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Abstrakt

Hintergrund: Beatmungsassoziierte Lungenschadigung (VILI; Ventilator-induced lung injury)
tragt wesentlich zur Mortalitdt und Morbiditat von Patienten mit Lungenversagen (ALI/ARDS,
Acute Lung injury/Acute respiratory distress syndrome) bei. ,Lungenprotektive” Beatmung ist
bis dato die einzige Intervention, die Mortalitat bei ARDS nachweislich senkt. Jedoch kommt
es auch unter lungenprotektiver Beatmung, inshesondere in vorgeschadigten Lungen wie bei
Sepsis oder Pneumonie, zum Auftreten von VILI. 30-45 % aller Patienten mit ALI/ARDS
entwickeln dieses auf dem Boden einer Pneumonie oder pneumogenen Sepsis. Zuséatzlich
zur protektiven Beatmung kdnnten neue adjuvante pharmakologische Therapiestrategien die
beatmungsassoziierte Lungenschadigung weiter limitieren. In dieser Arbeit wurden
Adrenomedullin und Simvastatin hinsichtlich eines protektiven Effektes gegentber VILI
untersucht. Adrenomedullin ist ein endogenes Peptid mit stabilisierenden Effekten auf die
endotheliale Barrierefunktion, das in verschiedenen experimentellen Modellen des ALl eine
gunstige Wirkung aufwies. Simvastatin, ein Hydroxymethylglutaryl-CoA Reduktase Hemmer,
hat ebenfalls glnstige Effekte auf die vaskuldre Barrierefunktion und birgt
antiinflammatorisches Potential.

In zahlreichen klinischen Situationen ist die Gefahr, eine Pneumonie zu entwickeln erhoht.
Hierzu gehoren Beatmung, Immunsuppression, Schlaganfall und Influenzainfektion. Die
prophylaktische Aktivierung des wirtseigenen Immunsystems kdnnte die Entwicklung der
Pneumonie verhindern oder dessen Schweregrad gulinstig beeinflussen. Mittels des TLR-2/6
(Toll like receptor -2/6) Agonisten MALP-2 (macrophage-activating-lipoprotein of 2 kDa)
wurde in dieser Arbeit das pulmonale Immunsystem von Mausen aktiviert und der Effekt auf
den Verlauf einer schweren Pneumokokken-Pneumonie untersucht.

Methoden: Mause wurden mit unterschiedlichen Beatmungseinstellungen
(Tidalvolumen/PEEP 7/6, 12/2, 17/0 ml/kg / cmH20) fur 2 oder 6 h beatmet und mit einer
kontinuierlichen Infusion von Adrenomedullin (0,05 mg/kg/h) therapiert, oder mit parenteralen
Injektionen von Simvastatin 24 h und 1 h vor Beginn der Beatmung (20 mg/kg) behandelt.
Méause wurden intratracheal mit MALP-2 behandelt und 24 h spater transnasal mit
Streptococcus pneumoniae infiziert.

Ergebnisse: Unter Beatmung entwickelte sich VILI, gekennzeichnet durch das Auftreten von
pulmonalvaskularer Permeabilitat, eingeschrankter Oxygenierung, pulmonaler
Leukozytenrekrutierung und  proinflammatorischer ~ Zytokinliberation, sowie einer
systemischen Entziindungsreaktion, die mit Stérungen der Mikrozirkulation und einer
Nierenfunktionsstérung einher ging. Die Therapie mit Adrenomedullin oder Simvastatin
reduzierte die pulmonalvaskulare Permeabilitét, verbesserte die Oxygenierungskapazitét der
Lunge und reduzierte den pulmonalen Leukozyteneinstrom. Des Weiteren verhinderte die
Behandlung mit Adrenomedullin das Auftreten von Mikrozirkulationsstérungen sowie
Beeintrachtigungen der Nierenfunktion und schitzte auch dann noch vor VILI, wenn die
Therapie erst 2 h nach dem Beginn der sechsstiindigen Beatmung initiiert wurde.
Insbesondere Simvastatin verhinderte das Auftreten von Endothelzellschdden und reduzierte
die pulmonale Sekretion proinflammatorischer Zytokine.

MALP-2 induzierte einen TLR-2 abhangigen Einstrom von neutrophilen Granulozyten und
eine erhdhte Expression von TLR-2 in den Lungen der Individuen. MALP-2 vorbehandelte
Mause zeigten dosisabhangig ein verbessertes Uberleben der Pneumokokken-Pneumonie.
Daruber hinaus wurden eine vermehrte pulmonale Rekrutierung neutrophiler Granulozyten
und eine verbesserte parenchymale Erregerelimination in der Lunge beobachtet. Die
Vorbehandlung mit MALP-2 reduzierte zudem die Bakteriamie. Nach MALP-2 wurde bei
Pneumonie pulmonal eine gréRere Menge des Chemokins CCL5 sezerniert und weniger IL-
10 freigesetzt.

Schlussfolgerung: Adrenomedullin und Simvastatin schutzten vor VILI im Mausmodell.
Dartber hinaus limitierte Adrenomedullin auch systemische Auswirkungen des VILI auf die
Mirozirkulation und die Nierenfunktion. Durch Stimulation des wirtseigenen angeborenen
Immunsystems durch MALP-2 konnte der schwere Verlauf einer Pneumokokkenpneumonie
verhindert und das Uberleben der Versuchstiere verbessert werden. Sowohl die adjuvante
Therapie des VILI, als auch die protektive Immunmodulation sind hoffnungsvolle neue
Strategien zur Verringerung von Morbiditat und Mortalitét bei maschineller Beatmung.
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Einleitung

Das akute Lungenversagen hat eine Inzidenz von 78,9 Fallen / 100.000 Lebensjahren und
trotz der Errungenschaften der modernen Intensivmedizin immer noch eine hohe Mortalitat
von 38,5 %'. Das Akute Lungenversagen ist definiert als das plotzliche Auftreten von
bihiliaren pulmonalen Infiltraten im Rontgen-Thorax, einer gravierenden Einschréankung der
pulmonalen Gasaustauschkapazitdt und dem Ausschluss einer ursdchlichen akuten
Linksherzdekompensation. Es wird weiterhin charakterisiert durch einen pulmonalarteriellen
Verschlussdruck von <18 mmHg. Die Gasaustauschkapazitat wird durch den Quotienten aus
dem arteriellen Sauerstoffpartialdruck und der inspiratorischen Sauerstofffraktion quantifiziert
(Horowitz Index). Bei Erfiillen der beiden oben genannten Kriterien und einem Horowitzindex
von 200-300 mmHg ist das Akute Lungenversagen als acute lung injury (ALI), bei einem
Horowitzindex von <200 mmHg als acute respiratory distress syndrome (ARDS) definiert®.

Beatmunsassoziierte Lungenschadigung — ventilator induced lung injury (VILI)

Im Jahr 2000 erbrachte eine groRRe Multicenter Studie des ARDSnetwork den Nachweis,
dass die konsequente Reduktion der Tidalvolumina auf 6 mil/kg, die Vermeidung von
Plateaudricken > 30 cmH20 und die Applikation eines positiven endexspiratorischen Drucks
(PEEP) bei der maschinellen Beatmung von ALI/ARDS Patienten die Sterblichkeit im
ALI/ARDS um 22 % senken konnte®. Diese Art der lungenprotektiven Beatmung stellt die bis
heute mit Abstand wichtigste Innovation in der Therapie des ALI/ARDS dar, die mit einem
nachgewiesenen Uberlebensvorteil einhergeht.

