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1. Bedeutung der Arbeit fur das Fachgebiet

Das Krankheitsbild des akuten Lungenversagens (Acute Respiratory Distress
Syndrome, ARDS) ist gepragt durch eine sauerstoffrefraktare Hypoxamie auf dem
Boden eines nicht-kardial bedingten Lungenodems mit Schadigung der alveolo-
kapillaren Barriere [12]. Ein ARDS kann durch direkte oder indirekte
Pathomechanismen hervorgerufen werden. Hierzu zahlen unter anderem
Aspiration, Pneumonie, Lungenkontusion, Sepsis oder Polytraumatisierung mit
hamorrhagischem Schock und Massivtransfusion. Postoperativ entwickeln — u.a.
abhangig von Art und Umfang der Operation — 0,6% bis 7,5% der Patienten ein
ARDS. Damit ist das ARDS eine zwar seltene aber schwere Komplikation mit einer
Sterblichkeit von 15% bis zu 91% [24-26].

Trotz zahlreicher experimenteller und klinischer Studien konnte die Letalitat des
ARDS seit den 90er Jahre nicht weiter gesenkt werden. Eine signifikante
Verringerung der Letalitat konnte bislang nur durch therapeutische Ansatze erreicht
werden, die zusatzliche Schadigungen der Lunge durch die invasive Beatmung
(ventilator-induced Iung injury, VILI) verhindern [42]. Dies sind vor allem
lungenprotektive Beatmungsstrategien mit niedrigen Tidalvolumina, sowie die
Bauchlagerung und ggf. Gabe von Muskelrelaxantien. In spezialisierten ARDS-
Zentren werden zudem erweiterte TherapiemaBnahmen wie extrakorporale
Lungenersatzverfahren zur Sicherung des Gasaustausches eingesetzt.

In der akuten Phase des ARDS kommt es zur Zerstorung von pulmonalen
Epithelzellen (v. a. Typ | Alveolarepithelzellen) und die alveolo-kapillare Membran
wird durchlassig fur proteinreiche Flussigkeit, Erythrozyten, Leukozyten und Fibrin.
Es entsteht ein interstitielles und alveoldres Odem, welches Surfactant inaktiviert.
Neben der Aktivierung von Alveolarmakrophagen kommt es zum Einstrom
neutrophilen Granulozyten, die weitere Freisetzung von Entzindungsmediatoren
perpetuiert die lokale Inflammationsreaktion. Ein moglicher Therapieansatz bei
ARDS ware demnach die Applikation immunmodulierender Substanzen bzw. die
Blockierung proinflammatorischer Signalwege, um die pulmonale
Entzundungsreaktion zu unterbinden.

Ziel der im Rahmen dieser Habilitationsschrift vorgestellten Untersuchungen war
es, weitere Erkenntnisse zur Pathogenese und Therapie der pulmonalen
Inflammationsreaktion beim ARDS zu gewinnen.



2. Hintergrund
2.1. Experimentelle ARDS Modelle

Insbesondere  experimentelle  Kleintiermodelle  eignen  sich  fur den
Erkenntnisgewinn in der Grundlagenforschung und zur Erprobung neuer
Therapieoptionen. Besonders attraktiv ist hierbei die Maoglichkeit des Gen-
Targetings von Mausen, d.h. dass gezielt Gene deaktiviert werden konnen.
Mittlerweile ist es nicht nur moglich, das gewunschte Gen in allen Zellen
»auszuknocken”, sondern auch gewebespezifische Knockout-Mause zu zichten —
der sogenannte konditionale Knockout mittels Cre/loxP Rekombinationssystem. Des
Weiteren kann ein Gen auch erst nach Abschluss der Embryonalentwicklung
deaktiviert werden, dies gelingt durch Einbringen einer Liganden-aktivierbaren Cre
Rekombinase. Dabei wird erst durch Gabe des synthetischen Liganden (z.B.
Tamoxifen) ein entsprechender Knockout generiert [9].

Komplexe klinische und pathophysiologische Veranderungen, wie sie auch bei
einem ARDS entstehen, sind jedoch oft nur eingeschrankt in tierexperimentellen
Modellen - insbesondere Kleintiermodellen — abbildbar. Abhangig von der
Fragestellung werden deswegen verschiedene experimentelle ARDS-Modelle
verwendet [31].

Eine gangige Methode um eine reproduzierbare, pulmonale Inflammationsreaktion
auszulosen, ist die Inhalation oder intratracheale Instillation von bakteriellen
Endotoxinen (Lipopolysaccharid, LPS) oder lebenden Bakterien. Ahnlich einer
Pneumonie kommt es zum Einstrom von Entzindungszellen, insbesondere
neutrophiler Granulozyten, der Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen,
der Zerstorung der alveolo-kapillaren Barriere und der Ausbildung eines
pulmonalen Odems [40]. Eine weitere Mdglichkeit, ein ARDS experimentell zu
induzieren, ist die Beatmung mit hohen inspiratorischen Beatmungsdrucken und
-volumina (VILI) [6,16]. Hierbei kommt es primar zur direkten epithelialen
Gewebsschadigung (Barotrauma), und im weiteren Verlauf zur Aktivierung der
Inflammationskaskade (Biotrauma) sowie lokaler und systemischer Hypoxie.

