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1. Einleitung

1.1. Definition und Epidemiologie des akuten Lungenschadens

Im Jahr 1967 publizierten Ashbaugh et al. die erste Fallstudie mit 12 Patienten, in der sie
unter anderem das pathologische Erscheinungsbild des Acute Respiratory Distress Syndrome
(ARDS) beschrieben. ARDS wird seitdem charakterisiert durch Tachypnoe, schwere
Hypoxidmie, verringerte respiratorische Compliance und eine auf dem Rontgenbild des
Brustkorbs sichtbare Lungengewebsschidigung [7]. Obwohl eine diffuse alveolare
Schéadigung den hauptsidchlichen pathologischen Prozess darstellt [173], basiert die
Diagnose von ARDS auf der klinischen Charakterisierung. Die klinischen Merkmale wurden
das erste Mal umfassend in den American European Consensus Conference (AECC)-
Kriterien formalisiert [18]. Im Jahr 2012 wurden die Kriterien noch einmal in der
sogenannten ,,Berlin-Definition* konkretisiert. Die letztgenannten Kriterien erwiesen sich
insbesondere hinsichtlich der Validitét einer Prognose der Mortalitit als geeigneter als die
bis dahin verwendeten AECC-Kriterien [138]. Die neue Definition sicht vor, dass drei
Kategorien der ARDS, basierend auf dem Schweregrad der Hypoxdmie, unterschieden
werden [138]. Diese Kategorien werden als milde (200 mmHg < PaO/FiO2 < 300 mmHg),
moderate (100 mmHg < PaO»/FiO2 < 200 mmHg) und schwere ARDS (PaO2/FiO; < 100
mmHg) bezeichnet [138]. Die in diesem Kontext missverstindliche Bezeichnung Acute
Lung Injury (ALI), die zum Teil flir Patienten mit einem PaO2/Fi02-Quotienten zwischen
200 mmHg und 300 mmHg, teilweise aber auch fiir alle ARDS-Patienten als Oberbegriff
benutzt wurde, entfdllt in der neuen Definition. Die noch in der AECC Definition
verwendeten Variablen des radiographischen Schweregrades, der Compliance des
respiratorischen  Systems, des positiven end-expiratorischen Drucks und des
Expirationsvolumens/Minute finden in der ,,Berlin-Definition* keine Berlicksichtigung
mehr [138]. In der vorliegenden Arbeit wird aus Griinden der Reproduzierbarkeit in Bezug
auf vorangegangene Arbeiten zum verwendeten Mausmodell der akuten Lungenschadigung
mit dem Terminus ALI operiert.

Die Inzidenz der akuten Lungenschddigung variiert von 17,9 Patienten pro 100.000
Personen/Jahr fiir ALI (hier liegen noch die AECC-Kriterien zugrunde) und 13,5 Patienten
pro 100.000 Personen/Jahr fiir ARDS in Skandinavien [105], bis hin zu 78,9 fiir ALI und
beim ARDS 58,7 pro 100 000 Personen/Jahr in amerikanischen Untersuchungen [143].
Weitere Risikofaktoren tragen zu der Entstehung eines ARDS bei und lassen sich in direkte,

wie Pneumonie, Lungenkontusion oder Inhalationstraumen und indirekte, wie Sepsis,
1



Trauma oder Pankreatitis einteilen [142]. Die Sepsis stellt den am héufigsten zu einem
ARDS fiihrenden Risikofaktor dar [143] und birgt ebenfalls das hochste Risiko, an einem
ARDS zu versterben. Insgesamt kommen die USA auf anndhernd 200 000 Sepsis-Félle pro
Jahr [26],[115]. In Folge des demographischen Wandels wird in den kommenden 25 Jahren
eine Verdoppelung der Inzidenz prognostiziert [143]. Die ARDS-Diagnose korrelierte mit
dem Gewebsschaden, wohingegen die Mortalitdt nach ARDS eher mit den Markern der
systemischen Inflammation korrelierte [171]. Dies ist gerade vor dem Hintergrund einer
Mortalitdt fiir ALI von 38,5% und fiir das ARDS bei 41,1% von groBBem Interesse fiir die
klinische Forschung [143].

1.2. Definition und Epidemiologie der Sepsis

Das griechische Wort ,,sepo®, von dem sich der Terminus Sepsis ableitet, bedeutet
Zersetzung eines Tiers, einer Pflanze oder anderem organischen Materials in der Gegenwart
von Bakterien [59].

Auch im Zeitalter der modernen Medizin ist Sepsis die haufigste Todesursache bei
Infektionen [131]. Das im Volksmund ,,Blutvergiftung* genannte Krankheitsbild ist nach
wie vor eine der Haupttodesursachen weltweit [131]. Insbesondere wenn spét diagnostiziert,
konnen Schock und Multiorganversagen bis zum Tod fiihren[131], so dass 30-50% der
Patienten an der Sepsis sterben [4],[44]. Gerade in den Entwicklungsldndern ist Sepsis
verantwortlich fiir 60-80% der jdhrlichen Todesfille unter Kindern [91]. Die moderne
Terminologie leitet sich aus den Ergebnissen der Consensus Konferenz von 1991 ab, die
Sepsis als eine vermutete Infektion in Kombination mit zwei oder mehr Anomalititen
hinsichtlich der Korpertemperatur, der Herzrate oder der Anzahl der weiflen Blutzellen
definiert [21]. Deutschman und Tracey merken an, dass es sich bei der Sepsis nicht um einen
stereotypischen, gleichmiBig voranschreitenden Prozess in Folge einer Infektion handelt
[21]. Sepsis sei demnach auch keine definierte immunologische Erkrankung. Vielmehr
erfordere  ihr  Verstindnis eine Neuausrichtung des  Forschungsfokus, um
immunometabolische und neurophysiologische Mechanismen der zelluliren- und
Organdysfunktionen zu entschliisseln [41].

Grundsatzlich tragen Patienten, die eine Sepsis iiberleben, in den folgenden fiinf Jahren
gegeniiber anderen Krankenhauspatienten ein doppelt erhdhtes Risiko zu versterben[41]. Oft
leiden ehemalige Sepsis-Patienten dariiber hinaus unter korperlichen, kognitiven und
psychischen Spitfolgen [3]. In Deutschland sind in den letzten 10 Jahren die mittleren

Krankenhausbehandlungskosten bei Sepsis-Symptomatik im Bereich von ca. 55.000 € je
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Patient gestiegen [14].

Sepsis geht einher mit sowohl pro- als auch anti-inflammatorischen Prozessen [30].
Hotchkiss und Kollegen unterscheiden drei potenzielle Entziindungsreaktionen wihrend
einer Sepsis [75]. Dabei sind die Hauptfaktoren fiir die Immunantwort die pathogene
Virulenz, die Grofe des bakteriellen Inokulums wund das Vorhandensein von
Begleiterkrankungen [75]. Im ersten Szenario wird die initiale Phase in zuvor gesunden
Patienten mit schwerer Sepsis durch eine exzessive hyperinflammatorisch-pro-
inflammatorische Antwort mit Fieber, Bluthochdruck und Schock gekennzeichnet [75]. In
dieser friilhen Phase versterben die Patienten durch Herzkreislauf-Kollaps,
Stoffwechselstorungen und multiples Organversagen [75]. In einem zweiten Szenario, in
welchem viele der septischen Patienten dlter sind, wird ihr Immunsystem durch zahlreiche
Nebenerkrankungen beeintrachtigt [75]. In diesen Féllen ist die Pathogenese durch eine
abgeschwichte oder ginzlich ausbleibende hyperinflammatorische Reaktion mit einer
pridominanten anti-inflammatorischen Phase gekennzeichnet [75]. Das dritte und letzte
Szenario ist durch einen kreisformigen Verlauf zwischen einem hyper- und
hypoinflammatorischem Status charakterisiert. In diesem Fall erfahren die septischen
Patienten initial eine hyperinflammatorische Reaktion, welcher sich eine
hypoinflammatorische Reaktion anschliet [75]. Durch die Entwicklung einer zweiten, sich
anschlieBenden Infektion erleben die Patienten wiederholt eine hyperinflammatorische
Reaktion und erholen sich hiernach oder durchlaufen erneut eine hypoinflammatorische
Phase [75]. In jeder der benannten Phasen besteht ein hohes Risiko zu versterben. In kritisch
erkrankten Patienten ist die Organdysfunktion maf3igeblich durch neutrophile Granulozyten
getrieben [25], die mit der Freisetzung der pro-inflammatorischen Spaltprodukte des
Komplementsystems,  Anaphylatoxin und C5a, einhergeht [35],[116]. Die
Hauptherausforderung im Rahmen der Sepsis-Therapie besteht fiir die Klinik darin, die
simultane chronische Entziindung und die adaptive Immunosuppression zu kontrollieren und
sekunddre nosokomiale Infektionen sowie einen schweren Protein-Katabolismus zu
vermeiden [166].

Ein wichtiger Mechanismus fiir die Pathogenese der Sepsis scheint die fiir viele Organe
nachgewiesene Apoptose von endothelialen, epithelialen und der immunologischen Abwehr
dienenden Zellen zu sein [72]. Hotchkiss und Kollegen konnten durch retroorbitale Injektion
von apoptotischen Splenozyten im Sepsis-Mausmodell mit einer Uberlebensstudie eine
signifikante Reduktion der Uberlebensrate zeigen, wogegen die Injektion nekrotischer

Zellen die Vitalitit erhohte [74]. Dariiber hinaus konnten sie in einer anderen Studie zeigen,
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dass der adoptive transfer apoptotischer oder nekrotischer Zellen in vivo die Apoptoserate
der residenten Zellen (v.a. Lymphozyten) signifikant erhohte, es also zu einem trans-

destruktiven Effekt kam [151].

1.3. Trauma als Ausloser von Sepsis und akutem Lungenschaden

Weltweit ist das Trauma fiir Menschen unter 45 Jahren eine der Haupttodesursachen [68].
Dabei ist die Sterberate nach Trauma abhéngig von der Zeit nach Auftreten der Verletzung
[68]. So ist unmittelbar nach dem Trauma die Wahrscheinlichkeit am Unfallort oder
innerhalb der ersten Stunde nach dem Unfall zu versterben bei 53-73% und im Wesentlichen
auf massive Kopfverletzungen oder die massive Blutung zuriickzufiihren [20]. Eine weitere
Erhohung der Sterbewahrscheinlichkeit tritt innerhalb der ersten 24 Stunden nach Trauma
auf [147]. Dabei liegen die Ursachen hier vor allem in Hypoxie (Sauerstoffmangel),
Hypovolidmie (Blutmangel) oder traumatischen Kopfverletzungen. Im Falle des Uberlebens
der ersten 24 Stunden nach Trauma besteht ein erhdhtes Risiko eine Immundysfunktion mit
nachfolgender Sepsis, die schlie8lich zum multiplen Organversagen fiihren kann, zu erleiden
[147]. Alle schweren Komplikationen durch Trauma, wie das Acute Respiratory Distress-
Syndrom (ARDS), das Systemic Inflammatory Response-Syndrom (SIRS) und das Multiple
Organ Dysfunction-Syndrom (MODS) stehen in direkter Verbindung zur Bildung und
Freisetzung von Entziindungsmediatoren in den Blutkreislauf, was auch als sog. first hit
bezeichnet wird [99]. Die sich anschlieende chirurgische Intervention und/oder eine
nachfolgende bakterielle Infektion werden als second hit bezeichnet [61],[99].

Die maBgeblichsten Gefahrenmolekiile fiir die Immunantwort im Anschluss an
Traumaverletzungen sind doppelt funktionale Alarmine, wie High-Mobility-Group-Protein-
1 (HMGB-1), Interleukin la (IL-1a) und Interleukin 33 (IL-33) [166]. Sie spielen die
wichtigste Rolle bei der Aktivierung und Ausbreitung der Entziindungsantwort nach
Zerstorung der zelluldren Integritdt [166]. Neben diesen ,.klassischen‘ Entziindungsfaktoren
sind mitochondrielle Danger Associated Molecular Patterns (DAMPs), die
Immunreaktionen nach Zerstérung von Zellen auslosen, verstirkt in den Fokus der
Forschung geriickt [166]. Neben der Beobachtung, dass Mitochondrien entscheidende
Mediatoren der Induktion des programmierten Zelltods, der Apoptose, wihrend des
traumatischen Schocks sind [79], gibt es nun auch Indizien fiir einen neuen
Zelltodmechanismus, die sog. Nekroptose. Diese kann durch den Tumornekrosefaktor-
Rezeptor (TNFR) ebenso wie durch andere ,Todes-Rezeptoren® vermittelt

werden [42],[175]. Der Schliisselrezeptor fiir Gefahrenmolekiile ist Toll like
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receptor-4 (TLR-4).

SchlieBlich gibt es viele Faktoren, die zur Immunreaktion und der Schiadigung von Organen
nach Trauma beitragen. Der einzige Faktor jedoch, der durch den behandelnden Mediziner
adressiert werden kann, ist die sog. Interventionsrate [71]. Der Schaden, der durch die
Immunantwort nach Trauma entsteht, kann mittels der gezielten Anwendung therapeutischer

MafBnahmen und chirurgischer Behandlungsverfahren, verringert werden [71].

1.4. Das double-hit-Modell des thoraxtraumainduzierten polymikrobiellen akuten

Lungenschadens

Die Arbeitsgruppe des National Heart, Lung and Blood Institute (NHLBI) hat bereits in
threm Workshop Future Research Directions in Acute Lung Injury im Jahr 2002 darauf
hingewiesen, dass die Erforschung der offenen Fragen zu ALI/ARDS in der Zukunft eine
kontinuierliche Arbeit in der Grundlagen-, Translationalen und Klinischen Forschung
erforderlich machen wiirde [107]. Im Hinblick auf Tier-Modelle wurde darauf hingewiesen,
dass double-hit Modelle besser dazu in der Lage wéren den Einfluss begleitender
Erkrankungen und anderer bereits vorhandener Variablen herauszuarbeiten als single-hit
Modelle [107]. Dies sei wesentlich zielfithrender um das Immunsystem und insbesondere
die Entwicklung der akuten Lungenschiddigung zu untersuchen [107].

Die Komplexitdt der Interaktionen der verschiedenen Gewebe und Zellpopulationen
wéhrend Thoraxtrauma und Sepsis kann bisher nur unzureichend in Zell- und Tiermodellen
wiedergegeben werden [136]. Viele der bisher beschriebenen Modelle beschrinken sich auf
die Untersuchung von direkten oder indirekten Modellen von ALI und werden so der
Dynamik klinisch relevanter trauma-induzierter septischer Lungenschidden nur bedingt
gerecht. Sepsis allein erwies sich nach CLP (Cecal Ligation and Puncture)-Induktion im
Rattenmodell [38] und in der Maus [127] als nicht ausreichend zur Induktion einer typischen
akuten Lungenschddigung. Die Kombination klinisch relevanter Modelle zu einem
sogenannten double-hit (DH) kann dazu beitragen, die Dynamik der Lungenschiadigung im
Menschen besser zu verstehen [107],[136].

Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit wurden am von Perl et al. 2012 beschriebenen
Modell der Thoraxtrauma induzierten septischen akuten Lungenschédigung durchgefiihrt
[127]. Dieses ist von besonderer klinischer Relevanz, da tiber 50% der mehrfach verletzten
Patienten mit einem hohen Verletzungsgrad von einem Thoraxtrauma betroffen sind [23].

Dabei entwickeln bis zu 80% dieser Patienten wahrend einer andauernden mechanischen



Beatmung Organversagen mit respiratorischen Komplikationen, allen voran Akute
Lungenentziindungen [113],[123].

Durch den septischen Schaden als second hit wird ein Stimulus gesetzt, der den
Krankheitsverlauf der Patienten zur schweren Lungenschédigung (ARDS) verschérft. Sepsis
stellt dabei einen der grof3ten Risikofaktoren hinsichtlich der Sterblichkeitsrate durch ARDS
von bis zu 50% dar [26],[176].

1.5. Der Pathomechanismus von Akutem Lungenschaden und Sepsis
1.5.1. Die Epithelzellhypothese

Im Jahr 1982 beschrieben Bachhofen et al. strukturelle zellulire Verédnderungen im
Lungengewebe von Patienten mit akuter Lungenschiadigung [9]. Die Analyse ergab, dass es
sich dabei um apoptotische Typ-II Epithelzellen handelte [9]. Diese Entdeckung war
wegbereitend fiir die pathomechanistischen Uberlegungen der sog. Epithelzellhypothese [9].
Alveolare Typ-I Epithelzellen bilden als wichtiger Bestandteil der alveolokapilldren Barriere
90% der alveolaren Auskleidung der Lunge [2]. Thre Regeneration erfolgt aus Typ-II
Epithelzellen, die zu 10% Bestandteil des Alveolarepithels sind [2]. Diese Zellen zeichnen
sich durch ihre hohe Regenerationsfahigkeit und die Produktion von Surfactant aus und sind
so flir die Gewdhrleistung der zelluldren Integritit und die physiologische Funktion der
Lunge essentiell [180]. Liener et al. konnten im Rattenmodell zeigen, dass ein stumpfes
Thoraxtrauma allein ausreicht, Apoptose in Typ-II Epithelzellen zu induzieren [100]. In
weiteren Untersuchungen wurde die Rolle von Mediatoren aktivierter Alveolarmakrophagen
bei der Aktivierung des inflammatorischen wie auch des extrinsischen apoptotischen
Signalweges, vermittelt durch den Fas-Rezeptor (CD95), nachgewiesen [156]. Dass in
Maiusen, die defizient fiir Makrophagen waren, in Folge der Instillation eines Fas-Liganden
(Jo2) ebenfalls Fas-vermittelte Entziindungsreaktionen beobachtet wurden, legt den Schluss
nahe, dass weitere Faktoren an der Entziindungsantwort und der Apoptose in der Lunge
beteiligt sind [27],[103],[124]. In einem double-hit Modell aus CLP-induzierter Sepsis und
hdmorrhagischem Schock an Fas oder FasL-defizienten Mduse konnten verminderte Spiegel
an lokalen apoptotische und inflammatorischen Mediatoren nachgewiesen werden [124].

Auch in der bronchoalveoldren Lavagefliissigkeit (BALF) von ARDS Patienten sind erhohte
Wert von FasL beobachtet worden. Ex vivo zeigte sich, dass diese BALF Apoptose in
(postmortem 1isolierten) humanen alveolaren Epithelzellen induzieren konnte [108].

Oftfenbar werden die beobachteten Effekte durch den Transkriptionsfaktor NFxB vermittelt
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und konnen durch verschiedene Liganden, wie Fas und TNFa induziert werden [65]. Der
Erhalt der Integritit der alveokapilliren Barriere im Rahmen direkter oder indirekter
Lungenschiadigung scheint damit ein moglicher Ansatzpunkt fiir therapeutische
Interventionen. Verschiedene Studien, wie die Reduktion der Epithelzellapoptose nach LPS
(Lipopolysaccharid)-Instillation durch den Pan-Caspase Inhibitor zZVAD-fmk [87], oder die
Verwendung von siRNA gegen verschiedene Faktoren des apoptotischen Signalweges
einhergehend mit einer verbesserten Integritidt des Lungengewebes, machen die Bedeutung
des programmierten Zelltods im Rahmen der Lungenschiddigung nachhaltig deutlich

[271,[111].

1.5.2. Die Neutrophilenhypothese

Neben den Epithelzellen sind auch die polymorph nukleéren neutrophilen Granulozyten
(PMN) bei der Pathogenese der akuten Lungenschadigung von maBgeblicher Bedeutung und
bilden die Basis fiir die sog. Neutrophilenhypothese [70]. Dies scheint zunéchst einmal
paradox, sind es doch PMN deren primére Funktion darin besteht, Gefahrenmolekiile und
Pathogene unschddlich zu machen und durch die Ausschiittung einer Vielzahl von
Mediatoren die Heilung der Lunge zu fordern [167]. Das Gefdahrdungspotenzial der PMN
scheint jedoch dann zu Tage zu treten, wenn die Balance aus Rekrutierung und Aktivierung
nicht mehr gegeben ist [62],[167]. Unter physiologischen Bedingungen besitzen PMN in
vivo eine dynamische Lebensdauer von 7-12 Stunden [53]. Die Lunge ist vor allem mit
reifen, terminal differenzierten Neutrophilen angereichert [161]. Durch eine Vielzahl
inflammatorischer Reize konnen periphere PMN jedoch aktiviert, ihre chemotaktische
Reaktion verstarkt und ihre Lebensdauer deutlich verldngert werden [161]. Dadurch wird
die Rekrutierung der Neutrophilen Granulozyten zum Ort der Schidigung, wie der Lunge,
erleichtert [97],[169]. Wichtige Effektoren der PMN Rekrutierung sind die Chemokine
keratinocyte-derived chemokine (KC), Macrophage Inflammatory Protein-2 (MIP-2) in der
Maus, bzw. deren humanes Analog Interleukin 8 (IL-8), sowie das interzelluldre
Adhésionsmolekiil-1 (ICAM-1) [76]. Die verlidngerte Lebensdauer der PMN wird offenbar
durch TNFa tiber NFxB und die Induktion der Expression anti-apoptotischer Signalmolekiile
hervorgerufen [90]. Die vollstdndige Aktivierung der Neutrophilen erfolgt offenbar durch
einen zweistufigen Prozess [165]. Dieser wird als Priming bezeichnet und durch pro-
inflammatorische Zytokine, wie TNFa und IL-1B, oder durch Kontakt mit aktivierten
Endothelzellen und anschlieBender Présentation von sog. Pathogen assoziierten molekularen
Mustern (PAMPs), Chemoattraktantien oder Wachstumsfaktoren initiiert [ 165]. Das Priming
7



ist fiir die maximale Degranulation der Neutrophilen und die Aktivierung des NADPH-
Oxidase-Signalwegs erforderlich [64],[165]. In Bezug auf die Aktivierung und Chemotaxis
der Neutrophilen spielen ELR-CXC Chemokine (CXC Chemokine enthalten ein Glutamat-
Leucin-Arginin Motiv (ELR) unmittelbar vor dem Amino-terminalen Cystein-X-Cystein
Motiv (CXC)) eine entscheidende Rolle [146]. Beispiele hierfiir sind das humane IL-8
(CXCLS) und dessen murines Analog KC (CXCL1) sowie MIP2a (CXCL2) [137],[184].
Diese Chemokine wirken iiber den Rezeptor CXCR2 und aktivieren so Neutrophile und
fordern deren Adhdsion an des Endothelium [137],[184].

Der schiadigende Effekt aktivierter neutrophiler Granulozyten konnte durch allogenen
Transfer (Injektion in die Schwanzvene) von hdmorrhagischen Tieren auf Tiere gezeigt
werden, deren Neutrophile durch einen PMN-Antikdrper depletiert waren [8]. So flihrten die
Neutrophilen nach Priming in diesen Tieren nach Sepsis-Induktion zur Ausbildung einer
akuten Lungenschadigung [8]. Durch Depletion neutrophiler Granulozyten in verschiedenen
Modellen der akuten Lungenschidigung konnte demgegeniiber eine deutliche Reduktion der
inflammatorischen Antwort und/oder der Lungenschddigung beobachtet werden
[103],[128],[129]. Bereits 1986 zeigten Laufe et al., dass auch neutropenische Patienten
einen akuten Lungenschaden ausbildeten [96]. Neutrophile kénnen ihre Kernbestandteile
abbauen und als sog. Neutrophile Extrazelluldare Fallen (NETs-Nuclear Extracellular Traps)
freisetzen [93],[185]. Die Beteiligung von NETs im Rahmen pulmonaler Erkrankungen
konnte fiir die Transfusions-assoziierte akute Lungenentziindung (TRALI) nachgewiesen

werden [29].

1.6. Die Rolle der apoptotischen Zellen und ihrer Phagozytose in der pulmonalen

Immunmodulation

Generell kann eine kaum mehr {iberschaubare Zahl von zelluldren Todesarten unterschieden
werden. Prinzipiell ist jedoch eine Kategorisierung nach Beteiligung oder Fehlen von
Caspasen sinnvoll.

Nekrotische Zellen konnen in primir nekrotisch (induziert durch physikalische oder
chemische Einfliisse), sekundér nekrotisch (durch verzégerte Phagozytose apoptotischer
Zellen), nekroptotisch (durch Tumor Nekrose Faktor Rezeptor 1 (TNFRI1) vermittelte
Aktivierung von Rezeptor-Inhibierenden Protein Kinasen 1 und 3 (RIP1/RIP3)) und
pyroptotisch (durch mikrobielle Infektionen), klassifiziert werden [17],[135],[175].
SchlieBlich sind Neutrophile und Eosinophile Granulozyten in der Lage einen

programmierten Zelltod durch Freisetzung extrazelluldrer Fallen (NETs) als Reaktion auf
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Pathogene und sterile Entziindungsmediatoren mit potenziell antimikrobiellen aber pro-
inflammatorischen Folgen zu durchlaufen [170]. Nekrotische Zellen sind primér durch einen
Verlust der zelluliren Integritit einhergehend mit Auflosung der Zellmembran
gekennzeichnet [170]. Dadurch gelangen vormals intrazellulir kompartimentierte
Gefahrenmolekiile, sog. Damage-Associated Molecular Patterns (DAMPs) in den
extrazelluliren Raum und werden von verschiedenen Rezeptoren intakter Zellen, wie z.B.
Toll-like Rezeptoren (TLRs) den receptor for advanced glycation end-products (RAGE)
oder den receptor suppression of tumorigenicity (ST2) erkannt [22],[94]. Dieser Prozess ist
in der Regel pro-inflammatorisch und gekoppelt an die im Nachfolgenden beschriebenen
Prozesse der Phagozytose.

»Apoptose® bezeichnet den Caspase- und energieabhiingigen programmierten und
kontrollierten Zelltod. Generell erfolgt die Entfernung apoptotischer Zellen iiber Ingestion
durch professionelle Phagozyten, wie Makrophagen, neutrophile Granulozyten und
Dendritische Zellen [69]. Es hat sich dariiber hinaus gezeigt, dass auch benachbarte Zellen,
nicht-professionelle Phagozyten, wie Epithelzellen, Endothelzellen oder Fibroblasten in der
Lage sind apoptotische Zellen aufzunehmen [135]. Prinzipiell sind bestimmte Rezeptoren
auf der Oberfliche der phagozytierenden Zellen notwendig, um eine Aufnahme
apoptotischer Zellen zu ermdglichen [135]. Die Aufnahme von apoptotischem Zellmaterial
wird als dreistufiges Konzept der Interaktion zwischen Phagozyten und apoptotischen Zellen
beschrieben [50]. Zunéchst geben apoptotische Zellen in der Frithphase des programmierten
Zelltods sog. find-me-Signale ab [43],[174]. Dabei handelt es sich um chemotaktisch aktive
Signale, vermittelt durch Nukleotide, Lysophosphatidylcholin (LPC) oder auf
Mikropartikeln gebundenes Intrazelluldres Adhdsionsmolekiil (ICAM)-3 [43],[132],[174].
Nach der Rekrutierung erfolgt die Bindung der apoptotischen Zellen, nach dem sog.
Tethering und Tickling-Modell, z.B. vermittelt durch CDI14 und CD47 [164]. Die
apoptotischen Zellen sind durch eine Umlagerung von Phosphatidylserin von der Zellinnen-
auf die AuBenseite gekennzeichnet. Diese ist eine wichtige Voraussetzung fiir den
erfolgreichen Ablauf der Phagozytose und stellt selbst ein ,eat-me“-Signal dar [51].
Letzteres wird iiber verschiedene Adaptermolekiile durch Rezeptoren auf der Oberfldche des
Phagozyten, wie z.B. den Phosphatidylserin-Rezeptor, die Rezeptor-Tyrosin-Kinase Mer
oder den Vitronectin-Rezeptor, erkannt [50],[66],[152]. Neben Phosphatidylserin wird auch
Calreticulin (CRT) auf der Zelloberfliche apoptotischer Zellen exponiert und auf dem
Phagozyten durch CD91 erkannt [57]. Bemerkenswerterweise scheint Apoptose vermittelt

durch CRT zu einer immunogenen Reaktion gegen die apoptotischen Antigene zu fiihren
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[58],[95],[120]. SchlieBlich erfolgten die Ausbildung einer sog. Engulfment-Synapse und die
Inkorporation der apoptotischen Zelle. Um die Phagozytose zu erleichtern, ist der Prozess
der Apoptose durch die Ausbildung sog. Apoptotischer Korperchen gekennzeichnet [66]. In
den meisten Zelltypen erfolgt die Ausbildung dieser Plasmamembran-Bldschen durch die
Caspase-3-vermittelte Aktivierung der Rho-assoziierten Kinase 1 (ROCK 1) [66],[119].
Diese fiihrt darauthin zur Phosphorylierung der leichten Myosin-Kette und fordert so die
Aktomyosin-Kontraktion zur Ausbildung der Membran-Bldschen und der Apoptotischen
Korperchen [34],[119],[153].

Apoptotische Zellen induzieren die Freisetzung einer Vielzahl an immunologisch aktiven
Mediatoren [119]. Diese konnen sich aus der Qualitdt der apoptotischen Zellen (z.B. der
individuellen Ausstattung mit ,,eat-me “-Signalen), welche eine Auskunft iiber den Zelltyp,
die Ursache des Zelltodes und den Aktivierungsstatus der sterbenden Zellen geben, ableiten
[119]. Des Weiteren kann die Anzahl der apoptotischen Zellen die lokale
Phagozytosekapazitit libersteigen und so sekundire Nekrose mit pro-immunogenen
Reaktionen induzieren [133]. SchlieBlich kann das Timing des Zelltods und die Dauer der

zelluldren Signale auf die immunologischen Konsequenzen einwirken [119],[135].

1.7. Apoptotische Zellen und akuter Lungenschaden

Wihrend der akuten Lungenschidigung durch ALI/ARDS kommt es zur Apoptose von
Epithelzellen in der Lunge [117],[125],[130]. Das Vorhandensein der apoptotischen Zellen,
aber auch davon unabhéngige Entziindungsfaktoren, fithren zu einer massiven Rekrutierung
von aktivierten Neutrophilen in die Lunge, die z.T., nach einer gewissen Latenzphase,
ebenfalls apoptotisch werden [130]. Das apoptotische Zellmaterial wird primir von
Alveolarmakrophagen eliminiert, wenngleich auch Epithel- und Endothelzellen zur
Phagozytose fihig sind. Nach Instillation apoptotischer Zellen in die Lunge wurden diese
von den residenten Alveolarmakrophagen zu iiber 85% innerhalb von 24 Stunden
aufgenommen. Bei nicht-apoptotischen Zellen war hingegen kaum eine Aufnahme
nachweisbar [74]. Generell werden der Phagozytose apoptotischer Zellen {iberwiegend anti-
inflammatorische Effekte zugeschrieben [48],[135].

Verschiedene Studien der letzten Jahre weisen darauf hin, dass auch andere
Zelltodmechanismen an Sepsis, Trauma oder anderen Krankheitsbildern beteiligt sind.
Insbesondere im Rahmen der Sepsis scheint der Prozess der Nekroptose von Bedeutung zu
sein. So zeigte sich im Modell des TNFa-induzierten SIRS durch Necrostatin-1, sowie bei

CLP-induzierter ~Sepsis bei systemischer Deletion von Receptor-interacting
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serine/threonine-protein kinase 3 (RIPK3) und der damit (in beiden Féllen) einhergehenden
Inhibition des nekroptotischen Signalweges eine protektive Wirkung auf die Lunge sowie
andere Organe [42]. Es konnte dabei ebenfalls beobachtet werden, dass die Signal-
Mechanismen, die fiir Apoptose und Nekroptose eine Schnittmenge aufweisen, auch im
Rahmen der Autophagie von Bedeutung sind [84]. Nahre Untersuchungen deuten darauf hin,
dass die Prozesse der zelluldren Degeneration und des Zelltods ebenfalls mit Autophagie in
Zusammenhang stehen [56],[102],[144]. Zuletzt wurde es zunehmend moglich, das
pathologische Potenzial der Autophagie in Tiermodellen der Sepsis und der akuten
Lungenschidigung aufzuzeigen [57],[77],[98],[168].

Insgesamt haben eine Reihe von Untersuchungen gezeigt, dass Autophagie und Apoptose
getrennt, zeitgleich oder einander entgegengesetzt, jeweils abhingig vom experimentellen
Kontext, auftreten konnen [145]. Die genaue Charakterisierung des jeweiligen Vorkommens

beider Prozesse bedarf demnach der dezidierten Analyse im entsprechenden Fall [145].

1.8. Zielsetzung der Arbeit

Aufgrund der hohen Inzidenz des Thoraxtraumas, nach Angaben des Traumaregisters der
Deutschen Gesellschaft fiir Unfallchirurgie, von bis zu 59,2% bei Schwerverletzten sowie
einer nach wie vor hohen Mortalititsrate von 15-20%, ist die Kombination von
Thoraxtrauma und Sepsis von besonderer klinischer Bedeutung [83],[86].

Die pathomechanistischen Konsequenzen, ausgelost durch die Prdsenz apoptotischer
Epithelzellen in der Lunge und deren Phagozytose, sind nur unzureichend, ihre Relevanz in
der Pathogenese des traumainduzierten septischen ALI liberhaupt nicht erforscht.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Auswirkung apoptotischen und nekrotischen
Zellmaterials auf die gesunde Lunge des verwendeten Modellorganismus, der ménnlichen
C57/BL6 Maus, hinsichtlich Inflammation, sekundédrer Apoptose der ortsstindigen
Lungenparenchymzellen, Rekrutierung von PMN aus dem Blut und Induktion einer
alveolokapilldren Schrankenstorung untersucht. Im Besonderen lag der Fokus der
Untersuchung auf der Frage, ob durch eine gezielte Steigerung der Anzahl apoptotischer
oder nekrotischer Zellen in der Lunge eine Inflammation sowie ein Lungenschaden induziert
werden kann. SchlieBlich wurde die pathophysiologische Relevanz dieser Mechanismen im
kliniknahen Tiermodell des traumainduzierten septischen ALI untersucht. Die hierbei
relevante Fragestellung war, ob durch gezielte Applikation einer geringen Anzahl
apoptotischer oder nekrotischer Zellen wihrend der Entstehung des ALI, durch eine

moglicherweise damit einhergehende negative Triggerung des pulmonalen phagozytiren
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Systems, eine Abschwichung des Schweregrades der Lungenschddigung hervorgerufen
werden kann. Demgegeniiber wurde untersucht, ob eine groBe zusitzliche Anzahl
apoptotischer oder nekrotischer Zellen den Schweregrad des ALI auch negativ beeinflusst.