Grundlage des Designs dieser und einiger Vorgangerstudien war die Beobachtung
experimenteller  Arbeiten, die zeigten, dass Uberdruckbeatmung per se zu
Lungenschadigung — VILI — fihrt*®. Wichtigste Komponente des VILI ist nicht die
mechanische Destruktion von Gewebe durch hohe Beatmungsdriicke. Diese spielt unter
lungenprotektiver Beatmung nur noch eine zu vernachlassigende Rolle. Hingegen liegt VILI
zugrunde, dass das Lungengewebe in der Lage ist, einen mechanischen Reiz in ein
biologisches Signal zu uUbersetzen. Durch Beatmung wird durch diesen Prozess der
Mechanotransduktion u.a. eine pulmonale und systemische Entziindungsreaktion ausgelost.
Es kommt zu Induktion von pulmonaler und systemischer Apoptose und zur Entwicklung von
pulmonalvaskulédrer Schrankenstérung, aus der ein Hyperpermeabilitats-Lungenédem
resultiert, das zentrale Kennzeichen des ALI/ARDS (s.0.)*®. Klinische Studien durch Ranieri
et al. konnten insbesondere den Zusammenhang zwischen Beatmung und systemischer
Inflammation  mit  resultierendem  Mutiorganversagen  eindrucksvoll  belegen”®.
Bemerkenswert ist, dass auch noch unter lungenprotektiver Beatmung VILI ausgeldst wird,
und dass insbesondere vorgeschadigtes Lungengewebe z.B. im Rahmen einer Pneumonie
oder Sepsis besonders empfanglich fur die Entwicklung von VILI ist**°. Folglich ergibt sich
die Notwendigkeit, weitere Strategien zur Limitierung von VILI zusatzlich zur
lungenprotektiven Beatmung zu etablieren.

In dieser Arbeit wurden zwei pharmakologische Therapieanséatze, Adrenomedullin und
Simvastatin, zur Limitierung von VILI in einem Mausmodell untersucht.

Adrenomedullin

Adrenomedullin (AM) ist ein phylogenetisch sehr altes und hochkonserviertes endogenes
Peptid, das erstmals 1993 aus einem humanen Phdochromocytompraparat isoliert wurde.
AM wird in Endothelzellen, Epithelzellen, vaskularen glatten Muskelzellen, Herzmuskelzellen
und Leukozyten produziert. Es stabilisiert die endotheliale Barrierefunktion, beugt
Mikrozirkulationsstérungen vor und besitzt antiinflammatorisches Potential''. Experimentelle
Studien belegten ein therapeutisches Potential von AM in Tiermodellen des ALI/ARDS und
systemic inflammatory response syndrome (SIRS)/Sepsis***2.

In dieser Arbeit wurde untersucht, ob die Eigenschaften von AM insbesondere die Protektion
der pulmonalvaskularen Barrierestdrung im VILI therapeutisch beeinflussen kénnen.
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Simvastatin

Simvastatin ist ein Pharmakon aus der Gruppe der Statine, das ursprunglich zur Hemmung
der Cholesterinsynthese entwickelt und zugelassen wurde. Durch die Hemmung der
Hydroxy-Methyl-Glutaryl-CoA Reduktase wird durch Simvastatin aber auch die Synthese von
Farnesyl-Pyrophosphat und Geranylgeranyl-Pyrophosphat unterbrochen. Diese Lipide
wiederum sind essentiell zur Prenylierung von intrazellularen Proteinen z.B. der Rho Familie.
Durch die Veranderung des Prenylierungsstatus verandert sich deren Aktivitat. Es kommt zur
Hemmung von Entzindungsreaktionen und zur Stabilisierung der endothelialen
Barrierefunktion'*®. In Tiermodellen der Sepsis und des ALI/ARDS hatte Simvastatin
dadurch einen deutlichen therapeutischen Effekt'’**. Auch beim Menschen senkte
Simvastatin die inflammatorische Antwort auf inhaliertes Lipopolysaccharid®®. Vor diesem
Hintergrund erfolgte in der vorliegenden Arbeit die Untersuchung des therapeutischen
Potentials von Simvastatin zur Limitierung von VILI im Mausmodell.

Beatmungsassoziierte Pneumonie

In verschiedenen Klinischen Situationen ist das Risiko eine Pneumonie zu entwickeln
vortubergehend erhdht. Dazu gehdhren transiente Immunsupression, pulmonale Influenza-
Infektion, Schlaganfall und invasive Beatmung®?®. Ziel einer adjuvanten Pharmakotherapie
kbnnte es sein, in diesen Risikokollektiven die Entstehung einer Pneumonie mit seiner
schlechten Prognose und Gefahr der Progression in ein akutes Lungenversagen zu
verhindern. Unter anderem kdnnte bei Risikopatienten das korpereigene Immunsystem so
“vorbereitet* werden, dass die Abwehrkompetenz gegentber den eindringenden Pathogenen
effektiv gestarkt wird®.

Das macrophage activating lipopeptide of 2 kDa (MALP-2) ist ein spezifischer Agonist des
Toll like receptor 2 (TLR-2)*>*2. Der TLR-2 gehort zu der Gruppe der PRRs (pattern
recognition receptors). Es handelt sich um einen Rezeptor, der Bakterienantigene wie
Lipoproteine, Lipopeptide oder Lipoteichonsduren erkennt und daraufhin das angeborene
Immunsystem aktiviert*®>. Die Stimulation dieses Rezeptors mit MALP-2 verbesserte den
klinischen Verlauf der polymikrobiellen Sepsis und Pseudomonas aeruginosa—Pneumonie im
Tiermodell**%.

Der haufigste Erreger der S-CAP ist Streptococcus pneumoniae. Die Erkennung des
Pathogens und die Einleitung der Wirtsabwehr gegen S. pneumoniae ist u.a. abhangig von
TLR-2°"%. Vor diesem Hintergrund wurde in  einem Modell der murinen
Pneumokokkenpneumonie untersucht, ob die Stimulierung des kdrpereigenen
Immunsystems durch MALP-2 die Abwehrkompetenz gegen S. pneumoniae verbessern und
die Entwicklung eines ALI/ARDS verhindern kann.

Methodik

Versuchstiere

Beide Komplexe dieser Arbeit wurden in Mausmodellen untersucht. Es wurden dafir 8-15
Wochen alte weibliche Wildtypméause (C57BI/6) und korrespondierende TLR-2 -/- Mause
verwendet. Alle durchgefihrten Eingriffe an Versuchstieren wurden von den
Tierschutzbeauftragten der Charité und dem Landesamt fiir Gesundheit und Soziales vorab
genehmigt.

