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ZUSAMMENFASSUNG

Die Pneumonie ist weltweit die haufigste Infektionskrankheit. lhre sehr hohe Letalitat
konnte durch EinfUhrung der antibiotischen Therapie deutlich reduziert werden,
betragt seitdem jedoch bei schwerer Pneumonie unverandert 10-14%. Mehrere
Ansatze zur Reduktion der Pneumonieletalitat konnten identifiziert und experimentell
evaluiert werden.

Beeintrachtigungen der angeborenen pulmonalen Immunabwehr begunstigen
die Entstehung und einen schweren Verlauf der Pneumonie, jedoch sind bisher keine
geeigneten medikamentosen PraventionsmalRnahmen verfugbar. In der aktuellen
Arbeit konnte gezeigt werden, dass die praventive Stimulation des Mustererkennungs-
rezeptors TLR-2 die Letalitdt der nachfolgenden Pneumokokkenpneumonie in der
Maus dramatisch senken kann.

Bei ungunstigem Verlauf der Pneumonie kann trotz des Einsatzes wirksamer
Antibiotika ein akutes Lungenversagen entstehen. Pneumoniepatienten mit hohem
Letalitatsrisiko kdnnen zwar fruhzeitig identifiziert werden, jedoch ist aktuell keine
Interventionsmadglichkeit etabliert, die den Progress zum Akuten Lungenversagen
verhindert. Da eine inadaquate Pathogen-Wirt-Interaktion mafigeblich zur Entstehung
des Akuten Lungenversagens bei Pneumonie beitragt, wurde die Rolle des
bakteriellen Pathogenitatsfaktors Pneumolysin untersucht und ein wesentlicher Beitrag
des Exotoxins zu Hyperpermeabilitdt und pulmonalarterieller Hypertonie beobachtet.
Hierbei kam dem Platichen-aktivierenden Faktor (PAF) eine wesentliche Mediatorrolle
zu, so dass PAF sich moglicherweise als therapeutisches Ziel eignen konnte. Ferner
wurde erstmals beschrieben, dass Angiopoietin-2 durch Sensibilisierung von
Endothelzellen gegenliber Tumornekrosefaktor- (TNF-) o eine Schlusselrolle bei
endothelialer Inflammation einnimmt. Dieser Mechanismus koénnte moglicherweise
therapeutisch beeinflusst werden. Eine weitere geeignete Interventionsmoglichkeit
konnte die Inhibition der Phosphodiesterase (PDE) 2 darstellen. Phosphodiesterasen
vermindern intrazellulare zyklische Nukleotide und beeintrachtigen so die endotheliale
Barrierefunktion. PDE2-Expression und -Aktivitat stiegen bei Inflammation und
insbesondere bei experimenteller Pneumonie, und die Inhibition der PDE2 verhinderte
die Entstehung des Akuten Lungenversagens bei Pneumokokkenpneumonie in der
Maus.

Von zentraler Bedeutung flir den Verlauf der Pneumonie ist der Einsatz eines

wirksamen Antibiotikums, jedoch wird die Therapie durch zunehmende Entwicklung



bakterieller Resistenzen gegenuber Antibiotika erschwert. Das kurzlich isolierte und
aufgereinigte Bakteriophagenenzym Cpl-1 lysiert Pneumokokken schnell und
spezifisch. In der aktuellen Studie Uberlebten Mause mit unbehandelt todlich
verlaufender Pneumokokkenpneumonie durch systemische Gabe des Iytischen
Bakteriophagenenzyms. Cpl-1 kdnnte daher eine neue Perspektive fur die Behandlung

der Pneumokokkenpneumonie bieten.



1 EINLEITUNG

1.1 Die Lunge

Eine wesentliche Aufgabe der Lunge besteht im ausreichenden Gasaustausch
zwischen Organismus und Umgebungsluft. Um diesen zu gewahrleisten, weist die
Lunge eine grazile mikroskopische Struktur mit engster Nachbarschaft von Alveolen
und Kapillaren auf, deren Integritat von grofter Bedeutung ist. Neben ausreichender
Zufuhr von sauerstoffreicher Luft, Ableitung von kohlendioxidreicher Luft, und
Perfusion der LungengefalRe sind eine genugende Diffusionskapazitat und eine
sauerstoffgesteuerte Anpassung des Gefalwiderstandes in der Lungenstrombahn
(von Euler-Liljestrand Mechanismus) fur die Erhaltung der Gasaustauschfunktion
notig.

Die Atemwege der Lunge werden von mehrreihigem oder mehrschichtigem
tracheobronchialem Epithel ausgekleidet, das aus zilientragenden Zellen,
sekretorischen Becherzellen und Zellen mit Mikrovilli besteht und die mukoziliare
Reinigungsfunktion sicherstellt. Die Bronchiolen werden von kuboidalem Epithel und
sekretorischen Clarazellen ausgekleidet, wahrend das Alveolarepithel aus Typ |- und
Typ Il-Zellen besteht. Etwa 95 % der internen Lungenoberflache besteht aus
Alveolar-Typ I-Zellen. Sie bilden mit Endothelzellen der Alveolarkapillaren eine
gemeinsame Basalmembran und somit die Gasaustauschbarriere. Alveolare Typ II-
Zellen erfullen eine Vielzahl an Funktionen, etwa die Steuerung des pulmonalen
Surfactant-Systems’ und des alveoldren Fliissigkeitsgehalts®>. AuRerdem ersetzen
sie die Typ I-Zellen®.

Die pulmonale Barriere steht mit einer sehr groBen Oberflache von etwa 200 m? in
standigem Kontakt mit unserer Umwelt, so dass eine fortwahrende Exposition dieser
empfindlichen Grenzflache gegenuber Gasen, Aerosolen und Partikeln
verschiedener GroRe besteht, die Allergene, Noxen und Pathogene sein kdnnen.
Angeborene und erworbene Immunmechanismen mussen verhindern, dass exogene
Substanzen Schaden verursachen®. An den Schutzmechanismen sind zahlreiche
Zellpopulationen beteiligt, einschlie8lich unterschiedlich differenzierten Epithelzellen,
Fibroblasten, Endothelzellen, ortstdndigen Makrophagen und dendritischen Zellen,
sowie einwandernden Granulozyten, Monozyten und Lymphozyten, welche in enger

Nachbarschaft  zueinander lokalisiert sind®> (Abb. 1). Versagen die



Schutzmechanismen, dann kann unter anderem eine Stérung der alveolokapillaren

Schranke mit Verminderung der Gasaustauschfunktion resultieren.
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Abb. 1: Die angeborene Infektabwehr in der Lunge. (Quelle: Ref.?)

1.2 Pulmonale Immunmechanismen

Die Grenzflache zwischen Umwelt und Wirtsorganismus wird durch Atemwegs- und
Lungenepithel gebildet und stellt die erste Verteidigungslinie der angeborenen
Immunitat dar. Das Epithel dient sowohl als mechanische Barriere, als auch zur
Erkennung von Pathogenen und zur Initiierung einer Immunantwort* (Abb. 1).

In die Atemwege eindringende Mikroorganismen werden von Wirtszellen erkannt,
weil sie an ihrer Oberflache molekulare Muster (,pathogen associated molecular
patterns, PAMPs) prasentieren, welche sie von anderen Pathogenen und vom Wirt
unterscheiden®. Dem Wirt dienen zur Erkennung und Unterscheidung der PAMPs
phylogenetisch konservierte Rezeptoren (,pattern recognition receptors®, PRRs). Zu
diesen Rezeptoren zahlen die Familie der 11 transmembranar auf der Zelloberflache

oder endosomal lokalisierten ,Toll-like“-Rezeptoren (TLR)"®, sowie zytosolische



,nucleotide oligomerization domain“ (NOD)-like Rezeptoren (NLR)*'. TLR2 erkennt
z. B. Oberflachenmuster von grampositiven Bakterien, TLR4 erkennt u.a. das
Lipopolysaccharid gramnegativer Keime und Pneumolysin, und TLR3, 7, 8 und 9
erkennen Nukleinsduren®. Neben den TLR und den NLR ist bei der
Pneumokokkeninfektion der Rezeptor fur ,Plattchen aktivierenden Faktor® (PAF) fur
die Interaktion der Pneumokokken mit der Wirtszelle und fir die Infektiositat von
zentraler Bedeutung'”.

PRRs aktivieren nach der Erkennung von Mikroorganismen intrazellulare
Signalkaskaden und Transkriptionsfaktoren'®'®. Diese Signalwege bestehen in der
Regel aus drei bis vier in Abfolge durch Phosphorylierung aktivierte Kinasen, die
nach ihrem jeweils zentralen Mitglied unterschieden werden: u.a. p38-, p42/44-, JNK
und ERKS Mitogen-aktivierte Proteinkinasen™. Ein zentraler proinflammatorischer
Transkriptionsfaktor ist der nukleare Faktor kB (NF-kB), der sowohl Uber seine
zytosolische oder nukledre Lokalisation, als auch Uber posttranslationelle
Modifikationen reguliert wird'®. Eine Aktivierung fiihrt zur Bildung und Freisetzung
von Mediatoren*'%'®. Zur vollstindigen Aktivierung der Wirtsabwehr erfolgt die
Freisetzung spezifischer Zytokinmuster®. Friihe Zytokine amplifizieren das Signal der
Pathogenerkennung und binden weitere Zellen in die Immunantwort ein’®.
Insbesondere die Rekrutierung von Leukozyten durch chemotaktische Botenstoffe an
den Ort der Infektion ist von besonderer Bedeutung fir die Eindammung der
bakteriellen Invasion'. Neutrophile Granulozyten koénnen beispielsweise mittels
Phagozytose und Bildung extrazellularer Netze Mikroben t6ten und durch
Zytokinproduktion das immunologische Umfeld beeinflussen und die Immunantwort
wesentlich mitgestalten'. Die Verstarkung der Immunantwort kann fiir den
Wirtsorganismus somit von Vorteil sein, jedoch kann sie auch negative Effekte
haben, und insbesondere zur Schadigung der alveolokapillaren
Gasaustauschbarriere beitragen™®



1.3 Pneumonie

Die Pneumonie ist eine entzindliche Erkrankung des Lungenparenchyms, die durch
eine Infektion mit Bakterien, Viren oder Pilzen ausgelost wird.

1.3.1 Epidemiologie der Pneumonie

Die Pneumonie ist weltweit die dritthaufigste Todesursache. In den
Entwicklungslandern sterben pro Jahr etwa 2 Millionen Kinder an einer
LungenentzUndung19. In den Industrielandern hat die Pneumonie eine Inzidenz von
etwa 1 % und stellt unter den Infektionskrankheiten die haufigste Todesursache dar.
Obgleich Menschen jeden Alters an einer Pneumonie erkranken konnen, sind
insbesondere Kinder und altere Menschen betroffen. Aufgrund der demographischen
Entwicklung in Deutschland wird hier die Inzidenz der Pneumonie voraussichtlich
weiter ansteigen.

Jahrlich erkranken in Deutschland etwa 740.000 Menschen an einer ambulant
erworbenen Pneumonie (community acquired pneumonia; CAP). Ein Uberwiegender
Teil der Patienten mit CAP wird ambulant behandelt und die Mortalitdt dieser
Patienten liegt in Industrielandern in der Regel unter 1 %%°. Jedoch miissen etwa
33% der Patienten mit CAP stationar behandelt werden. Laut Statistischem
Bundesamt wurden z.B. 2004 in Deutschland 238.659 Patienten aufgrund einer
Pneumonie in ein Krankenhaus eingewiesen, und somit deutlich mehr als
beispielsweise aufgrund von Myokardinfarkten (132.501) oder Schlaganfallen
(161.758). Bei den stationar behandelten Patienten betragt die Mortalitat Gber 12
%?2'. Dabei wird die Letalitit wesentlich durch Komorbiditaten, wie die chronisch
obstruktive Lungenerkrankung, oder sonstige Risikofaktoren, wie ein hohes
Lebensalter mitbestimmt®.