Die bearbeiteten Hypothesen lauten mithin:

1. Die Prdsenz einer grofien Menge von apoptotischen Epithelzellen in der gesunden Lunge

induziert eine pulmonale Entziindungsreaktion mit sekunddrer Lungenschddigung.

2. Syngenes Gewebe (Lungenhomogenat) und eine hohe Zahl nekrotischen Zellmaterials
fiihrt, intrapulmonal deponiert, in gesunden Tieren zur Induktion einer pulmonalen Ent-

ztindungsreaktion.

3. Durch die gezielte Applikation syngenen Gewebes (Lungenhomogenat) nach Trauma

wird der Schweregrad des septischen ALI friih nach intrapulmonaler Applikation erhéht.

4. Durch die gezielte Applikation einer hohen Anzahl apoptotischer/nekrotischer
Epithelzellen oder syngenen nekrotischen Materials (Lungenhomogenat) nach Trauma
wird der Schweregrad des septischen ALI mittelbar nach intrapulmonaler Applikation
erhoht.

5. Durch die gezielte Applikation einer kleinen Menge apoptotischer/nekrotischer Epithel-
zellen kann der Schweregrad des septischen ALI vermindert, durch die gezielte Applika-
tion einer hohen Menge apoptotischer Epithelzellen dagegen, kann der Schweregrad des

septischen ALI erhoht werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Puffer, Losungen und Medien

e 4% Formalin;
e 10% Formalin

e 10x-PBS:

e DMEM + 10% FCS:

e ELISA-Waschpufter:
e FACS-Puffer:

o KH,PO4-Puffer:

e PBS:

e RPMI + 10% FCS:

2.2. Kommerziell erhiltliche Kits

e APO-BrdU™ TUNEL Assay Kit
e AnnexinV-FITC/7-AAD Kit

¢ BCA Protein Assay Kit

e Caspase-Glo® 3/7 Assay

e ChemiGlow®

e DuoSet® ELISA Kit
e BD OptEIA™ ELISA Set

e Hemacolor-Schnellfiarbeset

4 ml 37%iges Formalin + 33 ml PBS

10ml 37%iges Formalin + 23ml PBS

9,01 mM CacCly; 4,93 mM MgCl,*6H,0; 26,67 mM
KCI; 14,71 mM KH;POs; 1379,31 mM NaCl;

80,6 mM Na,HPO4+7H>0 in Aqua dest.

500 ml DMEM; 500 pl Gentamicin; 5 ml Penicillin-
Streptomycin; 55 ml hitzeinaktiviertes FCS

0,05% Tween 20 in PBS

1% BSA in PBS

11,26 g KH2PO4 ad. 11 Aqua dest. + 0,5%
Hexadecyltriethylammoniumbromid; eingestellt auf

pH 5,4

2,67 mM KCl; 1,47 mM KH;POg4; 137,93 mM
NaCl; 8,06 mM Na,HPO4¢7H20 in Aqua dest.

500 ml RPMI 1640; 500 pl Gentamicin; 5 ml

Penicillin-Streptomycin; 55 ml hitzeinaktiviertes
FCS

Becton Dickinson & Co, Fr. Lakes, USA
Beckman Coulter, Brea, USA

Thermo Fisher Scientific, Rockford, USA
Promega, Madison, USA

Biozym Scientific GmbH, Hessisch
Oldendorf

R&D, Systems, Minneapolis, USA
Becton Dickinson & Co, Fr. Lakes, USA

Merck, Darmstadt
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e /n situ Cell Death Detection Kit

e Vectastain® ABC Kit

2.3. Analytische/priparative Ger:iite

¢ AusgieBstation Microm EC -350-1

¢ Axio Imager M1 Mikroskop

e CytoFluor Fluoreszenz-Reader

¢ Einbettautomat Leica Asp200

e Entwickler

e FACS Canto II

e Inkubator HERACELL 1501

e Luminoskan Ascent

e Microplate Reader

e Microtom HM450

¢ Narkosemischeinheit Vapor

e Radiometer VLX-3W + CX254

e Schiittelwasserbad SW23

e Shandon Cytospin 3

e Stromregler PowerPac™ HC

e Tecan Sunrise Reader

e Trans-Blot®SD Semi-Dry Transfer Cell
e Ultraschallgenerator Sonopuls HD2070
e Ultra Turrax T 25

e Vortex-Genie® 2

e Wellwash 4 MK 2

Roche Diagnostics, Mannheim

Vector Laboratories, Burlingame, USA

Microm, Walldorf

Zeiss, Oberkochen

Perseptive Biosystems, Framingham, USA
Leica Microsystems, Wetzlar

Eastman Kodak Co., Rochester, USA
Becton Dickinson, Heidelberg

Thermo Fisher Scientific, Rockford, USA
Thermo Fisher Scientific, Rockford, USA
Tecan, Crailsheim

Microm, Walldorf

Drigerwerk AG, Liibeck

Vilber Lourmat, Marne-La-Val¢e, FRA
Julabo Labortechnik GmbH, Seelbach
Thermo Fisher Scientific, Rockford, USA
Bio-Rad Inc., Hercules, USA

Tecan, Crailsheim

Bio-Rad Inc., Hercules, USA

Bandelin GmbH & Co. KG, Berlin
IKA-Werke GmbH & CO. KG, Staufen
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Thermo Fisher Scientific, Rockford, USA
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2.4. Verwendete Software

¢ Axio Vision Version 4.4

e BD FACSDiva™ Software (Vs 6.1.2)
¢ SigmaStat Version 3.5

e SigmaPlot Version 11.0

e XFluor4

Zeiss, Oberkochen

Becton Dickinson, Heidelberg

SPSS Science Software GmbH, Erkrath
SPSS Science Software GmbH, Erkrath

Tecan, Crailsheim

2.5. Zelllinien und Kulturmedien

Fiir die Zellversuchsreihen wurden immortalisierte Maus-Lungen-Epithelzellen (MLE12
Zelllinie, ATCC CRL-2110) verwendet (LGC Ltd., Middlesex, UK). Die Kultivierung
der MLE12-Zellen erfolgte in Dulbecco’s Modified Eagle Medium/ Nutrient Mixture F12
(DMEM/F12, Invitrogen, Carlsbad, USA) mit Zusatz von 2% FCS (GE Healthcare, South
Logan, USA), 10 mM HEPES, 30 nm Natriumselenit, 10 nm Hydrocortison, 10 nm -
Estradiol, 0,01 mg/ml Apotransferrin (Invitrogen, Carlsbad, USA) und 0,005 mg/ml Insulin.
Soweit nicht anders angegeben, sind die Medien mit einem Gemisch aus 100 I.U. Penicillin
und 100 pg Streptomycin (Invitrogen, Carlsbad, USA) pro ml versetzt worden. Fiir
samtliche Zellversuche, sofern nicht anders angegeben, bestanden Kulturbedingungen von
37°C in 5%-iger CO-Atmosphére (Inkubator Heracell 1501, Thermo Fisher Scientific,
Rockford, USA). Die Losung adhirenter Zellen aus den Zellkulturflaschen (80 cm?, Filter
Cap, Thermo Fisher Scientific, Rockford, USA) erfolgte mit 2,5 ml 0,5%-igem Trypsin-
EDTA (Invitrogen, Carlsbad, USA).

2.5.1. Nekrose-Induktion an Maus-Lungen-Epithelzellen

Zur Herstellung nekrotischer Zellen bzw. nekrotischen Zellmaterials wurden die Zellen
physikalisch aufgebrochen. Dafiir wurden die Zellen (zu 1x107 Zellen) in 100 pl DPBS
(Invitrogen AG, Carlsbad, USA) resuspendiert und anschlieBend in ein steriles 1,5 ml
Reaktionsgefall tiberfiihrt. Darauthin wurden die Zellen fiir 5 sec in fliissigem Stickstoff
schockgefroren. Nun wurden die Zellen so lange bei Raumtemperatur inkubiert, bis die
Suspension sich wieder vollstindig verfliissigt hatte. War dieser Zustand erreicht, schlossen
sich, in zuvor beschriebener Weise, zwei weitere Gefrier-/ Auftau-Zyklen an. Durch diese
konsekutive Abfolge konnte nahezu in allen behandelten Zellen Nekrose ,,induziert” werden.

Die Quantifikation der Nekrose erfolgte mittels durchflusszytometrischer Analyse nach
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AnnexinV/ 7-Aminoactinomycin (7-AAD) -Farbung, wie nachfolgend beschrieben.

2.5.2. Quantifikation der Apoptose/Nekrose durch fluoreszenzaktivierte Zell-

Sortierungs-Analyse

2.5.2.1. AnnexinV und 7-Aminoactinomycin D Farbung

Um den Grad der Apoptose, bzw. den entsprechenden Vitalititsstatus der Zellen, zu
ermitteln, wurden die MLE12-Zellen im Anschluss an die jeweilige UV-Exposition drei Mal
in PBS gewaschen (5 min, 450 x g, 4°C), der Uberstand verworfen und das Pellet schlieBlich
mit fluorescence-activated cell sorting (FACS)-Puffer versetzt (siche Herstellerangaben;
Beckman Coulter, Brea, USA). Nach Zugabe von AnnexinV (10 pl) und 7-AAD (20 pl),
wurden die Zellen fiir 15 min bei 4°C inkubiert. Die anschlieBende FACS-Messung machte
sich den Umstand zu Nutze, dass AnnexinV an Phosphatidylserin bindet. Das
zugrundeliegende Prinzip ist, dass sterbende (hier apoptotische) Zellen Phosphatidylserin
auf der Zelloberfliche exponieren, welches dadurch als Bindungspartner fiir AnnexinV
fungieren kann. Demgegeniiber handelt es sich bei 7-AAD um einen DNA-interkalierenden
Avitalfarbstoff. Dabei wird ausgenutzt, dass es als Farbstoff in die DNA (vor allem)
nekrotischer Zellen interkaliert und die DNA so anfdrbt. Gebundenes AnnexinV konnte
durch Anregung im Fluorescein isothiocyanate (FITC)-Kanal und gebundenes 7-AAD im
Phycoerythrin (PE)-Kanal des BD FACS Cantoll (Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA)
sichtbar gemacht und gemessen werden.

Das resultierende Profil wurde in folgender Weise interpretiert: Zeigten sich die Zellen
FITC-positiv, so wurden diese Zellen als apoptotisch bezeichnet. Genauer wiirde man hier
von dem Stadium der frithen Apoptose sprechen, da die Zellmembran hier noch intakt war.
Wiesen die Zellen sowohl Signale im FITC- als auch im PE-Kanal auf, so handelte es sich
hier um sekundér nekrotische Zellen, bei denen die Integritét der Zellmembran zerstort und

die DNA so zuginglich geworden war.

2.5.2.2. TdT-mediated dUTP-biotin nick end labeling

Als weitere Nachweismethode der zelluldren Vitalitat wurde das TdT-mediated dUTP-biotin
nick end labeling —Verfahren (TUNEL) unter Verwendung des APO-BrdU™ TUNEL Assay
Kit (Becton Dickinson & Co, Fr. Lakes, USA) gewéhlt. Hierzu wurden die Zellen zunichst
in 1% Paraformaldehyd in PBS bei einer Zellkonzentration von 1x10° Zellen/ml suspendiert.

Anschieflend erfolgte eine Inkubation auf Eis fiir 1 h. Nun wurden die Zellen pelletiert und
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der Uberstand verworfen (5 min, 300 x g). Es folgten zwei Waschschritte in PBS (5 min,
300 x g) und die abschlieBende Resuspendierung in 70% eiskaltem Ethanol. Im Anschluss
an eine weitere Inkubation auf Eis fiir 30 min wurden die Zellen zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Als niichstes wurden die Zellen zweimal in Wasch-Puffer
resuspendiert, pelletiert und dann mit DNA Labeling Solution (nach Herstellerangeben)
versetzt. Einer einstiindigen Inkubation bei 37°C (mit gelegentlichem Schwenken) folgte die
Zugabe von 1 ml Rinse Buffer mit konsekutiver Zentrifugation (5 min, 300 x g). Der letzte
Wasch-Schritt wurde wiederholt und die Zellen anschliefend in 0,1 ml Antibody Staining
Solution unter Lichtabschluss fiir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Schlielich wurden
0,5 ml PI/RNase Staining Buffer (nach Herstellerangabe) zugegeben und die Zellen erneut
wie hiervor beschrieben inkubiert. Die Messung erfolgte letztlich am BD FACS Cantoll bei
623 nm (PI) und 520 nm (FITC) (Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA).

2.5.3. Apoptose-Quantifikation durch Chemilumineszenz

Als drittes Verfahren zur Analyse des Vitalititsstatus der Zellen kam das Chemilumineszenz-
Verfahren des Caspase-Glo® 3/7 Assay (Promega Corporation, Madison, USA) zur
Anwendung. Hierzu wurden die Zellen zunidchst pelletiert (300 x g, 5 min, 4°C), der
Uberstand verworfen, und die Zellen anschlieBend in 50 ul Caspase-3/7 Chemilumineszenz-
Substrat (nach Herstellerangabe) resuspendiert. Nun wurde diese Zellsuspension auf 96 Well
Platten (96F Nunclon™ A Surface, Thermo Fisher Scientific, Rockford, USA) ausgebracht.
Die Messung der Chemilumineszenz erfolgte 5-miniitlich iiber den Zeitraum einer Stunde
mit dem Luminoskan Ascent (Thermo Fisher Scientific, Rockford, USA), wobei die Platten
zwischen den Messzeitpunkten lichtgeschiitzt bei 37°C inkubiert wurden.

Durch die Zugabe des Chemolumineszenz-Substrats wurden die Zellen lysiert und so die
intrazelluldren Bestandteile freigesetzt. Die Enzyme der Zellen waren auf diesem Weg fiir
ein Substrat zugédnglich, welches durch die Anwesenheit und die katalytische Aktivitdt der
Caspasen-3/7, durch Spezifitit fiir die DEVD Aminosduresequenz, umgesetzt wurde. Da
diese Umsetzung von einer Farbreaktion (UltraGlo™ Luciferase) begleitet war, konnte die

enzymatische Aktivitdt der Caspasen-3/7 semiquantitativ luminometrisch analysiert werden.

2.5.4. Vorversuche zur Apoptose-Induktion an Maus-Lungen-Epithelzellen

Zur Induktion der Apoptose an MLE12-Zellen wurden zunéchst drei verschiedene Ansétze
verfolgt. So erfolgte eine UV-C-Bestrahlung der Zellen, diee Koinkubation mit H>O> und in
einem dritten Ansatz eine y-Bestrahlung. Die Bestrahlung durch UV-C wurde in Petrischalen
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vorgenommen. Da der Deckel UV-absorbierende Eigenschaften besal3, wurde fiir alle UV-
Experimente der Deckel der Petrischale, fiir die Dauer der Bestrahlung, entfernt. Die
Koinkubation der MLE12-Zellen mit H>O; erfolgte in einer 24 Well Kulturplatte (Thermo
Fisher Scientific, Rockford, USA). Zur y-Bestrahlung wurden die Zellen in sterile 1,5 ml
Reaktionsgefiale (Eppendorf, Hamburg) iiberfiihrt. Da durch die Koinkubation mit H>O>
sowie die y-Bestrahlung keine ausreichend hohe und reproduzierbare Apoptose induziert
werden konnte, soll im Folgenden nur auf das Verfahren der UV-C Bestrahlung néher

eingegangen werden.

2.5.5. UV-C Bestrahlung der Maus-Lungen-Epithelzellen

Ziel dieser Versuchsreihen war es, eine Methode der Apoptose-Induktion zu entwickeln, die
es ermoglichen wiirde, fiir eine maximale Anzahl an MLE12-Zellen zu einem
reproduzierbaren Zeitpunkt den programmierten Zelltod (Apoptose) zu induzieren. Dabei
wurde insbesondere die Methode der UV-C Bestrahlung in den Vordergrund gestellt, da es
sich hierbei um ein kontaktloses Verfahren handelt. Dariiber hinaus kamen bei diesem
Verfahren keine chemischen Substanzen zur Anwendung, die im spidteren Verlauf
(insbesondere fiir die in vivo Versuchsreihen) mit Nebeneffekten behaftet gewesen wéren.
Eine optimale Rate apoptotischer Zellen konnte durch die Verwendung des nachfolgenden

Protokolls erreicht werden:

Alle nachfolgenden Arbeitsschritte wurden an einer Sterilwerkbank durchgefiihrt.

1. Die MLE12-Zellen wurden nach 2-3 Passagen in der Zellkulturflasche auf
Petrischalen (Thermo Fisher Scientific, Rockford, USA) passagiert und zunichst
bis zu einer bestimmten Zelldichte (ca. 70% Konfluenz) in Vollmedium
(DMEM/F12; 2% FCS; + Additive (siehe 3.1.) kultiviert.

2. AnschlieBend wurde das Vollmedium fiir 12 h durch Hungermedium (DMEM/F12;
1% FCS; + Additive) ersetzt.

3. Zur Apoptose-Induktion wurde das Medium abgenommen und durch ein definiertes
Volumen (hier bei Petrischalen mit & 12,5 cm, 3 ml) Hungermedium (DMEM/F12;
1% FCS; + Additive, ohne Phenolrot) ersetzt.

4. Die Oberflache der Petrischale wurde nun (ohne Deckel) fiir 60 sec UV-C

exponiert.
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5. AnschlieBend wurde ein definiertes Volumen an Hungermedium (siehe 3.) von 6 ml
zugegeben.

6. Die UV-C exponierten Zellen wurden abschlieend fiir 6 h bei 37°C und 5% CO>
im Inkubator kultiviert (mit Deckel).

7. Zuletzt wurden diejenigen Zellen abpipettiert, welche ihre Adhdrenz verloren hatten

und sich daher im Uberstand befanden.

Hierbei galt es zu beachten, dass die UV-C Quelle bereits fiinf Minuten zuvor aktiviert
wurde, damit sich die stabile Strahlendosis einstellen konnte (Vergleich hierzu Messung der
Strahlendosis im Anhang). Zur Ermittlung der optimalen Strahlendosis wurden verschiedene
Konditionen untersucht. Diese schlossen die verwendeten Mengen an Medium, die
verwendete Zelldichte aber auch die Exposition unter verschiedenen Strahlendosen mit ein.
Der Effekt der jeweiligen Konditionen in Bezug auf das Potenzial verschiedene
Zelltodmechanismen zu induzieren, wurde durch das AnnexinV-FITC/7-AAD Kit (Beckman
Coulter, Brea, USA), das APO-BrdU™ TUNEL Assay Kit (Becton Dickinson & Co, Fr.
Lakes, USA) sowie den Caspase-Glo® 3/7 Assay (Promega Corporation, Madison, USA,
siche auch 3.2.3.4) evaluiert (mehr hierzu unter 3.1.3 a und b sowie 3.1.4.). Zusitzlich
wurden Zytospin-Priparate angefertigt (3 min, 800 x g; Shandon Cytospin 3; Thermo Fisher
Scientific, Rockford, USA) und anschlieBend ein Hemacolor®-Schnellfarbetest (Merck
KGaA, Darmstadt) durchgefiihrt (genauer unter 3.4). Zur qualitativen Auswertung der
Féarbung erfolgte eine lichtmikroskopische Untersuchung (Axio Imager M1 Mikroskop;
Zeiss, Oberkochen).

2.5.6. Vitalfirbung von Maus-Lungen-Epithelzellen

Um den Erfolg der Instillationsverfahren in den nachstehenden Tierversuchen zu
gewihrleisten, wurden Zellen in vitro markiert und anschlieBend in vivo detektiert. Hierzu
erfolgte die Farbung der MLE12-Zellen mithilfe des griin fluoreszierenden Vitalfarbstoffs
5-Chloromethyl-fluorescein Diazetat (CMFDA, Invitrogen, Carlsbad, USA): zunichst
wurde das Vollmedium der MLE12-Zellen abgenommen und durch vorgewédrmtes, FCS
freies Vollmedium (DMEM/F12 + Additive), versetzt mit 25 um CMFDA (37°C), ersetzt.
AnschlieBend wurden die Zellen fiir 45 min bei 37°C und 5% CO: inkubiert. Es folgte die
Abnahme des Mediums und die Trypsinierung der Zellen. Nach 3 min wurde die
Trypsinierung (EDTA/Trypsin, Invitrogen, Carlsbad, USA) durch Zugabe von FCS-haltigem
DMEM/F12 Medium (5%) gestoppt. Die Zellen wurden pelletiert, in PBS resuspendiert und
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die Zellzahl ermittelt. Darauthin erfolgte die Suspension der Zellen zu verschiedenen
Zelldichten in 100 pl Volumen PBS (5x10°, 1x107 und 5x107). Dieses Volumen wurde
zunéchst auf Eis aufbewahrt und schlielich intratracheal in native C57BL/6 Mause (Charles
River, Sulzfeld) bei Raumtemperatur appliziert. Die histologische Analyse erfolgte wie unter

3.3.1. beschrieben.

2.5.7. Ermittlung der Strahlungsdosis der UV-C Lichtquelle

Zur Ermittlung der jeweils zur Bestrahlung verwendeten Dosis wurde die Petrischale
positionsgerecht durch eine Radiometer-Sonde (Vilber Lourmat, Marne-La-Valée, FRA)
ersetzt und die Strahlungsmenge/Zeit quantifiziert. Hierbei wurde die Dosis direkt nach dem

Aktivieren der Lichtquelle wie auch im zeitlichen Verlauf ermittelt (siche Tab. 6 im Anhang).
2.5.8. Markierung von MLE-Zellen

Um die tatsdchliche Auslastung der Lunge mit Instillat sowie die Effizienz der Zell-
Instillation zu iiberpriifen, wurden 1x10° 5x10° oder 1x107 gefirbte MLE12-Zellen in
100 pul Instillations-Volumen (DPBS) resuspendiert und anschlieBend intratracheal
appliziert. Als Farbstoff wurde 5-Chloromethylfluorescein Diazetat (CMFDA; Invitrogen,
Carlsbad, USA) verwendet. Die Farbung erfolgte dabei analog den Herstellerangaben fiir die
Verwendung an Zellen in Suspension. Nach der Instillation wurden die Lungen formalin-
fixiert, in Paraffin eingebettet, Diinnschnitte angefertigt und fluoreszenz-mikroskopisch

untersucht.

2.6. Tierexperimentelle Arbeiten

(genehmigt nach Reg. Nr. 937/1063 Regierungsprésidium Tiibingen)

2.6.1. Applikation des Thorax-Traumas und der zokalen Ligatur und Punktion

Fir die tierexperimentellen Studien wurden ménnliche C57BL/6-Méiuse (Charles River,
Sulzfeld) im Alter von 8-10 Wochen mit einem Gewicht von durchschnittlich 23,3 g+ 1,8 g
verwendet. Die Haltung der Versuchstiere erfolgte in den Stdllen der Bereichstierhaltung der
Tierforschungszentrale Ulm bei 21°C Raumtemperatur, 50-60% Luftfeuchtigkeit mit 12 h
Tag-Nacht-Rhythmus. Die Tiere hatten pri- und postinterventionell freien Zugang zu Futter
(Altromin 1314 Forti, Altromin GmbH, Lage/Lippe) und Wasser. In Abhéngigkeit von der
jeweiligen Fragestellung erfolgte die Einteilung der Tiere in verschiedene Gruppen, so dass

jeweils eine bestimmte Anzahl fiir die histologischen und molekularbiologischen Analysen
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verwendet werden konnten (Néheres hierzu unter Ergebnisse). Die Zeitpunkte der
Organentnahme richteten sich ebenfalls nach der jeweiligen Fragestellung. Die Versuche
wurden unter Analgesie (alle 6 h Gabe von Buprenorphin (Temgesic®, Essex Pharma GmbH,
Miinchen)) durchgefiihrt. Vor jeder Intervention erfolgte die Bestimmung des Tiergewichts
(auf 0,1 g genau).

Das initial durch Jaffin et al. beschriebene stumpfe Thoraxtrauma-Modell der Ratte [82],
wurde durch Knoéferl et al. weiterentwickelt und auf die Maus iibertragen [92]. Nach
Narkotisierung und Fixation der Tiere wurde diese auf dem Riicken liegend im Bereich von
Thorax und Abdomen rasiert. AnschlieBend erfolgte im Bereich des Thorax eine
Markierung, so dass eine abschlieBend eine exakte Positionierung unter dem Druckzylinder
moglich war. Die Markierung diente der Kennzeichnung der Rippenbdgen, der Sternummitte
und des kaudalen Sternum-Endes. Die narkotisierten Mause wurden unter dem von Knoferl
et al. [92] beschriebenen Druckwellengenerator (Feinwerkstatt der Uni Ulm) exakt
positioniert. Die Ausrichtung erfolgte dabei anhand der vorbenannten Markierungen in
einem Abstand von 1,5 cm iiber dem Thorax. Der untere Teil des Zylinders war vom oberen
Teil durch eine 50 pm dicke Mylarfolie (DuPont GmbH, Bad Homburg) getrennt. Durch
einen voreingestellten Druck von 13 bar (Flaschendruckminderer, Zinser, Ebersbach)
erfolgte  nun, mittels der Aktivierung eines  elektronisch  ausgeldsten
Hochgeschwindigkeitsventils (Hee-D-24, Festo, Esslingen), das Bersten der Mylarfolie,
unter der Verwendung von Druckluft fiir Atemzwecke (MTI Industriegase AG, Eichingen).
(Genauere Informationen zum Aufbau und der Funktion der Versuchsapparatur finden sich
bei Knoferl et al.[92])

24 Stunden nach dem ersten Trauma wurde eine polymikrobielle Sepsis [10], durch zokale
Ligatur und Punktion induziert. Hierzu erfolgte unter Anésthesie und Fixation der Tiere, liber
eine abdominelle Mittellinieninzision, die Identifkation des Zokums. Dieses konnte nun
nach extra-abdominal luxiert und 1 cm proximal des Endes mit einem resorbierbaren Faden
(4-0 Vicryl™ Polyglactin 910, Ethicon Inc./ Johnson & Johnson Medical GmbH,
Norderstedt) ligiert werden. Die Darmpassage des angrenzenden Diinndarms wurde dabei
nicht beeintrichtigt. Mit einer 22G Kaniile erfolgte dann die proximale und distale Punktion
des Zokums sowie die Exprimierung einer geringen Menge Stuhls. Nach Reposition des
Zokums wurden der peritoneale und kutane Bachwanddefekt schichtweise fortlaufend mit
4-0 Ethilon® II Polyamidfiden (Ethicon Inc./ Johnson & Johnson Medical GmbH,
Norderstedt) verschlossen.

Die Tiere erhielten direkt nach Trauma und nachfolgend alle 6 h Buprenorphin (Temgesic®,
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Essex Pharma GmbH, Miinchen) in einer Dosierung von 10 pg/kg Kopergewicht.

Die Versuchstiere der Kontrollgruppen erfuhren alle notwendigen Manipulationen des
Thoraxtraumas und der Sepsis, einschlieBlich Narkose und anschlieBender Analgesie mit
Buprenorphin. Diese Tiere erfuhren jedoch weder ein stumpfes Thoraxtrauma noch eine

Ligatur und Punktion des Zokums.

2.6.2. Applikation zelluléirer Suspensionen in die murine Lunge

Intratracheale Applikationen von zellulirem Material (apoptotische, nekrotische und vitale
MLEI12-Zellen bzw. Zelllysate) wurden, wie vorbeschrieben, zu unterschiedlichen
Zeitpunkten vorgenommen [124]. Hierzu erfolgte zundchst tiber eine volatile
Spiilmaskennarkose, mit einem iiber einen Vapor (Drigerwerk AG, Liibeck) regulierten
Gemisch aus 2,5% Sevofluran (Sevorane™, Abbott, Wiesbaden) und medizinischem
Sauerstoff (Westfalen AG, Miinster), eine Narkotisierung der Versuchstiere. Durch ein
Rotameter (Drigerwerk AG) wurde der Sauerstofffluss auf 0,5 1/min eingestellt. Die
Versuchstiere konnten so auf dem Riicken liegend auf einer Plexiglasplatte, mittels eines
geeigneten Klebebands, unter Narkose fixiert werden. Zur Instillation wurde diese Platte in
einem Winkel von ca. 45° aufgestellt (nachfolgende Schritte erfolgten ohne Narkose). Es
wurden jeweils 100 ul der entsprechenden Suspension pharyngeal appliziert und das
Aufwachen der Tiere aus der Narkose abgewartet. Durch das Einsetzen der (tiefen)
Spontanatmung wurde das jeweilige Instillat vollstdndig aspiriert (wdhrend der Narkose lag
eine flache Atmung vor). Im direkten Anschluss an die Instillation, wurden die Tiere aus der

Fixierung geldst und wieder in den Tierkéfig verbracht.

2.6.3. Materialgewinnung am Versuchstier
2.6.3.1. Blutentnahme

Die Versuchstiere wurden einer Uberdosis Narkotikum (Sevorane™, Abbott, Wiesbaden)
ausgesetzt und anschlieBend in dorsaler Lage auf einer sterilen Unterlage fixiert.
Nachfolgend konnte die Haut des Versuchstiers thorakal durch Inzision am Sternum nach
apikal erdffnet werden. Nun erfolgte die mediale Eroffnung des Thorax, sowie die
Punktierung des rechten Ventrikels mit einer 20G-Kaniile (B. Braun, Melsungen), der
daraufhin mit einer 1 ml Spritze blutentleert wurde. Das so gewonnene Blut konnte
schlieBlich durch die Spritze in ein 1,5 ml Reaktionsgefall (Eppendorf, Hamburg) iiberfiihrt

und bis auf weiteres bei 4°C gelagert werden. Im Fall der spéteren Isolation von Plasma
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befand sich im Konus der 1 ml Spritze Heparin (ca. 50 ul) (B. Braun, Melsungen).
2.6.3.2. Verarbeitung des Blutes

Das Blut-Heparin Gemisch wurde zentrifugiert (10 min, 10000 x g, 4°C). Auf diese Weise
setzte sich das Plasma von den zelluldren Blutbestandteilen ab und wurde anschlieend in
ein weiteres 1,5 ml Reaktionsgefal (Eppendorf, Hamburg) iiberfiihrt. Die Lagerung des

Plasmas bis zur Weiterverwendung erfolgte bei -80°C.

2.6.3.3. Bronchoalveoliire Lavage des linken Lungenfliigels

Um die Analyse der Lunge, unabhingig von den im Blut befindlichen Parametern,
durchfithren zu kénnen, wurde im Anschluss an die Blutentnahme der Lungenkreislauf
mittels Punktion des rechten Ventrikels vorsichtig mit 1,5 ml eiskaltem PBS gespiilt. Zu
diesem Zweck erfolgte zuvor eine Inzision des linken Herzohrs.

Um eine optimale Nutzung des Tier-Materials zur Analyse zu gewahrleisten, wurde lediglich
die linke Lunge lavagiert. Hierzu erfolgte das Abbinden der linken Bifurkation der Trachea
an ihrer Basis unter Verwendung einer chirurgischen Klemme sowie die Verlagerung des
pulmonalen Herzlappens in den rechten Brustraum. Die priparative Darstellung der Trachea
konnte anschlieBend mit einer spitzen Pinzette ausgefiihrt werden. Durch eine semi-zirkulére
Inzision der Trachea konnte eine Offnung erzeugt und ein Katheter (0,58 mm x 0,2 mm,
VWR, Darmstadt) eingebracht werden. Dieser Katheter war auf einer 22G-Kaniile (B.
Braun, Melsungen) aufgesteckt und an eine 1 ml Spritze angebracht. Der Katheter wurde
mit einem Faden um die Trachea fixiert. In diese Spritze wurde zuvor ein Volumen von
300 pl eiskaltem PBS (steril) gefiillt. Durch vorsichtiges Einspritzen und anschlieBendes
Abziehen wurde nun der rechte Lungenfliigel drei Mal gespiilt. Das final erhaltene BAL-
Volumen wurde zur spéteren Quantifikation der Zellzahl notiert und die BAL in ein 1,5 ml
Reaktionsgefal (Eppendorf, Hamburg), in das zuvor 5 ul Proteinaseinhibitorcocktail

(Sigma-Aldrich, Carlsbad, USA) gegeben wurden, iiberfiihrt.

2.6.3.4. Weiterverarbeitung der Bronchoalveoliren Lavage

Zur weiteren Verarbeitung wurde die BAL fiir 10 min bei 400 x g und 4°C zentrifugiert. Der
Uberstand konnte anschlieBend zu 10 ul (fiir Proteinbestimmung) und dem Restvolumen
(fiir Zytokin-Analysen) aliquotiert und bei -80°C gelagert werden. Das Pellet wurde in
100 ul PBS resuspendiert. Davon wurden 10 ul anschlieBend zur Zellzahlbestimmung und
90 ul fiir die Anfertigung eines Zytospin verwendet (Dabei wurden die Zellen auf einen
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Objekttrager ibertragen und so weiteren Untersuchungen zugénglich gemacht). In
Abhéngigkeit der erwarteten Zellzahl erfolgte die Verwendung von jeweils adaptierten
Volumina, um eine nachfolgende Zdhlung der Zellen zu ermdglichen. Das jeweils auf den
Zytospin-Trager aufgebrachte Volumen wurde stets auf 100 ul Volumen (durch Zugabe von
PBS) eingestellt, um eine gleichméBige Verteilung der Zellen auf dem Préparat zu erreichen.
Der Zytospin wurde fiir 3 min bei 300 x g durchgefiihrt.

Die Zytospin-Praparate wurden anschlieBend fiir 10 min luftgetrocknet und darauthin in
100% Methanol fiir 10 min fixiert. Die so hergestellten Zellprdparate wurden abschlieSend
im Hemacolor®-Verfahren (Merck Millipore, Darmstadt), nach beiliegendem Protokoll, fiir
die mikroskopische Analyse gefdrbt. Die verwendete Methode stellt ein Standard-
Farbeverfahren dar, bei dem durch Komplexbildung von Eosin-G und Azur-B die DNA (und
damit die Zellkerne) angeféarbt werden. Somit war es moglich die gefdrbten Zellen nach ihrer
Kernmorphologie zu differenzieren. Diese Differenzierung erfolgte dreifach (blind) und an
jeweils 300 Zellen/Priparat. Der primér verfolgte Zweck bestand dabei darin, die Migration
der polymorphkernigen Neutrophilen Granulozyten (PMN) in die Lunge zu quantifizieren.
AuBlerdem konnte bei Beobachtung von Erythrozyten in der BAL auf eine pulmonale

Schrankenstorung (Blut-Luft-Schranke) geschlossen werden.