In vitro lasst sich mechanischer Stress von pulmonalen Epithelzellen durch
Kultivierung dieser auf speziellen Kulturschalen mit flexiblem Boden erreichen.
Durch Anlegen eines computergesteuerten, definierten Vakuums wird eine
Dehnung des Bodens der Kulturschale und somit der angehefteten, kultivierten
Zellen erreicht.

2.2. Konzept der inhalativen Therapie

Die pulmonal-topische Applikation von Pharmaka per inhalationem ist ein
attraktives Konzept zur Therapie pulmonaler, pulmonal-vaskularer und bronchialer
Erkrankungen. Die direkte Applikation einer Substanz in die Lunge umgeht die
Metabolisierung — vor allem in der Leber — mit moglichem Wirkungsverlust oder



Giftung. So konnen suffizient hohe lokale Wirkstoffkonzentrationen erreicht werden
und gleichzeitig systemische Nebenwirkungen vermieden werden (pulmonale
Selektivitat). Das intrapulmonale Depositionsverhalten eines Aerosols hangt im
Wesentlichen vom Durchmesserspektrum seiner Partikel ab. Partikel mit einem
geometrischer Durchmesser zwischen 0,5 bis 2 pm deponieren bevorzugt in
alveolaren Bereichen [15].

Wahrend bei spontanatmenden Probanden 2-10% einer vernebelten Losung die
Lunge erreichen, liegt der Prozentsatz der intrapulmonalen Deposition bei
intubierten, beatmeten Patienten auf Grund der ungunstigeren Voraussetzungen
(Beatmungssystem mit Endotrachealtubus, artifizielles Beatmungsmuster, groRBerer
Totraum) bei weniger als 3% [34,41]. Die inhalative Applikation von Substanzen in
intubierten und beatmeten Kleintieren ist auf Grund der geringeren GroRe der
Lungenanatomie noch weit schwieriger, so dass nur wenige Studien dazu vorliegen
[11,28]. In den hier prasentierten Studien kamen speziell fur den Einsatz in Ratten
bzw. Mausen entwickelte, teilweise durch uns modifizierte und evaluierte
Verneblersysteme zum Einsatz [19,22].

2.3. Antiinflammatorische Therapie

Bei ARDS-Patienten konnen in der Bronchoalveolaren Lavage (BAL) erhohte
Konzentrationen proinflammatorischer Zytokine (wie Tumornekrosefaktor-o (TNF-
a), Interleukin-1f (IL-1B) und IL-6) [30]) nachgewiesen werden, wahrend die
Konzentrationen ihrer physiologischen, anti-inflammatorischen Gegenspieler [wie
[L-10, IL-1-Rezeptorantangonist (IL-1Ra)l erniedrigt sind [5].

Die inflammatorischen Prozesse beim ARDS beschranken sich jedoch nicht nur auf
die Lunge, sondern konnen auch systemische Entzundungsreaktionen im Sinne
einer SIRS (systemic inflammatory response syndrome) hervorrufen [10].
Insbesondere beim persistierenden ARDS sind bei den Patienten sowohl erhohte
pulmonale als auch systemische Zytokin- und Chemokinkonzentrationen
nachweisbar, was zu extrapulmonalen Organdysfunktionen fuhren kann [32].
Demnach ware die Modulation des bestehenden pulmonalen Ungleichgewichts
zwischen pro- und antiinflammatorischen Zytokinen und Mediatoren eine
vielversprechende Therapieoption. Obgleich bereits einige immunmodulierende
Substanzen im Tierversuch vielversprechende Ergebnisse erzielen konnten (z.B.
Simvastatin, Human Monoclonal Anti-Endotoxin Antibody), konnte bislang noch in
keiner randomisiert-kontrollierten Studie ein Uberlebensvorteil bei ARDS-Patienten
erzielt werden [42].

Obwohl initial in der Pathogenese des ARDS zunachst die Alveolarmakrophagen auf
inflammatorische Reize reagieren, scheinen auch andere residente und
einwandernde Leukozytenfraktionen, wie Naturliche Killerzellen (NK-Zellen), an der
Rekrutierung neutrophiler Granulozyten beteiligt zu sein [4]. Die Chemotaxis
neutrophiler Granulozyten spielt die entscheidende Rolle bei der Aufrechterhaltung



des pulmonalen Entzindungsprozesses beim ARDS [14]. Auch korreliert die Anzahl
der neutrophilen Granulozyten in der BAL mit dem Schweregrad eines ARDS [38].
Im ARDS-Tiermodell wurde die Depletion bzw. Blockade der Rekrutierung von
neutrophilen Granulozyten in die Lunge bereits erfolgreich therapeutisch eingesetzt
[1,361.

2.4. Hypoxie-induzierbarer Faktor 1 (HIF-1) und Adenosin

Die Regulation des Sauerstoffangebots und -verbrauchs ist fiir das Uberleben von
Zellen, Geweben, Organen und somit des gesamten Organismus entscheidend.
Deswegen mussen Zellen moglichst schnell auf einen Sauerstoffmangel (Hypoxie)
bzw. erhohten Sauerstoffbedarf reagieren konnen. Beim ARDS entsteht eine
Hypoxie durch die voranschreitende Inflammationsreaktion bei sich gleichzeitig
verschlechterndem Gasaustausch. Die Sauerstoffhomoostase unterliegt der
Kontrolle des Transkriptionsfaktors Hypoxie-induzierbarer Faktor 1 (HIF-1) und
seiner Zielgene. Gegenwartig wird eine entscheidende Rolle von HIF-1 in der
Kontrolle der Expression von 2-5% des gesamten Genoms angenommen, aktuell
sind bereits etwa 100 HIF Zielgene validiert [29]. HIF-1 spielt bei allen
Erkrankungen, bei denen es zu einer  lokalen oder  globalen
Sauerstoffminderversorgung kommt, wie z.B. Ischamie, Infektionen und
Tumorwachstum eine wichtige Rolle. Dabei wirken insbesondere die
Prolylhydroxylasen (PHD1-3) als 02-Sensoren, da sie unter Anwesenheit von
Sauerstoff den proteasomalen Abbau der HIF-1a Untereinheit einleiten.

