Je nach Bedarf wird sich der Makrophage der jeweiligen 

Situation im entzündeten Gewebe anpassen müssen. Dies kann auf Kosten der jeweils 

anderen Funktion gehen. Die Entschlüsselung der Mechanismen, die diese 

funktionellen Polarisierungen in Makrophagen im jeweiligen Organ oder auch, wie in 

Kapitel 2.5 gezeigt, in anderen Organen verursachen, könnte gezielte Therapien im 

Rahmen von Infektionen oder sterilen Entzündungen ermöglichen.  

So untersucht unsere Forschungsgruppe derzeit, basierend auf den Ergebnissen der 

Arbeit, die in Kapitel 2.1 dargestellt wurde, die Polarisierung, und den Mechanismus 

der eingeschränkten antimikrobiellen Kapazität im Verlauf einer 

Aspirationspneumonitis (s. Abb. 2). Es zeigte sich, dass diese scheinbar nachteilige 

Aktivitätsänderung die Resolution der Entzündung verbessert.  Aktuell untersuchen wir 

die Signalwege, die für diese funktionelle Polarisierung verantwortlich sind.  
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4. Abkürzungsverzeichnis  

AKAP    A-kinase anchoring proteins 

AM    alveoläre Makrophagen 

ARDS    acute respiratory distress syndrome 

BAL    broncho-alveoläre Lavage 

BCRP-1   breast cancer resistance protein-1 

CFU    colony forming unit (Kolonie-bildende Einheiten) 

DAMP    danger-associated molecular pattern 

E. coli    Escherichia coli 

FACS    fluorescence-activated cell sorting (Durchflusszytometrie) 

FITC    Fluorescein 

GM-CSF   granulocyte-macrophage colony-stimulating factor  

HIV    humanes Immundefizienz-Virus 

IL    Interleukin (z.B. IL-6, IL-10 etc.) 

IFN-γ    interferon-γ 

INH    Isoniazid 

KPC    Kupffer-Zellen (Kupffer cells) 

KC    keratinocyte-derived chemokine 

KM    Knochenmark-Makrophagen 

KO    Knockout 

P-gp    P-glycoprotein 

LDL    low-density lipoprotein 

LM    Lebermakrophagen 

LPM    large peritoneal macrophage 

LPS    Lipopolysaccharide 

mROS   mitochondrial reactive oxygen species 

M. tuberculosis  Mycobacterium tuberculosis 

OXPHOS   oxidative Phosphorylierung 

OxPL    oxidierte Phospholipide 

P. aeruginosa  P. aeruginosa 

PI3K    Phosphoinositid-3-Kinase 
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PKA    protein kinase A 

PL    Peritoneale Lavage 

PM    peritoneale Makrophagen 

PRR     Pathogen recognition receptor 

PZA    Pyrazinamid 

PTEN phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome 10 

ROS    reactive oxygen species 

RPM    red pulp macrophages (Makrophagen der roten Pulpa) 

S. pneumoniae  Streptococcus pneumoniae (Pneumokokken) 

S. aureus   Staphylococcus aureus 

SPM    small peritoneal macrophage 

TGF-β    transforming growth factor- β  

TLR    Toll-like Rezeptor 

TNF-α    Tumor-necrosis factor-α 

WT    Wildtyp 
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Bb15–42 Protects against Acid-induced Acute Lung Injury
and Secondary Pseudomonas Pneumonia In Vivo
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Rationale: Acute lung injury (ALI) is a serious condition in critically ill
patients that predisposes to secondary bacterial pneumonia. Vascu-
lar leak is a hallmark in the pathogenesis of ALI. The fibrin-derived
peptide Bb15–42 was shown to preserve endothelial barriers, thereby
reducing vascular leak. The potential therapeutic role of Bb15–42 in
ALI has not been addressed so far.
Objectives: To investigate the therapeutic potential of Bb15–42 in ALI
and secondary pneumonia induced by Pseudomonas aeruginosa.
Methods: The effect of the fibrin-derived peptide Bb15–42 was studied
in models of ALI, induced either by pulmonary administration of LPS
or hydrochloric acid. Lung inflammation was analyzed by quantify-
ing cell influx, cytokine levels, and oxidized lipids. Vascular leak was
determined by Evans Blue extravasations and alveolar protein
content. In subsequent two-hit studies, mice were infected with P.
aeruginosa 24 hours after induction of aspiration pneumonitis and
effects of Bb15–42 on inflammation, bacterial clearance, and survival
were evaluated.
Measurements and Main Results: After LPS or acid inhalation, proin-
flammatory cytokine levels, neutrophil influx, and vascular leak were
found diminished in mice treated with Bb15–42. Acid aspiration
impaired macrophage functions and rendered mice more suscepti-
ble to subsequent P. aeruginosa infection, whereas mice that re-
ceived Bb15–42 during acid aspiration and were subsequently chal-
lenged with bacteria displayed reduced inflammation, enhanced
bacterial clearance, and ultimately improved survival.
Conclusions: The fibrin-derived peptide Bb15–42 exerted protective
effects during ALI, resulting in diminished lung injury and preserved
antibacterial properties of macrophages, which improved outcome
during subsequent P. aeruginosa pneumonia.

Keywords: acute lung injury; inflammation; pneumonia; Pseudomonas

aeruginosa

Acute lung injury (ALI) is a serious condition defined as rapid-
onset bilateral pulmonary infiltrates and hypoxemia of non-
cardiac origin (1, 2). Acute respiratory distress syndrome is the
most severe form of ALI. With a reported incidence of 79 per

100,000 and an in-hospital mortality of 40%, ALI represents
a serious problem among intensive care unit (ICU) patients (3).
ALI can develop as a result of direct injury to the lungs, such
as during pneumonia, or aspiration of gastric contents, or
occur in the course of systemic inflammation, such as during
sepsis or after trauma (4). Despite these different etiologies,
the pathological features observed in ALI share common
findings like protein-rich edema and accumulation of neutro-
phils (4, 5).

To investigate the molecular mechanisms leading to ALI,
a number of animal models have been established. Among
them, LPS- and hydrochloric acid (HCl)-induced ALI are
known to yield very reproducible results and are characterized
by a rapid influx of polymorphonuclear leukocytes (PMNs) and
release of proinflammatory cytokines. Although both models
ultimately lead to the disruption of endothelial barriers, LPS
seems to primarily target the endothelium, whereas HCl has
been reported to initially damage epithelial cells (6). Acid
aspiration is a widely used model of ALI in mice, as it ideally
imitates the pathophysiologic events observed in humans (7–9)
by mimicking the clinically relevant event of aspiration of
gastric contents in patients with reduced consciousness, referred
to as aspiration pneumonitis (10).

Secondary bacterial infection is a frequent and dreaded
complication in critically ill patients suffering from ALI (10).
Pseudomonas aeruginosa is one of the most common pathogens
causing nosocomial pneumonia, particularly in ICUs, where
intubation favors its colonization, and antibiotic therapy selects
multiresistant strains (11). Experimentally it was shown that
preceding acid aspiration primes for an exaggerated, and
thereby harmful, inflammation to subsequent administration of
LPS (12) or bacteria (13). In both reports, administration of LPS
or bacteria after instillation of acid led to a dramatic increase in
proinflammatory cytokines, such as IL-6, IL-1b, keratinocyte-

AT A GLANCE COMMENTARY

Scientific Knowledge on the Subject

Vascular leak and neutrophil migration are hallmarks of
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derived chemokine (KC), or macrophage-inflammatory protein
(MIP)-2 (13). van Westerloo and colleagues nicely demon-
strated that clearance of Klebsiella pneumoniae was greatly
impaired in mice suffering from preceding acid aspiration (13).
In addition, others reported that acid aspiration enhanced
bacterial adherence (14) and that gastric acid and particulate
aspiration impaired pulmonary bacterial clearance (15). Hence,
although ALI itself is considered a life-threatening condition, it
furthermore predisposes to nosocomial pneumonia, thus under-
lining the urgent need for better treatment of ALI.

In 2005 a naturally occurring peptide derived from the
N-terminus of the b-chain of fibrin, Bb15–42, was shown to protect
from myocardial reperfusion injury in rats due to its capacity to
prevent leukocyte migration (16). In a subsequently installed
multicenter phase IIa clinical trial, these findings could be
confirmed in patients suffering from acute myocardial infarction
(17). Bb15–42 significantly reduced the size of necrotic zones in
patients with acute myocardial infarction undergoing primary
percutaneous coronary intervention (17). In another series of
experiments, Bb15–42 was shown to be vasculoprotective in
models of vascular leak, such as Dengue hemorrhagic shock or
LPS shock (18). It improved survival and reduced vascular leak
in a Fyn-dependent manner (18). The antiinflammatory and
vasculoprotective features of the peptide prompted us to test
its therapeutic potential in the lung.

Although our understanding of pathophysiological mecha-
nisms underlying ALI has improved substantially over the last
years, therapeutic advances are missing and treatment recom-
mendations are limited to protective ventilation and supportive
care (19). The high lethality and great clinical importance of
ALI prompted us to explore the therapeutic potential of Bb15–42

during ALI and secondary bacterial pneumonia.

METHODS

Animals

Pathogen-free 9- to 11-week-old male C57BL/6 mice were purchased
from Charles River (Sulzfeld, Germany). All experiments were ap-
proved by the local Ethics Committee of the Medical University
Vienna and the Ministry of Sciences.

Induction of ALI and Pneumonia

ALI and pneumonia were induced as described previously (20). Briefly,
mice were short-term anesthetized by inhalation of isoflurane (Abbott
Laboratories, Vienna, Austria), and 50 ml of LPS (Escherichia coli
O55:B5, 100 ng; Sigma, St. Louis, MO) or P. aeruginosa (PA103) at
indicated amounts was instilled intranasally. For the induction of acid-
induced lung injury mice were anesthetized using ketamine and xylazine
and 50 ml of 0.1 N endotoxin-free HCl (Sigma) was injected intra-
tracheally. For more detailed information see the online supplement.

