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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Apoptose

Der Begriff Apoptose beschreibt den VVorgang des programmierten Zelltods, der durch die
Zelle selbst induziert und kontrolliert wird. Er wurde erstmals 1972 im Zusammenhang mit
der Zellbiologie verwendet, um die Morphologie einer sterbenden Zelle zu beschreiben, die
sich deutlich von der einer nekrotischen Zellen unterscheidet [70]. Die Apoptose ist von
entscheidender physiologischer Relevanz, da sie fir die Beseitigung beschadigter,
uberflussiger oder potentiell geféhrlicher Zellen unabdingbar ist.

Sie kann in einen intrinsischen und extrinsischen Weg unterteilt werden. Der intrinsische
oder auch mitochondrialer Weg wird durch eine Vielzahl an Stressoren, darunter oxidativer
Stress oder zytotoxische Substanzen ausgeldst. Diese induzieren die Freisetzung von
Cytochrom C aus dem Intermembranraum der Mitochondrien, welches tber die Bindung an
Protease-Aktivierungsfaktor-1 (Apaf-1) zu einer Konformationsédnderung fuhrt. Dadurch
wird die Proteinbindende Doméne CARD (Caspase-Rekrutierungs-Domane) von Apaf-1
zuganglich fur Bindung von Procaspase-9, was die autokatalytische Aktivierung der
Caspase-9 bewirkt [27,57]. Dieser Komplex wird als Apoptosom bezeichnet und aktiviert
die Procaspasen der proapoptotischen Caspasenkaskade, insbesondere Caspase-3. Diese
wird zusammen mit Caspase-6 und -7 zu den Effektorcaspasen gezahlt, da sie Uber die
Spaltung abhéngiger Substrate zur Zerstérung der Zelle fiihren. So triggert Caspase-3 die
Aktivierung der Caspase-aktivierten DNAse (CAD), welche die Fragmentation der
nukledaren DNA [133] und die Kondensation des Zellkernchromatins katalysiert. Dadurch
fragmentiert der Zellkern und es kommt zur Ausbildung sogenannter apoptotischer
Kdorperchen. In der Zellmembran wird Phosphatidylserin nach auRen verlagert, was von
Phagozyten erkannt wird, welche schlie3lich die betroffenen Zellen phagozytieren [35,36].

Der extrinsische Weg wird rezeptorvermittelt, d.h. auf der Zelle durch die Bindung an
membranstandige Rezeptoren eingeleitet. Zu den wichtigsten Vertretern gehoren die
Rezeptoren der TNF (Tumornekrosefaktor) Superfamilie, darunter der Tumornekrosefaktor-
Rezeptor 1 (TNFR1), Tumornekrosefaktor-Rezeptor 2 (TNFR2), Fas-Rezeptor und TRAIL
(TNF related apoptosis inducing ligand-Rezeptor) [84]. Nach Bindung eines Liganden an
seinen Rezeptor kommt es zur seiner Oligomerisierung und Rekrutierung von

Adaptermolekdiilen. Im Falle des Fas-Rezeptors ist dies die Fas-associated death domain
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(FADD). Beim TNFR1 ist es die Tumornekrosefaktor Rezeptor Todes-Domane (TRADD)
zusammen mit rekrutierten FADD und Rezeptor-interagierende Serin/Threonine Kinase 1
(RIP) [47,64,145]. Uber eine Dimerisation der Todesdomine von FADD und der
Assoziation von Procaspase-8 wird der sogenannte Death-inducing signal complex (DISC)
gebildet. Im DISC findet die Umwandlung der Procaspase-8 in ihre aktive Form statt [73]:
Diese spaltet ihr Proenzym ab und liegt anschlieBend als p10 und p20 Untereinheit vor.
Jeweils zweier dieser Untereinheiten bilden die aktive Form der Caspase-8. Anschliel’end
aktiviert diese die Procaspasen des apoptotischen Signalweges (u.a. Caspase-3, -6, -7) und
leitet analog zur Caspase-9 im intrinsischen Weg die gemeinsame Endstrecke ein. Dies
geschieht Uber die Aktivierung von Bid, einem Protein der Bcl-2-Familie in tBid. Die aktive
Form vermittelt die Freisetzung von Cytochrom C aus den Mitochondrien. Cytochrom C
fihrt wiederum zur Aktivierung von Caspase-9 (s.0.). Zahlreiche Studien haben gezeigt, dass
die Apoptose eine wichtige Rolle bei der Entstehung vieler Krankheitsbilder wie
Infektionen, Sepsis und Autoimmunerkrankungen spielt. Dartiber hinaus wird sie als
zentraler pathophysiologischer Mechanismus des Acute respiratory distress syndrome
(ARDS) angesehen.

1.2 Definition, Atiologie und Epidemiologie des Acute Respiratory Distress
Syndromes (ARDS)

1967 beschrieben Ashbaugh et al. in der Fachzeitschrift ,,The Lancet” bei einem
Patientenkollektiv von 12 Personen erstmals das Erscheinungsbild des Acute Respiratory
Distress Syndromes (ARDS). Das Krankheitsbild zeichnete sich durch Tachypnoe, Hypoxie,
eine verminderte Lungencompliance und durch im Rontgenbild sichtbare bilaterale diffuse
Infiltrate der Lunge aus [6]. Diese Erstbeschreibung préagte fortan den Begriff ,,Acute
Respiratory Distress in Adults“. Auf der ,,American European Consensus Conference on
ARDS" wurde dieser Begriff erweitert und in seiner klinischen Auspragung weiter
charakterisiert [14]. Bilaterale diffuse Infiltrate im Rdntgenthorax, ein pulmonalarterieller
Druck < 18 mmHg und ein Quotient von arteriellem Sauerstoffpartialdruck
(PaO.)/inspiratorischer Sauerstoffkonzentration (FiO2) < 200 mmHg definierten das
Vorliegen eines ARDS und in seiner milderen Verlaufsform (PaO./FiO2 < 300 mmHg) das
»Acute Lung Injury” (ALI). Seit 2012 wurde die Unterscheidung zwischen ALI und ARDS
durch die ,,Berlin Definition* als tiberholt erklart und wird seither in schweres (PaO2/FiO, <
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100 mmHg bei positivem endexpiratorischnem Druck (PEEP) > 5 cm H20), moderates
(PaO2/FiO2 <200 mmHg, PEEP > 5 cm H20) und mildes (PaO2/FiO2 < 300 mmHg, PEEP
> 5 cmH20) ARDS unterteilt [129]. Zur Definition des Krankheitsbildes zahlen weiterhin
der innerhalb einer Woche stattfindende akute Beginn, bilaterale Verdichtungen in
Computertomographie- oder konventionellem Roéntgen-Untersuchungen der Lunge und der
Ausschluss eines Lungentdems mit kardialer Ursache.

In den USA werden die Inzidenzen eines milden ARDS laut Rubenfeld et al. mit 78,9 auf
100.000 und die des moderaten einschlieBlich schweren ARDS mit 58,7 auf 100.000
Personenjahre beschrieben. Adjustiert auf die Gesamtbevolkerung der Vereinigten Staaten,
werden somit ca. 200.000 Falle mit ARDS pro Jahr verzeichnet [132]. Dabei zeichnet sich
eine altersabhangige Verteilung ab: Wahrend bei den 15 bis 19-jéhrigen eine Inzidenz von
16 auf 100.000 Personenjahre beschrieben ist, steigt diese bei den 75 bis 84-jahrigen auf 306
pro 100.000 Personenjahren an [65,67,132].

In Deutschland liegt die Inzidenz entsprechend bei etwa 40.000 ARDS Féllen pro Jahr.
Dabei geht man laut aktueller Daten des ARDS Netzwerks Deutschland von 40-50 Fallen
pro Jahr und Klinik aus [18].

Hinsichtlich der zugrunde liegenden Ursachen, die zur Entstehung eines ARDS fihren,
unterscheidet man ein direktes und indirektes ARDS. Beim direkten ARDS liegt eine direkte
Schédigung der Lunge vor, wie z.B. bei Pneumonie, Lungenkontusion, Aspiration und
Inhalationstrauma. Diese Form Uberwiegt mit 55 % das indirekte ARDS, das in 20 % aller
Falle auftritt und dem eine extrapulmonale Schadigung der Lunge zugrunde liegt, wie sie
zum z.B. bei Sepsis, Polytrauma, Schock, Verbrennungen, Pankreatitis und
Massenbluttransfusionen entsteht. In 21 % der Félle liegt eine Kombination von indirektem
und direktem ARDS vor [19,129]. Dabei stellt die Sepsis den hdufigsten zum ARDS
fihrenden Risikofaktor dar und tritt bei direkter von pulmonalen Herden ausgehender Sepsis
mit 46 % und bei nicht-pulmonal auftretender Sepsis mit 33 % auf [132]. Die Gesamtletalitét
bei ARDS liegt je nach Schweregrad und Ursache zwischen 23 % und 59 %. Gleichzeitig
birgt die Sepsis als Kofaktor mit ca. 50 % die hochste Letalitdtsrate bei ARDS Patienten
[19,108,150]. Vor dem Hintergrund des demografischen Wandels wird in den nachsten 20
Jahren eine Verdopplung der Inzidenz prognostiziert [132]. Dabei fehlen bis heute noch
adequate Behandlungsstrategien, die am Pathomechanismus des ARDS ansetzen [124].
Stattdessen beschrénken sich die bisherigen Therapieoptionen auf eine symptomatische

Beatmung mit geringem inspiratorischem Druck bei niedrigem Tidalvolumen in
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aufgerichteter Korperlagerung und eine dezente Gabe von Volumenersatz, Steroiden und
Muskelrelaxantien [75]. Auch nach Uberleben des Krankheitsereignisses zeichnen sich
schwere Komplikationen mit Langzeitfolgen des Herz-Kreislaufsystems, kognitiver
Beeintrachtigung und EinbulRen im Arbeitsalltag ab [26,54,55,60,66].

1.3 Pathophysiologie des ARDS

In der Pathogenese des ARDS wird die erhdhte Permeabilitat pulmonaler GefélRe durch die
Beeintrachtigung der alveolo-kapillaren Barriere als entscheidender Mechanismus
angesehen [8,138]. Diese Barriere besteht hauptsachlich aus einer endothelialen und
epithelialen  Zellschicht  einschlieBlich der gemeinsamen Basalmembran und
Extrazellularmatrix. Durch Gewebsschadigungen und den Untergang der intakten
pulmonalen mikrovaskul&ren Architektur wahrend der akuten Phase der Erkrankung kommt
es zu einem gesteigerten Einstrom proteinreicher Flissigkeit und weiteren Komponenten des
Blutes so auch Immunzellen aus den Kapillaren in das alveolare Lumen [23,147]. Das daraus
resultierende Lungenddem beeintrachtigt den Gasaustausch und fuhrt zur Ausbildung
klinisch manifestierbarer Symptome wie Tachypnoe und Hypoxie. Dabei tragt das Ausmal}
der epithelialen Zellschadigung am meisten zur Entstehung der Barrieredysfunktion bei und
korreliert mit dem Outcome der Patienten [92,93,148]. Da das Epithel auch bei der
Reabsorption von Flussigkeit, an Reparaturvorgdngen und der Surfactantproduktion
beteiligt ist, fihrt dessen Untergang zu einem Ausbleiben dieser Mechanismen. Dadurch
wird die Atemarbeit erschwert, was zur Hypoxamie fuhrt [45,46,83,137]. Zusétzlich ist der
natlrliche Schutz gegentiber Pathogenen durch den Wegfall einer intakten
Epithelzellbarriere kompromittiert, so dass virale und bakterielle Erreger Gber den Luftweg
erleichtert in den Blutkreislauf eindringen und ein septisches Ereignis auslésen kénnen
[80,147]. Im spateren Verlauf der Erkrankung, der proliferativen Phase, finden durch die
Einwanderung von Fibroblasten fibroproliferative Umbauvorgénge statt, die die Elastance
der Lunge verringern und zu emphysemattsen Verdnderungen fuhren. In diesem Stadium
kommt es bei etwa der Hélfte der Erkrankten durch eine alveoldre Obliteration zu einem
Verlust von funktionellen alveolo-kapilldren Einheiten, was letzten Endes mit einer
gesteigerten Mortalitdt und Morbiditat vergesellschaftet ist [90,104,113,131]. Als
Erklarungsansatz fir die zugrunde liegenden pathophysiologischen Vorgange, die zur
Zerstorung der alveoldren Epithelzellen fuhren, wurden zwei Hypothesen aufgestellt: Die

Neutrophilen- und die Epithelzellhypothese.
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1.4 Die Neutrophilenhypothese

Neutrophile Granulozyten (PMN) befinden sich unter physiologischen Bedingungen
vornehmlich in zwei Reservoirs: Zum einen groftenteils frei zirkulierend in der Blutbahn
und zum anderen als residuelle nicht-zirkulierende Zellen im Intravasalraum einiger Organe,
insbesondere der Leber, Milz, Knochenmark und Lunge [58,89,123,143]. In der Frihphase
des ARDS kommt es zu einer gesteigerten intraalveoldren Produktion von Chemokinen und
Zytokinen, welche die Rekrutierung und Migration von lokalen und systemisch
zirkulierenden Neutrophilen zum Ort der Schédigung einleiten [69,127,152]. Zu den
wichtigsten Vertretern fur die Rekrutierung von PMN gehoren neben G-CSF und GM-CSF
das humane IL-8 (Interleukin-8) [63], dessen murine Vertreter die beiden Cytokine MIP-2
(macrophage inflammatory protein 2) und KC (keratinoycte-derived chemokine), darstellen.
Auch in der bronchoalveoldren Lavage (BAL) von ARDS Patienten Iasst sich eine erhohte
Anzahl an neutrophilen Granulozyten nachweisen [5,125]. Die proinflammatorischen
Mediatoren fuhren dartiber hinaus zu einer verminderten Apoptoserate in neutrophilen
Granulozyten [33,34,100]. Dieser antiapoptotische Effekt wird vermutlich durch einen TNF-
a-vermittelten Signalweg tiber NF-kB bis zur Produktion antiapoptotischer Signalmolekiile
gesteuert [72]. Die in ihrer Lebensdauer verlangerten Granulozyten tragen im aktivierten
Zustand durch die Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies, Wasserstoffperoxid und
proteolytischen Enzymen wie Neutrophilen-Elastase, Matrix-Metallo Proteasen und
Cathepsinen zu einem vermehrten Gewebeschaden bei, was letztendlich zur Zerstérung der
alveolaren Epithelzellen flhrt [24,32,78,79,135].