2.6.3.5. Entnahme der einzelnen Lungenlappen

Nach Entnahme der BAL wurde die Klemme an der linken Bifurkations-Basis der Trachea
entfernt und zunéchst die rechtsliegenden Lungenlappen (Ober-, Mittel-, Unter- und
Herzlappen) entnommen. AnschlieBend konnten diese jeweils voneinander separiert, mit
eiskaltem PBS (&uBerlich) abgespiilt und fiir die weitere Verwendung separat in 2 ml
ReaktionsgefdBle (Eppendorf, Hamburg) in fliissigem Stickstoff (MTI Industriegase AG,
Neu-Ulm) schockgefroren werden. In gleicher Weise wurde mit dem lavagierten linken
Lungenlappen verfahren. Die weitere Aufbewahrung der Organpréparate erfolgte bei -80°C.
Fiir die anschlieBenden Analysen wurden die Lungenlappen wie folgt verwendet:

Der rechte Oberlappen fiir Zytokin-Analysen, der rechte Mittellappen fiir Myeloperoxidase-
Messung, der rechte Unterlappen und der Herzlappen fiir die Westernblot-Analyse sowie der

linke Lungenlappen fiir mogliche Nachmessungen.

2.6.3.6 Priaparation und Entnahme formalinfixierter Lungen

Um Organe fiir die immunhistologischen Untersuchungen an Diinnschnitten zu gewinnen,
wurden die Tiere zunidchst den jeweiligen Studien unterzogen. Dabei waren in jeder
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Interventions- und Kontrollgruppe Tiere (n = 3-4) fiir die histologische Untersuchung im
Anschluss vorgesehen. Diese Tiere wurden im Anschluss an eine Sevorane-Uberdosis durch
Inzision am Herzohr entblutet. AnschlieBend wurde wie vorbeschrieben der Thorax erdftnet
und analog der BAL-Priparation ein Katheter intratracheal positioniert. Uber diesen
Katheter wurde nun eine 10% Formalinlésung in die Lunge verabreicht. 1 min nach dieser
Instillation wurde der Katheter gezogen und die Trachea unmittelbar mit einem Faden
abgebunden, so dass das Formalin in der Lunge verblieb. Die Lunge wurde schlieB3lich
zusammen mit den assoziierten Organen (Lunge mit Trachea, Oesophagus, Herz und
Thymus) in ein mit Formalinlésung befiilltes Rohrchen (Flacon®) tiberfiihrt und fiir die

weitere Verwendung bei 4°C fiir mindestens 24 h aufbewahrt.

2.6.4. Analysen am Organmaterial der Versuchstiere
2.6.4.1. Bestimmung der Myeloperoxidase-Aktivitit an Lungenhomogenaten

Zur Bestimmung des pulmonalen Influx neutrophiler Granulozyten (PMN) und deren
Aktivierungsgrad wurde die Aktivitit des Himoproteins Myeloperoxidase (MPO) bestimmt
[1]. Dieses ist ein Schliisselprotein azurophiler Granula reifer neutrophiler Granulozyten.
Durch Spiilung des Lungenkreislaufs im Vorfeld der Probenentnahme war gewéhrleistet,
dass die gemessene MPO-Aktivitit auf Granulozyten zuriickgefiihrt werden konnte, deren
Influx bereits erfolgt war, deren Migration gerade erfolgte oder die MPO im Rahmen des
inflammatorischen Geschehens in die extrazelluldre Matrix freigesetzt haben. Im Vorfeld der
MPO-Bestimmung erfolgte die Herstellung der erforderlichen Losungen:

Pufter 1: 0,08M KPP pH 5,4 (10,35g KH2PO4/950ml Aqua dest. + 0,91g K2HPO4/50ml Aqua
dest.)

Puffer 2:0,05M KPP pH 6,0 (6,12g KH2PO4/900ml Aqua dest. + 1,14g KoHPO4/100ml Aqua
dest.)

Puffer 3: 0,05M KPP pH 6,0 + 0,5% HTAB (0,5¢ HTAB/100ml Pufter 2)

Die Lungenlappen (Mittellappen, rechts) wurden in 5 ml Reaktionsgefd3en (Glasrohrchen,
VWR, Darmstadt) iiberfiihrt und mit Puffer 3 {iberschichtet. AnschlieBend wurde das
Gewebe mit dem Ultra Turrax T 25 (IKA-Werke, Staufen) bei 16000 x g auf Eis
homogenisiert. Nun schloss sich die schiittelnde Inkubation der Homogenate in einem auf
60°C vorgeheiztem Wasserbad (SW23; Julabo Labortechnik GmbH, Seelbach) fiir 2 h an
(zur Inaktivierung der Pseudoperoxidase). Die Lagerung der Proben erfolgte iiber Nacht bei

4°C. Am folgenden Tag wurden die Proben zunichst bei 3950 x g fiir 15 min zentrifugiert.
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Wiéhrenddessen wurden die MPO-Standards (1000 U/1 bis 15,6125 U/1) durch Verdiinnung
in Puffer 3 in 1,5 ml Reaktionsgefien (Eppendorf, Hamburg) hergestellt und eine
Tetramethylbenzidin-Losung (TMB) zu 1 mg/ml in DMSO verdiinnt (lichtgeschiitzte
Aufbewahrung). SchlieBlich wurden zwei Wasserstoff-Peroxid-Losungen (H202)
hergestellt:

Losung 1: 100 pl 30% H2021in 30 ml H20 (1:300 Verdiinnung)

Losung 2: 670 pl Losung 1 in 40 ml Puffer 1 (pH 5.4).

Zur Bestimmung der MPO-Aktivitit wurden daraufhin 25 pl der Proben bzw. des Standards
jeweils in Doppelbestimmung auf eine 96-Well Platte (Thermo Fisher Scientific, Rockford,
USA), zusammen mit 25 ul TMB-Losung und 200 pl der H>O»-Losung 2 pipettiert. Die
Proben wurden fiir 5 min bei 37°C in einem Wirmeschrank inkubiert und die Farbereaktion
mit 50 ul 2 M Schwefelsdure abgestoppt. Die photometrische Bestimmung der MPO-
Aktivitdt erfolgte bei einer Extinktion von 450 nm mit dem Tecan Sunrise Reader (Tecan,
Crailsheim). Im Vorfeld der sich anschliefenden Proteinbestimmung wurden 200 pl einer
jeden Probe in 1,5ml Reaktionsgefie (Eppendorf, Hamburg) {iberfithrt und fiir

Nachmessungen bei -80°C konserviert.

2.6.4.2. Proteinbestimmung am Myeloperoxidasen-Probenmaterial

Das nicht zur Bestimmung der MPO-Aktivitit verwendete Probenmaterial wurde zunichst
mit 100 ul Perchlorsdure zur Proteinfillung versetzt und darauthin resuspendiert.
AnschlieBend erfolgte eine Zentrifugation bei 3950 x g fiir 10 min. Nun wurde der Uberstand
verworfen und die Proben zwei aufeinanderfolgenden Waschschritten, durch Zugabe von je
3 ml Aqua dest. und Zentrifugation bei 3950 x g fiir jeweils 10 min, unterzogen. Nach
erneutem Verwerfen des Uberstands erfolgte die Zugabe von 2ml einer 0,5N
Natriumhydroxid-Losung (NaOH). Einer weiteren Suspension schloss sich die Inkubation
fiir 30 min in einem auf 56°C erhitztem Wasserbad an. Wihrend dieser Inkubation wurde
der Protein-Standard auf einer 96-Well Mikrotiter-Platte (Thermo Fisher Scientific,
Rockford, USA) vorgelegt. Fiir die Bestimmung der Proteinkonzentration in der MPO-Probe
wurden schlieBlich 15 pl der Probe bzw. des Standards mit 300 ul Reagenz C (4%
Kupfersulfatlosung/BCA-Reagenz  im  Verhidltnis  1:51)  versetzt  (jeweils in
Doppelbestimmung) und fiir 30 min bei 37°C inkubiert (modifizierte Methode nach Smith
et al.) [163]. Die Messung erfolgte bei einer Extinktion von 562 nm mit dem Tecan Sunrise

Reader (Tecan, Crailsheim).

26



Zur Bestimmung der absoluten MPO-Aktivitit wurde fiir jede Probe die MPO-Messung (bei
450 nm) mit der Proteinkonzentration (bei 562 nm) verrechnet, so dass abschlieBend die

absolute Protein-Aktivitdt der Myeloperoxidase in U/g Protein ermittelt werden konnte.

2.6.4.3. Proteinbestimmung an Bronchoalveolirer Lavage- und Westernblot-

Probenmaterial

Die Bestimmung des Proteingehalts erfolgte mit dem Pierce® BCA Protein Assay Kit
(Thermo Fisher Scientific, Rockford, USA). Hierzu wurden 10 pl der Proben mit Aqua dest.
verdiinnt (BAL 1:10 und Lungengewebe 1:40) und jeweils 10 pl der Verdiinnung zusammen
mit einer flinfstufigen Standardreihe auf eine 96-Well-Platte aufgetragen (96F, NUNC™,
Thermo Fisher Scientific, Rockford, USA). Nun wurden 200 pl einer Arbeitsreagenz (BCA-
Reagenz A/ Reagenz B im Verhéltnis 51:1) zugegeben und die Proben fiir 30 min bei 37°C
in einem Brutschrank inkubiert. AbschlieBend erfolgte die Messung der
Proteinkonzentration bei einer Extinktion von 562 nm mit dem Tecan Sunrise Reader (Tecan,

Crailsheim).

2.6.4.4. Westernblot Analysen

Zur Verwendung fiir die Westernblot Analysen wurden die Lungenlappen (rechter Herz- und
Unterlappen) in 2 ml Eppendorfgefd3e mit 200 ul RIPA-Puffer (1% Igepal® CA-630, 0,5%
Natrium-desoxycholsdure und 0,1% Natrium-Dodecylsulfat), 50 ul Proteinaseinhibitor-
cocktail, 10 ul PMSF-Losung (10 mg/ml PMSF in Isopropanol) sowie 10 pl
Natriumorthovanadat tiberfiihrt (alle Sigma-Aldrich, Carlsbad, USA). Die Homogenisierung
wurde auf Eis, wie unter 3.2.4.1. beschrieben, durchgefiihrt. AnschlieBend wurden die
Proben fiir 15 min bei 16000 x g und 4°C zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und
aliquotiert bei -80°C konserviert.

Um die Expression der aktiven Caspase-3 untersuchen und quantifizieren zu konnen, wurden
Westernblot Analysen durchgefiihrt. Dabei kamen 18% Polyacrylamid-Gele zur
Anwendung. Zur Herstellung der Gele wurden in Kammern zwei zusammengefiigte
Glasplatten (Bio-Rad, Miinchen) mit definiertem Zwischenraum (1,5 mm) in spezielle
Halterungen eingespannt (Bio-Rad, Miinchen). Daraufhin erfolgte die Herstellung der
Polyacrylamid-Losung, bestehend aus 6 ml Rotiphorese® (Roth, Karlsruhe), 2,5 ml Lower-
Buffer (4x Tris-HCL/SDS; pH&.,8), 1,8ml Aqua dest.. Zur Einleitung der
Polymerisationsreaktion wurden anschlieBend 5 pl N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin
(TEMED) und 10 pl 25% Ammonium-Persulfat (APS) zugesetzt (beide Sigma-Aldrich,
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Carlsbad, USA). Unmittelbar im Anschluss wurde diese Losung in die vorgenannten
Kammern tiberfithrt. Wéahrend der anschlieBenden Polymerisation fiir 30 min, erfolgte die
Herstellung einer Polyacrylamid-Losung fiir das Sammelgel. Diese setzte sich aus 1,6 ml
Rotiphorese® (Roth), 2,5 ml Upper-Buffer (4 x Tris-HCL/SDS; pH 6,8) und 5,9 ml Aqua
dest. zusammen. Zur Aktivierung der Polymerisation wurden 20 ul TEMED und 40 pl 25%
Ammonium-Persulfat (APS) verwendet. Die Losung fiir das Sammelgel wurde schlieBlich
auf das polymerisierte Gel (Trenngel) gegeben und abschlieBend der Kamm (Bio-Rad,
Miinchen) eingesetzt. Einer 15 min Polymerisation folgte die Aufbewahrung der, in feuchte
Tiicher gewickelten, Gele bei 4°C (Lagerung nicht langer als 4 Tage).

Die Gele wurden zur Gelelektrophorese in das Kammersystem (Bio-Rad, Miinchen)
eingesetzt und mit Laufpuffer (Tris-HCl/ SDS/ Glyzine) befiillt. Das Probenmaterial wurde,
in der Proteinkonzentration von 60 pg/Probe, in 20 pl Aqua dest. verdiinnt. Darauffolgend
wurden die Proben mit 15 ul Laemmli Sample Buffer (mit 5% Mercaptoethanol) (Bio-Rad,
Miinchen) versetzt, fiir 7 min bei 96°C aufgekocht und anschlieend unmittelbar auf Eis
transferiert (Denaturierung der Proteine). Nach einer kurzen Zentrifugation (300 x g), wurde
das Probenmaterial in die Ladetaschen des Gels pipettiert. Als Marker wurde der Full Range
Marker (Thermo Fisher Secientific, Waltham, USA) verwendet. Die Elektrophorese wurde
fiir eine Laufdauer von 2 h 45 min bei 125 V durchgefiihrt.

Nach Ablauf der Elektrophorese wurden die Gele zum Blotten auf zuvor in Methanol
getrinkte Polyvinylidenflourid (PVDF)-Membranen in eine Trans-Blot®SD Semi-Dry
Transfer Cell (beide Bio-Rad, Miinchen) tberfiihrt. Diese Membranen befanden sich zu
diesem Zweck auf einem in Transferpuffer (Glyzine/Tris/SDS/Methanol) getrdnkten
Zellulosefilter (Bio-Rad). Ein zweiter (ebenfalls getrdnkter) Filter wurde auf dem Gel
positioniert. SchlieBlich wurde die Blotting-Kammer geschlossen und eine weitere
Elektrophorese fiir zwei Stunden bei 0,18 A durchgefiihrt.

Die nun das gesamte Proteingemisch tragende Membran wurde fiir 1,5 h mit 5% Milch/ Tris-
buffered saline with Tween2(0 (TBST) (Sigma-Aldrich, Carlsbad, USA) schiittelnd bei
Raumtemperatur inkubiert. Durch diese Prozedur konnten unspezifische Bindungen
gesittigt und damit die Spezifitit der nachfolgenden Schritte erhoht werden. Parallel zum
vorangehenden Arbeitsschritt erfolgte die Verdiinnung des priméren Antikorpers (Cleaved
Caspase-3 (Asp175) rabbit mAb, #9661L, Cell Signaling, Danvers, USA; 1:500) in 5 ml 5%
Milch/ TBST in einem 50 ml Rohrchen (Thermo Fisher Scientific, Rockford, USA). Die
Membran wurde schlieflich in dieses Rohrchen transferiert und iiber Nacht bei 4°C

schiittelnd inkubiert. Am Folgetag wurde die Membran jeweils drei Mal fiir 15 min in TBST
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gewaschen, schlieBlich in ein 50 ml Rohrchen mit entsprechend verdiinntem Sekundér-
Antikorper iiberfiihrt (Anti-rabbit IgG, HRP-linked Antibody, #7074 (HRP = Meerrettich-
Peroxidase), Cell Signaling, Danvers, USA; 1:1500) und daraufhin fiir 1 h schiittelnd bei
Raumtemperatur inkubiert. Im Folgenden wurde die Membran fiir jeweils 10 min drei Mal
in TBST und abschlieend ein Mal in TBS gewaschen. Zur Detektion der Zielproteine
erfolgte die Uberschichtung mit ChemiGlow® (unverdiinnt) (Biozym Scientific GmbH,
Hessisch Oldendorf) und die Detektion der Chemo-Lumineszenz auf Rontgenfilmen in
einem Entwickler (Eastman Kodak Company, Rochester, USA).

Als Ladekontrolle diente ein Re-Blot der B-Aktin-Proteinfraktion, welche durch die
experimentellen Interventionen nicht beeinflusst wurde. Hierzu erfolgte die Verwendung der
gekiihlten Membranen vom Vortag (Caspase-3 Westernblot) in einem 50 ml
Polypropylenréhrchen mit 5 ml einer 1:10 in Aqua dest. verdiinnten Stripping Solution
(Chemicon, Limburg) die fiir 15 min bei Raumtemperatur auf einem Rollmischer inkubiert
wurde. Nach zwei 5 min Waschschritten mit TBST wurden die Membranen fiir 30 min in
5%-iger Milch/ TBST (s.0.) auf dem Schiittelmixer geblockt. Uber Nacht bei 4°C wurden
die Membranen dann in S5ml 1:1000 in 5%-iger Milch verdiinnten B-Aktin
Primérantikorpers (#4967, Cell Signaling, Danvers, USA) auf dem Rollmischer inkubiert.
Die Waschschritte und Entwicklung der Re-Blots erfolgten entsprechend dem vorgenannten
Verfahren, mit dem Unterschied, dass die Chemilumineszenzreagenz (ChemiGlow®,

Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf) hier 1:5 in TBS verdiinnt eingesetzt wurde.

2.6.5. Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay

2.6.5.1. DuoSet® ELISA Kits

Fiir die Bestimmung von Fas/FasL/KC/MIP-2 und G-CSF in der BAL, im Plasma und im
Lungenhomogenat wurde ein DuoSet® ELISA Kit (R&D Systems, Minneapolis, USA) mit
einer Sensitivitit von 15,6-1000 pg/ml bzw. 15,6-2000 pg/ml verwendet. Die
Testdurchfiihrung erfolgte nach den Empfehlungen des Herstellers. Alle Inkubationsschritte
wurden bei Raumtemperatur und zwischen den einzelnen Inkubationen jeweils drei
Waschschritte mit 300 pl Waschpufter (0,05% Tween20 in PBS, pH 7,2-7,4; beide Sigma-
Aldrich, Carlsbad, USA) durchgefiihrt. Die Microtiter-Platte (MaxiSorp™, Thermo Fisher
Scientific, Rockford, USA) wurde zunéchst iiber Nacht bei 4°C mit 100 ul Capture-
Antikorper in einer Konzentration von 0,4 ng/ml inkubiert sowie anschlieBend unspezifische
Bindungsstellen mit 300 pl 1% BSA in PBS (Sigma-Aldrich, Carlsbad, USA) fiir 1,5 h

geblockt. Nachfolgend wurde die Microtiter-Platte mit jeweils 100 pl der Proben (bzw. in
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sequentiell durchgefiihrten Assays einem verdnderten Volumen) bzw. der Verdiinnungen des
Standards (jeweils in Doppelbestimmung, dem Volumen der Proben entsprechend) iiber
Nacht bei 4°C inkubiert. Darauf folgte eine Inkubation mit 100 pl Detektions-Antikorper
(50 ng/ml biotinyliert, aus Ziege gegen Maus) je Well fiir eine Stunde. Im néchsten Schritt
wurde die Platte mit 100 pl Streptavidin-HRP (R&D Systems, Minneapolis, USA), fiir eine
Stunde inkubiert. Die Farbreaktion des Tests konnte durch Zugabe von 100 pul
Tetramethylbenzidin-Substrat (Mischung von Substrat A und B, analog den
Herstellerangaben) induziert und nach 30 min durch Zugabe von 50 ul 2 N Schwefelsdure
(H2SOg4; Sigma-Aldrich, Carlsbad, USA) abgestoppt werden. Die Absorption wurde bei
450 nm und einer Referenzwellenldnge von 570 nm mit einem Microplate-Reader (Tecan,
Crailsheim) photometrisch ermittelt. Zur Berechnung der jeweiligen Konzentrationen in der
BAL, dem Plasma und dem Lungenhomogenat wurde anhand der Standards mit SigmaPlot
Version 11 (SPSS Science Software GmbH, Erkrath) eine Standardkurve erstellt und
hiernach die Konzentrationen der Probenldsungen in pg/ml, bzw. wenn auf die

Proteinkonzentration (siehe 3.2.4.3.) bezogen in pg/mg, Protein ermittelt.

2.6.5.2. BD OptEIA™ ELISA Set (Becton Dickinson & Co, Franklin Lakes, USA)

Fiir die Bestimmung der Zytokine/ Chemokine MCP-1/ TNFo/ IL-6/ IL-10 und IL-1p in
BAL, Plasma und Lungenhomogenat wurde das OptEIA™ ELISA Set (Becton Dickinson &
Co, Franklin Lakes, USA) mit einer Sensitivitdt von 15,6-1000 pg/ml bzw. 15,6-2000 pg/ml
verwendet. Die Testdurchfiihrung erfolgte nach dem Datenblatt des Herstellers. Alle
Inkubationsschritte wurden (wenn nicht anders beschrieben) bei Raumtemperatur und
zwischen den einzelnen Inkubationen Waschschritte entsprechend den Hersteller-Angaben
mit 300 pl Waschpuffer (0,05% Tween20 in PBS, pH 7,2-7,4) durchgefiihrt. Die Microtiter-
Platte (MaxiSorp™, Thermo Fisher Scientific, Rockford, USA) wurde zunéchst {iber Nacht
bei 4°C mit 100 pl Capture-Antikorper in einer Konzentration von 0,4 pg/ml inkubiert.
Daran anschlieBend wurden unspezifische Bindungsstellen mit 300 ul 1% BSA in PBS fiir
1,5 h geblockt. Dann wurde die Microtiter-Platte mit jeweils 100 ul der Proben (in
sequentiell durchgefiihrten Assays entsprechend verdiinnt) bzw. der Verdiinnungen des
Standards (jeweils in Doppelbestimmung) iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Darauf folgte eine
Inkubation mit 100 pl Detektions-Antikorper (50 ng/ml, biotinyliert, aus Ziege gegen Maus)
pro Well fiir eine Stunde. Im néchsten Schritt wurde die Platte mit 100 ul Streptavidin-HRP
fiir eine Stunde inkubiert. Die Farbreaktion des Tests wurde durch Zugabe von 100 pl
Tetramethylbenzidin-Substrat (Mischung von Substrat A wund B, analog den
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Herstellerangaben) induziert und nach 30 min durch Zugabe von 50 ul 2 N Schwefelsdure
(H2S04) abgestoppt. Die Absorption wurde bei 450 nm und einer Referenzwellenldnge von
570 nm mit einem Microplate-Reader (Tecan, Crailsheim) photometrisch ermittelt. Zur
Berechnung der jeweiligen Konzentrationen in BAL, Plasma und Lungenhomogenat wurde
anhand der Standards mit SigmaPlot Version 11 (SPS Science Software GmbH, Erkrath)
eine Standardkurve erstellt und hiernach die Konzentrationen der Probenldsungen in pg/ml,

bzw. wenn auf die Proteinkonzentration (siehe 3.2.4.3.) bezogen in pg/mg, Protein ermittelt.

2.7. Histologische Analysen

2.7.1. Paraffin-Einbettung und Anfertigung von Diinnschnittpriparaten

Zur Paraffinierung der Lungen wurden die formalin-fixierten Organe (Lunge mit Trachea,
Oesophagus, Herz und Thymus) der Versuchstiere zunichst in eine Petrischale {iberfiihrt,
nicht pulmonale Organe entfernt, und die Lungenfliigel getrennt in Plastikeinbettkassetten
(Simport Histosette® 1 Tissue Embedding Cassette 45° Angle, Thermo Fisher Scientific,
Rockford, USA) eingelegt. Durch fiinfstiindige Verwahrung unter flieBendem Wasser, wurde
das iiberschiissige Formalin ausgespiilt. Die anschlieBende Entwésserung mit einer
aufsteigenden Alkoholreihe (70%-, 80%-, 90%-, 100%-iges Ethanol, Methylbenzoat, Toluol,
Xylol und erneut 100%-iges Ethanol) wurde in dem Einbettautomaten Leica Asp200 (Leica
Microsystems, Wetzlar) durchgefiihrt. Nach weiteren 24 h konnten die Gewebeproben in
einer Ausgief3station (Microm EC-350-1, Microm, Walldorf) in Paraffinblocke eingebettet
werden. Nach Auskiihlung der Blocke auf einer -4°C kalten Platte erfolgte das Anfertigen
von ca. 1-2 um dicken Schnitten mit dem Microtom (Microm HM450; Microm, Walldorf)
die direkt im Anschluss daran in ein auf 37°C beheiztes Wasserbad iiberfiihrt und schlie8lich
auf Objekttragern (Menzel-Glaser, VWR, Darmstadt) aufgezogen und getrocknet wurden.

2.7.2. TdT-mediated dUTP-biotin nick end labeling von Lungengewebsschnitten

Um den apoptotischen Prozess auf zelluldrer Ebene im Gewebe sichtbar zu machen, wurden
iiber das TUNEL-Verfahren die im Rahmen der Apoptose entstehenden DNA-Bruchstiicke
spezifisch angefiarbt. Hierzu kamen ca. 1-2 um dicke Gewebsschnitte der in Paraffin
eingebetteten Lungen der Versuchstiere zur Anwendung, welche mit dem /n situ Cell Death
Detection Kit TMR red (Roche Diagnostics, Mannheim) nach Instruktion des Herstellers
angefarbt wurden.

Dabei erfolgte zundchst die Deparaffinierung der Schnitte durch zweimaliges Waschen in
31



Xylol, gefolgt von einer absteigenden Alkoholreihe (100%-, 90%-, 80%-, 70%-iges Ethanol)
und einem Waschschritt mit Aqua dest.. Die Proben wurden anschlieBend fiir 15 min bei
37°C mit einem Proteinase-K-Puffer (20 pg/ml in 10 mM Tris/HCI pH 7,6) angedaut. Nach
zwei Mal 3 min Waschen mit DPBS, wurde jeder Schnitt mit 50 ul einer Mischung aus
Enzym- und Markierungs-Losung des In situ Cell Death Detection Kits (Roche Diagnostics,
Mannheim) fiir 60 min bei 37°C inkubiert. Die Negativkontrollen wurden nur mit der
Markierungs-Losung tberschichtet. Nach drei Waschschritten in DPBS und 15 min
Kernfarbung mit Bisbenzimidlésung (0,5 mg/l PBST) unter Lichtabschluss, wurden die
Schnitte erneut zwei Mal mit DPBS gewaschen und mit Dakocytomation Fluorescent
Mounting Medium (Dako Deutschland GmbH, Hamburg) iiberschichtet. AbschlieBend
wurden die Schnitte mit einem Deckgldschen abgedeckt. Die Fluoreszenz der Probe wurde

durch das verwendete Einbettmedium konserviert.

2.7.3. Immunhistochemische Firbung von Lungengewebsschnitten

Fiir die Darstellung des Effekts der Instillation apoptotischer und nekrotischer Zellen auf
intrapulmonaler Ebene, wurde eine immunhistochemische Fiarbung an Lungengewebs-
schnitten der entsprechenden Tiere durchgefiihrt.

Hierzu erfolgte die Entparaffienierung der Schnitte nach 5 min Hitzefixierung (bei 56°C).
Die in Aqua dest. gewaschenen Schnitte wurden 10 min in vorgewadrmten Citratpuffer (2 g
Zitronensdure in einem Liter Aqua dest., pH 6,0) in einer Mikrowelle bei 160 W erhitzt.
Nach erneutem dreimaligem Waschen mit Aqua dest. wurden die Objekttrager zum Blocken
endogener Peroxidasen fiir 10 min mit 3% Wasserstoftfperoxidldsung (H20.) tiberschichtet
und daraufhin 5 min mit PBST gewaschen. Das Blocken unspezifischer Bindungen erfolgte
mit 50 ul Ziegennormalserum (aus Vectastain® ABC Kit, Vector Laboratories Ltd.,
Burlingame, USA; 1:20 in PBST verdiinnt) je Schnitt. Uber Nacht bei 4°C erfolgte die
Inkubation der Schnitte mit 50 pl des 1:200 in PBST verdiinnten Priméirantikdrpers (Anti-
Caspase-3 aus Kaninchen, #9661L, Cell Signaling, Danvers, USA).

Am zweiten Tag wurden die Schnitte zundchst drei Mal mit PBST gewaschen und
anschlieBend fiir 1 h mit dem 2. Antikdrper (aus Vectastain® ABC Kit), der 1:100 in 1,5%
Ziegennormalserum/PBST verdiinnt wurde, inkubiert. Nach drei weiteren Waschschritten in
PBST wurden die Objekttrager mit 50 pul der préparierten ABC-Reagenz (ein Tropfen
Reagenz A/ ein Tropfen Reagenz B in 5 ml PBS) iiberschichtet. Hierauf folgte eine 45 min
Inkubation (unter Lichtabschluss) sowie drei weitere Waschschritte mit PBST, 15 min

Kernfarbung mit Bisbenzimidldsung (0,5 mg/l PBST) bei Dunkelheit. Nun schloss sich eine
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jeweils 2 min Behandlung der Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe (70%-, 96%-,
zwei mal 100%-iges Ethanol) und zwei mal 5 min Inkubation in Xylol an. Abschlieend
wurden die Priparate mit Entellan® iiberschichtet (Merck KGaA, Darmstadt) und mit

Deckglisern eingedeckt.

2.7.4. Hemacolor®-Firbung

Fir die Zell-Differenzierung der bronchoalveoldren Lavage-Fliissigkeit sowie zur
Darstellung der MLE12-Zellen nach UV-C-Exposition kam die Hemacolor®-
Schnellfirbung von Blutausstrichen (Merck KGaA, Darmstadt) zur Anwendung. Die
Objekttrager mit dem Probenmaterial wurden hierzu zunichst in Methanol fixiert (10 min)
und abschlieBend luftgetrocknet. Im Anschluss daran erfolgte die Inkubation des
Objekttragers in Hemacolor®-Losung 1, Hemacolor®-Losung 2, Hemacolor® Losung 3
(jeweils fiir 3 sec) und abschlieBend in einer Pufferlosung (pH 7,2) jeweils in gesonderten
Glaskiivetten. Darauthin wurden die Priparate getrocknet und mit Entellan® (Merck KGaA,
Darmstadt) iiberschichtet sowie mit einem Deckglas eingedeckt. Die Autbewahrung erfolgte

unter Lichtabschluss bei Raumtemperatur in einer Kassette.

2.7.5. Himatoxylin-Eosin-Farbung

Zur Darstellung der Gewebestruktur wurden Lungendiinnschnitte nach dem Hamatoxylin-
Eosin-(H&E) Férbeverfahren gefarbt. Hierzu erfolgte zundchst die Deparaffinierung der
Schnitte durch zweimaliges Waschen in Xylol, gefolgt von einer absteigenden Alkoholreihe
(100%-, 90%-, 80%-, 70%-iges Ethanol) und einem Waschschritt mit Aqua dest.. Anschlie-
Bend wurden die Schnitte in Mayers Hdmalaun Losung fiir drei min in einer Glaskiivette
gebldut, nachfolgend fiir 2 sec in 0,1% HCI-Losung gespiilt und dann fiir 3-5 min mit Lei-
tungswasser gewaschen. Nun wurden die Schnitte fiir 3 min in 0,1% Eosin B-Losung ge-
farbt, fir 30 sec in Leitungswasser gewaschen und in einer aufsteigenden Alkoholreihe
(70%-, 80%-, 90%-, 100%-iges Ethanol und 2x Xylol) entwissert. Im letzten Schritt wurden
die Préparate mit Entellan® (Merck KGaA, Darmstadt) iiberschichtet und mit einem Deck-
glaschen eingedeckt. Die Aufbewahrung der H&E-Préparate erfolgte in Kassetten bei Raum-

temperatur.

2.8. Mikroskopische Beurteilungen

Alle mikroskopischen Betrachtungen wurden mit dem Mikroskop Axio Imager M1 (Carl
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Zeiss AG, Oberkochen) und der zugehdrigen Software Axio Vision Version 4.4 (Carl Zeiss
AG) durchgefiihrt. Hierbei wurde fiir die unterschiedlichen Methoden wie folgt

vorgegangen:
Immunhistochemie: Représentative Bildausschnitte wurden fotografiert.

BAL: 300 Zellen pro Objekttriger wurden systematisch ausgezdhlt und nach Zelltyp
klassifiziert (Monozyten, Granulozyten und Leukozyten). Mit Hilfe der berechneten
relativen Zellzahl der BAL wurde der prozentuale Anteil oder die Gesamtzahl an alveoldr

immigrierten neutrophilen Granulozyten bestimmt.

TUNEL: 10 Gesichtsfelder pro Priaparat wurden systematisch (blind) ausgezéhlt. TUNEL
positive Zellen wurden definiert als solche Zellen, deren Eigenfluoreszenz die unspezifische

Hintergrundfluoreszenz deutlich tibertriftt.

2.9. Statistik

Alle aufgefiihrten Messdaten wurden mit Hilfe der Datenanalysesoftware SigmaStat (Systat,
San Jos¢, USA) auf statistisch signifikante Unterschiede untersucht. Nach Ermittlung der
Normalverteilung in der Grundgesamtheit wurde, wenn nicht anders angegeben, eine
einfaktorielle Varianzanalyse (one-way-ANOVA, analysis of variance) fiir unabhingige
Stichproben durchgefiihrt. Waren die Daten nicht normalverteilt, kam stattdessen ein
ANOVA on Ranks zur Anwendung. Diesen Varianzanalysen folgte zur Ermittlung von
statistisch signifikanten Unterschieden ein post-hoc-Test nach Student-Newman-Keuls
(SNK) oder ein Mann-Whitney-U-Test (U-Test). Bei p<0,05 wurden die Unterschiede als
signifikant erachtet. Die Ergebnisse sind in den Diagrammen als Mittelwerte =+

Standardfehler angegeben.
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3. Ergebnisse

3.1. Apoptose-Induktion an Maus-Lungen-Epithelzellen

Zunichst wurde ein Protokoll zur reproduzierbaren Induktion der Apoptose durch UV-C
Exposition an MLE12-Zellen etabliert. Hierzu erfolgte die Untersuchung verschiedener
Konditionen um eine reproduzierbare und moglichst hohe Anzahl an apoptotischen Zellen
zu generieren. Als letztlich optimale Kondition stellte sich das unter 2.5.5. beschriebene
Vorgehen der UV-C Exposition heraus.

Der Vitalititsstatus der Zellen wurde im Rahmen unterschiedlicher Untersuchungsverfahren

evaluiert.