In Abhangigkeit von Zelltyp und Stimulus kann die Regulation von HIF-1 auch unter
Normoxie erfolgen, wie z.B. durch Zytokine, reaktive Sauerstoffspezies (ROS) oder
uber Bakterien, sowie Virenbestandteile [8]. HIF-1 aktiviert Regulatoren der
Angiogenese (z.B. Vascular endothelial growth factor, VEGF), der Erythropoese
(z.B. Erythropoetin), des Eisenstoffwechsels (z.B. Transferrin) und des GefaBtonus
(z.B. NO-Synthase, Hamoxygenase-1), um eine bessere Versorgung mit Sauerstoff
zu ermoglichen. Des Weiteren reguliert HIF-1 die Umstellung des
Energiestoffwechsels auf die Glykolyse (z.B. durch erhohte Expression der
Glukosetransporter Glut-1 und -3) und spielt eine wichtige Rolle bei der Regulation
der Zellproliferation (z.B. durch Wachstumsfaktoren wie insulin-like growth factor,
IGF-2), Apoptose (z.B. durch Caspase-3) und Zellmigration (z.B. durch Matrix-
Metalloproteinasen, MMP-2) [45].

Die Aktivierung von HIF-1 fuhrt auBerdem zu einem Anstieg der extrazellularen
Adenosinkonzentration. Dabei entsteht extrazellulares Adenosin vornehmlich beim
Abbau des Energietragers ATP. Die vielfaltigen Effekte von Adenosin auf
unterschiedliche Organsysteme werden uber vier Rezeptoren vermittelt: Adenosin
A1, A2A, A2B und A3 Rezeptor. HIF-1a induziert nicht nur die enzymatische
Kapazitat, um extrazellulares Adenosin zu bilden, sondern Hypoxie induziert auch
die Expression von Adenosinrezeptoren und aktiviert somit Adenosinrezeptor-
vermittelte Signalwege, insbesondere uber A2A und A2B Rezeptoren. Funktionelle
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Studien bei experimentellem ARDS konnten zeigen, dass uber die Aktivierung von
A2B Adenosinrezeptoren eine uberschieBende Entzundungsreaktion verhindert und
gleichzeitig die Resolution einer bereits eingetretenen Lungenschadigung
eingeleitet werden kann [7,19,37,401.

3. Ergebnisse

3.1. Etablierung eines tierexperimentellen Modells des
beatmungsinduzierten Lungenschadens (VILI)

Obwohl oft lebensrettend, kann die kontrollierte, maschinelle Beatmung per se eine
Reihe unerwunschter Wirkungen in der Lunge verursachen, die in ihrer Summe als
beatmungsinduzierter Lungenschaden (ventilator-induced lung injury, VILI)
bekannt sind [43]. Unsere Arbeitsgruppe stellte sich die Frage, inwieweit auch im
Tiermodell ein reproduzierbarer VILI etabliert werden kann.

Zur Induktion eines VILI wurden Ratten (n = 16) fur 20 min mit einem Spitzendruck
von 45 mH20 und einem positiven endexspiratorischen Druck (PEEP) von 0
druckkontrolliert beatmet. Die Vergleichsgruppe (n = 8) wurde mit einem pmax von
20 cmH20 und einem PEEP von 4 cmH20 beatmet. Die VILI-Tiere zeigten einen
Abfall des paO2 und des mittleren arteriellen Blutdrucks (MAP) mit gleichzeitigem
paCO2-Anstieg, nur 4 von 16 Tieren uberlebten den Beobachtungszeitraum von 4
Stunden nach VILI-Induktion. Die Lungen der Tiere zeigten schwere
makroskopische und mikroskopische Schadigungen (Abbildung 1).
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Abbildung 1: Sham: 240 min Beatmung mit p,,,, 20 cmH,0, VILI: 20 min
Beatmung mit p,,,, 45 cm H,0, gefolgt von 240 min p,,., 20 cm H,0. (A+B)
Makroskopie. (C+D) Mikroskopie (HE-Farbung ) der Lunge.

Verlauf von (E) paO, und (F) paCO,. Median [semi-IQRI, *p< 0,05.

Es kam zum pulmonalen Einstrom von Odemfliissigkeit und neutrophilen
Granulozyten, sowie zur Aktivierung von Alveolarmakrophagen. Sowohl in der
Bronchoalveolaren Lavage (BAL) als auch im Plasma kam es zum Anstieg der
Konzentrationen der proinflammatorischen Zytokine Macrophage inflammatory



protein (MIP)-2 und IL-1B. Die Aktivitat von Matrixmetalloproteinasen und die
Expression von Heat Shock Protein 70 in der Lunge wurde durch VILI ebenfalls
induziert.