1.5 Die Epithelzellhypothese

Oben genannte Erlauterungen legen nahe, dass PMN eine kritische Rolle bei der Entstehung
eines ARDS einnehmen. Da jedoch die Entwicklung eines ARDS auch bei Patienten mit
Neutropenie beschrieben ist, liegt es nahe, dass auch andere Mechanismen in der
Pathophysiologie von Bedeutung sind [81,112,144]. Das alveoldre Epithel im
Lungengewebe wird zu 90 % von Typ 1 Epithelzellen ausgekleidet, welche somit den
Hauptanteil der alveolo-epithelialen Trennschicht darstellen. Ihre Regeneration erfolgt aus
den Surfactant-produzierenden Typ 2 Epithelzellen, die nur etwa 10 % der Oberflache
einnehmen [147]. Bachhofen et al. konnte Apoptose-typische Zellverdnderungen in Typ 2
Epithelzellen bei Patienten mit ARDS nachweisen [9]. AuRerdem konnten in der BAL von

ARDS Patienten erhohte Konzentrationen an léslichem Fas-Liganden (sFasL), TRAIL und
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TNF-a gemessen werden [4,71,82]. Dabei korrelierte die Konzentrationshdhe dieser Todes-
Liganden mit dem Schweregrad der Erkrankung. In einem experimentellen in vitro Ansatz
liel3 sich mit der von ARDS Patienten gewonnenen BAL und der darin enthaltenen Liganden
Apoptose an Epithelzellen induzieren [50,101].

Somit scheint der apoptotische Zelluntergang des Alveolarepithels einen wesentlichen
Bestandteil in der Pathogenese des ARDS darzustellen, indem er die alveolo-kapillére
Permeabilitdt erhoht, was zur Bildung eines Odems und zur Einwanderung von
Entzindungszellen fuhren kann [12,141]. Dass dabei die Alveolarepithelzellen nicht die
einzigen flr apoptotische Mechanismen empféangliche Zelltypen sind, konnte in Studien
belegt werden, die Zelltodmechanismen auch in Endothelzellen und Perizyten nachgewiesen
haben. Diese wiederum stellen einen integralen Bestandteil der alveolo-kapillaren Barriere
dar und beginstigen durch ihren Untergang ARDS-typische pathomechanistische Prozesse
[1,10,11,31].

1.6 Die Rolle des Fas-Signalweges auf die Apoptose

Der Fas-Rezeptor, als ein Mitglied der TNF-Superfamilie, befindet sich auf der Oberflache
einer Vielzahl an Zellen, darunter neutrophile Granulozyten, Makrophagen und auch
pulmonale Epithelzellen [13,22,30,101,110,115,145]. Die Induktion seines intrazellularen
Signalweges erfolgt nach Bindung des Fas-Liganden (FasL). Dieser wird ebenfalls auf der
Oberfl&che zahlreicher Zellen exprimiert und kann nach proteolytischer Abspaltung durch
Matrix-Metallo-Proteinasen (MMP), darunter vornehmlich MMP-7, in eine l6sliche Form
ubergehen [13,30,101]. Viele Studien konnten aufzeigen, dass der Fas-Rezeptor Signalweg
eine Schllsselrolle bei zahlreichen Lungenerkrankungen, infektioser oder aseptischer
Genese spielt. Dabei stellte man fest, dass die Expression des FasL auf Lymphozyten zur
Apoptose von Alveolarmakrophagen bei akuter Infektion der Lunge fiihrt [68]. Speziell Fas-
Rezeptor-aktivierende Liganden und Antikdrper zeigen diesen pro-apoptotischen Effekt
auch im Lungenepithel [85,102,120]. Desweiteren konnte durch die Blockade des Fas/FasL
Systems die LPS-induzierte Apoptose und Zellschadigung der Alveolen vermindert werden
[74,88]. In Maus-Modellen mit indirektem ARDS zeigte sich bei Verwendung von Fas-
defizienten Madusen und durch eine Herabregulation des Fas-Rezeptors mittels ,,small
interferring Ribonukleinséure* (SiRNA) eine verringerte Apoptose der alveoldren
Epithelzellen und eine geringere Auspragung des ARDS Schweregrades [118,120].
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1.7 Die Rolle des Fas-Signalweges bei Inflammation

Die Fas-Signalkaskade aktiviert nicht nur Proteine fur den apoptotischen Prozess einer Zelle.
Sie ist zudem auch fur die Produktion proinflammatorischer Zytokine zustandig. Assoziierte
inflammatorische Kaskaden wurden in zahlreichen Zellen nachgewiesen, darunter auch in
Makrophagen [114], Keratinozyten [38], dendritische Zellen [49] und Hepatozyten
[111,142]. Der zugrunde liegende Signalweg wird tber cFLIP (cellular FLICE [alias
Caspase-8]-like inhibitory protein) reguliert. Dies ist ein Homolog zur Caspase-8 und liegt
in 2 Isoformen vor: cFLIPL (long) und cFLIPS (short). Nach Aktivierung der Kaskade durch
FasL fihrt die Bindung von cFLIPS am DISC zur Inaktivierung von Caspase-8 [140]. Die
Isoform cFLIPL interagiert mit TRAF1 (TNF receptor associated factor 1) und TRAF2 und
fihrt somit zur Aktivierung von NF-xB (Nuclear Factor kappa B) und ERK (extrazellular
regulierte Kinase) [43,106,134]. Die gesteigerte Transkriptionsrate von NF-kB fiihrt somit
zu einer vermehrten Produktion proinflammatorischer Zyto- und Chemokinen. In diesem
Zusammenhang konnte in Mausstudien gezeigt werden, dass die Applikation eines l6slichen
FasL mit einer erhohten Produktion von MIP-2, sowie einer gesteigerten RNA-Expression
von IL-1-B (Interleukin-1 beta), MIP-2, MIP-1a. MIP-1f einherging [59,107]. Speziell in
Lungenepithel-Zellen konnte in vitro eine dosisabhangige Sekretion von KC nach
Stimulation der Fas-Signalkaskade nachgewiesen werden [39]. Doch auch durch die in vivo
Applikation eines Fas-Rezeptor-aktivierenden Antikorpers konnten diese Beobachtungen
gestutzt werden [98,102,152].

1.8 Zielsetzung der Studie

Inflammation und Apoptose werden als zwei mogliche Pathomechanismen bei der Genese
der verschiedenen ARDS Formen angesehen. Aus oben genannten Erlduterungen geht
hervor, dass durch Stimulation des Fas/FasL Systems sowohl inflammatorische, als auch
apoptotische intrazelluldre Signalprozesse induziert werden. Dariiber hinaus konnte in
Studien eine direkte Beteiligung der Fas-Signalkaskade an pathomechanistischen Prozessen
die auch im ARDS ablaufen nachgewiesen werden. Einerseits durch die Induktion der
Apoptose in pulmonalen Epithelzellen und andererseits durch die Produktion
chemotaktischer Cytokine und Chemokine, die zur Akkumulation von Immunzellen, im

Besonderen PMNs, in der Lunge flhren. Es ist jedoch weiterhin unklar, welche
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pathogenetische Rolle das Fas-System auf die Todesrezeptor-vermittelte Apoptose und
Inflammation bei der Entstehung eines ARDS unter klinisch relevanten Konditionen
einnimmt. Dies wurde in vorliegender Arbeit mittels eines klinisch relevanten direkten

ARDS Modells bestehend aus Thoraxtrauma (TXT) und Sepsis an der Maus untersucht.
Folgende Hypothesen sollten hierbei Uberpruft werden:

1. Der extrinsische Todesrezeptorweg des Fas-Rezeptors trdgt wesentlich zur
Pathogenese des ARDS bei, indem er bei der Regulation sowohl von Apoptose als
auch Inflammation in einem Klinisch relevanten ,,Double-Hit* Modell der Maus
beteiligt ist.

2. Eine gezielte Ausschaltung des Fas/FasL Weges durch Verwendung von Fas-
Rezeptor-mutierten Mausen (Fas™), vermindert die Auspragung des ARDS im

Tiermodell und kann so therapeutisch genutzt weden.
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2 Material & Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Gerate und Software
Block-Thermostat (Hitzeblock)
Centrifuge 5417R

Druckwellengenerator

Mikroskop Axiovert 40CFL
Filmkasette

Kodak Entwicklungsmaschine
Tecan Sunrise Plate Reader
Mini Protean Tetra System
Power PAC HC
Semi-DRY-Transfer Cell
Vortex Genie 2

Waage CP 2202S
Wasserbad SW23
Wellwash 4 MK 2

Leica Asp200

Ausgielstation Microm EC -350-1

Microtom Microm HM450

Grant Instruments, Cambridge, UK
Eppendorf AG, Deutschland

Wissenschaftliche Werkstatt Feinwerktechnik,

Universitat Ulm, Oberer Eselsberg
Zeiss, Deutschland

Amersham Bioscience, UK

Kodak, New York, USA

Tecan, Schweiz

Bio-RAD, Hercules, USA
Bio-RAD, Hercules, USA
Bio-RAD, Hercules, USA
Scientifiv Industries, Bohemia, USA
Sartorius AG, Deutschland

Julabo Labortechnik GmbH, Deutschland
Thermo Fisher Scientific

Leica Microsystems, Wetzlar
Microm, Walldorf

Microm, Walldorf
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Ultra-Turrax T25 Disperiergeréates
mit Aufsatz S25N10

Rollmischer MIXER SRT1
Schiittler fiir Waschen WB

Ultraschallpulswellengenerator

Mikroskop Axio Imager M1
AXxio Vision Version 4.4
Sigma Stat (Version 3.5)

SigmaPlot (Version 11.0)

2.1.2 Reagenzien und Chemikalien

30 % H20>

DMSO Hybri-Max

Ethanol

HCL

HCL 37 %

Low- Range Rainbow coloured
Protein molecular weight markers
Methanol

Milchpulver

PBS

Tri-Natrium Citrat Dihydrat

IKA-Werke GmbH & Co. KG, Staufen
Stuart Scientific, UK
Stuart Scientific, UK

Bandelin Sonopuls HD2070; Bandelin GmbH
& Co. KG, Berli

Carl Zeiss AG, Oberkochen
Carl Zeiss AG
SPSS Science Software GmbH, Erkrath

SPSS Science Software GmbH, Erkrath

Fischer, Deutschland

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Riedel-de Haen, Deutschland

VWR, Radnor, USA

Amersham Bioscience, UK

Amersham Bio Sciences, Freiburg
Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Roth, Deutschland

Gibco Life Technologies, Carlsbad, USA

AppliChem GmbH, Deutschland
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Formalinlésung

Tween

Bovines Serum Albumin (BSA)
Fetal Calf Serum (FCS)

HTAB: 0,5 %

Hexadecyltrimethylammoniumbromid
Kaliumhydrogenphosphat (KH2PO4)
Dikaliumhydrogenphosphat (K2HPO4)
Tetramethylbenzidin (TMB)
Perchlorséure

BCA-Reagenz

Kupfersulfatlésung 4 %

Mayers Hamalaun

Bisbenzimidlésung
0,5 mg/l in PBST gel6st

Dako Cytomation Fluorescent

Mounting Mediums
Ammonium Persulfat
TMB-Reagenz
Proteaseinhibitor

2.1.3 Antikorper
Anti-Rabbit 1gG, HRP-linked

R-Actin Rabbit-Antikorper

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma Aldrich, St. Louis, USA
Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Becton Dickinson & Co, Fr. Lakes, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Merck Chemicals, Darmstadt

Merck Chemicals, Darmstadt

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Dako Deutschland GmbH, Hamburg
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Becton Dickinson & Co, Fr. Lakes, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Cell Signaling, Boston/Danvers, USA

Cell Signaling, Boston/Danvers, USA
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Anti Cleaved-Caspase 3
2.1.4 Puffer und LOsungen
Ammonium Persulfat (APS)

Citrat-Puffer

Sammel-Gel-Puffer

Sammel-Gel

Trenn-Gel-Puffer

Trenn-Gel

Lauf-Puffer

Phosphat- Puffer

Cell Signaling, Boston/Danvers, USA

0,25 g/ml in Aqua dest.

10 mM, pH 6,0: 1,47 g Tri-Natrium Citrat
Dihydrat/ 500 ml Aquadest, Merck, Darmstadt

6,05 g/100 ml Tris-HCL USB, Cleveland,
USA; 0,4 g/100 ml SDS Fluka, Milwaukee,
USA,; eingestellt auf pH 6,8

0,8 ml Rotiphorese Roth, Deutschland,;

1,25 ml Sammel-Gel-Puffer, 2,95 ml Aqua
bidest, 20 ul 25 % APS, 10 pl Temed, Sigma-
Aldrich, St.Louis, USA

91 ¢/500 ml Tris HCL USB, Cleveland, USA

6,0 ml Rotiphorese Gel 30 Roth, Deutschland;
2,5 ml Trenn-Gel-Puffer, 1,5 ml Aqua bidest,

30 pl 25 % APS, 5 pl Temed, Sigma-Aldrich,
St. Louis, USA

3,03 g/l Tris HCL, USB, Cleveland, USA,;

24 g/l Glycine, AppliChem GmbH,
Deutschland; 1,66 g/l SDS, Fluka, Milwaukee,
USA

0,1 % Natriumdodecylphosphat, Fluka,
Milwaukee, USA; 1 % Igepal CA 630, 0,5 %
Natriumdeoxycholat, 10 mg/ml
Phenylmethansulfonyl, 100 mM
Natriumorthovandat, 50 pl/ml Proteinase
Inhibitor, alle Sigma-Aldrich, St.Louis, USA
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10*PBS

PBST

Sample-Puffer

RIPA-Puffer

Transfer-Puffer

ELISA Waschpuffer

TBST
Reagent Diluent

MPO-Puffer 1 (0,08M KPP)

MPO-Puffer 2 (0,05M KPP)

24,2 g/l Trizma Base, Sigma-Aldrich,
St.Louis, USA; 80 g/l NaCl, Fluka,
Milwaukee, USA, eingestellt auf pH 7,6

100 ml 10*TBS, 900 ml Aqua bidest, 10 ml
10 % Tween, Sigma-Aldrich, St.Louis, USA

9,5 ml Laemmli Sample Buffer, Bio-RAD,
Hercules, USA; 500 pl 2-Mercaptoethanol,
Sigma-Aldrich, St.Louis, USA

1 % lgepal CA 630, 0,1 % SDS,

0,5 % Natriumdeoxylcholat, 1 % PMSF,
100 mM Natriumorthovandat,
Proteinaseinhibitor, alle Sigma-Aldrich,
St.Louis, USA

2,93 g/l Glycine, AppliChem GmbH,
Deutschland; 5,81 g/l Tris HCL, USB,
Cleveland, USA; 0,375 g/l SDS, 20 %
Methanol, beide Fluka, Milwaukee, USA

165 mM NaCl, 2,7 mM KClI, 8,5 mM
Na2HPO4, 2,9 mM KH2PO4 mit Zusatz von
0,5 g Tween pro Liter ddH.0, alle Sigma
Aldrich, St. Louis, USA

0,1 % Tween in PBST
1 g Bovines Serum Albumin pro 100 ml PBS

10,35 g KH2PO4 in 950 ml Aqua dest und
0,91 g K2HPO4 in 50 ml Aqua dest;
eingestellt auf pH=5,4

6,129 KH2PO4 in 900 ml Aqua dest und
0,91 g K2HPO4 in 50 ml Aqua dest;
eingestellt auf pH=6
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MPO-Puffer 3 (0,05M KPP)
TMB-Ldsung