Abb. 1: A) 100x Vergroferung eines Zytospin-Priparates von apoptotischen Maus-Lungen-
Epithelzellen 360 min nach UV-C Bestrahlung und anschliefsender Hemacolor-Féirbung. B) 400x
vergrofierter Ausschnitt aus A) zur besseren Darstellung der apoptotischen Zellmerkmale. Zu
erkennen sind die deutlich geschrumpften, dunkel gefirbten, karyorektischen Maus-Lungen-
Epithelzellen, welche dariiber hinaus abgeschniirte ,,Zellblischen* (apoptotische Korperchen)
aufweisen. C) 200x Vergrofierung nativer, trypsinierter Maus-Lungen-Epithelzellen. Es sind zyto-
plasmatische (blau) und nukledre (violett) Zellbestandteile zu erkennen.
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Die hier dargestellte Aufnahme zeigt MLE12-Zellen nach 60 sec UV-C Bestrahlung (Abb.
1A/B). In der vergroBerten Aufnahme (Abb. 1B) sind Merkmale apoptotischer Zellen zu
beobachten. Diese Zellen weisen eine charakteristische dunklere Farbung und sogenannte
apoptotische Korperchen auf, welche als abgeschniirte Bldschen in der mikroskopischen
Aufnahme zu erkennen sind.

Neben der morphologischen Untersuchung wurden die Zellen beziiglich Thres
Vitalititsstatus durch die Férbung mit den Vitalfarbstoffen AnnexinV und 7-AAD
charakterisiert. Hierbei wurden die untersuchten Zellpopulationen in a) vital, b) friih
apoptotisch und c) spit apoptotisch/sekundir nekrotisch differenziert. Unter Verwendung
von Fluoreszenz-markierungen (AnnexinV-FITC und 7-AAD-PE) wurde ein durchfluss-
zytometrischer Array der einzelnen Zellpopulationen durchgefiihrt (siehe 3.1.3).

Die UV-C bestrahlten MLE12-Zellen wurden jeweils zum Zeitpunkt tomin, t35min Und t75min
hinsichtlich ihrer Vitalitit untersucht (Abb. 2). Es zeigte sich, dass durch das verwendete
Protokoll (sieche 2.5.5.) zum Zeitpunkt to (~6 h nach UV-C Exposition) eine Apoptoserate
von liber 70% erreicht wurde. Demgegeniiber war eine Nekroserate (inklusive sekundir
nekrotischer und spét apoptotischer Zellen) von etwa 20% und ein Anteil noch vitaler Zellen

von weniger als 5% zu beobachten.

100
[ vitale Zellen
HE apoptotische Zellen
80 - *# nekrotische Zellen
32 #
- 60 T
- *
S 1
D 40 T
N
20 |—“
0 - S — o .

0 min 30 min 75 min

Abb. 2: Im Anschluss an die UV-C (Ultraviolette Strahlung der Wellenldnge 200-280 nm) Exposition
wurden die Maus-Lungen-Epithelzellen AnnexinV/  7-Actinoamonimycin  gefdrbt und der
Vitalitdtsstatus 360 Minuten (min) (~0 min), 390 min (~30 min) und 435 min (~75min) nach
Exposition  durchflusszytometrisch. bestimmt. n=4, one-way ANOVA, SNK, *p<0,05 vs.
korrespondierende vitale Zellen, #p<0,05 vs. korrespondierende nekrotische Zellen. Mittelwert +
SEM aus zwei unabhdngigen, jeweils in Triplikaten durchgefiihrten Experimenten.

Um die induzierten zytologischen Prozesse im zeitlichen Verlauf zu untersuchen schloss sich

im Folgenden die durchflusszytometrische Analyse der Zellen nach weiteren 35 min und
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75 min an. Hierbei wurde eine schwach abnehmende Anzahl an vitalen Zellen (t3smin < 4%,
t7omin < 3%) beobachtet. Fiir die Fraktion der sekunddr nekrotischen/spit apoptotischen
Zellen, zeigte sich demgegeniiber ein steter Zuwachs tiber die untersuchten Zeitpunkte (t30min
> 35%, t75min > 50%) hinweg. Demgegeniiber war parallel hierzu ein Riickgang der Anzahl
apoptotischer Zellen (t30min < 60%, t75min < 45%) festzustellen.

Als erginzendes Verfahren zur Bestimmung des Vitalitétsstatus der MLE12-Zellen nach
UV-C Exposition wurde eine TUNEL-Farbung mit anschlieBender FACS-Analyse
durchgefiihrt (Abb. 3) (siehe 2.6.5.). Hierbei zeigte sich, dass 6 h nach UV-C Exposition ein
Anteil von 82,3% TUNEL positiver Zellen zu beobachten war (n=3). Im Gegensatz hierzu
wurde bei den nicht exponierten Kontrollzellen mit 0,1% ein vernachlédssigbar geringes

TUNEL positives Signal nachgewiesen.

Kontrolle UV-C-Exposition
i Fa i
| +_ |
< <
E ] . =11 oz E o2
LI-i:»'.-‘:I Ll-m:__
i Q3 Q4 i a3 Q4
O B I
a0 100 160 200 260 a0 100 140 200 240
PE-A 1,000 PE-A ix 1,007

Abb. 3: Reprdsentatitve Durchflusszytometrische Profile der TdT-mediated dUTP-biotin nick end
labeling (TUNEL) gefiirbten Maus-Lungen-Epithelzellen nach Kontrollprozedur (links) und UV-C-
(Ultraviolette Strahlung der Wellenldnge 200-280 nm) Exposition (vechts). Griin eingefdirbt sind
dabei die TUNEL-negativen, vitalen Zellen (in Q3). Blau eingefirbt sind die TUNEL-positiven,
apoptotischen Zellen (in Q1). Das Experiment wurde einmal in Triplikaten durchgefiihrt.

Durch die Verwendung des Chemolumineszenz-Verfahrens Caspase-Glo® 3/7 Assay
(Promega, Madison, USA) wurde die intrazelluldre Caspase-Aktivitit der MLE12-Zellen
nach UV-C Exposition bestimmt (siehe 2.5.3.). Die nachfolgende Messung ergab, dass die
Caspase-Aktivitit in den UV-C exponierten MLE12-Zellen zum untersuchten Zeitpunkt (6 h
nach Exposition) etwa um den Faktor 3 gegeniiber den nicht exponierten Zellen erhoht war

(Abb. 4).
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Abb.  4: Chemilumineszenz-Aktivitidt der Caspasen-3/7 von Maus-Lungen-Epithelzellen
sechs Stunden nach UV-C (Ultraviolette Strahlung der Wellenldnge 200-280 nm)- Exposition,
gemessen in Relativen Lichteinheiten [RLU]. n=4, one-way ANOVA, SNK, *p<0,05 vs. MLE12-
Zellen unbehandelt. Mittelwert = SEM aus zwei unabhdngigen, jeweils in Triplikaten durchgefiihrten
Experimenten.

3.2. Nekrose-Induktion an Maus-Lungen-Epithelzellen

Um in den nachfolgenden Instillationsstudien rein nekrotische von initial apoptotischen
Effekten abgrenzen zu konnen, musste eine Methode gesucht werden, welche eine
zuverldssige Induktion der Nekrose an sekundidren Zellen (hier MLE12-Zellen)
gewihrleisten wiirde. Als geeignet wurde hierzu die Methode des physikalischen
Aufbrechens der Zellen durch drei aufeinanderfolgende Gefrier/ Auftau-Zyklen betrachtet
(siche 2.5.1.) [74]. Wie in Abb. 5 gezeigt, wurden die MLE12-Zellen durch das
Gefrier/Auftau-Verfahren nahezu vollstindig (jeweils > 85%) in nekrotisches Zellmaterial
umgewandelt. Das nekrotische Zellmaterial der MLE12-Zellen wurde in den nachfolgenden

Instillationsstudien als Kontrollgruppe zu den apoptotischen MLE12-Zellen verwendet.

3.3. Dosisfindung zur in vivo Applikation apoptotischer, nekrotischer und

vitaler Maus-Lungen-Epithelzellen

Ziel der Experimente zur Dosisfindung war es, die maximale phagozytire Kapazitit der
murinen Lunge zu ermitteln. Limitierender Faktor hierbei war das maximal in die Lunge zu
applizierende Volumen von 100 pul sowie der verfiigbare Pool an, vor allem
apoptotischen, MLE12-Zellen (bzw. deren Suspensionskapazitidt in PBS). Die applizierte
Zelldichte durfte dabei gerade so hoch sein, dass das resultierende Instillat eine Trachea-

gingige Konsistenz aufwies. Hierbei zeigte sich, dass eine Zellzahl von
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1x10® Zellen/Instillat nicht tiberschritten werden sollte.
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Abb. 5: Anteil an vitalen, apoptotischen (apoptot.) und nekrotischen (nekrot.) Maus-Lungen-
Epithelzellen an der Gesamtzellzahl nach drei aufeinanderfolgenden Gefrier/Auftau-Zyklen. Zur
Analyse wurden die Zellen mit dem AnnexinV/7-Aminoactinomycin D-Kit (Beckman Coulter, Brea,
USA) gefirbt und anschliefend durchflusszytometrisch analysiert. n=3. Mittelwert £ SEM aus drei
unbahdngigen, jeweils in Triplikaten durchgefiihrten Experimenten.

Um die Auslastung der Lunge nach Zell-Applikation in vivo zu untersuchen,
wurden MLE12-Zellen zundchst mit dem griin fluoreszierenden Vitalfarbstoff 5-
Chloromethylfluorescein Diazetat (CMFDA) angeférbt (ndheres hierzu unter 2.5.6.). Die

Instillation der Zellen erfolgte in die Lunge unbehandelter Kontrolltiere.

Abb. 6: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Diinnschnitten der formalinfixierten und
anschlieffend in Paraffin eingebetteten Lunge nativer C57BL/6-Mduse nach Instillation von 1x10”
vitalen 5-Chloromethylfluorescein Diazetat-markierten Maus-Lungen-Epithelzellen (4) 100x
vergrofsert. (B). 400x vergréfert. In den Alveolen sind zahlreiche griin fluoreszierende Maus-
Lungen-Epithelzellen zu beobachten.
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3.3.1. Versuche zur Uberpriifung der maximalen Auslastung der murinen Lunge mit
zelluldrem Instillat

Es wurden zunichst 1x10* (nachfolgend auch als niedrige Zellzahl bezeichnet) oder 1x10’
(nachfolgend auch als hohe Zellzahl bezeichnet) vitale, apoptotische und
nekrotische MLE12-Zellen durch intratracheale Instillation pulmonal deponiert. Zur
immunologischen Analyse des im Tierversuch gewonnenen Materials wurden sequentielle
ELISAs am Lungengewebe durchgefiihrt. Das Probenmaterial wurde dazu jeweils 5 min (~
0 h), 6 hund 24 h nach Instillation gewonnen und zur spéteren Analyse bei -80°C konserviert
(Tab. 1).

Tab. 1: Einteilung der Versuchstiere C57BL/6-Mduse zur Untersuchung der Wirkung einer niedrigen
oder hohen Konzentration an apoptotischen, nekrotischen (nekrot.) oder vitalen Maus-Lungen-
Epithelzellen nach Instillation in native Tiere. Die Zeitpunkte der Probenentnahme sind 0, 6 und 24
Stunden (h) nach Instillation (post Instillation, p. 1.). In der Kontrollgruppe wurde Phophat-
gepufferte Salzlosung (PBS) instilliert.

Gruppe Instillat Analyse
Kontrollgruppe (sham) PBS Ohp. L
Interventionsgruppe 1 1x107 vitale Zellen Ohp.L
Interventionsgruppe 2 1x10* apoptotische Zellen Ohp. L
Interventionsgruppe 3 1x10* nekrot. Zellmaterial Ohp. L
Interventionsgruppe 4 1x107 apoptotische Zellen Ohp. L
Interventionsgruppe 5 1x107 nekrot. Zellmaterial Ohp. L
Interventionsgruppe 6 1x10* apoptotische Zellen 6hp. L
Interventionsgruppe 7 1x10* nekrot. Zellmaterial 6hp. L
Interventionsgruppe 8 1x107 apoptotische Zellen 6hp. L
Interventionsgruppe 9 1x107 nekrot. Zellmaterial 6hp. L
Interventionsgruppe 10 1x10* apoptotische Zellen 24hp. L
Interventionsgruppe 11 1x10* nekrot. Zellmaterial 24 hp. L
Interventionsgruppe 12 1x107 apoptotische Zellen 24hp. L
Interventionsgruppe 13 1x107 nekrot. Zellmaterial 24 hp. L

3.3.1.1. Untersuchung der Zytokin-/Chemokinkonzentrationen in der Broncho-

alveoliren Lavagefliissigkeit

Die IL-6-, IL-10- und KC-Konzentrationen in der BAL zeigten sich unmittelbar nach der
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Instillation (0 h) von nekrotischem Zellmaterial in hoher Konzentration (1x107) signifikant
gegeniiber den Kontrollgruppen (PBS Oh und 1x107 vitale Zellen) erhoht (Abb. 7 A-C). IL-6
und KC-Konzentraion zeigten sich dariiber hinaus auch gegeniiber der apoptotischen Gruppe
(1x107) erhoht. Im weiteren zeitlichen Verlauf kam es fiir IL-6 und IL-10 zunehmend zu
einer Angleichung des Zytokinspiegels in der BAL, wéhrend der Spiegel von KC nach 6 h
maximal erhoht war. Dennoch war auch 6 h nach Instillation eine signifikante Erhohung der
IL-6-, IL-10 und KC-Spiegel in der BAL der Tiere, denen nekrotische Zellen (1x107)
gegeniiber den korresponierenden Tieren denen apoptotische Zellen (1x107) appliziert
wurden, zu beobachten.

Nach Instillation der apoptotischen Zellen wurde fiir IL-10 und KC unmittelbar nach
Instillation (0 h) eine signifikante Erhdhung gegeniiber den Kontrollen beobachtet. Die
Instillation von 1x107 vitalen MLE12-Zellen fiihrte zu keiner Erhdhung der untersuchten
Zytokine/Chemokine.

Wurde eine geringe Anzahl (1x10%) an vitalen, apoptotischen oder nekrotischen Zellen
appliziert, fiihrte dies fiir IL-6 und KC nicht zu einer signifikanten Verdnderung der
Konzentrationen in der BAL (Abb. 7 E und G). Lediglich die Werte der IL-10-
Konzentrationen waren zum 0 h-Zeitpunkt nach Instillation der Zellen, ungeachtet ihres
jeweiligen Vitalitétsstatus, in der BAL (nicht signifikant) gegeniiber der PBS-Kontrolle
erhoht (Abb. 7 F).

Die Untersuchung des Gesamt-Protein-Gehalts der BAL zeigte unmittelbar nach Instillation
einer hohen Anzahl vitaler und nekrotischer MLE12-Zellen eine leichte (nicht signifikante)
Erhohung gegeniiber der Kontrollgruppe und Tieren nach Instillation apoptotischer Zellen
(Abb. 7 D). 6 und 24 h nach Instillation zeigten sich die Protein-Level aller Gruppen auf
Kontrollniveau. Nach Instillation einer geringen Zellzahl wurde fiir keine der Instillationen

eine Verdnderung der Proteinkonzentration in der BAL beobachtet (Abb. 7 H).

3.3.1.2. Untersuchung der Zytokin-/Chemokinkonzentrationen in der Lunge

Die Instillation einer hohen Anzahl von apoptotischen und nekrotischen Zellen (1x107) in
die gesunde Lunge fiihrte zum 6- und 24 h-Zeitpunkt zu einer tendenziellen Erh6hung der
Spiegel von G-CSF (Abb. 8 A). Demgegeniiber zeigten sich die Konzentrationen von IL-6
und IL-10 im Vergleich zu den Kontrollen unveréndert (Abb. 8 B und C).

Die Zytokinspiegel in der Lunge der Tiere, denen eine geringe Anzahl apoptotischer oder
nekrotischer Zellen instilliert wurde, zeigten sich fiir die untersuchten Zytokine (G-CSF,

IL-6 und IL-10) gegeniiber den Kontrollen unveridndert (Abb. 8 D-F). Die Instillation von
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1x107 und 1x10* vitalen Zellen fiihrte gegeniiber der PBS-Kontrollgruppe beziiglich der
Konzentrationen von G-CSF und IL-6 zu keiner Erhéhung (Abb. 8 A, B, D und E).
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ADbb. 7: Enzyme-linked immunosorbent assay zur Bestimmung der Konzentrationen von Interleukin-6
(IL-6), Interleukin-10 (IL-10) und keratinocyte-derived chemokine (KC) in der bronchoalveoliren
Lavagefliissigkeit (BAL) sowie die Analyse des Gesamtproteins in der dieser (BAL Protein) 0, 6 und

Fortsetzung von Abb. 7 auf Seite 43
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Fortsetzung von Abb. 7

24 Stunden (h) nach lInstillation von Phosphat-gepufferter Salzlosung (PBS), vitaler (vital),
apoptotischer (apoptotisch) und nekrotischer (nekrotisch) Maus-Lungen-Epithelzellen in hoher
Zellzahl (1x10°, A-D) und geringer Zellzahl (Ix10°, E-H) in die Lunge unbehandelter C57BL/6-
Mduse. (n=3-5/Gruppe). Berechnung der Konzentration mittels einer aus Standardkonzentrationen
erstellten Eichgeraden. *p<0,05 vs. PBS Kontrollgruppe, +p<0,05 vs. vital-Kontrollgruppe,
#p<0,05 vs. korrespondierender Interventionsgruppe, one-way ANOVA, SNK, Mittelwert =+
Standardfehler. Das Experiment wurde Ix (unabhdngig) durchgefiihrt.
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Abb. 8: Enzyme-linked immunosorbent assay zur Bestimmung der Konzentrationen von Interleukin-

6 (IL-6), Interleukin-10 (IL-10) und keratinocyte-derived chemokine (KC) in der Lunge 0, 6 und 24

Stunden (h) nach Instillation von Phosphat-gepufferter Salzlosung (PBS), vitaler (vital),
Fortsetzung von Abb. 8 auf Seite 44
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Fortsetzung von Abb. 8

apoptotischer (apoptotisch) und nekrotischer (nekrotisch) Maus-Lungen-Epithelzellen in hoher
Zellzahl (1x10°, A-C) und geringer Zellzahl (Ix10°, D-F) in die Lunge unbehandelter C57BL/6-
Mduse. Messung der Extinktion bei 450 nm (n=3-5/Gruppe). Berechnung der Konzentration mittels
einer aus Standardkonzentrationen erstellten Eichgeraden. one-way ANOVA, SNK, Mittelwert £
Standardfehler. Das Experiment wurde Ix (unabhdngig) durchgefiihrt.

3.3.1.3. Untersuchung der Zytokin-/Chemokinkonzentrationen im Plasma
Im Plasma der untersuchten Tiere wurde weder nach Instillation einer hohen noch einer

niedrigen Anzahl von MLE12-Zellen eine Verdanderung der Konzentrationen von IL-6,

IL-10, KC oder MCP-1 im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle (PBS) beobachtet (ohne Abb.).

3.3.1.4. Myeloperoxidasen-Bestimmung

Die MPO-Aktivitit in der Lunge der untersuchten Tiere zeigte sich in keiner der

untersuchten Gruppen signifikant verdandert (ohne Abb.).

3.3.1.5. Caspase-3 Westernblot an Lungenhomogenat

Zur Analyse der Apoptose-Aktivitit nach Instillation einer geringen oder hohen Anzahl an
apoptotischen, nekrotischen oder vitalen MLE12-Zellen in vivo, wurden Westernblot
Analysen zur Quantifizierung des aktiven Fragments der (Effektor-) Caspase-3 in den
Lungenhomogenaten der untersuchten Versuchstiere durchgefiihrt. Als Kontrolle wurde die

Menge an B-Aktin bestimmt.

Alixior | NI aktive C-3 (17/19 kDa)
apopt. Zellen | NS SR SSSS S SS| B-Aktin (45 kDa)

Oh neg. 6h
Ktrl.
Blixor | /NN oktive C-3 (17/19 kDa)
nekrot. Zellen B-Aktin (45 kDa)
Oh neg. 6h
Ktrl.

Abb. 9: Western Blot Analyse der Menge an aktiver Caspase-3 (cleaved Caspase-3 (Asp175); aktive
C-3 (17/19 kDa)) im Lungenhomogenat der Versuchsgruppen nach Instillation von Ix107
apoptotischen (apopt.) (A) oder nekrotischen (nekrot.) Maus-Lungen-Epithelzellen Zellen (B) sowie
Phosphat-gepufferte Salzlosung (PBS) als Negativ-Kontrolle (neg. Ktrl.) zum 0-und 6-Stunden (h)-
Zeitpunkt. Zur Normalisierung diente der korrespondierende [-Aktin Re-Blot (p-Aktin (45 kDa)).
Gezeigt ist jeweils einer von zwei unabhdngigen Blots.

44



Es zeigte sich unmittelbar nach Instllation (0 h) in der Lunge der Versuchstiere eine
tendenzielle (nicht signifikante) Erhdhung der aktiven Caspase-3 sowohl fiir 1x10’
apoptotische als auch nekrotische Zellen (Abb. 9 A/B). Diese Erhéhung war 6 h nach
Instillation in verminderter Form auch noch in den Lungen der Tiere, denen eine hohe Anzahl
apoptotischer Zellen appliziert wurde, zu beobachten. Demgegeniiber zeigte sich die
Caspase-3 in der Lunge 6 h nach Instillation einer hohen Anzahl an nekrotischen MLE12-
Zellen wieder auf Kontrollniveau. Die Instillation einer geringen Zellzahl (1x10%) fiihrte bei

keinem der untersuchten Tiere zu einer Verdnderung der Caspase-3 (ohne Abb.).

3.3.2. Instillation von Lungenhomogenat und einer sehr hohen Anzahl
nekrotischer Maus-Lungen-Epithelzellen  (1x10%) zur Evaluation der

maximalen pulmonalen Clearance-Kapazitit

Es wurde untersucht, wie sich das Vorhandensein von nekrotischem Lungenmaterial in der
gesunden Mauslunge auswirkt. Hierzu erfolgte die Homogenation von Lungen aus gesunden
Tieren, die anschlieend durch mehrmaliges Gefrieren und Auftauen zusétzlich physikalisch
aufgebrochen und in die Lunge instilliert wurden. Es wurde auf diesem Weg, zunéchst bei
unbehandelten Tieren, die maximale phagozytire bzw. Clearance-Kapazitit der Lunge
untersucht werden.

Im entsprechenden Tierversuch wurden die Homogenate in definierter Konzentration (10
mg/ 100 pl) in einem Volumen von 100 pl in die Lunge der gesunden C57BL/6-Maus
instilliert. Parallel hierzu wurden dariiber hinaus 1x10® nekrotische MLE12-Zellen in einer
weiteren Gruppe von Tieren intratracheal appliziert. Hierbei handelte es sich um die
zehnfache Menge an instillierten Zellen gegeniiber dem vorangehend beschriebenen
Versuch. Da die Instillation von 1x10’ nekrotischen MLE12-Zellen eine allenfalls
unmittelbare Verdnderung der Zytokinspiegel der unbehandelten Maus induzierte, sollte
hier, durch die Verwendung einer noch einmal erhéhten Menge an nekrotischem
Zellmaterial, untersucht werden, ob damit die phagozytire Kapazitit tiberschritten und so
eine persistierende inflammatorische Reaktion ausgeldst werden kann.

Das Protokoll fiir diesen Versuch gestaltete sich wie folgt: Zundchst wurde den Tieren
(C57BL/6-Méuse) Lungenhomogenat (10 mg/100 pl), nekrotisches MLE12 Zellmaterial
(1x10® Zellen) oder als Kontrolle PBS instilliert. Fiir die immunochemische Analyse
(ELISA) im Anschluss an den Versuch wurde auch das reine Lungenhomogenat vor der
Instillation (pr. Instillation) mitgefiihrt, um einen Vergleich der Interventionsgruppen zu

ermoglichen (Tab. 2).
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Tab. 2: Einteilung der Versuchstiere (C57BL/6-Mduse) zur Untersuchung der Wirkung einer hohen
Konzentration an nekrotischem Maus-Lungen-Epithelzellen (MLE) oder Lungenhomogenat nach
Instillation in unbehandelte Tiere. Die Zeitpunkte der Probenentnahme sind 0, 2 und 6 Stunden (h)
nach Instillation (post Instillation; p. 1.). In der Kontrollgruppe wurde Phophat-gepufferte
Salzlosung (PBS) instilliert. Als weitere Kontrolle wurde das reine Lungenhomogenat mitgefiihrt
(prae Instillation, pr. 1.)

Gruppe Instillat Analyse

Kontrollgruppe (sham) PBS 6hp. L

Interventionsgruppe 1 Nekrotisches MLE12 6hp. L
Zellmaterial

Interventionsgruppe 2 Lungenhomogenat Ohp. L

Interventionsgruppe 3 Lungenhomogenat 2hp. L

Interventionsgruppe 4 Lungenhomogenat 6hp. L

Lungenhomogenat - =

(pr. Inst.)

3.3.2.1. Untersuchung der lokalen Entziindungsreaktion in der Lunge
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Abb. 10: Enzyme-linked immunosorbent assay zur Bestimmung der Konzentrationen von
Interleukin-10 (IL-10) (A) und Interleukin-6 (IL-6) (B) in der Lunge 6 Stunden (6 h) nach Instillation
von Phosphat-gepufferter Salzlésung (PBS) und nekrotischen (nekrot.) Zellen (1x10°) sowie 0, 2 und
6 Stunden (h) nach Instillation von Lungenhomogenat in die Lunge unbehandelter C57BL/6-Mduse
sowie im Lungenhomogenat vor Instillation (prae Instillation, pr. Inst). Messung der Extinktion bei
450 nm. (n=4/Gruppe). Berechnung der Konzentration mittels einer aus Standardkonzentrationen
erstellten Eichgeraden, one-way ANOVA, SNK, Mittelwert + Standardfehler. Das Experiment wurde
Ix (unabhdngig) durchgefiihrt.

Fiir die IL-10- (Abb. 10 A) und IL-6-Konzentrationen (Abb. 10 B) in der Lunge zeigte sich

unmittelbar nach Instillation (0 h ~ 5 min) von Lungenhomogenat eine (nicht signifikante)
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Erhohung im Vergleich zu den Kontrollgruppen (PBS und 1x10% nekrotischen Zellen).
Demgegeniiber wurde flir die Zeitpunkte 2h und 6h nach Instillation des
Lungenhomogenats keine Verdnderung flir IL-6 und IL-10 in der Lunge gegeniiber den
Kontrollgruppen beobachtet. Zu keiner merklichen Verdnderung fiihrte die Instillation von

nekrotischen Zellen oder Lungenhomogenat bei MCP-1 und KC (ohne Abb.).

3.3.2.2. Untersuchung der Zytokin-/Chemokinkonzentration in der broncho-

alveoliren Lavagefliissigkeit

IL-10 zeigte sich 5 min (0 h) nach Instillation des Lungenhomogenats gegeniiber der
Kontrollgruppe (PBS) aber auch gegeniiber den Tieren, die eine hohe Zellzahl (1x10%)
nekrotischer MLE12-Zellen erhalten hatten, in der BAL signifikant erh6ht (Abb. 11 A).

Fiir die Zytokine MCP-1 und KC waren keine erhohten Werte zu beobachten (ohne Abb.).
Die Analyse des Gesamtproteins in der BAL zeigte fiir das Lungenhomogenat initial eine
(nicht signifikante) Erh6hung nach 5 min (0 h), welche im zeitlichen Verlauf (iiber 2 h und
6 h) bis auf das Kontrolllevel abfiel (Abb. 11 B). Demgegeniiber war fiir das Proteinlevel im
reinen Lungenhomogenat und 6 h nach Instillation einer hohen Anzahl an nekrotischem
Zellmaterial in der BAL eine signifikante Erh6hung im Vergleich zur Kontrollgruppe (PBS)
zu beobachten (Abb. 11 B).

1000 04
= * AlE B
g w0 T D ol
- :
0,2
3 o g
g g 0.1
m-
v W™ e &8 v ¢ @
& ¥ &
Lungenhomogenat

f
<& <

AUVU. 11. IJILL/VIILC_LI«’[I\CM LrrLrriurtud vl vertt uoou)/ ucr NnNUrLLeritr uLturt vurt Lrier teuntri—1 v (114—1 U/ [11/
sowie des Proteingehalts in der Bronchoalveoldren Lavage (BAL) (B) 6 Stunden (h) nach Instillation
von Phosphat-gepufferte Salzlssung (PBS) und nekrotischen (nekrot.) Zellen (1x10°) sowie 0, 2 und
6 Stunden nach Instillation von Lungenhomogenat in die Lunge unbehandelter C57/BL6-Mduse
sowie im Lungenhomogenat vor Instillation (pr. Inst.). Messung der Extinktion bei 450 nm.
(n=4/Gruppe). Die Proteinbestimmung erfolgte durch Messung der Absorption bei 562 nm.
Berechnung der Konzentration mittels einer aus Standardkonzentrationen erstellten Eichgeraden.
*»<0,05 vs. PBS Kontrollgruppe, one-way ANOVA, SNK, Mittelwert = Standardfehler. Das
Experiment wurde 1x (unabhdngig) durchgefiihrt.
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3.4. Instillation von Lungenhomogenat in die akut geschidigte Lunge nach double-hit

(6 h)

Nachdem an unbehandelten Tieren gezeigt wurde, dass die phagozytire Kapazitit jenseits
von 1x108 instillierten Zellen liegt, wurde in einem weiteren Tierversuch die Wirkung von
Lungenhomogenat in der vorgeschiadigten Lunge bei Vorhandensein einer polymikrobiellen
Sepsis untersucht. Hierzu wurde das etablierte Maus-Modell der traumainduzierten
septischen ALI verwendet [127]. Dabei handelt es sich um ein Modell bestehend aus der
Kombination eines stumpfen Thoraxtraumas (TxT) mit anschlieBender zokaler Ligatur und
Punktion (CLP). Beide Interventionen werden nachstehend auch als double-hit bezeichnet
(siche 3.2.1.).

Hier wurde die Inflammationsreaktion nach intratrachealer Applikation von nekrotischem
Lungenmaterial (Lungenhomogenat) 2 h nach zokaler Ligatur und Punktion und damit 26 h
nach TxT, untersucht. Die Probenentnahme erfolgte entweder direkt (0 h) oder 6 h nach

Instillation der Kontrollsubstanz (PBS) bzw. des Lungenhomogenats (Tab. 3).

Tab. 3: Einteilung der Versuchstiere zur Untersuchung der Wirkung von nekrotischem
Lungenhomogenat nach Instillation in native Mduse (Kontrollgruppen 1-4) und Tieren nach
Thoraxtrauma (TxT) und zékaler Ligation und Punktion (CLP) (Interventionsgruppen 1-4). Die
tracheale Applikation von Phosphat-gepufferter Salzlosung (PBS) oder Lungenhomogenat
(10 mg/100 ul) erfolgte zwei Stunden nach CLP (appl. 2 h post CLP). Die Zeitpunkte der
Probenentnahme waren 0 und 6 Stunden (h) nach Instillation (post Instillation, p. I.).

Gruppe Intervention Instillat Analyse
(appl. 2 h post CLP)
Kontrollgruppe 1 - PBS Ohp. L
Kontrollgruppe 2 - Lungenhomogenat Ohp. L
Interventionsgruppe 1 TxT + CLP PBS Ohp. L
Interventionsgruppe 2 TxT + CLP Lungenhomogenat Ohp. L
Kontrollgruppe 3 - PBS 6hp. L
Kontrollgruppe 4 - Lungenhomogenat 6hp. L
Interventionsgruppe 3 TxT + CLP PBS 6hp. L
Interventionsgruppe 4 TxT + CLP Lungenhomogenat 6hp. L

3.4.1. Untersuchung der systemischen Entziindungsreaktion

Die Applikation von Lungenhomogenat in die vorgeschddigte Lunge 2 h nach double-hit
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fiihrte zu keiner signifikanten Erhohung der KC-Konzentration im Plasma im Vergleich zu
traumatisierten Kontrolltieren (Abb. 12 A). Im Vergleich zu den Kontrollgruppen (PBS und
Lungenhomogenat) war 5 min nach Instillation (0 h) und auch 6 h spiter in den
traumatisierten Tieren eine signifikante Erhohung der KC-Konzentration im Plasma zu
beobachten. G-CSF zeigte sich im Plasma 5 min nach der Instillation in traumatisierten
Tieren (0 h) zunéchst nicht signifikant verdndert (Abb. 12 B). 6 h nach der Instillation waren
in beiden Traumagruppen signifikante Erh6hungen im Vergleich zu den Kontrollgruppen
festzustellen.

Keine Unterschiede waren iiber alle Gruppen im Plasma fiir IL-10 vorhanden (ohne Abb.).

3.4.2. Untersuchungen der Zytokin-/Chemokinkonzentration in der broncho-

alveoliren Lavagefliissigkeit

KC zeigte sich in der BAL der traumatisierten Tiere 6 h nach Instillation von
Lungenhomogenat signifikant gegeniiber den Kontrollgruppen (PBS und DH + PBS) erhoht
(Abb. 13 A). Unmittelbar nach Instillation war keine Erh6hung der KC-Konzentration in der
BAL im Vergleich zur untraumatisierten Kontrollgruppe (PBS) zu beobachten. Die
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Abb. 12: Enzyme-linked immunosorbent assay zur Bestimmung der Konzentration von keratinocyte-
derived chemokine (KC) (A) sowie granulocyte-colony stimulating factor (G-CSF) (B) im Plasma 0
und 6 Stunden (h) nach intratrachealer Instillation von Phosphat-gepufferter Salzlosung (PBS) oder
Lungenhomogenat in Kontrolltiere sowie in C57BL/6-Mdusen nach double hit (DH) bestehend aus
stumpfem Thoraxtrauma und zékaler Ligation und Punktion (CLP). Die Applikation von PBS oder
Lungenhomogenat erfolgte intratracheal 2 h nach CLP. Messung der Extinktion bei 450 nm.
(n=4/Gruppe). Berechnung der Konzentration mittels einer aus Standardkonzentrationen erstellten
Eichgeraden. *p<0,05 vs. korrespondierender Kontrollgruppe, one-way ANOVA, SNK, Mittelwert £
Standardfehler. Das Experiment wurde Ix (unabhdngig) durchgefiihrt.