Das untersuchte experimentelle VILI-Modell fuhrte zu einer starken pulmonalen
und subsequenten systemischen inflammatorischen Reaktion (Biotrauma) mit
ausgepragten Organdysfunktionen, und scheint demnach fur Untersuchungen
moglicher Therapieoptionen des ARDS geeignet [16].

3.2. Die Inhalation von IL-10 vermindert das Biotrauma beim
beatmungsinduzierten Lungenschaden der Ratte

Unsere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass im Endotoxinamie-induzierten
Lungenschaden die pulmonale Inflammation durch die prophylaktische Inhalation
des antiinflammatorischen Zytokins Interleukin (IL)-10 vermindert wird [23]. Wir
stellten uns die Frage, inwieweit sich dieses Konzept auf den beatmungsinduzierten
Lungenschaden ubertragen lasst.

Nach Genehmigung durch die Tierversuchskommission erfolgte die Untersuchung
an 36 narkotisierten (Fentanyl/Pentobarbital, i.v.), kontrolliert beatmeten Sprague-
Dawley-Ratten [17]1. Nach Tracheotomie sowie Kanulierung der LeistengefaRe
wurden die Tiere zufallig folgenden 4 Versuchsgruppen (n = 9) zugeteilt: Sham:
Beatmung der Tiere fir 240 min (Stephanie®, pmax: 20 cmH20, PEEP: 4 cmH20, f:
30/min, FiO2: 21%, I:E = 1:2) ohne weitere Intervention; VILI: Induktion eines
mechanischen Lungenschadens durch 20 min Beatmung mit pmax: 45 cmH20, PEEP:
0, I:E = 1:1; IL-10high (10 pg/kgKG) bzw. IL-10low (1 pg/kgKG): vor VILI-Induktion
40 min Jet-Vernebelung von IL-10. Der Beobachtungszeitraum betrug 240 min.
BAL, Plasma und Lungenproben wurden nur asserviert, wenn die Tiere 120 min
nach VILI-Induktion noch lebten (n2-4h). Die statistische Auswertung erfolgte
mittels Rangsummentest mit Bonferroni-Korrektur, p<0,05, Angabe der Ergebnisse
als Median [semi-IQRI.

Die Inhalation von IL-10 (10 pg/kgKG) konnte die makroskopisch sichtbare
Lungenschadigung signifikant vermindern, die 10fach niedrigere Dosierung von IL-
10 zeigte geringere protektive Effekte (Lungenscore: Sham: 0, VILI: 11,0 [0,5], IL-
10high: 4,0 [0,5], IL-10low: 9,0 [3,0]). Der Proteingehalt in der BAL war in beiden
[L-10 Gruppen signifikant vermindert (Sham (n2-4h = 9): 249 [15] pg/ml, VILI (n2-
4h =7): 1469 [215] pg/ml, IL-10high (n2-4h = 8): 859 [308] pg/ml, IL-10low (n2-4h =
4): 929 [250]) pg/ml. Auch die pulmonalen Konzentrationen von IL-18 und MIP-2
sowie die Expression von MMP-9 und HSP-70 wurden durch IL-10-Aerosol
reduziert (Abbildung 2).
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Abbildung 2: VILI-Induktion: 20 min Beatmung mit p,, 45 cmH,0, 240 min
Beobachtungszeitraum (SHAM-Beatmung mit p,,,,, 20 cmH,0), IL-10high (10
pg/kgK@G), IL-10low (1 pg/kgKG). (A) Zytokinkonzentrationen (MIP-2, IL-1B) in der
BAL, ELISA. (B) Zymographie, latente/aktive Formen von MMP, BAL, exemplarisch
je 2 Tiere/Gruppe. (C) Western Blot gegen HSP-70, Lungenhomogenat,
exemplarisch je 2 Tiere/Gruppe. Median [semi-IQRI, *p < 0,05 vs. VILI.

Die prophylaktische Inhalation von Interleukin-10 vermindert die pulmonale
Entzindungsreaktion und Stressantwort bei beatmungsinduzierter
Lungenschadigung der Ratte und verringert sowohl die pulmonale
Schrankenstorung als auch den Gewebeschaden [171].

3.3. Die Inhalation von Interleukin-22 induziert SOCS3 und kann den
beatmungsinduzierten Lungenschaden der Ratte vermindern

Interleukin (IL)-22 ist ein Mitglied der IL-10-Zytokinfamilie mit primarer Wirkung
auf ortsstandige, nichtleukozytare Zellen und scheint eine wichtige Rolle bei der
unspezifischen Immunantwort zu spielen [33]. Die immunmodulierende Wirkung
von IL-22 ist hierbei u.a. Uber den STAT3/SOCS3-Signalweg vermittelt. Zum einen
besitzt IL-22 bei akuter Hepatitis protektive Eigenschaften, zum anderen wirkt es
bei experimenteller Sepsis proinflammatorisch [35,44]. Ziel der vorliegenden
Untersuchung war es, die Effekte einer pulmonalen Applikation von IL-22 bei VILI
zu untersuchen.