Die nosokomial erworbene Pneumonie hat im Vergleich zur ambulant erworbenen
Pneumonie eine noch héhere Mortalitat von ca. 30 %*? und macht etwa 15 % aller
Krankenhausinfektionen aus?. Insbesondere die Beatmungstherapie pradisponiert
fur die Entstehung nosokomialer Pneumonien. Beatmungsassoziierte Pneumonien
treten bei bis zu 47 % aller Beatmungspatienten auf, verlangern die Liegedauer der
Patienten deutlich und haben besonders haufig schwere Verlaufe mit hoher
Mortalitat®,

Pneumonien verursachen eine bedeutende Belastung der Offentlichen

Gesundheitssysteme?*. Beispielsweise fiihrt die ambulant erworbene Pneumonie in



den USA zu jahrlich 10 Millionen Arztkontakten, 64 Millionen Krankheitstagen und
500.000 Krankenhausaufnahmen und verursacht Kosten in Héhe von 20 Milliarden
US$ pro Jahr, wahrend in Deutschland jahrlich Kosten in Hohe von etwa 500

Millionen Euro verursacht werden?®.

1.3.2 Atiologie der Pneumonie

Die CAP wird am haufigsten durch Streptococcus pneumoniae ausgelost, gefolgt von
Mycoplasma pneumoniae, Haemophilus influenzae, Viren (Influenza-A- und —B-,
Parainfluenza-, Adenoviren und Respiratory Syncitial Virus), Chlamydophila
pneumoniae, Legionella spp., Moraxella catarrhalis und Stahylococcus aureus. Bei
einer nosokomialen Pneumonie, die mehr als 5 Tage nach stationarer Aufnahme
erworben wurde (,late onset®), sind dartber hinaus Enterobacteriaceae (E. Coli,
Klebsiella spp., Enterobacter spp.), Pseudomonas aeruginosa, Serratia spp., Proteus
spp., Acinetobacter spp., Stenotrophomonas maltophilia, Citrobacter, Anaerobier und
andere Bakterien, sowie Pilze (Aspergillus spp., Candida spp.) als Ursache in
Betracht zu ziehen. Bei immunkompromittierten Patienten konnen zusatzlich
Nocardia spp., atypische Mykobakterien, Rhodococcus equi, Cryptococcus
neoformans, Pneumocystis jiroveci, Zytomegalievirus, Herpes simplex Virus und
Varizella Zoster Virus ursachlich beteiligt sein. Die beatmungsassoziierte Pneumonie
(,ventilator associated pneumonia®“, VAP) wird Uberwiegend durch gramnegative
Erreger verursacht, wie multiresistente Enterobacteriaceae (E. coli, Serratia,

Klebsiella, Enterobacter) und Pseudomonas spp., und durch S. aureus.

1.3.3 Klinisches Bild der Pneumonie

Die ,klassischen“ Symptome der Pneumonie umfassen Fieber, Schuttelfrost, Husten
mit mukopurulentem Sputum, Dyspnoe und Abgeschlagenheit. Zeichen der
Hypoxamie (Zyanose, Verwirrtheit) und der Pleuritis (Brustschmerzen,
schmerzbedingte Schonatmung) kénnen das klinische Bild erganzen. Insbesondere
bei Patienten hdheren Alters kdnnen die Symptome jedoch unspezifisch sein.

Bei der korperlichen Untersuchung fallen ferner ein gedampfter Klopfschall und ein
verstarkter Stimmfremitus Uber infiltrierten Arealen der Lunge auf. Auskultatorisch
konnen feinblasige Rasselgerausche nachweisbar sein. Eine Tachykardie ist haufig,
jedoch kann insbesondere bei Pneumonien durch Viren, Mykoplasmen, Chlamydien

oder Legionellen eine relative Bradykardie vorliegen.
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Die Diagnose der Pneumonie wird radiologisch durch Nachweis eines oder mehrerer
Infiltrate gesichert (Abb. 2). Ausnahme stellen Pneumonien bei Patienten mit
Neutropenie dar, da diese oftmals kein Infiltrat ausbilden. In der Blutgasanalyse
kénnen Zeichen der Hypoxamie auftreten, und sonographisch kann mitunter eine
Rechtsherzbelastung nachgewiesen werden. Laborchemisch kdnnen eine
Leukozytose und eine Erhdhung des C-reaktiven Proteins sowie gegebenenfalls des
Procalcitonin  auffallen. Elektrolyte, Harnstoff und Kreatinin sollten zur
therapeutischen und prognostischen Einschatzung bestimmt werden.

Unter stationaren Bedingungen sollte noch vor Beginn einer kalkulierten
Antibiotikatherapie  Bronchialsekret gewonnen werden, um daraus eine

mikrobiologische Erregerbestimmung durchzufuhren. Ferner kann im Urin

Pneumokokken- und Legionellenantigen nachgewiesen werden.

Abb. 2: Konventionelle Réntgenaufnahme des Thorax in zwei Ebenen: Pneumonisches
Infiltrat im rechten Unterlappen. (aus: www.medvarsity.com)

1.3.3 Therapie der Pneumonie

In die Entscheidungsfindung, ob ein Patient mit Pneumonie ambulant, normal- oder
intensivstationar behandelt wird, sollte maldgeblich die objektive
Schweregradeinteilung mittels CRB-65 bzw. CURB-Index?® oder mittels "pneumonia

severity index" (PSI)%’ einflieRen.
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Die kalkulierte antibiotische Therapie sollte mdglichst rasch nach der
Diagnosestellung initiiert werden und richtet sich nach Anamnese und Kilinik, und
nach der damit verbundenen Wahrscheinlichkeit fur bestimmte Erregerspektren.
Nach Erhalt mikrobiologischer Erkenntnisse zum ursachlichen Erreger der
Pneumonie muss die Therapie adaptiert werden.

Detaillierte Handlungsanweisungen zu Diagnostik und Therapie der ambulant
erworbenen Pneumonie geben die ,Vorgaben der S3-Leitlinie zum Management der
ambulant erworbenen Pneumonie® (Thieme, 2007; ISBN: 9783131346919).

1.4 Streptococcus pneumoniae

Ungefahr 30 - 45 % der ambulant erworbenen Pneumonien werden in Deutschland
und weltweit durch S. pneumoniae verursacht. Die Pneumokokken wurden 1881
zeitgleich von G. Sternberg (USA) und L. Pasteur (Frankreich) entdeckt. Es handelt
sich um grampositive a-hamolysierende Streptokokken, die in der Gramfarbung des
Sputums als Diplokokken, und wahrend der Vermehrung im fllssigen
Wachstumsmedium in Ketten vorkommen (Abb. 3). lhre |dentifizierung erfolgt anhand
der a-Hamolyse auf Blutagar-Platten, dem Fehlen von Katalase und der Hemmung
ihres Wachstums durch Optochin und Galle.

Klinisch relevante Pneumokokkenstdamme verfugen Uber eine Kapsel, deren
Kapselstarke bei enger Interaktion mit Epithelzellen reduziert wird, ein Vorgang der
als Phasenvariation bezeichnet wird®®. Die Kapsel besteht aus Polysacchariden, die
im Zytoplasma als Oligosaccharide synthetisiert, polymerisiert und an der Oberflache
durch kovalente Bindungen in der Zellwand verankert werden. Die unterschiedlichen
Antigeneigenschaften der Polysaccharide determinieren den Serotyp der
Pneumokokken. Die Serotypen werden nach der US-amerikanischen Nomenklatur in
der Reihenfolge ihrer Entdeckung (1 bis 90) unterschieden. Nach der danischen
Nomenklatur werden 21 Serogruppen unterschieden, die jeweils 2-5 verwandte
Serotypen enthalten. In den Serogruppen finden sich 65 der insgesamt 90
Serotypen, die restlichen 25 werden einzeln gefuhrt.

Neben der Kapsel besitzen Pneumokokken eine Zellwand aus Peptidoglykan und
Teichonsaure  (C-Substanz). Ferner werden zahlreiche Proteine als
Pathogenitatsfaktoren beschrieben, u.a. Hyaluronsdure, Neuraminidase A und B,

cholinbindendes  Protein A%, Pneumokokken-Oberflachenantigen ~ A¥,
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Pneumokokken-Oberflachenprotein A* auf der Zellwand, sowie Pneumolysin® im

Zytoplasma.

Abb. 3: Kettenbildende S. pneumoniae mit einer
Groélke von 0,5- 1,25 pym.
Quelle: http://img.sci-lib.com

1.4.1 Pneumokokken als Infektionserreger

Weltweit verursacht S. pneumoniae eine hohe Morbiditat und Mortalitat®*.
Entzindungen der Atemwege, des Mittelohrs und der Meningen, sowie Bakteriamien
sind die haufigsten Manifestationen einer Pneumokokkeninfektion?’. Allein in den
USA werden jahrlich 7 Millionen Falle von S. pneumoniae-bedingter Otitis media und
500.000 Pneumoniefalle registriert**. Zwar kdnnen alle Altersgruppen betroffen sein,
jedoch treten die Infektionen am haufigsten bei Kindern oder alteren Menschen auf.
Daruber hinaus sind Menschen mit chronischen Erkrankungen oder Immundefizienz
besonders gefihrdet?®®. Auch in Entwicklungslandern sind Pneumokokken wichtige
Erreger von Atemwegsinfektionen, die ca. 1 Million Todesfalle jahrlich verursachen?'.
Die Ubertragung der Pneumokokken erfolgt (iberwiegend durch direkten Kontakt mit
dem Nasensekret von erkrankten oder gesunden, besiedelten Personen. Meist fuhrt
eine solche Pneumokokkenexposition nur zur transienten Besiedlung. Bei fur den
jeweiligen Serotyp empfindlichen Individuen kann eine Ausbreitung in die Sinus, das
Mittelohr, die Atemwege oder sogar in die Blutbahn erfolgen.

Die Inzidenz der Pneumokokkenpneumonie betragt in Europa und den USA etwa
100 von 100.000 Erwachsenen, wahrend sie fur febrile Bakteriamien durch
Pneumokokken 15-19 und fir Meningitiden 1-2 von 100.000 Erwachsenen betragt®*.
Auch in diesen wirtschaftlich hochentwickelten Landern ist die Mortalitat invasiver
Pneumokokkeninfektionen hoch. Die Pneumonie ist die mit Abstand haufigste
Ursache fiir Bakteriamie und Tod durch Pneumokokkeninfektionen®'. Wahrend die
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Mortalitét einer Pneumokokkenbakteridmie in der praantibiotischen Ara fast 80 %
betrug, betragt sie heute fiir Erwachsene ca. 20 %, in Risikogruppen iber 50 %?'.
Wichtige unabhangige Risikofaktoren bei Erwachsenen sind Asplenie, aktiver oder
passiver Nikotinkonsum, Alkoholismus, sowie Herz- und Lungenerkrankungen.
Ferner haben HIV-infizierte Patienten ein bis zu 100-fach erhdhtes Risiko fur eine
Pneumokokkenpneumonie und -bakteriamie®.

Insbesondere Menschen mit unabhangigen Risikofaktoren, sowie altere Menschen
kénnen von einer Pneumokokken-Schutzimpfung profitieren. Aktuell verfigbare
Impfstoffe rufen die Bildung serotypspezifischer Antikdrper gegen 23 haufige der 90
bekannten Serotypen von S. pneumoniae hervor, die etwa 90% der invasiven
Infektionen verursachen. Unter immunkompetenten Erwachsenen betragt die
Effektivitit der Impfung 50-80 %?2', wahrend sie bei immunkompromittierten
Patienten, einschlieBlich HIV-infizierten, deutlich niedriger liegt. Zur Impfung von
Kleinkindern kommt ein proteingekoppelter Impfstoff zum Einsatz®’. Allerdings ist es
bisher nicht gelungen, mehr als 11 der bekannten 90 Serotypen mit diesem Impfstoff
abzudecken, was die Madglichkeit eines Serotypwechsels aufgrund von
Selektionsdruck erhdht. Eine vermehrte Besiedelung durch nicht abgedeckte
Serotypen wurde bereits beobachtet®®. Zudem sind Pneumokokken natiirlich
transformierbar®® und wechseln nicht selten ihre Kapseleigenschaften.

In der Vergangenheit erfolgte ein Wechsel der Erkrankungen verursachenden
Serotypen. Wahrend zu Beginn des 20. Jahrhunderts die Serotypen 1, 2 und 3 mehr
als 75% der schweren Pneumokokkeninfektionen verursachten, sind heute in den
Industrielandern bei Erwachsenen die Serotypen 1, 3, 4, 6A/B und 14 fur etwa 40 %
der invasiven Infektionen verantwortlich?!, wahrend bei Kindern hauptsachlich die
Serotypen 6, 14, 18, 19 und 23 vorkommen®*'. Eine Ursache fiir den Wechsel der
vorherrschenden Serotypen kénnte eine Anderung des typischen Infektionsweges
sein: Fruher Uberwogen epidemische Ausbriuche hochimmunogener Serotypen,
wahrend heute fur die Verbreitung des Keimes haufig Kleinkinder und andere
Menschen mit Tragerstatus verantwortlich sind, so dass weniger immunogene

Stamme einen Selektionsvorteil geniessen*?.