Konzentrationen von IL-10 und IL-6 zeigten sich direkt nach Instillation sowohl in der BAL
von untraumatisierten als auch in traumatisierten Tieren signifikant gegeniiber den

jeweiligen Kontrolltieren (PBS und DH + PBS) erhoht (Abb. 13 B/D). Demgegentiber zeigte
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sich 6 h nach Instillation in der BAL von traumatisierten und nicht traumatisierten
Kontrolltieren (PBS und DH + PBS) ein signifikant erhdhter Spiegel an TNFa (Abb. 13 C).
In Tieren denen Lungenhomogenat appliziert wurde, zeigte sich die TNFa-Konzentration
zum 0 h-Zeitpunkt nur gegeniiber den untraumatisierten Tieren (PBS) signifikant erhoht.
Insgesamt waren weder zum 0 h-Zeitpunkt noch zum 6 h-Zeitpunkt signifikante Erh6hungen
der Konzentrationen von IL-6, IL-10, KC und TNFa im Vergleich von untraumatisierten
(PBS) mit den traumatisierten Kontrolltieren (DH + PBS) zu beobachten. Hier war lediglich
fiir KC eine Tendenz zu einem erhohten Spiegel in der BAL 6 h nach Instillation von PBS
in traumatisierte Tiere festzustellen (Abb. 13A).
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Abb. 13: FEnzyme-linked immunosorbent assay zur Bestimmung der Konzentrationen von
keratinocyte-derived chemokine (KC) (A), Interleukin-10 (IL-10) (B), Tumurnekrose-Faktor o
(TNFo) (C) und Interleukin-6 (IL-6) (D) in der Bronchoalveoldren Lavagefliissigkeit (BAL) 0 und 6
Stunden (h) nach Instillation von Phosphat-gepufferter Salzlosung (PBS) oder Lungenhomogenat in
Kontrolltieren C57BL/6-Mdusen nach double hit (DH), bestehend aus stumpfem Thoraxtrauma und
zékaler Ligation und Punktion. Die Applikation von PBS (DH+PBS) oder Lungenhomogenat
(DH~+Lungenhomogenat) erfolgte intratracheal 2 h nach CLP. Messung der Extinktion bei 450 nm.
(n=4/Gruppe). Berechnung der Konzentration mittels einer aus Standardkonzentrationen erstellten
Eichgeraden. *p<0,05 vs. korrespondierender PBS Kontrollgruppe, #p<0,05 vs. korrespondierender
DH + PBS Gruppe, one-way ANOVA, SNK, Mittelwert £ Standardfehler. Das Experiment wurde Ix
(unabhdngig) durchgefiihrt.
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3.4.3. Untersuchung der lokalen Entziindungsreaktion in der Lunge

Die Konzentration von MCP-1 (Abb. 14 A) zeigte sich in den traumatisierten Tieren 5 min
(0 h) und 6 h nach Instillation von Lungenhomogenat oder PBS in traumatisierten Tieren
(PBS
Lungenhomogenat bei 0 h und 6h sowie PBS nach 6 h) erhoht. 6 h nach Instillation zeigte

signifikant gegeniiber den nicht traumatisierten Kontrollgruppen und
sich, im Vergleich zum 0 h-Zeitpunkt eine weitere Erh6hung der MCP-1-Konzentrationen
bei traumatisierten Tieren, denen Lungenhomogenat verabreicht worden war. Zum gleichen
Zeitpunkt zeigte sich auch der MCP-1-Spiegel in den Lungen der nicht traumatisierten Tiere,
die Lungenhomogenat verabreicht bekamen, gegeniiber der Kontrollgruppe (PBS)
signifikant erhoht, wéhrend er gegeniiber den traumatisierten Tieren (DH + PBS)

unverdndert blieb.
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Abb. 14: Enzyme-linked immunosorbent assay der Konzentrationen von monocyte chemoattractant
protein-1 (MCP-1) (A), granulocyte-colony stimulating factor (G-CSF) (B), macrophage
inflammatory protein-2 (MIP-2) (C) und keratinocyte-derived chemokine (KC) (D) in der Lunge 0
und 6 (h) Stunden nach Instillation von Phosphat-gepufferter Salzlosung (PBS) oder
Lungenhomogenat in Kontrolltieren sowie in Tieren nach stumpfem Thoraxtrauma und zékaler
Ligation und Punktion (DH) behandelten C57/BL6-Mdusen, denen PBS (DH + PBS) oder
Lungenhomogenat (DH + Lungenhomogenat) intratracheal 2 h nach CLP appliziert wurde. Messung
der Extinktion bei 450 nm. (n=5-6/ Gruppe). Berechnung der Konzentration mittels einer aus
Standardkonzentrationen  erstellten  Eichgeraden. *p<0,05 vs. korrespondierender PBS
Kontrollgruppe, #p<0,05 vs. korrespondierender DH + PBS Gruppe, one-way ANOVA, SNK,
Mittelwert + Standardfehler. Das Experiment wurde Ix (unabhdngig) durchgefiihrt.
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Fiir G-CSF (Abb. 14 B) war 6 h nach Intervention in allen untersuchten Gruppen eine
signifikante Erhohung gegeniiber der Kontrollgruppe (PBS) zu verzeichnen. Die Instillation
des Lungenhomogenats fiihrte dariiber hinaus in den traumatisierten Tieren zu einer
signifikanten Erh6hung des G-CSF Spiegels in der Lunge. Die Konzentration von MIP-2
(Abb. 14 C) zeigte 5min (0 h) nach Instillation eine signifikante Erhéhung in den
traumatisierten Tieren ohne Intervention (DH + PBS) gegeniiber den nicht traumatisierten
(PBS) aber auch gegeniiber den traumatisierten Tieren, denen zuvor Lungenhomogenat
instilliert worden war (DH + Lungenhomogenat). 6 h nach DH war die MIP-2-Konzentration
der Tiere denen Lungenhomogenat appliziert wurde beziiglich ihrer MIP-2-Konzentration
signifikant gegeniiber der untraumatisierten Kontrollgruppe (PBS) und der traumatisierten
Kontrollgruppe (DH + PBS) erh6ht. In den nicht traumatisierten Tieren fiihrte die Instillation
von Lungenhomogenat nach 6 h zu einer signifikanten Erhohung der MIP-2-Menge im
Vergleich zur Kontrollgruppe (PBS). Die Konzentration von KC (Abb. 14 D) in den Lungen
der traumatisierten Tiere zeigte sich sowohl nach der Instillation von Lungenhomogenat als
auch in der Trauma-Kontrollgruppe (DH + PBS) zum Oh und zum 6 h-Zeitpunkt
gleichermallen signifikant gegeniiber den Kontrollgruppen erhéht. Nach 5 min war die KC-
Konzentration in traumatisierten Tieren ohne Lungenhomogenat zudem signifikant
gegentiber der Gruppe mit Lungenhomogenat erhoht.

Auch die Instillation von Lungenhomogenat in die untraumatisierte Lunge fiihrte zu einer
leichten (signifikanten) Erhohung des KC-Spiegels nach 6 h gegeniiber der Kontrollgruppe
(PBS). Die Spiegel von IL-1p und TNFa sowie von Fas/FasL in den Lungen der untersuchten
Tiere wiesen keinen nennenswerten Unterschied auf (ohne Abb.). Fiir IL-6 zeigte sich
unmittelbar nach Instillation kein Unterschied in der Konzentration der untersuchten
Lungen. Nach 6 h war jedoch ein signifikanter Anstieg der Konzentration von IL-6 in der
Lunge bei traumatisiertenTieren mit Instillation von Lungenhomogenat gegeniiber der
traumatisierten Kontrollgruppe und den nicht traumatisierten Tieren zu beobachten. Auch
die Instillation von Lungenhomogenat in die nicht traumatisierte Lunge zeigte zum 6 h-

Zeitpunkt eine signifikante Erh6hung gegentiber der Kontrollgruppe (PBS) (ohne Abb.).

3.4.4. Myeloperoxidase-Aktivitit in der Lunge

Im Rahmen einer Analyse der MPO Aktivitit konnten unabhingig von der jeweiligen
Intervention keine Unterschiede zwischen den untersuchten Tieren beobachtet werden (ohne

Abb.).
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3.4.5. Zelldifferenzierung und Proteinbestimmung der Bronchoalveoliren

Lavagefliissigkeit

Die Zelldifferenzierung der BAL-Zytospins (Abb. 15 A) zeigte eine signifikant erhohte
Infiltration von PMN in die native und die traumatisierte Lunge der Tiere die
Lungenhomogenat erhalten hatten im Vergleich zu den traumatisierten und untraumatisierten
Tieren welchen PBS instilliert wurde. Gegeniiber der Trauma-Kontrollgruppe (DH + PBS)
zeigte sich 6 h nach Instillation auch eine leicht erhdhte aber nicht signifikante PMN-Anzahl
in der Kontrollgruppe (PBS). Die Bestimmung der Gesamtzellzahl in der BAL zeigte
insbesondere 6 h nach Instillation eine signifikant erhdhte Zellzahl in den traumatisierten
Tieren, denen zuvor Lungenhomogenat verabreicht wurde, im Vergleich zu allen anderen

Gruppen des untersuchten Zeitpunkts (ohne Abb.).
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Abb. 15: Anzahl polymorphkerniger neutrophiler Granulozyten in der Bronchoalveoliren
Lavagefliissigkeit (PMN/BAL Vol.) (4) sowie der Proteingehalt (B) der Bronchoalveoldren Lavage
(BAL) 0 und 6 Stunden (h) nach intratrachealer Instillation von Phosphat-gepufferter Salzlosung
(PBS) oder Lungenhomogenat in Kontrolltieren sowie C57BL/6-Mdusen nach double hit (DH),
bestehend aus stumpfem Thoraxtrauma und zékaler Ligation und Punktion. Die Applikation von PBS
oder Lungenhomogenat erfolgte 2 h nach zokaler Ligation und Punktion. Die Proteinbestimmung
erfolgte mit Messung der Absorption bei 562 nm. Berechnung der Konzentration mittels einer aus
Standardkonzentrationen erstellten Eichgeraden. (n=4/Gruppe). *p<0,05 vs. PBS Kontrollgruppe,
#p<0,05 vs. korrespondierender DH + PBS Gruppe, one-way ANOVA, SNK, Mittelwert +
Standardfehler. Das Experiment wurde 1x (unabhdngig) durchgefiihrt.

Die Proteinkonzentration in der BAL (Abb. 15 B) zeigte sich unmittelbar nach Instillation
in den traumatisierten Tieren mit und ohne Instillation von Lungenhomogenat signifikant
erhoht gegeniiber der Negativkontrolle (PBS, ohne Trauma). Die Instillation von
Lungenhomogenat fiihrte dariiber hinaus in traumatisierten Tieren zu einer signifikant
erhohten Proteinmenge in der BAL im Vergleich zur Trauma-Kontrollgruppe (DH + PBS)
nach O h und 6 h. Des Weiteren zeigte sich die Proteinkonzentration in der BAL der
untraumatisierten Tiere nach Instillation von Lungenhomogenat gegeniiber der

Negativkontrolle nach O h und 6 h erhoht. Das erhohte Proteinlevel in der BAL der
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traumatisierten Kontrolltiere (DH + PBS) zeigte sich im Vergleich zur Negativkontrolle
(PBS) nach 6 h lediglich tendenziell, nicht jedoch signifikant, erhoht.

3.5. Instillation von apoptotischen/nekrotischen Maus-Lungen-Epithelzellen oder

Lungenhomogenat in die traumatisierte Mauslunge (12 h)

Um die inflammatorischen Effekte von apoptotischen/nekrotischen MLE12-Zellen bzw.
Lungenhomogenat in der traumatisierten (TxT + CLP) Lunge der Maus zu analysieren,
wurden C57BL/6-Méuse 12 h nach intratrachealer Instillation untersucht.

Wie in Tab. 4 aufgefiihrt, erfolgte die Instillation der apoptotischen oder
nekrotischen MLE12-Zellen oder des Lungenhomogenats unmittelbar im Anschluss an die
CLP-Prozedur. Der 12 h-Zeitpunkt zur Erhebung der Daten wurde gewihlt, da in
vorangehenden Studien [111],[127] gezeigt wurde, dass es hier zu einer ausgeprigten

inflammatorischen Reaktion in Folge des double-hit kommt.

Tab. 4: Einteilung der Versuchstiere zur Untersuchung der Wirkung einer hohen Anzahl von
apoptotischen  oder nekrotischen —Maus-Lungen-Epithelzellen sowie von  nekrotischem
Lungenhomogenat (10 mg/ 100 ul) nach Instillation in unbehandelte Tiere (Kontrollgruppen 1-4)
und Tiere mit Thoraxtrauma (TxT) und zékaler Ligation und Punktion (CLP) (Interventionsgruppen
1-4). Die tracheale Applikation erfolgte unmittelbar nach CLP (appl. nach CLP). Die
Probenentnahme erfolgte 12 Stunden (h) nach Instillation (post Instillation, p. I.). Als Kontrolle
wurde jeweils Phosphat-gepufferte Salzlosung (PBS) verwendet.

Gruppe Intervention Instillat (appl. nach CLP) Analyse
Kontrollgruppe 1 - PBS 12hp. L
Interventionsgruppe 1 TxT+CLP  PBS 12hp. L
Kontrollgruppe 2 - 1x107 apoptotische Zellen 12hp. L

Interventionsgruppe 2 TxT + CLP 1x107 apoptotische Zellen 12hp. L

Kontrollgruppe 3 - 1x107 nekrotische Zellen 12hp. L
Interventionsgruppe 3 TxT + CLP 1x107 nekrotische Zellen 12hp. L
Kontrollgruppe 4 - Lungenhomogenat 12hp. L
Interventionsgruppe 4 TxT+ CLP  Lungenhomogenat 12hp. L

3.5.1. Untersuchungen der lokalen Entziindungsantwort in der Lunge

Fiir die Konzentration von KC wurde in der Lunge der traumatisierten Tiere eine signifikante
Erhohung gegeniiber den Kontrolltieren zum untersuchten Zeitpunkt (12 h) beobachtet

54



(Abb. 16 A). Dariiber hinaus zeigte sich die Menge an KC in traumatisierten Tieren nach
Instillation von apoptotischen MLE12-Zellen (1x107) signifikant vermindert gegeniiber den
Trauma-Kontrolltieren (DH + PBS).

Eine vergleichbare Tendenz, jedoch ohne Signifikanz, war auch in traumatisierten Tieren
nach Instillation von nekrotischen MLE12-Zellen (1x107) oder Lungenhomogenat zu finden.
Die Untersuchung der G-CSF-Konzentration in der Lunge zeigte erh6hte Werte bei den
untraumatisierten Kontrolltieren (PBS), so dass fiir die Trauma-Kontrollgruppe (DH + PBS)
nur eine tendenzielle Erhohung des G-CSF-Spiegels in der Lunge gegeniiber der

untraumatisierten Kontrolle (PBS) festzustellen war (Abb. 16 B).
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Abb. 16: FEnzyme-linked immunosorbent assay zur Bestimmung der Konzentrationen von
keratinocyte-derived chemokine (KC) (A) und granulocyte-colony stimulating factor (G-CSF) (B) in
der Lunge 12 Stunden nach Instillation von Phosphat-gepufferter Salzlésung (PBS), apoptotischen
oder nekrotischen Maus-Lungen-Epithelzellen (je 1x10°) und Lungenhomogenat in Kontrolltieren
sowie C57BL/6-Mdusen nach double hit (DH), bestehend aus stumpfem Thoraxtrauma und zokaler
Ligation und Punktion. Messung der Extinktion bei 450 nm. (n=5-6/ Gruppe). Berechnung der
Konzentration mittels einer aus Standardkonzentrationen erstellten Eichgeraden. *p<0,05 vs.
korrespondierende untraumatisierte Kontrollgruppe, +p<0,05 vs. DH + PBS, ~p<0,05 vs. DH +
nekrotische Zellen, one-way ANOVA, SNK, Mittelwert + Standardfehler. Das Experiment wurde 1x
(unabhdngig) durchgefiihrt.

Signifikant erhohte G-CSF-Konzentrationen gegeniiber den jeweiligen Kontrollgruppen
waren in den anderen Interventionsgruppen zu beobachten. Die Instillation von
apoptotischen Zellen nach Trauma fiihrte zu signifikant reduzierten G-CSF- und KC-
Spiegeln im Vergleich zu den Tieren, denen PBS oder nekrotische Zellen nach Trauma

instilliert worden waren.
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3.5.2. Untersuchungen der systemischen Entziindungsreaktion

Die Mengen an G-CSF und TNFa zeigten sich im Plasma in allen traumatisierten Tieren im
Vergleich zu den untraumatisierten Kontrollen, unabhéngig von der jeweiligen Intervention,
signifikant erhoht (Abb. 17 A/C). Unter den traumatisierten Tieren zeigten sich dariiber
hinaus keine signifikanten Unterschiede in den beobachteten G-CSF- und TNFo-

Konzentrationen.
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Abb. 17: Enzyme-linked immunosorbent assay zur Bestimmung der Konzentrationen von
granulocyte-colony stimulating factor (G-CSF) (A), keratinocyte-derived chemokine (KC) (B),
Tumor-nekrosefaktor-o. (TNFa) (C) und Interleukin-6 (IL-6) (D) im Plasma 12 Stunden nach
Instillation von Phosphat-gepufferter Salzlésung (PBS), apoptotischen, nekrotischen Maus-Lungen-
Epithelzellen (je 1x10°) oder Lungenhomogenat in Kontrolltieren sowie C57BL/6-Mdusen nach
double hit (DH), bestehend aus stumpfem Thoraxtrauma und zékaler Ligation und Punktion (CLP)
(Zeitpunkt der Instillation unmittelbar nach CLP). Messung der Extinktion bei 450 nm. (n=4/
Gruppe). Berechnung der Konzentration mittels einer aus Standardkonzentrationen erstellten
Eichgeraden. *p<0,05 vs. korrespondierender Kontrollgruppe, +p<0,05 vs. DH + PBS, ~p<0,05 vs.
DH + nekrotische Zellen, one-way ANOVA, SNK, Mittelwert + Standardfehler. Das Experiment
wurde Ix (unabhdngig) durchgefiihrt.
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Alle traumatisierten Tiere wiesen, unabhingig von der Intervention, im Vergleich zu den
untraumatisierten Kontrollen signifikant erhdhte Mengen an KC im Plasma auf (Abb. 17 B).
Die Instillation von apoptotischen MLE12-Zellen flihrte auflerdem zu einem signifikant
verringerten KC-Spiegel im Plasma im Vergleich zur Trauma-Kontrollgruppe (DH + PBS)
und den Tieren, denen nekrotische Zellen nach Trauma appliziert worden waren (DH +
nekrotische Zellen). Nach Instillation apoptotischer und nekrotischer MLE12-Zellen sowie
des Lungenhomogenats waren im Vergleich zur Trauma-Kontrollgruppe (DH + PBS)
signifikant erniedrigte IL-6-Level zu beobachten (Abb. 17 D). Dariiber hinaus zeigten sich
die IL-6-Konzentrationen in der Trauma-Kontrollgruppe (PBS) und nach Instillation von
nekrotischen MLE12-Zellen post Trauma signifikant gegeniiber den untraumatisierten

Kontrollen erhoht.

3.5.3. Untersuchung der Zytokin-/Chemokinkonzentration in der Bronchoalveoliren

Lavagefliissigkeit

Die Konzentration von G-CSF in der BAL 12h nach Trauma zeigte sich in allen
traumatisierten Tieren im Vergleich zu den jeweiligen Kontrolltieren (ohne Trauma),
unabhingig von der Intervention, signifikant erhoht. Dabei war eine tendenzielle, jedoch
nicht signifikante, Reduktion der G-CSF-Spiegel nach Instillation von apoptotischen und
nekrotischen MLE12-Zellen sowie von Lungenhomogenat zu beobachten (Abb. 18 A).

Fir die IL-10-Spiegel in den traumatisierten Tieren, mit Ausnahme der Tiere, denen
Lungenhomogenat verabreicht worden war, konnte eine signifikante Reduktion in der BAL
im Vergleich zu den jeweiligen untraumatisierten Kontrolltieren festzustellen (Abb. 18 B).
Des Weiteren zeigten sich die IL-10-Spiegel in der BAL nach MLE12-Zellinstillation
(apoptotisch oder nekrotisch) und auch in der PBS-Kontrollgruppe (DH + PBS) signifikant
im Vergleich zu den Tieren nach Trauma und Instillation von Lungenhomogenat erniedrigt.
Aufgrund der erhohten Spiegel in den Kontrolltieren (ohne Trauma) waren die
KC-Konzentrationen ohne  signifikante  Unterschiede nach Instillation  von
nekrotischen MLE12-Zellen oder Lungenhomogenat nach Trauma (Abb. 18 C).

Stattdessen zeigten sich die KC-Konzentrationen in den untraumatisierten Tieren nach
Instillation von MLE12-Zellen und Lungenhomogenat signifikant erhoht gegeniiber der
Negativkontrolle (PBS). Die Untersuchung der IL-6-Konzentrationen in der BAL 12 h nach
Trauma ergab, dass lediglich die Werte der Trauma-Kontrollgruppe (DH + PBS) im
Vergleich zur Negativ-Kontrolle (PBS) signifikant erhoht waren (Abb. 18 D).

Durch die erhohten IL-6-Spiegel in den untraumatisierten Kontrollgruppen (signifikant
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gegeniiber der Negativ-Kontrolle (PBS)), war keine signifikante Erhohung in der BAL der

Tiere nach Trauma und Instillation von MLEI12-Zellen oder Lungenhomogenat

festzustellen.
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Abb. 18: Enzyme-linked immunosorbent assay zur Bestimmung der Konzentrationen von
granulocyte-colony stimulating factor (G-CSF) (A), Interleukin-10 (IL-10) (B), keratinocyte-
derived chemokine (KC) (C) und Interleukin-6 (IL-6) (D) in der bronchoalveoliren
Lavagefliissigkeit (BAL) 12 Stunden nach Instillation von Phosphat-gepufferter Salzlosung (PBS),
apoptotischen, nekrotischen Maus-Lungen-Epithelzellen (je 1x10°) oder Lungenhomogenat in
Kontrolltieren sowie C57BL/6-Mdusen nach double hit (DH), bestehend aus stumpfem
Thoraxtrauma sowie zékaler Ligation und Punktion (CLP) (Zeitpunkt der Instillation unmittelbar
nach CLP). Messung der Extinktion bei 450 nm. (n=4/Gruppe). Berechnung der Konzentration
mittels einer aus Standardkonzentrationen erstellten Eichgeraden. *p<0,05 vs. korrespondierender
Kontroligruppe, ~p<0,05 vs. DH + nekrotische Zellen, $p<0,05 vs. DH + Lungenhomogenat,
3p<0,05 vs. PBS Kontrollgruppe, one-way ANOVA, SNK, Mittelwert + Standardfehler. Das
Experiment wurde 1x (unabhdngig) durchgefiihrt.

Analog zu den in der Lunge beobachteten Zytokin-Konzentrationen zeigte sich auch in der
BAL fiir G-CSF in allen traumatisierten Tieren im Vergleich zu den korrespondierenden
Kontrollen eine signifikante Erh6hung. Ebenfalls war hier eine signifikante Reduktion des

G-CSF-Spiegels nach Instillation von apoptotischen Zellen in traumatisierten Tieren zu
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beobachten. Vergleichbares war fiir IL-6 und KC, hier jedoch ohne Signifikanz, zu
verzeichnen. Im Gegensatz hierzu zeigte sich fiir IL-10 in der BAL nach Trauma eine
merkliche Reduktion im Vergleich zu den nicht traumatisierten Kontrolltieren. Dabei
erreichte diese Reduktion nach Instillation nekrotischer MLE12-Zellen gegeniiber der
Kontrollgruppe (nekrotische Zellen) aber auch gegeniiber den anderen Trauma- und
Kontrollgruppen Signifikanz. Die Konzentration von TNFa in der BAL zeigte sich in den
PBS-Gruppen konstant niedrig, wohingegen die Instillation von apoptotischen und

nekrotischen MLE12-Zellen zu einer merklichen (nicht signifikanten) Erhohung fiihrte.

3.5.4. Untersuchung der Zellzahl und des Proteingehalts der Bronchoalveoliren

Lavagefliissigkeit
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Abb. 19: Gesamtzellzahl und Proteingehalt in der bronchoalveoldren Lavage (BAL) 12 Stunden nach
Instillation von Phosphat-gepufferter Salzlosung (PBS), apoptotischen oder nekrotischen Maus-
Lungen-Epithelzellen (1x10°) oder Lungenhomogenat in Kontrolltieren sowie C57BL/6-Mdusen
nach double hit (DH), bestehend aus stumpfem Thoraxtrauma und zokaler Ligation und Punktion
(CLP) (Zeitpunkt der Instillation unmittelbar nach CLP). Die Proteinbestimmung erfolgte mit
Messung der Absorption bei 562 nm. Berechnung der Konzentration mittels einer aus
Standardkonzentrationen erstellten Eichgeraden. (n=4/Gruppe). *p<0,05 vs. korrespondierender

Kontrollgruppe, +p<0,05 vs. DH + PBS, ~p<0,05 vs. DH + nekrotische Zellen, $p<0,05 vs. PBS
Kontrollgruppe, one-way ANOVA, SNK, Mittelwert = Standardfehler. Das Experiment wurde Ix
(unabhdngig) durchgefiihrt.

Nach Bestimmung der Gesamtzellzahl in der BAL waren in allen untersuchten Trauma-
Gruppen unabhingig von der jeweiligen Intervention signifikant erhohte Zellzahlen im
Vergleich zu den jeweiligen nichttraumatisierten Gruppen festzustellen (Abb 9 A). Tiere,
denen post Trauma apoptotische Zellen instilliert worden waren, zeigten dariiber hinaus

tendenziell erhohte BAL-Zellzahlen gegeniiber allen anderen traumatisierten Tieren. Die
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Zellzahlen in der BAL der Kontrollgruppe, welcher einer Instillation nekrotischer Zellen
(1x107) nach Trauma unterzogen wurde, waren signifikant erhoht gegeniiber der PBS-
Kontrollgruppe ohne Trauma (PBS). Dagegen konnte fiir alle anderen Kontrollgruppen

keine Erhohung beobachtet werden.

Die Analysen zum Gesamtprotein in der BAL zeigten signifikant erhohte Werte in allen
traumatisierten Tieren gegeniiber den jeweiligen Kontrollgruppen (ausgenommen DH +
nekrotische Zellen) (Abb. 19 B). Diese Erhohung zeigte sich insbesondere fiir Tiere, denen
nach Trauma Lungenhomogenat oder apoptotische Zellen (1x107) instilliert worden waren.
So waren die vorbenannten Protein-Level auch gegentiber der Traumakontrollgruppe (DH +
PBS) und den Tieren, die nekrotische Zellen (1x107) post Trauma appliziert bekommen
hatten, erhoht. In den untraumatisierten Tieren fiihrte die Instillation nekrotischer und
apoptotischer Zellen im Vergleich zur Kontrollgruppe ebenso zu einer signifikanten
Erhohung des BAL-Proteins, wie es nach Instillation von Lungenhomogenat zu beobachten
war. Die Instillation nekrotischer Zellen (1x107) zeigte als einzige untersuchte
korrespondierende Gruppe keinen signifikanten Effekt zwischen traumatisierten und

untraumatisierten Tieren.

3.5.5. Caspase-3 Westernblot von Lungenhomogenat

Um zu untersuchen, inwiefern die Instillation einer hohen Anzahl an apoptotischen oder
nekrotischen MLE12-Zellen bzw. von Lungenhomogenat (10 mg/100 pul) zu einer
Veranderung der Menge an Aktiver Caspase-3 in der Lunge der Versuchstiere fiihrt, wurde

eine Westernblot Analyse durchgefiihrt.

DH

| 88 8 aktive C-3 (17/19 kDa)
[P . - . 5 Aktin (45 kDa)

1x107 1x107” Lungen- PBS
apopt. nekrot. homogenat
Zellen Zellen

Abb. 20: Reprisentative Westernblot Analyse zur Quantifikation der aktiven Caspase-3 (Cleaved
Caspase-3 (Aspl75); aktive C-3 (17/19 kDa)) im Lungenhomogenat von nativen Tieren, 12 Stunden
(12 h) nach Instillation von I1x10” apoptotischen (apopt.) bzw. nekrotischen (nekrot.) Maus-Lungen-
Epithelzellen oder Lungenhomogenat (10 mg/ 100 ul)) sowie Phosphat-gepufferte Salzlosung als
Kontrolle (PBS). Zur Normalisierung diente der korrespondierende [-Aktin Re-Blot (f-Aktin
(45 kDa)) Gezeigt ist einer von zwei unabhdngigen Blots.
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Dabei zeigte sich in den Tieren, denen eine hohe Anzahl an apoptotischen Zellen instilliert
worden war, eine leicht erhohte Menge an Aktiver Caspase-3 im Vergleich zu allen anderen
untersuchten Gruppen (Abb. 20). Die Instillation von nekrotischen Zellen oder
Lungenhomogenat fiihrte dagegen nicht zu einer Erhohung der Caspase-3-Mengen in der

Lunge im Vergleich zur Kontrollgruppe (DH + PBS).

3.6. Instillation  einer geringen  oder hohen  Anzahl apoptotischer/
nekrotischer MLE12-Zellen in einem therapeutischen Ansatz im Rahmen des

ALI-Mausmodells

In einer abschlieBenden Studie wurde das therapeutische Potential apoptotischer MLE12-
Zellen und im Vergleich hierzu auch von nekrotischen Zellmaterial im Maus-Modell der
akuten septischen Lungenschddigung untersucht. Hierzu wurden die Tiere (C57BL/6-

Maéuse) in folgende Gruppen eingeteilt:

Tab. 5: Einteilung der Versuchstiere zur Untersuchung der Wirkung einer hohen bzw. niedrigen
Anzahl von apoptotischen oder nekrotischen Maus-Lungen-Epithelzellen nach Instillation in
unbehandelte Tiere (Kontrollgruppen 1-5) und Tiere nach Thoraxtrauma (TxT) und zékaler
Ligation und Punktion (CLP) (Interventionsgruppen 1-5). Die Instillation wurde vier Stunden
nach TxT durchgefiihrt (appl. 4 h nach TxT). Die Probenentnahme erfolgte 12 Stunden (h) nach
CLP (p. CLP). Als Kontrolle wurde jeweils Phosphat-gepufferte Salzlosung (PBS) verwendet.

Gruppe Intervention Instillat (appl. 4 h nach TxT) Analyse

Kontrollgruppe 1 - PBS 12 hp. CLP
Kontrollgruppe 2 - 1x107 apoptotische Zellen 12 hp. CLP
Kontrollgruppe 3 - 1x107 nekrotische Zellen 12hp. CLP
Kontrollgruppe 4 - 1x10* apoptotische Zellen 12hp. CLP
Kontrollgruppe 5 - 1x10* nekrotische Zellen 12 hp. CLP
Interventionsgruppe 1 TxT+ CLP  PBS 12hp. CLP
Interventionsgruppe 2 TxT+CLP  1x107 apoptotische Zellen 12 hp. CLP
Interventionsgruppe 3 TxT + CLP 1x107 nekrotische Zellen 12hp. CLP
Interventionsgruppe 4 TxT+CLP  10* apoptotische Zellen 12 hp. CLP
Interventionsgruppe 5 TxT+CLP  10* nekrotische Zellen 12 hp. CLP
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3.6.1. Untersuchung der pulmonalen Infiltration polymorphkerniger mononukleirer

neutrophiler Granulozyten

Betrachtet man die Gesamtzellzahl der BAL, so zeigten sich in allen traumatisierten Tieren
zum untersuchten Zeitpunkt erhohte Zellzahlen gegeniiber den jeweiligen untraumatisierten
Kontrolltieren (ausgenommen DH + 1x107 nekrotische Zellen) (Abb. 21 A). Die Instillation
von 1x10* nekrotischen Zellen bei Trauma fiihrte zu einer signifikanten Erhdhung der

Zellzahl in der BAL im Vergleich zur Trauma-Kontrollgruppe (DH + PBS).
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Abb. 21: Zellzahl/ml (A), die Zahl polymorphkerniger neutrophiler Granulozyten je ml (PMN
Anzahl/ml) (B) und der Proteingehalt (C) in der bronchoalveoliren Lavage (BAL) sowie die
Myeloperoxidase-Aktivitit (MPO) (D) 32 Stunden nach Instillation von Phosphat-gepufferter
Salzlésung (PBS), apoptotischen (apopt.) oder nekrotischen (nekrot.) Maus-Lungen-Epithelzellen (je
Ix10% oder 1x10°) in Kontrolltieren sowie C57BL/6-Mdusen nach double hit (DH), bestehend aus
stumpfem Thoraxtrauma (TxT) und zokaler Ligation und Punktion (Zeitpunkt der Instillation 4 h
nach TxT). Die Proteinbestimmung erfolgte durch Messung der Absorption bei 562 nm. Fiir die
Bestimmung der MPO wurde die Extinktion bei 450 nm bestimmt. Die Berechnung der Konzentration
wurde mit einer aus Standardkonzentrationen erstellten Eichgeraden ermittelt. (n=4-8/Gruppe).
*n<0,05 vs. korrespondierender Kontrollgruppe, +p<0,05 vs. DH + PBS, ~p<0,05 vs. DH + 1x10*
nekrotische Zellen, $p<0,05 vs. DH + Lungenhomogenat, $p<0,05 vs. PBS Kontrollgruppe, one-way
ANOVA, SNK, Mittelwert £ Standardfehler. Das Experiment wurde Ix (unabhdngig) durchgefiihrt.
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Die untraumatisierten Kontrollen zeigten nach Instillation von apoptotischen und
nekrotischen Zellen, unabhéngig von der applizierten Zellzahl, eine signifikante Erh6hung
der Gesamtzellzahl in der BAL im Vergleich zur Negativkontrolle (PBS). Alle
traumatisierten Tiere wiesen eine signifikant erhohte PMN-Infiltrationsrate gegeniiber den
nicht traumatisierten Tieren auf (ausgenommen DH + PBS) (Abb. 21 B). Dariiber hinaus
war die PMN-Anzahl in der BAL der traumatisierten Tiere nach Instillation von 1x10’
apoptotischen und nekrotischen Zellen signifikant gegeniiber der Trauma-Kontrollgruppe
(DH + PBS) erhoht. Die untraumatisierten Tiere zeigten untereinander keine signifikanten
Unterschiede hinsichtlich ihrer PMN-Anzahl in der BAL. Fiir den BAL-Proteingehalt war
zum untersuchten Zeitpunkt eine (nicht signifikante) Erhohung in den traumatisierten Tieren
nach Instillation hoher Zellzahlen (1x107) fiir nekrotische und apoptotische MLE12-Zellen
festzustellen (Abb. 21 C). Im Vergleich hierzu zeigten sich die anderen Interventionsgruppen
gegeniiber ihren jeweiligen Kontrollgruppen beziiglich des Proteingehalts der BAL

unverindert.