Nach Genehmigung durch die Tierversuchskommission erfolgte die Untersuchung
an 18 narkotisierten (Fentanyl/Pentobarbital, i.v.), kontrolliert beatmeten Sprague-
Dawley-Ratten. Nach Tracheotomie sowie Kanulierung der LeistengefaBe wurden
die Tiere zufallig 2 Versuchsgruppen (je n = 9) zugeteilt (Beobachtungszeitraum 240
min): VILI: Induktion eines mechanischen Lungenschadens durch 20 min Beatmung
mit pmax: 45 cmH20, PEEP: 0, f: 30/min, FiO2: 21%, I:E = 1:1; IL-22: vor VILI-
Induktion 40 min Jet-Vernebelung von IL-22 (10 pg/kgKG). Vor und nach VILI-
Induktion Beatmung der Tiere mittels eines neonatologischen Beatmungsgerates
(Stephanie®, pmax: 20 cmH20, PEEP: 4 cmH20, I:E = 1:2). Die statistische
Auswertung erfolgte mittels Rangsummentest bzw. Log Rank Test, p<0,05, Angabe
der Ergebnisse als Median [semi-IQR] bzw. Box Plots [1./3. Quartill.
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Die Inhalation von IL-22 verldngerte die 4h-Uberlebensrate (Abbildung 3A) und
reduzierte die makroskopisch sichtbare Lungenschadigung (Lungenscore: 11 [3,0]
vs.15 [1,51, p=0,008). Gleichzeitig fuhrte IL-22-Aerosol im Lungengewebe zur
Phosphorylierung von STAT3 sowie vermehrten Expression von SOCS3 auf mRNA-
und Proteinebene (Abbildung3B und 3C). Die immunhistochemischen
Lungenschnitte der IL-22-Gruppe zeigten eine vermehrte Anti-pSTAT3-Antikorper-
Bindung an Epithelzellen (Abbildung 3D, Pfeile).
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o IL-22 °d 4000
3 40 28
g % @® 2000
S 20 4
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‘ - - | pSTAT3 y
"‘—_2??’—_—9—‘7_STAT3
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’—‘---——---‘ g-Actin
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Abbildung 3: VILI-Induktion: 20 min Beatmung mit p,,,, 45 cmH,0, 240 min
Beobachtungszeitraum (SHAM-Beatmung mit p,,,, 20 cmH,0), IL-22 Aerosol

(10 pg/kgKG). (A) Kaplan-Meier-Uberlebenskurve, Log Rank Test, p=0,047. (B)
Densitometrische Auswertung des mRNA-Expressionverhaltnisses SOCS3 / GAPDH,
p = 0,024, n,_,,. (C) Western Blots, Lungenhomogenat, n,_,. (D) Immunhistochemie
gegen pSTAT3, Lunge

In weiterfihrenden ex vivo Untersuchungen in Lungengewebe und in vitro
Untersuchungen an der humanen Lungenepithelzelllinie A549 wurde die Kausalitat
und Kinetik der IL-22 abhangigen STAT3/SOCS3-Induktion untersucht.

Die immunhistochemisch markierten Lungenschnitte von exvivo mit [L-22
inkubiertem Lungengewebe zeigten eine vermehrte Aktivierung von STAT3 in
Epithelzellen (Abbildung 4A, braun angefarbt). Auch in Immunoblot-Analysen von
Lungenhomogenat war diese Aktivierung von STAT3 nachweisbar (Abb. 4B). Es
konnte ebenfalls gezeigt werden, dass die Expression von SOCS3 als ein typisches
STAT3-Zielgen hochreguliert wurde (Abbildung 4B).
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Abbildung 4: Ex Vivo Stimulation von Lungengewebe mit IL-22 (20 ng/ml).
(A) Immunhistochemie gegen pSTAT3. (B) Westernblot, Lungenhomogenat

In A549 Zellen zeigte sich unter dem Einfluss von IL-22 ein rascher und (im
Vergleich zu IL-6 (Abbildung 5B) ausgepragter Anstieg der STAT3
Phosphorylierung (Abbildung 5A), wahrend STAT1 durch IL-22 nicht aktiviert
wurde (Abbildung 5B). Ebenso kam es zu einer fruhen Induktion von SOCS3 auf
mMRNA und Proteinebene (Abbildung 5A+5C). Eine Verringerung der Genexpression
und Aktivitat von STAT3 nach IL-22 Stimulation mittels Transfektion von small
interfering  RNA (siRNA) konnte die SOCS3-Induktion durch [L-22 effektiv
verhindern (Abbildung 5D).
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Abbildung 5: Induktion von STAT3/SOCS3 in A549 Lungenepithelzellen
durch IL-22 (A) Immunoblots, Zeitkinetik nach IL-22 Stimulation (20
ng/ml). (B) Immunoblots, 1 h Zytokinstimulation (jeweils 20 ng/ml). (C)
Real Time PCR, Zeitkinetik der SOCS3-Induktion nach [L-22 Stimulation
(20 ng/ml), (n = 4; relative SOCS3 Induktion, normalisiert auf die
jeweilige unstimulierte Kontrolle). (D) Immunoblots, 72 h Transfektion
mit siRNA, 60 min Inkubation mit IL-22 (20 ng/ml).

Die prophylaktische Inhalation von IL-22 schutzt vor dem beatmungsinduzierten
Lungenschaden der Ratte und verliangert das Uberleben. IL-22 scheint STAT3-
vermittelt effizient und langanhaltend SOCS3 in Lungenepithelzellen zu induzieren.
Die antiinflammatorische und protektive Wirkung von [L-22 bei VILI ist demnach
moglicherweise  uber  eine  STAT3-Phosphorylierung  und  konsekutive
Hochregulation des negativen Feedbackregulators SOCS3 vermittelt [18].