Peptide Preparation and Administration

Bb15–42-NH2
(GHRPLDKKREEAPSLRPAPPPISGGGYR-NH2) was

used as a proteolytically stable analog of Bb15–42; random peptide or
saline was used as control. Peptides were produced by solid-phase
peptide synthesis and purified with reverse-phase high-performance
liquid chromatography using nucleosil 100-10C18 columns (Lonza,
Brussels, Belgium, and piChem Forschungs- und Entwicklungs-GmbH,
Graz, Austria) (16). Mice were treated with 4.8 mg/kg intraperitoneally
at t 5 0 and t 5 11 hour after LPS or acid challenge, respectively. In
all experiments lasting longer than 24 hours mice received a third dose
at t 5 16 hours.

Lung Sampling and Quantification of Colony-forming Units

Whole lungs were harvested and processed as described (21, 22);
determination of lung cfu is described in the online supplement.

Determination of Vascular Permeability, Edema,

and Histology

Vascular leak was determined using Evans Blue extravasations as
described (23). Edema was quantified by determining total protein
concentration in bronchoalveolar lavage fluid (BALF) using a protein
assay kit (Pierce, Rockford, IL). For lung histology the left lobe was
removed and processed as described earlier (21) and paraffin sections
were stained with hematoxylin and eosin. The degree of inflammation
was scored based on the size of the infiltrate, presence of edema,
bronchitis, thrombi, endotheliitis, pleuritis, and perivascular infiltrates
by a pathologist blinded for groups. Immunohistochemical staining of
interleukin-1 receptor associated kinase (IRAK)-M was done as
described (24). Further details are outlined in the online supplement.

BAL and Differential Cell Count

BAL was performed as described previously (21). Cells were enumer-
ated using a hemocytometer and differential cell counts were per-
formed on cytospin preparations stained with Giemsa. The BALF was
stored at 2708C for determination of cytokines, protein content, and
oxidized lipids.

Protein, Oxidized Phospholipids, and

Myeloperoxidase Assays

Tumor necrosis factor (TNF)-a, IL-1b, IL-6, IL-10, KC, MIP-2, and
myeloperoxidase (MPO) were quantified in BALF and lung homoge-
nates using specific ELISAs (R&D Systems, Minneapolis, MN and
HyCult, Uden, the Netherlands) according to the manufacturers’
instructions. Oxidized lipids were measured as described (25). More
detailed information is provided in the online supplement.

Phagocytosis Assay

Phagocytosis of heat-killed P. aeruginosa (PA103) was assessed in
essence as described (26), and is further outlined in the online
supplement.

Evaluation of mRNA Levels in Whole Lung Preparations

Semiquantitative mRNA analysis for IRAK-M transcripts in whole
lung preparations was done as described (24) and is further outlined in
the online supplement.

Statistics

Values are expressed as mean 6 SEM. Data between two groups were
analyzed using unpaired Student t test; for more than two groups one-
way analysis of variance followed by Tukey multiple comparison test
was used. Differences in cfu counts (nonparametric) were calculated
using Mann-Whitney test (two groups) or Kruskal-Wallis test followed
by Dunn multiple comparison test (more than two groups). Survival
data were analyzed by Kaplan-Meier followed by log-rank test. Criteria
for significance for all experiments were P less than 0.05.

RESULTS

Bb15–42-NH2
Exerts Antiinflammatory Properties within

the Lungs

We first analyzed the effects of Bb15–42-NH2
during acute

pulmonary inflammation and challenged mice with 100 ng
LPS intranasally and administered 4.8 mg/kg of the peptide
intraperitoneally immediately after LPS challenge and 1 hour
later. Control animals received saline or control peptides,
respectively. After 6 hours we enumerated cells in BALF where
we found significantly reduced numbers of neutrophils in mice
treated with the peptide (Figure 1A). In line with the decreased
influx of PMNs we observed significantly reduced levels of
proinflammatory cytokines and chemokines in BALF (Figure
1B) and lungs (Figure 1C) from Bb15–42-NH2

-treated mice.
Although TNF-a levels were significantly diminished in the
bronchoalveolar compartment, IL-10 concentrations were ele-
vated in lungs of Bb15–42-NH2

-treated animals (Figure 1C).
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Because vascular leak is considered a hallmark of ALI, we also
measured total protein contents in BALF of LPS-challenged
mice and detected lower protein amounts in Bb15–42-NH2

-treated
animals (Figure 1D). Finally, we were able to confirm that
Bb15–42-NH2

treatment reduced vascular leak within the pulmo-
nary compartment by illustrating diminished Evans Blue ex-
travasations during LPS-induced ALI (Figure 1E). Hence, these
data demonstrate that Bb15–42-NH2

exerts potent antiinflamma-
tory effects within the respiratory tract and attenuates vascular
leak during ALI in vivo.

Bb15–42-NH2
Dampens Acid-induced Lung Inflammation

Having established that Bb15–42-NH2
reduces inflammation and

improves vascular barrier function during LPS pneumonitis
in vivo, we next aimed for a model in which these findings
could be used for therapeutic purposes and decided to extend
our studies to acid-induced ALI, which more closely reflects the
situation seen in ICU patients. For this purpose we adminis-
tered 50 ml of endotoxin-free 0.1 N HCl intratracheally, treated
mice with Bb15–42-NH2

or saline as described above, and
evaluated mice every 2 hours up to 8 hours. As depicted in
Figures 2A–2D, Bb15–42-NH2

treatment resulted in a diminished
PMN influx to the bronchoalveolar compartment, reduced
levels of proinflammatory cytokines, and decreased total pro-
tein concentration in BALF. To investigate the inflammatory
response and impact of Bb15–42-NH2

in more detail we then
focused on 6 hours after instillation of acid and revealed that
treatment with the peptide markedly contained the increase of
leukocytes (Figure 2E). A similar pattern was observed for
levels of the proinflammatory cytokines in BALF and lung
tissue (Figures 2F and 2G). In line with a previous report, which
delineated IL-6 as a crucial mediator of acid-induced lung
inflammation (25), we found IL-6 highly elevated on acid

aspiration, whereas Bb15–42-NH2
treatment resulted in dimin-

ished IL-6 levels (Figures 2F and 2G). IL-1b was significantly
reduced in lungs of mice that received Bb15–42-NH2

(Figure 2G),
which is noteworthy as an earlier report discovered that IL-1R
gene deficient mice exhibited an improved bacterial clear-
ance during P. aeruginosa pneumonia (27). Similar to what we
observed during LPS pneumonitis, Bb15–42-NH2

treatment led to
enhanced levels of the antiinflammatory cytokine IL-10; signif-
icantly higher IL-10 concentrations were discovered in BALF
from the treatment group, and IL-10 levels obtained from lung
homogenates were modestly elevated, although differences
did not reach significance (P 5 0.055) (Figures 2F and 2G).
Furthermore, the inhibitory effects of Bb15–42-NH2

on vascular
leak during acid aspiration were confirmed by showing reduced
total protein concentrations in BALF and diminished Evans
Blue extravasations (Figures 2H and 2I). Because acid aspira-
tion–associated generation of reactive oxygen species and sub-
sequent oxidation of pulmonary phospholipids were shown
recently to perpetuate ALI in vivo (25), we measured BALF
levels of oxidized phospholipids using the well-described anti-
body E06 (28). In accordance with diminished pulmonary
inflammation, we observed a tendency toward reduced levels
of oxidative epitopes in Bb15–42-NH2

-treated animals (Figure 2J),
although differences did not reach significance (P 5 0.07).
Together, Bb15–42-NH2

was able to attenuate lung injury after
acid aspiration in vivo.

Preceding Acid Aspiration Impairs Bacterial Clearance during

P. aeruginosa Pneumonia

Arguing that preexisting acid-induced lung damage predisposes
patients for subsequent bacterial pneumonia, we hypothesized
that attenuation of acid-induced lung injury might improve
outcome during secondary bacterial respiratory tract infection.

Figure 1. Bb15–42-NH2
exerts antiinflam-

matory properties in the lung. Mice re-

ceived 100 ng LPS intranasally and
Bb15–42-NH2

or carrier (NaCl), respec-

tively, intraperitoneally at t 5 0 and

t 5 11 hour. After 6 hours (A) poly-

morphonuclear leukocyte influx was as-
sessed by cytospin preparations of

bronchoalveolar lavage fluid (BALF), (B)

cytokines were measured in BALF and (C )
lung homogenates, and (D) total protein

content in the BALF. (E) For measure-

ment of Evans Blue extravasations mice

received 10 mg LPS intranasally and
Bb15–42-NH2

or NaCl treatment, respec-

tively, as described above. (A–D) n 5 6

mice/group, (E) n 5 4 mice/group. De-

picted are representative data out of
three independent experiments. Data

are mean 6 SEM; *P , 0.05, **P , 0.01.
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To test this concept we first attempted to establish that acid
aspiration would alter the course of secondary pneumonia
induced by P. aeruginosa, the most frequently isolated pathogen
in hospital-acquired pneumonia (29). For this purpose we
induced acid aspiration or administered saline, respectively,
and infected all mice intranasally with P. aeruginosa after
24 hours. This specific infection time point was chosen after
we had determined that acid-induced lung inflammation grad-
ually resolved by 24 hours. Mice were then killed 16 hours after
secondary intranasal infection with P. aeruginosa and the

inflammatory response and bacterial clearance were evaluated.
As anticipated, preceding acid aspiration was associated with
highly elevated lung levels of proinflammatory cytokines, such
as KC, IL-6, IL-1b, or TNF-a, compared with control animals
(Figure 3A). Neutrophil influx, which was assessed by measur-
ing lung MPO concentrations, was significantly higher in mice
that underwent acid aspiration before pneumonia as compared
with saline-treated mice (Figure 3B). Furthermore, despite this
exaggerated inflammatory response, bacterial clearance was
greatly impaired, leading to almost 1000-fold increased bacterial

Figure 2. Bb15–42-NH2
dampens acid-

induced lung inflammation endo-
toxin-free 0.1 N HCl (50 ml) was

instilled intratracheally in mice fol-

lowed by intraperitoneal injection of
Bb15–42-NH2

or carrier (NaCl) at t 5

0 and t 5 11 hour. Time-course

analysis for (A) polymorphonuclear

leukocyte (PMN) influx, (B) IL-1b,
(C) IL-6 levels, and (D) total protein

concentration in bronchoalveolar la-

vage fluid (BALF) are depicted. (E )

After 6 hours PMN influx in BALF
was assessed on cytospin prepara-

tions, cytokines and chemokines were

measured in (F) BALF and (G) lung

homogenates. (H) Total protein con-
tent was measured in BALF. (I) Evans

Blue extravasations were quantified in

lung homogenates and (J) oxidation
epitopes (E06) in BALF. (A–I) n 5 6

to 8 mice/group; ( J ) pooled data of

two experiments (n 5 11–13 mice/

group). Data shown are one out of
two independent experiments and

depicted as mean 6 SEM; *P ,

0.05, **P , 0.01.