3.6.2. Myeloperoxidase-Aktivitit in der Lunge

Die Myeloperoxidase-Aktivitét zeigte in den traumatisierten Tieren jeweils nach Instillation
von PBS und 1x10* apoptotischen Zellen gegeniiber der jeweiligen Kontrollgruppe keine
Verdnderung (Abb. 21 D). In den anderen untersuchten Gruppen war die MPO-Aktivitit
jeweils in den Lungen der traumatisierten Tiere gegeniiber den untraumatisierten Kontrollen
signifikant erhoht. Die Instillation von 1x107 apoptotischen Zellen nach Trauma fiihrte zu
einer signifikanten Erhéhung der MPO-Aktivitdt im Vergleich zu traumatisierten Tieren
nach Applikation von einer geringeren Zahl apoptotischer Zellen (1x10%).

Die Instillation von 1x10* nekrotischen MLE12-Zellen fiihrte in den Lungen der
traumatisierten Tiere zu einer signifikant erhéhten MPO-Aktivitdt im Vergleich zur Trauma-
Kontrollgruppe (DH + PBS). Die Kontrollgruppen nach Instillation von 1x10* und 1x10’
nekrotischen, sowie 1x107 apoptotischen MLE12-Zellen zeigten tendenziell erniedrigte

MPO-Aktivitdt im Vergleich zur Negativkontrolle (PBS).

3.6.3. Untersuchung der Zytokin-/Chemokinkonzentration in der Bronchoalveoliiren

Lavagefliissigkeit

Die Spiegel von KC in der BAL zeigten sich zum untersuchten 12 h-Zeitpunkt nach Trauma
in allen traumatisierten Tieren gegeniiber den Kontrollgruppen signifikant erhoht
(Abb. 22 A). Die Instillation von 1x107 nekrotischen und apoptotischen sowie von 1x10*
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nekrotischen MLE12-Zellen fiihrte zu einer signifikanten Erhohung der KC-
Konzentrationen in der BAL gegeniiber der Trauma-Kontrollgruppe (PBS) und den Tieren,
welchen 1x10* apoptotische Zellen appliziert worden waren. SchlieBlich war zu beobachten,
dass die Instillation von 1x10* nekrotischen Zellen nach Trauma auch gegeniiber den
traumatisierten Tieren, denen 1x107 apoptotische Zellen instilliert worden waren, zu einer
signifikanten Erhohung der KC-Konzentration in der BAL fiihrte. Die G-CSF-Spiegel in der
BAL waren in allen untersuchten traumatisierten Tieren gegeniiber den nicht traumatisierten
Tieren signifikant erhoht (Abb. 22 B). Die Instillation von 1x10* nekrotischen MLE12-
Zellen flihrte in  den traumatisierten Tieren im Vergleich zu den anderen
Interventionsgruppen zum grofiten, jedoch von den anderen Gruppen nicht signifikant
verschiedenen, Anstieg der G-CSF-Konzentrationen. MCP-1 zeigte sich lediglich in der
Trauma-Kontrollgruppe sowie nach Instillation von nekrotischen Zellen (1x10* und 1x107)
in der BAL traumatisierter Tiere gegeniiber den jeweiligen Kontrollgruppen ohne Trauma
signifikant erhoht (Abb. 22 C). Fiir IL-6, IL-10, IL-1p und TNFa konnten in der BAL keine
signifikanten Konzentrations-unterschiede zwischen traumatisierten Tieren und nicht

traumatisierten Tieren festgestellt werden (ohne Abb.).

3.6.4. Untersuchung der lokalen Entziindungsantwort in der Lunge

Fiir KC war in der Lunge 12 Stunden nach Trauma in allen Tieren ein signifikant erhohter
Spiegel im Vergleich zu den Kontrollgruppen zu beobachten (Abb. 22 D). AuBerdem war
die KC-Konzentration nach Instillation von 1x107 apoptotischen, nekrotischen und 1x10*
nekrotischen Zellen signifikant gegeniiber den Tieren der Trauma-Kontrollgruppe (DH +
PBS) und den traumatisierten Tieren, denen 1x10* apoptotische MLE12-Zellen instilliert
worden waren, erhoht. Die Instillation von 1x10* nekrotischen Zellen fiihrte zu einer
signifikanten Erhohung der Konzentrationen von KC in der posttraumatischen Lunge im
Vergleich zu Tieren, denen 1x10” apoptotische Zellen instilliert worden waren. Die
Kontrollgruppen zeigten zueinander keine signifikanten Unterschiede in Bezug auf die
vorhandenen KC-Spiegel. Die G-CSF-Konzentration war in allen traumatisierten Tieren
gegeniiber den Kontrollgruppen erhéht, zeigte jedoch nur nach Instillation von 1x10%
nekrotischen Zellen Signifikanz (Abb. 22 E). Die MCP-1-Konzentrationen waren in der
Lunge 12 Stunden nach Trauma in allen Tieren signifikant gegeniiber den Kontrollgruppen
erhoht (Abb.22 D). Der MCP-Spiegel nach Instillation von 1x107 apoptotischen,
nekrotischen und 1x10 nekrotischen Zellen wies auBerdem eine signifikante Erhdhung in
den Tieren der Trauma-Kontrollgruppe (DH + PBS) und den traumatisierten Tieren, denen
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Abb. 22: Enzyme-linked immunosorbent assay zur Bestimmung der Konzentrationen von
keratinocyte-derived chemokine (KC), granulocyte-colony stimulating factor (G-CSF) und
monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) in der bronchoalveoliiren Lavagefliissigkeit (BAL) (A-
C) und der Lunge (D-F) 32 Stunden nach Instillation von Phosphat-gepufferte Salzlésung (PBS),
apoptotischen (apopt.) oder nekrotischen (nekrot.) Maus-Lungen-Epithelzellen (je 1x10% oder 1x10’)
in Kontrolltieren sowie C57BL/6-Mdusen nach double hit (DH), bestehend aus stumpfem
Thoraxtrauma (TxT) und zokaler Ligation und Punktion (Zeitpunkt der Instillation 4 h nach TxT).
Messung der Extinktion bei 450 nm. (n=6-8/Gruppe). Berechnung der Konzentration mittels einer
aus  Standardkonzentrationen erstellten Eichgeraden. *p<0,05 vs. korrespondierender
Kontrollgruppe, +p<0,05 vs. DH + PBS, #p<0,05 vs. DH + 1x10%apopt. Zellen, §p<0,05 vs. DH +
1x10" nekrot. Zellen, one-way ANOVA, SNK, Mittelwert + Standardfehler. Das Experiment wurde Ix
(unabhdngig) durchgefiihrt.
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Die Instillation von 1x104 nekrotischen Zellen filihrte zu einer signifikanten Erhohung der
Konzentrationen von MCP-1 in der posttraumatischen Lunge im Vergleich zu Tieren, denen
1x107 apoptotische Zellen instilliert worden waren. Die analysierten Werte fiir MIP-2 in der
Lunge wiesen nach Instillation apoptotischer Zellen in traumatisierten Tieren gegeniiber den
jeweiligen Kontrollgruppen eine signifikante Reduktion auf. Dagegen blieben die Werte
aller anderen Gruppen ohne Unterschiede zueinander (ohne Abb.).

Fiir die Spiegel von IL-1B, TNFa, IL-10 und IL-6 in der Lunge war in keiner der
untersuchten Gruppen ein signifikanter Unterschied gegeniiber den Kontrollen zu

verzeichnen (ohne Abb.).

3.6.5. Untersuchungen der systemischen Entziindungsantwort

Die beobachteten Konzentrationen von IL-6, IL-10, KC, TNFa, G-CSF und MCP-1 im
Plasma zeigten sich in allen traumatisierten Tieren zum evaluierten 12 h-Zeitpunkt nach
Trauma, unabhéngig von der jeweiligen Intervention gegeniiber den Tieren der Trauma-
Kontrollgruppe signifikant erhoht (DH + PBS) (Abb. 23 A-F). Die Instillation von 1x10*
apoptotischen Zellen fiihrte zu einer signifikanten Reduktion des IL-6-Spiegels im Plasma
der traumatisierten Tiere gegeniiber der Trauma-Kontrollgruppe (DH + PBS) (Abb. 23 A).
Im Gegensatz hierzu zeigte sich nach Instillation von 1x10* nekrotischen Zellen eine
signifikante Erhohung der IL-6-, IL-10- und KC-Konzentration im Vergleich zu allen
anderen traumatisierten Tiergruppen (ausgenommen DH + 1x107 nekrotische Zellen) (Abb.
23 A-C). Die Gruppen-Profile von KC und MCP-1 zeigten eine hohe Ahnlichkeit. So waren
die Verhiltnisse der Chemokin-Konzentrationen hier nahezu identisch (Abb. 23 C und F).

In den untraumatisierten Tieren zeigte sich fiir keine der untersuchten Interventionen eine

Erhohung beziiglich der hier gemessenen Zytokin-/Chemokinkonzentrationen.
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ADbb. 23: Enzyme-linked immunosorbent assay zur Bestimmung der Konzentrationen von Interleukin-
6 (IL-6) (4), Interleukin-10 (IL-10) (B), keratinocyte-derived chemokine (KC) (C), Tumornekrose-
faktor-o. (TNFa) (D), granulocyte-colony stimulating factor (G-CSF) (E) und monocyte
chemoattractant protein-1 (MCP-1) (F) im Plasma 32 Stunden nach Instillation von Phosphat-
gepufferter Salzlosung (PBS), apoptotischen oder nekrotischen Maus-Lungen-Epithelzellen (je 1x10*
oder Ix10’) in Kontrolltieren sowie C57BL/6-Mcusen nach double hit (DH), bestehend aus stumpfem
Thoraxtrauma (TxT) und zékaler Ligation und Punktion (Zeitpunkt der Instillation 4 h nach TxT).
Messung der Extinktion bei 450 nm. (n=9-12/Gruppe). Berechnung der Konzentration mittels einer
aus  Standardkonzentrationen erstellten  Eichgeraden. *p<0,05 vs. korrespondierender
Kontrollgruppe, +p<0,05 vs. DH + PBS, §p<0,05 vs. DH + Ix10° apopt. Zellen, #p<0,05 vs. DH +
Ix107 apopt. Zellen, ~p<0,05 vs. DH + Ix1 0’nekrot. Zellen, one-way ANOVA, SNK, Mittelwert £
Standardfehler. Das Experiment wurde Ix (unabhdngig) durchgefiihrt.
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3.6.6. Caspase-3 Westernblot an Lungenhomogenat

Um die Aktivitdt der Caspase-3 in der Lunge der Versuchstiere untersuchen zu konnen,
wurden Westernblot Analysen durchgefiihrt. Dabei war zu beobachten, dass die Instillation
von 1x10* nekrotischen Zellen zu einer leichten Erhéhung der Menge an aktiver Caspase-3
in posttraumatischen Lungen im Vergleich zu den Kontrolltieren (PBS) oder den
traumatisierten Tieren, welchen 1x10* apoptotische Zellen appliziert worden waren (Abb.

24), fiihrte.

aktive C-3 (17/19 kDa)
B-Aktin (45 kDa)

1x10°  PBS  1x10* Neg.
apopt. nekrot. Kitrl.
Zellen Zellen

B DH

o | IS SEEES ive 3 (17/19 04
B-Aktin (45 kDa)

1x10” PBS 1x107 Neg.-
apopt. nekrot. Ktrl.
Zellen Zellen

Abb. 24: Reprdsentative Westernblot Analyse zur Quantifikation der aktiven Caspase-3 (Cleaved
Caspase-3 (Aspl75), aktive C-3 (17/19 kDa)) im Lungenhomogenat, 12 Stunden (h) nach CLP und
32 h nach Instillation von 1x10° (4) oder 1x10° (B) apoptotischen oder nekrotischen Maus-Lungen-
Epithelzellen sowie Phosphat-gepufferter Salzlosung (PBS) in Kontrolltieren sowie C57BL/6-
Mdusen nach double hit (DH), bestehend aus stumpfem Thoraxtrauma und zokaler Ligation und
Punktion. Als Negativkontrolle wurde nicht traumatisierten Kontrolltieren PBS instilliert (Neg.-
Ktrl.). Zur Normalisierung diente der korrespondierende [-Aktin Re-Blot (-Aktin (45 kDa)) (n=2-
3/Gruppe), Gezeigt ist jeweils einer von zwei unabhdngigen Blots.

Bei Tieren, denen eine hohe Anzahl an MLE12-Zellen instilliert worden war, zeigte sich eine
leichte Erhohung der Caspase-Aktivitit nach Instillation von 1x107 apoptotischen MLE12-
Zellen, gegeniiber den Kontrolltieren (PBS). Dagegen war in traumatisierten Tieren nach
Instillation von 1x10” nekrotischen Zellen keine Erhohung gegeniiber den traumatisierten

Kontrolltieren feststellbar.
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3.6.7. Nachweis des akuten septischen Lungenschadens durch immunhistologische

Verfahren

Die TUNEL-Férbung zur spezifischen Detektion von apoptotischen/nekrotischen Zellen in
der Lunge zeigte in den traumatisierten Tieren eine gegeniiber den Kontrollgruppen
tendenziell erhohte Anzahl an TUNEL-positiv gefarbten Zellen in der Lunge.

Eine signifikant erhhte Anzahl TUNEL-positiver Zellen, nach Instillation einer hohen
Anzahl apoptotischer Zellen, war im Vergleich zur korrespondierenden untraumatisierten
Kontrollgruppe (PBS) sowie zur Trauma-Kontrollgruppe (DH + PBS) zu beobachten. Des
Weiteren zeigte sich ein signifikant verringertes TUNEL-Signal bei Tieren nach Instillation
von 1x10* nekrotischen Zellen, verglichen mit traumatisierten Tieren nach Instillation von

1x107 apoptotischen MLE12-Zellen.
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Abb. 25: Auswertung der TdT-mediated dUTP-biotin nick end labeling (TUNEL) gefdrbten,
paraffinfixierten Lungengewebsschnitte 32 Stunden nach Instillation von Phosphat-gepufferter
Salzkésung (PBS), apoptotischen (apopt.) oder nekrotischen (nekrot.) Maus-Lungen-Epithelzellen
(je Ix10” oder 1x10’) in Kontrolltieren sowie C57BL/6-Mdusen nach double hit (DH), bestehend aus
stumpfem Thoraxtrauma (TxT) und zokaler Ligation und Punktion (Zeitpunkt der Instillation 4 h
nach TxT). TUNEL-positive Zellen wurden in jeweils 10 Gesichtsfeldern (high-power-fields, HPF)
pro Prdparat bei 200-facher Vergrofierung ausgezdihlt (n=4/Gruppe). *p<0,05 vs.
korrespondierende Kontrollgruppe, +p<0,05 vs. DH + PBS, #p<0,05 vs. DH + 1x10’apopt. Zellen,
one-way ANOVA, SNK, Mittelwert + Standardfehler.

In Hématoxylin/Eosin gefdrbten histologischen Schnitten (Abb. 26) waren in den
Traumagruppen 12 h nach Trauma deutliche Zeichen eines Lungenschadens zu erkennen.
Insbesondere Charakteristika der Akuten Lungen Entziindung wie alveoldre Einblutungen,
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Fortsetzung von Abb. 26
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Abb. 26: Himatoxylin/Eosin-gefiirbte Lungengewebsschnitte von untraumatisierten Kontrolltieren
(linke Spalte) und traumatisierten C57BL/6-Mdusen nach double hit (DH), bestehend aus stumpfem
Thoraxtrauma und zokaler Ligation und Punktion, sowie der Instillation von Phosphat-gepufferter
Salzlgsung (PBS) (DH+PBS), oder von 1x10° bzw. 1x10 apoptotischen (apoptot.) oder nekrotischen
(nekrot.) Maus-Lungen-Epithelzellen (rechte Spalte). 100-fache VergrifSerung.

Verdickung der alveoliren Widnde sowie die Ausbildung hyaliner Membranen, als
Kennzeichen fiir die (Zer-)Storung der alveolokapilldren Barriere, wurden in den Lungen
aller Traumagruppen und demgegeniiber in keiner der untraumatisierten Kontrollgruppen
beobachtet. Beim Vergleich der Traumagruppen untereinander zeigten sich insbesondere in
den Lungen der Tiere nach Instillation von 1x10* nekrotischen Zellen sichtbar schwerere

Lungenschiden. Vor allem die Anzahl der alveoldren Einblutungen war hier deutlich erhdht.

Zur Validierung der Befunde zur Apoptose-Aktivitdt im Lungengewebe der untersuchten
Versuchstiere, wurde neben der Analyse durch das TUNEL-Verfahren (Abb. 25) die
Caspase-3-Aktivitdt immunhistochemisch untersucht (Abb. 27) (siehe 3.3.3.). Es zeigte sich,
dass in den untraumatisierten Tieren, unabhéngig von der jeweiligen Intervention, keine,
nach Instillation von 1x107 apoptotischen Zellen, allenfalls eine sehr geringe Caspase-
Aktivitdt beobachtbar war. Demgegeniiber zeigten die traumatisierten Tiere, abhdngig von
der Intervention, Unterschiede in der Anzahl Caspase-3 geférbter Zellen. Die groBte Anzahl
wurde in den traumatisierten Tieren nach Instillation einer hohen Anzahl apoptotischer
Zellen beobachtet. Die Menge Caspase-3-gefdarbter Zellen in traumatisierten Tieren nach
Instillation einer niedrigen Anzahl apoptotischer Zellen zeigte sich gegeniiber der
Traumakontrolle (DH + PBS) leicht erhoht, wihrend die Anzahl nach Instillation einer
niedrigen Anzahl nekrotischer Zellen im Vergleich zu beiden vorgenannten Gruppen
verringert war. Zusammenfassend war es durch die Caspase-3-Farbung moglich, die

Beobachtungen der TUNEL-Féarbungen (Abb. 25) weitgehend zu bestitigen.
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Fortsetzung von Abb. 27

DH + 1x107 nekrot. Zellen

Abb. 27: Immunhistochemischer Befund zur Caspase-3-Aktivitdt (rotbraun) an Lungengewebs-
schnitten von untraumatisierten Kontrolltieren (linke Spalte) und traumatisierten C57BL/6-Mdusen
nach double hit (DH), bestehend aus stumpfem Thoraxtrauma und zékaler Ligation und Punktion,
sowie der Instillation von Phosphat-gepufferter Salzlosung (PBS) (DH+PBS), sowie von 1x10* bzw.
Ix10" apoptotischen (apopt.) oder nekrotischen (nekrot.) Maus-Lungen-Epithelzellen (rechte

Spalte). Zur Kernfdrbung (blau) wurde Bisbenzimidlosung (blau-violett) verwendet. 200-fache
Vergrofserung.
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4. Diskussion

4.1. UV-C induziert eine hohe Apoptose-Rate an Maus-Lungen-Epithelzellen

Ziel dieser Studie war es zunichst, ein standardisiertes Protokoll fiir die zuverldssige
Induktion einer hohen Apoptose-Rate in einer Sekundérzelllinie zu erreichen. Dazu wurden
MLE12-Zellen [183] verwendet. Im Zuge zahlreicher Versuchsreihen wurde ein Verfahren
durch UV-C Bestrahlung optimiert, mit Hilfe dessen eine sehr gut reproduzierbare Apoptose-
Rate induziert werden konnte. Als grundlegend sind hierzu die Arbeiten von Fadok und
Mitarbeitern anzusehen, in denen die Apoptose-Induktion an Jurkat-T-Zellen durch zehn
Minuten UV-Expositon bei 245 nm (= UV-C) durchgefiihrt wurde und nach zwei bis vier
Stunden eine Apoptose-Rate von 60-80% beobachtet wurde [45],[81]. In der vorliegenden
Arbeit wurden MLE12-Zellen fiir 60 sec mit UV-C (0,148 Jls/cm?) bestrahlt und 6 h nach
Bestrahlung zu >70% als apoptotisch identifiziert. Mikroskopisch zeigte sich das Stadium
der frithen Apoptose durch den Verlust der Adhdrenz der MLE12-Zellen wenige Stunden
nach Bestrahlung. Die Zellen rundeten sich ab und gingen in die Suspension iiber. Das
Medium wurde schlieSlich abgenommen und enthielt den oben beschriebenen hohen Anteil
an apoptotischen Zellen.

Die Apoptose wurde durch verschiedene Untersuchungen zur Charakterisierung des
Vitalitdtsstatus der Zellen nachgewiesen. Die Hauptuntersuchungsmethode stellte dabei die
durchflusszytometrische Analyse der Zellen nach Farbung mit dem Vitalfarbstoft AnnexinV
(FITC-Kanal) und dem Avitalfarbstoff 7 Aminoactinomycin D (7-AAD; PE-Kanal) dar. Wie
vorbeschrieben, exponieren friith apoptotische Zellen Phosphatidylserin (ein Phospholipid in
der Membran tierischer und pflanzlicher Zellen) auf ihrer Oberflache [73],[150]. Dieses wird
damit fiir den nicht membrangéngigen Liganden AnnexinV zuginglich, welcher spezifisch
an den Phosphatidylserin-Rezeptor bindet [150]. Im Gegensatz dazu ist 7-AAD eine nicht
membrangingige Substanz, die bei Vorhandensein groferer Poren in der zelluldren
Membran (typischerweise bei spiter Apoptose und Nekrose) in die Zellen eindringen kann
[134]. Dort gelangt sie iiber den Zellkern, sofern dieser noch nicht vollstindig desintegriert
ist, zur DNA-Doppelhelix. Hier interkaliert der Farbstoft, begleitet von einer Verdnderung
des Fluoreszenzspektrums, spezifisch zwischen Cytosin und Guanin [178]. Durch positive
Féarbung mit AnnexinV bei gleichzeitig negativem Signal fiir 7-AAD werden Zellen als friih
apoptotisch identifiziert (d.h. die Zellmembran ist noch intakt, aber die Zellen exponieren
Phosphatidylserin an ihrer Oberflache). Farben die Zellen sich fiir AnnexinV und 7-AAD
positiv, hat die Zelle ihre Integritét verloren. In diesem Fall ist sowohl Phosphatidylserin, an
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der inneren oder &dufleren Seite der Zellmembran, als auch die DNA-Doppelhelix der Zelle
zuginglich. Der Verlust der zelluldren Integritdt ist ein markantes Merkmal sterbender
Zellen. Spit apoptotische und sekundir nekrotische Zellen sind AnnexinV und 7-AAD
positiv. Eine Unterscheidung zwischen diesen beiden physiologischen Zustinden der Zelle
ist folglich durch die hier geschilderte Methode nicht zweifelsfrei moglich. Es wurde daher
zusétzlich eine zytomorphologische Untersuchung der MLE12-Zellen nach UV-C-
Exposition am Mikroskop (nach Hemacolor®-Féarbung) durchgefiihrt und die Zellen als
apoptotisch identifiziert (siehe 3.1.). So wiesen die Zellen eine zunehmend eosinophile
Féarbung auf, zeigten sich im Vergleich zu vitalen Zellen deutlich geschrumpft und an ihrer
Oberflache war eine deutliche Bldschenbildung zu erkennen. Der Zellkern wurde in den
untersuchten Zellen sichtbar und das Chromatin verdichtete sich. Ein weiterer Nachweis des
apoptotischen Charakters der Zellen wurde durch die deutliche Erhéhung der Caspase 3/7-
Aktivitit erbracht. Hier zeigte sich die Aktivitdt in den untersuchten Zellen gegeniiber den
Kontrollzellen etwa dreifach erhoht (siehe 3.1.). In Zusammenschau mit dem Ergebnis des
dariiber hinaus durchgefiihrten TUNEL-Assays, bei dem sich die UV-C-exponierten Zellen
zu liber 80% TUNEL-positiv geférbt zeigten (siehe 3.1.), konnte angenommen werden, dass
es sich, bei den so vorbereiteten Zellen, um apoptotische Zellen handelte.

Die Induktion von Nekrose wurde durch die dreimal aufeinanderfolgende Exposition der
Zellen in fliissigem Stickstoff und langsames Auftauen bei Raumtemperatur erreicht [74].
Der Erfolg dieser Methode wurde mittels durchflusszytometrischer Analyse nach AnnexinV/
7-AAD Fiarbung bestimmt (siehe 3.1.). Im Anschluss an die vorgenannte Prozedur war iiber
90% nekrotisches (7-AAD positives/AnnexinV negatives) Zellmaterial zu beobachten. In
einem dhnlichen Ansatz erreichten Yoon et al. eine Apoptoserate von ca. 70%. Dabei wurde
ebenfalls UV-C-Strahlung, jedoch zur Apoptose-Induktion an humanen Jurkat- und HeLa-

Epithelzellen sowie an primdren Maus-Thymozyten verwendet [186].

4.2. Die Instillation apoptotischer, nekrotischer und vitaler Zellen in die gesunde
Mauslunge induziert eine selektive (lokale) transiente inflammatorische

Reaktion

Ziel dieser Studie war die Untersuchung der Hypothese:

1. Die Prdsenz einer grofien Menge von apoptotischen Epithelzellen in der gesunden Lunge

induziert eine pulmonale Entziindungsreaktion mit sekunddrer Lungenschddigung.

Dabei sollten die Effekte der Instillation einer die Phagozytosekapazitit der
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Alveolarmakrophagen {iibersteigende Zellzahl in einer intakten Lunge untersucht und
mogliche Unterschiede in der Verwendung von apoptotischen sowie nekrotischen MLE12-
Zellen herausgearbeitet werden. Die Erwartung zielte vor allem in die Richtung, dass das
Uberschreiten der Phagozytosekapazitit im zeitlichen Verlauf zur Ausbildung einer
Entziindungsreaktion mit pulmonaler Schidigung fiihrt.

Um den Einfluss der apoptotischen, nekrotischen und vitalen Zellen auf die gesunde Lunge
bestimmen zu konnen, wurde C57BL/6-Miusen mit 1x10* eine geringe und 1x10’
demgegeniiber eine hohe Zellzahl instilliert. Die Analyse der Proben erfolgte 5 min, 6 h und
24 h nach Instillation des jeweiligen Materials.

In einer vergleichbaren Studie untersuchten Wang et al. die Wirkung apoptotischer Zellen
nach Instillation in die Rattenlunge [179]. Dabei konnten sie insbesondere 28 Tage nach
Instillation histologische Verdnderungen im Vergleich zu Tieren, denen die gleiche Menge
an vitalen Zellen instilliert wurde, beobachten [179]. In dieser Studie wurden jedoch
Primirzellen aus der BAL gesunder Donortiere verwendet [179]. Sie beobachteten dartiber
hinaus in der BAL der untersuchten Tiere nach Instillation von apoptotischen Zellen erhohte
Konzentrationen an TNFa nach 1 Tag und TGFf nach 7 Tagen [179]. Durch Markierung der
apoptotischen Zellen wurde die Phagozytose durch Makrophagen quantifiziert. Nach 4 h
wurden etwa 50% und nach 24 h > 85% der instillierten Zellen phagozytiert [179].

In einer weiteren Studie, an gesunden Mausen, zeigten sich 24 h nach intravendser Injektion
(retroorbital) von 5x107 apoptotischen oder nekrotischen Splenozyten (Primirzellen) keine
Effekte in Bezug auf die Zytokinkonzentration von IFN-y oder IL-4 im Uberstand von 24 h
bzw. 48 h ex vivo kultivierten und stimulierten (anti-CD3 und anti-CD28) Splenozyten [74].
Damit fiihrte die Zellinstillation nicht zu einer Verdnderung der T-Helferzellen Typ 1- (TH1)
oder 2 (TH2)-Antwort [74].

Aufgrund des methodischen Aufwands der in dieser Arbeit durchgefiihrten Apoptose-
Induktion an den MLEI12-Zellen, verbunden mit einer Induktionseffizienz von ca. 40%,
wurde keine hohere Zellzahl als die verwendeten 1x107 Zellen zur Instillation verwendet.
Um die Vergleichbarkeit der beobachteten Effekte zu gewéhrleisten, wurden die Zellzahlen
fiir apoptotische und nekrotische MLE12-Zellen analog appliziert.

Wie unter 3.2 beschrieben, war es durch die hohe Effektivitit der Nekrose-Induktion
dagegen moglich, eine Zellzahl von 1x10% MLE12-Zellen im Instillationsvolumen von
100 pul PBS zu suspendieren. Hohere Zellzahlen sind jedoch in diesem Fall aufgrund der
dann vorhandenen groBen Viskositit der Suspension (100 pl), bei gleichbleibendem

Instillationsvolumen nicht moglich.
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In dieser Studie zeigten sich insbesondere in Folge der Instillation von nekrotischem
Zellmaterial auf Zytokin-Ebene deutliche Effekte. So konnte nach Instillation einer hohen
nekrotischen Zellzahl 5 min nach Instillation eine signifikante Erhohung des IL-6-/IL-10-
Spiegels in der BAL beobachtet werden (siehe 3.3.1.). Dieser Effekt schwéchte sich 6 h und
24 h nach Instillation zunehmend ab. Interessanterweise fiihrte die Instillation einer hohen
nekrotischen Zellzahl in Bezug auf das Zytokin KC, ein funktionales Homolog zum
humanen IL-8, zu einer signifikant erhohten Konzentration direkt nach Instillation (0 h) und
erreichte seine maximale Hohe zum 6 h-Zeitpunkt. Es ist bekannt, dass Nekrose die Reaktion
des angeborenen Immunsystems induziert und so zur Ausbildung einer Entziindungsantwort
beitrigt [94],[141]. Dabei besitzen die durch Nekrose frei werdenden Gefahrenmolekiile, die
sog. Danger Associated Molecular Patterns (DAMPs) (wie Nukleinsduren (RNA, DNA und
ATP), Kernproteine (e.g. HMGB 1) und Proteasen) durch Bindung an foll-like receptors
(TLRs), vermittelt tiber Myeloid Differentiation Primary Response Factor (MyD88) und den
Transkriptionsfaktor NF-xB, das Potential, die Expression von pro- und anti-
inflammatorischen Zytokinen/Chemokinen zu aktivieren [ 172]. Dariiber hinaus konnten Perl
und Kollegen zeigen, dass IL-6 bereits praformiert in den Zellen des Lungengewebes
vorliegt [126]. Es wire demnach denkbar, dass in der Lunge auch unmittelbar nach
Instillation durch eine Rezeptor-vermittelte Freisetzung von préformiertem IL-6 eine
Erhohung in der BAL zu beobachten ist. Insbesondere die maximale Erhéhung von KC 6 h
nach Instillation spricht fiir eine de novo Synthese durch residente oder in die Lunge
eingewanderte Zellen, wie Makrophagen oder PMN. Ein vergleichbares Expressionsprofil
beobachteten Armstrong und Kollegen im Rahmen eines Modells der chirurgischen Wunde
an weiblichen C57BL/6-Méusen [6]. Dabei konnten sie zeigen, dass insbesondere
Endothelzellen KC exprimierten [6]. Sechs Stunden nach Gewebsverletzung wurde im
Gewebehomogenat eine deutliche Erhohung des KC-Spiegels beobachtet [6].

Fadok et al. beobachteten sowohl fiir friih als auch fiir spdt apoptotische Zellen vergleichbare
Effekte [46],[139]. So fiihrte die Instillation von apoptotischen Neutrophilen in die
Mauslunge zur Sekretion von TGFf, das anti-inflammatorisch wirkt und an
Zellproliferations- und Differenzierungsprozessen beteiligt ist [46],[139]. Dagegen wurde in
diesem Zusammenhang keine Erhdhung pro-inflammatorischer Faktoren, wie TNFa oder
MIP-2 beobachtet [46],[139]. Damit besteht zumindest fiir einige Stunden der situative
Effekt, dass die apoptotischen Zellen von Phagozyten erkannt und, wie unter 1.7
beschrieben, aus dem Alveolarraum eliminiert werden [46],[139]. Dass der Prozess der

Phagozytose apoptotischer Primédrzellen (Thymozyten) nicht in jedem Fall ohne
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immunologische Konsequenzen bleibt, wurde durch intravendse Injektion apoptotischer
Zellen in gesunde C3H-Miuse gezeigt, bei der die Bildung von Autoantikdrpern zu
beobachten war [112]. Lysierte Zellen induzierten die Freisetzung von IL-10 durch
Makrophagen [112]. Dieser Effekt war maBlgeblich auf das Vorhandensein von Serin
Proteasen, hier v.a. der neutrophilen Elastase, zuriickzufiihren [46]. Fiir die in dieser Studie
verwendeten MLEI12-Zellen ist jedoch kein erhohtes Vorhandensein von Proteasen
beschrieben (vgl. hierzu die Zellcharakterisierung im Anhang).

Der Riickgang der Zytokinspiegel ist durch die kontinuierliche Beseitigung der DAMPs
durch Proteasen, DNasen und andere Faktoren zu erkldren, die insbesondere von
neutrophilen Granulozyten freigesetzt werden [8],[64]. Andererseits kann die Erh6hung der
Chemokine in der BAL auch darauf zuriickzufiihren sein, dass die untersuchten Faktoren
bereits im instillierten nekrotischen Zellmaterial (PBS-Suspension) vorlagen. Ausgehend
von der Annahme, dass MLEI12-Zellen in vitro, bei Vorhandensein optimaler
Wachstumsbedingungen, keine inflammatorischen Mediatoren in groferer Menge
exprimieren, miissten diese durch die Behandlung der Zellen zur Induktion der Nekrose im
Vorfeld der Instillation synthetisiert worden sein. Dies wiirde aufgrund des methodischen
Vorgehens der drei aufeinanderfolgenden Gefrier-/Auftauzyklen innerhalb weniger Minuten
jedoch ebenso bedeuten, dass die untersuchten Chemokine/Zytokine entweder im Zuge des
physikalischen Stresses durch Kontakt mit dem fliissigen Stickstoff de novo gebildet
wurden, oder aber bereits in aktiver Form intrazelluldr kompartimentiert (eingeschlossen in
Vesikel) vorhanden waren. MLE12-Zellen zeigten sich im Rahmen eines in vitro Modells
der Hypoxie mit anschlieBender Reoxigenierung in der Lage eine Vielzahl von
Zytokinen/Chemokinen, wie KC, MCP-1, MIP-2, RANTES und IL-6 zu exprimieren [ 159].
De Paepe et al. wiesen nach, dass Hypoxie die Expression und Sekretion von Fas/FasL durch
MLEI12-Zellen induziert [39],[40]. Die verwendete Methode der Nekrose-Induktion ist
jedoch nicht mit einer mehrstiindigen Hypoxie vergleichbar. Nach Stimulation mit IL-13
exprimieren MLE12-Zellen vermittelt iiber Intelectin MCP-1 [63]. Nach Stimulation mit
LPS konnte im Kulturiiberstand von MLE12-Zellen IL-6 nachgewiesen werden [187]. Das
bedeutet, dass die Zellen bei Vorhandensein eines entsprechenden exogenen Reizes in der
Lage sind IL-6 zu exprimieren und zu sekretieren. Eine andere Arbeitsgruppe konnte
weiterfiihrend zeigen, dass die Exposition von MLE12-Zellen mit CD95 zu einer MyD88-
abhingigen gesteigerten Expression von KC fiihrte [1],[16],[52]. Hieran wird erkennbar,
dass MLE12-Zellen durchaus in der Lage sind, pro-inflammatorische Mediatoren zu

exprimieren. Es zeigt sich jedoch auch, dass dazu ein zelluldrer Stressreiz, wie Hypoxie oder
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PAMPs (wie LPS) vorliegen miissen [39],[40]. Gerade der Anstieg der KC-Konzentration,
sechs Stunden nach Instillation, ist demnach voraussichtlich auf eine Reaktion residenter
und/oder eingewanderter Zellen der Lunge zuriickzufiihren.