Mausmodelle des Beatmungsassoziierten Lungenschadens

Fur die Bearbeitung der Fragestellungen wurden verschiedene VILI-Mausmodelle entwickelt.
Ziel war es, Mause in unterschiedlichen Beatmungsmodi und mit unterschiedlichem
Schadigungspotential beatmen zu kdnnen, ohne dass Stérungen in der Himodynamik, des
Saure-Basen- oder Elektrolythaushaltes oder der Temperaturhoméostase Einfluss auf die
Ergebnisse der Studien nehmen kénnen. Vor diesem Hintergrund wurde ein Monitoring fur
die Versuchstiere etabliert, das eine kontinuierliche arterielle Blutdruckmessung, eine
konstante Aufrechterhaltung der physiologischen Kérpertemperatur, eine kontinuierliche
Messung von Atemwegsdruck, Tidalvolumen und Atemfrequenz, sowie die Bilanzierung der
Flissigkeitshomodostase durch kontrollierte Infusion und Messung der Urinproduktion via
Blasenkatheter beinhaltete.
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Es kamen drei Beatmungsprotokolle zum Einsatz. (i) LVt _(low tidal volume): Beatmung mit
Tidalvolumen (V+) 7 ml/kg, PEEP (positive endexspiratory pressure) 6 cmH,O flir 2 h. Dieser
Modus orientiert sich an den Maf3gaben der lungenprotektiven Beatmung beim Menschen
mit niedrigen Tidalvolumina und hohem PEEP, unter dem jedoch bei der Maus noch typische
Merkmale des VILI wie die Entwicklung von pulmonalvaskuldrer Permeabilitat und die
Auslésung einer pulmonalen und systemischen Entziindungsreaktion festzustellen waren. (ii)
HV: (high tidal volume): Beatmung Vy 17 mi/kg, PEEP 0 cmH,O fir 2 h. Unter diesem
Beatmungsmodus wurde mit hohen Tidalvolumina und dem Fehlen eines PEEP VILI
provoziert. Dieses Protokoll ist zwar nicht ohne weiteres auf die klinische Situation am
Patientenbett Ubertragbar, es kdnnen aber zentrale Mechanismen des VILI in einer relativ
kurzen Versuchslaufzeit (insbesondere verglichen mit der oft tagelangen Beatmung von
Intensivpatienten) simuliert werden. Dies stellt ein wichtiges Modell zur Untersuchung von
Mechanismen der pulmonalen und systemischen Leukozytenrekrutierung und der
pulmonalen Schrankenstdrung dar. In diesem Modell konnte eine systemische Auswirkung
von VILI auf die Mikrozirkulation und Nierenfunktion beobachtet werden. (iii) 6h Vent: V1 12
ml/kg, PEEP 2 cmH,0 fir 6 h. Dieses Modell ermdglichte die Untersuchung von VILI tber
einen langeren Zeitraum und die Verzégerung der therapeutischen Interventionen, so dass
nicht nur eine prophylaktische Applikation sondern auch eine therapeutische Applikation von
AM untersucht werden konnte. Vor dem Hintergrund der Arbeiten der Gruppe um Gattinoni
et al. scheint das applizierte Tidalvolumen von 12 ml/kg in diesem Modell am ehesten dem
beatmungsassoziierten mechanischen Stress in ARDS Lungen unter protektiver Beatmung
zu entsprechen, so dass dieses Modell der klinischen Situation sehr nahe kommt®*°.

Bei der Beatmung von Patienten mit ALI/ARDS ist oft der Einsatz hoher inspiratorischer
Sauerstofffraktionen noétig. Hyperoxie an sich kann eine Lungenschadigung auslésen und
VILI aggravieren*. Zur Evaluation von AM bei VILI wurden die Tiere unter Hyperoxie
(inspiratorische Sauerstofffraktion FiO2 1,0) beatmet, um sich der klinischen Situation weiter
anzunahern. Zur Untersuchung von Simvastatin wurde eine FiO2 von 0,5 verwendet.

Behandlung mit Adrenomedullin

AM (0,05 mg/kg/h) wurde kontinuierlich infundiert. In den 2 h-Experimenten wurde die AM
Infusion mit Beginn der Beatmung, in den 6 h-Experimenten 2 h nach Beginn der Beatmung
initiiert und jeweils bis zum Ende des Experiments durchgefihrt.

Behandlung mit Simvastatin
Den Mausen wurde 24 h und 1 h vor Beginn des Beatmungsversuches 20 mg/kg Simvastatin
intraperitoneal injiziert.

Der Schweregrad des VILI sowie der Einfluss von AM und Simvastatin auf die Auspragung
des VILI in den behandelten Versuchstieren wurde durch die Messung von mehreren
Parametern des akuten Lungenschadens bestimmit.

Die pulmonalvaskulare Permeabilitat wurde gemessen, indem der Ubertritt vorab injizierten
Humanen Serumalbumins (HSA) vom Blut in den Alveolarraum mittels ELISA in
bronchoalveolarer Lavageflissigkeit (BALF) quantifiziert wurde und der Quotient aus der
HSA-Konzentration in BALF und Serum gebildet wurde. Darlber hinaus wurde mit Evans-
Blue Dye konjugiertes vorab injiziertes HSA, das bei gestdrter pulmonalvaskularer
Barrierefunktion in das Lungengewebe Ubertreten konnte, direkt spektrometrisch
nachgewiesen. Die Analyse der pulmonalen Gasaustauschkapazitat erfolgte durch Messung
der arteriellen Blutgase und der peripheren Sauerstoffsattigung. Des Weiteren wurden
Leukozyten in der BALF, im Lungenhomogenat sowie im Blut der Versuchstiere quantifiziert
und mittels Durchflusszytometrie differenziert, so dass die systemische Liberation und
pulmonale Invasion von Leukozyten im Vergleich mit nicht-beatmeten und behandelten
Tieren beurteilt werden konnte. Zytokine wurden durch die Multiplex Assay Technik in Blut,
BALF und Lungenhomogenat bestimmt. Die ultrastrukturelle Analyse der Schéadigung des
pulmonalvaskularen Endothels erfolgte unter Verwendung der Elektronenmikroskopie. Durch
die Messung von AST, ALT, Kreatinin, Cystatin C und Lactat im Plasma bzw. Vollblut, sowie
der Messung der Urinproduktion konnten die Leber- und Nierenfunktion, sowie die
Auswirkung auf die Mikrozirkulation der Tiere objektiviert werden. Ferner wurde durch
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Western-Blot-Analysen der Einfluss von Beatmung und der Therapie mit AM auf den
Phosphorylierungsstatus der Myosinleichtketten untersucht.