Figure 3. Acid aspiration impairs host
response to Pseudomonas aeruginosa

pneumonia. Mice received 50 ml of

0.1N HCl (HCl group, open bars) or

sterile NaCl (sham group, shaded bars)
and 24 hours later 1 3 104 cfu P.

aeruginosa intranasally. (A, B) Mice were

killed 16 hours after bacterial infection
and lung cytokines, chemokines, and

myeloperoxidase were evaluated. (C) Se-

rial dilutions of lung homogenates were

plated on blood agar plates to determine
bacterial cfu. Data are from n 5 8 mice/

group and represent mean 6 SEM. *P ,

0.05.
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counts in lungs from mice of the acid-aspiration group, as
compared with control animals (Figure 3C). Therefore, pre-
ceding acid aspiration impairs host defense mechanisms against
secondary P. aeruginosa infection.

Bb15–42-NH2
Diminishes the Unfavorable, Exaggerated

Immune Response to P. aeruginosa after Acid Aspiration

We next tested our hypothesis that Bb15–42-NH2
treatment would

reduce acid-induced lung injury and thus attenuate detrimental

effects on the host response to subsequent bacterial pneumonia.
For this purpose we repeated previously described experiments,
challenged mice with HCl or saline (sham group), respectively,
and treated one group of mice that received HCl intratracheally
with Bb15–42-NH2

intraperitoneally at t 5 0 hours, 11 hour, and
16 hours after intratracheal acid administration. Twenty four
hours later we ensured gradual resolution of acid-induced lung
inflammation and observed that inflammatory markers did not
differ between the sham group and HCl-mice that received
Bb15–42-NH2

(Table 1).
Next we aimed to evaluate the effects of these differences on

a second-hit pneumonia with P. aeruginosa. We therefore
inoculated mice intranasally 24 hours after acid aspiration or
sham surgery, respectively, with P. aeruginosa and evaluated
the host inflammatory response 16 hours thereafter (i.e., 24 h
acid aspiration 1 16 h infection). On analysis of pulmonary
cytokine and chemokine levels, we discovered that Bb15–42-NH2

treatment of mice that received HCl resulted in almost identical
lung concentrations of MPO, KC, IL-6, TNF-a, and IL-1b as
those found in mice that received saline instead of HCl (Figures
4A–4C). Although acid aspiration followed by P. aeruginosa
infection led to an enhanced inflammatory response, sham-
treated mice (i.e., NaCl instead of HCl) and Bb15–42-NH2

-treated
mice (i.e., HCl and Bb15–42-NH2

) displayed significantly re-
duced concentrations of proinflammatory mediators and MPO

TABLE 1. PULMONARY INFLAMMATION MARKERS 24 HOURS
AFTER ACID ASPIRATION

Lung Sham HCl HCl-Bb15-–42-NH2

MPO mg/ml 1.2 6 0.08 1.5 6 0.02* 1.1 6 0.01

IL-6 ng/ml 0.28 6 0.02 0.53 6 0.13 0.31 6 0.03

KC ng/ml 1.64 6 0.06 2.7 6 0.12* 1.24 6 0.02

TNF ng/ml 0.23 6 0.01 0.23 6 0.02 0.21 6 0.03

E06 RLU/100 ms 6108 6 2085 15947 6 4190 5453 6 887

Definition of abbreviations: E06 5 oxidation epitopes; KC 5 keratinocyte-

derived chemokine; MPO 5 myeloperoxidase; TNF 5 tumor necrosis factor.

Mice underwent NaCl (sham) or acid aspiration (HCl) with subsequent

Bb15–42-NH2
treatment (HCl-Bb15–42-NH2

). Pulmonary inflammation markers were

evaluated after 24 hours. Shown are mean 6 SEM of n 5 3 mice/group.

* P , 0.05 versus sham and HCl-Bb15–42-NH2
group.

Figure 4. Bb15–42-NH2

treatment of aspira-

tion-induced acute lung
injury dampens in-

flammation during sec-

ondary Pseudomonas

aeruginosa pneumonia.
Endotoxin-free 0.1 N

HCl (50 ml) was instilled

intratracheally in mice
followed by intraperi-

toneal injection of

Bb15–42-NH2
(HCl-Bb15–

42-NH2
) (solid bars) or

sterile NaCl (HCl) (open

bars) at t 5 0, t 5 11

hour, and t 5 16

hours. Sham-treated
(shaded bars) animals

received sterile NaCl

intratracheally and in-

traperitoneally (sham
group). After 24 hours

all three groups were

infected with 1 3 104

cfu P. aeruginosa intra-

nasally. (A–D) Sixteen

hours after infection

mice were killed and
myeloperoxidase, cyto-

kines, and chemokines

in lung homogenates

were evaluated. (E)
Lung cfu were deter-

mined on blood agar

plates. Depicted is one
out of three indepen-

dent experiments of

n 5 6 to 9 mice/group. In (F) mice were treated as described above with the exception that Bb15–42-NH2
treatment was started at t 5 0 hours, t 5

11 hour, or t 5 12 hours after acid aspiration (solid bars). Control mice (open bars) did not receive any Bb15–42-NH2
. All mice were infected with

P. aeruginosa 24 hours after acid aspiration. (A–F) Data are mean 6 SEM; *P , 0.05, **P , 0.01.
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levels. In parallel, the antiinflammatory cytokine IL-10 showed
the opposite feature, with lowest levels found in mice
that underwent acid aspiration before infection (Figure 4D).
When enumerating lung cfu we observed striking differences:
Bb15–42-NH2

-treated mice that underwent acid aspiration showed
an identical bacterial load as sham-treated control animals
(NaCl aspiration), whereas in mice that underwent acid aspira-
tion followed by bacterial infection approximately 4-log higher
numbers of bacteria were recovered from lungs (Figure 4E).
Likewise, systemic bacterial dissemination was found reduced
in Bb15–42-NH2

-treated mice. Although 33% of blood cultures
were positive in acid-aspiration mice, only 8% and 13% of
control or Bb15–42-NH2

treated mice, respectively, displayed
systemic bacterial spread. To finally test if administration of
Bb15–42-NH2

after onset of lung injury still exerts therapeutic
effects, we repeated the second-hit study and started peptide
treatment at t 5 0 hours, t 5 11 hour, or t 5 12 hours after
acid aspiration. Identical to earlier experiments, all mice re-
ceived additional doses of Bb15–42-NH2

1 hour and 6 hours after
the first application and P. aeruginosa was administered 24 hours
after acid aspiration. As depicted in Figure 4F, Bb15–42-NH2

treatment 1 hour after the initial injury still exerted benefi-
cial effects and resulted in significantly improved bacterial
clearance.

In line with enhanced bacterial outgrowth and proinflam-
matory cytokine levels, mice of the acid aspiration and in-
fection group exhibited significantly more pronounced signs of
lung inflammation and injury as assessed by histopathological
scoring of lung slides (Figure 5). Lungs from both control and

Bb15–42-NH2
-treated mice showed only residual signs of in-

flammation. Therefore, improvement of lung barrier function
during acid aspiration attenuated detrimental effects of sub-
sequent P. aeruginosa challenge in vivo.

Bb15–42-NH2
Treatment Reduces Mortality Due to Secondary

P. aeruginosa Pneumonia

To ultimately verify the potential therapeutic benefit of
Bb15–42-NH2

treatment during acid-induced ALI followed by
bacterial infection, we induced acid or NaCl aspiration in
mice, treated one HCl group with Bb15–42-NH2

, followed by
P. aeruginosa infection, and monitored survival over 4 days.
To exclude any potential effect of Bb15–42-NH2

on the course of
bacterial infection itself, we included a second sham group that
received Bb15–42-NH2

together with NaCl aspiration (sham-
treated Bb15–42-NH2

). Survival data clearly demonstrated the
impact of preceding acid aspiration on secondary pneumonia,
as well as the therapeutic role of Bb15–42-NH2

herein. Although
all mice undergoing acid aspiration succumbed to bacterial
infection within 44 hours, 50% of control animals (i.e., NaCl
aspiration) and 40% of Bb15–42-NH2

-treated acid aspiration
mice survived secondary P. aeruginosa pneumonia (both
control groups and HCl-Bb15–42-NH2

mice P , 0.05 vs. HCl)
(Figure 6). Bb15–42-NH2

administration to sham-treated mice
had no effect on the course of bacterial infection. Hence,
Bb15–42-NH2

treatment clearly improved the acid aspiration–
induced impairment in host defense mechanisms and de-
creased death from secondary bacterial pneumonia.