3.4. Die Rolle epithelialer A2B Adenosinrezeptoren in einem , Two-
Hit“-Mausmodell des akuten Lungenschadens

Die Aktivierung endogener Signalwege ist ein pulmonaler Schutzmechanismus bei
ARDS, um die Lunge vor einer UberschieBenden, inflammatorischen Reaktion zu
schutzen. Hierbei scheint extrazellulares Adenosin uUber Bindung an spezifische
Adenosinrezeptoren eine wichtige Rolle zu spielen [7,37]. In einem kombinierten
Modell des LPS- und beatmungsinduzierten Lungenschadens (ALI) untersuchten
wir die Hypothese, dass insbesondere die Aktivierung von A2B Adenosinrezeptoren
lungenprotektiv wirkt.
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Alle Tierversuche wurden durch die zustandigen Behorden genehmigt. Zunachst
erhielten die Mause LPS intratracheal (3,75 mg/kgKG), nach 24h erfolgte nach
Tracheotomie die 180-minutige druckkontrollierte Beatmung zur Induktion eines
Lungenschadens (pmax: 35 cmH20, PEEP: 3 cmH20, AF: 95/min, FiO2: 100%). Die
Shamgruppe erhielt PBS intratracheal und wurde mit einem Spitzendruck von 15
cmH20 beatmet (AF: 110/min). Folgende Mauslinien wurden verwendet (n = 5-6):
Ganzkorper-Knockout des A2B Rezeptors (Adora2b-/-), gewebespezifische A2B
Rezeptor defiziente Mause mit Deletion von Adora2b in der myeloischen Zellreihe
(Adora2bf/fLysozymeCre+), in Endothelzellen (Adora2bf/fCadherinCre+), bzw.
Epithelzellen (Adora2bf/fSurfactantCre+). Mause mit dem passenden genetischen
Hintergrund dienten als Kontrolle. Um die therapeutische Aktivierung von
pulmonalen Adora2b Rezeptoren zu untersuchen, applizierten wir C57/BL6 Mausen
wahrend der VILI-Induktion einen spezifischen A2B Rezeptor Agonisten (BAY 60-
6583, 1 mg/kgKG) mittels Ultraschallverneblers. Die statistische Auswertung
erfolgte mittels zweifaktorieller Varianzanalyse und Post-Hoc-Tests mit Bonferroni
Korrektur, * p<0,05, Ergebnisse als Mittelwert [SDI.

Adora2b-/- Mause =zeigten nach ALl im Vergleich zu C57/BL6 Mausen
ausgepragtere pulmonale Schaden und eine erhohte Durchlassigkeit der alveolo-
kapillaren Barriere (Albuminkonzentration (BAL): 1891 [549] vs. 818 [121] pg/ml.
Im direkten Vergleich des gewebespezifischen Knockouts zeigte nur die epitheliale
Adora2b Deletion einen entsprechenden Phanotyp mit Verstarkung des
Lungenschadens. Die Myeloperoxidase-Konzentration (MPO), als Surrogatparamter
fur die Anzahl neutrophiler Granulozyten in der BAL, war in den
Adora2bf/fSurfactantCre+ Mausen signifikant erhoht, ebenso die pulmonale mRNA-
Expression inflammatorischer Zytokine. Des Weiteren war der Flussigkeitstransport
uber die Zellmembran gestort (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Epitheliale Adora2b Deletion aggraviert ALI (LPS i.t., 24 h
spater Beatmung mit p,,.x 35 cmH,0 fur 180 min). (A) Albumin-
konzentration (ELISA, BAL). (B) Reprasentative histologische Lungen-
schnitte, 10x. (C) MPO-Konzentration (ELISA, BAL). (D) RT-PCR gegen IL-
6 (Lungengewebe). (E) Alveolare Flussigkeitsclearance (in % des
instillierten Volumens). Mean + SD. * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001
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Demgegenuber verbessert die Inhalation des spezifischen A2B Rezeptor Agonisten
BAY 60-6583 die alveolidre Fliissigkeitsclearance, auch das pulmonale Odem und
der beatmungsinduzierte Lungenschaden sowie die pulmonale Inflammation sind
vermindert (Abbildung 7).
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Abbildung 7: Inhalative Applikation des A2B Rezeptor Agonisten BAY
60-6583 schutzt vor ALI. (A) Albuminkonzentration (ELISA, BAL).

(B) Reprasentative histologische Lungenschnitte, 10x. (C) MPO-
Konzentration (ELISA, BAL). (D) RT-PCR gegen IL-6 (Lungengewebe).
(E) Alveolare Flussigkeitsclearance (in % des instillierten Volumens).
Mean + SD. * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001
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Zusammenfassend weist die Studie auf die lungenprotektive Bedeutung des
alveolarepithelialen Adora2B Signalwegs hin, u.a. durch Erhohung der alveolaren
Flussigkeitsclearance. Die Inhalation von A2B Rezeptor Agonisten konnte eine
geeignete Therapieoption beim akuten Lungenschaden sein [19].