Modell der murinen Pneumokokkenpneumonie

Die Mause wurden unter Narkose transnasal mit S. pneumoniae (Serotyp 3, Stamm
NCTC7978) infiziert. Es handelt sich um einen humanpathogenen Pneumokokkenstamm,
der beim Menschen schwere Pneumonien und Sepsis verursacht. In Abhangigkeit von der
Infektionsdosis entwickeln Mause in diesem Modell eine schwere Pneumonie mit Ubergang
in eine Sepsis und ein ALI/ARDS*’. Um den Einfluss einer MALP-2 Therapie auf das
Uberleben der Tiere zu untersuchen, wurde eine (approximative) Sterblichkeitsanalyse
durchgefihrt. Die Mause wurden mit einer Dosis von 7,5 x 10* Pneumokokken infiziert und
fur 10 Tage beobachtet. Koérpermasse und Korpertemperatur wurden in 12 h-Intervallen
dokumentiert. Nach einem definierten Protokoll wurde der Gesundheitszustand der Mause
beurteilt und moribunde Tiere euthanasiert. Fur die weiteren Analysen wurden die Tiere mit 1
x 10° S. pneumoniae infiziert, was in 100% der unbehandelten Wildtypm&use zu Pneumonie
und Sepsis fluhrte, ahnlich dem schweren Verlauf der Erkrankung bei Patienten. Ferner birgt
dieses Modell den Vorteil, dass hinsichtlich des zeitlichen Verlaufs der Pneumonie sehr
geringe Abweichungen entstehen und so die Streuung der analysierten Parameter im
Vergleich zu niedrigeren Infektionsdosen reduziert werden.

Behandlung mit MALP-2

Synthetisiertes und gereinigtes MALP-2*' wurde in 30% 2-Propanol/H,O gelést und in 0,9%
NaCl verdinnt. Narkotisierten Mausen wurden 0,1, 0,5 oder 2,0 ug MALP-2 in einem
Volumen von 30 pl intratracheal verabreicht. Die Applikation von MALP-2 erfolgte in
Infektionsversuchen 24 h vor der Infektion. Ziel der intratrachealen Applikation von MALP-2
war, das pulmonale angeborene Immunsystem gezielt zu aktivieren, ohne eine systemische
Inflammation auszulésen.

Die Effekte von MALP-2 auf die Abwehrkompetenz der Tiere wurden durch die Bestimmung
des pulmonalen Leukozyteneinstroms mittels Durchflusszytometrie (s.0.), durch die Messung
pulmonaler und systemischer Zytokinspiegel unter Verwendung der Multiplex Assay Technik
(s.0.), durch Quantifizierung der pulmonalen und systemischen Erregerlasten der Tiere,
sowie durch die Analyse der Sterblichkeit und weiterer klinischer Parameter wie
Korpermasse und Koérpertemperatur der Tiere nach der Infektion erfasst. Morphologische
Analysen der Pneumonie und der Pneumokokkenverteilung erfolgten mit Hilfe wvon
immunhistologischen Untersuchungen. Weiterhin wurde eine Quantifizierung der TLR-2
Expression auf mRNA und Protein Ebene mittels RT-PCR und Western-Blot-Analysen in
murinem Lungengewebe und in einer humanen Alveolarepithelzelllinie (A549) nach
Stimulation mit MALP-2 durchgefuhrt. Durch die Verwendung TLR-2 defizienter Mause
konnte die Abh&ngigkeit der beobachteten MALP-2 Effekte vom TLR-2 Rezeptor untersucht
werden.

Ergebnisse
| VILI — adjuvante pharmakologische Therapien

[.I. Adrenomedullin zur adjuvanten Therapie des VIL |

AM reduzierte pulmonalvaskuldre Permeabilitét bei VILI

Die Zunahme der pulmonalvaskularen Permeabilititt und die daraus resultierende
Odembildung, die zur Einschrankung der Gasaustauschkapazitat der Lunge fiihrt, ist ein
zentraler Pathomechanismus des ALI/ARDS und des VILI. Beatmung dber 2 h im HV+-,
ebenso wie im LVt-Modus fihrten zu einem Anstieg der pulmonalvaskuléren Permeabilitat,
der durch AM limitiert wurde.

AM verbesserte die Oxygenierungskapazitit bei VILI
Aus dem Zusammenbruch der Barrierefunktion der Blut-Luft-Schranke in der Lunge resultiert
ein Hyperpermeabilitatslungenédem und eine eingeschréankte Oxygenierungskapazitat bei
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ALI/ARDS und VILI. Die Therapie mit AM flhrte in den behandelten Tieren zu einer
signifikant verbesserten Oxygenierungskapazitat nach 2 h HV; Beatmung.

AM hemmte die VILI-induzierte Phosphorylierung der Myosinleichtkette (MLC) in der Lunge
Ein zentraler Mechanismus, der zur Ausbildung endothelialer Permeabilitat fuhrt, ist die
Phosphorylierung der MLC, wodurch Endothelzellen kontrahieren und interzellulare Poren
entstehen, die das ultrastrukturelle Korrelat endothelialer Permeabilitat darstellen. Sowohl
HV: als auch LV; Beatmung fuhrten zu einer Zunahme der MLC Phosphorylierung in der
Lunge. AM reduzierte die VILI induzierte Phosphorylierung der MLC.

AM reduzierte die VILI-induzierte Leukozyteninfiltration des Alveolarraums

Leukozyten, insbesondere neutrophile Granulozyten sind nicht nur Indikatoren fir eine
Inflammation in der Lunge, sondern auch Ausloser des pulmonalen Gewebeschadens bei
VILI***, Die Beatmung im HV; Modus fiihrte zu einer signifikanten Zunahme der Leukozyten
und insbesondere der neutrophilen Granulozyten in der Lunge. AM reduzierte die
Rekrutierung der Leukozyten und neutrophilen Granulozyten in die Lunge.

Besonders die HV: Beatmung fihrte zu einer Zunahme der im Blut zirkulierenden
Leukozyten, im Speziellen der neutrophilen Granulozyten. Unter AM lie3en sich in HV+
beatmeten Tieren signifikant mehr neutrophile Granulozyten im Blut nachweisen, als in der
HV: Kontrollgruppe. AM hatte somit offenbar keinen Einfluss auf die Freisetzung von
Leukozyten aus dem Knochenmark unter VILI, sondern hemmte die Rekrutierung in die
Lunge. Dies fuhrte zum vermehrten Verbleib der neutrophilen Granulozyten im Blut.

AM reduzierte den VILI-induzierten Anstieg des Laktatspiegels im Blut

Unter HV: Beatmung kam es im Vergleich zur lungenprotektiven LV Beatmung schon nach
2 h zu einem Anstieg des Laktatspiegels im Blut, was auf eine Stdérung der Mikrozirkulation
und eine daraus resultierende Gewebeminderperfusion schlieBen lasst. Der arterielle
Mitteldruck war wahrend der gesamten Versuchszeit >70 mmHg, was einen
hamodynamischen Schock als Ursache ausschloss. In Versuchstieren, die mit AM behandelt
wurden, wurde ein signifikant geringerer VILI-induzierter Anstieg des Blut-Laktatspiegels
beobachtet.

AM schiitzte vor VILI-induzierter Stérung der Nierenfunktion

Durch VILI kann ein Multiorganversagen und insbesondere ein Nierenversagen ausgelost
werden. Schon nach 2 h Beatmung im HV: Modus entwickelte sich ein Anstieg des Plasma-
Kreatininspiegels. Unter der Therapie mit AM wurde kein Kreatininanstieg beobachtet.

VILI induzierte eine pulmonale und systemische Entziindungsreaktion, die nicht durch AM
messbar beeinflusst wurde

LV+ - und die HV+-Beatmung provozierten einen Anstieg der Zytokine Interleukin - 6 (IL-6),
KC, Macrophage Inflammatory Protein -la (MIP-1a) und MIP-2 in der Lunge und im
Blutplasma. Die AM Therapie hatte keinen messbaren Einfluss auf diese durch Beatmung
ausgeldste pulmonale und systemische Entziindungsreaktion.