Die Therapie der Pneumokokkeninfektionen erfolgt mittels antibiotisch wirksamer
Substanzen. Ein zentrales Problem besteht jedoch in zunehmenden Resistenzen

gegen  pneumokokkenwirksame  Antibiotika  wie  Penicilline, Makrolide,
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Cephalosporine und Fluorchinolone. Sogar gegen Vancomycin wurde bereits
Toleranz beobachtet*®. In  den 1970er Jahren wurden erste einzelne
penicillinresistente Isolate aus Sudafrika und Spanien beschrieben. Heute sind
weltweit 20-30 % der Pneumokokken gegen 3 oder mehr Antibiotika resistent®. In
den USA sind etwa 40 % der S. pneumoniae-lsolate penicillinresistent, in Spanien
etwa 50 %, in Hongkong 69 %*’. Einzelne resistente Klone konnten sich weltweit
pandemisch ausbreiten®®.

Wenngleich die in vitro beobachtete Entwicklung der Resistenzen zweifellos
begrindeten Anlass zur Sorge gibt und tatsachlich weltweit von
Behandlungsversagen berichtet wird, ist die klinische Bedeutung der Resistenzen bis
heute schwer einschatzbar. Besonders die Makrolidresistenz ist offenbar von
klinischer Bedeutung. Bei schweren Pneumokokkeninfektionen wird in vielen
Leitlinien eine Kombinationstherapie von Betalactamantibiotika, Makroliden und ggf.

Vancomycin empfohlen®?.

1.4.2 Pneumolysin

Pneumolysin kommt in allen klinisch relevanten Pneumokokkenstdammen vor und ist
von besonderer Bedeutung fur die Pathogenitat. Es handelt sich um ein Cholesterol-
abhangiges, Poren bildendes Toxin (Zytolysin) der Pneumokokken, dessen
zytolytischen Effekten ein relevanter Beitrag zur Entstehung des Lungenversagens
und der neuronalen Schadigung zugeschrieben wird. Das 53 kDa grofe Protein
enthalt 471 Aminosauren und 4 Strukturdomanen. Nach Bindung an Cholesterol
verursacht Pneumolysin eine  Oligomerisierung und die Bildung von
Membranporen**, Pneumolysin wirkt begunstigend auf die intraalveolare Replikation
von Pneumokokken und die Ausbreitung in das Lungengewebe und den Blutstrom™®.
DarUber hinaus spielt Pneumolysin eine zentrale Rolle fur die Immunantwort auf
Pneumokokken. Das Toxin wird durch Toll-like Rezeptor 4 erkannt, und es aktiviert
zahlreiche Gene teilweise mittels epigenetischer Modifikation, sowie T-Zellen, den
klassischen Weg der Komplementkaskade und weitere inflammatorische
Signaltransduktionskaskaden.  Wahrend Pneumolysin  im  Krankheitsverlauf
schadigend wirken kann, wird zunehmend deutlich, dass die Erkennung des
Pneumolysin durch den Wirtsorganismus auch von zentraler Bedeutung fur die

Immunantwort und die bakterielle Clearance ist*®*’.
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1.5 Akutes Lungenversagen

Das Akute Lungenversagen (acute lung injury, ALI) und seine extreme Manifestation,
das Acute Respiratory Distress Syndrome (ARDS) sind durch akuten Beginn einer
refraktaren Hypoxamie, verbunden mit bilateralen radiologischen Infiltraten
charakterisiert. Eine durch Herzinsuffizienz bedingte hydrostatische Ursache muss
ausgeschlossen sein. Der Quotient aus arteriellem Sauerstoffpartialdruck und
inspiratorischer Sauerstofffraktion (PaO2/FiO2) ist beim ALI < 300 und beim ARDS <
200.

Die Inzidenz des Akuten Lungenversagens liegt ungefahr zwischen 30 und 74 je
100.000 Einwohner*®*°. Haufigste Ausléser fiir ALI und ARDS sind Pneumonie und
pneumogene Sepsis, gefolgt von Sepsis anderen Ursprungs. Lungenkontusion,
Polytrauma, Massentransfusionen, Fettembolie, Reperfusion, Inhalationstrauma und
Magensaftaspiration kdnnen ebenfalls ein ALI auslésen®.

Das Syndrom verlauft meist progressiv in mehreren Stadien unterschiedlicher
klinischer, histopathologischer und radiologischer Manifestation. In der akuten oder
exsudativen Phase (Abb. 4 und 5) finden sich diffuse Alveolarschaden mit
Schadigung von Endo- und Epithel, zellularem Influx von Neutrophilen, Makrophagen
und Erythrozyten, sowie proteinreicher Odemfliissigkeit im alveolaren Kompartiment
und Ausbildung hyaliner Membranen®'®?. (Abb. 6 A-B). Haufig tritt eine akute
pulmonalvaskuldre Widerstandserhdhung ein®®. Wahrend bei manchen Patienten
eine restitutio ad integrum erfolgt, wird in zahlreichen Fallen die exsudative Phase
von einer fibrosierenden Alveolitis (Abb. 6 C-E) mit persistierender Hypoxamie und
weiter abfallender Lungencompliance abgeldst®'*?. Eine folgende Obliteration des
pulmonalen Kapillarbettes kann eine schwere pulmonale Hypertonie mit
konsekutivem Rechtsherzversagen verursachen®. In der Ruckbildungsphase ist die
Hypoxamie bei steigender Lungencompliance rucklaufig und radiologische
Veranderungen verschwinden oftmals vollstandig.

T

Abb. 4: Radiologisches

Bild der Entwicklung eines

ARDS bei Pneumonie

innerhalb von 12 Tagen

| Quelle: www.mevis-
| research.de.
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Abb. 5: CT wahrend der
Akuten Phase des ARDS.
Die bilateralen, alveolaren
Verschattungen sind
dichter in den
abhangigen, dorsalen
Lungenzonen, wahrend
die anterioren
Lungenfelder ausgespart
bleiben. Die Pfeile
markieren verdickte
interlobulare Septen i.S.
eines Lungenddems. Die
bilateralen Pleuraerglsse
sind typisch>**°

Quelle: Ref. *°

Die Mortalitdt des ARDS liegt bei 40-60 %°°. Sepsis, hohes Alter, nichtpulmonales
Organversagen und chonische Leberinsuffizienz sind negative Pradiktoren zum
Zeitpunkt der ALI — Diagnosestellung, wahrend der initiale Oxygenierungsindex
keinen Ruckschluss auf die Prognose zulasst. Ein Ausbleiben einer Besserung der
Lungenfunktion innerhalb der ersten Woche nach Beginn der Behandlung ist jedoch
prognostisch unglinstig. Bei den meisten Uberlebenden eines ARDS bleiben 6-12
Monate nach der akuten Erkrankung nur asymptomatische Einschrankungen der
Lungenfunktion zuriick®”*®, Dennoch wird bei Uberlebenden eine reduzierte

Lebensqualitat beobachtet® .
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A: Lungenbiopsie eines Patienten zwei Tage nach Beginn eines ARDS nach Magensaft-
Aspiration. Charakteristische hyaline Membranen (Pfeil), intraalveolare Erythrozyten und
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Neutrophile Granuozyten als Zeichen diffuser Alveolarschadigung. (Haematoxylin und
Eosin).

B: Lungengewebe eines Patienten, der vier Tage nach Beginn eines ARDS verstarb.
Kapillares (C) Endothel (EN) und Alveolarepithel sind geschadigt. Vakuolisierung und
Schwellung des Endothels, sowie Verlust von Alveolarepithel mit Bildung hyaliner
Membranen auf der epithelialen Seite der Basalmembran (BM) fallen auf.

Abb. 6. C-E: Proliferative Phase
C+D: Lungenbiopsie 14 Tage nach Beginn eines ARDS. (C) Granulationsgewebe mit
chronischem inflammatorischem Zellinfiltrat (H/E). (D) Trichrom-Farbung zeigt Kollagen-
Ablagerungen im Granulationsgewebe passend zur Deposition extrazellularer Matrix im
alveoldren Kompartiment.

E: Phase der fibrosierenden Alveolitis mit Reepithelialisierung der epithelialen Barriere mit
Alveolarepithel Typ Il Zellen. Der Pfeil deutet auf eine Typ Il Zelle mit Mikrovilli und
Surfactant-gefillten Lamellarkérperchen. Die daran angrenzende Zelle ist in Umwandlung in
eine Typ | Zelle begriffen, mit Verlust von Lamellarkérperchen und Mikrovilli, verdicktem
Interstitium und Kollagenablagerung.
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1.5.1 Pathophysiologie des Akuten Lungenversagens

Die akute Phase des Akuten Lungenversagens ist durch den Ubertritt proteinreicher
Flussigkeit aus dem Gefalisystem in das Alveolarlumen gekennzeichnet (Abb. 7).
Ursache ist ein Anstieg der Permeabilitdt der alveolokapillaren Barriere, die aus

mikrovaskularem Endothel und Alveolarepithel besteht®’

. Das Alveolarepithel besteht
zu 90 % aus flachen Typ | Zellen und zu 10 % aus kuboiden Typ Il Zellen, die
gegenuber Schadigung resistenter sind als Typ | Zellen und deren Funktionen
Surfactantproduktion, lonentransport und Differenzierung in Typ | Zellen beinhaltet.
Unter physiologischen Bedingungen ist die epitheliale Barriere deutlich weniger
permeabel, als die endotheliale Barriere®.

Epitheliale Schadigung fuhrt daher zu Alveolarddem, und auflerdem wird die
Maoglichkeit, Fllssigkeit aus dem Alveolarraum zu transportieren eingeschrankt.
Ferner ist die Surfactantproduktion reduziert®®, bakterielle Translokation tritt gehauft
auf®®, und epitheliale Reparaturvorginge kénnen zu Fibrose fiihren®.

Histologische Studien zeigten eine Akkumulation neutrophiler Granulozyten in der
Frihphase des ALI, und neutrophilen Granulozyten wird eine wesentliche Rolle bei
der Enstehung des Akuten Lungenversagens beigemessen52;66. Allerdings kann ein
ARDS auch bei Neutropenie entstehen®”. Die tatsichliche Bedeutung der
neutrophilen Granulozyten bei der Entstehung des ARDS ist nicht abschliessend
geklart.

Eine besondere Rolle spielt offenbar die Dysbalance pro- und antiinflammatorischer
Zytokine, die lokal von inflammatorischen Zellen, Epithelzellen oder Fibroblasten

gebildet werden.
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Mormal Alveclus Injured Alveolus during the Acute Phase

Alveolarair space | Pratein-rich edema fluid
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Abb. 7: Normaler Alveolus (links) und Alveolus in der Akuten Phase des ALl und ARDS
(rechts). In der akuten Phase kommt es zu Abstossung bronchialer und alveolarer
Epithelzellen mit Ausbildung proteinreicher, hyaliner Membranen auf der denudierten
Basalmembran. Neutrophile Granulozyten adharieren am Kapillarendothel und wandern
durch das Interstitium in den Alveolarraum, der mit proteinreicher Odemflissigkeit geflllt ist.
In der Alveole sezernieren Makrophagen Zytokine (IL-1, -6, -8, -10, TNFa u.a.), die lokal
Chemotaxis stimulieren und Neutrophile aktivieren. Interleukin-1 kann ferner die Produktion
extrazellularer Matrix durch Fibroblasten stimulieren. Neutrophile kénnen Oxidantien,
Proteasen, Leukotriene und andere proinflammatorische Molekile, wie Plattchen-
aktivierenden Faktor (PAF) freisetzen. Auch antiinflammatorische Mediatoren sind im
alveoldaren  Milieu vorhanden, wie Interleukin-1-Rezeptor Antagonist, I6slicher
Tumornekrosefaktor Rezeptor, Autoantikérper gegen Interleukin-8, und Zytokine wie
Interleukin-10 und 11. Quelle: Ref. *.
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1.5.2 Therapie bei Akutem Lungenversagen

Eine zentrale Saule der Behandlung von Patienten mit Akutem Lungenversagen stellt
neben der Sauerstoffgabe die Beatmungstherapie dar. Jedoch kann
Uberdruckbeatmung per se beatmungsassoziierten Lungenschaden hervorrufen.
Hinsichtlich der Behandlung bei Akutem Lungenversagen war die Beobachtung einer
groRen, multizentrischen, randomisierten und kontrollierten Studie bedeutend, dass
die Reduktion des Tidalvolumens auf 6 mil/kg Korpergewicht im Vergleich zur
Beatmung mit 12 ml/kg Koérpergewicht zur Reduktion der Mortalitat bei ALI und
ARDS von 40 % auf 31 % fiihrte®®. Die Anwendung eines hdheren oder niedrigeren
endexspiratorischen Druckes fiihrte hingegen zu keinem Unterschied®.