H202 LOsung

BCA/Kupfersulfat-Reagenz

Proteinase K- Puffer

2.1.5 Verbrauchsmaterialien
Agqua ad iniectabilia

BD Falcon Tube

Celluloseacetat Rotrand-Filter 0.2um
Hybond P-PVDF Membran
Hyperfilm ECL

96-Well Mikrotiterplatten

Nadel 22 G

Nylonfaden (4-0)

Sevorane™

Softaept

Ringer-Losung
Buprenorphin-Lésung (Temgesic®)

Mylarfolie

0,59 HTAB in 100 ml MPO-Puffer 2
10 mg TMB in 10 ml DMSO

670 pl 30 % H202 in 40 ml MPO-Puffer 1;
eingestellt auf pH=5,4

1,4 ml Kupfersulfat 4 % in 70 ml BCA Reagenz

Proteinase K Roche Applied Science,
Mannheim in Tris(Tris(hydroxymethyl)-
aminomethan)-HCI USB, Cleveland, USA;
eingestellt auf pH=7,6

Fresenius SE & Co. KgaA, Bad Homburg
BD Bioscience, San Jose, USA
Whatman GmbH, Dassel

Amersham Biosciences, UK

Amersham Biosciences, UK

NUNC GmbH & Co. KG; Wiesbaden
B.Braun AG, Melsungen

Johnson & Johnson Medical GmbH,
Norderstedt

Abbott, Wieshaden

B.Braun AG, Melsungen
Baxter, Deerfield, USA

Essex Pharma GmbH, Munchen

DuPont GmbH, Bad Homburg
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Heparin-Natrium ,,Multi* 10000 I.E./ml

4-0 VicrylTM 910; Ethicon Inc

Polyethylentubus

26/22 G Kanile

Spritze BD Plastipak™

Venenverweilkanile Vasofix®
Zellulosefilter

Simport Histosette® |
Tissue Embedding Cassette 45° Angle

2.1.6 Kits

BD OptEIA™ ELISA Set
DuoSet® ELISA Kit
BCA Protein Assay Kit

ChemiGlow West Chemiluminescence
Substrat Kit

Pierce® BCA Protein Assay Kit
Stripping-Solution
TMB-Reagenz

Bio-Plex Pro™

MPO-Standard: 1000 mU/ml

In situ Cell Death Detection Kit

B.Braun AG, Melsungen

Johnson & Johnson Medical GmbH,
Norderstedt

Smiths Medical International Ltd.; Ashford,
UK

B.Braun AG, Melsungen

Becton Dickinson & Company Franklin Lakes,
New Jersey, USA

B.Braun AG, Melsungen

Whatman GmbH, Dassel

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

BD Pharmigen, San Diego, USA
R&D Systems, Minneapolis, USA

Pierce Protein Products, Rockford, USA

Protein Simple, Santa Clara, USA

Thermo Fisher Scientific, Rockford, USA
EMD Millipore Corporation, Billerica, USA
BD Pharmigen, San Diego, USA

Bio-Rad, Hercules, USA

Merck Chemicals, Darmstadt

Roche Diagnostics, Mannheim
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2.1.7 Mausstamme

B6.MRL-Fas'/J (Ipr) Jackson Laboratories, Bar Harbor, USA
C57BL/6 Charles River, Sulzfeld

2.2 Methoden

2.2.1 Tierversuch

Zur Induktion eines akuten Lungenschadens wurde ein bereits etabliertes Double-Hit
Modell, bestehend aus Thoraxtrauma und zokaler Ligation und Punktion (CLP),
durchgefuhrt. Zum Einsatz kamen mannliche, 6-8 Wochen alte Mduse. Die Haltung der
Tiere samt der Versuchsdurchfiihrung fand in der Bereichstierhaltung Safranberg in Ulm
statt, wo die Tiere freien Zugang zu Wasser und Futter hatten. Dort herrschte eine zirkadiane
Tag/Nacht Rhythmik von 12 Stunden bei einer Raumtemperatur von 21° Celsius und 50 %
Rau mluftfeuchtigkeit. Samtliche Tierversuche wurden vom Regierungsprésidium Tibingen
gepruft und genehmigt (Versuchsnummer 937).

Zur Durchflihrung des Thoraxtraumas wurden die Mduse tber ein Gemisch aus Sevoflurane
(2,5 %) und Sauerstoff (97,5 %) narkotisiert und anschlieBend in Riickenlage auf einer
Plexiglasplatte an ihren Extremitaten mittels Klebeband fixiert. Thorax und Abdomen
wurden durch einen kommerziellen Rasierer (Braun AG) rasiert, danach Xiphoid und
Rippenwinkel farblich markiert, um den Zylinder des Druckwellengenerators exakt 1,5cm
Uber der Sternummitte zu positionieren. Das Trauma selbst erfolgte Uber einen
Luftdruckimpuls durch den Druckwellengenerator: Mittels eines
Hochgeschwindigkeitsventils wurde bei 13 bar Luftdruck eine 50um dinne im Zylinder
eingespannte Mylarfolie zum ReiRen gebracht. Dadurch konnte eine gezielte Druckwelle auf
den Brustkorb der Maus in Inspirationsstellung ausgeldst werden, um eine Lungenkontusion
zu bewirken und den abdominellen Schaden der Bauchorgane zu minimieren. Nach dieser
Prozedur wurde die Narkose beendet und die Tiere wieder in ihre K&fige gebracht. Dasselbe
Verfahren wurde ebenfalls bei den Kontrolltieren (Sham) durchgefihrt, ohne jedoch ein TXT
zu induzieren. Zur Durchfihrung der CLP wurden die Tiere 24 Stunden nach TxT wie
vormals narkotisiert und in Rickenlage fixiert. Das Abdomen wurde mittels Softasept
desinfiziert und Uber einen 1,5 cm langen Schnitt tber der Mittellinie sowohl Bauchwand,
als auch Peritoneum inzidiert. Das Z6kum wurde aufgesucht und dargestellt sowie 1 cm oral

der lleozbkalklappe mittels Ligaturfaden ligiert und anschlieRend mit einer 22 G Kanlile
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sowohl proximal als auch distal des ligierten Z6kums perforiert. Hierdurch konnte Fazes aus
den Perforationsstellen austreten ohne die Passage des Darminhaltes im Intestinaltrakt zu
unterbrechen. Peritoneum und Bauchwand wurden anschlieBend jeweils mit
Einzelknopfndhten mittels Nahfaden verschlossen. Die Narkose wurde anschlieRend
beendet und nachfolgend den Tieren ein subkutaner Bolus aus 1 ml Ringer-Laktat Losung
und 0,3 mg/ml Buprenorphin injiziert, was alle 8 Stunden wiederholt wurde. Bei
Kontrolltieren wurde dieselbe Prozedur durchgefiihrt, jedoch die Ligatur und Perforation des

Z0kums unterlassen.

Da die geplanten Analysen der Lunge nicht an jeweils einem Tier pro Gruppe durchfihrbar
waren, wurden die Mause zur Probengewinnung nochmals randomisiert in 3 Gruppen
unterteilt: zur Entnahme von Blut und Lungengewebe fiir die Bestimmung der Zytokin- und
Chemokin-Konzentration, sowie zur Ermittlung der Myeloperoxidase Aktivitat, und
Apoptosebestimmung (n=8 pro Gruppe); zur Gewinnung von BAL fir die Ermittlung der
Zytokin- und Chemokin-Konzentration und fir die Bestimmung der bronchoalveoldren
Leckage (n=8 pro Gruppe); fur histologische Untersuchungen der gesamten Lunge (n=4 pro
Gruppe). 12 bzw. 24 Stunden nach CLP wurden die Tiere mittels Sevofluran-Uberdosis
narkotisiert, anschlieBend in Ruckenlage fixiert und sowohl thorako- als auch lapratomiert
(Abb. 1).
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| Prozedur || Stamm | | Versuchsdurchfiihrung | Gruppe |

| sham C57 12 h |
|[Probengewinnung| | DHC5712h |
I

! DH Fas 12 h |

| Thoraxtrauma || Sepsis |:
I

I I

[ sham | [c57 |t l l
| I I | sham C57 24 h |
I I |

[ bH | [Fes I| I i [Probengewinnung|—] | DHC5724h |
; : : ! | DH Fas 24 h |
I I I ,
Oh 24 h 36h 48 h Zeitpunkt (h)

! \

8 Tiere:
4 Tiere: Histologische Plasma, BALF,
Dinnschnittpraparate, Lungenhomogenisat fur
TUNEL WB, MPO, ELISA,
Multiplex

Abb. 1: Zeitlicher Ablauf des Tierversuchs und Einteilung der Versuchsgruppen. DH = Double-Hit
(Thoraxtrauma + Sepsis), C57 = Mausstamm C57BL/6, Fas = Mausstamm B6.MRL-Fas"®/J (Ipr), BALF =
bronchoalveolare Lavage Flissigkeit, WB = Western-Blot, MPO = Myeloperoxidase, ELISA = Enzyme linked

immunosorbent assay.

2.2.2 Probenaufbereitung

Die Blutgewinnung erfolgte Gber Punktion der rechten Herzkammer mittels einer 26 G
Kanule, aufgesteckt auf eine 1 ml Spritze in der vorher 50 pl Heparin aufgezogen wurde.
Das Blut wurde im Anschluss 15 min bei 16000 x g und 4°C zentrifugiert, der
Plasmaiberstand abgenommen, aliquotiert und bei -80°C bis zur Durchfiihrung der ELISA
und Mulitplex Analysen gelagert.

Zur Gewinnung der BAL wurde die Trachea mit einem Polyethylentubus (0,58 mm
Innendurchmesser, 0,96 mm AuflRendurchmesser) kandliert, mit Ligaturfaden um die
Trachea fixiert und 300 pl eisgekuhltes PBS Uber eine 1 ml Spritze dreimal appliziert und
wieder aspiriert. Anschliefend wurde die BAL in ein Eppendorf-Tube, vorgelegt mit 5 pl
Proteaseinhibitor Gberfiihrt. Unmittelbar danach wurde die BAL bei 350 x g und 4°C
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zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und bis zur Weiterverarbeitung bei -80°C
gelagert.

Fur die Organentnahme wurde zundchst der Kreislauf blutleer gespilt indem man nach
Herzpunktion 2 ml eiskaltes PBS in das linke Herzohr injizierte. Die jeweiligen
Lungenlappen uberfuhrte man nachfolgend einzeln in 1,5 ml Eppendorf-Tubes und legte
diese zum Schockfrosten in Flissigstickstoff.

Der jeweils rechte Unter- und Herzlappen der Lunge wurde fur anschlieRende Western Blot
Analysen in ein 2 ml Eppendorf-Tube tberfihrt, in das bereits 200 ul RIPA-Puffer vorgelegt
waren. Die Homogenisation der auf Eis gekuhlten Proben erfolgte mittels Ultra Turrax
Dispersiergerétes bei 16000 rpm. Das Homogenat wurde danach bei 16000 x g zentrifugiert,
der Uberstand abpipettiert und aliquotiert. Die Proben wurden bis zur Analyse bei -80°C
tiefgefroren. Der jeweils linke Lungenlappen wurde fiir die Durchfuhrung von ELISA und
Muliplex nach der Homogenisation zusétzlich mittels Ultraschallgenerator zu 2 mal 5
Zyklen sonifiziert. Anschliefend wurden die Proben bei 16000 x g zentrifugiert, der
Uberstand abpipettiert, aliquotiert und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C eingefroren.
Das Vorgehen zur Gewinnung von Lungengewebe flr histologische Zwecke erfolgte
ebenfalls tber vorherige Blutgewinnung aus der rechten Herzkammer mit anschlieBendem
Spulen durch die linke Herzkammer. Die Trachea wurde mit einer Venenverweilkanile
kandliert und mit einer Ligatur fixiert. An diese angeschlossen war ein Schlauchsystem, das
Uber ein Reservoir, welches 20 cm Uber den Brustkorb der Maus aufgehangt war, 10 %
Formalinlésung mit einem Druck von 20 cmH20 in die Lunge fullte. Die Lunge wurde
anschlieBend zusammen mit dem Herz aus dem Thorax freiprépariert und 24 h in 10 %
Formalinlésung fixiert. Danach wurden beide Lungenfligel auseinanderprapariert, einzeln
in Einbettkassetten gelegt und 5 Stunden unter flieRendem Wasser gesplilt. Es folgte eine
Entwasserung in aufsteigender Alkoholreihe (70 %-, 80 %-, 90 %-, 100 %- Ethanol,
Methylbenzoat, Toluol, Xylol und erneut 100 %- Ethanol) im Einbettautomaten Leica Asp
200. Die Proben wurden an der AusgieRstation Microm EC -350-1 in Paraffinbldcke
eingebettet und anschlieBend am Mikrotom 2um dicke Schnitte angefertigt, die auf

Objekttragern bei 4°C bis zur Histologischen Analyse aufbewahrt wurden.
2.2.3 Proteinbestimmung

Die Gesamt-Proteinbestimmung aus BAL, Lungengewebe und Plasma erfolgte mittels des
BCA Protein Assay Kit. Die BAL wurde 1:10, Lungenhomogenat 1:40 und Plasma 1:120
mit Aqua dest verdlnnt und jeweils 10 ul der Verdiunnung in eine 96-Well Platte pipettiert.
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Mittels der im Kit enthaltenen Reagenzien A und B (im Verhaltnis 51:1) liel sich durch
einen Farbumschlag, hervorgerufen durch Peptidverbindungen in alkalischem Milieu
(Biuret-Reaktion), die Absorption im Tecan Sunrise-Reader bei 562 nm messen. Durch den
Vergleich mit Standardproben bekannter Konzentrationen lieBen sich aus den

Absorptionswerten die Proteinmengen in den jeweiligen Proben berechnen.
2.2.4 Western-Blot Analyse

Zur semiquantitativen Bestimmung der Caspase 3 in Lungenhomogenaten wurde die
Western Blot Analyse herangezogen. Fir die Elektrophorese wurden die einzelnen Proben
mit Aqua dest. verdiinnt, um ein Endvolumen von 20 pl mit einer Gesamtproteinmenge von
60 ug pro Probe zu erhalten. Diese wurden im Anschluss mit 15 pl Sample-Puffer versetzt
und 7 min auf einem Block-Thermostat bei 95°C inkubiert. Die Elektrophorese selbst
erfolgte in einer Kammer des Mini-Protean Tetra Systems, betrieben durch das Power Pac
HC bei einer Spannung von 125V und einer Laufzeit von 4 Stunden. Der low-range rainbow
coloured protein molecular weight marker diente hierbei als Marker fur die Laufweite der
aufgetrennten Proteine. Nach Abschluss der Elektrophorese wurden die Gele im mit Hilfe
des Semi Dry Transfer Cell 2 Stunden bei 0,18 Ampere (betrieben durch das Power Pac HC)
auf eine Hybond P-PVDF Membran transferiert. Nach Abschluss des Blottingvorgangs
wurden die Membranen in mit 5 % Milchpulver-versetztem TBST fur 1,5 Stunden geblockt.
Zusammen mit 5 ml 5 % Milchpulver/TBST und dem Anti Cleaved-Caspase 3 Antikorper
(Verdiinnung 1:500) lagerten die Membranen 24 Stunden bei 4°C in einem Falcon auf dem
Rollmischer Mixer SRT1. Nach drei Waschschritten mit je 15 min in TBST, folgte die
Inkubation der Membran fir 1 Stunde in 5 ml TBST mit Anti-Rabbit 1gG, HRP-linked
Antikdrper in einer Verdinnung von 1:1500. Nach viermaligen Waschen von je 15 min in
TBST wurde die Membran mit ChemiGlow West Chemiluminescence versetzt, in einer
Filmkassette fiir 1 min inkubiert und anschlieBend mittels einer Kodak Entwicklermaschine
auf den Hyperfilm ECL Ubertragen. Zur Ladekontrolle wurde [3-Aktin Fraktion bestimmt.
Hierzu wurden die Membranen in fir 5 min in TBST gewaschen und anschlieend in
Stripping Solution (1:10 verdiinnt mit Aqua dest) Gberfthrt und fir 15 min auf dem Schittler
gewaschen. Nach zweimaligen Waschen fur 15 min in TBST wurde die Membran fir 30
min in 5 % Milchpulver/TBST geblockt. Darauf folgte die Inkubation bei 4°C (iber Nacht
auf dem Rollmischer in 5 ml einer L&sung bestehend aus 3-Actin Rabbit-Antikorper (1:1000
verdunnt in 5 % Milchpulver/TBST). Die weitere VVorgehensweise zur Entwicklung eines
Films erfolgte wie oben beschrieben. Die semiquantitative Auswertung erfolgte durch
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Einscannen der Hyperfilme und Zuhilfenahme der Software FluorTech (Alpha Innotech, San
Leandro, USA).