Die Instillation einer niedrigen Zellzahl von 1x10* fiihrte weder bei apoptotischem noch
nekrotischem Instillat zur einer nennenswerten Verdnderung der Konzentration der
untersuchten Zytokine/Chemokine (IL-6, IL-10 und KC) in der BAL. Dies ist darauf
zuriickzufiihren, dass die Phagozytosekapazitit/Clearance ausreichend war, um die
instillierten apoptotischen Zellen und auch das nekrotische Zellmaterial aus dem
intraalveolaren Raum zu entfernen und Entziindungsmediatoren (DAMPs) durch Aktivitét
von Proteasen zu inaktivieren. Wie bereits beschrieben, scheinen Proteasen sowohl an der
Inaktivierung der DAMPs als auch iiber die Aktivierung der IL-10-Expression an der
Induktion der Apoptose von Neutrophilen und der Verlingerung der Vitalititsdauer von
Makrophagen beteiligt zu sein [5],[36],[88]. Brouckaert et al. konnten zeigen, dass sowohl
apoptotische als auch nekrotische Zellen durch Makrophagen erkannt und phagozytiert
werden [24]. Dabei wurde in beiden Féllen die Beteiligung eines Phosphatidylserin
abhiangigem Mechanismus beobachtet [24]. Die hierzu durchgefiihrten in vitro Experimente
mit speziellen L929sAhFas-Zellen (genetisch modifizierte Fibroblasten) zeigten in beiden
Féllen der Phagozytose keine Expression pro-inflammatorischer Zytokine durch die
Makrophagen [24].

Der Proteingehalt der BAL zeigte sich 5 min nach Instillation einer hohen Anzahl
nekrotischer MLE12-Zellen (1x107) tendenziell gegeniiber den anderen untersuchten
Gruppen erhoht. Dies liegt insofern nah, dass die instillierten Zellen durch die
Gefrier-/Auftauzyklen physikalisch aufgebrochen wurden und so die Freisetzung zuvor
eingeschlossener zelluldrer Bestandteile erfolgte, die zu einem groBen Teil aus Proteinen
zusammengesetzt sind. Insbesondere zytosolische Faktoren wurden so freigesetzt und zum
frithen Zeitpunkt (fiinf Minuten nach Instillation) in der BAL messbar. Es scheint eher
unwahrscheinlich, dass die Instillation einer grofen Menge nekrotischen Zellmaterials
wihrend der untersuchten Zeitpunkte eine Schrankenstorung ausgelost hat, die ihrerseits zu
einer Erh6hung des Proteingehalts gefiihrt hitte. Diese Annahme wird durch Daten zur
Zytokin-/Chemokinkonzentration im Plasma gestiitzt. Dort konnten sowohl nach Instillation
einer hohen als auch einer niedrigen Anzahl an nekrotischen und apoptotischen Zellen in die
gesunde Mauslunge fiir IL-6, IL-10, KC und MCP-1 keine nennenswerten Verdnderungen
im Vergleich zu den PBS-Kontrolltieren beobachtet werden. Demnach wurde durch die

Instillationen, unabhingig vom Vitalititsstatus der verwendeten MLE12-Zellen, keine

79



systemische Verdnderung induziert. Diese Beobachtungen sprechen gegen das Vorliegen
einer Storung der Blut-Luft-Schranke in den Lungen der untersuchten Tiere. Gegen eine
Schrankenstorung spricht weiterhin der frithe Zeitpunkt der Probengewinnung. So kann
davon ausgegangen werden, dass es innerhalb von wenigen Minuten nicht zu einer
Schadigung der zelluldren Integritit des Alveolarepithels durch Kontakt mit nekrotischem
Zellmaterial kommt.

Fadok et al. haben in Experimenten mit lysierten Granulozyten gezeigt, dass eine Ko-
Inkubation mit Makrophagen zur Bildung von pro- und anti-inflammatorischen Mediatoren,
wie MIP-2, TNFa und IL-10 fiihrt [46]. In diesen Experimenten wurde deutlich, dass die
Inkubation mit Membranbestandteilen eher eine anti-inflammatorische und die Inkubation
mit den 16slichen Bestandteilen der lysierten Zellen eine pro-inflammatorische Reaktion
induziert [46]. Die erhdhte Proteinkonzentration in der BAL nach Instillation von 1x10’
nekrotischen MLE12-Zellen scheint zum ersten Untersuchungszeitpunkt mit den ermittelten
Zytokin-/Chemokinkonzentrationen zu korrelieren. So zeigten sich analog dem Proteinlevel
in der BAL auch IL-6, IL-10 und KC unmittelbar nach Instillation (5 min) signifikant
gegeniiber den Kontrollen erhoht. Wéihrend nach 6 und 24 h dann abfallende
Konzentrationen des Proteinlevels und fiir IL-6 und IL-10 beobachtet wurden, zeigte sich
die Konzentration von KC nach 6 h maximal erhoht. Schlief3lich ist damit zumindest fiir KC
von einer endogenen Erh6hung der Konzentration beispielsweise durch KC-Synthese von
residenten Makrophagen auszugehen. Hier zeigt sich die besondere Bedeutung des zeitlichen
Profils der vorgenommenen Messungen. Insbesondere die spezifische Kinetik der
verschiedenen inflammatorischen Parameter kann gerade an Maiusen aufgrund des
begrenzten Probenmaterials und dem Stresseffekt kontinuierlicher Messverfahren nicht
vollstédndig untersucht werden.

Die Instillation vitaler, nekrotischer und apoptotischer Zellen in hoher Anzahl (1x107) fiihrte
zu keinem der untersuchten Zeitpunkte zu signifikanten Verdnderungen in der pulmonalen
MPO-AKktivitit. Es ist daher anzunehmen, dass die Instillationen, zumindest hinsichtlich der
hier gewidhlten Messzeitpunkte, zu keiner gesteigerten Einwanderung oder Aktivierung von
neutrophilen Granulozyten aus dem Blut und angrenzendem Gewebe gefiihrt haben. Dies
erscheint insofern bemerkenswert, dass gerade bei Vorhandensein apoptotischer Zellen ein
verstarktes Auftreten von Phagozyten zu erwarten gewesen wire. Mdglicherweise erfolgt
die Beseitigung des apoptotischen Materials durch Phagozytose (auch Efferozytose) jedoch
schrittweise, so dass mit der verwendeten Zellzahlermittlung zu definierten Zeitpunkten

(O h, 6 h und 24 h nach Instillation) keine messbaren Verdnderungen beobachtet werden
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konnten.

Hinsichtlich der ebenfalls bei der Ermittlung der Gesamtzellzahl zu beriicksichtigenden
Makrophagen-Zellen ist das Verhéltnis von zu phagozytierender Zelle und Makrophage von
Relevanz. So wurde darauf hingewiesen, dass die Instillation von 40 Millionen
apoptotischen Zellen einem Verhiltnis von Makrophagen/apoptotische Zellen von ca. 1/3
entspricht [81]. Ubertrigt man dieses Verhiltnis auf die vorliegende Studie, ist hier von
einem Verhéltnis der Makrophagen zu den apoptotischen/nekrotischen/vitalen MLE12-
Zellen von ca. 1:0,75 auszugehen. Demnach entfallen in der vorliegenden Studie auf eine
instillierte Zelle, unabhingig von ihrem Vitalititsstatus, mehr als eine Makrophagen Zelle in
der murinen Lunge. Es muss angenommen werden, dass die Clearance-Kapazitit damit nicht
tiberschritten wird. Wie bereits beschrieben, konnten Wang und Kollegen zeigen, dass vier
Stunden nach Instillation 50% und nach 24 h > 85% der 1x10° instillierten apoptotischen
Zellen (Splenozyten) von Makrophagen aufgenommen wurden [179]. In dieser Studie wurde
ebenfalls gezeigt, dass die Instillation vitaler Zellen auch 28 Tage nach Instillation keine
Effekte hinsichtlich der pulmonalen Apoptose-Rate (TUNEL- und Caspase-Aktivitit) oder
einer Zytokin-Induktion (TNFa und TGFp) hervorrief [179]. Im Gegensatz dazu zeigten sich
28 Tage nach Instillation apoptotischer Zellen deutliche morphologische Verdnderungen in
den Lungen der untersuchten Tiere, einschlieBlich deutlicher Hinweise auf eine erhdhte
Anzahl apoptotischer Zellen [179]. Da in der vorliegenden Studie diese spiteren Zeitpunkte
nicht untersucht wurden, ist nicht auszuschliefen, dass insbesondere die apoptotische

Zellinstillation Langzeiteffekte hervorruft.

4.3. Die Instillation von Lungenhomogenat und einer sehr hohen Anzahl nekro-
tischer Maus-Lungen-Epithelzellen (1x108) in die gesunde Mauslunge induziert

einen kurzzeitigen Anstieg inflammatorischer Mediatoren

Ziel dieser Studie war die Untersuchung der Hypothese:

2. Syngenes Gewebe (Lungenhomogenat) und eine hohe Zahl nekrotischen Zellmaterials
fiihrt, intrapulmonal deponiert, in gesunden Tieren zur Induktion einer pulmonalen Ent-

ztindungsreaktion.

Nachdem die Instillation von 1x107 vitalen, apoptotischen oder nekrotischen MLE12-Zellen
in gesunden Tieren keine inflammatorische Reaktion induzierte, wurde in einer weiteren

Studie der Einfluss einer hoheren Anzahl nekrotischer MLE12-Zellen (1x10%) und murinem
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Lungenhomogenat in vivo untersucht. Dazu wurden die Effekte der nekrotischen Zellen 6
Stunden nach Instillation sowie des Lungenhomogenats 5 Minuten, 2 Stunden und 6 Stunden
nach Instillation gewéhlt. Die Daten zur Bestimmung der Zytokinspiegel in der Lunge
wurden jeweils auf die Proteinmenge des betreffenden Organs bezogen. So wurde es
moglich absolute Aussagen zur Menge der untersuchten Faktoren zu treffen. Die Messung
von IL-10 und IL-6 im Homogenat (vor Instillation) zeigte fiir IL-10 eine leicht erhdhte
Konzentration gegeniiber der Kontrollgruppe (PBS 6 h), wihrend IL-6 auf Kontrolllevel lag.
Die Instillation des physikalisch aufgeschlossenen Lungenhomogenats fiihrte zu einer
bereits finf Minuten (0h) nach Instillation messbaren Erhohung der
Entziindungsmediatoren, hier vor allem des pro-inflammatorischen Zytokins IL-6 und des
vorwiegend anti-inflammatorischen Zytokins IL-10. Crestani et al. zeigten im Rahmen von
in vitro-Experimenten mit Ratten-ATII-Zellen, dass diese spontan IL-6 sekretieren [37]. Die
gleiche Arbeit zeigte auch, dass die Expression durch IL-1p und TNFa vor allem in humanen
ATII-Sekundérzellen (A549) in vitro synergistisch induziert wurde [37]. In vivo konnte
dagegen keine spontane IL-6-Expression nachgewiesen werden. Vielmehr wurde in der
fibrotischen Lunge eine deutliche Erh6hung der IL-6-Expression in Alveolar Typ II (ATII)-
Zellen beobachtet [37]. In der vorliegenden Arbeit wurde die ektomierte Lunge unmittelbar
auf Eis gelagert und die Priparation des Lungenhomogenats vor der Instillation erfolgte
ebenfalls bei 4°C. Es ist demnach davon auszugehen, dass gerade die Expression/Sekretion
in Folge der verminderten biologischen Aktivitit bei 4°C allenfalls eine marginale Rolle
spielt. Fadok et al. weisen auf die Fahigkeit nekrotischer Zellen die Produktion von MIP2,
TNFa und IL-10 zu induzieren hin, machen jedoch zugleich darauf aufmerksam, dass diese
Effekte in Abhéngigkeit von der untersuchten Zellart und dem jeweiligen Stimulationsgrad
stehen [49]. SchlieBlich ist anzumerken, dass aufgrund der geringen Anzahl der hier
verwendeten Versuchstiere (n=4), zwar eine Erh6hung der IL-6- und IL-10-Konzentration
beobachtet, jedoch keine signifikanten Unterschiede nach Instillation festgestellt wurden.

Die ausgesprochen deutliche Erhohung des IL-10-Spiegels in der BAL fiinf Minuten nach
Instillation l4sst demgegeniiber eher auf pulmonale Effekte schlieBen. So kann die Erhéhung
durch die unmittelbare Ausschiittung von IL-10 als Reaktion der Mauslunge auf die
eingebrachten Faktoren des (nekrotischen) Lungenhomogenats induziert worden sein.
In vitro-Studien mit nekrotischen (lysierten) Zellen legen dabei eine besondere Rolle der
residenten Makrophagen nahe. So fiihrte die Ko-Inkubation nekrotischer neutrophiler
Granulozyten, im Gegensatz zu nekrotischen Jurkat-Zellen (Lymphozyten), zu einer

Stimulation der IL-10-Sekretion bei murinen und humanen Makrophagen [46].
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Interessanterweise zeigen Munoz et al., dass insbesondere primér nekrotische Zellen, deren
Nekrose durch mechanischen Stress induziert wurde, die Sekretion von IL-10 durch
Makrophagen vermindern [118]. Durch die frithe Erhéhung der IL-10-Konzentration nach
Instillation von nekrotischem Zellmaterial (Lungenhomogenat) in der vorliegenden Studie,
muss jedoch davon ausgegangen werden, dass lediglich residente, nicht aber eingewanderte
Zellen am beobachteten IL-10-Spiegel in der BAL beteiligt sind. Die in der hier dargestellten
Arbeit und auch in den Vorarbeiten vorgenommenen Messungen an unbehandelten Lungen
zeigten regelméfig kaum messbare Spiegel von IL-10. Dagegen konnten dort zumindest
messbare Konzentrationen von IL-6 beobachtet werden. Dariiber hinaus ist anzunehmen,
dass im reinen Lungenhomogenat (vor Instillation) vorhandenes IL-10, zumindest zum Teil,
auch in der BAL (nach Instillation) messbar war.

Der Protein-Gesamtgehalt der BAL zeigte sich insbesondere nach Instillation des
nekrotischen Zellmaterials deutlich gegeniiber der Kontrolle erhoht (3.3.). Dies steht in guter
Korrelation mit den unter 4.2. diskutierten Ergebnissen, wo die Instillation von 1x10’
nekrotischen Zellen bereits einen sichtbaren Effekt auf den Gesamtproteingehalt der BAL
zur Folge hatte. Auch hier ist es zum Aufbrechen und dem damit verbundenen Freiwerden
zuvor intrazellulirer Faktoren gekommen. Ahnliches lisst sich auch als Erklirung fiir relativ
hohe Spiegel des ermittelten Proteingehalts im reinen Lungenhomogenat anfiihren. Durch
die physikalische Aufschlussvariante der Homogenation wurden die Zellen aus ihrem
Gewebeverband geldst und zu groBen Teilen mechanisch aufgebrochen. Durch diese
Verfahren wurde die Integritét der Zellen bzw. des Gewebes zerstort und damit verschiedene
Gefahrenmolekiile (DAMPs), wie HMGBI1 [149], Harnsdure [160], ATP [67] und andere
freigesetzt. Dass es infolge der Instillation dieses DAMP-Cocktails nicht zu einer Induktion
der Entziindungsmediatoren, iiber den ersten Messzeitpunkt hinaus, gekommen ist, lag
moglicherweise an der Wahl der Messzeitpunkte.

AbschlieBend ldsst sich festhalten, dass die Instillation von Lungenhomogenat in die
gesunde Mauslunge zu kurzfristigen inflammatorischen- und Protein-Effekten gefiihrt hat,
die sich aufgrund der lokalen Clearance-Kapazitit in kurzer Zeit (hier 6 h) wieder

normalisieren.
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4.4. Die Instillation von Lungenhomogenat nach der Induktion einer thoraxtrauma-
induzierten septischen Lungenschiidigung fiihrt zu einer Verstirkung der
beobachteten Entziindungsantwort in Plasma und bronchoalveolirer Lavage-

fliissigkeit

Ziel dieser Studie war die Untersuchung der Hypothese:

3. Durch die gezielte Applikation syngenen Gewebes (Lungenhomogenat) nach Trauma wird

der Schweregrad des septischen ALI friih nach intrapulmonaler Applikation erhéht.

Um zu untersuchen, welche Effekte auf immunologischer Ebene die Instillation von
Lungenhomogenat im Anschluss an die Induktion einer thoraxtrauminduzierten septischen
Lungenschidigung in der Maus induziert (vgl. [127]), wurde entsprechend traumatisierten
C57BL/6-Midusen vier Stunden nach zdkaler Ligation und Punktion murines
Lungenhomogenat instilliert. Um initiale und konsekutive Effekte gut voneinander
abzugrenzen, wurden die Proben unmittelbar (0 h) und sechs Stunden nach Instillation
analysiert. Dazu wurden die Zytokin-/Chemokinkonzentrationen in der Lunge, der BAL und
im Plasma sowie die Zellzahl und der Proteingehalt in der BAL bestimmt. Als
Vergleichsgruppen wurden in dieser Studie zum einen Tiere verwendet, die nicht
traumatisiert waren und denen PBS instilliert wurde. Zum anderen dienten Tiere als
Kontrolle, die ebenfalls nicht traumatisiert waren, denen dariiber hinaus jedoch intratracheal
Lungenhomogenat verabreicht wurde.

Die Instillation von PBS und Lungenhomogenat fiihrte bei nicht traumatisierten
Kontrolltieren zu keinem der untersuchten Zeitpunkte zu einer Erhohung der ermittelten
Zytokinspiegel im Plasma (KC, IL-10 und G-CSF) (3.4.1.). Demgegeniiber wurden zum
Zeitpunkt unmittelbar nach Instillation in traumatisierten Tieren signifikante Erhohungen
des Plasmaspiegels von KC in beiden Gruppen (DH + PBS und DH + Lungenhomogenat)
beobachtet. 6 h nach Instillation in traumatisierten Tieren konnte im Plasma fiir KC und
G-CSF eine gegeniiber dem vorhergehenden Zeitpunkt (0 h) verstdrkte Erhéhung im
Vergleich zu den Kontrollgruppen beobachtet werden. Die Instillation des
Lungenhomogenats nach Trauma fiihrte zu keiner signifikanten Verdnderung der
Zytokinspiegel im Vergleich zu den traumatisierten Kontrolltieren. Dies deutet auf eine
bereits maximal ausgeprigte Antwort des Immunsystems bzw. eine maximale
Entziindungsreaktion nach Trauma hin, welche durch das Vorhandensein von

Gewebehomogenat (nach 0 und 6 h) nicht weiter verstirkt wurde. Die beobachteten
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Konzentrationen von KC und G-CSF sind in Analogie zu den signifikanten Erh6hungen im
gleichen Tiermodell zur akuten septischen ALI zum 12 h-Zeitpunkt zu sehen [111]. In dieser
Studie wurden dariiber hinaus auch signifikant erhhte Werte fiir IL-6 und IL-10 im Plasma
beobachtet [111]. Dass diese Erhohungen in der vorliegenden Arbeit nicht beobachtet
wurden, liegt vermutlich an dem um sechs Stunden vorverlagerten Messzeitpunkt nach
Trauminduktion. Insgesamt kann hier festgehalten werden, dass die systemische
Entziindungsreaktion nach double-hit durch die Instillation von Gewebehomogenat im
untersuchten Zeitfenster nicht verstirkt wurde.

In der BAL zeigte sich 6 h nach Instillation des Lungenhomogenats in traumatisierten Tieren
fiir KC eine signifikante Erhohung gegeniiber allen anderen untersuchten Gruppen (3.4.2.).
Fiir die traumatisierten Tiere, denen kein Lungenhomogenat appliziert worden war, war
keine signifikante Alteration der untersuchten Zytokine/Chemokine (KC, IL-6, IL-10 und
TNFa) in der BAL zu beobachten. Die Instillation des Lungenhomogenats zeigte hingegen
in nicht traumatisierten und in traumatisierten Tieren eine signifikante Erhohung des
Zytokinspiegels in der BAL fiir IL-10 und IL-6 (5 min nach Instillation) sowie TNFa 6 h
nach Instillation. Zunéchst ist anzumerken, dass sich die unter 5.3 diskutieren Ergebnisse
mit signifikanter Erhohung der IL-6- und IL-10-Konzentration in der BAL in nicht
traumatisierten Tieren unmittelbar nach Instillation und fehlender Erhéhung nach 6 h
bestitigt finden. Die Erhohung von KC deutet auf die Aktivierung residenter Makrophagen
und alveolarer Epithelzellen hin, welche durch die Sekretion von KC die Einwanderung von
neutrophilen Granulozyten forcieren [64]. Vergleichbare Studien zeigen ebenfalls eine
Erh6hung von KC in der BAL nach Lipopolysaccharid (LPS)-induzierter ALI, Trauma oder
hdmorrhagischem Schock [54],[78],[89]. Schlieflich handelt es sich bei dem eingebrachten
Homogenat um einen DAMP-Cocktail, welcher eine Vielzahl von Alarminen enthilt. Dies
sind Proteine wie HMGB-1 und IL-33, aber auch Proteasen, Membranbestandteile und
RNAs, die sich extrazellulir als pro-inflammatorische Substrate auszeichnen
[19],[28],[67],[81]. So werden immunologisch relevante Zellen alarmiert und rekrutiert. Die
ohnehin vorhandene Gewebeschiddigung in Folge des double-hit induzierten ALI wird damit
als Signal fiir geweberegenerierende Zellen zusétzlich verstirkt. Zum untersuchten
Zeitpunkt, 6 h nach Instillation, filhrte damit gerade die Instillation von Homogenat und
Trauma zu einer verstdarkten Rekrutierung von PMN, was sich auch in der PMN-Zahl der
BAL (3.4.5.) wiederspiegelt. Dabei ist jedoch einschrankend anzumerken, dass auch die
Instillation von Lungenhomogenat ohne Trauma, 6 h nach Instillation, zu einem deutlichen

Anstieg der Zellzahl in der BAL gefiihrt hat. Hierbei konnte es sich um Zellen handeln, die
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durch die chemotaktisch aktiven Faktoren (DAMPs) in die Lunge rekrutiert wurden, wie
Makrophagen und weitere Leukozyten [76],[ 109],[184].

Die Erhohung von TNFa weist auf eine Entziindungsreaktion in der Lunge hin. Lomas-Neira
et al. zeigten in TNFa-defizienten Méusen, dass die pathologischen Effekte der durch Sepsis
(CLP) und Hamorrhagie induzierten ALI deutlich vermindert wurden [104]. Weckbach et al.
haben im Modell der thoraxtraumainduzierten septischen ALI gezeigt, dass der Tumor
Nekrose Faktor Rezeptor 1 (TNFR1)-vermittelte Signalweg an der Pathophysiologie der ALI
beteiligt ist [182]. So wurden an TNFRI-defizienten Tieren deutlich verminderte
histologische Schiden beobachtet [ 182]. Insbesondere die beobachtete Erhohung von TNFa
in der BAL, 6 h nach Instillation, ist als Indiz dafiir zu werten, dass die Instillation von
Lungenhomogenat in die vorgeschidigte aber insbesondere auch in die gesunde Lunge zu
einer, hier zunichst lokalen, inflammatorischen Antwort gefiihrt hat. Diese Interpretation
wird durch die verdnderten Zytokinkonzentrationen in der Lunge (3.4.3.) untermauert. So
konnten dort zahlreiche Verdnderungen beziiglich der untersuchten Zytokine nach
Instillation des Lungenhomogenats ermittelt werden. Ein hoher Spiegel von IL-6 unmittelbar
nach Instillation von Homogenat, nach Trauma und auch ohne Trauma, kann hinsichtlich der
Quelle nicht eindeutig beurteilt werden. Zum einen kann es sich dabei um unmittelbar in
Folge der Instillation lokal freigesetztes, bereits zuvor vorhandenes IL-6 handeln, das
unmittelbar sekretiert wurde. Dass IL-6 zelluldr vorgeformt existiert, konnte fiir Peripheral
Blood Mononuclear Cells (PBMCs; hierzu zdhlen u.a. Lymphozyten und Leukozyten) im
Menschen nach Cancanavalin A-Stimulation gezeigt werden [11]. Zum anderen kann hierbei
jedoch auch eingebrachtes IL-6 gemessen worden sein.

Die Instillation von Lungenhomogenat in traumatisierten Tieren fithrte unmittelbar nach
Instillation zu einer signifikanten Reduktion der MIP-2- und KC-Spiegel in der Lunge im
Vergleich zur Trauma-Kontrollgruppe (3.4.3.). Dies konnte auf einen Verdiinnungseffekt
nach Instillation zuriickzufiihren sein. So zeigte sich auch in nicht traumatisierten Tieren
nach Instillation von Lungenhomogenat eine leichte (nicht signifikante) Reduktion fiir MIP-
2 und KC. Demgegeniiber wurde 6 h nach Instillation von Lungenhomogenat eine deutliche
Erh6éhung von MIP-2 und G-CSF im Vergleich zur Trauma-Kontrollgruppe beobachtet.
MIP-2 wirkt als Chemokin dhnlich wie MCP-1 und KC, auf die Migration von neutrophilen
Granulozyten und Monozyten [80],[181]. G-CSF spielt eine wesentliche Rolle in der
Mobilisierung und Aktivierung von neutrophilen Granulozyten und anderen myeloiden
Zellen des Knochenmarks [13],[157]. Damit filihrte die Instillation des Lungenhomogenats

vor allem in traumatisierten Tieren zu einer Verstirkung der Rekrutierung von (vor allem)
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neutrophilen Granulozyten in die Lunge, die sich auch in der BAL, wie nachfolgend gezeigt,
widerspiegelt.

Die Menge an Protein in der BAL zeigte sich bereits in den nicht traumatisierten
Kontrolltieren, denen Lungenhomogenat appliziert worden war, gegeniiber den
Kontrolltieren (PBS) signifikant erhoht. Dieser Effekt wurde auch durch das Trauma nicht
zusétzlich verstirkt. 6 h nach der Instillation des Homogenats konnte in der BAL der
traumatisierten und nicht-traumatisierten Tieren erheblich mehr Protein beobachtet werden,
als in den traumatisierten Kontrolltieren (ohne Instillat). Dies ist zundchst einmal fiir den 5
min-Zeitpunkt nach Instillation damit zu erkldren, dass durch die Instillation von
Lungenhomogenat bestehend aus aufgebrochenen und morphologisch intakten Zellen und
Gewebebestandteilen eine wesentliche Menge an Protein zusétzlich in die Lunge der Tiere
eingebracht wurde (siehe hierzu auch 3.4.5.). Die Instillation des Lungenhomogenats am
unbelasteten Kontrolltier scheint zu einer Belastung der gesunden Lunge zu fiihren, die auch
die Blut-/Luft-Schranke nachhaltig schidigt. Dass die beobachtete Menge an Protein auch 6
h nach Instillation in den traumatisierten Tieren gleichbleibend erhoht erscheint, deutet hier
ebenfalls auf eine Reaktion der Lunge auf das eingebrachte Instillat hin. Insbesondere der
Vergleich zur traumatisierten Lunge ohne Homogenat, deren Proteinmenge von 5 min nach
Instillation von PBS hin zum 6 h-Zeitpunkt abfillt, macht die Situation deutlich. Die
induzierte ALI-Symptomatik wird durch die Instillation von Lungenhomogenat eventuell
verstirkt, so dass die Lunge zum beobachten Zeitpunkt (6 h) offenbar nicht im Stande zu
sein scheint, die Menge an intraalveoldr vorhandenem Material signifikant zu resorbieren,
bzw. abzubauen.

Es kann zusammenfassend gesagt werden, dass sich die Inflammation durch die Instillation
von murinem Lungengewebe gegeniiber den traumatisierten Tieren, ohne Instillat, deutlich
erhoht. Dariiber hinaus zeigt sich, zumindest wenige Stunden nach Instillation, ein
Uberschreiten der Clearance-Kapazitit der Lunge. Fiir eine gewisse Persistenz dieses
Effekts sprechen die lokal erhohten Mediatoren in der BAL bzw. dem Lungengewebe auch
6 h nach Instillation von Homogenat. Um den weiteren Verlauf dieser inflammatorischen

Reaktion beurteilen zu kénnen sind Untersuchungen zu spiteren Zeitpunkten erforderlich.

4.5. Die Instillation von apoptotischen Zellen in die traumatisierte Mauslunge fiihrt

12 h nach Trauma zu einer verminderten systemischen Entziindungsreaktion

Im Rahmen dieser Studie wurde folgende Hypothese tiberpriift:
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4. Durch die gezielte Applikation einer hohen Anzahl apoptotischer/nekrotischer
Epithelzellen oder syngenen Gewebes (Lungenhomogenat) nach Trauma wird der

Schweregrad des septischen ALI mittelbar nach intrapulmonaler Applikation erhéht.

Grundlage fiir die Untersuchungen war das double-hit Modell der thoraxtrauma-induzierten
septischen Lungenschiddigung [127]. Die Instillation des apoptotischen Zellmaterials
(MLE12-Zellen) oder nekrotischen Zellmaterials (MLE12-Zellen oder Lungenhomogenat)
erfolgte unmittelbar nach der zdkalen Ligatur und Punktion, 24 h nach stumpfem
Thoraxtrauma. Durch die Instillation der Zellen direkt im Anschluss an den second-hit sollte
der Effekt einer Uberlastung der phagozytiren Kapazitit in den traumatisierten Tieren
untersucht werden. Dabei war die Prognose, dass sowohl apoptotische als auch nekrotische
Zellen infolge der Uberlastung zu einer Verstirkung des Lungenschadens und der
systemischen Entziindungsreaktion fiihren.

In der Lunge war in traumatisierten Tieren 12 h nach Instillation von 1x10” apoptotischen
MLE12-Zellen eine signifikante Reduktion der Chemokine KC und G-CSF gegeniiber den
traumatisierten Tieren nach Instillation von PBS (Kontrollgruppe) oder nekrotischen
MLEI12-Zellen zu beobachten. Diese Reduktion bestand tendenziell auch gegeniiber
traumatisierten Tieren nach Instillation von (nekrotischem) Lungenhomogenat, zeigte hier
jedoch keine Signifikanz.

Die Deponierung apoptotischer MLE12-Zellen unmittelbar nach CLP fiihrte damit zu einer
anti-inflammatorischen Reaktion. Diese Beobachtung wird unterstiitzt durch verschiedene
andere Studien, die anti-inflammatorische Effekte apoptotischer Zellen in vitro und in vivo
nachweisen konnten [32],[47],[177]. Skoberne at al. wiesen jedoch darauf hin, dass auch
pro-stimulatorische (pro-inflammatorische) Effekte durch apoptotische Zellen ausgelost
werden konnen [162]. Dies ist demnach maf3geblich von der Art der Apoptoseinduktion, dem
Typ der phagozytotischen Zelle sowie den involvierten Rezeptoren, die an der Erkennung
der apoptotischen Zelle beteiligt sind, abhingig [162]. Verschiedene Studien zeigten
weiterhin, dass apoptotische Zellen in allen Stadien ihres programmierten Zelltodes anti-
inflammatorische Effekte auslosen konnen [46],[122]. Durch Untersuchungen der
chronischen Erkrankung des Lupus Erythematodes, bei welcher unter anderem die
Beseitigung apoptotischer Zellen gestort ist, wurden durch spét apoptotische bzw. sekundir
nekrotische Zellen pro-inflammatorische Effekte induziert [15],[55]. Diese Beobachtungen
werden gestiitzt durch Studien an genetisch defizienten Miausen fiir C1q [114], die Rezeptor

Tyrosin Kinase MER [33] und MFG-ES8 [66]. All diese Faktoren sind mafgeblich an der

88



Erkennung apoptotischer Zellen und deren Phagozytose beteiligt [152].

Im Modell des isolierten Thoraxtraumas in der Ratte konnten Seitz et al. zeigen, dass die
Phagozytose von intratracheal instillierten Latex-Partikeln nach Trauma signifikant
vermindert ist [155]. Ex vivo konnten anti-inflammatorische Effekte nach Phagozytose
apoptotischer Zellen durch die Alveolarmakrophagen nachgewiesen werden [155].

Auch auf systemischer Ebene wurde eine signifikante Reduktion von KC nach Instillation
apoptotischer Zellen in traumatisierten Tieren gegeniiber der Trauma-Kontrollgruppe und
Tieren beobachtet, denen nach Trauma nekrotische MLEI12-Zellen appliziert wurden.
Dariiber hinaus zeigte sich diese Reduktion auch fiir TNFa und IL-6 nicht aber fiir G-CSF.
Dies deutet darauf hin, dass sich der anti-inflammatorische Effekt der Instillation von
apoptotischen Zellen nach Trauma auch auf die systemische Reaktion iibertragen und so zu
einer Reduktion der ins Blut sezernierten Entziindungsmediatoren gefiihrt hat.

Im Plasma zeigte sich eine signifikante Reduktion fiir IL-6 in allen traumatisierten Tieren
nach Instillation im Vergleich Trauma-Kontrollgruppe (DH + PBS). Dies deutet zunéchst
darauf hin, dass auch die Instillation von nekrotischem Zellmaterial (MLE12-Zellen und
Lungenhomogenat) zu einer anti-inflammatorischen Reaktion gefiihrt haben konnte. Diese
Beobachtung wird unterstiitzt durch Studien an lysierten Jurkat-Zellen die anti-
inflammatorische Effekte in Bezug auf die Zytokinproduktion von Makrophagen zeigten,
wogegen lysierte neutrophile Granulozyten pro-inflammatorisch wirkten [46]. In diesem
Zusammenhang ist auch die Arbeit von Hotchkiss et al. zu sehen, bei der die intravendse
Applikation von nekrotischen Zellen (Splenozyten), hier jedoch fiinf Tage vor
Sepsisinduktion durch CLP, zu einem Uberlebensvorteil dieser Tiere gegeniiber Tieren,
welchen apoptotische Zellen oder PBS appliziert wurden, gefiihrt hat [74].