Aufgrund der mikrovaskularen Schrankenstérung kommt es bei ALl und ARDS zum
Lungenddem. Daher koénnte theoretisch eine restriktive Fllssigkeitszufuhr mit
entsprechend niedrigerem hydrostatischem Druck im pulmonalen Gefalibett die
Schwere des Lungenddems reduzieren, und diese Theorie wurde im Tierversuch
belegt’®. Ferner ist vermehrtes extravaskuldres Lungenwasser bei ARDS mit
erhohter Mortalitat assoziiert’' und ein niedrigerer Wedge Druck mit besserem
Uberleben’. Andererseits fiihrt restriktive Flissigkeitszufuhr unter Umstinden zu
verminderter Organperfusion. In einer grollen multizentrischen Studie des ,Acute
Respiratory Distress Syndrome Network® wurden Patienten mit ALI entweder einer
.konservativen* FlUssigkeits-Management Strategie zugefihrt (keine
Nettoflussigkeitszunahme wahrend der ersten 7 Tage), oder einer ,liberalen® (ca. 1l
Positivbilanz / d)’®. Tatsachlich hatten Patienten mit  konservativer
Flussigkeitszufuhr mehr beatmungsfreie Tage, einen kurzeren intensivstationaren
Aufenthalt und eine um 2,9 % gebesserte 60-Tage Uberlebensrate (nicht signifikant).
Allerdings wurden Patienten mit Schock, Katecholamintherapie oder Dialyse nicht in
die Studie eingeschlossen.

Seit vielen Jahren wird in der intensivmedizinischen Literatur die Debatte gefuhrt, ob
kristalloide oder kolloidale Losungen bei kritisch kranken Patienten mit ALI eingesetzt
werden sollten. Kleinere Studien und Metaanalysen erbrachten keine klare
Aussage’*’®. Eine 7000 Patienten einschlieRende, randomisierte und kontrollierte
Studie zeigte, dass Albumin gegeniiber isotonen Lésungen keinen Benefit bringt’®.
Allerdings verbesserte eine Kombination aus Albumin und Furosemid bei Patienten
mit Hypoproteinamie und ALl Oxygenierung und Hamodynamik im Vergleich zu

Plazebo’” oder Furosemid-Monotherapie’®. Weitere Studien mit groReren
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Patientenzahlen sind nétig, um Aussagen iber einen mdglichen Uberlebensvorteil in
dieser speziellen Patientengruppe treffen zu kdnnen.

Isovolame Hamofiltration bewirkt eine Reduktion zirkulierender proinflammatorischer
Mediatoren und hatte einen positiven Einfluss auf den Verlauf des ALI in
verschiedenen Tiermodellen. Erste klinische Studien erbrachten diesbezlglich keine
eindeutigen Ergebnisse, und weitere werden aktuell durchgefiihrt®.

Zahlreiche pharmakologische Therapieansatze wurden in den vergangenen Jahren
bei ALI geprift.

Mehrere Studien belegen, dass eine Therapie mit exogenem Surfactant bei adulten
Patienten mit ALl keinen Uberlebensvorteil hervorruft®®®. Bei padiatrischen
Patienten mit ALl hingegen verbesserte exogenes Surfactant Oxygenierung und
Uberleben®.

Die inhalative Applikation von Stickstoffmonoxid (NO) fuhrt selektiv zu pulmonaler
Vasodilatation und dadurch zur Reduktion des Ventilations-Perfusions-Mismatch.
Wahrend NO bei ALI akut die Oxygenierung und die Hidmodynamik verbessert®*¢,
halt dieser Effekt meist nur 1-2 Tage an und hat keinen Einfluss auf die Mortalitat.
NO wird daher nur als ,Rescue-Therapie“ bei besonders schwer zu oxygenierenden
Patienten eingesetzt.

Ein praventiver oder therapeutischer Einsatz von Corticosteroiden konnte aufgrund
der antiinflammatorischen und antifibrotischen Eigenschaften von Nutzen sein.
Zahlreiche klinische Studien belegten jedoch einen fehlenden Einfluss auf die
Mortalitat®”*°.

Aktiviertes Protein C (APC) reduziert die Mortalitat bei Patienten mit schwerer
Sepsis®'. Gestorte Koagulation und Fibrinolyse spielen auch in der Pathogenese des

Akuten Lungenversagens eine Rolle?®®

, und ALI-Patienten mit niedrigem APC —
Spiegel haben eine schlechtere Prognose®. Ferner reduziert APC die pulmonale
Inflammation bei Gesunden nach Endotoxin-Exposition®®. Eine klinische Phase I
Studie konnte allerdings keinen positiven Einfluss von APC auf die Parameter
,beatmungsfreie Tage“ oder ,60-Tage-Mortalitat® bei akutem Lungenversagen
feststellen®’. Ausschlusskriterien waren bei dieser Studie u.a. das Vorliegen einer
schweren Sepsis oder eines APACHE |l Wertes von grofRer als 25.
Zusammenfassend beeinflussen eine Beatmung mit niedrigem Tidalvolumen

und eine ,konservative“ Flussigkeitszufuhr den Verlauf des ALI positiv, wahrend fur
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alle anderen, in grof3en klinischen Studien untersuchten Therapiestrategien bisher

kein Nutzen demonstriert werden konnte.

1.5.3 Experimentelle Therapieansatze bei Akutem Lungenversagen

Da aktuell keine pharmakologischen Therapiemdglichkeiten bei ALI zur Verfigung
stehen, ist die Entwicklung und Prifung innovativer Therapiestrategien von
besonderer Bedeutung. Aktuell werden folgende experimentelle Ansatze einer
klinischen Prufung unterzogen.

Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) ist fur die Entwicklung
und Homoostase von Alveolarmakrophagen von Bedeutung und reduziert Apoptose
des Alveolarepithels. Im Tiermodell®® und bei 10 Patienten mit ALI*® verbesserte GM-
CSF die Oxygenierung, und aktuell wird eine randomisierte, kontrollierte klinische
Studie zur Evaluierung der Therapie mit GM-CSF hinsichtlich Oxygenierung und
Mortalitat bei ALI durchgefuhrt, deren Ergebnisse voraussichtlich gegen Ende des
Jahres 2009 vorliegen werden.

Die Reduktion der alveolaren Flussigkeit stellt einen wesentlichen Bestandteil der
Restitution bei ALI dar. Beta-Agonisten steigern den FlUssigkeitsUbertritt aus dem

alveolaren Kompartiment'®%'%"!

und reduzieren darUber hinaus die pulmonale
Inflammation nach Inhalation von Lipopolysaccharid beim Menschen'®. Eine kleine,
randomisierte, kontrollierte Studie demonstrierte den Rickgang extravaskularen
Lungenwassers durch intravendse Therapie mit Albuterol'® und stellt die Grundlage
zur Durchfuhrung einer multizentrischen randomisierten und kontrollierten Studie zur
Wirksamkeit aerosolierter Betaagonisten bei Patienten mit ALl und ARDS dar, deren

Ergebnisse fur das Jahr 2011 erwartet werden.

23



2 ERGEBNISSE

2.1 Pravention der Pneumokokkenpneumonie

2.1.1 Immunstimulation mit Makrophagen-aktivierendem Lipopeptid-2 erhoht
das Uberleben bei der Pneumokokkenpneumonie der Maus

Immunostimulation with Macrophage-Activating Lipopeptide-2 Increased Survival in
Murine Pneumonia .

Reppe K, Tschernig T, Lihrmann A, van Laak V, Grote K, Zemlin MV, Gutbier B,
Mdaller HC, Kursar M, Schutte H, Rosseau S, Pabst R, Suttorp N, Witzenrath M.

Am J Resp Cell Mol Biol. Vol 40. pp 474-481, 2009

Die Pathogenerkennung und eine adaquate Immunantwort spielen eine bedeutende
Rolle fur den Pneumonieverlauf. Beeintrachtigungen der angeborenen pulmonalen
Immunabwehr beglnstigen die Entstehung einer Pneumonie. Pneumokokken
werden durch Toll-like receptor (TLR)-2 erkannt. In der vorliegenden Studie wurde
der Einfluss der pulmonalen TLR-2-vermittelten Immunstimulation durch MALP-2 auf
den Verlauf der schweren Pneumokokkenpneumonie der Maus untersucht.

Die intratracheale Applikation von MALP-2 bewirkte eine Ausschuttung
inflammatorischer Zytokine (IL-1B3, IL-6, IL-12p40, TNF-a, IL-10, CCL5, KC, MCP-1)
und die Rekrutierung von Leukozyten in den Alveolarraum von nicht infizierten
Wildtyptieren, nicht jedoch von TLR-2-defizienten Tieren. MALP-2-behandelte,
infizierte Tiere zeigten im Vergleich zu unbehandelten und infizierten Tieren
dosisabhéngig eine erhdhte Uberlebensrate, mildere Hypothermie und geringere
Kdérpergewichtsverluste, sowie weniger Bakteriamie. Interessanterweise steigerte
MALP-2 die Expression von TLR-2 auf mRNA- und Proteinebene sowohl in der
Mauslunge, als auch in humanen Epithelzellen in vitro. Im Vergleich zu
unbehandelten Tieren fanden sich bei MALP-2 vorbehandelten Tieren nach der
Infektion mit S. pneumoniae mehr CCL5, weniger antiinflammatorisches IL-10 und
mehr Leukozyten in der bronchoalveolaren Lavage.

Zusammengefasst deuten die Beobachtungen darauf hin, dass die pulmonale
Immunstimulation mit MALP-2 vor Infektion mit S. pneumoniae durch Optimierung
der lokalen Immunabwehr die Uberlebensrate bei Pneumokokkenpneumonie in der

Maus erhohte.
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2.2 Akutes Lungenversagen bei Pneumokokkenpneumonie

2.21 Die Bedeutung des Pneumolysin fur die Entstehung des Akuten
Lungenversagens bei Pneumokokkenpneumonie

Role of pneumolysin for the development of acute lung injury in pneumococcal
pneumonia

Witzenrath M, Gutbier B, Hocke AC, Schmeck B, Hippenstiel S, Berger K, Mitchell
TJ, de los Toyos JR, Rosseau S, Suttorp N, Schutte H. Crit Care Med. 2006
Jul;34(7):1947-54.

Das Akute Lungenversagen stellt eine relevante Komplikation der schweren
Pneumokokkenpneumonie dar. In einem Mausmodell beobachteten wir einen frihen
Anstieg der mikrovaskularen Permeabilitat nach pulmonaler Pneumokokkeninfektion
und vermuteten, dass der wichtige Virulenzfaktor Pneumolysin ursachlich daran
beteiligt ist.

In einer experimentellen, kontrollierten in vivo, ex vivo und in vitro Studie wurden 8-
12 Wochen alte, weibliche Mause untersucht. Ventilierte und blutfrei perfundierte
Mauslungen wurden mit rekombinantem Pneumolysin Uber die Atemwege und Uber
das Gefalbett stimuliert. Ferner untersuchten wir den Einfluss von Pneumolysin auf
den elektrischen Widerstand und die hydraulische Konduktivitdt von Monolayern
humaner, umbilikalvenoser Endothelzellen (HUVEC) und Alveolarepithelzellen
(A549).