Figure 5. Less severe pulmonary infiltrates in Bb15–42-NH2
-

treated mice. Endotoxin-free 0.1 N HCl (50 ml) was instilled

intratracheally in mice followed by intraperitoneal injection of
(C ) Bb15–42-NH2

(HCl-Bb15–42-NH2
) or (B) sterile NaCl (HCl) at

t 5 0, t 5 11 hour, and t 5 16 hours. (A) Control groups

received sterile NaCl intratracheally and intraperitoneally.

After 24 hours all three groups were infected with 1 3 104

cfu Pseudomonas aeruginosa intranasally. Lung sections

stained with hematoxylin and eosin were scored as described

in the METHODS section by a pathologist blinded for groups

and are expressed as inflammation score. Representative
slides are shown; magnification 320. Depicted is one out of

three independent experiments of n 5 6 to 9 mice/group;

data are mean 6 SEM; *P , 0.05, **P , 0.01.
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Preceding Acid Aspiration Impairs Antibacterial Properties

of Alveolar Macrophages

In our efforts to understand how Bb15–42-NH2
treatment im-

proved bacterial clearance during secondary pneumonia despite
decreased inflammation, we hypothesized that prevention of
ALI might preserve antibacterial properties of phagocytes at
the onset of infection. To test this idea we first investigated if
acid aspiration per se impaired the phagocytic properties of
macrophages and repeated acid aspiration studies to isolate
primary alveolar macrophages 24 hours after mice received HCl
alone or in combination with Bb15–42-NH2

(i.e., at the time when
we challenged mice with P. aeruginosa in earlier experiments).
Isolated primary alveolar macrophages were then studied for
their ability to phagocytose P. aeruginosa ex vivo. As shown in
Figure 7A, preceding acid aspiration significantly impaired
phagocytosis of bacteria by alveolar macrophages (P , 0.001
vs. sham-treated mice), whereas treatment with Bb15–42-NH2

completely prevented this effect (P , 0.001 vs. HCl group).
Hence, preceding acid aspiration itself led to impaired antimi-
crobial properties of alveolar macrophages and attenuation of
pulmonary inflammation (as seen in Bb15–42-NH2

-treated animals)
restored the phagocytic functions of alveolar macrophages. To
understand how preceding lung injury interfered with bacteri-
cidal properties of phagocytes, we hypothesized that expression
of negative regulators, which are required for resolution of
inflammation, might concurrently affect the antimicrobial func-
tions of macrophages. We therefore quantified expression lev-
els of IRAK-M in lung homogenates 24 hours after induction
of acid aspiration and indeed found significantly enhanced
IRAK-M transcript levels in lungs from mice that received
HCl, as compared with sham-treated or HCl-Bb15–42-NH2

ani-
mals (Figure 7B). In addition, immunohistochemical studies on
primary alveolar macrophages disclosed strongest IRAK-M
protein expression in cells from HCl-treated mice as compared
with HCl-Bb15–42-NH2

animals (Figure 7C). Together, we dem-

onstrated that preceding lung injury increased expression of
negative regulators, such as IRAK-M, which was associated
with impaired bactericidal properties of alveolar macrophages
at the onset of bacterial infection (i.e., 24 h after HCl admin-
istration) and might thus explain worsened outcome during
subsequent Pseudomonas pneumonia.

DISCUSSION

Vascular leak, neutrophil influx, and increase in cytokines at the
site of injury are hallmarks of ALI in humans and animals (5, 6,
30). Although important progress has been made in understand-
ing the pathogenesis of ALI over the last years, significant
therapeutic implications are still missing. To fill this gap we
decided to investigate the potential role of a peptide that has been
shown earlier to prevent transmigration of neutrophils and
vascular leak in models of myocardial reperfusion injury. This
peptide is called Bb15–42, consists of 28 amino acids, and is
a natural plasmin digest of fibrin (16). For studies shown here
we have used a proteolytically stable analog, Bb15–42-NH2

. We
studied different models of ALI and show that treatment with
Bb15–42-NH2

diminished lung inflammation in vivo. Furthermore,
we were able to illustrate that acid-induced ALI impaired
antibacterial defense mechanisms and thus primed for an exag-
gerated inflammatory response to secondary bacterial infection
by P. aeruginosa and that treatment with Bb15–42-NH2

could
attenuate the detrimental effects of preceding ALI in vivo. The
net result was improved survival from secondary P. aeruginosa
pneumonia. We suggest that reduced inflammation throughout
the course of acid aspiration in animals treated with the peptide,
and therefore accelerated regeneration from this injurious event
(Table 1) with restored antimicrobial properties (Figure 7A), is
responsible for the improved outcome in the second-hit model.
To our knowledge, this is the first report that explicitly demon-
strates a therapeutic strategy to improve outcome during second-
ary bacterial pneumonia by diminishing ALI in vivo.

Endothelial cells play a central role in the pathogenesis of
ALI (31). The biological properties of Bb15–42 were first de-
scribed in 2005, when antiinflammatory features of the peptide
were identified (16). We have extended these studies and
showed recently that Bb15–42 antagonizes stress-induced RhoA
activation (18), which is an integral regulator of endothelial cell
contraction by regulating levels of myosin light chain phosphor-
ylation (32–34). Cell contraction and breaking of cell–cell
contacts results in gap formation and leak (32, 35, 36). Earlier
studies thoroughly investigated the role of myosin light chain
kinase 210 (MLCK210), which is abundantly present in endo-
thelial cells, during sepsis and LPS-induced ALI. Using
MLCK210 gene-deficient mice or a small-molecule inhibitor
approach, respectively, two reports demonstrated diminished
lung injury in response to sepsis or LPS and mechanical
ventilation in vivo (37, 38). Furthermore, genetic studies
revealed single nucleotide polymorphisms of the MLCK210
gene to confer susceptibility to sepsis- and trauma-associated
ALI in humans (39, 40). These findings are in line with the
proposed mode of action of Bb15–42, namely inhibiting RhoA
activation with subsequently reduced myosin light chain phos-
phorylation (18). The functional importance of this finding was
conclusively confirmed by showing reduced vascular leak in
LPS-challenged mice that have received Bb15–42. We hereby
extended these findings and focused on the potential therapeu-
tic role of Bb15–42 during ALI in vivo. Using two distinct mouse
models of ALI enabled us to show that early treatment with
Bb15–42 efficiently preserved the endothelial barrier and di-
minished pulmonary inflammation after LPS or hydrochloric
acid administration.

Figure 6. Bb15–42-NH2
improves survival during secondary P. aeruginosa

pneumonia. Endotoxin-free 0.1 N HCl (50 ml) was instilled intratra-

cheally in mice followed by intraperitoneal injection of Bb15–42-NH2

(HCl-Bb15–42-NH2
) or sterile NaCl (HCl) at t 5 0, t 5 11 hour, and t 5

16 hours. Control groups received sterile NaCl intratracheally and
intraperitoneally (sham-treated) or NaCl intratracheally and Bb15–42-NH2

intraperitoneally (sham-treated-Bb15–42-NH2
). After 24 hours all four

groups were intranasally infected with 1 3 104 cfu P. aeruginosa.

Survival of n 5 9 to 11 mice/group was monitored over 72 hours.
Control and Bb15–42-NH2

-treated mice displayed an improved survival

compared with the HCl-group (P , 0.05).
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Aspiration of acid represents a clinically relevant and useful
tool to study ALI (6), as aspiration of gastric contents is a major
cause of ALI and is associated with high mortality rates (27, 41).
Adding to the poor prognosis, patients with ALI who require
mechanical ventilation are at increased risk for secondary
bacterial infection (42). The chemical injury by HCl is believed
to directly damage airway epithelia, which in turn triggers an
inflammatory response followed by edema formation and influx
of neutrophils (5, 43–47). Experimentally it has been shown that
prior lung injury caused by acid aspiration or during sepsis
primes for fatal secondary pneumonia (13, 48). van Westerloo
and colleagues observed acid-induced enhanced inflammation
to result in worsened outcome during secondary Klebsiella
pneumonia. In line with these findings, we also observed
a tremendously enhanced inflammatory response and impaired
bacterial clearance in a model of secondary bacterial pneumo-
nia induced by P. aeruginosa after acid aspiration. We moreover
disclosed that acid aspiration resulted in impaired bacterial
clearance, which was associated with enhanced pulmonary
expression of the negative regulator IRAK-M (Figures 7B
and 7C). IRAK-M is an inhibitor of TLR-signaling and is
involved in the resolution of inflammation (49). Deng and
colleagues demonstrated the crucial role of IRAK-M in bacte-
rial clearance of P. aeruginosa earlier using a model of sublethal
cecal ligation puncture followed by secondary bacterial pneu-
monia (48). We hereby confirmed and extended these observa-
tions by demonstrating that Bb15–42-NH2

treatment was able to
reduce lung injury, diminish IRAK-M expression, and thus
restore antimicrobial properties of alveolar macrophages.

Time-course studies revealed the immediate leakage of
proteins into the alveolar compartment and therefore suggest
an early involvement of endothelial cells. In parallel, beneficial

effects of Bb15–42-NH2
were discernable 2 hours after induction

of lung injury and ultimately resulted in less pronounced
inflammation and thus accelerated resolution. It therefore
seems likely that increased IL-10 levels 6 hours after acid
aspiration already reflected the early resolution phase, because
increased phagocytosis by macrophages of spent cells is asso-
ciated with release of IL-10 (50). This concept was further
confirmed by reduced IRAK-M transcript levels in Bb15–42-NH2

-
treated animals after 24 hours. Hence, Bb15–42-NH2

-associated
attenuation of lung injury expedited resolution and recovery.