2.2.5 ELISA

Die Bestimmung der Zytokin/Chemokin-Konzentrationen in Plasma, BAL und
Lungenhomogenat erfolgte mittels DuoSet® ELISA Kits (fir KC, MIP-2) bzw. BD
OptEIA™ ELISA Set (fiir MCP-1). Hierfiir wurde der jeweilige Capture-Antibody gemaf
Herstellerangaben 1:180 in PBS (KC und MIP-2) oder 2M Natriumbicarbonatpuffer mit
pH=6 (MCP-1) verdinnt und je 100 pl pro Well in einer Mikrotiterplatte tiber Nacht bei 4°C
inkubiert. Danach wurden mit Hilfe des Wellwash MK2 die Mikrotiterplatten dreimal mit
ELISA Waschpuffer gewaschen und mit 200 pl Reagent Diluent pro Well fir 1,5 Stunden
bei Raumtemperatur inkubiert. Nach drei weiteren Waschschritten wurden je 100 ul des
Standards und der Proben in Doppelbestimmung in die einzelnen Wells pipettiert. Die BAL
Proben wurden unverdiinnt eingesetzt, wohingegen das Plasma fir die KC und MIP-2
Messungen 1:6 und fur die MCP-1 Messungen 1:2 mit Reagent Diluent verdiinnt wurde. Das
Lungenhomogenat wurde fiir die KC und MIP-2 Bestimmung jeweils 1:96 und fir MCP-1
1:4 verdinnt. Die Platten inkubierten anschlieRend bei 4°C iber Nacht. Nach dreimaligen
Waschen wurde der Sekundérantikorper aus den jeweiligen Kits 1:180 verdunnt in Reagent
Diluent in die einzelnen Wells gegeben und 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nach
Ablauf der Inkubation und drei Waschschritten wurde eine 1:200 verdunnte Streptavidin-
Meerrettich-Peroxidase Ldsung fir 20 Min (KC und MIP-2) bzw. 30 Min (MCP-1)
zugegeben. Nach dreimaligen Waschen wurde 100 pl TMB-Reagenz in die einzelnen Wells
pipettiert und lichtgeschitzt bei Raumtemperatur fur 30 Min inkubiert. Zum Stoppen der
HRP-vermittelten Farbreaktion wurde nach Ablauf der Zeit 50 pl von einer 2 N
Schwefelsdureldsung zugegeben. Die Absorption konnte mit Hilfe des Tecan ELISA
Readers bei 450 nm gemessen werden und die Konzentration der jeweiligen Zytokine

anhand der ermittelten Standardkurve berechnet werden.
2.2.6 Multiplex

Fur die Bestimmung der Zytokine/Chemokine TNF-a, GCSF, IF-y, IL-13, IL-6, IL-10 und
MIP-1 wurde die ,,Cytometric Bead Array* Technik mittels Bio-Plex Pro™ Kit
herangezogen. Zuerst wurde eine geometrische Verdunnungsreihe mit dem mitgelieferten
Standard hergestellt und auf Eis gelagert. Zur Verdinnung von Standard und Proben wurde

eine LAsung bestehend aus PBS und 0,5 % Fetales Kalberserum (FCS) verwendet. Die BAL
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wurde unverdlnnt eingesetzt, Plasma wurde 1:4 und Lungenhomogenat 1:8 verdinnt. Zur
weiteren Vorbereitung wurde ein ,,Bead-Mix* hergestellt, der flr jedes zu bestimmende
Zytokin eine ausreichend grof’e Menge an ,,Capture Beads* enthielt. Die im Kit enthaltene
96-Well Platte wurde mit 100 pl ,,Assay Buffer” vorbenetzt und 50 pl des Bead-Mixes in
jedes Well hinzugegeben. Anschlielend wurde die Platte zweimal mit ,,Washbuffer
gewaschen. Danach wurden je 50 pl Probe und Standard in die Wells pipettiert und die Platte
fiir 30 Min auf einem Schittler bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dreimaligen Waschen
wurden 25 pl ,,Detection-Antibody* in jedes Well pipettiert und weiter 30 Min bei
Raumtemperatur inkubiert. Es folgten drei weitere Waschschritte und schlieBlich die Zugabe
von 50 pl einer Streptavidin-PE-LOsung. Nach einer 10 minutiger Inkubation und
dreimaligem Waschen wurde 125 ul ,,Assay Buffer hinzugefugt. Die Messung erfolgte am
Bioplex® 200 und die Auswertung wurde mit Hilfe der Bio-Plex Manager™- Software

durchgefinhrt.
2.2.7 Myeloperoxidase Aktivitat

Zur Messung der Myeloperoxidase Aktivitat in Neutrophilen Granulozyten musste das
Lungengewebe zuerst homogenisiert werden. Dazu wurde der kryokonservierte rechte obere
Lungenlappen je einer Maus in ein mit 1,5 ml Puffer 3 beftlltes Reagenzglas tberfihrt und
auf Eis mittels des Ultra Turrax Dispersiergerdtes bei 16000 rpm homogenisiert.
Anschliefend wurden diese Proben bei 60°C im Wasserbad fiir 2 Stunden erhitzt und
schliel3lich bei 4°C lber Nacht aufbewahrt und abgekihlt. Am Folgetag wurden die Proben
zuerst auf dem Vortex Genie 2 aufgeschuttelt und dann bei 3950 x g flr 15 Min zentrifugiert.
In eine 96-Well Platte wurde nun je 25 pl Uberstand der Probe und des Standards, der zuvor
in einer geometrischen Verdinnungsreihe mit MPO-Puffer 3 verdunnt wurde, pipettiert.
Dazu wurden 25 pl TMB- und 200 pl H.O2-L6sung gegeben und anschlielend die Platte fur
5 Min bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von 50 pl 2M H2SO4
Losung gestoppt und bei 450 nm im Tecan-Reader eingelesen. Zur vollstandigen
Auswertung der Ergebnisse folgte nun eine Proteinbestimmung aus den Proben(berstanden.
Hierzu wurde zundchst 100 pl Perchlorsédure in die Reagenzgldser hinzugegeben,
anschlieBend aufgeschittelt und bei 3950 x g fur 10 Min zentrifugiert. Es folgten zwei
Waschschritte, bei denen jeweils der Uberstand verworfen wurde, 3 ml Aqua dest
hinzugefugt, erneut aufgeschdittelt und wie oben beschrieben zentrifugiert. Danach wurde
das Sediment mit 2 ml einer 0,5 N NaOH Ld&sung versetzt und 30 Min bei 56°C im
Wasserbad inkubiert. Fiir die Messung wurde zundchst ein Standard, bestehend aus BSA in
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Aqua dest geometrisch verdunnt, hergestellt. Nach der Inkubation wurde jeweils 15 pl des
Standards und der Proben in die Wells einer 96-Well Platte pipettiert, 300 pl des
BCA/Kupfersulfat Reagenz hinzugegeben und die Platte bei 37°C fir 30 Min inkubiert. Die
Messung erfolgte bei 562 nm im Tecan Reader und die Berechnung der MPO-Aktivitét der
einzelnen Proben erfolgte unter Zuhilfenahme des Standards aus der Proteinbestimmung und
vorausgegangener MPO-Messung.

2.2.8 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Die unter 2.2.2 hergestellten Schnitte wurden durch zweimaliges Waschen in Xylol und
nachfolgender Uberfiihrung in Ethanol mit absteigender Konzentration (100 %-, 90 %-, 80
%-, 70 %-) fiir jeweils 2 Min entparaffiniert und anschlielend fur weitere 2 Min in Aqua
dest gewaschen. Die Kernfarbung erfolgte fur 3 Min in Mayers Hamalaun und
anschlieBendem kurzen Eintauchen in 0,1 % HCL Losung sowie Spilung fir 5 Min unter
laufendem Leitungswasser. Nun wurden die Schnitte fur 3 Min in Eosin-B Losung gefarbt
und anschlieBend wieder fur 2 Min unter laufendem Leitungswasser gespilt. In
aufsteigender Alkoholreihe (70 %-, 80 %-, 90 %-, 100 %- Ethanol je 1 Minute) und 2 mal
5-minitiger Verwahrung in Xylol wurden die Préparate entwassert. Zuletzt wurden die

fertigen Objekttrager mit Entellan und einem Deckglas eingedeckt.
2.2.9 TUNEL Farbung

Zuerst wurden die in 2.2.2 beschriebenen entparaffinierten Schnitte mit Proteinase-K Puffer
fir 15 Min bei 37°C angedaut und zweimal je 3 Min in PBS gewaschen. Es folgte eine
Inkubation bei 37°C fiir 60 Min nach Gabe von 50 ul einer Mischung aus ,,Enzymesolution*
und ,,Labelsolution“ des In Situ Cell Death Detection Kit. Die Negativkontrollen erfuhren
dieselbe Prozedur, jedoch nur mit alleiniger Gabe von ,Labelsolution“. Es folgten 3
Waschschritte fir 3 Min in PBS und die Kernfarbung mit Bisbenzimidlosung fir 15 Min
unter Lichtausschluss. Zuletzt wurden die Schnitte nochmals zweimal je drei Min in PBS
gewaschen und die Prdparate unter Verwendung des Dako Cytomation Fluorescent
Mounting Mediums eingedeckt.

2.2.10 Mikroskopie

Mikroskopische Beurteilungen fanden unter der Verwendung des Mikroskopes Axio Imager
M1 und dessen zugehoriger Software Axio Vision statt. Im Falle der HE-Farbung wurden

reprasentative Bildausschnitte abfotografiert und gespeichert. Fir die TUNEL-Farbung
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(TdTmediated dUTP-biotin nick end labeling) wurden geblindet gegenuber den
Tiergruppen, alle TUNEL-positiven Zellen in 10 Blickfeldern bei 400-facher VergréRRerung

ausgezahlt.
2.2.11 Statistik

Alle Daten wurden unter Verwendung von Sigma Stat und Sigma Plot auf statistische
Unterschiede untersucht. Nach Bestatigung der Normalverteilung der Werte wurden als
statistischer Test der One-way ANOVA (analysis of variance) gefolgt vom Student-
Newman-Keuls-Test als post hoc Test durchgefuhrt. In Falle von nicht normal verteilten
Werten wurde der Kruskal-Wallis ANOVA on Ranks und der Dunn‘s-Test herangezogen.
Bei einem Wert von p < 0,05 wurden die Unterschiede als statistisch signifikant erachtet.
Die Ergebnisse wurden als Mittelwerte + Standardfehler (SEM) dargestellt.
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3 Ergebnisse

3.1 Zytokine und Chemokine im Plasma

Um herauszufinden, ob die Entwicklung einer systemischen Entziindung nach Thoraxtrauma
und CLP in Fas-mutierten M&usen reduziert war, wurde die Plasmakonzentration zentraler
Zytokine und Chemokine bestimmt. Hierbei kam es in Wildtyp-Tieren (DH C57) 12 und 24
Stunden nach CLP zu einem signifikanten Anstieg von IL-6 und IL-10. In Fas-mutierten
Méusen (DH FAS) hingegen war die Konzentration dieser Zytokine signifikant gegentiber
den Wildtyp-Tieren erniedrigt. Die Plasmakonzentration von IL-1 $ und TNF—o war 12
Stunden nach CLP tendenziell und 24 Stunden nach CLP signifikant im Vergleich zur
Kontrollgruppe erhoht. Zum 24 Stunden Zeitpunkt zeigte sich in der DH FAS Gruppe eine
signifikante Reduktion an IL-1 3 gegeniiber der Wildtyp-Gruppe (Abb. 2).
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Abb. 2: Plasma-Konzentrationen von IL-1 beta (A), IL-6 (B), TNF-alpha (C) und IL-10 (D) in C57 und Fas-
mutierten Tieren (FAS) 12 bzw. 24 Stunden (h) nach Thoraxtrauma und Sepsis (DH)- oder Kontroll (sham)-
Prozedur. *p<0,05 verglichen mit der korrespondierenden sham-Gruppe (sham C57 12 h/24 h); #p<0,05
verglichen mit korrespondierender DH C57-Gruppe (DH C57 12 h/24 h), One Way ANOVA und Student-
Newman-Keuls post hoc Test. Erstveroffentlichung in: [149], Anderungen der Abbildung mit freundlicher
Genehmigung von Wolters Kluwer Health, Inc, Copyright © 2013, © 2013 Lippincott Williams.

Die Konzentration von RANTES, MIP-1 alpha und G-CSF waren in der Wildtyp-Gruppe zu
beiden Zeitpunkten nach Trauma und Sepsis signifikant gegeniiber den Sham-Tieren erhoht.
Im Falle von G-CSF traf dies auch auf die Fas-mutierten Gruppe zu. Hingegen dazu kam es
bei RANTES zum 24 Stunden Zeitpunkt und bei MIP-1 alpha zu beiden Zeitpunkten nach
DH zu einer signifikant reduzierten Freisetzung in DH FAS verglichen mit den
korrespondierenden DH C57 Versuchstieren. Die Konzentration von IFN-gamma war zum
12 Stunden Zeitpunkt in der DH FAS Gruppe erhoht, wiahrend es bei allen anderen Gruppen

zu keinem merklichen Anstieg von IFN-gamma 12 und 24 Stunden nach CLP kam (Abb. 3).
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Abb. 3: Plasma-Konzentrationen von RANTES (A), G-CSF (B), IFN-gamma (C) und MIP-1 alpha (D) in C57
und Fas-mutierten Tieren (FAS) 12 bzw. 24 Stunden (h) nach Thoraxtrauma und Sepsis (DH)- oder Kontroll
(sham)-Prozedur. *p<0,05 verglichen mit der korrespondierenden sham-Gruppe (sham C57 12 h/24 h);
#p<0,05 verglichen mit korrespondierender DH C57-Gruppe (DH C57 12 h/24 h), One Way ANOVA und
Student-Newman-Keuls post hoc Test. Erstveroffentlichung in: [149], Anderungen der Abbildung mit
freundlicher Genehmigung von Wolters Kluwer Health, Inc, Copyright © 2013, © 2013 Lippincott Williams.