Aerosoliertes Pneumoylsin erhohte dosisabhangig die kapillare Permeabilitat und
fuhrte zur Ausbildung eines schweren Lungenddems, erhdhte jedoch nicht den
pulmonalvaskularen Widerstand. Intravaskulares Pneumolysin verursachte einen
eindrucksvollen dosisabhangigen Anstieg des pulmonalvaskularen Widerstandes und
der mikrovaskularen Permeabilitat der Lunge. Immunhistochemisch wurde
Pneumolysin hauptsachlich in Endothelzellen pulmonalarterieller GefalRe detektiert,
die gleichzeitig eine deutliche Vasokonstriktion zeigten. Daruber hinaus erhohte
Pneumolysin die Permeabilitit von HUVEC und A549 Monolayern.
Interessanterweise zeigten Immunfluoreszenzuntersuchungen an Endothelzellen,
dass subzytolytische Mengen Pneumolysin die Bildung interzellularer Poren und
intrazellularer Stressfasern verursacht.

Wir schlussfolgern, dass Pneumolysin eine zentrale Rolle bei der Entstehung des
Akuten Lungenversagens im Rahmen der schweren Pneumokokkenpneumonie
spielen konnte, indem es eine Stérung der mikrovaskularen Barrierefunktion, sowie
schwere pulmonale Hypertonie auslost.
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2.2.2 Die Rolle des Plattchen-aktivierenden Faktors bei Pneumolysin- induziertem
Akuten Lungenversagen

Role of platelet-activating factor in pneumolysin-induced acute lung injury.
Witzenrath M, Gutbier B, Owen JS, Schmeck B, Mitchell TJ, Mayer K, Thomas MJ,
Ishii S, Rosseau S, Suttorp N, Schutte H. Crit Care Med. 2007; Jul. 35(7):1756-62.

Das akute Lungenversagen stellt eine der wesentlichen Komplikationen der
schweren Pneumokokkenpneumonie dar und ist durch Beeintrachtigung der
mikrovaskularen Barrierefunktion und pulmonale Hypertonie charakterisiert. Beides
kann durch den fur Streptococcus pneumoniae wichtigen Pathogenitatsfaktor
Pneumolysin (PLY) hervorgerufen werden. Wir vermuteten, dass Plattichen-
aktivierender Faktor (PAF) und assoziierte Signaltransduktionswege eine Rolle bei
der PLY-induzierten Entwicklung des akuten Lungenversagens spielen.

Ventilierte und blutfrei perfundierte Lungen von Wildtyp- und PAF-Rezeptor
defizienten Mausen wurden mit rekombinantem PLY stimuliert. Der pulmonalarterielle
Druck wurde kontinuierlich aufgezeichnet und mikrovaskulares ,leakage“ gemessen.
PAF wurde in Lungenhomogenat mittels HPLC und Tandem-Massenspektrometrie
quantifiziert.

Intravaskulares PLY, jedoch nicht das Pneumolysoid Pd-B, verursachte einen
ausgepragten dosisabhangigen Anstieg des pulmonalvaskularen Widerstandes und
des PAF-Gehaltes in Lungen. Die Druckantwort war in Lungen PAF-Rezeptor
defizienter Mause, sowie nach PAF-Rezeptor Blockade mit BN50730 reduziert.
Sowohl PLY, als auch exogenes PAF steigerten den Thromboxan B2-Gehalt des
Lungeneffluates, und Thromboxanrezeptor-Inhibition reduzierte die PLY-induzierte
Druckantwort. Die Hemmung einzelner Signaltransduktionsschritte deutete auf einen
wesentlichen Beitrag der Phosphatidylcholin-spezifischen Phospholipase C (PC-
PLC) und der Proteinkinase C (PKC), sowie des Rho/Rho-kinase Weges zur PLY-
induzierten pulmonalen  Vasokonstriktion hin. Unabhangig von  der
pulmonalarteriellen Druckantwort war auflerdem die durch PLY hervorgerufene
mikrovaskulare Schrankenstorung in Lungen PAF-Rezeptor defizienter Mause
vermindert.

Die Daten demonstrieren, dass PAF eine wesentliche Bedeutung fir die PLY-
induzierte Schadigung der Mauslunge hat. Die Signaltransduktion der PAF-
vermittelten Druckantwort auf PLY erfolgt dber Thromboxan, sowie PC-PLC, PKC
und Rho-kinase.
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2.2.3 Angiopoietin sensibilisiert Endothelzellen fiir TNF-a und spielt eine
zentrale Rolle bei der Induktion der Inflammation

Angiopoietin-2 sensitizes endothelial cells to TNF-a and has a crucial role in the
induction of inflammation.

Fiedler U, Reiss Y, Scharpfenecker M, Grunow V, Koidl S, Thurston G, Gale NW,
Witzenrath M, Rosseau S, Suttorp N, Sobke A, Herrmann M, Preissner KT, Vajkoczy
P, Augustin HG. Nat Med. 2006 Feb;12(2):235-9.

Die Angiopoietine Ang-1 und Ang-2 wurden als Liganden der Rezeptor
Tyrosinkinase Tie-2 identifiziert. Parakrine Ang-1- vermittelte Akivierung von Tie-2
reguliert die Gefaldreifung und reduziert vaskulare Aktivitat. Im Gegensatz dazu wirkt
der antagonistische Ligand Ang-2 durch einen autokrinen Mechanismus und wird in
endothelialen Weibel-Palade Korperchen gespeichert, von wo aus Ang-2 nach
Stimulation rasch freigesetzt werden kann. Die rasche Freisetzung von Ang-2
impliziert Funktionen des Ang- Tie Systems jenseits seiner bekannten Rolle in der
vaskularen Morphogenese als Regulator schneller vaskularer Antworten.

In der vorliegenden Studie wurde gezeigt, dass Ang-2 defiziente Mause (codiert
durch das Gen Angpt2) in Thioglycollat- induzierter oder Staphylococcus aureus-
induzierter Peritonitis, oder im Modell der dorsalen Hautfaltenkammer keine
inflammatorische Antwort ausléosen koénnen. Rekombinantes Ang-2 stellt die
Fahigkeit zur Inflammation in Angpt2”? Mausen wieder her. Intravitale Mikroskopie
zeigte normales TNF-a-induziertes Leukozyten-‘rolling” in GefaRen von Angpt2t)
Mausen, aber die rollenden Zellen adharierten nicht am aktivierten Endothel.
Zellexperimente zeigten, dass Ang-2 die Adhasion durch Sensibilisierung des
Endothels gegentber TNF-a und Modulation TNF-o- induzierter Expression von
endothelialen Adhasionsmolekilen hervorruft. Zusammengefasst identifizierten
diese Ergebnisse Ang-2 als einen autokrinen Regulator endothelialer Inflammation.
Ang-2 agiert als Schalter flr die vaskulare Empfindlichkeit und ruft Permissivitat

gegenuber proinflammatorischen Zytokinen hervor.
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2.2.4 Tumornekrosefaktor-a abhdngige Expression der Phosphodiesterase 2:
Rolle bei endothelialer Permeabilitat

Tumor necrosis factor-a—dependent expression of phosphodiesterase 2: role in
endothelial hyperpermeability

Seybold J, Thomas D, Witzenrath M, Boral S, Hocke AC, Blrger A, Hatzelmann A,
Tenor H, Schudt C, Krull M, Schutte H, Hippenstiel S, Suttorp N. Blood. 2005 May
1;105(9):3569-76.

Bei Sepsis erhohen Tumor Nekrose Faktor-a (TNF-a) und Thrombin die endotheliale
Permeabilitat. Die Bedeutung intrazellularer zyklischer Nukleotide fur die Erhaltung der
endothelialen Barrierefunktion wurde durch zahlreiche Studien belegt. Die Aktivitat von
Zyklischem  Adenosin-Monophosphat (cAMP) und  Zyklischem  Guanosin-
Monophosphat (cGMP) wird durch spezielle Phosphodiesterasen (PDEs) terminiert. In
der aktuellen Studie wurde die Hypothese gepruft, dass TNF-o PDE-Aktivitat in
Endothelzellen reguliert und so die endotheliale Barrierefunktion stért. In humanen
umbilikalvendésen Endothelzellen (HUVECs) beobachteten wir einen dramatischen
Anstieg der PDE2 Aktivitat nach Stimulation mit TNF-a, wahrend die Aktivitat der
PDE3 und PDE4 unverandert war. Abgesehen von PDE2-, 3- und 4-Aktivitat wurde
keine signifikante PDE-Aktivitat detektiert. Die Erhohung der PDE2-Expression durch
TNF-a war abhangig von der p38 Mitogen-aktivierte Proteinkinase (MAPK).

Die endotheliale Barrierefunktion wurde in HUVECs und in isoliert perfundierten
Mauslungen untersucht. Eine selektive Erhdhung der PDE2-Expression sensibilisierte
HUVECs gegenltber Thrombin und flhrte zu verstarktem Permeabilitatsanstieg. In
isolierten Mauslungen zeigten wir, dass PDEZ2-Inhibition die Entstehung eines
Thrombin-induzierten Lungendédems durch Reduktion der Permeabilitdt verhindern
kann.

Unsere Beobachtungen deuten darauf hin, dass die TNF-a -vermittelte Erhdhung der
PDEZ2-Expression und —Aktivitat die endotheliale Barriere bei Sepsis destabilisieren
kann. Die Hemmung der PDE2 kdnnte daher bei Sepsis und Akutem Lungenversagen

therapeutisches Potential haben.

28



2.2.5 Die Inhibition der Phosphodiesterase 2 vermindert das Akute
Lungenversagen bei muriner Pneumokokkenpneumonie

Phosphodiesterase 2 inhibition diminished acute lung injury in murine pneumococcal
pneumonia

Witzenrath M, Gutbier B, Schmeck B, Tenor H, Seybold J, Kuelzer R, Grentzmann G,
Hatzelmann A, van Laak V, Tschernig T, Mitchell TJ, Schudt C, Rosseau S, Suttorp N,
Schatte H. Crit Care Med. 2009 Feb;37(2):584-90

Die schwere Pneumokokkenpneumonie fuhrt haufig zu Lungenversagen. Sowohl
Pathogenitatsfaktoren des Erregers, als auch eine unkontrollierte Wirtsantwort kbnnen
durch Storung der mikrovaskularen Barriere zur Entstehung des Akuten
Lungenversagens beitragen. Die Rolle der Phosphodiesterase 2 (PDEZ2) bei
Pneumonie-induzierter mikrovaskularer Hyperpermeabilitdt wurde in  einer
kontrollierten experimentellen Studie untersucht, die in vivo, ex vivo und in vitro
durchgefuhrt wurde. Humane umbilikalvendése Endothelzellen (HUVECSs) und isolierte
Mauslungen wurden mit dem Pneumokokken-Exotoxin Pneumolysin in An- oder
Abwesenheit des selektiven PDE2 Inhibitors 9-(6-phenyl-2-oxohex-3-yl)-2-(3,4-
dimethoxybenzyl)-purin-6one (PDP) oder hydroxy-PDP stimuliert. In vitro wurde der
transzellulére elektrische Widerstand und ex vivo der Ubertritt von humanem
Serumalbumin aus dem GefalRbett in das alveolare Kompartiment in der
bronchoalveolaren Lavage gemessen. Aullerdem induzierten wir in Mausen eine
Pneumokokkenpneumonie und behandelten kontinuierlich mit hydroxy-PDP Gber
subkutane osmotische Pumpen. Der Ubertritt von humanem Serumalbumin in die
bronchoalveolare Lavageflussigkeit wurde 48 Stunden nach transnasaler Infektion
quantifiziert, und Lungenproben wurden mittels TagMan Polymerasekettenreaktion
und Western Blot hinsichtlich PDE2-Gen- und Proteinexpression untersucht.

In isoliert perfundierten Mauslungen und HUVECs reduzierte die selektive Inhibition
der PDE2 deutlich die Pneumolysin-induzierte Hyperpermeabilitat. Ferner war die
pulmonale PDE2-mRNA und -proteinexpression in der murinen
Pneumokokkenpneumonie signifikant erhéht, und Pneumonie-induzierte vaskulare
Permeabilitdt wurde durch PDE2-Inhibition deutlich vermindert.