To our current knowledge, VE-cadherin is the only trans-
membrane ligand of Bb15–42. VE-cadherin is expressed on
endothelial cells and is of integral importance in regulating
endothelial barrier function and inflammation (51). The re-
duced cytokine levels seen after treatment with Bb15–42 could be
a secondary effect of vascular integrity in vivo, as incubation of
Bb15–42 with LPS-stimulated monocytes, alveolar macrophages,
or endothelial cells in vitro did not result in an altered release of
proinflammatory cytokines (data not shown). Moreover, we
could clearly illustrate that Bb15–42 administration to sham-
treated mice did not affect host defense mechanisms against
P. aeruginosa in vivo. Of interest is the observation that even
mice that were treated 1 hour after acid aspiration showed
improved bacterial clearance in a second-hit model (Figure 4F).
Apart from endothelial cells, alveolar epithelial cells importantly
contribute to the integrity of the alveolar barrier and are
crucially involved in formation and clearance of ALI (52).
Although it is tempting to speculate that Bb15–42 also acts on
epithelial cells, we currently have no data that would imply a role
for Bb15–42 in specifically affecting the epithelial barrier function.

In conclusion, we hereby established tissue-protective prop-
erties of Bb15–42 within the pulmonary compartment by in-

Figure 7. Acid-induced inflammation impairs bacterial phagocytosis by alveolar macrophages. Endotoxin-free 0.1 N HCl (50 ml) was instilled

intratracheally in mice followed by intraperitoneal injection of Bb15–42-NH2
(HCl-Bb15–42-NH2

) or sterile NaCl (HCl) at t 5 0, t 5 11 hour, and t 5 16
hours. Control groups received sterile NaCl intratracheally and intraperitoneally (sham-treated). (A) After 24 hours alveolar macrophages were

harvested, and uptake of fluorescein isothiocyanate–labeled P. aeruginosa was assessed by fluorescence-activated cell sorter; (n 5 7 mice/group). (B)

Lungs were harvested after 24 hours to conduct reverse transcriptase–polymerase chain reaction on interleukin-1 receptor associated kinase (IRAK)-

M; (n 5 3 mice/group). (C) Representative slides from immunohistochemical staining of IRAK-M on alveolar macrophages 24 hours after acid
aspiration. Values are expressed as mean 6 SEM; *P , 0.05, ***P , 0.001.
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vestigating two distinct models of ALI. Our data furthermore
indicate that mitigation of ALI can restore antimicrobial
properties of alveolar macrophages and thus improve outcome
during secondary bacterial pneumonia. Together these results
as well as recently published data on the tolerability and efficacy
of Bb15–42 in patients undergoing coronary intervention (17)
suggest that Bb15–42 might be an attractive therapy to abate
harmful consequences of ALI.
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A B S T R A C T

Mycobacterium tuberculosis (MTB) is notorious for persisting within host macrophages. Efflux pumps de-
crease intracellular drug levels, thus fostering persistence of MTB during therapy. Isoniazid (INH) and
pyrazinamide (PZA) are substrates of the efflux pump breast cancer resistance protein-1 (BCRP-1), which
is inhibited by chloroquine (CQ). In this study, BCRP-1 was found to be expressed on macrophages of
human origin and on foamy giant cells at the site of MTB infection. In the current in vitro study, interferon-
gamma (IFNγ) increased the expression of BCRP-1 in macrophages derived from the human monocytic
leukaemia cell line THP-1. Using a BCRP-1-specific fluorescent dye and radioactively labelled INH, it was
demonstrated that efflux from macrophages increased upon activation with IFNγ. CQ was able to inhibit
active efflux and augmented the intracellular concentrations both of INH and the dye. In agreement, CQ
and specific inhibition of BCRP-1 increased the antimycobacterial activity of INH against intracellular MTB.
Although PZA behaved differently, CQ had comparable advantageous effects on the intracellular phar-
macokinetics and activity of PZA. The adjunctive effects of CQ on intracellular killing of MTB were measurable
at concentrations achievable in humans at approved therapeutic doses. Therefore, CQ, a widely used and
worldwide available drug, may potentiate the efficacy of standard MTB therapy against bacteria in the
intracellular compartment.

© 2017 Elsevier B.V. and International Society of Chemotherapy. All rights reserved.

1. Introduction

With an estimated 1.5 million deaths from tuberculosis (TB) in
2013, it remains among the most important causes of death due
to an infectious agent [1]. The duration of standard short-course
treatment for susceptible TB with the combination of four antitu-
berculous drugs, comprising isoniazid (INH), pyrazinamide (PZA),
rifampicin and ethambutol, lasts ≥6 months. Unfortunately, expo-
sure to antibiotics for 6 months results in considerable hurdles,
including significant adverse drug events, poor patient adherence,
high treatment costs and insecure access to drugs with logistic bottle-
necks. In part, these shortcomings of standard TB treatment

contributed to the development of multidrug-resistant TB [2]. There-
fore, shortening TB therapy has become a research priority.
Disappointingly, recent attempts to shorten the duration of treat-
ment were not successful [3,4]. The difficulties encountered include
mycobacterial factors, the host response and pharmacological
compartmentalisation [5–7].

It is well described that Mycobacterium tuberculosis (MTB) sur-
vives intracellularly in macrophages by manipulating their defence
system, thereby contributing to bacterial persistence [8]. Like-
wise, the intracellular localisation increases the complexity of
pharmacodynamics by separating the bacterial population into two
different subpopulations, i.e. extracellular and intracellular MTB [7].
Indeed, there is convincing evidence from animal models and ob-
servations in humans that macrophages provide an intracellular niche
where MTB survives treatment [8–10].

Efflux pumps are localised on the plasma membrane and on
endosomal membranes of macrophages. They are necessary to clear
potentially toxic xenobiotics from the cell [11–13]. In the context
of MTB infection, efflux pumps are thought to reduce the intracel-
lular concentration of antibiotics, thus inadvertently providing an
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environment with reduced drug concentrations where bacteria can
survive during antimicrobial treatment [8,9,14]. To deepen our un-
derstanding of active transport of anti-TB drugs, the interaction of
anti-TB drugs with efflux pumps such as breast cancer resistance
protein-1 (BCRP-1, ABCG2) is interesting. INH and PZA are pre-
dicted to be substrates for BCRP-1 based on their physical and
chemical properties [15] and were proven to be substrates in a
plasma membrane model (Anna Seelig, pers. comm.). Chloroquine
(CQ) is a highly efficient inhibitor of BCRP-1 [16,17].

In this study, the interaction of two first-line anti-TB drugs (INH
and PZA) with their specific efflux pump BCRP-1 was investigated.
In particular, we hypothesised that CQ could increase the intracel-
lular drug concentration and enhance the anti-TB activity of INH
and PZA via inhibition of BCRP-1.

2. Materials and methods

2.1. Cells and flow cytometry

THP-1 cells (human monocytic leukaemia cell line) were cul-
tured and differentiated to macrophages as previously described [18].
Cells were labelled with biotin-conjugated anti-BCRP-1 antibody
(Abcam, Cambridge, UK) or an isotype control antibody provided
by the manufacturer in 1% bovine serum albumin/phosphate-
buffered saline (BSA/PBS) (Sigma-Aldrich, St Louis, MO) for 30 min
at 4 °C. After washing, cells were incubated with streptavidin-
conjugated phycoerythrin (Abcam) at 4 °C. Finally, cells were washed
three times and were analysed with a CyAnTM ADP flow cytometer
(Beckman Coulter, Munich, Germany).

2.2. Tissue samples and immunohistochemistry

Five formalin-fixed paraffin-embedded samples of lymph node
TB were retrieved from the archives of the Department of Pathol-
ogy of University Hospital Heidelberg (Heidelberg, Germany) and
were transferred to the tissue bank of the National Center for Tumor
Diseases (Heidelberg, Germany). Tissue samples were used in ac-
cordance with the regulations of the tissue bank and following
approval of the Ethics Committee of Heidelberg University. Infec-
tion with mycobacteria was confirmed by microscopy (Ziehl–
Neelsen staining) and subsequent PCR restriction enzyme analysis
of the hsp65 gene.

Anti-BRCP-1 (Abcam; clone BXP-21, dilution 1:200) was used for
immunohistochemistry. For the detection of bound primary anti-
body, a DAKO Real Detection Multilink System (Agilent Technologies,
Santa Clara, CA) with goat anti-mouse, anti-rabbit and anti-sheep
antibodies was used. After antigen retrieval (citrate buffer, pH 6 in
a steam pot), sections were blocked for endogenous avidin/biotin
activity (Linaris, Dossenheim, Germany). Subsequently, sections were
incubated for 30 min at room temperature with the primary anti-
body, were washed and were incubated with the respective secondary
antibodies for 20 min at room temperature. Sections were then in-
cubated with horseradish peroxidase for 12 min at room temperature
and were counterstained with haematoxylin. Immunohistochemi-
cal staining was evaluated by a pathologist.

2.3. Dye efflux measurements

Following differentiation, cells were incubated with interferon-
gamma (IFNγ) (BioLegend, San Diego, CA) at a concentration of
50 ng/mL. Subsequently, cells were washed with PBS and were
incubated with 16.5 μM Hoechst 33342 fluorescent dye (Life Tech-
nologies, Carlsbad, CA) for 30 min. After washing in PBS, cells
were re-incubated in dye-free medium for 30 min in the absence
or presence of the BCRP-1 inhibitor YHO-13177 (Calbiochem, San
Diego, CA)) or CQ (Sigma-Aldrich) at 1 μM. After 30 min, supernatants

were removed and the extracellular dye was measured by spectro-
fluorometry (excitation 350 nm/emission 461 nm) using the default
settings of SoftMax® Pro v.5 software (Molecular Devices, Sunny-
vale, CA).