Auch die Plasmakonzentrationen von KC, MCP-1 und MIP-2 waren 12 und 24 Stunden nach
TXT und CLP in der DH C57 Gruppe signifikant gegentiber den Kontrolltieren erhoht. Im
Vergleich dazu fand sich in den Fas-mutierten Tieren 24 Stunden nach DH fir die
Chemokine MCP-1 und MIP-2 eine signifikant verminderte Konzentration. Fur MCP-1 war
bereits beim 12 Stunden Zeitpunkt eine signifikant erniedrigte Konzentration gegenuber den

Wildtyp-Tieren zu verzeichnen (Abb. 4).
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Abb. 4: Plasma-Konzentrationen von KC (A), MCP-1 (B) und MIP-2 (C) in C57 und Fas-mutierten Tieren
(FAS) 12 bzw. 24 Stunden (h) nach Thoraxtrauma und Sepsis (DH)- oder Kontroll (sham)-Prozedur. *p<0,05
verglichen mit der korrespondierenden sham-Gruppe (sham C57 12 h/24 h); #p<0,05 verglichen mit
korrespondierender DH C57-Gruppe (DH C57 12 h/24 h), One Way ANOVA und Student-Newman-Keuls
post hoc Test. Erstveroffentlichung in: [149], Anderungen der Abbildung mit freundlicher Genehmigung von
Wolters Kluwer Health, Inc, Copyright © 2013, © 2013 Lippincott Williams.

3.2 Zytokine und Chemokine in der Lunge

Um die inflammatorische Reaktion von Thoraxtrauma und Sepsis in der Lunge zu
untersuchen, wurden oben genannte Zytokine und Chemokine lokal in den
Lungenhomogenaten 12 und 24 Stunden nach DH bestimmt. Es zeigte sich, dass die
Konzentrationen von IL-1 beta, IL-6 und IL-10 im Lungengewebe der DH C57 Gruppen

sowohl beim 12 als auch beim 24 Stunden Zeitpunkt signifikant gegentiber den
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Kontrolltieren erhoht waren. Fur TNF-alpha waren beim 12 Stunden Zeitpunkt erhéhte
Konzentrationen in beiden DH Gruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe zu verzeichnen.
Bei den Fas-mutierten Tieren waren die Konzentrationen von IL-1 beta, 1L-6 und 1L-10 12
Stunden nach Trauma und Sepsis deutlich und 24 Stunden nach DH signifikant gegenber

den traumatisierten Wildtyptieren vermindert (Abb. 5).
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Abb. 5: Konzentrationen im Lungengewebe von IL-1 (A), IL-6 (B), TNF-alpha (C) und IL-10 (D) in C57 und
Fas-mutierten Tieren (FAS) 12 bzw. 24 Stunden (h) nach Thoraxtrauma und Sepsis (DH)- oder Kontroll
(sham)-Prozedur. *p<0,05 verglichen mit der korrespondierenden sham-Gruppe (sham C57 12 h/24 h);
#p<0,05 verglichen mit korrespondierender DH C57-Gruppe (DH C57 12 h/24 h), One Way ANOVA und
Student-Newman-Keuls post hoc Test. Erstveréffentlichung in: [149], Anderungen der Abbildung mit
freundlicher Genehmigung von Wolters Kluwer Health, Inc, Copyright © 2013, © 2013 Lippincott Williams.
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Die Bestimmung von RANTES und IFN-gamma zeigte keine signifikanten Anderungen
nach Trauma und Sepsis. Fur RANTES war in der DH C57 Gruppe zum 24 Stunden
Zeitpunkt ein tendenzieller Anstieg zu verzeichnen. Fur IFN-gamma kam es zum 12 Stunden
Zeitpunkt sowohl bei der DH C57 Gruppe als auch bei der DH FAS Gruppe zu einer
Konzentrationserhohung gegentiber Sham. Die Konzentrationen von G-CSF und MIP-1
alpha waren in der DH C57 Gruppe 12 und 24 Stunden nach DH signifikant erhéht. Dagegen
kam es in der DH FAS Gruppe zu einer signifikant niedrigeren Freisetzung dieser
Chemokine gegeniiber den C57 Tieren (Abb. 6).
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Abb. 6: Konzentrationen im Lungengewebe von RANTES (A), G-CSF (B), IFN-gamma (C) und MIP-1 alpha
(D) in C57 und Fas-mutierten Tieren (FAS) 12 bzw. 24 Stunden (h) nach Thoraxtrauma und Sepsis (DH)- oder
Kontroll (sham)-Prozedur. *p<0,05 verglichen mit der korrespondierenden sham-Gruppe (sham C57 12 h/24
h); #p<0,05 verglichen mit korrespondierender DH C57-Gruppe (DH C57 12 h/24 h), One Way ANOVA und
Student-Newman-Keuls post hoc Test. Erstverdffentlichung in: [149], Anderungen der Abbildung mit
freundlicher Genehmigung von Wolters Kluwer Health, Inc, Copyright © 2013, © 2013 Lippincott Williams.
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Fur KC und MCP-1 liellen sich zum 12 und 24 Stunden Zeitpunkt in der DH C57 Gruppe
signifikant hohere Konzentration gegeniiber den Sham-Tieren nachweisen. Die DH FAS
Gruppe wies 24 Stunden nach DH signifikant erniedrigte Konzentrationen zur DH C57
Gruppe auf. Bei der Messung von MIP-2 kam es zu keinen relevanten

Konzentrationsunterschieden beider DH Gruppen verglichen zur Sham-Kontrolle (Abb. 7).
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Abb. 7: Konzentrationen im Lungengewebe von KC (A), MCP-1 (B) und MIP-2 (C) in C57 und Fas-mutierten
Tieren (FAS) 12 bzw. 24 Stunden (h) nach Thoraxtrauma und Sepsis (DH)- oder Kontroll (sham)-Prozedur.
*p<0,05 verglichen mit der korrespondierenden sham-Gruppe (sham C57 12 h/24 h); #p<0,05 verglichen mit
korrespondierender DH C57-Gruppe (DH C57 12 h/24 h), One Way ANOVA und Student-Newman-Keuls
post hoc Test. Erstveroffentlichung in: [149], Anderungen der Abbildung mit freundlicher Genehmigung von
Wolters Kluwer Health, Inc, Copyright © 2013, © 2013 Lippincott Williams.
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3.3 Zytokine und Chemokine in der Bronchoalveolaren Lavage

Die Zytokin- und Chemokin Bestimmungen in der BAL wurden zum 12 Stunden Zeitpunkt
nach TxT und CLP durchgefuhrt. Hierbei konnte eine signifikant erhéhte Konzentration von
IL-6 in der DH C57 Gruppe im Vergleich zur Sham-Gruppe festgestellt werden.
Demgegenuber waren die IL-6 Konzentrationen in der DH FAS Gruppe signifikant
erniedrigt. Einen tendenziell ahnlichen Verlauf zeigte IL-10. Bei der Messung von IL-1 beta
und TNF-alpha konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen gemessen
werden (Abb. 8).
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Abb. 8: Konzentrationen in BAL von IL-1 (A), IL-6 (B), TNF-alpha (C) und IL-10 (D) in C57 und Fas-
mutierten Tieren (FAS) 12 Stunden (h) nach Thoraxtrauma und Sepsis (DH)- oder Kontroll (sham)-Prozedur.
*p<0,05 verglichen mit der korrespondierenden sham-Gruppe (sham C57 12 h/24 h); #p<0,05 verglichen mit
korrespondierender DH C57-Gruppe (DH C57 12 h/24 h), One Way ANOVA und Student-Newman-Keuls
post hoc Test. Erstverdffentlichung in: [149], Anderungen der Abbildung mit freundlicher Genehmigung von
Wolters Kluwer Health, Inc, Copyright © 2013, © 2013 Lippincott Williams.
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Die Konzentrationsmessung von G-CSF ergab in beiden DH Gruppen (C57 und FAS)
signifikant erhohte Werte gegentiber Sham-Tieren. Die Bestimmung von RANTES in BAL
lieferte signifikant erhohte Messwerte in der DH C57 Gruppe im Vergleich zur
Kontrollgruppe, was in den Fas-mutierten Tieren reduziert war. Fir IFN-gamma und MIP-
1 alpha Konzentrationen konnten keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den
Gruppen detektiert werden (Abb. 9).
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Abb. 9: Konzentrationen in BAL von RANTES (A), G-CSF (B), IFN-gamma (C) und MIP-1 alpha (D) in
C57 und Fas-mutierten Tieren (FAS) 12 Stunden (h) nach Thoraxtrauma und Sepsis (DH)- oder Kontroll
(sham)-Prozedur. *p<0,05 verglichen mit der korrespondierenden sham-Gruppe (sham C57 12 h/24 h);
#p<0,05 verglichen mit korrespondierender DH C57-Gruppe (DH C57 12 h/24 h), One Way ANOVA und
Student-Newman-Keuls post hoc Test. Erstverdffentlichung in: [149], Anderungen der Abbildung mit
freundlicher Genehmigung von Wolters Kluwer Health, Inc, Copyright © 2013, © 2013 Lippincott Williams.

33



Ergebnisse

Die KC Konzentration in der BAL der DH C57 Gruppe war analog zum Lungengewebe
signifikant gegenuber den Sham-Tieren erhdht. Bemerkenswerterweise liel? sich in der BAL
eine signifikante Erniedrigung in der DH FAS Gruppe nachweisen. Bei MCP-1 konnte
ebenfalls eine signifikant erhéhte Konzentration in den C57 Wildtyp-Tieren festgestellt
werden, die in den Fas-mutierten Mdusen tendenziell erniedrigt war. Analog zur Messung
im Lungengewebe kam es auch in der BAL bei der Bestimmung von MIP-2 zu keinem
signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen (Abb. 10).
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Abb. 10: Konzentrationen in BAL von KC (A), MCP-1 (B) und MIP-2 (C) in C57 und Fas-mutierten Tieren
(FAS) 12 Stunden (h) nach Thoraxtrauma und Sepsis (DH)- oder Kontroll (sham)-Prozedur. *p<0,05
verglichen mit der korrespondierenden sham-Gruppe (sham C57 12 h/24 h); #p<0,05 verglichen mit
korrespondierender DH C57-Gruppe (DH C57 12 h/24 h), One Way ANOVA und Student-Newman-Keuls
post hoc Test. Erstverdffentlichung in: [149], Anderungen der Abbildung mit freundlicher Genehmigung von
Wolters Kluwer Health, Inc, Copyright © 2013, © 2013 Lippincott Williams.
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3.4 Myeoloperoxidase-Aktivitat im Lungengewebe

Als MalR fur die Neutrophilen-Infiltration in die Lunge wurde die Myeloperoxidase-Aktivitat
12 und 24 Stunden nach DH bestimmt. In den Trauma Tieren der C57 Gruppe zeigte sich
zum 12 Stunden Zeitpunkt eine signifikant erhdhte MPO Aktivitat gegeniiber den Sham-
Tieren. Die Funktionseinschrankung des Fas-Rezeptors in Fas-Rezeptor-mutierten Madusen
fihrte zu einer signifikant erniedrigten Aktivitat gegenuber Wildtyptieren zu diesem
Messzeitpunkt. 24 Stunden nach Sepsis war die gemessene MPO Aktivitét in der DH C57
Tiergruppe nur marginal erh6ht. Zu diesem Zeitpunkt war in den Fas-mutierten Tieren eine
tendenziell erniedrigte MPO Aktivitdt im Vergleich zu den WT Tieren zu verzeichnen,
jedoch ohne Signifikanz (Abb. 11).
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Abb. 11: Myeloperoxidase-Aktivitat in C57 und Fas-mutierten Tieren (FAS) 12 bzw. 24 Stunden (h) nach
Thoraxtrauma und Sepsis (DH)- oder Kontroll (sham)-Prozedur. *p<0,05 verglichen mit der
korrespondierenden sham-Gruppe (sham C57 12 h/24 h); #p<0,05 verglichen mit korrespondierender DH C57-
Gruppe (DH C57 12 h/24 h), One Way ANOVA und Student-Newman-Keuls post hoc Test.
Erstveréffentlichung in: [149], Anderungen der Abbildung mit freundlicher Genehmigung von Wolters Kluwer
Health, Inc, Copyright © 2013, © 2013 Lippincott Williams.
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3.5 Permeabilitatsstorung der alveolo-kapillaren Barriere

Zur Detektion von alveolo-kapillaren Permeabilitatsstérungen wurde die Durchléssigkeit
des Lungenepithels fir Proteine aus dem Blutplasma 12 und 24 Stunden nach Thoraxtrauma
und Sepsis gemessen. Wie in Abbildung 12 dargestellt, kam es 12 Stunden nach CLP zu
einer signifikant erhdhten Protein-Konzentration in der BAL der DH C57 Tiere im Vergleich
zu Kontrolltieren, was auf eine Stérung der alveolo-kapillaren Integritat hindeutete. Im
Gegensatz dazu war in der DH FAS Gruppe eine signifikant reduzierte Proteinmenge in der

BAL gegenlber den traumatisierten Wildtyp-Tieren zu verzeichnen (Abb. 12).
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Abb. 12: Proteinkonzentration in C57 und Fas-mutierten Tieren (FAS) 12 Stunden (h) nach Thoraxtrauma und
Sepsis (DH)- oder Kontroll (sham)-Prozedur. *p<0,05 verglichen mit der korrespondierenden sham-Gruppe
(sham C57 12 h/24 h); #p<0,05 verglichen mit korrespondierender DH C57-Gruppe (DH C57 12 h/24 h), One
Way ANOVA und Student-Newman-Keuls post hoc Test. Erstveroffentlichung in: [149], Anderungen der
Abbildung mit freundlicher Genehmigung von Wolters Kluwer Health, Inc, Copyright © 2013, © 2013
Lippincott Williams.