Zusammengefasst verbesserte PDEZ2-Inhibition die mikrovaskulare Barrierefunktion
bei Pneumokokkenpneumonie, und die pulmonale Erhohung der PDE2-Expression bei
Pneumokokkenpneumonie konnte relevante Bedeutung haben. Selektive PDE2-
Inhibitoren kénnten daher einen vielversprechenden therapeutischen Ansatz bei

schwerer Pneumokokkenpneumonie bieten.
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2.3 Antimikrobielle Therapie der Pneumokokkenpneumonie

2.3.1 Systemische Gabe des Endolysin Cpl-1 rettet Mause mit todlicher
Pneumokokkenpneumonie
Systemic Use of the Endolysin Cpl-1 Rescues Mice with Fatal Pneumococcal
Pneumonia.
Witzenrath M, Schmeck B, Doehn JM, Tschernig T, Zahlten J, Loeffler JM, Zemlin M,
Muller HC, Gutbier B, Schutte H, Hippenstiel S, Fischetti VA, Suttorp N, Rosseau S. Crit
Care Med. 2009 Feb;37(2):642-49.
Die ambulant erworbene Pneumonie (CAP) ist eine haufige Infektionskrankheit und
hat eine hohe Morbiditat und Mortalitat. S. pneumoniae ist der haufigste Erreger der
CAP und Pneumokokken sind zunehmend resistent gegenuber zahlreichen
Antibiotika. Das kurzlich isolierte und aufgereinigte Bakteriophagenenzym Cpl-1 lysiert
Pneumokokken schnell und spezifisch. In der aktuellen Studie sollte das
therapeutische Potenzial von Cpl-1 bei schwerer Pneumokokkenpneumonie
untersucht werden.
C57/BlI6  Mause wurden transnasal mit Pneumokokken infiziert und mittels
intraperitonealer Injektionen von Cpl-1 therapiert. Die Therapie begann 24 h nach
Infektion und weitere 5 Injektionen erfolgten im Abstand von jeweils 12 h. Gemessen
an klinischem Erscheinungsbild, Gewichtsverlust, Dyspnoe, Reduktion von
Lungencompliance und paO2/FiO2-ratio, sowie morphologischen Veranderungen der
Lungen, waren die Mause zu Beginn der Therapie an einer schweren Pneumonie
erkrankt. Wenn die Therapie 24 h nach Infektion begonnen wurde, Uberlebten 100%
der Cpl-1 behandelten und 86% der Amoxicillin behandelten Tiere die tddliche
Pneumonie und zeigten eine rasche Genesung. Wenn die Therapie 48 h nach der
Infektion begonnen wurde, hatten die Mause bereits eine Bakteriamie, und 3/7 (42%)
der Cpl-1 behandelten und 5/7 (71%) der Amoxicillin behandelten Tiere Uberlebten.
Cpl-1 reduzierte deutlich die pulmonale Bakterienlast und verhinderte die Ausbildung
von Bakteriamie, systemischer Hypotonie und Laktatanstieg, wenn die Therapie 24 h
nach Infektion begonnen wurde.
Die antimikrobielle Wirksamkeit des Cpl-1 war in vivo mit der von Amoxicillin bei
Penicillin-empfindlichen Pneumokokken vergleichbar. Die inflammatorische Reaktion
war in Cpl-1 und in Amoxicillin behandelten Mausen geringer als in unbehandelten. In
humanen Epithelzellkulturen verursachten lysierte Pneumokokken deutlich weniger
Sekretion proinflammatorischer Zytokine und Zelltod, als lebende. Das Iytische
Bakteriophagenenzym Cpl-1 kénnte daher eine neue Perspektive flr die Behandlung

der Pneumokokkenpneumonie bieten.
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3 DISKUSSION

Die Entstehung und der Verlauf einer Pneumonie werden vielfaltig beeinflusst.
Menschen mit geschwachter pulmonaler Immunabwehr haben ein erhdhtes Risiko, an
einer Pneumonie zu erkranken, einschlieRlich beatmete Patienten'®, Patienten mit

schweren viralen Lungeninfektionen'9°1%

oder Sepsis-assoziierter
Immunparalyse'®'%”. Fiir den Verlauf der Pneumonie ist der Einsatz eines wirksamen
Antibiotikums von wesentlicher Bedeutung, und die Entwicklung bakterieller
Resistenzen gegenuber Antibiotika erschwert zunehmend die Therapie. Bei
ungunstigem Verlauf der Pneumonie kann trotz des Einsatzes von Antibiotika ein
akutes Lungenversagen entstehen und aktuell ist keine Interventionsmdglichkeit
etabliert, die den Progress zum Akuten Lungenversagen verhindert.

Die vorliegenden experimentellen Arbeiten untersuchten pathophysiologische
Zusammenhange, sowie mogliche praventive und therapeutische Strategien Dbei
Pneumokokkenpneumonie. Ziel der Untersuchungen war es, Grundlagen fur die
Entwicklung neuer Interventionsmoglichkeiten bei Pneumonie und Pneumonie-
assoziiertem akutem Lungenversagen zu schaffen, die nach Madglichkeit eine

Perspektive zur Reduktion der Mortalitat er6ffnen sollen.

Die Mortalitat der bakteridamischen Pneumonie lag in der praantibiotischen Ara bei ca.
50% und sank nach Einfiihrung der Antibiotikatherapie auf ca. 10%>°. Auch heute
versterben noch ca. 10-14% der hospitalisierten Pneumoniepatienten trotz wirksamer
antibiotischer Therapie, und insbesondere die haufige Pneumokokkenpneumonie
verlauft oft sehr schwer'®. Eine diskordante antibiotische Therapie erhoht die
Mortalitit der Pneumonie zwar deutlich'®, und eine Verzégerung der ersten
Antibiotika-Gabe nach Diagnosestellung hat ebenfalls einen negativen Einfluss auf die
Mortalitat''®. Jedoch sind diese Faktoren im klinischen Alltag nicht allein verantwortlich
fiir die weiterhin hohe Mortalitat der Pneumonie’", und insbesondere Patienten mit
schwerer Pneumonie koénnten von einer Therapie zusatzlich zur antibiotischen
Therapie profitieren'?. Da gezeigt werden konnte, dass eine inadaquate Interaktion
zwischen Wirt und Pathogen entscheidend die Entstehung des akuten

Lungenversagens und die Mortalitdt der Pneumonie beeinflusst'"

, kommt dem
Verstandnis der Wirt-Pathogen-Interaktion bei Pneumonie in Hinblick auf die
Entwicklung neuer Interventionsstrategien eine besondere Bedeutung zu.

Fur die vorliegenden Arbeiten wurde ein Mausmodell der Pneumokokkenpneumonie
etabliert. Nach intranasaler Applikation von S. pneumoniae entwickeln die Mause
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klinische Symptome der schweren Pneumonie, einschlieRlich Dyspnoe, Hypothermie,
Abnahme des Korpergewichtes. Im Lungenparenchym kénnen S. pneumoniae und
kolokalisierte neutrophile Granulozyten nachgewiesen werden. Die Infektion fuhrt zur
Stérung der mikrovaskularen Schrankenfunktion der Lunge und zum Lungenédem mit
Abfall der Lungencompliance, des Oxygenierungsindexes und der peripheren
Sauerstoffsattigung des Blutes. Im weiteren Verlauf resultiert eine Bakteriamie und
nachfolgend eine Sepsis mit Anstieg des Laktatspiegels im Serum und Abfall des
systemischen Blutdruckes. In Abhangigkeit von der Infektionsdosis Uberleben die
Mause die Erkrankung oder versterben nach ca. 60 — 120 Stunden.

Als weiteres Modell mit zentraler Bedeutung fur die vorliegende Arbeit wurde die isoliert
perfundierte und ventilierte Mauslunge eingesetzt. Das Organ wird unabhangig von
humoralen, zentralnervosen oder metabolischen Einflissen blutfrei mit sterilem Medium
perfundiert und in einer Kammer mit Unterdruck ventiliert. Fur die aktuellen
Fragestellungen wurde ein Modell der Pneumolysin-induzierten Lungenschadigung
etabliert.

3.1 Pravention der Pneumokokkenpneumonie

Wenn Bakterien in den Respirationstrakt eindringen, werden molekulare Merkmale auf
ihrer Oberflache von Mustererkennungsrezeptoren des angeborenen Immunsystems
erkannt. Eine Aktivierung der Toll-like Rezeptoren (TLR) auf der Zelloberflache und in
Endosomen, sowie der zytosolischen Nucleotide Oligomerization Domain (NOD) — like
Rezeptoren (NLR) flhrt zur Produktion proinflammatorischer Zytokine und Aktivierung
des Immunsystems. TLR-2 erkennt mikrobielle Bestandteile wie Peptidoglykan und
Lipoteichonsaure Gram-positiver Bakterien, sowie Lipopeptide diverser Pathogene”S.
Bei Pneumokokkeninfektionen spielt TLR-2 eine besondere Rolle fur die Induktion der
Immunantwort"*'"° und S. pneumoniae erhéht die TLR-2 Expression in vitro’ und in
vivo'. Eine Aktivierung des Immunsystems vor bakterieller Exposition kann einen

positiven Einfluss auf den Verlauf der nachfolgenden Erkrankung haben'®’.

In der
vorliegenden Arbeit (s. 2.2.1) wurde daher eine lokale Stimulation des pulmonalen
Immunsystems mit dem TLR-2 Liganden Malp-2 in der Maus durchgefihrt. Die
Immunantwort und der Erkrankungsverlauf der nachfolgend induzierten Pneumonie
waren verbessert, und die Mortalitat reduziert. Da die TLR-2 Aktivierung auch zum
Einstrom neutrophiler Granulozyten fuhrte, liegt die Vermutung nahe, dass diese
eingewanderten Zellen eine zusatzliche Schadigung der mikrovaskularen Schranke

verursachen konnten. Hierfur gaben die aktuelle Untersuchung und die Literatur jedoch
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keinen Anhalt, und interessanterweise fuhrt TLR-2 Aktivierung in der humanen Lunge in
vivo zu einem Einstrom von Granulozyten, die nicht aktiviert sind, wahrend
beispielsweise TLR-4 Stimulation zum Einstrom aktivierter Granulozyten fuhrt (Prof. T.
van der Poll, Academic Medical Center, Amsterdam, unveroéffentlicht). Es kdénnte also
sein, dass die nach TLR-2 Stimulation eingewanderten Granulozyten nur lokal bei
Konfrontation mit Bakterien aktiviert werden. Hierfur gibt es bisher jedoch keine
ausreichende Evidenz. Zukunftige Studien mussen darlber hinaus klaren, ob ein
klinischer Einsatz des Malp-2 zur Pravention bei Patienten mit besonders hohem Risiko
fur eine Pneumonie mdglich ist. Insbesondere kdnnte eine langerfristige repetitive
inhalative Anwendung der Substanz auch zu Inflammations-assoziierten negativen
Effekten fuhren.

3.2 Entwicklung des Akuten Lungenversagens bei Pneumokokkenpneumonie

Das individuelle Risiko, bei Pneumonie im weiteren Verlauf trotz adaquater
antimikrobieller Therapie ein Akutes Lungenversagen zu entwickeln kann bei der
Diagnosestellung mittels CRB-65 bzw. CURB-Index?®® oder mittels "pneumonia
severity index" (PSI)?" abgeschétzt werden. Die Dauer zwischen der Diagnosestellung
,Pneumonie“ und der Ausbildung eines Akuten Lungenversagens betragt bei ca. 50%
der Patienten bis zu 60 Stunden, bei weiteren 45-50% bis zu 120 Stunden (Dr. O.
Gajic, Mayo-Clinic, Rochester/USA, unpubliziert). In diesem Zeitraum konnte die
Entwicklung eines Akuten Lungenversagens therapeutisch beeinflusst werden. Jedoch
steht hierflr bisher keine Therapieoption zur Verflgung. Ferner sind die zum Akuten
Lungenversagen fuhrenden Mechanismen nicht ausreichend bekannt, um gezielte

Therapieansatze zu entwickeln.