Da in der vorliegenden Arbeit jedoch nur ein Zeitpunkt untersucht wurde, ist hier keine
Aussage iliber mogliche zeitabhidngige Effekte in Bezug auf die Modulation der
Entziindungsantwort durch apoptotische oder nekrotische Zellen nach akuter septischer
Lungenschidigung zu treffen. Aus diesem Grund sollten Folgestudien durchgefiihrt werden,
die die Entziindungsreaktion nach Instillation von apoptotischen/nekrotischen Zellen als
therapeutische Intervention im Rahmen der akuten septischen Lungenschadigung im
zeitlichen Verlauf untersuchen.

In der BAL war weder nach Instillation von apoptotischen MLE12-Zellen noch
nekrotischem Zellmaterial (MLE12-Zellen oder Lungenhomogenat) eine signifikante
Verdnderung der Zytokinkonzentrationen von IL-6, IL-10, KC oder G-CSF in

traumatisierten Tieren messbar. Alle Zellinstillationen flihrten zu einer leichten (nicht
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signifikanten) Reduktion von IL-6, KC und G-CSF in den traumatisierten Tieren. Eine
isolierte Betrachtung der beobachteten Effekte der Instillation apoptotischer MLE12-Zellen
nach Trauma legt den Schluss nahe, dass auch in der BAL (analog zu den vorangehend
diskutierten Effekten in Plasma und Lunge) eine anti-inflammatorische Charakteristik
induziert wurde. Um diesen Zusammenhang jedoch zweifelsfrei herstellen zu kdnnen, ist ein
Versuchsdesign mit einer hoheren Untersuchungspopulation erforderlich. Verminderte
Zytokinlevel nach Instillation von nekrotischem Zellmaterial in die traumatisierte Lunge
konnten zum Beispiel aus einer bestehenden Wechselwirkung der durch die nekrotischen
Zellen freigesetzten DAMPs wie HMGBI1, Harnsdure oder ATP bestehen. Die Instillation
von nekrotischem Zellmaterial und dem damit einhergehenden DAMP-Cocktail induziert
nach Vorschddigung der Lunge durch Thoraxtrauma und die systemische Inflammation
infolge der zokalen Ligation und Punktion eine Uberlastung der phagozytiren Kapazitit in
der Lunge, so dass auch 12 h nach Instillation noch eine groBe Menge an DAMPs in der
Lunge verblieben ist. Dariliber hinaus fiihrt die polymikrobielle Sepsis dazu, dass der
gesamte Organismus betroffen ist und grofle Mengen an neutrophilen Granulozyten {iber den
Blutkreislauf an die Peripherie transportiert werden. Damit sind in der Lunge weniger
neutrophile Granulozyten verfiigbar, die aus dem Blut einwandern und sich an der
Elimination der DAMPs beteiligen konnen. Diese Annahme wird durch die Beobachtung
eines signifikant erhohten Proteingehalts der BAL, 12 h nach Instillation von
Lungenhomogenat, im Vergleich zu den traumatisierten Tieren nach Instillation von PBS
(Kontrolle) und nekrotischen Zellen und einer demgegeniiber nicht signifikant verédnderten
Gesamtzellzahl in der BAL unterstiitzt. Letztgiiltigen Aufschluss hieriiber wiirde eine
differenzierende Bestimmung der einzelnen Zellpopulationen in der BAL geben. In Bezug
auf die Uberschreitung der Clearance-Kapazitit wurden etwas schwichere, wenngleich
signifikante Effekte auch in Folge von Instillation apoptotischer Zellen nach thoraxtrauma-
induzierter Schidigung der Lunge beobachtet. Hierfiir konnten Effekte sekundérer Nekrose
und die damit einhergehende Freisetzung proteolytischer, pro-inflammatorischer Substanzen
ursdchlich sein. Ren et al. machen in einer klinischen Studie darauf aufmerksam, dass
Neutrophile auch im einem morphologisch gut charakterisierbaren Stadium spéter Apoptose
sehr effektiv phagozytiert werden, was eher gegen Effekte durch sekundidre Nekrose
sprechen wiirde [139].

Bemerkenswert ist, dass die untraumatisierten Kontrolltiere in der BAL erhohte
Konzentrationen von IL-6 und IL-10 zwdlf Stunden nach Instillation von apoptotischem

oder nekrotischem Zellmaterial im Vergleich zur Kontrollgruppe (PBS) aufwiesen, wihrend
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diese Effekte in Lunge und Plasma nicht zu beobachten waren. Nekrotisches Zellmaterial
induzierte dariiber hinaus erhdhte Werte fiir KC in der BAL zum untersuchten Zeitpunkt.
Diese Ergebnisse sind zundchst einmal im Vergleich zu den unter 4.2 diskutierten
Beobachtungen zu sehen. Dort fiihrte die Instillation von 1x10” apoptotischen Zellen in die
Lunge unbehandelter Tiere zu keiner signifikanten Verdnderung der Konzentration von IL-
6, IL-10 oder KC nach 0 h, 6 h oder 24 h. Das wesentliche Unterscheidungsmerkmal der
Studien 4.2 und 4.4 sind die untersuchten Zeitpunkte sowie die Kontrollbehandlung der Tiere
mit sham Prozeduren zum Thoraxtrauma und der zékalen Ligation und Punktion. Wie in
vorangehenden Studien gezeigt wurde, fithren die genannten sham Prozeduren nicht zu einer
signifikanten Verdnderung der Zytokinspiegel in der BAL [111],[127]. Demnach sind die
beobachteten Effekte mit groBer Wahrscheinlichkeit auf das instillierte Zellmaterial
zuriickzufithren. In Zusammenschau mit den Ergebnissen in 4.2 folgt demnach, dass die
Instillation von apoptotischen MLE12-Zellen nicht 0 h, 6 h und 24 h, wohl aber 12 h nach
Instillation eine signifikante Erh6hung der Konzentrationen von IL-6 und IL-10 in der BAL
untraumatisierter Tiere induziert. Da diese Resultate aus der Synthese zweier verschiedenen
Studien gefolgert werden, miissen sie in einer Folgestudie verifiziert werden. Gleiches gilt
fiir die Erhohung der Zytokinspiegel nach Instillation von nekrotischem Zellmaterial
(MLE12-Zellen) in gesunden Tieren. Hier wurde in 4.2 eine signifikante Erh6hung von IL-6
und IL-10 unmittelbar nach Instillation und fiir KC unmittelbar und 6 h nach Instillation in
der BAL beobachtet.

Zusammen mit der hier diskutierten Studie zeigt sich eine erneute Erh6hung von IL-6 und
IL-10 12 h nach Instillation. Interessanterweise stellt sich KC bei 3 der 4 Messzeitpunkte (0
h, 6 hund 12 h) signifikant erhoht dar. Die Instillation von Lungenhomogenat in die gesunde
Mauslunge fiihrte, wie unter 4.3 beschrieben, unmittelbar nach Instillation zur einer erhohten
IL-10-Konzentration in der BAL, wogegen sich diese 2 h und 6 h nach Instillation wieder
auf Kontrolllevel zeigte. Auch hier muss der beobachtete Anstieg von IL-10 und KC (in 4.3
nach 0 h, 2 h und 6 h unverindert) in der BAL 12 h nach Instillation durch eine Folgestudie
untersucht werden.

Abschliefend ldsst sich festhalten, dass die Deponierung einer hohen Zahl apoptotischer
Zellen, entgegen der Hypothese, zu einer Reduktion der inflammatorischen Parameter zum
untersuchten Zeitpunkt (12 h) gefiihrt hat. Dies spricht dafiir, dass trotz der hohen Zahl
instillierter apoptotischer Zellen (1x107) auch nach Trauma eine hinreichende phagozytire
Kapazitdt erhalten geblieben ist und dass die positiven Effekte apoptotischer Zellen auf die
Immunmodulation [32],[47],[177] potentiell destruktive Effekte (iiber)kompensiert
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haben [46],[162].

4.6. Die Instillation von apoptotischen/nekrotischen Zellen im Rahmen des ALI-
Modells in der Maus fiihrt zu einer differenzierten Verinderung der Entziin-

dung in Abhiingigkeit von der verwendeten Zellzahl

Im Rahmen dieser Studie wurden folgende Hypothesen {iberpriift:

5. Durch die gezielte Applikation einer kleinen Menge apoptotischer/nekrotischer Epithel-
zellen kann der Schweregrad des septischen ALI vermindert, durch die gezielte Applika-
tion einer hohen Menge apoptotischer Epithelzellen dagegen kann der Schweregrad des

septischen ALI erhoht werden.

Ausgangspunkt fiir die Untersuchungen stellte das double-hit Modell der thoraxtrauma-
induzierten septischen Lungenschiddigung dar [127]. Die Instillation der apoptotischen oder
nekrotischen MLE12-Zellen erfolgte vier Stunden nach Applikation des Thoraxtraumas und
damit 20 h vor der zdkalen Ligatur und Punktion. Dabei sollte durch die Instillation
apoptotischer MLEI12-Zellen ein anti-inflammatorischer Phéanotyp der
Alveolarmakrophagen hervorgerufen werden [12],[47],[48],[148]. Dieser, so die Hypothese,
fihre dann dazu, dass die untersuchten Tiere fiir die nachfolgende septische
Lungenschiadigung weniger empfinglich sein wiirden und es damit insgesamt zu einem
milderen Verlauf der beobachteten Lungenschiadigung kommt.

Alternativ dazu konnten Hotchkiss und Mitarbeiter zeigen, dass im Rahmen der CLP-
induzierten Sepsis in der Maus, die intravendse Injektion apoptotischer Zellen das Uberleben
signifikant verschlechtert [74]. Demgegeniiber fiihrte die Injektion nekrotischer Zellen zu
einer signifikanten Verbesserung der Uberlebensrate [74]. Als Zellmaterial wurden 5x10’
gamma-bestrahlte apoptotische bzw. Gefrier-/Auftauzyklen unterzogene nekrotische
Splenozyten (Primédrzellen) verwendet [74]. Die zeitgleiche Injektion der Zellen mit der
CLP-Prozedur fiihrte zu keinem Uberlebensvorteil, unabhingig vom Vitalstatus der
instillierten Zellen. Effekte waren erst nachweisbar, als die Injektion fiinf Tage vor CLP
Intervention durchgefiihrt wurde. Die inflammatorischen lokalen oder systemischen
Konsequenzen wurden in dieser Studie jedoch nicht untersucht, so dass zur genaueren
Analyse dieses Bereichs Folgeuntersuchungen durchgefiihrt werden sollten.

In unserer Studie wurde der 12 h-Zeitpunkt nach Sepsisinduktion durch CLP zur

Untersuchung der Tiere verwendet. Die Wahl des Zeitpunkts richtete sich vor allem nach
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dem in vorangegangenen Studien detailliert beschriebenen thoraxtraumainduzierten
septischen Lungenschaden [111],[127],[ 182]. So war in den genannten Studien insbesondere
12 Stunden nach CLP eine Vielzahl der charakteristischen Merkmale der ALI zu beobachten
(siehe 1.4; [127]). Dazu sind eine erhohte Apoptoserate in der Lunge, eine Storung der
alveolar-kapillaren Barriere und Verénderungen in der Histologie der Lunge zu zihlen.
Letztere zeichnet sich durch Infiltrate, vor allem Granulozyten im intraalveoliren Raum,
eine zerstorte alveolire Architektur, verdickte Alveolarwinde und Odembildung aus.

Die Instillation von 1x10* apoptotischer Zellen nach Trauma zeigte systemisch im Plasma
fiir IL-6 eine signifikante Reduktion der Konzentration im Vergleich zu den Kontrolltieren.
Eine analoge Tendenz war fiir IL-10 zu beobachten. Isoliert betrachtet spricht dies fiir einen
anti-inflammatorischen Effekt einer geringen Anzahl apoptotischer Zellen, wie in der
Ausgangshypothese angenommen. Gestiitzt wird diese Beobachtung durch Daten anderer
Studien [12],[47],[48],[110],[148],[177]. Voll et al. konnten zeigen, dass die Gegenwart
apoptotischer Zellen wihrend der Aktivierung von Monozyten durch LPS dazu fiihrt, dass
letztere das anti-inflammatorische IL-10 sekretieren, sowie die Sekretion der pro-
inflammatorischen Faktoren TNFa, IL-1 und IL-12 supprimieren [177]. Fadok et al.
Konnten zeigen, dass diese anti-inflammatorischen Effekte durch TGFp, Prostaglandin E2
und Platelet-Activating-Factor (PAF) vermittelt werden und der Phosphatidylserin-Rezeptor
auf der Oberfliche von Phagozyten ein Schliisselrolle beim Erkennen und Phagozytieren
apoptotischer Zellen durch Makrophagen spielt [47],[48].

Ein anderes Bild zeigte sich bei der Untersuchung der BAL. Hier fiihrte die Instillation
apoptotischer MLE12-Zellen (1x10%) zu einer signifikanten Reduktion der Konzentration
von MCP-1, wohingegen die Konzentration von KC und G-CSF zum untersuchten Zeitpunkt
gegeniiber den PBS-Kontrolltieren unverdndert blieb (Abb. 22, S. 65). MCP-1, ein Ligand
des CCR2-Rezeptors, stimulierte die Reparatur in einem in vitro-Wundheilungsmodell mit
murinen ATII-Zellen [31]. Dariiber hinaus ist es ein maf3gebliches Zytokin im Rahmen der
Rekrutierung von Phagozyten in die Lunge [109]. Demnach wiirde ein reduzierter Spiegel
an MCP-1 in der Lunge zu einer verminderten Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten
aus dem extraalveoliren Raum in die Lunge fithren. Dies wird jedoch durch eine
unverdnderte Anzahl an PMN in der BAL, im Vergleich zur Trauma-Kontrollgruppe, in der
vorliegenden Studie nicht bestétigt (siche 3.6.1.). Paradoxerweise konnten McDonald et al.
durch LPS-Aktivierung von Makrophagen und nachfolgender Phagozytose apoptotischer
Jurkat-Zellen beobachten, dass die anti-inflammatorischen Effekte zwar zu einer Reduktion

der Chemokine KC und MIP-2 fiihrte, die MCP-1-Konzentration davon jedoch unbeeinflusst
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blieb [110]. Die Autoren folgerten daraus, dass die Phagozytose apoptotischer Zellen durch
Makrophagen die Rekrutierung von weiteren Monozyten aufrechterhalten, die Rekrutierung
der PMN jedoch verringern sollte [110]. Da es sich bei der vorbeschriebenen Studie jedoch
um eine in vitro Situation handelt, ist diese nur bedingt als Vergleich zur in vivo Situation
der akuten septischen Lungenschiadigung der vorliegenden Arbeit geeignet. Vielmehr ist die
Kinetik der Entziindungsmediatoren, wie sie durch den double-hit aus Thoraxtrauma und
Sepsis induziert wird wesentlich komplexer und von unzéhligen Einflussfaktoren und
zelluldren Interaktionsmustern moduliert.

Im Lungenhomogenat wurden durch keine der verwendeten Interventionen verminderte
Zytokin/Chemokin-Konzentrationen im Vergleich zu den PBS-Kontrolltieren hervorgerufen
(siche 3.6.3.). Dies ist moglicherweise darauf zurlickzufiihren, dass die apoptotischen Zellen
zum Zeitpunkt der Untersuchung (12 h nach double-hit/22 h nach Instillation) phagozytiert
waren und die Effekte in der Lunge nicht mehr messbar waren. Folgestudien, die eine
Kinetik der Entziindungsreaktion erkennen lassen, sollten zur Beantwortung dieser Frage
durchgefiihrt werden.

Ein besonderes Augenmerk ist auf die Effekte nach Instillation von 1x10* nekrotischen
Zellen zu richten. Erstaunlicherweise zeigten sich hier insbesondere bei der Analyse der
inflammatorischen Parameter in BAL, Lunge und Plasma zum Teil signifikant erhdhte
Konzentrationen im Vergleich zur Instillation einer hohen Anzahl nekrotischer Zellen oder
der Trauma-Kontrollgruppe, vor allem aber im Vergleich zur Intervention mit apoptotischen
Zellen. Ausgehend von der Rolle der PMN bei der Pathophysiologie der akuten
Lungenschidigung ist in diesem Kontext die Betrachtung der Myeloperoxidase-Aktivitat als
Nachweis der PMN-Aktivitdt in der geschiddigten Lunge von Interesse. So fiihrte die
Instillation von 1x10* nekrotischen Zellen zu einer signifikanten Erhohung der MPO-
Aktivitit gegeniiber der untraumatisierten Kontrolle und der Trauma-Kontrollgruppe (sieche
3.6.1.). Urséchlich fiir diese Erhohung kann zum einen eine erhdhte Anzahl an PMN in der
Lunge sein. Dies war jedoch anhand der Zelldifferenzierung in der BAL nicht nachweisbar.
Zum anderen kann eine erhohte Aktivitiat der PMN bei unverdanderter Anzahl vorliegen [64].
Eine leichte Erhohung der Gesamtzellzahl in der BAL deutet bei unverénderter Anzahl der
PMN in der BAL darauf hin, dass hier vor allem Lymphozyten und/oder Monozyten erhdht
waren. Betrachtet man die Konzentration weiterer PMN-rekrutierender Faktoren, zeigt sich
in der BAL und der Lunge KC besonders stark erhoht. Zusammen mit der ebenfalls
beobachteten Erhohung von G-CSF in der BAL ist davon auszugehen, dass die Instillation

einer geringen Anzahl nekrotischer Zellen, zwolf Stunden nach CLP, zu einer verstirkten
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Rekrutierung von PMN in die Lunge gefiihrt hat. Es ist daher zu vermuten, dass die
Erhohung der PMN-rekrutierenden Faktoren (wie KC und MIP-2) zum 12 h-Zeitpunkt mit
einer gewissen zeitlichen Verzogerung zur erhohten Migration der Monozyten und ihrer
konsekutiven Differenzierung zu Makrophagen gefiihrt hitte. Seitz et al. haben im Modell
eines isolierten Thoraxtraumas an der Ratte gezeigt, dass Alveolarmakrophagen ebenso wie
ATII-Zellen mafigeblich an der Produktion pro-inflammatorischer Mediatoren und deren
Sekretion nach Trauma beteiligt sind [154],[155]. Dariiber hinaus konnten sie zeigen, dass
Monozyten ihre Chemokin-Rezeptor-Expression verdndern und in die Lungen rekrutiert
werden [154],[155].

Im Rahmen der Westernblot Analyse war nach Instillation von 1x10* nekrotischen Zellen
gegeniiber den PBS-Kontrolltieren und der Instillation von 1x10* apoptotischen Zellen eine
grofBere Aktivitdt der Caspase-3 im Lungenhomogenat nachzuweisen (siehe 3.6.6.). Diese
Erh6hung konnte jedoch im Rahmen der TUNEL-Analyse an Diinnschnittpréparaten nicht
mit einer erhohten Rate an apoptotischen Zellen untermauert werden (siehe 3.6.7.).
Erkldrend dafiir kann eine gesteigerte Aktivitit der Caspase-3 in einer definierten Anzahl an
pulmonalen Zellen sein. Wie an anderer Stelle gezeigt wurde, ist die Effektorcaspase
Caspase-3 nicht nur am programmierten Zelltod sondern auch im Rahmen von Gewebs-
Differenzierung und -Regeneration beteiligt [158]. Bei den gefédrbten Zellen handelt es sich
um alveolare Epithelzellen, wahrend keine intraalveoldren apoptotischen Zellen vorhanden
waren. Dies ldsst darauf schliefen, dass die instillierten apoptotischen Zellen zum
Untersuchungszeitpunkt bereits aus der Lunge entfernt waren. Eine mogliche Erklarung fiir
die Epithelzellapoptose konnte eine unvollstindige oder verzogerte Efferozytose der
instillierten apoptotischen MLE12-Zellen sein, die zu einer sekundidren Nekrose dieser
Zellen gefiihrt hat. Sekundir nekrotische Zellen setzen dann DAMPs frei, die ihrerseits
Apoptose in umliegenden Zellen induzieren konnen. Schwulst et al. wiesen sowohl fiir
nekrotische als auch apoptotische Zellen ,trans“-Effekte nach, die in umliegenden Zellen
Apoptose auslosen [151]. In den traumatisierten Tieren waren in allen untersuchten
Lungenpréparaten Caspase-3-positive Zellen vorhanden. Dies bestétigt zum einen die
TUNEL-Untersuchungen und ist zum anderen ebenfalls ein Indiz fiir eine verminderte
Phagozytose-Kapazitéit nach Thoraxtrauma und damit einhergehende sekundére Nekrose der
instillierten MLE12-Zellen. Gerade diese Nekrose stellt im vorliegenden Modell eine
Zusatzbelastung der Lunge, durch vermehrtes Vorhandensein von DAMPs in der akuten
septischen ALI, dar und induziert so eine erhohte Apoptose-Rate in den Epithelzellen der

geschidigten Lunge. Weiteren Aufschluss hieriiber wiirde eine genauere Untersuchung der

95



chemischen Zusammensetzung der BAL liefern, die insbesondere auf das Vorhandensein der

DAMPs abzielt.

4.7. Grenzen der vorliegenden Studien und Implikationen fiir nachfolgende Unter-

suchungen

Das dieser Arbeit zugrunde liegende Maus-Tiermodell der akuten septischen ALI hat sich
als ausgesprochen geeignet zur Reproduktion des humanen Krankheitsbildes des ALI/ARDS
gezeigt [127]. Generell ist jedoch eine kritische Betrachtung der Ubertragbarkeit von
Erkenntnissen aus dem Tiermodell auf die humane klinische Situation notwendig
[106],[121],[140]. Wobei unter anderem Parameter wie Alter und Geschlecht eine
mafgebliche Rolle spielen [101]. Die hier durchgefiihrten Studien haben gezeigt, dass die
murine Lunge, insbesondere im gesunden Zustand, in der Lage ist, eine ausgesprochen hohe
Anzahl an apoptotischem aber auch nekrotischem Zellmaterial ohne nachhaltige
Schadigung, wie etwa Entziindungsreaktionen, zu beseitigen. Insgesamt wurde nach den
verschiedenen  Interventionen  nicht immer das  gleiche  Spektrum  an
Untersuchungszeitpunkten gewihlt. Die jeweils verwendeten Zeitpunkte richteten sich
mafgeblich nach den vorliegenden Erfahrungen mit dem Tiermodell in Verbindung mit der
jeweiligen Fragestellung. Durch die Verwendung der entsprechenden Kontrollen war es
jedoch stets moglich die Beobachtungen einzuordnen. SchlieBlich wurde durch die
zytologische Charakterisierung der MLE12-Zellen, auch im zeitlichen Verlauf, weitgehend
ausgeschlossen, dass Sekunddreffekte die Instillationsprozeduren beeinflussen.
Vergleichbares ist auch flir die Verwendung des Lungenhomogenats zu konstatieren. So
wurden auch hierfiir versuchsrelevante Parameter, hier vor allem die Zytokin-
/Chemokinkonzentrationen, versuchsbegleitend ex vivo bestimmt.

Die erzielten Erkenntnisse und aufgeworfenen Fragen erdffnen schlieBlich ein grofBes
Spektrum an Ankniipfungspunkten fiir Folgeuntersuchungen. In diesem Zusammenhang ist
insbesondere die Bearbeitung der Frage von Bedeutung, welche therapeutischen Effekte die
Instillation apoptotischer/nekrotischer Zellen im zeitlichen Verlauf nach Trauma (double-
hif) auslost. Damit einhergehend sollten auch Uberlebensstudien mit unterschiedlichen
Trauma-Stirken durchgefiihrt werden, die protektive und schéddigende Einfliisse der
instillierten Zellen deutlicher sichtbar machen. Zur genaueren Untersuchung der Bedeutung
von Alveolarmakrophagen im untersuchten ALI-Modell sollten z.B. Studien mit Méiusen

durchgefiihrt werden, die eine signifikant reduzierte Anzahl an Makrophagen aufweisen, wie
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z.B. Csflop Mause. Eine vorangehende Depletion der Makrophagen in C57BL/6-Tieren,
durch Instillation von Clodronate-Liposomen, ist eine denkbare Alternative. Allerdings sind
hier pro-inflammatorische Effekte in Folge der Depletion per se als problematisch
einzuschitzen.

Die vorliegenden Untersuchungen sind im Wesentlichen mit der Sekundéren Epithelzelllinie
MLE12 durchgefiihrt worden. In nachfolgenden Studien ist daher von besonderem Interesse,
welche Effekte die Instillation apoptotischer Primérzellen, wie z.B. PMN oder Epithelzellen,
auf die Pathophysiologie im murinen ALI-Modell zeigen. Auch in vitro Untersuchungen sind
naheliegend, die in Ko-Inkubationsanalysen eine mechanistische Analyse der Prozesse im
Rahmen der Effekte von apoptotischen/nekrotischen MLE12-Zellen auf die
Lungenepithelzellen ermdglichen. Hier ist jedoch ebenfalls darauf zu achten, dass in vitro
Effekte resultieren konnten, die im Gewebeverband und der dort vorherrschenden

Zellumgebung nicht entstehen wiirden.
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5. Zusammenfassung

Zunidchst wurde eine effektive Methode zur Apoptose-Induktion in Maus-Lungen-
Epithelzellen (MLE12-Zellen) etabliert, die im Anschluss daran fiir die Instillationsversuche
verwendet werden konnte. Dabei wurde besonderes Augenmerk darauf gelegt, dass ex vivo
eine klare Differenzierung von apoptotischen und nekrotischen Zellen méglich war, was
durch verschiedene immunhistochemische Verfahren (AnnexinV/7-Aminoactinomycin,
Westernblot und 7dT-mediated dUTP-biotin nick end labeling (TUNEL)) realisiert wurde.
Im zweiten Teil der Arbeit zeigte sich, dass die Instillation von 1x10* oder 1x107 vitalen oder
apoptotischen Zellen in die gesunde Lunge der Versuchstiere geringe immunologisch
erfassbare Effekte induziert. Demgegeniiber fiihrte die Instillation von 1x107 nekrotischen
Zellen zu deutlichen Verdnderungen des Zytokinprofils in der bronchoalveoldren Lavage
(BAL). Wihrend in Lungengewebe oder Plasma, unmittelbar und 6 Stunden (h) nach
Instillation, nur geringe Verdnderungen beobachtet werden konnten. 24 h nach Instillation
zeigten sich die untersuchten Parameter in allen untersuchten Gruppen normalisiert. Somit
lieBen sich nach Gabe einer hohen Zahl nekrotischer Zellen in die gesunde Mauslunge,
unmittelbare (vorwiegend) pro-inflammatorische Effekte nachweisen.

Um die maximale Auslastung bzw. Clearance-Kapazitit der murinen Lunge zu untersuchen,
wurden 1x10® nekrotische MLEI12-Zellen und Lungenhomogenat in gesunde Tiere
appliziert. Die Instillation von 10mg/100pul Lungenhomogenat fiihrte unmittelbar nach
Instillation zu einer signifikanten Erhohung von Interleukin-10 (IL-10) in der BAL, die 2 h
nach Instillation nicht mehr nachweisbar war. 6 h nach Instillation von 1x10® nekrotischen
Zellen konnte, anders als nach Gabe von Lungenhomogenat, eine deutliche Erh6hung des
Proteingehalts in der BAL beobachtet werden. SchlieBlich erwies sich die Clearance-
Kapazitit der Versuchstiere, zu den frithen Untersuchungszeitpunkten (0 h, 2 h und 6 h)
damit fiir das Lungenhomogenat als ausgesprochen hoch. Dagegen fiihrte die Instillation
nekrotischer Zellen auch 6 h nach Instillation noch zu deutlichen Anzeichen einer
Uberschreitung der lokalen Clearance-Kapazitit. Es bleibt damit vor allem im
letztgenannten Fall zu untersuchen, welche Langzeiteftekte in Folge der Verabreichung eines
hoch konzentrierten Instillats (> 1x10® Zellen) zu beobachten sind.

Um mogliche additive Effekte in der vorgeschidigten Lunge zu untersuchen, wurde die
Instillation des Lungengewebes in dieser Studie im Anschluss an einen
thoraxtraumainduzierten septischen Lungenschaden durchgefiihrt. Dabei wurde insgesamt

eine Verstirkung des Lungenschadens, zum hier gewihlten 6 h-Zeitpunkt, vor allem
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hinsichtlich der Inflammation, beobachtet. So zeigten sich insbesondere polymorphkernige
neutrophile Granulozyten (PMN)-attraktive Chemokine, wie macrophage inflammatory
protein-2 (MIP-2) und granulocyte colony stimulating factor (G-CSF) in der Lunge oder
keratinocyte-derived chemokine (KC) in der BAL, erhoht.

Zur Untersuchung additiver Effekte durch apoptotische/nekrotische Zellen, wurden diese
nach Trauma instilliert. Dabei zeigte sich 12 h nach Gabe apoptotischer Zellen insbesondere
in der Lunge eine verminderte Konzentration der Chemokine, KC und G-CSF. Zusammen
mit milderen aber in der Tendenz vergleichbaren Effekten in BAL und Plasma fiihrte die
Gabe apoptotischer Zellen in hoher Zahl, 12 h nach Trauma, zu einer verminderten
systemischen Entziindungsreaktion.

AbschlieBend wurde eine geringe (1x10*) oder eine hohe (1x107) Zellzahl apoptotischer oder
nekrotischer MLE12-Zellen, 4 Stunden nach Thoraxtrauma und somit 20 Stunden vor
zokaler Ligation und Punktion (CLP) instilliert. Die Untersuchung der histologischen und
immunologischen Effekte 12 Stunden nach CLP zeigte insbesondere nach Instillation von
1x10* nekrotischen Zellen eine Erhdhung der untersuchten Entziindungsparameter in BAL
und Plasma. Dies spricht fiir eine modulatorische Wirkung einer geringen Konzentration an
nekrotischem Zellmaterial. Ein protektiver Effekt in Bezug auf die Schwere des
Lungenschadens konnte zum hier gewéhlten Zeitpunkt, weder durch die Instillation
apoptotischer noch nekrotischer Zellen, beobachtet werden.

Insgesamt konnte die Arbeit zeigen, dass eine therapeutische Intervention durch
Verabreichung apoptotischer oder nekrotischer Zellen im Rahmen des Maus-Modells des
akuten septischen Lungenschadens moglich erscheint. Jedoch sind die dabei zu
beriicksichtigenden Parameter, wie der zeitliche Verlauf oder die Stirke des Traumas, sehr

komplex und bediirfen daher weiterer Untersuchungen.
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Anhang

Kurze Charakterisierung der in der Arbeit verwendeten murinen Epithelzellinie
MLE12

Die Murine Lungen Epithel Zellinie-12 (MLE12) wurde im Jahr 1993 durch die
Arbeitsgruppe um Kathryn Wikenheiser und Mitarbeiter isoliert. Es handelt sich dabei um
Zellen des distalen bronchioldren und alveolirem Epitheliums, die aus Lungentumoren
transgener Méuse, die das grofe virale onkogene Affenvirus 40 Tumor Antigen unter
transkriptionaler Kontrolle der Promotor Region des humanen Surfactant Protein C (SP-C)
Gens (SV-40) tragen. Diese Zellen zeichnen sich durch schnelles Wachstum, fehlende
Kontaktinhibition und eine in Kultur iiber 30-40 Passagen stabile -epitheliale
Zellmorphologie aus [183]. Dariliber hinaus weisen sie, als ATII Zelllinie, typische
Merkmale, wie die Ausbildung von Mikrovilli und zytoplasmatischer multivesikuldrer
Korperchen, auf. Weitere Charakteristika sind die Fahigkeit zur Expression von Surfactant
(SP-B und SP-C) und die Fahigkeit zur Sekretion von Phospholipiden. Dabei werden in
Folge von Stimulation durch DAMPs, wie ATP oder PMA, vor allem Phosphatidylcholin
und Sphingomyelin sekretiert.Bis zur Passage 29 konnten durch Wikenheiser et al. keine
tumorigenen Effekte der MLE12-Zellen nachgewiesen werden [183]. Kato et al. konnten
zeigen, dass die Exposition von MLE12-Zellen gegeniiber zelluldrem Stress die ERK-
Signalweg vermittelte Expression von Osteopontin induziert. Dabei wurden die Toxine
Bleomycin, Doxorubicin und Tunicamycin als exogene Stressfaktoren verwendet.
Osteopontin ist ein vielseitig funktionales Protein und spielt eine wichtige Rolle in Prozessen
wie Zellwachstum, Differenzierung, Migration und Gewebefibrose[85]. Die CXCLI12-
Sekretion durch MLE12-Zellen wurde in Folge von mechanischem Stress (durch
Kratzverletzung) in vitro beobachtet. MLEI12-Zellen exprimieren dariiber hinaus den
CXCL12 Rezeptor CXCR4 der die Heilung in vitro forderte [60]. Nach Stimulation mit IL-
13 exprimieren MLE12-Zellen vermittelt tiber Intelectin MCP-1 [63]. Nach Stimulation mir
LPS konnte im Kulturiiberstand der MLE12-Zellen IL-6 nachgewiesen werden [187]. Das
bedeutet, dass die Zellen bei Vorhandensein eines entsprechenden exogenen Reizes in der
Lage sind IL-6 zu exprimieren und zu sekretieren. De Paepe et al. wiesen nach, dass Hypoxie
die Expression von Fas/FasL durch MLE12-Zellen induziert und durch Kontakt mit dem
FasL CD95 (Jo2) Apoptose ausgelost werden kann [39],[40]. Eine andere Arbeitsgruppe
konnte weiterfithrend zeigen, dass die Exposition von MLE12-Zellen mit CD95 zu einer

MyD88 abhéngigen gesteigerten Expression von KC fiihrte [16],[52].
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Tab. 6: Strahlendosis der zur Apoptose-Induktion verwendeten UV-C Lichtquelle

Messpunkt 1(\}/1::12/;“ ax. 1(\1/][/01:21; ntandosis ?I?Iifgmm Messdauer in sec.

Mitte 1,782 2,271 0,127 60
2,270

Rechts 1,773 1,791 0,112 60
1,802

Links 1,794 1,825 0,111 60
1,826

Nach 5 Min. Dauerbetrieb (wihrend Betrieb)

Mitte 2,411 2,429 0,148 60
2,431

Rechts 1,874 1,881 0,115 60
1,886

Links 1,851 1,858 0,114 60
1,865

Nach ca. 10 Min. Dauerbetrieb (wiahrend Betrieb)

Mitte 2,401 2,413 0,148 60
2,425

Rechts 1,839 1,854 0,112 60
1,850

Links 1,828 1,877 0,108 60
1,879
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