3.5. T-bet+ NK Zellen tragen durch Rekrutierung neutrophiler
Granulozyten zur Pathogenese des LPS-induzierten, akuten
Lungenschadens der Maus bei

Der Einstrom myeloider Zellen, insbesondere neutrophiler Granulozyten in die
Lunge tragt entscheidend zur initialen Entstehung eines akuten Lungenversagens
(ARDS) bei. Welche Mechanismen an der Kontrolle der pulmonalen
Entzindungsreaktion und zellspezifischen Zytokinantwort beteiligt sind, ist
demnach von hoher therapeutischer Relevanz. Bei chronischen
Entzundungsreaktionen,  wie dem allergischen  Asthma  scheint der
Transkriptionsfaktor T-bet, der an der Ausreifung von T-Zellen, aber auch von
naturlichen Killer (NK) Zellen beteiligt ist, eine wichtige Rolle zu spielen [27,39].
Seine pathophysiologische Rolle beim ARDS ist hingegen unbekannt und wurde
daher am LPS induzierten Lungenschaden der Maus untersucht.

Alle Tierversuche wurden durch die zustandigen Behorden genehmigt. Die Mause
erhielten LPS (5 mg/kgKG) intratracheal, nach den angegebenen Zeitpunkten
wurden die Tiere mit einer Uberdosis Pentobarbital euthanasiert. Folgende
Mauslinien wurden verwendet (n = 5-8): WT (C57/BL6), T-bet-/- und CD45.1. Fur
die Experimente zum adoptiven Zelltransfer extrahierten wir NK Zellen aus der Milz
von CD45.1 WT Mausen mittels ,,magnetic beads”. Eine Stunde vor LPS Gabe
erfolgte die Injektion von 1,5 x 106 CD49b (DX5)+ NK Zellen (oder Vehikel) in WT
oder T-bet-/- Mause. Zur statistischen Auswertung verwendeten wir die
zweifaktorielle Varianzanalyse (Bonferroni Post-Hoc-Test) bzw. t-Tests, * p<0,05,
Ergebnisse als Mittelwert [29].

Die intratracheale LPS-Applikation fuhrte zu einer Induktion von T-bet im
Lungengewebe (Abbildung 8A). Der genetische T-bet Knockout scheint in unserem
ARDS-Modell protektiv, T-bet-/- Mause waren weniger kompromittiert und verloren
weniger Korpergewicht im Vergleich zu WT Mausen (Abbildung 8B). T-bet-/- Mause
zeigten eine geringere histologische Lungenschadigung und Schadigung der
alveolo-kapillaren Barriere (Albuminkonzentration (BAL): 404 [73] vs. 196 [17]
pg/ml), eine geringere Konzentration proinflammatorischer Zytokine sowie einen
verminderten Einstrom neutrophiler Granulozyten. Vergleicht man die relative
Expression von T-bet in leukozytaren Zellen im Lungengewebe am Tag 3 nach LPS-
Gabe, so zeigten sich NK Zellen als primare Quelle (Abbildung 8C).
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Abbildung 8: LPS i.t. induziert T-bet in NK Zellen. T-bet Knockout wirkt im LPS
induzierten Lungenschaden protektiv (A) Westernblot Lungenhomogenat. (B)
Korpergewicht der Mause nach LPS i.t.. Mean + SEM. ** p<0,01 vs. WT. (C)
Durchflusszytometrie von T-bet: Mediane Fluoreszenintensitat (MF) in Leukozyten
(BAL, Tag 3 nach LPS i.t.). Mean + SEM. ** p<0,01 vs. Isotypenkontrolle

Um nachzuweisen, dass T-bet+ NK Zellen neutrophile Granulozyten in die Lunge
rekrutieren, die entscheidend an der Pathogenese des ALI beteiligt sind, injizierten
wir in unserem LPS-Modell CD45.1 WT NK Zellen in T-bet-/- Mause. Diese Tiere
verhielten sich in ihrem Schadigungsmuster ahnlich zu WT Mausen (Abbildung 9A,
B). Die Expression des Neutrophilen-Chemotaxins CXCL1 war ebenfalls nur bei den
T-bet defizienten Mausen ohne adoptiven NK Zell-Transfer reduziert (Abbildung
9C). SchlieBlich fuhrte der NK Zell-Transfer in T-bet-/- zu einem mit WT Mausen
vergleichbaren Einstrom von Neutrophilen in die BAL, wahrend in die Lunge naiver
T-bet-/- Mause deutlich weniger Neutrophile einwanderten (Abbildung 9D).
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Abbildung 9: Adoptiver NK Zell Transfer. (A) Lungenhistologie (H&E, 10x). (B)
Albuminkonzentration  (ELISA, BAL). (C) RT-PCR gegen CXCL1
(Lungenhomogenat). (D) Durchflusszytometrisches Neutrophilen-Punktwolken-
diagramm (BAL, Tag 1 nach LPSi.t.). MW + SEM. * p<0,05, ** p<0,01

Zusammenfassend zeigt die Studie, dass Tbet+ NK Zellen eine wichtige Rolle in der
Akutphase eines ARDS spielen, indem sie an der Rekrutierung neutrophiler
Granulozyten in die Lunge beteiligt sind. Eine NK Zell Depletion konnte demnach in
der fruhen Phase einer nicht-infektiosen Lungenschadigung eine protektive
Wirkung auf die Entwicklung eines ARDS haben [21].
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4. Zusammenfassung und Ausblick