3.2.1 Die Bedeutung des Pneumolysin fir die Entstehung des Akuten
Lungenversagens bei Pneumokokkenpneumonie
Im Mausmodell der Pneumokokkenpneumonie war eine Schrankenstérung bereits vor
dem Einstrom neutrophiler Granulozyten zu beobachten. Dieser Befund deutete darauf
hin, dass die frihe Schrankenstérung unabhangig vom Einstrom der neutrophilen
Granulozyten verursacht wurde, und es lag die Vermutung nahe, dass ursachlich ein
Pathogenitatsfaktor der Pneumokokken beteiligt sein konnte. Die bisher bekannten
Pathogenitatsfaktoren der Pneumokokken sind teilweise gut charakterisiert''®'"”. Eine
zentrale Rolle bei der Entstehung des akuten Lungenversagens bei

Pneumokokkenpneumonie wurde bereits in fruheren Untersuchungen Pneumolysin
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zugeschrieben, da neutralisierende Pneumolysin-spezifische Antikorper die Entwicklung

des Lungenversagens verhindern  konnten''®

und  Pneumolysin-defiziente
Pneumokokken weniger virulent sind als Wildtyp-Pneumokokken'"®. Pneumolysin ist ein
porenbildendes Toxin, und frihere Untersuchungen hatten gezeigt, dass rekombinantes
Pneumolysin Endothel- und Epithelzellen lysieren und Permeabilitat induzieren

kann120;121

. Jedoch waren in diesen Studien groliere Mengen des Toxins eingesetzt
worden. In den aktuellen Untersuchungen wurden Toxinmengen eingesetzt, die bei
Pneumonie lokal in der Lunge vorkommen konnten. Zwar ist die exakte
Toxinkonzentration bei der Pneumokokkenpneumonie bisher nicht bekannt. Jedoch
konnte aus Daten zu Pneumokokkenzahl und Pneumolysinkonzentration im Liquor bei
Meningitis'®, sowie eigenen Messungen der Freisetzung von Pneumolysin aus
Pneumokokken und Quantifizierung der Pneumokokkenzahl bei der Pneumonie im
Mausmodell ein ungefahrer Konzentrationsbereich fur die Pneumonie in der Maus
abgeschatzt werden. In diesem Konzentrationsbereich induzierte Pneumolysin in vitro
endotheliale und epitheliale Permeabilitdat, ohne Zytolyse zu verursachen. DarlUber
hinaus war die Permeabilitat endothelialer Monolayer nach Stimulation mit geringen
Pneumolysinkonzentrationen rasch regredient, und es konnte eine Degradation des
tight junction Proteins VE-Cadherin mit temporarer interzellularer Porenbildung
beobachtet werden. Dies deutete auf regulatorische Vorgange bei der
Permeabilitatsinduktion hin. In isoliert perfundierten und ventilierten Mauslungen flhrte
Pneumolysin zu den zentralen Veranderungen des akuten Lungenversagens, namlich
zu Permeabilitatserhdhung und zum Anstieg des pulmonalvaskularen Widerstandes mit
Kontraktion ~von pulmonalen Arterien, an deren Endothel Pneumolysin
immunhistochemisch nachgewiesen wurde. Das Modell der isolierten Lunge bietet die
Maoglichkeit, das intakte Organ unabhangig von zentralnervésen, humoralen oder
metabolischen Einflissen zu untersuchen. Insbesondere ist eine Rekrutierung von
Entzindungszellen nicht moglich. Die Induktion von mikrovaskularer Schrankenstorung
und pulmonalvaskularer Widerstandserhohung bedufte also nicht des Einstroms
neutrophiler Granulozyten, was von Maus et al. in vivo bestatigt wurde'?>.

Wahrscheinlich sind die Mechanismen vielschichtig, Uber die Pneumolysin zur
Entstehung des Akuten Lungenversagens beitragt. Arbeiten der eigenen und anderer
Gruppen deuten auf eine Beteiligung der Erkennung von Pneumolysin durch TLR-4"%*,
der Aktivierung von Neutrophilen Granulozyten'?'% der Bildung von Membranporen**

und der Beteiligung zytosolischer Rezeptoren (unpubliziert) hin. Ferner konnte gezeigt
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werden, dass die Freisetzung von Plattchen-aktivierendem Faktor eine wichtige Rolle
spielt’®’.

Exotoxine verschiedener Pathogene einschlieBlich Escherichia coli Hamolysin,
Staphylococcus aureus alpha-toxin und Lipopolysaccharid erhdhen die Synthese von
Plattchen-aktivierendem Faktor (PAF) in Endothelzellen'®"*°. PAF ist ein potenter
Mediator, der bei zahlreichen inflammatorischen Erkrankungen einschlielich ARDS

t131

und Sepsis eine zentrale Rolle einnimmt ®'. Der PAF-Rezeptor, Uber den PAF seine

Effekte exklusiv vermittelt, ist in der Lunge exprimiert’®?. Exogenes PAF kann in der
Lunge sowohl vaskulare Hyperpermeabilitit, als auch Vasokonstriktion ausldésen''1%,
Die aktuellen Untersuchungen konnten zeigen, dass Pneumolysin ebenfalls die PAF-
Synthese in der isolierten Lunge steigert, und Pneumolysin verursachte in Lungen PAF-
Rezeptor defizienter Mause weniger Permeabilitdt und pulmonale Hypertonie als in
Wildtyp-Mausen. Auch eine pharmakologische Inhibition des PAF-Rezeptors oder
nachfolgender Signaltransduktionsschritte reduzierte die Pneumolysin-induzierte
Druckantwort, wahrend die pharmakologische Inhibition zahlreicher anderer vasoaktiver
Mediatoren einschlieBlich Angiotensin, Endothelin und Serotonin keine Reduktion des
pulmonalarteriellen Druckanstieges verursachte (unpubliziert).

Zusammengefasst deuten die vorliegenden Ergebnisse darauf hin, dass PAF eine
Schlusselrolle bei Pneumolysin-induziertem Lungenversagen spielt. Dementsprechend
konnte der PAF-Rezeptor einen Angriffspunkt fur zukunftige Strategien darstellen, die
eine Entwicklung des Akuten Lungenversagens bei Pneumokokkenpneumonie
verhindern sollen. Obwohl bereits klinische Studien zeigten, dass eine Inhibition des

PAF-Rezeptors bei Sepsis keinen Uberlebensvorteil bewirkt'>*

, konnten weitere
Untersuchungen gerechtfertigt sein, die den mdglichen Benefit des PAF-Rezeptor
Antagonismus bei schwerer Pneumokokkenpneumonie untersuchen. In diesem
Zusammenhang ist bemerkenswert, dass der PAF-Rezeptor in der
Pneumokokkenpneumonie in vivo eine weitere herausragende Bedeutung hat. Fir
Pneumokokken stellt er eine wichtige Bindungsstelle dar'®®, und PAF-Rezeptor
defiziente Mause waren gegenuber einer pulmonalen Pneumokokkeninfektion
resistenter, als Wildtyp-Mause'®. Unter inflammatorischen Bedingungen ist der PAF-
Rezeptor verstarkt exprimiert’®’. Unter anderem fiihrt die Infektion mit Influenza-Viren
im Mausmodell zur Regulation des PAF-Rezeptors und zu erhdhter Suszeptibilitat far
Pneumokokken™®, allerdings ist die klinische Bedeutung dieser Beobachtung

umstritten'3%14°,
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3.2.2 Angiopoietin-2 beeinflusst endotheliale Inflammation

Das System aus Angiopoietin-1 (Ang-1), Ang-2 und Tie-2 spielt eine wichtige und gut
etablierte Rolle bei der Angiogenese'°. Ang-1 wird konstitutiv von Perizyten freigesetzt
und bewirkt einen fortwahrenden, geringgradigen Agonismus am endothelialen
Rezeptor Tie-2, der durch Aktivierung von Signalwegen des Zelluberlebens (PI(3)K -
Akt Signalweg) zur Ausreifung und Stabilisierung von GefaRen fiihrt'*". Hingegen wird
Ang-2 aus Weibel-Palade-Korperchen der Endothelzellen freigesetzt und bewirkt
autokrin eine Inhibition des Rezeptors Tie-2'*?. Im Zusammenspiel mit VEGF (vascular
endothelial growth factor) fiihrt Ang-2 so zu Angiogenese'*. Neben seiner Rolle bei der
Angiogenese hat Ang-1 durch Aktivierung von Tie-2 antiinflammatorische Wirkung'#3'4,
Ang-1 kann also als parakriner Schalter des Endothels angesehen werden, der den
Ubergang von inflammatorischem oder angiogenetischem Endothel zu ruhendem
Endothel bewirkt (Abb. 8). Die Rolle des Ang-2 bei Inflammation war bisher nicht

bekannt.
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Abb. 8: Schematische Darstellung der Interaktion des Ang1/Ang2-Tie2-Systems mit TNF-a
hinsichtlich Inflammation und Angiogenese im Endothel. Quelle:'*

Die Pathogen-Wirt-Interaktion fuhrt zur Sekretion von Zytokinen und Chemokinen, die
Endothelzellen aktivieren und Leukozyten anlocken. Nachfolgend rollen Leukozyten

zunachst am aktivierten Endothel, dann bleiben sie haften und schlief3lich
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durchwandern sie die GefaBwand'*. Diese Ereignisse werden unter anderem durch
TNF-a gesteuert, das eine Regulation der endothelialen Adhasionsmolekile ICAM-1
und VCAM-1 verursacht, die dann mit leukozytaren Integrinen interagieren. Da jedoch
in der frihen Phase der Inflammation die lokalen TNF-a Konzentrationen eher gering
sind, ist die Existenz von Amplifikationsmechanismen wahrscheinlich.

Die aktuelle Arbeit konnte zeigen, dass Ang-2 Endothelzellen fur verschiedene
inflammatorische Stimuli sensibilisiert, indem die Leukozytenadhasion reguliert wird.
Wahrend beispielsweise Ang-2 defiziente Mause bei Peritonitis weniger Leukozyten
rekruitierten als Wildtyp-Mause, fuhrte Ang-2 in Gegenwart von niedrigen TNF-
o. Konzentrationen zur endothelialen Regulation von ICAM-1 und VCAM-1.
Suppression von Ang-2 mittels siRNA, sowie exogenes Ang-1 reduzierten wiederum die
Expression von ICAM-1.

Bei Pneumokokkenpneumonie zeigten Ang-2 defiziente Mause in der aktuellen Arbeit
allerdings keine verringerte pulmonale Leukozytenrekrutierung, was der Tatsache
geschuldet sein konnte, dass endotheliale Adhasionsmolekule postkapillarer Venolen in
vielen Organen an der Leukozytenrekrutierung entscheidend beteiligt sind, jedoch nicht
in der Lunge'®. Die pulmonale Granulozytenrekrutierung wird maRgeblich durch eine
Chemokin-induzierte Verringerung der Verformbarkeit der Granulozyten in den
Kapillaren beeinflusst, so dass die Zellen im Gefalllumen stecken bleiben, bevor sie
dem chemotaktischen Reiz folgend die Gefallwand passieren.

Dennoch beeinflusst Ang-2 moglicherweise die Entstehung des Akuten
Lungenversagens bei Sepsis und Pneumonie. Patienten mit Sepsis haben erhéhte Ang-
2 Spiegel im Serum, und die HOhe der Spiegel korreliert mit dem Schweregrad der
Erkrankung'*" 8. Eine besonders enge Korrelation besteht zwischen der Hohe des
Ang-2 Serumspiegels und dem Auftreten von Akutem Lungenversagen”s. Das Serum
von Sepsispatienten induzierte endotheliale Permeabilitat in vitro™’, wobei die Hohe der
Permeabilitat mit der Ang-2 Konzentration im Serum korrelierte und Ang-1 den Einfluss
des Patientenserums auf die Permeabilitat verringerte. Ferner induzierte Ang-2
endotheliale Permeabilitit in vitro und in vivo'’. LPS-induziertes ALI kann durch eine
Erhéhung der Ang-1 Expression vermindert werden'®. Dariiber hinaus nimmt Ang-2
offenbar eine  Schlusselrolle  bei  experimentellem, Hyperoxie-induziertem
Lungenversagen ein. Bei Pneumonie wurden erhOhte Ang-2 Konzentrationen im
Pleuraerguss im Vergleich zu Pleuraergissen anderer Genese gemessen15°. Die

experimentelle Pneumokokkenpneumonie fuhrt in der Maus zu einer Verminderung der
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pulmonalen Ang-1 Expression bei erhdhter Ang-2 Expression (unpubliziert) und damit
zu einer fiir den Nettoeffekt entscheidenden Verdnderung der Ang-1/Ang-2 Ratio™'.

Zusammenfassend konnte also das Ang-1/Ang-2 - Tie-2 System durch
inflammatorische Endothelsensibilisierung und Erhéhung der Permeabilitat auch bei
Pneumonie zur Entstehung des Akuten Lungenversagens beitragen. Zukunftige
Studien, die teilweise in unserer Arbeitsgruppe bereits initiiert wurden, kdnnten zeigen,

ob ein auf Ang-2 ausgerichteter therapeutischer Ansatz bei Pneumonie von Nutzen ist.