2.4. Accumulation of [14C]-labelled drugs

Changes in intracellular concentrations of INH and PZA in the
presence of different concentrations of BCRP-1 inhibitor or CQ were
determined using [14C]-PZA and [14C]-INH purchased from ANAWA
Trading SA (Zurich, Switzerland) [19]. Differentiated and activated
THP-1 macrophages were incubated for 60 min with [14C]-INH and
unlabelled INH or with [14C]-PZA and unlabelled PZA to achieve the
following final radioactivity concentrations: for INH, 0.01 μCi/mL
and 0.05 μCi/mL with a mass concentration of 1 mg/L; and for PZA,
0.05 μCi/mL with a mass concentration of 30 mg/L.

Following incubation, cells were washed twice with ice-cold NaCl
0.9% and were then re-suspended in liquid scintillation cocktail
(Ultima GoldTM solution; PerkinElmer, Waltham MA). Radioactivi-
ty was measured in a liquid scintillation counter (WALLAC 1410;
PerkinElmer Wallac Inc., Turku, Finland). Experiments were per-
formed in triplicate.

2.5. Bacterial strains and growth conditions

Mycobacterium tuberculosis H37Rv #1424, a derivative of M. tu-
berculosis H37Rv carrying a non-restrictive rpsL mutation (RpsL,
42 Lys→Arg) conferring streptomycin resistance [20], was grown on
Middlebrook 7H10 agar or in Middlebrook 7H9 liquid broth (BD
Difco, Sparks, MD) supplemented with oleic acid–albumin–dextrose–
catalase (OADC) (BD BBL, Sparks, MD). Middlebrook 7H9 liquid broth
was supplemented with Tween 80 (0.05% v/v) to avoid clumping.
For expression of green fluorescent protein (GFP) in M. tuberculo-
sis H37Rv #1424, the vector pOLYG-Pr-GFP was transformed by
electroporation (see Supplementary methods). Transformants were
selected and propagated in the presence of hygromycin B (25 μg/mL)
(Invitrogen, Carlsbad, CA).

2.6. Drug susceptibility testing of Mycobacterium tuberculosis

Two-fold microdilution chequerboard plates were produced with
the robotic platform Freedom EVO 100 (Tecan, Männedorf, Swit-
zerland) in 384-well plates containing 20 μL of the combinations
INH/CQ (concentrations, INH 0.004–1.6 μg/mL; CQ 0.08–40 μg/mL)
and INH/BCRP-1 inhibitor (concentration, BCRP-1 inhibitor
0.008–4 μM) as well as PZA/CQ (concentration, PZA 0.1–480 μg/ml)
and PZA/BCRP-1 inhibitor.

Mycobacterium tuberculosis H37Rv #1424 harbouring the pOLYG-
Pr-GFP vector was grown in a roller bottle at 37 °C. When mid-
exponential phase was reached, the bacterial suspension was diluted
to an optical density at 600 nm of 0.040 ± 0.005 in Middlebrook 7H9
broth. Then, 20 μL of this bacterial suspension was added to the 384-
well microdilution chequerboard plates. Subsequently, GFP intensity
was measured on a Bio-Tek SynergyTM HT microplate reader (Bio-
Tek Instruments, Winooski, VT) with filter sets of 485 ± 20 nm
excitation and 528 ± 20 nm emission to determine the initial fluo-
rescence intensity. After 10 days of incubation at 37 °C, fluorescence
intensity was measured to determine growth.

2.7. Intracellular growth experiments

Differentiated THP-1 macrophages were grown in 24-well plates
(TPP, Trasadingen, Switzerland) at 7 × 105 cells per well and 2 mL
of RPMI 1640 (Gibco, Life Technologies, Paisley, UK) per well supple-
mented with 10% foetal bovine serum (Gibco, Life Technologies).
Bacterial suspensions were prepared using cultures grown to
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mid-exponential phase in Middlebrook 7H9 broth in roller bottles
at 2 rpm [21]. Macrophages were infected at 37 °C in 5% CO2 at a
multiplicity of infection (MOI) of 1 bacterium per cell in triplicate.
At 2 h after infection, extracellular bacteria were removed by washing
each well three times with RPMI [20]. Then, 24 h after infection, mac-
rophages were activated using 5 ng/mL human IFNγ (BioLegend).
The IFNγ concentration was maintained throughout the remain-
ing time of the experiment. Two days after infection, drugs were
added and were also maintained throughout the remaining time
of the experiment. The number of viable intracellular bacteria was
determined at Day 2 (before adding drugs) and at Day 5 (3 days after
adding drugs) by lysing adherent cells with ice-cold water and 0.04%
sodium dodecyl sulphate (SDS) (AppliChem, Darmstadt, Germany).
Lysates were plated in serial dilutions on Middlebrook 7H10 OADC
and the number of CFU was counted after 3 weeks of incubation
at 37 °C.

2.8. Statistical analysis

Data are presented as the mean ± standard error of the mean.
Student’s t-test was used for comparison of two groups. For more
than two groups, Dunnett’s multiple comparisons test was used com-
paring treatment with the control group using GraphPad Prism
(GraphPad Software Inc., La Jolla, CA). P-values of <0.05 were con-
sidered significant.

3. Results

3.1. Expression of BCRP-1 in macrophages during Mycobacterium
tuberculosis infection

BCRP-1 is expressed in a wide variety of tissues and confers re-
sistance to chemotherapy in haematopoietic stem cells [22].
Expression of BCRP-1 in human macrophages [11] and in THP-1
monocytes [23] has also been reported. To further investigate a po-
tential role of BCRP-1 in this context, the human monocytic cell line
THP-1 was used to test expression of BCRP-1. As assessed by flow
cytometry, BCRP-1 was constitutively expressed at the cell surface
of THP-1 macrophages (Fig. 1A) and human macrophages derived
from peripheral monocytes (data not shown). Next, we aimed to
assess whether BCRP-1 is expressed during MTB infection. There-
fore, human lymph nodes with lymphatic MTB infection were stained
using immunohistochemistry. BCRP-1 was abundantly expressed in
foamy giant cells at the site of infection, both on the membrane as
well as in the perinuclear region (Fig. 1B).

3.2. IFNγ increases BCRP-1 expression and activity

Infection with MTB manifests both with local and systemic in-
flammation. Since the pro-inflammatory cytokine IFNγ plays a
prominent role in MTB infection [24,25], we hypothesised that in-
flammation induced by IFNγ might trigger expression of BCRP-1,
potentially influencing intracellular drug levels at the site of infec-
tion. Following stimulation of THP-1 macrophages with IFNγ,
increased BCRP-1 expression over time was observed on the cell
surface (Fig. 2A). Also, enhanced expression of BCRP-1 within the
cell was confirmed by confocal microscopy (Fig. 2B). We next as-
sessed whether this increase translates into enhanced functional
activity of BCRP-1 using the fluorescent dye Hoechst 33342. Hoechst
33342 is a known substrate of BCRP-1 [26]. Incubation of THP-1 mac-
rophages with IFNγ increased extracellular levels of Hoechst 33342
compared with the supernatant of untreated cells (Fig. 2C). Thus,
increased expression of BCRP-1 translated into increased function
of the efflux pump. Previously, it was demonstrated that quinines
in general, and CQ in particular, inhibit the efflux pump BCRP-1 [16].
Both CQ and the BCRP-1 inhibitor YHO-13177 blocked the efflux
of Hoechst 33342-loaded macrophages stimulated with IFNγ (Fig. 2D)
[27]. Interestingly, whilst CQ inhibited efflux in a dose-dependent
manner, the BCRP-1 inhibitor did not, suggesting that BCRP-1 in-
hibition was saturated at 1 μM and remained specific (data not
shown), in line with the published properties of YHO-13177 [28].
Of note, CQ decreases the fluorescence of Hoechst 33342 if incu-
bated simultaneously without any cells (data not shown), thus we
cannot preclude a bias on the fluorescence signal in this experi-
ment. In contrast, YHO-13177 had no interference in the same
settings.

3.3. IFNγ decreases and chloroquine increases intracellular levels of
isoniazid and pyrazinamide in THP-1 macrophages

As a next step, the potential influence of IFNγ on the pharma-
cokinetics of the BCRP-1 substrates INH and PZA was studied. To
assess intracellular drug levels, radioactively labelled INH and PZA
were used [19]. In line with the results obtained with the Hoechst
33342 dye to assess BCRP-1 activity, THP-1 macrophages previ-
ously stimulated with IFNγ had lower intracellular levels of INH
(Fig. 3A). In contrast, levels of PZA remained unaffected (Fig. 3D).
Addition of CQ increased the intracellular concentrations both of
INH and of PZA (Fig. 3B,E).

CQ treatment of IFNγ-stimulated cells resulted in higher intra-
cellular levels of INH and a trend towards higher levels of PZA
compared with unstimulated cells (Supplementary Fig. S1). The

Fig. 1. BCRP-1 is expressed on human macrophages and during Mycobacterium tuberculosis infection. (A) Human THP-1 macrophages were stained with an antibody for
BCRP-1 (control) or isotype as indicated in Section 2.1 and were assessed by flow cytometry. (B) An infected lymph node of a patient with M. tuberculosis infection (myco-
bacteria detectable upon Ziehl–Neelsen staining) was incubated with an anti-BCRP-1 antibody for immunohistochemistry.
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BCRP-1 inhibitor did not significantly increase intracellular INH and
PZA levels (Fig. 3C,F), but a trend towards increased levels of INH
was observed (Fig. 3C).