In den vorgestellten experimentellen Studien wurde ein experimentelles ARDS in
unterschiedlichen Kleintiermodellen in der Ratte und der Maus induziert. Zum
einen durch Beatmung mit hohen Beatmungsdrucken (Barotrauma), zum anderen
durch die intratracheale Applikation von LPS (Biotrauma) [16-18,21]. Auch eine
Kombination aus beidem, im Sinne eines , Two-Hit Modells” fihrte zu einem mit
dem humanen klinischen Bild eines ARDS vergleichbaren Schadigungsmuster [19].
Alle vorgestellten Tiermodelle zeigten pathologische pulmonale bzw. systemische
Veranderungen wie Hypoxamie, Lungenodem, Gewebeschadigung, Einstrom von
Entzindungszellen und einen Anstieg proinflammatorischer Zytokine. Bei der
Planung einer tierexperimentellen Studie sollte das fur die jeweilige Fragestellung
bzw. den jeweiligen therapeutischen Ansatz am besten geeignete Tiermodell
gewahlt werden.

Durch die Applikation antiinflammatorisch wirksamer Substanzen per inhalationem
kann die lokale und systemische Entzindungsreaktion beim experimentellen ARDS
signifikant verringert werden. Dabei konnen endogene, protektiv wirksame
Signalwege als Teil der unspezifischen Immunantwort lokal aktiviert werden. Ein
wichtiger und gut charakterisierter immunmodulierender Signalweg ist der
JAK/STAT3/SOCS3-Signalweg. SOCS3 wirkt als antiinflammatorischer Modulator,
der z.B. Uber seine antiapoptotischen Eigenschaften und Hemmung der
Zytokinexpression die Lunge vor Schadigung schutzen kann. Sowohl IL-10 als auch
IL-22 konnen den JAK/STAT3/SOCS3-Signalweg aktivieren, wahrend IL-10 dabei
primar auf leukozytare Zellen (z.B. Alveolarmakrophagen, NK Zellen)
antiinflammatorisch wirkt, sind IL-22 Rezeptoren primar auf ortsstandigen,
nichtleukozytare Zellen (z.B. Alveolarepithelzellen) exprimiert [17,18]. Die inhalative
Therapie mit pulmonalen Vasodilatatoren (z.B. Prostaglandine) wird bereits
erfolgreich zur Therapie des ARDS eingesetzt [13,20]. Eine Inhalationstherapie mit
antiinflammatorischen  Substanzen konnte durch  Modulation pulmonaler
Signaltransduktionswege die Lunge vor Schaden schitzen und moglicherweise die
Entwicklung eines ARDS verhindern.

Ein weiterer wichtiger endogener Schutzmechanismus ist die Freisetzung von
extrazellularem Adenosin und die Aktivierung von A2B Rezeptoren. Hierbei scheint
vor allem der  alveolar-epitheliale  A2B Rezeptor  die pulmonale
Inflammationsreaktion beim experimentellen ARDS zu triggern. Der epitheliale
Knockout des A2B Rezeptors fuhrt zu einem Anstieg der pulmonalen
proinflammatorischen Zytokinkonzentrationen und zur vermehrten Odembildung.
Die Inhalation eines spezifischen A2B Agonisten schutzt die Lunge vor
Inflammation und Schadigung, und fuhrt zur erhohten Lungenddem-Clearance [19].
Da die extrazellulare Adenosinfreisetzung Uber den HIF-Signalweg reguliert wird,
ware ein weiterer therapeutischer Ansatzpunkt, Uber eine HIF-Stabilisierung die
lungenprotektive Wirkung des Adenosinsignalwegs zu aktivieren. Der Abbau der
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HIF-1a Untereinheit wird durch verschiedene Isoformen von Prolyl-4-Hydroxylasen
katalysiert (PHD1-3) [31, die Inhibition dieser PHDs fuhrt somit zur HIF
Stabilisierung. Zur Therapie der renalen Anamie wurden bereits im Rahmen
klinischer Studien erfolgreich oral verfugbare PHD Inhibitoren eingesetzt, um die
Erythropoetin Produktion zu steigern [2]. Die Inhalation eines PHD Inhibitors ware
demnach geeignet HIF-1 im Lungenepithel zu stabilisieren und konnte folglich
lungenprotektiv wirken [20].

Neben der Aktivierung von Alveolarepithelzellen spielt auch die Rekrutierung von
neutrophilen Granulozyten eine entscheidende Rolle bei der Pathogenese des
ARDS. Fur die Chemotaxis von neutrophilen Granulozyten sind die ortsstandigen
Zellen der unspezifischen, pulmonalen Immunabwehr entscheidend; dies sind
vorrangig Alveolarmakrophagen, aber auch NK Zellen. Der Transkriptionsfaktor T-
bet moduliert die Aktivitat und Ausreifung von NK Zellen, und wir konnten zeigen,
dass der Knockout von T-bet Mause vor experimentellem ARDS schutzt [21]. Diese
protektive Wirkung scheint uber eine verminderte Rekrutierung von neutrophilen
Granulozyten in die Lunge vermittelt zu sein. Eine Depletion von NK Zellen schutzt
ebenso vor akuter Lungenschadigung im Modell des LPS-induzierten ARDS. Ein
besseres Verstandnis der zellularen, chemotaktischen Regulationsmechanismen
konnte neue Therapieansatze bei ARDS hervorbringen.
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