Verzdgerte AM Therapie limitierte VILI und VILI-induzierte Mikrozirkulationsstérung in einem
Langzeitmodell des Beatmungsassoziierten Lungenschadens

Nachdem ein protektiver Effekt der prophylaktischen Gabe von AM hinsichtlich VILI und VILI-
induzierter systemischer Auswirkungen wie Mikrozirkulationsstérungen und Nierenversagen
beobachtet werden konnte, erfolgte die Evaluation eines therapeutischen Ansatzes der AM
Therapie. Hierfir wurden Mause fur 6 h beatmet. Die Einleitung der AM Therapie erfolgte
erst nach 2 h Beatmung, um das Potential von AM zur Therapie eines bereits initiierten VILI
zu Uberprifen. Wie in den vorangegangenen Untersuchungen im LV+ und HV: Modell konnte
AM die VILI-induzierte pulmonalvaskulare Permeabilitdt senken, schitzte vor Rekrutierung
von Leukozyten in die Lunge und verhinderte einen Anstieg des Laktatspiegels im Blut unter
Beatmung.
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I.Il. Simvastatin zur adjuvanten Therapie des VILI

Simvastatin schitzte vor Permeabilitat und Stérung der Oxygenierungskapazitat bei VILI

Als Ausdruck einer beatmungsassoziierten Lungenschadigung kam es zum Abfall der
peripheren Sauerstoffsattigung nach 6 h Beatmung. Mit Simvastatin behandelte
Versuchstiere wiesen eine hohere periphere Sauerstoffséattigung und eine verbesserte
Oxygenierung, gemessen am arteriellen Sauerstoffpartialdruck, am Ende des Versuches auf.
Als pathophysiologisches Korrelat der Oxygenierungsstérung konnte ein Anstieg der
pulmonalvaskularen Permeabilitdt beobachtet werden. Die Behandlung mit Simvastatin
limitierte diesen Permeabilitatsanstieg.

Ferner zeigten elektronenmikroskopische Analysen der Lungen einen durch Beatmung
ausgelosten Endothelschaden. Die Endothelzellen erschienen geschwollen, und es kam zu
einer Rarifizierung von Stoffwechselaktivitdt anzeigenden Vesikeln und Caveolae. In mit
Simvastatin behandelten Versuchstieren war diese Schadigung des Endothels durch
Beatmung signifikant geringer ausgepragt.

Simvastatin hemmte die Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten und Gr-1"9" Monozyten
in die Lunge unter Beatmung

Pulmonale Leukozytenrekrutierung tragt zur Entstehung des VILI bei. Insbesondere
neutrophile Granulozyten und Gr-1"" Monozyten sind an der Pathogenese des VILI
beteiligt***. Die Beatmung fiihrte zur Einwanderung von neutrophilen Granulozyten und Gr-
1"9" Monozyten in die Lunge. Eine Simvastatintherapie hemmte die pulmonale Rekrutierung
von neutrophilen Granulozyten und Gr-1""" Monozyten bei VILI.

Bei VILI kam es unter Beatmung zu einer Zunahme im Blut zirkulierender Leukozyten,
insbesondere von neutrophilen Granulozyten und Monozyten. Analog zu den
Untersuchungen zur Adrenomedullintherapie kam es auch unter Simvastatintherapie zur
reduzierten pulmonalen Rekrutierung dieser Leukozytensubpopulationen und einer erhéhten
Anzahl neutrophiler Granulozyten und Monozyten im Blut.

Simvastatin limitierte die VILI-induzierte pulmonale Zytokinproduktion

Die Beatmung induzierte eine Freisetzung von Zytokinen in der Lunge, von denen einzelne,
wie IL-1B oder CXC- Chemokine direkt zur Pathogenese des VILI beitragen. Auch in dieser
Arbeit konnte der Anstieg von Zytokinen (IL-1(3, MIP-1qa, IL-12p40, IL-6, MIP-2 und MCP-1) in
der Lunge unter Beatmung beobachtet werden. Die Therapie mit Simvastatin resultierte in
reduzierten Spiegeln von IL-13, MIP-1a und IL12p40 im Lungengewebe.

VILI induzierte auRerdem eine systemische Entzindungsantwort gemessen am Anstieg
dieser Zytokine im Blutplasma. Simvastatin verringerte die Konzentration von IL-12p40 im
Blutplasma.

Il Prophylaktische Immunmodulation vor schwerer Pne umonie
[.I. MALP-2

MALP-2 induzierte die Rekrutierung von Leukozyten in die Lunge und verbesserte das
Uberleben bei schwerer Pneumokokkenpneumonie

Nach der Applikation von MALP-2 kam es zu einer Rekrutierung von Leukozyten,
insbesondere von neutrophilen Granulozyten in den Alveolarraum. Die Leukozytenzahlen
erreichten nach 24 h ein Maximum und fielen im Verlauf wieder ab. Vor diesem Hintergrund
wurde im Folgenden MALP-2 24 h vor der Infektion mit S. pneumoniae appliziert.

Die Behandlung von Mausen mit MALP-2 verbesserte das Uberleben der schweren
Pneumonie. Es uberlebten nur 30% der nicht behandelten Mause, wahrend nach
Vorbehandlung mit MALP-2 die Uberlebensrate auf 60% (0,1 ug MALP-2) und 100% (0,5
und 2 pg MALP-2) stieg.

Die MALP-2 induzierte Produktion von Zytokinen und die Rekrutierung von Leukozyten in die
Lunge waren TLR-2 abhangig

In TLR-2 defizienten Mausen fuhrte die Applikation von MALP-2 weder zur Akkumulation von
Leukozyten, noch kam es zur vermehrten Produktion von Zytokinen in der Lunge, wie in
Wildtypméausen beobachtet. Diese Experimente belegten, dass die Stimulation des TLR-2
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Rezeptors und der abhangigen Signalwege der entscheidende Mechanismus fir die
Stimulation des Immunsystems durch MALP-2 in dieser Studie war.

MALP-2 induzierte die Expression von TLR-2 in Mauslungen und humanen
Atemwegsepithelien

Nach Applikation von MALP-2 in Mauslungen sowie nach Stimulation von konfluierend
gewachsenen humanen Alveolarepithelzellen mit MALP-2 kam es zur vermehrten
Expression von TLR-2 mRNA und Protein.

MALP-2 fiihrte zur vermehrten Rekrutierung von Leukozyten in die Lunge bei Pneumonie

In mit S. pneumoniae infizierten Mausen resultierte die Vorbehandlung mit MALP-2 in einer
Verstarkung der ohnehin in der Pneumonie beobachteten pulmonalen Rekrutierung von
Leukozyten.

MALP-2 veranderte die Freisetzung von CCL-5 und IL-10 bei Pneumonie

Nach Therapie mit MALP-2 wurden in infizierten Tieren héhere Konzentrationen von CCL-5
und erniedrigte Spiegel von IL-10 im Vergleich zu nicht behandelten infizierten Kontrollen
gemessen. Die Produktion weiterer proinflammatorischer Zytokine in der Lunge im Verlauf
der Pneumonie wurde durch MALP-2 nicht signifikant verandert.