3.4. Inhibition of BCRP-1 potentiates the antimycobacterial effect
of isoniazid

Next, the potential functional consequence of increased INH levels
was assessed. To exclude possible direct effects of either the BCRP-1
inhibitor or CQ alone or combined with INH and PZA, MTB was
exposed to the compounds or the respective combinations. As de-
picted in Fig. 4A, neither the BCRP-1 inhibitor nor CQ, alone or in
combination with tuberculostatic drugs (Fig. 4B), affected the ex-
tracellular growth of MTB. Next, THP-1 macrophages were infected
with MTB and the number of CFU was determined 5 days after in-
fection. The IFNγ dose was reduced for the in vitro infection study
since it requires a longer incubation compared with the short-
term pharmacokinetic assays. Compared with untreated controls,
INH significantly reduced the number of CFUs. CQ alone reduced
the outgrowth of MTB, whereas BCRP-1 inhibitor alone did not affect
survival of intracellular bacteria (Fig. 5A).

Addition of CQ or BCRP-1 inhibitor to INH resulted in a signif-
icant reduction of viable mycobacteria (Fig. 5B). Thus, reduction of

BCRP-1 activity potentiated the antimycobacterial effect of INH. In-
cubation with PZA resulted in a significant reduction of intracellular
bacteria. CQ also potentiated the effect of PZA. In contrast, the ad-
ditional inhibition of BCRP-1 with the inhibitor YHO-13177 did not
alter intracellular survival of mycobacteria compared with PZA alone
(Fig. 5C).

4. Discussion

In this study, we found that CQ increased both the concentra-
tion and the activity of INH and PZA within macrophages.

Efflux pumps have been investigated with regard to the phar-
macokinetics and pharmacodynamics of antituberculous drugs
within macrophages, with a strong focus on P-glycoprotein (P-gp)
and rifampicin [9]. Also, the induction of efflux pumps by IFNγ
has been demonstrated for P-gp [27]. However, to the best of our
knowledge, BCRP-1 has not yet been described in macrophages or
foamy giant cells in the context of MTB infection. Furthermore,
BCRP-1 expression and function appears to be inducible by IFNγ,
which is significantly increased at the site of MTB infection [24,25].
The role of BCRP-1 in TB is interesting considering the observa-
tion that MTB is able to survive 6 months of daily directly observed
therapy (DOT) in mesenchymal stem cells [10], which were

Fig. 2. Interferon-gamma (IFNγ) stimulation increases BCRP-1 expression and function. (A) THP-1 macrophages were stimulated with IFNγ at 50 ng/mL overnight and were
subsequently stained with anti-BCRP-1 antibodies and analysed by flow cytometry. (B) Cells were either left untreated (left) or were stimulated with IFNγ (50 ng/mL) over-
night (right) and were then fixed, permeabilised and stained with a monoclonal anti-BCRP-1 (green) and DAPI for the nucleus (blue); additionally differential interference
contrast microscopy was used. (C,D) THP-1 macrophages were incubated with 16.5 μM Hoechst 33342 for 30 min. Subsequently, cells were washed and were incubated in
dye-free medium for 30 min in the absence (C) or presence (D) of chloroquine or BCRP-1 inhibitor YHO-13177, after which supernatants were removed and extracellular
dye was measured by spectrofluorometry. Experiments were performed in triplicate; shown is one representative of three independent experiments. (C,D) Data are rep-
resented as the mean ± standard error of the mean. * P < 0.05; ** P < 0.01 versus controls.

58 U. Matt et al. / International Journal of Antimicrobial Agents 50 (2017) 55–62



previously shown to express BCRP-1 [22]. Moreover, we were able
to directly link inflammation and changing intracellular pharma-
cokinetics: the finding that IFNγ stimulation decreased intracellular
levels of INH suggests that the ongoing inflammation at the site of
infection may substantially reduce the potency of INH therapy in
active TB.

Generally, the notion that inflammation may indeed change in-
tracellular pharmacokinetics and affect treatment outcomes of
intracellular pathogens is per se not well described in the litera-
ture and, in our view, is an important observation reaching beyond
the focus of INH and TB.

CQ showed a clear dose dependency, suggesting that it is also
able to block other pumps than BCRP-1. Indeed, CQ has been re-
ported to block different efflux pumps at high concentrations,
including P-gp [16,29]. Furthermore, this finding proposes
that Hoechst 33342 is not entirely specific for BCRP-1. Indeed,
polyspecificity has been discussed previously for different efflux
pumps and dyes, including Hoechst 33342 [30,31]. CQ may inter-
fere with the fluorescence read-out of Hoechst 33342; therefore,
we cannot exclude some interference in this experiment (Fig. 2).
However, a significant increase in radioactively labelled INH and PZA
was detected in the presence of CQ. Since the radioactivity assay
does not suffer from potential interference, our conclusions about
active efflux and intracellular retention remain unchanged. More-
over, when unstimulated macrophages were compared with IFNγ-
treated cells, less Hoechst 33342 was observed in the supernatant
of stimulated cells (Fig. 2C), corroborating the hypothesis of an in-
ducible and active efflux.

The investigations of INH and PZA revealed different pharma-
cokinetics and pharmacodynamics. As predicted from the Hoechst
model, INH efflux was inducible by inflammation. Furthermore, a
clear dose-dependent intracellular increase after treatment with CQ
was detectable. Whilst we were unable to confirm an increase of
INH after specific BCRP-1 blockade at the whole cell level (Fig. 3C),
a clear synergistic effect of specific BCRP-1 blockade with INH on

intracellular MTB growth was detectable (Fig. 5B). The discrepan-
cy between net cellular accumulation within the whole cell despite
inhibition of specific efflux pumps has been described previously
and has been attributed to changes of drug concentrations within
subcellular compartments [32]. The direction of efflux is depen-
dent on the localisation of the pump within the cell. ATP transporters
in the plasma membrane deliver into the extracellular space. In con-
trast, pumps in membranes of intracellular vesicles deliver their
substrate into the lumen of the given vesicle. The same is true for
BCRP-1: BCRP-1 is located on the plasma membrane and pumps
xenobiotics from the intracellular compartment into the extracel-
lular space, whereas pumps located in the membranes of intracellular
compartments pump the substrate into the respective compart-
ment. It has been demonstrated that BCRP-1-containing vesicles co-
localise with lysosomes.

These vesicles then pump xenobiotics accumulating in lyso-
somes into the lumen of these vesicles, thereby detoxifying the
lysosome. Therefore, changes in drug concentration within the cell
may account for the observed adjunctive effects of INH and BCRP-1
blockade [32,33].

In contrast to INH, PZA efflux was not induced by inflamma-
tion, and treatment with CQ did not show a dose dependency in
terms of intracellular retention of PZA (Fig. 3E). Likewise, BCRP-1
blockade using YHO-13177 did not show any effect either on the
retention of radioactive PZA (Fig. 3F) or on intracellular growth
(Fig. 5C). This is an obvious discrepancy with the results from the
membrane model, which suggest that PZA is a substrate of BCRP-
1. With the data at hand we do not have an explanation for this
observation. However, it is tempting to speculate that upon inhi-
bition of BCRP-1, other efflux pumps ‘take over’ and transport the
xenobiotic out of the cell. As mentioned above, both pumps and in-
hibitors are known to be polyspecific and most efflux pumps have
a variety of substrates at different concentrations [30,31]. We there-
fore hypothesise that PZA is subject to efflux by a pump that is not
clearly inducible by IFNγ (Supplementary Fig. S1) and impaired by

Fig. 3. Effect of chloroquine (CQ) and BCRP-1 inhibitor YHO-13177 on intracellular levels of isoniazid (INH) and pyrazinamide (PZA). THP-1 macrophages were stimulated
with interferon-gamma (IFNγ) at 50 ng/mL overnight. Subsequently, radioactively labelled drugs with [14C] INH and unlabelled INH or [14C]-PZA and unlabelled PZA were
added for 30 min, were washed off and intracellular radioactivity was assessed by liquid scintillation. For INH, concentrations of (A) 0.05 μCi/mL or (B,C) 0.01 μCi/mL were
used; for PZA, 0.05 μCi/mL was used. In (A) and (D), IFNγ at 50 ng/mL intracellular drug levels of stimulated macrophages versus a control (=unstimulated macrophages)
are shown. For the other experiments, cells were washed after incubation with radioactively labelled drugs and were subsequently incubated with either chloroquine at
the concentrations indicated (B,E) or with BCRP-1 inhibitor at 1 μM (C,F) for another 30 min before intracellular radioactivity was assessed. Percent is relative to the un-
treated control. Shown is one of three representative experiments, except for (C) and (F) where data from two experiments were pooled. Data are presented as the mean
percentage ± standard error of the mean with respect to the control. * P < 0.05; ** P < 0.01 versus controls.
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CQ at lower concentrations than the efflux pump(s) for INH. The
actual mechanism notwithstanding, CQ was able to double the in-
tracellular concentration of PZA and increase anti-MTB activity of
PZA significantly.

The synergistic activity of CQ and PZA is somewhat counterintuitive,
since PZA requires a low pH to be active [34]. Conversely, CQ in-
creases the pH in the phagolysosome. Indeed, Crowle and May noted
this contradiction already 20 years ago [35]. However, CQ doubled
the concentration of intracellular PZA, which may well override the
pH dependency of the drug. The fact that CQ per se is active against
intracellular living MTB has been described previously and has
been attributed to different mechanisms, such as iron depletion

and inhibition of phagosome–lysosome fusion [35–38]. We hereby
demonstrate that CQ has an additional effect when administered
with INH and PZA, i.e. a significant elevation of intracellular drug
levels.