3.6 Apoptose in der Lunge

Als Mal flur die Aktivierung der Apoptosekaskade wurden Caspase 3 Western Blot
Analysen in Lungenhomogenaten durchgefiihrt. Hierbei zeigte sich sowohl 12 als auch 24
Stunden nach Induktion der Sepsis eine erhohte Menge an aktiver Caspase 3 in C57 Tieren
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verglichen mit Sham-Tieren (Abb. 13). In der DH FAS Gruppe hingegen war die Caspase 3
Menge 12 Stunden nach TXT und Sepsis signifikant vermindert im Vergleich zu den
Wildtyp-Tieren nach DH (Abb. 14).
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Abb. 13: Reprasentative Western Blot Analyse der Menge aktiver Caspase-3 (Akt. C-3, 17/19 kDa) im
Lungenhomogenat der Versuchsgruppen 12 bzw. 24 Stunden (h) nach Thoraxtrauma und Sepsis (DH)- oder
Kontroll (sham)-Prozedur. Wildtyp (sham C57), Double-Hit Wildtyp (DH C57) und Double-Hit Fas-Rezeptor-
Mutation (DH Fas) nach 12 und 24 Stunden. Zur Normalisierung dient der korrespondierende p-Actin Re-Blot
(45 kDa), Erstverdffentlichung in: [149], Anderungen der Abbildung mit freundlicher Genehmigung von
Wolters Kluwer Health, Inc, Copyright © 2013, © 2013 Lippincott Williams.
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Abb. 14: Densitometrische Auswertung der Aktive-Caspase-3-Western-Blots in C57 und Fas-mutierten Tieren
(FAS) 12 bzw. 24 Stunden (h) nach Thoraxtrauma und Sepsis (DH)- oder Kontroll (sham)-Prozedur. *p<0,05
verglichen mit der korrespondierenden sham-Gruppe (sham C57 12 h/24 h); #p<0,05 verglichen mit
korrespondierender DH C57-Gruppe (DH C57 12 h/24 h), One Way ANOVA und Student-Newman-Keuls
post hoc Test. Erstverdffentlichung in: [149], Anderungen der Abbildung mit freundlicher Genehmigung von
Wolters Kluwer Health, Inc, Copyright © 2013, © 2013 Lippincott Williams.

Eine erhbhte Apoptoserate in der Lunge nach Trauma und Sepsis konnte auch durch TUNEL
Farbungen bestétigt werden. Zu beiden Zeitpunkten war eine erhdhte Anzahl an TUNEL-
positiver Zellen bei C57 Mé&usen nachzuweisen, die sich zum 12 Stunden Zeitpunkt als
signifikant gegenlber den Kontrolltieren erwies. Die DH FAS Gruppe hingegen zeigte 12
Stunden nach DH eine signifikante Reduktion TUNEL positiver Zellen im Vergleich zu den
Wildtyp-Tieren und es war kein Unterschied zu den Kontrolltieren zu verzeichnen (Abb.15).
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Abb. 15: TUNEL-positive Zellen pro Sichtfeld bei Ausz&hlung von 20 Sichtfeldern in C57 und Fas-mutierten
Tieren (FAS) 12 bzw. 24 Stunden (h) nach Thoraxtrauma und Sepsis (DH)- oder Kontroll (sham)-Prozedur.
*p<0,05 verglichen mit der korrespondierenden sham-Gruppe (sham C57 12 h/24 h); #p<0,05 verglichen mit
korrespondierender DH C57-Gruppe (DH C57 12 h/24 h), One Way ANOVA und Student-Newman-Keuls
post hoc Test. Erstveroffentlichung in: [149], Anderungen der Abbildung mit freundlicher Genehmigung von
Wolters Kluwer Health, Inc, Copyright © 2013, © 2013 Lippincott Williams.

3.7 Lungenhistologie

In der Zusammenschau konnen im hier durchgefuhrten Thoraxtrauma Modell mit CLP
zentrale Charakteristika (systemische sowie lokale Entziindung in der Lunge mit Erhohung
der Apoptose, Neutrophilen-Infiltration und Stérung der alveolo-kapilléaren Schranke) einer
akuten Lungenschéadigung hervorgerufen werden. Die gefundenen Ergebnisse spiegelten
sich in den histologisch untersuchten Lungenpréparaten der verschiedenen
Versuchstiergruppen wieder. Die Double-Hit Tiere wiesen charakteristische Merkmale eines
Lungenschadens, wie Einblutung in Alveolen, Verdickung der Septen und
Leukozyteninfiltrationen auf. Durch Mutation und Funktionseinschrankung des Fas-
Rezeptors in den Ipr-Tieren, zeigen sich diese ARDS-typischen Veranderungen der Lunge

in deutlich reduzierter Auspragung (Abb. 16).
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Abb. 16: Représentative Hamatoxylin/Eosin gefarbte Lungengewebsschnitte in C57 und Fas-mutierten Tieren

(FAS) 12 bzw. 24 Stunden (h) nach Thoraxtrauma und Sepsis (DH)- oder Kontroll (sham)-Prozedur. 400-fache

Erstveroffentlichung in: [149], Anderungen der Abbildung mit freundlicher Genehmigung von

Vergrolierung,

Wolters Kluwer Health, Inc, Copyright © 2013, © 2013 Lippincott Williams.
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4 Diskussion

Bis heute stellt das ARDS ein Krankheitsbild dar, bei dem man im klinischen Alltag schnell
an therapeutische Grenzen stoRt. Bisherige Behandlungsversuche beim Vollbild der
Erkrankung belaufen sich meist auf supportive MaRnahmen und weniger auf interventionelle
Ansatze. Die unterschiedlichen Entitaten, die zur Ausbildung des ARDS fiihren, sowie das
inhomogene Patientenkollektiv stellen erhohte Anforderungen an die Erforschung des
Krankheitsbildes. Hinsichtlich der Pathophysiologie finden mittlerweile zwei Hypothesen in
diesem Diskurs durchgehend Bericksichtigung. Zum einen soll die Schadigung des
Lungenepithels von aktivierten neutrophilen Granulozyten und deren Metaboliten
(Neutrophilen-Hypothese) und zum anderen von apoptotischen Prozessen der
Lungenepithelzellen (Epithelzellhypothese) ausgehen und somit einen zentralen Punkt fiir
die Pathogenese des ARDS darstellen.

Im Hinblick auf letztere scheint die Fas-Rezeptor-assozierte Signalkaskade einen
wesentlichen Beitrag zum apoptotischen Pathomechanismus beizutragen. Einerseits durch
die Aktivierung der Fas-Signalkaskade, die zur direkten Aktivierung apoptotischer
Vorgange fuhrt und andererseits durch die Fas-assozierte Produktion inflammatorischer
Mediatoren mit anschlieRender Rekrutierung neutrophiler Granulozyten. In vorliegender
Arbeit wurde in einem klinisch relevanten ARDS-Modell der Maus untersucht, welche Rolle
der Fas-Rezeptor bei der Entstehung eines Thoraxtrauma-induzierten septischen akuten
Lungenschadens spielt. Hierzu wurde die Entwicklung von ARDS-assoziierten Merkmalen
in einem ARDS-Modell bestehend aus Thoraxtrauma und Sepsis (Double-Hit) in Wildtyp-

Mausen mit Fas-Rezeptor-mutierten Mausen verglichen.

4.1 Systemische und lokale Immunantwort

Zunéchst wurde durch die Bestimmung zentraler Zytokine und Chemokine im Plasma die
Entstehung einer systemischen Entziindung nach Thoraxtrauma und Sepsis untersucht.
Dabei zeigte sich, dass es in Wildtyp-Tieren 12 und 24 Stunden nach DH zu einer signifikant
erhohten Freisetzung von IL-6, IL-10, RANTES, G-CSF, MIP-1 alpha, KC, MCP-1 und
MIP-2 im Plasma gegenuber Kontrolltieren kam. Fir TNF-alpha und IL-1 beta konnten 24
Stunden nach CLP erhohte Werte gefunden werden. Diese Ergebnisse deuten darauf hin,
dass es im vorliegenden Modell bereits frihzeitig zu einer starken systemischen
Immunantwort kam. Auch bereits veroffentlichte Daten Uber die Etablierung des hier
verwendeten Tiermodells spiegeln diese Ergebnisse wider [121]. Viele Tiermodelle des

septischen akuten Lungenschadens basieren jedoch nur auf einen ,,Single Hit“, wie zum
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Beispiel die alleinige Induktion einer Sepsis durch CLP oder mittels LPS bzw. Bakterien-
Applikation [97]. Diese Modelle sind jedoch mit der Problematik konfrontiert, dass sie nur
unzureichend die pathologischen Prozesse bei Patienten mit Entwicklung eines ARDS
nachahmen. Die intravendse LPS Injektion fuhrt zwar zu einer frihen systemischen und
lokalen Immunantwort mit Apoptose in endothelialen Zellen, eine Infiltration von PMN in
die Lunge bleibt jedoch weitgehend aus [42,151]. Fox-Dewhurst et al. zeigte, dass die
intratracheale Applikation von bakteriellem Fazes eher zur Ausbildung einer Pneumonie als
zu einem ARDS mit niedriger Rekrutierung an neutrophilen Granulozyten und Ausbleiben
einer Dysfunktion der alveolo-kappillaren Schranke fiihrte [41]. Die in zahlreichen
Veroffentlichungen verwendeten Double-Hit-Modelle (Schock + CLP, Intratracheale
Bakterienapplikation + Rauchinhalation, Thoraxtrauma + CLP) imitieren die klinische
Relevanz des ARDS wesentlich besser [7,109,121]. Somit kann die Verwendung eines
kombinierten klinisch relevanten Double-Hit-Modells besser dazu beitragen, die
dynamischen Prozesse der Lungenschéadigung, die im Patienten ablaufen, zu verstehen und
zu erforschen [94,126].

Speziell in der Pathogenese des ARDS im Menschen spielen IL-1, IL-6, IL-8 und TNF-alpha
eine bedeutsame Rolle bei der Exazerbation der Lungenschadigung [146]. Hinzu kommt
begleitend eine erh6hte Konzentration von IL-1, IL-6, G-CSF und TNF-alpha im Rahmen
eines Systemischen Inflammatorischen Response-Syndroms (SIRS) [16,17,29]. Zudem
wurde eine erhohte Sekretion von IL-8 (humanes Homolog zu KC und MIP-2 in der Maus)
als Antwort auf eine FasL Exposition in bronchialen Epithelzellen beschrieben [50]. Auch
humane Makrophagen produzieren IL-8 nach Inkubation mit einem Fas-Liganden [114]. In
vorliegender Arbeit konnte durch die Funktionseinschrdnkung des Fas-Rezeptors im Fas-Ipr
Mausstamm signifikant erniedrigte Konzentrationen von IL-6, IL-10 IL-1 beta, RANTES,
MIP-1 alpha, KC, MCP-1 und MIP-2 24 Stunden nach DH und von IL-6, IL-10, MIP-1 alpha
und MCP- 12 Stunden nach DH im Plasma nachgewiesen werden. Der Fas-
Signaltransduktionsweg scheint deshalb mafgeblich an der systemischen Produktion dieser
Zytokine/Chemokine beteiligt zu sein. VVorangegangene Untersuchungen decken sich mit
diesen Ergebnissen. So konnten Neff et al. in einem Modell mit direkter akuten
Lungenschadigung ebenfalls eine verminderte Produktion von KC und MIP-2 bei nicht
funktionsfahigem Fas-Rezeptor nachweisen [110].

Interessanterweise fihrte eine fehlende Fas-Aktivierung zu keiner systemischen, sondern

nur zu einer lokalen Expression von G-CSF nach Trauma. Die G-CSF Konzentration im
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Plasma bei Fas-lpr Mdusen sowie in Wildtyp-Tieren war signifikant gegentuber der Sham-
Gruppe erhoht. Hingegen wurde im Lungengewebe eine signifikant erniedrigte G-CSF
Konzentration in Fas-mutierten Tieren gegentber Wildtyp-Tieren nach DH gemessen. In
einer vorrausgegangenen Studie durch Perl et al. wurde durch Depletion neutrophiler
Granulozyten ebenfalls die Konzentration von G-CSF lokal in der Lunge, nicht jedoch
systemisch im Blutplasma erniedrigt [121]. Ein Grund hierfiir kdnnte eine kompensatorisch
gesteigerte systemische Produktion von G-CSF als Reaktion auf eine lokal verminderte
Infiltration von Neutrophilen in das Lungengewebe sein.

Analog zu den Messergebnissen im Plasma, fanden sich vergleichbare Ergebnisse im
Lungengewebe. Zu beiden Zeitpunkten nach DH wurden signifikant erhohte Werte fr 1L-1
beta, IL-6, IL-10, G-CSF, MIP-1 alpha, KC und MCP-1 in der DH C57 Gruppe gegeniber
der Sham-Gruppe nachgewiesen. Dies bestatigten auch die bisher zum Modell publizierten
Ergebnisse [121]. In Fas-Rezeptor-mutierten Tieren waren die Konzentrationen von IL-1
beta, IL-6, IL-10, MIP-1 alpha, KC und MCP-1 24 Stunden nach DH und im Falle von G-
CSF zusatzlich zum 12 Stunden Zeitpunkt signifikant vermindert. In einem indirekten
ARDS Tiermodell mit CLP- und H&morrhagie-vermitteltem Lungenschaden wurden
ebenfalls verminderte Konzentrationen an KC, MCP-1 und MIP-2 in Fas-depletierten Tieren
gegenuber Kontroll-Mé&usen 12 Stunden nach dem ,,second Hit* gemessen [118]. Dass dies
im vorliegenden Modell erst 24 Stunden nach TxT und CLP auftrat, konnte durch den hier
induzierten direkten Lungenschaden (ausgeldst durch ein TxT) mit mechanisch bedingter
Zerstorung von Lungengewebe erklart werden. Dadurch konnte es in der Lunge Fas-
unabhéngig zu einer verstarkten frihen inflammatorischen Reaktion kommen, so dass eine
fehlende Fas-Aktivierung hier noch keine Wirkung entfalten konnte. Dies wirde auch
erklaren, weshalb die Plasmakonzentrationen von KC und MIP-2 zum 12 Stunden Zeitpunkt
in beiden Versuchstiergruppen nicht signifikant unterschiedlich waren.,

Bei der Bestimmung von RANTES war ein signifikanter Unterschied zwischen beiden
Gruppen zum 24 Stunden Zeitpunkt im Plasma detektierbar, im Lungenhomogenat jedoch
war kein Unterschied feststellbar. Bei TNF-alpha war die Konzentration im Lungengewebe
12 Stunden nach CLP in beiden Gruppen erhoht und zum 24 Stunden Zeitpunkt nicht mehr
nachweisbar. Im Plasma hingegen kam es zu einer signifikanten Erhohung in der DH C57
Gruppe 24 Stunden nach DH. Eine mdogliche Erklarung fir die unterschiedlichen
Messergebnisse zwischen Plasma und Lungenhomogenat konnte in der Kinetik der beiden
Zytokine liegen. So stellte auch Bosmann et al. eine rasche Konzentrationsabnahme von

TNF-alpha im Plasma von Mausen eine Stunde nach intratrachealer oder intraperitonealer
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LPS-Injektion fest [15]. Im selben Experiment zeigte sich ein dhnliches Bild Fir die
Bestimmung von RANTES. Die Konzentration stieg 6 Stunden nach intraperitonealer LPS-
Injektion rasch an und war nach 24 Stunden bereits um die Halfte abgesunken, wohingegen
nach intrapulmonaler LPS-Instillation die Konzentration von RANTES in BAL sukzessive
anstieg und nach 18 Stunden am Hdéchsten war. Ein Erklarungsansatz dafiir ware, dass eine
Vielzahl moglicher Variationen und Phanotypen an Toll-Like-Rezeptor-exprimierenden
Immunzellen in der Lunge verglichen mit anderen Kompartimenten bestehen und somit
substantielle Unterschiede in der lokal gemessenen Konzentration der Analyten auftreten
kdnnen [25].