MALP-2 Therapie reduzierte die Bakteridmie und verédnderte die Verteilung von
Pneumokokken in der Lunge bei Pneumonie

Nach der Vorbehandlung mit MALP-2 wurde im Verlauf der Pneumonie eine signifikant
geringere bakterielle Translokation ins Blut festgestellt. In der immunhistochemischen
Analyse des Lungengewebes zeigten sich in nicht behandelten infizierten Mausen
leukozytare Infiltrate in Kolokalisation mit Pneumokokken, vor allem im Bereich des
perivaskularen Raums der Lunge. Relevante Mengen von Pneumokokken befanden sich in
den Interlobarspalten der Lunge. Nach der Vorbehandlung mit MALP-2 war das
Lungengewebe fast frei von Pneumokokken. Auf die in den Interlobéarspalten der Lunge
lokalisierten Pneumokokken hatte die Behandlung mit MALP-2 keinen Einfluss.

Diskussion

Im Rahmen der vorgelegten Arbeit wurden adjuvante pharmakologische Therapiekonzepte
zur Behandlung und Vorbeugung der Entwicklung des akuten Lungenversagens untersucht.
Adrenomedullin und Simvastatin erwiesen sich durch Stabilisierung der pulmonalvaskularen
Barriere, Protektion der pulmonalen Oxygenierungskapazitat und durch Reduktion der
Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten und GR-1"®" Monozyten in die Lunge als
effektiv zur Reduktion von beatmungsassoziierter Lungenschadigung. Durch Simvastatin
wurde dariiber hinaus die VILI-induzierte Produktion von proinflammatorischen Zytokinen
gehemmt. AM hatte Uber die pulmonalen Effekte hinaus auch systemischen Nutzen und
beugte VILI-induzierten Stérungen der Nierenfunktion und Mikrozirkulation vor. Ferner
reduzierte AM auch dann den beatmungsinduzierten Lungenschaden, wenn die Therapie
verzogert nach Initiierung des Lungenschadens begonnen wurde.

Die intratracheale Gabe von MALP-2 flUhrte zu vermehrter Expression von TLR-2,
Rekrutierung von Leukozyten und Liberation von proinflammatorischen Zytokinen in der
Lunge. Die MALP-2 vermittelte Aktivierung des Immunsystems fihrte bei pulmonaler
Pneumokokkeninfektion zu einer verbesserten bakteriellen Clearance im Lungenparenchym,
zu einer Reduktion der Bakteriamie und einem verbesserten Uberleben der Mause.

Fir die hier aufgefuhrten Studien wurden verschiedene VILI-Mausmodelle entwickelt. Zum
Einen konnten Mause nach den MalRgaben der lungenprotektiven Beatmung beatmet
werden®®. Bemerkenswerter Weise konnten auch unter lungenprotektiver Beatmung
moderate Zeichen von VILI beobachtet werden. Um exemplarisch Mechanismen und
systemische Auswirkungen des VILI untersuchen zu kdnnen, missen diese jedoch in
deutlicherem Ausmaf} ausgelost werden, was in dem LV; Modell absichtlich vermieden
wurde. Vor diesem Hintergrund wurde ein HVy Modell etabliert, das diesem Ansatz Rechung
trug. Generell gilt es zu bedenken, dass gesunde Lungen Verwendung fanden, und dass der
Beobachtungszeitraum 2 h betrug. Aus den Arbeiten von Chiomello et al. lasst sich ableiten,
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dass der beatmungsassoziierte physikalische Stress auf das Lungengewebe, der unter
lungenprotektiver Beatmung mit 6 ml/kg Tidalvolumen in ARDS Lungen generiert wird, dem
mechanischen Stress entspricht, der in gesundem Lungengewebe unter Beatmung mit 12
ml/kg Tidalvolumen auftritt®*. Ferner schien eine Ausweitung des Beobachtungszeitraums fiir
diese Arbeit sinnvoll, so dass ein weiteres Modell etabliert wurde, in dem Tidalvolumina von
12 ml/kg und ein moderater PEEP Anwendung fanden, und die Versuchtiere Uber 6 h
beatmet werden konnten. Durch die Anwendung dieser verschiedenen Modelle konnten die
speziellen Fragestellungen in den jeweiligen Projekten zufriedenstellend adressiert werden.
Durch das umfangreiche Monitoring der Tiere war es moglich, Einflisse durch Stérungen der
Hamodynamik, des Saure Basen- und Elektrolythaushalts, der Temperaturhomdostase
sowie der Beatmung an sich weitestgehend auszuschlief3en.

Das fur diese Arbeit eingesetzte Modell der murinen Pneukokokken-Pneumonie spiegelt den
Verlauf einer schweren ambulant erworbenen Pneumonie beim Menschen wieder. Es kommt
ausgehend von einer Pneumonie zur Sepsis mit komplizierendem septischem Schock und
einem Akuten Lungenversagen®. Die Verwendung von Pneumokokken, dem haufigsten
Erreger der Pneumonie und dariber hinaus eines relevanten humanpathogenen
Pneumokokkenstammes, tragen zur klinischen Relevanz des Modells bei.

Die Entwicklung pulmonalvaskularer Permeabilitdt ist ein integraler Bestandteil der
Pathogenese des ALI/ARDS und des VILI®. Eines der ultrastrukturellen Korrelate erhéhter
endothelialer Permeabilitdt ist eine Endothelzellkontraktion, die aus einer Myosin-Aktin
Interaktion im Zytoskelett resultiert. In diesem Prozess wird die Myosinleichtkette durch die
Myosinleichtkettenkinase (MLCK) phosphoryliert*’. Mause, die heterozygot fiir die MLCK
sind oder bei denen die Aktivitdt der MLCK durch Behandlung mit spezifischen Inhibitoren
gehemmt wurde, entwickeln weniger pulmonalvaskulare Permeabilitat bei ALI/VILI*®**°. In der
vorgelegten Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Beatmung eine MLC-Phosphorylierung
induziert. AM schitzt vor endothelialer Hyperpermeabilitat, indem die intrazellularen Spiegel
von cAMP angehoben werden, was zur Aktivierung der Proteinkinase A fuhrt, die wiederum
die MLCK hemmt'*®°, Es resultiert eine Reduktion der Phosphorylierung der MLC. In dieser
Studie konnte erstmals beobachtet werden, dass AM eine Phosphorylierung der MLC,
ausgelost durch Beatmung, in vivo reduzierte und wahrscheinlich auf diesem Weg zur
Senkung der vaskularen Permeabilitat bei VILI beitragen konnte.

Auch unter Simvastatintherapie entwickelten die Tiere signifikant weniger pulmonalvaskulare
Permeabilitat. Der protektive Effekt von Simvastatin auf die endotheliale Barrierefunktion
beruht auf einer Hemmung der Isoprenylierung von Proteinkinasen der Rho-Familie, die
dadurch in ihrer Aktivitat verandert werden'*'’. An Endothelzellen konnte gezeigt werden,
dass es in der Folge zur Reduktion der MLC-Phosphorylierung und zur vermehrten
Expression von interendothelialen Adh&sionsmolekiilen kommt, welche ursachlich fir den
barrierestabilisierenden Effekt von Simvastatin sind*.