3.2.3 Die Rolle der Phosphodiesterase 2 bei der Entstehung des akuten
Lungenversagens
Eine weitere Moglichkeit zur Senkung endothelialer Permeabilitat besteht darin, die

15215 Hohe intrazellulare

lokale Konzentration zyklischer Nukleotide zu erhdhen
Konzentrationen von zyklischem Adenosinmonophosphat (cCAMP) oder zyklischem
Guanosinmonophosphat (cGMP) koénnen durch Aktivierung der Adenylyl- bzw. der
Guanylylzyklase oder durch Inhibition von Phosphodiesterasen (PDE) erzielt werden,
die zyklische Nukleotide degradieren. Da 11 unterschiedliche Familien von
Phosphodiesterasen bekannt sind, wurde in der aktuellen Arbeit'®® zunéchst diejenige
Phosphodiesterase identifiziert, deren Aktivitat bei Inflammation ansteigt. In humanen
umbilikalvendsen Endothelzellen stieg unter Stimulation mit TNF-o ausschlieRlich die
Aktivitat der PDE2 an, wahrend die Aktivitat anderer Phosphodiesterasen konstant
blieb. In vitro induzierte Thrombin mehr endotheliale Permeabilitat, wenn die
Endothelzellen PDE2 Uberexprimierten und weniger Permeabilitdt, wenn die PDE2
inhibiert wurde. In isoliert perfundierten und ventilierten Mauslungen reduzierte PDE2-
Inhibition die Entstehung von Lungendédem und Permeabilitdt nach Stimulation mit
Thrombin'®. Basierend auf diesen Ergebnissen wurde die PDE2-Inhibition auch bei
Pneumokokkenpneumonie untersucht'®®. PDE2-Inhibition reduzierte Pneumolysin-
induzierte Permeabilitdt in vitro und in isoliert perfundierten Mauslungen. Im
Mausmodell der Pneumokokkenpneumonie stieg die pulmonale Expression der PDE2,
wahrend die Expression anderer PDE konstant blieb oder sank. Die kontinuierliche
Infusion eines PDE2-Inhibitors reduzierte die Permeabilitat bei
Pneumokokkenpneumonie drastisch'®.

Weitere in vivo Studien sind notwendig, die einerseits einen therapeutischen Ansatz
untersuchen (Beginn der Behandlung nach Infektion), und andererseits die
vorliegenden Daten in anderen Spezies und bei Pneumonie durch andere Erreger

bestatigen. Ferner sollte ein Einfluss auf die Mortalitat der experimentellen Pneumonie
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gezeigt werden. Sollten die Ergebnisse derartiger Studien die vorliegenden Daten
unterstitzen und die Ergebnisse toxikologischer Untersuchungen nicht dagegen
sprechen, dann ist die Durchfuhrung klinischer Studien zur Anwendung eines PDE2-
Inhibitors bei schwerer Pneumonie denkbar. Moglicherweise kdnnten insbesondere
Patienten mit neu diagnostizierter Pneumonie profitieren, die ein hohes Risiko fur die
Entwicklung eines Akuten Lungenversagens haben. Diese Patienten konnten mit
einem PDE2 Inhibitor zusatzlich zur antibiotischen Behandlung therapiert werden.

Wahrend der PDE-Inhibitor Theophyllin seit fast 70 Jahren therapeutisch eingesetzt
wird und aufgrund fehlender Selektivitat, geringer therapeutischer Breite und eines
breiten Nebenwirkungsprofils eine suboptimale Therapieform darstellt, wird der Nutzen
moderner, selektiver PDE-Inhibitoren zunehmend deutlich. Neben dem etablierten
Einsatz des PDES5-Inhibitors Sildenafil zur Behandlung der erektilen Dysfunktion
(Viagra®) und der idiopathischen pulmonalarteriellen Hypertonie (Revatio®) wird
maoglicherweise in naher Zukunft der selektive PDE4-Inhibitor Roflumilast (Daxas®) zur
Erganzung der Standardtherapie bei COPD zugelassen. PDE4-Inhibitoren
beeinflussen in vitro zahlreiche inflammatorische Vorgange und reduzieren in vivo
unter anderem die Rekrutierung und Aktivierung von Zellen des Immunsystems bei
inflammatorischen Lungenerkrankungen. Zwei zulassungsrelevante klinische 12-
Monats-Studien (noch unpubliziert) erreichten im Jahr 2008 ihre primaren Endpunkte,
namlich Reduktion der Exazerbationsrate und Verbesserung der Lungenfunktion
(FEV1) bei COPD. Zwei weitere unterstitzende 6-Monats-Studien bestatigten, dass
die Anwendung von Daxas® zusatzlich zu Bronchien erweiternden Standard-

Medikamenten eine zusatzliche Besserung der Symptome bewirkt.

3.3 Therapie der Pneumokokkenpneumonie mit lytischem Phagenenzym

Das Auftreten Antibiotika-resistenter Bakterien wird zunehmend zum klinischen Problem
bei der Behandlung von Infektionskrankheiten einschlieBlich der Pneumonie. Die
Penizillinresistenz der Pneumokokken hat sich innerhalb des letzten Jahrzehnts in den
USA auf 34% verdoppelt'®®, und steigende Resistenzraten gegeniiber anderen
Antibiotika wie Makrolide, Fluorchinolone, Tetrazykline, Trimethoprim-Sulfamethoxazol

197158 Daher werden neue antimikrobielle

und Cephalosporine wurden beobachte
Strategien benotigt, um auch zukunftig Patienten effizient behandeln zu kdnnen, die an
einer durch Antibiotika-resistente Pneumokokken verursachten Erkrankung leiden.

Bakteriophagen dringen in Bakterien ein, nutzen den Protein-Syntheseapparat der

Bakterien zur Vermehrung und befreien sich nachfolgend aus den Bakterien mithilfe

39



lytischer Enzyme, welche die Bakterienwand von innen zerstéren. Die
Evolutionsgeschichte lytischer Enzyme (Lysine) ist viele Millionen Jahre alt und es kann
davon ausgegangen werden, dass Phagen evolutionsbiologisch benachteiligt waren,
die Lysine mit suboptimaler Wirksamkeit bildeten. Eine Resistenzentwicklung gegen die
derart optimierten Lysine, die den flr Bakterien lebensnotwendigen Zellwandbestandteil
Cholin binden, ist unwahrscheinlich. Spezies-spezifische Bakteriophagen wurden fur
fast alle bekannten Bakteriengattungen beschrieben, einschliel3lich zahlreicher
pathogener Bakterien'®.

Ein Bakteriolysin, dessen besondere Eigenschaften eine Nutzung als Antibiotikumersatz
prinzipiell zulassen, wurde aus Pneumokokken-spezifischen Bakteriophagen isoliert und
synthetisiert'®. In vitro Studien zeigten, dass auf Pneumokokken gegebenes Lysin
hochst effizient und spezifisch Bakteriolyse verursacht. Wahrend bereits 10 ng der
Substanz ausreichten, um innerhalb weniger Sekunden eine Million Pneumokokken in
vitro zu lysieren, wurden andere Bakterien und humane Zellen nicht in Mitleidenschaft
gezogen. An lebenden Mausen konnte gezeigt werden, dass dieses Lysin geeignet ist,
um den Nasopharynx kolonisierende Pneumokokken zu eliminieren'®, sowie

Bakteriamie'®" und Endokarditis'® zu therapieren.
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Abb. 9: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Pneumokokken (A) vor Applikation des
Pneumokokken-spezifischen lytischen Enzyms Pal, sowie (B) 1 Minute und (C) 5 Minuten nach
Applikation von Pal. Eine Minute nach Applikation sind lokale Zellwandprotrusionen sichtbar,
wahrend nach funf Minuten nur leere Bakterienhillen zu sehen sind. Balken: 0,5um.

Quelle: Ref.’®

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals eine experimentelle Pneumonie mit einem
Lysin behandelt. Insbesondere wurde das Lysin im Gegensatz zu den genannten
Arbeiten in ein vom Wirkort entferntes Kompartiment (intraperitoneal) appliziert.

Wahrend alle Placebo-behandelten Mause verstarben, Uberlebten alle mit Cpl-1
behandelten Mause. Diese Tiere zeigten eine deutliche Reduktion der Bakterienzahlen
in Lunge und Blut und eine rasche klinische Besserung. Die Therapieeffizienz von Cpl-1

war — bei Infektion mit penicillinempfindlichen Pneumokokken — mit der eines Penicillin

40



vergleichbar. Nebenwirkungen der Therapie wurden in umfassenden Analysen weder
bei Mausen, noch in humanen Zellkulturen beobachtet.

Da es sich bei Lysinen um korperfremde Proteine handelt, muss vor dem klinischen
Einsatz unter anderem untersucht werden, ob der Mensch bei systemischer Applikation
eine Antikdrperantwort ausbildet. Diese wurde bei Mausen beobachtet, fuhrte jedoch
nicht zu einer Reduktion der therapeutischen Effizienz bei wiederholtem Einsatz des
Enzyms. Ferner muss vor dem individuellen Einsatz eines Lysins der die Krankheit
verursachende Erreger bekannt sein. Ein Pneumokokken-Antigennachweis im Urin ist
in der akuten Situation innerhalb kurzer Zeit moglich'®*'%* so dass bei positivem
Testergebnis eine Pneumokokkeninfektion mit einiger Wahrscheinlichkeit angenommen
werden kann. Nicht zuletzt konnten sich lytische Phagenenzyme zur adjuvanten
Therapie bei initialem Versagen der antibiotischen Therapie, sowie zur Eradikation von
Bakterien bei Besiedlung und lokaler Infektion eignen. Aktuell werden in den USA
Zulassungsverfahren fur erste klinische Studien zur Untersuchung von lytischen

Phagenenzymen beantragt.
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3.4 Ausblick

Die Pneumonie ist weiterhin die haufigste Infektionskrankheit und fuhrt seit Einfihrung

der antibiotischen Therapie unverandert haufig zum Tod. Die Erkenntnis, dass die
Pathogen-Wirtsinteraktion und insbesondere die inflammatorische Reaktion des Wirtes
einen wesentlichen Einfluss auf den Verlauf der Pneumonie haben, erdffnet neue
Moglichkeiten fur die Entwicklung therapeutischer Optionen mit dem Ziel, die Mortalitat
der Pneumonie zu reduzieren.

Die vorliegende Arbeit konnte einige Aspekte der Pathogen-Wirtsinteraktion bei
Pneumonie und Akutem Lungenversagen beleuchten, sowie einzelne prophylaktische
und therapeutische Ansatze experimentell priufen. Jedoch sind wesentliche
Mechanismen der Interaktion zwischen Pathogen und Wirt witerhin unzureichend
verstanden. Nach und nach werden wichtige Eigenschaften der mikrobiellen Erreger
bekannt. Seitens des Wirtes erscheinen der Einfluss der extra- und intrazellularen
Pathogen-Erkennungsrezeptoren und nachgeschalteter Signaltransduktionswege, der
Interaktion zwischen Zellen der alveolokapillaren Barriere und des Immunsystems, der
Antigenprasentierenden Zellen, sowie des Zusammenspiels von T-Zellen auf den
Verlauf der Pneumonie aktuell als vielversprechende Forschungsgebiete auf dem Weg
zu neuen Therapiestrategien.

Das zunehmende Interesse an Vorgangen angeborener und adaptiver Immunitat und
die rasante Weiterentwicklung der experimentellen Methoden in der biomedizinischen
Forschung ermoglichen einen beschleunigten Wissenszuwachs hinsichtlich der
Pathobiologie der Pneumonie. Dies flhrte bereits in der jingeren Vergangenheit zu
einem beeindruckenden Erkenntnisgewinn, der mit etwas Optimismus auch fur die
kommenden Jahre prognostiziert werden kann. Aus diesen neuen Erkenntnissen
konnen innovative Therapiekonzepte generiert werden. Gleichzeitig gilt es, bereits
experimentell erfolgreiche Therapien klinisch zu validieren. Und nicht zuletzt besteht
eine wichtige Aufgabe der biomedizinischen Forschung in der Ubermittlung der
Forschungsergebnisse in den klinischen Alltag.
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