In der BAL lieBen sich signifikant erhdhte Konzentrationen an IL-6, KC, MCP-1 und G-
CSF in DH C57 Tieren im Vergleich zur Sham-Gruppe nachweisen. Kiehl et al. konnte
ebenfalls erhohte Konzentrationen an IL-6 und IL-8 in der BAL von humanen Patienten im
Rahmen eines vorliegenden ARDS nachweisen [71]. Selbiges wurde in einer Studie von Lee
et al. [82] und Goodman et al. [44] beobachtet, in der erhhte Konzentrationen an G-CSF
und IL-8 bzw. MCP-1 gemessen wurden. Somit verdeutlichen die hier vorliegenden
Ergebnisse, dass das angewandte Mausmodell das humane ARDS Krankheitsbild beziiglich
der posttraumatischen Inflammation gut abbildet. Bei den Fas-Rezeptor-mutierten Tieren
konnten signifikant verminderte Konzentrationen an IL-6 und KC gegentiber Wildtyp-
Tieren gemessen werden. MCP-1 und G-CSF waren in Fas-lpr Tieren tendenziell, jedoch
nicht signifikant vermindert. Da bei ARDS Patienten erhéhte 1L-6 [71] und G-CSF [82]
Konzentrationen in der BAL mit einer schlechteren Prognose korrelieren, scheint das
Ausmal der Entziindung in der Lunge einen entscheidenden Faktor im Krankheitsverlauf
des ARDS zu spielen. Die Produktion proinflammatorischer Zytokine wie unter anderem
IL-8, IL-6 und TNF-alpha erfolgt nach Fas-Aktivierung tber ERK-1/2, JNK und NF«xB
[3,39,40,76,114,120]. Dementsprechend wurde in klinisch relevanten ARDS-Modellen nach
Blockade der Fas-Signaltransduktion die pulmonale Entziindungsreaktion (gemessen an IL-
8, IL-6 und TNF-alpha im Lungengewebe) nach Trauma (Ha&morrhagie + CLP,
intratracheale LPS-Instillation) im Vergleich zu Kontrolltieren signifikant herabreguliert
[74,103,118]. Vorliegende  Ergebnisse  zeigen  deutlich, dass durch den
funktionseingeschrénkten Fas-Rezeptor sowohl die systemische, vor allem aber die lokale
Entzlindungsreaktion in der Lunge als Zeichen einer akuten Lungenschadigung signifikant

vermindert wurde.

44



Diskussion

4.2 Pulmonale Neutrophilen-Infiltration

Unter infektiosen Bedingungen erfullen neutrophile Granulozyten eine unterstiitzende
Funktion bei der Beseitigung zahlreicher pathogener Erreger. So resultierte die Depletion
von PMN im Rahmen einer experimentellen durch Streptococcus Pneumoniae ausgeldsten
Pneumonie in einer fehlenden Produktion von bakterizider Granulozyten-Elastase (ELA-2)
und Cathepsin G und fiihrte demnach zu einem Uberwuchs an Bakterien mitsamt
folgeschwerem Krankheitsverlauf [51]. In diesem Zusammenhang wurde gezeigt, dass die
Uberlebensrate von Neutrophilen-depletierten Mausen bei einer Staphylococcus Aureus-
induzierten Pneumonie signifikant geringer im Vergleich zu immunkompetenten Stdmmen
war [130].

Jedoch kann die unkontrollierte Proliferation und Migration dieser im Grunde mikrobiziden
Zellen in das Lungengewebe ebenfalls eine Zerstérung des Parenchyms induzieren und so
zur Ausbildung eines ARDS fiihren [48]. Klinisch ist eine hohe Neutrophilen Konzentration
in der BAL mit einer schlechten Prognose bei ARDS Patienten assoziiert [116]. Ebenso
wurde als Folge einer direkten Stimulation mittels eines Fas-aktivierenden Antikorpers in
der Lunge von Mausen eine erhohte MPO-AKktivitat beschrieben, die aus einer vermehrten
PMN Infiltration hervorging [98]. In vorliegender Studie konnte 12 Stunden nach DH eine
signifikant erhohte MPO Aktivitat im Lungengewebe der DH C57 Gruppe als Marker fir
die Infiltration der PMN in die Lunge nachgewiesen werden. Auch Perl et al., konnte zum
12 Stunden Zeitpunkt eine erhthte MPO-Aktivitat in C57/BL 6 Mausen nach Thoraxtrauma
und CLP nachweisen [121]. Analog lieRen sich zu selbigen Zeitpunkt erhohte
Konzentrationen an G-CSF und MCP-1 in der Lunge von DH C57 Tieren detektieren.
Sowohl G-CSF als auch MCP-1 wurden als potente Induktoren der Neutrophilen-Infiltration
beschrieben [2,56,136]. Fur MIP-2 und KC wurde ebenfalls eine tragende Rolle bei der
Infiltration von aktivierten neutrophilen Granulozyten im Rahmen eines hdmorrhagisch-
induzierten septischen ALI Modells dargelegt [87]. Daraus l&sst sich schlieRen, dass neben
G-CSF weitere Zytokine wie MCP-1, MIP-2 und KC bei der Rekrutierung von PMN
beteiligt sind. Die Konzentrationen von G-CSF im Lungengewebe, MIP-2 im Plasma, KC
im Plasma, Lungengewebe und BAL sowie die Konzentration an MCP-1 im Plasma und
Lungengewebe waren nach DH in der Fas-Rezeptor-mutierten Gruppe vermindert. In
Zusammenschau mit der zum 12 Stunden Zeitpunkt erniedrigten MPO Aktivitat l&sst sich
schlussfolgern, dass durch die fehlende Fas-Aktivierung eine lokale Entziindungsreaktion
sowie Produktion von Entziindungsmediatoren verringert ist und die pulmonale PMN-

45



Diskussion

Infiltration mit konsekutiver Lungenschédigung abgeschwacht wird. Andere Studien konnen
diese Beobachtung bestdtigen. Dementsprechend bewirkte die intratracheale,
postexpositionelle Instillation von Fas-siRNA eine verringerte MPO-AKtivitat in der Lunge
im indirekten ARDS Modell [118] und eine erniedrigte Zellzahl an neutrophilen
Granulozyten in der BAL nach TxT und CLP [105]. Desweiteren flihrte die ebenfalls mittels
siRNA-vermittelte Herabregulation von MIP-2 zu einem verminderten Zustrom an
aktivierten PMN bei Hamorrhagie-induziertem ARDS [87]. Diese Beobachtung konnte
jedoch nicht bei Verwendung einer KC-siRNA reproduziert werden und fuhrte zu keiner
reduzierten MPO-Aktivitat im Plasma. Ein Grund hierfir liegt am ehesten darin, dass durch
ein siRNA-Silencing keine vollstandige Herabregulation der KC-Expression im Gegensatz
bei ausbleibender Fas-Aktivierung erreicht wird.

Eine Depletion von Neutrophilen Granulozyten ist in den jeweiligen Modellen eines
Thoraxtrauma-induzierten septischen ARDS und intratrachealer Instillation eines Fas-
aktivierenden Antikorpers mit einer signifikanten Reduktion des Lungenschadens assoziiert
(nachgewiesen durch verringerter Gewebskonzentration an G-CSF und intakter
Lungenhistologie nach Trauma) und bestatigt somit eine pathophysiologisch relevante Rolle
fur aktivierte PMN bei der Ausbildung des Lungengewebeschadens [20,121].
Interessanterweise konnte dadurch gezeigt werden, dass PMN im Rahmen eines ARDS eine
schadigende Wirkung einnehmen, wohingegen sie unter infektiosen Bedingungen zur
Beseitigung von Fremderregern, eine protektive Rolle innehaben [119]. Jedoch kann die
Neutrophilen-Infiltration nicht allein fir die Entstehung eines ARDS verantwortlich
gemacht werden [153].

4.3 Apoptose

Neben einer verstarkten Inflammation und Neutrophilen-Infiltration ist auch die erhéhte
Apoptoserate in der Lunge als Pathomechanismus bei der Entstehung des ARDS beschrieben
[9,12,122,141]. Auch fir die American Thoracic Society ist der Nachweis apoptotischer
Prozesse eine Voraussetzung bei der Verwendung von ARDS-Tiermodellen [95]. In
indirekten wie auch direkten ARDS Modellen zeigte sich eine erhéhte apoptotische Aktivitat
im Lungengewebe nach dem jeweiligem Trauma [120,121]. Dies wurde auch in
vorliegendem Modell bestatigt. 12 Stunden nach DH wurde eine deutlich erhéhte Menge an
aktiver Caspase 3 mittels Western Blot detektiert. Dartiber hinaus war die Anzahl TUNEL-
positiver Zellen in Wildtyp-Tieren signifikant gegenuber Kontrolltieren erhoht. In Fas-
mutierten Tieren hingegen, wurde zum selben Zeitpunkt eine signifikant reduzierte Caspase-
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3 Aktivitat und Anzahl TUNEL-positiver Zellen gegentiber den Wildtyp-Tieren gemessen.
Einerseits deutet dies darauf hin, dass tber den Fas-Signalweg eine Caspase-3 vermittelte
Apoptose ablauft. Andererseits wird dadurch gezeigt, dass dieser einen entscheidenden
Einfluss auf die Apoptose im Rahmen des verwendeten ARDS-Modells hat. So zeigte sich
bisher, dass die direkte Aktivierung des Fas-Signalweges in vivo zur Apoptose von
alveoldaren Epithelzellen fihrt [98,99,102]. Im Gegensatz dazu konnte durch eine
Herabregulation der Fas-Expression die pulmonale Apoptose vermindert und der
Gesamtschweregrad der ALI in einem direkten [110] und indirekten ARDS Modell
vermindert werden [118]. Ebenso zeigten sich in Fas-Rezeptor-mutierten Tieren bei
Legionella Pneumophila-induzierter Pneumonie eine verminderte pulmonale Apoptose und
insgesamt ein protektiver Effekt hinsichtlich der Uberlebensrate [139].

Die Fas-Kaskade scheint nicht alleine urséchlich fur den apoptotischen Untergang der
Lungenepithelzellen im hier verwendeten Double-Hit Modell zu sein. Dies zeigt sich u.a.
daran, dass in Abwesenheit der Fas Signaltransduktion keine vollstandige Inhibition der
Effektor Caspase erreicht wurde. Diesbeziglich ist bekannt, dass tber andere Rezeptoren
der TNF-Rezeptor-Superfamilie, insbesondere den TNFR-1 ebenfalls Fas-unabhéngige
apoptotische Prozesse vermittelt werden kénnen. Weckbach et al konnte dessen Einfluss im
hier verwendeten Double-Hit Modell aufzeigen. TNFR-1-Knockout Mé&use zeigten im
Vergleich zu Wildtyptieren vermindert pulmonale Apoptose nach Trauma [149]. Caspase-8
und TUNEL-positive Zellen waren intrapulmonal deutlich vermindert in TNFR-1-Knockout
Méusen gegenuber Wildtyptieren nach intratrachealer Instillation von Salzséure [117].
Desweiteren ware auch eine Aktivierung der intrinsischen pro-apoptotischen Signalkaskade
denkbar. Diese wurde bereits in Hyperoxie-, Hypoxie- und LPS-vermittelten ARDS-
Modellen beschrieben. Die Hyperventilation mit 100%-Sauerstoff von Mausen resultierte in
einer erhdhten Produktion von u.a. Bid und Proteinen der Bax-Familie, die malRgeblich an
intrinsischer Apoptose beteiligt sind [52]. Unter gleichen Bedingungen kommt es zur
Aktivierung von Bax auf der mitochondrialen Membran und einer Freisetzung von
Cytochrom C in einer alveolédren Zelllinie der Ratte [21]. Isolierte Alveolar-Typ 1l Zellen
der Ratte zeigen eine gesteigerte Apoptoserate wenn sie unter hypoxischen
Umgebungsbedigungen kultiviert werden und produzieren vermehrt proapoptotisches
Bnip3L, ein Protein aus der Bcl-2-Familie [77]. LPS-Stimulation von humanen alveoldren
Epithelzellen steigerte die mitochondriale Cytochrom C Freisetzung und Bildung von
Caspase-9 und Caspase-6 [28]. Zusétzlich kommt auch der Granzyme-B-vermittelte

Signalweg als Ausloser fir die Apoptose von Lungenepithelzellen infrage. In diesem
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Zusammenhang wurde gezeigt, dass dieser Fas-abhangig tber die Aktivierung von Caspasen
zur Schédigung von Lungenepithelzellen im LPS-induziertem ARDS Modell der Maus
fihrte [74].

Somit scheinen neben dem Fas-Signalweg auch andere Signalkaskaden eine Rolle bei
apoptotischen Prozessen in ARDS-Modellen spielen, wenn auch der Fas-vermittelte Anteil
am programmierten Zelltod einen wesentlichen und therapeutisch relevanten Effekt im
vorliegenden ARDS-Modell darstellt.