In dieser Arbeit wurde unter moderaten, klinisch relevanten Tidalvolumina eine ausgedehnte
Schadigung des pulmonalen Endothels beobachtet. Zusammen mit einer Arbeit von Vaneker
et al.>! ist dies die erste Untersuchung, die eine Endothelschadigung unter Beatmung mit
klinisch relevanten Tidalvoluminia nachweist®*. Simvastatin reduzierte die durch VILI-
induzierte Endothelschadigung. Der dafir relevante Mechanismus ist noch nicht verstanden.
Dies kdnnte jedoch ein neuer vielversprechender Ansatz fir eine adjuvante Therapie zur
Endothelprotektion bei ALI sein und ist aktuell Ausgangspunkt fir weitere Untersuchungen.
Die Stabilisierung der endothelialen Barrierefunktion bei VILI kdnnte durch Limitierung eines
Hyperpermeabilitdtsddems die Oxygenierungskapazitat der Lunge aufrechterhalten, was in
diesen Studien sowohl unter AM- als auch unter Simvastatintherapie zu beobachten war.
Experimentelle Studien legen nahe, dass neutrophile Granulozyten und Gr-1"¢" Monozyten
zur Genese des VILI beitragen®*. Sowohl AM, als auch Simvastatin schiitzten in dieser
Arbeit vor pulmonaler Rekrutierung von Leukozyten. Simvastatin  hemmt
Leukozytenadhasion und die leukozytare Diapedese durch die Reduktion der Expression von
endothelialen Ankerproteinen und durch Hemmung der CCL2/MCP-1 vermittelten
endothelialen Leukozytenrekrutierung®*®*. In dieser Studie wurde eine Hemmung der
Sekretion zentraler Zytokine wie IL-13 und MIP-1a durch Simvastatin gezeigt, die fur die
Rekrutierung von Leukozyten elementar sind, was ebenfalls zur reduzierten Rekrutierung
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dieser Zellen beigetragen haben konnte. AM veranderte das bestehende Zytokinmilieu
weder pulmonal noch systemisch. Ein Effekt auf die Chemotaxis erscheint somit nicht
ursachlich fur die reduzierte Leukozytenrekrutierung in die Lunge bei VILI unter Therapie mit
AM. Es ist bekannt, dass AM die Expression von Ankerproteinen auf aktivierten neutrophilen
Granulozyten verandert und die Adhasion von aktivierten Leukozyten am Endothel
hemmt®™*°. Die Klarung des zugrunde liegenden Mechanismus fiir diese Effekte war nicht
Ziel dieser Arbeit. Dennoch ist es vor dem Hintergrund der erhéhten Anzahl zirkulierender
Leukozyten unter AM-Therapie bei VILI in dieser Studie und angesichts des aktuellen
Standes der Literatur wahrscheinlich, dass AM die pulmonale Rekrutierung von Leukozyten
bei VILI durch eine Hemmung der Endothel-Leukozyten-Interaktion reduzierte.

Arbeiten von Ranieri et al.”® konnten einen Zusammenhang zwischen VILI, systemischer
Inflammation und der Entwicklung eines Multiorganversagens, insbesondere eines akuten
Nierenversagens bei ALI/ARDS Patienten herstellen”®. Auch in dieser Arbeit wurde unter
Beatmung eine systemische Entzindungsreaktion ausgeldst, und in HV; beatmeten Tieren
kam es zu einer Storung der Mikrozirkulation und zur Nierenfunktionsstérung. Ein
hamodynamischer Schockzustand konnte als Genese der Mikrozirkulationsstérungen und
Nierenfunktionsstdrung durch kontinuierliche invasive Blutdruckmessung ausgeschlossen
werden. Im Rahmen systemischer Entziindungsreaktionen kann es zur Entwicklung von
Mikrozirkulationsstérungen kommen, die eine zentrale Rolle im Pathomechanismus eines
Multiorganversagens und insbesondere eines Nierenversagens spielen®’. Auf die
systemische Hyperinflammation, gemessen an proinflammatorischen Zytokinen im Blut hatte
AM Kkeinen Einfluss. Unter der Therapie mit AM entwickelten die Tiere aber keine
Mikrozirkulationsstorungen und keine Zeichen von Nierenversagen. Die Beobachtungen
lassen sich mit friheren Beobachtungen vereinbaren, in denen AM vor der Entwicklung von
Mikrozirkulationsstérungen in einem Modell des isolierten Rattendarms durch Hemmung der
endothelialen Leukozytenadhdsion schiitzte und die Entwicklung eines akuten
Nierenversagens in der experimentellen Sepsis verhinderte'®*®, Zusammenfassend kann
gefolgert werden, dass AM vor Mikrozirkulationsstérungen im Rahmen von VILI und vor
systemischer Hyperinflammation schutzte, was der Entwicklung von
Nierenfunktionsstérungen in diesem Szenario vorbeugte.

Es konnte in diesen Untersuchungen erstmals sowohl fir AM als auch fir Simvastatin ein
protektiver Effekt bei VILI nachgewiesen werden. Beide Substanzen haben in anderen
experimentellen Tiermodellen ihre Effektivitat als Therapie des ALI bewiesen. Dies hat
Relevanz, beurteilt man die Substanzen hinsichtlich Ihres Translationspotentials. Simvastatin
wurde aktuell im Rahmen des HARP Trial (Hydroxymethylglutaryl-CoA reductase Inhibition
for Acute Lung Injury) zur adjuvanten Behandlung von ALI/ARDS Patienten untersucht. Die
Simvastatin-Therapie (80mg/Tag) reduzierte den IL-8 Spiegel in der bronchoalveolaren
Lavage wund schien mit einer Besserung der Oxygenierung und niedrigeren
Beatmungsdriicken assoziiert zu sein. Es traten keine relevanten Nebenwirkungen auf®®.
Aktuell befindet sich eine klinische Phase Il Studie (SAILS: Statins for Acutely Injured Lungs,
NCT00979121) in der Phase der Patientenrekrutierung und eine weitere (HARP II) in der
Vorbereitung, um das Potential von Statinen als adjuvante Therapie des ALI/ARDS anhand
relevanter klinischer Endpunkte zu untersuchen. Die Ergebnisse unserer Daten konnten in
der Zukunft wichtige Informationen zur Interpretation der Ergebnisse dieser Studien
beisteuern, da die eingeschlossenen Patienten maschinell beatmet werden.

Prof. Dr. Stefan Hippenstiel aus der Medizinischen Klinik mit Schwerpunkt Infektiologie und
Pneumologie der Charité-Universitdtsmedizin Berlin hat kirzlich von der European
Medicines Agency (EMA) die Empfehlung fur die Weiterentwicklung von AM als Orphan Drug
fur die Therapie des ALI erhalten (EMA/COMP/104704/2010). Die Ergebnisse dieser Arbeit
waren unter anderem die Grundlage, auf der diese Entscheidung getroffen wurde. Damit ist
der Grundstein zur Entwicklung von AM als pharmakologische Substanz gelegt, um in der
Folge die vielversprechenden Effekte der Substanz in Klinischen Studien an ALI/ARDS
Patienten als adjuvante Pharmakotherapie zu evaluieren.