In conclusion, we uncovered a relevant role for BCRP-1 in the
pharmacokinetics and pharmacodynamics of macrophages on a cel-
lular level, which may play a role during active TB. Furthermore,
the intracellular activity of INH and PZA can significantly be in-
creased if active efflux is inhibited, which is, at least for INH, in part
due to BCRP-1. Importantly, these results show that CQ, a cheap and
very well known drug with few side effects, has synergistic effects
for treatment of the intracellular compartment population of MTB

Fig. 4. Drug susceptibility testing of Mycobacterium tuberculosis. Dose–response curves of (A) the four single drugs and (B) chequerboard microdilutions of the two drugs
isoniazid (INH) and pyrazinamide (PZA) in combination with chloroquine and BCRP-1 inhibitor, respectively. Plotted is the concentration versus the fluorescence intensity
(correlated with growth). The arrow at the y-axis in (B) indicates the mean of the solvent control. Shown is one of three representative experiments as the mean ± standard
error of the mean.
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mediated via efflux inhibition. The effects in terms of synergistic
killing are observable at concentrations easily achievable in humans
(10–200 μg/L) [39]. Thus, we suggest that CQ should be tested in a
clinical setting for the adjuvant treatment of MTB infection to po-
tentially increase the activity of standard TB therapy against the
intracellular compartment population of MTB. CQ might also be able
to shorten the treatment of latent TB infection with INH increas-
ing the antimycobacterial action of INH owing to improving killing
of intracellular MTB. This includes mesenchymal and hematopoi-
etic stem cells, which have been recently discovered to serve as a
compartment for latent TB [40].
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CORRESPONDENCE

Acid Aspiration Impairs Antibacterial Properties of
Liver Macrophages

To the Editor:

Lung injury and its more severe form, acute respiratory distress
syndrome, can be caused by direct (i.e., pneumonia and acid
aspiration) or indirect (i.e., sepsis and pancreatitis) lung insults.
Thus, extrapulmonary organs can induce lung inflammation.
Reversely, lung injury itself has been described to affect a plethora of
other tissues, such as the liver, the spleen, or the gastrointestinal tract
(1). Mechanistically, interorgan communication between the lung
and the liver has been characterized during bacterial pneumonia,
and the term “liver–lung” axis was coined. In this model,
pneumonia triggers the production of acute-phase proteins in the
liver (2, 3). In return, acute-phase proteins activate airspace
macrophages and promote bacterial clearance in the lung (4, 5).
Thus, interorgan cross-talk involves activation of macrophages.

During bacteremia or infections in neighboring organs,
liver, splenic, and peritoneal macrophages have been shown to
contribute to clearance of pathogens (6–8). We speculated that the
inflammatory response induced by lung injury might also affect
antibacterial properties of macrophages in extrapulmonary tissues,
potentially contributing to an increased susceptibility to secondary
bacterial infections.

Using the model of acid-induced pneumonitis, we here
investigated antibacterial properties of liver, peritoneal, and splenic
macrophages after lung injury.

In our model, instillation of acid leads to a pneumonitis, peaking
after 12 hours in terms of neutrophil accumulation, cytokine production,
and edema formation (9). Twenty-four hours after acid instillation,
cytokines and neutrophils are in decline, representing a state of
resolution of inflammation (9), which coincides with an increased
susceptibility to secondary bacterial infections in the lung (unpublished
data). At this time point, we harvested splenic, liver, and peritoneal
macrophages after acid aspiration and tested their capacity to kill
intracellular Pseudomonas aeruginosa and Klebsiella pneumonia.
Whereas peritoneal and splenic macrophages did not show an alteration
of their antibacterial properties (Figures 1A and 1B), liver macrophages
(LMs) exhibited a reduced killing capacity of P. aeruginosa (Figure 1C)
and K. pneumoniae (Figure 1D), whereas phagocytic properties
remained intact (data not shown). Next, we wanted to assess whether
liver injury is responsible for the observed effect. Several cytokines tested
in liver homogenates were not altered on the protein level (Figure E1 in
the data supplement). Furthermore, histopathologic assessment of the
liver did not show lesions in sham-treated animals and mice that
underwent acid aspiration (Figure 1E). In line with this, liver function
tests remained unchanged in the plasma of animals after acid aspiration
compared with sham treatment (Figure 1F).

LMs consist of resident Kupffer cells (KCs), capsule
macrophages and—during an inflammatory response—monocyte-
derived macrophages (MDMs). Potentially, acid aspiration alters
the composition of LMs and thereby antibacterial properties. To
test this hypothesis, we stained liver single-cell suspensions taken
from acid- or sham-treated mice 24 hours after the injury. Absolute
numbers of KCs and capsule macrophages did not change 24 hours
after induction of aspiration pneumonitis (Figures E2A and E2B).
In line with the histopathologic assessment, neutrophil numbers
were not elevated in acid-treated versus sham-treated mice (Figure
E2C). In contrast, we found significantly lower numbers of MDMs
in mice that underwent acid aspiration (Figure E2D). The
significance of a reduction of MDMs after lung injury remains
unclear, but most likely does not affect our observation; MDMs
were gated as F4/80neg, and the isolation of LMs for our ex vivo
experiments is based on F4/80 beads. Of note, z80–90% of F4/80-
positive cells in the liver were KCs (Figure 1G). Thus, KCs account
for the reduction of antimicrobial properties.

Transcriptional analysis of LMs after acid aspiration indicated
alterations of genes involved in metabolism, particularly oxidative
phosphorylation (data not shown). Mitochondrial reactive oxygen
species (mROS) are produced along this metabolic cycle and are
important contributors to an antibacterial response (10, 11). We
therefore tested the capacity of LMs to mount mROS ex vivo and
indeed found a profound impairment of mROS production in LMs
isolated from animals after acid aspiration upon P. aeruginosa
stimulation (Figure 1H).

KCs reside within liver sinusoids and are ideally positioned to
remove pathogens from the circulation (7). To test the significance
of our findings in vivo, we injected P. aeruginosa intravenously 24
hours after acid aspiration and assessed bacterial outgrowth in the
liver, lung, spleen, and blood 90 minutes later. Strikingly, the
bacterial load was significantly higher in liver homogenates of mice
that underwent acid aspiration compared with sham-treated
animals (Figure 1I). In contrast, we detected no significant
difference in the other compartments (Figure 1I), albeit a trend
toward a higher bacterial load in the blood and lung after acid
aspiration at comparatively low levels.

In general, interorgan communication is poorly understood but
most likely plays a key role in the outcome of severe infection or
inflammation. Experimental acid aspiration has been shown to induce
injury in a variety of organs such as the heart, kidney, and the liver (12,
13). This can lead to organ dysfunction but could also affect host
defense against bacteria. Although some cross-talk may lead to
antimicrobial synergy, this interplay may also dampen immune
responses. During experimental bacteremia with different pathogens,
including P. aeruginosa, sequestration of the bacteria in the liver was
demonstrated (7, 14, 15). Previously, one study found that loss of KCs
during sepsis due to P. aeruginosa–induced pneumonia impaired
bacterial clearance (16). Recently, Roquilly and colleagues (17) could
not detect a difference in the phagocytic capacity of splenic and bone
marrow–derived macrophages to clear Escherichia coli 7 days after
E. coli pneumonia, but bacterial killing was not assessed. Of note,
uptake of bacteria by KCs does not necessarily mean that the
pathogens are cleared; Staphylococcus aureus (18) and Listeria
monocytogenes (19) were shown to proliferate within KCs. This
might be a pathogen-specific phenomenon, but it implicates that
reduced killing capacities might favor bacterial dissemination.
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Figure 1. LM have reduced bacterial killing capacity of Pseudomonas aeruginosa and Klebsiella pneumoniae after acid aspiration in the absence of
detectable liver injury. (A–D) Peritoneal macrophages (A), splenic macrophages (B), and liver macrophages (LMs) (C and D) were harvested 24 hours after
acid aspiration, allowed to adhere for 3 hours, and subsequently infected with P. aeruginosa (A–C) or K. pneumonia (D). Bacterial killing was performed as
described in the Methods section and expressed as killed bacteria relative to uptake. (E) Alanine aminotransferase (ALT) and aspartate transaminase (AST)
in the blood 24 hours after acid aspiration or sham treatment; pooled data of three experiments; n=10–16/group. (F) Representative liver histology stained
with hematoxylin and eosin. Scale bars, 200 mm. (G) Percentage of Kupffer cells of all F4/80-positive cells in liver single-cell suspensions 24 hours after
acid aspiration or sham treatment. (H) LMs were harvested 24 hours after acid aspiration, and mROS production was assessed using MitoSox after
stimulation with heat-killed P. aeruginosa, expressed as fold change compared with the respective control. (I) C57BL/6 mice received 50 ml of NaCl (sham)
or HCl intratracheally; 24 hours later, mice were intravenously injected with 1.53 109 cfu of P. aeruginosa, and subsequently the total bacterial load in
whole organ homogenates was assessed. Shown is the percentage of bacterial load in every organ compared with the inoculum. For blood, the cfu
contained in 1 ml was calculated. Bar and dot charts presented as the mean6SEM and probability determined using t test for (A–D and H) and one-way
ANOVA for (I) (**P< 0.01, ***P, 0.001, and ****P,0.0001). cfu = colony-forming unit; K. pneumonia=Klebsiella pneumoniae; mROS=mitochondrial
reactive oxygen species; ns = not significant; P. aeruginosa=Pseudomonas aeruginosa.
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We hereby showed that LMs have, in the absence of any
detectable hepatic inflammation or alteration of macrophage
composition, an impaired capacity to kill P. aeruginosa and
K. pneumoniae during resolution of acid pneumonitis,
whereas peritoneal and splenic macrophages were not affected.
Furthermore, we found a significant impairment of LMs to mount
mROS after bacterial stimulation, which might account for the
reduced clearance of bacteria in animals that underwent acid
aspiration. Thus, the liver–lung axis not only affects antibacterial
properties of alveolar macrophages but also LMs. Considering that
KCs represented z80–90% of all F4/80-positive cells, we conclude
that our finding is largely attributable to KCs. We speculate that
impaired bacterial clearance in LMs might contribute to increased
susceptibility to bacterial infections after lung injury. n
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