4.4 Storung der Alveolo-kapillaren Barriere

Ein wesentliches zentrales Kriterium fir das Vorliegen eines ARDS ist nach aktueller
Definition auch das Vorhandensein eines alveolaren Odems durch eine erhéhte Permeabilitat
der alveolo-kapilliren Membran malgeblich [14,37,95,129]. Da eine erhohte
Durchlassigkeit des Lungenepithels fur Proteine ein Anzeichen fir die Storung der alveolo-
kapillaren Integritat darstellt, wurde in vorliegender Studie die Proteinmenge in der BAL
bestimmt. Dabei zeigte sich nach Thoraxtrauma und Sepsis in Wildtyp-Mausen eine
signifikant erhohte Proteinkonzentration in der BAL im Vergleich zu den Kontrolltieren.
Bereits veroffentlichte Arbeiten zeigten unter Verwendung desselben Tiermodells fir ARDS
ebenfalls eine Schrankenstorung durch Nachweis erhohter Proteinkonzentrationen in BAL
nach Trauma und CLP [105,121]. Gleiches gilt auch fur Untersuchungen mittels eines
indirekten ARDS Modells. Es zeigte sich ein alveoldrer Einstrom an proteinreicher
Flussigkeit bei den Tieren, die eine Double-Hit Prozedur bestehend aus hd&morrhagischem
Schock und CLP erhielten. Dies wurde nachgewiesen durch ein erhohtes BAL/Plasma-
Verhaltnis der Proteinkonzentration beider Kompartimente 12 Stunden nach CLP (bzw. 36h
nach Hamorrhagie) [120] und 24 Stunden nach CLP (48h nach Hamorrhagie) [85,86]. Auch
unter anderen Studienbedinungen unter alleiniger intrapulmonaler Instillation eines Fas-
aktivierenden Antikorpers (Jo-2) bzw. eines ldslichen rekombinanten humanen Fas-
Liganden (rh-sFas) lieRen sich erhdhte Proteinkonzentrationen in der BAL von Mausen nach
Trauma nachweisen [53,102]. Interessanterweise zeigte sich bereits 24 Stunden nach Jo-2
Instillation im Gegensatz zu vorliegender Arbeit (12h nach CLP und 36h nach TxT) keine
erhohte Proteinkonzentration mehr. Ein Grund hierflr kdnnte darin liegen, dass die Double-
Hit Prozedur bestehend aus TxT und CLP einen viel starkeren und lang anhaltenden Einfluss
auf die alveolare Dysfunktion im Gegensatz zur alleinigen Fas-Aktivierung mittels

Antikdrper ausibt.
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In Fas-lpr Tieren konnte eine signifikant verminderte Proteinkonzentration in der BAL
gegenuber Wildtyp-Tieren nach Trauma nachgewiesen werden, was auf einen protektiven
Effekt bei der Ausbildung einer Schrankenstérung der Lunge hindeutet. Dies wurde
ebenfalls in einer Studie am gleichen Fas-Rezeptor-mutierten Mausstamm von Perl et al. im
Rahmen eines indirekten ARDS Modells gezeigt. Fas-lpr Mé&use zeigten eine auf
Kontrolltierniveau erniedrigtes BAL/Plasma-Verhaltnis der Proteinkonzentration 12
Stunden nach CLP und insgesamt 36 Stunden nach hdmorrhagischem Schock [120]. Matute-
Bello et al. zeigte, dass 6 Stunden nach intratrachealer Jo-2 Instillation die
Proteinkonzentration in BAL von Fas-lpr Mdusen auf signifikant vermindertem Niveau
gegenuber Wildtyptieren liegt [102]. In Fas-lpr Mausen wurde ebenfalls 18 Stunden nach
Instillation von rekombinantem Fas-Liganden (rh-sFas) eine verminderte Konzentration an
Protein und IgM in der BAL gegenlber Wildtyptieren gemessen bzw. Herrero et al. bei
Verwendung von Jo-2 bzw. rh-sFas in einem direkten Modell gezeigt [53]. Dies deutet
daraufhin, dass in vorliegender Studie von einer verminderten alveolokapillaren
Dysfunktion bereits vor dem 12 Stunden Zeitpunkt nach CLP in Fas-Ipr Tieren auszugehen
ist, jedoch aufgrund der fehlenden Messzeitpunkte nicht bewiesen werden kann. Dartiber
hinaus wurde eine Permeabilitatsstorung von Lungenepithelzellen der Maus bei direkter Fas-
Stimulation durch in-vitro Versuche nachgewiesen. Hierbei wurde der Fas-abhangige
apoptotische Zelluntergang als Ursache fur die Beeintrachtigung der alveolaren Clearance
identifiziert [53]. Analog lassen sich diese Beobachtungen mit der oben genannten
Epithelzellhypothese vereinbaren, die besagt, dass die Apoptose der Epithelzellen der Lunge
als Hauptursache der alveolokapillaren Dysfunktionalitat fungiert. In vorliegender Arbeit
konnte gezeigt werden, dass durch fehlende Fas-Signaltransduktion eine verminderte
Apoptoserate im Lungengewebe nach Trauma und Sepsis zu beobachten ist. Selbiges gilt
fir die Auslegung der Neutrophilzell-Hypothese, die besagt, dass die Dysfunktion der
alveolo-kapillaren Barriere eine Folge der Neutrophilen-Infiltration und der daraus
folgenden Schéadigung der Epithelzellen ist. Oben dargestellte Ergebnisse konnten eine
verminderte Einwanderung von PMN ins Lungengewebe nach DH in Fas-Rezeptor-
mutierten Tieren zeigen. Somit scheinen sowohl die Neutrophilen-Infiltration als auch die
Epithelzellapoptose eine Fas-Aktivierung als Ursache fur die Stérung der Lungenintegritét
zu stitzen und stellen den Fas-Rezeptor als Bindeglied beider Hypothesen in den

Mittelpunkt fir ein zuklnftiges therapeutisches Ziel.

49



Diskussion

4.5 Histologie

Durch die histologische Auswertung von Dunnschnittpraparaten konnte das Ausmald der
Lungenschédigung nach TXT und Sepsis genau bestimmt werden. So lieRen sich typische
Anzeichen eines ARDS (Verdickung der Alveolarsepten, Zerreiflungen in der alveoldren
Wandstruktur, intra-alveoldre Fibrinablagerungen und Einwanderung von Neutrophilen
Granulozyten) in Wildtyp-Mé&usen nach DH, gegeniiber Kontrolltieren mit einer intakten
Lungenhistologie aufzeigen. Im Vergleich mit bisherigen Studien, sei es bei Anwendung
eines direkten (TXT + CLP) oder indirekten (Schock + CLP) Double-Hit Modells konnten
diese Veranderungen ebenfalls beobachtet werden. [91,105,118,121]. Desweiteren decken
sich diese histologischen Befunde mit dem histologischen Bild im humanen ARDS [6]. So
konnte in Studien, in denen Dunnschnittpréparate nach singuldrem stumpfen TxT untersucht
wurden, neben intraalveoldren Einblutungen eine Neutrophilen-Infiltration in die Lunge
festgestellt werden [61,62,128]. Eine singuldre CLP Prozedur hingegen fiuihrte zu keinen
nennenswerten histologischen Veranderungen der Lunge gegeniiber Kontrolltieren.
Stattdessen waren nur bei der Kombination von Thoraxtrauma und Sepsis alle typischen
histologischen Kennzeichen eines ARDS zu beobachten [121]. Interessanterweise hat sich
gezeigt, dass bereits die alleinige intrapulmonale Stimulation des Fas-Rezeptors mittels
Instillation eines Fas-aktivierenden Antikorpers zu einem ARDS typischen
histopathologischen Bild flihrte [102], was darauf hindeutet dass der Fas-Signalweg einen
entscheidenden Faktor bei der Pathophysiologie des ARDS einnimmt. Dies kann in
vorliegender Studie bestatigt werden, da Fas-mutierte Tiere nach Thoraxtrauma und Sepsis
eine nahezu gleiche Lungenarchitektur wie Kontrolltiere aufwiesen. Somit verifizieren die
histologischen Befunde und decken sich mit der Beobachtung einer verminderten
Neutrophilen-Infiltration und einer reduzierten alveolo-kapillaren Stérung nach Double Hit
durch die fehlende Fas-Signaltransduktion. Im Double-Hit Modell bestehend aus
h&morrhagischem Schock und CLP zeigte sich eine Abmilderung in der geschadigten
Lungenarchitektur und PMN-Infiltration durch préinterventionelle Instillation von Fas-
siRNA [118]. Messer et al. bestatigen diese Befunde und zeigten eine geringere Auspragung
der ARDS typischen histologischen Alterationen durch Herabregulation der Fas Expression
mittels SIRNA nach TxT und Sepsis. Dies wurde auch bei der Verwendung von FADD- und
Caspase-3-siRNA beobachtet. Da beide Proteine in der Fas-Signalkaskade angesteuert
werden ist es nicht verwunderlich, dass durch alleinge Inhibition bzw Mutation des Fas-

Rezeptors es zu einer Abschwéchung der ARDS-typischen Lungenhistologie kommt [105].
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Es l&sst sich daraus schliel3en, dass die Aktivierung des Fas-Signalwegs eine signifikante
Rolle bei der Entwicklung eines intraalveolaren Odems spielt und im Gegenzug dies in Fas-
mutierten Tieren durch Herabregulation der Apoptoserate und Reduktion der PMN-
Infiltration zur Abminderung des Lungenschadens beitragt. Dabei ist jedoch histologisch
nicht zu klaren welcher der beiden Faktoren entscheidend fiir die Schadigung der Lunge ist.
Denn sowohl durch die alleinige Depletion Neutrophiler Granulozyten [121] als auch durch
die Reduktion der Apoptoserate mittels Caspase-3 SiRNA [105] kam es zu verminderten
histopathologischen Veranderungen nach Trauma und Sepsis. Ausgehend davon, dass
sowohl die Apoptose als auch die PMN-Infiltration Fas-vermittelt ablaufen ist es demnach
wenig Uberraschend, dass eine Fas-Rezeptor-Mutation zu einem friihen signifikanten
Uberlebensvorteil gegentiber Vergleichstieren im murinen direkten ARDS-Modell (TXT +
CLP) fuhrte und demnach fur friihe therapeutische Interventionen optimal genutzt werden
konnte [149]. Hingegen dazu kam es in einem Fas-defizienten Mausstamm nach der
aerogenen Applikation von Escherichia Coli zu geringeren histopathologischen
Verdnderungen der Lunge [96]. Auch entfalteten Fas-Rezeptor-mutierte Mé&use eine
geringere pulmonale Apoptose und zeigten einen Uberlebensvorteil als Antwort auf einen
Legionella Pneumophila-induzierten und Hyperoxie-induzierten Lungenschaden [139].
Darlber hinaus konnte in einem indirekten ARDS Modell bestehend aus hdmorrhagischen
Schock und polymikrobieller Sepsis ein Benefit fiir Fas-lpr Méause in einer Uberlebensstudie
Uber einen Zeitraum von 10 Tagen beobachtet werden [120]. Méglicherweise tragt die
schwerwiegendere Form der direkten Lungenschadigung durch ein Thoraxtrauma gegenuber
der indirekten Form dazu bei, dass eine Fas-Defizienz zu keinem langfristigen Vorteil in
Uberlebensstudien mit Thoraxtrauma und Sepsis fiihrt. Dieser Unterschied bestarkt
zusatzlich die Mdoglichkeit, dass direktes und indirektes ARDS durch verschiedene

Pathomechanismen gesteuert werden.

4.6 Schlussfolgerung

Zusammen genommen konnte der Einfluss des Fas-Signalweges bei der Entwicklung eines
ARDS durch stumpfes Thoraxtrauma und Sepsis demonstriert werden, indem er bei der
Regulation zweier bedeutender Pathomechanismen beteiligt ist: Pulmonale Inflammation
und Lungenapoptose. Selbst in Formen des ARDS, welche durch einen erheblichen
Gewebeschaden der Lunge wie z.B. durch Thoraxtrauma vorausgingen, konnte die
Inhibition Fas-abhangiger Prozesse von therapeutischen Nutzen sein. Eine Moglichkeit wére

51



Diskussion

das Heranziehen von RNA-Interferenz im speziellen die Verwendung von siRNA. Hier
zeigten sich bereits aussichtsreiche Ergebnisse in verschiedenen Tiermodellen im Rahmen
eines ARDS. Ob diese Therapiestrategien den Krankheitsverlauf im humanen ARDS positiv

beeinflussen kdnnen missen weitere Studien in Zukunft zeigen.
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5 Zusammenfassung

Das Acute Respiratory Distress Syndrome (ARDS) ist eine Form der akuten
Lungenschédigung, die trotz der zahlreichen Fortschritte in der medizinischen Versorgung
immer noch mit einer hohen Mortalitdt assoziiert ist. Dabei werden Inflammation und
Apoptose als zwei mogliche Pathomechanismen bei der Genese dieser klinischen Entitat
angesehen. Studien haben gezeigt, dass durch die Stimulation des Fas/Fas-Ligand Systems
sowohl inflammatorische, als auch apoptotische intrazellulare Signalprozesse induziert
werden. Es ist jedoch weiterhin unklar, welche pathogenetische Rolle das Fas-System bei
der Entstehung eines ARDS unter klinisch relevanten Konditionen einnimmt. Ziel dieser
Arbeit war daher die Fas-abhangige Regulation von Apoptose und Inflammation in einem
Klinisch relevanten ARDS Modell der Maus zu untersuchen.

Dabei wurden zwei Mausstamme, C57BL/6, ein Wildtypstamm und B6.MRL-Fas'"/J (lpr),
ein Mausstamm der sich durch eine fehlerhafte Expression des Fas-Rezeptors auszeichnet
einem stumpfen Thoraxtrauma unterzogen. Anschlielend erfolgte 24 Stunden spéter die
Induktion einer polymikrobiellen Sepsis durch zékale Ligatur und Punktion (CLP). Die
inflammatorische und apoptotische Antwort beider Mausstdamme wurde weitere 24 bzw. 12
Stunden spater analysiert. Herangezogen dazu wurde die Bestimmung zahlreicher Zytokine
und Chemokine im Plasma, der Lunge, Bronchoalveoldren Lavage (BAL), sowie des
Proteingehaltes der BAL und der Myeloperoxidaseaktivitat der Lunge (MPO). Die
Lungenhistologie von Dunnschnittpréparaten wurde ebenfalls bewertet, sowie apoptotische
Vorgéange in der Lunge mittels Bestimmung der aktiven Caspase 3 via Western-Blotting
Technik und TUNEL (TdTmediated dUTP-biotin nick end labeling)-Farbung von
Lungengewebsschnitten. Die Kombination von Thoraxtrauma und Sepsis fihrte zu erhéhten
Zytokin und Chemokin-Konzentrationen in Plasma, BAL und Lungengewebe der Wildtyp-
Méause. In Tieren mit Fas-Rezeptor-Mutation wurden im Gegenzug signifikant erniedrigte
Werte gemessen. Dabei korrelierten die Beobachtungen der Inflammation auf Zytokinebene
mit der Infiltration Neutrophiler Granulozyten ins Lungengewebe. Diese Infiltration wurde
ebenfalls durch Fas-Rezeptor-Mutation attenuiert. Zusatzlich kam es zu verminderter
Apoptoserate in der Lunge in Abwesenheit der Fas-Signaltransduktion gegeniiber dem
Wildtypstamm. Eine Schrankenstérung der alveolo-kapillaren Barriere lieR sich nur im
Wildtypstamm feststellen. Diese blieb in Fas-Rezeptor-mutierten Tieren ebenfalls aus. Da
Inflammation, Neutrophilen-Infiltration und Apoptose als richtungsweisende Mechanismen
bei der Pathophysiologie des ARDS gesehen werden, konnte in vorliegender Studie gezeigt
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werden, dass der Fas-Signalweg durch die Herabregulation dieser Prozesse kritisch bei der
Entstehung des ARDS involviert ist und als wichtiger Ansatzpunkt bei der Erforschung der
Pathogenese darstellt. Gleichzeitig wurde auch verdeutlicht, dass die Fas-Signalkaskade nur
eine von vielen ineinandergreifenden intrazellular ablaufenden Prozessen ist und der Fas-
Rezeptor nicht als einziger Todesrezeptor bei der Pathogenese des ARDS beteiligt ist.
Dennoch konnte die Inhibition des Fas-Signalweges zusammen mit anderen Todesrezeptor-

Signalwegen als Zielstruktur fur zukinftige therapeutische Strategien dienen.
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