Patienten mit Influenzainfektionen, unmittelbar nach einem Schlaganfall und insbesondere
beatmete Patienten haben ein hohes Risiko an einer Pneumonie zu erkranken®*?¢, Diese
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Risikopopulationen kdnnten von einer Aktivierung des pulmonalen Immunsystems zur
Starkung der Abwehrkompetenz gegeniber pulmonalen bakteriellen Infektionen profitieren.
Der Toll-like Rezeptor (TLR-)2 ist ein zentraler PRR (pattern recognition receptor) fir die
Aktivierung des angeborenen Immunsystems bei Pneumokokkenpneumonie®*¥%°. Es konnte
gezeigt werden, dass die Stimulation des pulmonalen Immunsystems die Abwehrkompetenz
gegeniiber S. pneumoniae verbessern kann®. Die Stimulation der angeborenen zellularen
Immunantwort durch MALP-2 verbesserte die Abwehrkompetenz in experimentellen
Infektionsmodellen mit Pseudomonas aeruginosa und bei polymikrobieller abdominaler
Sepsis®**®. Die intratracheale MALP-2 Applikation fiihrte in dieser Arbeit zu einer pulmonalen
Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten. Dieser Effekt beruhte auf der spezifischen
TLR-2 Aktivierung, wie die Versuche in TLR-2 defizienten Mausen zeigten. Bemerkenswert
war, dass diese vermehrte Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten auch noch in Tieren,
die nach der Vorbehandlung mit MALP-2 eine Pneumonie entwickelten, zu beobachten war.
Neutrophile Granulozyten sind eine essentielle Komponente der Wirtsabwehr gegen S.
pneumoniae®. Durch die Stimulation der zellularen angeborenen Immunantwort wurde in
dieser Arbeit die Sterblichkeit der Versuchstiere in der schweren Pneumokokkenpneumonie
dosisabhéngig gesenkt. Es traten signifikant weniger Bakteridmien auf. Die parenchymale
pulmonale Erregerlast war erniedrigt.

Die MALP-2 Stimulation fiihrte dartiber hinaus zu einer verstarkten Expression von TLR-2 in
den Mauslunge und in  humanen Alveolarepithelzellen. Auch auf isolierten
Alveolarmakrophagen war bereits eine MALP-2-induzierte Zunahme der TLR-2 Expression
beobachtet worden®®. Diese Zunahme der TLR-2 Expression in den Lungen der mit MALP-2
behandelten Individuen kénnte das Immunsystem sensibilisiert und zu einer verbesserten
Abwehrkompetenz der Tiere beigetragen haben.

Eine ungerichtete Stimulation von TLR-2 Rezeptoren kann zu einer UberschieRenden und
somit schadlichen Hyperinflammation fiihren®. Vor diesem Hintergrund wurden pulmonale
proinflammatorische Zytokine nach der Stimulation mit MALP-2 vor und nach der Infektion
mit S. pneumoniae gemessen. MALP-2 induzierte die Sekretion von proinflammatorischen
Zytokinen in naiven Tieren. Nach Pneumokokkeninfektion wurden die Spiegel der meisten
inflammatorischen Zytokine in der Lunge durch MALP-2 jedoch nicht relevant beeinflusst.
Eine Ausnahme waren veréanderte Spiegel von CCL5, das in behandelten Tieren erhdht war,
und IL-10, das im Vergleich zu infizierten, unbehandelten Mausen in geringerer
Konzentration in der Lunge nachgewiesen werden konnte. Beide Zytokine spielen eine
wichtige Rolle in der Wirtsabwehr gegenlber S. pneumoniae. Eine Antagonisierung des
CCL5 fuhrte in Mausen, die im Nasopharyngealbereich durch S. pneumoniae kolonisiert
waren, zu einem vermehrten Auftreten von Pneumonien® Die Behandlung von Mausen mit
IL-10 verschlechterte die Abwehrkompetenz von Mausen nach der Infektion mit S.
pneumoniae, wahrend die Antagonisierung von IL-10 in Mausen zu einer verbesserten
Abwehrkompetenz fiihrte®®®. Vor diesem Hintergrund kénnten der erhdhte Spiegel von
CCL5 und der erniedrigte IL-10 Spiegel ebenfalls zur verbesserten Wirtsabwehr gegen S.
pneumoniae in dieser Untersuchung beigetragen haben.

S. pneumoniae ist der wichtigste Verursacher von ambulant erworbenen Pneumonien,
wahrend Pseuomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Eschericha coli oder anaerobe Bakterien fir den Grofdteil der beatmungsassoziierten
Pneumonien verantwortlich sind. Trotz dieser Limitation der aktuellen Studie hinsichtlich der
Ubertragbarkeit auf die Problematik der beatmungsassoziierten Pneumonie konnte
exemplarisch in einem Mausmodell gezeigt werden, dass die gezielte pulmonale
Immunstimulation zur Verbesserung der pulmonalen Abwehrkompentenz effektiv vor der
Entwicklung von Pneumonien schiitzen kann. Dies lasst vermuten, dass auch die Starkung
der pulmonalen Abwehrkompentenz in beatmenten Patienten vor der Entstehung von
beatmungsassoziierten Pneumonien schitzen konnte. Die Untersuchung dieser Hypothese
ist Gegenstand aktueller Studien.

Zusammenfassung und Ausblick

In dieser Arbeit wurden neue adjuvante pharmakologische Strategien zur Therapie des ALl
untersucht. Es wurden Adrenomedullin und Simvastatin als potente Substanzen identifiziert,
14
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die VILI, in der klinischen Realitat eine wichtige Ursache von Morbiditat und Mortalitat bei
beatmeten Patienten, reduzieren konnten. Ferner konnte gezeigt werden, dass
Immunstimulation mit MALP-2 die Abwehrkompetenz der Versuchstiere verbessert und die
Mortalitat der schweren Pneumonie reduziert, was hinsichtlich der gefirchteten Komplikation
der beatmungsassoziierten Pneumonie ebenfalls Morbiditat und Mortalitdt bei beatmeten
Patienten reduzieren konnte.

Statine werden bereits in einer klinischen Phase Ill Studie (SAILS Studie) hinsichtlich ihres
Potentials als adjuvante Pharmakotherapie bei ALl evaluiert. Die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit belegen nun erstmals auch die Wirksamkeit von Statinen bei VILI, was
die Interpretation der Ergebnisse der SAILS Studie wahrscheinlich beeinflussen wird. AM hat
kurzlich einen ,Orphan Drug Status“ von der EMA zugesprochen bekommen. Dies legt den
Grundstein zur Translation dieser Substanz in klinische Studien bei ALI Patienten und stellt
somit die Entwicklung einer neuen adjuvanten Pharmakotherapie des ALl unter Verwendung
von AM in Aussicht. Vergleichbare aktuelle Bemihungen kdnnten eine klinische Erprobung
von MALP-2 zur prophylaktischen Immunmodulation in naher Zukunft ermdglichen.
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Lebenslauf Holger Christian Maller

Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichen Griinden in der elektronischen Version
meiner Arbeit nicht veroffentlicht.
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